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Bei der klassischen NMR-spektroskopischen Bestimmung
der Konformation eines Biomolekiils!! werden aus der
skalaren Kopplung 3/ und der 'H-'H-Dipol-Dipol-Kreuzrela-
xationsgeschwindigkeit, die eine 1/r°-Abhingigkeit aufweist
(r=Kernabstand), Diederwinkel bzw. Abstinde ermittelt.
Diese Methode liefert allerdings nur Strukturinformationen
iiber kurze Entfernungen (iiber wenige Bindungen bei der
skalaren Kopplung und iiber Abstidnde von weniger als 5 A
bei der Relaxation). Da so nur wenige Parameter pro Kern
gemessen werden konnen, kann die Fehlerhdufung (z.B. bei
Multidoménproteinen, Oligosacchariden oder Oligonucleoti-
den) zu einer ungenauen Gesamtstruktur fithren. Um dieses
Problem zu vermeiden, wurde ein anderer Ansatz vorge-
schlagen, bei dem zusitzlich Strukturdaten verwendet wer-
den, die relativ zu einem absoluten molekularen Rahmen
definiert sind.>3! Besonders interessant sind Methoden, bei
denen die Rest-Dipol-Dipol-Kopplung genutzt wird.> 4 Da
diese Dipol-Dipol-Kopplungen wegen der fast isotropen
Drehung (tumbling) der Losungsmittelmolekiile im Mittel
nahezu Null (einige Zehntel Hz) betragen, ist es notwendig,
diese Bewegung anisotroper zu machen. Dies kann erreicht
werden, indem man die wéssrige Phase gegen ein anisotropes
Medium austauscht, wie z.B. eine magnetisch orientierte
Mesophase.! Dann tritt eine Kopplung D zusitzlich zur
iiblichen skalaren Kopplung J auf, wodurch die Signale um
einige wenige Hz weiter aufgespalten werden.P! Indem man
Spinpaare mit bekannten Abstinden verwendet (z.B. jede
C-H- oder N-H-Bindung), kann man schlieBlich genauere und
iber grofere Abstinde reichende Strukturinformationen
erhalten.!
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Es gibt derzeit vier Arten organisch/biologischer Fliissig-
kristalle (LC), die erfolgreich fiir diesen Zweck verwendet
werden: Bicellen auf Tensidbasis,* ®7 purpurfarbene Mem-
branen,® Phagen und Cellulosemikrokristalle.'”! Im Fol-
genden verwenden wir anorganische Fliissigkristalle (mineral
liquid crystals, MLCs),"l um ein anisotropes Medium zu
erhalten. Diese haben zahlreiche grundlegende Vorteile:
1) Einige MLCs konnen durch Anlegen eines Magnetfelds
gut orientiert werden,'” wobei nur kleine Mengen des
anorganischen Materials benotigt werden (1-3 Gew.-%,
gegeniiber 5—30 Gew.-% bei Bicellen, 10 Gew.-% bei purpur-
farbenen Membranen, 5 Gew.-% bei Phagen und 8 Gew.-%
bei Cellulose). 2) Diese MLCs, die sich bisweilen in polaren
Losungsmitteln auler Wasser bilden, geben nematische
Phasen, die iiber lange Zeit (einige Jahre) und iiber einen
groBBen Temperaturbereich (Existenzbereich des fliissigen
Losungsmittels) stabil sind. Hierin unterscheiden sie sich
wesentlich von organischen LC-Systemen, deren Stabilitit oft
ein experimentelles Problem fiir die genannte NMR-Methode
ist.'1 3) Das geloste Biomolekiil kann nach dem Experiment
sehr einfach nach Féllung des Mineralkolloids zuriickgewon-
nen werden. 4) SchlieBlich ist eine Isotopenmarkierung des zu
untersuchenden Molekiils tiberfliissig, da das Medium keine
'H- oder *C-Kerne enthilt, wihrend bei organischen Fliissig-
kristallen das NMR-Spektrum wegen des hohen Verhéltnisses
von LC- zu Biomolekiilen von den Signalen ersterer domi-
niert wird. Dies ist sichtlich ein groBer Vorteil, besonders fiir
Systeme wie Oligosaccharide oder Oligonucleotide, deren
chemische Markierung préparativ schwierig und dariiber
hinaus teuer ist. Im Folgenden wird das Potential solcher
MLC:s fiir die NMR-spektroskopische strukturelle Charakte-
risierung aufgezeigt. Wir berichten iiber die Bestimmung der
Rest-Dipol-Dipol-C-H-Kopplung an einem unmarkierten,
das Lewis*-Motiv enthaltenden Pentasaccharid (siche Abbil-
dung 1) in einer einfach herzustellenden und leicht hand-
habbaren wissrigen Suspension von Vanadiumpentoxid
(V,05).

In ihren Untersuchungen des Verhaltens von wéissrigen
Suspensionen von V,05 im magnetischen Feld, haben David-
son und Mitarbeiter gezeigt, dass das Phasendiagramm einer
V,0;-Suspension in Wasser eine Konzentrationsdoméne auf-
weist (0.13 < ¢ < 0.2M), in welcher die nematische Phase flie3t
und leicht durch das magnetische Feld ausgerichtet werden
kann.['# 1] Wir entschlossen uns deshalb, mit einer V,O;s-
Konzentration etwas oberhalb von 0.13m und bei pH 2.5 zu
arbeiten. Die 'H- und '*C-NMR-Verschiebungen eines in
einer wissrigen V,0s-Suspension gelosten Pentasaccharides
waren identisch mit denen in reinem D,O. Die dynamischen
Eigenschaften des Zuckers im nematischen Medium werden
in der erwarteten Weise beeinflusst. Die Erhohung der
lokalen Korrelationszeiten, die aus Off-Resonance-'H-Di-
pol-Dipol-Kreuzrelaxationsgeschwindigkeiten abgeleitet
wurden,'l wird durch die hohere Viskositit der Losung
verursacht. Dies fiihrt zur erwarteten Erhohung der longitu-
dinalen und der transversalen Selbstrelaxationsgeschwindig-
keiten der Protonen und weist darauf hin, dass paramagne-
tische Verunreinigungen in V,05 (V') kaum einen Einfluss
haben. Der Unterschied zwischen den 'H-13C-Aufspaltungen
(J+ D) des in MLC gelosten Pentasaccharids und den
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entsprechenden J-Werten in reinem D,O bei gleichem pH-
Wert sind in Abbildung 1 gezeigt und liegen zwischen —4.4
und 15.7 Hz.['"®l Die D-Werte sind viel gréBer als die experi-
mentellen Ungenauigkeiten der Messungen;["! sie koénnen
nicht durch einen Relaxationsmechanismus erkldrt werden,
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Abbildung 1. Uberlagerung einer Region der "“C-'H-Korrelationsdia-
gramme des Pentasaccharids gemessen in reinem D,O (helle Kreuzpeaks;
der Klarheit halber wurde dieses Spektrum um 0.15 ppm entlang der *C-
Dimension verschoben) und im MLC-Medium (dunkle Kreuzpeaks). Da
keine Entkopplung wihrend der Messung angewendet wurde, konnen die
D-Werte bestimmt werden. Fiir die drei gezeigten C-H-Paare, die dem C-4
der sulfatierten Galactoseeinheit, dem C-4 der Galactoseeinheit und dem
C-3 der Fucoseeinheit entsprechen (von links oben nach rechts unten),
erhilt man D =8.3, 2.0 bzw. — 0.4 Hz.

da dieser auch die natiirliche Linienbreite der Peaks in
mindestens der gleichen Grofenordnung beeinflussen
miisste.?” 2!l Wir kénnen deshalb mit Sicherheit diese zusitz-
lichen Aufspaltungen auf Rest-Dipol-Dipol-Kopplungen zu-
riickfithren. Diese Interpretation wird dadurch bestétigt, dass
die D-Werte fiir alle axialen C-H-Bindungen jeder Pyrano-
sideinheit dhnlich groB sind.!'s 22

Bemerkenswert ist, dass bei solch niedriger MLC-Kon-
zentration (<2.4 Gew.-%) sowohl im 'H- als auch im *C-
NMR-Spektrum relativ groBe Unterschiede in den Signalauf-
spaltungen fiir ein so kleines Molekiil auftreten. Demgegen-
iiber verwendeten Bolon und Prestegard? sowie Martin-
Pastor und Bush®*! etwa 20 Gew.-% DHPC/DMPC (DHPC,
DMPC = 1,2-Dihexanoyl- bzw. 1,2-Ditetradecanoyl-sn-glyce-
ro-3-phosphacholin) in Wasser, um die Ausrichtung von
Oligosachariden dhnlicher Grof3e zu messen. Hierbei wurde
die Orientierung des Biomolekiils durch einen Ausschlussvo-
lumen-Effekt erreicht;?* da die Anisotropie des Biomolekiils
gewohnlich klein ist, bedarf es eines groSen Volumenanteils
an Bicellen, um es teilweise zu orientieren.?* ! Fiir V,0s
nimmt man an, dass der Mechanismus der Orientierung mehr
dem bei purpurfarbenen Membranen dhnelt, bei dem das
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Biomolekiil hauptséchlich durch elektrostatische Wechselwir-
kungen zur stark geladenen Oberfldche sowie durch zahlrei-
che mogliche Wasserstoffbriickenbindungen orientiert wird.
Die Orientierungtensoren des Biomolekiils in diesen beiden
Medien (V,0s5 und Bicellen) sind daher erwartungsgeméif
verschieden, was ein weiterer Grund fiir die Entwicklung
neuer anisotroper Medien in Hinblick auf noch genauere
Strukturaufkldrungen ist.”

Wir haben hier gezeigt, dass die Verwendung von MLCs in
leicht handhabbarer, niedriger Konzentration (2-3 Gew.-%)
neue Wege fiir die Messung der Rest-Dipol-Dipol-Kopplung
eines Biomolekiils eroffnet, ohne dass eine Isotopenmarkie-
rung erforderlich ist. Unseres Wissens ist dies die erste
Anwendung der mesogenen Eigenschaften eines MLC. Da
V,0s-Bédnder nur im pH-Bereich von 1 bis 3 stabil sind, ist es
schlieBlich wichtig, MLCs zu finden, die bei hoheren pH-
Werten verwendet werden konnen. Untersuchungen hierzu
sind im Gange. Dariiber hinaus untersuchen wir derzeit
weitere bekannte MLCs wie Montmorillonit(Smektit)-
Tone,*! Tmogolit-Nanordhrchen (Aluminosilicate),?”! Boh-
mit-Stibe (y-AIOOH)P? und Gibbsit-Scheiben (Al(OH),)?
in ihrer reinen Form sowie dotiert mit paramagnetischen
Metallen, die die Ausrichtung im Magnetfeld fordern.

Experimentelles

Synthese: Die verschiedenen Moglichkeiten zur Synthese wéssriger V,0s-
Suspensionen wurden kiirzlich beschrieben.*! Fiir unsere NMR-Messun-
gen, in denen wir nichtaustauschbare Protonen untersuchten, war es
notwendig, deuteriertes Wasser (D,0>95%) zu verwenden. Um mit
moglichst geringen D,0O-Mengen auszukommen, haben wir die Synthese an
Ionenaustauschern in kleinem MaBstab durchgefiihrt.’> 3 In einem
typischen Ansatz wurden 6.5 mL Natriummetavanadat in reinem D,O
(99.90% D, Euriso-Top) gelost ([NaVO;]=1.0m), die Losung wurde auf
eine mit Protonen-Ionenaustauscherharz (Dowex 50 W-X2, 50100 mesh,
6.15 g) gefiillte Sdule (Innendurchmesser 1.1 cm, Hoéhe 19.5 cm) gegeben
und diese mit ca. 40 mL reinem D,O eluiert. Der Austauscher war vorher
mit folgenden Ldsungsmitteln gewaschen worden: 1) wissrige NaOH-
Losung (1.0M, 10mL); 2)reines H,O (Millipore (18.2MQcm), ca.
100 mL), bis pH 7 erreicht wurde; 3) wissrige HCI-Losung (1.0M, 10 mL)
und 4) reines H,O (ca. 100 mL), bis wieder pH 7 erreicht wurde. Diese
‘Waschprozedur wurde dreimal wiederholt, wobei im letzten Waschvorgang
reines D,0O (ca. 100 mL) verwendet wurde.

Die farbigen Eluate wurden in 2.0-mL-Fraktionen gesammelt. Nach 24 h
Alterung waren die Fraktionen5 und 6 homogene, viskose, doppel-
brechende, dunkelrote Gele der Zusammensetzung V,0s5-128D,0
(6.64 Gew.-%, 0.43M) bzw. V,05-320D,0 (2.77 Gew.-%, 0.17m); die
Zusammensetzung wurde durch thermogravimetrische Analyse (TGA)
bis 180°C bestimmt. Die NMR-Probe wurde durch Verdiinnen dieser
beiden Fraktionen mit D,O erhalten, bis die Zusammensetzung V,Os-
380D,0 (2.34 Gew.-%, 0.15m) erreicht war, was sehr nahe an der Grenze
zum Zweiphasengebiet (2.22 Gew.-%, 0.13m) ist.'] Laut 'H-NMR betrug
die Anreicherung ca. 95-96% D,0O. Da V,0s-Suspensionen etwa zwei
Wochen zur Reifung brauchen,? lieBen wir sie vor dem NMR-Experiment
etwa einen Monat altern. Die infolge der Orientierung des MLC auf-
tretende 2H-Aufspaltung des vorhandenen Wassers betrug 91 Hz, in
Ubereinstimmung mit den Angaben in Lit. [14a].

Die NMR-Messungen wurden bei 293 K an einem Bruker-DRX-Spektro-
meter durchgefiihrt (18.6 T; 800 MHz fiir 'H), wobei ein inverser 5-mm-
Triple-Resonanz-Messkopf verwendet wurde. Zwei Proben, die jeweils
0.31 mg Pentasaccharid® enthielten, wurden verwendet, eine geldst in
400 pL D,O und die andere in 400 uL des MLC-Mediums (0.8 mm). Die 'H-
13C-2D-Konturdiagramme wurden mit der HSQC-Sequenz mit Empfind-
lichkeitssteigerung und Gradientenselektion gemessen.* Wihrend der
0.95 s Messzeit (Auflosung 0.53 Hz) wurde nicht entkoppelt. Die Genau-
igkeit der '"H-'3C-Dipol-Dipol-Aufspaltung D betrug etwa 1 Hz.
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Das Biomolekiil kann leicht aus dem MLC zuriickgewonnen werden, da
die meisten MLCs Suspensionen geladener Kolloide sind. Wie von der
DLVO-Theorie voraugesagt,® konnen sie durch Erhohung der Ionen-
stiirke ausgefillt werden.**l Das Koagulat kann durch Zentrifugieren oder
Filtrieren entfernt werden und das Biomolekiil kann dann aus dem
Uberstand durch verschiedene Methoden, wie Chromatographie, Dialyse
oder Extraktion mit organischen Losungsmitteln, isoliert werden.
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Lit. [33] beschrieben wurden. Die vollstindige Synthese wird an
anderer Stelle beschrieben werden.
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Die DLVO-Theorie (benannt nach B. V. Deryagin, L. Landau, E. J. W.
Verwey und J. T. G. Overbeek) beschreibt kolloidale Stabilitéit als
Wechselspiel zwischen abstoflenden elektrostatischen und anziehen-
den van-der-Waals-Wechselwirkungen. Bei niedriger Ionenstirke
iberwiegt die elektrostatische Abstofung, sodass sich die Phasensta-
bilitdt im Wesentlichen mit dem Onsager-Modell beschreiben lésst.?]
Bei hoher Ionenstérke ist die elektrostatische Abstoung abgeschirmt
und van-der-Waals-Anziehungen kommen ins Spiel, was schliefSlich
zur Ausfillung des Kolloids fiihrt.
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