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ABSTRACT

The preferred conformations of eight O-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-o-D-
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-{a-D-GalpNAc-~(1— 3)]-L-Thr-L-Ser, including the O-
glycosidically linked 2-acetamido-2-deoxy-a-p-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-
D-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-«-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
Aminoséduren und sind an Thr’ mit einer 2-Acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl-Gruppe mono-
glycosyliert. Die bevorzugte Konformation der N-terminalen Sequenz L-Ala-L-Pro-[2-D-GalpNAc-(1 - 3))-
L-Thr-L-Ser einschlieBlich der O-glycosidisch gebundenen a-nD-GalNAc-Einheit wird durch Ankniipfung
weiterer Aminosduren am C-terminalen Ende nicht wesentlich beeinfluBBt. Fiir alle Peptidketten werden
gestreckte Konformationen beobachtet. Relaxationszeitmessungen der *C-Atome zeigen, daB die 2-Aceta-
mido-2-desoxy-D-galactose-Einheit mit den zentralen Aminosdure-Einheiten die geringste Beweglichkeit
besitzt, wihrend die terminalen Aminosdure-Einheiten und Peptid-Seitenketten flexibel sind. Konforma-
tionsberechnungen mit dem Kraftfeld-Programm AMBER ergeben energieirmste Konformationen, die
sich in guter Ubereinstimmung mit den n.m.r.-spektroskopischen Daten befinden, wenn N.m.r.-Parameter
als Startwerte fiir die Berechnung eingesetzt werden kénnen. Ein Vergleich mit einem sequenzanalogen,
nicht glycosylierten N-terminalen Tetrapeptid ergibt keinen Hinweis, daB3 sich die Peptidkonformation
dndert, wenn Thr? mit einer 2- Acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl-Gruppe glycosyliert ist.

* XXIX. Mitteilung der Serie “Konformationsanalyse’. XX VIII. Mitteilung, siche Zit. 1.

0008-6215/91/303.50 © 1991 — Elsevier Science Publishers B.V.



200 H. PAULSEN e7 al.
FINFUHRUNG

In den letzten Jahren ist eine Anzahl von Studien {iber konformative Effekte bei
der O-Glycosylierung erschienen™’. Untersuchungen an O-Glycoproteinen des Mucin-
Typs** und an Gefrierschutz-Glycoproteinen®’ ergaben eine starke Einschrinkung der
konformationellen Méglichkeiten an der Kohlenhydrat-Peptid-Bindung. Rose ¢ o/
haben berichtet, dafi sich bei Entfernen der 2-Acetamido-2-desoxy-np-galactose-Finheit
des Ovin submaximillaren Mucins die Konformation von einer gestreckten Struktur zur
Globuldrform dndert. Die Entfernung anderer Monuosaccharid-Einheiten flhrte zu
keiner solchen Anderung. solange die 2-Acetamid-2-desoxv-pD-gafactose-Peptid-Bin-
dung erhalten blieb.

Trotzdem ist bisher iiber den Ablauf der Biosynthese der (-Glycoproteine wenig
bekannt. Insbesondere ist ungeklirt, wie der Ort der Glveosylierung festgelept wird.
d.h. durch welche Faktoren eine Hydroxylaminosidure als Substrat von der Glyco-
syltransferase erkannt wird. Eine Signalsequenz, die als Erkennungsregion fiir das
Enzym fungiert und die Glyvcosylierung einleitet, wie sie {iir N-Glycoproteine getunden
wurde. ist fir die O-Glycoproteine nicht festgestellt worden. Auf jeden Fall ist jedoch
die Zuginglichkeit der Hvdroxylfunktion von Serin oder Threonin {iir den Ort der
Glycosylierung von entscheidender Bedeutuny.

In systematischen Untersuchungen an O-Glycoproteinen des Mucin-Typs wurde
nun eine Hiufung der Aminosiure Prolin in der unmittelbaren Nachbarschaft der
Glycosylierungsstelle gefunden®. Da Prolin durch seine einzigartige cvkhische Struktur
zu Storungen der reguliiren Pepudsekundirstruktur Anla pibt. wird méglicherweise so
die Zuginglichkeit cinzelner Hydroxylaminosiuren fiir dic Glveosylierungsenzyme
erhoht. Konformationsanalytische Untersuchungen von ¢»Glycopeptidstrukturen
kénnen hier neue Einsichten in Struktur-Funktionsbezichunger bei der Biosvnthese
von O-Glycoproteinen lietern.

In der vorliegenden Arbeit werden konformationsanalytische Untersuchungen
von O-Glycopeptidsequenzen aus der N-terminalen Region von Interleukin-2 be-
schrieben. Das Glycoprotein Interleukin-2 gehort zur Klasse der Lymphokine, die als
Botenstoffe des Immunsystems eine zentrale Rolle in der Immunabwehr des Korpers
einnehmen. Interleukin-2 wurde frither als T-Zell-Wachstumsfaktor bezeichnet, da es
an aktivierte T-Lymphozyten bindet und sie dadurch zur Proliferation stimuliert’”,
Nachdem es Taniguchi ¢/ o' gelang, die cDNA zu isolieren. die fiir Interleukin-2
cadiert, konnte die Aminosiuresequenz aufgeklirt werden. Interleukin-2 besteht aus
133 Aminosdauren, von denen nur die Threonin’-Einheit glycosyliert 1wt Das Tetra-
sacchand a-NeudSAc-{2-3)-2-D-Galp-(1 — 3)-[x-NeuSAc-( 2 - &) -2-D-GalpNAc-
(1->3)-1.-Thr' und das Trisaccharid 2-NeuSAc-(2-+3)-f-D-Galp-(1 — 3)-2-D-GalpN Ac-
(1=3)-1.-Thr' sind diec Hauptoligosaccharidsequenzen. dic un Thr' des menschlichen
Interleukin-2 gebunden sind '™

Die hier untersuchten Verbindungen 1-9 liegen uls unblockierte Strukturen vor.
Die Synthesen der Glycopeptide 1-8 sind in einer vorhergehenden Arbeit beschrieben
worden'’. Verbindung 16 wird nur als Kontrollsubstanz fiir die Kraftfeldrechnungen
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a-D-GalpNAc a-D-GalpNAc a-D-GalpNAc
1 1 1
! i 1
3 3 3
L-Thr-L-Ala L-Ala-L-Thr L-Pro-L-Thr
1 2 3
a-D-GalpNAc a-D-GalpNAc
1 1
i l
3 3
L-Ala-L-Pro-L-Thr L-Ala-L-Pro-L-Thr-L-Ser
4 5
a-D-GalpNAc a-D-GalpNAc
1 1
\ !
3 3
L-Ala-L-Pro-L-Thr-L-Ser-L-Ser L-Ala-L-Pro-L-Thr-L-Ser-L-Ser-L-Ser
6 7
a-D-GalpNAc
1
!
3
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 a-D-GalpNAc x-D-Manp
9 1 1
! l
3 3
L-Thr L-Thr
10 11

bendtigt und hier nicht weiter diskutiert. Die Peptidstrukturen der Verbindungen 1-8
sind monoglycosyliert mit einer a-D-GalpNAc-Einheit, der Kohlenhydratteil entspricht
somit der T™-Antigenstruktur. Das Tetrapeptid 9 besitzt die gleiche Aminosiurese-
quenz wie das Glycopeptid 5, so daBl mogliche Glycosylierungseffekte durch direkten
Vergleich nachpriifbar sind.
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ERGIEBNISSE UND DISK USSION

Methoden. Die Konformationsanalysen werden mit Hilfe der modernen
n.m.r.-spektroskopischen Methoden. besonders des ROESY-Experiments™ " in Kom-
bination mit Kraftfeldberechnungen (Programm AMBER} durchgefthrt. Die Zuord-
nung der 'H- und V'Cennr-Signale der Verbindungen 1-9 gelingt nach Durchfiihrung
homo- und heteronuklearer Korrelationsexperimente. Alle Spektren konnen vhne die
Anwendung von Relayed-Methoden gelost werden.

Dic Kopplungskonsianten werden soweit wie mdglich erster Ordnung ausgewer-
tet. Ber Spektren hoherer Ordnung werden dic exakien Kopplungskonstanten nach
Stimulation mit dem LAGCOON-Typ-Programm PANIC 85 ermuttelt. Phie Konforma-
tion und das Bewegungsverhalten der Glveopeptide 1-8 und des Totrapeptids 9 werden
anhand der tolgenden expurnimentellen Parameter untersuchi (a0 Spin-Unrter-Relaxa-
tionszeiten 77 der "C-Kerne: thy Temperaturabhiingigkert der chenuschen Verschie-
bungen der Amidprotonen: (¢) homonukleare 'y, ~Kopplungskonstanten: {dy n.O.c.-
Fifekte.

Die Beweglichkeit des Gesamtmolekils ader cinzelner Molekdlsegmente laBitsich
aus den FC-T-Werten ableiten'™. Da 7, umgekehrt proportional zur molekularen
Korrelationszeit ¢ 1st. bedeuten kieine N7 -Werte Inngsame Bewegungen. withrend
grofe N7 -Werte schnelien Molekiilbewegungen entsprochen ¢mit N o= Anzahl der
direkt gebundenen H-Atomed. Der Temperaturkoeffizient der anndischen Protonen
do d 7T gibt erste Hinweise auf dic Gerustkonformation der Peptde. Bei Kocethizienten
kleinerals 3 > 10 “popaor & Hegt das NH-Proton intramolek ular in ciner Wassersto!i-
briicke gebunden vor. oder s st in anderer Weise gepen das Loisungsmitee] ab-
geschirmt. Bedes indiziert cine bevorzugte Konlormanon i diesem Peptidbererch.
Liegt der Koeflizient oberhalb von 6 »x 10 " ppans K. geht man von ciner Wechsel-
wirkung des NH-Protons mit dem Losungsmitte! aus: o legn dann cioe externe
Orientierung vor'™”

Direkte Parameter der molekularen Kontormation sind die viemaden Kopplungs-
konstanten und dic intramoelekularen n.O.e -Effek te. Flr die Abhiingigkeit der '/,
Kopplungskonstanten vom - Winkel des Peptidgerlists ist eine analoge Karplus-Kurve
abgeleitet worden™ . Von allen Verbindungen werden eindimensionale n.O.c.-Diffe-
renzspektren aufgenomimen. deren Effekte jedoch mestens sehr klemn sind, Ber den
Verbindungen 4-9 sind die 0. O.c -Fffekte teils positiv, tails negatiy, Dieses zeigt. dafd die
Strukturen offensichthich im Bewegungsbereich mit o v = | liegen, wo der n. O -Effekt
seinen Nulldurchgang hat. Fir diese Molckiile werden ROESY-Expernmente durch-
gefihrt. Die Auswertung erfolgt wie tiblich quahtativ durch Einteilung der ROESY -
Kreuzsignale nach starken (s) mittelstarken (m) und schwachen (wi Fifeken. Unter
den hier gegebenen experimentelien Bedingungen entspricht cin starkes Kreuzsignal
ciner Entfernung von maximal 2.5 AL cin mittelstarker Fffekt ctwa 20 A und ein
schwacher 0 O -Effekt <25 A Auch die 1D-n O -Werte werden gualitatin uls
e 1.0 -Effekie,

Prozent der Einstrahlungsintensitdt angegeben und micht als rek
hezogen aul emen bekannten Standardabstand im Molekil Eme quantitative Bue-
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handlung der n.O.e.-Effekte ist nicht moglich, da in den Molekiilen 1-9 keine isotropen
Gesamtbewegungen vorliegen. Diese sind jedoch notwendig, da die innermolekularen
Beweglichkeiten EinfluB auf die Kreuzrelaxation und somit auf die GréBe des n.O.e.-
Wertes haben. Fiir Differenzen von ANT, = 0.1 s sind die Grenzen der halbquantitati-
ven Auswertung erreicht. Die n.O.e.- und ROESY-Experimente lassen auch ohne
quantitativen Vergleich weitreichende Aussagen liber die Konformation eines Glyco-
peptids in Losung zu.

Erginzend 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 CO,H- und NH,-
Gruppierungen fiir die endstindigen Aminosdauren erzielt. Auch die Seitenketten-
Aminfunktionen der Lysin-Einheiten in 8 werden als neutrale NH,-Gruppen vorgege-
ben. Alle Molekiilberechnungen werden ohne Beriicksichtigung der Lésungsmittelum-
gebung quasi im Vakuum vorgenommen.

Fiir die Kalkulation der glycosidischen Bindung wird davon ausgegangen, dal3
der ¢-2-Acetamido-2-desoxy-D-galactose-Winkel, dem exo-anomeren Effekt folgend,
den Winkelbereich von ¢ = 0 bis — 120° nicht verldBt. Fiir die 2-Acetamid-2-desoxy-D-
galactose-Einheit wird die CH,OH-Seitengruppe in der g-Konformation (w = 60°)
vorgegeben und die NHAc-Gruppierung in der trans-Anordnung positioniert (H-2—
C-2-N-H = 180°). Probekalkulationen von 2-Acetamido-2-desoxy-D-galactose-
Monosacchariden zeigen, dal das AMBER-Programm fiir die gr-Konformation ein
Minimum berechnet. Die relativen Energien fiir die 1g- und gg-Konformere liegen weit
hoher.

Fir die Amid- bzw. Peptidbindungen wird vorausgesetzt, daf} sie ausschlieBlich
in der trans-Form vorliegen. Alle iibrigen Diederwinkel werden im vollstdndigen Kon-
formationsraum berechnet. Hierflir wird in 30°-Inkrementen variiert, in der Nihe eines
Minimums wird in 5-10°-Schritten vorgegangen, bis die Minimumkonformation er-
reicht ist. Bei der Vielzahl der variablen Diederwinkel der groBeren Glycopeptidstruk-
turen 5-8 ist eine eingehende Analyse aller mdglichen Winkelkombinationen nicht
praktikabel. Daher werden dort die Ergebnisse der n.m.r.-spektroskopischen Analyse
als verniinftige Startparameter fiir die Energieminimierungsberechnungen eingesetzt.

Zuordnung der ' H- und ”C-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-D-galactose->* und Aminosiure-Einheiten stimmen mit in der Literatur angegebe-
nen Daten iiberein. Als Vergleichswerte fiir die Aminosdure-Einheiten dienen “‘ran-
dom-coil”-Daten, die von Witthrich er al.** nach systematischen Untersuchungen von
Di- und Tripeptiden ermittelt wurden. Die 'H- und “C-n.m.r.-Daten der Verbindungen
1-9 sind in den Tabellen I und 1I zusammengestellt. Die Kopplungskonstanten der
komplexen Multipletts der Prolin-Einheiten und der Lysin-Seitenketten von 8 kdnnen
nicht ausgewertet werden. Das Glycopeptid 6 zeigt ein so ungiinstiges Relaxations-
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'H-N.m.r.-chemische Verschiebungen* und Kopplungskonstanten” der Verbindungen 1-9

Verbindung

2-D-GalN Ae-Einheit

H-1 H-7 H-3 H-4 H-3 H-OR  H-6S8  AeNH CH.CO
1 5.04 4.16 3.89 3.99 4.03 379 376 7.66 205
(3.7) (It 30 (0.7 (7.2 (5.0 (9.61
(119
2 4.94 4.10 387 3.9 4.04 3.73 174 791 2.04
(3.7) (0.9 (3.3 (1.2 (77 (4.6 9.7
(11.8)
3 4.99 4.16 393 4.01 4.09 3.79 377 781 210
(3.7 (1.0y (3h (L4 (7.6) (4.6) {9.73
i12.m
4 497 4.45 3.94 4.00 411 377 3.76 7.749 208
(3.7) (li.ly {32y (. h (7.0 (3.7} (9.6)
(12.0
5 5.03 4.14 3.94 3.9% 4.09 376 178 7.83 2.05
(3.6) (1.0 (2.6 (1.2 (6.6) 9.3y (9.3)
6 4,95 4.08 188 3.95 4.06 3.75 37 7.80 202
(3.4) (Lo 3mt oy () T 9.0,
(12.0y
7 495 4.09 3.89 3.96 4.05 378 372 777 2.03
(3.8) (11.3y (3.4 (LD (7.0 (5.0) (9.7}
(12.0
8 4.95 4.1 3.91 3.99 4.06 178 178 7.74 208
(3.7) (H1.0y 2.9 (0.9 (6.8) (37 (9.7
(12.0)
Verbindung  Peptid-Einheit NH o-H A-H p-H -H a-H a-H oM
1 Thr! 4.08 4.41 1 46
(2.2 (6.6
Ala” 8.48 4.27 1.39
(1.2} (7.2}
2 Ala’ 4,16 1.55
(7.0y
Thr 8.63 4.7 4.32 122
(9.1 2.3) (6.5)
3 Pro’ 4.56 287 2.24 113 3.51 3144
(6.9) {(8.6)
(15.0)  (13.0
Thr 8.45 433 4.39 i30
(8.9 (2.5) (6.5
4 Ala’ 4.36° 1.45
(6.8)°
Pro” 4.63 2,36 2.08 2.07 278 3.67
(5.2)
(8.6)
Thr' 8.00 428 4.33 .29
(8.9) (2.6) (6.3)
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5 Ala’

Pro’

Thr’

Ser?

6 Ala’

Pro’
Thr’

Ser

Ser’
7 Ala’

Pro’

Thr’
Ser?

Ser’

Ser®

8 Ala’

Pro

Thr?

Ser®

Ser’

Ser®

Thr’

Lys

8.52
(8.2)
8.26
(7.6)

8.59
(8.5
8.35
(9.0

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
(1.0)

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

4.62
4.54
(2.5)
4.54

4.22
(4.3)
4.36
(6.9)
4.64
(6.1)
(8.3)
4.54
Q.7
4.57
5.5
4.47

4.28

4.36
(7.0)
4.67
(6.0)
(8.6)
4.56
(2.4)
4.58

4.54

4.48

434
(2.9)
435
(6.0)°
(8.0)

1.54

2.39

4.34
(6.4)
3.86
(4.3)
(11.5)
1.41°
(7.0y%
2.34
432
(6.0)
3.89
(5.2
(11.0y
3.83

1.52

237

431
(6.4)
3.87

3.93
(5.2)
(11.8)
3.85
(4.0)
(11.6)
1.53

2.39

4.34
(6.4)
3.90
(5.9)
(11.6)
3.94
(5.5)
(11.8)
3.95
(5.5)
(11.6)
424
6.5)
1.84

2.02

3.84
(4.0)

1.97

3.83
(5.2

1.98

3.87
(5.0)

3.83
(5.1

1.98

3.86
(5-6)

3.88
(5.3)

3.88
(5.3)

2.03

1.32

2.01
1.31

2.04

1.32

2.07

1.34

1.22

1.45

3.76

3.73

3.74

1.70

3.64

3.62

3.62

3.64

3.00

205
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Lys” 8.45 4.42 1.91 [.78& .49 1.70 3.00
(6.9} (5.9)
{8.6)
Thr" 7.X9 4.16 428 e
(X5 (3.9) {6.5)
9 Al 4.35 1.51
(7.0
Pro- 4,57 2.38 1.9% 2.03 3,069 162
(6.0}
(%.8)
Thr' 833 4,35 428 1.2
(7.%) {4.0) (6.4
Ser? 7.94 4.24 183
(7.3) (4.3)

" d-Werte. " J in Hz in Klammern. © Losung in DO fiir NH-Protonen. 9:1 H.QO D,0: externer Standard:
Acetonitril, 0 2.07, T 300 K: 400.13 MH7. ¢ Abgeschitzte &- und J-Werte. © Lésung n 91 H.O D.O.
"Zuordnung kann vertauscht sein.

TABELLE I

“C-N.m.r.-chemische Verschiebungen® der Verbindungen 1-9”

Lerbinduny 2-D-Gal N Ac-Einheit
-7 [ -3 -4 [N C-5 CH.CO CHCO
1 G9.60 S0.32 68.24 69.01 71.94 01.69 2268 174.80
2 9912 50043 68,46 609.03 7176 ol.70 2273 17512
3 9y 12 S0.42 68.49 69.03 718 61.69 175.17
4 99.20 30.46 68.47 69.01 71.71 61.66 17312
5 QR 87 M43 68.31 69.09 7188 6174 175,00
6 94,21 .62 6%.71 64 32 7204 6189 17505
7 9921 50,56 H8.68 69.27 7199 6193 17458
8 99.16 3021 68.39 69.00 TS 6172 174 X3
Verbindung Peptid-Einheii 2 #-C el a-( - (e
1 Thr' S8.01 7591 18.12 16v.80
Ala” 51.28 1817 179,40
2 Ala’ 4967 {7.32 7l
Thi” 39.64 77.24 18.36 174
3 Pro’ 60.24 3018 2419 47.08 POy KT
Thr 60.00 77.07 18.3% 175,66
4 Ala’ 48.46 15.90 17078
Pro” 61.02 29.62 2514 4816
Thr' 59,54 77.67 1836
5 Ala’ 48.56 1563
Pro- 60.64 2995 25.21 4R.23
Thr' 76.08 18.04
Ser” 62,72
6 Ala’ i7.27
Pro- 61.01 2994 25.32 48 33
Thr' 38.08 76.50 15.46
Ser” 8387 62.39

Ser’ 7 96 6N
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7 Ala’ 48.74 15.78 169.77
Pro’ 61.00 30.03 25.32 48.37 176.25
Thr? 58.09 76.51 18.44 171.49
Ser’ 55.62 62.26 171.57
Ser’ 56.31 61.86 174.83
Ser® 57.87 62.77 171.87
8 Ala’ 48.45 15.69 170.10
Pro’ 60.67 29.90 25.12 48.14 173.95¢
Thr' 57.84 76.55 18.65 171.76
Ser’ 55.34 61.49 172.17°
Ser’ 56.04 62.03 172.66
Ser’ 56.04 61.41 172.63
Thr’ 59.66 67.29 19.32 172.17¢
Lys’ 53.90 30.83 22.38 26.69° 39.65
Lys’ 54.01 30.83 22.38 26.58° 39.65
Thr" 60.77 68.33 19.68 177.01
9 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

“ 3-Werte. * Losung in D,O; externer Standard: Acetonitril, § 1.3; 7300 K; 100.63 MHz. < Zuordnung kann
vertauscht sein.

verhalten, dafl Kopplungskonstanten nur abgeschitzt werden kénnen. Vermutlich
liegen im n.m.r.-Spektrum nicht sichtbare Verunreinigungen vor, die die transversale
Relaxationszeit T, herabsetzen. Die '"H-n.m.r.-Daten von 6 sind daher nur unvollstin-
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. III), da die endstindigen Aminosidure-Einheiten hohere
Beweglichkeiten und damit hohere ""C-T,-Werte zeigen als die peptidgebundenen
Einheiten. Die C-terminalen Serin-Einheiten in 6 und 7 lassen sich auBlerdem durch die
Sdurelabilitit der 5-Werte nachweisen, indem zuerst Messungen in reinem Deuterium-
oxid durchgefiirht werden und danach unter Zugabe von Trifluoressigsidure bei pH 3
wiederholt werden. Durch die starke Anisotropie der Carboxylatgruppe ist ein Tieffeld-
shift der endstindigen Serin-NH- und C*-H-Protonen zu beobachten. Unabhingig
davon wird die Sequenzierung spiter durch ROESY-Experimente bestétigt.

In den Glycopeptiden 1 und 2 liegt jeweils eine genaue Umkehr in der Aminosdu-
resequenz vor, so daB der EinfluB von N-terminaler Stellung auf die chemischen
Verschiebungen der Aminosiuren diskutiert werden kann. In den *C-n.m.r.-Spektren
treten systematische Effekte auf. Fir die Aminosdure-Einheiten ergibt sich fiir alle
C-Atome eine Tieffeldverschiebung, wenn sie von der N-terminalen in die C-terminale
Stellung iiberwechseln. Die Verschiebungen betragen fiir Thr*-C und Thr’-C 1.6 bzw.
1.3 p.p.m., fiir 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 far
Ala*-C, 0.9 fiirr Ala?~Cund 7.8 p.p.m. fiir Ala-CO. Dill et al.” haben in "C-n.m.r.-Studien
an Glycopeptiden und -proteinen genau die gleichen Effekte gefunden. N-Terminale
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TABELLE I

FC-T-Werte” der Verbindungen 1-9”

H. PAULSEN ¢/ af.

Verbindung — -0-GalNAc- Einkeit
C-f 2 -3 C-4 -5 (-6 CHCO  CHCO

I 0.41 0.41 0.44 0.42 .43 (94 178
2 0.41 Q.34 (.43 0.45 042 . 215
3 0.44 0.42 .38 0.47 .41 ! EIRES
4 0.38 0.32 0.36 0.43 (.42 5. 167 228
] 0.24 9.20 0.3 0.20 .22 0. 1¢ PN N
6 018 0.i2 ars 016 0.iS .10 i a7
7 0.16 0.13 0.14 0.5 o= 009 f1.48 0.36
8 0.12 0.10 013 0.13 012 (.08 046 0,74
Verbinduny Peptid-Eimheir 1-( #-C O a-¢ e (&4
1 Thr' .20 0.30 063 {Ks

Ala” 0.46 .63 182
2 Ala’ .39 0.72 264

Thr' 0.34 0.44 (.47 2.00
3 Pro’ (.75 0.6% .97 0 74 448

Thr 027 041 (.32 76
4 Ala’ .46 0.98 2.07

Pro” 1.47 0.39 (.52 (.23 00

Thr' 043 0,47 (46 200
s Ala’ 1,249 1.03 (31

Pro’ .29 (.26 043 (.13 .40

Thr' 0.21 0.22 0.7 {1,444

Ser” HOS (.14 (A
6 Ala’ .30 0.62 013

Pro- 0.16 0.13 0.1s 0.69 107

Thr' 0.18 0.14 (.25 P15

Ser” 123 010

Ser’ (40,26 042
7 Ala' 018 .45 .

Pro- 0.19 016 0.32 0.07 .79

Thr' i 012 (.23 .68

Ser” U6 0.0% 08

Ser’ 0.24 (.09 (.55

Ser” .34 .47 . 76
8 Ala’ 047 043 3.7

Pro” 016 .14 w22 007

Thr' nit 010 0.17 0,76

Ser? B13 .06

Ser- R (.06

Ser” (.43 0.06

Thr’ 013 032 0.23

Ly’ D3 1.06 0.14 0.25 0.37

Lys’ 01s 0.06 0.14 0.8 .37

Thr” .25 0.18 (.29 1oz
9 Ala’ 27 .60

Pro (142 0.3 0.3%8 016

Thr' (.37 0.35 11,35

Ser? (158 (.20

“In Sekunden.” Fir Losungen in D.O; 77300 K: 10¢.63 MHz: Relaxationswartezeit 2.0 s; Wartezeiten: 0.1,
0.15,02,0.25.03,04.06.09 1.5 265
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Aminoséduren weisen ganz dhnliche *C-n.m.r.-chemische Verschiebungen auf wie die
entsprechenden nicht-terminalen Einheiten. Durch den Anisotropie-Effekt der Carbox-
ylatgruppe werden die C-terminalen Aminosidure-Einheiten stirker entschirmt und so
bei tieferem Feld detektiert als die nicht-terminalen Einheiten.

Konformation an der glycosidischen Region. — Es ist bekannt, daBl galacto-
konfigurierte Pyranosen ausschlieBlich in der *C,(p)-Sesselkonformation vorliegen.
Auch in den Glycopeptiden 1-8 nimmt die 2-Acetamido-2-desoxy-D-galactopyranose
diese Konformation ein. Uber die Karplus-Beziehung 148t sich leicht nachweisen, da$
die *J}; y-Kopplungen genau das Muster zeigen, das fiir Torsionswinkel im Galactopy-
ranosylring erwartet wird (Tab. I). 1D-n.0O.e.- und ROESY-Messungen (Tab. IV und
V) zeigen auBerdem n.O.e.-Effekte zwischen H-3 und H-5, die typisch fir eine *C,-(D)-
Konformation sind.

Chemische Verschiebung und die °J, -Kopplungskonstante von GalNAc-H-1
sind charakteristisch fiir eine a-D-glycosidische Bindung. Ein Nachweis fiir a-D-glycosi-
dische Verkniipfungen ist auch die chemische Verschiebung der Threonin’-Kohlenstoff-
atome der glycosidisch gebundenen Threonin-Einheit. Aufgrund der Nihe zum Ring-
sauerstoffatom erfdhrt das Thr’-C-Atom bei a-D-glycosidischer Bindung einen stirke-
ren Tieffeldshift als in f-D-gebundenen Glycosiden. Die gefundenen Verschiebungen
des Thr’-C-Atoms von durchschnittlich 18.4 p.p.m. stimmen in etwa mit dem erwarte-
ten Wert fiir ¢-D-glycosidische Bindungen iiberein?.

Fiir die CH,OH-Gruppe sind drei gestaffelte Konformationen moglich, die durch
Diederwinkel @ von +60, —60 und 180° beschricben werden. Berechnungen der
Rotamer-Populationen aus den Kopplungskonstanten *Jy, 5, zeigen, daB kein Kon-
formeres bevorzugt vorliegt”. Die durchschnittlich hochsten Anteile am
Rotamerengleichgewicht hat das g-Konformere.

Die Stellung der NH-Bindung der N-Acetylgruppe relativ zu H-2 ist trans. Dies
wird durch eine groBe Kopplungskonstante *J, ., und n.O.e.-Effekte des NH-
Protons zu den H-1- und H-3-Protonen belegt. Die bevorzugte frans-Stellung der
Amidbindung belegen starke n.Q.e.-Effekte zwischen dem Acetyl-NH-Proton und der
Acetyl-CH,-Gruppe.

Die Konformation der glycosidischen Bindung wird durch die Diederwinkel
¢-GalNAc, w-GalNAc und y-Thr beschrieben (Schema 1). Die GroBe des @-GalNAc-
Winkels wird hauptsichlich durch den exo-anomeren Effekt® bestimmt, der eine
gauche-Anordnung der O-Thr’~-C-Bindung zur GalNAc¢-C-1-O-5-Bindung bevorzugt.
Der typische Bereich fiir ¢-Winkel von D-Galactopyranosen liegt um —60°. Die
anderen Winkel y-GalNAc und y-Thr sind nur durch sterische Effekte eingeschrinkt.

In allen Glycopeptiden werden starke n.O.e.-Effekte zwischen Thr’-H und Gal-
NAc-H-1 beobachtet. Diese Effekte sind, mit Ausnahme von 1, von gleicher GréBe wie
der n.O.e.-Effekt von GalNAc-H-1 zu H-2, so daB GalNAc-H-1 und Thr’-H sehr dicht
benachbart sein sollten. Da der ¢-GalNAc-Winkel durch den exo-anomeren Effekt
weitgehend festgelegt ist, wird der w-GalNAc-Winkel damit auf einen Bereich von
—20° < y < 90° beschrankt. Die *Ji, % ; 1v/ u-Kopplungskonstante, die den Thr-y-

T

Winkel charakterisiert, liegt fiir alle Verbindungen um 2.5 Hz, was eine gauche-Stellung



et al.

PAULSI

H.

% G ' 9y Q08 0dd
w66 67 % 96 S-01dg- 014
w a0 w I A s 60 W ' S-01J r- 014
1w 9'G Wwoowy 0y M s RS i s f--01d x-_ 014

v w A Yooat 008 g~ PIV

% 0-.01d - BV

T " P 07 00d % By
mﬂ AL W .Q..mc‘_a_ Hﬂ,ﬁ,;\
w oy N SO0 EIEE w s q [ A A
ey - A4 HNGPIY

'y SRV HNS Y

wi A 'y - MR- Hx.Lam ﬁI.v&uxﬁ. ey

% & £-H-OVNIED-HN-OYNIEH

M 9'6- 8 CHOVYNIRD HN-YYNIRD

M w A1) w M M-I,uxﬂxz_no :Z&{Z_nw

s $ $ T 5 § CHOPPYNIRD-HNOYNIRD

w W] 91~ SR w6 w7 Ly R A YL STHFIVNGRD

By 67 6'( ¥e g G-H-OVNIPO -H-OVNITED

LL- t'1 Sty ¢t CHOYNIED-6-HOYNIBD

S S 01— 06 Wy s 9y s LS 901 601 J-AULHOYNID

§ Tl § 8T 59— 8 A - A4 L THRVYNIRD

s 19 s Rl 96 TR 9y 6t 911 6 THOVNIED CHOVNIED

ERL B S B Oy Sy EAT S NORY EXT NS R R NS B AT NS N e N RN N

6 8 L 9 s |4 v z i

WA IDIL YIUUOY

Bunpriigia 4 S0y pun i

210

61 waBunpuigias 1ap UBUNSSIN - ASTOY UOBUOISURWIPIIMZ PUN "' (3 U UI[PHOISUITUIPUID J2P 2s51Uqadiy

AlAT148vL



211

N-TERMINALE O-GLYCOPEPTIDSEQUENZEN DES INTERLEUKIN-2

ZHW 0LT 199 USHIYRUNY , "USIYIYH (M) USYOIBMYDS PUN (W) USYIBIS[ANIW ‘(S) uayie)s yoru JF[0FId o[ruSisznos3f--2"0 Y 9P Sun[oIulg a1p 3 00¢
ZHW 07 ‘USBuUnsQ1-OSOI Ul UsWyRUINY- X STOY "U3qaFa8ue 18IISUNUIYRIISUIT 9P JUSZO1J UTUIPIIM ILIAN - O U AP SN 00€ “ZH N 00F ‘udasunso1-0°d-O°H
16 Ul UdWYRLNY-"0'Q'U-HN ‘UaSunsoT-0°'g W UdWRWNY-"9"Q U-( | , "JOUYoIdZaqG "0°0"y SUnzINjqy I9p HW A "qB Ul Udplam ofeudisznaly-ASFOY 21 ,

E »

EE(I}U}(AU}

8¢

¢
ve

$

Z

81—
[4 B

EzxB E 2 w2

23 E &

ngmmw

1c

(43

.uQ.ﬂ
B

Sv—
§e—

8y

Y
17 G
67—
78—

e
€T

s

134
ve

L
9

L

oy
1'C

§-,198-0-,138
©- J9S-HN - 12§
§-19S-HN-,1°S
0=, 319G~ HN -, 198

- J95—%- 19§
©-,10S—HN-.19S
§--19S-HN-¢13S
©- J9S—HN- 19§

§-,398—0-,198
V- AYL-HN8
QnVHOM\mZQLQm
0-,196-HN-, 19

Lyl
A= JYL-0- Y
§- ULy,
©-,01d—HN-1YL
d-JYL-HN-1Y L
%- 14 1-HN-FUL
§-PIV-HN-IUL



212

e

TABELLE V

H. PAULSEN e7 af.

Weitere Ergebnisse der 1D-n.O.e.- und 2D-ROESY-Messungen® der Verbindung 8

#.0.¢. und Ro.e.- RN
Kosnnekrivitdren

Row. 2.0 wnd Roe.- i e R.oe
Konnektivitdten

Thr -NH-Thr -z W Lys™a Lys'-ff 2
Thr-NH Thr - W Lys™z Lys™p 36
Thr-NH- Ser-x s Lys oa-Lys ™y L
Thr - Thr - - 1.0 s Lys™y Ly b
Thr'-f Thr - —14 N Lys' s Ly AT
Lys™NH Thr-x m The-NH Thr'%x m
2.4 Thr™-NH- Thri W
Lys™d-Lys' 3.7 Thr-NH Lys’ 4
Thr'"x Thro.: 1.3 “
Lys™-NH-Lysx m The!fi Thr.. P N
Lys®NH Thr"-NH w

“ Die ROESY-Kreuzsignate werden mit der Abkiirzung R.o.e. bezeichnet,
Bezeichnungen benutzt wie in Tabelle 1V

H 5
! ? $ § iw
o A
C \\ j /NK %C\’ /Ca
CT CD’ S } N/
N 5> |
O|[ P x\x‘\:ﬁ. |-
P
AN ;
| C/? u |
/_\\ ¢( /A«\%\ ""‘NC’
A co ¥ NH Yy NH
\(/(co H \(/Y/NH o, h/(ﬂ
/W/ ’-,—/'} ‘&/‘/( o
N o HOTT eo
Hoy of? u
(b)
— Y -GoiNAG
A
HO/gQH PP N
W A
O\ - Cf/g/ L rs
HO. H
AcNH — W
’é“q:‘wmc o8 e
ANy camae S At
HJC‘“"’CH

HoN — CH-—£0, 4

Schema 1. Definition der Dicderwinkel o, w. ¥ und w in Peptiden () und Glycopeptiden (b).

s werden dic gleichen
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der beiden Protonen bedeutet. Gleichzeitig werden n.O.c.-Effekte von Thr’-H zu
Thr*-H und Thr'-H in vergleichbarer GroBe beobachtet, so dal nach den Experimenten
nur eine der beiden gauche-Stellungen méglich ist. Der y-Thr-Winkel liegt demnach bei
~ 60°. Ein schwacher n.O.e.-Effekt zwischen Thr-NH und Thr’-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-5S. Er wird gleichfalls fiir
alle Glycopeptide beobachtet und ist genauso groB3 wie die beiden n.O.e.-Effekte von
Thr-H zu Thr*-H und Thr’-H. Nach Auswertung aller n.O.e.-Effekte und der
*Jru s - KOpplungskonstanten ergibt sich ein geschlossenes Bild fiir die Konforma-
tion an der glycosidischen Bindung, die fiir alle Glycopeptide einheitlich ist (vergleiche
Abb. 1). Frithere Konformationsuntersuchungen von Bush et al.%" an Gefrierschutz-
proteinen und von Pavia und Ferrari® an synthetischen O-Glycopeptiden aus der
Sequenz des Glycophorin A sowie anderer Autoren®?, 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 Veroffentli-
chungen von Maeji ez al.” 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 al.” konnen fiir die entblockierten Glycopeptide vom Interleukin-2 Typ 3-8
nicht bestitigt werden. Die Temperaturkoeffizienten der Thr-NH-Protonen zeigen zwar
starke H-Bindungen fiir alle diese Verbindungen (Tab. VI). Modellbetrachtungen
machen jedoch deutlich, daB nicht die N-Acetyl-Carbonylgruppe der Akzeptor sein
kann, sondern wahrscheinlich eine Briickenbindung zum glycosidischen Sauerstoffa-

TABELLE V1

Temperaturkoeffizienten der Amidprotonen dd/d T [10~* p.p.m./K] der Verbindungen 1-9*

Amidproton 1 2 3 4 5 6 7 8 9
NHAc-NH 6.2 1.8 43 4.5 4.5 42 4.4 4.3
Ala’-NH 3.8

Thr’-NH 2.1 2.3 04 0.1 -0.5 =05 1.8
Ser-NH 3.6 2.6 2.6 5.7
Ser’-NH 45 4.1 3.7

Ser’-NH 33 2.8
Thr’-NH 5.1
Lys®-NH 4.1
Lys’-NH 2.7
Thr’-NH 4.4

“ Lésung in 9:1 H,0-D,0; T 300-330 K; 400.13 MHz.
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0.12

a-0-GalNAc

I
Alg - Pro - Thr--—Ser - Ser —GSar Thr=Lys—-Lys - Thr

G.37 D46 [SBR Bt 0014 L (SR 1A G.i5 .45

Abb. . Mit AMBER berechnete Energieminimum-Konformation von 7 [Plotprogramm SCHAKAL L.
Wichtige H H-Abstinde (Aj. fir die n.O.e-Fffekie gefunden werden. sind cingezeichnet.

tom vorliegt. In den Strukturen 4-8 ist zusidtzlich eine H-Bindung zur Alanin-Carbon-
ylgruppe méglich. dic die hcsomfijcrs geringen NH-Temperaturverschiebungen dieser
Threonin-Einheiten erklirt (vergleiche auch Abb. 1)

in weiteren Verdffentlichungen wird auch die Moglichkeit ciner H-Bindung
zwischen Acetvl-NH und der Threonin-Carbonylgruppe diskutiert ™ Das Glycopeptid
2 zeigt als einzige der hier untersuchten Verbindungen diese Wasserstoftbriticke, 1n den
Interfcukin-2 analogen Strukturen 3-8 ist das Acetvi-NH weder eindeutig mtern gebun-
den noch extern orientiert. Vermutlich liegen hier sehr lockere oder anteilige H-
Bindungen vor Die deutliche Abnahme der H-Bindungsstirke ber Verbindung 3 11m
Gegensatz zu 2 wird vermutlich durch den erhéhten sterischen Anspruch der Prolin-
Einheit verursacht. Betrachtungen am Modell zeigen. daf iy alic diese Verbindungen
Wasserstoffbriicken vom Acetyl-NH zur Threonin-Carbonvigruppe moghch sind.

Konformation des Peptidieifs. - Um das Vorliegen einer cinheithchen Konfor-
mation fiir dic Glycopeptide beurteilen zu konnen, ist es wichiig, dus Bewegungs-
verhalten der Molekiile zu betrachten. Wie die "C-T,-Werte von Tabelle HI zeigen.
bewegen sich die Glvcopeptide 1 und 2 insgesamt isotrop. Hier konnen relativ starre,
bevorzugte Konformationen vorliegen. diec vermutlich durch Wasserstoifhriicken fix-
iert sind. Die Verbindungen 3 und 4 zeigen keine so ewheithiche Beweglichkert. Hier ist
der Peptidteil schon beweglicher als die Sacchandeinhert. Fir Yerbindung 3 zeigen dic
NT,-Werte. daf} sich die endstdndige Prolin-Finheit viel schneller bewegt als das
restliche Molekual,

Das Bewegungsverhalten der grofleren Strukturen entspricht den Erwartungen.
Die terminalen Aminosidure-Einheiten besitzen groficre N7, -Werte und damit eine
hoéhere Mobilitit. Die zentralen Aminosiure-Einhiciten und die 2-Amino-2-desoxy-p-
galactose-Einheit weisen cine vergleichsweise geringe Beweglichkett ant, In Schema 2
sind die Geriist-N7-Werte fiir 8 gezeigt. Noch beweglicher als dus Glveopeptidgeriist
sind die Peptid-Seitenketien. Deren Beweglichkeiten werden durch sterische Anspriiche
eingeschrinkt, aber auch durch die Moglichkeit intra- und mtermolek uharer Wechsel-
wirkungen polarer Gruppen in den Sertenketten.

Die "C-T\-Werte der Lysin-Einheiten von 8 zeigen deutlich die hohe Flexibilitit
dieser Seitenketten (Tab. I11). Weitere Charakterisierungen konnen hier nicht getrotfen
werden. da nur n.O.e-Effekte zwischen benachbarten CH.-Gruppen gefunden werden.
Es sind keine n.O.e-Effckie vu beobachten, die auf cine Rickfaltung der Lysin-
Scitengruppen zum Peptidgeriist schlieflen lassen. Die Threonit- und Serin-Seitengrup-
pen zeigen ein anderes Verhalien. Deren Beweglichkeit ist nicht groBer als die des
Peptidgerists: in emigen Serin-Einheiten haben im Gegentetl die g-Kohlenstotfatome
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geringere N7T,-Werte als die C*-Atome. Vermutlich sind die Hydroxylgruppen in Was-
serstoffbindungen eingebunden und fixieren so eine bevorzugte Konformation.

Die 'H-chemischen Verschiebungen der Ser’-Protonen zeigen, daB diese magne-
tisch nicht equivalent sind. Aus den *Jy* #~-Kopplungskonstanten lassen sich nach
Pachler’ Rotamerpopulationen fiir den Diederwinkel y der Seitenketten berechnen. Sie
ergeben flir alle Serin-Einheiten der Verbindungen 5-9 eine bevorzugte Konformation
bei einem y-Winkel von 60°. Die Anteile an der 60°-Population liegen® zwischen 56 und
85%. Diese Anordnungist typisch fiir hydrophile Seitenketten, die Losungsmittelwech-
selwirkungen eingehen kdnnen®. Intramolekulare Wasserstoffbindungen der Hydro-
xylgruppen zu den Carbonylgruppen der Peptidbindungen sind ebenfalls méglich. Fir
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 y-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 y-Winkelbereich von
~60° liegen.

Die Alanin-Methylgruppen in 1-9 sind nach den Werten von Tabelle I1I nicht frei
beweglich. Fiir eine ungehinderte Methylrotation ergeben Berechnungen® ein T\(CH,):
T,(CH)-Verhiltnis von 3:1. In den Glycopeptiden 1 und 2, in denen Alanin direkt (N-
oder C-terminal) an die glycosidierte Threonin-Einheit gebunden vorhegt, betragt das
Verhiltnis z.B. nur 1.4 bzw. 1.8. In allen anderen Strukturen liegt diese Zahl {iber 2.0, so
daB die Alanin-CH,-Gruppe, wenn sie durch eine Prolin-Einheit von der glycosidisch
verkniipften Threonin-Einheit getrennt ist, auch freier beweglich ist.

Die Aminosiure Prolin unterscheidet sich in mancher Hinsicht von den iibrigen
natiirlichen Aminosiduren. Es ist das einzige cyklische Molekiil, wodurch die Rotations-
moglichkeiten um den Peptidwinkel ¢ stark eingeschrinkt sind. Unterschiedliche
@-Winkel geben nur die “puckered”-Moglichkeiten des Pyrrolidinrings wieder.

Da die Seitenkette des Prolinmolekiils nicht flexibel ist, iibt das Prolinmolekiil
besondere sterische Effekte auf benachbarte Aminosdure-Einheiten aus. Beispielweise
absorbiert das C*-Atom einer Aminosiure-Einheit, die an das Stickstoffatom von einer
Prolin-Einheit gebunden ist, um etwa 1 p.p.m. bei héherem Feld als in anderen
Peptiden*. Die Verschiebungsdifferenz wird durch einen sterischen y-Effekt hervorge-
rufen, der charakteristisch fir dieses cyklische Aminosidure-Molekiil ist. Die Hochfeld-
verschiebung l4Bt sich auch nachweisen beim Vergleich der '*C-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 auch N-terminal, aber an eine Prolin-Einheit gebunden
vorliegt. Die chemische Verschiebung von Ala*-C in 2 liegt bei ¢ 49.7, in den iibrigen
Verbindungen dagegen bei ungefihr § 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 abhingig. Der gleiche y-Effekt ist auch fiir die
Ala*-K ohlenstoffatome zu beobachten.
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Der Pyrrolidin-Ring des Prolin-Molekiils ist relativ flexibel: dies zeigen Ront-
genstrukturuntersuchungen, wo im Kristall C'-endo- und C-exo-Konformationen
nebeneinander in einer Elementarzelle vorliegen. Die hohe Beweglichkeit in Losung
kommt durch di¢ "C-T-Daten zum Ausdruck. Die N7 -Werte der C- und C-Atome
der Prolin-Einheit spiegeln die Gesamtbeweglichkeit des Molekiils wieder. withrend die
NT -Werte der C*- und (-Atome die schnellen kontormationellen Umwandlungen
wiedergeben. Dabei erfihrt das CP-Atom die stirksten Positionsinderungen. so dall der
Pyrrolidin-Ring offensichtiich schnelle Wechse!l zwischen der (“-endo- und C-exo-
Konformation eingeht.

In Peptidbindungen vom Typ 1-Xxx-1-Pro treten gewohniich cis rrans-1some-
rien auf, in denen das cis-Isomere ungleich hidufiger vorliegt als in allen anderen
Peptidbindungen. Ausfiihrliche "C-n.m.r. Studien™ " an Prolin-enthaltenden Peptiden
fithren zu einer direkten Korrelation der ¢is- und rrans-Isomeren mit der chemischen
Verschiebung der Pro-C-Atome: in trans-X-Proist & 25.0+ 1.0 und in ¢is-X-Pro st d
224408 fir Pro™-(.

Ein Vergleich mit den chemischen Verschiebungen von Tabelle 11 zeigt. dad in
allen Strukturen 4-9 rrans 1-Xxx-1-Pro-Peptidbindungen vortiegen. Ahnliches kann fir
das Pro”-C-Atom abgeleitet werden™. Die Differenz zwischen den (- und C -che-
mischen Verschiebungen von Prolin ist gleichfalls charakteristsch fiir das Isomeran der
L-Xxx-1.-Pro-Peptidbindung. Fiir die trans-Bindung liegt diz Differenz o{C") - ()
zwischen 1.3 und 6.0 p.p.m.. fiir die ¢is-Peptidbindung dagegen zwischen 8.3 und 10.0
p.p.m. Die Differenzen fitr 5{C") — 3(C7") der Verbindungen 4-9 befinden sich wiederum
in dem Bereich, der fir die rrans-Peptidbindung charakteristisch st

Weitere Hinweise auf dic Peptidgeristkonformation Hefern die Temperaturkoef-
fizienten der chemischen Verschiebungen der Amidprotonen (Tab. V). Nur fur dic
Thr'-NH-Protonen werden starke H-Bindungen detektiert. dic wie oben diskutiert. die
bevorzugte Konformation der glycosidischen Region stabilisieren. Die auffallend klei-
nen N7\-Werte der glycosidisch gebundenen Threonin-Einheiten erganzen dieses Bild.
Weitere Wasserstoffbriicken liegen fiir die Serin®-FEinheit in 7 und die Serin’- und
Lysin’-Einheiten in 8 vor. Dic iibrigen Peptidprotonen zeigen Koethizienten. die zwis-
chen den Grenzwerten {lir eine interne beziehungsweise externe Orientierung liegen,
Diese Protonen sind gegenitber dem Losungsmittel abgeschirmt. liegen aber nur zu
einem gewissen Prozentsatz intramolekular gebunden vor.

1D-n.0.e.-Messungen und ROESY-Experimente { Tub. IV und V) zeigen entlang
des Peptidgeriists fiir alle Verbindungen schr einheitliche n.Q c.-Effekte. Alle NH'' -
Protonen geben lber die Peptidbindungen hinweg mit den jeweiiigen C7-H'-Protonen
starke n.O.e.-Effekte. AuBerdem sind n.C.e -Effekie innerhalb der Aminosiure-Finhei-
ten zwischen den NH'- und C"H'-Protonen zu sehen, die jedoch durchweg schwicher
sind als dic sequenziellen n.O.¢.-Effekte iiber dic Peptidbindungen. Da Prolin kein
NH-Proton besitzt, ist es aiblich, die Prolin’-H-Atome als NH-Analoga 7u betrachten
und entsprechende Signale wie NH'' " C"H-Effekte zu bewerten. d_~Konnektivititen
zwischen NH-Protonen benachbarter Aminosiiureeinheiten werden. mit Ausnahme
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eines n.0O.¢.-Effektes in 8, der spater diskutiert wird, in den hier untersuchten Verbin-
dungen nicht beobachtet.

Starke d,.(i,i+ 1)-n.O.e.-Effekte, wie sie hier auftreten, bei gleichzeitiger Ab-
wesenheit von d,(i,i+ 1)-Konnektivititen weisen darauf hin, dal die Geriistdieder-
winkel bevorzugt in der f-Region des ¢,-Diagramms liegen, was einer gestreckten
Konformation entspricht®. Die ¢-Diederwinkel der Peptidgeriiste liegen demnach in
einem Winkelbereich von —60 bis —180°, die y-Winkel entsprechend im positiven
Bereich von 60 bis 180°. Eine ideale gestreckte Konformation besitzt ¢/w-Winkel von
—120/120°. Eine genauere Eingrenzung der y-Diederwinkel ergibt sich nur fiir die
N-terminale Alanin-Einheit. Hier werden n.O.e.-Effekte zwischen den Alanin-o,f-
Protonen und den Prolin-d-Protonen gefunden, die den w-Alanin-Winkel auf ~ 170°
festlegen.

Anhand der *Jy, *-Kopplungskonstanten kdnnen jedoch die ¢-Diederwinkel
genauer bestimmt werden. Sehr groB3e Werte um 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 geringfiigige
Abweichung von der trans-Stellung an. Nach der Karplus-Kurve® ergeben sich még-
liche ¢-Winkel im Bereich von —90 oder — 140°. In den meisten Verbindungen 14 Bt sich
nun fiir die Threonin-Einheiten ein n.O.e.-Effekt zwischen Thr-NH und Thr’-H detek-
tieren. Dadurch wird die ¢-Winkelstellung um —90° gegeniiber der — 140° Anordnung
bevorzugt.

Alle iibrigen Aminosiureeinheiten besitzen NH, C*H-Kopplungskonstanten von
6.3-7.6 Hz. Mégliche ¢-Diederwinkel liegen hier um — 80 oder — 150°, Eine eindeutige
Aussage dariiber, welche der méglichen Anordnungen vorliegt, 148t sich nicht immer
treffen. Fir viele Aminosdureeinheiten werden jedoch zuséitzliche n.O.e.-Effekte gefun-
den, die den ¢p-Winkel um — 80° bevorzugen. Die Alanin-Einheit von 1 z.B. zeigt einen
n.0O.e.-Effekt zwischen dem NH-Proton und der CH;-Gruppe. Ein sehr interessanter
n.0.e.-Effekt zwischen der Methylgruppe der N-Acetylfunktion der 2-Acetamido-2-
desoxy-D-galactose-Einheit und dem H* der Serin*-Einheit, der sich fiir alle Verbin-
dungen beobachten 14Bt, bevorzugt ¢-Winkel fiir diese Aminosdure, die um —80°
liegen (vergleiche Abb. 1).

Fiir Kopplungen von ~ 7.0 Hz und kleiner sind nach der Karplus-Kurve auch
Werte um ¢ 60° moglich, die einer lokalen o« -Helixstruktur entsprechen. Obwohl
positive ¢-Winkel in natiirlich vorkommenden Peptiden und Proteinen nur in Ausnah-
mefillen gefunden werden, der {ibliche Winkelbereich fiir ¢ reicht von —30 bis —180°,
sollten sie hier mit diskutiert werden. Gerade bei hochflexiblen, endstindigen Amino-
saure-Finheiten, wie z.B. Serin* in 5 und Serin® in 7, kénnen auch ungewdhnliche
Konformationen am ¢-Gleichgewicht beteiligt sein.

Wie oben erwihnt, tritt ein n.O.e.-Effekt zwischen NH-Protonen der Lys’- und
Thr'’-Einheit in 8 auf (Tabelle V). Der Effekt ist ein Hinweis auf die Beteiligung einer
lokalen Konformation am C-Terminus, die im ¢/w-Winkelbereich der o -Helix liegt™.
Dies kann als der Beginn der Formung einer o -Helixstruktur im Peptidteil gedeutet
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werden, da das Glycopeptid 8 mit 10 Aminosiuren in eine GroBlenordnung kommt. in
der regulire Sekundirstrukturen moglich sind. Der Effekt ist jedoch singuliir und schr
schwach. so dal} ein Konformerengleichwicht am C-Terminus wahrscheinlicher 1st.
Dafiir sprechen auch die hohen "C-T -Werte der Threonin-Finheit.
Glvcasylierungseffeb i, Zusiitzlich zum Glycopeptid § steht das analoge nicht
glycosylierte Tetrapeptid 9 zur Verfiigung. so dall mogliche Glveosvhierungseffekie
untersucht werden konnen. Einen ersten Hinwels aul vine erfolgte Glyecosvlierung
geben die MC-chemischen Verschiebungen. Fiir Thef-C wird eine grolie Tiefeldverschie-
bung um 8.5 p.p.mi. heobuchtet. Das The-C-Signal orfibrt vine keine Flochield-
verschiehung um — 1.6 popon. die auch fir The O 1 - 1.3 popant beobuchtet wird,
Ansoensten sind nur die Pro®-C- und Serin-C-Atome geringllgig betroffen. Dies sind

e Gesamitbe-

genau die Fifekte, die auch i anderen Studion angegeben wordon
weglichkeit des Tetrapeptds 9 st wic erwartet grofler als dic dex Glycopeptids 8 Ine
hochste Beweglichkeit hat auch hier die C-terminale Serin-Emhert {vergl, hierzu V-7
Werte Tabelle 11

Temperaturmessungen zeigen. dald bei 9 das Threonin™-Amndproton als einziges
wiein §in eine Wasserstoftbriicke eingebunden st (dadT - 1.8 « 10 ppm Ky Dee
Wasserstoffbrickenbindung st edoch schwiicher als i & Vermutlich wird das Thr-
NH-Proton durch die Anknitpfung der 2-Acetamid-J« icmxx—n«mhzt tose-Einhett stir-
ker gegentiber dem Losungsmittel abgeschirmt, Dasselbe wifl die Serin-Einheit zu,
deren NH-Temperaturkocffizient gleichfalls im Peptid 9 {icuﬂtt,‘h grofler stoals im
Gilveopeptid 5

N.O.e.-Messungen zeigen die gleichen Effekee tin Peptid 9 wie in der glveosvlier-
ten Verbindung 5. Die Kopplungskonstanten der Amidprotonen Wy, »,, der Thr'- und
Ser’-Einheiten sind in 9 etwas kleiner als im Glyeopeptid 5 Das hat jedoch kaum einen
Effekt aul die daraus abgeleiteten @-Winkel, da die Karplus-Kurve in diesem Bereich
sehr steil verliduft. Die /o, 4 -Kopplungskonstante The' von 9 die die Kontorma-
tion der Seienkette bcstmm'u istmit 4.0 Hz deutlich grofier als die von 8 und den
anderen glycosylierten Threanin-Finheiten. Dort betrigt der Durchschmittswert i
;J‘ oot 2.4 Hzo Diaes bedeutet entweder. dal der Thr-~Winkel um ~ 30 verdreht st
oder die anderen gestaflelten Konformeren antethig populiert sind, Fine Unwerschet-
dung zwischen den beider Mdaglichkeiten kann mit der nomor-Spekiroskopie nicht
getroffen werden.

Der Vergleich der nomar.-Daten von 9 mit denen van 8 ergibt also. abgesehen von
der leicht ver ‘mdc‘tun Setenkettenkonformation von Thr' und viner erhohten Flox-
ibilitiit von Ser’. was sich heides durch einen sterischen Ftekt der 2

~Acetimd-2-desoxy-
p-galactose-Einherterkliren lalit. keine entscheidende Konformationsinderung bei der
Glycosyherung der Threonin-Einheit im Tetrapeptid 1 -Ala- -Pro-L-Thr--Ser (9).
Konformationsberechnungen mic dem Programm AMBER. Es wurden ferner
Energiemimmierungsberechnungen der Konformationen der Molekile 1-9 durch-
gefihrt, um diese Ergebrisse mit den experimentellen nom.r-Diten su vergleichen.
Nuch Pmbcmchmmgcn withlten wir hierzu das Krattfeld-Programm AMBER  Finler-

tend wird hier das Ereebmis der AMBER-Berechnung der Modelhverbindung wn-
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TABELLE VII

Diederwinkel der O-glycosidischen Bindungen in a-p-GalpNAc-(1 - 3)-L-Thr (10) und a-p-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
w-GalNAc 3 30 6 7
x-Thr 80 40 50 S50

“ A: Rontgenstrukturanalyse von 11*.. Die @- und w-Winkel entsprechen einer a-p-manno-glycosidischen
Bindung. B: Empirische Kraftfeldberechnungen von AcN-L-Ala-[-D-Galp-(1-3)-0-D-GalpNAc-(1-3)}-
1-Thr-L-Ala-CONMe’. C: Semiempirische Berechnungen von a-D-Galp-(1 —3)-L-Thr-L-Ala mit dem Pro-
gramm PCILO*. D: Minimum-Konformation der AMBER-Berechnung von 10.

GalpNAc-(1 - 3)-L-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 Réntgenstrukturanalyse der
Verbindung a-D-Manp-(1-3)-L-Thr (11) angegeben®'. Dies ist die einzige bisher be-
kannte Rontgenstruktur eines O-Glycopeptids. Vergleiche der fiir A erhaltenen H-H-
Abstinde mit den oben diskutierten n.O.e.-Effekt der glycosidischen Region ergeben
interessante Ubereinstimmungen. Beispielsweise wird der n.O.e.-Effekt der Thr'-H-
Protonen zum H-5 der Kohlenhydrateinheit durch einen kurzen H-H-Abstand in der
Rontgenstruktur widergespiegelt'’. B bezeichnet das Ergebnis empirischer Kraftfeld-
berechnungen, die Rao und Bush’ an dem Modelltripeptid AcN-1-Ala-[3-D-Galp-
(1-3)-a-D-GalpNAc-(1 - 3)]-L-Thr-L-Ala-CONMe durchgefithrt haben. Unter C sind
Diederwinkel angegeben, die nach semiempirischen Berechnungen mit dem Programm
PCILO erhalten worden sind*. Als Modellverbindung ist hierbei die Struktur «-p-
GalpNAc-(1 —3)-L-Thr-L-Ala eingesetzt worden. Die Diederwinkel von D geben die
Minimum-Konformation der AMBER-Berechnung der Modellstruktur «-p-Galp-
NAc-(1-3)-L-Thr (10) wieder. Die Abweichungen am ¥-GalNAc-Winkel von B sind
sicher auf die GréBe der berechneten Struktur zuriickzufithren, 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
Konformationsraume ohne groBen Zeitaufwand noch vollstindig berechnet werden
konnen. Fiir beide berechnet AMBER nur je eine Minimumkonformation; alle anderen
Konformere haben weit hdhere Molekiilenergien. Durch die bestimmten unterschiedli-
chen n.m.r.-Parameter sind die Konformationen von 1 und 2 gut charakterisiert; diese
konnen jetzt durch die Berechnungen voll bestiitigt werden. Beispielsweise detektiert
das AMBER-Programm fiir alle starken n.O.e.-Effekte in 1 und 2 H-H-Abstinde, die
2.2-2.5 A betragen. Fiir den n.O.e.-Effekt zwischen GalNAc-H-5 und Thr'-H in 2 wird
eine Entfernung von 2.9 A berechnet, die einem mittelstarken n.O.e.-Effekt entspricht.
Das AMBER-Programm berechnet fiir das Glycopeptid 2 genau die Wasserstoff-
briicken, die auch im N.m.r.-Experiment gefunden werden. Thr-NH bildet eine Briicke
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TABELLE VIl

Diederwinkel® der glycosidischen Regionen und der Peptidgeriiste der mit AMBER berechneten Ener-
gieminimum-Konformationen der Strukturen 1-9¢

Einheir I erbindung

i 2 3 4 s 6 7 B Ya 9h

Glveosidische Region

¢p-GalNAc =50 - 30 - 32 - 28 - 22 22 -9 24

w-GalNAc S 46 45 49 51 &1 3 hY!

y-Thr 44 S3 St 33 56 sS A R

Peptidyeriist

¢-Ala’ ~63

w-Alu’ 1649 159 156 157 P56 187 Hl is3
§-Pro- =75 - 77 - 77 77 76 59 =77
w-Pro’ 175 70 63 o4 62 64 -41 63
¢-Thr'? -2 78 72 -- 86 - 79 wi R() - 78 -6y 77
w-Thr'' 168 62 <7 4 7 73 69
¢h-Ser’ - 68 ~ 80 T 73 152 -7
w-Ser? A3 63

¢-Ser” T4 7o

w-Ser’ £9

@-Ser” -0 Bt

y-Ser” 12

¢-Thr’ Y

w-Thr ax

h-Lys” N

wlys' 6y

P-Lys” X

wlys” 76

¢-Thr" sS4

“In Grad.

zum glycosidischen Sauerstoffatom aus, fiir die die H-O-Entfernung 2.3 A betrigt. Das
Acetyl-Amidproton der 2-Acetamido-2-desoxy-D-galactose-Einheit zeigt gleichfalls
eine H-bindung. Die Entfernung zur Carbonylgruppe der Alanin-Einheit betrigt nach
den Berechnungen 1.9 A Fiir 1 werden keine Wasserstoffbriicken berechnet, was
wiederum mit den gemessenen Temperaturkoeffizienten dieser Verbindung Gberein-
stimmt. Eine Ubersicht iiber die mit AMBER berechneten Diederwinkel und wichtig-
sten H -H-Abstdnde der Verbindungen 1-9 zeigen die Tabellen VI und IX.

Die Konformationsberechnung der Verbindung 3 wird genauso umfassend
durchgefiihrt wie fiir die Verbindungen 1 und 2. Fiir die Berechnung der Protin-Finheit

wird eine C-endo-Konformation mit den folgenden Winkeln vorgegeben: ¢ = - 71.6,
=315 = =377 7 = 298und ;' = ~10.5 . Nach Kalkulation aller sinnvollen

¢.y-Kombinationen der glveosidischen Bindung und des Peptidieils existieren fir das
Molekiil zwei Minimum-Koenformationen mit sehr dhnlicher Energie. Die berechneten
Diederwinkel fitr die GalNAc- und Thr-Einheiten liegen in jeweils schmalen Minima
vor. Nur fir die Orientierung der Prolin-Einheit werden zwei unterschiedliche w-Pro-
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TABELLE IX

Intramolekulare Proton—Proton-Abstidnde” der mit AMBER berechneten Energieminimum-Konformatio-
nen der Verbindungen 1-9°,

Proton—Proton- Abstinde Verbindung

1 2 3 4 5 6 7 8 9a 9

GalNAc¢-H-1-H-2 2.4 2.4 24 23 23 23 2.3 2.3
GalNAc-H-1-Thr’-g 2.4 2.2 2.2 22 2.2 2.2 2.2 2.2
GalNAc-H-5-Thr’-y 24 29 2.8 2.7 3.1 3.2 33 33
GalNAc-CH,-Ser*-o 34 31 33 33
Ala’-NH-Ala’-g 2.5

Ala’-NH-Thr’-a 25

Ala’-0-Pro’-6 24 24 2.4 24 24 2.4 2.4
Ala’-f-Pro’-¢' 23 2.3 23 23 23 2.1 2.3
Thr'-NH-Ala’-p 2.5

Thr’>-NH-Pro’-« 2.5 2.6 2.6 2.5 2.6 3.7 2.6
Thr’-NH-Pro’-y 4.7 2.2 4.6
Thr’-NH-Pro’-6 4.5 29 4.7
Thr’-NH-Thr’-y 23 24 2.6 2.4 24 2.5 2.5 2.6 2.4
Thr'-a-Thr’-y 2.4 24 2.4 2.4 24 24 24 2.4 2.4 2.5
Ser”-NH-Thr’-x 2.5 2.6 2.6 2.5 24 2.5
Ser’-NH-Ser*-a 26 28 27
SerS-NH-Ser’-a 2.5 2.5
Thr’-NH-Ser’-a 25
Lys®NH-Thr'-« 2.5
Lys*-NH-Lys*-« 2.4
Thr-NH-Lys’-a 24

“In Angstrém. * Fiir CH,- und CH,-Gruppen ist der jeweils kiirzeste Abstand angegeben.

Winkel berechnet. Das Hauptminimum liegt bei einer gestreckten Konformation mit
w-Pro 175°. Das Nebenminimum liegt um 2 kJ/mol in der Molekiilenergie héher und
hat einen y-Pro-Winkel von —50°. Diese Konformation liegt in der az-Region des
¢,w-Energie-Diagramms. Der Peptidwinkel w-Pro konnte aufgrund von N.m.r.-Ergeb-
nissen nicht niher bestimmt werden. Die hohe Beweglichkeit der terminalen Prolin-
Einheit macht jedoch ein Konformerengleichwicht um w-Pro, wie es mit dem AMBER-
Programm berechnet wird, moglich. Im restlichen Molekiilteil werden wieder die oben
diskutierten Korrelationen zwischen n.m.r.-spektroskopischen Ergebnissen und AM-
BER-Kalkulation gefunden. Die gemessene Wasserstoffbriicke fiir Thr-NH wird in den
Berechnungen wiedergefunden. Den n.O.e.-Effekten der glycosidischen Region ent-
sprechen kurze H-H-Abstinde der berechneten Konformation von 2.2 A fir die
Entfernung d(H-1-Thr’-H) und von 2.8 A fiir d(H-5-Thr’-H). Der berechnete ¢-Thr-
Winkel von —72° entspricht etwa dem aus der *Jyy *-Kopplung abgeschétzten Wert
von —100°.
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Fir Verbindung 4, die mit der Struktur 1.-Ala-L-Pro-{z-0D-GalpNAc-(1 - 3)]-i -
Thr dem vollstindigen N-Terminus von Interleukin-2 entspricht. existiert wieder ¢ine
bevorzugte Konformation. Alle Diederwinkel befinden sich in einem sehr schmalen
Energieminimum. was fiir cinc relativ starre Konformation von 4 spricht. Die Konfor-
mation an der glycosidischen Bindung und innerhaib der Threonin-Einheit st die
gleiche wic in 3. Nur fiir w-Pro wird jetzt ein Wert von 70" berechuet. derin keiner der
beiden Minimum-Konformationen von 3 auftritt, Das hat seinen Grund vermuthich
darin, dafi nur bei Vorliegen des 70"-Konformeren eine Wasserstottbricke zwischen
Thr-NH und der Carbonylgruppe der neu angeknlplten Alamn-Emhert ausgebilder
werden kann. Diese Wasserstoffbricke, und cine weitere. die rwischen Ala-NH und
Ala-COIim AMBER-Modell berechnet wird, trigt offensichthch sehr zur Stabilisierung
der N-terminafen Molekiilregion bei. Die "C-T,-Daten der Nomor-Untersuchungen
bestatigen dies. Sie zeigen generell {ir N-terminale Alanmin-Einheiten geringere Be-
weglichketten, als sie fir dic C-terminalen Aminosiure-Finheiten 2B in 5.7 und 8
gemessen werden.

Die fir 4 berechnete Konformation erfihrt bei Verliingerung der Peptidkette in
den Verbindungen 5-8 kemnerlet Veranderungen. Dies entspricht voltkommen dem
Ergebnis der n.m.r.-spektroskopischen Untersuchung, Dort werden fiir alle groBeren
Glycopeptide nur solche n O.e.-Effekte. Kopplungskonstanien und Wasserstofhin-
dungen gemessen. die schon in den kleineren Strukturen aufyetreten sind. Insgesamt
zeigen die Berechnungen von 3-8 deutlich, dafy fiir den Peptidtet! der Interloukin-2
analogen Strukturen cine gestreckte Konformation vorliegt Als Beispiel fir diese
Basis-Konformation. die in den Verbindungen 3-8 immer wieder auftrid, st auf
Abbildung | die berechnete Minimumkonformation von 7 wiedergegeben. die mit den
experimentetlen Nom.r.-Daten gut Gbereinstimmt.

Wihrend die Konformation des N-terminalen Bereichs semit in allen Verbin-
dungen wohldetiniert ist, werden (Gr die C-terminalen Serin-Einheiten in 8. 6 und 7

™y
J

J 2
, 7 L-Thr
sy

L-Pro /®

Schema 2. Strukturformel von 8 mit < C- 7 -Werten (s) der CP-Atome der Aminosiure-Einheiten und des
C-1-Atoms der GaiNAc-Finhei
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mehrere breite Minima in einem recht groflen ¢-Winkelbereich berechnet. Dem ent-
sprechen im N.m.r.-Experiment die hohen N7'-Werte der enstindigen Aminoséureein-
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 endstidndige 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.0.e.-Effekten vereinbar ist, aber nicht den relativ hohen N7,-Wert fiir Thr'’
von 250 ms erkliaren kann. Der experimentell zu beobachtende n.O.e.-Effekt zwischen
Ser”-H und der N-Acetyl-CH,-Gruppe wird in den Minimumstrukturen von 5-8 als
H-H-Entfernung von 3.3-3.4 A wiedergegeben. Auch fiir alle ibrigen im N.m.r.-
Experiment sichtbaren n.O.e.-Effekte werden in den AMBER-Modellen kurze H-H-
Abstinde berechnet.

Die Wasserstoffbriicken-Wechselwirkungen werden im AMBER-Kraftfeld et-
was uberbewertet. In der Minimum-Konformation von 7 z.B. werden fiir alle Amid-
protonen Wasserstoffbriickenbindungen angezeigt, wihrend die Temperaturkoeffizien-
ten der N.m.r.-Untersuchungen nur fiir die Thr’-NH- und Ser~-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 ¢,w-Winkelbe-
reiche bei der Konformationsberechnung vor, erhilt 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 vollstindigen 360°-Bereich, so wird eine
andere Konformation gefunden (9a in Tab. IX), deren Energie um 15 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-
Abstdnde berechnet, die oberhalb der maximal zu beobachtenden Entfernung von 3.5 A
liegen. Der Abstand Thr-NH-Pro*-H zum Beispiel betriigt im AMBER-Modell 3.7 A,
wiihrend 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 aulerdem H-H-
Abstiinde berechnet, wie Thr-NH-Pro’-H mit 2.2 A und Thr-NH-Pro’-H mit 2.9 A, die
in den n.0.¢.-Experimenten nicht zu beobachten sind. Bei auch nur anteiligem Vorlie-
gen der gefalteten Konformation an einem Gleichgewicht sollten die n.O.e.-Effekte
jedoch gemessen werden konnen, wenn auch mit geringerer Intensitit, 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
Einschriankungen berechnet, die sich fiir die ¢,i-Winkel aus den n.m.r.-Experimenten
ergeben und haben auch dort abweichende Konformationen erhalten. So wird z.B. fiir 7
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ein globales Minimum berechnet, in dem der w-Ser’-Winkel bei - 74" liegt. In dieser
Konformation betrigt dann der H-H-Abstand zwischen Ser™>NH und Ser”-H 3.6 A.
wohingegen im ROESY-Spektrum ein starker n.0.¢.-Effekt gemessen wird, Gleich-
zeitig wird ein kurzer Abstand zwischen Ser’-NH und Ser-H von 2.8 A herechnet. der
als n.O.e.-Effekt jedoch nicht beobachtet wird. Ohne Vorgabe von sinnvollen Konfor-
mationsbereichen berechnet das Kraftfeld-Programm AMBER demnach hier Mint-
mumenergie-Konformationen. dic durch n.m.r.-spektroskopische Untersuchungen
nicht belegt werden konnen. Fir dic sinnvolle Durchfithrung von AMBER-Berech-
nungen der obigen Glycopeptide ist es demnach notwendig, vorab gesicherte expert-
mentelle Daten zu besitzen. dic als Startparameter {ir die Kalkulationen eingesetzt
werden konnen.

In der hier vorgestellten konformationsanalyviischen Untersuchung werden fir alle
Verbindungen 1-9 bevorzugte Molekil-Konformationen in Lisung gefunden. Diese
kénnen mit Hilfe der modernen N.om.r.-Spektroskopie anhand von Kopplungskonstan-
tert und n.O.e-Effekten eindeutig bestimmt werden. Dabei zeigt sich. dab die Konfor-
mation der N-ierminalen Amunosiure-Einheiten mut der O-glyeosidischen Bindung
#-1-GalpNAc-(1 - 2-1-Thr i allen Glycopeptiden gleich ist. Sie wird nicht durch die
C-terminale Peptidsequenz oder die GroBe der dort gebundenen Peptideinheit beein-
flufit. Gleichfalls kann kein Hinweis gefunden werden, dali sich diec Konformauon emner
Tetrapeptid-Einheit dndert. wenn eine D-GalNAc-Einheit amgefthrt wird. In den
Peptidketten der Glycopeptide 1-8 treten im allgemeinen Diederwinkel auf. die typisch
fiir gestreckte Konformationen sind. Nur in Verbindung 8, dic zehn Aminosaure-
Einheiten im Peptidtei] enthilt. werden erste Hinweise auf eine lokale Konformation
gefunden, deren Diederwinkel denen einer z,-Helix entsprechen. Konformationsbe-
rechnungen mit dem Krafticld-Programm AMBER ergeben gute Ergebnisse. wenn
n.m.r.-spektroskopische Parameter als sinnvolle Startwerte cingesetzt werden konnen.
Das ist besonders bei den lungkettigen flexibien Glycopeptid-Strukturen eine wichtige
Voraussetzung.

EXPERIMENTELLER TEIL

N.m.y.-Experimente. Die Messungen wurden an folgenden Bruker-Geriten
durchgefithrt: WM 400 und WM 270 mit einem Aspect-2000-Computer und AC 250P
mit einem Aspect-3000-Computer. Alle 2D-Messungen wurden mit Bruker-Messpro-
grammen durchgefithrt. e 10-n.0.e. Spektren wurden bet 400.13 MHz aufgenom-
men und mit Hilfe der Differenzspektren-Methode™ ausgewertet. Die Relaxationswar-
tezeit betrug 1.5-3.0 s und die Bestrahlungsdauer 0.4-1.5 s bei einer Abschwichung der
Entkopplerfeistung von 43-4% dB. Alle 2D-ROESY-Messungen wurden bei 250,13
MHz durchgefithrt. Die Aufnahme erfolgte mit 512 Inkrementen in ¢, und 2K Duaten-
punkten in r,. Vor der Fourertransformation wurde eine square-sine-bell-Multiplika-
tion in 1, und 1, durchgefiihrt. Die Spinfockzett betrug fir aile Experimente 200 ms. Die
Spin-Gitter-Relaxationszeiten ''C-7" wurden nach der “non-selective-fast-inversion-
recovery” -Methode™ bestimmt.
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Die Probenkonzentrationen fiir die "H- und '*C-Messungen betrugen 1045 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 D,O aufgenommen und gefrierge-
trocknet, bevor sie in hochreinem D,O (>99.96% D) gelost wurden. Die Proben
wurden mehrfach entgast und abgeschmolzen. Die chemischen Verschiebungen und
Kopplungskonstanten der nichtaustauschenden Protonen sind in D,O angegeben,
wihrend die NH-Protonen in H,0-D,O 9:1 gemessen wurden. Fiir die Wassermes-
sungen wurden Losungen in 9:1 H,0-D,0 (0.5 mL) verwendet, deren Sdurewert unter
Zugabe von Trifluoressigsdure 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 fir Organische Chemie der Universitit Hamburg an einer
micro-VAX 1 durchgefiihrt. Die Strukturen wurden im INPUT-Modus von MACRO-
MODEL aus den im Programm vorhandenen Strukturelementen konstruiert. Die
Verbindungen wurden unter Vorgabe von freien CO,H- und NH,-Gruppen fiir die
endstdndigen Aminosdure-Einheiten und die Seitenketten berechnet. Die Auswertung
der H-H-Abstinde und Diederwinkel der minimierten Strukturen erfolgte im ANA-
LYZE-Modus des MACROMODEL-Programms. Alle Berechnungen wurden ohne
Beriicksichtigung der Losungsmittelumgebung durchgefiihrt.

DANK

Die Autoren danken Frau H. Niirnberger sowie den Herren G. Merz und K.
Adermann fiir die Synthese der Peptid- und Glycopeptidstrukturen und Prof. Still,
Columbia University, New York, fiir die Uberlassung des Programms MACROMO-
DEL. Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemischen Indu-
strie sind wir fiir die Bereitstellung von Sachmittel zu groBem Dank verpflichtet. Der
NATO danken wir fiir eine Beihilfe.

LITERATUR

H. Paulsen, A. Pollex, V. Sinnwell und C. A. A. van Boeckel, Justus Liebigs Ann. Chem.,(1988) 411-418.

K. Dill, E. Berman und A. A. Pavia, Adv. Carbohydr. Chem. Biochem., 43 (1985) 1-49.

K. Dill, R. D. Carter, J. M. Lacombe und A. A. Pavia, Carbohydr. Res., 152 (1986) 217-228.

J. K. Sheehan und J. Carlstedt, Biochem. J., 217 (1984) 93-101.

R. L. Shogren, A. M. Jamieson, J. Blackwell und N. Jentoft, Biopolymers, 25 (1986) 1505-1517.

. A. Bush und R. E. Feeney, Int. J. Pept. Protein Res., 28 (1986) 386-397.

. N. N. Rao und C. A. Bush, Biopolymers, 26 (1987) 1227-1244.

.C.Rose, W. A, Voter, H. Sage, C. F. Brown und B. Kaufmann, J. Biol. Chem., 259 (1984) 3167-3172.

N. Takahashi, Y. Takahashi und F. W. Putnam, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 81 (1984) 2021-2025.

K. A. Smith, Science, 240 (1988) 1169-1176.

T. Taniguchi, H. Matsui, T. Fujita, C. Takoaka, N. Kashima, R. Yoshimoto und J. Hamuro, Nature

(London ), 302 (1983) 305-310.

12 H. S. Conradt, M. Ausmeier, K. E. J. Dittmar, H. Hauser und W. Lindenmaier, Carbohydr. Res., 149
(1986) 443-450.

13 H. Paulsen und K. Adermann, Justus Liebigs Ann. Chem., (1989) 751-769.

Z2wO;

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0
1

—_——



226 H. PAULSEN et at

14 A.A.Bothner-By, R. L. Stephens, J. Lee, C. D. Warren und R. W. Jeanloz, J. Am. Chem. Soc., 106 (1984)
811-813.

15 A. Bax und D. G. Davies, J. Magn. Reson., 63 (1985) 207-213, »

16 E. Breitmaier, K. -H. Spohn und S. Berger, Angew. Chem., 87 (1975) 152-168; Angew. Chem., Int. Ed.
Engl., 14 (1975) 144-160.

17 H. Kessler, Angew. Chem., 94 (1982) 509-520; Angew. Chem., Int. Ed. Engl., 21 (1982) 512-523.

18 E. Giralt und M. Feliz, Magn. Reson. Chem., 24 (1986) 123-129.

19 V. F. Bystrov, Prog. Nucl. Magn. Reson. Spectrosc., 10 (1976) 41-81.

20 A. Pardi, M. Billeter und K. Wiithrich, J. Mol. Biol., 180 (1984) 741-751.

21 C. W. Still, personliche Mitteilung.

22 S.J. Weiner, P. Kollman, D. A. Case, U. C. Singh, C. Yhio, G. Alagona, S. Profeta und P. Weiner, J. Am.
Chem. Soc., 106 (1984) 765-784.

23 H. Paulsen und M. Holck, Carbohydr. Res., 109 (1982) 89-107.

24 R. Richards und K. Wiithrich, Biopolymers, 17 (1978) 2133-2141; A. Bundi und K. Wiithrich, Biopoly-
mers, 18 (1979) 285-297.

25 A. Pollex-Kriiger, Dissertation, Universitit Hamburg, 1989.

26 R.U. Lemieux, S. Koto und D. Voisin, 4m. Chem. Scoc. Symp. Ser., 87 (1989) 17-29.

27 E. Keller, SCHAKAL-Plot-Programm, Chem. Unserer Zeit, 14 (1980) 56-60.

28 A. A. Pavia und B. Ferrari, Int. J. Pept. Protein Res., 22 (1983) 539-548.

29 N. J. Mag¢ji, Y. Inoue und R. Chujo, Int. J. Pept. Protein Res., 29 (1987) 699-707.

30 N.J. Maeji, Y. Inoue und R. Chujo, Carbohydr. Res., 120 (1987) c4—c8; N. J. Maeji, Y. Inoue und R.
Chujo, Biopolymers, 26 (1987) 1753-1767.

31 K. G. R. Pachler, Spectrochim. Acta, 20 (1964) 581-587.

32 G. Wagner und K. Wiithrich, J. Mol. Biol., 160 (1982) 343-361.

33 A. Allerhand, D. Doddrell und R. Kamoroski, J. Chem. Phys., 55 (1971) 189-198.

34 M. Christl und J. D. Roberts, J. Am. Chem. Soc., 94 (1972) 4565-4575.

35 P.Narula, H. C. Patel, T. P. Singh, V. S. Chauhan und A. K. Sharma, Biopolymers, 27 (1988) 1595-1606.

36 R. Deslauriers und J. C. P. Smith, Top. Carbon-13 NMR Spectrosc., 2 (1976) 1-80.

37 D.G. Dornian und F. A. Bovey, J. Org. Chem., 38 (1973) 2379-2383.

38 P. E. Wright, H. J. Dyson und R. A. Lerner, Biochemistry, 27 (1988) 7167-7175.

39 K. Dill, R. E. Hardy, M. E. Daman, J. M. Lacombe und A. A. Pavia, Carbohydr. Res., 108 (1982) 31-40.

40 K. Dill, R. E. Hardy, J. M. Lacombe und A. A. Pavia, Carbohydr. Res., 114 (1983) 147-152.

N. Darbon, Y. Oddon, J. M. Lacombe und A. A. Pavia, Carbohydr. Res., 130 (1984) 55-64.

K. Luger und M. Striimpel, personliche Mitteilung.

R. Richardz und K. Wiithrich, J. Magn. Reson., 30 (1978) 147-150.

G. C. Levy,JJ. R. Peat und D. Cranet, J. Magn. Reson., 18 (1975) 199-204.

41
42
43

44



