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ABSTRACT

2- Acetamido-3-O-(2-acetamido-3,4,6-tri- O-acetyl-2-deoxy-a-D-galacto-
pyranosyl)-1,4,6-tri-O-acetyl-2-deoxy-a-D-galactopyranose (1) crystallizes in the
orthorhombic space group P2,2,2, with four molecules of disaccharide and six wa-
ter molecules in the unit cell. Both of the N-acetyl groups are disordered. The con-
formation of 1 in solution was estimated by 'H-n.m.r. spectroscopy of NOE ef-
fects. A comparison of the linkage torsion-angles shows that, in solution, the con-
formation of 1 at the glycosidic linkage is very similar to that in the crystalline state.
By neglecting the O-acetyl groups, the conformation of 1 could be obtained by
HSEA calculation.

ZUSAMMENFASSUNG

2-Acetamido-3-0-(2-acetamido-3,4,6-tri- O-acetyl-2-desoxy-a-D-galacto-
pyranosyl)-1,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranose  kristallisiert ortho-
rhombisch (P2,2,2,) mit vier Disaccharidmolekiilen und sechs Wassermolekiilen in
der Elementarzelle. Die Fehlordnungen der N-Acetylgruppen und die Was-
serstoffbriickenbindungen werden diskutiert. Zur Bestimmung der Konformation
von 1 in Losung wird eine 'H-N.m.r.-spektroskopische Untersuchung der NOE-

*Abk. NOE, Nuclear Overhauser Effect (Nuklear Overhauser-Verstarkung); HSEA, Hard-sphere Cal-
culation.
TXXIII. Mitteilung der Serie Konformationsanalyse XXII. Mitteil., s. Zit. 1.
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Effekte durchgefiihrt. Es ergibt sich, daB die Konformation von 1 an der glycosidis-
chen Bindung im Kristall und in Losung duflerst dhnlich ist. Unter Vernachlis-
sigung der O-Acetylgruppen von 1 ist auch eine HSEA-Berechnung der Konfor-
mation des Disaccharides moglich. Auch hierbei ergeben sich gleiche Winkel von

¢und .
EINFUHRUNG

Das Forssman-Antigen” ist ein Glycolipid mit folgender Struktur: a-D-Galp-
NAc-(1—-3)-8-D-GalpNAc-(1-3)-a-D-Galp-(1—4)-B-D-Galp- (I —4)-8-D-Glcp-
Ceramid®. Es ist als Zelloberflichen-Antigen weit verbreitet und von erheblicher
immunologischer Bedeutung®. Uns ist es gelungen, die vollstindige Pentasaccha-
rid-Kette des Forssman-Antigens zu synthetisieren®>, Hierbei haben wir gleichfalls
die Teilsequenzen der Kette synthetisiert**, unter anderem auch die wichtige ter-
minale Sequenz a-D-GalpNAc-(1--3)-D-GalNAc®, die hauptsichlich die immuno-
logische Spezifitit des Antigens bestimmt. Von diesem Forssman-Disaccharid ha-
ben wir ein Octaacetat 1 hergestellt®, von dem Kristalle gewinnbar waren. die sich
fir eine Rontgenstrukturanalyse eigneten.

Von 1 konnten ferner sehr genaue "H-N.m.r.-spektroskopische Messungen
iber die auftretenden NOE-Effekte zwischen beiden Saccharideinheiten durchge-
fuhrt werden, die eine Bestimmung der bevorzugten Konformation in Losung
(Chloroform) erlaubten. Es waren somit die Konformationen im Kristall und in
Losung zu vergleichen. Ferner wurde die Konformation mit der geringsten Energie
nach dem HSEA-Verfahren’#, das die interatomeren Wechselwirkungen und den
exoanomeren Effekt beriicksichtigt, theoretisch berechnet, so daB die Ergebnisse
von drei voneinander unabhangigen Konformationsbestimmungen gegeniiber-
gestellt werden konnten.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Kristalldaten und  Strukturbestimmung. —  2-Acetamido-3-O-(2-acet-
amido-3.,4.6-tri- O-acetyl-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-1,4,6-tri- O-acetyl-2-
desoxy-a-D-galactopyranose® (1) kristallisiert leicht aus Ethanol. Trotzdem gestal-
tete sich die Priparation eines fiir die rontgenographischen Messungen geeigneten
Kristalls ungewohnlich schwierig, Die Kristalle zerfallen auBerhalb der Losung
spontan, in Losung sind sie instabil gegen mechanische Kontakte und triiben sich.
WeiBenberg-aufnahmen von zahlreichen Kristallen zeigten ein fiir Messungen von
Einkristalldaten vollig ungeeignetes Beugungsbild. An einigen Kristallen waren
auch mehr oder minder deutlich Uberstrukturreflexe zu erkennen, die auf eine
Verdopplung der Gitterkonstante in Richtung der kiirzesten Achse schlieBen
lieBen. Erst ein Kristall, der in einem groBen UberschuB an Losungsmittel iiber
mehrere Monate geziichtet wurde, war geniigend stabil, um ohne Beschadigung
zusammen mit einem Tropfen Losungsmittel in eine Glaskapillare eingeschlossen
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zu werden. Er zeigte die Abmessungen 0,74 X 0,56 X 0,26 mm und ergab ein
weitgehend storungsfreies Beugungsbild eines guten Einkristalls.

Die durch Vermessen hochindizierter Achsenreflexe am Diffraktometer er-
mitteiten Kristalidaten iauten a 2,7712(3), b 1,2287(4), ¢ 1,0456(3) nm. Verbin-
dung 1 ist orthorhombisch, Raumgruppe P2,2,2,. Es befindet sich ein Molekiil (mit
1,5 Molekiillen Wasser, wie die spitere Strukturbestimmung gezeigt hat) in der
asymmetrischen Einheit, V 3,5602 nm>, p, 1,304 Mg - m™3, pm 1,29(1) Mg - m~3
(Schwebemethode). Der lineare Absorptionskoeffizient u (CuKe) betrigt 9,65
cm~!. Das Phasenproblem wurde mit direkten Methoden® (MULTAN) geldst, die
Verfeinerung mit den entsprechenden Programmen'® des XRAY 76 Programmsys-
tem gerechnet. Es wurde eine Absorptions- und Extinktionskorrektur (isotrop)
durchgefiihrt.

Schwierigkeiten ergaben sich bei der Identifizierung der beiden N-Acetyl-
gruppen. Wahrend die beiden Stickstoffatome N-2 und -2’ noch eindeutig zu loka-
lisieren waren, zeigte die Differenzfouriersynthese in ihrer Umgebung eine Vertei-
lung von Maxima (s. Abb. 1), die auf Grund ihrer Héhe und Geometrie durch eine
Fehlordnung der N-Acetylgruppen an den beiden Stickstoffatomen des Molekiils
interpretiert werden konnten. Die beiden als Varianten a und b bezeichneten je-
weiligen N-Acetylgruppen werden an beiden N-Atomen mit einer statistischen
Wahrscheinlichkeit von 50% angenommen, wie aus den Hohen der Maxima abzu-
schédtzen war.

Von dem Fehlordnungsmodell am N-2' wurde ein Maximum in dieser Re-
gion nicht erfa8t, welches zum O-21'a einen Bindungsabstand von etwa 0,16 nm
hatte (O-1W in Abb. 1, links). Da es keinen chemisch sinnvollen Substituenten
gibt, der ein weiteres Atom an O-21'a gebunden enthilt, konnte es nur als Sauer-
stoffatom eines Kristallwassermolekills interpretiert werden (O-1W), das aber nur
dann an dieser Stelle vorliegen kann, wenn die Variante b) der N-Acetylgruppe
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Abb. 1. Differenzelektronendichteverteilung im Bereich der beiden fehlgeordneten N-Acetylgruppen.
Die niedrigste Konturlinie beginnt bei 1e/A®, die Konturintervalle betragen 0,5¢/A>.
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vorliegt und die Variante a) nicht vorhanden ist. Diese Interpretation wird durch
die spiter gefithrte Diskussion der Wasserstoffbriickenbindungen gestiitzt, in der
gezeigt wird, daB O-1W in intermolekulare Wasserstoffbriicken integriert ist. Ne-
ben diesem fehlgeordneten Wassermolekul wurde noch eine weitere. standig be-
setzte, Lage eines Kristallwasser-Sauerstoffatoms gefunden (O-2W). so daf} die
asymmetrische Einheit auer einem Molekiil des Disaccharides noch 1.5 Molekule
Kristallwasser enthalt.

Der Versuch einer individuellen Verfeinerung der fehigeordneten Atome
fithrte zur Divergenz oder zu chemisch unsinniger Geometrie, so dafl schlieBlich
die group-refinement-Technik angewendet wurde. bet der die N-Acetylgruppen
mit fester Geometrie eingegeben und nur noch ihre Schwerpunkte und Orientie-
rungen verfeinert wurden. Wasserstoffatome wurden an den Ringkohlenstoffato-
men und an den O-Acetylgruppen bestimmt, sic konnten an den endstandigen C-
Atomen der fehlgeordneten N-Acetylgruppen nicht lokalisiert werden. An den
beiden Stickstoffatomen wurden sie in trigonaler Stellung zu beiden Varianten der
Acetylgruppen theoretisch berechnet. Von den Wasserstoffatomen wurden nur die
Ringwasserstoffe verfeinert.

Alle an Fehlordnungen beteiligten Atome und die Wasserstoffatome wurden
mit isotropen, alle anderen mit anisotropen Temperaturfaktoren versehen. Die
Verfeinerung wurde auf der Basis der F-Werte mit Einheitsgewichten durchge-
fithrt.

Die ungewohnlich groBlen Temperaturellipsoide an der Ac-1-Gruppe weisen
ebenfalls auf eine gewisse Fehlordnung dieser Gruppe hin. Beim Versuch ciner
Neubestimmung dieser Gruppe aus einer Differenzsynthese konnten jedoch keine
aufgelosten Elektronendichtemaxima fir verschiedene Lagen gefunden werden,
wie z.B. bei der N-Acetylgruppe, so dafl wir uns entschlossen. nur eme lage zu
verfeinern und die hohen Temperaturfaktoren in Kauf zu nehmen.

Konvergenz wurde bei einem R-Wert von 8,17 erreicht Die fraktionellen
Atomkoordinaten sind in Tabelle I angegeben™*.

DISKUSSION DER STRUKTUR

Die gefundene Molekiilstruktur wird von der ORTEP'! Zeichnung (Abb. 2)
wiedergegeben. Die fehlgeordneten Gruppen sind unschattiert {Variante a) bzw.
schraffiert (Variante b) gezeichnet. Die Bindungsldngen und -winkel sind aus Ta-
belle II and I, die Bezeichnung der Atome ist aus der ORTEP Zewchnung (Abb.
2) zu ersehen. Verbindung 1 ist, nach Methylnigerosid'~. das zweite kristallogra-
phisch untersuchte a-(1—3)-verkniipfte Disaccharid. Die bereits bekannte Struk-
tur von Turanose'™'™, formal ebenfalls eine a-(1—3)-verkniipfte Verbindung.

*Die komplette Atomhiste mit den Temperaturfaktoren und die beobachteten und berechneten Struk-
turfaktoren konnen bei Elsevier Scientific Publishing Company, BBA Data Deposition, P.O. Box 1527,
Amsterdam, The Netherlands angefordert werden. BBA/DD/262/Carbohydr Res |, 117 (1983) 23-38



FORSSMAN-DISACCHARID

27

TABELLE]

ATOMKOORDINATEN®

Atom X y z

C-1 1,0247(3) 0,3051(9) 1,1053(9)
C-2' 1,0648(3) 0,3809(9) 1,068 (1)
C-3 1,0939(3) 0,3305(8) 0,961 (1)
c-4’ 1,1116(3) 0,2185(7) 0,9975(9)
C-5 1,0702(3) 0,1533(8) 1,0428(9)
0-5' 1,0435(2) 0,2050(6) 1,1420(5)
03 0,9926(2) 0,2964(3) 1,0042(5)
N-2 1.0485(3) 0,4880(7) 1,036 (1)
C21'A 1,0368(-) 0,5519(-) 1,1511(-)
0-21'A 1,0339(-) 0,5226(-) 1,2643(-)
C22'A 1,0243(-) 0,6670(-) 1,1135(-)
C-21'B 1,0471(-) 0,5876(-) 1,0873(-)
O-21'B 1,0614(-) 0,5825(-) 1.1995(-)
C-22'B 1,0302(-) 0.6939(-) 1,0327(-)
0-3 1,1342(2) 0,4024(6) 0,9339(8)
C-3v 1,1524(3) 0,403 (1) 0,816 (2)
O-31 1,1344(3) 0,3474(7) 0,7309(8)
C-32' 1,1949(5) 0,469 (2) 0,807 (2)
O-4' 1,1473(2) 0,2273(5) 1,0950(6)
C-41 1,1941(3) 0,218 (1) 1,065 (1)
0-41' 1,2061(3) 0,200 (1) 0.9581(9)
C-42' 1,2270(5) 0,229 (2) 1,172 (1)
C-6’ 1,0840(4) 0,0412(9) 1,0979(9)
0-6' 1,1046(2) —0,0186(5) 1,9916(6)
C-61' 1,1282(4) —-0,1079(9) 1,017 (1)
0-61' 1,1328(4) -0,1411(7) 1,1219(8)
0-62' 1,1483(7) -0,164 (1) 0,904 (2)
C-1 0,8720(3) 0,1679(8) 0,957 (1)
C-2 0,9259(3) 0,1886(6) 0,937 (1)
C-3 0,9447(2) 0,2653(7) 1,0357(8)
C-4 0,9120(3) 0,3628(8) 1,0486(7)
C-5 0.8599(3) 0,3289(7) 1,0649(8)
0-5 0,8449(2) 0,2603(5) 0,9630(5)
0O-1 0,8683(2) 0,1066(6) 1,0732(8)
C-11 0,8282(4) 0,051 (1) 1,096 (2)
O-11 0,7972(3) 0,0381(2) 1,019 (1)
C-12 0,8260(7) 0,016 (2) 1,240 (3)
N-2 0,9526(3) 0,0859(6) 0,937 (1)
C21A 0,9609(-) 0,0207(-) 0.8707(-)
0-21A 0.9529(-) 0,0508(-) 0,7595(-)
C-22A 0,9864(-) —0,0856(-) 0,8961(-)
C-21B 0,9609(-) 0.0281(-) 0,8022(-)
0-21B 0,9473(-) 0,0669(-) 0,6989(-)
C-22B 0,9864(-) -0.,0804(-) 0,8062(-)
0-4 0.9178(2) 0,4283(4) 0,9325(5)
C41 0,9170(3) 0,5356(7) 0,9469(9)
0-41 0,9127(3) 0,5833(5) 1,0469(7)
C-42 0,9222(5) 0,593 (1) 0,818 (1)
C-6 0,8218(3) 0,4169(9) 1,0800(9)
0-6 0,8170(2) 0,4777(5) 0,9598(5)
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TABELLE1
Atom X v z
C-61 0,7834(4) 0.5541(9) 0,962 (1)
0-61 0.7601(3) 0.575 (1) 1,0523(9)
C-62 0,7790(6) 0610 (I 0,835 (1}
O-1W 1.0342(4) 0,434 (1) 1,380 (D)
0-2W 0.1190(5) 0,3087(9} 0,445 (1)
H-!" 1.005 (3) 0.337 (6) 1,163 (])
H-Y 1.085 (3) 0,389 (7) 1139 (83
H-3 1,070 (3) 0,325 (6) 0,898 (7
H-4' 1,133 (3) 1,188 (6} 0,933 (7}
H-5’ 1,042 (2) 0,144 (6) 0,973 (7
H-20'A 1,045 (=) 0,516 () 0,947 (-}
H-20'B 1034 (=) 0,489 {-) 0.949 (-}
H-33" 1.226 () 0,423 (=) 0.764 (=)
H-347 LIRT (=) 0,509 (-} 0,755 (=)
H-35 1,209 (-) 0,503 (=) 0,868 (~)
H-43 1.262 (-) 0.226 (-) 1,136 (=)
H-44’ 1.232 (=) (3,293 () 121 (=)
H-45 1.219 (-} 0,180 (-1 1233 {~}
H-61" 1047 (=) 0,002 (-} 1,129 (=)
H-62' 1,110 (=) 0,047 (-) 1,167 -)
H-63" 1,102 (=) ~0,192 (-} 0919 (=)
H-64' L1133 () ~0,232 (-} 0,895 (-}
H-65 1,140 (=) ~0,144 (-} (.836 (~)
H-1 0,856 (3) 0.132 (6) 0.894 (7
-2 0,929 (3) 0.223 (6) 0.863 (7)
H-3 0,946 (3) 0,224 (6} LS (7)
H-d 0,927 (3) 0.416 (6} 1S (7)
H-5 0,856 (2} 0,277 (6} 1,137 (6)
H-13 0,794 (~) 0,046 (-) 1,28 (=)
H-14 0.815 (=) ~0,058 (-) 1,226 ()
H-15 0,851 (=) 0,016 (=) 1,294 (-}
H-20A 0.968 (-) 0,072 () 1023 ()
H-20B 0.965 (-) 0,053 (-} LOIS (=)
H-43 0.894 (-} 0,644 (-} 0,821 (-)
H-44 0.959 (-} 0,638 (-) 0.822 (=)
H-45 0.925 (3) (1,539 (6) 0751 (D
H-61 0.781 (3) 0,375 (6) 1091 (7}
H-62 0.831 (3) 0.476 (6) 1147 (7)
H-63 0,746 (3) 0,598 (6) 0,820 (71
H-64 0,778 (2 0.701 (6} 0.849 (&)
H-65 0.708 () 0.588 (-} 0.777 ()

“Standardabwerchungen, die nur fur die nicht fehlgeordneten Atome angegeben sind. in Klammern

kann nicht mit der vorliegenden verglichen werden, weil im D-Fructofuranoseteil
von Turanose C-1 als Substituent am C-2 nicht Bestandteil des Ringsystems ist und
daher dort eher eine (1-52)-Verkniipfung vorliegt.

Beide Pyranoseeinheiten von 1 nchmen die erwartete *C,(D)-Sesselkonfor-
mation ¢in. Beide Sessel sind bei C-3 (bzw. C-3') etwas abgeflacht, wie die relativ
kleinen Ring-Torsionswinkel bei den Bindungen C-3-C-4. C-2'-C-3" und C-3'-C-
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TABELLE II
BINDUNGSLANGEN®
Bindung Lidnge (nm) Bindung Linge (nm)
C-1'-C-2' 0,150(1) C-1-C-2 0,153(1)
C-1'-0-5' 0,139(1) C-1-0-5 0,136(1)
C-1'-0-3 0,139(1) C-1-0-1 0,143(1)
C-2'-C-3' 0,151(1) C2-C-3 0,149(1)
C-2'-N-2' 0,143(1) C-2-N-2 0,146(1)
C-3'-C-4’ 0,151(1) C-3-C-4 0,151(1)
C-3'-0-3' 0,145(1)
C-4'~C-5' 0,148(1) C-4-C-§ 0,151(1)
C-4'-0-4' 0,143(1) C-4-0-4 0,147(1)
C-5'-0-5' 0,142(1) C-5-0-5 0.142(1)
C-5'~C-6' 0,154(1) C-5-C-6 0,152(1)
03-C-3 0,142(1) 0-1-C-11 0,133(1)
N-2'-C-21'a 0,147(-) C-11-0-11 0,119(2)
N-2'-C-21'b 0,134(-) C-11-C-12 0,157(2)
C-21'a-C-22'a 0,151(-) N-2-C-21a 0.108(2)
C-21'a-0-21'a 0,124(-) N-2-C-21b 0,160(2)
C-21'b-C-22'b 0,150(-) C-21a~C-22a 0,151(2)
C-21'b-0-21'b 0,124(-) C-21a-0-21a 0,124(2)
0-3'-C-31’ 0.134(2) C-21b-C-22b 0,151(2)
C-21b-0-21b 0,124(-)
C-31-0-31" 0,122(2) 0-4-C-41 0,133(1)
C-31'-C-32' 0,144(2) C-41-0-41 0,120(1)
0-4'-C-41' 0,134(1) C-41-C-42 0,152(2)
C-41'-0-41’ 0,119(2) C-6-0-6 0,147(1)
C-41'-C-42' 0,145(2) 0-6-C-61 0,132(1)
C-6'-0-6' 0,145(1) C-61-C-62 0,150(2)
0-6'-C-61' 0,130(1) C-61-0-61 0.117(1)
C-61'-0O-61" 0,118(1)
C-61'-C-62' 0,147(2)

“Standardabweichungen in Klammern.

4’ (Tab. IV) ausweisen. Die relative Konformation der beiden Monosaccharid-
Komponenten zueinander wird im allgemeinen durch die Torsionswinkel ¢ = H-
1'-C-1'-0-3-C-3 und ¢ = H-3-C-3-0-3-C-1’ angegeben. Bei der untersuchten
Verbindung ist ¢ —48(6) und ¢ —21(4)°. Die Position der Wasserstoffatome wird
jedoch durch die Réntgenstrukturanalyse nicht sehr genau bestimmt, denn die
Standardabweichung betrigt mehrere Grad. Fiir Vergleichszwecke eignen sich
daher besser die Torsionswinkel ¢o_5 = O-5'~-C-1'-0-3-C-3 = 81,5°, ¢ = C-
2'-C-1'-0-3-C-3 = ~155,8°, yo_4 = C-4-C-3-0-3-C-1" = 96,3° und ¢fc_, = C-2-
C-3-0-3-C-1' = 140,1°. Das Atom C-3 befindet sich, wie auf Grund des
exoanomeren Effekts zu erwarten ist, in gauche-Stellung zum O-5’ der gegeniiber-
liegenden D-Galactoseeinheit. Mit 81,5° ist dieser Torsionswinkel von gleicher
Grofienordnung wie bei bisher untersuchten a-glycosidisch verbundenen Al-
dopyranosiden, deren entsprechende Torsionswinkel zwischen 72° und 122°
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TABELLE II1

BINDUNGSWINKEL?

Bindung Winkel(°) Bindung Winkel(™)
C-2'-C-1'-O-5’ 110.0(7) C-2-C-1-0-5 113.8(7)
C-2'-C-1'-0-3 109,0(8) C-2-C-1-0-1 105.9(7)
O0-5-C-1'-0-3 112.6(8) 0-5-C-1-0-1 111,3¢8)
C-1'-C-2'-C-3 109.4(9) C-1-C-2-C-3 110,47y
C-1'-C-2'-N-2’ 113,48) C-1-C-2-N-2 110.5(7)
C-3'-C-2'-N-2' 111.8(7) C-3-C-2-N-2 NLUD
C-2"-C-3'-C-4 111.0(8) C-2-C-3-C-4 110.8(6)
-2'-C-3'-0-3' 107 .8(8) °-2-C-3-0-3 109,6(6)
C-4'-C-3'-0-3' 110,7(6) C-4-C-3-0-3 1167
C-3'-C-4'-C-5’ 108.8(7) C-3-C-4-C-5 111.4(7)
C-3'-C-4'-0-4' 109.7(7 C-3-C-4-0-4 107,3(6)
C-5'-C-4"-0-4’ 110.67) C-5-C-4-0-4 110,4(6)
C-4'-C-5'-0-5’ 113,3(7) C-4-C-5-0-5 110.9(6)
C-4'-C-5'-C-6’ 114,4(7) C-4-C-5-C-0 118,7(8)
O-5'-C-5'-C-6’ 104 .8(7) 0-5-C-5-C-6 107.2(6)
C-1'-0-5'-C-5’ 112.9(7) C-1-0-5-C-5 111,5(6)
C-1'-0-3-C-3’ 116,4(6) C-1-0-1-C-11 118,7(9)
C-2'-N-2'-C-21"a TH.6(=) 0-1-C-11-0-11 124 ()
C-2"-N-2"-C-21'b 139 3(-) O-1-C-11-C-12 o (0
N-2'—(C-21"a-C-22"a 109.7(-) O-11-C-11-C-12 126 (1)
N-2'-C-21'a-0-21"a 129.%(-) -2-N-2-C-21a 138,1(-)
C-22'a-C-21'a-0-21'a 120.4(-) C-2-N-2-C-21b H7.2¢-)
N-2'-C-21'b-C-22'b 130.8(-) N-2-C-21a-(-22a 128.8(—y
N-2'-C-21'6-0-21'b 108.9(~) N-2-C-21a~-0-21b 110.0(-)
C-22'b-C-21'b-0-21"b 120,2(~) C-22a-C-21a-0-21a 120.4-)
C-3'-0-3'-C-31 118.2(8) N-2-C-21b-C-22b 115.9(~)
0-3-C-31'-0-31 121 (1) N-2-C-21b-O-21b 123.7(—)
0-3'-(C-31'-C-32 112 o) C-22b-C-210-0-21b  120.4(-)
O-31'-C-31'-C-32’ 127 (2) C-+0-4-C-41 116.8(6)
C-4'-0-4'-C-41’ 119.8(7) O-4-C-41-0-41 125.7(8)
0-4'-C-41'-0-41" 120.7(9) O-4-C-41-C-42 10.7(8)
0-4'-C-41"-C-42’ ns «(n 0O-41-C-41-C-42 123.6(8)
O-41"-C-41"-C-42’ 124.6(9) C-5-C-6-0-6 109 6(7)
C-5'-C-6'-0-6 105.3(7) C-6-0-6-C-61 HaXUT)
C-6'-0-6'-C-61" 118.1(8) 0-6-C-61-C-62 1 ()
O-6'-C-61'-0-61" 122 (1) O-6-C-61-0-61 124 (1)
0-6'-C-61"-C-62’ 115 (1) O-61-C-61-C-62 125

O-61'-C-61'-C-62' 122 (1)

“Standardabweichungen in Klammern

liegen's. Das Atom C-1’ weicht mit 96,3° schon deutlich von einer gauche-Stellung
zum C-4 und mit —140,1° von einer frans-Stellung zum C-2 ab.

Die Konformation an der exocyclischen C-5'-C-6’ Bindung ist aus Tabelle
IV zu ersehen. Der Torsionswinkel O-5'-C-5'-C-6'-~0-6 betrigt 171,5°, von C-4'—
C-5-C-6'-0-6" —64,0° bzw. O-5-C-5-C-6-0-6 —59,5° und C-4-C-5-C-6-0-6
68,7°. Die bevorzugte Konformation an einer exocyclischen C-5-C-6-Bindung ist
bei axialem Substituenten am C-4 normalerweise gauche—trans (gt) oder trans—
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Abb. 2. Atomanordnung und Schwingungsellipsoide von 1 1m Kristall.

gauche (1tg), bei dquatorialem Substituenten gt oder gauche—gauche (gg)'®. Die in
1 am reduzierenden Saccharid gefundene Konformation ist eine weitere Ausnahme
der o.g. Regel. Es ist bereits eine gg Konformation bei axialem Substituenten am
C-4 in der 2-Acetamido-2-desoxy-D-galactose!” '8 im Planteosedihydrat'® und in
der 1,2,4,6-Tetra-O-acetyl-3-0-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-8-D-galactopyranosyl)-a-D-
galactopyranose® gefunden worden.

Das Disaccharid ist, wie Abb. 3 zeigt, in der Elementarzelle mit seiner
langsten Achse parallel zur a-Achse angeordnet. Zwischen benachbarten Moleku-
len bestehen in z-Richtung intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen zwi-
schen den N-Acetylgruppen. Dabei wirken die Stickstoffatome als Donor, und in
der Regel Carbonylsauerstoffatome von benachbarten N-Acetylgruppen als Ak-
zeptor. Abb. 4 gibt eine schematische Ubersicht iiber diese Anordnung. Eine Aus-
nahme bildet dabei das fehlgeordnete Wassermolekiill O-1W. Wihrend sonst alle
Wasserstoffbriiccken von N-H direkt zu einem Carbonylsauerstoffatom einer be-
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TABELLE IV

TORSIONSWINKELY

Bindung kael( ) Bmdung Wmluz’( )
C-1'-C-2=C-¥ - ~55 (1) C1-C-2-C-3-C4 —47,6(9}
C-2-C-3-C4'-C-5' 52 (D) 21-C-3-C4-C-3 30.2{9)
-3 C-4'-C-5"-0-5" =53 (1) C-3-C-4-C-5-0-5 ~55.5(9)
C-4'~C-5-0-5" (-1 59 5(9) o C-5-0-5-C-1 60.2(9)
C-5"-0-5"-C-1"-(-2' ~tl 3(9) C-5-0-5-C-1--2 =60 (1)
O-5"-C-1"-C-2-C-3 S8 O-5-C-1-C-2-C-3 S+
CA'-C-5-C-6"-0-6 -t (1} Cod-C-5-C-6-0-6 o8 (1)
O-5"-C-5'-C-6'~0-6' 171,5(6) O-5-C-5-C-6-0-t =38, 7(9)
O §'-C-1'-0-3-C-3' 81,7(%) 0-5-C-1-0-1-C-11 EARNED]

2 —O-3-C-3 ~156.1(7) C-1'=0-3-C-3-C-4 96.49)
H —C-1'—0-3-C-3 -4l (5) C-1~0-3-C-3-C-2 - 140.5(8)
C-1'-C-2'-N-2'-C21’a 77 () C1-0-3-C-3-H-3 -6 (5)
C-1'-C-2'=N-2"-C21'b 104 (~) C-1-C-2-N-2-C-21a K2 ()
Col=N2'=C-21aC22'a 175 (- C-1-C-2-N-2-C-21h 92 (=)
C-2'-N-2'-C-21'b=C22'b 176 (=) C-2N-2-C-21a-C-22a —174 ()

C-2-N-2-C-21h-C-22b ~177 (=)

“Standardabweichungen in Klammern.

nachbarten N-Acetylgruppe verlaufen, geht vom N-2-H-20b cine Was-
serstoffbriicke erst zum O-1W: erst eine zweite O-H - O-Wasserstoffbriicke fiihrt
dann zum O-21'b der benachbarten N-Acetylgruppe.

Dieser geschilderte Einbau von 1.5 Mol Wasser in das Kristallgitter eines voll

“ L\f‘ Y J | = 4 . -4 [ [

‘—b'x//y; SRy \ \ »-L,M S ST ; R

\f-'”\*ﬂ%; (\”’“‘%A\‘ 3 /}\\z;@\«;g/ uﬁc{; AL =
;\ . Q c«j w ’ fI . ""“{‘\: ~' \:E

Abb. 3. Projektion ciner Elementarzelie mit Blick auf dic c-a-Ebene. Dic Wasserstoffbruckenbin-
dungen sind mut gestrichelten Linien eingezerchnet
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Abb. 4. Schematische Ubersicht uber die intermolekularen Wasserstoffbruckenbindungen

acetylierten Saccharides ist duBerst ungewoéhnlich und von besonderem Interesse.
Er erklart auch vermutlich, warum die Kristalle so labil sind und an der Luft nach
Triibung zerfallen. Wiahrend das zweite Wassermolekiil, O-2W an keinen erkenn-
baren intermolekularen Kontakten beteiligt ist, wird O-1W wegen der
Fehlordnung auch nicht vollstandig in das Gitter eingebaut. Damit sind beide Was-
sermolekiile sicher leicht beféihigt, aus dem Kristallverband zu entweichen. Es wer-
den dann teilweise Wasserstoffbriicken aufgehoben, das Kristallgitter ist nicht
mehr bestidndig und zerfillt.

Bestimmung der Konformation in Lésung durch NOE-Experimente und
theoretische Ermittlung der Konformation durch HSEA-Berechnungen. — Es ist

von groBem Interesse, die von 1 durch die Rontgenstrukturanalyse ermittelte Kon-
formation im Kristall mit der in Lésung bevorzugten Konformation zu vergleichen.
Hierzu wurden von 1 intensive '"H-N.m.r. spektroskopische Untersuchungen in
Deuteriochloroform  durchgefithrt. Die Konformationsanalyse basiert im
wesentlichen auf der Beobachtung von Nuklear Overhauser-Verstiarkungen zwis-
chen Protonen, die jeweils unterschiedlichen Saccharideinheiten im Disaccharid 1
angehoren.

Der Vergleich der chemischen Verschiebung der Ringprotonen ist fiir eine
Konformationsanalyse von acetylierten Disacchariden nicht geeignet. Die Aniso-
tropie-Wirkungen der Carbonylgruppen der Acetyl-Substituenten dominieren bei
weitem iiber Entschirmungseffekte, die von den Sauerstoffatomen auf Protonen

(=]
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des jeweils anderen Ringes des Oligosaccharides ausgehen kénnen. Die Konfor-
mationsanalyse basiert daher auf NOE- Experimenten, die mit groBBer Genauigkeit
in dem gut aufgeldsten Spektrum von 1 (s. Tabelle V) ausgefiihrt werden kdnnen.
In Tab. V sind die 'H-N.m.r.-spektroskopischen chemischen Verschiebungen und
die Kopplungskonstanten, und in Tah. VI die bestimmten NOE-Werte zusam-
mengefalit.

Um eine volle Analyse der NOE-Daten durchfithren zu konnen, ist die
Kenntnis der intramolekularen Proton-Proton-Abstande notwendig’™'. Diese
Abstande wurden aus den Koordinaten der Rontgenstruktur-Daten entnommen,
Bei der Rontgenstrukturanalyse sind jedoch die Lagen der Protonen nur ungenau
zu bestimmen. Die Koordinaten der Protonen wurden daher mit einem Computer-
programm gewonnen, mit dem die Positionen der Protonen tetracdnsch um das
entsprechende Kohlenstoffatom mit einem Kohlenstolf-Wasserstoff-Abstand von
0.110 nm gesetzt werden. Die so ermittelten Abstande unter 0.35 nm sind fiir eine
2-Acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranose-Einheit in Tab. VII wiedergegeben.
Die Population der Konformeren der CH,OH-5-Gruppe wurde, wie {rither dis-
kutiert’. aus den Protonen-Kopplungskonstanten bestimmt. Der Beitrag der
Acetylgruppen wurde vernachlissigt, da friihere Befunde zeigten® . daB Beitrige
von Acetylgruppen gleichbleibend sind und weniger als 10% betragen.

Die allgemeine Formel zur Bestimmung der NOE-Werte”"** ist in der
angendherten Form (/) angegeben. Es ist moglich, den Wert C und die Bindungs-
abstande ry_;- yy.; und ryy, - oy aus den drei experimentell bestimmten Signalver-
groBerungen. die beim Sittigen von H-1' beobachtet werden. zu berechnen. Die
Ergebnisse sind in Tab. VI wiedergegeben. Um diese Ergebnisse abzusichern,
wurden mit den bestimmten Abstanden die NOE-Effekte errechnet. die bei einer
Sattigung von H-4 zu erwarten sind. Zwischen den so berechneten und den durch
Sattigung von H-4 experimentell an H-1'. -3 und -5 bestimmten NOE-Werten bes-

TABLE V

TH-N M R -DATEN®

Atom Eiwnheu

Nichtreduzierende

Reduzierende

H-1 5.106(3,4) 6.175(3.7)
H-2 4.603(11.7) 4.765(11.2)
H-3 1.881(3,0) 4.081(3.0)
H-4 5.301(10.6) 5.399(1).8)
H-S 1,189 4,191

H-61 1213 1.096(7.0:11.0)
H-62 3.920 1,051(6.0)
N-H 6.801(9.5) 5,995(10.0)

“Chemische Verschiebung (8) mn 0,iM Losung in CDCIl; ber 300K und 400 MHz. In Klammern.
Kopplungskonstanten (Hz) erster Ordnung
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TABLE VI

NUCLEAR-OVERHAUSER-VERSTARKUNGEN(% )"

Atom Einheit
Nichtreduzierende Reduzierende
H-1 gmb 9,0
H-2 15,8
H-3 5.6 6,1
H-4 7.5 “gnd
H-5 8,2
H-61 2,9

“Nach der Differenzspektren-Methode?’ bestimmt. ®“s” Proton, das gesattigt wurde.

teht, wie die Tab. VIII zeigt, eine ausgezeichnete Ubereinstimmung. Die ermittel-
ten Bindungsabstinde koénnen somit zur Berechnung der Torsionswinkel
herangezogen werden.

NOE(dy = C-rg %2 -3 r,~° ()
154

Aus einem Satz verschiedener ¢y und yy-Werte lassen sich die Torsions-
winkel ¢y und ¢y fiir 1 aus den beiden Bindungsabstinden ry - _y.3 0,247 und
ru-1'—u-4 0,232 nm berechnen. In Tab. IX sind die Werte mit weiteren berechneten
Torsionswinkeln angegeben. Aus dem Vergleich der Torsionswinkel, die durch
Rontgenstrukturanalyse und NOE-Untersuchungen ermittelt wurden, ergibt sich,
daf} die Konformationen von 1 im Kristall und Chloroformlésung weitgehend
ibereinstimmen.

TABELLE VII

INTRAMOLEKULARE PROTONENABSTANDE (IN NM) <0,35 NM AUS DEN RONTGENSTRUKTUR-DATEN VON 1

Atom H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-61 H-62 N-H
H-1 0,243 0,329
H2 0,243 0,306 0,279
H-3 0,306 0,239 0,240 0,250
H-4° 0,239 0,227 0,250 0,340
H-4¢ 0,239 0,227 0,318
H-5° 0240 0,227 0,279 0,225
H-5¢ 0,240 0,227 0,259 0,309

2Zur Berechnung wurden die Koordinaten der nichtreduzierenden Einheit benutzt. bgr-Konformation
wird aus der Kopplungskonstante Js ¢ 7,0 Hz mit 55% angenommen.‘/g-Konformation wird aus der
Kopplungskonstante J5 ¢, 6,0 Hz mit 45% angenommen.
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TABLLE VIII

NOL BFRECHNUNGEN

H-I'gesattigt
NOEanH-2' =0.155 = ¢ - 243772 - 8.2 10 C=0,52
NOE an H-3 = 0056 = 0.527,,"%2 - (159 - 10 "% 13 ®ir3 =247 A
2324

NOE an H-4 = 0,075 = 0.52 7,72 - (157 107 +r, % ry=232A

Konirollexperiment

H-4 gesamgt
NOEan H-1' = 0,52 - 232772 - (5.0 - 10 F + 23277 + 2477 = 0,101
Experimenteller Befund 0,090
NOE an H-3' =052 2230 2. (159 107" +2.47 ") = 0,069
Experimenteller Befund 0.001
NOE an H-5" = (1,52 227792 - (20.0 - 107 %) = 0,095

Zur Vervollstandigung des Vergleiches wurden ferner die Torsionswinkel ¢
und # sowie interessierende Bindungswinkel und Abstande nach dem HSEA-Ver-
fahren’ von dem Disaccharid theoretisch berechnet. Allerdings wurden hierbei die
O-Acetylgruppen unberiicksichtigt gelassen. Die Tab. VII zeigt. daB3 auch hier
eine ausgezeichnete Ubereinstimmung zwischen den theoretisch berechneten und
im Kristall und Losung bestimmten Werten besteht. Es diirfte somit kaum ¢in Ein-
flul der O-Acetylgruppen auf die Konformation bestehen. Es ist von Interesse.
daB von Lemieux und Hermentin™* NOE-Messungen an dem nicht ()-acetylierten
Benzyl-2-acetamido-3-0O-(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopvranosyl)-2-desoxy-
B-D-galactopyranosid in Deuteriumoxid durchgefithrt wurden. Beim Séttigen von
H-1’ wurden die folgenden NOE-Effekte beobachtet: H-2" 157, H-3 4% und H-4
89%. Die aus der Tab. V ersichtlichen, an der O-acetylierten Verbindung 1
gefundenen Werte an H-3 5.69¢ und H-4 7.5% sind recht dhnlich. Hieraus muBte
man schlieBen, dafl zwischen der bevorzugten Konformation der O-acetylierten
Form 1 in Deuteriochloroform und einer nicht -acetvlierten Form in
Deuteriumoxid kein wesentlicher Unterschied besteht. Die gleiche Konformation
findet man auch im Kristall der O-acetylierten Form 1. Sie wird terner bei HSEA-
Rechnungen unter Vernachlissigung der O-Acetylgruppen als energiedrmste Form
erhalten.

EXPERIMENTELLER TEIL

Die réntgenographischen Messungen wurden auf einem DEC PDP 15/40 ge-
steuerten Stoe-Vierkreis-Diffraktometer durchgefithrt. Die Intensitaiten wurden
nach der w-26-scan-Methode mit Ni-gefilterter CuKa-Strahlung (A 0.15418 nm. 26
<129°%) vermessen. Wihrend der Messung blieb das Streuvermogen des Kristalls
anniahernd konstant. An zwei regelmaflig gemessenen Referenzreflexen war eine
Abnahme der Intensitit von etwa 109% festzustellen. Von insgesamt 3389 gemesse-
nen Reflexen wurden 250 als unbeobachtet [T <2a(1)] cingestuft.
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TABLE IX

ERGEBNISSE DER KONFORMATIONSBESTIMMUNGEN

Rontgen- NOE- HSEA
Struktur Messungen Berechnungen
Torsionswinkel (°)
¢H'-1-C-1'-0-3-C-3 —41 (5) —40 -45
yH-3-C-3-0-3-C-1' =26 (5) =32 =35
yC-2-C-3-0-3-C-1’ —140,5(8) -152 ~-155
yC-4-C-3-0-3-C-1' 96,4(9) 88 833
¢C-2'-C-1'-0-3-C-3 —156,1(7) -160 —165
¢0O-5'-C-1'-0-3-C-3 81,7(8) 80 72,6
Valenzwinkel
H-1'-C-1'-0-3 99 (5) 107,9
0-3-C-3-H-3 108 (4) 108,4
C-1'-0-3-C-3 116,4(6) 1164
Abstinde (nm)
H-1'-H-3 0,22 (1) 0,247 0,257
H-1'-H-4 0,24 (1) 0,232 0,225
C-1"-H-1" 0,091(8) 0,110
C-3-H-3 0,097(7) 0,110
C-1-0-3 0,138(1) 0,139
0-1-C-3 0,142(8) 0,142

Die 'H-N.m.r.-Spektren wurden mit dem Gerit Bruker WM-400 bei 400
MHz in 0,1M Deuteriochloroform bei 300 K aufgenommen. Bei Benutzung einer
Spektrenweite von 4 KHz mit einem Daten-Memory von 32 k ergab sich eine
digitale Auflésung von #0,2 Hz. Die NOE-Experimente wurden nach der
Differenzspektren-Methode®®  durchgefithrt. Die Durchfithrung der Kon-
formationsanalyse wurde vorher im Detail beschrieben’-®,
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