
6nachMethode A:UnterN,-Atmospharewerden3.3 g(lOmmol)5und 14mg 
(0.1 mmol) CuBr in 15 mL Ethylacetat gelost und 9.5 mL (11 mmol) einer 
l0proz. Losung von Me,Al in Toluol zugegeben: die Losung wird 0.5 h bei 
Raumtemperdtur geruhrt, danach rnit 1 mL Wasser hydrolysiert. der Fcststoff 
abgesaugt und gewaschen. Beim zusiitrlichen Eindampfen der Losung werden 
3.45 g Produkt erhalten. KristalhsdtIon aus Aceton bei ~ 10 <C ergibt 3.1 g 6 
(90% Ausb.). Schmp. 181 "C; [XI;' = +17 (c = I  in CHCI,): 'H-NMR 
(300 MHz, CDCI,. 25 'C, TMS) d = 0.83 (s, 3H;  19-CH3), 0.88 (d. 3H, 
'5-7 Hr;  Iz-CH3), 1.12(s,3H;18-CH3),0.9-2.7(m,22H).4.6(q, 1H.H-17). 
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Oligosaccharidstrukturanalyse - 
Sequenzinformation in wenigen Minuten"" 
Von Harald Schroder und Ernst Haslinger * 

Polysaccharide oder Verbindungen mit Oligosaccharid- 
teilstrukturen sind in der Natur weit verbreitet und oftmals 
biologisch hochwirksam. Zur Bestimmung der Konstitution 
mu8 man nicht nur die Monosaccharidbausteine kennen, 
sondern auch ihre anomere Konfiguration, die Sequenz und 
die Verknupfnngsstellen der Zuckereinheiten untereinander. 

[*I Prof. Dr. E. Haslinger, Dip].-Chem. H. Schroder 
Abteilung fur Organische Chemie I der Universitit 
Albert-Einstein-Allee 11, D-89069 Ulm 
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In zunehmenden MaBe hat sich die NMR-Spektroskopie als 
hervorragende Methode zur Bestimmung der beiden letzt- 
genannten Strukturmerkniale erwiesen'l- '1. In den vergan- 
genen Jahren hat die Anwendung von 3D-NMR-Techniken 
zur Strukturuntersuchung von Oligosacchariden an Bedeu- 
tung gewonnen14 - 61. Durch ein 3D-TOCSY-ROESY-Expe- 
riment erhilt man bcispielsweisc alle gewunschten Struktur- 
parameter[71. Allerdings sind die niedrige digitale Auflosung, 
die geringe Empfindlichkeit und damit der hohe Zeitbedarf 
die groBten Hindernisse fur eine routinemaBige Anwendung 
von 3D-NMR-Techniken. 

Ersetzt man in einem solchen 3D-TOCSY-ROESY-Expe- 
riment den ersten Puls durch einen selektiven GauB-Puls[*], 
der nur eine bestimmte Protonenart anregt, so erhatt man die 
Signale in Form eincs 2D-Spektrums. Wir haben selektive 
TOCSY-ROESY-Expcrimente an Verbascosaponin 1 
durchgefiihrt. Die crhaltenen Spektren sind in Abbildung 1 

1 

p-D-GlCp-1 

und 2 abgebildet. Jedes Spektrum ermoglicht es, von einem 
Monosaccharid den oder die folgenden Zuckerbausteine und 
ihre Ankniipfungsstellen zu bestimmen. Der entscheidende 
Vorteil dieser Meljtcchnik ist ihre hohe Empfindlichkeit und 
damit der auI3erordcntliche Zeitgewinn. 

Das Prinzip sei kurz erlautert : Ein nicht iiberlappendes 
Resonanzsignal eines Protons von einem Monosaccharid- 
baustein (in der Rcgel das anomere H-Atom) wird durch 
einen GauB-Puls selektiv angeregt. Die dadurch erzeugte 
Magnetisierung wird durch einen anschlieBenden TOCSY- 
Schritt auf weitere Protonen desselben Zuckerbausteins ver- 
teilt. Nach dieser Vorbereitung wird das ROESY-Experi- 
ment durchgefuhrt, und man ubertragt die Magnetisierung 
durch die dipolare Kopplung uber den Raum aufjene Proto- 
nen der benachbarten Zuckerbausteine, die an der Verknup- 
fungsstelle gebunden sind. Dies fiihrt zu interglycosidischen 
Korrelationssignalen zwischen den Protonen an der Ver- 
knupfungsstelle. 

Wir zeigen am Beispiel von Verbascosaponin 1 die Anwen- 
dung von selektiven 3D-TOCSY-ROESY-Messungen. Zur 
vollstandigen Sequenzierung von 1 reichten zwei Experimen- 
te aus. Abbildung 1 zeigt das Spektrum, das erhalten wird, 
wenn das anomere Proton der Fucoseeinheit selektiv ange- 
regt wird. Man findet drei interglycosidische Korrelations- 
signale a, b und c. Signal a belegt die Verknupfung zwischen 
dem C1-Atom der Glucose-I-Einheit und dem CZAtom des 
Fucosebausteins. An Position C3 der Fucose ist die Glucose- 
IT-Einheit gebunden (Signal b); Fucose ist daher der Aus- 
gangspunkt fur eine Verzweigung der Zuckerkette. Sie ist 
uber das anomere C-Atom an H3 des Aglycons (Signal c) 
gebunden. Die noch ausstehende Information uber die Kon- 
stitution der Zuckerkette kann aus Abbildung 2 entnommen 
werden. Es wurde hier das anomere Proton der Glucose-II- 
Einheit selektiv angeregt und die Magnetisierung auf alle 
weiteren Protonen dicses Zuckers verteilt. Das Korrelations- 
signal a belegt, daD der Rhamnosebaustein an Position 4 der 
Glucose-11-Einheit gebunden ist. Signal b fuhrt vom anome- 
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Abb. 1.2D-TOCSY-ROESY-Spektrum, selektive Anregung des H1-Atoms 
der Fucoseeinheit. Das anomere Proton des Fucosebausteins wird selektiv an- 
geregt und die Magnetisierung auf die Protonen H2, H3 und H4 dieses Bau- 
steins iibertragen. Nach dieser Vorbereitung wird das ROESY-Experiment 
durchgefuhrt. Im Spektrum sind augehend von Signalen der Fucose in F1 
Diagonalsignale zum gleichen Proton (negativ, gestrichelte Darstellung), 
schwache COSY-artige Signale (erscheinen in Antiphase), ROESY-Cross- 
Peaks (positiv, durchgezogene Linie) innerhalb des Zuckerbausteins und zu 
Protonen an den Verknupfungsstellen bendchbarler Zuckereinheiten zu erken- 
nen. Drei interglycosidische Signale (eingekreisl, a:Fuc-H2/Glc-I-H1, b:Fuc- 
H3/Glc-II-H1, c:Fuc-Hl/Aglycon-H3) belegen die Partialsequenz Glc-II- 
(1 - 3)-[Glc-I-(1 -+ 2-]Fuc-(l + 3)-Aglycon. Weiterhin sind ROE-Korrela- 
tionen innerhalb der Fucoseeinheit zu sehen: HI/H3. Hl/HS undH3/H5. In der 
F1-Dimension ist ein selektives TOCSY der Fucoseeinheit, in der F2-Dimen- 
sion des 'H-NMR-Spektrum von 1 a l s  Referenzspektrum abgebildet. 512 W- 
Datenpunkte, 40 Experimente, TOCSY-Mischzeit 70 ms, MeRzeit 4 min. 

ren Proton der Glucose-11-Einheit wieder zuruck zum H3- 
Proton der Fucose. 

Die Verwendung einer TOCSY-ROESY statt einer 
TOCSY-NOESY - P u l ~ f o l g e ~ ~ ~  ist fur Molekiile mittlerer 
GroRe wie Verbascosaponin notwendig, da hier die Kern- 
Overhauser-Effekte (NOE) klein oder nicht vorhanden 
sind"']. Voraussetzung fur eine Sequenzierung der Zucker- 
kette ist die Zuordnung der Protonensignale, z.B. durch ein 
COSY-Spektrum. Das selektive TOCSY-ROESY-Experi- 
ment ermoglicht auch bei starken Signaliiberlagerungen eine 
eindeutige Sequenzierung. Liegen allerdings Signale der se- 
lektiv angeregten Zuckereinheit genau iibereinander, kann 
auch diese Methode keine Ergebnisse liefern. Die beschriebe- 
ne MeMechnik kornbiniert ausschliel3lich die Vorteile der 
selektiven Anregung (Frequenzselektivitat, geringerer Zeit- 
und Speicherbedarf) mit denen der 3D-Spektroskopie (Dis- 
persion in eine zusatzliche Frequenzdimension und dadurch 
Erzeugung von Teilspektren). Die vollstandige Sequenzana- 
lyse von 1 gelang uns innerhalb von 10 Minuten durch Auf- 
nahme der beiden Spektren in Abbildung 1 und 2. Die Struk- 
turbestimmung von Oligosacchariden ist mit dieser Methode 
wesentlich vcreinfacht. 

Experimentelles 
Die NMR-Spektren wurden nut einem Bruker AMX-500-Spektrometer ('H- 
NWR-Frequenz 500 13 MHz) aufgenommen und an einem Aspect-X32-Rech- 
ner mit dcm UXNMR-Programm bearbeitet 5 mm inverser Probenkopf, 
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Abb. 2. 2D-TOCSY-ROESY-Spektrum, selektive Anregung des HI-Atoms 
der Glucose-11-Einheit. Das anomere Proton der Glucose-11-Einheit wird selek- 
tjv angeregt, die Magnetjsierung auf allc anderen Protonen des Glucoscbau- 
steins iibertragen und anschlieljend das ROESY-Experiment durchgefuhrt. 
Zwei interglycosidische ROE-Kreuzsignale (eingekreist, a:Glc-II-4/Rha-l, 
b:Glc-II-l:Fuc-3) belegen die Partialsequenz Rha-(1 - 4)-Fuc. Mit diesem und 
dem Experiment in Abbildung 1 sind somit Sequenz und Verknupfungsstellen 
von 1 vollstindig bestimmt. Folgende intraglycosidische ROE-Signale der Clu- 
cose-11-Einheit sind zu sehen: HljH3, HliHS und H3jH5. In der F1-Dimen- 
sion ist ein selektives TOCSY der Glucose-11-Einheit, in der F2-Dimension das 
'H-NMR-Spektrum von 1 als Referenzspektrum abgebildet. 512 W-Daten- 
punkte, 40 Experimente. TOCSY-Mischzeit 70 ms, MeRzeit 4 min. 

Losungsmittel: 0.2 mL [D,]Methanol:[D,]Pyridin (3:2), Probenmenge 
3 x mol, Temperatur: 310 K.  Das CD,OD-Signal wurde als interne Refe- 
renz benutzt ('H-NMR: 6 = 3.3). 
Pulssequenz fur das selektive 3D-TOCSY-ROESY-Experiment : 9n"-soft-dl- 
[MLEV-17]-t,-[Spin-Lock]FID (tJ; 90'-Softpulslange P1: 70 ms (64 dB, trun- 
cation level 1 %), TOCSY Mischzeit: 70 ms (60 MLEV-17-Cyclen mit jcweils 
zwei Trim-Pulsen van 2.5 ms LPnge), ROESY-Spin-Lock-CW-Puls: 250 ms, 
dl  =l/J-P1/2, '&,,HZ ~ 7 . 8  Hz (Fucose und Glucose) Aquisitionszeit + Re- 
laxionsdelay: 300 ms, 8 Scans, 512-W-Datenpunkte, 40 Inkremente Melj- 
zeit 4 min. Ein GauB-Puls ist sehr selektiv und bietet Vorteile gegentber Daule- 
oder Halbgaulj-Pulsen. Ein selektiver Anregungspuls von 70 ms wurde ge- 
wzhlt, um die gewiinschte Selektivitlt zu erreicben. Der darauf folgende 
TOCSY-Transfer erfordert Inphase-Magnetisierung. Da der dafur erforderli- 
che Delay (Wartezeit) (dl = 1/J-P1/2 = 95 ms) einen Empfindlichkeitsverlust 
durch Relaxation mit sich hringt, wurde der Delay moglichst klein gewahlt 
(5 ps). Der Emptindlichkeitsverlust durch den Anteil an Antiphase-Magnetisie- 
rung wurde in Kauf genommen. Dies bietet den weiteren Vorteil, daR d l  nicht 
fur verschiedene Kopplungskonstanten justiert werden mu& 
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