ZUSCHRIFTEN

Kohlenhydrat-Aren-Wechselwirkungen
bestimmen das Konformerengleichgewicht
eines beweglichen Glycophans in Wasser**

Juan Carlos Morales und Soledad Penadés*

Bei der Kohlenhydraterkennung ist das Zusammenwirken
vieler schwacher intermolekularer Wechselwirkungen ent-
scheidend. Was wir heute iiber diese wissen, stammt im
wesentlichen aus Kristallstrukturanalysen und NMR-spek-
troskopischen Untersuchungen von Komplexen aus Oligosac-
chariden und Lectinen, Antikorpern oder Periplasma Pro-
teinen.[! Diese Studien ergaben, daB solche Komplexe nicht
nur durch die bei biologischen Assoziaten iiblichen intermo-
lekularen Wechselwirkungen (Wasserstoffbriicken, van-der-
Waals-Krifte und Hydrophobie-Effekte) stabilisiert werden;
sondern auch durch Stapelwechselwirkungen zwischen aro-
matischen Seitenketten und Kohlenhydrateinheiten.*?l Ne-
ben den Wechselwirkungen auf atomarer Ebene sind durch
die Bindung verursachte Verdnderungen der Oligosaccharid-
konformation®®! und Desolvatationseffekte™ von entschei-
dender Bedeutung fiir die mit der Kohlenhydraterkennung
einhergehenden Struktur- und Energieédnderungen. In Losung
liegen Oligosaccharide als Konformeren-Ensemble vor, und
die Proteine binden an bestimmte, in Losung bereits existie-
rende Oligosaccharidkonformere oder induzieren beim Bin-
den Veridnderungen im Oligosaccharid. Dieser Prozef3 wirkt
sich auf die Thermodynamik der Bindungsbildung aus;!
deshalb ist es wichtig, die Faktoren zu kennen, die bestimmen,
welche Konformation gebunden wird. Die Flexibilitdt der
Oligosaccharide und das Fehlen starker intermolekularer
Wechselwirkungen erschweren diese Untersuchungen aufler-
ordentlich.P!

Modellsysteme konnen helfen, diese molekularen Aspekte
der Kohlenhydraterkennung zu verstehen. Schon friither
haben wir neuartige Modellrezeptoren (Glycophane) entwor-
fen und synthetisiert, um die Bindung von Kohlenhydraten in
Wasser zu untersuchen.’! Glycophane bestehen aus Disac-
chariden und aromatischen Bauelementen und konnen als
Cyclodextrin/Cyclophan-Hybride angesehen werden. Mit
diesen Modell-Rezeptoren konnten wir erstmals die Existenz
von lipophilen Wechselwirkungen zwischen Kohlenhydrat-
oberfldchen in Wasser beweisen.[! Wir beschreiben hier die
Synthese von zwei neuen Glycophanen, 1 und 2, die aus
Maltose (4-O-(a-D-Glucopyranosyl)-D-glucopyranose), dem
Disaccharidbaustein der Cyclodextrine, und (4-Hydroxyme-
thyl)benzoesdure als aromatischem Segment bestehen. Die
Verkniipfung des aromatischen Rings mit der 4'- und 6'-
Position im Maltosemolekiil fiihrt zu Unterschieden zwischen
den Modell-Rezeptoren und Cyclodextrinen beziiglich Flexi-
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bilitdt und Topologie. Das erméglichte es uns, den Einfluf der
Maltose-Préasentation auf die Wechselwirkungen zwischen
diesen Rezeptoren und einigen géngigen Liganden zu stu-
dieren. Wir legen hier Beweise dafiir vor, daf3 die Kohlen-
hydrat/Aren-Stapelwechselwirkungen fiir das dynamische
Verhalten des beweglicheren Glycophans 2 wichtiger sind
als Wasserstoffbriickenbindungen. Glycophan 2 nimmt in
Wasser infolge von intramolekularen Wechselwirkungen
zwischen einer Glucoseeinheit und einem Phenylring eine
gefaltete Konformation ein. Diese Wechselwirkung induziert
eine Anderung in der Verteilung der Maltosekonformere, die
bei dem weniger beweglichen Glycophan 1 nicht beobachtet
wird.

Zu diesem ,hydrophoben Kollaps“ kommt es nur in
Wasser, nicht in Methanol oder Dimethylsulfoxid (DMSO).
Informationen iiber die unterschiedlichen Konformationen
von 1 und 2 wurden aus NMR-spektroskopischen Unter-
suchungen sowie Kraftfeldrechnungen und Molekiildynamik
(MD)-Simulationen erhalten. Modellsysteme fiir das Studium
des Bindungsverhaltens von Kohlenhydraten in Wasser auf
der Grundlage von Zucker/Aren-Wechselwirkungen wurden
schon friiher beschrieben.®!
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Das Glycophan 1 wurde aus Maltose synthetisiert, das
Glycophan 2 wurde durch spontane Transacylierung von
Glycophan 1 in Wasser in fast quantitativer Ausbeute
erhalten.’] Relativ zu den Signalen der entsprechenden
Protonen in den Referenzverbindungen 1 und 3 sind die
Signale der Protonen H1, H2 und H4 von Verbindung 2
deutlich hochfeldverschoben (um bis zu 0.4 ppm) - ein
deutlicher Hinweis auf die starke Anndherung der aromati-
schen Ringe and die f-Seite der Glucoseeinheiten. Nach
Kalottenmodellen bedingt diese Néhe, dafl das Glycophan 2
in einer gefalteten Konformation vorliegt, in der die Maltose-
einheit eine andere Konformation einnimmt als in fester
Maltose und in Cyclodextrinen.'’>/ Um zu priifen, ob Wech-
selwirkungen zwischen Zucker- und Arenbaustein die Trieb-
kraft fiir diese Konformationsdnderung sind, wurden zusétz-
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Tabelle 1. Die wichtigsten 'H-chemischen Verschiebungen (8-Werte) von 1, 2 und 3 bei 30°C in verschiedenen Losungsmitteln.

1 2 3
D,O0 MeOH DMSO D,0 MeOH DMSO D,0 MeOH DMSO
H1 5.08 5.24 4.87 4.67 5.14 4.85 5.04 5.09 4.71
H2 3.63 >3.7 >3.2 321 >3.6 >3.2 3.61 3.67 >3.2
H4 3.62 >3.7 >32 3.45 >3.6 >3.2 3.67 3.75 >32

liche Untersuchungen durchgefiihrt. Ein Vergleich der 'H-
NMR-Spektren von 1, 2 und 3 in [D,]Methanol offenbart
dhnliche Werte fiir die chemischen Verschiebungen der
Protonen H1, H2 und H4 der reduzierenden Glucoseeinheit
in den drei Verbindungen. Das gleiche Ergebnis wird in
[D¢]DMSO erhalten, in dem hydrophobe Wechselwirkungen
ebenfalls nicht begiinstigt werden (Tabelle 1). Im Gegensatz
dazu wird bei Zugabe von [D,]Methanol zu einer Losung von
2 in D,0O eine starke Entschirmung (bis zu 0.70 ppm) der
Protonen H1, H2 und H4 der reduzierenden Glucoseeinheit
beobachtet, wihrend die iibrigen Protonen eine normale
Tieffeldverschiebung von etwa 0.20—0.33 ppm erfahren — ein
Hinweis auf ein Gleichgewicht zwischen verschiedenen Kon-
formeren. Auch die Temperatur beeinfluft dieses Gleich-
gewicht (Abb. 1): Durch Abkiihlung wird das Gleichgewicht
zugunsten des Konformers mit Zucker/Aren-Wechselwirkun-
gen verschoben, wie die Hochfeldverschiebung der Signale
der Protonen H1, H2 und H4 beweist. Eine Temperaturerho-
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Abb. 1. 500 MHz-'H-NMR-Spektren von Glycophan 2 in D,O bei unter-
schiedlichen Temperaturen.

674

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1998

hung begiinstigt die anderen Konformere. Im Fall des Glyco-
phans 1 und der Verbindung 3 verursachen Temperaturidn-
derungen keine signifikanten Anderungen der chemischen
Verschiebungen. In [Dy]Methanollésung dndern sich die che-
mischen Verschiebungen iiber einen breiten Temperaturbe-
reich (—50-55°C) weder fiir 1 noch fiir 2 und 3 nennenswert.

Kraftfeldrechnungen mit einem Monte-Carlo(MC)-An-
satz[! liefern fiir das Glycophan 1 nur eine Gruppe eng
verwandter Konformere (Abb.2A); dabei nehmen die Glu-
coseeinheiten die erwartete *C,-Sesselkonformation ein, und
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¥

Abb. 2. Stereobilder der Minimumskonformation von Glycophan 1 (A)

sowie dreier Konformere von Glycophan 2 (B), die durch Monte-Carlo-
Suche ermittelt wurden.

die interglycosidischen Winkel @ (H1'-C1-O1-C4) und vy
(C1-O1-C4-H4) betragen —4° bzw. —30°. Dieses Minimum
dhnelt dem Minimum B (—3° bzw. —30°), das man fiir
Maltose in Losung gefunden hat.['?®l Der glycosidische Winkel
@, (H1-C1-O1-CH,) ist 68°, in Ubereinstimmung mit dem
exo-Anomereneffekt; der Torsionswinkel 3, (C1-O1-CH,-
Cpy) von — 170° ermoglicht es dem Rezeptor, einen Hohlraum
zu bilden. Alle Konformere haben eine Wasserstoffbriicke
zwischen 2'-OH und 3-OH. Diese Minimumstruktur dhnelt
der von Cyclodextrinen. Fiir das Glycophan 2 wurden bei der
MC-Suche drei Gruppen von Konformeren gefunden
(Abb.2B). Das globale Minimum I zeigt eine ,,gefaltete
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Struktur mit zwei Zucker/Aren-Wechselwirkungen. Die in-
terglycosidischen Winkel @/¥ betragen etwa —55°/ — 60°, der
Winkel y weicht etwas vom Minimum A (&/¥ — 60°/ — 40°)
ab, das fiir Maltose und Maltosederivate in Losung bestimmt
wurde.l'”) Der Winkel &, betrigt 69°, der Winkel ¥, nimmt
dagegen einen Wert von 70° an, um die Stapelbildung
zwischen aromatischem Ring und der 3-Seite der reduzieren-
den Glucoseeinheit zu ermdglichen (Glycophan 1: ¥, =
—170°). In dieser Konformation ist keine Wasserstoffbriicke
zwischen 2'-OH und 3-OH moglich. Die zweite Gruppe von
Konformeren (II) zeigt keine Zucker/Aren-Stapelwechsel-
wirkungen. Der Rezeptor nimmt aufgrund von sz-w-Flache/
Kante-Wechselwirkungen zwischen den aromatischen Ein-
heiten eine kompakte Form an. Die interglycosidischen
Winkel @/¥ dhneln mit 11°/15° denen, die man bei Maltose
im Festkorper findet.'! Dieses Konformer ist 22 kJmol™!
energiereicher als das ,,gefaltete Konformeren I. Die Kon-
formere der dritten Gruppe (III) haben eine dhnliche Energie
wie die Konformere II und sind alle asymmetrisch; sie zeigen
Zucker/Aren-Stapelwechselwirkung nur bei einer der redu-
zierenden Glucoseeinheiten. Diese Konformere sind Zwi-
schenstufen im Gleichgewicht zwischen den Konformeren I
und II (Abb.2B). Ergebnisse von MD-Simulationen!
bestitigen die Stabilitdt der fiir 1 und 2 bei der MC-Suche
gefundenen globalen Minima. Die Ausgangskonformationen
dndern sich im Verlauf der 500 ps-MD-Simulationen bei
300 K nicht. Auch die Konformere II und III von 2 sind bei
dieser Temperatur stabil. Bei hoheren Temperaturen (7 =
500 K) jedoch gehen diese Konformere durch eine Umwand-
lung der Konformation der glycosidischen Bindung — nach
300 ps bei der einen Maltoseeinheit und nach 400 ps bei der
anderen — in das globale Minimum I iiber, das wihrend der
weiteren MD-Simulation stabil ist.

Die Existenz der ,,gefalteten Konformation von 2 wurde
auch durch Vergleich von berechneten und experimentellen
ROEs (ROE =rotating frame Overhauser enhancement)
zwischen den Protonen H1" und H3 sowie H1' und H4 der
Maltoseeinheit bewiesen. Der Abstand zwischen diesen Pro-
tonen spiegelt die Konformation der glycosidischen Bindung
wider. Die ROEs wurden bei unterschiedlicher Temperatur
erhalten und auf den ROE von H1'/H2') bezogen. Die fiir 1
und 2 berechneten ROEs stammen aus MC-Berechnungen
unter Verwendung eines quantitativen Ansatzes mit einer voll
relaxierten Matrix.'¥! Fiir das Glycophan 1 findet man eine
gute Ubereinstimmung zwischen experimentellen und be-
rechneten ROEs (Tabelle 2). Das berechnete ROESY-Spek-
trum fiir 2 spricht dafiir, da tiberwiegend das ,gefaltete®
Konformer vorliegt, was einen schwachen experimentellen

H1/H4-ROE erwarten ldft. Tatsdchlich dhneln aber die
experimentellen ROEs von 2 bei 30°C denen von 1. Mit der
Temperatur nimmt jedoch auch das Verhiltnis zwischen H2'-
und H4-ROEs ab. Bei 8°C ist dieses Verhiltnis kleiner als
eins (Tabelle 2); das weist auf einen zunehmenden Abstand
zwischen H 1" und H4 hin — wie fiir vermehrtes Vorliegen des
»gefalteten Konformers von Glycophan 2 zu erwarten ist.
Des weiteren bestitigt die ausschlieBliche Beobachtung von
NOEs zwischen den aromatischen Protonen und den Pro-
tonen H2, H4 und H 6 der reduzierenden Glucoseeinheit bei
5°C (Abb. 3) eindeutig die Existenz der ,gefalteten* Kon-
formation in Wasser als Folge von intramolekularen Zucker/
Aren-Wechselwirkungen.
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Abb. 3. Schnitt durch die Signale der aromatischen Protonen in den 2D-
NOESY-Spektren (Brucker 600 MHz, 300 ms, 5°C, D,0) von 2, die
ausschlieBlich NOEs von Ha/H2, Ha/H4 und Hb/H6 des ,gefalteten*
Konformers zeigen. Oberes Spektrum: Schnitt durch das Signal des H,-
Protons, unteres Spektrum: Schnitt durch das Signal des H,-Protons. Unter
den Spektren sind die gefaltete Konformation von 2 und die erwarteten
NOEs (Pfeile) gezeigt.

Tabelle 2. Experimentelle und berechnete ROESY-Daten [%] fiir 1 und 2 bei verschiedenen Temperaturen in D,O bei 500 MHz.

1 2
30°C 30°C ber. 30°C 25°C 8°C ber. ber.
T-ROESY [a] ROESY ROESY TROESY TROESY TROESY ROESY[b] ROESY [c]
H1'/HY 4.6 (1.0)[d] 8.5 (1.0) 8.0 (1.0) 44 (1.0) 7.0 (1.0) 7.8 (1.0) 9.6 (1.0) 921 (1.0)
H1/H3 <1.0(0.1) <10(<01)  1.1(0.12) 1.4 (0.32) 1.2 (0.17) 1.2 (0.15) 3.3 (0.34) 2.92 (0.31)
HI1'/H4 75 (1.63) 107 (125) 143 (1.8) 7.4 (1.68) 7.0 (1.0) 53 (0.68) 22 (0.23) 6.94 (0.75)

[a] Die T-ROESY-Experimente (350 ms Mischungszeit) wurden durchgefiihrt, um die Hartmann-Hahn-Effekte zu minimieren. T. L. Hwang, A. J. Shaka, J.
Am. Chem. Soc., 1992, 114, 3157-3158. [b] Alle Konformere wurden beriicksichtigt. [c] ROEs berechnet fiir die Konformere II und IIL [d] Die Zahl in

Klammern gibt das Verhiltnis zwischen ROEs und H1'/H2" ROE wieder.
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Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, daf} die Maltose-
einheit im Glycophan 2 relativ beweglich ist und daf
Temperatur und Losungsmittel in Verbindung mit definierten
Zucker/Aren Wechselwirkungen das Konformerengleichge-
wicht dieser Verbindung beeinflussen. Cyclodextrine einer-
seits und die Glycophane 1 und 2 andererseits sind gute
Beispiele fiir die Prisentation des gleichen Disaccharids in
unterschiedlichen Konformationen. Darauf folgt, dal die
Maltoseeinheiten in diesen drei Verbindungen auch unter-
schiedliche Konformationsentropien haben sollten. Dies wie-
derum konnte die Thermodynamik bei der Bindungl®! dieser
Maltosehaltigen Verbindungen an einen Rezeptor, z.B. das
Maltose-bindende Protein, beeinflussen.

Eingegangen am 27. Juni,
verdnderte Fassung am 23. September 1997 [Z10609]
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Molekulare Magnete mit 7 .-Werten iiber 100 K
und Koerzitivfeldern bis zu 6500 Oe: Synthesen
von [M"(tcne),] - x CH,Cl, (M =Mn, Fe, Co, Ni)**

Jie Zhang, Jiirgen Ensling, Vadim Ksenofontov,
Philipp Giitlich, Arthur J. Epstein und Joel S. Miller*

Molekulare Magnete mit Spins, die an organischen Radi-
kalen lokalisiert sind, werden derzeit mit wachsenden Intersse
interdisziplindr untersucht.l:2 Zur Stabilisierung von mole-
kularen Magneten haben sich zwei Arten organischer Radi-
kale als besonders effizient erwiesen, die starke Elektronen-
acceptoren sind: Tetracyanethen (TCNE) und Dinitroxide.
Mit diesen konnten unterschiedliche Arten von mole-
kularen Magneten hergestellt werden — Metallocene und
Manganoporphryin-Elektronentransfer-Salze von TCNE
([FeCp,]"[TCNE]~, Cp* =Pentamethylcyclopentadienyl;
[Mn(tpp) |'[TCNE]~, H,TPP = meso-Tetraphenylporphryin)
sowie [Mn!(hfac),]-Dinitroxidaddukte (hfac =Hexafluorace-
tylacetonat) mit (Me,C,),(NO),CR (R=Me, Et, iPr),
[V(tcne),] - ySolvens®4 und auch einige Dinitroxide. Im
Unterschied zu den anderen Arten von molekularen Magne-
ten gibt es von den bei Raumtemperatur magnetischen
Verbindungen nur eine: [V(tcne),]-ySolvens; wegen der
hohen Ordnungstemperatur (7.~ 400 K) und der unbekann-
ten Struktur miissen noch weitere Verbindungen dieser
Stoffklasse zum Verstdndnis der chemischen und physikali-
schen Eigenschaften untersucht werden. Wir beschreiben hier
die Herstellung und vorlédufige Ergebnisse der Untersuchun-
gen der magnetischen Eigenschaften von [M(tcne),]-
xCH,Cl, [M=Fe (1), Mn (2), Co (3), Ni (4)].

1 wird durch Reaktion von Eisen(i1)-iodid,”! das in Form des
MeCN-Solvats verwendet wurde, und TCNE hergestellt.
Beide Reaktanten werden in CH,Cl, gelost, und beim
Mischen fillt schnell das Produkt aus. Nach Waschen mit
CH,CI, wird die Verbindung im Vakuum bei 30°C 14 Stunden
getrocknet.’) Das IR-Spektrum von 1 enthilt drei scharfe vy-
Banden bei 2221 (m), 2277 (s) und 2174 cm™! (s) (Tabelle 1),
deren Breiten von den Synthesevorstufen und anderen
Bedingungen abhiingen konnten® und deren Lagen mit
denen koordinierter TCNE'~-Ionen in Einklang sind. Sie
dhneln den v-Banden von [V(tcne),]-y CH,Cl,, sind aber
schirfer und treten bei hoheren Energien auf. Im Unterschied
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