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Synthesen, Konformationen und Rontgenstrukturanalysen
von Saccharidketten der Core-Regionen von Glycoproteinen

Von Hans Paulsen *

Bei Glycoproteinen kann der kovalent gebundene Kohlenhydratteil intramolekular das Pro-
teinmolekiil stabilisieren, oder er kann eine intermolekulare Funktion bei der biologischen
Erkennung ausiiben. Die Entdeckung dieser biologischen Phdnomene hat zur Renaissance der
Chemie und Biochemie der Kohlenhydrate gefiihrt. Sowohl N-Glycoproteine als auch O-Gly-
coproteine haben in der Bindungsregion zum Protein spezielle invariante Oligosaccharidket-
ten, die als Core-Regionen bezeichnet werden. Diese Ubersicht beschreibt die vielfiltigen
Synthesewege fiir Oligosaccharide, iiber die man zu den Core-Basisstrukturen gelangt. Die
Methoden der Oligosaccharidsynthese sind so verbessert, daB auch Strukturen des komplexen
Lactosamintyps und des ,,bisected* Typs bis zum Nona- bzw. Undecasaccharid synthetisiert
werden konnen. Oligosaccharidketten sind wesentlich weniger flexibel als Peptidketten. NMR-
spektroskopisch lassen sich die bevorzugten Konformationen in Lésung sehr gut ermitteln. Bei
einem verzweigten Octasaccharid ist ein Vergleich der Konformationen in Losung und im
Kiristall moglich. Oligosaccharide kénnen an die Amidgruppe von Asparagin oder an die
Hydroxygruppe von Serin oder Threonin gekniipft werden. Bei entsprechenden Blockierungs-
funktionen lassen sich die erhaltenen Glycosylaminosiuren C- oder N-terminal mit Aminosdu-
ren verlingern. Man gelangt so zu beliebigen Glycopeptidsequenzen. Im Bereich der Ver-
kniipfungsregion sind bei Glycopeptiden bestimmte Konformationen bevorzugt. Eine zu-
kunftstrachtige Aufgabe im Hinblick auf die Funktion der Glycoproteine diirfte die Synthese
und biochemische Untersuchung von modifizierten Glycoproteinsegmenten sein.
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1. Einleitung

Das Interesse an Glycoproteinen hat nicht ohne Grund im
letzten Jahrzehnt enorm zugenommen. Glycoproteine kon-
nen stark wechselnde Mengen von Sacchariden enthalten
(bis > 85%)!* 2], Dank der verbesserten Analysemethoden
hat man auch in Verbindungen, die friiher als reine Proteine
angesprochen wurden, Kohlenhydratreste gefunden. Koh-
lenhydratreste konnen die Stabilitdt, Konformation, Proto-
lyseanfilligkeit sowie thermische Eigenschaften und die Los-
lichkeit eines Proteins beeinflussen. Glycoproteine kommen
in 16slicher Form im Blut und in zahlreichen Sekreten sowie
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in fixierter Form eingelagert in Membrandoppelschichten
vor!®#., In diesem Fall ist der Kohlenhydratteil extrazelluldr
angeordnet. Beide Male kann der Kohlenhydratrest wichtige
Funktionen ausiiben. Hervorzuheben ist eine spezifische
Rezeptorwechselwirkung mit funktionellen Proteinen. Gly-
coproteine sind an der Fixierung und am Transport von
Enzymen, Hormonen und Antikrpern sowie an Zell-Zell-
Wechselwirkungen beteiligt 7 8. Der Kohlenhydratteil kann
Hormone, Enzyme, Antikérper und Lectine, aber auch
Toxine, Viren und Bakterien binden. Es sei in diesem Zusam-
menhang auf die entsprechenden Ubersichtsartikel verwie-
senlt ~ 81,

Es gibt zwei wichtige Arten der chemischen Verkniipfung
von Saccharidkette und Proteinkette!!), die sich auch in der
Biosynthese unterscheiden. Bei den N-Glycoproteinen liegt
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Abb. 1. Basisstrukturen der N-Glycoproteine. Gic = Glucose, Man = Mannose, P-P-Dol = Dolicholpyrophosphat, Asn = Asparagin, NeuSAc = N-Acetyl-

neuraminsiure, Fuc = Fucose.

eine B-N-glycosidische Verkniipfung von 2-Acetamido-2-
desoxy-D-glucose (GleNAc) mit der Amidgruppe von Aspa-
ragin vor. Durch die Amidanordnung ist die N-Basizitit so
herabgesetzt, daB die sonst labile Glycosylamingruppe gut
stabilisiert wird. Bei den O-Glycoproteinen liegt eine a-O-
glycosidische Verkniipfung von 2-Acetamido-2-desoxy-
D-galactose (GalNAc) oder eine B-O-glycosidische Ver-
kniipfung von D-Xylose (Xyl) mit der Hydroxygruppe von
Serin oder Threonin vor. Bemerkenswert ist, daf3 der Saccha-
ridteil in der Verkniipfungsregion trotz der groBen Vielfalt
der Glycoproteine eine gleichartige, ja zum Teil uniforme
Sequenz enthilt. Diese direkt an das Protein gebundene Se-
quenz bezeichnet man als Core-Strukturt!- 2. Das Auftreten
einer jeweils fiir N- oder O-Glycoproteine charakteristischen
Core-Struktur ist durch die jeweilige Biosynthese der Glyco-
proteine bedingt!®: 2,

Die chemische Synthese von Segmenten dieser Bindungs-
region ist von Interesse zur Strukturbestimmung und zur
Aufkidrung der Funktion der Glycoproteine sowie zur Be-
stimmung der Spezifitat der Biosyntheseprozesse. Uber ei-
nen Spacer an groBere Molekiile gebundene Oligosaccharid-
segmente sind zur Gewinnung von monoclonalen Anti-
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korpern geeignete Antigene. An Festkorpersdulen gebun-
den, k6nnen Oligosaccharide bei spezifischer Bindung zur
Affinitdtschromatographie von Enzymen und Antikérpern
eingesetzt werden. Der vorliegende Uberblick beschreibt die
chemische Synthese und die molekulare Anordnung derar-
tiger Bindungsregionen von Glycoproteinen.

2. N-Glycoproteine:
Asparagin-gebundene Oligosaccharide

2.1. Basisstrukturen und Biosynthese

In Abbildung 1 sind die wichtigsten Basisstrukturtypen
der N-Glycoproteine zusammengefaBt!!*1%, Neben dem
Oligosaccharidvorlaufer gibt es den mannosidischen Typ,
den Hybridtyp und den komplexen Typ, von denen der letzt-
genannte am hdufigsten vorkommt. Es ist erkennbar, dal3
alle Typen ein gleichartiges Core-Muster enthalten, das aus
zwei Resten GIcNAc und einem Verzweigungselement aus
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sich 1962. Im Jahre 1972 iibernahm er an der Universitit Hamburg einen Lehrstuhl fiir Natur-
stoffchemie. Seine Untersuchungen umfafiten das gesamte Gebiet der Saccharidchemie, in den
letzten fiinfzehn Jahren standen jedoch Oligosaccharidsynthesen im Mittelpunkt. Hierauf auf-
bauend beschdftigte er sich auch mit biologisch wichtigen Substanzen wie Blutgruppensubstanzen,
Glycolipiden und Glycoproteinen, deren grofle Bedeutung immer mehr sichtbar wird. Sein Wirken
hat international Anerkennung gefunden, und es sind ihm alle Ehrungen zuteil geworden, die die
Kohlenhydratchemie zu vergeben hat. Die Gesellschaft Deutscher Chemiker verlieh ihm 1980
die Emil-Fischer-Medaille, die Royal Society of Chemistry die Haworth-Memorial-Medaille
und die American Chemical Society 1985 den Claude-S.-Hudson-Award. 1989 erhielt er die
J-Heyrovsky-Medaille der tschechoslowakischen Akademie der Wissenschaften.
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drei Mannoseeinheiten (Man) besteht. Diese Pentasaccha-
ridstruktur kommt in allen Formeln vor (siehe eingerahmte
Struktur). Die vielfdltigen Variationen der Strukturen der
Glycoproteine erfolgen dann auBerhalb dieser Core-Struk-
tur durch weitere Kettenverldangerungen und Verzweigungen
an den nach oben gezeichneten Ketten.

Um die Uniformitdt der Core-Struktur in allen N-Glyco-
proteinen zu verstehen, sei kurz das Prinzip der Biosynthese
erldutert!*?): Im rauhen endoplasmatischen Reticulum wird,
ausgehend von Dolicholphosphat, mit Hilfe spezifischer
Glycosyltransferasen der Oligosaccharidvorldufer (Abb. 1)
synthetisiert. Innerhalb des Dolicholphosphatcyclus wird
dann das gesamte Oligosaccharid von 14 Saccharideinheiten
auf das Asparagin einer Polypeptidkette iibertragen, wenn in
der Kette die Sequenz Asn-X-Ser/Thr vorliegt. Hierbei kann
X eine beliebige Aminosiure sein; die Anwesenheit der Hy-
droxyaminosduren Serin oder Threonin ist jedoch fiir den
Ubertragungsschritt essentiell.

Das erhaltene N-Glycoprotein durchlduft dann die Zister-
nen des Golgi-Apparates, wo der Trimming-ProzeB ein-
setzt[*°!: Das Glycoprotein wird durch Glycosidasen abge-
baut und durch Glycosyltransferasen neu zu den ge-
wiinschten Strukturen aufgebaut. Hierbei wird jedoch die
Core-Pentasaccaridstruktur am Asparagin nicht mehr ange-
tastet. Sie bleibt daher in allen Varianten erhalten. Beim
mannosidischen Typ wird nur eine Kette abgebaut. Beim
Hybridtyp wird an einer Kette Lactosamin angekniipft. Die-
ser Typ enthilt meistens eine zusétzliche GIcNAc-Einheit,
die an der Mannose des Verzweigungsgliedes angekniipft ist.
Der komplexe Typ enthdlt mehrere Lactosamineinheiten
und kann an den Enden vielseitig verzweigt und weiter ver-
ldngert werden. Teilweise ist im komplexen Typ am Aspara-
gin-gebundenen GIlcNAc zusétzlich Fucose (Fuc) gebunden.
Ferner kann beim komplexen Typ wie beim Hybridtyp am
Verzweigungsglied eine zusitzliche GlcNAc-Einheit gebun-
den sein. Man kommt dann zum ,,bisected* Typ, der inner-
halb der Biosynthese von groller Bedeutung ist und auf den
spiter gesondert eingegangen wird.

2.2. Chemische Synthesen

2.2.1. Bewiihrte Glycosidverkniipfungsmethoden

Fiir die Glycosidverkniipfung zum Aufbau gréBerer Oli-
gosaccharide haben sich drei Methoden bewihrt: Die Halo-
genid-, die Imidat- und die Thioglycosidmethode. Als Halo-
geniddonor kénnen die Fluoride, Chloride oder Bromide 1
eingesetzt werden. Lewis-Sduren, Quecksilbersalze und Sil-
bersalze sind gute Katalysatoren!!!l, Das Imidatverfahren
nutzt den Donor 3 unter Zugabe von Lewis-Sdure-Katalysa-
toren™2). Beim Thioglycosidverfahren ist eine Aktivierung
des Schwefelatoms im Donor 5 notwendig, der durch Uber-
fithrung in eine Sulfoniumstufe in eine gute Abgangsgruppe
umgewandelt wird. Als Katalysatoren kommen Me,SS®Me-
Triflat und eine Reihe anderer Reagentien in Frage!!32],

Alle drei Verfahren liefern in einer Nachbargruppen-un-
terstiitzten Reaktion stereoselektiv das trans-Glycosidie-
rungsprodukt, was bedeutet, daB in der p-gluco-und der p-
galacto-Reihe nur das B-Glycosid von 2, 4 oder 6 gebildet
wird. Ohne Nachbargruppenbeteiligung liefern alle drei Ver-
fahren zwar bevorzugt das a-Glycosid, jedoch wird zugleich
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in wechselnden Mengen das anomere B-Glycosid gebildet.
Die Anteile an a-Glycosid sind stark von Bedingungen wie
Losungsmittel, Katalysator und jeweiliger Struktur der Re-
aktionspartner abhéingig. Optimierungsbemiihungen sind in
diesem Falle sicherlich notwendig. Es ist nicht einfach, aus-
gehend vom normalerweise labileren f-anomeren Glycosyl-
donor eine S 2-artige Reaktion zum a-Glycosid durchzufiih-
ren. Nach den bisherigen Erfahrungen eignen sich hierzu am
besten B-Glycosylchloride. Bei Glycosylfluoriden begiinstigt
der Katalysator Cp,ZrCl, - AgClO, die Bildung von a-gly-
cosidischen Verkniipfungen3®L.

EO EO
R’OH
X —_— OR’
OR OR
1 2

X = F, Cl, Br (Hg-Salz, AgCF3S03)

O—ICI—CCI_-, _— OR’

OR 4 OR
(BF3, MesSiCF5S03)

EO 0,
R’'OH
SR” ——— OR’
OR OR
5 ® 6
(MG2SSMECF3SO3)
0,
, RO
ROH__ OR’
Q, Lewis-SHure 8
RO
Br -_Ag-Silicat
7 R’OH OQR
RO
)

Besondere Verhiltnisse liegen bei der b-Mannose vor, bei
der an C2 die Konfiguration umgekehrt ist. Die Verfahren
liefern sowohl bei Nachbargruppen-unterstiitzter Reaktion
als auch ohne Nachbargruppenbeteiligung mit Lewis-Kata-
lysatoren das a-Glycosid 8. Das B-Glycosid 9 ist auf diesen
Wegen nicht erhiltlich. Seine Darstellung gelingt nur nach
dem von uns entwickelten Verfahren mit einem heterogenen
Katalysator wie Silbersilicat! . Hiermit ist in Abwesenheit
von Lewis-Sauren der Donor 7 in das B-Glycosid 9 iiberfithr-
bar.

2,2.2. Synthese der Core-Basisstruktur

Syntheseversuche der Core-Basisstruktur (vgl. Abb. 1)
wurden bereits frilhzeitig von Jeanloz et al.l*3! unternom-
men. Die Hauptschwierigkeit lag dabei in der Herstellung
der (1 — 4)-B-glycosidischen Verkniipfung der Mannose des
Verzweigungspunktes zur benachbarten GIcNAc-Einheit.
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Diese Verkniipfung war damals nicht herstellbar. Aus die-
sem Grunde synthetisierte man in geeigneter Blockierung
zundchst das Disaccharid B-p-Gle-(1 — 4)-D-GlcNAc, da
mit der Glucose die B-glycosidische Verkniipfung mit
Nachbargruppenbeteiligung sehr viel einfacher herzustellen
ist. In der Glc-Einheit muBte dann selektiv die 2-OH-Gruppe
freigesetzt und zur Ketogruppe oxidiert werden. Eine an-
schlieBende selektive Reduktion iiberfiihrte diese Einheit in
die manno-Konfiguration, wodurch das Schliisseldisaccharid
B-D-Man-(1 — 4)-D-GlcNAc erhalten wurde!!*1. Dieser Weg
erfordert einige Stufen. Er wurde auch zur Herstellung
des Trisaccharides B-pD-Man-(1 — 4)-p-D-GlcNAc-(1 — 4)-D-
GIcNAC beschritten ],

Eine Variante dieses Verfahrens wurde kiirzlich von Kunz
et al.'* 71 beschrieben: Ausgehend vom gleichen Disaccharid
Glc-(1 - 4)-B-GlcNAc wird durch intramolekulare nucleo-
phile Substitution unter Nachbargruppenbeteiligung eines
vicinalen Phenylurethanrestes die Inversion einer 2-O-Tri-
flatgruppe an der Glc-Einheit erreicht. Man gelangt auf die-
sem Wege ohne Oxidation zum gleichen Schliisseldisaccha-
rid.

Die direkte B-mannosidische Verkniipfung gelingt nur
durch heterogene Katalyse mit Silbersilicat!!8), Hierfiir sind
reaktive Donoren und Acceptoren notwendig. Der Donor 10
(All = Allyl) ist durch Ethergruppen am anomeren Zentrum
aktiviert!"*}. Im Acceptor 11 ist durch Inversion der gluco-
Konfiguration durch die 1,6-Anhydroform die jetzt in axia-
ler Stellung befindliche 4-OH-Gruppe aktiviert. Die Umset-
zung von 10 mit 11 in Gegenwart von Silbersilicat liefert das
gewiinschte B-glycosidisch verkniipfte Disaccharid 12 in et-

wa 70% Ausbeute!'°l.
oAl 0
BzIi0O leO 020 Ag-Silicat
AllO
HO N
11 °

N3
OR 0 OBzI
BzIO 9 B IO
BzIO oz +2 BzlO
RO 0 BzIO
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BzI0

15
a-0-Manp-(1-6)
-D-M -(1-+4)-0-GIcNA
a—D—Mcnp—(‘I—>3)/ﬁ anp-(1-4) enace
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Nach Abspaltung der Allylgruppen in 12 zu 13 ist jetzt
eine Reaktion mit dem Mannosedonor 14 mit Nachbar-
gruppenbeteiligung moglich, die stereoselektiv zur a-glycosi-
dischen Bindung fiihrt. Diese Reaktion ist erheblich einfa-
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cher. So lassen sich zwei Aquivalente 14 mit 13 zum ver-
zweigten Tetrasaccharid 15 in 82% Ausbeute umsetzen.
Durch Entblockierung von 15 ist hieraus die wichtige ver-
zweigte Sequenz der Core-Basisstruktur 16 erhiltlich %!,

OAII PhthN OBzI
BzIO
AllO BzIO
AcHN
AgCF3S0,
PhthN 0Bz!
BzIO BzIO 0 0
Bz!O
AcHN
19R = OAc 0Bzl
20R = H +2 14
0Bzl
o o Hg(CN)2/HgBr,
Bzl 0

a-D-Manp-(1-6)
a-D-Manp-(1-3)~

22

OAH
BzIO leO
AllO
Br

OBzI NPhth
23R = Bzl 25R'= R2= Bzl
24R = Ac 26R'= All, R?= p-MeO-Bz!
Ag Silicat
OAlI PhthN OR2
R30 BzIO Q
Bz IO
AllO BziO OR?
NPhth

27R'= R%?= R3= Bzl

28R'= All, RZ= p-Me0-Bzl, R3= Ac

Das Tetrasaccharid 16 wurde am reduzierenden Ende um
eine weitere GIcNAc-Einheit verlingert, um die vollstindige
Core-Struktur zu erhalten. Hierzu wurde das Disaccharid 12
in den Glycosyldonor 17 (Phth = Phthaloyl) umgewandelt
und mit 18 umgesetzt. Man erhielt stereoselektiv das p-ver-
kniipfte Trisaccharid 19. Nach Abspaltung der Allylgruppen
zu 20 wurde dieses in glatter Reaktion mit zwei Aquivalenten
des Mannosederivates 14 in einem Schritt zum Pentasaccha-
rid 21 umgesetzt2°], Die Entblockierung ergab dann das
vollstindige verzweigte Core-Pentasaccharid 22, das direkt
an Asparagin gebunden ist.

Von Ogawa et al.1>!1 wurde ein anderer Weg beschritten,
um zu der 19 entsprechenden Trisaccharidkette zu gelangen.
Bei der Umsetzung des Mannosedonors 23 mit dem Disac-
charid 25 nach dem Silbersilicatverfahren kann neben erheb-
lichen Anteilen des a-glycosidisch verkniipften Produktes in
40% Ausbeute das B-glycosidisch verkniipfte Trisaccharid
27 isoliert werden. Dies ist bemerkenswert, da die 4'-OH-
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Gruppe in 25 nur sehr wenig reaktiv ist. Das Trisaccharid 27
wurde als Zwischenprodukt fiir weitere Aufbaureaktionen
verwendet.

Van Boeckel et al.l?] haben systematische Studien der pB-
Mannosidsynthese nach dem Silbersilicatverfahren durchge-
filhrt. Danach ist das Substitutionsmuster im Glycosyldonor
wichtig: An C3 und C6 sollten moglichst elektronen-
liefernde, an C4 dagegen elektronenziehende Substituenten
vorhanden sein, um eine B-Glycosidierung zu begiinstigen.
Der Donor 24 mit einer 4-OAc-Gruppe hat somit die opti-
male Substituentenanordnung. Die Umsetzung von 24 mit
26 liefert nach dem Silbersilicatverfahren das gewiinschte
B-glycosidisch verkniipfte Trisaccharid 28 in der Tat in der
erhohten Ausbeute von 48 %, wihrend nur 19 % a-Glycosid
entstehen 231, Auch 28 wurde fiir weitere Aufbaureaktionen
verwendet.

2.2.3. Synthese von Strukturen des Lactosamintyps
(komplexer Typ)

Von den Strukturen der Abbildung 1 wird der komplexe
Typ am hiufigsten in Glycoproteinen gefunden. Hier sind an
die Core-Basisstruktur Lactosaminreste gekniipft, die auch
als Lactosaminantennen bezeichnet werden. Je nach der
Zahl der angekniipften Lactosaminreste bezeichnet man die
Verbindungen als Di-, Tri- oder Tetra-antennary-Strukturen.
Die duBeren Reste kdnnen durch zusitzliche Reste oder Ver-
zweigungen modifiziert sein!' 2!, Als endstindige Zucker-
reste treten hdufig 5-N-Acetylneuraminsiure (Neu5Ac) oder

OBZI
BzIO
0Bz!Bzt0O
BZIO&

L-Fucose (Fuc) auf. Die meisten Synthesen wurden in den
wichtigen Klassen des Lactosamintyps und des ,,bisected*
Typs (ebenfalls komplexer Typ in Abb. 1) unternommen.
Daher werden in diesem Uberblick diese Synthesen beson-
ders behandelt.

Aus dem Basistetrasaccarid 15 ist durch selektive Entblok-
kierung der 2-OH-Gruppe der terminalen Mannosereste der
Acceptor 29 erhiltlich. Als ausgezeichneter Lactosamindo-
nor steht das Disaccharid 30 zur Verfiigung!?4l, In einem
Schritt kénnen zwei Aquivalente 30 mit 29 stereoselektiv
unter Bildung B-glycosidischer Verkniipfungen in iiber 70 %
Ausbeute zum Octasaccharid 31 umgesetzt werden (2 261,
Uber eine Reihe von Entblockierungsschritten erhélt man
hieraus 32. Auf diesem Wege gelang uns erstmalig die
Darstellung einer Bi-antennary-Struktur des Lactosamin-
typs 261,

Ogawa et al.?” 28] synthetisierten eine Struktur mit einer
weiteren GIcNAc-Einheit am reduzierenden Ende, die im
N-Glycoprotein direkt an Asparagin gebunden ist. Sie be-
nutzten als Acceptor das Trisaccarid 33, das durch einige
Modifizierungen aus 27 erhiltlich ist. Sehr interessant ist der
Glycosyldonor 34. Es handelt sich um Trisaccharid aus Lac-
tosamin und Mannose. Die Umsetzung von 33 mit zwei
Aquivalenten des Bromids 34 fiihrt in Gegenwart von Silber-
triflat in 59% Ausbeute zum Nonasaccharid 35271, Die
Reaktion ist insofern bemerkenswert, als es sich hierbei um
die Umsetzung eines a~-D-Mannosylbromides ohne Nach-
bargruppenbeteiligung handelt. Die Reaktion fithrt in Ge-
genwart des Lewis-Sdure-artigen Katalysators Silbertriflat

OAc
BzlO
BzIO leO \E AcO 0Bzl
o Bzlo

AQCF350; PREN Bzl0
0Ac OAc = - A0
AcO 0 Q Bzi0
+ 2 o

AcO Br BzIO o

AcO OAc PhthN leo leo B

[+
30

i °
31

§-D-Galp-(1+4)-8-D-GlcpNAc-(1-+2)-a-D-Manp-(1-6)~

f-0-Galp-(1+4)-f-D-GlepNAc-(1+2)-a-b-Manp-(1-3) ~
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Bz10 BzlO
BzIO oBz!
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O
A 0 0 AcNH 10
+2 ¢ o8 zI Bz
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£-p-Galp-(1-+4)-F-0-GlcpNAc-(1 —'2)-a-D—Monp-(1 +6)

f-D-Galp-(1+4)-F-b-GlcpNAc-(1-+2)-a-p-Manp-(1-+3)~

Angew. Chem. 102 (1990) 851867

£-d-Manp-(1-+4)- B-d-GlcpNAc—-(1-4)-D-GlcNAc

36

855



stereoselektiv nur zum Produkt mit a-glycosidisch verkniipf-
ten Mannoseresten. Auf diese Besonderheit der Mannose
wurde bereits in Abschnitt 2.2.1 hingewiesen. Eine stufen-
weise Entblockierung von 35 liefert 36, das die vollstindige
Core-Struktur mit zwei Lactosaminresten enthilt!?7),

Da 5-N-Acetylneuraminsiure sehr hiufig endstandig an
Lactosamin gebunden ist, wurden auch Versuche unternom-
men, Bausteine zu konstruieren, die Neu5Ac enthalten und
die dann an andere Reste angekniipft werden kénnen. Bei
der Glycosidsynthese von 5-N-Acetylneuraminsiure treten
zwei grundsitzliche Schwierigkeiten auff?*l: Als Konkur-
renzreaktion zur Glycosidierung beobachtet man eine B-Eli-
minierung, die durch die benachbarte Carboxylatgruppe
hervorgerufen wird und ein 2,3-ungesittigtes Derivat liefert,
das fiir die Glycosidsynthese verlorengeht. Weiterhin ver-
lauft die Glycosidsynthese der 5-N-Acetylneuraminsdure
nicht stereoselektiv. Man erhilt je nach den Reaktionsbedin-
gungen a- und B-Produkte in wechselnden Anteilen. Dies
macht einen Reinigungsschritt zum Abtrennen des uner-
wiinschten Anomers erforderlich. Trotz dieser erheblichen

AcO O

AcOU

AcOHZC

OH AcNH
HO Ole AcNH-H
BzIO
BzI0 HgBra/Hg(CN),

° PhthN
HO OH
39
38 HgBra/Hg(CN)2 oR!

Erschwernisse bei der Glycosidsynthese wurde eine Reihe
von interessanten Bausteinen hergestellt.

Die Umsetzung des Neuraminsiduredonors 38 mit dem
Lactosaminacceptor 39 ergibt das Trisaccharid 43 (25%).
Uberfiihrt man 43 in das Acetat 44, so hat man einen gut
geeigneten Neuraminsiure-haltigen Glycosyldonor zur
Hand. Als Beispiel sei die Glycosidierung des Mannosederi-
vates 45 angefiihrt: In diesem Falle dient Trimethylsilyltriflat
als Katalysator, und die 1-O-Acetylgruppe fungiert unter
Nachbargruppenbeteiligung als Abgangsgruppe. In 47%
Ausbeute erhilt man das B-glycosidisch verkniipfte Tetra-
saccharid 46, dessen Entblockierung die freie Tetrasaccha-
ridkette 47139 Jiefert.

Fin anderer Syntheseblock wurde von Ogawa et al.1>! dar-
gestellt. Er wihlte als Glycosylacceptor fiir den Neuramin-
sduredonor 38 das Trisaccharid 37. Fiir die Umsetzung er-
wies sich in allen Fillen das Katalysatorsystem HgBr,/
Hg(CN), als am giinstigsten. Unter optimierten Reaktions-
bedingungen lieB sich durch Umsetzung von 37 mit 38 das
Tetrasaccharid 40 in 48% Ausbeute gewinnen!>Y, Durch

C0,CHs Bz!O OAc

OR!
OAll o 0
4 R'0 OAc
R20 PhthN
OAc CO,CH
) 0 AcO H DAc by 08z!
AcOH;CwO BzI0 —0
R3O AcNH AcNH 43R'= Bzi; R?= H BzI0
AcO t, LAc €O02CH,y R2 OAc 44R'= R2= Ac 45 BzlO
AcOH,C “T~~0-70 1Me3SiCF3503
AcNH-H OAc
OAc  4OR'= All; R?= Bzl; R3= o 0
41R'= R%= R¥= Ac
42R'= CNHCCly; R?= R3= Ac AcO PhthN
H oA CO,CH3 081!
AcOs o0 o 8210
AcOH,C 7 0 5210
OAc AcNH
2 42433 N a0 e o 0 OAc 0Bzl
c
d AcO 0 J
AcO AcNl a-0-NeupSAc-(2+6)-F-0-Galp-(1-+4)-f-0-GlcpNAc-(1~+2)-0-Man
5 oo CO,CH4 0 47
AcO K ACO
0
AcOH,C 7 0 ACO
AcNH
OAc AcNH 0Bzi
BzI0 BzI0 0
BzIO 0Bzl
AcNH
H CO,CH; o8z
AcO(  DAc oA
AcOHzch )
H OAc
AcNH AcO
OAc AcNH 1) Lil/Pyr.
0 AcO 0 2) NHj-NH, . H,0/Et0,
0 3) Ac,0/MeOH
AcO o] 4) Pd/Hy
AcO OAc
48

a-0-NeupS5Ac-(2-+6)--0-Galp-(1+4)-8-b-GlepNAc-{1-+2)-a-D-Manp-{1-+6)~

g-b-Manp-(1-+4)--0-GlcpNAc-(1+4)-b-GlcNAc

a-D-Neup5Ac-(2-6)-F-0-Galp-(1-+4)-8-0-GlcpNAc-(1-+2)-a-b-Manp-(1-3)~
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Umwandlung von 40 in das voll acetylierte Produkt 41 wur-
de die Substanz stabilisiert. Nach selektiver Hydrolyse der
1-0-Acetylgruppe lieB sich das Imidat 42 gewinnen, das sich
als ein geeigneter Syntheseblock erwies.

Mit dem schon erwdhnten Trisaccharidacceptor 33 ist eine
Umsetzung mit zwei Aquivalenten 42 in Gegenwart von Bor-
trifluorid nur zweistufig méglich. Zunachst wird die reaktive

. 6"-OH-Gruppe der Mannoseeinheit von 33 mit 42 ver-
kniipft. Man erhilt 48 % des monoglycosylierten Produkts,
das fiir den zweiten Schritt gereinigt werden muB}. Im zweiten
Schritt wird dann die 3”-OH-Gruppe der Mannose mit 42
glycosyliert, und man gelangt in 56 % Ausbeute zum Oligo-
saccharid 48132, Die stufenweise Entblockierung dieses Pro-
duktes ergibt dann das freie Undecasaccharid 49. Mit dieser
Synthese diirften die derzeitigen Grenzen der chemischen
Oligosaccharidsynthese markiert sein.

Es sei noch erwihnt, daB inzwischen zahlreiche Versuche
unternommen wurden, die Glycosidsynthese der Neuramin-
sdure zu verbessern. Man kann am C3-Atom Halogen-*3,
Schwefel- oder Selenreste!># einfithren und so die konkur-
rierende Eliminierung vermeiden. Im Endprodukt wird dann
die Desoxygruppierung an C3 durch Reduktion wiederher-
gestellt. Diese Wege erfordern jedoch eine Reihe zusitzlicher
Stufen, und man muB die Ausbeute iiber den Gesamtweg
kalkulieren, um zu entscheiden, welche Reaktionsfolge giin-
stiger ist. Die Selektivitit in Richtung auf ein a-Glycosid
konnte durch Anwendung des Thioglycosidierungsverfah-
rens (siche Abschnitt 2.2.1) verbessert werden!®*2. Dies gilt
auch fiir die Glycosidierung von sekundéren Hydroxygrup-
pen, die sich naturgemiB mit Neuraminsduredonoren noch
schwieriger glycosylieren lassen. Nach einer anderen Unter-
suchung erreicht man durch Einsatz eines heterogenen Kata-
lysators einen hohen Anteil an a-Produkt!3°®),

2.2.4. Synthese von ,,bisected Strukturen

Von den Strukturen des komplexen Typs der Abbildung 1
sind die ,,bisected* Strukturen von Interesse, da sie bei der
Biosynthese eine wichtige Rolle spielen!®.. In der ,,bisected*
Struktur ist an der Mannoseeinheit des Verzweigungspunkts
zusitzlich an der 4-OH-Gruppe eine GlcNAc-Einheit gebun-
den. Dadurch kommt eine sehr stark verzweigte Struktur
zustande, deren Aufbau interessante chemische Probleme
aufwirft.

Von uns wurde der Trisaccharidacceptor 50 aufgebaut, in
dem die mittlere Mannoseeinheit den Verzweigungspunkt
ergeben soll. Die Reaktion des Glycosyldonors 14 mit 50
verlduft erheblich triger als dicjenige von 14 mit 13. Bei
einem groBen UberschuB an 14 gelingt es unter kontrollier-
ten Bedingungen, auch 50 mit zwei Mannoseresten zu 51
(68%) zu verkniipfen!®6!, Die stufenweise Entblockierung
von 51 ergibt dann das stark verzweigte Pentasaccharid 52.

Es wurden zahlreiche Versuche unternommen, nach Ent-
blockierung an die 2-OH-Gruppen der beiden seitenstindi-
gen Mannosereste Lactosaminketten zu kniipfen, um wie
beim Lactosamintyp zu gréBeren Einheiten zu gelangen 371,
Die Umsetzung mit dem Lactosamindonor 30, die bei der
Reaktion von 29 zu 31 in hervorragender Weise gelingt, ist
jedoch mit Derivaten von 51 nicht moglich. Pentasaccharide
wie 51 erwiesen sich bei allen Methoden als vollig resistent
gegeniiber weiteren Kettenverlingerungsreaktionen "), Da-
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her muBte hierfiir eine andere Strategie eingeschlagen wer-
den.

In einer Blocksynthese sollten zwei Aquivalente eines Tri-
sacchariddonors aus Lactosamin und Mannose mit dem
Diol 50 verkniipft werden. Von den verschieden aktivierten

N3
PhthN OH 0
AcO 0 0 Bzl
AcO Bz10 (o)
¢ 0 HO 0
OAc
50 0Bzl
0
+2 Bzl0 5e0
Bzl0
OBzl
z 14 cl
BzIO %20
BzIO HgBrz/Hg(CN),
N3
PhthN 0 0
AcO 0 0 Bzl
AcO BzIO
c g 0
OAc
0 0Bzl
OBzl
0Bz!
AcO
51
a-P-Manp
1
1
6
g-p-GlcpNAc-(1-+4)--D-Manp-(1-+4)-0-GlcNAc
3
'
4
a-P-Manp
52

Trisacchariddonoren erwies sich nur das Imidat 53 als reak-
tiv genug. Es sollte in einer nicht-nachbargruppenaktiven
Reaktion selektiv zum a-Glycosid reagieren (vgl. Abschnitt
2.2.1). Die Umsetzung von 50 mit 53 fiihrt jedoch nur zum
monosubstituierten Produkt 54 (53% Ausbeute); nur die
reaktive primdre Hydroxygruppe von 50 reagiert. Auch mit
einem UberschuB an 53 gelingt es nicht, in 54 die wenig
reaktive seckundire 3'-OH-Gruppe der Mannose umzu-
setzen!37),

Ein Umweg fiihrt jedoch zum Erfolg: Wird die reaktive
6'-OH-Gruppe in 50 zunéchst durch eine Chloracetylgruppe
blockiert (50 — 55), so 1Bt sich jetzt 55 mit 53 im Uberschuf8
in 19% Ausbeute zum umgekehrt substituierten Hexasac-
charid 56 umsetzen. Nach selektiver Abspaltung der Chlor-
acetylgruppe zu 57 kann dann in einem zweiten Reaktions-
schritt mit 53 die zweite Seitenkette in 58% Ausbeute
eingefiihrt werden, und man gelangt zum gewiinschten No-
nasaccharid 58371, Durch konsekutive Entblockierung 148t
sich hieraus die freie ,,bisected* Einheit 59 gewinnen. Es
handelt sich hierbei um eine Oligosaccharidsynthese héch-
ster Komplexitit.

Von Ogawa et al.1*® wurde eine andere ,,bisected** Struk-
tur synthetisiert, bei der die Kette am reduzierenden Ende
um eine GIcNAc-Einheit verlingert ist. Als Edukt diente das
Tetrasaccharid-Diol 60, das aus einer mit 33 vergleichbaren
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0Bzl BzIO AcO z
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Verbindung zu gewinnen ist. Dieses Diol 148t sich wie 50 mit
einem groBen UberschuB des Mannosedonors 14 in Gegen-
wart von Silbertriflat in einer nachbargruppenunterstiitzten
Reaktion umsetzen. Man erhilt hierbei 37 % Hexasaccharid
61 neben 34 % monosubstituiertem Produkt, bei dem nur die
reaktive primére 6”-OH-Gruppe in 60 reagiert hat. Das Mo-
noprodukt kann in 36 % Ausbeute in 61 iiberfiihrt werden.

Der p-Methoxybenzyletherrest der reduzierenden GlcNAc-
Einheit in 61 kann mit [(NH,),Ce(NO;),] selektiv unter Bil-
dung von 62 abgespalten werden, und 62 1aBt sich mit dem
Fucosederivat 63 durch Thioglycosidierung in Gegenwart
von CuBr, - nBu,NBr umsetzen. Man erhilt unter selektiver
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a-b-Manp a-L-Fucp

6 6
8-3-GlcpNAc-(1-+4)-§-0-Manp-(1-+4)-8-D-GlcpNAc-(1-+4)-0-GlcNAc
3

'

a-0-Manp

a-glycosidischer Verkniipfung das Heptasaccharid 64. Aus
64 ergibt sich die entblockierte Substanz 65, eine vollstindige
Core-Struktur der ,,bisected* Einheit {38},

2.2.5. Synthese anderer Core-Basisstrukturen

Von den anderen Basisstrukturen der Abbildung 1 wurden
bisher nur Seitenketten synthetisiert. So haben Ogawa et
al.13% das Hexasaccharid 66 mit drei Glucoseeinheiten syn-
thetisiert. Es ist die eine Kette des Oligosaccharidvorldufers,
der innerhalb des Dolicholphosphatcyclus auf das Peptid
iibertragen wird. Die Kette wird wihrend des Trimming-
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Prozesses wieder abgebaut. Die Synthese der a-glycosidisch

N o PhthN OH ? oMp
verkniipften Glucosereste ergibt in der Regel das B-Anomer AcO 0 O
als Nebenprodukt in wechselnden Anteilen. AcO Ac o Mp
o]
AcNH
OAc 69 CI

a-0-Glep-(1+2)-a-0-Glcp-(1+3)-a-0-Glecp-(1+3)-
a-D-Manp-(1-2)-a-0-Manp-{1-2)-b-Man
66 )Bu,,NBr

a—D-qup—(1->2)-a-D—qup-(1»6)\ PhthN
y 12 y ] _a-b-Manp-(1-+6)-0-Man AcO 0
-D- - -0-D- -
a anp-(1-2)-a anp-(1-3) AcO 4 ACO Ny
67 OAc 70 AcNH
Ferner wurden von Ogawa et al.'*°1 Derivate des verzweig-
ten Hexasaccharides 67 synthetisiert, das nur Mannosereste
enthilt. Die Kette stellt einen Arm des mannosidischen Typs NHAI
dar. Auch die jeweils um eine Mannoseeinheit am nichtredu- | ee
zierten Ende verkiirzte Struktur wurde synthetisiert!*°!, Die- ACNH + HO,C-CHa- CI3H
ses Tetrasaccharid kommt sowohl im mannosidischen Typ AcO 0 CO0,tBu
als auch im Hybridtyp vor (s. Abb. 1). AcO d AcO NH, 71
OAc AcNH
72 / EEDQ
2.2.6 Synthese von N-Glycopeptiden

Synthesen von N-Glycopeptiden wurden bereits friihzeitig
insbesondere von Jeanloz et al.[*!! unternommen. Hierbei
wurden GIcNAc!*? und Chitobiose!*3! N-glycosidisch mit
der Amidgruppe von Asparagin verkniipft, das dann mit
weiteren Aminosduren verlingert wurde. Zur Verkniipfung
der Saccharidreste mit der Aminosiure wird zunéchst das
B-Glycosylazid des Aminozuckers hergestellt. Dieses wird
zum B-Glycosylamin reduziert, das unmittelbar mit Peptid-
verkniipfungsreagentien (z.B. 1,2-Dihydro-2-ethoxychino-
lin-1-carbonsiureethylester, EEDQ) mit der Carboxyseiten-
kette der Asparaginsdure zur Reaktion gebracht werden
muB#!], Diese Reaktion ist kritisch, da Glycosylamine labil
sind und zur Dimerisierung neigen.

Von Kunz!*# ist diese Reaktionsfolge wieder aufgegriffen
und verbessert worden. [hm gelang es, das Schliisseltrisac-
charid aus Chitobiose und Fucose mit Asparagin zu ver-
kniipfen*32!, Dazu wurde das B-Glycosylazid 68 mit dem
Fucosedonor 69 umgesetzt. Die in-situ-Anomerisierung!!!!
lieferte stereoselektiv das a-glycosidisch verkniipfte Trisac-
charid 70. Bei Fucosederivaten verlaufen in-situ-Anomeri-
sierungen ohne Nachbargruppenbeteiligung stets besonders
vorteilhaft.

Die p-Methoxybenzylsubstituenten in 69 wurden deshalb
gewdhlt, um im Fucoseteil von 70 die O-p-Methoxybenzyl-
gruppen selektiv oxydativ entfernen und durch O-Acetyl-
gruppen ersetzen zu kdnnen. Bei der mit Benzylethergruppen
geschiitzten Fucose ist die glycosidische Bindung so labil,
daB sie in Anwesenheit von Trifluoressigsdure, die spiter zur
Freisetzung des C-Terminus in den Aminosiureteil benétigt
wird, nicht stabil ist. Die Acetat-geschiitzte Fucose ist dage-
gen, wie zu erwarten, in ihrer glycosidischen Bindung stabi-
ler. Auf die Reduktion der Azidgruppe zum Glycosylamin
72 folgt die Kupplung mit dem Asparaginsdurederivat 71
zum N-Glycopeptid 73. Der Aminosdureteil enthélt die dif-
ferenzierte Blockierung Aloc/tBu. Im Asparaginteil kann so-
mit wahlweise der N-Terminus oder der C-Terminus frei-
gesetzt werden, um beliebige andere Aminosiuren zur
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AcNH
AcO !
AcO NHCO-CHg-CH
I

NHAloc

oac AcNH CO,tBu
9
Aloc = -C-OCH,-CH=CH,

Mp = —CH2—©—OMe

Peptidkettenverldngerung anzukniipfen(*%l, Es sei hier auf
die entsprechenden Ubersichten verwiesen*1-+4],

2.3. Konformation der Oligosaccharide
der N-Glycoproteine

2.3.1. Konformation der Core-Basisstruktur
und der ,bisected* Form

Konformationsanalysen der Oligosaccharidketten sind
deshalb interessant, weil biologische Funktionen haufig mit
der Konformation korreliert werden. Bei Oligosaccharidket-
ten ist die Zahl der moglichen Konformationen erheblich
eingeschriankt. Liegen wie hier Bausteine der manno-, gluco-
und galacto-Konfiguration vor, so nehmen die Pyranose-
ringe praktisch ausschlieBlich die *C,-Sesselkonformation
ein (d.h. C-4 befindet sich oberhalb und C-1 unterhalb der
Ringebene). Die GroBe des glycosidischen Bindungswinkels
7 ist demnach sehr geringen Schwankungen unterworfen.
Daher kénnen Konformationséinderungen nur durch Ande-
rung der Torsionswinkel ¢ und ¢ zwischen den glycosi-
dischen Bindungen (Abb. 2) auftreten. Der Diederwinkel ¢
wird stark durch den exo-anomeren Effekt eingeschrinkt,
der eine Bevorzugung der gauche-Anordnung des Ring-
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sauerstoffatoms beziiglich der O-R-Bindung des Agly-
cons voraussagt. Modellbetrachtungen und Energieberech-
nungen zeigen, daB3 bei zwei tber eine sekunddre Hydroxy-
gruppe verkniipften Saccharideinheiten das Energiemini-
mum erreicht ist, wenn die beiden Protonen der anomeren
Bindung (z.B. in Abb. 2 H1' und H4) etwa in die gleiche
Richtung weisen. Konformationen, in denen ein Ring umge-
kehrt gedreht wird, sind infolge sterischer Wechselwirkungen
so energiereich, daB sie praktisch nicht vorkommen. Liegt
eine Verkniipfung einer primiren 6-OH-Gruppe vor, so tritt
als weitere Variable die Rotation um die C5-C6-Bindung ein,
fur die der Torsionswinkel w zu beriicksichtigen ist. Bei Ver-
zweigungen an der 6-OH-Gruppe sind somit Anteile unter-
schiedlicher Konformationen zu erwarten. Eine neuere
Zusammenfassung der Konformationsanalyse von Oligo-
sacchariden gibt B. Meyer[#5%!,

¢ L

FTV\ H4

W
c4 cir /7 o6
C C 05 c4
c2r” " o5 ¢c3” 7 s h
He” T e
W _0OR oRrR _OR H5
RO ~ AT
H5’ 0
RO rk o]
OR

H1' H4 w

Abb. 2. Definitionen der Diederwinkel ¢, ¥ und w bei Sacchariden.

Die Konformation in Losung wird NMR-spektroskopisch
bestimmt. Hierzu miissen die Signale mdglichst aller Proto-
nen registriert werden. Da infolge der sehr &hnlichen chemi-
schen Verschiebungen der Ringprotonen der verschiedenen
Pyranoseringe starke Uberlappungen auftreten, miissen die
modernen zweidimensionalen Methoden angewendet wer-
den'*%). AnschlieBende NOE-, NOESY- oder ROESY-Ex-
perimente ergeben Aufschliisse iiber NOE-Effekte innerhalb
des Molekiils. ROESY-Experimente sind dann angezeigt,
wenn ungiinstige Molekiilkorrelationszeiten zum Ver-
schwinden der Kreuzrelationsrate und damit des NOE-Ef-
fekts fiihrt. Bei der GroBe der hier behandelten Molekille
kommt dies durchaus hdufiger vor. Von Interesse sind die
interglycosidischen NOE-Effekte: So findet man bei einer
Verkniipfung mit einer sekunddren Hydroxygruppe, z.B.
zwischen den Protonen H1' und H4 (vgl. Abb. 2), stets starke
NOE-Effekte. Damit ergeben sich wertvolle Informationen
iiber die Anordnungen an den glycosidischen Bindungen.
Die NOE-Effekte konnen teilweise auch quantitativ ausge-
wertet werden.

Die NMR-Messungen lassen sich durch Energieberech-
nungen mit aufwendigen semiempirischen Programmen wie
PCILOM®™ oder Kraftfeldprogrammen wie modifiziertem
MM248 AMBER " oder CHARMM *% erginzen. Ein
einfaches, speziell fiir Kohlenhydratsequenzen entwickeltes
Verfahren ist das Kraftfeldprogramm GESA, das nach der
HSEA-Methode arbeitet!*3% 5] Bei diesem empirischen
Verfahren wird das Molekiil mit Hilfe parameterisierter Po-
tentialfunktionen iterativ berechnet. Die beriicksichtigten
Energieterme sind van-der-Waal-Wechselwirkungsterme in
Form des Kitaigorodsky-Ausdrucks!*?! und der exo-ano-

860

mere Effekt. Die Pyranoseringe werden als starre Einheiten
betrachtet, deren Koordinaten aus Rontgenstruktur- und
Neutronenbeugungsanalysen entnommen wurden. Dabei
werden die Gerlistprotonen im allgemeinen nicht ibernom-
men, wenn die Positionen in den Kristallanalysen ungenau
angegeben sind, sondern nachtréglich mit einem Hilfspro-
gramm erzeugt. Die Wasserstoffatome der OH-Gruppen
werden in den Berechnungen nicht beriicksichtigt. Bei geeig-
neten Startkonformationen werden simtliche Diederwinkel
¢, ¥ und w gleichzeitig optimiert. Dabei wird der Fletscher-
Powell-Algorithmus!53! angewendet. Sorgfiltige verglei-
chende Untersuchungen von Carver et al.1>*! haben gezeigt,
dafl das wenig aufwendige GESA- oder HSEA-Verfahren
sehr dhnliche Ergebnisse liefert wie die oben genannten
Kraftfeldprogramme. Bei der Beurteilung der variablen
6-OH-Seitenkettenbindung ist jedoch moglichst die Popula-
tionsverteilung der Konformationen zu beachten!®%- 36!,
Als Ergebnis einer Konformationsanalyse sind in Abbil-
dung 3 die Minimumkonformationen des verzweigten zen-
tralen Tetrasaccharides 161°7! und der ,,bisected** Struktur

o-D-Man
(1-=3)

(1-+3)

Abb. 3. Minimumkonformationen nach den NMR-Daten und GESA-Berech-
nungen von a) dem Tetrasaccharid 16 und b) dem ,,bisected** Pentasaccharid
52.

521581 wiedergegeben. Es zeigt sich, da3 der Teil des Mole-
kiils mit Verkniipfungen von sekundiren Hydroxygruppen
mit dem (1 — 3)-Arm der Mannose die erwartete giinstigste
Konformation einnimmt. Dies ist mit den NMR-Daten in
Einklang!®"], Der flexible (1 - 6)-Arm der Mannose ist in 16
zum GlcNAc-Rest geneigt. Interessant ist der Vergleich von
16 mit der ,,bisected“ Form 52: Der untere Teil mit dem
(1 - 3)-Arm ist nahezu unverdndert. Der variable (1 — 6)-
Arm bevorzugt jetzt jedoch eine andere Konformation. Dies
wird durch interglycosidische NOE-Effekte zwischen der
(1 — 6)-Man-Einheit und der ,,bisected” (1 — 4)-GlcNAc-
Einheit bestitigt!58l. Was den (1 — 6)-Arm betrifft, so zeigt
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Abbildung 3 die Formen mit den héchsten Anteilen der Po-
pulationsverteilung.

In Tabelle 1 sind die Torsionswinkel ¢ und y fiir die einzel-
nen glycosidischen Bindungen von 16 und 52 wiedergegeben.
Vergleicht man 16 und 52, so ist erkennbar, da die Werte fiir

Tabelle 1. Torsionswinkel [°] der nach NMR-Daten und GESA-Rechnungen
bevorzugten Konformation von 16 und 52 sowie Kristallstrukturdaten.

B1-4) a(l->3) a(l > 6) f-p-Man
v ¢ v ¢ v ©
16 57 7 —48 —13 —58 179 48
52 59 -2 —48 —15 —-59 152 —66
Kristall[a] 48.1 0.6 —57.6 —19.4 - - -

[a] Rontgenstruktur von «-D-Manp-(1 — 3)-B-p-Manp-(1 - 4)-D-GIcNAc.

die untere Trisaccharidkette nahezu gleich sind. Deutlich
zeichnet sich die Variation des (1 — 6)-Arms der Mannose
ab, der in 52 eine andere Stellung bevorzugt. Von dem
unteren Trisaccharid a-D-Man-(1 — 3)-f-D-Man-(1 — 4)-D-
GlcNAc ist als einzigem Oligosaccharid eine Rontgenstruk-
turanalyse bekannt!>°), Fiir diesen Teil der beiden Molekiile
16 und 52 sind daher die ¢- und y-Werte der Rontgenstruk-
tur in Tabelle 1 zusétzlich mit aufgenommen. Diese Werte
weichen nicht wesentlich von den fiir 16 und 52 errechneten
Werten ab, was zeigt, daB fiir den (1 — 3)-Arm in Losung
und im Kristall sehr dhnliche Konformationen vorliegen.

2.3.2. Reaktion von modifizierten Core-Oligosacchariden
mit GleNAc-Transferase I

Die Verbindungen 16 und 52 sind hinsichtlich ihres unter-
schiedlichen Verhaltens gegeniiber GIlcNAc-Transferase I
von grofem Interesse. Die GlcN Ac-Transferase I ist das En-
zym, das wihrend des Trimming-Prozesses mit dem Aufbau
der neuen Ketten an die invariante Core-Struktur 22 be-
ginnt®1; diese Transferase fiihrt selektivam (1 — 3)-Arm der
Mannose die erste GlcNAc-Einheit ein. Die Struktur 74
(Abb. 4) entspricht wihrend dieses Prozesses dem Substrat
und reagiert am besten (100% relative Aktivitdt) mit dem
Enzym. Die beiden zusitzlichen Mannosereste in 74 am
(1 — 6)-Arm werden spiter durch Mannosidasen abgespal-
ten .

Das Tetrasaccharid 16 ist mit 65% relativer Aktivitét
gleichfalls ein sehr aktives Substrat fiir dieses Enzym. Die
,,bisected* Struktur 52 wird dagegen nicht glycosyliert 69!,
Die ,,bisected* Anordnung ist somit ein Stoppsignal fiir die
GIcNAc-Transferase 1. Es lag nahe, diese Inaktivitdt auf die
oben diskutierte starke Konformationsinderung zwischen
16 und 52 zuriickzufiihren, die durch die zusitzliche
GIcNAc-Gruppe am 4'-OH in 52 bewirkt wird.

Um diese Annahme zu priifen, wurde das modifizierte
Tetrasaccharid 75 synthetisiert, das an der Verzweigungsein-
heit in 4'-Position desoxidiert ist!®!!. Auch 75 ist kein Sub-
strat fiir die GlcNAc-Transferase 1162), Es wurde ferner fest-
gestellt, daB 75 bevorzugt die gleiche Konformation wie 16
einnimmt[®3], Damit ist gezeigt, daB die Anderung der Kon-
formation in 52 ohne Bedeutung auf die Enzymreaktion ist.
Die GlcNAc-Transferase I benétigt vielmehr fiir ihren An-
griff die 4-OH-Gruppe der zentralen Mannoseeinheit. Inter-
essanterweise ist das modifizierte Tetrasaccharid 761611, das
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a-b-Man- (1-»6)\

a-b-Man- (1-»3)’ AcNH OH

o-D- Mun

o-D- Mcun
AcNH,.OH
o-D- Mcm
o-D~ Mun
AcNH,.OH
a-0-GleNAe._ /&/ \2;7
a-D- Mcm
o-D- Mun
AcNH,.OH
a-D—Mcn/ \2;7‘
o-D- Mun
AcNH_,OH

Abb. 4. GlcNAc-Transferase-I-Aktivitit von natiirlichen und von modifizier-
ten Oligosaccharidsubstraten.

als Verzweigungsglied eine D-Talose enthilt, ebenfalls kein
Substrat!3}, Methyliert man in 16 die 4-OH-Gruppe zur
Methylethergruppe, so reagiert die resultierende Verbindung
gleichfalls nicht mit GlcNAc-Transferase 1.

Ausdiesen Befunden kann man den SchluB3 ziehen, daf3 die
GlcNAc-Transferase I fiir ihre Bindung am Substrat unbe-
dingt eine dquatoriale 4-OH-Gruppe benétigt (,,key polar
group‘’). Das Enzym diirfte mit dieser Gruppe eine Wasser-
stoffbriickenbindung eingehen, da der entsprechende Me-
thylether nicht reagiert. Dieses Beispiel zeigt in eindrucks-
voller Weise, wie man durch Synthese von modifizierten Oli-
gosaccharidsubstraten zu sehr subtilen Kenntnissen iiber die
Bindungsstellen eines Enzyms gelangen kann. Es zeigt aber
auch, wie vorsichtig man bei der Beurteilung der Bedeutung
von Konformationséinderungen sein muB.

2.3.3. Konformation der Struktur des Lactosamintyps;
Vergleich mit der Struktur der Saccharidkette
im Immunglobulin

Auch vom Octasaccharid 32 wurde mit den oben beschrie-
benen NMR- und GESA-Methoden eine Konformations-
analyse durchgefiihrt (vgl. Abb. 6a)!64 ¢%1, Die Pentasaccha-
ridkette mit Verkniipfungen von sekundidren Hydroxy-
gruppen des (1 — 3)-Armes zeigt die zu erwartende bevor-
zugte Konformation. Die Seitenkette des (1 — 6)-Armes ist
wie in 16 zur reduzierenden GIlcNAc-Einheit geneigt. Selek-
tive Entschirmungen der Protonen an der reduzierten
GlcNAc-Einheit zeigen, daB diese Form in der Tat einen
erheblichen Anteil haben sollte.
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Die Konformation von 32 kann mit der einer entspre-
chenden kristallinen Verbindung verglichen werden. Selbst-
verstindlich kristallisiert 32 nicht. Dieses Octasaccharid ist
jedoch in einem Immunoglobulin enthalten, das von Hu-
ber'®®! und Deisenhofer'®”) kristalliert wurde und von dem
eine Rontgenstrukturanalyse gelungen ist. Abbildung 5 zeigt
schematisch das Immunglobulin IgG,. Der obere Teil ent-

Abb. 5. Schematisches Modell von IgG,. Carb = Oligosaccharidkette.

hilt die leichten Ketten, der untere (F -)Teil besteht aus den
schweren Ketten, und er enthilt zwei einander gegeniiberbe-
findliche gleiche Kohlenhydratketten im inneren Teil des
Molekiils. Diese beiden Ketten, die N-glycosidisch an Asn
297 und Asn 597 gebunden sind, haben die Struktur des
komplexen Lactosamintyps. Sie enthalten daher auch die
Basisstruktur 32.

al P-0-Gal g

.
f-D-GlcNAc

ol-D-Man'

{ -GleNAc

Abb. 6. Konformation des Octasaccharides 32 a) nach den NMR-Daten und
GESA-Berechnungen und b) im Kristall des F.-Fragments von IgG;.
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Es ist Huber und Deisenhofer gelungen, das abgetrennte
F_.-Fragment zu kristallisieren, die Proteinkette aufzuklidren
und die Kohlenhydratkette bis auf 2.8 A Ungenauigkeit auf-
zulosen'®® ~ °8 Diese Auflosung ist bemerkenswert. Sie
wurde dadurch geférdert, daB die Kohlenhydratkette im In-
nenteil des Molekiils weitgehend fixiert ist. Bei anderen
Rontgenstrukturanalysen von Glycoproteinen ist in der Re-
gel der Kohlenhydratteil flexibel und kann nur schwierig
lokalisiert werden. Die von Huber und Deisenhofer un-
tersuchte Probe enthielt keine 5-N-Acetylneuraminsiure
und keine ,,bisected“ Einheit. Die Asparagin-gebundene
GIcNAc-Gruppe enthielt an der 6-OH-Gruppe Fucose als
Verzweigungsglied. Alle Saccharideinheiten bis auf die ter-
minale Galfactoseeinheit am (1 — 3)-Arm wurden lokalisiert.
Diese Einheit ist in den Abbildungen 6 und 7 erginzt wor-
den. Es sei noch erwihnt, daB der Kohlenhydratteil in den
verschiedenen Immunglobulinarten variieren kann und Ab-
weichungen von der hier beschriebenen Struktur moglich
sind (691,

Die Konformation des Octasaccharides 32 im Kristall ist
in Abbildung 6 b wiedergegeben, Man erkennt, daB die Kon-
formationen der Pentasaccharidkette mit Verkniipfungen
iiber sekundire Hydroxygruppen des (1 — 3)-Armes in L&-
sung und im Kristall durchaus dhnlich sind. Der flexible
(1 — 6)-Arm ist jedoch in Losung vollig anders orientiert als
im Kristall. In Tabelle 2 sind die Torsionswinkel ¢ und y fir
beide Konformationen einander gegeniibergestellt. Der gra-
vierende Unterschied tritt bei der (1 — 6)-Bindung fiir den
Y-Wert auf (171° im Kristall, 79° in Losung). Die anderen
Werte bei Verkniipfungen iiber sekunddre Hydroxygruppen
sind einander bemerkenswert dhnlich. Die entsprechenden
Teile des Molekiils diirften in Losung und im Kristall ganz
dhnliche Konformationen bevorzugen. Die Abweichung an
der reduzierenden GicNAc-Einheit ist verstandlich, da diese
im Kristall an einen weiteren GlcNAc-Rest gekniipft ist. Die
Variation des (1 — 6)-Armes ist hauptsichlich darin begriin-
det, daB diese Kette des Molekills auf einer Proteinstruktur
liegt. Dies veranlaBte uns, die Anordnung im gesamten F -
Fragment genauer zu betrachten.

Abbildung 7a zeigt das gesamte F_-Fragment in der An-
ordnung, wie sie sich aus der Rontgenstrukturanalyse er-
gibt!#5-681 In der Mitte sind deutlich die beiden Kohlenhy-
dratketten zu erkennen, die von den schweren Proteinketten
umrahmt werden. In der linken Hélfte des Molekiils ist ein
Teil der Kohlenhydratkette nach vorne angeordnet. Im rech-
ten Teil des Molekiils weist der entsprechende Kohlenhydrat-
strang nach hinten.

Um die Anordnung zu verdeutlichen, wird in Abbildung
7b die eine Hailfte des Molekiils wiedergegeben. Die An-
knipfung der Kohlenhydratkette an Asparagin ist ganz oben
im Molekiil zu sehen, wo auch der aufliegende Fucoserest zu
erkennen ist. Die Mannose, die als wichtiges Verzweigungs-
glied fungiert, liegt im Mittelpunkt der sternférmigen Koh-
lenhydratkette. AuBerst interessant ist, daB die beiden Lac-
tosaminarme, die vom Verzweigungspunkt ausgehen, ganz
unterschiedlich angeordnet sind: Der flexible (1 — 6)-Arm
liegt nach links gerichtet direkt auf einer Proteinkette. Der
weniger flexible (1 - 3)-Arm zeigt dagegen nach rechts zur
Mitte des Gesamtmolekiils. Dieser Arm steht nicht mit Tei-
len der Proteinkette in Berithrung.

Die Abbildungen 7c, d geben vergroBert die Region wie-
der, in der sich die Kohlenhydratkette befindet. Abbildung
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Tabelle 2. Torsionswinkel [°] der nach NMR-Daten und GESA-Rechnungen bevorzugten Konformation von 32 sowie Konformation von 32 im Kristall des F-

Fragments von 1gG;.

(1 — 6)-Lactosaminarm

(1 - 3)-Lactosaminarm

B(1 =+ 4) B(1-2) (1> 6) C5-C6 B1—4) a(l1 —+3) Bl —-2) Bl —4)

¢ ¥ ¢ ¥ ¢ v @ ¢ ¥ ¢ ¢ ¥ ¢ ¥

NMR/GESA 55 2 47 0 —54 79 38 57 -5 —47 —14 52 23 52 2
Roéntgenstruktur 75 ~4 51 27 —55 171 68 29 -32 —49 — 4 72 28 [a)

[a] Wegen ungeniigender Elektronendichte nicht fixiert.

7c zeigt diese Region ohne Kohlenhydratkette. Hier sind
deutlich Phenylringe zu erkennen, die Phenylalanin und Ty-
rosin zuzuordnen sind. In diesem Abschnitt liegen Phe 241,
Phe 243, Val 262, Val 264 und im oberen Teil Tyr 296. Es
handelt sich somit um einen hydrophoben Bereich der Pro-
teinkette, in dem sich der flexible (1 — 6)-Arm befindet.

Abb. 7. a) F.-Fragment von 1gG, nach der Réntgenstrukturanalyse. b) Eine
Hilfte des F.-Fragments. ¢) VergroBerter Ausschnitt des Bereichs der Protein-
kette, in dem der Kohlenhydratteil angeordnet ist. Der Kohlenhydratteil wurde
hier weggelassen. d) Der gleiche Ausschnitt wie bei 7¢, mit Kohlenhydratkette.
Kohlenhydratkette: C weil3, O rot, N dunkelblau; Peptidkette: C hellblau,
O rosa, N dunkelblau, S gelb.

Dies wird in Abbildung 7d deutlich: Der flexible Kohlen-
hydrat-(1 — 6)-Arm unten links liegt auf einem hydropho-
ben Abschnitt der Proteinkette, und ihm diirften mehr hy-
drophobe Eigenschaften zukommen. Der (1 — 3)-Arm
rechts unten zeigt unbeeinfluBt in die Mitte des Molekiils.
Ihm diirften mehr hydrophile Eigenschaften zuznordnen
sein. Es sei erwdhnt, daB dieser Arm keinen Kontakt zu dem
anderen (1 — 3)-Arm hat, der von der anderen Hilfte des
Molekiils nach innen weist. Im oberen Teil befindet sich die
Chitobiose mit daraufgesetzter Fucose. In dieser interessan-
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ten Anordnung haben die beiden Lactosaminarme offenbar
unterschiedliche Funktionen. Man kann annehmen, daB die-
se Anordnung zur besonderen Stabilisierung des F_-Frag-
mentes beitragt, wie sie fiir Reaktionen des Immunglobulins
als Antikérper notwendig ist.

3. O-Glycoproteine

3.1. Basisstrukturen

Auch bei den O-Glycoproteinen kommen stets wiederkeh-
rende Sequenzen als Core-Basisstrukturen vor. Die wichtig-
sten Sequenzen geben die Formeln 77-81 wieder. In 77 bis
80 ist das Schliisselelement eine a-glycosidisch an die Hy-
droxygruppe von Serin oder Threonin gebundene Galac-
tosamineinheit. Hieran schlieBen sich Galactose oder Glu-
cosamingruppen an. Die Typen 77 bis 80 werden als Core-I
bis Core-1V bezeichnet. Am wichtigsten ist die Core-I-Struk-
tur 77, die in den Glycoproteinen auBerordentlich weit ver-
breitet ist. Die Core-II-, Core-III- und Core-IV-Strukturen
werden besonders in Mucinen und einer Vielzahl schleimiger
Sekrete gefunden. In der Struktur 81 ist B-glycosidisch ein
Xyloserest an die Hydroxygruppe von Serin gebunden; Ga-
lactosereste schlieBen sich an. Die Sequenz 81 kommt haupt-
sdchlich als Bindungselement zwischen Kohlenhydrat- und
Proteinkette in Proteoglycanen und in Hyaluronsidure
vor.

§-0-Gal-(1-3)-a-0-GalNAc- L-Ser/Thr 77
Core 1
£-0-GlcNAc-(1-+8) <
-D- -L= h
§-0-Gal-(1-+3) _a-p-GalNAc-L-Ser/Thr 78
Core 1I
B-D-GlcNAc-(1-+3)-a- 0-GalNAc- L-Ser/Thr 79
Core III
B-D-GlcNAc-(1-6)~_
-0-G ~L-Ser/Th
ﬂ-D—GlcNAc—(1—'3)/a alNAc er/Thr 80
Core IV
g-b-Gal-(1+3)-8-0-Gal-(1+4)-f-D-Xyl-L-Ser 81

Die Biosynthese der O-Glycoproteine unterscheidet sich
grundsétzlich von der oben diskutierten Biosynthese der N-
Glycoproteine!®). Bei den O-Glycoproteinen wird durch eine
spezifische GalNAc-Transferase im Primérschritt ein akti-
vierter GalNAc-Rest auf eine Hydroxygruppe von Serin
oder Threonin iibertragen. Bisher ist nicht bekannt, wie die-
ser ProzeB gesteuert wird und ob es hierfiir Signalsequenzen
gibt. Vermutlich spielt eine Prolineinheit bei der Ubertra-
gung eine Rolle. Die weiteren Kohlenhydratreste werden
dann stufenweise jeweils mit entsprechenden spezifischen
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Glycosyltransferasen an die GalNAc-Einheit gekuppelt. Es
werden also hier nicht wie bei den N-Glycoproteinen grofere
Oligosaccharidreste auf die Peptidkette {ibertragen, sondern
die Synthese verlduft stufenweise an der Peptidkette.

3.2. Synthese von O-Glycopeptiden

Zahlreiche Untersuchungen sind durchgefithrt worden,
um insbesondere Glycopeptide vom Typ der Core-I-Struktur
zu synthetisieren** 7%, Das Problem liegt darin, daB eine
a-glycosidische Verkniipfung ohne Nachbargruppenbeteili-
gung mit der Hydroxyaminosdure durchgefiihrt werden
muB. Dieses gelingt mit Derivaten von Galactosamin nicht.
Die Halogenide der 2-Azido-2-desoxy-D-galactose sind fiir
diese Reaktjon ausgezeichnete Glycosyldonoren!”2 = 75],

So ergibt der Donor 82!7' mit dem Aminosiurederivat 83
in guter Stereoselektivitdt und guter Ausbeute die Glycosyl-
aminosiure 84!7% 771, Durch Reduktion der Azidgruppe und
anschlieBende Acetylierung erhilt man das gewiinschte Pro-
dukt 85. In gleicher Weise 148t sich das Disaccharid 86'7%! in
einer Blocksynthese mit der Aminosédure 83 zu 87 umsetzen,
aus dem der Syntheseblock 88 gewonnen werden
kann!7677],

OAc
0 R NHR?
[ AgCIO,
AcO Cl + HO-CH-CH —t
N 5 \CO,tBy 9%
g2 3 8
AcO OAe AcO OAc
0 H2S/Ac,0 0
AcO 1 AcO 1
R 2 2
Ny /NHR welnl B /NHR
0-CH-CH O—CH—C\H
84 \COztBu 85 CO,tBu
AcO
Y _oac B0 _os;
0 9 AgCIO
9 4
AcO 0 + 83 Ag,CO;
OAc N
86 g,
AcO
oAc 220 oB:
&/ 0 H3S/Acz0
o)
heo OAc N FI?1 /NHRZ
87 3o—CH—c\H
AcO CO,tBu
c oAc 520 _op; 2
& O
AcO ¢] 1
R NHR?
OAc AcNHl 1 7
88 0-CH-CH
\c0,Bu
R'= H,CHs; R2%= Fmoc, Aloc

Im Aminosdureteil der Verbindungen ist eine Blockierung
zu wihlen, die eine selektive Entblockierung ermdglicht.
Von den zahlreichen untersuchten Blockierungsmdéglichkei-
ten!44: 7% haben sich die Kombinationen (9-Fluorenyl)me-
thoxycarbonyl (Fmoc)/tBu und Allyloxycarbonyl (Aloc)/
tBu am besten bewihrt. Beide Kombinationen lassen sich
selektiv N-terminal und C-terminal entblockieren. Mit nor-
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Fmoe-NH-CH2-CO; ©
4

malen Peptidverkniipfungsmethoden kénnen dann sowohl
am V- als auch am C-Terminus beliebige weitere Aminosidu-
ren oder Glycosylaminosduren angekniipft werden. Die ge-
nannten Bausteine 85 und 88 konnen somit an beliebiger
Stelle in eine Peptidkette eingefiigt werden, wenn dort eine
glycosylierte Serin- oder Threonineinheit an bestimmten
Stellen gewiinscht wird. Nach Entblockierung der Peptid-
schutzgruppe werden die Acylgruppen des Zuckerteils unter
genau kontrollierten Bedingungen abgespalten. Hierbei tritt
keine B-Eliminierung oder Racemisierung im Peptidteil auf.

Die O-Glycopeptidsynthese kann auch als Festphasensyn-
these durchgefiihrt werden!’8 9], Hierfiir ist neben anderen
Harzen das Wang-Harz geeignet!”®, das die Ankergruppie-
rung 89 enthilt. Als Thiophendioxid(TDO)-Ester 90 wird
zunichst die erste Aminosdure zu 91 angekniipft %1, Nach
Freisetzung der Aminogruppe zu 92 kénnen dann die partiell

HO—CH2—©— ocH,(P) 89
80 7 +
Ph—\g~Ph

0, l(lPr)zNEt

Fmoc-NH-CHz-coz-CHz—Q— ocH,-(P) 91
NHz-CHz-COz-CHz—Q— ocH, <) 92

entblockierten Bausteine der Glycosylaminosduren 85 oder
88 sowie jede weitere Aminosdure zum Aufbau der Peptid-
kette verwendet werden. Ein Beispiel fiir eine derartige
O-Glycopeptidsynthese zeigt das Reaktionsschema in Abbil-
dung 8811, Das fertiggestellte Glycopeptid kann mit Triflu-
oressigsdure vom festen Triger ohne Gefdhrdung des Koh-
lenhydratteils zu 93 abgespalten werden. Die Entblockierung
des Peptidteils und des Zuckerteils ergibt dann das freie Gly-
copeptid 94. Dieses Beispiel zeigt, daB auch Glycopeptide
mit komplexen Aminosduren wie Arginin am festen Triager
zu synthetisieren sind.

AuBer einer Reihe von O-Glycopeptiden vom Core-1-Typ
wurde auch Verbindung 78 vom Core-II-Typ syntheti-
siert[82:83], Von der Xylose-haltigen Verbindung 81 ist so-
woh! das Fragment B-D-Gal(1 — 4)-B-D-Xyl-L-Ser!®#! als
auch die gesamte Kette von 81 synthetisiert worden 85! (Zu-
sammenfassungen: [4% 7).

3.3. Konformationsanalyse von O-Glycopeptiden

Die Untersuchungen iiber die Konformation von O-Gly-
copeptiden konzentrierten sich besonders auf die Molekiil-
anordnung im Bereich der Verkniipfung vom Kohlenhydrat-
rest mit der Peptidkette. Die Peptidkette ist in jedem Fall
duBerst flexibel. Im Bereich der Ankniipfung des Kohlenhy-
dratrestes sind jedoch bevorzugte Anordnungen zu erwar-
ten. Es ergibt sich auch die Frage, ob die Peptidkette durch
Ankniipfung des Kohlenhydratrestes wesentlich beeinfluBit
wird.

Eingehende Untersuchungen wurden mit den Glycopepti-
den 95 bis 98 durchgefiihrt!3!, Segmenten des N-Terminus
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Arg Ser Ala Gly Ala Gly
Fmoc+0H H-+0-®
Fmoc o-®
Fmoc—0H H o-®
Fmoc o-®
Fmoc—+0OH H o-®
Fmoc o0®
OGalN(Ac),
Fmoc#OH H 0@
0GaIN(Ac)
Fmoc : o-®
Mtr 0GaIN(Ac)
Fmoc+OH H : 0-®
Mtr 0GaIN(Ac),
Fmoc o-®
0GalN(Ac),
Fmoc- OH
Me Me
Mtr = SO, OMe
Me
Arg-Ser-Ala-Gly-Ala-Gly
93 — 94

a-D-GalNAc

Abb. 8. Beispiel einer Glycopeptidsynthese an einer Festphase (Wang-Harz).
Synthese von Arg-Ser[a-D-GalNAc]-Ala-Gly-Ala-Gly 94.

von Interleukin-2. In Interleukin-2 ist Ala N-terminal ange-
ordnet. Thr-3 trigt eine Kohlenhydratkette vom Core-I-Typ,
die mit 5-N-Acetylneuraminsidureresten besetzt ist. Das Ge-
samtmolekiil besteht aus 133 Aminosduren. Mit den oben
genannten Methoden wurden die N-terminalen Strukturen
95 bis 98 synthetisiert, wobei die Peptidkette zum C-Termi-
nus sukzessiv um eine oder mehrere Einheiten verldngert
wurde!”%), Hiermit sollte gepriift werden, ob eine Verlinge-
rung der Peptidkette die Konformation am Ankniipfungs-
punkt des Zuckerrestes wesentlich beeinfluBt.

Ala-Pro-Thr-Ser

a-D-GalNAc 95
Ala-Pro-Thr-Ser-Ser
96
a-D-GalNAc
Ala-Pro-Thr-Ser-Ser-Ser
97
a~D-GalNAc
A]c—Pro—IThr-(Ser)a—Thr—(Lys)z—Thr o8
a-D-GolNAc
Ala-Ser-Gly-lle
| y 99
g-0-Xyl

Die Konformationsanalyse wurde wie oben beschrieben
NMR-spektroskopisch durchgefiihrt. Nach Zuordnung al-
ler Protonen mit verschiedenen Korrelationsmethoden wur-
den Kopplungskonstanten und NOE-Effekte durch NOE-,
NOESY- und ROESY-Experimente bestimmt 5], Die Was-
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serstoffbriickenbindungen ergaben sich aus der Temperatur-
abhingigkeit der chemischen Verschiebungen. Die Rela-
xionszeiten lieferten Auskunft iiber die Beweglichkeit der
Atome. Die Auswertung aller Daten ergibt ein in sich ge-
schlossenes Bild, das zeigt, daB um die Verkniipfungsstelle
bevorzugte Konformationen in erheblichen Anteilen vorlie-
gen!86),

Von den Molekiilen wurden ferner Energieberechnungen
mit dem Programm AMBER *%! durchgefiihrt, das vorher
auf seine Anwendbarkeit gepriift wurde. Es zeigte sich, dall
AMBER fiir die Berechnung von Peptidketten mit zumin-
dest einer Saccharideinheit geeignet ist. Die fiir 95 berechnete
Minimumkonformation ist in Abbildung 9a wiedergegeben.
Es zeigt sich, daB diese Konformation sehr gut mit den ge-
fundenen NMR-Daten, insbesondere den Kopplungskon-
stanten und NOE-Effekten, vereinbar ist. In Abbildung 9a
sind zwischen den Protonen, zwischen denen NOE-Effekte
gefunden wurden, Pfeile eingezeichnet. Die angegebenen
Zahlen sind die berechneten Entfernungen in A, wie sie sich
aus der AMBER-Berechnung ergeben. Es ist erkennbar, da3
bei den angegebenen Entfernungen NOE-Effekte zu erwar-
ten sind.

Die Anordnung von GalNAc zum Threonin wird im we-
sentlichen durch den exo-anomeren Effekt der glycosidi-
schen Bindung bestimmt. Sterische Einfliisse diirften dage-
gen die Orientierung der Peptidkette zum Zuckerrest beein-
flussen. Diese Orientierung ist durch Kopplungskonstanten
und NOE-Effekte, z. B. zwischen der Methylgruppe des Ace-
tylrests von GalNAc und dem Serin, nachweisbar. Man fin-
det somit deutlich bevorzugte Anordnungen zwischen der

d-D-GalNAc

a)

Abb. 9. Bevorzugte Konformation von O-Glycopeptiden nach NMR-Daten
und Berechnungen mit AMBER. Die Pfeile zeigen die Protonen an, zwischen
denen NOE-Effekte gefunden werden, die fiir die Beurteilung der Konformatio-
nen von Bedeutung sind. Die Zahlen bedeuten Entfernungen in A nach der
Berechnung. a) Bevorzugte Konformation von Ala-Pro-Thr[a-D-GalNAc]-Ser
95. b) Bevorzugte Konformation von Ala-Ser{p-D-Xyl]-Gly-1le 99.
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Peptidkette und dem Saccharidrest. Interessant ist jetzt ein
Vergleich mit den Verbindungen 96, 97 und 98. Es zeigt sich,
daB die in Abbildung 9a angegebene Grundanordnung fiir
95 bei den Kettenverldngerungen zu 96, 97 und 98 in nahezu
unverianderter Form erhalten bleibt. Eine Verlidngerung der
Peptidkette zum C-Terminus beeinfluBt somit kaum die be-
vorzugte Konformation um den Verkniipfungspunkt zwi-
schen Saccharidrest und Peptidkette 86},

Es sei erwdhnt, daBl von Bush et al.l®”! eine Konforma-
tionsanalyse von dem Gefrierprotein, das als Gefrierschutz
im Blut von antarktischen Tiefseefischen vorkommt, ge-
macht wurde. Das Gefrierprotein ist ein Homopolymer der
Peptideinheit (L-Ala-L-Thr-L-Ala),, in dem jede Hydroxy-
gruppe des Threonins mit dem Disaccharid der Core-I-
Struktur glycosyliert ist. Die von Bush et al. ermittelte bevor-
zugte Konformation steht mit der fiir 95 ermittelten in recht
guter Ubereinstimmung. Es liegt bisher nur eine Rontgen-
strukturanalyse von einer Glycosylaminosdure vor; dabei
handelt es sich um die seltene Struktur a-p-Man(1 — O)-L-
Thr, die in Bakterien vorkommt[®8), Auch die Anordnung in
dieser Struktur zeigt mit der durch AMBER berechneten
Minimumkonformation von 95 (Abb.9a) eine recht gute
Ubereinstimmung 85,

Auch mit O-Glycopeptiden, die Xylose und Serin als Ver-
kniipfungsglied enthalten, wurden Konformationsanalysen
ausgefiihrt 3L Diese Anordnung ist flexibler, wie schon die
NMR-Daten der einfachen Verbindung p-p-Xyl-(1 = O)-L-
Ser zeigen. Als Beispiel sei das Tetra-O-Peptid 99 genannt,
eine Sequenz aus dem Proteodermatansulfat aus Rinder-
haut. Die Synthese erfolgte durch direkte Glycosylierung des
an den Endgruppen geschiitzten Tetrapeptids mit B-p-Xylo-
setetraacetat nach dem Trimethylsilyl-Triflat-Verfahren(®°l,
Die Konformation wurde wie bei 95 durch Auswertung aller
zuginglichen NMR-Daten und einer Energieberechnung
mit dem Programm AMBER bestimmt.

Das Ergebnis ist in Abbildung 9b wiedergegeben 871,
Auch hier geben die Pfeile die Protonen an, zwischen denen
NOE-Effekte gefunden werden. Die Zahlen entsprechen der
Entfernung in A. Der exo-anomere Effekt ist hier gleichfalls
bestimmend. Weiterhin diirften auch hier sterische Wechsel-
wirkungen von Bedeutung sein. Die NMR-Messungen und
Energieberechnungen zeigen deutlich, daB auch bei Struk-
turen wie 99 bevorzugte Konformationen vorliegen, in
denen eine bestimmte Anordnung der Peptidkette zum
Saccharidrest eingenommen wird.

Dieser Uberblick enthiilt zu weiten Teilen Ergebnisse unserer
Arbeitsgruppe. Ich bin einer grofien Zahl tiichtiger Mitarbeiter
fiir ihren unermiidlichen Einsatz und ihr Durchhaltevermigen
zu Dank verpflichtet. An den synthetischen Arbeiten waren zur
Hauptsache beteiligt: K. Adermann, M. Heume, R. Lebuhn,
G. Merz, H. Niirnberger, T. Peters, M. Raatz, H. Tietz. Alle
Konformationsanalysen der N-Proteinstrukturen wurden von
Dr. T. Peters und Dr. V. Sinnwell, die der O-Proteinstrukturen
von Frau Dr. A. Pollex-Kriiger durchgefiihrt. Besonders danke
ich Dr. B. Meyer (Athens) fiir die Uberlassung des GESA-
Programms und weitere Rechnungen. Ihm verdanke ich auch
die Abbildungen der Kristallstruktur des F,-Fragments, die an
der Universitdt Georgia (Complex Carbohydrate Research
Center, Prof. P. Albersheim) erstellt wurden. Professor R.
Huber (Miinchen) danke ich fiir die Uberlassung der Daten
der Kristallstruktur des F.-Fragmentes. Professor J. Deisenho-
Ser (Dallas) stellte freundlicherweise die korrigierten und ver-
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Sfeinerten Daten des Kohlenhydratteiles der Kristallstruktur
zur Verfiigung, die er in Zusammenarbeit mit Dr. B. Meyer
ermittelt hatte. Fiir die Uberlassung der Programme MAC-
ROMODEL und AMBER danke ich Professor C. W. Still
(New York) und Professor P. Kollman (San Francisco). Die
Deutsche Forschungsgemeinschaft hat dankenswerterweise
iber viele Jahre unsere Arbeit wirkungsvoll gefordert.
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