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ABSTRACT 

The preferred conformations of eight 0-glycopeptide sequences from the N-terminus of interleu- 
kin-2 containing two to ten amino acids, monoglycosylated at Thr’ with a 2-acetamido-2-deoxy-a-n- 
galactopyranosyl group, were determined by means of n.m.r. spectroscopic methods. The preferred confor- 
mation of the N-terminal sequence, L-Ala-L-Pro-[cc-D-GalpNAc-(1+3)]-L-Thr-L-Ser, including the O- 
glycosidically linked 2-acetamido-2-deoxy-a-u-galactopyranosyl group is not substantially influenced by 
the linkage of additional amino acids at the C-terminal end. Extended conformations were observed for all 
peptide units. Measurements of the relaxation times of the “C atoms showed that the 2-acetamido-2-deoxy- 
o-galactose bound to the central amino acids has the lowest mobility, whereas the terminal amino acid 
residues and peptide side-chains are flexible. Calculations with the force-field program AMBER yielded 
conformations of minimized energies that were in good agreement with the n.m.r. spectroscopic data. This 
was only true when n.m.r. parameters that can be used as starting values for the calculations were available. 
Comparison with a nonglycosylated, N-terminal tetrapeptide sequence analog did not suggest changes in the 
peptide conformation when Thr’ is glycosylated with a 2-acetamido-2-deoxy-a-D-galactopyranosyl group. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Bevorzugte Konformationen von 0-Glycopeptidsequenzen aus dem N-Terminus des Interleukin-2 
werden mit n.m.r.-spektroskopischen Methoden ermittelt. Acht Peptidsequenzen enthalten zwei bis zehn 
Aminosluren und sind an Th? mit einer 2-Acetamido-2-desoxy-r-D-galactopyranosyl-Gruppe mono- 
glycosyliert. Die bevorzugte Konformation der N-terminalen Sequenz L-Ala-L-Pro-[a-o-GalpNAc-( l-+3)]- 
L-Thr-L-Ser einschliel3lich der 0-glycosidisch gebundenen cc-n-GalNAc-Einheit wird durch Ankniipfung 
weiterer Aminosiuren am C-terminalen Ende nicht wesentlich beeinflugt. Fur alle Peptidketten werden 
gestreckte Konformationen beobachtet. Relaxationszeitmessungen der “C-Atome zeigen, dalj die 2-Aceta- 
mido-2-desoxy-D-galactose-Einheit mit den zentralen Aminodure-Einheiten die geringste Beweglichkeit 
besitzt, wlhrend die terminalen Aminosaure-Einheiten turd Peptid-Seitenketten flexibel sind. Konforma- 
tionsberechnungen mit dem Kraftfeld-Programm AMBER ergeben energiehrmste Konformationen, die 
sich in guter iJbereinstimmung mit den n.m.r.-spektroskopischen Daten befinden, wenn N.m.r.-Parameter 
als Startwerte fur die Berechnung eingesetzt werden konnen. Ein Vergleich mit einem sequenzanalogen, 
nicht glycosylierten N-terminalen Tetrapeptid ergibt keinen Hinweis, dal3 sich die Peptidkonformation 
indert, wenn Thr3 mit einer 2-Acetamido-2-desoxy-ol-u-galactopyranosyl-Gruppe glycosyliert ist. 

* XXIX. Mitteilung der Serie “Konformationsanalyse”. XXVIII. Mitteilung, siehe Zit. 1. 
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In den letzten Jahren ist eine Anzahl van Studien iiber konformative Effekte bei 
der O-Glycosylierung erschienen’,‘. Untersuchungen an O-Glycoproteinen des Mucin-, 
TypsJi und an Gefrierschutz-Glycoproteinen’ ’ ergaben eine srarke Einschrsnkung dc:r- 

konformationellen Mtiglichkeitcn an der Kohlenhydnlt-Peptid-HincSllng. Rosr vf 01.” 
haben berichtet, da13 sich bei Entferncn der 2-Acetamidn-‘~drst)uy-rt-galactc,se-~inh~it 
desOvin submaximillaren Mucinsdie Konformationvon ejner gcstrcckten Strukturrur 
Globultirform andert. Die Fntfcrnung andercr Mono?;accharid-Iit~hcitcn ftihrte irg 
keiner solchen .&nderuny. 3cjXangc die 7-/2Ce1;1Illi~j-_T-~.~ts~.~~~-~l~-~~~i;lC‘fo4C-1’~Jptilf-~Hiii~- 
dung erhaltcn blieb. 

Trotzdem ist bisher iiber den Ablauf der Biosynthese tier or-C;iycoproteirlc wenig 
bckannt. lnshesondere ist ungeklart. wie dcr Ort der Glycoaylicrung fcstgelegt wird. 
d.h. durch welche Faktoren eine ~~ydroxylaminoslture ais Substrat I con dcr Gl>co- 
syltransfcrase erkannt wird. Eine Signalsequenz, die als Erk~lintlng~re~~{~~~ fiir das 
Enzym fungiert und die Glqcosylierung cinlcitct. wie $1~ t‘iir 3 -Cil!coprl.~tcine gefunden 
wurde. ist fiir die O-Glycoprotcine nicht festgcstellt worden iIul’~eden Fail ist jedoch 
die Zug~~nglichkeit der ~lvdroxylfunktiun van Scrin odor ‘lhrconltr li.ir den CM &LY 
Glycosylierung van cntscheidcnder Bedeutung. 

In systcmatischen L’ntcrsuchungerr an ($-C;lycctprotelnwl1 de5 Mucin-T)p\ wurde 
nun eine HLiufung der I\rninoc2urc Prolin in der unmitlL’lh;lrt’n N~ciiharsctlafI dcr 
(;lycosylierungssteIle gefundcn”, Da Prttlin durch seine einzigartige cykiische Strtlktur 
zu Stiirungen der regul:ircn f”eptidsekuntlarstruktur AnlaD gibt. w11.d mij~li~flclru,cls~ EO 
die Zugiinglichkeir einzej~~r I~vdri,xylaminosliur~n r’;,ir- diet Cil~~~os~l~cru~~~st~~~~n~c 

erhiiht. Konformati~,ns;in~~i~tische Llnrersuchungen I. on ii-C:;1~copc,iltidstr~kt;l~,~t~ 
kiinnen hier neue Einsichten in Struktur-Funktiorl~b~~jelit~~~ge~~ hei d~r HCos\nthcsr 
L:on O-(;lycoprotein~n lict&n. 

in der vorliependen Rrbeit werden kontbrmations~rni~lytischc Lntersuchungen 
\‘on O-Glycopeptidsequcrrzetr aus der N-terminalen Region ion Interletlkin-2 he- 
schrieben. Das Glycnprotein Interieukin-2 gehiirt zur Klasse drr Lymphohine. die als 
Hotenstoff‘e des Immunsy\tcms eine zentrale Kolle in der Immunahwehr des Kiiirpcrs 
einnehmcn. Interleukin-2 i\urdc friiher als -~-%ell-Wachstun~~i~~ktor bec&chnct. da C$ 
an aktivierte T-lLqrnpho7>ten bindet und sie dadurch 7ur Prolili:rat~c,~t~ :~timuiiert!“. 
Nachdem r’s Taniguchi (‘I rii.” gelang. die cl>NA zu iso!icrcn, d~c fiir Enterlcukin-2 
codicrt. konnte die Amir7osiiuresequcn7: aufgekllirt wcrdcn. Inlericukin-2 hestcht dub 
I.33 Aminosauren, van dencu ~ILU die Threonin’-Einhelt yiycc)syIiert 1st “, Da:; Tctra- 
saccharid x-NcuSAt~-( _‘--~II)-X-L)-(;alp-,I I -+3~-[x-Neu’;Ac:-(:1~ -~ri)i-x-l,-(;aIp”jA~.- 
i I ,-+3)-r.-Thr’ und das Iri$accharid x-NeuiAc-(?-+3)-l~-l,-G~lii7-? i --~~)-r-~,-(;alpNAc- 
i I -+3)-I.-T‘hr’ sind dlc H;l~~ptuligosacch~Iridseqilrn7en. die ;!I> ‘l‘hr’ &s n~~r~hlizh~n 
Interleukin-:! gebundcn si~d: ‘, 

Die hier untersucht~n Verbindungen 1-9 liegen als unblockierte Strukturcn LOI-. 
Die Synthesen der Glycopcptide I-8 sind in einer vorhergchendcn .Arbcit beschriehcn 
worden!;. Verbindunp 10 wird nur als Kontrollsuhstarv i‘iir die K r~~ftfeldrechtlu~-~e~~ 
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a-D-GalpNAc 

1 
3 

L-Thr-L-Ala 
1 

a-D-GalpNAc 

1 
3 

L-Ala-r,-Pro-L-Thr 
4 

a-D-GalpNAc 

I 
3 

L-Ala-L-Pro-r_-Thr-r_-Ser-r_-Ser 
6 

a-D-GalpNAc 

i 
3 

a-D-GalpNAc 
: 

3 
L-Ala-L-Thr 

2 

a-D-GalpNAc 
1 1 

3 
L-Pro-L-Thr 

3 

a-D-GalpNAc 
1 

; 
L-Ala-L-Pro-L-Thr-L-Ser 

5 

a-D-GalpNAc 

1 
3 

L-Ala-L-Pro-L-Thr-r_-Ser-r_-Ser-L-Ser 
7 

L-Ala-L-Pro-L-Thr-L-Ser-L-Ser-L-Ser-L-Thr-L-Lys-L-Lys-L-Thr 
8 

L-Ala-L-Pro-L-Thr-L-Ser 
9 

ol-D-GalpNAc a-D-Manp 

i I 
3 3 

L-Thr r.-Thr 
10 11 

benotigt und hier nicht weiter diskutiert. Die Peptidstrukturen der Verbindungen l-8 

sind monoglycosyliert mit einer a-D-GalpNAc-Einheit, der Kohlenhydratteil entspricht 
somit der T”-Antigenstruktur. Das Tetrapeptid 9 besitzt die gleiche Aminosaurese- 
quenz wie das Glycopeptid 5, so da13 miigliche Glycosylierungseffekte durch direkten 
Vergleich nachpriifbar sind. 
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handlung der n.O.e.-Effekte ist nicht moglich, da in den Molekiilen l-9 keine isotropen 
Gesamtbewegungen vorliegen. Diese sind jedoch notwendig, da die innermolekularen 
Beweglichkeiten EinfluB auf die Kreuzrelaxation und somit auf die Griifie des n.O.e.- 
Wertes haben. Fur Differenzen von ANT, = 0.1 s sind die Grenzen der halbquantitati- 
ven Auswertung erreicht. Die n.O.e.- und ROESY-Experimente lassen such ohne 
quantitativen Vergleich weitreichende Aussagen tiber die Konformation eines Glyco- 
peptids in Losung zu. 

Erganzend zu den n.m.r.-spektroskopischen Untersuchungen werden Konfor- 
mationsberechnungen mit dem in das Programm MACROMODEL” integrierten 
Kraftfeld-Programm AMBER” durchgefiihrt. Wie vergleichende Berechnungen zei- 
gen, werden die besten Ergebnisse bei der Vorgabe von freien C02H- und NH,- 
Gruppierungen fur die endstandigen Aminosauren erzielt. Auch die Seitenketten- 
Aminfunktionen der Lysin-Einheiten in 8 werden als neutrale NH,-Gruppen vorgege- 
ben. Alle Molekiilberechnungen werden ohne Beriicksichtigung der Liisungsmittelum- 
gebung quasi im Vakuum vorgenommen. 

Fur die Kalkulation der glycosidischen Bindung wird davon ausgegangen, da13 
der &2-Acetamido-2-desoxy-o-galactose-Winkel, dem exo-anomeren Effekt folgend, 
den Winkelbereich von 4 = 0 bis - 120” nicht verllDt. Fur die 2-Acetamid-2-desoxy-D- 
galactose-Einheit wird die CH,OH-Seitengruppe in der gt-Konformation (c’, = 60”) 
vorgegeben und die NHAc-Gruppierung in der trans-Anordnung positioniert (H-2- 
C-2-N-H = 1 X0”). Probekalkulationen von 2-Acetamido-2-desoxy-o-galactose- 
Monosacchariden zeigen, dal3 das AMBER-Programm fur die gt-Konformation ein 
Minimum berechnet. Die relativen Energien fur die tg- und gg-Konformere liegen weit 
hiiher. 

Fiir die Amid- bzw. Peptidbindungen wird vorausgesetzt, dal3 sie ausschliel3lich 
in der trans-Form vorliegen. Alle iibrigen Diederwinkel werden im vollstandigen Kon- 
formationsraum berechnet. Hierfiir wird in 30”-Inkrementen variiert, in der Nahe eines 
Minimums wird in 5-lo”-Schritten vorgegangen, bis die Minimumkonformation er- 
reicht ist. Bei der Vielzahl der variablen Diederwinkel der griil3eren Glycopeptidstruk- 
turen 5-8 ist eine eingehende Analyse aller moglichen Winkelkombinationen nicht 
praktikabel. Daher werden dort die Ergebnisse der n.m.r.-spektroskopischen Analyse 
als verniinftige Startparameter fur die Energieminimierungsberechnungen eingesetzt. 

Zuordnung der ‘H- und ‘3C-n.m.r.-Spektren. -- Die hier untersuchten Glycopep- 
tide zeigen in vielen wesentlichen Teilstrukturen die gleichen Konformationen. Daher 
werden die Verbindungen 1-9 im folgenden unter gemeinsamen Strukturaspekten 
diskutiert. Die Zuordnungen der chemischen Verschiebungen der 2-Acetamido-2-des- 
oxy-t,-galactose-‘3 und Aminosaure-Einheiten stimmen mit in der Literatur angegebe- 
nen Daten iiberein. Als Vergleichswerte fur die Aminostiure-Einheiten dienen “ran- 
dom-coil”-Daten, die von Wiithrich et a1.‘4 nach systematischen Untersuchungen von 
Di- und Tripeptiden ermittelt wurden. Die ‘H- und ‘3C-n.m.r.-Daten der Verbindungen 
1-9 sind in den Tabellen I und II zusammengestellt. Die Kopplungskonstanten der 
komplexen Multipletts der Prolin-Einheiten und der Lysin-Seitenketten von 8 kiinnen 
nicht ausgewertet werden. Das Glycopeptid 6 zeigt ein so ungiinstiges Relaxations- 
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TABELLE 1 

‘I-I-N.m.r.-chemische Verschiebungen” und Kopplungskonstanten~ der Verbindungen I-9 

1 5.04 
(3.7) 

2 4.94 
(3.7) 

3 4.99 
I?.?) 

5 S.O? 
(3.6) 

6 4.95 
(1.4) 

7 4.95 
(3.8) 

8 4.95 
(3.7) 

4.10 
I 10.41 

i x7 
(7 3) 

3.9x 
(1.2) 

4.04 

4.0 I 
(I.31 

4.04, 

4 II 3.13 
(1 I.11 

4.14 
(1 I .oi 
4.0X 
i I I 0) 

3 9x 
(1.2) 
3.91 
( I .Of 

3.89 

(3.4, 
3.96 
ll.11 

3.1 I 
(I 1.0) 

4.06 
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5 Ala’ 

Pro2 

Thr’ 

Ser4 

Ala’ 

Pro’ 
Thr3 

Ser4 

Ser” 

Ala’ 

Pro’ 

Thr’ 

Ser4 

Ser’ 

SeP 

Ala’ 

Pro’ 

Thlj 

Ser’ 

Sef 

Ser6 

Thr’ 

I& 

8.52 

(8.2) 
8.26 

(7.6) 

8.59/ 
(8.5)d 
8.35’ 
(9.cy 

8.08 

(7.0) 

8.63 

(8.4) 
8.42 

(7.4) 
8.35 

(7.6) 

8.49 

(7.2) 

8.64 

(8.6) 
8.45 

(6.3) 

8.49 

(7.0) 

8.54 

(6.5) 

8.16 

(7.5) 
8.26 

(6.6) 

4.38 

(6.8) 
4.66 

(6.4) 
(8.0) 
4.56 

(2.4) 
4.28 

4.42 
4.54 

(2.5) 
4.54 

4.22 

(4.3) 
4.36 

(6.9) 
4.64 

(6.1) 
(8.3) 
4.54 

(2.7) 
4.57 

(5.5) 
4.41 

4.28 

4.36 

(7.0) 
4.61 

(6.0) 
(8.6) 
4.56 

(2.4) 
4.58 

4.54 

4.48 

4.34 

(2.4) 
4.35 
(6.0)“ 

(8.0) 

1.54 

2.39 2.02 2.03 3.76 3.64 

4.34 

(6.4) 
3.86 

(4.3) 
(11.5) 
1.41’ 
(7.O)d.C 
2.34 
4.32 

(6.0) 
3.89 
(5.2)d 
(ll.O)d 
3.83 

1.52 

2.37 1.98 2.04 3.73 3.62 

4.31 

(6.4) 
3.87 

3.93 

(5.2) 
(11.8) 
3.85 

(4.0) 
(11.6) 
1.53 

2.39 1.98 2.07 3.74 3.64 

4.34 

(6.4) 
3.90 

(5.4) 
(11.6) 
3.94 

(5.5) 
(11.8) 
3.95 

(5.5) 
(11.6) 
4.24 

(6.5) 
1.84 

3.84 

(4.0) 

1.97 

3.83 
(5.2)d 

3.87 

(5.0) 

3.83 

(5.1) 

3.86 

(5.6) 

3.88 

(5.3) 

3.88 

(5.3) 

1.77 

1.32 

2.01 3.73 3.62 
1.31 

I .32 

1.34 

1.22 

1.45 1.70 3.00 



T.ABT.L.1.E II 

“C-h’.m.r.-chcmische Vcrschiehungd dcr Vcrhindungen l--9“ 
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Ala’ 48.74 15.78 
Pro2 61.00 30.03 25.32 48.37 
ThrZ 58.09 76.51 18.44 
Ser’ 55.62 62.26 
Sei 56.31 61.86 
Ser’ 57.87 62.77 
Ala’ 48.45 15.69 
Pro’ 60.67 29.90 25.12 48.14 
Thr’ 57.84 76.55 18.65 
Ser’ 55.34 61.49 
Sei-’ 56.04 62.03 
Ser’ 56.04 61.41 
Thr’ 59.66 67.29 19.32 
LYS” 53.90 30.83 22.38 26.69’ 
LysO 54.01 30.83 22.38 26.58‘ 
Thr’” 60.77 68.33 19.68 
Ala’ 48.57 15.54 
Pro’ 60.98 29.90 25.20 48.20 
Thr’ 59.44 67.58 19.29 
Ser’ 57.66 62.45 

169.77 
176.25 
171.49 
171.57 
174.83 
171.87 
170.10 
173.95 
171.76 
172.17’ 
172.66 

172.63 
172.17 

39.65 
39.65 

177.01 

” B-Werte. ’ Liisung in DzO; externer Standard: Acetonitril, 6 1.3; T300 K; 100.63 MHz. ’ Zuordnung kann 
vertauscht sein. 

verhalten, dab Kopplungskonstanten nur abgeschatzt werden kiinnen. Vermutlich 
liegen im n.m.r.-Spektrum nicht sichtbare Verunreinigungen vor, die die transversale 
Relaxationszeit T2 herabsetzen. Die ‘H-n.m.r.-Daten von 6 sind daher nur unvollstan- 
dig tabelliert. Die Zuordnung der verschiedenen Serin-Einheiten in 6,7 und 8 sowie der 
drei Threonin- und zwei Lysin-Einheiten in 8 gelingt iiber die ‘C-T,-Werte der c”- 
Atome des Peptidgeriists (Tab. lII), da die endstgndigen Aminosaure-Einheiten hiihere 
Beweglichkeiten und damit hijhere 13C-T,-Werte zeigen als die peptidgebundenen 
Einheiten. Die C-terminalen Serin-Einheiten in 6 und 7 lassen sich augerdem durch die 
Saurelabilitlt der b-Werte nachweisen, indem zuerst Messungen in reinem Deuterium- 
oxid durchgefiirht werden und danach unter Zugabe von Trifluoressigsaure bei pH 3 
wiederholt werden. Durch die starke Anisotropie der Carboxylatgruppe ist ein Tieffeld- 
shift der endstandigen Serin-NH- und C”-H-Protonen zu beobachten. Unabhangig 
davon wird die Sequenzierung spater durch ROESY-Experimente bestatigt. 

In den Glycopeptiden 1 und 2 liegt jeweils eine genaue Umkehr in der Aminoslu- 
resequenz vor, so dal3 der Einflug von N-terminaler Stellung auf die chemischen 
Verschiebungen der Aminosauren diskutiert werden kann. In den “C-n.m.r.-Spektren 
treten systematische Effekte auf. Fur die Aminosaure-Einheiten ergibt sich fur alle 
C-Atome eine Tieffeldverschiebung, wenn sie von der N-terminalen in die C-terminale 
Stellung iiberwechseln. Die Verschiebungen betragen fur Thr”-C und Thfl-C 1.6 bzw. 
1.3 p.p.m., fur Thr’-C ist der Unterschied mit 0.3 p.p.m. gering. Das Signal des 
Threonin-Carbonylkohlenstoffatoms erfahrt gleichfalls einen Tieffeldshift von 5.1 
p.p.m. Die Verschiebungen zu tiefem Feld betragen in der Alanin-Einheit 1.6 fiir 
Ala”-C, 0.9 fiir Alafl-C und 7.8 p.p.m. fur Ala-CO. Dill et al.* haben in ‘%-n.m.r.-Studien 
an Glycopeptiden und -proteinen genau die gleichen Effekte gefunden. N-Terminale 



“C-T:-Werte” dcr Verbindungen 1-Y" 
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Aminostiuren weisen ganz 5hnliche “C-n.m.r.-chemische Verschiebungen auf wie die 
entsprechenden nicht-terminalen Einheiten. Durch den Anisotropie-Effekt der Carbox- 
ylatgruppe werden die C-terminalen Aminodure-Einheiten stlrker entschirmt und so 
bei tieferem Feld detektiert als die nicht-terminalen Einheiten. 

Konformation an der glycosidischen Region. - Es ist bekannt, da0 galacto- 
konfigurierte Pyranosen ausschliefilich in der 4C,(D)-Sesselkonformation vorliegen. 
Auch in den Glycopeptiden l-8 nimmt die 2-Acetamido-2-desoxy-D-galactopyranose 
diese Konformation ein. iiber die Karplus-Beziehung l%Dt sich leicht nachweisen, da13 
die 3J,,,-Kopplungen genau das Muster zeigen, das fiir Torsionswinkel im Galactopy- 
ranosylring erwartet wird (Tab. I). lD-n.O.e.- und ROESY-Messungen (Tab. IV und 
V) zeigen auljerdem n.O.e.-Effekte zwischen H-3 und H-5, die typisch fiir eine “C,-(D)- 
Konformation sind. 

Chemische Verschiebung und die 3J,,2-Kopplungskonstante von GalNAc-H-l 
sind charakteristisch fiir eine a-D-glycosidische Bindung. Ein Nachweis fiir a-D-glycosi- 
dische Verkniipfungen ist such die chemische Verschiebung der Threonin?-Kohlenstoff- 
atome der glycosidisch gebundenen Threonin-Einheit. Aufgrund der Nghe zum Ring- 
sauerstoffatom erf%hrt das Thr”-C-Atom bei a-D-glycosidischer Bindung einen stgrke- 
ren Tieffeldshift als in /3-D-gebundenen Glycosiden. Die gefundenen Verschiebungen 
des ThrY-C-Atoms von durchschnittlich 18.4 p.p.m. stimmen in etwa mit dem erwarte- 
ten Wert fiir a-D-glycosidische Bindungen iiberein’. 

Fiir die CH,OH-Gruppe sind drei gestaffelte Konformationen miiglich, die durch 
Diederwinkel o von + 60, - 60 und 180” beschrieben werden. Berechnungen der 
Rotamer-Populationen aus den Kopplungskonstanten 3JH_5,H.6 zeigen, da13 kein Kon- 
formeres bevorzugt vorliegt2’. Die durchschnittlich hiichsten Anteile am 
Rotamerengleichgewicht hat das gt-Konformere. 

Die Stellung der NH-Bindung der N-Acetylgruppe relativ zu H-2 ist trans. Dies 
wird durch eine groBe Kopplungskonstante 3JA,NH,H_2 und n.O.e.-Effekte des NH- 
Protons zu den H-l- und H-3-Protonen belegt. Die bevorzugte trans-Stellung der 
Amidbindung belegen starke n.O.e.-Effekte zwischen dem Acetyl-NH-Proton und der 
Acetyl-CH,-Gruppe. 

Die Konformation der glycosidischen Bindung wird durch die Diederwinkel 
&GalNAc, v-GalNAc und X-Thr beschrieben (Schema 1). Die GriiBe des @-GalNAc- 
Winkels wird hauptstichlich durch den exo-anomeren Effek? bestimmt, der eine 
gauche-Anordnung der 0-Th&C-Bindung zur GalNAc-C-1-0-5-Bindung bevorzugt. 
Der typische Bereich fiir r#+Winkel von D-Galactopyranosen liegt urn -60”. Die 
anderen Winkel W-GalNAc und X-Thr sind nur durch sterische EfTekte eingeschrgnkt. 

In allen Glycopeptiden werden starke n.O.e.-Effekte zwischen Th#-H und Gal- 
NAc-H-l beobachtet. Diese Effekte sind, mit Ausnahme von 1, von gleicher GrijBe wie 
der n.O.e.-Effekt von GalNAc-H-l zu H-2, so da13 GalNAc-H-l und Thp-H sehr dicht 
benachbart sein sollten. Da der @GalNAc-Winkel durch den exo-anomeren Effekt 
weitgehend festgelegt ist, wird der yl-GalNAc-Winkel damit auf einen Bereich von 
-20” < ly < 90” beschrgnkt. Die 3J Thr H ,,p.,-Kopplungskonstante, die den Thr-X- a. 
Winkel charakterisiert, liegt fiir alle Verbindungen urn 2.5 Hz, was eine gauche-Stellung 
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der beiden Protonen bedeutet. Gleichzeitig werden n.O.e.-Effekte von ThrY-H zu 

Thr’-H und Thfl-H in vergleichbarer GriiBe beobachtet, so da13 nach den Experimenten 
nur eine der beiden gauche-Stellungen miiglich ist. Der X-Thr-Winkel liegt demnach bei 
- 60”. Ein schwacher n.O.e.-Effekt zwischen Thr-NH und ThrY-H bestitigt diese 
bevorzugte Konformation. 

Sehr interessant ist ein weiterer n.O.e.-Effekt von Thr’-H zu einem Proton der 
2-Acetamid-2-desoxy-D-galactose-Einheit, dem GalNAc-H-5. Er wird gleichfalls fiir 
alle Glycopeptide beobachtet und ist genauso groI3 wie die beiden n.O.e.-Effekte von 
ThrY-H zu Thr”-H und Th#-H. Nach Auswertung alter n.O.e.-Effekte und der 

3J , Th;_H .,rB_,-Kopplungskonstanten ergibt sich ein geschlossenes Bild fiir die Konforma- 
tion an der glycosidischen Bindung, die fiir alle Glycopeptide einheitlich ist (vergleiche 
Abb. 1). Friihere Konformationsuntersuchungen von Bush et al.‘j,’ an Gefrierschutz- 
proteinen und von Pavia und Ferrari” an synthetischen 0-Glycopeptiden aus der 
Sequenz des Glycophorin A sowie anderer Autoren29B30, zeigen im wesentlichen die 
gleichen Kopplungskonstanten und n.O.e.-Effekte in der 2-Acetamido-2-desoxy-D- 
galactose- und Threonin-Einheit. 

Die bevorzugte Konformation an der glycosidischen Bindung kann durch das 
Auftreten von Wasserstoffbriickenbindungen hervorgerufen werden. In Veriiffentli- 
chungen von Maeji et a1.29 wird die Rolle der N-Acetyl-Funktion in der glycosidischen 
Bindung am Beispiel von im Saccharidteil und Peptidteil voll geschiitzten Glycopepti- 
den diskutiert. In Verbindungen vom Typ Z-Thr(AcGalNAc)-Ala-OMe finden die 
Autoren starke Hinweise fiir eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Thr-NH- 
Proton und der N-Acetyl-Carbonylgruppe der Zucker-Einheit. Die Ergebnisse von 
Maeji et ~1.‘~ kiinnen fi.ir die entblockierten Glycopeptide vom Interleukin-2 Typ 3-8 
nicht bestgtigt werden. Die Temperaturkoeffizienten der Thr-NH-Protonen zeigen zwar 
starke H-Bindungen fiir alle diese Verbindungen (Tab. VI). Modellbetrachtungen 
machen jedoch deutlich, da13 nicht die N-Acetyl-Carbonylgruppe der Akzeptor sein 
kann, sondern wahrscheinlich eine Briickenbindung zum glycosidischen Sauerstoffa- 

TABELLE VI 

Temperaturkoeffizienten der Amidprotonen dS/d T [IO-j p.p.m./K] der Verbindungen l-9” 

Amidproton 1 2 3 4 5 6 I 8 9 

NHAc-NH 6.2 1.8 4.3 4.5 4.5 4.2 4.4 4.3 
Ala’-NH 3.8 
Thr’-NH 2.1 2.3 0.4 -0.1 -0.5 -0.5 1.8 
Serf-NH 3.6 2.6 2.6 5.7 
S&-NH 4.5 4.1 3.1 
Ser6-NH 3.3 2.8 
Thr’-NH 5.1 
LysR-NH 4.1 
Lys’-NH 2.7 
Thr”-NH 4.4 

u LBsung in 9: 1 H,&D,O; T 30&330 K; 400.13 MHz. 
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geringere NT,-Werte als die C’-Atome. Vermutlich sind die Hydroxylgruppen in Was- 
serstofiindungen eingebunden und fixieren so eine bevorzugte Konformation. 

Die ‘H-chemischen Verschiebungen der Se#-Protonen zeigen, dal3 diese magne- 
tisch nicht equivalent sind. Aus den ‘J g $-Kopplungskonstanten lassen sich nach 
Pachler” Rotamerpopulationen fiir den Diederwinkel x der Seitenketten berechnen. Sie 
ergeben fiir alle Serin-Einheiten der Verbindungen 5-9 eine bevorzugte Konformation 
bei einem X-Winkel von 60”. Die Anteile an der 60”-Population liegen” zwischen 56 und 
85%. Diese Anordnung ist typisch fiir hydrophile Seitenketten, die LGsungsmittelwech- 
selwirkungen eingehen ktinnen”. Intramolekulare WasserstolTbindungen der Hydro- 
xylgruppen zu den Carbonylgruppen der Peptidbindungen sind ebenfalls miiglich. Fiir 
Wechselwirkungen mit NH-Funktionen finden sich bei den Temperaturmessungen 
keinerlei Hinweise (Tab. VI). Wie im vorherigen Abschnitt diskutiert, existieren fiir die 
glycosidierten Threonin-Einheiten bevorzugte Konformationen mit einem X-Winkel 
von -60”. Die gleichen n.O.e.-Effekte und Kopplungskonstanten werden fiir die nicht 
glycosidierten Threonin-Einheiten in 8 gefunden. Somit zeigen alle Seitengruppen mit 
Hydroxylfunktionen bevorzugte Konformationen, die in einem X-Winkelbereich von 
- 60” liegen. 

Die Alanin-Methylgruppen in 1-9 sind nach den Werten von Tabelle III nicht frei 
beweglich. Fiir eine ungehinderte Methylrotation ergeben Berechnunger? ein T,(CH,): 
T,(CH)-VerhBltnis von 3: 1. In den Glycopeptiden 1 und 2, in denen Alanin direkt (N- 
oder C-terminal) an die glycosidierte Threonin-Einheit gebunden vorliegt, betrlgt das 
Verhgltnis z.B. nur 1.4 bzw. 1.8. In allen anderen Strukturen liegt diese Zahl iiber 2.0, so 
dalj die Alanin-CH,-Gruppe, wenn sie durch eine Prolin-Einheit von der glycosidisch 
verkniipften Threonin-Einheit getrennt ist, such freier beweglich ist. 

Die Aminosgure Prolin unterscheidet sich in mancher Hinsicht von den iibrigen 
natiirlichen Aminosluren. Es ist das einzige cyklische Molekiil, wodurch die Rotations- 
mijglichkeiten urn den Peptidwinkel 4 stark eingeschrgnkt sind. Unterschiedliche 
@-Winkel geben nur die “puckered’‘-Miiglichkeiten des Pyrrolidinrings wieder. 

Da die Seitenkette des Prolinmolekiils nicht flexibel ist, iibt das Prolinmolekiil 
besondere sterische Effekte auf benachbarte Aminosgure-Einheiten aus. Beispielweise 
absorbiert das C”-Atom einer Aminosgure-Einheit, die an das Stickstoffatom von einer 
Prolin-Einheit gebunden ist, urn etwa 1 p.p.m. bei hiiherem Feld als in anderen 
Peptiden14. Die Verschiebungsdifferenz wird durch einen sterischen y-Effekt hervorge- 
rufen, der charakteristisch fi.ir dieses cyklische Aminosgure-Molekiil ist. Die Hochfeld- 
verschiebung la& sich such nachweisen beim Vergleich der ‘3C-6-Werte von 2, wo eine 
Alanin-Einheit N-terminal an eine Threonin-Einheit gebunden ist, mit den Werten von 
4-9, in denen die Alanin-Einheit such N-terminal, aber an eine Prolin-Einheit gebunden 
vorliegt. Die chemische Verschiebung von Ala”-C in 2 liegt bei 6 49.7, in den iibrigen 
Verbindungen dagegen bei ungefghr 6 48.5. Das Peptid 9 zeigt dabei die gleiche 
Verschiebung wie die Glycopeptide; der Prolin-Effekt ist also nicht von der Glycosylie- 
rung der benachbarten Threonin-Einheit abhgngig. Der gleiche y-Effekt ist such fiir die 
Ala”-Kohlenstoffatome zu beobachten. 



Der Pyrrolidin-Ring des Prolin-Molekiils ist relativ flexibel: dies zeigen Ri?trt- 

genstrukturuntersuchungcn, M’O itn Kristall C’:-fwh- und C-c-.li+K onforntationcn 

nebeneinander in einer Elementarzelle vorliegen”. Die hohe Rewcglichkeit in Liisung 

kommt durch die “C-T,-Data-t zum Ausdruck. Die h 7’,-Wrrtc Jt.v- C“- und C”‘-:4tome 

der Prolin-Einheit spiegeln die Gesamtbeweglichkeit dcs Moleki.ilc wisfer. uiihrcnd die 

NT,-Wcrte der c”- und (‘ -Atome die schnellen konihrtnalic~t-tcilen l~m~~andlungcn 

wiedergeben. Dabei erfGhtt das C’,‘-Atom die starksten I~“ositic~;lsiinderutrfer~. SO &Id Jer 

Pyrrolidin-Ring ofl’ensichtiich schnellc Wechsel zwihchcrr Jet, 6 ’ -~~/dc~- und (‘ -<‘~lo- 

Konformation eingehr. 

In Peptidbindungert vom Tq’p I.-Xux-r -Pro trcten gewiihnlich (‘/\‘ II.IIII.\-ISOI~C- 

rien auf, in denen das c is-lsomere ungleich hautiper- vorhegt al?; in ailen andercn 

Peptidbindunpen. Ausfiihrliche “C’-n.m.r. St~dicn’“,‘~ .!n Prc,lril-entlt;tlrencictl Peptiden 

fiihren zu einrr direkten Korrelation der c~i.v- und IrNII.s-liomcresl mlt drr chcmiqchcn 

Verschiebung der Pro,-C-;\totnc: in frtuz.s-X-Pro ist 0’ 25.tf T_ i .O unii in ~i.s-N-Pro i3r ,5 

2.4 + 0.8 ftir Pro‘-I:. 

Weitere Hinweise aui’die Peptidgcriistkonform~tt~(~ll !icfern die Tcmperaturkoef- 

fizienten der chemischen Vcrschiebungen der Amidprotonctt ! I’ab. l’I). Nur I‘tii- die 
Thr’-NH-Protonen wet&n starke lil-Hindungun detektierr, tiic \~(,te ohcn diskutiert. die 

bevorzugte Konfortnatit~ri dcr glycosidischen Region st:tbilistcr~tr. I)it: :I nff:tllcnd klci- 

nen NT,-Wcrtc der glycosidisch gebundcnen Threctnin-Einhl’tten ~:rp~rt/crr dicsc*~ Biict. 

Weitere Wasserstoflhriich:~n liegctt fiir die Scrin”-Einhein in 7 und ciic Ser~n’- uttd 

Lysin’-Einheiten in 8 \~~t- 1)ic iibrigen Peptidprotonen reign Koetifizienlen. ditt ~wis- 

then den Grenzwet-ten flit- cinc interne heziehungsweise extcrne Oricnricrung Iteprn. 

Diese Protonen sind gegeniiber dern Liisungsmittel nbge<chtrmt. liqcn ahcr nur 7~ 

einem gewissen Protlcnrsatz intramolekular gebunden \or 

1 n-n.f).c.-Messungen und ROES\i’-Experirnentc (‘l-ah. iV tund V) zeigen enllang 

des Peptidgeriists fiir allc Vcrbindungen schr etnheitlichc t1.0 c.~~I?fri-krc. i\llc NH’ ‘- 

Protonen gebcn iiber die Peptidbindungen hinweg mi? den jcwetiiget: t“-lf -Protonen 

starkc n.O.e.-Effekte. Auflerdem sind n.O.e.-Eff‘ektc inncrhalh de: ,‘en~tnc,s;ittre-t~inhet- 

ten zwischen den NH’- und C’N-Protonen ZLI sehcn, tl~cr jcdkrch dtrrchwcg sch\\Ltchtzr 

sind nls die sequcnziellen n.O.c.-Efrektc iiber die Pcptidbindungcn. Da Prolin licit1 

NH-Proton besitzt, ict es iihlich. die Prolin”-l-l-Atome als Y’l-i-,4nnloga /u bctrachtcn 

und entsprechcnde Signalc \vI~‘ NH’ ’ ’ C‘“H’-Efl.cktc 7~ bcwcrtcn ii,,-K:,nni:ktt~ttaretl 

ywischcn NH-Protonen henachbartcr Amino\aurceinheit~!~i widen. mit ,\usn:rhmc 
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eines n.O.e.-Effektes in 8, der spater diskutiert wird, in den hier untersuchten Verbin- 
dungen nicht beobachtet. 

Starke d&i + 1)-n.O.e.-Effekte, wie sie hier auftreten, bei gleichzeitiger Ab- 
wesenheit von d&,i + l)-Konnektivitaten weisen darauf hin, da13 die Geriistdieder- 
winkel bevorzugt in der /?-Region des 4,t,+Diagramms liegen, was einer gestreckten 
Konformation entspricht 38 Die &Diederwinkel der Peptidgeriiste liegen demnach in . 
einem Winkelbereich von - 60 bis - 180”, die v-Winkel entsprechend im positiven 
Bereich von 60 bis 180”. Eine ideale gestreckte Konformation besitzt @/yl-Winkel von 
- 120/120”. Eine genauere Eingrenzung der cy-Diederwinkel ergibt sich nur fiir die 
N-terminale Alanin-Einheit. Hier werden n.O.e.-Effekte zwischen den Alanin-a& 
Protonen und den Prolin-S-Protonen gefunden, die den yl-Alanin-Winkel auf - 170” 
festlegen. 

Anhand der 3JNH,C~H- Kopplungskonstanten kiinnen jedoch die &Diederwinkel 
genauer bestimmt werden. Sehr grog, Werte urn 9 Hz bedeuten eine fast ideale trans- 
Orientierung der beiden Protonen mit einem &Winkel von - - 120”. Dies trifft fiir die 
Threonin-Einheiten in 2,3 und 4 zu. Etwas kleinere Kopplungskonstanten von 8.2-8.6 
Hz, wie sie in den Threonin-Einheiten von 5,7 und 8 auftreten, zeigen eine geringfugige 
Abweichung von der trans-Stellung an. Nach der Karplus-Kurve” ergeben sich miig- 
lithe @-Winkel im Bereich von - 90 oder - 140”. In den meisten Verbindungen 1lDt sich 
nun fur die Threonin-Einheiten ein n.O.e.-Effekt zwischen Thr-NH und Thr”-H detek- 
tieren. Dadurch wird die $-Winkelstellung urn - 90” gegeniiber der - 140” Anordnung 
bevorzugt. 

Alle tibrigen Aminosaureeinheiten besitzen NH, C”H-Kopplungskonstanten von 
6.3-7.6 Hz. Miigliche $-Diederwinkel liegen hier urn - 80 oder - 150”. Eine eindeutige 
Aussage dariiber, welche der moglichen Anordnungen vorliegt, la& sich nicht immer 
treffen. Fur viele Aminosaureeinheiten werden jedoch zusatzliche n.O.e.-Effekte gefun- 
den, die den @-Winkel urn - 80” bevorzugen. Die Alanin-Einheit von 1 z.B. zeigt einen 
n.O.e.-Effekt zwischen dem NH-Proton und der CH,-Gruppe. Ein sehr interessanter 
n.O.e.-Effekt zwischen der Methylgruppe der N-Acetylfunktion der 2-Acetamido-2- 
desoxy-D-galactose-Einheit und dem H” der Serin4-Einheit, der sich fur alle Verbin- 
dungen beobachten la&, bevorzugt $-Winkel fur diese Aminodure, die urn -80” 
liegen (vergleiche Abb. 1). 

Fur Kopplungen von - 7.0 Hz und kleiner sind nach der Karplus-Kurve such 
Werte urn q!~ 60” miiglich, die einer lokalen cr,-Helixstruktur entsprechen. Obwohl 
positive @-Winkel in natiirlich vorkommenden Peptiden und Proteinen nur in Ausnah- 
mefallen gefunden werden, der iibliche Winkelbereich fur 4 reicht von - 30 bis - 180”, 
sollten sie hier mit diskutiert werden. Gerade bei hochflexiblen, endstandigen Amino- 
slure-Einheiten, wie z.B. Serin4 in 5 und Serin6 in 7, kiinnen such ungewiihnliche 
Konformationen am $-Gleichgewicht beteiligt sein. 

Wie oben erwahnt, tritt ein n.O.e.-Effekt zwischen NH-Protonen der Lys’- und 
Thr’O-Einheit in 8 auf (Tabelle V). Der Effekt ist ein Hinweis auf die Beteiligung einer 
lokalen Konformation am C-Terminus, die im 4/cy-Winkelbereich der q-Helix liegt3’. 
Dies kann als der Beginn der Formung einer cr,-Helixstruktur im Peptidteil gedeutet 
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TABELLE VII 

Diederwinkel der O-glycosidischen Bindungen in a-D-GalpNAc-( l-3)L-Thr (10) und a-o-Manp-(1 + 3)L- 
Thr (11)“. Erlauterungen zu A, B, C und D finden sich im Text 

Diederwinkel A” B c D 

o-GalNAc -35 -40 -35 -45 
v-GalNAc 3 30 6 7 
x-Thr SO 40 50 50 

” A: Rontgenstrukturanalyse von 114’. Die o- und I//-Winkel entsprechen einer a-o-manno-glycosidischen 
Bindung. B: Empirische Kraftfeldberechnungen von AcN-L-Ala-v-o-Galp-( l-3).a-D-GalpNAc-( I +3)]- 
t-Thr-L-Ala-CONMe’. C: Semiempirische Berechnungen von a-D-Galp-( I +3)-L-Thr-L-Ala mit dem Pro- 
gramm PCIL04’. D: Minimum-Konformation der AMBER-Berechnung von IO. 

GalpNAc-(1-+3)+Thr (10) vorgestellt und mit bisher an verschiedenen Threonin- 
haltigen Glycopeptid-Strukturen durchgefiihrten Untersuchungen und Berechnungen 
verglichen (Tab. VII). Unter A sind die Ergebnisse einer Riintgenstrukturanalyse der 
Verbindung a-D-Manp-( 1+3)+Thr (11) angegeben4’. Dies ist die einzige bisher be- 
kannte Riintgenstruktur eines O-Glycopeptids. Vergleiche der fur A erhaltenen H-H- 
Abstande mit den oben diskutierten n.O.e.-Effekt der glycosidischen Region ergeben 
interessante Ubereinstimmungen. Beispielsweise wird der n.O.e.-Effekt der ThrY-H- 
Protonen zum H-5 der Kohlenhydrateinheit durch einen kurzen HPH-Abstand in der 
Riintgenstruktur widergespiegelt4’. B bezeichnet das Ergebnis empirischer Kraftfeld- 
berechnungen, die Rao und Bush7 an dem Modelltripeptid AcN-L-Ala-v-D-Galp- 
(l-3)-a-D-GalpNAc-( l-+3)]-L-Thr-L-Ala-CONMe durchgefiihrt haben. Unter C sind 
Diederwinkel angegeben, die nach semiempirischen Berechnungen mit dem Programm 
PCILO erhalten worden sind42. Als Modellverbindung ist hierbei die Struktur CI-D- 

GalpNAc-(I +3)+Thr+Ala eingesetzt worden. Die Diederwinkel von D geben die 
Minimum-Konformation der AMBER-Berechnung der Modellstruktur a-D-Galp- 
NAc-( 1+3)+Thr (10) wieder. Die Abweichungen am YJ-GalNAc-Winkel von B sind 
sicher auf die GroBe der berechneten Struktur zuriickzuftihren, da die Diederwinkel der 
hier kalkulierten Interleukin-2 Glycopeptide 3-8 (Tab. VIII) eher mit den Ergebnissen 
von B vergleichbar sind als mit denen von A, C oder D. 

Mit den Verbindungen 1 und 2 liegen einfache Glycopeptid-Strukturen vor, deren 
Konformationsrlume ohne groljen Zeitaufwand noch vollstlndig berechnet werden 
kiinnen. Fiir beide berechnet AMBER nurje eine Minimumkonformation; alle anderen 
Konformere haben weit hiihere Molektilenergien. Durch die bestimmten unterschiedli- 
then n.m.r.-Parameter sind die Konformationen von 1 und 2 gut charakterisiert; diese 
kiinnen jetzt durch die Berechnungen voll bestatigt werden. Beispielsweise detektiert 
das AMBER-Programm fur alle starken n.O.e.-Effekte in 1 und 2 H-H-Abstande, die 
2.2-2.5 A betragen. Fur den n.O.e.-Effekt zwischen GalNAc-H-5 und Thr’-H in 2 wird 
eine Entfernung von 2.9 8, berechnet, die einem mittelstarken n.O.e.-Etfekt entspricht. 
Das AMBER-Programm berechnet fur das Glycopeptid 2 genau die Wasserstoff- 
briicken, die such im N.m.r.-Experiment gefunden werden. Thr-NH bildet eine Briicke 
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TABELLE IX 

Intramolekulare Proton-Proton-Abstlnde” der mit AMBER berechneten Energieminimum-Konformatio- 
nen der Verbindungen l-9”. 

Proton-Proion-Ahstlinde Verbindung 

1 2 3 4 5 6 I 8 9a 9b 

GalNAc-H- l--H-2 
GalNAc-H- l-Thi’$ 
GalNAc-H-5--ThP-y 
GalNAc-CH,--Ser’-cc 

Ala’-NH-Ala’+ 
Ala’-NH-Thr’-a 
Ala’-a-Pro’-6 
Ala’-&Pro“-6 

Thr’-NH-Ala’-p 
Thr’-NH-Pro’-a 
Thr’-NH-Pro’-y 
Thr’-NH-Pro’-cS 
Thr’-NH-Thr’-y 
Thr’-a-Thr’q 

Ser4-NHpTh?-% 
Se?-NH-Ser’-a 
Ser6-NH-Ser’-a 
Thr’-NH-S&-a 
LysB-NH-Thr’-a 
LysP-NH-Lys’-a 
Thr’O-NH-LysY-a 

2.4 2.4 2.4 2.3 

2.4 2.2 2.2 2.2 

2.4 2.9 2.8 2.7 

2.5 
2.5 

2.5 

2.3 2.4 2.6 

2.4 2.4 2.4 2.4 

2.3 2.3 2.3 2.3 

2.2 2.2 2.2 2.2 

3.1 3.2 3.3 3.3 

3.4 3.1 3.3 3.3 

2.4 2.4 
2.3 2.3 

2.5 2.6 
4.1 
4.5 
2.4 
2.4 

2.5 

2.4 2.4 
2.3 2.3 

2.6 2.5 

2.4 2.5 
2.4 2.4 

2.6 2.6 
2.6 2.8 

2.5 

2.4 2.4 2.4 

2.3 2.1 2.3 

2.6 

2.5 

2.4 

3.1 2.6 

2.2 4.6 

2.9 4.1 

2.6 2.4 

2.4 2.5 

2.5 

2.7 

2.5 

2.5 

2.5 

2.4 

2.4 

2.4 2.5 

- 

’ In Angstriim. ’ Fiir CH,- und CH,-Gruppen ist der jeweils kiirzeste Abstand angegeben. 

Winkel berechnet. Das Hauptminimum lie@ bei einer gestreckten Konformation mit 

V-Pro 175”. Das Nebenminimum liegt urn 2 kJ/mol in der Molekiilenergie haher und 
hat einen v-Pro-Winkel von -50”. Diese Konformation liegt in der a,-Region des 
$,v-Energie-Diagramms. Der Peptidwinkel y/-Pro konnte aufgrund von N.m.r.-Ergeb- 
nissen nicht nLher bestimmt werden. Die hohe Beweglichkeit der terminalen Prolin- 
Einheit macht jedoch ein Konformerengleichwicht urn y/-Pro, wie es mit dem AMBER- 
Programm berechnet wird, m6glich. Im restlichen Molekiilteil werden wieder die oben 
diskutierten Korrelationen zwischen n.m.r.-spektroskopischen Ergebnissen und AM- 
BER-Kalkulation gefunden. Die gemessene Wasserstofllxiicke fiir Thr-NH wird in den 
Berechnungen wiedergefunden. Den n.O.e.-Effekten der glycosidischen Region ent- 
sprechen kurze H-H-Abstlnde der berechneten Konformation von 2.2 8, fiir die 
Entfernung d(H-1-Th#-H) und von 2.8 L% fi.ir d(H-S-Thr’-H). Der berechnete &Thr- 
Winkel von - 72” entspricht etwa dem aus der ‘J NH ,a,-Kopplung abgeschgtzten Wert , 
von -100”. 
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mehrere breite Minima in einem recht grol3en &Winkelbereich berechnet. Dem ent- 
sprechen im N.m.r.-Experiment die hohen N T,-Werte der enstgndigen Aminossureein- 
heiten. Auch die NH-C*H-Kopplungskonstanten der terminalen Serin-Einheiten von 
7.0 bis 7.6 Hz sind mit einem Gleichgewicht der drei gestaffelten Konformeren verein- 
bar. Fiir die endstindige Threonin’“-Einheit in 8 ergeben die Berechnungen nur ein 
Energieminimum bei &Thr’” - 59”, das zwar mit der Kopplungskonstante von 8.5 Hz 
und den n.O.e.-Effekten vereinbar ist, aber nicht den relativ hohen NT,-Wert fiir Thr” 
von 250 ms erklgren kann. Der experimentell zu beobachtende n.O.e.-Effekt zwischen 
Ser4”-H und der N-Acetyl-CH,-Gruppe wird in den Minimumstrukturen von 5-8 als 
H-H-Entfernung von 3.3-3.4 8, wiedergegeben. Auch fiir alle iibrigen im N.m.r.- 
Experiment sichtbaren n.O.e.-Effekte werden in den AMBER-Modellen kurze H-H- 
Abstgnde berechnet. 

Die WasserstolTbriicken-Wechselwirkungen werden im AMBER-Kraftfeld et- 
was iiberbewertet. In der Minimum-Konformation von 7 z.B. werden fiir alle Amid- 
protonen Wasserstoffbriickenbindungen angezeigt, w&hrend die Temperaturkoeffizien- 
ten der N.m.r.-Untersuchungen nur fiir die Thr-‘-NH- und Ser4-NH-Protonen interne 
Orientierungen angeben. 

Die AMBER-Kalkulation des Tetrapeptids 9 ergibt dagegen unbefriedigende 
Ergebnisse. Gibt man die aus den N.m.r.-Experimenten abgeleiteten 4,ly-Winkelbe- 
reiche bei der Konformationsberechnung vor, erhglt man eine dem Peptidteil von 5 
analoge Konformation, die sehr gut mit den N.m.r.-Daten korreliert (9b in Tab. IX). 
Optimiert man dagegen alle Diederwinkel im vollsttindigen 360”-Bereich, so wird eine 
andere Konformation gefunden (9a in Tab. IX), deren Energie urn I5 kJ/mol geringer 
ist als die des ersten Minimums. Sie widerspricht jedoch den N.m.r.-Ergebnissen. Die 
Konformation des absoluten Minimums ist nicht mehr gestreckt, sonder der N-termi- 
nale Teil wird durch einen y/-Pro-Winkel von -41” gegen die Threonin- und Serin- 
Einheit zuriickgefaltet. 

In dieser Konformation werden nun fiir die gemessenen n.O.e.-Effekte H-H- 
Abstgnde berechnet, die oberhalb der maximal zu beobachtenden Entfernungvon 3.5 A 
liegen. Der Abstand Thr-NH-Pro”-H zum Beispiel betragt im AMBER-Model1 3.7 A, 
wghrend im ROESY-Spektrum ein starker n.O.e.-Effekt (H-H-Abstand bis zu 2.5 A) 
auftritt. Dieser Befund ist noch mit einem Konformerengleichgewicht zu vereinbaren, 
in dem diese Konformation nur anteilig vorliegt. Er werden jedoch auIJerdem H-H- 
Abstlnde berechnet, wie Thr-NH-Pro’-H mit 2.2 8, und Thr-NH-Prob-H mit 2.9 A, die 
in den n.O.e.-Experimenten nicht zu beobachten sind. Bei such nur anteiligem Vorlie- 
gen der gefalteten Konformation an einem Gleichgewicht sollten die n.O.e.-Effekte 
jedoch gemessen werden kiinnen, wenn such mit geringerer Intensitlt, als nach den 
Berechnungen zu erwarten. Die mit AMBER berechnete absolute Minimumkonforma- 
tion des Tetrapeptids 9 steht somit eindeutig im Widerspruch mit den Ergebnissen der 
N.m.r.-Untersuchung. 

Wir haben daraufhin die langkettigen Glycopeptide 7 und 8 nochmals ohne die 
Einschrgnkungen berechnet, die sich fiir die 4,v-Winkel aus den n.m.r.-Experimenten 
ergeben und haben such dort abweichende Konformationen erhalten. So wird z.B. fiir 7 
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ein giobales Minimum berechnet. in dcm der cy-Se@-Winkcl bci - 74 Iiegt. In diesel 
Konformation bet&t dann der H H-Abstand zwischen &‘-NH unti S&“-H .3.6 ?I. 
wohingegen im ROESY-Spektrum tin starker n.O.e.-EXekt gomessrn wird Gieich- 

zeitig wird ein kurzer Abstand Twischcn Ser’-NH und Ser@-I l L~OI-~ 2 8 11 btxechnct. der 
als n.O.e.-Effekt jedoch niche bcxobachtet wird. Ohnc Vorgabe van hrnrx ollrn Ko~lii)r- 

mationsbereichen bercchnet das Kr:lftfeld-Proaramnl 8% M HE R dernnach her ‘Mini- 
mumenergie-Koxlfc,nnationen. die durch n.m.r.-spektrosk\ol?isc~~~~ I:ntcrcuchLmgen 
nicht belegt wcrden kiinncn. t-‘tir die sinnvolle Durchfiihrun, 0 \011 AMRER-Berech’- 

nungen der obigen Glytopcptide ist es demnach not\vendig, \-t>r;ib gesichcrte cxpcri- 
mcntelle Daten zu bositzen., cir~ als Startparameter f‘iir die K~~lhulaiioncn cingeset;rt 
wertfcn kiinncti. 
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Die Probenkonzentrationen fiir die ‘H- und ‘3C-Messungen betrugen lo-45 mg 
Substanz in D,O (0.5 mL). Die ROESY-Messungen wurden in (‘H,)Me,SO (0.7 mL) 
durchgefiihrt. Die Substanzen wurden mehrmals in DzO aufgenommen und gefrierge- 
trocknet, bevor sie in hochreinem D,O (> 99.96% D) gel&t wurden. Die Proben 
wurden mehrfach entgast und abgeschmolzen. Die chemischen Verschiebungen und 
Kopplungskonstanten der nichtaustauschenden Protonen sind in D,O angegeben, 
wahrend die NH-Protonen in H&D,0 9:l gemessen wurden. Fur die Wassermes- 
sungen wurden Liisungen in 9: 1 H,O-D,O (0.5 mL) verwendet, deren Saurewert unter 
Zugabe von Trifluoressigdure auf einen Wert von pH 3 eingestellt wurde. Alle Mes- 
sungen wurden bei 300 K durchgefiihrt. 

Kraftfeldberechnungen. - Die Konformationsberechnungen wurden mit dem 
Kraftfeldprogramm AMBER innerhalb des ENERGY-Modus des Programms MAC- 
ROMODEL im Institut fur Organische Chemie der Universitit Hamburg an einer 
micro-VAX II durchgefiihrt. Die Strukturen wurden im INPUT-Modus von MACRO- 
MODEL aus den im Programm vorhandenen Strukturelementen konstruiert. Die 
Verbindungen wurden unter Vorgabe von freien C02H- und NH,-Gruppen fur die 
endstandigen Aminosaure-Einheiten und die Seitenketten berechnet. Die Auswertung 
der HPH-Abstande und Diederwinkel der minimierten Strukturen erfolgte im ANA- 
LYZE-Modus des MACROMODEL-Programms. Alle Berechnungen wurden ohne 
Beriicksichtigung der Liisungsmittelumgebung durchgefiihrt. 
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