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ABSTRACT 

The conformational analysis of the recently synthesized tetrasaccharides U-D- 

Manp (1~3)-[ar-D-Manp-(1--r6)]-4-deoxy-~-~-lyx-hexp-(l~4)-~-GlcNAc (2) and 

cy-D-Manp-(l--*3)-[ar-D-Manp-(l~6)]-~-D-Talp-(I~4)-D-GlcNAc (3) will be descri- 
bed. The preferred solution conformation of 2 and 3 is a g&conformation, which is 
nearly identical with the preferred conformation of the naturally occurring tetra- 
saccharide cr-o-Manp-( l-3)-[cr-D-Maw-( 146)]-b-o-Maw-( 1+4)-o-GlcNAc (1). 

The main structural feature is the backfolding of the ar-(l-+6)-linked D-Man to the 
reducing D-GlcNAc unit. Conformational analysis of the tetrasaccharides (Y-D- 

Manp-(l~3)-[cr-o-Manp-(1~6)]-P-D-Manp-(l-+4)-1,6-anhydro-P-D-GlcNAc (4) 
a-D-Maw-( l-3)-ar-o-Manp-( l-+6)]-4-deoxy-p-o-/yx-hexp-( l-+4)- 1,6-anhydro-P- 
D-GlcNAc (5), and ar-D-Manp-(l-*3)-[cr-D-Manp-(1~6)]-P-o-Talp-(l--*4)-l,danhy- 
dro-/3-o-GlcNAc (6) gave additional proof for this backfolding. The substitution of 
the reducing unit leads to a smaller amount of gl- and a greater amount of gg-con- 
formers. The method used for conformational analysis of 2-6 is a combination of 
n.m.r.-experiments and HSEA-calculations with the program GESA. Concerning 
the application of new 2D-techniques, the COLOC-experiment turned out to be 
extremely useful in sequencing oligosaccharides. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Fur die von uns synthetisierten Tetrasaccharide ar-D-Manp-( 1+3)-[a-o-Maw- 
(1+6)]-4-desoxy-B-D-lyx-hexp-(1-+4)+GlcNAc (2) und cr-D-Manp-(1+3)+-D- 

Man(1+6)]-P-D-Talp-(1-+4)+GlcNAc (3) wird eine detaillierte Konformations- 

* XXVII. Mitteilung der Serie “Konformationsanalyse”. XXVI. Mitteil., siehe Zit. 1. 
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analyse durchgeftihrt. Es zeigt sich, dal3 2 und 3 bevorzugt eine gr-Konformation 

aufweisen, wie sie such fur das nattirlich vorkommende Tetrasaccharid cm-Maw- 
(1+3)-[cr-D-Manp-( 146)]-P-D-Manp-( 1 -+4)-D-GlcNAc (1) gefunden wird. Dabei 

ist die a-( l-+6)-glycosidisch gebundene D-Man zur reduzierenden o-GlcNAc-Einheit 
zuruckgefaltet. Eine Bestatigung der Ruckfaltung ergibt die Konformationsanalyse 

der Tetrasaccharide a-D-Manp-(1 -+3)-[~-o-Manp-(l--+6)]-~-o-Manp-(1-+4)-1,6- 
anhydro-/3-D-GlcNAc (4), cY-o-Manp-( 1 -+3)-[rY-D-Manp-( l-+6)]-4-desoxy-P-o-&x- 
hexp-( 1-+4)-l ,6-anhydro-P-o-GlcNAc (5) und a-D-Manp-( 143)[a-o-Man-( l-+6)]- 

P-D-Talp-(1-+4)-l ,6-anhydro-P-o-GlcNAc (6), bei denen durch Austausch der redu- 
zierenden Einheit der Anteil an gt-Konformation verringert und der an gg-Konfor- 

mation erhoht wird. Die Konformationsanalyse der Sequenzen 2 bis 6 erfolgt durch 
N.m.r.-spektroskopische Experimente und HSEA-Berechnungen mit dem Pro- 
gramm GESA. Bei der Anwendung neuer 2D-Techniken erweist sich das COLOC- 
Experiment ftir die Sequenzierung von Oligosaccharidketten als besonders wertvoll. 

EINFi.iHRUNG 

In vorangehenden Mitteilungen haben wir tiber die Konformationsanalyse des 
Tetrasaccharids 1 und davon abgeleiteter Oligosaccharidsequenzen berichtetle3. 

Derartige Strukturen reprasentieren den Kohlenhydratteil in N-Glycoproteinen. Das 
besondere Problem bei der Konformationsanalyse dieser Sequenzen ist die Orien- 
tierung der (-u-( I-6)-glycosidisch gebundenen Seitenkette. Im Tetrasaccharid 1 wie 

such im Octasaccharid 7 liegt bevorzugt eine gt-Konformation* vor, in der die 
a-( l-+6)-glycosidisch gebundene o-Mannose-Einheit 4’ zur reduzierenden 2-Aceta- 

mido-2-desoxy-D-glucose-Einheit 2 zurtickgefaltet ist2*3. Im gegensatz dazu ist die 

D-Man-Einheit 4’ im sogenannten “bisected” Pentasaccharid 8 bevorzugt so orien- 
tiert, daB in einer gg-Konformation eine Nachbarschaft zur bisecting P-D-GIcNAc- 
Einheit 9 auftritt’. Dies kann durch die Beobachtung interglycosidischer n.O.e.‘s 

zwischen den Einheiten 9 und 4’ experimentell bestatigt werden. Brisson und 
Carver4 gelangen bei ihren Untersuchungen zu ahnlichen Ergebnissen. Die Resultate 
von Biswas et al.‘, nach deren Berechnungen die bevorzugte Konformation der 
(l-6)-gebundenen o-D-Mann-Einheit unabhangig vom Vorhandensein einer “bisec- 

ting” fi-o-GlcNAc-Einheit sein solI, mtissen daher kritisch beurteilt werden. 
In der vorliegenden Arbeit werden die kurzlich von uns synthetisierten” Tetra- 

saccharide 2 und 3 hinsichtlich ihrer bevorzugten Konformation in wagriger Ldsung 

untersucht. Bei diesen Strukturen ist im Vergleich zur Sequenz 1 die zentrale P-D- 

Man-Einheit an C-4 modifiziert: eine Desoxygenierung an dieser Position fiihrt zu 2, 

eine Konfigurationsumkehr zu 3. Die Sequenzen 2 und 3 sollen hinsichtlich ihrer 
Wirksamkeit als kompetitive Inhibitoren bei der Wechselwirkung z. B. von Lecti- 
nen7 mit dem natiirlich vorkommenden Tetrasaccharid 1 oder als Substrate fur die 
GlcNAc-Transferase Iw,9 untersucht werden. Ziel ist es dabei, einerseits die Bedeu- 

* gr: w - 60”; gg: w 60”; rg: (1: 120”; W: 0-5-C-5-C-6-0-6. (siehe Zit. l-3). 
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4 
RI-( l-2)-cr-D-Manp 

1 

3 
9 
R2-(l-4:-R’-(1+4)-S 

6 

1 
R’-(1+2)-a-o-M4ynp 

1 RI = H, R2 = H, R3 = fi-D-Manp, R4 = D-GlcNAc 
2 R1 = H, R2 = H, R3 = 4-desoxy-P-D-/yx-hexp, R4 = D-GlcNAc 
3 R’ = H, RZ = H, R3 = fl-D-Talp, R4 = D-GlcNAc 
4 RI = H, R2 = H, R3 = P-D-Manp, R4 = 1,6-anhydro-fl-II-GlcNAc 
5 RI = H, R2 = H, R3 = 4-desoxy-fi-D-lyxp-hexp, R4 = 1,6-anhydro-P-D-GlcNAc 
6 RI = H, R2 = H, R3 = ,%D-Talp, R4 = 1,6-anhydro-fl-D-GlcNAc 
7 R’ = P-D-Galp-(1-4)~@-D-GkpNAc, R2 = H, R3 = &D-Man, R4 = D-GlcNAc 
8 RI = H, R2 = fj-D-GlcpNAc, R3 = fl-D-bianp, R4 = D-GIcNAc 

tung der Hydroxylfunktion und des Wasserstoffatoms an C-4 der zentralen P-D- 

Man-Einheit in 1 ftir die entsprechende Receptorreaktion zu kllren. Andererseits 
ergibt sich die Frage, ob durch diese Variation die Konformation der (l-+6)-gebun- 
denen Seitenkette beeinflul3t wird. 

Ferner werden die 2-Acetamido-1,6-anhydro-2-desoxy-D-glucose enthaltenden 
Tetrasaccharide 4, 5 und 6 einer genaueren Konformationsanalyse unterzogen. Im 
Hinblick auf die in 1 beobachtete Rtickfaltung der a-(l-6)-glycosidisch gebunde- 
nen o-Man-Einheit sind bei diesen Strukturen durch die 2-Acetamido-1,6-anhydro- 
2-desoxy-D-glucose-Einheit bedingt StZirungen der bevorzugten Konformation an 
der (l-6)-Bindung im Vergleich zu den Sequenzen 1, 2 und 3 zu erwarten. Die 
Numerierung der Monosaccharideinheiten in den Oligosacchariden 1 bis 8 folgt dem 
Vorschlag von Vliegenthart und Mitab” und Montreuil”. 

DISKUSSION DER ERGEBNISSE 

Die Methode der Konformationsanalyse ist in den vorhergehenden Mitteilun- 
genrm3 ausftihrlich beschrieben worden. Aufbauend auf einer moglichst weitgehen- 
den Zuordnung der ‘H- und ‘3C-Resonanzen mit Hilfe moderner 2D-N.m.r.-Techni- 
ken kljnnen n.O.e.-Experimente und Tr-Messungen durchgeftihrt und Anderungen 
der chemischen Verschiebungen sowie die Werte von Kopplungskonstanten interpre- 
tiert werden. Durch Vergleich der experimentell gewonnenen Daten mit den Ergeb- 
nissen der HSEA-Berechnungen” wird ein Model1 der bevorzugten Konformation 
der betreffenden Oligosaccharidsequenz in wil3riger Losung gewonnen. Fur die 
HSEA-Berechnungen wird das Programm GESA” angewandt. Relative n.O.e.‘s 
werden - wie in der vorangegangenen Mitteilung’ ausftihrlich beschrieben - nach 
dem iterativen Verfahren von Noggle und Schirmer14 berechnet. Bei diesem Verfah- 
ren werden such die Effekte der indirekten Polarisierung erfa8t. Die Berechnung 
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Abb, 1. Ener~~ebyperfl~cbe fiir die (u-( 1 ~6)-g~ycos~discb~ Bindung in 3. 

reiativer ‘H-~,-Werte erfofgt ebenf~ls wie bereits bes~brieben. 
a-D-~~~p-(l-3)-(cw-D-~~~p-(l--+6)]-4-de~oxy-~-V-fyx-hexp-(~~4)-D- 

C?icNAc fzl md CU-D-~~~P-~~~~I-(CU-D-~~~~-~~~~~~-~-R- T~~p”~~~4)-~-~Ic~A~ 

(3). - Ausgehend von bestimmten St~rlkonformationen werden mit dem GESA- 
Programm energetisch gtinstige Konformere berechnet. Die Konformation an gly- 
cosidischen Bindungen, an denen nur sekundare Hydroxylgruppen beteiligt sind, 
wird maDgebIich durch den exo-anomeren Effekt bestimmt, und eine geeipnete 
Startgeometrie fur das GESA-Programm ist daher leicht zu finden. Die w-(1-+6)- 
glycosidisch gebundene D-Mann-Einheit in 2 und 3 weist jedoch wie in 1 bezuglich 

der Diederwinkel IL und w an der (I-+6)-Bindung eine erhebliche FlexibilitBt auf. Mit 
Hilfe des GESA-Programms wird eine Energieflache fur die Tetrasaccharide 2 und 3 
in Abhingigkeit von den Diederwinkeln II/ uns w errechnet, Rie Winkeln II/ und w 
werden dabei jeweiis in 10°-Schritten von O”-360” inkrementiert. Fur jede g/o- 
Kombination werden die Diederwinkel an den iibrigen glycosidischen Bindungen in 
2 und 3 optimiert, bis ein Minimum erreicht ist. Abb. 1 zeigt die fur das Tetrasaccha- 
rid 3 erhaftene Hyperfflche. Die entsprechenden Energie~~chen fi.ir 1 und 2 unter- 
scheiden sich nur unwesentiich von der auf Abb. 1 gezeigten. In alle Flllen wird das 
globale Mi~mum durch eine go-Anordnu~g (Abb. 1; A,B,C) an der C-5-C-6-Bin- 
dung der zentralen Verzweigungseinheit repr~seRtie~. Die ~g~ori~nti~rung (Abb. 1; 
Q ist den Berechnungen zufolge such in den Sequenzen 2 und 3 ohne Gewicht. Diese 
Befunde sind gut mit jungsten Ergebnissen von Nishida et ai.” und Bock”” bei 
Untersuchungen an D-Galactose vereinbar. Danach sol1 in D-Galactose die g&An- 
ordnung der Hydroxymethylgruppe stark bevorzugt werden, wtihrend die rg-Kon- 
formation nur eine untergeordnete Rolle spielt. Die mit GESA optimierten Konfor- 
mationen A-F fur die Tetrasaccharide 2 und 3 sind in Tab. I zusammengafa~t. Es 
zeigt sich eine sehr gute ~bereinstimmung mit den entsprechenden Werten filr die 
Sequenz 1. Insgesammt ist also such fur 2 und 3 ein gt (A,B,C~~g~{D,E)-Konfor- 
merengleichgewi~ht an der ~-(1~6)-glycosjdischen Bindung zu erwarten, in dem 
stark die g&Form iiberwiegt. 

Die vo~lst~ndige Inte~retation der ‘H- und ‘“C-N.m.r.-Spektren von 2 und 3 
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TABELLE I 

MIT GESA BERECHNETE DIEDERWINKEL UND KONFORb4ERENVERTElLUNG VON 2 UND 3. 

Diederwinkel (“) 

Verb. Kon- 
former 

2 A W) 
B tit) 
c tit1 
D kg) 
E kg) 
F (tg) 

(l-6)- 
Bindung 

(l-31- 
Bindung 

4 $ d J/ 

-51 180 -52 -22 
-49 -167 -52 -22 
-47 90 -52 -23 
-53 - 168 -52 -23 
-53 124 -52 -23 
-40 - 10s -59 -32 

3 A WI -49 -167 -51 -23 51 12 16 0.00 49 

B W) -51 180 -51 -20 56 8 49 0.08 47 
c tit) -41 91 -52 -23 58 -5 36 7.9s 2 
D 0 -54 180 -52 -22 59 -2 -46 9.84 1 
E @g) -54 126 -51 -22 60 1 -48 11.89 0.5 
F Ug) -40 - 104 -59 -33 56 3 180 12.31 0.5 

(l-a4)- Ein- 
Bindung heit 3 

4 J, w 

E Anteil 
(kJ/mol) PM 

56 I 48 0.00 so 
51 12 76 0.29 4s 
58 -5 36 7.58 2 
58 1 -5s 9.00 2 
60 2 -49 11.72 0.5 
56 3 180 12.39 0.5 

gelingt mit Hilfe des H,H,H,-COSY-17-20, des phasensensitiven H,H-COSY-21*22, 
des H,C-COSY-U-25 und des COLOC-Experiments26*27. Es zeigt sich dabei, da0 das 
von Kessler et aLz6*” entwickelte COLOC-Experiment fur die Detektion von Fern- 
kopplungen n&-r (n > 1) dem H,C-COSY-Experiment deutlich tiberlegen ist. Dies 
ist darauf zurtickzuftihren, da13 die kritische Zeit, in der Protonen-Spin-Spin- 
Relaxation stattfinden kann, in der COLOC-Impulssequenz [90” (‘H) - ti/2 - 180” 
(‘H,i3C)- (A1 - tJ2) - 90” (‘H,13C) - AZ- tz(BB)] von ti + Ai (H,C-COSY) auf Ai 
reduziert worden ist. Es kann hier demonstriert werden, da13 das Experiment beson- 
ders fiir die Sequenzanalyse von Oligosacchariden gut geeignet ist. Aus diesem 
Grund wird die Methode genauer beschrieben und auf Abb. 2 ein Beispiel gezeigt. 

Der optimale Delay A, fur eine bestimmte Fernkopplung J ist Ai = (24-l. AZ 
wird zu A,/2 gewahlt. Es werden zwei COLOC-Spektren angefertigt, bei denen fur 
die Kopplungen3&., tiber glycosidische Bindungen hinweg Werte von 5 und 10 Hz 
zugrunde gelegt werden. Damit ergeben sich fiir die beiden Delays Ai Zeiten von 100 
ms und 50 ms. Abb. 2 zeigt die beiden erhaltenen COLOC-Spektren fur 3. An der 
[IL-( l-3)- und der @-(l-4)-glycosidischen Bindung konnen die gewiinschten Fern- 
kopplungen3.&, wie auf Abb. 2 besonders hervorgehoben, detektiert werden. Fur 
die ar-(l-*6)-glycosidische Bindung wird kein Kreuzsignal, das einer Kopplung tiber 
diese Bindung hinweg entspricht, beobachtet. Dies ist darauf zurtickzufiihren, daR 
die tibertragene Magnetisierung sich auf beide Protonen an C-6 der zentralen /3-n- 

Man-Einheit verteilt und dartlberhinaus die Cd-Signale im cr- und P-Anomeren von 
3 unterschiedliche chemische Verschiebungen aufweisen (siehe Tab. II). 

Die COLOC-Spektren lassen, wie auf Schema 1 zu sehen ist, viele andere 
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Abb. 2. H,C-COLOC-Spektren von 3. In Rahmen: Fernkopplungen ZJC:,H tiber glycosidischen 
Bindungen hinweg. Unterstrichen Fernkopplungen “&, n> 1. Nicht unterstrichen: direkte 
Kopplungen rJc,H .X = eingefaltetes Kreuzsignal ftir die Kopplung Jc_,2,H_,2_ (A): Aufnahme mit 
64 Datenpunkten in t, und 2 k Datenpunkten in t2. Die Delays A, und A2 wurden zu A, 0.1 s und & 
0.05 s gewahlt. Bei 1140 Aufnahmen pro Experiment und einem Relaxationsdelay van 0.2 s ergab 
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sich eine totale MeRzeit von 11.92 h. Durch Zerofilling wurde eine Datenmatrix von 0.25 k (tr) x 2 
k (f~) erhalten. Die FIDs wurden vor der Fouriertransformation in beiden Dimensionen mit einer 
quadrierten Sinus-Funktion multipliziert. Die Spektrenbreite betrug 5376 Hz in FZ und 704 Hz in 
F1. (9) Aufnahme mit 71 Datenpunkten in t, und 2 k Datenpunkten in t2. Die Delays Al und A2 
wurden zu Ai 0.05 s und Az 0.025 s gewtlhlt. Bei 800 Aufnahmen pro Experiment und einem 
Relaxationsdelay van 0.4 s ergab sich eine totale Mefizeit von 11.36 h. Ftir die ilbrigen Angaben 
siehe A. 

TABELLE II 

'3C-~.~,~.-c~~~~~~~~~~~~~~~~~~(~-~~~~) DER VERBINDUNGEN 2 - 6” 

2 @-Ano- 2 91.05 54.00 69.58 
mer) 3 101.46 69.10 73.85 

4 99.31 70.46 70.94 
4’ 100.12 70.65 70.77 

3 @Ano- 2 90.7 1 53.80 69.38 
mer) 3 101.15 70.44 72.19 

4 98.25 70.28 70.60 
4’ 99.91 70.18 70.47 

4 2 100.35 52.24 69.68 
3 99.81 70.73 80.77 
4 102.64 70.3 1 70.63 
4’ 99.54 70.15 70.81 

5 2 loo.45 52.43 69.83 78.45 74.86 65.43 173.88 22.23 
3 100.36 69.06 73.62 26.24 70.97 68.88 
4 98.79 70.60 70.76 67.17& 73.52 61.36 
4’ 99.52 70.25 70.85 67.13b 73.08 61.31 

6 2 100.37 52.26 69.62 78.70 74.73 65.34 173.87 22.17 
3 100.43 70.70 72.79 65.75 73.91 66.28 
4 98.09 70.32 70.64 67.08’ 73.61 61 .28b 
4’ 99.64 70.20 70.75 67.03’ 73.05 61.21’ 

81.03 70.33 
25.92 71.34 
67.36 73.76 
67.36 73.26 

80.74 70.04 
65.60 74.16 
67.06 73.60 
67.06 72.97 

78.28 74.70 
66.14 74.49 
67.02 73.93 
67.02 72.57 

60.60 175.29 22.22 
69.05 
61.Zib 
61.47& 

60.37 174.76 22.23 
66.49 
61 .2gb 
61.2ob 

65.33 173.90 22.16 
65.04 
61.22 
61.22 

“In Da0 (innerer Standard: Aceton, 6 30.50; 305” K; 100.63 MHz). bDiese Werte kannen jeweils 
vertauscht sein. 

interessante Femkopplungen erkennen. So ist z. l3. die eindeutige Zuordnung der 
Signale C-5# und C#’ moglich, da die Fernkopplungen3Jc..r zu H-l4 und H-l@ 
detektiert werden konnen. Der Vergleich der beiden COLIC-Spektren zeigt such, 
wie empfindlich die Inter&B der Kreuzsignale von der GrsRe des Delays Al 
abhtingt. Sollen speziehe Zuordnungsprobleme gel&t werden, so empfiehlt es sich 
daher, die in Frage kommenden Kopphrngskonstanten ‘fC,u (n > 1) vorher mit 
Hilfe eines INEPT-Spektrums zu bestimmen. Trotzdem kann die Aufnahme mehre- 
rer COLOC-Spektren erforderlich sein. Die ermittelten ‘H-N.m.r.-chemischen Ver- 
schiebungen sind in Tab. III, die ‘3C-N.m.r,-chemischen Verschiebungen in Tab. iI 
aufgefuhrt . 
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2 

H 

3 

Schema I. lnterglycosidische n.O.e.‘s in 2 und 3. 

Die n.O.e.-Experimente fiir 2 miissen bei 400 MHz und einer Temperatur von 
270” K in einem Ldsungsmittelgemisch D20-CDXCD20D (3:l) durchgeftihrt wer- 
den. Es werden dann negative n.O.e.‘s beobachtet. Beim Tetrasaccharid 3 ist die 
Beobachtung positiver n.O.e.‘s bei Raumtemperatur und einer Spektrometerfre- 
quenz von 270 MHz miiglich. Das qualitative Ergebnis der Messungen fiir 2 und 3 ist 

auf Schema 1 zusammengefafit. Dabei werden die von den GESA-Berechnungen 
vorhergesagten n.O.e.‘s beobachtet. 

Der quantitative Vergleich relativer beobachteter und relativer berechneter 
n.O.e.‘s ftihrt fiir die (l-+4)- und (l-+3)-glycosidische Bindung in 2 und 3 zu einer 
befriedigenden iibereinstimmung. Bei Sattigung von H-l3 in 2 findet man als Er- 
gebnis fi.ir die (l--+4)-Bindung: n.0.e. (H-42/H-33) 1.86 (beob.): berechnet ftir 
Konformationen A-F: 2.57 (A, 2.12 (B), 2.39 (C), 3.07 (D), 2.74 (E), 3.31 (F). Ent- 
sprechend ergibt sich bei 3: n.0.e. (H-42/H-33,H-53) 0.74 (beob.); berechnet fiir 
A-F: 0.67 (A), 0.88 (B), 0.97 (C), 1.14 (D), 0.88 (E), 1.30 (F). Die SIttigung von H-l” 
ftihrt nur ftir das Tetrasaccharid 2 zu einem quantitativ auswertbaren Ergebnis: 
n.0.e. (H-43,,/H-33 0.50 (beob.); berechnet ftir A-F: 0.62 (A), 0.59 (B), 0.64 (C), 
0.56 (D), 0.64 (E), 1.53 (F). Ftir eine Abschtitzung der Lage des gt*gg-Konforme- 
rengleichgewichts an der (l-+6)-glycosidischen Bindung in 2 und 3 w&e der relative 
n.0.e. H-6’3/H-24’ von Interesse. Da H-24’ sowohl in 2 als such in 3 ein System 
hijherer Ordnung mit H-34’ bildet, ist eine quantitative Abschatzung jedoch einge- 
schrankt. 

Die beobachteten relativen T,-Werte T, (H-1”) / T, (H-14) in 2 und 3 stiitzen 
die Befunde iiber die Lage des gt+gg-Konformerengleichgewichts, wie es durch die 
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TABELLE III 

'H-N.M.R.-CHEMWIE VERSCHIEBUNGEN (S-WERTE) UND KOPPLUNGSKONSTANTEN J[Hz]’ DER VER- 

BINDUNGEN 2-6’. 

Verb. Einheit H-l H-Z H-3 H-4 H-4 ’ H-5 H-6 H-6’ NAc 

2’(a- 2 
Anomer) 

3 

4 

4’ 

3d(a- 2 
Anomer) 

3 

4 

4’ 

f 2 

3 

4 

4’ 

se 2 

3 

4 

4’ 

ad 2 

3 

5.22 

(3.3) 
4.66 

(0.6) 

(::; 

(;:; 

5.22 

(3.3) 
4.13 

(0.6) 

5.10 

(1.5) 
4.90 

(1.6) 

(::: 

4.88 

(0.9) 

5.12 

(1.8) 
4.91 

(1.9) 

,::: 

4.75 

(0.9) 

,::: 

,::: 

::; 

4.83 

3.96-3.84 3.68 3.94 3.83-3.76 2.07 
(10.0) 

4.17 4.02 1.89 1.63 3.89 3.82 3.65 

(3.1) (4.9) (12.2) (8.2) (3.0) 
(12.6) (12.2) 

3.95 3.86 3.65 3.72-3.78 3.90 

(3.4) (9.8) (9.8) 
3.96-3.87 3.67 3.61 

3.89-3.95 

4.21 3.87 

(3.0) (3.0) 

4.06 3.93 

(3.2) (9.7) 
3.95-3.92 

3.82 

4.22 

(2.8) 

4.08 

(3.4) 
3.96 

(3.5) 

3.92 3.84 4.76 

3.79-3.73 3.58 

3.91 3.67 3.74 

(9.9) (9.9) 
3.82 3.67 3.62 

(9.6) 

3.81 3.93 3.83 4.76 

4.11 

(2.8) 

3.96 

(3.4) 

3.94 

(3.4) 

(8.0) 
1.63 3.78-3.81 

(12.0) 
4.00 1.88 

(5.0) 
(12.0 

3.81 3.66 

(9.7) (9.8) 

3.74 3.78 

3.81 3.61 

(9.5) 

3.62 3.88 

3.82 3.98 3.88 

4.19 3.88 4.09 

4.71 4.21 

(1.0) 
(8.0) 

3.82 3.98 

3.73 3.96 
(10.0) 
(f:; 3.88 

3.65 3.75 

(9.5) 
3.63 3.65 

3.90 3.76 

(6.0) 
(12.0) 

3.85-3.76 2.07 

4.07 3.70 

(8.5) (4.0) 
(11.0) 

3.89 3.76 

3.89 3.77 

4.20 3.79 2.04 

(1.1) (6.0) 
(8.0) 
(Z:: 3.80 

(2.5) 
(11.9) 

I---B 3.61 

3.88 3.15 

(3.6) (6.5) 
(12.2) 

4.19 3.79 2.04 

(1.1) (6.0) 

3.67 

3.89 

(6.0) 
(13.0) 

3.74 

(6.5) 
(12.2) 

3.80 2.04 

(5.8) 

3.75 
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TABELLE 111 (continued) 
(0.6) (3.0) (3.2) (1.5) (4.1 I (7.5) 

(10.8) 
4 5.12 4.07 3.95 3.68 3.77 +_ .._.__._ _+ 3.66 

(1.6) (3.4) (9.8) (9.6) 
4’ 4.91 3.95 3.79 3.67 3.62 3.88 3.74 

(1.7) (3.4) (9.5) (2.5) (5.8) 
(12.0) 

“In Klammern. “In D20 (innerer Standard: Aceton, 6 2.225). “300’ K: 500.13 MHz. t/3053 K; 
400.13 MHz, '310" K; 400.13 MHz. 

GESA-Berechnungen vorhergesagt wird. Fiir 2 findet man: T, (H-l”)/T1 (H-J”) 
1.17 (beob.); berechnet fiir A-F: 1.26 (A), 1.25 (B), 0.85 (C), 1.31 (D), 1.06 (E), 0.92 
(F). Fi.ir 3 ergibt sich: T, (H-14’)/T, (H-14) 1.07 (beob.); berechnet fiir A-F: 1.20 

(A), 1.21 (B), 0.82 (C), 1.17 (D), 1.01 (E), 0.91 (F). 
Den GESA-Berechnungen zufolge sollen die gf-Konformeren (z.B. A,B,C) im 

Konformerengleichgewicht deutlich tiberwiegen (vgl. Tab. 1). Von erheblichem Inte- 
resse sind daher die Kopplungskonstanten J I-i 5 _ -+ , H_c~ und JH_5+, ti_h.; in 2 und 3. Sie 
kiinnen mit Hilfe eines phasensensitiven H,H-COSY-Experiments bestimmt wer- 
den. Die Kopplungskonsranten betragen fi.ir 2 JH-~-J, [I-(1’ 8.2 und J~J__;-~. F&G 1 3.0 Hz. 
Fiir 3 findet man JH_?;, +g 8.5 und J H sg, H_6’-’ 4.0 Hz. Diese Werte sprechen dafiir, _ 

dalj im Konformerengleichgewicht an der (1 -+6)-glycosidischen Bindung tatsPchlich 
- wie berechnet - ein hoher Anteil an gt-Konformeren borliegt. 

Von Interesse ist ferner ein Vergleich der chemischen Verschiebungen der ano- 
meren C-Atome C-l4 in den Sequenzen 1, 2 und 3. Es fallt auf, dal3 C-lJ in 2 und 3 
gegentiber 1 deutlich zu hCiherem Feld verschoben ist (2: 2.49 p.p.m., 3: 4.15 
p.p.m.). Bock2* konnte fiir cr-D-Glucoside und c+D-Galactoside einen nahezu linea- 
ren Zusammenhang zwischen chemischer Verschiebung des anomeren C-Atoms und 
der Summe der Absolutbetrgge der Diederwinkel 4 und $ an der betreffenden glyco- 
sidischen Bindung aufzeigen. Danach kann die beobachtete Hochfeldvcrschiebung 
der C-Atome C-l” in 2 und 3 auf eine Vergriiljerung des Absolutbetrages $J, + ,$! an 
der (I-+3)-glycosidischen Bindung zuriickzuftihren sein. Ein Vergleich der Dieder- 
winkel 4 und $ in I, 2 und 3 (vgl. Tab. 1) ergibt die Summen :Q: -t .I$ : hl c (I), 74” 

(2), 74” (3). 
Insgesamt sprechen die experimentellen Befunde dafiir, da13 die Sequenzen 2 

und 3 in wtil3riger Liisung ein sehr ahnliches konformatives Verhalten wie das Tetra- 
saccharid 1 aufweisen. Schema 2 zeigt das energetisch giinstige Konformere A des 
Tetrasaccharides 3 in einer Kugel-Stab-Darstellung. 

cr-D-Manp-(I-*3)-[cu-D-Manp-(I~6)l_P-D-Manp-/l-,4-I,6-anhydro-P-D- 

GicNAc (4) cu-D-Manp-(I-+3~for-D-Manp-(l~6)j-4-deso~y-~-~-iy.~-he.~-(I-~4)- 
1,6-anhydro-@-mGlcNAc (5) und a-D-Manp-(1+3)-fff-D-Manp-(f-+6~/-&D-Ta~p- 

(I-4) - I, 6 - anhydro - B-D - GlcNAc (6). - Fiir die Tetrasaccharide 1 (Zit . 3), 2 ind 3 
sowie das Octasaccharid 7 (Zit. 2) ergab sich, da13 die (u-( I-+6)-glycosidisch gebun- 
dene D-Man-Einheit in der bevorzugten Konformation zur reduzierenden %Aceta- 
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a-D-Man 

Schema 2. Das energetisch gtinstigste Konformere 3A (Plot-Programm SCHAKAL). 

mido-2-desoxy-o-glucose-Einheit zurtickgefaltet ist. Es ist daher zu erwarten, da8 
die Substitution der reduzierenden Einheit durch die in inverser Ringkonformation 
vorliegende 2-Acetamido-l,6-anhydro-2-desoxy-p-D-glucopyranose-Einheit die 
Konformation der a-( l--*6)-gebundenen o-Man-Einheit deutlich beeinflussen 
mu&e. 

Die Berechnung der von den Strukturen 1,2 und 3 abgeleiteten Tetrasacchari- 
de 4, 5 und 6 ftihrt zu Energieflachen E = f($,w) fiir die (l-6)-glycosidische Bin- 
dung, aus denen hervorgeht, dab das gg-Minimum im Vergleich zu den Sequenzen 1, 
2 und 3 deutlich grbfiere Anteile aufweist. Nach wie vor bilden allerdings gt-Konfor- 
mationen das globale Minimum. Abb. 3 zeigt die Hyperflkhe fur das Tetrasaccha- 

g’ rg 99 

C 

Abb. 3. Energiehyperffdche fiir die cY-(I-+6)-glycosidishe Bindung in 6. 
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HO 

6 

Schema 3. Interglycosidische n.O.e.‘s in 4, 5 und 6. 

rid 6, aus der dieser Tatbestand hervorgeht. Die entsprechenden Energieflachen fur 
4 und 5 weichen kaum von der auf Schema 3 gezeigten Flache ab. Tab. IV faljt die 
gefundenen giinstigen Konformationen fur 4, 5 und 6 zusammen. 

Die ‘H- und ‘3C-~.m.r.-Spektren der Tetrasaccharide 4, 5 und 6 lassen sich 
mit Hilfe der zweidimensionalen Techniken volIst~ndig zuordnen. Die ‘H-chemi- 
schen Verschiebungen sind in Tab. III, die ‘3C-chemischen Verschiebungen in Tab. 
II Zus~mengefaBt. Mit Hilfe von n.O.e.-Experimenten kann fur die (l-3)- und 
(lj4)-glycosidischen Bindungen in 4, 5 und 6 gezeigt werden. daA die berechneten 
Konformationen mit den beobachten n.O.e.‘s qualitativ und such quantitativ gut 
tibereinstimmen. Die quantitative Auswertung der n.O.e’s tiber die (l-+6)-glycosidi- 
schen Bindung hinweg la& - wie such bei den Sequenzen 1,2 und 3 - nur einge- 
schr&nkte Angaben tiber die Lage des gt*gg-Konformerengleichgewichts zu. Daher 
wird auf eine quantitative Diskussion29 der beobachteten und berechneten n.O.e.‘s 
in 4,5 und 6 hierzu verzichtet. Das qualitative Ergebnis der Messungen zeigt Schema 
3. 
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TABELLE IV 

MIT QESA BERECHNETE DIEDERWINKELUNDKONFOR~ERENVERTEILUNG VON 4, 5 und 6. 

Verb. Ken. Diederwinkel (“) Rel. Anteil 
former Energie (“4 

(l-+6)- (1-+3)- (1+4)- Ein- (kJ/mol) 
Bindung Bindung Bindung heit 3 

d * 4 $4 $ fJJ 

-53 
-41 
-51 
-41 

-54 - 176 -52 
-48 - 162 -52 
-50 -160 -52 
-42 115 -52 
-40 - 105 -58 

-13 39 - 28 
-13 59 21 
-13 62 -24 
-13 56 -21 

-23 39 -28 
-23 59 20 
-23 62 -25 
-23 51 0 
-32 60 - 17 

61 0.00 59 
71 3.01 18 

- 19 3.52 14 
-45 4.94 8 

- 179 11.93 1 

-54 - 176 -52 -23 40 - 28 62 0.00 62 
-49 - 162 -52 -23 59 20 71 2.93 19 
-49 - 172 -52 -23 60 -26 -11 4.56 10 
-43 116 -51 -23 55 -27 -43 4.98 8 
-41 - 107 -56 -30 60 - 17 - 177 11.93 1 

- 175 -48 
- 162 -48 
-160 -48 

115 -48 

60 0.00 64 
69 3.39 17 

-18 4.06 13 
-46 5.48 6 

Von erheblichem Interesse ist daher ein Vergleich der Kopplungskonstanten 
JH&, H_@ und &3, H-6” in den einander entsprechenden Tetrasaccharidsequenzen 
1 und 4, 2 und 5 sowie 3 und 6. Dieser Vergleich 1813t Riickschltisse auf die 
Verschiebung des gt*gg-Konformerengleichgewichts durch Einftihrung des 1,6-An- 
hydro-P-n-GlcNAc-Bausteins zu. Fur die Tetrasaccharide 3 und 6 konnen die ge- 
nannten Kopplungskonstanten durch phasensensitive H,H-COSY-Spektren ermit- 
telt werden. Fur die groljere Kopplungskonstante findet man die Werte JH_53, r-r-63 8.5 
in 3 und JI+~~, H-6” 7.5 Hz in 6 (vgl. Tab. III). Diese Verringerung der Kopplungs- 
konstanten urn 1 Hz nach Einftihrung der I ,dAnhydro-Einheit spricht deutlich fur 
einen relativ grofieren Anteil an gg-Konformeren im Tetrasaccharid 6 gegenuber der 
Sequenz 3. Somit 1BBt sich der berechnete EinfluB des 1,6-Anhydro-Ringes auf die 
Konformation an der (1+6)-glycosidischen Bindung und damit die enge Nachbar- 
schaft zwischen (l-6)-gebundener a-D-Man- und reduzierender n-GlcNAc-Einheit 
in 1,2 und 3 wie such in 4, 5 und 6 experimentell direkt bestatigen. Schema 4 zeigt 
das gC(A)- und gg(C)-Konformere der vom natiirlichen Tetrasaccharid 1 abgeleiteten 
Sequenz 4. 

EXPERIMENTELLER TEU 

Konformationsberechnungen mit GESA. - Die HSEA-Berechnungen mit 
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a-~-Man 

1,6-Anhydro-/3-o-GlcNAc 

CT-D-Man 

B 

p-D--Man 

@ a-0-Mw 

1,6-Anhydro-/3-o-GIcNAc 

Schema 4. Die energetisch giinstigen Konformeren 4A (A) und 4C (B) (Plot-Programm SCHA- 
KAL). 
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dem Programm GESA wurden im R~henzentrum Hamburg auf einer Fujitsu-M2~ 
(Siemens-7.882)-Gro~rechenanlag~ durchgef~hrt. 

Die Koordinaten fiir 2-Acetamido-2-desoxy-D-glucose, Methyl-P-D-manno- 
pyranosid und Methyl-ru-D-marmopyranosid sind R6ntgenstruktur-30’31 bzw. Neu- 
tronenbeugungsanalysen3’ entnommen. ,6-D-TdOSe- und 4-Desoxy-P-D-lyxo-hexo- 
pyranose-Koordinaten werden aus dem Datensatz fur /3-D-Mannose gewonnen, in- 
dem an C-4 der P-D-Mannose die entsprechenden Substituenten mit Standardbin- 
dungslangen (C-O 1.43 A; C-H 1.10 A) und untec Annahme tetraedischer 
Symmetrie an C-4 mit Hilfe eines Computerprogramms erzeugt werden. 

Aus R~ntgenstrukturdaten fur 1 ,6-Anhydro-~-D-glucose33 hi& sich mit Hilfe 
des GESA-Programs ein Datensatz fur 2-Acetamido-1,6-~hydro-~-D-glucose er- 
zeugen. Dabei wird die OH-2-Gruppe gegen ein NHAc-Cruppe ausgetauscht, deren 
Koordinaten der Rontgenstruktur fur 2-Acetamido-2-desoxy-D-glucose entnommen 
sind. Der Diederwinkel zwischen den Bindungen H-2-C-2 und N-C wird zu - 2”, 
der zwischen C-2-N und C = 0 zu + 2” festgelegt. 

N.m.r.-Experimente. - Die N.m.r.-Spektren wurden mit den Bruker-Gertiten 
AM 500, WM 400 und WM 270 aufgenommen. Alle Messungen wurden nit 
Quadraturdetektion durchgefiihrt. Die Spektrometerfrequenzen fur Protonen be- 
trugen 500.13, 400.13 und 270.13 MHz, und fur ‘3C-Kerne 100.63 MHz. Die 
Probenkonzentrationen waren: 2 (0.035 m), 3 (0.187 m), 4 (0.073 m), 5 (0.104 m), 6 
(0.073 m). Die untersuchten Verbindungen wurden mehrmals in D20 aufgenommen 
und gefriergetrocknet, bevor sie in hochreinem DzO (>99.96% D) gel&t wurden. 
Das Entgasen der Proben erfolgte durch wiederholte “freeze-pump-thaw”-Zyklen 
oder durch Stittigen nit Nz, Die N.m.r.-Rbhrchen wurden unter Nz oder Ar abge- 
schmolzen. Alle Kopplungskonstanten wurden nach erster Ordnung ausgewertet. 

Die 90”-‘H- und 13C-Impulse wurden nach dem 180”-Verfahren und nach der 
Methode von Haupt 34 die 90°-‘H-Entkoppler-Impulse mit Hilfe des DEPT-Experi- , 
ments3* bestimmt. N.O.e.-Spektren wurden mit Hilfe der Differenzspektren-Metho- 
de36 ausgewertet. In einigen Fallen wurde eine exponentielle Mul~plikation der Dif- 
ferenz-FID’s durchgef~h~. Die ‘H-Spin-Gitter-Rel~ationszeiten wurden nach der 
“non-sel~ive-inversjon-recovery”-M~hode3’ unter Verwendung von Composi- 
te -180”-Impulsen 38 bestimmt. Die 2D-Messungen wurden mit Bruker-Menpro- 
grammen durchgeftihrt. Die Auswertung erfolgte mit einem ASPECT 2000-Compu- 
ter. 
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