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ABSTRACT 

The preferred conformations of the sequences of 0-glycopeptides containing a p-D-xylosyl group 

linked to an L-seryl residue, found in the N-terminus of proteodermatan sulfate, show an almost extended 

peptide chain with the sugar unit in a specific position. The results of force-field calculations with the 

AMBER program have been confirmed, by n.m.r.-spectroscopic experiments, for a minimum conforma- 

tion. 

ZUSAMMENFASSUNG 

In bevorzugten Konformationen van 0-Glycopeptidsequenzen, die im N-terminalen Ende von 

Proteodermatansulfat enthalten sind und in denen n-Xylosep-glycosidisch mit L-Serin verbunden ist, nimmt 

die Saccharideinheit eine charakteristische Stellung zur weitgehend gestreckten Peptidkette ein. Kraftfeld- 

berechnungen mit dem Programm AMBER ergeben fur eine Minimumkonformation eine gute iiberein- 

stimmung mit den experimentell ermittelten n.m.r.-spektroskopischen Daten. 

EINFijHRUNG 

In einer vorhergehenden Arbeit’ hatten wir Konformationsanalysen von U- 
Glycopeptiden durchgefiihrt, die, gebunden an L-Threonin eine a-glycosidisch ver- 
kniipfte Einheit von 2-Acetamido-2-desoxy-D-galactose enthalten. Dieser Typ stellt 
eine der wichtigsten Basisstrukturen der O-Glycoproteine dar*. Es lag eine Serie von O- 
Glycopeptiden mit unterschiedlichen Kettenllngen vor3, die im N-terminalen Ende des 
Interleukin-2 vorkommen. Diese Untersuchungen hatten ergeben, da13 durchaus in der 
Bindungsregion Konformationen bevorzugt sind, bei denen die Saccharideinheit zur 
vicinalen Peptidkette eine bestimmte Anordnung einnimmt’. Diese Anordnung von 
etwa vier Aminosauren in der Bindungsregion bleibt im wesentlichen unverandert, 

wenn die Peptidkette verlangert wird. Es ist keine Beeinflussung dieser Bindungsregion 
zu beobachten, wenn bis zu zehn Aminosauren angekniipft werden’. 

Eine weitere, in der Natur stark verbreitete 0-Glycoproteinstruktur ist die fi- 
glycosidische Bindung einer D-Xylopyranose an eine L-Serin-Einheit von Peptidketten’. 
Diese, such als Core-B-Struktur bezeichnete Anordnung kommt in grober struktureller 

* XXX. Mitteilung der Serie “Konformationsanalyse”. XXIX. Mitteilung, siehe Zitat 1. 
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Vielfalt in den Proteoglycanen vor, die Bestandteile der Stiitz- und Bindegrn&e sindJ ‘. 

Die Verkntipfung an die Proteinkette erfolgt somit stets iiber dtel~-t,-X~lore-Einb~it. an 

die wcitere Oligosaccharidketten mit bis zu 200 Resten pekndpt‘r w&en kiinnrn, Die so 

an das Protein angekniipften Reste kiinnen alternlercnde I>ts;icc:ilarid~illhciteit~[l ode! 

weitere komplexe Strukturen darstellen. Es sei hier an L’rotr:ogl\~;~nc. i;I~c~~saminyl~.- 

cane und Mucine von dicscm Typ crinncrt’ I’, 

Als Strukturen standen fiir die Untersuchungen die Verbindungen 2 5 zur \!crfii- 

gung, deren Synthese bereirs friiher van uns durchgefiihrt wurde”. Die n.m.r.-spek- 

troskopischen Methoden zur Konformationsanalyse werden ausfiihrlich in de!- vor- 

hergehenden Arbeit beschrieben’. Die Zuordnung aller ‘H- und !‘-C’-n.m.r.-Spektrcn 

gelingt fiir alle Verbindungen durch Anwendung der iihlichen zM-eidimen~innalel7 

Korrelationsexperirnente”‘. Dte Kopplungskonstantrn uerden nach erstt‘r Ordnung 

ausgewertct. Die komplexert Multipletts dcr Protnnen der I~oteucin-Settet~kc~len in 3 

und 5 sowie die dcrC;lutarninsliure-.S~itcnkette in 4 uerden nicht anvlysiert (vergl. Tab. 

I und II). Als weitere N.m.r,-Parameter werden die Spin-pitter-Rei;lxatic,ns~~iren I ! der 

“C-Kerne bestitnmt. Flventuzlle Wasserstoffbriicken wcrden durch die Tcmperaturah- 

hiingigkeit der chemischen ~‘erschiehungett der NH-Prolunen t~rfalit. Die fiir die Kc)n- 

formationsanalyse wtchtigstcn &ten sind die Koppluilpsknust;tnt~tt und die n.0.c - 

Effektc. die durch ein- und ~weidimensionaie n.C).r.- ~w:e ROES~.-Messun!en ermtt- 

telt werden (vergl. Tab. 111). Theore:tische Berechnungen 7111‘ B<stimmung cirtcr &lint- 

mumkonformation werden mit dcm Programm AMBER” inncrhalb dcs Programtns 

MACROMOT)EL,durchgefiihrt. nit: theoretisch ermitteltr ~ltrtinlittlli\c,tpr;,rrnatior1 tst 

dann mit den experimentrllen N.tn,r.-Daten zu vergleichen 
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TABELLE I 

‘H-N.m.r. chemische Verschiebungen” und Kopplungskonstanten” der Verbindungen 2-5’. 

Verbindung 

2 

3 

4 

B-D-Xylose-Einheil 

H-l H-2 

4.31 3.21 

(7.8) (9.1) 

4.46 3.33 

(7.6) (9.2) 

4.45 3.32 

(7.8) (9.2) 

H-3 

3.38 

(9.1) 

3.41 

(9.2) 

3.41 

(9.1) 

H-4 

3.56 

3.64 

3.61 

H-5a 

3.26 
(10.4) 
(11.4) 
3.35 
(10.5) 
(11.5) 
3.35 
(10.9) 
(10.9) 

H-Se 

3.90 

(4.2) 

3.99 

(5.4) 

4.00 

(5.5) 

Verbindung Peptid- NH 
Einheit 

a-H (W-P-H (W’-H 

Ser 

Ala 

Ser 

Gly 

Ile 

GlU 

Ala 

Ser 

Gly 
Ala 

Ser 

Gly 

8.84 

(8.2) 

8.44 

(5.4) 

4.19 

(7.0) 
4.73 

4.04 

8.07 4.35 

(8.3) (5.8) 

8.6 

8.6 

2.43 
4.46 

(7.0) 
4.69 

8.6 

8.16 
(6.2) 

3.82 
4.20 

(7.1) 
4.60 

8.52 

(5.6) 

4.03 

3.90 3.90 4.21 

(4.8) (5.9) 
(10.5) 
1.60 

3.90 4.21 

(5.0) (5.5) 
(10.6) 

8-H Y-H y’-CH, &CH, 

1.96 1.23 0.92 0.97 
____ 1.48 (7.4) (6.8) 
B.Y-H 

2.15 
1.53 
(7.0) 
4.01 4.42 

(5.0) (4.9) 
(10.6) 

1.60 

3.92d 3.94d 

(4.9) (6.3) 
(11.4) 



;,’ I 
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TABELLE III 

Ergebnisse der I D-n.O.e- und 2D-ROESY-Messungen der Verbindungen 2-4” 

Konnectivittit 2 

n.0.e. 

3 

n.0.e. R.o.e. 

4 

h.0.e. 

Xyl-H-l_Xyl-H-3 
Xyl-H-l_Xyl-H-So 
Xyl-H-l-Ser-(R)$ 
Xyl-H-l-Ser-(3-P 
Xyl-H-2-Xyl-H-4 
Xyl-H-&Xyl-H-Se 
Ser-aAer-(R)-8 
Ser-a&jer-(8-P 
Ser-(S)+Gly-NH 
Ser-a-Gly-NH 
Ser-a-Ser-NH 
Ala-a_Ser-NH 
Gly-a_Gly-NH 
Gly-a-lle-NH 
lle-a-Ile-NH 
lle-a-&Me 
lle-a-Ile-P 
lle-&Ile-Me 

5.3 5.2 
7.3 7.5 
3.0 4.9 

< 1.0 < 1.0 
3.2 2.6 
3.3 2.5 

1.3 

5.0 

m 

s 

S 

w 

m 

S 

m 
m 
s 
w 
S 

S 

S 

m 
S 

m 

2.9 
4.4 
1.7 
1.0 
4.1 
4.3 
4.5 
2.5 

< 1.0 
< 1.0 
< 1.0 
< 1.0 
< 1.0 

’ n.O.e.-Aufnahmen bei 400 MHz, 300K, in D,O bzw. 9: I H,O-D,O in Prozent der Einstrahlungsintensitit. 
ROESY-Aufnahmen bei 250 MHz, 300K, in D,O bzw. 9:1 H,O-D,O; Unterscheidung erfolgt nach 
schwachen (w), mittleren (m) und starken (s) Effekten. 

/3-D-Xyl o-o-Xylp 

I : 
3 3 

L-Ser L-Ala-L-Ser-Gly-L-lle 
2 3 

p-n-Xylp 

1 
3 

L-Glu-L-Ala-L-Ser-Gly 
4 

L-Ala-L-Ser-Gly-L-Ile 
5 

einen schwachen entsprechenden n.O.e.-Effekt auf. Diese Befunde deuten darauf hin, 

daD in 2, wie zu erwarten, der exe-anomere Effekt wirksam ist, wodurch der q&Xyl- 
Winkel auf - 60” festgelegt ist. Der X-Ser-Winkel kGnnte urn 60” schwanken. Es ist aber 
zu erwarten, daD bei diesem kleinen Molekiil erhebliche Anteile von unterschiedlichen 

Konformationen vorliegen (Definition der Diederwinkel, siehe Zit. 1). 
Wesentlich deutlicher sind jedoch die Verhlltnisse bei dem Glycotetrapeptid 3. 

Der Saccharidrest ist identisch wie in 2. Von den beiden prochiralen Protonen Se#-H 
zeigt das bei hohem Feld (6 3,90) einen starken n.O.e.-Effekt mit Xyl-H-l. Fiir das 
zweite Se#-H bei tiefem Feld (6 4.21) wird nur ein kaum zu beobachtender, ver- 



L- Ile 

L 

Abb. I. (a) Strukturformel vrm 3 mlt “C-T;-Werten (s). (b) Mit AMBER berechnete Energieminmxun- 

Konformation van 3. Wichtige [I FI-AbstSnde !A). fiirdie n.O.c.-Effcktr gefunden we&n Find eingezeich- 

net. 

schwindend kleiner n.O.e.-Effekt mit Xyl-H-l gefunden. Von vornherein isteinezuord- 

nung der beiden prochiralen F-l-Atome noch nicht miiglich. Man tindet jedoch einen 

n.O.e.-Effekt des Serb-H bei tiefem Feld (S 4.21) mit dem Gly-NH. Hieraus ist I.U 

schliefien, dab, wie es in ,Abb. I gezeigl wit-d. der Gly-Tie-Arm nach rechts zum 

Saccharidteil angeordnet sein sollte. Der Ala-Arm wzist dam nuch links ohen, Damit 

ergiht sich eine Zuordnung. nach der das S&-H hei hohem Feld (($3.9) mit dem starken 

n.O.e.-Effekt zu Xyl-H-l die R-Konfiguration hahen muf3. Dicsc Zuordnung ist in Abh. 

I b angegeben. 

Als Ergebnis dieser ijberlegungen zeigt Abb. 1. in welcher Weise oinr bevorzugte 

Anordnung van Saccharidrest und Peptidkette urn die Bindungsregion eingenommert 

wird. Mit diesem Bild stimmen such gut die Kopplungskonstanten van Se?-H mit den 

Ser”-H-Protonen tiberein. Es werden fur Se?-H mit Se#-( R)-H 5.0 und mu Se?-(3-H 

5.5 Hz, also etwa gleiche Werte gefunden. Dieses wiirde einem X-Ser-Winkel van -- 60 

entsprechen, der im wesentlichrn die Anordnung zu-ischen Saccharidrest und Peptid- 

kette bestimmt. 

Innerhalb der Peptidkette werden die ublichen n.O.e.-Wcrte gefunden. zwischen 

Ala^-H und Ser-NH, zwischen Ser’-H und Gly-NH. sowiezwischen Gly’-H und Ile-NH. 

Dieseszeigt,daR die Peptidkettegestreckte Konfhrmationen hevorzupt. Die Kopplung- 

skonstantender NH-Prot~>nen mit den r-H-Protonen derjeweiligen AminGuret Tab. 1) 
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stimmen such mit einer bevorzugt gestreckten Anordnung iiberein. Aus den Kopplung- 

skonstanten ergeben sich etwa &Werte der Aminoduren urn - 160 bis - 170”. Die 
Temperaturkoeffizienten der NH-Protonen weisen nicht auf etwaige Wasserstoffbriick- 

enbindungen hin. Jedoch ist hierbei die Flexibilittit der Kette zu beriicksichtigen. 
Von 3 wird ferner eine Energieminimumberechnung mit dem Kraftfeldpro- 

gramm AMBER durchgefiihrt, wobei als Startparameter ein X-Ser-Winkel von 60” 
vorgegeben wird, der mit den beobachteten n.O.e.-Effekten am besten in Ubereinstim- 
mung zu bringen ist. Nach Freigabe aller Winkel wird eine Minimumkonformation 
errechnet, die in Abb. lb wiedergegeben ist (vergl. Tab. IV). Die dort an den Pfeilen 
angegebenen Zahlen geben die Entfernung in 8, fiir die Protonen an, bei denen fur die 
Konformationsbetrachtung relevante n.O.e.-Effekte gefunden werden. Der x-Ser-Win- 

kel errechnet sich dann zu 49”. Es ist erkennbar, daIj bei den angegebenen Entfernungen 
n.O.e.-Effekte zu erwarten sind, so daD eine Ubereinstimmung zwischen den N.m.r.- 
Daten und der Konformation der Abb. 1 besteht. Demnach sollten innerhalb der 
Konformerenverteilung bevorzugte Anteile dieser Form vorliegen. 

Die Untersuchungen am Glycotetrapeptid 4 fiihren zu sehr lhnlichen Ergeb- 
nissen wie bei der Verbindung 3. Man beobachtet wiederum den charakteristischen 
starken n.O.e.-Effekt zwischen Xyl-H-1 und Se?-(R)-H. Der entsprechende n.O.e- 
Effekt zwischen Xyl-H-1 und Se#-(,S)-H ist wiederum klein. Der entscheidende n.O.e.- 
Effekt wird such hier gefunden zwischen dem Seti-(S)-H und dem Gly-NH. Damit ist in 
analoger Weise die Zuordnung der beiden prochiralen Protonen Se#-H der Serin- 
Seitenkette miighch (vergl. Tab. III). Weiterhin zeigt sich eine Anordnung in der 
Bindungsregion, die der des anderen Molekiils 3 entspricht, wobei entsprechend der 
Gly-Arm nach rechts und hier der Glu-Ala-Arm nach links weist. Nach den Koppiungs- 
konstanten von Ser”-H mit Se?-(R)-H von 5.0 und mit Se@-(9-H von 4.9 Hz ist fiir den 
x-Ser-Winkel ein Wert von -60” zu erwarten. Innerhalb der Peptidkette findet man 
such hier die entsprechenden n.O.e.-Effekte zwischen Ala”-H und Ser-NH sowie zwis- 
then Set-“-H und Gly-NH. Mit den entsprechenden Vorbehalten diirften such hier die 

gestreckten Konformationen der Peptidkette bevorzugt sein. 
Auch von 4 wurde eine entsprechende Energieminimumberechnung mit dem 

Programm AMBER durchgefiihrt (vergl. Tab. IV). Das Ergebnis ergibt eine Anord- 
nung, die der von 3 sehr Lhnlich ist. Im Bereich der glycosidischen Bindung ergeben sich 
Entfernungen zwischen den entsprechenden Protonen, fur die relevante n.O.e.-Effekte 
zu erwarten sind und such beobachtet werden. Insofern ergibt der Vergleich eine recht 
gute Ubereinstimmung zwischen berechneter Konformation und den ermittelten 
N.m.r.-Daten. Dies zeigt, daB such fur 4 innerhalb der Konformerenverteilung die 
Konformation, die der von 3 entspricht, eine bevorzugte Rolle spielen sollte. 

Das nicht glycosylierte flexible Tetrapeptid 5 zeigt ein einfaches N.m.r.-Spek- 
trum, das sich analysieren la&. Die Kopplungskonstanten entsprechen such den 
Erwartungen. Jedoch zeigt das Tetrapeptid iiberraschenderweise ein so ungiinstiges 
Relaxationsverhalten, da13 die Ergebnisse von ein- oder zweidimensionalen n.O.e.- 

Spektren oder ROESY-Spektren unbefriedigend sind, und ein Vergleich mit 3 wenig 

Aussagen liefert. 
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