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ABSTRACT 

In the conformational analysis of the pentasaccharide cu-D-Manp-(1+3)-[/%D- 

GlcpNAc-(1+4)]-[ a-D-Manp-( 1+6)]-j?-D-Manp-( 1+4)-D-GlcNAc, which repre- 

sents the essential core structure within the bisected type of N-glycoproteins, n.m.r. 
experiments and GESA calculations indicated that a gg conformation is preferred 
for the (1+6)-glycosidic linkage. This is in contrast to the results obtained for the 
tetrasaccharide a-D-Manp-(1~3)-[cr-D-Manp-(l~6)]-~-D-Man~-(l~4)-D-GlcNAc, 
which indicated that a gf conformation with the (1+6)-linked a-D-mannose group 
folded back is preferred. The conformations of the remaining glycosidic linkages in 
the tetra- and penta-saccharide are similar. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Fiir das Pentasaccharid a-D-Manp-(1+3)-[/3-D-GlcpNAc-(1+4)]-[a-D-Maw- 
(l-6)]-PD-Manp-(l-4)-D-GlcNAc, das das essentielle Verzweigungsglied der 
“bisected” Struktur von N-Glycoproteinen darstellt , wird eine Konformations- 
analyse durchgefiihrt. N.m.r.-spektroskopische Untersuchungen und GESA- 
Berechnungen fiihren zu dem Ergebnis, dd beziiglich der (l-6)-glycosidischen 
Bindung eine gg-Konformation bevorzugt ist. Dieses Verhalten weicht von dem 
des Tetrasaccharides (Y-D-Manp-(1~3)-[cr-D-Manp-(l-_*6)]-~-D-Man~-(l~4)-D- 
GlcNAc ab, bei dem fiir die (1+6)-glycosidische Bindung die Bevorzugung einer 
gt-Konformation mit Riickfaltung der (1+6)-glycosidisch gebundenen LY-D- 

Mannose beobachtet wird. Die Konformationen an den iibrigen glycosidischen 
Verkniipfungen im Tetra- und Pentasaccharid sind Bhnlich. 

*XXVI. Mitteilung der Serie “Konfonnationsanalys”. XXV. Mitteil., siehe Zit. 1. 
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EINmHRUNG 

In vorhergehenden Arbeiten hatten wir die bevorzugte Konformation des 
Tetrasaccharides 1 und des Octasaccharides 2 in Losung untersuchP. Beide Ver- 
bindungen enthalten das verzweigte Strukturelement, das in den komplexen Sac- 
charidketten der N-Glycoproteine vorkommt. Die Analyse ergab, dal3 die bevor- 
zugten Konformationen von 1 und 2 recht ahnlich sind. Man beobachtet eine bevor- 
zugte “backbone”-Konformation fiir den Teil des Molektils, der nur Glycosid-Ver- 
kntipfungen mit sekundaren Hydroxylgruppen enthilt. Es ist dies der (l-+3)-glyco- 
sidisch an die zentrale /3-D-Mannose gekntipfte Arm, der in 1 die Saccharid- 
Einheiten 4, 3 und 2 und in 2 die Einheiten 6, 5, 4, 3 und 2 umfagt. Der (1~6)- 
glycosidisch an die /3-D-Mannose gekntipfte Arm ist dagegen der flexible Teil des 
Molektils, da die (l-*6)-Verkntipfung infolge der zusitzliche Beweglichkeit urn die 
C-5-Cd-Bindung mehrere Minima liefern kann. Die Flexibilitlt bezieht sich auf 
die Einheit 4’ in 1 und die Sequenz 6’, 5’ und 4’ in 2. 

4 

R*-(1+2)-o-D-Maw 
1 

4 
33 2 

R2-( l-*4)+D-Manp-(I+4)-D-GlcpNAc 

r” 
1 

R’-(1+2)-a-D-Manp 
4’ 

6(6’) 5(-v 
2 R’ = fi-D-Galp-(144)~P_D-GlcpNAc-; RZ = H 

9 
3 R’= H; R2 = /3-~-GlcpNAc 

6(6’) 5(5’) 9 

4 R’ = P-D-Galp-(1+4)-/3-D-GlcpNAc-; R2 = P_D-G~c~NAc 

Scheme 1. Numerierung der Saccharideinheiten nach Michalski et uL4 and Vliegenthart et ~l.~-~. Die 
nicht eingezeichnete Einheit I ist an Asn gebunden. 
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Es wurde gefunden, dal3 in 1 und in 2 filr den (1+6)-Arm eine gt-Konforma- 
tion bevorzugt ist, bei der dieser so orientiert ist, dal3 sich die 2-Acetamido-2- 
desoxy-o-glucose-Einheit 2 und die D-Mannose-Einheit 4’ nahe kommen. Die 
Bevorzugung dieser Konformation konnte experimentell abgesichert werden, da 
bei 2 in der (Y- und /?-Form unterschiedliche selektive Entschirmungseffekte 
auftreten, die auf eine Wechselwirkung zwischen den Einheiten 2 und 4’ zurtick- 
gefilhrt werden miissen. Die gebogene gt-Konformation fiir den (1+6)-Arm dCrfte 
ftir 1 und 2 vorherrschend sein. 

Es sei darauf hingewiesen, daB wir einen Vergleich der bevorzugten Konfor- 
mation von 2 in I&sung mit einer Konformation im K&tall durchftihren konnter@. 
Die Kristallstruktur liegt vom Immunglobulin IgG, vor7-g, das im Fc-Fragment 
zwei sich gegentiberliegende N-glycosidische Kohlenhydratketten besitzt, die die 
Struktur enthalten. Es zeigt sich, dal3 die “backbone’‘-Konformationen der 
Einheiten 6,5, 4,3 tmd 2 in Losung und im Kristall recht gihnlich sind. Der (1+3)- 
Arm diirfte den hydrophilen Teil der Kette reprgsentieren. Der (1+6)-Arm besitzt 
jedoch im K&all, gegentiber der Konformation in Losung, eine vollstiindig andere 
Anordnung. Der (1+6)-Arm liegt mit seiner hydrophoben Seite auf hydrophoben 
Teilen der Proteinkette. Dies dient offensichtlich der Stabilisierung der Protein- 
kette des Fc-Fragmentes. 

Die Konformation des flexiblen (1+6)-Arms ist somit das interessierende 
Problem. Wir haben jetzt zum Vergleich die Konformation des Pentasaccharides 3 
untersucht. Dieses Pentasaccharid enthiilt das Verzweigungselement der 
sogenannten “bisected” Struktur 4. In 3 und 4 ist zusltzlich in (1+4)-glycosidischer 
Verkntipfung eine 2-Acetamido-2-desoxy-D-glucose-Einheit gebunden. Diese 
Einheit diirfte die Konformation des (l-6)-Arms erheblich beeinflussen und diese 
gegeniiber 1 wesentlich vertidern lo. Ein Vergleich von 1 und 3 ist such deshalb 
von Interesse, da bekannt ist, dal3 die Einftihrung der z&&lichen “bisected” 
Gruppe an der /3-D-Mannose-Einheit 3 den weiteren biochemischen Aufbau der 
N-Glycoproteinketten zum Lactosamin-Typ unterbindet”. Eine Konformations- 
iinderung des (1+6)-Armes kiinnte hierbei von Bedeutung sein. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Im Detail wurde die angewandte Methode der Konformationsanalyse in den 
vorhergehenden Mitteilungen beschrieben l,*. Es wird zuniichst eine Berechnung 
der energetisch giinstigsten Konformeren nach dem HSEA-Verfahren mit dem 
Programm GESA’* durchgefiihrt. Dabei werden die Saccharideinheiten als Starr 
angenommen und die Koordinaten Rontgenstruktur- oder Neutronen- 
beugungsanalysen entnommen. Fur die Berechnung der Konformationen werden 
van-der-Waals Wechselwirkungsenergien sowie der exe-anomere Effekt zugrunde 
gelegt. Mit dem GESA-Programm lassen sich die Minimum-Konformationen von 
grogen Molekillen, wie 2 und 4, unter Einschlug aller glycosidischen Bindungen 
direkt berechnen. Die gewonnenen Vorstellungen iiber die dreidimensionale 
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Struktur der Kohlenhydratkette ist dann durch N.m.r.-Experimente in wassriger 
Liisung zu iiberpriifen. Hierzu ist eine vollstiinclige Analyse des ‘H-N.m.r.- 
Spektrums notwendig. Fiir die Zuordnung ist die Zuhilfenahme ‘H,‘H- und 13C,lH- 
korrelierter 2D-N.m.r.-Spektren13J4 erforderlich. In der vorliegenden Unter- 

suchung wurde zusitzlich die Relayed-Spektroskopie’5-‘7 und das phasensensitive 

COSY-Experiment1*J9 eingesetzt. Im Anschlug erlauben sorgfaltig durchgefiihrte 

n.O.e.-Experimente eine detaillierte Konformationsanalyse20-23. Aus be- 
obachteten interglycosidischen n.O.e.-Daten kijnnen Abstande zwischen Protonen 
unterschiedlicher Saccharideinheiten festgestellt werden, die wiederum Auf- 
schltisse tiber die Konformation erlauben. Durch Beobachtung von speziellen 
Entschirmungen kiinnen diese Ergebnisse gesttitzt werden. 

Berechnung der energetisch giinstigen Konformeren. - Die begiinstigte Kon- 
formation des Pentasaccharides 3 wird nach dem HSEA-Verfahren berechnet. Mit 
Hilfe des Programms GESA ist es miiglich, ausgehend von bestimmten Start- 
konformationen, sslmtliche Diederwinkel 4 und 4 an den glycosidischen Bindungen 
sowie die Diederwinkel w an den C-5-Cd-Bindungen nach dem Newtonschen 
Naherungsverfahren zu optimieren, bis ein Minimum erreicht ist . Da meist Neben- 
minima existieren, mug durch eine geeignete Wahl der Startgeometrie daftir 
gesorgt werden, dal3 das Hauptminimum optimiert wird. Fiir glycosidische 
Bindungen, an denen nur sekundare Hydroxylgruppen beteiligt sind, liegen die 
Nebenminima mehr als 10 kJ/mol fiber dem Hauptminimum und spielen deshalb 
keine Rolle. Die Konformation an diesen glycosidischen Bindungen wird deutlich 
durch den exo-anomeren Effekt beeinflugt, und eine geeignete Startgeometrie ist 
daher leicht zu bestimmen. Fiir die aus den Saccharideinheiten 2, 3, 4 und 9 
gebildete Tetrasaccharid-Teilstruktur in 3 diirfte damit eine Anordnung bevorzugt 
sein, wie sie tihnlich such in 1 gefunden wird. 

Wie beim Tetrasaccharid 1 ist such bei 3 die Frage der Konformation an der 
(1+6)-glycosidischen Bindung das besondere Problem. Der Diederwinkel 4 wird 
hauptdchlich durch den exe-anomeren Effekt bestimmt und ist deshalb nur in 
einem begrenzten Bereich variabel. Die Grossen der Diederwinkel IJQ und w sind 
nicht ohne weiteres vorhersagbar. Beziiglich des Diederwinkels o kann grob 
zwischen drei mdglichen Konformeren unterschieden werden, die man als 
gg-(w -6O”), gt-(w 60”) und tg- (w 1gO”)Konformere bezeichnet. 

Urn geeignete Anfangswerte fiir die Diederwinkel w und + zu erhalten, 
werden bei 3 diese beiden Winkel jeweils in 10”Schritten von 0 bis 360“ in- 
krementiert. Fur jede $-WKombination werden die iibrigen Diederwinkel 
optimiert, bis ein Energieminimum erreicht ist. Von den so erhaltenen Strukturen 
werden diejenigen, die weniger als 10 kJ/mol fiber der energetisch giinstigsten 
Startkonformation liegen, optimiert. 

Es ergeben sich dann ftir 3 drei energiearme Konformere A, B und C, deren 
Diederwinkel in Tab. I zusammengefafit sind. A und B sind gg-Konformere, C ist 
ein gt-Konformer. Die beiden gg-Konformeren sind ihnlich und unterscheiden sich 
geringftigig in der Orientierung der (l-3)-glycosidisch gebundenen cY-n-Mannose- 
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TABELLE I 

DIEDERWINKEL IN DEN MIT GESA BERECHNBTEN ENERCIETISCH G~NSIIGSTEN KONFGRMEREN A. 3 l.JND c 

Bindung 

#-(l-*6)-3 

Relative Konfowner 
Energie 

m-C-6 fkiJ/molj 
SD-IMU?2 

-59 152 58 3 -48 -15 59 -2 -66 0.00 
-58 

At& 
155 61 -4 -42 2 58 -2 -67 0.21 

-57 179 
B (gg) 

57 -3 -41 5 56 7 &? 1.80 C (gt) 

1 

d-D-HWl 
(l-6) 

O-D-GlcNAc 

- d-D-?&In 
(W3) 

Abb. 1. Die energetiscb g&nstigsten Koaformationen WXI {a) 1 und (b) 3 als Kuge~-gta~D~e~ng 
(Plot-Frogramm SCHAKALs). 
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Einheit. Die Tab. I zeigt, daf3 im Pentasaccharid 3 die gg-Konformationen A und 
B beide eine niedrige Energie aufweisen. 

Die (l-6)-glycosidisch gebundene cu-D-Mannose-Einheit in 3 sollte damit be- 
vorzugt eine gg-Konformationen einnehmen. Somit unterscheidet sich 3 deutlich 
von 1, das eine gt-Konformation bevorzugt, bei der eine Riickfaltung der (Y-D- 

Mannose-Einheit 4’ zur reduzierenden 2-Acetamido-2-desoxy-p-glucose-Einheit 2 
auftritt. Der Unterschied der beiden Konformationen wird beim Vergleich der 
Molekiilmodelle fiir die giinstigsten Konformationen von 1 (Abb. la) und 3 
(Abb. lb) besonders deutlich. 

Fur eine detaillierte Analyse ist such die Form der Energieminima von Be- 
deutung. So ergibt ein llaches Minimum im Vergleich zu einem mehr steilen 

Minimum unterschiedliche Anteile der Konformeren an der betreffenden Bindung. 
Dies ist besonders ftir (l-6)-glycosidische Bindungen von Bedeutung, da hier 
Anteile unterschiedlicher Konformeren auftreten. Daher ist es sinnvoll, die Form 
des gg- wie des g&Minimums bei 3 n5iher zu untersuchen. Zu diesem Zweck werden 
die Energiehyperfhlchen, die sich durch Variation der Diederwinkel q? und o an 
der (146)~glycosidischen Bindung ergeben, in der Umgebung des gg- und des gt- 
Minimums errechnet. Wie oben beschrieben, werden die iibrigen Diederwinkel fiir 
jede $-WKombination optimiert. Die Hyperlhiche (Abb. 2a) beschreibt das gg- 
Minimum. Diederwinkel # nimmt in 5”-Schritten Werte von 130 bis 215” an. 
Diederwinkel w tlberdeckt, ebenfalls in Y-Inkrementen, einen Bereich von - 100 

(b) 

Abb. 2. (a) Das gt-Minium in Abhtingigkeit von den Diederwinkeln (I und o; (b) das gg-Minimum in 
Abh;ingigkeit von den Diederwinkeln # und o. 
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bis - 15”. Die Hyper&iche (Abb. 2b) zeigt das gt-Minimum. Diedenvinkel I,$ lie@ 
wieder zwischen 130 und 215”, Diedenvinkel o nimmt Werte von 20 bis 105” an. 
Die Schrittweite betrggt ebenfalls 5”. Es zeigt sich, da8 die beiden Energiefliichen 
%hnliche Ausdehnungen aufweisen. In grober NSiherung kann man daher die 
Energieinhalte des gg- und des g&Minimums zu einer Abschiitzung des gg:gt-Kon- 
formerenverhtiltnisses heranziehen. Hierbei ergibt sich ein Wert von gg:gf =7:3. 
Mit Hilfe der nachfolgend beschriebenen N.m.r.-Experimente lassen sich die so 
gewonnenen Befunde gut bestgtigen. 

Analyse des ‘H- und ‘3C-N.m.r.-Spektrurns von 3. Anwendung des Relayed- 
COSY- und des phasensensitiven COSY-Experimentes. - Das Pentasaccharid 3 
liegt als a&Anomerengemisch vor ((w : /3 wie 3: 1). Die folgenden Angaben be- 
ziehen sich, wenn nicht anders vermerkt, auf das a-Anomere von 3. Die anomeren 
Protonen der 2-Acetamido-2-desoxy-D-glucose-Einheiten lassen sich aufgrund 
ihrer charakteristischen Kopplungskonstanten Jr,* (a -3.0, /? -8.0 Hz) eindeutig 
zuordnen. Problematisch ist die Zuordnung der anomeren Protonen der drei 
Mannose-Einheiten mit den Kopplungskonstanten Jr,, -1.5 Hz tir (r- und @Ver- 
kniipfung. Auch die chemischen Verschiebungen der anderen Protonen erlauben 
keine sichere Differenzierung. Die spiiter beschriebenen n.O.e.-Experimente 
bestiitigen die durch COSY-Experimente getroffene Zuordnung. 

Ausgehend von den anomeren Protonen liefert das lH,lH-COSY- 
ExperimentI die chemischen Verschiebungen der Protonen H-2 und teilweise such 
H-3 von @&fannose- 3 und a-D-Mannose-Einheit 4. Eine weitergehende Inter- 
pretation ist mit Hilfe des einfachen lH,lH-COSY-Spektrums nicht moglich. Als 
sehr gut geeignet erweisen sich hierzu Relayed-COSY-Esperimente15-17. 

Nach Eich et al.15 bietet das ‘H-Relayed lH,rH-COSY-Experiment die 
Moglichkeit, nicht nur direkt miteinander koppelnde Protonen zu korrelieren, 
sondem durch Magnetisierungstransfer fiber ein sogenanntes Relay-Proton eine 
Korrelation von Protonen zu erreichen, die als gemeinsamen Partner dieses Relay- 
Proton besitzen. Grundsiitzlich ist es moglich, Magnetisierung iiber mehrere Relay- 
Protonen zu transferieren. Mit Hilfe des TOCSY (Totally Correlated 
Spectroscopy)-Experimentes 24 lassen sich sogar alle miteinander koppelnden 
Protonen gemeinsam anregen. 

Der limitierende Faktor bei diesen Experimenten ist die Spin-Spin- 
Relaxationszeit T,. Dies sol1 kurz erltiutert werden. Die beim Relayed-COSY- 
Experiment angewandte Impulsfolge (I) 

90” - t, - 90” - 712 - 180” - r/2 - 90” - tz (1) 

beinhaltet als kritischen Parameter die Zeit T. Da die Intensitiit I eines Relay-Cross- 
Peaks ftlr ein AMX-System mit J, 0 Hz, wie es bei Sacchariden hiiufig zu finden 
ist, durch die Proportionalitiit (2) gegeben ist r7, liibt sich leicht nachvollziehen, da8 

I - sin( m JAM 7) sin( ?r JMx T) exp( - 7/T2) (2) 
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die optimale Wahi ftlr T bei JAM, J Mx & Tir sich nach Baxr7 (Gleichung 3) ergibt. 

Fur Oligosaccharide wie das Fentasacch~d 3 sind JAM und &x von der 
Grogenordnung T;;l. Nach Bax17 liefem dann T-Werte, die lO-30% kleiner als die 
durch Gleichung (3) bestimmten Werte sind, optimale Ergebnisse. Dies lal3t sich 
such bei unseren Experimenten mit 3 bestiitigen. Zu beachten ist, da13 bei kurzen 
Spin-Spin-Relaxationsz~iten T, die Intensit& der Relay-Cross-Peaks nach (2) stark 
abnimmt, so dab lange MeBzeiten erforderlich werden k&men. Besonders bei 
Korrelation tiber 2 oder 3 Relay-Protonen kann dies zu einem erheblichen 
Aufwand an Megzeit fuhren. Bei der Optimierung des Parameters 7 fiir ein 
Relayed-COSY-Experiment am Pentasaccharid 3 sollen miiglichst die Kopplungs- 
konstanten bertlcksichtigt werden, die eine Zuordnung der Protonen H-3 und H-4 
der Pyranoseringe ermbglichen. Fur das vorliegende Experiment wurden die 
Modell-KoppIungskonstanten & (Mannose) 3.5 Hz und & (Mannose) 9.5 Hz fur 
die Berechnung von 7 ausgewiihlt. Nach (3) ergibt sich fiir T damit ein Wert von 
73 ms. Wie oben beschrieben, liegt der optimale T-Wert ftir das Pentasaccharid 3 
IO-30% unter dem so bestimmten Wert, so dal3 das Experiment mit einer Zeit T 
66 ms durchgefiihrt wurde. Abb. 3 zeigt das Ergebnis der Messung. 

Es fallt auf, da8 such fur die Spinsysteme, fur die die ausgewihlten 
Kopplungskonstanten keinen optimalen Magnetisierungstransfer gewahrleisten, 
wie z.B. die Protonen H-19, H-Z9 und H-39 der “bisecting” Z-Acetamido-Z-desoxy- 
D-glucose-Einheit , deutliche Relay-Cross-Peaks zu beobachten sind. 

Mit Hilfe des Relayed-COSY-Experimentes (Abb. 3) lassen sich fur H-32, 
H-33, H-34’, H-44 und alle Protonen der Einheit 9 Zuordnungen treffen. Abb. 3 
zeigt weiter, daB such schwache Cross-Peaks zu beobachten sind, die einem 
Magnetisierungstransfer iiber zwei Relay-Protonen entsprechen. So ist z.B. eine 
Korrelation zwischen dem anomeren Proton H-l9 und dem Proton H-49 sichtbar. 
Die Ursache fiir diesen doppelten Ma~etisie~gstransfer liegt in der Imper- 
fektion des 180”-Imp&en in Sequenzr7 (2). 

Aufbauend auf den so gewonnenen Informationen gelingt die vollstandige 
Zuordnung aller Protonen mit Hilfe eines phasensensitiven ‘H,*H-COSY- 
Experimentes. Fiir die Aufnahme dieses Spektrums wird die TPPI (Time 
Proportional Phase Increment)-Methode nach Marion und Wiithrich angewandt19. 
Man erhalt so Cross-Peaks, die keinen Dispersionsanteil mehr aufweisen und 
deshalb phasenkorrigiert werden konnen. Durch geeignete Wahl der spektralen 
Breite wird eine digitale Aufldsung von 0.9 HzlPt erreicht, die es ermoglicht, 
anhand der Cross-Peaks Kopplungskonstanten zu analysieren. Durch genaue 
Analyse aller Cross-Peaks gelingt die eindeutige Zuordnung aller Protonen im 
Pen~sac~h~id 3. Abb. 4 zeigt einen Ausschnitt aus dem phasensensitiven lH,lH- 
COSY-Spektrum, in dem die Cross-Peaks zugeordnet sind. 

Die vollstlndige Interpretation des ‘3C-N.m.r.-Spektrums von 3 gelingt mit 
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Abb. 3. 400 MHz-Relayed-COSY-Spcktrum von 3. Angewandte Impulssequenz: 90” - t, - 90” - 02 
- 180” - D2 - 90” - b. Die Aufnahme erfolgte mit 512 Inkrementen in t, und 2 k Datenpunkten in 
r,. Durch zerofilling wurde eine Datenmatrix von lK(Q x 2K(t,) erhalten. Die Spektrenbre-ite betrug 
1773 Hz in FI und l?2. Die Delay-Z&t 02 wurde zu 33 ms gewiihlt. Vor der Fouriertransformation 
wurde eine sine-bell-Multiplikation in t, und tz durchgetihrt. 
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3.6 

6 

3.7 
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l- 

L 
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6 

Abb. 4. 400 MHz-Phasensensitives COSY-Spektrum von 3. Angewandte Impulssequenx: 90” - t, - 
90” - t2. Es wurde die TPPI-Methodeig angewandt. Die Aufnahme erfolgte mit 512 Inkrementen in t, 
turd 2 k Datenpunkten in tz. Durch Zerofilling erhiilt man eine Datenmatrix von 2K(t,) X 2K(t,). Eine 
Spektrenbreite von 917 Hz in FI und fl ergibt eine digitale Aufliisung von 0.89 Hflunkt. Vor der 
Fourier-transformation wurde eine sine-bell-Multiplikation in t, und t2 durchgefiihrt. 
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Hilfe eines 1H,13C-COSY-Experimentes14. Zur Analyse des ‘H,13C-COSY- 
Spektrums werden die ‘H-N.m.r.-Daten von 3 sowie tabellierte 13C-chemische Ver- 
schiebungen verwandter Verbindungen Q herangezogen. In Tab. II sind die voll- 
stSindigen lH-N.m.r.-Daten, in Tab. III die 13C-N.m.r.-Daten fir das Penta- 
saccharid 3 zusammengefal3t. 

n.O.e.-Experimente und Diskussion chemischer Verschiebungen. - n.O.e.- 
Experimente ermiiglichen es, das durch HSEA-Berechnungen gewonnene Modell 
ftir die Konformation von 3 in wlssriger Liisung zu tiberprtifen. Unter der Voraus- 
setzung, da13 die Molektilbewegung isotrop ist und hauptsachlich Relaxation tiber 
Dipol-Dipol-Wechselwirkungen erfolgt, k6nnen relative n.O.e.-Werte nach 
Gleichung (4) berechnet werden=, in der 

mitd= beobachtetes Proton, s = gesiittigtes Proton, n = Zahl der Protonen, die 
bei Siittigung von s ebenfalls n.O.e.-Werte aufweisen, i = Zahl aller Protonen, 
tiber die ein Abbau des n.O.e.-Wertes erfolgt, r = Abstand und K,K’ = Kon- 
stanten, die ftir die Berechnung relativer n.O.e.-Werte gleich 1 gesetzt werden 
kiinnen. Gleichung (4) ist die grundlegende Beziehung ftir die Berechnung relativer 

TABELLE II 

lH-~~~~~~~ VERSCHIEBUNGEN (8) UND KOPPLUNGSKONSTANTEN J [Hz]" VON 3 IN zHzO-CQ302H, 3 : lb 

Saccharid- 
einheit 

H-l H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-6’ NHCOCEI, 

a-Anomeres 
van 3 
2 

3 

4 

4’ 

9 

BAnomeres 
von 3 
2 

3d 

5.14 
(2.9) 
4.69 
(1.0) 
5.19 
(1.2) 
4.92 
(1.3) 
4.49 
(8.2) 

4.64 
(8.3) 
4.68 
(1.0) 

3.86 
(10.5) 
4.15 
(3.0) 
4.12 
(3.4) 
3.92 
(5.6) 

3.61-3.62 3.94 

3.87-3.92 3.55 

(9.6) 
3.84 3.60 3.72 
(9.6) (8.4) 
3.88 3.51 3.89 

(9.6) (8.4) 
3.51 3.39-3.32 
(8.4) 

3.69-3.66 2.03c 

4.15 3.87 3.92 3.55 

(3.0) (9.6) 

3.77-3.70 2.03’ 

3.86-3.80 

4.m3.89 

4.w3.89 

3.14 2.02’ 
(5.5) 
(13.2) 

3.86-3.80 

‘In Klammem. bInnerer Standard: Aceton, 6 2.225, T 305 K. mese Werte kBnnen vertauscht sein. mr 
4,4’ und 9 werden gleiche chemische Verschiebungen wie bei dem a-Anomeren gefunden. 
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TABELLE III 

‘3C-CHEMISCHE VBRSCHIEBUNGEN (6) VON 3 IN *H,o-c?H,0*H, 3: 1” 

Saccharid- 
einheit 

C-I c-2 c-3 c-4 C-5 C-6 co CH, 

von 3 
2 91.66 55.01 74.48 81.33 74.88 61.37 174.876 23.18 
3 101.33 71.54 78.84 70.31 75.87 66.72 
4 103.19 71.18 71.67 68.39 74.80 62.61’ 
4’ 101.11 71.35 71.69 68.46 71.18 62.72’ 
9 102.33 57.51 74.89 71.66 77.79 62.61 174.6gb 22.926 

$-Anomeres 

von 3 
2d %.29 73.45 80.89 75.87 61.37 174.87b 23.16b 

lnnerer Standard: Aceton S 30.50, T 305 K. *JDiese Werte kiinnen vertauscht sein. dFiir 3, 4, 4’ und 9 
werden gleiche chemische Verschiebungen wie bei dem a-Anomeren gefunden. 

n.O.e.-Werte in starren Molektilen. Der erste Term in Gleichung (4), der die 
direkte Wechselwirkung zwischen dem Spin des beobachteten Protons d und dem 
Spin des gestittigten Protons s beschreibt, ist deutlich griil3er als der zweite Term, 
der die indirekte Polarisierung repriisentiert, die durch die Spinwerte der Protonen 
n hervorgerufen wird. Daher Ia& sich Gleichung (4) fur die iterative Berechnung 
von n.O.e.-Werten heranziehen. Dabei wird nach Noggle und Schirmer25 
folgendermaBen verfahren: Zuniichst werden alle n.O.e.-Werte, die bei Siittigung 
des Spins s auftreten, niherungsweise unter Verwendung des ersten Terms in 
Gleichung (4) berechnet. Mit den so erhaltenen Ergebnissen werden nach 
Gleichung (4) die n.O.e.-Werte neu berechnet. Dieser Zyklus 1iiSt sich beliebig 
fortsetzen, indem die verbesserten Ergebnisse immer wieder in Gleichung (4) 

eingesetzt werden. Dabei konvergieren die berechneten n.O.e.-Werte gegen die 
Werte, die unter Einbeziehung des Effektes der indirekten Polarisierung zu 
erwarten sind. 

Es sol1 anhand der experimentellen Ergebnisse gezeigt werden, dal3 der erste 
Term in Gleichung (4) schon sehr gute Ntierungswerte fur die relativen n.O.e.- 
Werte liefert26p27. Wenn man fur die beobachteten n.O.e.-Werte eine geschiitzte 
Genauigkeit von +lO% annimmt, liegen die Abweichungen zwischen den nach 
dem iterativen Verfahren bestimmten Ergebnissen und den unter Verwendung des 
ersten Terms in Gleichung (4) errechneten Werten im allgemeinen innerhalb dieser 
Fehlergrenze. Der Effekt der indirekten Polarisierung sollte bei kleineren 
Molekiilen, fur die eine genauere Integration der n.O.e.-Werte miiglich ist, eine 
Rolle spielenD. Mit Hilfe einer 13C-T,-Messung la& sich zeigen, dag die fur die 
Verwendung von Gleichung (4) wichtige Vorbedingung einer isotropen Molektil- 
bewegung erftillt ist i,*,*O. Die NT,-Werte in 3 sind nahezu .konstant (siehe 
Schema 2). 
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cr-D-Manp 

0.19 (0.18) : 
0.17 (0.22) 3 0.16 (0.14) 0.18 (0.10) 
Po-GlcpNAc-(1+4)-Po-Manp-(1+4)-o-GlcNAc 

6 
0.19 (0.20) t 

1 
cu-~-bkin~ 

Schema 2. NT,-Werte [s] fiir 3. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus den NT,-Daten ftir die 
Pyranosering-C-Atome C-144 der jeweiligen Saccharideinheit. In Klammem sind die NT,-Werte der 
C-6-Atome der betreffenden Einheiten angegeben. 

Das Pentasaccharid 3 zeigt in w&tiger Liisung bei Spektrometerfrequenzen 
von 270 und 400 MHz in einem Temperaturbereich von 285-315” K keine 
quantitativ auswertbaren n.O.e.-Werte. Die Zugabe von (*H3Methanol zur 
wiissrigen Losung von 3 ermi$licht eine Erniedrigung der MeStemperatur und 
damit verbunden eine VergroDerung der Korrelationszeit2Jr 7,. Optimale 
Bedingungen findet man bei 400 MHz und einer MeDtemperatur von 270” K. Durch 
VergrijSerung der Korrelationszeit rC ist man so in einem Bereich, in dem starke 
negative n.O.e.-Werte beobachtet werden. Dabei ist durch geeignete Wahl der 
Bestrahlungsdauer daftir Sorge zu tragen, da8 es nicht zu “Spin-Pumping”- 
Effekten= kommt. Die bei Temperaturen unterhalb von 270” K einsetzende Linien- 
verbreiterung infolge der zunehmenden Viskositiit der Liisung macht eine Durch- 
ftihrung von n.O.e.-Experimenten bei noch tieferen Temperaturen nicht miiglich. 
Abb. 5 zeigt alle im Pentasaccharid 3 zu beobachtenden n.O.e.-Werte anhand der 
zugehiirigen Differenzspektren. In Tab. IV sind die beobachteten relativen n.O.e.- 
Werte zusammengefabt. Sie werden dort mit den berechneten relativen n.O.e.- 
Werten verglichen, die nach der oben beschriebenen Methode erhalten werden. 

Aus den fur die Konformationsanalyse relevanten n.O.e.-Werten lassen sich 
die folgenden Befunde ableiten. Bei Siittigung des anomeren Protons H-13 der 
zentralen Mannose-Einheit 3 wird eine interglycosidische n.O.e.-Abschwiichung 
des Protons H-42 der reduzierenden 2-Acetamido-2-desoxy-glucose-Einheit be- 
obachtet. Der Vergleich berechneter und beobachteter relativer n.O.e.-Werte 
zeigt (Tab. IV), da8 die fur die /3-D-(1+4)-glycosidische Bindung zwischen Man-3 
und GlcNAc-2 berechnete Konformation (Tab. I) die VerhQtnisse in wiissriger 
Liisung sehr gut beschreibt. Die beste ijbereinstimmung zwischen berechneten und 
beobachteten relativen n.O.e.-Werten ist fur das Konformer B unter Einbeziehung 
des Effektes der indirekten Polarisierung zu finden. 

Bezieht man jedoch einen geschatzten MeBfehler von +lO% fiir die be- 
obachteten n.O.e.-Werte in die Betrachtung mit ein, so ergibt sich z.B. ftir den 
beobachteten relativen n.0.e. H-42/H-23 ein Wertebereich von -1.2--1.7. Somit 
kann bei der Berechnung des relativen n.O.e.-Wertes die Vereinfachung durch 
Verwendung nur des ersten Terms in Gleichung (4) als hinreichend angesehen wer- 
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TAEELLE IV 

RELATWE BEOBACHTBTEUNDBERECHNE TE n.O.e.-wERTErn3s 

slwiglmg Relativer Beobachtet Bercchnet 
von n.O.e.-Wen 

A B c 

H-l’ H-4r/H-23 1.43 
H-33iH-23 0.57 
H-53~23 0.80 

~-23 H-WI-1’ 2.78 
H-l’ H-33/H-2’ 1.04 

~-23~1-24 0.24 
~-29~1-24 0.00 

H-l” H-B H-613/H-24’ 
H-5&I-2” 0.33 0.07 

H-l9 H-34’,H-54’/H-39 2.26 
HMI-I-39 2.16 
H-59/H-39 1.51 
H-29/H-39 0.80 

1.31(1.38) 
0.66 (0.50) 
0.84 (0.82) 
1.92 (2.04) 
1.03 (1.02) 
0.00 (0.00) 
0.74 (0.72) 
0.44 (0.32) 
0.00 (0.00) 
2.82 (3.37) 
2.03 (2.61) 
1.03 (1.13) 
0.68 (0.78) 

1.38 (1.45) 1.12 (1.17) 
0.61 (0.45) 0.60 (0.44) 
0.88 (0.86) 0.97 (O.%) 
2.06 (2.16) 2.24 (2.37) 
1.57 (1.58) 1.58 (1.59) 
0.08 (-0.12) 0.05 (-0.07) 
0.29 (0.24) 0.21 (0.16) 
0.44 (0.33) 0.35 (0.25) 
0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 
2.72 (3.24) 0.00 (0.00) 
1.95 (2.49) 1.69 (2.17) 
1.05 (1.18) 1.05 (1.23) 
0.70 (0.80) 0.67 (0.77) 

#Die n.O.e.-Werte wurden nach dem ersten Term in Gleichung (4) be-x&net. In Klammem sind die 
Werte angegeben, die man nach dem iterativen Verfabren unter Verwendung von Gleichung (4) erh&lt. 
A, B und C sind die drei Minimumkonformationen von Tab. I. 

den. Die fiir das Konformer C berechnete Konformation mit einem positiven $ 
Winkel (Tab. I) an der /3-D-(1+4)-glycosidischen Bindung sollte in einem Konfor- 
merengleichgewicht A, B, C eine geringe Rolle spielen. 

In allen drei Konformeren A, B, C sollte die a-(l-3)-glycosidisch 
gebundene cw-D-Mannose-Einheit 4 so orientiert sein, dal3 sich such ein kurzer 
Abstand zwischen H-23 und H-9 ergibt 29. Eine deutliche n.O.e.-Abschwiichung 
von H-Y bei Siittigung von H-23 bestatigt dies. Beim Vergleich des beobachteten 
relativen n.O.e.-Wertes H-59%l3 mit den berechneten Werten (Tab. IV) mug 
beachtet werden, dal3 eine selektive Sattigung von H-23 nahezu unmiiglich ist. Da 
das H-24-Signal gegeniiber dem H-23-Signal nur urn 0.03 p.p.m. zu hoherem Feld 
verschoben ist, ist kaum auszuschliegen, dag such H-24 eine teilweise Sattigung 
erfart. Daher ist es verstiindlich, daB der quantitative Vergleich nicht zu einer 
vollstslndigen iibereinstimmung zwischen Beobachtung und Berechnung fiihrt. 
Zudem mug such beachtet werden, da13 geringfiigige Variationen der Diederwinkel 
4 und $ an der cu-D-(1+3)-glycosidischen Bindung betrichtliche Anderungen des 
Abstandes H-23 zu H-54 zur Folge haben konnen. Weiterhin wurde ftir die Be- 
rechnung des relativen n.O.e.-Wertes H-5YH-l3 eine gt-Anordnung an der C-54-C- 
64-Bindung der cu-n-Mannose-Einheit 4 zugrunde gelegt, obwohl such ein gt * gg 
Konformerengleichgewicht miiglich ist. Die entsprechende Berechnung fur eine gg- 
Anordnung an dieser Bindung ftihrt aber zu niedrigeren Werten ftir den berechne- 
ten relativen n.O.e.-Wert H-54/H-13. 

Weiteren Aufschlug tiber die Konformation an der cr-o-(1+3)-glycosidischen 
Bindung erhiilt man durch Sattigung des anomeren Protons der a-D-Mannose- 
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Einheit 4. Man findet, wie erwartet, eine n.O.e.-AbschwPchung von H-3. Der 
beobachtete relative n.O.e.-Wert H-33/H-24 weist eine sehr gute ubereinstimmung 
mit dem ftir das Konformere A berechneten relativen n.O.e.-Wert auf (Tab. IV). 

Es ist zu beachten, da13 H-33 und H-43 ein System hoherer Ordnung bilden und 
Gleichung (4) streng genommen nur bedingt gilt. Es zeigt sich, dag der Effekt der 
indirekten Polarisierung hier nahezu keinen Einflug auf die Berechnung des relati- 
ven n.O.e.-Wertes hat. 

Neben der n.O.e.-Abschwlchung von H-33 wird such eine geringere 
Abschwachung von H-23 beobachtet. Den Berechnungen mit GESA zufolge sollte 
dieser n.O.e.-Wert nicht auftreten bzw. sehr klein sein (s. Tab. IV). Andererseits 
lassen die GESA-Rechnungen eine erhiihte Flexibilitgt beziiglich des +Winkels an 
der a-D-( l-*3)-glycosidischen Bindung vermuten, so dag moglicherweise eine 

leicht variierte Konformation eingenommen werden kann, in der ein kurzer 
H-l4 - - - H-23-Abstand moglich ist . 

Eine vorhergesagte dipolare Wechselwirkung zwischen H-l4 und H-29 wird 
nicht beobachtet. Dies ist erklarbar, wenn man bedenkt, daS der Abstand H-l4 zu 
H-29 nicht nur von der Konformation an der a-o-(1+3)-glycosidischen Bindung, 
sondern ebenfalls von der Orientierung der /3-o-(l-+4)-glycosidisch gebundenen 
“bisecting” 2-Acetamido-2-desoxy-D-glucose-Einheit 9 abhgngt. Die erheblichen 
Schwankungen bei der Berechnung des relativen n.O.e.-Wertes H-29/I-I-2d in den 
Konformeren A, B, C zeigen, dal3 kleine Anderungen der Diederwinkel an den 
beiden betrachteten glycosidischen Bindungen drastische Auswirkungen auf den 
zu erwartenden n.O.e.-Wert haben. Beriicksichtigt man weiter, dag die 
Konformeren A, B und C Minima reprtisentieren, die fur alle glycosidischen 
Bindungen eine gewisse Ausdehnung in +- und $-Richtung aufweisen, so ist das 
Ausbleiben einer dipolaren Wechselwirkung zwischen H-l4 und H-29 versttindlich. 

Schema 3. Interglycosidische n.O.e.-Werte in 3. 
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Das Hauptproblem bei der Konformationsanalyse von 3 ist die Frage der 
Orientierung der o-( 1+6)-glycosidisch gebundenen a-D-Mannose-Einheit 4’. Die 
Siittigung der anomeren Protonen der cw-D-Mannose-Einheit 4’ und der “bisecting” 
2-Acetamido-2-desoxy-o-glucose-Einheit 9 ftihrt zur Beobachtung besonders 
interessanter interglycosidischer n.O.e.-Werte. So ergibt sich bei Sattigung von 
H-14’ eine eindeutige n.O.e.-Abschwiichung der Protonen H-63, H-6’3 sowie eine 
sehr geringe bei H-53. Da H-63 und H-6” ein System hoherer Ordnung bilden, ist 
such hier die Anwendung von Beziehung (4) ftir die Berechnung der relativen 
n.O.e.-Werte mit gewissem Vorbehalt zu betrachten. Die ffir den relativen n.0.e. 
H-63, H-6’3/H-24’ berechneten Werte korrespondieren sehr gut mit dem beobachte- 
ten n.O.e.-Wert. Eine Aussage tiber eine Bevorzugung einer Konformation an der 
cc-o-(l-6)-glycosidischen Bindung ist hieraus jedoch nicht moglich, da die berech- 
neten Werte in den Konformeren A, B, C sich kaum voneinander unterscheiden. 
Eine Bestimmung des Konformerengleichgewichtes aus den Kopplungskonstanten 

JH-+,H43 lUld JH-S3Jf-6 J ist nicht miiglich, da, wie das lH,13C-COSY-Experiment und 
das n.O.e.-Experiment zeigen, H-67 nnd H-6’3 ein System hiiherer Ordnung 
darstellen. 

Die sehr schwache n.O.e.-Abschwachung von H-53 bei Siittigung von H-14’ 
ist nicht zu erwarten. Sie sollte in keinem der konformeren A, B oder C anftreten. 
Die a-D-( 1+6)-glycosidische Bindung besitzt , wie schon gezeigt , eine besondere 
Flexibilitiit beziiglich der Diederwinkel + und w, so dal3 moglicherweise neben A, 
B und C in geringerem MaSe noch Konformere eine Rolle spielen, in denen eine 
dipolare Wechselwirkung zwischen H-14’ und H-Y miiglich ist. Ebensogut kann es 
sich bei der geringen n.O.e.-Abschwiichung von H-53 urn einen Spin-Pumping-Ef- 
fekt handeln. 

Bei Sattigung des anomeren Protons der “bisecting” 2-Acetamido-2-desoxy- 
o-glucose-Einheit H-l9 wird zum einen eine n.O.e.-Abschwiichung des Protons 
H-43 tiber die @-(l-*4)-glycosidische Bindung beobachtet. Die fibereinstimmung 
zwischen dem beobachteten relativen n.O.e.-Wert H-43/H-39 und den berechneten 
Werten fir die Konformeren A, B und C ist sehr gut und bestltigt so die ftir die 
p-o-(1+4)-glycosidische Bindung berechnete Konformation. Zum anderen wird 
eine fir die Konformationsanalyse von 3 besonders aufschlul3reiche n.O.e.- 
Abschwtichung der Protonen H-34’ und H-54’ der cY-D-(1+6)-glycosidisch 
gebundenen cr-D-Mannose-Einheit 4’ beobachtet. Diese Wechselwirkung ist nur in 
den gg-Konformeren A und B, nicht jedoch im gt-Konformeren C miiglich. Ver- 
gleicht man den beobachteten relativen n.O.e.-Wert H-34’, H-54’/H-39 mit den ftir 
die beiden Konformeren A und B berechneten Werten, so ergibt sich, da!3 der 
beobachtete Wert leicht unter den berechneten Ergebnissen liegt. Dies hil3t sich 
ausgezeichnet mit dem Vorliegen eines Konformerengleichgewichtes A*B*C, 
wie es von den GESA-Berechnungen vorhergesagt wird, erkliiren. 

Die verschiedenen n.O.e.-Experimente liefern somit eindeutig Hinweise 
darauf, daD das durch GESA-Berechnungen gewonnene Model1 fiir die bevorzugte 
Konformation von 3 in wassriger Liisung realistisch ist. Weitere qualitative Bes- 
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tatigungen fiir die berechnete Konformation von 3 ergeben sich aus der 
Auswertung der ‘H-chemischen Verschiebung. Vergleicht man die chemischen 
Verschiebungen der Protonen und 1X-Kerne im Tetrasaccharid 1 mit denen im 
Pentasaccharid 3, so ist im wesentlichen eine gute ijbereinstimmung zu 
registrieren. Abweichungen bis -0.1 p.p.m. konnen dem Zusatz von 
(2H,)Methanol zur wassrigen Ltisung von 3 zugeschrieben werden. 

Sehr auffallig ist aber eine deutliche Tieffeldverschiebung der Signale der 
Protonen H-43 und H-Y’ im Spektrum von 3. Das H-43-Signal der zentralen P-D- 
Mannose-Einheit wird urn 0.17 p.p.m. und das H-Y-Signal der (1+6)-gebundenen 
a-o-Mannose-Einheit urn 0.25 p.p.m. zu tiefem Feld verschoben. Bei H-43 ist 
dieser Effekt auf einen geringen Abstand zum Ringsauerstoff O-59 der “bisecting” 
/3-D-2-Acetamido-2-desoxy-D-glucose-Einheit zuriickzuftihren. Die noch aus- 
geprsgtere Tieffeldverschiebung von dem H-54’-Signal ist einer Wechselwirkung 
der (1+6)-gebundenen cY-D-Mannose-Einheit mit der “bisecting” /3-D-2- 
Acetamido-2-desoxy-D-glucose-Einheit zuzuschreiben. Fur die Abstgnde 
H-54’ . . - N9 und H-Y .-*O-19 findet man in den gg-Konformeren Werte von -2.8 
A bzw. -3.5 A. Somit bestsltigt diese spezielle Entschirmung das Vorliegen der 
gg-Konformeren A und B. 

Ergebnis. - Die experimentell ftir 3 ermittelten N.m.r.-Daten sind mit dem 
auf Abb. lb dargestellten berechneten Model1 der bevorzugten Konformation von 
3 gut vereinbar. Fur die (l-4)-Bindung von P-D-Man-3 mit D-GlcNAc-2 und /3-D- 
GlcNAc-9 mit p-D-Man-3 beobachtet man n.O.e.-Werte, wie man sie nach dem 
Model1 Abb. lb erwarten mug. Bei der Bindung von a-D-Man-4 mit PD-Man-3 ist 
eine leichte Abweichung von der Konformation in Abb. lb miiglich. Besonders 
wichtig ist, da8 n.O.e.-Werte und spezielle Abschirmungs eindeutig ftir eine Bevor- 
zugung der gg-Konformation der (l-6)-Bindung zwischen (Y-D-Man-d’ und P-D- 

Man-3 sprechen. Durch Energieberechnung ist ein Verhgltnis gg:gr 7:3 
abschgtzbar. 

Durch die Anwesenheit der “bisected” Einheit unterscheidet sich somit die 
bevorzugte Konformation von 3 grundlegend von der von 1, bei der eine Bevor- 
zugung einer gt-Konformation beobachtet wird. In dieser gf-Konformation von 1 
erfolgt eine Rtickfaltung der (l-6)-gebundenen (Y-D-Man-#, wobei sich die 
Einheiten cu-D-Man-l’ und D-GlcNAc-2 nahe kommen. Diese Anordnung von 1 
wird such in der urn Lactosamineinheiten verhingerten Verbindung 2 gefunden. Es 
steht daher zu erwarten, dal3 die in 3 gefundene Bevorzugung der gg-Konformation 
such in der urn Lactosamineinheiten entsprechend verhingerten Verbindung 4 
anzutreffen ist. 

EXPERIMENTELLER TEIL 

Die N.m.r.-Spektren wurden mit einem Bruker-WM-400Spektrometer 
aufgenommen. Die Spektrometerfrequenz fur Protonen betrug 400.13 MHz und 
fur 13C-Kerne 100.63 MHz. Die Spektrenbreite fur das ‘H-N.m.r.-Spektrum betrug 
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1773 Hz und ftihrte bei 32 k Datenpunkten zu einer digitalen Aufliisung von 
0.108 Hz/Punkt. 13C-N.m.r.-Spektren wurden breitbandentkoppelt und nach dem 
DEPT-Verfahre# aufgenommen. Dabei ergab sich bei einer Spektrenbreite von 
26316 Hz und 32 k Datenpunkten eine digitale Aufliisung von 1.606 HzIPunkt. Die 
Probenkonzentration betrug 15 mg in 1 mL ZH,G-(ZH,)Methanol (3: 1; 16mM). Das 
Pentasaccharid wurde mehrmals in *HZ0 aufgenommen und gefriergetrocknet, 
bevor es in hochreinem 2H,G-(2H,)Methanol (99.96% *H) gel&t wurde. 

Die n.O.e.-Spektren wurden mit Hilfe der Differenzspektren-Methode31 
ausgewertet. Die MeDtemperatur betrug 270“ K. Eine Spektrenbreite von 2128 Hz 
bei 8 k Datenpunkten fiihrte zu einer digitalen Aufliisung von 0.519 Hflunkt. Die 
Spin-Gitter-Relaxationszeiten wurden nach der “Nonselective-inversion-recovery- 
Methode”32 (ftir Protonen) und nach der “Nonselective-fast-inversion-recovery- 
Methode”” (ftir 13C-Keme) bestimmt. Die 2-D-Messungen wurden mit Bruker- 
MeDprogrammen dnrchgefiihrt . Die Auswertung erfolgte mit einem ASPECT- 
2OOOComputer. Die HSEA-Berechnungen wnrden mit dem Programm GESAl* 
durchgeftihrt. Die Molektilmodelle wnrden mit dem Plot-Programm SCHAKAL34 
gezeichnet. Alle Berechnungen erfolgten im Rechenzentrum Hamburg auf einer 
Siemens-7.882-GroSrechenanlage. 
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