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Abb. 1. Lineare Abhingigkeit des mittleren Volumens } der Wassertrépfchen von
der Zeit in einer inversen Wasser-in-Fluorkohlenstoff-Emulsion (95 % v/v Perfluoro-
octylbromid, 5% v/v Salzlosung, 2% (Perfluoroctyl)undecyldimorpholino-
phosphat F8C11DMP) a) nach 15 min Erhitzen auf 121 °C und b) nach Filtration
iiber eine 0.22-um-Sterilisiermembran. Die Einschiibe zeigen die Histogramme der
GroBenverteilung der erhitzten Emulsion, wie sie direkt nach der Herstellung (*)
und nach 140 Tagen bei 25°C (**) gemessen wurden. N = prozentualer Anteil der
Partikel mit einem bestimmten Radius «. Die Werte 0.29 + 0.02 um und
0.27 + 0.02 pm bezichen sich auf die mittleren Radien a.

Eine Reihe von Medikamenten, darunter Antibiotica (Doxy-
cyclin, Gentamycin, Erythromycin), vasoaktive Bronchodilata-
toren (Epinephrin, Tolazolin), mucolytische (Acetylcystein),
Antituberkulose- (Ethambutol, Pyrazinamid), cholinergene
(Acetylcholinchlorid), Glucocorticoid- (Prednison) und Antitu-
mor-Wirkstoffe (Cyclophosphamid), konnten in inversen Fluor-
kohlenstoff-Emulsionen ohne signifikanten Verlust der Stabili-
tit eingebaut werden. So wurde beispielsweise eine dhnliche wie
die zuvor beschriebene inverse Fluorkohlenstoff-Emulsion mit
0.1 mL einer wiBrigen Losung von Tolazolin (3% w/v in
2.5proz. NaCl-Losung) hergestellt. Der mittlere Teilchendurch-
messer, bestimmt durch Photosedimentationsmessungen, be-
trug nach der Préparation 0.15 um, nach der Hitzesterilisation
0.17 um und 0.23 um nach einem Monat Lagerung bei 25 °C.

Erste toxikologische Daten von Wasser-in-Fluorkohlenstoff-
Emulsionen sind ermutigend. Die intravendse Verabreichung
einer Dispersion von F8C11DMP in 0.9proz. NaCl-Losung an
Miiuse ergab bei Konzentrationen von bis zu 2 g kg~ Kdrper-
gewicht keine akute Toxizitdt (abgeschlossenes Versuchsproto-
koll; alle zehn behandelten Tiere iiberlebten), was auf einen
intravendsen LD -Wert von >2 g kg~ ! hinweist. Intraperito-
neale Verabreichung derselben, in Perfluorooctylbromid disper-
gierten Verbindung ergab einen intraperitonealen LD, ,-Wert
von etwa 4 gkg™!. Im Falle des FSC2DMP {liberlebten alle
zehn Tiere bei einer intraperitonealen Dosis von 2 g kg ™! Kér-
pergewicht. Auch zeigte keines dieser Tenside hdmolytische
Aktivitit. Eine reverse Emulsion (Perfluorooctylbromid, 95%
v/v; 09proz. wilrige NaCl-Losung in Wasser, 5% v/v;
F8C11DMP, 1% w/v) wurde intraperitoneal in zehn Miuse
injiziert (25 mL kg~ ' Korpergewicht); nach einem Monat wa-
ren alle Tiere noch am Leben. Wihrend dieser Zeit wurden
keine signifikanten Stérungen in ihrem Wachstum oder Verhal-

ten festgestellt. )
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LUCY - ein Programm zur Konstitutions-
ermittlung aus NMR-Korrelationsexperimenten**

Christoph Steinbeck*

Spitestens durch die Einfithrung der gradientenunterstiitzten
NMR-Spektroskopie sind MeBzeit und Aufwand fiir die Auf-
nahme zweidimensionaler CH-Korrelationen fiir Routinean-
wendungen vertretbar. Damit steht auch die zur Konstitutions-
ermittlung seit langem als sehr wertvoll geschitzte langreichwei-
tige CH-Korrelation (HMBC!!) weithin zur Verfiigung. Der
Gedanke, diese spektroskopischen Informationen in der com-
putergestiitzten, automatisierten Strukturaufklirung zu ver-
wenden, liegt nahe. Wenngleich Lindley et al. bereits 19831%1 die
Verwendung von 2D-Information in einem Computerpro-
gramm zur Strukturgenerierung aufzeigten, wurden erst zu Be-
ginn der 90er Jahre brauchbare Ansitze in CASE-Systemen
(Computer assisted structure elucidation) publiziert.

Mit LUCY wird nun ein Programm vorgestellt, mit dem auf
einem gewohnlichen PC die Konstitution einer unbekannten
Verbindung auf der Basis des HMBC-Experimentes bestimmt
werden kann. Benoétigt werden die Summenformel, das breit-
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bandentkoppelte ‘*C-, das DEPT-90-, das DEPT-135- sowie
das C,H-COSY-Spektrum (HMQCP!, HSQC™), Optional,
aber hilfreich, ist das H,H-COSY-Diagramm. Hier werden aus-
schlieBlich J,; ,-Kopplungen verwendet. Eine Auswertung des
DEPT-Spektrums und des C,H-COSY-Diagramms ermdglicht
dem Benutzer einen Ausschlul der geminalen Kopplungen im
H,H-COSY-Spektrum bei diastereotopen Protonen von CH,-
Gruppen. Weiterhin kdnnen Angaben dariiber gemacht werden,
ob ein C-Atom an ein Heteroatom gebunden ist oder nicht, etwa
wegen dessen chemischer Verschiebung oder CH-Kopplungs-
konstante.

Auch die Autoren von Programmsystemen, die zur Struktur-
aufkldrung 1D-NMR-, Massen- und IR-Spektren nutzten, ha-
ben in neuerer Zeit iiber die Verwendung von HMBC-Daten
berichtet!* ®1. Es wurden jedoch immer neue Module den bereits
existierenden Systemen hinzugefiigt. LUCY wurde speziell zur
Verwendung von HMBC-Daten entworfen.

Unser Verfahren verwendet diese zur Generierung gréferer
Kohlenstoffgeriistteile bereits im ersten Schritt der Strukturer-
mittlung. Die durch die DEPT-Experimente bekannten CH_ -
Fragmente (x = 0-3) sowie die Heteroatome werden in einem
rekursiven ProzeB [analyse_coloc()] zu sdmtlichen mdglichen
Interpretationen der vorliegenden langreichweitigen CH-Kopp-
lung kombiniert. Durch den Einsatz von 3J,; ;-Kopplungen ver-
ringert sich die Zahl der durchzufithrenden Kombinationen
deutlich. Der Algorithmus beruht auf der Annahme, daB die
HMBC-Kreuzsignale Reprisentationen von 2J; - oder 3J. -
Kopplungen sind. Zwei Atome C, und B—das Atom B kann ein
Kohlenstoffatom oder ein protonentragendes Heteroatom sein
— zwischen denen eine Korrelation C, — B—H besteht, werden
also direkt (*J,. ) oder iiber ein beliebiges weiteres Schweratom
der Matrix (*J. ) miteinander verbunden. *J. ;-Kopplungen
werden nicht beriicksichtigt, was bei der statistischen Seltenheit
solcher Kreuzsignale und dem enormen Anstieg der Rechenzeit
bei deren Beriicksichtigung gerechtfertigt erscheint. Durch diese
Fragmentgenerierung aus HMBC-Daten wird bereits eine au-
Berordentlich effektive Einschrankung der Losungsmenge er-
reicht und die zur Strukturgenerierung notige Zeit im Vergleich
zu einer auf HMBC-Daten basierenden Auswahl nach der Ge-
nerierung signifikant gesenkt. Hierdurch kann auf eine Auswahl
durch andere Regeln weitgehend verzichtet werden.

Immer wenn wihrend der Auswertung der HMBC-Daten ei-
ne giiltige Interpretation aller HMBC-Signale im Sinne der oben
genannten Regeln gefunden wurde, wird der Strukturgenerator
make_bond() zur Vervollstindigung der Konnektivitidtsmatrix
verwendet. Die entstandene Struktur wird von der Routine test_
global{) noch einigen benutzerdefinierten Auswahlkriterien
{z.B. AusschluB bestimmter RinggréBen) unterworfen und dann
als Strukturformel angezeigt (zur Darstellung wird ein von Ugi
entwickelter Algorithmus!® verwendet).

Das Programmsystem besteht aus zwei Teilen (Abb. 1). Die
Oberfliche LUCY (structure eLUCIdation), die unter MS-
Windows 3.1, Windows 95 und WindowsNT implementiert
wurde, ermoglicht die komfortable Datencingabe, wihrend die
Rechnung von dem Modul MOL durchgefiihrt wird. Jeder mo-
derne PC {mindestens Intel-80486-Prozessor) ist verwendbar.
Die Strukturermittlung kann durch die Zweiteilung des Pro-
grammes auch auf einen anderen Rechner, z.B. eine Worksta-
tion, ausgelagert werden.

Die Leistungsfihigkeit des Systems wird an zwei Beispielen
gezeigt. Munk und Christie!™ fithrten 1991 die Strukturbestim-
mung des Monochaetins (C,3H,,05) unter Verwendung von
DEPT-, H,H-COSY- sowie C,H-COSY-Spektren und
CH-Weitbereichskorrelation mit dem System COCOA/
INFER2D durch. Die Konstitution dieses Pilzmetaboliten war
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Graphische Oberfliche LUCY

Eingabe der spektroskopischen Daten
Vorauswertung der Daten (Preprocessing)
Aufruf von Strukturermittler MOL

Anzeige der von MOL gefundenen Daten

Ra—

Strukturermittier MOL

arpeitet mit der Bindungsmatrix
mol_matrix(Nicht-Wasserstoff-Atome x Nicht-Wasserstoff-Atome)

Routine analyse_coloc()

- suchtunbehandeltes COLOC-
Signai

- interpretiert COLOC-Signal erst
als “Jen-Kopplung,

- dann als 3Jm-Ko;::;;:Iung

~ und behandel nacheinander alle Heteroatomen erlaubt/nicht
COLOC-Signale. erlaubt...)

- Viele Kombinationen werden - Ruft beivollstandiger Matrix die
sich gegenseitig ausschlieBen Endkontrolle test_global(} auf

- Wenpn eine Behandlung aller
COLOC-Signale ohne Ausschiuf
mbglich war:

- make_bond()-Aufruf

Raoutine make_bond()

- vervollstandigt
Bindungsmatrizen, die
analyse_coloc{} ihr liefert.

- Befolgt Filterregein {minimale
Ringgréfe, Bindungen zu

Routine test_global()

testet:

— ob die Matrix ein zusammenhédngendes Maleki!
enthélt

- ob das gleiche Molekil schon einmal gefunden wurde
(Graphen-isomorphismen)

- ob die Matrix Ringe enthélt, die eine vorgegebene
GroRe unterschreiten

- ob nicht erlaubte Bindungen zwischen Hetero-
Atomen vorliegen.

Wenn alle Tests bestanden sind, wird das Molekil
gespeichert.

Abb. 1. Aufbau des Programmsystems LUCY.

bereits 1986 konventionell aufgeklirt worden!"\. Sie erhielten
sechs Strukturen, darunter die korrekte.

Dieselben experimentellen Daten!™! wurden fiir eine Struktur-
bestimmung mit LUCY verwendet (Tabelle 1, Abb. 2). Das

Tabelle 1. Zur Berechnung der Monochaetinstruktur [a] verwendete Daten.
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Atom DEPT éc CH-COSY- HMBC- H.H-COSY-
Kreuzsignale Kreuzsignale Kreuzsignale
mit dy mit oy mit &y [b]

C-1 C 205.94 4.05, 3.76, 1.11

C-2 C 191.77 1.32

C3 C 169.10 4.05

C4 C 158.52 6.79, 6.02, 2.13

C-5 C 145.52 6.79, 6.02

C-6 CH 14330 6.79 3.76

C-7 C 116.22 6.79, 6.02, 5.29, 3.76

C-8 CH 107.04 6.02 529,213

C-9 CH 105.73 5.29 6.02

c10 C 82.55 5.29,3.76, 1.32

C-11  CH 52.13 4.05 3.76 3.76

C-12 CH 46.70 3.19 1.11 1.81/1.48, 1.11

C-13 CH 43.66 3.76 4.05, 1.32 4.05

C-14 CH, 26.27 1.81/1.48 1.11 3.19,0.97

C-15 CH, 19.49 213 6.02

C-16 CH, 18.92 1.32 3.76

C-17 CH, 14.39 1 3.19

C-18 CH, 1145 097 1.81/1.48

[a] Die Verschiebungen diastereotoper Protonen, die zur selben CH,-Gruppe
gehoren, sind durch Schrigstrich getrennt. [b] Bei den dy-Werten in der Spalte
H H-COSY handelt es sich um Kreuzsignal-Koordinaten, deren zugehorige Werte
sich in der Spalte C,H-COSY befinden. Dies gilt auch fur die Daten in Tabelle 2.
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Abb. 2. Von LUCY berechnete Lésung des Monochaetin-Problems.

System vollzieht eine minimale Vorauswertung, in der es wegen
der 1*C-chemischen Verschiebung das Signal bei §. =169 einem
Carbonsidurederivat (COO-Funktion) und die Signale bei
Oc = 205 und d. =191 zwei Ketofunktionen (> C=0) zuord-
net. Diese Vorauswertung ist zur Zeit noch nicht abschaltbar,
kann aber korrigiert werden.

LUCY erhilt unter Windows 95 auf einem mit 100 MHz ge-
takteten Pentium-PC in etwa einer Minute die korrekte Struktur
als einziges Ergebnis.

Das System wurde an vielen anderen Beispielen aus unserer
taglichen Arbeit getestet!* ), Abbildung 3 zeigt die von LUCY
errechneten mit den Daten aus Tabelle 2 kongruenten sechs Lo-
sungen des Polycarpol-Problems!®), die groBte von uns bisher
getestete Matrix. Das Programm bendtigte unter den bereits
genannten Bedingungen zwei Stunden fiir die Rechnung.

Eingegangen am 9. Februar 1996 [Z 8801]
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Tabelle 2. Zur Berechnung der Polycarpolstruktur verwendete Daten.

Atom DEPT éc C,H-COSY- HMBC- H,H-COSY-
Kreuzsignale Xreuzsignale Kreuzsignale
mit dy mit Jy mit 3y [a]

C-1 C 146.0 6.00, 2.00/2.26, 1.01

C-2 C 142.0 5.30, 1.04

C-3 C 131.0 1.66, 1.60

C-4 CH 125.5 5.20 1.66, 1.60

C-5 CH 122.0 6.00 2.05/2.14 2.05/2.14

C-6 CH 116.3 5.30 2.00/2.26 2.00/2.26

C-7 CH 79.0 315 1.68

C-8 CH 74.8 4.30 1.04 1.83/1.93

C-9 C 52.5 1.04, 0.64

C-10 CH 49.7 1.14 1.00, 1.01, 0.91

C-11  CH 49.3 1.65 0.87, 0.64 1.83/1.93

c-12 C 44.4 5.30, 1.65, 1.04, 0.64

C-13 CH, 398 1.83/1.93 4.30, 1.65

C-14 C 39.0 1.14, 1.00, 1.68, 0.91

C-15 CH, 38.8 2.00/2.26 0.64 5.30

CcC-t6 C 37.7 1.14, 1.68, 1.01

C-17 CH, 36.8 1.07/1.45 0.87

C-18 CH 36.4 1.32 0.87 0.87

C-19 CH, 36.3 1.38/1.92 1.01 1.68

C-20 CH, 283 1.00 0.91

C-21  CH, 279 1.68 3.15,1.38/1.92

C-22  CH, 259 1.66 1.60

C-23  CH, 25.3 2.00

C-24  CH, 233 2.05/2.14 6.00

C-25  CH, 23.0 1.01 1.14

C-26 CH, 18.7 0.87 1.32

C-27 CH, 17.8 1.60 1.66

C-28 CH, 17.5 1.04

C-29 CH, 16.1 0.64 1.65, 2.00/2.26

C-30 CH, 16.0 0.91 1.14, 1.00

[a] Siehe FuBnote [b] in Tabelle 1.
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Abb. 3. Von LUCY berechnete Lésungen des Polycarpol-Problems. Es wurden nur Konnektivitiiten gezeichnet, keine Bindungsord-

nungen.
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