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Motivation dieser Arbeit

Eine grosse Vielfalt unterschiedlichster Molekile ist an biologischen und biochemi-
schen Prozessen beteiligt.

Besonders ,kleine® Biomolekule oder deren synthetische Analoga stellen eine
Herausforderung dar bei der Aufklarung ihrer Struktur und ihrer dynamischen Eigen-
schaften.

Durch ihre grosse Oberflache im Vergleich zu ihrem relativ kleinen Volumen sind sie
in Losung hochsolvatisiert und dadurch in ihren Eigenschaften stark von dem, sie
umgebenden, Medium abhangig, so dass geringe Anderungen, wie z. B. im Salzge-
halt, unter Umstanden drastische Auswirkungen auf die Struktur/Konformation kleiner
Molekule in Losung haben. Hinzu kommt eine teilweise hohe Flexibilitat ihrer Struktu-
ren in Losung.

Um sich generell der Struktur von (Bio-)Molekulen auf atomarer Ebene nahern zu
konnen, gibt es zwei herausragende, analytische Methoden: die Rontgenkristallogra-
phie und die NMR Spektroskopie.

Erstere ist eine seit langem etablierte Methode, die vor allem bei Makromolekulen
von Bedeutung ist. Fur kleinere Biomolekile, die, wie z. B. die Kohlenhydrate, Uber
eine hohe Flexibilitat verfugen, ist es meist schwierig, wenn nicht sogar ausgeschlos-
sen, entsprechende Kristalle fur die Rontgenstrukturanalyse zu erhalten.

Die NMR Spektroskopie hingegen bedient sich sowohl amorpher Festkorper, als
auch Lésungen von Molekulen, um Strukturen aufzuklaren.

Da besonders fur biologisch relevante Molekule ihre Struktur in Losung, z. T. unter
physiologischen Bedingungen, von besonderem Interesse ist, stellt die NMR Spek-
troskopie hierfur die Methode der Wahl dar.

Sie erlaubt auch Aussagen uUber die Dynamik von Molekulen, Bindungsaffinitaten
oder Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Molekulen oder Molekulbereichen.

Gerade fur die vielen, hier untersuchten, Kohlenhydrate, ihre dreidimensionale
Struktur, ihre Wechselwirkungen miteinander und ihre hohe Dynamik aufgrund der
flexiblen O-glykosidischen Bindungen, ist die NMR Spektroskopie in LOsung ein gros-
ser Gewinn.

Auch die Auswirkungen von Modifikationen auf die strukturellen Eigenschaften von
Naturstoffanaloga oder Biomolekulen auf atomarer Ebene liefert Einblicke in die
Moglichkeiten, wie biologische Prozesse ablaufen konnten und fUhren zu neuen
Uberlegungen, wie diese Erkenntnisse in der Zukunft bei pharmazeutischen oder
medizinischen Fragestellungen von Nutzen sein kdnnen.

Hierzu gehort auch die Untersuchung der Strukturabhangigkeit von Membranaffini-
taten kleiner, organischer Molekdle.

Die vorliegende Arbeit soll einen Eindruck dartuber vermitteln, welches Potential in
niedermolekularen Biomolekullen steckt — von ihrer teilweise ungewdhnlichen Struk-
tur bis hin zu hdchst erstaunlichen Eigenschaften.
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Kapitel 1

Hydroxyprotonen in polar, protischen
Losungsmitteln bei Raumtemperatur






Hydroxyprotonen in polar, protischen LMs

1. Allgemeines

Gerade wenn es um die Strukturermittiung von Kohlenhydraten in Losung geht, sind
zusatzliche Informationen, die die Hydroxyprotonen betreffen, von grosser Bedeu-
tung. Das Problem bei Kohlenhydraten in wassriger Losung ist allgemein, dass meist
nur wenige NOEs fur die Struktur herangezogen werden konnen. Diese betreffen
dann far gewdhnlich nur Protonen zu beiden Seiten einer O-glykosidischen Bindung,
und long-range NOEs sind aufgrund der relativ grossen Flexibilitat von Sacchariden
nur schwer zu identifizieren, zumal flir Kohlenhydrate eine sehr geringe Dispersion
ihrer 'H Signale (ca. 3.3 — 4.2 ppm) vorhanden ist und somit vielfach Uberlagerungen
auftreten. Auch das spezifische Isotopenlabelling mit 3C steht fur Zucker bis jetzt
noch nicht in einem standardisierten Verfahren, wie es fur Proteine oder Nukleinsau-
ren der Fall ist, zur Verfiigung."

Aber nicht nur als zusatzliche Informationsquelle sind Hydroxyprotonen bei der Ana-
lyse von Zuckern entscheidend. Ein wichtiger Punkt sind die im Festkorper identifi-
zierbaren H-Bricken in Kohlenhydraten; es wurde desoéfteren vermutet, dass diese
H-Brucken in Losung viel zu schwach seien, um uberhaupt die Struktur der Kohlen-
hydrate beeinflussen zu konnen. Hier ist aber nun von entscheidender Bedeutung,
dass die direkt an den H-Bricken beteiligten Hydroxyprotonen Uberhaupt erst in
wassriger Losung dargestellt werden konnen. Das Problem liegt in der sehr hohen
Austauschrate der Hydroxyprotonen mit Wasser in Losung; diese ist so hoch, dass
unter normalen Bedingungen im NMR keine OH-Signale in wassriger oder alkoholi-
scher Losung zu beobachten sind.

Vielfach wurde auf Losungsmittel wie z. B. DMSOgys ausgewichen, um Aussagen
auch uber die Hydroxyprotonen von Zuckermoleklilen machen zu kdénnen. In
DMSOgs ist die Austauschrate so weit herabgesetzt, dass OH-Protonensignale sepa-
riert und mit Kopplungsmuster erhalten werden. Allerdings ist man mit DMSOgys —
einem rein organischen Losungsmittel, das nur Akzeptoreigenschaften besitzt —
relativ weit von wassrigen, biologischen Systemen entfernt. Es konnte zudem gezeigt
werden, dass starke H-Bricken in DMSO nicht unbedingt auch in Wasser vorhanden
sein miissen®, bzw. dass auch ein unterschiedliches intramolekulares H-Briicken-
muster in beiden Lésungsmitteln beobachtet werden kann.?

Da eine Vielzahl an Kohlenhydraten entscheidend fur die verschiedensten biolo-
gischen Funktionen sind, ist vor allem ihre Struktur in wassriger oder zumindest
,wasserahnlicher” Losung besonders von Interesse.

Ein in der Literatur vielfach beschriebener ,Ausweg® ist die Verwendung von sog.
kryogenen Mischungen, also Mischungen aus H,O/D,0 und DMSQOgs (1:4 (v/v)) bzw.
H,0/D,0 und Acetonegqs (85%/15% (v/v)). Damit erreicht man wasserahnliche
Losungsmittelgemische, die zudem ohne zu gefrieren soweit heruntergekuhlt werden
konnen, dass der Austausch zwischen Wasser und Hydroxyprotonen extrem ver-
langsamt ist, und dadurch die OH-Signale ahnlich wie in reinem DMSOQOgys — separiert
und mit Kopplungen — erhalten werden konnen. Messtechnisch ist dies allerdings
etwas aufwendig, da man in einem Temperaturbereich von —10 bis —15 °C messen
muss, um in den Bereich des verlangsamten Austausches zu gelangen. Beispiele
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hierfiir sind u. a. Untersuchungen von Sandstrém und Kenne et al." * an verschie-
denen Di-, Trisacchariden und Cyclodextrinen. Dabei wurden sowohl die *Jch, on
Kopplungen, als auch die Temperaturkoeffizienten AS/AT, die chemischen Verschie-
bungen & (Ad im Vergleich zu den jeweiligen Monosacchariden) und die Aus-
tauschraten kex der Hydroxyprotonen bestimmt. Auch der H/D Isotopeneffekt der
Hydroxyprotonen auf die '>C Signale konnte gezeigt werden. Hierbei handelt es sich
— bei genugend langsamem Austausch — um eine Verbreiterung oder zusatzliche
Aufspaltung der "*C Signale bedingt durch die OH/OD-Gruppen.

3Jc|.|, ox: ein Wert von 5.5 + 1.5 Hz entspricht einer gemittelten Kopplung aufgrund

der freien Rotation der OH-Gruppe (It. Karplusgleichung °) und somit keiner Vor-

zugsrichtung wie es im Falle einer H-Brucke zu erwarten ware. Naturlich kann
auch zufallig eine fixierte Ausrichtung genau einer Kopplung von ca. 5 Hz ent-
sprechen.

e AJ/AT: Werte um 10 ppb/deg fur OH-Protonen, die nicht an H-Bricken beteiligt
sind, Werte um 5 ppb/deg flr solche, die mit grosser Wahrscheinlichkeit H-Brik-
ken ausbilden (in D,O/Acetongs).” * Der letztgenannte Wert ist vom Minimalwert
fur H-Brucken in DMSO (ca. 3 ppb/deg) nicht weit entfernt.

e AJ3: Da mehrere, teilweise gegenlaufig agierende Faktoren die Verschiebung der
OH-Protonen in Oligosacchariden (im Vergleich zu den jeweiligen Mono-
sacchariden) beeinflussen, ist hier eine sorgfaltige Analyse notwendig. Generell
werden OH-Protonen, die an H-Bricken beteiligt sind, entschirmt. Allerdings be-
sitzen raumlich benachbarte Sauerstoffe (die der O-glykosidischen Bindungen
oder im Ring) einen abschirmenden Effekt.*

e kex: Austauschraten geben sowohl einen Hinweis auf raumliche Nahe, als auch

auf H-Bruckenwechselwirkungen. Fur den Beweis von H-Brlucken sollten aller-

dings auch andere Parameter berucksichtigt werden.

Auch Poppe und van Halbeek konnten fur verschiedene Mono- und Disaccharide die
Hydroxyprotonen in wassriger Lésung sichtbar machen und untersuchen.® Von be-
sonderem Interesse ist hierbei, dass es ihnen gelungen ist, in einer reinen H,O/D,0
Mischung ohne Zusatz von DMSOgys oder Acetongs bei —16 °C die OH-Protonen inkil.
ihrer Kopplungen fur Methyl-p-D-Galactopyranosid, Methyl-B-D-Glucopyranosid und
Methyl-B-Lactosid darzustellen.®® Der Trick war hierbei die Verwendung eines Kapi-
larréhrchens, wodurch ein Gefrieren der Zuckerlosung verhindert werden konnte.

Der erste Artikel Uber Hydroxyprotonen in wassriger Losung stammt Ubrigens von
Symons et al.”. Sie konnten OH Protonen im 'H NMR in gepufferter, wassriger Lo-
sung als breite Signale sichtbar machen.
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Abb. 1. "H NMR der Hydroxyprotonen von Methyl--D-Galactopyranosid, Methyl-p-D-Glucopyranosid
und Methyl-B-Lactosid in H,O/D,0 (9:1 (v/v)) bei —16 °C.(aus ).

Die zahlreichen Untersuchungen der Saccharose in diesem Zusammenhang sind in
einem spateren Kapitel ausfuhrlich dargelegt.

Da, wie zuvor bereits erwahnt, die Messungen bei —10 bis —15 °C relativ aufwendig
sind und unter Umstanden sehr lange Zeit in Anspruch nehmen (Aquilibrierung des
Gerates und der Probe) und zudem, mit Ausnahme von den Messungen von Poppe
und Halbeek ®°, wiederum Gemische von Wasser mit einem grossen Anteil an orga-
nischem LoOsungsmittel eingesetzt werden, war der Grundgedanke, ein reines
Ldsungsmittel zu wahlen, welches Wasser moglichst ahnlich ist, in welchem aber
bereits bei Raumtemperatur der Austausch von Hydroxyprotonen und LM bzw. ent-
haltenem Restwasser soweit verlangsamt werden kann, dass die OH-Protonen sepa-
riert und mit Kopplungsmuster dargestellt werden kdnnen.

Die Wahl fiel auf Methanol, genauer eine Mischung aus MeOHys (CDsOH) und
MeOHgys (CD30OD). Fur diese Mischung ergab sich als optimales Verhaltnis 1:1 (v/v),
da folgende Faktoren berlcksichtigt werden mussen:

- Der Austausch kann niemals verhindert, sondern nur verlangsamt werden. Daher
mussen Protonen des LMs fur den Austausch zur Verfugung stehen. Dies wird
gewabhrleistet durch MeOHgs, so dass die OH Protonen des gelosten Saccharids
(bei d3:d4 = 1:1) ein Integral von ca. 50% bezogen auf CH Protonen aufweisen.

- Der Isotopeneffekt fur acide Protonen ist nur in einem Gemisch aus voll- und teil-
deuteriertem LOosungsmittel sichtbar, welches jenen Protonen gestattet, sowohl
mit D, als auch mit H auszutauschen.

- Da das OH Proton des MeOHgys selbst ein sehr grosses Signal ergibt, kann nicht
in 100% MeOHgys gemessen werden, da hierdurch die Empfindlichkeit fur die im
Verhaltnis zu MeOH relativ schwachen Saccharidsignale vermindert wird.

- Zudem ist MeOHys bedeutend teurer als MeOHgys. Auch dies ist ein Grund fur die
Mischung von voll- und teildeuteriertem Methanol.
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Tabelle 1 gibt einen Vergleich der physikalischen Eigenschaften von Wasser, Metha-
nol und DMSO wieder.

Wasser Methanol DMSO
Losungsmittel- polar, protisch polar, protisch polar, aprotisch
kategorie
Eigenschaften e hohe DK e hohe DK e hohe DK
e Donor- und Ak- e Donor-und Ak- e nur Akzeptorei-
zeptor-eigen- zeptor-eigen- gen-schaften
schaften schaften e Solvatisierung
e Ausbildung von H- e Ausbildung von von Kationen
Brucken H-Brucken
e Solvatisierung von e Solvatisierung
Anionen und von Anionen und
Kationen Kationen
Polaritat (relativ) 1.0 0.75 0.45
(per definitionem)
Dielektrizitats- 79.7 32.6 46.6

konstante (DK)

Tab. 1. Vergleich der physikalischen Eigenschaften von Wasser, Methanol und DMSO.?

Methanol ist also ein dem Wasser in seinen physikalischen Eigenschaften relativ
ahnliches Ldsungsmittel, auch wenn es sich selbstverstandlich um ein organisches
Ldsungsmittel handelt.

Wie kann nun in Methanol eine derart drastische Verlangsamung des Austausches
erreicht werden, sodass die Signale der OH-Protonen inkl. ihrer Kopplungen erhalten
werden kdnnen?

1.1 Methanol — Austauschgeschwindigkeiten und Probenbehandlung

Es ist allgemein bekannt, dass auch in Alkoholen der Austausch der Hydroxypro-
tonen stark beschleunigt ist, sodass diese Signale unter normalen Bedingungen im
NMR bei Messung in alkoholischer Losung nicht beobachtet werden kdnnen. Wichtig
ist in diesem Zusammenhang, dass der Austausch sowohl saure- als auch basen-
katalysiert ist.”

Folgende Austauschreaktionen sind denkbar:®
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K
ROH + OH 2RO + H,0 (1.1)
ko
ROH + RO 2RO + ROH (1.2)
+k3 +
ROH + H,0 =ROH," + H,0 (1.3)
+k4 +
RO*H + ROH, 2 RO*H, + ROH (1.4)
K
ROH + H*OH =ROH* + HOH (1.5)

Aber auch die Autoprotolyse muss im Falle von Methanol berucksichtigt werden:

k6
ROH + ROH*2ROH* + ROH (1.6)

FUr die Reaktionen 1.1 — 1.5 hatten Meiboom et al. bereits 1959 und 1962 mittels
NMR Messungen die entsprechenden Austauschraten bestimmt.® '° Der Wert fiir die
Autoprotolysereaktion (Gleichung 1.6) stammt von Koskikallio.""

Austauschrate Wert [L*mol™*sec™]
ki 2.6 x10°
ko 9.5 x 10°
ks Gleiche Grossenordnung wie kg
Ky 8.8x10’
ks -
Ke 10 (max. Grenzwert)

Tab. 2. Austauschraten von Methanol fir die angefiihrten Reaktionen 1.1 bis 1.6. Der pH-Wert der
untersuchten Lésungen war nicht angegeben.

Da die Werte fur k1 und ks bzw. k4 (also fir die basen- bzw. saurekatalysierten Reak-
tionen) sehr hoch ist, genlgen nur geringste Saure- oder Basenspuren, um den
Austausch der Hydroxyprotonen derart zu beschleunigen, dass ihre Signale im NMR
nicht mehr sichtbar sind.

Generell miussen folgende Bedingungen erflllt sein, damit OH-Signale in alkoholi-
scher Lésung separiert und mit Kopplungsmuster dargestellt werden kénnen: '

- Ist die durchschnittliche Lebensdauer t eines OH Protons grosser als 1/Ad (=
chemische Verschiebungsdifferenz zwischen zwei OH Protonenpositionen [Hz]),
jedoch Kkleiner als 1/J, so kbnnen separierte Signale ohne Kopplungsmuster
beobachtet werden.

- Ist die durchschnittliche Lebensdauer t grosser als 1/J, so sind zusatzlich die
Kopplungen erkennbar
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- Wenn t grosser als die T4 Relaxationszeit wird, kdnnen auch separierte NOE
Signale von und zu den OH Protonen beobachtet werden.

Aufgrund dieser physikalischen Gegebenheiten methanolischer Losungen ist es ent-
scheidend, eine Losung herzustellen, die frei ist von Saure- oder Basenspuren. Wie
sich spater noch zeigen wird, ist auch der Wassergehalt der Proben von Bedeutung.
Pearce und Sanders verwendeten fur die Untersuchung von Naturstoffen in CDCl;
Losung trockenes, basisches Aluminiumoxid, um die Saurespuren und teilweise
Wasser entfernen zu kénnen.'?

Ein analoges Vorgehen sollte auch fur methanolische Lésungen erfolgversprechend
sein, allerdings kam basisches Aluminiumoxid nicht in Frage, da der Austausch in
Methanol ja auch von Basenspuren katalysiert wird.

Verwendet wurde letztendlich neutrales Aluminiumoxid, das zudem einen extrem
niedrigen Wassergehalt aufwies. Die exakte Probenbehandlung ist im experimentel-
len Teil erlautert.

Naturlich ist man aufgrund dieser ganzen Bedingungen insofern eingeschrankt, dass
Molekule mit starker aciden Protonen nicht untersucht werden kdénnen. Da es sich
aber im Rahmen dieser Arbeit bevorzugt um neutrale Zucker handelte, war diese
Einschrankung kein Problem.

1.1.1 In Methanol schwer l6sliche Saccharide

Weiterhin gibt es einige Kohlenhydrate, die sich zwar in Wasser sehr gut, in Metha-
nol aber nahezu Uberhaupt nicht I6sen. Hierzu gehodren z. B. Saccharose oder auch
a-Cyclodextrin. Diese Zucker konnten durch schrittweise Zugabe von wasserfreiem
CaCl, in Lésung gebracht werden, wobei man sich durch diese Anderung der L6-
sungsmitteleigenschaften aufgrund der hohen lonenstarke natirlich etwas weiter von
einem wasserahnlichen System entfernt. Zusatzlich flhrte die erhdhte lonenstarke zu
einer Verbreiterung aller Signale, was einen Verlust der Kopplungen bei den OH
Protonen zur Folge hatte.

Die Zugabe von CaCl, hatte aber noch einen interessanten Nebeneffekt — sattigte
man namlich die Lésung mit CaCl,, was fur ca. 800 — 900 yL MeOH durchaus 200 —
250 mg CaCl, entsprechen kann, so hatte dies eine Art ,Trocknungseffekt® zur Folge,
wodurch alle Signale (inkl. OH Protonensignale) wieder ihr Kopplungsmuster und
eine nur geringe Halbwertsbreite erreichten.

Auch in solch CaCl,-gesattigten methanolischen Losungen konnten alle notigen 1D
und 2D Messungen bei RT durchgefuhrt und die OH Protonensignale untersucht
werden.

Die genaue Beschreibung der Probenbehandlung findet sich wiederum im experi-
mentellen Teil.

Bleibt abschliessend zu bemerken, dass fur Proben, die mit CaCl, gesattigt wurden
und bei denen eine starkere Abweichung von einem wassrigen Medium irrelevant
war, eine vorherige Behandlung mit neutralem Aluminiumoxid nicht nétig war, da der
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Trocknungseffekt des CaCl, ausreichte, um separierte OH Signale mit aufgeldstem
Kopplungsmuster zu erhalten.

Im Folgenden sollen nun die Untersuchungen der OH Protonen flr ausgewahlte
Monosaccharide, Saccharose und ein bizyklisches Thiazolidinlactam aus unserer
Arbeitsgruppe bei Raumtemperatur vorgestellt werden.
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2. Hydroxyprotonen verschiedener Monosaccharide in methano-
lischer Losung

2.1 Methyl-B-D-Galactopyranosid (BGalOMe)

Als eines der ersten untersuchten Modell-Monosaccharide wurde im Falle von
BGalOMe das neutrale Aluminiumoxid ohne zusatzliche, vorherige Trocknung (durch
Ausheizen) zugesetzt und nach ca. 12 h bei RT die Losung entweder Uber einen Fil-
ter abfiltriert oder nach Zentrifugation der Uberstand abpipettiert.

Alle gezeigten Spektren wurden bei 400 MHz und 294 K in MeOHgs : MeOHgy4 = 1:1
(v/v) aufgenommen.

Die folgende Abbildung gibt die Struktur und die verwendete Numerierung flr
BGalOMe wieder.

OH OoH

&/0 Methyl-3-D-Galactopyranosid
4 2 C7H1405

S \/OMe "

M M = 194.18 g/mol

HO i
HO

3

Abb. 2. Struktur und Numerierung fiir GalOMe.

MeOH
HDO 44

OH-Protonen
M

T T T T T = = 1

" =1 ; — T T T i )
56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 ppm

20H
3.8 Hz

Abb. 3. "H Spektrum fiir BGalOMe in MeOH (d3:d4 = 1:1), ohne CaCl,-Zusatz, nach Behandlung mit
Aluminiumoxid (400 MHz, 294 K).
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Fir BGalOMe ohne Zusatz von CaCl, (s. Abb. 3) sind alle OH Protonen als sepa-
rierte Signale mit entsprechenden Kopplungen zu beobachten. Auch das HDO Signal
ist separiert vom Signal fur das OH Proton des Methanols — ein weiteres Indiz fur
einen stark verlangsamten Austausch. Die Zuordnung wurde durch Vergleich mit
einer Probe mit 28 eq CaCl, getroffen.

2.1.1 Titration von BGalOMe mit CaCl,

Da Ca*" lonen die OH Protonen von Kohlenhydraten schwach komplexieren, was bis
jetzt immer nur in DMSOgs oder einem anderen, organischen LM mit langsamen
Austausch verfolgt werden konnte, wurde pGalOMe mit CaCly, titriert, um die Effekti-
vitat und Anwendbarkeit der hier beschriebenen experimentellen Bedingungen zu
beweisen.

Hierbei zeigten sich erhebliche Unterschiede in der chemischen Verschiebung der
OH Protonen in Abhangigkeit von der Ca?* Konzentration.

So zeigt das OH Proton in Position 3 den starksten Shift mit 612.4 Hz maximalem
Shift (Ad in Bezug auf 0 eq CaCly) und eine deutliche Abstufung zu den Ubrigen
Hydroxyprotonen. Den geringsten Shift in Abhangigkeit von der Ca?* Konzentration
zeigt 20H mit 63.4 Hz. Im Vergleich dazu betragt der maximale Shift fur ein CH Pro-
ton (hier: 4H) 127.2 Hz.

Mit der Moglichkeit, innerhalb einer Titration mit Metallkationen die OH Protonen
verfolgen zu kénnen, steigert sich die maximale Anderung der chemischen Verschie-
bung im Vergleich zu CH Protonen um einen Faktor von ca. 5. Dadurch wird ein
weitaus grosseres Messfenster umfasst, so dass der Effekt durch Messfehler oder
Ableseungenauigkeiten verringert werden kann.

Zudem ist man mit den OH Protonen naher am Ort des Geschehens, also an jenen
Gruppen, die direkt an der Komplexierung der Metallkationen beteiligt sind.

Adges [HZ]
eqCaCl;, 20H 30H 40H 60H 4H
0 0 0 0 0 0

0.2 6.2 582 393 170 | 11.2
0.5 13.0 1349 862 36.6 | 25.2
1.0 240 233.8 147.7 ©61.8 | 43.6
1.9 38.9 3594 2263 874 | 67.6
3.9 50.7 469.2 2894 1128 | 88.8
6.7 56.9 534.8 3214 124.0 | 102.4
14.3 63.3 6124 3479 126.0 | 120.4
28.0 63.4 600.5 314.2 123.5 | 127.2

Tab. 3. Anderung der chemischen Verschiebungen der OH Protonen von pGalOMe und dem am
starksten shiftenden CH Proton (4H) bei Titration mit CaCl..
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Abb. 4. Graphische Darstellung der Titrationsergebnisse von fGalOMe mit CaCl,.

Wie Tab. 3. eindeutig zeigt, ist fur die OH Protonen bei ca. 14 eq CaCl, die Plateau-
phase bereits erreicht, bei Zugabe von mehr CaCl, erfolgt bereits eine Verringerung
der maximalen, chemischen Verschiebung, nur noch bedingt durch die physikalische
Anderung der Lésungsmitteleigenschaften. Fiir das beobachtete CH (4H) ist auch bei
28 eq CaCl, die Plateauphase noch nicht erreicht, was verstandlich ist, wenn man
bedenkt, dass die CH Protonen nicht unmittelbar von der Komplexierung betroffen
sind.

Exkurs: Titrationsauswertung mit Scatchardplot '

Legt man die Annahme zugrunde, dass es sich um einen 1:1 Komplex (C) von
Saccharidmolekil (S) und Metallkation (M*) handelt, so gilt nachfolgende Gleichge-
wichtsreaktion mit der entsprechenden Dissoziationskonstanten Kp:

Kp _[S]M ]

S+M S5 C Kp= “g; (2.1)

Der Anteil v an Saccharid, der in Form des lonenkomplexes C vorliegt, wird durch
folgende Gleichung berechnet:
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[C]
VE s ——— 2.2
R o
Lost man nun (2.1) nach [C] auf, und setzt dieses Ergebnis in (2.2) ein, so erhalt
man:

v = [M frei] (2.3)
Kp +[M gl

Wenn man nun (2.3) nach v/[M*.] auflést, erhalt man die Gleichung fir den sog.
Scatchardplot:

b4 = 1__1_*\; (2.4)

[M frei] KD KD

Mit (2.4) hat man eine Geradengleichung, mit Hilfe derer man die Komplexbil-
dungskonstante Ka (= 1/Kp) bestimmen kann. Tragt man v gegen v/[M*xe] auf, so
erhalt man nach linearem Fit der Datenpunkte aus dem y-Achsenabschnitt den Wert
fur 1/Kp, aus der Steigung den Wert —1/Kp. Dadurch hat man immer eine sehr gute
Kontrolle der Genauigkeit der experimentellen Daten.

Auch fur die Titration von BGalOMe mit CaCl, wurde eine Auswertung mittels Scat-
chardplot vorgenommen. Hierbei wurde das OH Proton mit der starksten Anderung
der chemischen Verschiebung verwendet (30H).

Eine Tabelle mit allen, fir die Auswertung mittels Scatchardplot, nétigen Zahlen-
werten ist im experimentellen Teil wiedergegeben.

Aus dem linearen Fit der Daten erhalt man:

e aus dem y-Achsenabschnitt: 1/Kp = 8.95 L/mol
e aus der Steigung: -1/Kp = -7.44 L/mol

Somit liegt die Komplexbildungskonstante Ka fur den Komplex zwischen pGalOMe

und Ca®* in methanolischer Lésung bei etwa 7 — 9 L/mol — ein typischer, niedriger
Wert fur die schwache Komplexierung von Metallkationen durch Kohlenhydrate.

-13 -



Hauptteil

9-.
S
S
8 - o
~ o
7 - .
e

L \\.

6 - S

\\

e h E B
Rl e
—~ 54 8
+ B e
Nm‘o— ‘\\\\‘
(@) 4 - Linear Regression for Datal_B: o
? Y=A+B*X B
~— 1 e

3 Parameter  Value Error b\\

A 804857  0.0797 .
A O, 7400/ Uiy s ‘.‘_\
248 743888  0,14173 =
.
T T T T T T T T T T
0,0 0,2 0.4 06 0,8 1,0
vV=NVAL

Abb. 5. Scatchardplot fir die Titration von pGalOMe mit CaCl, in MeOH. Zugrundeliegende Daten
sind die Verschiebungen fir 30H.

In der nachfolgenden Abbildung ist die zunehmende Verbreiterung der Signale bei
Zugabe von CaCl, deutlich zu erkennen, wobei bei 28 eq CaCl, bereits wieder die

Kopplungen zu erkennen sind und bei Sattigung der Losung mit CaCl, die Signale
ahnliche Halbwertsbreiten aufweisen wie vor CaCl, Zugabe.
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0 eq CaCl,

0.2 eq CaCl,

0.5 eq CaCl,

1.0 eq CaCl,

1.9 eq CaCl,

|

3.9 eq CaCl,

N

6.7 eq CaCl,

s

14.3 eq CaCl,

s |

28.0 eq CaCl,

A

[ I I ! I I I ! I I 1

6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 ppm

Abb. 6. 'H OH-Bereich von BGalOMe bei Titration mit CaCl, (400 MHz, 294 K). Bei den scharfen
~opikes* in manchen der Spektren handelt es sich um geratebedingte Artefakte. Die Verschiebung der
OH Signale beim letzten Titrationsschritt wieder hin zu hochfeldigen 5-Werten ist bedingt durch die
rein physikalische Anderung der Lésung, die sich bereits in der Sattigung befindet.
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2.1.2 2D Spektren bei Zusatz von 28 eq CaCl,

Die zuvor schon gezeigten Zuordnungen stammen aus den nachfolgenden 2D Mes-
sungen. Der Austausch der Hydroxyprotonen kann soweit verlangsamt werden, dass
sowohl die Zuordnung uber 2D DQFCOSY, als auch eine Strukturermittiung tber ein
2D ROESY Spektrum maoglich waren.

MeOH
OH-Protonen 1H
. 4H
[ I | [ | I | [
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 ppm
30H
4.6 Hz

Fopry
L v -

68 67 66 6.5 6.4 63 6.2 61 6.0 59 538 ppm
* Artefakt

Abb. 7. 'H Spektrum fur pGalOMe + 28 eq CaCl, in MeOH 1:1 (400 MHz, 294 K). * = Artefakt

Fir alle OH Protonen kénnen die *Jch on Kopplungen aus dem Lorentz-Gauss-
transformierten "H Spektrum abgelesen werden.

Wie der Karpluskurve fur H— C — O — H zu entnehmen, handelt es sich um gemittelte
Kopplungen (5.5 + 1 Hz) — gleichbedeutend mit einer Mittelung aller moglichen
Rotamere, so dass die OH Gruppen keine Vorzugsrichtung, wie dies z. B. beim Vor-
liegen einer H-Briicke der Fall ware, aufweisen.

Der Wert fur 40H ist aufgrund der etwas starkeren Verbreiterung des Signals nur
schlecht abzulesen, und evtl. deswegen mit 3 Hz relativ klein.

Exkurs: Karplusbeziehung fur Hydroxygruppen in Kohlenhydraten

Die allgemeinen Parameter A, B und C der Karplusbeziehung lassen sich empirisch
fiir viele verschiedene *J Kopplungsbeziehungen ermitteln.™
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®J = A*cos’ (0)+B*cos(0)+C (2.5)

Fir A, B und C von *Jeu, on Kopplungen (z. B. in Kohlenhydraten) ergeben sich laut
Literatur:™

A=104 B=-1.5 c=0.2

Und damit die Karplusbeziehung firH - C — O — H zu:

> J = 10.4*cos*(6)-1.5%C0s(6)+0.2 (2.6)

*J = 10.4*cos’(0)-1.5*cos(0)+0.2

0 [rad]

Abb. 8. Karpluskurve fir H— C — O — H. Inrot 5.5 + 1 Hz — der Bereich der gemittelten Kopplung auf-
grund des Gleichgewichts mehrerer Rotamere. Die Karpluskurve ist — da empirisch ermittelt — keine
schmale Linie, wie hier gezeigt, sondern etwas breiter und mit starkeren Verbreiterungen in den
Minima- und Maximabereichen aufgrund der grosseren Ungenauigkeit.

Das gezeigte DQFCOSY Spektrum Iasst eine eindeutige Zuordnung der Hydroxy-
protonen zu. Die entsprechenden Kreuzsignale sind intensiv, d. h. der Austausch ist
soweit verlangsamt, dass die Lebenszeit 1 des OH Protons den Wert fur 1/J Gber-
steigt. Dies ist auch durch das Vorhandensein eines Kopplungsmusters der OH Pro-
tonen im "H Spektrum belegt.

-17 -



Hauptteil

30H
20H 40H
60H

ppm

3.4

— E
$5@ ____ ;
g
4.4 °

T T T T T T T T T T T T T T
70 69 68 6.7 66 65 64 63 6.2 6.1 6.0 59 58 57 ppm

* Artefakt

Abb. 9. DQFCOSY - Ausschnitt fir die OH Protonen von BGalOMe (28 eq CaCl,, MeOH 1:1, 400
MHz, 294 K). * = Artefakt

30H 40H
20H 60H

ppm
3.2
3.4 E
@ ﬁ-::
26 - Ow OMe
3.8 ﬁ H3
4.0
4.2 {',:;‘ﬂHet
4.4 ;

70 69 68 67 6.6 65 64 63 6.2 6.1 6.0 59 58 57 ppm

Abb. 10. ROESY — Ausschnitt aus dem OH Protonenbereich von fGalOMe (28 eq CaCl,, MeOH 1:1,
400 MHz, 294 K). Alle ROE Kreuzsignale sind negativ (entgegengesetztes Vorzeichen zur Diagonale).
Am Beispiel von 20H sind rechts die ermittelten ROEs gezeigt.

Alle OHs zeigen ROE Signale zu ihrem eigenen CH und zusatzlich zu den beiden
benachbarten CH Signalen. ROE Signale zwischen den OH Protonen konnten im
Falle von pGalOMe nicht beobachtet werden.
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2.1.3 CaCl,-gesattigte Losung — Variation der Temperatur

Fir die CaCl,- gesattigte Lésung von pGalOMe in MeOH 1:1 ist das "H Spektrum
abgebildet, welches zeigt, dass die Signale nun deutlich weniger stark verbreitert,
und die Kopplungen — auch fur die Hydroxyprotonen — eindeutig ablesbar sind.

MeOH
OH-Protonen /HDO
| [ | [ | [ |
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 ppm
30H 20H 40H 60H
4.4 Hz || 37
4.3 Hz :

55Hz

e )

68 67 66 65 64 63 62 61 60 59 58 ppm

Abb. 11. "H Spektrum von BGalOMe in CaCl,-gesattigter Losung (MeOH 1:1, 400 MHz, 294 K). Die

3JCH, on Kopplungen wurden aus dem Lorentz-Gauss-transformierten H Spektrum erhalten. * = Arte-
fakt

Bei Messung dieser Losung bei 5 °C (278 K) zeigte sich im Vergleich zur Messung
bei 21 °C (294 K) keine Verbesserung der Signalauflosung fur die OH Protonen. Man
ist also aufgrund der CaCl,-gesattigten Losung fir BGalOMe bereits bei RT in einem
maximal verlangsamten Austausch, so dass eine Temperaturerniedrigung keinerlei
Verbesserung mehr mit sich bringt.
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30H 20H
40H eoH

Raumtemperatur
21 °C (294 K)

*

4

69 6.8 67 66 65 64 63 62 61 60 59 58 ppm

20H
30H 6OH
Tieftemperatur 40H

5°C (278 K)

|

69 68 6.7 66 65 64 63 6.2 6.1 6.0 59 58 ppm

Abb. 12. "H OH-Bereich fiir BGalOMe in CaCl,-gesattigter Losung bei verschiedenen Temperaturen
(MeOH 1:1, 400 MHz). * = Artefakt

2.2 a-/B-D-Glucopyranosid

Die fur Glucose (Glc) aufgenommenen Spektren zeigen, dass es, fur in MeOH leicht
|6sliche Zucker, vollig ausreichend ist, mit neutralem Aluminiumoxid vorzubehandeln,
um die OH Signale als separierte Signale mit Kopplungsmuster zu erhalten. D. h. fur
neutrale, leicht I6sliche Zucker ist keine Sattigung mit CaCl, erforderlich, um die OH
Protonensignale madglichst gut darstellen zu konnen.

Im Falle dieser Probe wurde neutrales Aluminiumoxid fur ca. 2h im Trockenschrank
(ca. 200 °C) zusatzlich ausgeheizt, bevor es noch warm zur Gle/MeOH Ldsung ge-
geben wurde. Diese Methode eignet sich allerdings nur dann, wenn eine exakte
Konzentration der Substanz in Losung nicht bendtigt wird. Durch die Zugabe von
warmem Aluminiumoxid verdampft namlich ein Teil des LMs; ferner konnte eine
Adsorption von Substanz an das Aluminiumoxid nicht vollig ausgeschlossen werden.
Dennoch bringt das zusatzliche Ausheizen des Aluminiumoxids den Vorteil wesent-
lich stabilerer Proben, also bestmogliche Entfernung von Saure-/Basenspuren und
teilweise Entfernung von im LM enthaltenen Restwassers.

Die Zuordnung erfolgte Uber ein 2D DQFCOSY Spektrum. Aufgenommene 2D
NOESY Spektren zeigen auch fur die OH Protonen schwache NOE Signale, die, wie
fur ein kleines Molekll zu erwarten, negatives Vorzeichen, also entgegengesetztes
Vorzeichen zur Diagonale, aufweisen. Auch Austauschsignale zwischen den OH
Protonen der Glc und Methanol sind vorhanden.
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OH
-D-Glucopyranosid o.-D-Glucopyranosid
CgH1206
M = 180.16 g/mol

Abb. 13. Struktur und Numerierung fur a- und p-Glc.

72 70 68 66 64 6.2 6.0 58 56 54 ppm

Abb. 14. "H OH Protonenbereich fiir a-/B-Glc in MeOH 1:1 (ohne CaCl,-Zusatz, 400 MHz, 294 K).

Die Kopplungen fur alle OH Protonen konnten aus dem Lorentz-Gauss-transfor-
mierten "H Spektrum erhalten werden:

3Jeh, on [Hz]

OH Proton a-Glc p-Glc
10H 3.9 6.35
20H 6.8 4.4
30H 4.8 4.5
40H 4.5 5.6
60H 5.7 5.5

Tab. 4. 3JCH, on Kopplungen fur alle Hydroxyprotonen in a- bzw. p-Glc in MeOH, ohne CaCl,-Zusatz.

Nur 20H und 10H der a-D-Glc zeigen einen von der typischen, gemittelten Kopp-
lung (5.5 + 1 Hz) abweichenden Wert. Allerdings sind diese Abweichungen nur sehr
gering und somit die Bevorzugung eines bestimmten Rotameren nur schwach, d. h.
diese Werte sind nicht ausreichend fur die Annahme einer intramolekularen H-
Brucke, zumal im NOESY Spektrum keinerlei Signale zwischen diesen beiden OH
Protonen — sei es Austausch oder NOE — zu erkennen sind. Auch ansonsten finden
sich keinerlei Kreuzsignale im NOESY Spektrum zwischen OH Protonen.
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ppm
Y () s el

Chemischer Austausch zwischen
5.0 OH Protonen und MeOH \
5.2 @ g
5.4 @

Keinerlei Austausch- oder NOE Signale O
zwischen den OH Protonen

5.6 - 00
5.8 ;

H "ﬂb .,'
6.0
6.2
6.4

0

6.6 —T T - T - T " T —— T 1

66 64 62 60 58 56 54 52 50  ppm

Abb. 15. NOESY Auschnitt aus dem OH Protonenbereich von a/B-Glc in MeOH 1:1 (ohne CacCl,, 400
MHz, 294 K, t., = 300 ms).

Das gesamte 'H Spektrum und ein Ausschnitt aus dem DQFCOSY Spektrum finden
sich im Anhang.

3. Hydroxyprotonen von Saccharose in methanolischer Ldésung
und daraus resultierende Hinweise auf die Struktur in LOsung

Die Struktur von Saccharose, einem der prominentesten Zuckermolekile, ist seit
Jahrzehnten ein Thema, dem viel Aufmerksamkeit gewidmet wird.

Im Kristall konnte mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse gezeigt werden, dass zwei
intramolekulare, zwischen Glucose und Fructose auftretende, H-Bricken vorhanden
sind, namlich 2b-O"HO-1a und 5b-O~HO-6a (s.
Abb. 16)."

Abb. 16. Struktur von Saccharose im
Kristall mit den beiden ermittelten H-Briicken.
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Mit die ersten, durchgefiihrten NMR Untersuchungen von Saccharose in Lésung '
kamen zu dem Schluss, dass die Struktur von Saccharose in Losung jener im Kristall
sehr ahnlich ist, mit einer H-Bricke zwischen 2bO und HO-1a. Diese Ergebnisse
bedeuteten, dass es sich bei Saccharose auch in Lésung um ein starres Molekll
handelt, also keine grosse Flexibilitdt bezuglich der O-glykosidischen Bindung
vorliegt.

Da O-glykosidische Bindungen im allgemeinen aber recht flexible Einheiten darstel-
len, folgte in den kommenden Jahren eine Reihe von Untersuchungen der Saccharo-
sestruktur in Losung.

Christofides und Davies ' folgerten aus ihren NMR Daten in DMSOgg, dass zwei
konkurrierende H-Brucken auftreten, namlich zum einen 2b-O"HO-1a (also wie im
Kristall) und zum anderen 2b-O"HO-3a, wobei erstere mit einem Verhaltnis von ca.
2:1 bevorzugt scheint.

Viele weitere NMR Untersuchungen, auch in wassriger Losung, kamen zu recht
unterschiedlichen Ergebnissen:

- Duker und Serianni '8 folgerten eine hohe konformationelle Flexibilitat.

- Hervé du Penhoat et al."® zeigten durch Vergleich mit 2-Deoxy-Saccharose, dass
durchaus mehrere Konformere in Ldsung vorliegen, die H-Bricken jedoch flur die
Struktur nur von geringer Bedeutung sind.

- van Halbeek et al.”® 9 fanden durch NOE Messungen, dass eine transiente H-
Bricke zwischen 2b-O und HO-1a vorliegt, welche jedoch, da es sich bei Saccha-
rose um ein flexibles Molekul handelt, gebildet und wieder gebrochen wird, wenn
das Saccharosemolekul von einer Konformation zur anderen wechselt.

- schliesslich zeigten Adams und Lerner ?® durch Messung von Saccharose in
Acetongs / H20 bei 253 K anhand der Hydroxyprotonen, dass sowohl die Jch, on
Kopplungskonstanten als auch die Austauschraten der OH Protonen keinen Hin-
weis auf vorliegende H-Bricken liefern. Auch die Temperaturkoeffizienten der OH
Protonen sind in etwa gleich, mit einem leicht niedrigeren Wert fur 2bOH, und
einem leicht hoheren Wert fur 3aOH. Adams und Lerner folgerten daraus, dass
die Hydroxyprotonen von Saccharose bevorzugt H-Bricken mit dem LM (hier also
Wasser) ausbilden, wobei sie transiente, wie von van Halbeek et al. postulierte,
H-Bricken nicht ganzlich ausschlossen.

- Immel und Lichtenthaler '® fiihrten MD Rechnungen fiir Saccharose im Vakuum
durch und kamen zu dem Schluss, dass es drei Konformere (S1, S2, S3) mit
niedriger Energie gibt, die in einem Verhaltnis von ca. 71:21:8 vorliegen. Die
hierin vorliegenden H-Bricken sind wie folgt: S1 2b-O"HO-1a (wie im Kristall), S2
2b-O"HO-3a und S3 5b-0...HO-3a. Rechnungen in wassriger Losung ergaben,
dass alle OH Protonen nur mehr H-Briucken zum umgebenden LM ausbilden.

Mit der hier vorgestellten Probenbehandlung kann nun Saccharose in methanolischer
Losung bei RT vermessen werden und zugleich sind Aussagen uber die Hydroxy-
protonen mdglich. Ziel war es, die oben angefihrten, mdglichen Strukturen von
Saccharose in Losung zu bestatigen, zu widerlegen oder aber um eine neue Variante
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zu bereichern, und zu zeigen, dass diese Art der Probenbehandlung Vorteile und
zusatzliche Informationen fur die Strukturaufklarung mit sich bringt.

Da es sich bei Saccharose um einen in MeOH schwer |6slichen Zucker handelt,
konnten nur Proben, die etwas CaCl, enthielten, Uberhaupt untersucht werden.
Nachfolgend seien die Struktur und Numerierung fur Saccharose, wie sie im weiteren
verwendet werden wird, dargestelit.

Saccharose
o-D-Glcp-(1—2)-p-D-Fruf
5 C12H2,044
M = 342.30 g/mol

Abb. 17. Struktur und Numerierung flir Saccharose.
3.1 Saccharose in Methanol + 4 eq CaCl;

Bei den 4 eq CaCl; handelt es sich um die Menge CaCl,, die in diesem Fall bendtigt
wurde, um die vorgelegte Menge Saccharose (Suc) gerade in Lésung zu bringen. D.
h. diese Probe ist nur mit dem absoluten Minimum an CaCl, versetzt. Auch hier
wurde neutrales Aluminiumoxid, nachdem es ca. 2h im Trockenschrank ausgeheizt
worden war, noch warm zugegeben.

Alle hier gezeigten Spektren sind bei 600 MHz aufgenommen. Die Zuordnung er-
folgte Uber 2D DQFCOSY.
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hit
MeOH V|HDO 6a MeOH
OH-Protonen 5al1a™
6b, \ | [3b
1b| b e n }
4a 6b 4b
2b

~rr-—rr—rr-—r—rr—r—r-rr>-1rr—ntr>1rrr—1rr-1T " 1"
6.0 58 56 54 52 50 48 4.6 44 4.2 40 3.8 3.6 ppm
1bH MeOH

4a0OH 3pOoH 4bOH 6aOH
6bOH

61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 ppm

Abb. 18. 'H Spektrum von Suc in MeOH 1:1 bei 292 K (4 eq CaCl,, 600 MHz). Bis auf 4a0OH und
4bOH sind alle OH Protonensignale relativ breit.

Die 3JCH, o Kopplungen fur zumindest einige der OH Protonen konnten aus dem
Lorentz-Gauss-transformierten "H Spektrum bei 280 K abgelesen werden.

Lorentz-Gauss-Transformation

1bH

4a0H
5.3Hz

6.1 6.0 5.9 5.8 5.7 5.6 5.5 5.4 5.3 ppm

Abb. 19. OH Protonenbereich des Lorentz-Gauss-transformierten 'H Spektrums von Suc bei 280 K (4
eq CaCl,, 600 MHz).

Alle ablesbaren Kopplungen liegen im Bereich der gemittelten Kopplung (5.5 + 1 Hz).
Zumindest fur diese OH Protonen kann eine Vorzugsrichtung (z. B. aufgrund einer H-
Briicke) nahezu ausgeschlossen werden. Auffallend ist, dass nicht nur, wie zu er-
warten, die primaren Hydroxylgruppen — 1aOH, 6aOH und 6bOH — eine Pseudotri-
plettstruktur zeigen, sondern auch 2bOH und 3aOH, fur welche eigentlich jeweils ein
Dublett zu erwarten ware. Die vorhandene Pseudotriplettstruktur lasst sich mit dem
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sog. Isotopeneffekt erklaren, der bei H-Brlicken, an denen zwei Gruppen, die sowohl
Donor- als auch Akzeptoreigenschaften aufweisen, beteiligt sind, auftritt.

Exkurs: Isotopeneffekt '°

Hat man ein Lésungsmittelgemisch, das es ermdglicht, dass Hydroxyl- oder Amino-
gruppen sowohl deuteriert als auch protoniert vorliegen, und man die Signale der
protonierten Gruppen beobachten kann (wie z. B. in DMSOgys + etwas D,O oder wie
hier MeOHg3 : MeOHgys 1:1), so hat dies Auswirkungen auf jene Protonen, die als
Partner an einer Wasserstoffbricke beteiligt sind. Es treten fur jene Protonen zwei
Signale auf, je nachdem ob ihr Partner in der H-Brucke ein H oder ein D tragt.
Vereinfacht kann man sich das Auftreten eines zweiten Signals fur diese Protonen
wie folgt vorstellen:

‘}erstm’fBﬁll
R - O—H' .. 04D) O~H) - O—H’ O-D) -+ O—H’

A G A S R A

Protonendonor Protonendonor Protonendonor “Protonen”donor

Wasserstoff-Briicke

| | furOD:OH=1:1 L J

Pseudotriplett
genauer: Dublett von Dubletts
=
B4 &' 2 82

Abb. 20. Schematische Darstellung des Isotopeneffekts fur H-Bricken, in denen beide beteiligten
Partner sowohl Donor- als auch Akzeptoreigenschaften besitzen.

Da die chemische Verschiebung fur ein OH-Proton, das mit einem OH oder OD als
Partner an einer H-Briicke beteiligt ist, verschieden ist, erhalt man fur jeden der bei-
den Falle ein Dublett. Diese sind meist in ihrer chemischen Verschiebung 6y so ahn-
lich, dass sie stark Uberlappen und man so ein Pseudotriplett als Signal erhalt, wel-
ches aber durch eine Lorentz-Gauss-Transformation des 'H Spektrums meist als
Dublett von Dubletts zu erkennen ist. Ist der Anteil an OH gleich dem Anteil an OD
als Partner in der H-Bricke, so sind die beiden Dubletts von gleicher Intensitat (wie
in obiger Abbildung).

Naturlich gilt dies auch flr das zweite, beteiligte Proton. Soll heissen, auch das
Proton, welches am Akzeptor sitzt, merkt, ob die zu seinem Heteroatom ausgebildete
H-Brlcke ein Proton oder ein Deuterium enthalt. Somit zeigt auch dieses Proton eine
Pseudotriplettstruktur.
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Das eben dargelegte wirde also zu dem Schluss fluhren, dass sowohl 2bOH als
auch 3a0OH an einer intramolekularen H-Brlcke beteiligt sein kdnnten.
Weitere Aussagen kann man aus einer Temperaturreihe gewinnen.

3.1.1 Temperaturreihe

Es wurde eine Temperaturreihe im Bereich von 280 bis 310 K, in Schritten von 3 K,
aufgenommen, und die Abhangigkeit der chemischen Verschiebung & der Hydroxy-
protonen von der Temperatur untersucht.

Auftragung von Adges [Hz] gegen AT [K] ergibt idealerweise eine Gerade fur jedes OH
Proton. Durch linearen Fit kann aus der Steigung der Geraden der Temperaturkoeffi-
zient ermittelt werden. Er gibt einen Anhaltspunkt daftr, ob ein OH Proton an einer
intramolekularen H-Bricke (nicht zum LM!) beteiligt ist. Wie in Kapitel V/2.2.1 gezeigt
werden wird, gibt es empirische Werte fur NH Protonen in Amidbindungen, jedoch
keine Referenzwerte fir OH Protonen in Methanol. D. h. es kann nur durch Vergleich
der Steigungen innerhalb einer Probe eine Aussage getroffen werden.

Aus der Literatur sind folgende Werte als Anhaltspunkte zu nennen:

- Messung von Saccharose in H,O / D,O (9:1 (v/v)), pH 6.5, in einem Temperatur-
bereich von —18 bis —8 °C."®

- Messung von Saccharose in H,O / Acetongs (Temperaturbereich unbekannt). Be-
stimmung der Temperaturkoeffizienten in Abhangigkeit des Volumenanteils an
Acetongg.??

Hieraus erhaltene Temperaturkoeffizienten «:

Proton « aus "® [ppb/K] « aus ?* (H,0:Acetongs 4:1)

[PPb/K]

1a0OH 8.2 9.5
3aOH -8.8 -12.5
4a0H 9.2 -10.5
6aOH -11.0 -

2bOH -8.0 9.2
3bOH -10.3 -10.3
4bOH 9.4 -10.9
6bOH -10.3 -

Tab. 5. Aus der Literatur stammende Werte fiir Temperaturkoeffizienten der OH Protonen in
Saccharose.

Alle Werte liegen relativ einheitlich in einem Bereich von -8 bis —11 ppb/K, es kon-
nen also keine intramolekularen H-Brlicken identifiziert werden.
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20-
04 ]
0| 5 %
J | |
-40 - ¥ % [ ]
g | |
-604 * % % -
Y -80- ¢ o X =®
= 1l ~ 4a0OH v A g [
8 -1004| x 2bOH ¢ o L g =
@ 1 o 1a0OH : ® i ) =]
12041 v 3bOH ¥ » - o
1| « 3a0OH ¢ A X
-140- &
1| o 4bOH I £
-1604 | 4 6bOH -
1 = 6a0H & v
-180-

I . I d I ' I ¥ I . I r I
280 285 290 295 300 305 310
TIK]

Abb. 21. Auftragung von Adges [Hz] gegen T [K] fir alle OH Protonen von Saccharose in methano-
lischer Losung bei Zusatz von 4 eq CaCl..

Aus dem linearen Fit der Geraden erhaltene Temperaturkoeffizienten «:

Proton « [ppb/K]

1aOH -71.2
3aOH -10.7
4a0H -8.1
6a0OH -6.3
2bOH -7.5
3bOH -9.8
4bOH -8.8
6bOH -8.2

Tab. 6. Temperaturkoeffizienten « fiir OH Protonen von Saccharose in MeOH 1:1 (+ 4 eq CaCl,).

Die niedrigsten Werte besitzen die beiden primaren Hydroxylgruppen an 1a und 6a.
Alle anderen OH Protonen, mit Ausnahme von 2bOH, besitzen « Werte im Bereich
von —8 bis ca. —11 ppb/K. Dies passt recht gut mit den zuvor gezeigten Werten aus
der Literatur zusammen. Dies ist gleichbedeutend mit einer &hnlichen Solvatation der
Hydroxygruppen in methanolischer wie in wassriger Losung.

Der Wert fur 2bOH ist mit —7.5 ppb/K minimal kleiner als die anderen Werte der
sekundaren Hydroxylgruppen. Somit ist fur diese OH Gruppe, wenn uberhaupt, dann
nur ein sehr schwacher Einfluss durch eine H-Bricke vorhanden. Da in der Literatur
kein Unterschied zwischen primaren und sekundaren Hydroxylgruppen festzustellen
war, konnten auch 1aOH und besonders 6aOH an schwachen H-Bricken beteiligt
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sein. Im Ubrigen sind dies genau jene drei OH Gruppen, die in der Kristallstruktur an
den H-Bracken ((2bOH — 1aOH) und (5bO — 6aOH)) beteiligt sind.

MeOH

280 K

283 K

286 K

289 K

292 K

295 K

298 K

301 K

304 K

307K

310K

Abb. 22. H Spektrum - OH-Bereich flir Saccharose + 4 eq CaCl, in MeOH 1:1 flr einen
Temperaturbereich von 280 bis 310 K (600 MHz).
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3.1.2 2D ROESY - strukturelle Aussagen

Sollten tatsachlich transiente H-Bricken in Saccharose (in MeOH, + 4 eq CaCl,) vor-
handen sein, so mussten auch im ROESY Spektrum entsprechende Kreuzsignale zu
beobachten sein.

1bH ppm b
53 Chemischer Austausch " %(
2bOH 3b0|-:|3 OﬁbIOH 1 zwischen 2bOH und 1aOH B
4a0H 6bOH 5.4 ] ¢ & 7
e} [ oy ] ;:: '::r
ppm 5.5 1 4 G
4.8 1 N
s0 | oo o000 -gusamm 56 e
’ Chemischer Austausch o 5
52 . mit MeOH/HDO 57 4 L A
o Vo S
54 - - 5.8 4 o
@9 ! 7 ‘,-;
56 - _ o e 5.9 - 0 . n~.<0"3‘
5.8 1 @ 6.0 - b g ; &
60 { ©o° 00’8y
T T T T T T T T 6.1 T T T T : T ool T
6.1 6.0 59 58 57 56 55 54 53 ppm 6.1 6.0 59 58 57 56 55 54 53 ppm

Abb. 23. 2D ROESY OH Protonenbereich. Deutlich zu erkennen der chemische Austausch der OH
Protonen mit MeOH/HDO (links) und das Austauschsignal zwischen 2bOH und 1aOH (rechts)
(Saccharose, + 4 eq CaCl,, MeOH, 292 K, 600 MHz).

Auch das ROESY gibt einen Hinweis darauf, dass 2bOH und 1aOH sich sehr nahe
kommen und somit ein Austausch zwischen beiden (positives Kreuzsignal (gleiches
Vorzeichen wie die Diagonale) zu beobachten ist.

3.1.3 Ergebnis

- Fur die Beteiligung an einer H-Brucke sprechen

- fur 2bOH: der Isotopeneffekt, der relativ kleine Temperaturkoeffizient, das Aus-
tauschsignal im ROESY mit 1aOH

- fir 1aOH: der relativ kleine Temperaturkoeffizient und das Austauschsignal im
ROESY zu 2bOH

- fur 3aOH: nur der Isotopeneffekt. Da sonst keinerlei Anhaltspunkte fir eine H-
Bricke sprechen, ist davon auszugehen, dass keine Wasserstoffbricke mit Be-
teiligung von 3aOH vorhanden ist.

- fur 6aOH: nur der niedrige Temperaturkoeffizient. Da, wie in der Kristallstruktur
vorhanden, eine H-Bricke zwischen 6aOH und dem Ringsauerstoff der Glucose
(5b0O) moglich ist, und dies weder durch einen Isotopeneffekt (primare OH
Gruppe), noch durch ein Kreuzsignal im ROESY zu verifizieren ist, kann die Be-
teiligung von 6aOH an einer H-Brucke weder ganz ausgeschlossen noch eindeu-
tig belegt werden.
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- FUr Saccharose in MeOH (+ 4 eq CaCly) kann eine H-Brlicke zwischen 2bOH und
1aOH (zumindest transient) als gesichert angenommen werden. Eine weitere H-
Brucke, namlich zwischen 6aOH und 5bO kann nicht eindeutig bewiesen werden, gilt
aber als wahrscheinlich.

- Dieses H-Brlickenmuster entspricht jenem in der Kristallstruktur.

Da alle aufgefiihrten, experimentellen Daten nur minimale Anderungen zueinander
aufweisen, kann man davon ausgehen, dass das Saccharosemolekul auch in
methanolischer Losung sehr flexibel ist, wenngleich eine Struktur mit jenen beiden,
postulierten H-Bricken schwach bevorzugt zu sein scheint.

3.2 Saccharose in Methanol — CaCl,-gesattigte Losung

Insgesamt bedeutet das Sattigen der Losung mit CaCl, natlrlich eine sehr hohe
lonenstarke der methanolischen Losung, was generell zu einer Signalverbreiterung
fuhrt.

Aufgrund des schon erwahnten, trocknenden Effekts des CaCl, auf MeOH (mit ge-
ringen Spuren Restwasser) erhalt man dennoch Signale inkl. Multiplettstruktur und
passabler Halbwertsbreite.

Im Folgenden soll eine Aussage uber die Struktur von Saccharose in CaCly-gesat-
tigter Losung getroffen, und ein Vergleich mit den in 3.1 erhaltenen Ergebnissen vor-
genommen werden.
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2h o
-
6b
OH Protonen 1 ah :
2bj6a 4b
t
1a m
_
7> 77T prrrerere T
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 ppm
1b
3a0OH 3bOH

6bOH 6a0OH 420H
1a0OH 4hOH
K' \J‘L
6.0 5

6.7 66 65 64 63 6.2 6.1 9 58 ppm
OH Protonen
Lorentz-Gauss-transformiert 5.3 Hz
6.9 Hz
)|
67 66 65 64 63 62 6.1 6.0 59 ppm

Abb. 24. 'H Spektrum von Saccharose in MeOH 1:1 (CaCl,-gesattigt, 600 MHz, 305 K).

Fur 2bOH ist eindeutig eine Triplettstruktur zu erkennen, was einen Hinweis auf eine
mdgliche, vorhandene H-Briicke gibt. Da es sich im Falle von 2bOH um eine sekun-
dare Hydroxygruppe handelt, ist die (Pseudo-)Triplettstruktur auf den Isotopeneffekt
— verursacht durch die Beteiligung an einer Wasserstoffbricke — zu erklaren (siehe s.

26).

Die 3Jon, cH Werte fiir 4bOH und 4aOH liegen im Bereich der gemittelten Kopp-
lungen. Fiir alle anderen OH Protonen ist aufgrund der Uberlagerungen keine Aus-

sage maoglich.
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3.2.1 Temperaturreihe

In einem Bereich von 285 bis 305 K wurden in Schritten von 5 K 'H Spektren aufge-

nommen.
Hieraus erhalt man wiederum die Temperaturkoeffizienten « der OH Protonen von
Saccharose.
0 .
g
-204 o]
¥ A
A
—  -40] " A
N
L. 3 . A
9
%gm -604 ] "
x  2bOH % &
o 1aOH
809| 4 4a0H "
¢ 4bOH
+ 3aOH/6bOH :
-1009| »  3bOH/Ba0OH
I & I I 1 L) I
285 290 295 300 305
T[K]

Abb. 25. Auftragung von Adges [Hz] gegen T [K] fir OH Protonen von Saccharose in CaCl,-gesattigtem

MeOH 1:1.

Aufgrund von Uberlagerungen im OH Bereich konnten die Temperaturkoeffizienten
fur 3a0OH/6bOH und 3bOH/6a0OH nicht separat ermittelt werden. lhre Werte sollen

nur ein Anhaltspunkt sein.

Aus dem linearen Fit der Geraden erhaltene Temperaturkoeffizienten «:

Proton

k [ppb/K] « zum Vergleich

(+ 4 eq CaCl,)

1aOH
3a0OH
4a0H
6a0OH
2bOH
3bOH
4bOH
6bOH
3aOH/6bOH
3bOH/6a0OH

-5.5

-4.3

-8.2
-6.7

-7.2
-10.7
-8.1
-6.3
-7.5
-9.8
-8.8
-8.2

Tab. 7. Temperaturkoeffizienten « flir OH Protonen von Saccharose in MeOH (CaCl,-gesattigt).
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Es zeigt sich, dass

- die Temperaturkoeffizienten fur 1aOH, 4aOH und 4bOH in CaCl,-gesaettigter
Losung deutlich niedriger sind.

- nur fur 2bOH in beiden Losungen ein ahnlicher Wert vorliegt.

- Die Werte fur 3aOH/6bOH und 3bOH/6a0OH jeweils mehr dem Wert fur die pri-
mare Hydroxygruppe entsprechen.

Allerdings kann man die Temperaturkoeffizienten der beiden untersuchten Losungen
nicht direkt vergleichen, da die physikalischen Losungsmitteleigenschaften doch
stark voneinander abweichen.

Man kann jedoch innerhalb eines Systems vergleichen, und hier zeigt sich, dass fur
die CaCl,-gesattigte Losung die OH Protonen der Positionen 4a und 4b die niedrig-
sten Temperaturkoeffizienten aufweisen.

Der Ausschnitt der entsprechenden 'H Spektren ist im Anhang wiedergegeben.

3.2.2 2D Spektren — Strukturelle Aussagen

Die Zuordnung der OH Protonen war Uber das 2D DQFCOSY eindeutig mdglich.

4bOH JDOH
1a0OH
2bOH 6bOH 501 3bOWOH 4a0H 260H19H ghons o JbOWOH 4a0H
e T ALK oom AN N

3.6 h
6b H
i

¥ : 2

3.6

3.8 3.8

T T T T T T T T ek T T T T T T T T T T
68 67 66 65 64 63 62 61 60 59 ppm 6.8 6.7 66 65 64 6.3 6.2 6.1 6.0 59 58 ppm

4.0

4.2 4.2

Abb. 26. 2D NOESY (links) und 2D DQFCOSY (rechts) Ausschnitte des OH Protonenbereichs von
Saccharose (CaCl,-gesattigt, MeOH 1:1, 400 MHz, 294 K).

Das NOESY Spektrum (t, = 100 ms) zeigt im Bereich der OH Protonen keine flr die
Struktur der Saccharose bedeutsamen NOE Signale.

Interessant ist jedoch, dass auch bei einer so geringen Mischzeit wie hier (100 ms)
Spindiffusion auftritt und alle Kreuzsignale dasselbe Vorzeichen wie die Diagonale
besitzen. Beides wirde man eigentlich erst fir Moleklle mit viel grésserer Molmasse
erwarten. Evtl. fuhrt die methanolische, CaCl,-gesattigte Loésung von Saccharose zu
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einer Aggregation derselbigen und man hat dadurch im NOESY Spektrum den Ein-
druck, dass ein sehr viel grosseres Molekul vorliegt.

ppm
- 1b/4bOH
5.8-
- 4aOH
5.9-
6.0
r A | .._6aOH
6.1 { " et Sl 3bOH
6.2
837 3a0H
— 6bOH
6.5
L 1a0H
B 2bOH
6.8
68 67 66 65 64 63 62 61 60 59 ppm

Abb. 27. NOESY Ausschnitt des OH Protonenbereichs von Saccharose (CaCl,-geséattigt, MeOH 1:1,
400 MHz, 294 K, t,, = 100 ms).

Die vorangehende Abbildung zeigt deutlich die auftretende, schwache Spindiffusion
bei einer Mischzeit von 100 ms.

Fiar die Struktur von Bedeutung konnten die etwas intensiveren Signale zwischen
2bOH und 1aOH bzw. zwischen den beiden primaren Hydroxygruppen (6bOH &
6a0OH) sein. Auch das starke Signal zwischen 1aOH und 1b - typisch fur die O-
glykosidische Bindung in Saccharose — ist wichtig fur die Ermittlung der Struktur.

Ein ganz anderes Bild erhalt man im Falle eines 2D ROESY Spektrums (200 ms
Spinlock). Da es sich hier um eine andere Probe handelt und die Messungen bei 600
MHz und 305 K durchgefuhrt wurden, ist der Vergleich schwierig.

Zu erkennen sind der — immer noch stattfindende — Austausch zwischen den OH
Protonen und MeOH und ein Austauschsignal zwischen den beiden primaren OH
Gruppen 6aOH und 6bOH. Ansonsten sind weder ROE noch weitere Austausch-
signale vorhanden.

Zumindest scheinen sich in CaCl,-gesattigter Losung die beiden primaren Hydroxy-
gruppen an 6a und 6b sehr nahe zu kommen, was in der Losung mit nur wenig CaCl,
nicht der Fall ist.
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ppm

5.2

5.4 Austausch mit MeOH

5.6

5.8

6.0 =

Chemischer Austausch |
| zwischen H
6bOH & 6a0OH

6.2

6.4

6.6

6.8 T T T T T T T T T T T
68 67 66 65 64 63 62 61 6.0 59 58 ppm

Abb. 28. Ausschnitt aus dem ROESY Spektrum von Saccharose (CaCl,-gesattigt, MeOH 1:1, 600
MHz, 305 K). Die Austauschraten primarer, sekundarer und tertiarer OH-Gruppen unterscheiden sich
deutlich, mit ersteren als acidesten Protonen. Da im vorliegenden Fall zwei primdre OH Gruppen
Austausch zueinander zeigen, die dritte primare OH (1aOH) aber keinerlei Austausch aufweist, kann
man davon ausgehen, dass 6bOH und 6aOH tatsachlich eine grosse raumliche Nahe zueinander
haben und nicht nur eine erhéhte Austauschrate aufgrund ihrer starkeren Aciditat.

3.2.3 lIsotopeneffekt im ">C Spektrum

Ist der Austausch der Hydroxyprotonen so stark verlangsamt, dass die entsprechen-
den Signale im 'H sichtbar sind, so hat dies auch Auswirkungen auf die "*C Signale.
Wie schon mehrfach fiir Mono-, Oligo- oder auch Polysaccharide beschrieben ' 2,
fihrt die Teildeuterierung von OH Gruppen zu einer Aufspaltung der zugehdrigen *C
Signale, da HC — OH eine, wenn auch nur geringflgig, unterschiedliche chemische
Verschiebung 643¢c aufweist im Vergleich zu HC — OD. Ferner haben auch die
Hydroxygruppen an Nachbarkohlenstoffen einen Einfluss, sowohl auf die chemische
Verschiebung 313c als auch auf die Signalstruktur. Haufig findet man aufgrund der
zusatzlichen Kopplungen stark verbreiterte Signale oder Multiplettstrukturen.

Auch intramolekulare H-Briicken flhren zu zusatzlichen Aufspaltungen und leicht
veranderten Verschiebungen. Eine sorgfaltige Analyse der chemischen Verschie-
bungen erlaubt sogar eine Aussage (iber die Orientierung der Hydroxygruppen.®?

Flr Saccharose zeigt sich deutlich, welche Kohlenstoffe Hydroxyprotonen tragen und
zu welchem Grad auch die benachbarten Kohlenstoffe Hydroxygruppen besitzen.
Somit kann hiermit die getroffene Zuordnung nochmals auf ihre Richtigkeit Gberprift
werden.
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Eine genauere Analyse der *C Verschiebungen und Multiplettstrukturen hinsichtlich
vorhandener H-Brucken ist extrem schwierig, da mehrere Effekte Uberlagern und
somit dies nicht als eindeutiger Beweis herangezogen werden kann.

Gesamtspektrum

1b

" -

Ba 95.5 ppm “

3a T T T \ T T
2a 100 90 80 70 60 ppm
quartir
T T T 1
82 81 ppm
5b
1a 6a 6b "
— T a 2b 4b
N " H 106.0  ppm 3b
T T T \ 1T T \ T T \ 1
65 64 63 ppm 76 75 74 73 72 ppm

Abb. 29. "H-entkoppeltes "*C Spektrum fiir Saccharose in MeOH 1:1 (CaCl,-gesattigt, 400 MHz, 294
K).

3.2.4 Erqgebnis

Fir die CaCl,-gesattigte, methanolische Saccharoselésung sind die experimentellen
Daten nicht so eindeutig wie fur die Losung, die nur eine geringe Menge CaCl; (4 eq
CacCly) enthalt.

Fir die Beteiligung von 2bOH an einer H-Briicke sprechen der Isotopeneffekt im 'H
und das relativ intensive NOE Signal zu 1aOH. Vergleicht man den Temperatur-
koeffizienten von 2bOH mit jener der anderen OH Protonen, so ist er vergleichsweise
gross, besitzt aber einen ahnlichen Wert wie in schwach CaCl,-haltiger Losung.

Die OH Protonen mit dem niedrigsten Temperaturkoeffizienten — 4aOH und 4bOH —
zeigen keinerlei Isotopeneffekt und besitzen gemittelte 3J Kopplungen. Ihre Beteili-
gung an einer H-Brlcke ist eher unwahrscheinlich.

Auffallend ist ein intensives NOE Kreuzsignal zwischen 6aOH und 6bOH. Zumindest
konnte man eine leicht veranderte Geometrie der O-glykosidischen Bindung vermu-
ten, bei der sich jene beiden OH Gruppen nahe kommen.

Insgesamt kann keine eindeutige Aussage uber evil. vorhandene H-Bricken in
Saccharose in CaCly-gesattigter, methanolischer Losung getroffen werden. Jedoch
kann eine H-Bricke zwischen 2bOH und 1aOH, wie in der schwach CaCl,-haltigen
Ldsung der Fall, als wahrscheinlich angenommen werden. Dennoch scheint die Zu-
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gabe von grossen Mengen CaCl, die Struktur von Saccharose zu beeinflussen —
konnte doch eine raumliche Nahe von 6aOH und 6bOH bei 4 eq CaCl, nicht nach-
gewiesen werden.

4. Sequentielle H-Brucken in Thiazolidinlactamen und deren Ab-
hangigkeit von der Ca** Konzentration

Am Beispiel eines aus unserer Arbeitsgruppe stammenden Thiazolidinlactams kann
gezeigt werden, dass der Nachweis von H-Brucken in vorbehandelter, methano-
lischer Losung auch fur Nicht-Kohlenhydrate moglich ist und durch Titration mit CaCl,
zusatzlich eine Anderung in der Orientierung der OH-Gruppen auftritt.

Der in 2! beschriebene Grundbaustein, im weiteren bezeichnet als BicOMe, wurde
bereits in DMSOgs und mittels Kristallstrukturanalyse ausgiebig untersucht.?

COOMe
Pr BicOMe
C1oH1sNO;S

w:o M = 293.30 g/mol
OH

Abb. 30. Struktur und Numerierung fir BicOMe.

Die Messungen in DMSOgs ergaben folgende >J Kopplungskonstanten fiir die
Hydroxyprotonen:22

OH Proton 3Jo|-|, CH [HZ]

60H 6.6
70H 5.4
80H 3.9
90H 11.0

Tab. 8. °J Kopplungen der Hydroxyprotonen von BicOMe in DMSOgs.

Entscheidend ist die eindeutige trans-Ausrichtung der 90OH Gruppe, zu erkennen an
der sehr grossen 3J Kopplung von 11 Hz (entspricht einem Winkel zwischen 160 und
190°). Diese OH Gruppe besitzt also eine definierte Orientierung und ist Teil einer H-
Briicke — nur dadurch ist eine so starke Fixierung der Hydroxygruppe zu erklaren.
Genauere Untersuchungen in DMSOgs Losung ergaben gegabelte H-Brucken von
90H als Donor zu 70H und der Carbonylfunktion an Position 3.

Im Gegensatz dazu zeigt die Kristallstruktur ein H-Brickenmuster mit 70H als Donor
fur 90H, welche wiederum als Donor fur die Carbonylfunktion an Position 3 fungiert.
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Keine trans-Anordnung
fiir 9H / 90OH

3
JSH' gon Oross
- trans Anordnung

Abb. 31. Links die gegabelten H-Briicken fiir BicOMe, wie sie in DMSOgys Losung nachgewiesen wer-
den konnten. Rechts die Kristallstruktur fir BicOMe mit sequentiellen H-Brucken.

4.1 Titration mit CaCl,

BicOMe |0st sich leicht in Methanol, so dass ein anfanglicher Zusatz von CaCl; nicht
notig ist.

Die Probe wurde mit Aluminiumoxid (nicht ausgeheizt) versetzt und nach einem Tag
bei RT Uber einen Filter abfiltriert.

*Jon, cu [HZ]
CaCl; Menge [eq] 60H 70H 8OH 90H

0 n.d. b b 10.9
10.5 3.5 53 4.0 -
22.6 3.5 m 4.1 -
32.3 3.5 47 43 91/11.5
(Bodensatz)
45.8 3.2 57 46 84/96
(Bodensatz)
CaCl,-gesattigt 3.5 54 46 8.8

Tab.9.°%J Kopplungen der OH Protonen von BicOMe in Abhangigkeit von der CaCl, Menge.

Ohne CaCl; ist der Austausch noch nicht so stark verlangsamt, dass alle OH Pro-
tonensignale identifiziert werden konnen. 60H als das acideste Proton (neben der
Carbonylfunktion) tauscht immer noch so schnell aus, dass kein Signal zu beobach-
ten ist; 7OH und 80H sind nur als breite Signale ohne Multiplettstruktur vorhanden.
Einzig 90H ist als deutliches Dublett zu identifizieren. Ein weiterer Hinweis darauf,
dass auch in Methanol 90H in einer H-Briicke mit rdumlicher Fixierung (grosses >J)
vorliegt.

Die 3J Kopplungen fiir 7OH und 90OH andern sich mit Zugabe von CaCl, deutlich, fiir
80H ist dieser Effekt nur gering und fir 60H nur minimal. Dies lasst den Schluss zu,
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dass sich fiur jene beiden OH Gruppen, die an der Ausbildung von H-Briicken betei-
ligt sind (7OH und 90H), strukturelle Veranderungen ergeben. Dies kann z. B. eine
Anderung der Orientierung der H-Briicken oder eine veranderte Gesamtkonformation
sein.

Ein Isotopeneffekt wie auf Seite 26 beschrieben, wird fur 7O0H und 90OH erst bei ho-
heren CaCl, Konzentrationen erkennbar. Fur 45.8 eq CaCl, zeigen beide OH Signale
die typische Pseudotriplettstruktur. Daher sollten beide an H-Briicken beteiligt sein.

70H/80H
0 eq CaCl, ¥ 90K
\ / 70.9 Hz

10.55 eq CaCl, % 80H

_13, 5 Hz

S

(2]
o
I
)
‘go
N =

EN

(=]

T

0
226eqCaCl, 4.1 Hz
3.5 Hz * 7,?7“r‘ l
80H
4.3 Hz
32.3 eq CaCl, 6OH . 473#2
(Bodensatz) 3.5 Hz M 90H
A
-—J —— 9.1/11.5 Hz
8OH
45.8 eq CaCl, o— 7OH § $80E
(Bodensatz) 32 Hz 5.7 Hz 90H
| 8.4/
9.6 Hz
T T T T T T 1
7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 ppm

Abb. 32. "H OH Protonenbereich von BicOMe in Abhangigkeit von der CaCl, Konzentration (MeOH
1:1, 400 MHz, 294 K). Die angegebenen J Kopplungen stammen aus den Lorentz-Gauss-transfor-
mierten "H Spektren. * = Artefakt

Wie aus den Messungen in DMSOgys zu sehen war, bildet 90OH als Protonendonor
eine gegabelte H-Brucke zu 70H und der Carbonylfunktion des Esters an Position 3
aus. Der soeben angefihrte Isotopeneffekt fur 70H und 9OH liesse sich damit erkla-
ren. Die Verringerung der >Jon, ci Kopplung fiir 9OH bei CaCly-Zugabe kénnte auf
eine schwachere H-Brucke oder aber eine veranderte Orientierung hindeuten. Letz-
teres wird gestltzt durch den Befund, dass im Alkylbereich bei Zugabe von CaCl,
ebenfalls Veranderungen zu beobachten sind. Und zwar betrifft dies die diastereo-
tope CH,-Gruppe an Position 2. Sie besitzt ohne CaCl, eine Aufspaltung von 0.2
ppm (= 80 Hz) flr hochfeldiges und tieffeldiges Proton. Mit zunehmender CaCl, Kon-
zentration nahern sich diese beiden Signale immer starker an, bis sie schliesslich als
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ein Signal (Spinsystem hdherer Ordnung) vorliegen. Mehrere Grinde kdnnen hierfur
verantwortlich sein:

- unterschiedliches Ringpuckering des 5-Ringes.

- erhohte Flexibilitdt des 5-Ringes.

- unterschiedliches H-Brickenmuster (allg. stark beeinflusst durch den Substi-
tuenten an Position 3).

- unterschiedliche Starke der existierenden H-Brucken aufgrund unterschiedlicher
Solvatation durch das LM.

2
a3 oW
0 eq CaCl, JM}L SJZH,' an 7.7 Hz Jth an 70 Hz
t h
JZHh a114Hz 2H 2H
10.55 eq CaCl, ﬁk sz 3 6.8 m iJZHh‘ au 71 Hz

32.3 eq CaCl,
(Bodensatz)
T T

22.6 eq CaCl,

gi

- r

5
o
I

45.8 eq CaCl,
(Bodensatz)

Abb. 33. 'H Alkylbereich von BicOMe in Abhangigkeit von der CaCl, Konzentration (MeOH 1:1, 400
MHz, 294 K). Bei 0 und 10 eq CaCl, handelt es sich fiir 2H"/2H" noch nicht um ein Spinsystem hoherer
Ordnung, so dass die Kopplungen zu H3 noch abgelesen werden kénnen. Wie zu erkennen, andert
sich jene Kopplung fiir 2H' um ca. 1Hz.

3.4 ppm

Ferner ist auch der Shift der OH Protonen in Abhangigkeit von der CaCl, Menge sehr
unterschiedlich. Fur 90H erhalt man eine Shiftdifferenz von + 534 Hz zwischen der
Probe ohne und der mit ~45.8 eq CaCl,. Fur die anderen OH Protonen ergibt sich
aus dem Vergleich der Proben mit 10.6 und ~45.8 eq CaCl,

fur 60OH: - 80 Hz fur 70H: + 189 Hz fur 80OH: - 58 Hz.
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Dies zeigt wiederum deutlich, dass die an H-Brlcken beteiligten OH Protonen 7 und
9 der starksten Anderung unterliegen.

Sicher ist, dass die Zugabe von CaCl, Auswirkungen auf die Struktur und die H-
Bricken in BicOMe hat. Welcher Art dieser Effekt genau ist, kann aus den vorhan-
denen Daten nicht geschlossen werden.

Daher ist es sinnvoll, eine mit CaCl,-gesattigte Probe naher zu untersuchen.

4.2 In CaCl;-gesattigter, methanolischer Losung — Analyse von Struktur und

H-Briicken
hit
MeOH 2H
THi8H | ome MeOH
3H
9H
I T T | T T T T T

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 ppm

= o o™ [+ =] =+ ™ [=2] =]

(=1 (=] (=] (o1 =] [+ 302 ] [=} wn

< ¥ 9 3o 0o @ ©

o o o (=20 oo L] -

Abb. 34. 'H Spektrum von BicOMe in CaCl,-gesattigter, methanolischer Lésung (MeOH 1:1, 400
MHz, 300 K). Die Integrale verdeutlichen, dass durch das Verhaltnis von MeOHgy; zu MeOHgy, von 1:1
auch die Intensitaten der OH Signale in etwa nur die Halfte betragen.

60H
3.5 Hz 8OH
4.6 Hz
- 1 1 - 1
7.35 ppm 5.66 ppm

70H 90H
54 Hz 88 Hz
dd dd
Lorentz-Gauss-Transformation
| I R D R R D D R D
6.45 6.40 6.35 6.30 6.25 6.20 6.15 6.10 ppm

Abb. 35. Lorentz-Gauss-transformiertes 'H Spektrum des OH Bereichs von BicOMe (CaCl,-gesattigt,
MeOH 1:1, 400 MHz, 300 K).
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Vergleicht man die °J Kopplungen mit jenen in Tab. 8, so zeigen sich erhebliche Un-
terschiede:

- fir 60H: von 6.6 Hz auf 3.5 Hz
- fur 70H: gleichbleibend 5.4 Hz
- fur 80H: von 3.9 Hz auf 4.6 Hz
- fir 90OH: von 11 Hz auf 8.8 Hz

60H und 90H erfahren also die starksten Anderungen im Vergleich zur Struktur in
DMSOgys Losung. Der vorhandene Isotopeneffekt fur 70H und 9OH legt deren Betei-
ligung an H-Bricken nahe.

Ordnet man anhand der Karplusbeziehung von Seite 16 jeder dieser Kopplungen
madgliche Winkel zu, so sind folgende Ausrichtungen der OH Gruppen mdglich:

OH Proton  *Jou, cu [HZ] Mogliche Winkel [°]

60H 3.5 51°,120°
70H 5.4 38°, 130°
80OH 4.6 44°,126°
90H 8.8 11°,147°

70H und 80H besitzen typische °J Werte einer
50%igen Mittelung Uber alle drei gauche/trans Rota-
mere

Tab. 10. Aus den °J Kopplungen mit Hilfe der Karplusbeziehung ermittelte, mogliche Orientierungen
der OH Gruppen.

Von besonderem Interesse sind natiirlich 70H und 90OH, da sie an H-Briicken betei-
ligt sind. FuUr diese beiden OH Gruppen sind folgende vier Winkelkombinationen
denkbar:

ZH-0-C—H(7)=40° ZH-0-C—-H(7)=130°

A ZH-0-C-H(9)=150° B ZH-0-C-H(9)=150°
Mogliche H- H-Bricken von 90H als Do- H-Brucken von 90H als Donor
Bricken nor zu 70H und zur Car- zu 70H und zur Carbonyl-
bonylfunktion des Esters. funktion des Esters. Winkel
zwischen 70H und Carbonyl-
funktion an Position 6
ungunstig = evtl. polarer
Kontakt.
ROEs 70H-T7H: 2.0 A 70H-7H: 25 A
70H - 8H: 3.1 A 70H - 8H: 3.2 A
90H - 8H: 2.4 A 90H - 8H:2.4 A
90H —9H: 2.5 A 90H - 9H: 2.5 A
90H -2H:5.2/5.2 A 90H -2H:5.2/52A
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ZH-0-C—H(7)=40°

C /H-0-C-H(9)=10°
Mogliche H- Keinerlei H-Briicken fur diese
Bricken Anordnung mdglich.

- Diese Winkelkombination
scheidet also aus!
ROEs -

D

/H-0-C-H(7)=130°
/H-0-C-H(9)=10°
H-Briicken von 70H als Donor
zu 90H und evtl. polarer
Kontakt zur Carbonylfunktion
an Position 6.

70H-T7H:25A
70H-8H: 3.2 A
90H - 8H: 2.7 A
90H - 9H: 2.0 A

90H - 2H:5.1/5.3 A

Tab. 11. Mogliche Winkelkombinationen fir 7OH und 9OH und daraus resultierende H-Briicken-

muster. Die ROE Abstande entstammen den in Abb. 36 gezeigten Strukturen.

Die in Abb. 36 gezeigte Orientierung der Carbonylfunktion der Estergruppe entspricht
jener in der Kristallstruktur und muss somit nicht zwangslaufig dem tatsachlichen Bild

in Losung entsprechen.
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o "
A 7 B 7
5A.7 Y /J 275A.77  Ng
. & ,oA' '9'4 A i “ "',O'A "3 A /
- LY/ N > .
5 a W el 9a

H7 -C7 -0 -H7  40° H7-C7-0-H7 130°
H9-C9-0-H9 150° H9-C9-0-H9 150°

C =
9 _/} 4
o
S #
H7 -C7-0-H7 40° H7 -C7 - O -H7 130°
H9-C9-0-H9 10° H9-C9-0-H9 10°

Abb. 36. Mdgliche Kombinationen der OH Gruppenausrichtung fur 7OH und 90OH und daraus resultie-
rende Abstande maoglicher polarer Kontakte oder H-Briicken.
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Die Integration der interessierenden NOE Signale (NOESY, t,, = 200 ms) und deren
Eichung auf 9aH — 9H (= 2.47 A) ergibt folgende Abstande:

ROE Abstand [A]
aus NOESY Integration

70H - T7H 2.4

70H - 8H 3.0

90H - 9H 2.4

90H - 8H 3.1
90H — 2H™ 3.3

9aH - 9H =247

9H - 8H 2.5

Fir OH Integrale wurde der urspringliche Integralwert
verdoppelt, da diese nur % Intensitat besitzen

Tab. 12. Aus NOESY Integration erhaltene OH / CH Abstande. Die Eichung auf 9aH — 9H ist mdglich,
da es sich aufgrund des starren, bizyklischen Systems (fixierte Sesselkonformation) um einen festen
Abstand handelt.

Die einzige Struktur, in der sowohl 70H — 7H als auch 90H — 9H einen Abstand um
2.4 A zueinander aufweisen, istjene mit /H-O—-C—-H (7)=130°und Z/H-0-C
— H (9) = 150°. Dies entspricht Struktur B in Abb. 16. Allerdings ist der Abstand 90OH
— 8H bedeutend grosser als fur jene Struktur zu erwarten, allerdings auch grdsser als
fur jede andere, hier gezeigte Winkelkombination.

Die plausibelste Struktur fir BicOMe in CaCl,-gesattigter, methanolischer Lésung ist
jene, in der 90H als Donor fur H-Bricken zu 70OH und zur Carbonylfunktion des
Esters fungiert. Letztere ist zwar mittels Isotopeneffekt nicht direkt beweisbar, aber
die raumliche Ausrichtung von 90H und Carbonylfunktion des Esters ist sehr gut flr
die Ausbildung einer H-Brlicke geeignet. Zwischen 70H und der Carbonylfunktion an
Position 6 ist der Abstand mit 2.5 A glinstig fur die Ausbildung einer H-Briicke, aber
die raumliche Orientierung der beiden Partner denkbar ungunstig (spitzer Winkel), so
dass in diesem Fall hoéchstens ein polarer Kontakt zwischen OH und Carbonyl-
funktion auftreten kann, jedoch keine H-Brlcke.

Zu bedenken bleibt weiterhin, dass in DMSOgg fiir 90H eine °J Kopplungskonstante
von 11 Hz vorliegt, entsprechend einer OH Gruppe mit reiner Donorfunktion. Es ist
also wahrscheinlich, dass im hier vorliegenden System (CaCl,-gesattigt, MeOH) die
90H Gruppe nicht mehr ausschliesslich Donoreigenschaften aufweist, sondern auch
als Akzeptor fur die 70H Gruppe dienen kann. Dies ware im Einklang sowohl mit der
verminderten °J Kopplung von 8.8 Hz fir 90H, als auch mit dem nur schwachen
ROE 90H - 8H, bedingt durch das ,Herausdrehen“ des Protons der 90OH Gruppe
aus dem Ring, wenn sie als Protonenakzeptor fungiert.
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Die Mdglichkeit, dass, wie im Kristall, sequentielle H-Briicken mit 70H als Donor fur
90H und 90H wiederum als Donor fur die Carbonylgruppe vorliegen, ist insofern
unwahrscheinlich, da die 3JCH, o Kopplung fur 7 unverandert 5.4 Hz betragt. Ware
70H zu einem gewissen Grad Donor fiir 90H, so miisste sich die *Jeh on Kopplung
fur 7 deutlich verkleinern, da in der Ausrichtung als reiner Donor nur ca. 2 Hz Kopp-
lung die Folge waren.

Wie schon die Titration mit CaCl; in 4.1, so deutet auch die hier vorgestellte Struk-
turanalyse in CaCl,-gesattigter Losung daraufhin, dass es in Abhangigkeit von der
CaClx-Menge zu einer Anderung des H-Briickenmusters im Bereich von 90H kommit.
So geht 90H von einer gegabelten H-Bricke zu 70OH und CO(3) mit reiner Donor-
funktion und einer eindeutigen trans-Kopplung zu einem System uber, in dem der
Anteil an 90H als Akzeptor fur 70H eine grossere Rolle spielt.

N
2754 K J b s
% |

o A3TA g J
e anay ATA
N [/ / }2 8 A ‘\ Z}/
9 \ 9a ﬂ/ T A /
/ ------- 25A N /s \ ~ >

< é [
\ =@ \F o] 25 A
6 I / (2N o

X {

H9-C9-0-H9 150° H9-C9-0-H9 10°
H7-C7-0-H7 130° H7 -C7 -0 -H7 130°

Abb. 37. Aufgrund der experimentellen Daten plausibelste Struktur (links) fir BicOMe in CaCl,-gesat-
tigter, methanolischer L6sung. Rechts die Variante mit 90H als Akzeptor, welche ebenfalls — zu einem
geringeren Anteil — vorliegen kann.
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5. Zusammenfassung

Mit der hier vorgestellten Methode, in methanolischen Losungen durch Zusatz von
trockenem, neutralem Aluminiumoxid Saure- und/oder Basenspuren weitestgehend
zu eliminieren, ist es mdglich, den chemischen Austausch von Hydroxyprotonen
drastisch zu verlangsamen und so sowohl die zugehorigen Signale, als auch deren
Signalstruktur (Multiplizitat) zu detektieren. Zudem ist der Austausch bereits bei RT
so stark verlangsamt, dass Messungen bei tiefen Temperaturen nicht nétig sind und
somit der experimentelle Aufwand gering gehalten werden kann.

Dieses Verfahren eignet sich fur Molekule, die selbst keine aciden Gruppen besitzen,
welche zu einer erneuten Beschleunigung des Austausches fihren warden.

In der vorliegenden Arbeit wurde diese Vorgehensweise fur verschiedene Mono-, Di-
und Oligosaccharide (z. B. Lewis®; siehe Kap. II) und ein Thiazolidinlactam ange-
wendet.

Auch der Zusatz von CaCl, und im Verlauf die Sattigung der methanolischen Losung
mit CaCl, haben einen trocknenden Effekt auf die Probe, was zu einer weiteren
Reduzierung des chemischen Austausches fuhrt.

Es ist also moglich, vor allem Kohlenhydrate in einem, noch am ehesten mit Wasser
vergleichbaren, organischen LM zu untersuchen und so, durch die Hydroxylgruppen
zusatzliche, strukturelle Informationen zu erhalten. Auch im Rahmen von Untersu-
chungen zur Komplexbildung, wobei haufig die OH Protonen das eigentliche Bin-
dungsmotiv darstellen, ist es nun mdglich, ndher an den Ort des Geschehens, also
direkt an die Stelle der Komplexierung, vorzudringen und so genauere Aussagen
uber die Struktur der entstandenen Komplexe zu erhalten.

Das vorgestellte Verfahren stellt fir Molekile ohne acide Protonen sicherlich eine
gute Alternative zu den gangigen Kryomischungen dar.
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Kapitel 11

Ca“" induzierte Wechselwirkungen
zwischen Lewis Analoga
Analyse der 3D-Struktur






Lewis Analoga

1. Allgemeines

Kohlenhydrate kommen in unterschiedlichster Form in der Natur vor: als Mono-,
Oligo- oder Polysaccharide, oder aber in Form von Glycolipiden oder Glycopep-
tiden." 2

Betrachtet man die vielfaltigen Optionen, Monosaccharide untereinander zu ver-
knupfen und zusatzlich noch jene Modi-
fikationen, welche durch Substitution
der einzelnen Hydroxygruppen erzielt
werden kdnnen, so ergibt sich eine na-
hezu unuberschaubare Anzahl an
Variationsmdglichkeiten, die jene in
Peptiden oder Nukleinsauren bei wei-
tem Ubertrifft.?

¢ 18
r

Abb. 1. Mdgliche Verknlpfungsstellen in einer Pyranose.

So erhalt man z. B. fur ein Hexamer, wenn man von 20 verschiedenen Monosaccha-
riden ausgeht, 1.44*10"° mégliche Isomere, analog ergeben sich fiir 20 Aminosauren
,nur* 6.4*10” und fir die 4 Nucleotide der DNA gerade mal 4096 verschiedene Iso-
mere.*

Berucksichtigt man nun noch, zusatzlich zu den diversen Verzweigungsmaoglichkei-
ten, die dritte Dimension, also die vielfaltigen dreidimensionalen Strukturen bei glei-
chem Verknupfungsmuster in Abhangigkeit von den, die O-glykosidischen Bindungen
definierenden, Winkeln ® und ¥, so wird die Anzahl an verschiedenartigsten Kohlen-
hydraten, mit unterschiedlichsten biologischen Funktionen, praktisch nahezu gren-
zenlos. Somit kann in Form von Kohlenhydraten eine grosse Menge an unterschied-
lichsten Informationen auf kleinstem Raum gespeichert werden.®

Weshalb schliesslich Kohlenhydrate in Organismen nicht nur Speicher- oder Stitz-
funktionen besitzen, sondern durch eben jene Fahigkeit, spezifisch Informationen zu
tragen, z. B. fur die Kommunikation zwischen Zellen von entscheidender Bedeutung
sind.

So gibt es auf der Oberflache der Zellen Lipide oder auch Peptide, die Kohlenhy-
dratstrukturen prasentieren. Sie werden allgemein als Glycokonjugate bezeichnet
und dienen z. B. fur Antikérper, Hormone, Lektine, aber auch Viren oder Bakterien
als Rezeptorstellen.®

Die Gesamtheit der, auf der Zelloberflache prasentierten Kohlenhydrate, bezeichnet
man auch als Glycocalix. lhre in der Membran sitzenden Lipid- bzw. Peptidanteile
kénnen innerhalb der Lipiddoppelschicht der Zellmembran lateral diffundieren®, so
dass es zur Ausbildung grosserer Flachen mit hoher Konzentration an Glycokon-
jugaten (sog. Mikrodomanen oder Rafts)” kommen kann. Unklar ist bis dato, ob diese
lokale Konzentration rein physikalisch durch Entmischung oder durch spezifische
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Wechselwirkungen zwischen den Kohlenhydraten verursacht wird. Innerhalb dieser
Mikrodomanen kommunizieren die Kohlenhydratkopfgruppen durch side-by-side
Wechselwirkungen®, wohingegen die Wechselwirkung benachbarter Zellen (iber ihre
Mikrodoménenbereiche (iber sog. head-to-head Wechselwirkungen® vermittelt wird
(Abb. 3).

el

Zelle

Glycoprotein

Abb. 2. Beispiele fiir Protein-Kohlenhydrat-Wechselwirkungen.(aus °)

Glycoprotein

sm, GSL Mikrodomane
D7 odn a2
of ‘/ '}Q.f{;{}}} ) L-'I‘l'f‘

Sl P ¥ Sapieasceseonnigh
By S A ELALLLEL.

1
SR
| "\ /
@00 /| 0000000000000000000000000000000000000

,Side-by-side“-Wechselwirkung

,head-to-head“- Wechselwirkung

Abb. 3. Darstellung der side-by-side Wechselwirkung zwischen Glycosphingolipiden (GSL) innerhalb
einer Mikrodomane und der head-fo-head Wechselwirkungen zwischen Mikrodoméanen benachbarter

Zellen.(aus ')

Eine Klasse dieser Kopfgruppenkohlenhydrate sind die Lewis Blutgruppenantigene,

bestehend aus einer Tri- bzw. Tetrasaccharideinheit, die zusatzlich sialyliert und/oder
mit Lactosespacer an ein Sphingosin gebunden ist."®
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OH OH

OH OR
Me OH 0 w
OH OHo Oﬁ SHOH 0~ AcHN
0
%o AcHN  * MeNOH
OH
OH

HO
OR

R=H Lewis® (Le”) R=H Lewis” (Le”)
_ , _ OH
R= Lewis” (Le") R=10H Lewis' (Le")
Me o OH
OH Me
OH
OH

Abb. 4. Strukturen der Lewis Blutgruppenantigene mit den, fiir den Erkennungsprozess entscheiden-
den, Kopfgruppeneinheiten.

Die Wechselwirkungen zwischen Lewis Kopfgruppen und Proteinen besitzen eine
nur sehr schwache Affinitat."" Genau diese, nur schwache Kohlenhydrat-Protein
Wechselwirkung ist von entscheidender Bedeutung fir Erkennungs- und Adhasions-
prozesse, da hier eine hdhere Flexibilitat vonndten ist.''® Ein Beispiel hierfiir ist der
Entzindungsprozess, bei dem Leukozyten aus dem Blutstrom durch die Blutgefass-
wande in das betroffene Gewebe wandern. Durch die schwache KH-Protein Wech-
selwirkung zwischen Leukozytenoberflache und Endotheloberflache werden die Leu-
kozyten langsam abgebremst, da die sonst auftretenden Scherkrafte die Leukozyten
zerstoren wiirden. '

Dies ist nur ein Beispiel daflr, dass fir bestimmte Erkennungsprozesse eine schwa-
che Wechselwirkung vorliegen muss, da eine starke WW einen negativen Effekt be-
sasse.

Weiterhin spielen die KH-Protein WWs (bzw. auch Protein-Protein WWs) auch bei
vielen Tumorerkrankungen, in der Embryonalentwicklung’ und bei Xenotrans-
plantationen eine entscheidende Rolle.

Die hier untersuchten Lewis Blutgruppenantigene besitzen bekanntermassen eine —
schwache — Affinitat zu Ca®* lonen, was dazu fiihrt, dass bei Untersuchung in Lésung
die Aggregate hauptsachlich dissoziiert vorliegen und somit eine direkte Beo-
bachtung mit NMR Spektroskopie nicht moglich ist.'® '® Allerdings war es, wie in der
Literatur gezeigt, mdglich, eine Bindungsstelle fiir Ca** (allg. M?*) zu postulieren.®®
Mit der kovalenten Verkniipfung zweier Lewis Trisaccharide' (iber eine Etherbriicke
und Titration mit CaCl, kann anhand der CH-Protonen lber deren Ca?* abhangige
Verschiebung eine Bindungskonstante ermittelt und Uber NOE Messungen die
Struktur des dimeren Lewis” bei Calciumbindung berechnet werden.'®

Die, im zuvor beschriebenen Kapitel I, vorgestellte Methode, OH Protonen in polar,
protischen Losungsmitteln bei Raumtemperatur sichtbar zu machen, wird hier einge-
setzt, um die Ca®* Bindungsstelle jetzt durch Beobachtung der OH-Protonen genauer
zu charakterisieren.
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Sie wird zudem angewendet auf ein dimeres Lewis® Glycopeptid'®, welches den na-
tiirlichen Gegebenheiten mehr entspricht, als ein artifizielles Lewis® Dimer mit kova-
lenter Brucke.

Durch Analyse der, direkt an der Ca** Bindung beteiligten, (OH-) Gruppen ist eine
viel genauere Beurteilung der Bindung mdoglich.

Zudem gestattet die Untersuchung mittels NMR Spektroskopie die Betrachtung des
Bindungsepitops auf atomarer Ebene.

Somit wird ein weitaus tieferer Einblick in KH-KH Wechselwirkungen gewahrt, als
dies bisher der Fall war.

Die untersuchten Lewis* Analoga (Dimer und Monomer) stammen aus der Arbeits-
gruppe von Prof. R. R. Schmidt (Universitit Konstanz), das Lewis® Glycopeptid aus
der Arbeitsgruppe von Prof. H. Kunz (Universitat Mainz).
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2. Lewis* Monomer (Le* Mono)

Bei der ersten, untersuchten Verbindung handelt es sich um die Lewis™ Kopfgruppe
bestehend aus drei Sacchariden — N-Glucosamin, Fucose und Galactose — ohne
Saurefunktion:

D-Galp(1>4)[L-Fuca(1->3)]D-GlcNAca(1-OMe).
Das anomere Zentrum des N-Glucosamins liegt methyliert, in a-Konfiguration vor.

Gal
: OH
e 4 ,OH 4 O GlcNAc
HOZ' 3 10 2 Ring a
"€ O 0~ AcHN
OH OH OMe
Me 1
6 3
2 S OH
OH >
O Fuc
Ring b

Abb. 5. Struktur von Lewis™ Monomer mit Numerierung.

Wie Abb. 5 zeigt, ist die Fucose uber eine a-(1->3)-O-glykosidische Bindung, die
Galactoseeinheit uber eine B-(1->4)-O-glykosidische Bindung mit der N-Glucosamin-
einheit verknUpft.

2.1 LeX Mono in MeOHy4
Le* Mono ist leicht I8slich in Methanol. Die Messung in reinem MeOHg, dient zur

Zuordnung der nicht-aciden Protonen, was die anschliessende Zuordnung der aciden
Protonen in MeOHgys : MeOHgy4 (1:1) erleichtert.
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1b
4.0 Hz

50 49 48 47 46 45 44 43 ppm

3b OMe MeOH
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4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 ppm
NHAc 6b

I i T d I d T T I : T 4 !

20 18 16 14 12 1.0 ppm
Abb. 6. '"H NMR Spektrum von Le* Mono in MeOHy, (400 MHz, 294 K).

Die Zuordnung erfolgte Uber ein DQFCOSY Spektrum und durch Vergleich mit be-
reits vorliegenden Zuordnungen von Le* Mono in MeOHg,.'"® %°

Aus dem ROESY Spektrum konnten fiir die Strukturermittiung von Le* Mono cha-
rakteristische ROEs erhalten werden:

- intraglykosidische ROEs: wie z. B. 1b — 2b, 4b — 5b, 3b — 5b, 1c — 5¢

- transglykosidische ROEs: 1b — 3a und 1c — 4a

- long-range ROEs: 2c — 5b und 2c — 6b (sog. stacking ROEs zwischen den hydro-
phoben Ringseiten von Fuc und Gal)

Durch Integration und Eichung auf einen festen Referenzabstand (1a — 2a = 2.4 A)

konnen die, aus dem ROESY Spektrum erhaltenen, Abstande in eine MD Simulation
zur Berechnung der Struktur von Le* Mono einbezogen werden.
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- 4b
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- 1¢
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- 1b

Abb. 7. Ausschnitt aus dem ROESY Spektrum von Le* Mono in MeOHyg, (400 MHz, 294 K).

Weitere Ausschnitte sind im Anhang abgebildet. Eine Liste mit allen ermittelten
ROEs findet sich im experimentellen Teil.

Folgende ROEs und Winkel der O-glykosidischen Bindungen wurden in der MD
Simulation (10x10 ps, 300 K) als Restraints gesetzt:

Abstand bzw. Winkel  Wert [A] bzw. [°]

H1b — H2a 2.9
H1b — H3a 2.35
H1c — H4a 2.4
H2c — H5b 2.3
H2c — H6b 2.6
@ (Fuc) 40
¥ (Fuc) 30
@ (Gal) 47
¥ (Gal) 17

Tab. 1. Fur die Strukturermittiung von Le* Mono gesetzte Abstande und Winkel bei der Berechnung.

Die Winkel ® und ¥, welche die O-glykosidischen Bindungen betreffen, sind wie folgt
definiert:
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- ®(Fuc):H1b-C1b-0O-C3a

- Y (Fuc):C1lb -0 -C3a-H3a

- @ (Gal): Hlc-C1c—O-C4a

- Y (Gal): C1lc— O - C4a—-H4a

Abb. 8. Graphische Darstellung der ®-/'Y-Winkel der O-
glykosidischen Bindungen in Le* Mono.

Sie ergeben sich aus der, liber NOEs definierten, Konformation des Lewis™ Trisac-
charids in Lésung. Diese kann als relativ starr angesehen werden.?’

Alle zehn erhaltenen Snapshots werden Uberlagert und hieraus eine gemittelte
Struktur bestimmt, welche anschliessend energieminimiert wird.

Die gesetzten Abstande und Winkel werden im Rahmen der MD Simulation wie folgt
gefittet:

Abstand bzw. Gesetzter Wert Wert aus MD Simulation

Winkel [A] bzw. [°] [A] bzw. [°]
H1b — H2a 29 3.3
H1b — H3a 2.35 2.4
H1c — H4a 2.4 2.4
H2c — H5b 2.3 2.4
H2c — H6b 2.6 2.8

® (Fuc) 40 43

Y (Fuc) 30 30

@ (Gal) 47 53

Y (Gal) 17 14

Tab. 2. Vergleich der gesetzten Restraints mit den, aus der gerechneten Struktur erhaltenen, Abstan-
den und Winkeln. Nur fir H1b — H2a ist eine grdssere Differenz zwischen gesetztem und gefittetem
Wert vorhanden, allerdings werden die Winkel der zugehdrigen O-glykosidischen Bindung gut gefittet.

Alle strukturrelevanten Abstande wurden sehr gut im Rahmen der MD Simulation
gefittet. Daraus ergibt sich folgende Struktur fiir Le* Mono in MeOHgs:
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GlcNAc

Abb. 9. Aus MD Simulation erhaltene Struktur von Le* Mono. Deutlich zu erkennen das hydrophobe
Stacking von Fucose- und Galactoseeinheit.

2.2 Le* Mono in MeOHg4;:MeOHgy4 1:1

Wie in Kapitel I beschrieben, kann durch Behandlung mit Aluminiumoxid der Aus-
tausch in MeOH so stark verlangsamt werden, dass acide Protonen wie NHs oder
Hydroxyprotonen als separierte Signale, teilweise mit Multiplettstruktur, detektiert
werden kdnnen.

Dieses Verfahren wurde auch im Falle von Le* Mono angewendet, um, wie schon
angesprochen, zusatzliche strukturelle Aussagen anhand der Hydroxyprotonen zu
erhalten. Besonders von Bedeutung ist dieses Verfahren jedoch fur die dimeren Le-
wis™ Systeme, die iiber ihre Hydroxygruppen Ca®* binden.

Fir Le* Mono kann der Austausch auch ohne Zugabe von CaCl, soweit verlangsamt

werden, dass die Hydroxyprotonen (& das NH-Proton) tber DQFCOSY und ROESY
Spektren eindeutig zugeordnet werden kdnnen.
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Abb. 10. "H NMR Ausschnitte von Le* Mono in MeOHgy3:MeOHgy, (1:1), nach Al,O3 (400 MHz, 294 K).

Fir die CH-Protonen ergeben sich als einzige Anderung im Vergleich zur Messung in
MeOHgys andere Multiplettstrukturen aufgrund der zusatzlichen 2J Kopplungen durch
die OH-Protonen.

Besonders 2bOH zeigt im Vergleich zu den Ubrigen OH-Protonen einen starken
Hochfeldshift (bei ~ 4 ppm) und eine sehr grosse Kopplungskonstante (3Jy on = 9.1
Hz); auch 4cOH ist hochfeldverschoben. Fir 2bOH legt besonders die grosse Kopp-
lungskonstante (kaum freie Rotation, stattdessen bevorzugte Orientierung) die Betei-
ligung an einer H-Brucke nahe, welche aber aufgrund des fehlenden Isotopeneffekts
mit grosser Wahrscheinlichkeit zu einer Carbonylfunktion ausgebildet wird. Einzig in
Frage kommende Carbonylgruppe ist jene des Acetyls in Position 2 des a-Ringes.
Die sekundaren OH-Protonen (soweit identifizierbar) — 2bOH, 2cOH, 3cOH, 4cOH —
zeigen, bis auf 3cOH, die typische Dublettstruktur. Fir 3cOH ist das Signal verbrei-
tert und seine Pseudotriplettstruktur deutet auf seine Beteiligung an einer H-Brlicke
mit einer weiteren OH- bzw. NH-Gruppe als Partner hin (Isotopeneffekt). Hierfur
kommen ausschliesslich seine Nachbar OH-Gruppen an den Positionen 2 und 4 des
c-Ringes in Frage.

Die primaren OH-Protonen — 6aOH und 6¢cOH — zeigen die, fur sie typische, Pseu-
dotriplettstruktur.
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2.3 Titration mit CaCl; in MeOHy3:MeOHgy4 (1:1)

Monomere Lewis Einheiten zeigen eine nur schwache Affinitat fur Ca® lonen, wo-
hingegen dimere Lewis Systeme eine fiir Saccharide hohe Affinitat fur Ca®* lonen
besitzen (in MeOH).%°

Mit der hier verwendeten Probe von Le* Mono in MeOHg3:MeOHgy, soll gezeigt wer-
den, dass es fur die Ermittlung von Bindungseigenschaften von Vorteil ist, die direkt
beteiligten Gruppen — also in diesem Fall die Hydroxygruppen — in ihrem Verhalten
beobachten zu kdnnen, und so genauere Ergebnisse Uber die Art und Weise der
Bindung zu erhalten.

Die Ausschnitte der 'H Spektren im Verlauf der CaCl,-Titration sind im experimen-
tellen Teil gezeigt.

Die Auftragung der Anderung der chemischen Verschiebung (A8y) in Abhangigkeit
von der zugegebenen Menge an CaCl, zeigt deutlich, dass die Hydroxyprotonen und
das NH-Proton eine sehr viel starkere Anderung ihrer chemischen Verschiebung er-
fahren als z. B. die anomeren CH-Protonen.

Die maximale Anderung fiir diese Titration betragt 67 Hz fur CH (1cH) und 583 Hz fur
OH (3cOH). Mit dieser Vergrosserung des Uberstrichenen Bereichs um einen Faktor
von etwa 9 wird auch die Auswirkung von Ablesefehlern (prozentual) geringer.

[ NH
*— OH (Solv.)
o
| |
2cOH
5004 zcor
4004
w e
I
g 3001
% B
53 200
| [ S —
1 00 _ /“ dm-’(h)d"m“\} . .
A :
0 ] .' a =
I . I | | I l ' I I I
0 20 40 60 =7 .

eq CaCl,

Abb. 11. Auftragung der Anderung der chemischen Verschiebung gegen die zugegebene Menge
CaCl, fiir Le* Mono in MeOHg3/MeOHy,.

Weiterhin ist zu erkennen, dass die OH- bzw. NH-Protonen die maximale Verschie-

bung im Rahmen der Titration bereits erreicht haben, wohingegen fur die CH-Proto-
nen der maximale Shift bei 98 eq CaCl, noch nicht erreicht ist.
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Eine nur schwache Bindung erlaubt die Auswertung mit Hilfe des sog. Scatchardplots
(siehe auch Kapitel I).

Da die CH-Protonen ihren maximalen Shift noch nicht erreicht haben, ist der Wert fur
die maximale Verschiebung, welcher bei der Berechnung des Scatchardplots bend-
tigt wird, nicht verfligbar, so dass bei Auswertung dieser Protonen ein entsprechen-
der Fehler zu berucksichtigen ist.

Fir 2cOH und NH kann eine Auswertung mit Scatchardplot erfolgen, auch wenn aus
der geringen Anzahl an Datenpunkten ein etwas grosserer Fehler in der erhaltenen
Bindungskonstante zu berucksichtigen ist.

Die aus der Steigung der Scatchardplot-Geraden ermittelte Bindungskonstante K,
betragt:

- ca. 5-6 L/mol (aus den NH Daten)

- ca. 2 L/mol (aus den 2cOH Daten)

- ca.1-2L/mol (aus H1c Daten, mit Abschatzung des maximalen Shifts)

Insgesamt also im selben Bereich, wie frihere Titrationen in reinem MeOHgy4 ergeben
hatten (ca. 6 L/mol).?° Die Bindung von Ca?* an monomere Lewis® Einheiten ist
demnach (in MeOH) sehr schwach.

Alle fur die Ermittlung des Scatchardplots bendétigten Daten sind im Anhang zusam-
mengestellt.

Zusatzlicher Vorteil ist, dass man sich bei Betrachtung der OH- (bzw. NH-) Protonen
naher am eigentlichen Ort des Bindungsvorganges befindet.

Mit der hier maximal zugegebenen Menge an CaCl, von 98 eq ist man bereits im Be-
reich einer CaCl,-gesattigten, methanolischen Lsung. Uberschiissiges CaCl, kristal-
lisiert nach einiger Zeit aus.

Diese so erhaltene Losung kann im weiteren verwendet werden, um Aussagen Uber
die Struktur von Le* Mono bei sehr hoher Ca?* Konzentration treffen zu kénnen.

2.4 Le* Mono in CaCl,-gesittigter, methanolischer Lésung

Aufgrund des hohen Salzgehalts sind alle Signale nun verbreitert, so dass keine
Multiplettstrukturen mehr fur OH- und NH-Protonen erkennbar sind. Allerdings be-
wirkt der zusatzliche, ,trocknende” Effekt des CaCl,, dass der Austausch weiter ver-
langsamt werden kann, so dass nun Spektren mit Unterdriickung des OH-Signals
von MeOHgs durch Vorsattigung mdglich sind, ohne die OH-/NH-Protonen in ihrer
Intensitat wesentlich zu schwachen.

Eine eindeutige Zuordnung ist mittels COSY Spektrum trotz Signalverbreiterung im-
mer noch maoglich.

-64 -



Lewis Analoga

OMe||| [MeOH

5.0 4.8 4.6 44 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 ppm

5681
4coH | |[MeQH
3bOH 2cOH
NHAc 2bOH
'I"T—"I"A'L'I""I""I""l""l""
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 ppm

Abb. 12. "H Spektrum von Le* Mono in CaCl,-gesattigter, methanolischer Lésung (MeOHg;:MeOHy,
1:1, mit Vorsattigung, 400 MHz, 294 K).

Im NOESY Spektrum zeigt sich, bei einer Mischzeit von 200 ms, eine leichte Spin-
diffusion. Zudem sind alle Kreuzsignale positiv (negativer NOE). Dies tritt eigentlich
nur bei grésseren Molekiilen auf, so dass hier im Fall von Le* Mono, wie schon fiir
Saccharose in Kapitel I, von einer durch das CaCly-bedingten (unspezifischen) Ag-
gregation ausgegangen werden muss.

Im ROESY Spektrum (200 ms Mischzeit) ergibt sich keine Verfalschung der Kreuzsi-
gnalintensitaten durch Spindiffusion und die ermittelten Integrale der Kreuzsignale
konnen in Abstande umgesetzt werden.

Es wurde wiederum H1a — H2a (= 2.4 A) als Referenzabstand gewanhlt. Die struktur-
relevanten long-range (stacking) und die transglykosidischen Abstande unterschei-
den sich fiir Le* Mono ohne CaCl, bzw. bei CaCl,-Sattigung nur minimal.

Aus der Integration der ROESY Kreuzsignale erhaltene Abstande fiir LeX Mono, die
in der MD Simulation als Restraints gesetzt wurden:

Abstand bzw. Winkel ~ Wert [A] bzw. [°] Wert fiir Le* Mono, ohne CaCl,

H1b — H2a Uberlagert* 2.9
H1b — H3a Uberlagert* 2.35
H1c — H4a 24 24
H2c — H5b 2.5 2.3
H2c — H6b 2.8 2.6
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@ (Fuc) 40 40
¥ (Fuc) 30 30
@ (Gal) 47 47
¥ (Gal) 17 17

Tab. 3. Gesetzte Restraints fiir Le* Mono in CaCl,-geséttigter, methanolischer Losung. * nicht ge-
setzte Restraints, dienen nur zum Vergleich mit CaCl,-freier Probe.

Die aus den zehn Snapshots gemittelte, energieminimierte Struktur von Le* Mono
unterscheidet sich nur minimal von jener, wie sie fur eine CaCl,-freie Losung berech-

net wurde.

Die Zugabe von CaCl, hat praktisch keine strukturellen Auswirkungen auf das
Monomere Lewis”. Es besitzt, wie schon friiher gezeigt worden war, eine starre LO-

sungskonformation.?’

Abb. 13. Le* Mono — berechnete Struktur ohne CaCl,-Zusatz (blau) und bei CaCl,-Sattigung (rot). Die

Unterschiede in den beiden Strukturen sind minimal.
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Abstand bzw. Gesetzter Wert [A] bzw. Wert aus MD Simulation [A]

Winkel [°] bzw. [°]

H1c — H4a 2.4 2.4

H2c — H5b 2.5 2.5

H2c — H6b 2.8 2.95
® (Fuc) 40 42
Y (Fuc) 30 27
@ (Gal) 47 51
Y (Gal) 17 14

Tab. 4. Vergleich der gesetzten Restraints mit den, aus der gerechneten Struktur erhaltenen, Abstan-
den und Winkeln fir Le* Mono in CaCl,-gesattigter Losung.

Die zusatzlich im ROESY Spektrum zu beobachtenden OH-/CH- bzw. NH-/CH-
ROEs koénnen nur rein qualitativ bzw. halbquantitativ betrachtet werden, da nicht be-
kannt ist, wie gross der Anteil an OH im Vergleich zu OD ist. Eine Integration der 'H
Signale liefert zwar einen groben Anhaltspunkt, ist aber als Basis fur eine 2D-Inte-
gration zu ungenau. Zumindest kann bei Vorhandensein eines NOE Kreuzsignals der
Abstand zwischen den betreffenden Protonen mit kleiner 5 A angesetzt werden.
Folgende OH-/CH- bzw. NH-/CH- ROEs kénnen identifiziert werden:

ROE ROE
6bH — 4bOH/4cOH NHAc - NHAc
2bH - 2bOH 2bH — 4bOH/4cOH
3bH/4bH — 4bOH/4cOH 1bH - NHAC
3bH/4bH — 3bOH 4¢cH — 3cOH
3cH/6¢H — 3cOH 2cH/5¢cH — 3cOH
3cH/6¢cH — 2cOH 2¢cH/5¢H — 2cOH

Tab. 5. Vorhandene OH-(NH-)/CH- ROEs, die allerdings nur rein qualitativ bzw. semiquantitativ be-
trachtet werden kdnnen.

3. Lewis® Dimer

Zwei Lewis® Trisaccharideinheiten wurden kovalent (iber eine Etherbriicke ver-
kniipft."”® Wie bereits erwéhnt, kdnnen dimere Lewis* Kopfgruppen spezifisch Ca**
lonen binden, wobei ihre Orientierung zueinander von entscheidender Bedeutung ist.
Bei dem hier untersuchten Molekiil handelt es sich um ein artifizielles Lewis™ Dimer,
um die Wechselwirkungen zwischen diesen Kopfgruppen besser untersuchen zu
kdénnen.

Die Brucke — eine CH>-Gruppe — befindet sich zwischen den beiden OH-Gruppen an
Position 6 des a-Ringes.
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Abb. 14. Struktur fur Le* Dimer mit CH,-Brticke als Spacer.

Aufgrund der C,-Symmetrie des Molekdls sind beide ,Halften® identisch und man er-
halt nur einen einfachen Signalsatz.

3.1 Le* Dimer in MeOHg3:MeOHgs — Zusatz von wenig CaCl,

Zuordnungen und CaCl,-Titrationen fur dieses Molekul in MeOHy4 standen aus frihe-
ren Arbeiten zur Verfiigung.'"® ?°

Da ohne CaCly-Zusatz keine bevorzugte Orientierung der beiden Le* Halften zu er-
warten ist — freie Beweglichkeit um die CH2-Gruppe — wurde die Struktur nur in Ab-
hangigkeit von verschiedenen Mengen CaCl, untersucht.

Eine bereits vorhandene Probe mit 22 eq CaCl, wurde lyophilisiert, in
MeOHgy3:MeOHgys (1:1) aufgenommen und anschliessend Uber Aluminiumoxid ge-
trocknet.

Die Zuordnung erfolgte durch Vergleich mit bereits bestehenden Zuordnungen in
MeOHy4 und mittels ROESY Spektren.
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Abb. 15. 'H Spektrum von Le* Dimer in MeOHg3:MeOHgs (1:1) bei Zusatz von 22 eq CaCl, (mit Vor-
sattigung, 400 MHz, 294 K). Nicht zugeordnet werden konnte 2bOH.

Auch fir diese Probe konnten die Kreuzsignale im ROESY Spektrum integriert und,
auf einen Referenzabstand (1c — 5¢ = 2.3 A) geeicht, die entsprechenden Interproto-
nenabstande ermittelt werden.

Abstand bzw. Winkel Wert [A] bzw. [°]
ROEs zwischen beiden Le* Einheiten
H1a — H2c 3.2
H2a — H2c 2.7
H1a — H6b 3.1
Stacking ROE innerhalb jeder Le* Einheit
H2c — H6b 2.8
@ (Fuc) 40
Y (Fuc) 30
@ (Gal) 47
Y (Gal) 17

Die Winkel sind ebenfalls fiir beide Le* Einheiten gesetzt

Tab. 6. Aus dem ROESY Spektrum ermittelte Abstande zwischen beiden Lewis® Einheiten und inner-
halb jeder Le* Einheit. Die hier gezeigten Abstande wurden in der MD Simulation als experimentelle
Restraints gesetzt.

- 69 -



Hauptteil

Die erhaltenen ROEs zwischen den Lewis® Einheiten lassen nur eine Mdglichkeit
ihrer Orientierung zueinander zu.

Briicke
(Uberlagerter Bereich)

Draufsicht

Frontalansicht
in Richtung CH,-Briicke

Abb. 16. Ubereinanderlagerung aller zehn, im Rahmen der MD Simulation gemachten, Snapshots von
Le* Dimer. Die Atome der Briickeneinheit wurden Uberlagert, um die Bewegung der beiden Lewis™
Halften besser darstellen zu kénnen.

Die Struktur ist relativ gut definiert und die Bewegung der Lewis” Einheiten nicht allzu
stark. Die gesetzten Restraints werden in der gemittelten, energieminimierten Struk-
tur gut erreicht:

Abstand bzw. Gesetzter Wert Wert aus MD Simulation

Winkel [A] bzw. [] [A] bzw. [°]

H1a - H2c 3.2 3.2

H2a — H2c 2.7 2.7

H1a — H6b 3.1 3.1

H2c — H6b 2.8 29/3.0
@ (Fuc) 40 41 /42
Y (Fuc) 30 27127
@ (Gal) 47 52/48
Y (Gal) 17 14 /13

Tab. 7. Vergleich gesetzter Abstdnde und Winkel mit jenen aus der gerechneten, gemittelten Struktur
nach Energieminimierung.
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CH,-Briicke

Abb. 17. Aus den 10 Snapshots gemittelte, energieminimierte Struktur von Le* Dimer. Deutlich zu
erkennen ist die Stapelung (Stacking) der Galactose- und Fucoseeinheit innerhalb jeder Le* Halfte.

Aus dieser Struktur ergibt sich nur eine, mogliche Bindungsstelle fir Ca®*, an der
beide Le* Einheiten beteiligt sind. Durch die Hydroxygruppen, aber auch Carbonyl-
bzw. Ethersauerstoffe wird eine hydrohile Kontakt‘héhle* gebildet, welche die Bin-
dung von Ca** lonen erlaubt.

Da, wie bereits mehrfach gezeigt,' ?° ein Lewis* Dimer eine sehr viel gréssere Affi-
nitat zu Ca®* lonen besitzt als Lewis™ Monomere, mussen an der lonenbindung beide
Le® Kopfgruppen des Dimers beteiligt sein.

An der hier postulierten Ca®* Bindungsstelle sind folgende Gruppen beteiligt:

,obere* Le” Einheit: 2bOH, 6cOH und Carbonyl (NHAc) (evtl. auch O1b)
,untere* Le* Einheit: 2cOH und 3cOH

Die Definitionen ,oben“ und ,unten“ sind willkirlich gewahlt und dienen nur der
Unterscheidung der beiden Le* Einheiten.
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CH,-Briicke

Abb. 18. Le* Dimer mit fiir den, die Bildung der hydrophilen Hohle postulierten, Gruppen in grin.

Fiigt man nun der in Abb. 17 gezeigten Struktur ein Ca?* lon zu und definiert zu je-
nen finf Gruppen (griin in Abb. 18, ohne O1b) einen Abstand von 2.5 A, so zeigt sich
nach einer 10x10 ps MD Simulation (300 K) mit anschliessender Energiemini-
mierung, dass das Ca®* lon sehr gut in jene, zuvor definierte, hydrohile Hohle passt.
Die zusétzlichen Ca®" Bindungsstellen (oktaedrische Koordinationssphéare) kénnen
trotzdem mit Wassermolekiilen abgesattigt werden.??

CH,-Briicke

Abb. 19. Le* Dimer + Calciumion. Zusatzliche Restraints zwischen den Hydroxygruppen bzw. der
Carbonylgruppe der NHAc Einheit und dem Ca”" lon wurden gesetzt. Hier dargestellt ist die energie-
minimierte Struktur nach 10x10 ps MD Simulation.
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Die gesetzten Restraints wurden im Rahmen der MD Simulation wie folgt gefittet:

Abstand bzw. Gesetzter Wert  Wert aus MD Simulation
Winkel [A] bzw. [°] [A] bzw. [°]
H1a — H2c 3.2 3.3
H2a — H2c 2.7 2.7
H1a — H6b 3.1 3.0
H2c — H6b 2.8 29/3.0
@ (Fuc) 40 41/40
Y (Fuc) 30 26/ 26
@ (Gal) 47 511/49
Y (Gal) 17 12/13
2bOH - Ca 25 2.7
6¢OH - Ca 2.5 2.7
CO-_Ca 2.5 2.7
2cOH - Ca 2.5 2.65
3cOH -Ca 2.5 2.7

Tab. 8. Vergleich gesetzter Abstdnde und Winkel mit jenen aus der gerechneten, gemittelten Struktur
nach Energieminimierung.

Auch mit den zusétzlichen, die postulierte Ca?* Bindungsstelle definierenden, Re-
straints wird die Gesamtstruktur nicht gestort und die experimentell ermittelten ROEs
nicht verletzt.

Da dieses Bild in sich schlUssig ist, stellt sich die Frage, ob sich in MeOHgy3:MeOHgya4
im Verlauf einer CaCl,-Titration fiir jene OH-Gruppen, fir die die Ca** Bindung
postuliert wird, Unterschiede in ihrem Verhalten im Vergleich zu den Ubrigen
Hydroxygruppen ergeben.

3.2 CaCl,-Titration von Le* Dimer

Die durchgefihrten Titrationen in reinem MeOHgs ergaben, dass sich die chemische
Verschiebung der Hydroxygruppen in Abhangigkeit von der CaCl, Konzentration sehr
unterschiedlich andert.

Folgende Tabelle gibt die Anderung der chemischen Verschiebung in Abhangigkeit
von der CaCl, Konzentration wieder:

" Diese Ergebnisse wurden im Rahmen der Habilitation von Prof. Dr. Armin Geyer, Universitit Konstanz,
erbracht.
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eq

CaC|2 ASges [HZ]
NH 2cOH 6¢cOH 3cOH 4bOH 3bOH 4cOH 2bOH | H1a
0.26 29.3 -15.9 5.0 72.5 17 19.1 570 ©60.5 | 85
0.52 58.1 -30.3 10.3 138.0 334 38.2 102.2 118.9 | 161
0.77 79.2 -42.3 121 1915 440 51.1 161.7 | 22.0
1.29 102.1 -57.3 121 246.7 54.0 65.1 208.7 | 28.8
1.8 116.8 -73.2 92 2819 575 741 238.7 | 33.5
2.31 133.8 -78.2 7.2 3189 64.5 88.1 276.2 | 37.9
3.21 152.3 -85.2 52 366.9 725 102.1 317.2 | 42.6
3.86 167.3 -94.0 -01 4019 763 1174 47.0
5.14 186.7 -101.5 -3.6 4469 854 1434 51.7
7.71 209.3 -141 5029 924 1854 57.3
12.86 234.0 -29.1 5799 102.7 268.4 62.3
23.14 254.3 -47.3 6649 118.8 4084 65.2
38.57 267.8 -71.7 746.9 140.8 603.4 66.4
51.43 269.8 785.9 725.4 66.4
Tab. 9. Gesamtanderung der chemischen Verschiebungen fiir OH-Protonen von Le* Dimer. Zusétz-
lich zum Vergleich sind die Werte fiir NH und H1a aufgelistet.
850+
800+
750—: v ‘:
700+ &
650+ v
600
550+
500+ v
— 4504 v
E 400— = NH
= e 2cOH
S 250 . - " .+ con
200+ n
150_‘ C 4bOH
1004 o 3bOH
50 -] ‘ot ¢ ¢ ¢ ¢ x 4cOH
O—: A 4 o 2bOH
-50 A x + H1a
-100— ‘. I 1 I I I |
10 20 30 40 50 60
eq CaCl,

Abb. 20. Auftragung der Gesamtanderung der chemischen Verschiebung gegen die zugegebene

Menge an CaCl,.

starkster Einfluss auf: 3cOH, 2bOH (nur teilweise zu beobachten, da von MeOH
Signal Uberlagert) und 3bOH
mittelstarker Einfluss auf: NH, 2cOH und 6¢cOH
geringer Einfluss auf: 4bOH und H1a
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Fir 4cOH stehen nur wenige Daten zur Verfigung, da es vom MeOH Signal Uberla-
gert wird.

Alle, an den hydrophilen Kontakten zu ca* beteiligten, Hydroxygruppen zeigen eine
starke bzw. mittelstarke Abhangigkeit von der Ca** Menge.

Dies stutzt die postulierte hydrophile Hohle wie in Abb. 19 dargestellt.

3bOH, welches nicht an der Ca®* Bindung beteiligt sein sollte, zeigt ebenfalls eine
starke Abhangigkeit, welche jedoch nicht eindeutig ist. Einem relativ flachen Anstieg
zu Beginn (dhnlich wie fiir NH) folgt kein anschliessender Ubergang in den Séatti-
gungsbereich, sondern ein starker Anstieg ohne erkennbaren Endpunkt.

Die Auswertung der Daten mittels Scatchardplot ergibt folgende Bindungsaffinitaten:

- ~50-80 L/mol (aus 3cOH Daten)

- ~85-110 L/mol (aus H1a Daten).

Dies ist in Einklang mit friiheren Titrationsergebnissen (K, = 55 L/mol)®, bei denen
lediglich die CH-Protonen untersucht wurden (Messungen in MeOHgy).

3.3 Le* Dimer in CaCl,-gesittigter, methanolischer Lésung
Die Sattigung der Losung erfolgte wie in Kapitel I beschrieben, so dass das uber-

schussige CaCl, auskristallisierte.
Die Zuordnung wurde mit COSY-, TOCSY- und NOESY-Spektren durchgeflhrt.

2cOH
4bOH

4cOH

I I I I | L I | 1T " 1T 71

56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 ppm
3bOH

6cOH

I T I ! I ! I ! I T I ! I ! I !
88 86 84 82 80 78 76 74 72 7.0 6.8 ppm

Nicht zugeordnet: 3cOH, 6ch“, Gahlt

Abb. 21. "H Spektrum von Le* Dimer in MeOHgy3:MeOHg, (1:1) bei Sattigung mit CaCl, (mit Vorsat-
tigung, 400 MHz, 294 K).
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Alle Signale sind stark verbreitert; bei dieser Probe fuhrte der zusatzliche, trocknende
Effekt des CaCl;, zu keiner Verbesserung der Signalstruktur (Halbwertsbreite!).

Die anschliessende Temperaturreihe (285 — 310 K) ergab fur identifizierbare OH-
Gruppen folgende Abhangigkeit ihrer chemischen Verschiebungen von der Tempe-
ratur:

Aus dem linearen Fit der Daten ermittelte
Geradensteigungen

Hz/K ppb/K
4cOH -4.6 -1.7
20+ 2cOH -3.2 -5.4
0 1 6¢OH -6.8 -11.3
] 3bOH -7.2 -11.9
204 5] NH -2.9 -4.9
) A
404 v ]
60 .
. ] L 4
™ _804
N 80 - ®
g -100- &
(8 -120 o
1| = 4cOH
1407| o 2cOH
1604 | ~ 6cOH
1] + 3bCH =
180+ NH v
-200 T T T T T T T T T T T
285 290 295 300 305 310
TIK]

Abb. 22. Ermittiung der Temperaturkoeffizienten der OH-Protonen bzw. des NH-Protons fiir Le*
Dimer in CaCl,-geséttigter, methanolischer Lésung.

Vergleicht man die so erhaltenen Temperaturkoeffizienten k mit jenen fur Saccha-
rose in CaCly-gesattigter, methanolischer Losung (siehe Kapitel I, 3.2), so zeigt sich,
dass die Dispersion fiir Le* Dimer grosser ist (k: -4.9 bis —11.9 ppb/K), als fiir Sac-
charose (k: -4.3 bis —8.2 ppb/K). Hierbei fallen fiir Le* Dimer die Werte fiir 3bOH und
6¢OH aus dem Bereich fur k von Saccharose heraus.

Da aufgrund der starken Signalverbreiterung fir Le* Dimer in CaCl,-gesattigter,
methanolischer Losung keine zusatzlichen Informationen, wie z. B. der Isotopen-
effekt, gewonnen werden konnen, um evtl. vorliegende H-Brlicken zu verifizieren, ist
es schwierig fur H-Briicken zwischen OH-Gruppen bei sehr hoher Salzkonzentration
eindeutige Aussagen zu treffen.

Somit kénnen H-Briicken fiir Le* Dimer in CaCl,-geséttigter, methanolischer Lésung
weder bestatigt noch ausgeschlossen werden.

Die Ermittlung der Struktur von Le* Dimer in CaCly-gesattigter, methanolischer Lo-
sung erwies sich als unmaoglich, da fur dieses System eine sehr starke Spindiffusion
auftrat, die auch bei Mischzeiten von 50 ms keine Auswertung und Integration von
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NOESY Spektren erlaubte. Zudem besitzen, wie schon bei LeX Mono zu beobach-
ten, alle Kreuzsignale positives Vorzeichen (negativer NOE), ein Effekt, der norma-
lerweise nur bei grossen Molekullen zu beobachten ist.

Dies ist zumindest damit in Einklang zu bringen, dass, wie in der Literatur beschrie-
ben,® ° Ca?* lonen zur Clusterbildung von Lewis® gruppentragenden Glycolipiden
oder —peptiden in der Membran flhren.

Auch fur den hier vorliegenden Fall kann von einer starken Aggregation ausgegan-
gen werden, die jene des monomeren Lewis™ bei weitem ubertrifft.

NH 3bOH 6¢cOH NHAc 6b
ppm ppPM frgzsezzcosa P 40Me
R 9 2c/5¢
1.0 f4a 2bl3c
6b ¢ 4.0 {3a/5a | 3bldb
1.5+ 2a 02a
4.5 ?
1a $91a
2.0 :
i 5.0 41b 1o
2.5 55 @ 4cOH
3.0 T 6.0_
°0OMe
3.5 20500 6.5
@ 4a 4a 1c
4.0- ©3al5a 3b/ab 7.0
4 2a ?4c
4.5 1c 7.5
91a
0 8.0
507 e1w =8 ?ﬂ:
‘ B
E 4cOH$ ] 8.5+
5.5 dnH
T T T T 9.0 T T T T
90 85 80 75 7.0 ppm 30 25 20 15 1.0 ppm

Abb. 23. NOESY Ausschnitte von Le* Dimer in MeOHgy3:MeOHgy, (1:1) bei Sattigung mit CaCl, und 50
ms Mischzeit. Es sind beispielhaft der Bereich der OH-/NH-Protonen (links) und der Bereich der
Methylgruppen (rechts) gezeigt (mit Vorsattigung, 400 MHz, 294 K).

Die, fur biologische Systeme so wichtige, Aggregation von Lewis-tragenden Mem-
branbausteinen in Form von Clustern macht die hier erhaltenen Ergebnisse in CaCls-
gesattigter Losung plausibel.

4. Ein Hexapeptid mit zwei Lewis* Einheiten

Aus der Arbeitsgruppe von Prof. H. Kunz (Universitat Mainz) stammt ein Glycopeptid
bestehend aus sechs Aminoséuren und zwei Lewis™ Trisacchariden, die jeweils tiber
die Seitenkette eines Asparagins uUber eine Amidbindung mit dem Hexapeptid ver-
knipft sind.' % Beide Lewis® Einheiten besitzen in Position 1 des a-Ringes p-Konfi-
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guration, wohingegen die bis dato untersuchten Systeme allesamt a-konfiguriert wa-
ren. Im Fall des Le* Glycopeptids handelt es sich nicht mehr um eine C2-symme-
trische Struktur, so dass die beiden Lewis”® Einheiten nicht mehr dquivalent sind.

HO
Gal OH GIcNAc
0 OH 0
HO 0 o H .
OH O N—\ Asn Gly" agp’

NHAc H O Ala’  ser Ala°
Fuc M NI
HO OH OH AcHN NH 0 OH 0
9) H H
& N N
- AR IR,
o) 0]

Abb. 24. Struktur des untersuchten Glycopeptids mit Kennzeichnung der enthaltenen Aminosauren.
Die Numerierung fir die Zuckereinheiten entspricht jener fir Le* Dimer.

Da sich diese Substanz (Le* Glypep) nur unter Zugabe von CaCl, in Methanol 16st,
konnte weder eine Titration mit CaCl,, noch eine Strukturanalyse in reinem MeOH
durchgefuhrt werden.

4.1 Le* Glypep in MeOHg4 + 30 eq CaCl,
Die komplette Zuordnung aller Signale erfolgte mit Hilfe von 2D DQFCOSY, HMQC,
NOESY und ROESY Spektren.

Trotz fehlender C2-Symmetrie ergibt sich nur ein Signalsatz fiir beide Lewis™ Ein-
heiten, wobei dieser jedoch stark verbreitert ist.
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MeOH 2x GlcNAc
AcNH

2x CH, | 6b

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 ppm

Abb. 25. 'H Ausschnitte von Le* Glypep in MeOHg4 (30 eq CaCl,, 600 MHz, 300K).

Aus dem ROESY Spektrum konnten folgende charakteristischen ROEs ermittelt
werden:

- intraglykosidische ROEs: wie z. B. 1a — 3a, 1b — 2b, 4b — 5b, 5b — 6b
- transglykosidische ROEs: 1b — 3a
- long-range ROEs: 2c — 6b, 2c — 5b (Stacking ROEs), 1a/1b — 2¢/3c

Integration der ROE Kreuzsignale bei Referenzierung auf 3b — 5b (= 2.55 A) lieferte
fur strukturell interessante ROEs folgende Abstande:

Abstand bzw. Winkel  Wert [A] bzw. [°]
Transglykosidische ROEs

H1c — H4a 2.2
Stacking ROEs innerhalb jeder Le* Einheit
H2c — H6b 3.2
H2c — H5b 2.8

Tab. 10. Fiir Le* Glypep ermittelte Protonenabstande aus ROESY Daten.

Die fir LeX Dimer so charakteristischen ROEs zwischen den beiden Le* Einheiten —
1a — 2c, 1a — 6b, 2a — 2¢ — sind fiir Le* Glypep entweder extrem schwach (1a — 2c,
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1a — 6b) oder gar nicht vorhanden (2a — 2c). Fur die beiden, das anomere Proton von
Ring a betreffenden, ROEs ist zu berucksichtigen, dass es sich im Falle des Gly-
copeptids um die B-konfigurierte Form handelt, wohingegen die bisher untersuchten
Lewis™ Systeme a-Konfiguration in Position 1 des a-Ringes aufwiesen.

Daher kénnen diese ROEs nicht als direkter Vergleich herangezogen werden.

Es konnen keine ROEs ermittelt werden, die den Schluss zulassen, dass auch im
Falle des Le* Glypep (in MeOH, mit wenig CaCl,) die beiden Lewis® Einheiten unter
Calciuminduktion miteinander wechselwirken bzw. sich so nahe kommen, dass ent-
sprechende ROE Kreuzsignale detektiert werden konnten.

Lediglich das schon beschriebene Stacking innerhalb jeder Lewis® Einheit ist vor-
handen.

Setzt man nur die ®/Y Winkel aller O-glykosidi-
schen Bindungen als Restraints, so erhalt man im
Rahmen einer 10x10 ps MD Simulation eine
Struktur, bei der die Aminosauren Asn’, Gly? und
Asn® eine turnartige Struktur ausbilden. In dieser
besitzen die Protonen 1a (Le* Einheit an Asn')
und proS-CH," (Asn®) einen Abstand von 2.2 A
zueinander. Dies kann jedoch nicht der Realitat
entsprechen, da zwischen diesen beiden Proto-
nen kein Kreuzsignal im ROESY zu beobachten
ist. D. h. fir weitere Rechnungen sollte dieser
Abstand auf =2 5 A gesetzt werden, damit sich die,
bei Rechnung im Vakuum begunstigte, real aber
wohl nicht vorliegende Turnstruktur, nicht ausbil-
den kann.

Abb. 26. Turnstruktur in Le* Glypep.

Fir die Ausbildung eines sog. ASX-Turns (Asn-Xaa-Ser/Thr),?* der fiir die Glycosylie-
rung von Asn Seitenketten entscheidend ist, liegt in diesem Fall zwischen den beiden
Lewis Einheiten eine abweichende Aminosauresequenz vor. Die zum C-Terminus hin
vorliegende Sequenz Asn-Ala-Ser erflllt die Sequenzbedingung zur Ausbildung ei-
nes ASX-Turns, dessen Vorliegen jedoch fiir die Orientierung der beiden Lewis™ Ein-
heiten irrelevant ist.
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Die Berechnung der Struktur erfolgte mit folgenden Restraints:

Abstand bzw. Winkel  Wert [A] bzw. [°]
Stacking ROEs innerhalb jeder Le* Einheit

H2c — H6b 3.2
H2c — H5b 2.8
Verhindern der Turnbildung
H1a — CH, (Asn®) 5
@ (Fuc) 40
Y (Fuc) 30
@ (Gal) 47
Y (Gal) 17

Die Winkel sind ebenfalls fiir beide Le*
Einheiten gesetzt

Tab. 11. In der MD Simulation Le* Glypep gesetzte Restraints.

Fihrt zu einer wenig definierten Struktur mit hoher Beweglichkeit der beiden Lewis™
Halften.

Aus dieser starken Dynamik lasst sich auch das Fehlen von detektierbaren ROE
Signalen zwischen Protonen beider Lewis® Einheiten erklaren.

Lewisx Einheit an Asn3

Lewis " Einheit an Asn’

Abb. 27. Uberlagerung aller zehn Snapshots aus der MD Simulation. Die Orientierung der Lewis™
Einheiten zeigt keinerlei Vorzugsrichtung.

Somit kann eine Interaktion zwischen beiden Lewis® Halften, vermittelt durch Ca**
Bindung, fur dieses System nicht bewiesen werden.
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Um genauere Aussagen treffen zu kénnen, und vor allem, um eine Titration mit
CaCl, durchfuhren zu kdnnen, muss zu einem anderen Losungsmittel bergegangen
werden.

Die Wahl fiel auf D,O (bzw. H,0:D,0 90:10), wobei zu bertcksichtigen ist, dass die
Bindungsaffinitit zwischen Ca®* and Lewis Kopfgruppen in Wasser deutlich geringer
ist als in MeOH.*

4.2 Le* Glypep in D20 - ohne CaCl,-Zusatz
Um eventuelle Unterschiede in der Struktur in Abhangigkeit von vorhandenen Ca**
lonen aufzeigen zu konnen, wurde zuerst eine Analyse der Struktur in DO ohne

CaCl, Zusatz durchgefuhrt.

Die Zuordnung erfolgte Uber 2D DQFCOSY und ROESY Spektren.

I I S FU N N ZO AR S T N N SN M T N T ' .
52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 ppm
AcNH| |2x GIcNAc CH3A'aE 6b TSP

CH3AIa4

I ! I ! I v I ' I T I ' I ! I ! I ! I i I

20 18 16 14 12 10 08 06 04 0.2 ppm

cH,™”

3.85-4.00 ppm
Abb. 28. 'H Spektrum von Le* Glypep in D,O (ohne CaCl,, 600 MHz, 300 K).

In Methanol waren die Protonen der beiden enthaltenen Alanine nicht voneinander
zu unterscheiden, in D,O hingegen zeigen sie separierte Signale.

Die Integration der ROE Kreuzsignale (Referenz: 3b — 5b = 2.55 A) ergab folgende
Protonenabstande:
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- intraglykosidische ROEs: wie z. B. 1a — 2a, 1b — 2b, 3b - 5b, 1c — 5¢
- transglykosidische ROEs: 1b —3a und 1c — 4a
- long-range ROEs: 3a — 5b, 1c — 6a', 2c — 5b und 2c — 6b (Stacking ROEs)

Bei der Untersuchung von Le* Glypep in D,O, ohne CaCl,-Zusatz, konnten keine
ROEs zwischen Protonen der beiden Lewis® Einheiten identifiziert werden. Zudem
gab es keinerlei ROE Signale zwischen Protonen des Peptid“rickgrats®, welche eine
definierte Struktur (z. B. wie den zuvor beschriebenen Turn) belegen wurden. Somit
kann auch in Wasser (ohne CaCly) von einer hohen Flexibilitat des Systems, ohne
Vorzugsorientierung der Lewis* Hélften zueinander, ausgegangen werden.

--- 3bldc

- 1c,Hotser

Asn

- 8b

- 1a/1b

52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 3.2 3.0 ppm

Abb. 29. Ausschnitt aus dem ROESY Spektrum von Le® Glypep in D,O (ohne CaCl,, 600 MHz, 300
K). Schwarze Kastchen markieren ROE Signale, die vorhanden, aber in der gewahlten Darstellung zu
schwach waren, um sichtbar zu sein.

Bei der MD Simulation ergibt sich fur die Struktur ein ahnliches Bild wie in Abb. 27
gezeigt, da auch im hier vorliegenden Fall nur die ®/Y Winkel der O-glykosidischen
Bindungen und die Stacking Abstande (2c — 5b, 2¢c — 6b) innerhalb jeder Lewis™ Ein-
heit als Restraints gesetzt werden kdnnen.

4.3 CaCl,-Titration von Le* Glypep in D,O

Da, wie bereits erwihnt, die Bindung von Ca?* durch dimere Lewis”® Einheiten in
Wasser relativ schwach ist (z. B. fir Le* Dimer 5-10 L/mol)®°, und zudem nur CH-
Protonen, fur die der Effekt sehr viel geringer ist als fir OH- oder NH-Protonen, ver-
folgt werden konnen, ist insgesamt die Anderung der chemischen Verschiebungen in
Abhangigkeit von der Calciumkonzentration eher gering. Zudem fuhrt eine extrem
schwache Bindung dazu, dass der Steady State Bereich der Titration erst bei sehr
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hoher Zugabe erreicht wird, wenn nicht ein stetiger, schwacher Shift, nur bedingt
durch die Anderung der Lésungsmitteleigenschaften, vorliegt.

So zeigten sich im 'H Spektrum bei einer Titration bis zu ca. 160 eq CaCl, nur ge-
ringfligige Anderungen, eine weitere Erhdhung der Calciummenge bis auf ca. 432 eq
hatte ebenfalls keinen entscheidenden Einfluss.

Einzig bemerkenswert ist das Signal flr 1a, das anomere Proton an Ring a, welches
bei = 80 eq CaCl, keine Dublettstruktur zeigt, sondern vielmehr eine Pseudotriplett-
bzw. Doppeldublettstruktur (dd), was darauf hindeutet, dass die beiden Lewis® Half-
ten nicht aquivalent sind. Alle Ubrigen Signale zeigen keine ,Signalverdoppelung®. Da
fur niedrigere CaCl, Konzentrationen das Signal von 1a Uberlagert ist, kann nicht
untersucht werden, ob die Pseudotriplettstruktur unabhangig von der CaCl, Menge
ist. Obwohl Le* Glypep nicht C2 symmetrisch ist, weisen alle (ibrigen Protonen-
signale nur einen einfachen Signalsatz auf. Dies kdonnte durch die erhdhte Flexibilitat
des Systems erklart werden.
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1eq

)
12 eq ‘1 J

20 eq

28 eq

36 eq

U

40 eq

60.5 eq

79.6 eq

156.7 eq
1a (dd)
T T T |

=T * I = 1 7«0 5L "m- 5L+t "0 10717
52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 ppm

Abb. 30. 'H Alkylbereich von Le* Glypep in D,0 — Titration mit CaCl, (600 MHz, 300 K).
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1 = 1a
60 » HO +
1 4 1c =
sod | v oAl .
| oAl -
4b
404 « 3¢ * ® v 1
§| 2c 84 :
._"A 304 x Bb - v ']
Q ] 6+ " - v v
20 e v N « 1
i x o 1 -
104 ’ '_ A X A g 4 = "
' £ id & ) z ; e 5 3
e & L]
04 M 2 v : ® o *
T T T T T T T T T v 1 v Q i A A
0 100 200 300 400 500 7 E 3 ® i A .
eq CaCl, ojut¥ % x . x
fIJ 1‘0 2‘0 3‘0 4‘0
eq CaCl,

Abb. 31. Auftragung der Anderung der chemischen Verschiebung in Abhangigkeit von der zugege-
benen Menge CaCl,.

Die Auswertung der Daten fir H1a und Ha™?* mittels Scatchardplot liefert Bin-
dungsaffinitaten im Bereich von 1 — 3 L/mol, also eine deutlich schwachere Affinitat
zu Ca®" als jene fiir Le* Dimer in Wasser (5 — 10 L/mol)®*. Dennoch muss ein gewis-
ser kooperativer Effekt zwischen den beiden Lewis™ Einheiten bei der Ca?* Bindung
auftreten, denn fiir Le* Mono oder auch Systeme wie dimere Lactose (CH.-Briicke
zwischen den 6aOH Einheiten der beiden Lactosen, analog zu Le* Dimer) ist in
Wasser gar keine Ca** Bindung zu beobachten.?°

Nur fiir einen bestimmten Bereich der Titration beruht die Anderung auf einer spezifi-
schen Bindung, mit zunehmender Calciumkonzentration ergeben sich die Anderun-
gen in den chemischen Verschiebungen vorrangig aus unspezifischer Bindung bzw.
der blossen Anderung der Lésungsmitteleigenschaften.

Beispielhaft sei hier der Scatchardplot fiir Ho"** gezeigt.
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1 K, ~ 2-3 L/mol
604
2,0+ 50
404 L]
® E 304 =
1,5+ Bindung von CaCl, o] .
an das Glycopeptid
— 10 %
] oo
& o|#
8 1,04 0 100 200 300 400
= eq CaCl
S . )
Unspezifische Bindung
05 bzw. Anderung der LM Eigenschaften
=] bei hohen CaCl, Konzentrationen
0,0 . . , . , ' , . : : :
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
V=NA,

Abb. 32. Scatchardplot fir Le* Glypep bei Beriicksichtigung der Daten von Ha**.

4.4 Le* Glypep in D20 + 40 eq CaCl,

Die Zuordnung der Signale im 'H erfolgte mittels DQFCOSY Spektrum und durch
Vergleich der Verschiebungen im Verlauf der Titration.

4c CHZBSer

1b

1a

T T T 1
52 50 48 46 44

— T T T T T T T 1
42 40 38 36 34 32 3

.0 ppm
Ala6é TSP
AcNH| [ 2x GIcNAc A,EH3 6b
CH,
T T T T T N T T T T T T T T T T T T T T | !
20 18 16 14 12 10 08 06 04 0.2 ppm

CH,"” 3.85-4.00 ppm

Abb. 33. 'H Spektrum von Le* Glypep in D,O bei Zusatz von 40 eq CaCl, (600 MHz, 300 K).
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Wie schon fur die Untersuchungen in MeOHy4 + CaCl, und D,O ohne CaCly, so zei-
gen sich auch fur D,O + 40 eq CaCl, im ROESY Spektrum keinerlei ROE Signale
zwischen Protonen der beiden Lewis™ Einheiten.

Die transglykosidischen ROEs (1b — 3a und 1c — 4a), sowie die Stacking ROEs (2c —
5b und 2c¢ — 6b) kdnnen identifiziert werden. Entsprechende ROESY Ausschnitte fin-
den sich im Anhang.

Dies bedeutet, dass auch in Wasser bei Zusatz von CaCl, entweder gar keine
Wechselwirkungen zwischen den beiden Lewis* Hélften auftreten und eine spezifi-
sche Bindung von Ca?*, an der beide Lewis™ Einheiten beteiligt sind, die wie im Fall
von Le* Dimer eine hydrophile Hohle bilden, nicht stattfindet, oder dass die beiden
Lewis® Einheiten bei (sehr) schwacher Bindung von Ca** zu weit voneinander ent-
fernt sind, um entsprechende ROESY Signale zu erzeugen.

4.5 Le* Glypep in H,0:D,0 90:10 — Identifizierung der NH-Protonen

Die Probe von Le* Glypep aus 4.4 wurde anschliessend lyophilisiert und in einer
Mischung aus H;0:D,O (90:10 (v/v)) geldst, um somit auch die Signale der
Amidprotonen identifizieren zu kdnnen.

Die Zuordnung der NH-Protonen erfolgte mit Hilfe von DQFCOSY und ROESY
Spektren.

A |

.5 4. 0 3 5 3.0 2.0 1. 5 ppm
NHAc(Glc)

Ser

NHAIaB

I

87 86 85 84 83 82 81 80 7.9 ppm

Abb. 34. 'H Watergate Spektrum von Le* Glypep in H,0:D,0 90:10, + 40 eq CaCl, (600 MHz, 300
K), oben das Gesamtspektrum, unten der Ausschnitt des NH-Bereichs. Die Zuordnung der CH-Proto-
nen entspricht der in Abb. 33 gezeigten.

Eine Auswertung des ROESY Spektrums ergibt, dass alle NH-Protonen jeweils nur
sequentielle ROE Kreuzsignale zu ihren nachsten Nachbarn aufweisen. Somit kann
auch dieses Ergebnis eine evtl. vorliegende Turnstruktur nicht stutzen.
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Es kann also angenommen werden, dass sich der Turn im Bereich von Asn' — Gly? —
Asn® nur im Rahmen einer Rechnung im Vakuum als bevorzugt darstellt, nicht jedoch
tatsachlich vorliegt.

NHAc(Glc)

Alaé

NH
ppm
1.5 = - —J] CHJMa4
2.0 cNH<e==—=> GlcNAc
2.5
TR =
3.0 (COSY)

6.0 T T T T T T T T T

* nicht eindeutig zuordenbar

Abb. 35. NH-Bereich des ROESY Watergate Spektrums von Le® Glypep in H,O:D,0 90:10 (+ 40 eq
CacCl,, 600 MHz, 300 K).

4.6 Theoretische Ca®* Bindung — Strukturermittiung in silico

Auch wenn sich experimentell gezeigt hat, dass im Falle des Glycopeptids keine zu
Le* Dimer vergleichbar starke Ca®" Bindung durch die beiden Lewis* Halften nach-
gewiesen werden kann, ist es dennoch sinnvoll, vom gleichen Bindungsepitop, wie
fiir Le* Dimer postuliert, auszugehen und rechnerisch eine mégliche Struktur mit
gebundenem Ca®* zu generieren.

Es werden analog die entsprechenden OH- bzw. Carbonylgruppen als Bindungspart-
ner fiir Ca®* definiert:

- 2cOH und 3cOH von der einen,

- 2bOH, 6cOH und Carbonyl (NHAc) von der anderen Lewis* Einheit.

Diese Abstande werden zusatzlich zu den Winkelrestraints fir die Lewis® Einheiten
im Rahmen einer MD Simulation gesetzt.
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Abstand bzw. Winkel Gesetzter Wert [A] bzw. [°]

2cOH - Ca 25
3cOH - Ca 2.5
2bOH - Ca 2.5
6¢cOH - Ca 2.5
CO-Ca 2.5
®(Fuc) 40
¥(Fuc) 30

®(Gal) 47

¥(Gal) 17

Alle Winkelrestraints sind fiir beide Le* Halften definiert

Tab. 12. Gesetzte Restraints bei der Strukturberechnung von Le* Glypep, wenn von einem zu Le*
Dimer analogen ca” Bindungsepitop ausgegangen wird.

Die erhaltenen Snapshots zeigen zwar eine gewisse Variationsbreite, was die Orien-
tierung der Lewis® Einheiten zueinander betrifft, dennoch kann eine sinnvolle, ge-
mittelte und energieminimierte Struktur bestimmt werden. In ihr sind die beiden
Lewis* Trisaccharide nun — durch die ,erzwungene* Calciumbindung — so orientiert,
dass sich, wie schon beim experimentellen Befund, keine signifikanten Protonenab-
stande zwischen beiden ergeben. Lediglich H6a zeigt kurze Abstiande zu CH,p™" (
2.9 A) und yNH*" (~ 2.4 A).

Fir diese Protoneninteraktionen sind bei tiefem Signal/Rausch Level in den ROESY
Spektren in D,O bzw. H,0:D,0 (mit jeweils 40 eq CaCl,) die betreffenden Kreuzsi-
gnale schwach zu erkennen.

Die hier rechnerisch, nur durch Definition des Ca**-Bindungsepitops, erzeugte
Struktur bildet keinen Widerspruch zu den experimentellen Daten.

~

Abb. 36. Gemittelte Struktur fiir Le* Glypep bei Definition eines zu Le* Dimer analogen Calcium-
Bindungsepitops.

Die beiden Lewis® Halften sind sehr viel weiter voneinander entfernt und in einem
anderen Winkel zueinander orientiert als dies im Le* Dimer der Fall ist.
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Dies macht die Mdglichkeit verschiedener Anordnungen der Kopfgruppen bei Bin-
dung eines Ca** lons wahrscheinlich.

Die Struktur eines weiteren dimeren Lewis® Systems mit einem Membrananker in
Form langkettiger Alkyle soll daher ebenfalls in silico bestimmt werden.

5. Glycolipid mit zwei Lewis® Einheiten — Strukturermittiung in
silico

Bei dem, im Folgenden nur rechnerisch untersuchten, Molekul handelt es sich um ein
Glycolipid, welches durch seine vier langkettigen Alkylreste als Membranbaustein
dienen kann. Dadurch konnte man die Wechselwirkungen zwischen membrange-
bundenen Lewis® und freien Lewis® bzw. zwischen zwei membrangebundenen
Lewis™ Kopfgruppen in Losung untersuchen.

Die beiden Lewis® Trisaccharideinheiten sollten zueinander eine gunstige Orientie-
rung besitzen, um Ca?* spezifisch zu binden.

OH
Fuc OH
OH Lactose
T |
OH
OH
HO L NHAC )
il © O\%‘ 0 HO oH
OH 0
OH il OH \%‘.?\o
GlcNAc OH

OH_OH OH
0]

Gal OH :
" o%o o Q
H 0 o ot 0 (CH,),CH,
o) OH

(@] NHAW
O70H L | D-Threitol
OH Lactose Derivat

F
OH Fuc mit 4 Alkylketten

Lewis Trisaccharid Spacer Membrananker

Abb. 37. Das untersuchte Le* Glycolipid — bestehend aus Lewis™ Trisaccharid, Lactose-Spacer und
Threitol-Membrananker.

Wenn man davon ausgeht, dass ein Ca?* lon analog gebunden wird, wie fiir Le*
Dimer postuliert — namlich uber 2cOH, 3cOH, 2bOH, 6¢cOH und Carbonyl (NHAc) —
so kann man die entsprechenden Restraints im Rahmen einer MD Simulation setzen
und die theoretische Orientierung der Lewis® Kopfgruppen zueinander vergleichen,
um dies spater anhand experimenteller Daten zu Uberrpufen.

Um die starre Losungskonformation?! der Lewis™ Einheiten zu gewahrleisten, werden

die entsprechenden ®/Y Winkel der O-glykosidischen Bindungen ebenfalls als Re-
straints gesetzt.

-9 -



Hauptteil

Abstand bzw. Winkel Gesetzter Wert [A] bzw. [°]
2cOH - Ca 25
3cOH - Ca 2.5
2bOH - Ca 2.5
6¢cOH - Ca 2.5
CO-Ca 2.5

Die ersten beiden OHs stammen von der einen, die anderen beiden und die
Carbonyleinheit von der anderen Lewis* Gruppe

®(Fuc) 40
¥(Fuc) 30
O(Gal) 47
¥(Gal) 17
®(GIcNACc) 30
¥ (GIcNAC) -50
cI)(GaILactose) 50
T(GalLactose) -10
(D(Gchactose) 30

Alle Winkelrestraints sind fiir beide Le* Halften definiert

Tab. 13. In der MD Simulation von Le* Glycolipid gesetzte Restraints.

Die Flexibilitat der so definierten Struktur ist nicht
allzu gross, so dass die Uberlagerung aller zehn
Snapshots ein relativ einheitliches Bild liefert und
daher eine daraus gemittelte Struktur berechnet
werden kann.

Abb. 38. Uberlagerung aller zehn Snapshots, ohne Darstel-
lung der vier Alkylreste. Ca”in gelb.
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Abb. 39. Gemittelte, energieminimierte Struktur aus 10 Snapshots fiir Le* Glycolipid. In griin OH-
und Carbonylgruppen, fir die eine Beteiligung an der ca® Bindung postuliert wird. Der Ubersichtlich-
keit halber sind die vier Alkylketten nicht dargestellt.

Auffallend ist, dass in diesem Modell die beiden Lewis™ Einheiten anndhernd parallel
zueinander orientiert sind, was einer weiteren moglichen Variante der Kopfgrup-
penorientierung bei Calciumbindung entsprechen wirde.

Rechnet man diese Struktur nur mit den Winkelrestraints fur alle O-glykosidischen
Bindungen, so zeigen die beiden Lewis™ Einheiten maximale Entfernung voneinander
und sind ca. 180° gegeneinander orientiert.

Diese rein rechnerisch bestimmten, theoretischen Strukturen Lewis™ tragender Gly-
cokonjugate stellen selbstverstandlich ,nur® Arbeitshypothesen dar, die es experi-
mentell zu belegen gabe.

Da im Rahmen dieser Dissertation auf das entsprechende Glycolipid nicht zurlckge-
griffen werden konnte, war eine experimentelle Bestatigung oder Widerlegung der in
silico ermittelten Variante der Kopfgruppenorientierung nicht maglich.

6. Bestimmung des Winkels zwischen Lewis® Einheiten bei
Calciumbindung

Da, wie die vorigen Kapitel gezeigt haben, wohl mehrere Moglichkeiten der Kopf-
gruppenorientierung bei Ca®* Bindung durch zwei Lewis® Einheiten bestehen, ist es
nun von Interesse die genaue Orientierung der Lewis Einheiten zueinander zu defi-
nieren.

Zum einen ist wichtig, inwiefern die zwei Lewis® Einheiten gegeneinander ,verkippt*
sind. Dies kann durch Definition jeweils einer Ebene pro Lewis* Trisaccharid und der
Bestimmung des Winkels zwischen diesen beiden Ebenen erfolgen.
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Zum anderen kann durch Definition eines Vektors innerhalb jeder Lewis Einheit und
des Winkels zwischen diesen beiden Vektoren die Ausrichtung der beiden Trisaccha-
rideinheiten zueinander bestimmt werden.

6.1 Mathematische Berechnung der Winkel®®

Zur Bestimmung der Verkippung der beiden Einheiten eignet sich die GIcNAc-Ein-
heit. So werden drei Ringatome — Ring-O, C2 und C4 — zur Bestimmung der Ebenen
herangezogen.

Der Winkel zwischen zwei Ebenen E4 und E; ist allgemein gegeben durch:

a,*a,+b,*b,+c.*c,

2 2 2 2 2 2
V (a,2+b, e, )4(a,2+b, *c,))

cos<(E,E;)= cos ¢ =

(1)

wobei ay, by, ¢4 und ay, by, ¢, die zugehdrigen Unterdeterminanten sind. Sie sind wie
folgt zu bestimmen:

Eine Ebene ist definiert durch 3 Punkte
mit den Koordinaten (x1,y1,z1), (x2,y2,z2) und (x3,y3,z3)

Definition der Unterdeterminanten:

y1 z1 1
a=|y2 z2
y3 z3 1

—

=y1*z2+z1*y3+y2*23-22*y 3-y1*z23-z1*y 2

x1 z1 1
b=|x2 z2 1| = x1*22+z1*x3+x2*23-z2*x3-x1*23-z1*x2
x3 z3 1

x1 y1 1
c=|x2 y2 1| = x1*y2+y1*x3+x2*y3-y2*x3-x1*y 3-y1*x2
x3 y3 1

Fir den Vektor innerhalb einer Lewis Einheit wurden die Atome Ring-O (GIcNAc) und
4C (Fuc) gewahlt.

-94 -



Lewis Analoga

Abb. 40. Die, die Vektoren definierenden Atome sind griin, die entsprechenden Vektoren rot darge-
stellt. Hier am Beispiel des Le* Dimer.

Der Cosinus zwischen zwei Vektoren im Raum ist definiert als:

b

134D )

cos<(a,b)=

W] ),

wobei hier die Vektoren a und b wie folgt definiert sind:

Ring-O (GIcNAc)

xy.z9
abzw.b
1 R @ 4C (Fuc) Fbzw.b=-1+2
2 {X, Y, Z}
(0,0,0)

Abb. 41. Definition der Vektoren a und b.
Das Skalarprodukt ist definiert als: a ° b = aibq + azb; + ..... + anb, =X ab; miti =1
bis n

wobei a1 der x-, a; der y- und a3 der z-Koordinate des Vektors a entsprechen.

Der Betrag eines Vektors ist definiert als:

|12|={3'3 =|:a’ (3)

Mit diesen Grundlagen kann man fur die, auf experimentellen Daten basierende,
Struktur von Le* Dimer, sowie fiir die, in silico erzeugten, Strukturen von Le* Glypep
und Le* Glycolipid bei Calciumbindung die Orientierungen der Lewis* Einheiten zu-
einander bestimmen.
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6.2 Bestimmung der Winkel fiir Le* Dimer, Le* Glypep und Le* Glycolipid

Ein Excel-Arbeitsblatt mit der Berechnung der Gréssen findet sich fir Le* Dimer im
experimentellen Teil.

Le* Dimer Le* Glypep Le* Glycolipid

Winkel zwischen GIcNAc-Flachen [°] 14 89 47
Winkel zwischen Vektoren [°] 84 70 14
Abstand 1C(GIcNAc) — 1C(GIcNAc) [A] 6.3 8.0 8.6

Tab. 14. Ubersicht (iber die, aus den berechneten Strukturen ermittelten, Winkel der Lewis” Einheiten.

N cor M/ 70

~15°

Le" Dimer Le* Glypep Le” Glycolipid
Le” Einheiten etwa parallel Le” Einheiten etwa senkrecht Le" Einheiten im 45° Winkel
zueinander aufeinander zueinander verkippt

Abb. 42. Schematische Darstellung der Winkel zwischen den Lewis® Einheiten in Le* Dimer, Le*
Glypep und Le* Glycolipid bei Betrachtung der Vektoren Ring-O (GIcNAc) — 4C (Fuc).

Alle drei untersuchten Moleklle zeigen eine sehr unterschiedliche Verkippung der
GlcNAc-Flachen zueinander, wobei in Le* Dimer diese fast parallel zueinander an-
geordnet sind, wohingegen Le* Glypep mit ca. 90° den anderen Extremfall zeigt. Der
Winkel zwischen den Lewis® Einheiten ist fiir Le* Dimer und Le* Glypep zwar in
etwa vergleichbar, eine ahnliche Orientierung kann jedoch aufgrund der kontraren
Verkippung der Lewis Einheiten in jedem der Molekiile ausgeschlossen werden. Le*
Glycolipid weist einen deutlich kleineren Winkel zwischen beiden Le* Einheiten auf
— die definierten Vektoren sind annahernd parallel.

Die Abstande zwischen den 1C-Atomen der GlcNAc-Einheiten sind fiir Le* Glypep
und Le* Glycolipid bedeutend grosser als fiir Le* Dimer, so dass hier eine deutliche
Aufweitung vorliegt, welche im Fall von Le* Glypep auch mit ein Grund fiir das Feh-
len von ROE Signalen zwischen Protonen beider Lewis™ Einheiten sein diirfte.

Es sind theoretisch durchaus verschiedene Anordnungen der Lewis® Einheiten zu-
einander mdglich, um Ca?* lonen in einer hydrophilen ,Tasche* zu binden. Allerdings
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konnte aufgrund der unterschiedlichen ,Weite* der Tasche die Bindungsaffinitat mehr
oder weniger stark variieren.

Le" Glypep

Le” Glycolipid

Abb. 43. Vergleich der drei gerechneten, gemittelten Strukturen unter Einbeziehung von Restraints
zwischen bestimmten OH- bzw. Carbonylgruppen (griin) und dem ca®" lon (weiss). Nur die Struktur
von Le* Dimer beruht auf experimentellen (NMR) Daten, Le* Glypep und Le* Glycolipid stellen in
silico erzeugte, theoretische Strukturen dar.

Im Falle von Le* Dimer umschliessen die markierten OH- bzw. Carbonylgruppen das
Calciumion, wohingegen fur Le* Glypep und Le* Glycolipid die hydrohile Hohle
nicht so eindeutig ist und das Ca®* lon eher lose von jenen Gruppen umgeben ist.

7. Berechnung eines moglichen Verkniipfungsmusters fir ein
Lewis® Dimer

Es gibt, wie in der Einleitung gezeigt, verschiedene Kopfgruppen innerhalb der Lewis
Familie.

Lewis® und Lewis® unterscheiden sich nur dahingehend, dass rein formal die
GIcNAc-Einheit eine 180° Drehung um ihre Langsachse vollfuhrt, so dass die Ga-
lactose nun eine (1->3)- und die Fucose eine (1->4)-O-glykosidische Bindung zu
GIcNAc besitzen.
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Verkniipfungsstelle im

E - XA Analoges Verkniipfungsmuster
CH,-verbriickten Le Dimer iiber NHAG in Position 2
OMe
OH mo on  CAcHN D
(0] (@] (0]
0 AcHN 0]
OH OH OMe OH OH HO
Me Me
Q/oH LoH
OH OH
OH OH
Lewis" Monomer Lewis’ Monomer

Abb. 44. Vergleich der Strukturen von Lewis™ und Lewis® Monomer.

Wie in Abb. 44 zu sehen, miisste, falls ein zu Le* Dimer analoges Ca** Bindungse-
pitop moglich sein soll, eine Verknlipfung der beiden Lewis® Einheiten (ber die
NHAc-Einheiten in Position 2 erfolgen, da diese Position der Position 6 der GIcNAc
Einheit in Le* Dimer entspricht.

Zuerst werden zwei nicht-kovalent verbundene Lewis? Einheiten im Rahmen einer
Geometrieoptimierung durch Restraints so zueinander orientiert, dass das in Le*

Dimer vorliegende Ca®* Bindungsepitop erzeugt wird.

Hierzu sind folgende Restraints nétig:

Abstand bzw. Winkel Wert [A] bzw. [°]
2cOH -Ca 2.5
3cOH - Ca 25
2bOH - Ca 2.5
6¢OH - Ca 2.5
6a0OH — Ca 25

In der Position des Carbonyls (GIcNAc) in Le* Dimer findet sich in
Lewis® 6aOH als hydrophiler Partner

@ (Fuc) 40
¥ (Fuc) 30
@ (Gal) 47
¥ (Gal) 17

Winkel in jeder Lewis® Einheit gesetzt

Tab. 15. Fiur zwei nicht kovalent verkniipfte Lewis® Einheiten gesetzte Restraints zur Bildung einer zu
Le* Dimer analogen ca” Bindungstasche.

Die so erhaltene Struktur zeigt einen Abstand zwischen den beiden C-Atomen in Po-
sition 2 der GIcNAc Einheiten von 5 A, ein Wert, der annahernd jenem fir den Ab-
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stand der C-Atome 5 in Le* Dimer entspricht (4.7 A). Die C-Atome 2 und 5 in Lewis®
bzw. Lewis® entsprechen einander.

Abb. 45. Energieminimierte Struktur zweier Lewis® Einheiten, die Uber die entsprechenden Restraints
zum Ca* lon ,verbunden* sind. In grin, die an der Bindung des Calciumions beteiligten OH-Gruppen.

Die NHAc Einheiten sind in Abb. 45 unvollstandig dargestellt — an ihrer Stelle soll ein
entsprechender Spacer die beiden Halften kovalent verkniipfen, ohne das Ca®*" Bin-
dungsepitop und die Orientierung der beiden Lewis® Einheiten zu verandern.

7.1 Mogliche kovalente Verkniuipfungseinheiten
Wie gesagt, soll die kovalente Verknlpfungseinheit weder die Orientierung der Lewis
Einheiten zueinander noch die Bindungstasche andern. Zudem darf der Spacer nicht

zu lang und/oder zu felxibel sein, da sonst eine spezifische Bindung des Ca®* lons
erschwert sein konnte.
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in Le* Dimer: 6 Einfachbindungen in Le’ Dimer: 6 Einfachbindungen
- Malonsdure bzw. Dimethylmalonsédure
6C 6C " .
(GIcNAc) (GlcNAc) H H Me Me
5C oo 5C 111 [11 I!J 3 r!J
(GlcNAC) (GlcNAc) zc/ \n/\"/ \2c ~ ~

(GleNAc) O (GlcNAc) 0 0]

Beide strukturell problematisch:
Le’ Einheiten nicht mehr zueinander orientiert
in Le” Dimer: 5 Einfachbindungen

H\ /H 2C in Le" Dimer: 7 Einfachbindungen
(GIcNAc) - Bernsteinsédure
/'}'\/\ﬁ/ Ny o
GIZSA /N | 2C
L H H _N _(GIcNAC)
2c '?1
Problem: zweifach positiv geladen (GleNAc) H

- Bindung eines Kations erschwert
keine Probleme

2C
GIlcNACc
/O\/\O/( )
2C
(GIcNAc)
Problem:
entspricht nicht mehr Lewis”

Abb. 46. Mdgliche Spacer fiir die 2-2-Verknipfung zweier Lewis® Einheiten unter Erhalt des zu Le*

Dimer analogen ca” Bindungsepitops.

Durch Einsatz von Malonsaure bzw. Dimethylmalonsaure bleibt die Anzahl an Ein-
fachbindungen zwischen den beiden Le? Einheiten die gleiche wie in Le* Dimer.
Allerdings fihrt dies zu keiner Struktur, welche die postulierte Calciumbindung ge-
wahren sollte, da aufgrund der energetisch glnstigeren trans-Anordnung von H2a
und NH bzw. innerhalb der Amidbindung (NH-CO) die Lewis® Einheiten auseinander
tendieren und die Bindungstasche flr das Calciumion verloren geht.

Briickeneinheit

Abb. 47. Struktur fir Le® Dimer mit Malonsaurespacer. In griin jene OH-Gruppen, die eigentlich die
ca” Bindungstasche bilden sollten. Rechts dargestellt nur die Brickeneinheit mit den trans-Anord-
nungen fur H1a — NH und CO — NH.
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Geht man zu einem verkurzten Spacer mit nur funf Einfachbindungen zwischen den
Le® Einheiten Uber, so sind zwar beide, in Abb. 46 vorgeschlagenen, Spacer glinstig
fur die Orientierung der Le® Einheiten unter Beibehaltung des Bindungsepitops, doch
besitzt das Diamin zwei positive Ladungen, was ungiinstig fiir die Bindung des Ca**
lons ist, und die etherverbrickte Variante besteht streng genommen nicht mehr aus
zwei Lewis® Einheiten.

Abb. 48. Zwei Spacervorschlage mit fiinf Einfachbindungen zwischen den beiden Glucoseeinheiten.

Die Verlangerung des Spacers auf sieben Einfachbindungen zwischen den GIcNAc
Einheiten, erzielt durch Verwendung von Bernsteinsaure, bringt, trotz der Verlange-
rung um eine Einfachbindung (i. Vgl. zu Le* Dimer) nur Vorteile mit sich.

Die Anordnung der beiden Le® Halften zueinander bleibt erhalten, die Bindungs-
tasche fiir Ca®* ebenfalls. Auch allen trans-Orientierungen in der Briickeneinheit kann
entsprochen werden. So stellt dieser Vorschlag trotz langerer Spacereinheit die
beste Moglichkeit fiir eine 2-2-Verkniipfung zweier Lewis® Einheiten dar, wobei davon
ausgegangen werden kann, dass dieses Systems ahnlich effektiv Ca?* bindet wie
Le* Dimer. Um sterische Behinderungen zu vermeiden ist es im hier gezeigten Fall
gunstiger, die p-Konfiguration des O-methylierten Glucosamins (GIcNAc) zu wahlen.
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GlcNAc

GlcNAc

Briickeneinheit

Abb. 49. Zwei Lewis® Einheiten mit einer 2-2-Verknlpfung (ber eine Bernsteinsaureeinheit. In griin
jene OH-Gruppen, die die ca® Bindungstasche definieren.

Die Untersuchung dieses Moleklls sollte Aufschluss Uber die Bindungsaffinitat von
Ca?* an dimere Lewis® Einheiten liefern.

Die synthetischen Arbeiten hierzu wurden jedoch nicht im zeitlichen Rahmen dieser
Dissertation zu Ende gefiihrt, so dass eine Untersuchung der Ca?* Bindungseigen-
schaften mittels NMR nicht erfolgen konnte.
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8. Zusammenfassung

Die durch dimere Lewis* Einheiten geformte Bindungstasche fiir Ca** lonen konnte
durch zusatzliche Untersuchungen in MeOHgy3:MeOHgys bzw. in reinem MeOHgys via
OH-/NH-Protonen genauer definiert werden. So wird die mittels charakteristischer
Protonenabstande berechnete Struktur eines artifiziellen Le* Dimers mit Vorschlag
fur eine hydrophile Bindungstasche durch Titration mit CaCl, bestatigt, bei der die
Anderung der chemischen Verschiebung der OH Protonen verfolgt werden kann. Sie
zeigen ein zur, auf CH-Restraints basierenden, berechneten Struktur komplementa-
res Bild.

Auch fiir komplexere Lewis® Glycolipide oder -peptide konnte rechnerisch gezeigt
werden, dass eine Ca** Bindung gut méglich ist. Beide Systeme sind jedoch sehr viel
weiter — also der Abstand zwischen den Le* Halften grosser — so dass experimentell
keine charakteristischen ROE Signale zwischen den Protonen beider Le* Hélften zu
erwarten wiaren. Dies konnte fiir das untersuchte LeX Glycopeptid experimentell be-
statigt werden.

Zudem bedeutet der gréssere Abstand zwischen den Lewis”® Einheiten eine raumlich
weniger gut definierte ca* Bindungstasche und damit hochstwahrscheinlich auch
eine schwichere Affinitat zu Ca®*.

Sind die Lewis® Kopfgruppen nicht anndhernd parallel zueinander orientiert und
schliessen einen Winkel von 90° ein, wie dies fiir Le* Dimer der Fall ist, sondern
verkippt zueinander (max. 90° wie in Le* Glypep) und schliessen sie einen von 90°
abweichenden Winkel miteinander ein (min. 14° fiir Le* Glycolipid), so ist dennoch
das in Le* Dimer definierte Ca** Bindungsepitop vorhanden, wenn auch sehr viel
weniger gut definiert, mit einer lockereren Ca?* Bindung, welche eine schwachere
Affinitat zu Ca®* bedingen sollte im Vergleich zu Le* Dimer.

Auch die Moglichkeit, zwei Lewis® Einheiten kovalent so miteinander zu verknipfen,
dass ein zu Lewis® Dimer analoges Ca** Bindungsepitop geschaffen wird, konnte
gezeigt werden. Ein idealer Spacer fiir 2-2-verkniipfte Lewis® Einheiten stellt Bern-
steinsaure dar. Sie gestattet die, fiir die Ca?* Bindung benétigte, Orientierung der
Lewis® Halften zueinander.

Die hier vorgestellten Lewis Analoga sind nur ein kleiner Ausschnitt dessen, was auf
der Zelloberflache an Antigenen prasentiert wird.

Eine Vielzahl weiterer (artifizieller) Lewis Systeme wird vonnéten sein, um einen ge-
naueren Einblick in die molekularen Ablaufe der Zell-Zell-Interaktionen via die Glyco-
konjugate zu erhalten.
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Kapitel 111

Oligosaccharide aus dem Cyanobakterium
Nostoc
|dentifizierung und Strukturanalyse






Oligosaccharide aus Nostoc

1. Allgemeines

1.1 Cyanobakterien und ihre extra- und intrazellularen Polysaccharide — ein
Uberblick

Cyanobakterien gehoéren zur Gruppe gram-negativer Prokaryoten, die eine den
Pflanzen ahnliche Photosynthese betreiben und somit autotroph leben kénnen. Sie
kommen in sehr vielfaltigen Formen und Spezialisierungen vor, so gibt es u.a. auch
Arten, die im Dunkeln auf organischen Medien oder unter anaeroben Bedingungen
gedeihen. Weiterhin besitzen einige Stamme die Fahigkeit, den Stickstoff der Luft in
organischen Molekulen zu fixieren.

Nicht nur ihre Lebensweise, auch ihre Morphologie ist von grosser Vielfalt. So exi-
stieren z. B. einzellige Formen oder auch fadenférmige Zellkolonien mit enormen
Grossenunterschieden. Viele Arten besitzen zudem eine Art Schleimhulle oder Kap-
sel, die vorrangig zu deren Schutz dient.

Diese Vielfalt spiegelt sich auch im Vorkommen der Cyanobakterien wider. So findet
man sie im Boden, im Wasser oder auch in Symbiose mit anderen Arten, z. B. bei
manchen Flechten. Ein weiterer Effekt ihnrer immensen Variationsbreite ist, dass sich
viele Arten an die unterschiedlichsten Bedingungen optimal angepasst haben, und
somit auch in extremen Lebensrdumen gedeihen kénnen."

Die zuvor erwahnte und bei vielen Cyanobakterien auftretende aussere Schleimhulle
ist zumeist aus relativ komplexen Polysacchariden aufgebaut. Unter bestimmmten
Wachstumsbedingungen konnen solche Polysaccharide auch in wasserldslicher
Form an das umgebende Medium abgegeben werden; man spricht dann von sog.
Exopolysacchariden.? Generell handelt sich bei diesen Polysacchariden um kom-
plexe Heteropolymere, die in ca. 80% der Falle aus 6 bis 10 verschiedenen Mono-
sacchariden aufgebaut sind. Hierbei handelt es sich um: die Hexosen Glucose,
Galactose und Mannose, die Pentosen Ribose, Arabinose und Xylose, die Desoxy-
hexosen Fucose und Rhamnose und die Uronsauren Glucuron- und Galacturon-
saure. Fast allen Polysacchariden gemein ist ihr anionischer Charakter, der auf die
enthaltenen Saurefunktionen zuriickzufiihren ist.?

Als Beispiel sei hier ein aus Cyanospira capsulata isoliertes Exopolysaccharid ge-
zeigt, welches ein komplexes Oktasaccharid (Abb. 1) als repetitive Einheit besitzt.*
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[3)-c-D-GlepNAc-(1->3)-a-D-GalpA-(1-3)-a-L-Fucp-(1-],
4 2 4
0 1 )

1 1 1
o-L-Arap a-D-GalpA B-D-Glecp
3
T
1
-D-Manp
4
T
1
(S)-C H3(|3H-4-B-D-Manp

COOH

Abb. 1. Repetitive Struktureinheit eines aus Cyanospira capsulata isolierten Exopolysaccharids.

Viele Untersuchungen haben gezeigt, dass sowohl Menge als auch Zusammen-
setzung der produzierten Polysaccharide von den Umgebungsbedingungen abhan-
gen und verschiedene Stressparameter, wie Salz oder Hitze, dies beeinflussen kon-
nen.

So zeigen verschiedene Cyanobakterienarten in Sandkrusten (z. B. Wiste Negev,
Israel) eine hohe Temperatur- und Austrocknungstoleranz und die freigesetzten Exo-
polysaccharide scheinen einen Einfluss auf Wasserspeicherung und -verdunstung zu
haben.®

Viele Cyanobakterien haben sich auch an einen erhdhten Salzgehalt ihrer Umge-
bung angepasst. Untersuchungen an sechs Ny-fixierenden Cyanobakterienarten (u.
a. Nostoc und Anabaena) haben gezeigt, dass eine leichte Erhdhung des Salzge-
halts (bis 20 mM NaCl) zu einer schwachen Steigerung der Exkretion an Polysaccha-
riden fuhrt, wohingegen ein hoherer NaCl-Gehalt sowohl ihren Gehalt an Chlorophyll
a, als auch die Ausschuttung von Polysacchariden und Aminosauren drastisch redu-
ziert.”

Es werden allerdings noch viele weitere, mogliche Funktionen der Exopolysaccharide
diskutiert. Zum einen als direkte Grenze zwischen der Bakterienzelle und ihrer Um-
gebung, zum anderen auch als Schutz gegen antibakterielle Reagenzien, wie z. B.
Antibiotika, Antikdrper oder Phagen.1

Obwohl weder die Struktur der meisten Exopolysaccharide noch die bestmogliche
Kultivierung der entsprechenden Cyanobakterien-Arten hinreichend erforscht sind,
werden jene Polysaccharide bereits teilweise industriell genutzt. So hat die Gewin-
nung aus photosynthetisch aktiven Mikroorganismen gegenuber heterotrophen Bak-
terien Vorteile, wie z. B. die Anzucht in Abwassern oder die Verwertung von CO; aus
Industrieanlagen.

Besonders ihre rheologischen Eigenschaften, z. B. Einsatz als Verdickungsmittel
oder zur Anderung der Fliesseigenschaften wassriger Lésungen unter extremen Be-
dingungen, sind von besonderem Interesse.’
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Vergleichsweise wenig ist Uber die intrazellularen Saccharide bekannt. Zwar sind
Disaccharide wie Saccharose, Trehalose oder auch Glucosylglycerol hinreichend auf
ihre Schutzfunktion fur die Zellen (allg. fur Membranen) bei osmotischem Stress un-
tersucht worden,® und auch polysaccharide Formen wie Glycogen (ein Speicherkoh-
lenhydrat) sind bestens bekannt,® aber gerade der Bereich der kleineren Oligo-
saccharide, welche von Cyanobakterien unter verschiedensten Bedingungen gebildet
werden, ist nur wenig untersucht. So sind in frihen Veroéffentlichungen von Tsusue et
al.’> und in neuesten Verdffentlichungen von Salerno et al.”® auch einfachere (intra-
zelluldre) Oligosaccharide beschrieben. Bei den aus Tolypothrix tenuis® bzw.
Anabaena sp."° isolierten Sacchariden handelt es sich um eine homologe Reihe sog.
Glucofructane, also um eine Kette mit steigender Anzahl an Fructoseeinheiten, wel-
che an einem Ende eine Glucoseeinheit tragt.

Die hier vorgestellten und auf ihre biologische Bedeutung untersuchten Oligosaccha-
ride gehdren ebenfalls zur Gruppe der intrazellularen Saccharide, Uber deren Funk-
tion und Bedeutung nur wenig bekannt ist. Daher ist die im Folgenden vorgestellte,
strukturelle Untersuchung jener Oligosaccharide von besonderem Interesse.

1.2 Verwendete Nostoc-Stamme und Isolierung ihrer Oligosaccharide

Aus zwei verschiedenen Nostoc-Arten — Nostoc ellipsosporum und Nostoc spec. —
wurden die hier untersuchten Oligosaccharide isoliert.

Die kurzeren Oligosaccharide, Tri-, Tetra-, Penta- und z. T. auch Hexasaccharid,
stammen aus Nostoc spec., welche in Symbiose mit der Flechte Peltigera
horizontalis vorkommt und aus dieser, wie durch Loos et al. beschrieben, isoliert
worden war."’

Die hoheren Oligomere — Hexa-, Okta- und Dekasaccharid stammen aus Nostoc
ellipsosporum. Diese Art wurde von der Sammlung fur Algenkulturen Gottingen
(SAG) bezogen (Stammnr. 1453-7).

Generell werden die verschiedenen Arten in einer wassrigen, anorganische Salze
enthaltenden Losung 7 — 12 Tage bei 28°C bis zur beginnenden, stationaren Phase
angezogen. Wahrend der gesamten Zeit werden die Kulturen mit 2% CO./Luft begast
und einer permanenten Lichtquelle (3.9 W/m?) ausgesetzt. Die Zugabe einer kiinst-
lichen N2-Quelle ist nicht notig, da die beschriebenen Arten selbstandig Luftstickstoff
fixieren konnen.

Um aus diesen Algenkulturen die verschiedenen Oligosaccharide isolieren zu kon-
nen, wurde folgendes Extraktionsschema angewendet:
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Algenkultur

Pellet

Extrakt

A 4

Lyophilisat

A4

Zentrifugieren:
15 min bei 10000 g

+ 2-8 x Menge kochendes
Wasser

1x aufkochen lassen

10 min kochendes Wasserbad
Zellreste abzentrifugieren

Entsalzen & Entfarben:
lonenaustauscher (Mischbett) Serdolit
Anionenaustauscher DEAE-Cellulose

Einengen/Gefriertrocknen

In geeignetem Volumen
H,0 aufnehmen

Ultrafiltrieren (< 3 kDa)

Makromolekiilfreie Lésung

Gelfiltration
Praparative Diinnschichtchromatographie

Verschiedene Oligosaccharidfraktionen

v

Entfernen von kolloidalem Kieselgel
durch Ultrazentrifugation
(1h bei 153000 g)

Gelfiltration
Fraktionen lyophilisieren

Separierte Oligosaccharide (lyophilisiert)

Schema 1. Extraktionsschema fiir Oligosaccharide aus Nostoc.”

Im Falle der hoheren Oligomere, Okta- und Dekasaccharid, wurde die praparative
Dunnschichtchromatographie nicht durchgefiihrt. Uberpriifung mittels HPLC (Gelfil-
tration Uber Dionex Saule) ergab < 10% als Summe aller Verunreinigungen.

Tri-, Tetra-, Penta- und Hexasaccharid stammen aus z. T. mit Salz behandelten (2d,

75 mM NaCl) Nostoc spec. Kulturen.

" miindliche Mitteilung durch PD Dr. E. Loos
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Das Hexasaccharid und die héheren Oligosaccharide — Okta- und Dekasaccharid —
wurden aus warmebehandelten Nostoc ellipsosporum Kulturen isoliert (1d bei 40°C).

1.3 Salz oder Warme als Stressfaktoren — Auswirkungen auf die Kohlenhy-
dratproduktion der hier untersuchten Arten

Bei Zugabe von NaCl (2d, 75 mM) zu Nostoc spec. stieg der Gesamtkohlenhydrat-
gehalt auf das bis zu 12-fache im Vergleich zu Kulturen ohne Salzbehandlung. Hier-
bei interessant ist, dass der Saccharoseanteil am starksten zunimmt (bis zu Faktor
60), wohingegen die Menge an Trisaccharid nur um Faktor 7 gesteigert wird. Eine
spezifische Zunahme der hoheren Oligosaccharide kann durch Salzstress nicht er-
reicht werden, sondern lediglich eine Zunahme des Gesamtgehalts an Kohlenhy-
draten.

Die Warmebehandlung von Nostoc ellipsosporum Kulturen (1d, 40 °C) fuhrte zu einer
max. 9-fachen Steigerung des Gesamtkohlenhydratgehalts, wobei hier allerdings
eine spezifische Zunahme der hoheren Oligosaccharide (v. a. des Dekasaccharids)
zu beobachten war. In nicht warmebehandelten Kulturen liegt der Dekasaccharidan-
teil bei ca. 5%, in warmebehandelten bei ca. 25%, bezogen auf den Gesamtkohlen-
hydratgehalt.

Die in den Kapiteln 1.2 und 1.3 beschriebenen Arbeiten und Untersuchungen wurden
von der Gruppe um PD Dr. Eckhard Loos (Lehrstuhl fur Zellbiologie und Pflanzen-
physiologie, Universitat Regensburg) durchgefuhrt.

1.4 Bekannte Homooligosaccharide und ihre 3D-Struktur

Das bekannteste Beispiel eines homooligomeren Kohlenhydrats ist die Cellulose.
Hierbei handelt es sich um B-(1->4)-verknlUpfte Glucoseeinheiten. Generell ergeben
B-(1->4)-Verknupfungen band- oder blattartige, langgestreckte Strukturen, neben der
Cellulose z. B. auch in Chitin oder Mannan."

Im Gegensatz dazu ergeben o-(1->4)-Verknupfungen sehr viel flexiblere Strukturen,
die eine Tendenz zur Helixbildung zeigen. Dies ist z. B. fur Amylose — a-(1->4)-ver-
knUpfte Glucosen — der Fall. Es bildet sich eine linksgangige Helix mit ca. 6 Glucose-
einheiten pro Turn." Stabilisiert wird die Struktur durch H-Briicken zwischen den ein-
zelnen Glucoseeinheiten. ™

Die fur Maltooligosaccharide — also kurzerkettige Amyloseeinheiten — vorhandenen
NMR Daten' zeigen jedoch, dass nur die Glucoseeinheit am reduzierenden Ende
der Kette deutlich von den anderen Kettengliedern zu unterscheiden ist. Alle Ubrigen
Glucoseeinheiten weisen, unabhangig von ihrer Position innerhalb des Oligomers,
dieselben "H- und "*C-Verschiebungen auf. Dies spricht fiir eine grossere Flexibilitat
innerhalb des Oligomers und keine starre 3D-Struktur.

In welcher Weise dies beim Vergleich mit den hier untersuchten Oligomeren von Be-
deutung sein wird, werden die nachfolgenden Kapitel zeigen.
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2. Identifizierung der isolierten Oligosaccharide und ihrer Struktur

Alle Messungen sind — soweit nicht anders angegeben — bei 300 K und 600.13 MHz
Protonenfrequenz in reinem D,O durchgeflhrt worden. Geeicht ist auf zugesetztes
Aceton (64 = 2.22 ppm, d¢c = 30.89 ppm (CHs)). Alle relevanten 'H Spektren mit kom-
pletter Zuordnung und alle 2D HMQC-, TOCSY- und HMBC-Spektren sind inkl. der
zugehdrigen 'H- und "*C-Verschiebungstabellen im Anhang wiedergegeben.

2.1 Das Trisaccharid Z34

Am Beispiel des Trisaccharids Z34 soll nachfolgend die Ermittlung der Struktur der
isolierten Oligomere gezeigt werden.

Mit Hilfe von 2D DQFCOSY, TOCSY, HMQC und HMBC konnten als erstes die ein-
zelnen Bausteine des Oligomers und ihre Verknlpfung bestimmt werden.

Es konnte gezeigt werden, dass es sich um ein Trisaccharid bestehend aus einer
Furanose und zwei a-Pyranosen handelt.

Anarmaara Deatanman uan -~ Duranaaan
Anomere Protonen von o-P yiranoscii

L

57 56 55 54 53 52 ppm

. . 3JHH [Hz]
Fur Furanosen typische a1 37 38
Prot i le - -
e H2 367100 3.8/99
\ H4 9.1/10.2 9.1/10.3

AR | RARRRS T A AR T T A M

4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 ppm

Abb. 2. Erste Hinweise auf die im Oligomer enthaltenen Monosaccharidbausteine aus dem 'H NMR.

Die Zuordnung der einzelnen Protonen zu den drei enthaltenen Monosaccharidbau-
steinen war uber DQFCOSY und TOCSY ohne Probleme moglich.

Die Art der Verknupfung der Bausteine untereinander konnte mittels HMBC zweifels-
frei geklart werden.
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Abb. 3. Anomerenbereich aus dem HMBC (links) von Z34 mit Vergleich mit dem zugehérigen HMQC
(rechts).

Wie der hier abgebildete Ausschnitt aus dem Anomerenbereich des HMBCs zeigt, ist
das Anomere bei 5.67 ppm Uber 2 oder 3 Bindungen vom quartaren Kohlenstoff
(C2a%) der Fructoseeinheit entfernt. Daraus ergibt sich eine a-(1->2) glykosidische
Bindung.

Weiterhin zeigt das Anomere bei 5.12 ppm ein Signal im HMBC zum C2 der mit
Fructose verkniipften Glucoseeinheit, aber keine Signale zu "*C Verschiebungen von
Kohlenstoffatomen der Fructose. Hieraus ergibt sich wiederum eine o-(1->2) glykosi-
dische Bindung — diesmal zwischen den beiden Glucoseinheiten.

Da es sich bei dem hier dargestellten HMBC um ein ohne Filter gemessenes HMBC
handelt, ist an der Stelle der "C Verschiebung der betrachteten Anomeren ein
Dublett zu sehen, dessen Aufspaltung der 'Jcy Kopplungskonstanten der entspre-
chenden CH-Gruppe entspricht.
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Die Analyse des HMBC fuhrt zu folgendem Trisaccharid:

OH

(0]
HO H OH

0 0]
OHO HO

0 OH

OH
HO OH

OH

Fur die Strukturanalyse entscheidende

3JCH Kopplungen im HMBC
a-D-Glucopyranose-(1->2)-a-D-Glucopyranose-(1->2)-3-D-Fructofuranose
Abb. 4. Strukturformel des Trisaccharids Z34 mit Numerierung.

Aus den oben angefiihrten 2D-Spektren ergibt sich folgende Zuordnung im "H Spek-
trum:

1b 1c
#6¢ 3¢
3a i IR
4a 5a ah
3opll | [(1HEP ab 4c
55 e M 2b  2c
_\ JL
[ZEE LA AR ERZRRLY BESLEERELN D 2ARELELD EALEEAREE) KA LAZIA RALIRLARE] RALRELAEE) EAARLEZARS |
57 56 55 54 53 52 ppm 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 ppm

Abb. 5. '"H NMR fiir Z34 mit vollstandiger Zuordnung (D,0, 300 K, 600 MHz).

Ein Beleg dafir, dass es sich um zwei Glucose- und nicht um andere Pyranosen (z.
B. Galactose) handelt, liefert die Analyse der Kopplungen fur H2b, H2c, H4b und
H4c.

H2b H4b H2c H4c
%Jwi 36Hz 91Hz 38Hz 9.1Hz
*Jun 10.0Hz 102Hz 9.9Hz 10.3Hz

Tab. 1. Ubersicht Uber signifikante 3JHH Kopplungen der Glucoseeinheiten in Z34.

H2b und H2c zeigen jeweils eine kleine Kopplung, wie es fur eine ax — eq Anordnung
charakteristisch ist (= o konfiguriertes Anomeres) und eine grol3e Kopplung, wie es
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fur eine ax — ax Anordnung typisch ist. Die Protonen an Position 4 (H4b und H4c)
besitzen 2 groRe (ax — ax) Kopplungen. Wirde z. B. eine Galactose vorliegen, so
waren beide Kopplungen fur H4 klein (2x eq — ax).

Um eine genauere Aussage uUber die 3-dimensionale Struktur des Trisaccharids

machen zu konnen, wurde ein 2D ROESY Spektrum herangezogen und die signifi-
kanten ROEs integriert.

N
g

0 :”j ------------- l --------------------------------------- ?ga--éb-zc- ------- R [

5.2
|
[}

|
5.4
6.6 [ 4 1a 2b

a

' L - N S - 1b

Y
5-8 'F T T T " T T T T T T ki T T 2 T

58 656 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 ppm

Abb. 6. Ausschnitt aus dem Anomerenbereich des ROESY Spektrums von Z34 (D,O, 300 K, 600
MHz).

Charakteristisch sind die 1 — 1 ROEs zwischen den anomeren Protonen und die 1 —
2 ROEs Uuber die O-glykosidische Bindung hinweg. Um die fir die O-glykosidische
Bindung charakteristischen Winkel ® und ¥ bestimmen zu kdnnen und somit eine
Aussage uber die Orientierung der Bausteine zueinander zu erhalten, missen die
ROEs integriert werden. Als Eichabstand wird hierzu H1b — H2b herangezogen, der
in a-konfigurierten Zuckern einen Wert von 2.4 A hat.

ROE Berechneter Abstand in Z34 [A]

H1b — H1a 2.35
H1b — H1c 24
H1b — H4a 3.2
H1b — H2b =24
H1c - H2c 24
H1c — H2b 24
H1c — H1a 2.9

Tab. 2. Bestimmung signifikanter Protonenabstande in Z34 aus dem ROESY Spektrum.
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Gibt man jene ermittelten ROE Abstande als Restraints in das Modelling Programm
HyperChem® ein und lasst nach einer Geometrieoptimierung eine Molekuldynamik
Simulation von 2x1 ps (300 K) rechnen, so werden die experimentell ermittelten
Parameter in der entsprechenden, gerechneten Struktur gut erreicht.

Gesetzter Restraint [A] Berechneter Restraint* [A]

H1b — H1a 2.35 2.6
H1b —H1c 24 2.3
H1b — H2b 24 2.5
H1b — H4a 3.2 3.9
H1c - H2c 24 2.45
H1c — H2b 2.45 2.6
H1c - H1a 2.9 2.9

Tab. 3. Fir das Modelling von Z34 gesetzte Restraints. * Abstadnde aus der energieminimierten
Struktur nach MD Simulation.

Einziger signifikanter Ausreisser ist der ROE zwischen H1b und H4a in der gerech-
neten Struktur (fett gedruckt in Tab. 3). Da aber fur den a-Ring — die Fructofuranose
— ein Gleichgewicht zwischen verschiedenen Ringpuckeringkonformationen des 5-
Ringes zu erwarten ist, ist es nicht verwunderlich, dass ROEs zum a-Ring nicht so
exakt in der gerechneten Struktur erreicht werden.

Die Winkel der O-glykosidischen Bindung zwischen den a-(1->2) verknupften Gluco-
seeinheiten ergeben sich aus der gerechneten Struktur wie folgt:

e definiert Uber die Protonen (d =H1-C1-0-C2,¥ =C1-0-C2'-H2Y)
@ =-43° Y = -38°

e definiert Uber die Schweratome (»# =05-C1-0-C2,¥Y=C1-0-C2'-C1)
D =+73° Y = +82°

Nachfolgend ist die gerechnete Struktur des Trisaccharids Z34 dargestellt.
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Abb. 7. Zwei Ansichten der, mit HyperChem® berechneten, Struktur von Z34.
2.2 Die hoheren Homologen — Tetra-, Penta- und Hexasaccharid

Die zur Verfugung stehenden héheren Homologen — das Tetrasaccharid (HZ34), das
Pentasaccharid (HHZ34) und das Hexasaccharid (Hexa) — wurden analog zum Tri-
saccharid Z34 mittels 2D NMR untersucht. Aufgrund sehr geringer Mengen flr jene
hoheren Oligosaccharide, konnte nur noch fur HZ34 ein HMBC gemessen werden.
Da jedoch, wie im Folgenden gezeigt, die 'H und TOCSY Spektren sowie das Muster
der ROEs identisch — nur eben immer fur eine Glucoseeinheit mehr — waren, konnte
davon ausgegangen werden, dass es sich bei den héheren Oligosacchariden um die
gleichen Verknupfungsmuster zwischen den einzelnen Zuckerbausteinen handelt,
wie fur Z34 gezeigt.

OH
@) Fuar Tri-, Tetra-, Penta- bzw. Hexasac-
HOHO OH charid ist
o0O | ﬂ n=1,2, 3bzw. 4
\H OH
@)
OH
HO OH
OH N

Abb. 8. Allgemeine Struktur der untersuchten Saccharide.
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d c b a
o-D-Glc-(1-2)-a-D-Glc-(1-2)-a-D-Glc-(1—>2)-p-D-Fruf Tetra
& d c b a
a-D-Glc-(1-2)-a-D-Glc-(1-2)-a-D-Glc-(1-2)-0-D-Glc-(1->2)-p-D-Fruf Penta
f e d C b a

a-D-Glc-(1-2)-a-D-Glc-(1-2)-a-D-Glc-(1- 2)-a-D-Glc-(1- 2)-a-D-Glc-(1->2)-p-D-Fruf Hexa
Abb. 9. Ubersicht (iber die hier verwendete Numerierung bei den héheren Oligosacchariden.

Auffallend ist, dass, nicht wie bei anderen homooligomeren Zuckern, die Signale der
anomeren Protonen im 'H NMR mit steigender Kettenldnge ,zusammenfallen, d. h.
aufgrund nahezu identischer Verschiebungen nicht mehr unterscheidbar sind. Bei
Oligomaltose sind z. B. nur die Signale der Anfangszuckereinheit von den Zuk-
kereinheiten des Mittel- und Endteils zu unterscheiden, so dal} die einzelnen Einhei-
ten innerhalb der Kette nicht mehr voneinander getrennt wahrgenommen und
bestimmt werden kdnnen.

Far die hier beschriebenen Oligosaccharide erhalt man jedoch fur jedes Monomer
innerhalb der Kette eindeutig zuordenbare Signale, je nachdem an welcher Stelle
innerhalb des Oligosaccharids sich der Baustein befindet. Am besten lasst sich dies
am Anomerenbereich zeigen.

Alle Anomeren sind in ihrer "H-Verschiebung deutlich voneinander separiert — die
Dispersion dieser Signale ist flr das Tetrasaccharid HZ34 mit 0.60 ppm am grdssten.
Die nachfolgende Abbildung gibt den 'H Anomerenbereich fiir Tri-, Tetra-, Penta- und
Hexasaccharid wieder und zeigt, dass sowohl Verschiebung als auch Grolie der
3 Ju1.12 Kopplung vom Platz des Bausteins in der Kette abhdngen.
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b 13c8 H :
3.7 Hz oo Tri
1c
1b 1d
3.6 Hz 3.7 Hz
3.6 Hz Tetra
" — M
1b 1c 1d 1e
5 3 Ha 3.5 Hz 3.3 Hz 3.8 Hz
) Penta

Abb. 10. 'H Anomerenbereich fiir Tri-, Tetra-, Penta- und Hexasaccharid (D20, 300 K, 600 MHz).
Gelb unterlegt ist die erste Glucoseeinheit (1b) nach der Fructofuranose, griin unterlegt die letzte
Glucoseeinheit, also das Kettenende, dargestellt.

Dies ist ein erster Hinweis darauf, dass eine starker definierte Konformation vorliegen
muss, die jeden einzelnen Baustein innerhalb des Oligomers von seinem Nachbarn
im NMR unterscheidbar macht.

Einen ahnlichen Effekt sieht man auch, wenn man die *C-Verschiebungen der Ano-
meren betrachtet. Auch hier zeigt sich eine Abhangigkeit ihrer Verschiebung vom
Platz innerhalb der Kette.
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ppm ppm
92- 924 01
94 - 94 -
96 - 96 -
¥ @1c E
98- 9 - 1co Ohd
100 100 -
102 v . y a 102 v . ' .
5.8 5.6 5.4 5.2 ppm 5.8 56 54 5.2 ppm
ppm ppm
90 - HHZ34 90- Hexa
924 @1b 92- 01b
94 - 94 -
96 - 96-
98 - 98-
- 190 Gre| - 16 Bl
i - 1c@®
102 . : : : 102 . . . .
5.8 5.6 5.4 5.2 ppm 5.8 5.6 5.4 5.2 ppm

Abb. 11. Anomerenbereiche aus den HMQC Spektren fur 234, HZ34, HHZ34 und Hexa. (D,0O, 300 K,
600 MHz). Das Anomere der ersten Glucose nach der Fructoseeinheit (1b) ist gelb hinterlegt, das
Anomere der letzten Glucose griin.

Die nachfolgende Gegeniiberstellung der 'H- und **C-Verschiebungen der anomeren

Protonen verdeutlicht nocheinmal die grol3en Unterschiede der einzelnen Bausteine
innerhalb eines Oligomers.
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1
H-Shift fiir die anomeren Protonen Letzte Glucoseeinheit

mit freier 20H Position

Erste Glucoseeinheit
nach Fructofuranose

e SR 1b 1c
\ 5.67 512 Tri

1b 1c 1d
| 567 524 5,07 Tetra

1b 1c 1d 1e
[ 563 5.29 5.18 5,05 Penta

b | | 1c 1d 1e 1f
5.56 542 5.23 5.16 5.05 Hexa

N7

Glucoseeinheiten im Mittelteil des Oligomers
= dennoch eindeutige Unterscheidung
ihrer Position in der Kette mdglich

1?'C-Shift fiir anomere Kohlenstoffe

1b 1c
190.3] 971 Tri
1b 1c 1d
91,60 98,50 98,10 Tetra
1b 1c 1d le
91,90 100,20 98,90 99,00 Penta
1b 1c 1d 1e 1f
90,7 100,3 99,4 98,7 97.9 Hexa

Abb. 12. Tabellarische Ubersicht tiber die 'H- und 13C-Verschiebungen der Anomeren von Tri-, Tetra-,
Penta- und Hexasaccharid.
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58

57
= 56
a 55
54
53
52
51

1H Shift [ppm

4,9

1b

1H Verschiebung der Anomeren

1c

1d 1e

Anomeres Proton

—— Z34
- HZ34
—h— HHZ34
—e— Hexa

1f

100
98
96
94
92
90
88

13C Shift [ppm]

13C Verschiebung der Anomeren

1b 1c 1d

—— 2734
- HZ34
—— HHZ34
—8— Hexa

1e 1f

Anomeres C Atom

Abb. 13. Graphische Darstellung der anomeren 'H- und ">C-Verschiebungen.

Eine Besonderheit stellt die Abhangigkeit der *C-Verschiebungen (und in gerin-
gerem Masse auch der 'H-Verschiebungen) der C2 Positionen von der Lage inner-
halb der Oligomerkette dar. So fuhrt eine Verlangerung des Oligomers stets auch zu
einer Anderung im Bereich der ersten an die Fructofuranose anschliessenden
Glucose —d. h., der ,Anfang* des Oligosaccharids ,bemerkt‘ eine Anderung am Ende

des Oligomers.

13C-Shift fiir Position C2

Letzte Glucoseeinheit

mit freier 20H Position

l

2b 2c
76.3 71.9 Tri
2b T 2c | 2d
81.80 777 60 71,90 Tetra
2b 20 1 2d 2e
82.10 [81.40 78.50 71,90 Penta
2b 2c 1 2d 2e 2f
822 80,7 81,6 77.1 70,9 Hexa

Abb. 14. 13C—Verschiebungen fur C2 innerhalb der verschiedenen Oligomere.
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So bleibt die letzte Glucoseeinheit mit der freien 20H-Gruppe unberthrt von der
Kettenverlangerung, wohingegen die erste der Glucoseeinheiten einen deutlichen
3C Tieffeldshift erfahrt (5.5 ppm von Tri- auf Tetrasaccharid). Die in Abb. 14 gezeig-
ten Kohlenstoffverschiebungen an C2 fuhren zu der Erkenntnis, dass die Kette nicht
an ihrem Ende verlangert wird, sondern dass eine der Glucosen im Mittelteil ,neu
hinzu kommt* — genauer gesagt, die zweite Glucoseeinheit nach der Fructofuranose
ist der ,neu insertierte” Baustein.

Ein Vergleich der ROESY Spektren samtlicher Oligomere zeigt, dass ein eindeutiges
ROE Muster vorliegt, welches mit wachsender Kettenlange zwar zusatzliche long-
range ROEs mit sich bringt, aber an sich unverandert bleibt. Wie schon beim Trisac-
charid Z34 sind auch fur hohere Oligomere die ROEs Uber die O-glykosidische Bin-
dung hinweg und die ROEs zwischen den Anomeren benachbarter Glucosen von
entscheidender Bedeutung fur die Strukturaufklarung.
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ppm i
[ P S l ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 1 a 2b2c | 1c¢
5.2 '?
o g ]
54+ ' O
5.6 b
5.8
5.
m
Pp . 1d
5.2—_ . ¥
5.4 -
56- i
I --1b
5.8
5. :
ppm T
' ] }n"’ < 2d [2e
5.0 —- 0 ﬂ "_f_'f 7"Llr7 7777777 ‘:‘{7 77777777777777777777777 ‘ 7777777 n”ie 7777777777777777 - 1e
52 W= T — 00393 2c@)3d | 1d
5 5] ¢ AN @O B | 1e
A HHZ34 Lo
BB i e AIREANT it S8 -#—|1b
5.8 1 "g (TOCSY)
58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6 ppm
pPpm v
5.0 . i 5
' l,%:..'"i'lt ____________________________________________________ 2eg 2d __ ;‘2
6.2 R e 2c@--H2d-—-1-1d
5.4 0 (:;:'I ----- e]-d ------------------------------------------------- 4%—« --wazﬁ’——ﬁ ----- --1c¢
R B o8 2087« |- 1b
. Hexa
5.8 T T T T T T T T T T T T
58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 ppm

Abb. 15. Ausschnitte der Anomerenbereiche aus den ROESY Spektren von Z34, HZ34, HHZ34 und
Hexa (D,O, 300 K, 600 MHz). Intraglykosidische ROEs sind schwarz, transglykosidische und long-
range ROEs sind rot gekennzeichnet.

Alle gezeigten ROESY Spektren wurden integriert, wobei jeweils auf folgende

Eichabstande kalibriert wurde:

- Trisaccharid Z34:
- Tetrasaccharid HZ34:

- Pentasaccharid HHZ34:

- Hexasaccharid Hexa:

H1b — H2b
H1c - H2c
H1c - H2c
H1e — H2e
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Hieraus ergaben sich folgende Abstande aus der Integration der ROESY Spektren:

ROE Aus Integration ermittelte Abstinde [A]
234 HZ34 HHZ34 Hexa
1-1ROEs
1b —1a h/t: 235 h:3.1/t: 24 h: 3.2 -
1b-1c 2.4 3.0 2.8 3.4
1c-1a h/t: 2.9 - - -
1c-1d - 24 3.0 29
1d —1e - - 2.6 3.1
1e — 1f - - - 2.6
1d — 1f - - - 3.8
1-2ROEs
1b—-2b =24 2.5 - 2.4
1c-2c 24 =24 =24 24
1d - 2d - 2.3 - -
1e — 2e - - - =24
1c-2b 24 21 2.2 21
1d - 2c - 2.4 - 2.2
1le —2d - - - 21
Long-range
ROEs
1b —4a 3.2 - - -
1c-3b - - 24 -
1d —3c - - - 2.8
1b — 3d - - 2.7 -
1b — 3e - - - 25
1c — 3f - - - 2.4

Tab. 4. Ubersicht tiber alle durch Integration der ROESY Daten erhaltenen Protonen Abstande.
Zusammenfassend lasst sich sagen:

e die 1-1 ROEs zwischen aufeinanderfolgenden Glucosen sind relativ intensitats-
schwach und somit die zugehdrigen Abstande lang

e die 1-2 ROEs uber die O-glykosidische Bindung hinweg sind stark und somit die
entsprechenden Abstande kurz

e im Hexasaccharid sind ROEs von best. Anomeren zum H3 der drittndchsten
Glucoseeinheit vorhanden (long-range ROESs)
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_-~Richtung Fructose

1-2 ROE

Richtung ‘;‘reies 20H-Ende

Abb. 16. Schematische Darstellung der charakteristischen 1 — 1 und 1 — 2 ROEs. Zwei
Glucoseeinheiten als Ausschnitt aus der gerechneten Hexa Struktur.

Die aus jenen ROE Abstanden resultierenden, gerechneten Strukturen sind in 2.4
naher dargestellt.

2.2.1 Vergleich mit homooligomeren Zuckern — am Beispiel von Malto-
tetraose

Die Oligomaltose besitzt o-(1->4)-O-glykosidische Bindungen — ein Verknupfungs-
muster, welches mit den hier vorliegenden o-(1->2)-O-glykosidischen Bindungen
verglichen werden kann.

Im Folgenden werden die 'H- und "*C-Verschiebungen und die zugehérigen Spek-
tren von Maltotetraose M4 und Pentasaccharid HHZ34 in D,O bei 300 K verglichen.

- 128 -



Oligosaccharide aus Nostoc

pPpm

ofp-Maltotetraose 92 @
1a,
941

96

1a lag
98 1

~ 1d 5 1d

i b R

100 .1(:51(:0!

T T T T T T T T ! 1021 ¥ 1bﬁ1bu

54 53 52 51 50 49 48 47 ppm 40,

=2

- keine Unterscheidung der Glucoseeinheiten 54 52 50 48 ppm
aufgrund ihrer Position im Oligomer

ppm
Pentasaccharid HHZ34 90 -
92 - 1b
1b 1c 1d 1e -
94 -
96 -
98 -
_ﬁ = "1 do O 1 e
100 - 1cO
58 57 56 55 54 53 52 51 50 ppm i
102

- eindeutige Unterscheidung der Glucoseeinheiten 53  s6 54 52
aufgrund ihrer Position im Oligomer ’

ppm
Abb. 17. Vergleich von '"H- und HMQC-Anomerenbereich fir M4 und HHZ34 in D,O (300 K, 600
MHz).

Es ist klar zu erkennen, dass fiir Maltotetraose die 'H- und *C-Verschiebungen der
Glucoseeinheiten in der Kette nicht aufgrund ihrer Position in der Kette voneinander
unterscheidbar sind, was hingegen beim Pentasaccharid HHZ34 — und allgemein bei
den hier untersuchten Oligosacchariden — sehr wohl der Fall ist. Dies bedeutet, dass
fur Maltotetraose keine eindeutige 3D-Struktur zu erkennen ist, sondern vielmehr
aufgrund der hohen Flexibilitdt nur eine Mittelung mehrerer Konformationen vorliegt.
FUr hohere Maltooligosaccharide wurde kurzlich rechnerisch eine schwache Bevor-
zugung einer linksgangigen Helix postuliert.’

Auch Abb. 18 verdeutlicht dies nochmals an der Dispersion der *C-Verschiebungen
der Anomeren fur M4 und HHZ34.
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82

80

784

76

8,4 [PPmM]

74

724

—e— C4 Maltotetraoseg
704| —« C2HHZ34

1

T

2

Glucose Nr.

3 4

Abb. 18. Graphische Darstellung der anomeren ">C-Verschiebung fiir M4 und HHZ34.

Eine Tabelle mit sdmtlichen *C-Verschiebungen fiir M4 im Vergleich mit HHZ34 ist
im experimentellen Teil wiedergegeben.

2.2.2 Abhangigkeit der chemischen Verschiebung von der Temperatur am

Beispiel des Hexasaccharids

Uber die temperaturabhangige Verschiebung von CH-Protonen, z. B. wie hier der
Anomeren, lassen sich zwar keine direkten Schlisse auf die Struktur ziehen (wie z.
B. fir OH Protonen bei Beteiligung an H-Briicken), es sollte aber zumindest an die-
ser Stelle erwahnt werden, dass die Anomerenprotonen des Hexasaccharids (in
D,0) deutliche Unterschiede in ihrer chemischen Verschiebung in Abhangigkeit von
der Temperatur aufweisen. Eine starke Temperaturabhangigkeit kann durchaus auf
eine stark geordnete (also wenig flexible) Struktur hindeuten.

Aufgenommen wurde eine Temperaturreihe von 280 — 310 K in 5 K Schritten.

Steigungen der gefitteten Geraden:

Atom Steigung [Hz/K]

Steigung [ppb/K]

H1b
H1c
H1d
H1e
H1f
H3a

-0.21

-0.90
+0.49
+0.14
-0.07
-0.09

-0.35
-1.50
+0.82
+0.23
-0.12
-0.15

Tab. 5. Berechnete Steigungen der Geraden bei Auftragung der chemischen Verschiebung 6 in Ab-

hangigkeit von der Temperatur (Hexa, D,O, 600 MHz).
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15 - A
J A
101 A
J A
5 A
A v v
o4 x v v =
hd & » FY &
— | | 9
N A ]
L 51 o S R
(7]
Q%'m_ 3
-154| = 1b ®
i ¢ 1c
20| 4 1d ®
i v e
25| + Af .
i 3a °®
-30 T T T T T T T T T T T
285 290 295 300 305 310
T[K]

Abb. 19. Graphische Darstellung der Temperaturabhangigkeit der chemischen Verschiebung der
Anomeren des Hexasaccharids (D,0O, 600 MHz).

Das Anomere am f-Ring (also der letzten Glucoseeinheit) zeigt einen ahnlich schwa-
chen Hochfeldshift wie das als Referenz verwendete Proton H3a aus der Furanose-
einheit. Eine etwas starkere Temperaturabhangigkeit zeigen H1b (Hochfeldshift) und
H1e (Tieffeldshift). Die starkste Temperaturabhangigkeit jedoch besitzen H1c
(Hochfeldshift) und H1d (Tieffeldshift) — also die Anomeren der Ringe in der Mitte des
Oligomers.

Die geringe Temperaturabhangigkeit flr die erste und letzte Zuckereinheit (Ringe a
und f) Iasst sich durch eine erhdhte Flexibilitat der Enden im Vergleich zum Mittelteil
der Helix erklaren, da durch die geringere Fixierung der Enden bei
Temperaturerhdhung keine extremen Anderungen der Struktur bzw. der strukturellen
Umgebung zu erwarten sind.

Eine Tabelle mit den genauen Werten fiir 84 [Hz] sowie die zugehdrigen 'H-Aus-
schnitte sind im experimentellen Teil bzw. im Anhang wiedergegeben.

2.3 Ermittlung der Orientierung der Fructofuranose und der OH-Gruppen

Um etwas genauere Aussagen uber die Funktion des Kopfendes, also die Fructo-
furanose, und ihre Orientierung in Bezug auf die Glucosekette treffen zu kdnnen
wurden Messungen einzelner Oligosaccharide in anderen Lésungsmitteln als D,O
vorgenommen. Ebenfalls interessant ist, ob Uber die Orientierung der OH-Gruppen
bzw. Uber evtl. vorliegende H-Bricken etwas ausgesagt werden kann.

Die zugehorigen 2D Spektren inkl. Zuordnung sowie Tabellen mit den jeweiligen
chemischen Verschiebungen sind im Anhang wiedergegeben.
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2.3.1 Trisaccharid Z34 in CaCl,-gesattigtem Methanol

Das, wie in Kapitel I verwendete, Verfahren zum Sichtbarmachen von Hydroxypro-
tonen in methanolischer Losung kam auch im Fall von Z34 zur Anwendung. Da Z34
in reinem MeOH unldslich ist, wurde es durch Zusatz von CaCl; in Losung gebracht.
Aufgrund relativ breiter Signale bei nicht vollstandig CaCl,-gesattigter Losung musste
die Probe solange mit CaCl, versetzt werden, bis eine Sattigung erreicht war. Hierauf
konnte eine Messung bei 300 K mit befriedigender Darstellung der OH-Signale erfol-
gen.

Ziel ist es, signifikante ROEs zwischen OH- und CH-Protonen bzw. Autauschsignale
zwischen verschiedenen OH-Protonen zu ermitteln.

Die Zuordnung erfolgte Uber 2D DQFCOSY und ROESY Spektren.

1b MeOH

1a0OH 6a0H

6bOH 3cOH

fw

64 6.3 6.2 6.1 6.0 59 58 57 56 55 54 53 ppm
* 3a0H bzw. 4a0OH

Abb. 20. 'H OH- und Anomerenbereich fiir Z34 in MeOH 1:1, + CaCl, (gesattigt). Aufgrund des gro-
Ren MeOH Signals bei ~ 5.2 ppm ist hier das 'H Spektrum mit Vorséttigung dargestellt (300 K, 600
MHz).

42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 ppm

Abb. 21. 'H Alkylbereich fiir Z34 in MeOH 1:1, + CaCl, (gesattigt) ('H presat, 300 K, 600 MHz).
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Die eindeutige Zuordnung von 3aOH und 4aOH ist trotz unterschiedlicher ROEs
nicht mdglich, da eine Unterscheidung zwischen H3a und H4a nicht getroffen werden
kann. Ein Vergleich mit einer nicht vollstandig CaCl,-gesattigten Probe legt aufgrund
der Signalform und der Signalverschiebungen nahe, dass das Signal bei 5.91 ppm
4a0H, das bei 5.58 ppm 3aOH entspricht. Allerdings kann dies nicht durch ver-
gleichbare ROE Muster bestatigt werden.

Ausschnitte aus dem OH-/Anomerenbereich der Protonenspektren fur Z34 in MeOH
mit wenig CaCl, und CaCl,-gesattigt, sowie ein Vergleich der ROEs fur 3aOH und
4a0H sind im Anhang wiedergegeben.

Die Auswertung des ROESY Spektrums der CaCly-gesattigten Probe von Z34 in
MeOH (d3:d4) ergab keine long-range ROEs zwischen OH- und CH-Protonen, die fur
eine weitere Verbesserung der Strukturrrechnung herangezogen werden konnten.
Die Ausschnitte aus dem entsprechenden ROESY Spektrum sind im Anhang ge-
zeigt.

Daher wurde schliesslich auf ein dem Wasser weniger vergleichbares, organisches
Lésungsmittel zurtickgegriffen — DMSOg4s — um doch noch Aussagen Uber die Aus-
richtung der Furanoseeinheit mit Hilfe der OH ROEs machen zu kénnen. Wie im fol-
genden Kapitel gezeigt, sollte eine Vergleichbarkeit und Kombination der Daten aus
D,0 und DMSOg4s Messungen mdglich sein.

2.3.2 Tetrasaccharid HZ34 in DMSQOgs

Die Zuordnung aller Signale inkl. aller OHs fur HZ34 in DMSOge erfolgte mit Hilfe von
2D DQFCOSY, TOCSY, HMQC und ROESY.

1cpd4cOH
F 3bOH eb%HOH
6dOH
4a0OH 4boH 6cOH |
[

A DAY HAAARARRY RARARARRR HEARARARY RAMRARRARY RARAMARAY RARARARAR) REARARARR! RAMRARAARY RARARRAAM RARAAMRAR) MAAMMRAAN |
54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 ppm

Abb. 22. "H Anomeren- und OH-Bereich fir HZ34 in DMSOgs (300 K, 600 MHZz).
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40 39 38 37 36 35 34 33 3.2 ppm

Abb. 23. "H Alkylbereich fiir HZ34 in DMSOgg (300 K, 600 MHz).

Das ROESY Spektrum ergab, dass die fur HZ34 in D,O charakteristischen ROEs
auch in DMSOgs vorhanden sind, so dass man davon ausgehen kann, dass in
DMSOg4s HZ34 in derselben Struktur vorliegt wie in D,O. Deshalb kénnen auch die
aus dem nachfolgend gezeigten ROESY Spektrum ermittelten CH— / OH- bzw. OH-
/ OH-ROEs fir die Strukturoptimierung von HZ34 herangezogen werden.

i i Y HEHT) R I HE]
PPM.J L R 0 P
dow iR g n UL edOHY 0 67 ,ai A0
o i o { e Vo FEEREREE R x---48 Q‘J OFod -+ 1d
& ,;L". Wk 0 il = 0
[ v TR (VPR LW Ly V
£alh
s
50 — ”r'a,' ';' 1d i 3bOH 2b 4dc

5.2- b v Qoo » @ i
u'.vl l|
"lJ II
7 6dOH!
5.4 A 1 2bf
,’ ____________ LI < S 6 gy g | 1b
5.6 £

| | | | | | | T | |
56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 ppm

% In diesem Bereich sehr starke Uberlagerung der Signale
hier vorliegende Signale: 5a, 3d, 3¢, 6a", 6d', 3b

Abb. 24. ROEs der Anomeren von HZ34 in DMSOgys (300 K, 600 MHz). Intraglykosidische ROEs sind
in schwarz, transglykosidische und long-range ROEs sind in rot dargestellt.
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Abb. 25. ROEs aller OH-Protonen von HZ34 in DMSOQOgys (300 K, 600 MHz). Die positiven Austausch-
signale zwischen den verschiedenen OHs sind gepunktet dargestellit.

Aus den beiden obigen ROESY Ausschnitten ergeben sich die in Tab. 5 zusammen-
gefassten, fur die Strukturoptimierung von HZ34, interessanten CH-/ OH-— bzw. OH-
/ OH- ROEs. Fur alle integrierbaren OH- und Anomeren- ROEs sind die ermittelten
Abstande angegeben; die Eichung erfolgte auf H1d — H2d = 2.4 A. In Klammern sind

die fur HZ34 in D,O ermittelten Werte angegeben.

ROE

Abstand [A]

OH- / OH- ROEs
4cOH / 1c — 3bOH -
CH- / OH- ROEs
1b — 6bOH/6a0OH
1b — 6dOH / 2dOH
1b — 3a0H
4cOH / 1c — 3bOH
1d — 6dOH/2dOH

5d — 3cOH
3c-1a0H
5b — 3aOH

3.7
3.4
3.9
3.6
3.0
3.0
3.0

" Da es sich um eine Uberlagerung von Austausch- und ROE-Signal handelt, kann weder eine eindeutige
Zuordnung noch ein sinnvoller Abstand aus der Integration angegeben werden.
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CH-/CH- ROEs

1b—1c 3.2 (3.0)

1c—1d 2.7 (2.4)

1d - 2d =2.4(2.3)
1d - 2¢ 2.4 (2.4)

1b — 4a 3.1 (-)

Tab. 6. Ubersicht (iber die fiir HZ34 in DMSOys ermittelten CH— / OH— bzw. OH- / OH— ROEs und der
Vergleich signifikanter CH—/ CH— ROEs mit Werten fiir HZ34 in D,O (in Klammern).

Diese, die OH Protonen betreffenden, ROEs finden bei der in 2.4 gezeigten Struk-
turanalyse der Oligosaccharide als zusatzliche Restraints Anwendung.

Um H-Bricken zwischen OH- (bzw. NH-) Protonen in DMSOg4s nachweisen zu kon-
nen, wird die entsprechende Probe mit D,O titriert. Hierbei kommt es aufgrund des
Isotopeneffekts zu einer Verdoppelung der OH-Signale, die an einer H-Brlicke als
Protonendonoren beteiligt sind. Ansonsten fiihrt die Zugabe von D,O zu einer
DMSOgys Probe lediglich zu einer Verringerung der Intensitat der OH-Signale, da mit
steigender D,O Menge immer mehr OH-Protonen gegen Deuterium ausgetauscht
werden, welche selbstverstandlich im "H nicht sichtbar sind.

Eine genauere Erlauterung dieses Sachverhalts ist in Kapitel 1/ 3 dargestellt.

So sollte die Titration der HZ34 Probe in DMSOgs mit D,O Aufschluss darlber geben,
ob und wenn ja welche OH-Protonen an einer H-Brlcke beteiligt sind.

1c‘

| 1b |4°0H 1d 6b0H
+1.0 ul D,0 l I | T b 6dOH
u 4a0H | ‘| | ‘ /3d Bt 1a H ( 2dOH
| M /U a0
L9911, J
+0.5ul D,0 ‘
rLfV"-“'H\.vf--“"--'n"-“'ll LTV T RRTTT TOTARe | TP ¥
[ T I T I I T T | | T T | T 1
55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 ppm

Abb. 26. Titration von HZ34 in DMSQOg4 mit D,O (300 K, 600 MHz). Dargestellt ist der Anomeren- und
OH-Bereich.

Wie aus Abb. 26 ersichtlich, zeigt keines der OH-Protonen von HZ34 einen |soto-
peneffekt. Es kann also davon ausgegangen werden, dass keine stabilen H-Bricken
zwischen den OH-Protonen der einzelnen Zuckerbausteine auftreten. Es ist aller-
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dings allgemein bekannt, dass Wasserstoffbriicken in Zuckermolekilen nur schwer
greifbar sind, da sie nur schwach sind oder nur transient vorkommen. Die
Pseudotriplettstruktur der primaren OH-Protonen — auch ohne Zugabe von D,O —
ergibt sich aus der benachbarten diastereotopen CH,-Gruppe, bei welcher jedes der
beiden Protonen eine zum OH-Proton verschiedene Kopplung aufweist.

2.4 Berechnung der Struktur am Beispiel des Hexasaccharids

2.4.1 Strukturberechnung basierend auf CH-/CH-Restraints

Um eine genauere Vorstellung von der 3-dimensionalen Struktur der hoheren Oligo-
mere zu erhalten, wurden die, aus der Integration der ROESY Kreuzsignale,
erhaltenen Protonenabstande fur das Hexasaccharid in D,O bei 300 K als Restraints
in HyperChem®© gesetzt.

ROE Gesetzter Abstand [A]

H1b — H1c 3.4
H1c — H1d 2.9
H1d — H1e 3.1
H1e — H1f 2.55
H1d — H1f 3.75
H1c — H2b 2.1
H1d — H2c 2.2
H1e — H2d 2.1
H1d — H3c 2.8
H1b — H3e 2.5
H1c — H3f 24
H2c — H4c 2.55
H3c — H5¢c 2.55

Federkonstante = 7 (default)

Tab. 7. Fur die MD Simulation des Hexasaccharids gesetzte Abstande.

Die beiden letztgenannten Restraints wurden als intraglykosidische Restraints ge-
setzt, um die Stabilitat der Sesselstruktur des c-Rings zu gewabhrleisten. Dieser hatte
bei einer der ersten Energieminimierungen gezeigt, dass — aufgrund der an ihm an-
greifenden Restraints — die Sesselstruktur nicht beibehalten wird, sondern ein Um-
klappen in die Wannenkonformation erfolgt. Dieser Umstand ist entweder darauf zu-
ruckzufuhren, dass zuviele Restraints an denselben Protonen des c-Ringes angrei-
fen oder dass sich die erhaltenen ROEs aus der Mittelung mehrerer Strukturen erge-
ben und somit nicht innerhalb einer Struktur gefittet werden kénnen.

Soweit die *Juy Kopplungen aus dem Lorentz-Gauss-transformierten 'H Spektrum
ablesbar sind, ergeben sich keine Hinweise auf eine veranderte Ringkonformation fur
Ring c.
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Nach einer Energieminimierung der Struktur (inkl. Restraints) wurde eine Molekuldy-
namik Simulation mit 10 x 10 ps gerechnet. Nach jeweils 10 ps MD Simulation bei
300 K wurde ein Snapshot gespeichert. Diese insgesamt 10 Snapshots wurden an-
schliessend Uberlagert und die daraus erhaltene, gemittelte Struktur nochmals ener-
gieminimiert.

Aus jener ergaben sich folgende Protonenabstande:

ROE Gesetzter Abstand Abstand aus energieminimierter Struktur*
[A] [A]
H1b - H1c 3.4 2.5
H1c - H1d 29 3.3
H1d — H1e 3.1 3.1
H1e — H1f 2.55 24
H1d — H1f 3.75 3.8
H1c - H2b 21 25
H1d — H2c 2.2 2.1
H1e — H2d 2.1 2.1
H1d — H3c 2.8 3.8
H1b — H3e 25 2.55
H1c — H3f 2.4 2.35
H2c — H4c 2.55 2.7
H3c — H5¢c 2.55 2.75

Tab. 8. Gesetzte und berechnete ROE Abstande fir Hexa. * Struktur aus 10x10 ps MD Simulation mit
anschliessender Energieminimierung

Bestimmung der ®- und W-Winkel der O-glykosidischen Bindungen des Hexasac-
charids:

o[ ¥
b-c 81 169
c-d 84 138
d-e 85 118
e-f 72 90

Tab. 9. Aus der gemittelten Struktur des Hexasaccharids ermittelte ®- und W-Winkel. Diese sind tber
die Schweratome definiert (siehe 2.1).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass nicht nur mehrere charakteristische ROEs
in der erhaltenen Struktur schlecht gefittet sind (fett gedruckt in Tab.8), sondern dass
auch die Varianz im W-Winkel innerhalb des Oligomers betrachtlich ist. Da der Fehler
in der Integration der ROE Signale relativ gering ist und es sich bei den
abweichenden ROEs nicht um schlecht zu integrierende Signale handelt, missen
andere Grunde fur die Abweichungen vorliegen. Auffallend ist, dass die schlecht

- 138 -



Oligosaccharide aus Nostoc

gefitteten ROEs alle c- und b-Ring betreffen; zuvor hatte sich ja schon gezeigt, dass
die Sesselkonformation des c-Rings nicht stabil ist. Da alle restlichen gesetzten
Restraints sehr gut zu der gerechneten Struktur passen, konnte eine grossere
Flexibilitdt des einen Endes des Oligomers — namlich der Bereich mit der
Fructoseeinheit — ein Grund fur die Abweichungen sein. Eine erhohte Flexibilitat fuhrt
zu gemittelten ROEs aus zwei oder mehreren Konformationen, welche dann nicht zu
einer definierten, gerechneten Struktur passen kdnnen.

Dennoch sei nachfolgend die fur das Hexasaccharid berechnete Struktur gezeigt:

Abb. 27. Struktur des Hexasaccharids — gemittelte Struktur aus MD Simulation (10 x 10 ps bei 300 K).
=> Helikale Struktur mit einer Ganghohe von 4 Glucoseeinheiten

Um die helikale Struktur besser erkennen zu konnen, ist in der nachsten Abbildung
die Fructofuranoseeinheit entfernt.
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Abb. 28. Struktur des Hexasaccharids ohne Fructoseeinheit. Deutlich zu erkennen sind die Ganghdhe
von 4 Glc-Einheiten und die enge helikale Windung in der Draufsicht (rechts) sowie in der Seitenan-
sicht (links).

2.4.2 Berechnung der Struktur unter Beriicksichtigung zuséatzlicher OH-/CH-
Restraints

Da, wie in 2.3.2 beschrieben, das ROE Muster und die Grosse der Abstande flur
HZ34 in D,O und DMSOQygs identisch sind, kdnnen die aus den Messungen von HZ34
in DMSOys erhaltenen OH-/CH-ROEs als Restraints mit in die Berechnung der
Struktur des Hexasaccharids zusatzlich zu den CH-/CH-Restraints eingebracht wer-
den.

Es wurde wiederum eine MD Simulation mit 10 x 10 ps bei 300 K gerechnet und die
sich hieraus ergebende, gemittelte Struktur energieminimiert.

ROE Gesetzter Abstand Abstand aus energieminimierter Struktur*

[A] [A]

H1b - H1c 3.4 25
H1c — H1d 29 3.3
H1d — H1e 3.1 3.1
H1e — H1f 2.55 24
H1d — H1f 3.75 3.8
H1c - H2b 2.1 25
H1d — H2c 2.2 2.1
H1e — H2d 2.1 2.1
H1d - H3c 2.8 3.8
H1b — H3e 25 2.45
H1c — H3f 2.4 2.4
H1b — 3aOH 3.85 4.0
H5b — 3aOH 3.0 2.85
H5d — 3cOH 3.0 3.0
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H3c — 1aOH 3.0 2.9
H1b — H4a 3.1 2.95

Tab. 10. Zur Berechnung der Struktur des Hexasaccharids gesetzte und aus der gemittelten Struktur
erhaltene Protonenabstinde. Abstande mit Abweichungen von mehr als 0.4 A sind fett gedruckt.
* Struktur aus 10x10 ps MD Simulation mit anschliessender Energieminimierung

Hier zeigt sich, dass dieselben ROEs wie in 2.4.1 schlecht gefittet werden, wobei der
c-Ring allerdings bei dieser MD Simulation in seiner Sesselkonformation stabil war,
sodass keine zusatzlichen intraglykosidischen Restraints gesetzt werden mussten.
Die OH-/CH- Restraints sind alle zufriedenstellend gut erreicht in der gerechneten
Struktur, wobei es sich bei diesen vorrangig um ROEs zu Hydroxygruppen des a-
Ringes, also der Furanose, handelt. Der letzte, in der Tabelle aufgefuhrte CH-/CH-
ROE (1b — 4a) stammt ebenfalls aus der Messung des Tetrasaccharids HZ34 in
DMSOgs und ist bei der Messung des Hexa in D,O nur sehr schwach zu erkennen.
Einen Vergleich der beiden gerechneten Strukturen des Hexasaccharids zeigt die
nachfolgende Abbildung.

Abb.29. Vergleich der beiden gerechneten Strukturen flr das Hexasaccharid. In griin Struktur ohne
Beriicksichtigung der OH-/CH-Restraints, in schwarz/rot mit Beriicksichtigung der OH-/CH-Restraints.
Die rechte Abbildung zeigt lediglich den b-Ring mit der Fructofuranoseeinheit, deren Ausrichtung
relativ zum b-Ring von den gesetzten OH-/CH-Restraints abhangt.

Ein Vergleich der ®/W-Winkel fur die Fructoseeinheit der Strukturen mit und ohne

Berucksichtigung von OH-Restraints und literaturbekannter Daten aus Kristallstruktur
und Lésung (fir Saccharose) ergibt folgendes Bild:
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Winkel Saccharose Saccharose MD Simulation MD Simulation
Kristallstruktur'® in Losung"” Hexa ohne OH- Hexa mit OH-
Restraints Restraints
() +107.9° +99.7° +106° +92°
g -44 .8° -159.3° -48° -31°
Definition der Winkel:
®: O5b - C1b - 0O1b - C2a ¥Y:C1b - O1b - C2a - Oba

Tab. 11. Vergleich der ®/¥-Winkel von Saccharose mit der berechneten Struktur der ,Kopfgruppe*
des Hexasaccharids (Fructose a und erste Glucoseeinheit b).

Werden keine zusatzlichen Restraints, die Uber die OH-Gruppen die Orientierung der
Fructoseeinheit beeinflussen, gesetzt, so ist die Ausrichtung der Fructose ahnlich
jener im Saccharosekristall. Mit OH-Restraints erhalt man eine Fructose, die mehr
zur Mitte der Helix hereingedreht ist, aber immer noch ®-/¥-Winkel vergleichbar mit
jenen der Saccharosekristallstruktur aufweist.

/’
A

\
A
¥

L\
'\/\

/
o4
ag

/ Fruf
& Fur

Glcp \ :

.%
Saccharose im Kristall'* \
(©=+107.9°, ¥ = -44.8°)  gaccharose in Losung
Strukturermittlung tGber RDGs17

e (@ = +99.7°, ¥ = -159.3°)
. / « PO
/ GICP> y” p—e
\ — J o—¢ G P
./ / e Ut S
/ Fruf . X 4 Fruf
o« s
¢ o

MD Hexa ohne OH-Restraints

Fructose + erste Glc-Einheit MD Hexa mit OH-Restraints

(®=+105.7°, ¥ = -48.3°) Fructose + erste Glc-Einheit
(D =+91.7°, ¥ = -31.3°)

Abb. 30. Orientierung der Fructoseeinheit in Saccharose bzw. im Hexasaccharid.
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2.4.3 Vergleich der Struktur mit einer gerechneten Modellhelix

Die Struktur als auch die gesetzten und berechneten ROEs des Hexasaccharids
(ohne OH-/CH-Restraints) werden mit zwei verschiedenen, gerechneten Modellhe-
lices verglichen. Diese sind, analog zu den hier untersuchten Oligosacchariden, aus
Glc-Einheiten, mit a-(1->2)-glykosidischen Bindungen, aufgebaut. Als einzige Re-
straints werden die ®- und W-Winkel dieser Modellhelices bei ihrer Strukturbe-
rechnung gesetzt:

Rechtsgangige Modellhelix: d = +60° ¥ =+120°
Linksgangige Modellhelix: @ = +60° ¥ = +60°
(Definition der ®- und W-Winkel Uber die Schweratome)

- daraus ergeben sich eine rechts- und eine linksgangige Helix mit Ganghohe 4
Wichtig: die in der nachfolgenden Tabelle verwendete Nomenklatur ist nicht iden-

tisch mit der ansonsten verwendeten Nomenklatur fur die Oligosaccharide. Nachfol-
gend bezeichnet der a-Ring die erste Glucoseeinheit in der Kette.

ROE Modellhelix rechts- Hexa ohne OH- Modellhelix links-
gangig [A] Restraints [A] gangig [A]
H1a - H1b 2.8 3.4 2.1
H1b — H2a 2.3 2.1 3.0
H1b — H1c 29 29 2.2
H1c — H2b 2.3 2.2 3.1
H1c — H1d 29 3.1 2.3
H1d — H2c 2.2 2.1 3.1
H1d — H1e 29 2.6 2.2
H1e — H2d 2.3 2.5 (aus MD) 3.1
H1a - H3d 24 2.5 8.2
H1b — H3a 4.5 3.8 (aus MD) 4.3
H1c — H3b 4.5 2.8 4.3
H1b - H3e 2.8 24 8.5
H1d — H3a 7.8 8.0 (aus MD) 2.8
H1e — H3b 8.3 7.2 (aus MD) 2.8
H2e - H3b 8.6 7.4 (aus MD) 3.2
H1a — H3e 24 5.8 (aus MD) 9.2
H1a - H1d 4.4 5.7 (aus MD) 4.3
H1c - H1e 4.6 3.8 (aus MD) 3.8

Tab. 12. Vergleich der Daten flir das Hexasaccharid mit zwei verschiedenen Modellhelices. Die Ab-
sténde flur das Hexasaccharid stammen aus der Integration der ROESY Daten bzw. aus der gerech-
neten Struktur. Fir den letzteren Fall ist dies angegeben (aus MD). Die long-range ROEs (fett
gedruckt) sprechen deutlich fur die Bevorzugung einer rechtsgangigen Helix.
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Bemerkung: Die Abstande H1a — H1b und H1c — H3b liessen sich im Rahmen der
Strukturberechnung nur schlecht fitten, wie dies bereits ohne Einbeziehung von OH-
Restraints in die Rechnung der Fall gewesen war.

Ubersicht Uber die, fiir die Orientierung der O-glykosidischen Bindung, wichtigen
ROEs:

ROE Modellhelix Hexasaccharid Modellhelix
rechtsgangig linksgangig

1-1 28-29 2.6-3.1(3.4) 21-23

1-2 22-23 21-2.2(2.5) 3.0-31

Tab. 13. Zusammenfassung der wichtigsten ROE Abstande. In Klammern starker abweichende Ab-
stande, die von endstandigen Glucoseeinheiten stammen.

Modellhelix Hexasaccharid Modellhelix
rechtsgangig linksgangig
D [°] 60 (~ -50) 72 ...85(-30 ... —45) 60 (~ -55...-60)
Y [°] 120 (~ 0) 90 ... 169 (-32 ... +55) 60 (~ 60)

Tab. 14. Vergleich der ®- und W-Winkel (Def. Uber Schweratome) der Modellhelices mit dem gerech-
neten Hexasaccharid. In Klammern die Winkel bei Definition tber die Protonen (® = H1 - C1 - O1 -
C2,¥=C1-01-C2' - H2).

Uber GlycoMaps'® (Datenbank mit ®/%¥ Plots fiir Saccharide, DKFZ Heidelberg) er-
halt man fur o-(1->2)-O-glykosidisch verknlpfte Glucoseeinheiten auf Basis einer
MD Simulation eine Auftragung der Energie des entsprechenden Disaccharids in Ab-
hangigkeit vom ®- und W-Winkel der O-glykosidischen Bindung. Es zeigt sich, dass
es zwei Minima gibt, die durch eine Barriere von etwa 2 Kcal/mol voneinander ge-
trennt sind. Tragt man nun die ®-/\P-Werte fir beide Modellhelices und die des be-
rechneten Hexasaccharids ein, so erkennt man, dass letzteres gemeinsam mit der
rechtsgangigen Modellhelix mehr zu dem einen Minimum tendiert, wohingegen die
linksgangige Modellhelix eindeutig im Bereich des zweiten Minimums liegt.
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Abb. 31. Auftragung der Energie des Disaccharids o-D-Glcp-(1->2)-a-D-Glcp aus der Datenbank
GchoMaps@18 mit Bereichen der hier erhaltenen ®-/V-Winkelkombinationen (Winkel Gber Protonen
definiert).

= Die Struktur fiir das Hexasaccharid stimmt in guter Naherung mit der
Modellhelix einer rechtsgangigen Helix mit Ganghodhe 4 liberein. Alle signifi-
kanten ROEs und auch die Werte fur den ®-Winkel stimmen sehr gut tiberein,
einzig die Werte des W-Winkels weichen erheblich vom Modell ab. Dies liegt
daran, dass durch die Fructoseeinheit der Anfangsbereich der Helix vom
Modell abweicht. Dennoch ist ein deutlicher Unterschied zur linksgangigen
Modellhelix zu erkennen.

Abb. 32. Rechtsgangige Modellhelix (links) und Hexasaccharid (rechts). Die starksten Abweichungen
von der Modellhelix zeigen sich fir das fructosylierte Ende.
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3. Einfluss der Fructofuranose auf die Sekundarstruktur der Oligo-
saccharide

Da die Ausbildung einer sehr engen helikalen Struktur bei homooligomeren Zuckern
bis dato nicht bekannt ist, lag die Vermutung nahe, dass die Fructofuranose am
reduzierenden Ende der Glucosekette evtl. die vorliegende Helix induzieren und /
oder stabilisieren konnte.

Daher wurde vom Pentasaccharid HHZ34 die Fructoseeinheit abgespalten. Dies er-
folgte durch partielle Saurehydrolyse mit TFA. Da die Abspaltung nicht vollstandig
war, erhielt man ein Gemisch aus drei verschiedenen Oligosacchariden — Pentasac-
charid HHZ34, defructosyliertes Pentasaccharid, a-konfiguriert (a-defruct) und de-
fructosyliertes Pentasaccharid, p-konfiguriert (B-defruct), d. h. das ursprungliche
Pentasaccharid und zwei Tetrasaccharide, wobei sich letztere nur in der Konfigu-
ration des anomeren Zentrums ihres reduzierenden Endes unterscheiden.

3.1 Identifizierung und Zuordnung der defructosylierten Pentasaccharide

Diese Mischung wurde ebenfalls in DO und bei verschiedenen Temperaturen ver-
messen. Auch hier wurde die Zuordnung durch entsprechende 2D Spektren (HMQC,
TOCSY, DQFCOSY und ROESY) getroffen.

Das nachfolgende Schema gibt die Numerierung fur jene drei Verbindungen wieder:

d c b a
a-D-Glc-(1-2)-0-D-Glc-(1- 2)-a-D-Glc-(1-2)-a-D-Glc o~-defruct
d c b a
o-D-Gle-(1-2)-a-D-Glc-(1->2)-a-D-Glc-(1->2)-B-D-Glc p-defruct
e d c b a
a-D-Glc-(1-2)-a-D-Glc-(1-2)-a-D-Glc-(1-2)-a-D-Glc-(1-2)-B-D-Fruf Penta

Abb. 33. Numerierung fur a- und B-defructosyliertes und ,normales” Pentasaccharid.

Im Folgenden sind alle Signale fur HHZ34 in grun, die fur a-defruct in rot und jene
fur B-defruct in schwarz dargestellt.
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Abb. 34. 'H des Anomerenbereichs des Gemisches aus HHZ34, a-defruct und B-defruct bei 300 K
(600 MHz, D,0).

Eine Integration der Anomerensignale ergibt ein Verhaltnis von:
p-defruct : a-defruct : HHZ34 =1.0:0.78 : 0.59
Dies bedeutet, dass ca. % des vorhandenen Pentasaccharids defructosyliert wurden.

Alleine der Anomerenbereich des '"H Spektrums zeigt deutlich, dass sich die Struktur
der erhaltenen Tetrasaccharide nicht nur vom Pentasaccharid unterscheidet, son-
dern dass auch die Strukturen von a- bzw- p-konfiguriertem, defructosyliertem Pro-
dukt stark voneinander abweichen.

Da hier (Abb. 34) zweimal zwei Anomere uberlagert sind und somit sowohl die Zu-
ordnung als auch die Auswertung des ROESY Spektrums erschwert werden, wurden
alle weiteren Messungen bei 310 K durchgefuhrt.

1d 1c 1b 1a

1a 1b 1d || 10
1b 1c L 1e

_

57 56 55 54 53 52 51 50 49 ppm

Abb. 35. 'H des Anomerenbereichs fur HHZ34, a-defruct und p-defruct bei 310 K (600 MHz, D,0).
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Bei 310 K sind alle 12 Anomerensignale so voneinander separiert, dass eine eindeu-
tige Zuweisung der ROEs moglich ist.

3.8 e i 4 3.6 3.5 ppm

3b
3d
2a
2 =W 4c | /4a 1ad
2d 4
2c 5a 5p
22 2d , 4c \
| | 4a

42 41 40 39 38 37 36 35 ppm

Abb. 36. 'H des Alkylbereichs fiir HHZ34, o-defruct und p-defruct bei 310 K (600 MHz, D,0). Auch
hier sind die Unterschiede zwischen jenen drei Oligosacchariden eindeutig zu erkennen. Der Uber-
sichtlichkeit halber sind die Zuordnungen in zwei 'H Ausschnitten gezeigt.

3.2 Strukturanalyse der defructosylierten Saccharide und Vergleich mit
Pentasaccharid

Die ersten Eindriicke aus dem 'H Spektrum, dass sich die raumlichen Strukturen
dieser drei Verbindungen erheblich voneinander unterscheiden, bestatigen sich auch
im ROESY Spektrum — besitzen sie doch alle charakteristische, unterschiedliche
ROE Fingerprintmuster.
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Abb. 37. Ausschnitt aus dem ROESY Spektrum fir HHZ34, a-defruct und p-defruct bei 310 K — Dar-
stellung der ROEs zwischen den anomeren Protonen (600 MHz, D,0).
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Abb. 38. ROEs zwischen den Anomeren von HHZ34, a-defruct und B-defruct und ihrem jeweiligen
Alkylbereich bei 310 K (600 MHz, D,0).
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Aufgrund teilweiser Uberlagerungen der ROE Signale (s. Abb. 38) konnte nur ein Teil
dieser Signale integriert und fir eine Strukturanalyse verwendet werden.

Auch fur jedes Oligosaccharid ein geeignetes Signal fur die Eichung zu finden, er-
wies sich als schwierig, folgende wurden schliesslich fur die Kalibrierung der Inte-
grale verwendet:

- Pentasaccharid HHZ34: H1c — H2c =240 A
- B-defruct: H1a — H3a =257 A
- ai-defruct: H1a — H2a =240A

Durch Integration berechnete Abstande fur:

1. a-defructosyliertes Pentasaccharid (a-defruct, eigentlich ein Tetrasaccharid)

ROE Abstand [A] ROE Abstand [A]
Intraglykosidische Transglykosidische
ROEs ROEs
H1a — H3a 3.1 H1a - H1b 2.3
H1a — H2a =2.40 H1c — H1d 2.3
H1c — H3c 3.5 H1b — H2b/H2c 2.0
H1d — H2d 24 H1c — H2b/H2c 2.1
H1d — H3d 3.55 H1d — H2b/H2c 2.4
H1d — H5d 3.3
Long-range ROEs
H1a — H1d 3.8
H1a — H6b/H6C 3.55
H1d — H3a 3.4

Tab. 15. Ubersicht tber alle berechneten Abstande fiir a-defruct bei 310 K (600 MHz, D,0).

2. B-defruct Pentasaccharid (B-defruct, ein Tetrasaccharid)

ROE Abstand [A] ROE Abstand [A]
Intraglykosidische Transglykosidische
ROEs ROEs
H1a — H2a/H5a 23 H1b — H1a 2.8
H1a — H3a =2.57 H1c - H1b 2.5
H1a — H4a 2.85 H1d — H1c 2.4
H1b — H2b 2.2 H1b — H2c 2.55
H1b — H5b 3.3
H1c - H2c 2.2 Long-range ROEs
H1c — H3c 3.1 H1c — H1a 3.4
H1c — H5¢c 3.5 H1d — H1a 3.5
H1d — H2d 2.4 H1d — H1b 4.1
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H1d — H3d 3.6 H1d — H2a/Hb5a 2.6
H1d — H5d 3.9 H1d — H3a 3.2
H1d — H4a 3.55

Tab. 16. Alle aus ROESY Daten berechneten Abstande fiir B-defruct bei 310 K (600 MHz, D,0). H2a
und H5a haben annahernd identische chemische Verschiebungen im 'H. Daher ist der ROE zu H1a
bzw. H1d nicht eindeutig.

3. Pentasaccharid (HHZ34)

ROE Abstand [A] ROE Abstand [A]
Intraglykosidische Transglykosidische
ROEs ROEs
H1b — H2b 2.3 H1b — H1a' 3.1
H1b — H3b 2.3 H1c - H1b 3.25
H1c - H2c =2.40 H1d — H1e 2.55
Uberlappende ROEs Long-range ROEs
H1c — H2b/H3c 2.2 H1b — H3d 2.8
H1e — H2e/H2d 2.1
H1c — H3b/H5¢ 2.6

Tab. 17. Berechnete Abstéande flir HHZ34 bei 310 K (600 MHz, D,0).

Der Vergleich dieser drei Verbindungen ergibt allgemein folgende ROE Muster, wel-
che fur die O-glykosidische Bindung von Bedeutung sind:

a-defruct: 1-1 ROEs kurz
1-2 ROEs kurz

p-defruct: 1-1 ROEs kurz
1-2 ROEs fehlen vollig

HHZ34/Hexa: 1-1 ROEs lang
1-2 ROEs kurz

Dies zeigt, dass hier drei vollig verschiedene Strukturen vorliegen missen. Auch die
long-range ROEs unterscheiden sich stark.
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3.2.1 Berechnung der Struktur des a-defructosylierten Pentasaccharids an-
hand von ROESY Daten

Folgende Restraints wurden fur die Berechnung der Struktur fur a-defruct gesetzt:

ROE gesetzter Restraint [A]
H1a - H1b 2.3
H1a — H1d 3.8
H1c - H1d 2.3
H1d — H2c 2.4
H1d — H3a 34

Federkonstante = 7 (default)

Tab. 18. Fur die Strukturberechnung von a-defruct gesetzte Randbedingungen.

Es erfolgte wiederum eine MD Simulation von 10x10 ps bei 300 K. Das weitere Vor-
gehen ist wie schon zuvor beschrieben.

Vergleich von gesetzten und aus der MD Simulation erhaltenen Abstanden:

ROE gesetzter Restraint Aus gemittelter Struktur Abweichung
[A] [A] [A]
H1a-H1b 2.3 2.3 0
H1a - H1d 3.8 3.9 0.1
H1c — H1d 2.3 2.1 0.2
H1d — H2c 2.4 2.65 0.15
h1d — H3a 3.4 3.3 0.1

Tab. 19. Vergleich von gesetzten und berechneten Abstanden in a-defruct.

Insgesamt konnten innerhalb der 10 x 10 ps MD Simulation die Restraints sehr gut
gefittet werden. Einzig der Abstand H1c — H1d zeigt eine etwas grossere Abwei-
chung. Leider konnen fur a-defruct nicht besonders viele ROEs in die Strukturbe-
rechnung miteinbezogen werden, da wichtige ROEs, wie H1b — H2a und H1c — H2b,
zwar vorhanden, aber aufgrund von Uberlagerungen nicht sinnvoll integriert werden
konnen.

Ein Vergleich der ®- und ¥-Winkel der O-glykosidischen Bindungen zeigt, dass diese
innerhalb des Oligosaccharids einen bestimmten Wertebereich annehmen.
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Winkel aus gemittelter Struktur [°]

® (a-b) 50
Y (a-b) 71
® (b-c) 60
Y (b-c) 62
® (c—d) 77
Y (c—d) 72

Tab. 20. Ubersicht (iber ®- und ¥-Winkel der O-glykosidischen Bindungen in a-defruct. ®- und ¥-
Winkel sind Uber die zugehoérigen Schweratome bestimmt.

2> ®=50..77° >¥=62..72°

Auch diese Winkel in die Auftragung der Energie des Disaccharids a-D-Glcp-(1-2>2)-
a-D-Glcp in Abhangigkeit von der ®-/-Winkelkombination (aus GlycoMaps©'®) ein-
getragen, zeigt eine deutliche Tendenz zu einem der beiden, moglichen Energie-
minima.

240
180 s
120
o
e i}
&
T s0-
S
=
1 —
: oz—defrucf:tosylierte;s
Pentasaccharid:
-60 : : ]
. Linksgingige
¢ Modellhelix i :
=120 — ; i I :
-120 -60 O 80 120 180 240
% / degrees

Abb. 39. Auftragung der konformationellen Energie der a-(1->2)-O-glykosidischen Bindung (aus
GlycoMaps®©) in Abhangigkeit von ®- und W-Winkel. Hexa und rechtsgangige Modellhelix tendieren zu
einem Minimum, wahrend a-defruct und die linksgangige Modellhelix eindeutig dem zweiten Minimum
angehdren.

- die a-defructosylierte Form des Pentasaccharids liegt also im Bereich der

links-gingigen Helix. Die Entfernung der Fructose Einheit hat also eine Ande-
rung der bevorzugten Helizitat zur Folge.
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Somit ergibt sich aus obiger MD Simulation folgende Struktur fur a-defruct:

Abb. 40. Aus experimentellen Daten berechnete Struktur fir a-defruct.

Vergleicht man die so erhaltene Struktur fir das a-defructosylierte Pentasaccharid
mit einer gerechneten linksgangigen Modellhelix (® = 60°, ¥ = 60°, Ganghdhe = 4
Glc-Einheiten)(siehe auch 2.4.3), so kommt man zu einer relativ guten Ubereinstim-
mung der beiden Strukturen:

linksgangige Helices
®- und W-Winkel im Bereich von 60°
relativ gute Ubereinstimmung der long-range ROEs fir a-defruct mit den Ab-
standen in der Modellhelix

aber:
ROEs fur die O-glykosidischen Bindungen in a-defruct weichen stark von Werten
fur die Modellhelix ab

- da die letztgenannten ROEs sehr empfindlich auf nur kleine Winkelanderungen
der O-glykosidischen Bindungen reagieren und ihre Werte zudem zwischen den
Werten der links- und der rechtsgangigen Modellhelix (siehe Kap. 2.4.3) liegen, ist es
wahrscheinlich, dass das a-defructosylierte Pentasaccharid keine stabile helikale
Struktur besitzt, sondern die Flexibiltat fur dieses Tetrasaccharid hoher ist als fur sein
fructosyliertes Analogon. Dennoch kann von einer Bevorzugung der links-gangigen
Helix ausgegangen werden.
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ROE Modellhelix linksgingig  a-defruct Abweichung [A]
(@ = 60°, ¥ = 60°)
H1a - H1b 2.1 2.3 0.2
H1b — H2a 3.0 Uberlagert -
H1b — H1c 2.2 Uberlagert -
H1c — H2b 3.1 Uberlagert -
H1c - H1d 2.3 2.3 0
H1d — H2¢c 3.1 24 0.7
H1d — H3a 2.8 3.4 0.6
H1a - H1d 4.3 3.8 0.5

Tab. 21. Vergleich charakteristischer ROEs von a-defruct und linksgangiger Modellhelix. Abstéande
mit einer Abweichung von mehr als 0.5 A sind fett gedruckt.

a-defructosyliertes Pentasaccharid Linksgédngige Modellhelix mit
@ =60° und ¥ = 60°

Abb. 41. Struktureller Vergleich von a-defruct und linksgangiger Modellhelix (als Heptasaccharid).
Die zu vergleichende Tetrasaccharideinheit ist jeweils griin gekennzeichnet.

3.2.2 Berechnung der Struktur des B-defructosylierten Pentasaccharids an-
hand von ROESY Daten

Schon der Umstand, daR im "H-NMR (Abb. 35) die Abfolge der Signale der Anome-
ren a — b — ¢ — d fur B-defruct jetzt vom hochfeldigen zum tieffeldigen Bereich ver-
lauft ( z. Vgl. a-defruct tief zu hoch), zeigt deutlich, dass flr das p-defructosylierte
Pentasaccharid eine zu a-defruct und HHZ34 vdllig verschiedene Struktur vorliegen
muss.

Bei der Berechnung der Struktur fur B-defruct ergab sich das Problem, dass die aus
der ROESY Integration ermittelten Abstande unmoglich zu einer fixen 3-dimen-
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sionalen Struktur gehdren konnten. So sind ROEs fur H1d zu allen Protonen des a-
Ringes in ahnlicher Starke vorhanden, was bedeuten wirde, dass H1d sowohl zu
den Protonen auf der Unterseite des a-Ringes als auch zu jenen auf dessen Ober-
seite einen ahnlichen Abstand aufweist. Dies ist allerdings unmaoglich.

Diese Schwierigkeit zeigte sich auch beim Versuch, eine Struktur fur p-defruct zu
berechnen. So war es nicht moglich, die berechneten ROE Abstande in einer gemit-
telten Struktur zu vereinen. Vielmehr konnte immer nur ein Teil der Abstande mehr
oder weniger gut gefittet werden.

Folgende Restraints wurden fur die Berechnung verschiedener, mdglicher Strukturen
von B-defruct verwendet:

1. Nur Interglykosidische Restraints gesetzt:

Gesetzte Restraints:

ROE Gesetzter Abstand [A]

H1a - H1b 2.8
H1b — H1c 2.5
H1b — H2c 2.55
H1c — H1d 24

Federkonstante = 7 (default)

Tab. 22. Fir die Berechnung der Struktur von B-defruct gesetzte Restraints.

Nach einer MD Simulation von 10 ps bei 300 K und einer anschliessenden Energie-
minimierung ergaben sich folgende H-H-Abstande:

ROE Aus Integration [A] Aus MD (10 ps) [A] Differenz A [A]

H1a - H1b* 2.8 2.7 0.1
H1b — H1c* 2.5 2.8 0.3
H1b — H2¢* 2.55 3.6 1.05
H1c — H1d* 2.4 2.3 0.1
H1a - H1c 3.4 4.9 1.5
H1d — H1a 3.5 4.6 1.1
H1d — H3a 3.2 6.7 3.5
H1d — H4a 3.55 8.4 4.85
H1d — H1b 4.1 3.1 1.0

Tab. 23. Vergleich der H-H-Abstadnde aus der ROESY Integration mit jenen aus der gerechneten
Struktur fur B-defruct. * = gesetzte Restraints

Nicht nur die nicht als Restraints in der Rechnung gesetzten Abstande sind sehr
schlecht gefittet, auch ein gesetzter H-H-Abstand (H1b — H2c) konnte innerhalb die-
ser Struktur nicht erreicht werden.
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Uberblick tber die ®- und W-Winkel der O-glykosidischen Bindungen innerhalb der
gerechneten Struktur:

o1 Y[
a-b 54 58
b-c 147 81
c—d 70 82

Tab. 24. ®- und ¥-Winkel der O-glykosidischen Bindungen in dieser gerechneten Struktur von B-de-
fruct (Definition der ®- / W-Winkel Gber Schweratome).

Auch die Winkel der O-glykosidischen Bindungen innerhalb des Saccharids zeigen

ein sehr uneinheitliches Bild, was wiederum flr eine hohe Flexibiltat spricht und
diese Struktur nur eine von vielen Konformationen des B-defruct Molekuls sein kann.

2. Nurlong-range ROEs gesetzt:

Gesetzte Restraints:

ROE Gesetzter Abstand [A]

H1a - H1c 3.4
H1a - H1d 3.5
H1d — H3a 3.2
H1b — H1d 41

Federkonstante = 7 (default)

Tab. 25. Fir die Berechnung der Struktur von B-defruct gesetzte Restraints. Zusatzlich wurden in-
traglykosidische Restraints fir den a-Ring gesetzt, um dessen Sesselkonformation beizubehalten.

Nach einer MD Simulation von 10 ps bei 300 K und einer anschliessenden Energie-
minimierung ergaben sich folgende H-H-Abstande:

ROE Aus Integration [A] Aus MD (10 ps) [A] Differenz A [A]

H1a — H1b 2.8 4.3 1.5
H1b —H1c 2.5 2.3 0.2
H1b — H2c 2.55 4.6 2.05
H1c — H1d 2.4 2.3 0.1
H1a - H1c* 3.4 4.5 1.1
H1d — H1a* 3.5 4.0 0.5
H1d — H3a* 3.2 4.0 0.8
H1d — H4a 3.55 2.0 1.55
H1d — H1b* 4.1 4.2 0.1

Tab. 26. Vergleich der H-H-Abstande aus der ROESY Integration mit jenen aus der gerechneten
Struktur fur -defruct. * = gesetzte Restraints
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Nicht nur die nicht als Restraints in der Rechnung gesetzten Abstande sind sehr
schlecht gefittet, auch ein gesetzter H-H-Abstand (H1a — H1c) konnte innerhalb die-
ser Struktur nicht erreicht werden.

Uberblick tber die ®- und W-Winkel der O-glykosidischen Bindungen innerhalb der
gerechneten Struktur:

o[ ¥
a-b 162 163
b-c 53 51
c-d 62 78

Tab. 27. ®- und ¥-Winkel der O-glykosidischen Bindungen in dieser gerechneten Struktur von B-de-
fruct (Definition Uber Schweratome).

Auch innerhalb dieser Struktur zeigt sich eine grosse Varianz in den ®- und ¥-Win-
keln der O-glykosidischen Bindungen.

Auffallend ist, dass in beiden Strukturen der Abstand H1b — H2c schlecht bis gar
nicht gefittet werden konnte und zwar unabhangig davon, ob er als Restraint gesetzt
war oder nicht.

Die folgenden Abbildungen zeigen die aus den beiden zuvor vorgestellten MD
Simulationen hervorgegangenen Strukturen fur p-defruct. Diese stellen mit Sicher-
heit nur zwei von vielen mdglichen Konformationen dar, ergeben doch die ROE Da-
ten, dass es sich um ein sehr flexibles Molekul handelt, das keine bevorzugte 3-
dimensionale Struktur aufweist.

Abb. 42. Vergleich der beiden fir B-defruct gerechneten Strukturen.
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Abb. 43. Andere Ansicht der beiden gerechneten B-defruct Strukturen.

3.2.3 Vergleich der Strukturen fir o-defructosyliertes Pentasaccharid und
Hexasaccharid

Wie 2.4.1 und 3.2.1 gezeigt haben, liegen die fructosylierten Oligosaccharide in einer
vollig anderen 3-dimensionalen Struktur in Losung vor als das defructosylierte, o-
konfigurierte Analogon. Ein Vergleich von Hexasaccharid und a-defruct ergibt:

Hexasaccharid: 1 -1 ROEs eher lang (2.6 — 3.1 A)
1 -2 ROEs kurz (2.1 -2.2 A)
ROE Muster einer rechtsgangigen Modellhelix (® = 60°,
Y = 120°) stimmt sehr gut mit dem des Hexasaccharids
uberein (bes. long-range ROESs)
Winkel der O-glykosidischen Bindung:
d=72..85° ¥ =90..169°
Ganghohe der Helix: 4 Glucoseeinheiten

a-defruct: 1 -1 ROEs kurz (~ 2.3 A)
1 -2 ROEs kurz (~ 2.4 A)
- beide Werte entsprechen Mittelwerten
Long-range ROE Muster stimmt sehr gut mit einer
linksgangigen Modellhelix (® = 60°, ¥ = 60°) Uberein
Winkel der O-glykosidischen Bindung:
®=50..77° ¥Y=62..72°
Ganghohe der Helix: 4 Glucoseeinheiten

= Die Fructofuranose als abschliessender Baustein des reduzierenden Endes
der Glucosekette ist entscheidend fiir die Ausbildung und Stabilisierung der
helikalen Struktur.

Man konnte dieses Verhalten mit dem bis dato nur von Peptiden oder Proteinen
bekannten Phinomen des Helix Capping '° vergleichen. Hierbei induziert bzw.
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stabilisiert ein Capping durch Kompensierung des Helixdipols oder durch
Bereitstellung von H-Briickendonoren oder-akzeptoren eine helikale Struktur.
Ein abweichender Baustein an einem Ende eines Homooligomers fiihrt zur
Ausbildung einer bestimmten Sekundarstruktur (2> Induzierung einer
Sekundarstruktur), die ohne diesen Baustein (siehe a-defruct) nicht
ausgebildet bzw. stabilisiert wird. Im Falle der hier vorliegenden
Oligosaccharide flihrt das Entfernen der Fructoseeinheit zu einer Umkehr des
Helixdrehsinns, wobei ferner eine hohere Flexibilitat der helikalen Struktur im
defructosylierten Oligosaccharid zu beobachten ist.

4. Okta- und Dekasaccharid — Einfluss der Kettenlange auf die drei-
dimensionale Struktur

Auch hohere Oligomere als das Hexasaccharid konnten bis einschliesslich des
Undekasaccharids isoliert werden. Fur die (beispielhaft) vermessenen Oligomere
Okta und Deka zeigte sich auf den ersten Blick eine deutliche Abweichung des Pro-
tonenspektrums von dem der niedrigeren Oligomere.

55 54 53 5.2 5.1 ppm

,}\L A_//\\’///ﬁ\\\mﬁ,//\\‘~uu_ékul
T | P I | | |
5.5 5.4 5.3 5.2 5.1 ppm

Deka
[rrrrrrees [rerrrreeT [rerrreeeE [rrrrrreey [rrrrrrees [rerrrreeT [rerrrreeT [rrrrreee 1
5.6 5.5 5.4 5.3 5.2 5.1 5.0 ppm

Abb. 44. "H Anomerenbereich von Hexa, Okta und Deka bei 300 K (600 MHz, D,0).

Die Anomerensignale sind nicht mehr so eindeutig voneinander separiert und zudem
relativ stark verbreitert.
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4.1 Strukturanalyse des Oktasaccharids (Okta)
Bei Erhdhung der Temperatur kann eine etwas bessere Separierung der Anomeren-

signale und eine etwas bessere Halbwertsbreite der Signale im 'H erreicht werden.
Die Dispersion der Signale bleibt hingegen unverandert.

300K

Abb. 45. "H Anomerenbereich von Okta (600 MHz, D,O). Aufgrund der kleineren Halbwertsbreite der
Signale sind die Uberlagerungen bei hdherer Temperatur nicht mehr so stark.

FiUr die 2D-Messungen muss uber einen langeren Zeitraum bei erhdhter Temperatur
gemessen werden. Da bei 320 K bei langerer Messdauer bereits Schwierigkeiten mit
der Stabilitat der Probe (teilweise Verdampfen des LM) auftraten, wurden alle Mes-
sungen bei 310 K durchgefluhrt.

Alle "H und ®C Verschiebungen des Oktasaccharids kénnen — insbesondere durch
Vergleich mit Hexa — eindeutig zugeordnet werden. Lediglich die CH>-Gruppen sind,
mit Ausnahme von CH, an Position 1a, nicht zuordenbar.

Fir die "*C Verschiebungen der Anomeren und der C2 Atome der Glucosen, die, wie
in 2.2 gezeigt, in ihrer Abhangigkeit von der Position der Glucoseeinheit im Oligomer
sehr charakteristisch sind, zeichnet sich ein analoges Verhalten ab. Allerdings ist die
Dispersion der Anomerensignale, wie schon im 'H, auch im ">C nicht mehr so stark
ausgepragt wie bei den kurzeren Oligomeren.

Die Uiber 2D-TOCSY, -HMQC und —ROESY erfolgte Zuordnung ergibt, dass die 'H
Verschiebungen der anomeren Signale nicht mehr, wie bis einschliesslich des Hexa
der Fall, in ihrer Abfolge der Abfolge im Oligomer entsprechen. Vielmehr sind einige
der Signale ,durcheinander durchgewandert®, lediglich die letzte Glucoseeinheit und
die erste nach der Fructose haben ihre Position im Verhaltnis zu den restlichen
Anomerensignalen beibehalten.
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1b 19

Abb. 46. 'H Spektrum von Okta bei 310 K (600 MHz, D,0). Bis auf 1a konnten die Gbrigen CH,-
Gruppen nicht zugeordnet werden.

Obwohl im "H NMR doch deutliche Unterschiede zwischen Hexa und Okta zu erken-
nen sind, sind ihre ROESY Spektren sehr gut vergleichbar. Das fur jede Glucoseein-
heit charakteristische ROE Muster kann auch im Falle des Okta wiedergefunden
werden. Lediglich die 1 — 1 ROEs sind aufgrund der geringeren Dispersion der
Signale und der grosseren Halbwertsbreite nur teilweise identifizierbar.
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Abb. 47. ROESY Anomerenbereich des Oktasaccharids (600 MHz, 310 K, D,0).
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Abb. 48. ROESY Ausschnitt des Oktasaccharids — ROE Kreuzsignale zwischen Anomeren und den

Ubrigen Protonen (600 MHz, 310 K, D,0).
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1-1 ROEs

long-range ROEs

1-1 ROEs

long-range ROEs

Abb. 49. Schematische Darstellung der strukturrelavanten ROEs in Hexa (oben) und Okta (unten).
Das long-range ROE Muster des Hexas setzt sich im Okta logisch fort.

4.1.1 Berechnung der Struktur anhand von ROESY Daten

Nicht Uberlagerte ROEs konnten integriert und in Bezug auf einen Eichabstand (H1h
— H2h =2.40 A) die Abstande ermittelt werden.

ROE Abstand [A] aus Integration
Intraglykosidisch
H1b — H2b 2.5
H1e — H2e 25
H1f — H2f 2.4
H1h — H2h =24
Transglykosidisch
H1b — H1a" 3.0
H1b — H1a' 2.4
H1e — H2d 2.0
H1f — H2e 2.2
H1c - H2b 2.3
H1h — H2g 2.6
H1b — H1c 3.2
H1e — H1f 2.6
H1e — H1d 2.8
H1f — H1g 3.1
H1g —H1h 2.9
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Long-range
H1b — H2e
H1e —H3h

3.3
2.5

Alle anderen long-range ROEs sind aufgrund von Uberlage-
rungen nicht integrierbar

Tab. 28. Aus der Integration des ROESY Spektrums erhaltene H-H-Abstande in Okta.

Fir die Berechnung der Struktur mittels MD Simulation (10 x 10 ps bei 300 K) wur-

den folgende Restraints gesetzt:

Gesetzter Abstand [A]

ROE
H1b — H1c
H1d - H1e
Hle — H1f
H1f — H1g
H1g — H1h
H1c — H2b
H1e — H2d
H1f — H2e
H1h — H2g
H1e — H3h

3.2
2.8
2.6
3.1
29
2.3
2.0
2.2
2.6
2.5

Tab. 29. Im Rahmen der MD Simulation gesetzte Restraints — experimentell ermittelte H-H-Absténde

als Randbedingungen der Strukturanalyse.

Durch Mittelung aller zehn erhaltenen Strukturen und anschliessender Energiemini-
mierung wurde folgende Struktur erhalten:
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Abb. 50. Uber MD Simulation berechnete Struktur des Oktasaccharids bei Beriicksichtigung der ex-
perimentellen H-H-Abstadnde aus ROESY Daten. Links die Gesamtstruktur, rechts die sieben Gluco-
seeinheiten (ohne Fructoseeinheit) in der Draufsicht.

Auch die Annaherung an die gesetzten H-H-Abstande und die ®-/'P-Winkel der O-
glykosidischen Bindungen (Def. Uber die Schweratome) wurden aus dieser Struktur
ermittelt:

ROE Gesetzter Abstand aus O-glykosidische ®[°] Y [°]
Abstand [A] berechneter Bindung
Struktur [A]

H1b — H1c 3.2 3.4 b-c +95 +131
H1d - H1e 2.8 2.7 c—d +84 +94
H1e — H1f 2.6 2.7 d—e +85 +106
H1f - H1g 3.1 3.2 e—f +76 +107
H1g - H1h 2.9 2.7 f—g +86 +121
H1c - H2b 2.3 2.1 g-h +73 +103
H1e — H2d 2.0 2.1
H1f - H2e 2.2 2.2
H1h — H2g 2.6 24
H1e — H3h 2.5 2.4

Tab. 30. Ubersicht tiber die, aus der berechneten Struktur ermittelten, H-H-Abstdnde und Winkel der
O-glykosidischen Bindungen.

Es zeigt sich, dass die Struktur in sehr guter Ubereinstimmung mit jener des
Hexasaccharids ist. Auch die 1 — 1 bzw. 1 — 2 ROEs - also jene fur die O-glykosi-
dische Bindung charakteristischen ROEs — stimmen in ihren Relationen mit jenen
des Hexasaccharids uberein. Dennoch muss ein struktureller Unterschied zwischen
Hexa und Okta vorliegen, wie das 'H Spektrum zeigt. Da das Vorliegen einer von der
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rechtsgangigen Helix abweichenden Konformation zu einem Bruchteil der Zeit keinen
Einfluss auf die Grosse der beobachteten ROE Signale, jedoch einen Einfluss auf
das Erscheinungsbild des 'H Spektrums hat, muss davon ausgegangen werden,
dass fur das Oktasaccharid ein konformationeller Austausch auftritt.

- Das Oktasaccharid ergibt, wie das Hexasaccharid, eine rechtsgangige Helix
als bevorzugte Sekundarstruktur. Dennoch muss aufgrund der Signalverbreite-
rungen im 'H Spektrum von einem langsamen, konformationellen Austausch
flir das Okta ausgegangen werden. Das heisst, dass im Falle der hier vorlie-
genden, hoheren Oligomere eine Barriere zwischen den moéglichen Konforma-
tionen vorliegen muss, die hoch genug ist, dass das System an die Grenze zum
langsamen Austausch (Signalverbreiterung aufgrund doppelten Signalsatzes)
gelangt. Dies ist fiir Saccharide eher ungewohnlich, da sie im allgemeinen auf-
grund ihrer O-glykosidischen Bindungen eher flexible Systeme darstellen.

4.1.2 Anmerkungen

Da Oligosaccharide wie Carrageenan ?° durch Zugabe von CaCl; in einer relativ star-
ren Helixkonformation einrasten, wurde zu Okta in D,O CaCl, (wasserfrei) zugesetzt.
Allerdings zeigte sich keinerlei Veranderung der Signale im 'H Spektrum, wodurch
eine Beeinflussung der Struktur des Okta durch Ca?* lonen ausgeschlossen werden
kann.

Messung von Okta in DMSOgys zeigte eine noch schlechtere Dispersion der Anome-
rensignale im "H als in D,O. Zwar war auch in DMSOgys mit steigender Temperatur
eine bessere Dispersion der Signale zu beobachten, welche jedoch auch bei 340 K
keinen Vorteil gegenuber D,0 bei 310 K erkennen liess.

Somit konnten aus Messungen in DMSOgs keine weiteren Erkenntnisse uber die
Struktur des Oktasaccharids gewonnen werden.

4.2 Strukturermittlung des Dekasaccharids
Far das Dekasaccharid zeigt sich eine noch starkere Verbreiterung v. a. der ano-

meren Signale. Auch bei Erhdhung der Temperatur ist die Uberlappung der Signale
stark.
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Abb. 51. 'H Anomerenbereich des Dekasaccharids in D,O (600 MHz).

2D-Messungen bei 320 K ergaben fiir die '>C Verschiebungen ein zu Hexa und Okta
vergleichbares Muster. Besonders die Signale der Anomeren und der C2-Atome der
Glucosen sind stark verbreitert. Alle Ubrigen Signale besitzen eine nur geringe Halb-
wertsbreite.

Aufgrund der starken Uberlappungen konnte eine eindeutige Zuordnung Uber 2D-
TOCSY und —ROESY nur teilweise erfolgen. Dadurch ist auch eine Ermittlung der
Struktur des Deka, wie es fur das Okta noch machbar war, nicht mehr durchzu-
fuhren.
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43 42 41 40 39 38 37 36 3.5 ppm

Abb. 52. "H Spektrum von Deka bei 320 K (600 MHz, D,0). Nur die (iber 2D-Spektren sicher zuor-
denbaren Protonen sind eingetragen.

Aufschluss kénnte die Untersuchung des defructosylierten Dekasaccharids — in
Analogie zum defructosylierten Penta (siehe 3.1) — geben.

4.2.1 Strukturermittiung des defructosylierten Dekasaccharids und Vergleich
mit Dekasaccharid

Der Vergleich von defructosylietem Dekasaccharid (defruct-Deka) und Deka-
saccharid (Deka) soll Aufschluss dartuber geben, inwieweit die Fructoseeinheit einen
Einfluss auf die Glucoseeinheiten des Oligomers hat. Ist aufgrund der Lange des
Dekasaccharids Uberhaupt noch fir alle Glucoseeinheiten der Einfluss der Fructose
am reduzierenden Ende ,spurbar?

Die Messungen erfolgten bei 290 K, da bei dieser Temperatur alle Anomerensignale
sichtbar waren. Sie zeigen im 'H eine gréssere Dispersion als die des Deka und zu-
gleich eine kleinere Halbwertsbreite. Die, die Verbreiterung der Signale im Deka be-
dingende, konformationelle Energiebarriere, scheint in der defructosylierten Form
nicht mehr vorhanden zu sein.
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Abb. 53. 'H Anomerenbereich von Deka und defruct-Deka bei 300 K (600 MHz, D,0). Die rot unter-
legten Bereiche markieren die Signale von nicht-defructosyliertem Deka in der defruct-Deka Probe.
Deutlich zu erkennen deren starke Verbreiterung.

Der Vergleich der HMQC Spektren von Deka und defruct-Deka zeigt deutlich die nur
noch geringe '*C Dispersion der Anomeren und der C2-Atome der Glucosen. Da die
Anomeren von defruct-Deka in ihren *C-Verschiebungen eher den (wenig struktu-
rierten) Maltooligosacchariden ahneln, kann man daraus schliessen, dass eine be-
vorzugte Struktur im defruct-Deka nicht mehr vorliegt und somit die Fructoseeinheit
durchaus auf die Struktur des gesamten Dekas einen Einfluss hat.

Eine genauere Zuordnung des defruct-Deka wurde nicht durchgefuhrt, da bei der
Defructosylierung a- und B-From entstehen und dadurch insgesamt 18 Anomeren-
signale von identischen Glucoseeinheiten mit einer nicht allzu grossen Dispersion im
'H vorliegen.
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Abb. 54. Vergleich der HMQC Spektren von Deka (schwarz, 320 K) und defruct-Deka (rot, 290 K)
(600 MHz, D,0). Die grosse Dispersion im 3C Bereich geht fur die Anomeren und die C2-Atome der
Glucosen durch die Defructosylierung ganzlich verloren.

4.2.2 Anmerkungen

Auch die Messung von Deka in einer sog. Kryomischung (DMSOQOgs:D20 = 4:1 (v/v))
konnte keine weiteren Informationen Uber das Vorliegen verschiedener Konformere
erbringen.

Der untersuchte Temperaturbereich lag zwischen 260 und 300 K, in welchem bei
niedrigeren Temperaturen zwar eine noch starkere Verbreiterung der Signale zu be-
obachten war, jedoch der Bereich des langsamen Austausches mit zwei separaten
Signalsatzen fur die unterschiedlichen Konformere nicht erreicht werden konnte.

4.3 Ermittlung der vorliegenden Konformere in hoheren Oligosacchariden

Da mit grosser Sicherheit von einem langsamen Austausch zwischen verschiedenen
Konformeren fir Okta und Deka ausgegangen werden kann, stellt sich als erstes die
Frage, welche Konformere konnten miteinander im Gleichgewicht stehen.

Eine Moglichkeit ist, dass die Wirkung der Fructoseeinheit auf die Helix nur begrenzt
ist, so dass bei langeren Oligomeren kein Effekt mehr auf das freie Ende zu be-
obachten ist. Das wurde bedeuten, dass das freie Ende entweder in Form einer links-
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bzw. einer rechtsgangigen Helix vorliegt und zwischen diesen beiden Konforma-
tionen hin- und herwechselt.

Dazu ware eine Glucoseeinheit zwischen den verschiedenen Helixabschnitten als
Umkehrpunkt vonnéten, wie es in vielen Pflanzen, wie z. B. Hopfen,?" zu beobachten
ist. Ein Beleg fur diese Theorie ist das Vorhandensein eines weniger stark verbrei-
terten Anomerensignals fur Okta und Deka, welches der Glucoseeinheit im Umkehr-
punkt entspricht, wohingegen die Glucosen der beiden Helixabschnitte eine starke
Signalverbreiterung im 'H Spektrum zeigen.

alb,c,d, e, f Hexa

alb,c,d,e\f,g,h Okta

19

1c .
1f 14 1] alb,c,d,e, f,g hij Deka
1e 1i1h .

Cap rechtsgangig linksgéangig

T T T T
57 56 55 54 53 52 51 50 ppm

Abb. 55. "H Anomerenbereich fiir Okta und Deka und schematisch das Vorliegen eines linksgangigen
Endes flr hohere Oligomere.

Dies wurde bedeuten, dass — falls der Umkehrpunkt bei Glucose e fur Okta und
Glucose g fur Deka liegt — stets die drei letzten Glucoseeinheiten des freien Endes
einem konformationellen Wechsel zwischen rechts- und linksgangiger Helix unter-
liegen. Experimentell I&sst sich dies nicht beweisen, da wie schon zuvor gezeigt, die
ROESY Signale auch fur das Okta eindeutig auf eine rechtsgangige Helix hindeuten,
was an der relativen Unempfindlichkeit dieser Messgrosse liegt. Wie ebenfalls ge-
zeigt, ist es zwischen 260 und 320 K nicht moglich, den konformationellen Austausch
im Dekasaccharid entweder so zu beschleunigen, dass wieder Signale mit geringer
Halbwertsbreite vorliegen, oder so zu verlangsamen, dass zwei separierte Signal-
satze auftreten.

Zumindest eine Theorie, um welche Art von Energiebarriere es sich handelt, die so
hoch ist, dass man sich im Bereich des langsamen Austauschs befindet, ware sinn-
voll.

Am besten eignet sich hier der Vergleich mit den Mdglichkeiten flr andere (helikale)
Biopolymere, wie z. B. den Ramachandranplot® fiir Peptide. Analog dazu miisste es
maoglich sein, auch fur Saccharide in Abhangigkeit der, die O-glykosidische Bindung
bestimmenden, Winkel bevorzugte Sekundarstrukturen zu ermitteln.
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Der Ramachandranplot fiir L-Aminosauren stellt sich wie folgt dar (aus: %)

Collagen
f-Faltblatt Triplehelix
ot
O Q 7 : 2 \\\
+120- B S - N L
® SN v 3 2
\ ¢ 4 A ?.-4 7 5. . ) \\ ’ J?oﬁ’
+aaf : he - linksgéangige -
s N a-Helix < ,
v R e N
Gl %
rechtsgéngige |~ B " \Flaches Band \9 .. é’-:’o'
a-Helix & . . R
Ringe |= X Gl ‘9\ | k.
=120 S \
T s W s i
¢ ¢

Abb. 56. Ramachandranplot fiir L-Aminosauren. An den Grenzen zwischen links- und rechtsgangiger
Struktur treten ringférmige oder blattartig flache Strukturen auf.

So, wie in Peptidbindungen zwei flexible Winkel — ® und ¥ — getrennt von der nach-
sten flexiblen ®/Y-Einheit durch ein fixes Element mit Winkel o, vorliegen, kann dies
auch fur Saccharide mit O-glykosidischen Bindungen bestimmt werden. Allerdings
erfolgt hier die Definition Uber die, an der O-glykosidischen Bindung beteiligten, Pro-
tonen, und nicht wie im Ramachandranplot ausschliesslich Gber (Schwer-)Atome des
Backbones.

a-(1—2)-verknipfte
Glucosen

III O
NS S
\"/q) \p i1 ®: H1-C1-0-C2
R* H ¥ C1-0-C2'-H2'

®: H2-C2'-C1'-H1'
®: C(O)-N-Ca-C(O)
¥: N-Co-C(O)-N
®: Ca-C(0)-N-Cu

Abb. 57. Winkeldefinitionen in Peptidbindungen und in O-glykosidischen Bindungen.
Fir eine a-(1->2)-Verknupfung zweier Glucosen erhalt man fur o ungefahr 50°.

Somit ist es moglich, wie bereits durch die GlycoMaps gezeigt, eine bevorzugte
Orientierung in Abhangigkeit von ® und ¥ zu bestimmen.
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Da in GlycoMaps nur Disaccharide bertcksichtigt werden, ist zu erwarten, dass in
hoheren Oligomeren aufgrund sterischer Hinderung nur kleine ®/V-Bereiche energe-
tisch gunstige Konformationen ergeben.

Die Berechnung verschiedener Sekundarstrukturen fur ein Oktamer (homooligomer,
acht a-(1->2)-verknlpfte Glucosen) durch Variation von ® und ¥ im Bereich, der
durch GlycoMaps definiert ist, ergibt folgendes:

D[] Y[ 3D-Struktur
-45  -80 Linksgangige Helix, sehr eng
-60  -60 Linksgangige Helix

-45  -60 Linksgangig, aber ringahnlich
-60 -35 Linksgangig, aber ringahnlich

-50 -50 Ring
-45  -45 Ring
-35  -35 Ring
-30  -30 Ring
-30 -60 Ring

-15  -30 Rechtsgangig, aber ringahnlich
-45 -15 Rechtsgangig, aber ringahnlich

-15  -15 Rechtsgangige Helix
-30 0 Rechtsgangige Helix
-50 0 Rechtsgangige Helix
-30 30 Rechtsgangige Helix
30 15 Rechtsgangige Helix
0 60 | Rechtsgangige Helix, gestreckt
-45 80 | Rechtsgangige Helix, gestreckt

Tab. 31. ®/¥ Kombinationen fir Oktamer von a-(1->2)-verknupften Glucosen mit resultierender 3D-
Struktur.
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Abb. 58. ®/ ¥-Plot aus GlycoMaps (f. a-(1>2)-verknlpftes Glucose-Disaccharid) mit Bereichen der,
fur das Oktamer ermittelten, 3D-Struktur.

Mit dieser Auftragung lasst sich erklaren, weshalb ein langsamer Austausch zwi-
schen den Konformeren (also rechts- und linksgangig) zu beobachten ist. Der ,Weg*
von rechts- zu linksgangig fuhrt Gber einen ®/Y Bereich, der sterisch nicht begunstigt
ist (Ring!) und dadurch eine hohe Energiebarriere darstellt.

5. Kann fur hohere Oligomere eine Membranaffinitat nachgewiesen
werden?

Da, wie im einleitenden Kapitel bereits erwahnt, nicht nur die komplexen Exopoly-
saccharide unter Extrembedingungen (wie Salz- oder Hitzestress) von den
Cyanobakterien vermehrt gebildet werden, sondern dies auch fur die hier vorgestell-
ten Oligosaccharide der Fall ist, ist zu Uberlegen, ob und wenn ja in welcher Weise
diese Saccharide eine Schutzfunktion fur die Zellen bzw. die sie umgebende Zell-
membran ausuben konnen.

Daher ist es sinnvoll, eines der héheren Oligomere (hier: Deka) mit einem kleineren
Oligosaccharid (hier: Hexa) in verschiedenen Modellmembransystemen mittels NMR
zu vergleichen.

Hierzu wurden folgende Systeme untersucht:

SDS Micellen in D,O: kugelférmige Vesikel mit Lipidmonolayer
DMPC Liposomen in D,O: kugelférmige Vesikel mit Lipidbilayer
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DMPC/DHPC-Bicellen in D,O/Puffer: scheibenférmige Lipidbilayer, die im
magnetischen Feld eine Ausrichtung erfahren (= flussig-kristalline Phase) (siehe
Kapitel 1V)

e . #
Liposom*  Bicellen

* saints.css.edu/bio/ schroeder/cell_membrane.htm/

* http./ftesla.ccre.uga.edu/research/index.html

Abb. 59. Micelle — Liposom — Bicelle: Vergleich ihres schematischen Aufbaus. (Quellen sind die an-
gegebenen Internetseiten)

5.1Hexa und Deka in SDS425 Micellen

Hexa und Deka wurden separat in SDSy25 Losung (ca. 25-30 mg/mL D,0) vermes-
sen, wobei sich fir beide Saccharide weder eine Anderung ihrer Signalstrukturen
noch ihrer chemischen Verschiebungen im 'H NMR beobachten liess.

'H NMR in DO und in SDSq425 Micellen sind sowohl fiir Hexa als auch fiir Deka iden-
tisch.

- Eine Wechselwirkung zwischen SDS425 Micellen und den untersuchten Sac-
chariden konnte nicht festgestellt werden.

5.2Deka in DMPC Liposomen

Mit Hilfe eines Ultraschalldesintegrators wurden aus DMPC in D,O Liposomen er-
zeugt.

Auch fir diesen Fall zeigten sich keinerlei Veranderungen der chemischen Verschie-
bungen oder der Signalbreiten im '"H NMR des Deka.

Bei STD* Messungen konnte — bei Einstrahlung auf den 'H Alkylbereich der DMPC
Molekule — keinerlei Sattigungstransfer zwischen Deka und Lipsomen beobachtet
werden.

- Auch in DMPC Liposomen waren keine Wechselwirkungen zwischen Sac-
chariden und Lipidbilayer nachweisbar.
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5.3Hexa und Deka in Bicellen — Analyse der dipolaren Kopplungen

Wie in Kapitel IV gezeigt, kann fur bestimmte Molekule in Bicellenldsung eine Affi-
nitdt zur Lipidbilayer dieser Bicellen Uber die Starke ihrer Ausrichtung im Raum
nachgewiesen werden.

Da — wie verschiedene Enzymtests vermuten lassen” — die hdheren Oligomere (be-
sonders Deka) einen Effekt auf das Enzym besitzen, wurde in Bicellenldsungen un-
tersucht, ob auch fur jene Oligosaccharide eine starkere Ausrichtung im Feld auf-
grund von Wechselwirkungen mit der Modellmembran (= Bicellen) zu beobachten ist.
Nahere Einzelheiten zu Bicellen und den Grundlagen der hier durchgeflihrten Mes-
sungen finden sich in Kapitel IV.

H

U u

STD

Abb. 60. 'H und STD Spektrum fiir Hexa in Bicellen bei 300 K (links) — isotrope Lésung — und 308 K
(rechts) — flissig-kristalline Lésung (50 mM Phosphatpuffer, pH 7, 600 MHz).

Es zeigt sich in beiden Fallen im STD kein Sattigungstransfer von den Bicellen auf
das Hexasaccharid. Zudem ist die Ausrichtung des Hexa in flissig-kristalliner Phase
nur schwach, da sich die beiden 'H Spektren nur minimal voneinander
unterscheiden, also keine grossen dipolaren Kopplungen im Protonenbereich zu
beobachten sind.

Fur das Deka zeigt sich ein ahnliches Bild: auch hier ist weder ein Sattigungs-
transfer, noch eine starke Ausrichtung in flussig-kristalliner Phase zu beobachten.

" Arbeiten in der Gruppe von PD Dr. E. Loos.
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Abb. 61. Deka in Bicellen bei 300 K (links, isotrop) und 308 K (rechts, anisotrop) (50 mM Puffer, pH 7,
600 MHz).

FUr den Fall des Hexa bleibt noch zu bemerken, dass die Probe zwar nicht vollstan-
dig in die anisotrope Phase uUbergegangen ist, sondern noch ein geringer Teil DMPC
/ DHPC in Form von Liposomen vorliegt. Dennoch kénnen die, aus dem 2D HMQC
Spektrum ermittelten, |Dcy+Jcn| Werte als Maximalwerte der Ausrichtung angesehen
werden, da durch langere Aquilibrierung schliesslich eine fast einheitliche anisotrope
Phase erreicht werden konnte.

Puffer
DMPC
DMPC/DHPC (Bicellen)
in Liposomen pHPC
(Bicgllen)

Abb. 62. *'P Spektrum fiir Hexa in Bicellen bei 308 K (anisotrope Lésung). Deutlich zu erkennen das
Phosphorsignal flr nicht ausgerichtete DMPC / DHPC Molekiile, die als Liposomen vorliegen.

5.3.1 Ermittlung der 'Dcy Werte aus 2D HMQC und '*C INEPT Spektren

Firr das Hexasaccharid ist die Auswertung der '>C Spektren ohne weiteres méglich,
so dass die entsprechenden Werte fiir |Dcu+Jcn| (bei 308 K) und Jcy (bei 298 K)
extrahiert werden kdnnen. Allerdings ist dies nur fur nicht Gberlagerte Bereiche mdg-
lich.

Fir das Dekasaccharid ist aufgrund der starken Signalverbreiterung der Anomeren
und der HC2 Atome der Glucosen keinerlei Aussage Uber deren RDCs (Residual
Dipolar Coupling) mdglich. Auch aufgrund der noch starkeren SignallUberlagerungen
sind nur RDCs flr den a-Ring, also die Fructoseeinheit, eindeutig zu ermitteln.
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Atom |Dcu+Jcu| [Hz] 1JCH [Hz] 1DCH [Hz]

1b
1c
1d
1e
1f
2b
2c
2d
2e
2f
3e
4b
1a
3a
4a
5a
6a

175
174
173
174
174
147.5
137
141
142
136
144
148
138 /147
144
144
147
142

175
175
175
171
173
144
143
145
147
143
144
144
151
143
143
148
140

Tab. 32. Fir Hexa ermittelte RDCs in Bicellen. Deutlich zu erkennen ist die nur schwache Ausrich-

tung, die sich in kleinen Werten fir die dipolaren Kopplungen widerspiegelt (aus 2D HMQC Spektren,

nicht-{"H}-entkoppelt).

Atom |Dcw+Jen| [Hz] "Jen [Hz]  'Dcy [Hz]
3a 151 143 +8
4a 153 147 +6
5a 152 150 +2

71.1 ppm 136 144 -8
CHy-Gruppen 287.5 289 -1.5
nicht zugeordnet 285 289 -4
284 289 -5
293 287.5 +5.5

286 288 -2

2er / 3er / 5er C-Atome 140 149 -9
der Glucosen 133 144 -11

nicht zugeordnet 135/ 142 149 -14 /-7

132 144 -12

139 147 -8

144 145 -1

Tab. 33. Fur Deka ermittelte RDCs in Bicellen. Die Werte fir den a-Ring und 71.1 ppm (wahrschein-
lich C2j) stammen aus dem nicht-entkoppelten 2D HMQC, die Ubrigen Werte aus 3C INEPT Mes-
sungen.
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Die Ausrichtung ist also eher schwach, so dass Wechselwirkungen der Saccharide
mit der Modellmembran (den Bicellen), wie es in Kapitel IV fur verschiedene Thiazo-
lidinlactame gezeigt ist, ausgeschlossen werden konnen. Es handelt sich um eine,
wie auch sonst in der Literatur beschriebene, rein sterisch bedingte Orientierung.

5.4Deka + o-Amylase - Bindungsuntersuchungen mittels Sattigungs-
transfer (STD)

Da enzymatische Tests gezeigt hatten, dass Deka, ahnlich wie Trehalose oder Sac-
charose, einen Schutz des Enzyms (z. B. a-Amylase) bei erhdhter Temperatur be-
wirkt, wurde (iber STD Messungen?® untersucht, ob das Dekasaccharid als schwach-
bindender Ligand fur a-Amylase fungiert.
Messungen erfolgten ohne als auch mit Zusatz von lonen, genauer CaCl, und NacCl,
welche die Aktivitat des Enzyms steigern.

Y IPIPAT 7Y

r T T T T T T T T T T T 1 r T

T T T T T T T T T T
60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 ppm 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 ppm

Abb. 63. 'H und STD Spektren von Deka + a-Amylase links ohne, rechts mit CaCl, / NaCl (50 mM
Phosphatpuffer, pH 7, D,O, 600 MHz, 300 K).

Die beiden ,Signale“ im linken STD Spektrum stimmen zwar in etwa mit der Lage von
Signalen des Deka im "H iiberein; allerdings sind sie so schwach (und in etwa sym-
metrisch zum HDO-Signal), dass nicht davon ausgegangen werden kann, dass es
sich um einen Sattigungstransfer von o-Amylase auf das Dekasaccharid handelt,
sondern um Artefakte.

Somit kann mit dieser Methode keinerlei (schwache) Bindung zwischen Enzym und
Saccharid nachgewiesen werden, was nicht unbedingt gleichbedeutend ist mit einer
nicht vorhandenen Bindung. Evil. ist man mit der Messung des Sattigungstransfers
ausserhalb des, flr dieses System geeigneten, Messfensters.
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6. Zusammenfassung

Die unbekannten, aus dem Cyanobakterium Nostoc isolierten, Oligosaccharide
konnten als Mitglieder einer homologen Reihe identifiziert werden. Es handelt sich
um eine Kette aus a-(1->2)-verknupften Glucosen, die an ihrem reduzierenden Ende
eine B-D-Fructofuranose tragt. Vom Tri- bis zum Dekasaccharid konnte dieses Ver-
knUipfungsmuster eindeutig identifiziert werden, wobei mit Hilfe von Massenspektren
fur Tri-, Tetra- und Dekasaccharid das Vorhandensein von anorganischen Seiten-
gruppen, wie z. B. Phosphat oder Sulfat, ausgeschlossen werden konnte.

Die Uber 2D-NMR Daten bestimmte, bevorzugte 3D-Struktur erwies sich als rechts-
gangige Helix mit Ganghohe 4 im Falle von Hexa- und Oktasaccharid, wobei das
Hexa die kurzestmaogliche Einheit darstellt, um eine volle Helixwindung zu erhalten.
Fir die, durch saurehydrolytische Abspaltung der Fructoseeinheit erhaltenen, defruc-
tosylierten Oligosaccharide (defruct-Penta und defruct-Deka) konnte im Falle des
o-konfigurierten defruct-Penta (o. am reduzierenden Ende) eine linksgangige Helix
mit Ganghdhe 4 als bevorzugt eingenommene Struktur bestimmt werden. Allerdings
ist die defructosylierte Form um einiges flexibler als die nicht-defructosylierte, so
dass eine konformationelle Mittelung stattfindet, wobei fur das a-defructosylierte eine
schwache Bevorzugung der linksgangigen Helix postuliert werden kann. Das B-konfi-
gurierte defruct-Penta zeigte eine hohe Flexibilitdt und keine einheitliche Struktur.

- Die Fructoseeinheit am reduzierenden Ende induziert und stabilisiert eine
Sekundarstruktur, die ohne sie nicht vorliegen wiirde. Diese Fructose ist der
Grund fiir eine Anderung der helikalen Gangrichtung von bevorzugt links-
(ohne Fructose) auf bevorzugt rechtsgangig (mit Fructose).

Oligosaccharid 1-1ROE 1-2ROE ® /¥ Winkel @©/Y Winkel
Def. Giber Def. (iber
Schweratome Protonen

a-defruct ®=50.77° ®&=-42.-69°
linksgéngige Helix HurZ (< 28.A) Rz =244l ¥ =62.72° Y¥=-50..-61°
B-defruct : icht
sehr flexibel, keine (kzu;zlr;gtzl) vorrI!::nden nicht berechnet nicht berechnet
bevorzugte 3D-Struktur
Penta/Hexa ®=72.85° &=-30..-45°
fechisgangige Heix  '2"9 (26-34A)  kurz21-22A)  _ gy 4500 w=-32. +55°
) kurz (2.1-22A) o o
Oktasaccharid S ®=73..95 O =-23...-44
rechtsgangige Helix lang (2.7 -34.4) (|etZt82(3;:(;!)ElﬂhEIl W=04.131° W=-28..15°
Modellhelix ° o o
rechtsgangig (® = 60°, lang (2.8-2.9A)  kurz (~2.3 A) w=eE  w==l
- Y =120 Y =~0
Y = 120°)
Modellhelix linksgangig o =60° & =-55...-60°
(® = 60°, ¥ = 60°) kurz (2.1-2.2A) lang (3.0-3.1A) g GBS

Tab. 34. Vergleich der ROE Abstande und Winkel, die die O-glykosidische Bindung charakterisieren,
der berechneten Oligomerstrukturen und zweier Modellhelices.

- 181 -



Hauptteil

Fur héhere Oligomere kann angenommen werden, dass das freie (nicht-fructo-
sylierte) Ende zwischen der links- und der rechtsgangigen Konformationen hin- und
herwechselt. Dies zeigt sich in verbreiterten Signalen im 'H, da man aufgrund der
hohen Energiebarriere, bedingt durch das Durchlaufen ungunstiger ®/¥-Kombina-
tionen beim Ubergang zwischen rechts- und linksgéngig, im Bereich des langsamen
Austausches ist. Durch Variation der Temperatur kann weder der Bereich des
schnellen Austauschs, noch der Bereich mit stark verlangsamten Austausch und
doppeltem Signalsatz, erreicht werden.

240 — =
180 <t el 4
— 3
120+

0 | i _ ;
& ‘Oligosaccharide |z

& god.oo mit Fructose-Kappe:

- gangige : |

Mg, . i
= Heli L1

1 |
? e aJ_ O
a-defructosyliertes
Pentasaccharid
-60 : ; :
linksgangige :
: Helix :
-1zo-l . i ; i
-120 -60 0 60 120 180 240
#+ / degrees

Abb. 64. Energie der O-glykosidischen Bindung in o-D-Glc-(1-2>2)-a-D-Glc in Abhangigkeit von ®- und
Y-Winkel. Eingetragen die Winkelbereiche der berechneten Strukturen und der Modellhelices. (Ener-
giekarte aus GlycoMaps®). Die auftretende Sekundarstruktur wurde fur ein homooligomeres Oktamer
berechnet.

Insgesamt handelt es sich v. a. bei den kirzeren Oligosacchariden um Zucker mit

ungewodhnlich stabiler Sekundarstruktur, wie sie normalerweise in kirzeren Oligo-
sacchariden nicht vorgefunden werden kann.
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Membranaffinitat von Polyolen

1. Einleitung
1.1 Partielle Orientierung und NMR - Alilgemeines’

In der Festkorper-NMR Spektroskopie werden haufig raumlich anisotrope, magne-
tische Parameter, wie Dipol-Dipol Wechselwirkungen, Anisotropie der chemischen
Verschiebung oder Quadrupolwechselwirkungen, verwendet, um strukturelle Infor-
mationen von Molekuilen zu erhalten.

Diese Arten von Wechselwirkungen treten prinzipiell auch bei Molekulen in Losung
auf, werden aber aufgrund der schnellen Reorientierung der Molekille in Lésung
(isotropes Tumbling) zu null gemittelt. NMR Spektroskopie in Losung bedient sich
meist dieser sog. isotropen Losungen, die keine raumliche Vorzugsrichtung besitzen,
und somit keine Ermittlung der, in der Festkdrper-NMR zusatzlich verfigbaren, expe-
rimentellen Grossen zulassen.

Es gibt jedoch verschiedene Moglichkeiten, auch in Losung zumindest eine Teilaus-
richtung, also eine schwache raumliche Anisotropie, zu induzieren und dadurch
Grossen wie die Residualen Dipolaren Kopplungen (RDCs) als zusatzliche Informa-
tionsquelle nutzen zu kénnen.

I P )

V4 Y4 V4

XJ_Y—‘J-) XJ—Y—“Q—D XJ—Y%/-)
Y0 2 7

Isotrope Lésung Anisotrope Lésung Festkdrper
- uneingeschrdnkte Rotation fliissig-kristalline Phase - keine Rotation mehr
um alle 3 Raumachsen - bevorzugte Rotation um (idealisiert)
- keine Achse bevorzugt eine Raumachse - alle Achsen gleich stark bevorzugt
- Bevorzugung einer Raumachse - feste Position im Raum

Abb. 1. Vergleich von isotroper und anisotroper Phase mit dem Festkdrper. Die anisotrope Phase
nimmt eine Zwischenstellung zwischen isotroper Losung und Festkorper ein — sie besitzt zwar eine
Teilausrichtung und eine Bevorzugung einer Raumachse, jedoch ist der Grad dieser Bevorzugung im
Vergleich zum Festkdrper gering.

Dies findet vor allem bei der Strukturaufklarung bzw. —optimierung grosserer Biomo-
lekile Anwendung, wenn z. B. nicht genugend Daten aus NOESY Messungen zur
Verfligung stehen. Aber auch die Orientierung einzelner Molekdilteile zueinander
lasst sich mit Hilfe von RDCs vielfach eindeutiger bestimmen als nur unter Verwen-
dung von NOESY Daten. Ferner konnen, v. a. in Proteinen, Einheiten identifiziert
werden, die einem konformationellen Austausch unterliegen, oder es kdnnen auch
Informationen Uber Ligand-Rezeptor Komplexe bei schwacher Ausrichtung des Re-
zeptors in der LOsung erhalten werden.
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Damit kénnen, eigentlich nur in der Festkdrper-NMR zugangliche Parameter, auch in
Ldsung vielfaltig verwendet werden.

1.2 Mathematische und physikalische Grundlagen der Residualen Dipolaren
Kopplungen (RDCs)" 2

Wie bereits erwahnt, ist eine teilweise Orientierung der Moleklle in Lésung vonndten,
um RDCs detektieren zu kdénnen. D. h. eine der Raumachsen erfahrt eine starkere
Bevorzugung gegenuber den beiden anderen; dadurch ist eine isotrope Bewegung in
Ldsung nicht mehr moglich. Somit weisen alle internuklearen Vektoren eine, wenn
auch nur schwache, Bevorzugung einer bestimmten raumlichen Orientierung auf,
was zur Folge hat, dass fur jeden internuklearen Vektor eine bestimmte Ausrichtung
in Bezug auf die Magnetfeldachse starker populiert ist als andere.

Der hiermit verknlpfte, experimentelle Parameter, die residuale dipolare Kopplung D,
zeigt sich als zusatzliche Kopplung sowohl im 'H als auch im entsprechenden hete-
ronuklearen Spektrum. Die in anisotroper, teilausgerichteter Lésung ermittelte Kopp-
lungskonstante Je ist die Summe aus skalarer J Kopplung und dipolarer Restkopp-
lung D.

Jeir = |J+D| (1)

Die Grosse von D ist abhangig vom Winkel 6 des internuklearen Vektors (der Kerne i
und j) mit dem Magnetfeld.

D.=- .NQY-.Y-,h3<3cosze - 1>
T (2nry) 2

wobei folgende Konstanten miteinfliessen:

Mo Permeabilitat im Vakuum, y; und y; die gyromagnetischen Verhaltnisse der Kerne i
und j und h die Plancksche Konstante.

Zudem ist der Abstand r der beiden Kerne i und j, also die Lange des internuklearen
Vektors, enthalten. Dieser Wert ist eigentlich keine feste Grosse, sondern aufgrund
der Bindungsschwingungen, ein zeitlich gemittelter Wert. Da jedoch diese Bewe-
gungen auf einer anderen Zeitskala liegen, kann ein effektiver Bindungsabstand ge-
setzt werden, der zeitunabhangig ist.

Allerdings sind, wie die eckigen Klammern fur die Winkelabhangigkeit zeigen, die
RDCs zeitabhangig. Die gemessenen Kopplungen in anisotroper Losung sind das
Resultat der zeitlichen Mittelung sowohl von Reorientierung der internuklearen Vek-
toren aufgrund der Reorientierung des gesamten Moleklls als auch von Bewegun-
gen innerhalb des Molekuls oder einzelner Molekulbereiche.
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BO‘A Abb. 2. Darstellung des Winkels 6 zwischen internuklearem Vektor der
Kerne i und j und dem Magnetfeld By.

Der zeitlich gemittelte Term flr den Winkel 6 gibt die Ver-
teilung der raumlichen Orientierung des internuklearen

\, Vektors zwischen i und j relativ zum Magnetfeld wieder.
0 Da praktisch immer nur eine partielle Orientierung in Lo6-
sung vorliegt, kann es somit nie einen definierten Winkel 6
: fur die Ausrichtung eines Bindungsvektors geben, sondern
stets eine Mittelung Uber alle Orientierungen des Vektors Uber die Zeit, wobei durch

die teilweise Ausrichtung eine Bevorzugung bestimmter Orientierungen auftritt.

1.3 Moglichkeiten der partiellen Orientierung in Losung

Es gibt verschiedene Grunde, weshalb sich Molekule im magnetischen Feld (teil-

weise) ausrichten:'® '

- Molekule, die aufgrund ihrer Struktur eine anisotrope Verteilung ihrer Elektronen-
dichte aufweisen, und infolgedessen einen sog. anisotropen, magnetischen Sus-
zeptibilitatstensor besitzen, kdnnen sich in Abhangigkeit von der Feldstarke in
einem magnetischen Feld (schwach) ausrichten. Dies ist besonders bei a-helika-
len Peptideinheiten aufgrund der Orientierung der Peptidbindungen und bei DNA
aufgrund der Stapelung der Basenpaare zu beobachten.

- Molekule, die paramagnetische Gruppen enthalten, und somit ein permanentes,
magnetisches Dipolmoment besitzen, richten sich ebenfalls im Magnetfeld aus.
Meist tritt fur diese Systeme noch (zusatzlich) der im ersten Punkt beschriebene
Effekt auf.

Im Fall der paramagnetischen Systeme ist zwar die Ausrichtung deutlich starker als

fur diamagnetische Molekile, doch sind beide, im Vergleich zu den nun folgenden

Moglichkeiten der Orientierung, im Magnetfeld nur schwach ausgerichtet, zudem ist

der Grad der Ausrichtung nicht ,einstellbar®.

- Phagen oder virale Partikel als ,Lésungsmittelzusatze®. Einer der bekanntesten
ist der Bakteriophage Pf1; hierbei handelt es sich um ein einstrangiges, zirkulares
DNA Genom, welches in einem Hullprotein verpackt ist. Daraus ergeben sich
kleine Stabe mit ca. 60 A Durchmesser und etwa 20000 A Lénge, die sich in L6-
sung mit ihrer Langsachse parallel zur Magnetfeldachse orientieren. Zudem
zeichnen sie sich durch eine sehr hohe Stabilitat unter verschiedenen experi-
mentellen Bedingungen und durch einen grossen Temperaturbereich, in welchem
die orientierte Phase stabil ist, aus. Da Pf1 negative Ladungen tragt, ist er beson-
ders gut fur Untersuchungen von, ebenfalls negativ geladener, DNA geeignet.

- Ternare Phasen bestehend z. B. aus Cetylpyridiniumbromid (CPB), Hexanol und
NaCl oder NaBr. Zu dieser Gruppe sollte man auch die Mischung aus n-Alkyl-
Polyethylenglykol (z. B. C12E5: Pentaethylenglykolmonododecylether), n-Alkyl-
Alkohol (z. B. n-Hexanol) und Wasser zahlen, eine Mischung, die zuweilen auch
als Otting Phase bezeichnet wird. Vorteil dieser Mischungen ist ihre geringe Nei-
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gung zu Wechselwirkungen mit Makromolekllen. Zudem sind sie ungeladen, so
dass weder Salzkonzentration, noch pH Wert grosse Auswirkungen auf die orien-
tierte Phase haben.

- Polyacrylamidgele, die durch mechanische Belastung in Form von Stauchen oder
Strecken in orientierte Gele Uberfuhrt werden. Makromolekdle in Losung konnen
dann leicht in die Gele eindiffundieren.

- Bicellen — Lipidbilayer, die bei einer bestimmten Temperatur im magnetischen
Feld einen Phasenlbergang von einer isotropen zu einer flussig-kristallinen
Phase erfahren.

Da es sich bei diesen Bicellen um das, bei diesen Untersuchungen vorrangig ver-

wendete, orientierende Medium handelt, soll hierauf im Folgenden naher eingegan-

gen werden.

1.3.1 Bicellen — Aufbau und physikalische Eigenschaften

Bicellen (Bilayered (Binary) mixed Micelles)*® * bestehen aus einer Mischung von
langkettigen und kurzkettigen Phosphatidylcholinen (PCs) in Wasser oder gepuf-
ferter, wassriger Losung. Das kurzkettige wird auch als Detergens bezeichnet, da nur
durch dessen Zusatz das langekettige PC in Wasser in Losung gebracht werden
kann.

Die gebrauchlichste Mischung besteht aus 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocho-
lin (DMPC, zwei C14 Ketten) als langkettigem und 1,2-Dihexanoyl-sn-glycero-3-phos-
phocholin (DHPC, zwei Cs Ketten) als kurzkettigem PC, es finden jedoch auch Ci»
bis Cqs-kettige PCs — teilweise ungesattigt — als langkettige und Molekule wie
CHAPSO (3-(cholamidopropyl)dimethylammonio-2-hydroxy-1-propan-sulfonat) als
Detergens Verwendung. Zudem ist es mdglich, geladene, amphiphile Additive in ge-
ringer Menge zuzusetzen, welche dieselbe Ladung wie die zu untersuchenden Mole-
kidle in Losung aufweisen, um ladungsbedingte Wechselwirkungen mit der Bicellen-
oberflache zu verhindern. Als positiv geladenes Amphiphil wird in der Regel Cetyltri-
methylammoniumbromid (CTAB), als negativ geladenes meist Natriumdodecylsulfat
(SDS) zugegeben.*®
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0

MeaN:/\ P QJ\N\/\/\/\/\ DMPC
o"1to0 i zwei C,,-Ketten

0o \/\’O‘II/VV\/\NV L
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MesNi/\ II:I’ (_)Jl\/\/\ DHPC
o~ :O\/E\/Oj(\/\/ zwei Cs-Ketten

CHAPSO

CTAB

eine C,;-Kette

SDS
eine C,,-Kette

Abb. 3. Strukturformeln der am haufigsten verwendeten Substanzen flr die Bicellenpraparation und
der gangigen Additive.

Diese, auch als Modellmembranen aufzufassenden, Bicellen zeigen ein sehr kom-

plexes Phasendiagramm, wobei die Ubergadnge zwischen einzelnen Phasen von

mehreren Faktoren anhdngen:* '@

- molares Verhaltnis g von DMPC zu DHPC (stabil in einem Bereich von 2.9 — 3.7
fur n(DMPC):n(DHPC))

- Gesamtlipidkonzentration c in Losung (3 — 10% (w/w), um einen relativ geringen
Orientierungsgrad zu erreichen, der zu Spektren mit hoher Auflosung fuhrt)

- Temperatur.

Voraussetzung, dass Uberhaupt jene Phasenubergange auftreten konnen, ist das

Vorhandensein eines magnetischen Feldes.

Uber die Struktur/Morphologie der Bicellen, also jener Form, die in anisotroper, flis-
sig-kristalliner Phase, vorliegt, ist viel diskutiert worden. So werden sie meist als
dinne Scheibchen (,Discs”) beschrieben, deren Flachen von langkettigem DMPC,
ihre Rander hingegen von DHPC gebildet werden.*® ® Sie erfahren eine Ausrichtung
mit ihrem Normalenvektor senkrecht zur Magnetfeldachse. Aber auch ein schwamm-
artiges Aussehen mit DMPC Doppelschichten, die von, mit DHPC abgesattigten,
Léchern unterbrochen werden (,swiss cheese model“), wird diskutiert.®
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F 3

DHPC-Réander

DMPC-Fldchen

.
%
¢

Abb. 4. Bicellen (links, GUbernommen von http://tesla.ccrc.uga.edu/research/index.html) dargestellt als
dinne Scheibchen orientiert im Magnetfeld. Der Normalenvektor n der Bicellenflache steht senkrecht

zur Magnetfeldachse. Auf der rechten Seite eine schematische Darstellung der schwammartigen
Struktur mit DHPC-,L6chern®.

Far die isotrope Losung von DMPC/DHPC in Wasser wird eine Mischung aus Micel-
len angenommen. Allerdings gibt es nicht nur einen einzigen Phasenubergang inner-
halb des, i. a. fur NMR Messungen von Biomolekulen interessierenden, Temperatur-
bereichs (ca. 20 — 40 °C), sondern mehrere, wobei auch Mischungen aus verschie-
denen Phasen vorliegen kdnnen. Sternin et al.*® fanden fiir ihr System die stabile
Bicellenphase in einem sehr schmalen Temperaturbereich von 34 — 36 °C.

Da Bicellen in fliissig-kristalliner Phase in etwa 40 A dick sind und einen Durchmes-
ser von ca. 200 — 250 A aufweisen,'® bewegen sie sich in einer Gréssenordnung, in
der die betreffenden Aggregate aufgrund ihrer schnellen Relaxation nur mehr als
breite Untergrundsignale zu beobachten, aber keine separierten DMPC- bzw. DHPC-
Signale mehr vorhanden sind. Zudem erfahren sie eine Orientierung im Feld, was zu
einer zusatzlichen Verbreiterung der Signale aufgrund (starker) dipolarer Kopplungen
fihrt. Auch das *'P Spektrum der orientierten Phase unterscheidet sich deutlich von
dem der isotropen Phase. In isotroper Losung gibt es nur ein Signal fur DMPC und
DHPC im 3'P Spektrum, wohingegen aufgrund der Orientierung in flussig-kristalliner
Phase zwei Signale im *'P zu beobachten sind, fiir DMPC in den planaren Flachen
und far DHPC an den Randern der Bicellen.
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DMPC & DHPC-Signal

Isotrope Lésung
bei T =300 K

M o it b M AN
L b adh b o )

T T T T T T T T T T T T T T T 1
T 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm 0 2 -4 K] -8 10 12 14 16 ppm

DHPC-Signal

P o . DMPC-Signal
Fliissig-kristalline Phase

beiT=311K

T T T T T T T T T r T T T T T T T T T
7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm 0 -2 -4 -6 -8 -10 -12 -14 -16 ppm

Abb. 5. 'H (links) und ¥p (rechts) NMR Spektren fiur DMPC/DHPC in wassriger Losung. Oben in
isotroper Losung bei 300 K — also in Form nicht orientierter micellarer Strukturen. Unten in flissig-
kristalliner Phase bei 311 K als Bicellen.

Ein Vorteil der Bicellen als Mittel, um eine schwache Orientierung in Lésung zu ge-

winnen, ist ihre relativ leichte Praparation und die Option, den Grad der Orientierung

durch die experimentellen Parameter g und ¢ zu variieren.

Von Nachteil ist hingegen

- die schnelle Hydrolyse der Phosphodiesterbindungen bei nicht optimal einge-
stelltem pH Wert.

- ein nur eingeschranktes Messfenster der Temperatur flr die flissig-kristalline
Phase.

- die experimentellen Parameter g und ¢ kénnen nur in sehr engen Grenzen variiert
werden.

Zu bemerken bleibt noch, dass bei ternaren Systemen, wie z. B. der Otting Phase,
die Ausrichtung der gelosten Molekule nur von ihrer Form abhangt, wohingegen in
Bicellen auch elektrostatische Wechselwirkungen bedacht werden miissen.’

1.4 Orientierung kleinerer Molekiile im magnetischen Feld

Die Anwendung von RDCs zur Strukturermittlung ist vor allem bei grossen (Bio-)Mo-
lekdlen, i. d. Regel Proteinen, sinnvoll, fir die nicht genigend andere NMR (z. B.
NOESY) Daten vorhanden sind, um die Struktur in L6sung bestimmen zu kdénnen.
Aber auch kleine Molekule, wie z. B. Kohlenhydrate, wurden vielfach untersucht. Da
es sich bei den, in diesem Kapitel untersuchten, Molekulen ausschliesslich um kleine
Molekule (M < 1000) in Bicellenldsung handelt, méchte ich im Folgenden nur jene
Systeme aus der Literatur aufgreifen, die als sinnvoller Vergleich herangezogen wer-
den konnen.

Besonders eine Vielzahl an verschiedenen Oligosacchariden® wurde in Bicellen un-
tersucht. Zum einen, um auch fur kleinere Molekule eine Strukturoptimierung mittels
RDCs durchfiihren,®®° zum anderen, um vor allem die, in Sacchariden auftretende,
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Flexibilitat der O-glykosidischen Bindungen oder gepuckerter Flnfringe exakter be-
stimmen zu kénnen.®*" Bei den ausgewahlten Literaturbeispielen handelt es sich um
Messungen in ,Standard“-Bicellenlosungen, also mit einem Gesamtlipidgehalt von 5
— 20% und einem molaren Verhaltnis von DMPC:DHPC von ca. 3 in Wasser oder
gepufferter, wassriger Losung.

Von besonderer Bedeutung fur die sich anschliessende Untersuchung kleiner, hy-
drophiler Polyole sind die Gréssenordnungen der dipolaren Kopplungen ('Dcy bzw.
Duy). Gangige Grossenbereiche geben die Literaturbeispiele in Tab.1 wieder.

Molekul 'Den [HZ] Bicellenbedingungen Literatur
LNT 2.7 ..+19.8 DMPC / DHPC 8
LNF1 -18.4 ... +12.1 c=75%/q=3
LND1 -26.5 ... +20.0

(versch. Lewis
Blutgruppenepitope)
LNF2 -5.8...+15.3 DMPC / DHPC 8e
c=75%/q=3
Tetrasaccharid -17.7 ... +22.8 DMPC / DHPC 8a
(unverzweigt) c=75%/q=29
Saccharose -4.49 ... +1.99 DMPC / CHAPSO 8
Raffinose -6.54 ... +5.28 c=75%/q=35
Lewis™ -11.0 ... +12.3 C13 / Cg Diether PCs 89
Lewis® -7.5...+16.7 c=75%/q=3
Trimannosid -17.4 ... +16.5 DMPC / DHPC 8
c=10%/q=3

Tab. 1. Ubersicht iber 1DCH Werte aus der Literatur fur kleine Saccharide in Bicellen.

Auffallend ist, dass die 'Dcyy Werte allgemein relativ klein sind und nur fiir mehr ge-
streckte (zylinderférmige) Molekule etwas grossere Werte um die +/- 20 Hz erreicht
werden.

Ganz im Gegensatz dazu zeigen die, in dieser Arbeit untersuchten, polyhydroxy-
lierten Thiazolidinlactame auch in verdunnter Bicellenlésung (c ~ 5%, q = 3) sehr
grosse Werte fiir die 'Dcy Kopplungen. Ihr Bereich reicht bis zu 400 Hz im Extremfall.
Auch die H-H RDCs sind mit teilweise bis zu 200 Hz ausgesprochen gross, wohin-
gegen Disaccharide wie Saccharose oder Raffinose nur Werte um -3 bis +3 Hz zei-
gen.®

Dies bedeutet, dass es sich im Falle der Thiazolidinlactame nicht nur um eine blosse,
schwache Orientierung in der flussig-kristallinen Phase (den Bicellen) handeln kann,
sondern dass zusatzliche Krafte oder Wechselwirkungen, z. B. mit den Bicellen, auf-
treten missen, um eine derart starke Ausrichtung zu erhalten, wobei ein hydro-
phober Effekt aufgrund der zahlreichen Hydroxygruppen von vornherein ausge-
schlossen werden konnte.
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1.5 Affinitat an Lipidmembranen — Art der Wechselwirkungen und Beispiele

Es gibt eine Vielzahl an Beispielen, in denen die Affinitat kleinerer amphiphiler, oder
auch lipophiler Molekiile an Lipidmembranen untersucht wurde.® Die Ermittlung ihrer
Affinitat erfolgte mit Hilfe unterschiedlichster Methoden:

Middleton et al.®® ermittelten Giber 2H NMR Spektroskopie sowoh! die Stirke der
Wechselwirkung — ahnlich dem Verteilungskoeffizienten K, in Octanol/Wasser
Systemen — als auch die Art der Wechselwirkung fur ein amphiphiles, schwach
basisches Molekl (1,2-dimethyl-3-cyanomethyl-8-[0-2H]phenylmethoxy-
imidazo[1,2-a]pyridinium). Sie konnten zeigen, dass in grossen, multilamellaren
Phospholipidvesikeln Signale fur die gebundene und die freie Form des ,Ligan-
den” gleichzeitig vorhanden sind. Zudem zeigte die Substanz keinerlei Wechsel-
wirkungen mit DMPC Membranen in der Gel-Phase, also bei niedrigen Tempe-
raturen, unterhalb des Phasenubergangs in die L,, die flussig-kristalline Phase.
Wang et al.*® untersuchten die Einlagerungsrate und die Lage von Amantadin
innerhalb der Membran mit DOSY und STD NMR Messungen in sehr kleinen
,Bicellen“ (q = 0.3). Da Amantadin sich im schnellen Austausch zwischen Was-
ser- und Lipidphase befindet, kann Uber Diffusionsmessungen nur ein gewichteter
Mittelwert — zu dem freie und Bicellen-assoziierte Amantadinmolekule beitragen —
fur die Diffusionskonstante erhalten werden. Aufgrund nur sehr schwacher NOE
Signale im NOESY Spektrum wurde postuliert, dass Amantadin in der Membran
frei beweglich ist und ungehindert lateral diffundiert.

Eine weitere Veréffentlichung von Middleton et al.” untersucht das Profil dipolarer
Kopplungen mittels MAS NMR fur Molekile, welche auf unterschiedliche Art mit
der Membran wechselwirken. Uber das dipolare Profil der Lipidmolekiile kann
eine Aussage Uber die Beweglichkeit der verschiedenen Regionen innerhalb des
Lipidmolekuls und somit Uber den Zustand der Membran getroffen werden. Un-
tersucht wurden in diesem Zusammenhang Moleklle, die entweder lipophil sind
(z. B. Trifluoperazin), bekanntermassen mit anionischen Lipiden wechselwirken
(Dekalysin) oder die Membran durchdringen (Transmembranproteine (z. B. Phos-
pholamban)).

Die Auswirkung von Trehalose auf DMPC Membranen wurde durch Lambruschini
et al.®® untersucht. Sie schlossen aus den ermittelten physikalischen Eigenschaf-
ten von Trehalose auf einen Einfluss auf die Ausbildung der flissig-kondensierten
Phase um die Membran. Allerdings handelt es sich hierbei um Untersuchungen
auf der Ebene der Bulkeigenschaften, ohne dass Aussagen Uber die auftretenden
molekularen Effekte gemacht werden.
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+
N Cl NH S
| :\g_CH:s ’ oHO
Z~N HO
\ N CF HO HO
(o}

Trehalose

Amantadin Trifluoperazin

1,2-dimethyl-3-cyanomethyl-8-[0-2H]
phenylmethoxyimidazo[1,2-a]pyridinium

Abb. 6. Strukturen von einigen Substanzen aus der Literatur, die auf ihre Membranaffinitat hin unter-
sucht wurden.

Die gangige Methode der Bestimmung des Verteilungskoeffizienten fuhrt oft zu wenig
zuverlassigen Ergebnissen, da bestimmte strukturelle Gruppen, wie z. B. basische,
aromatische Amine, eine starkere Affinitdt zu Phospholipidmembranen besitzen, als
uber den Verteilungskoeffizienten vorhergesagt.

Zudem sind die untersuchten Substanzen zumindest amphiphil bzw. teilweise auch
lipophil, fur die eine Membranaffinitat beobachtet werden kann, wohingegen es sich
bei den hier vorliegenden Thiazolidinlactamen um hydrophile, polyhydroxylierte Sub-
stanzen handelt — eine Substanzklasse, die eigentlich keinerlei Affinitat zu Phospho-
lipidmembranen aufweisen sollte.

Wie in den Beispielen bereits gezeigt, gibt es verschiedene Madglichkeiten in der
NMR Spektroskopie, Affinitaten oder allgemein Wechselwirkungen zwischen Mole-
kilen zu untersuchen. Daher seien nachfolgend die gangigsten Methoden kurz er-
lautert.

1.6 NMR Methoden zur Messung von ,,Ligand-Rezeptor“-Wechselwirkungen

Die einfachste Methode ist sicherlich die Titration eines Rezeptors mit seinem Ligan-
den und die Untersuchung der dabei auftretenden Anderungen in den chemischen
Verschiebungen 6. Hierbei ist zu berlcksichtigen, dass nur innerhalb eines be-
stimmten Messfensters, welches durch die Dissoziationskonstante Kp eines Komple-
xes bestimmt ist, gearbeitet werden kann.

Handelt es sich um eine starke oder mittelstarke Bindung (sub-mikromolarer bis mi-
kromolarer Bereich fiir Kp), so sind Anderungen in den chemischen Verschiebungen
detektierbar, da ein hoher bzw. ausreichender Prozentsatz an Ligand in der gebun-
denen Form vorliegt.

Bei nur schwacher Bindung (Kp > 1 M) sind im Rahmen einer NMR Titration keinerlei
Effekte mehr nachweisbar."®

Weitere Mdglichkeiten, die zudem auch die Ermittlung des bindenden Epitops ge-
statten, basieren z. B. auf Messungen des Sattigungstransfers zwischen Rezeptor
und Ligand (STD NMR).'® Hierbei werden Frequenzen des Rezeptors geséttigt und
durch Bindung eines Liganden an den Rezeptor teilweise diese Sattigung auf den
Liganden Ubertragen. Wichtig dabei ist, dass der Ligand keine zu starke Bindung an
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den Rezeptor aufweist, da das Messprinzip des STDs darauf beruht, dass der abdis-
soziierte Ligand in freier Form, also in Losung, detektiert wird. Da die Zeitkonstante
der T1/T2-Relaxation fur kleine Molekulle ca. 1s betragt, nimmt der Anteil an gesat-
tigten Liganden in Losung wahrend der Sattigungszeit (wenige Sekunden) zu. Dies
bedeutet aber auch, dass STD Messungen nur fur bestimmte Bereiche von Kp mog-
lich sind:

- Ist Kp kleiner als 1 nM, so ist die Bindung sehr stark, die Dissoziationsgeschwin-
digkeit des Liganden sehr klein und somit der Sattigungstransfer auf den Ligan-
den in LOsung nicht effizient.

- Ist andererseits die Bindung sehr schwach, also Kp im Bereich von gréosser 10
mM, so ist die Verweildauer des Liganden in der Bindungstasche zu kurz, um
einen effektiven Sattigungstransfer zu gewahrleisten.

Somit eignet sich der STD fur die Untersuchung von Bindungsvorgangen, deren Dis-

soziationskonstante Kp im Bereich von ca. 100 nM bis max. 10 mM liegt."®

Um die Starke einer Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung zu bestimmen, kann auch die
Anderung der Diffusionskonstanten eines (kleinen) Liganden bei Bindung an einen
(grossen) Rezeptor bestimmt werden."® ¢ Problematisch ist allerdings, dass nur eine
gemittelte Diffusionskonstante fir den Liganden ermittelt werden kann, die zudem
vom molaren Verhaltnis Ligand zu Rezeptor abhangig ist. Es werden also niedrige
Ligand-Rezeptor-Verhaltnisse bendtigt, um entsprechende Diffusionskonstanten zu
ermitteln. Zudem ist die Grosse des Rezeptors begrenzt, da bei sehr grossem Re-
zeptormolekul die Mittelung der Linienbreiten fir den Liganden zu einer starken Ver-
breiterung fiihrt.'%

Weitere Verfahren zur Identifizierung der Bindung von Liganden an Rezeptormole-
kile sind z. B. das sog. inverse NOE Pumping, Water-LOGSY (Messung des an Li-
gand und Rezeptor gebundenen Wassers) oder die Messung von Relaxations-
zeiten.'® Erstere Methode ist eher fiir stirkere Bindungen geeignet und bedarf zu-
dem einer genauen Optimierung der Mischzeit. Die Messung von Water-LOGSY st
nur fir Bindung an grosse Proteine (> 30 kDa) geeignet, und die Relaxationsmes-
sungen bedurfen separierter Signale, um den Effekt der Linienverbreiterung durch
Bindung eines Liganden an ein Protein quantifizieren zu konnen.

Eine relativ neue Methode nutzt die zuvor beschriebenen RDCs aus, um Aussagen
(iber die Orientierung eines Liganden zum Rezeptor treffen zu kénnen.'®® ¢ Diese
transferred RDCs (trDCs) treten zwischen einem im magnetischen Feld (partiell)
orientierten Rezeptor (z. B. im Form eines membranverankerten Proteins) und einem
kleinen Liganden auf, welcher durch Bindung an den orientierten Rezeptor ebenfalls
eine Orientierung im Raum erfahrt, die grésser ist, als jene ohne Rezeptor. Man er-
halt auch in diesem Fall das zeitgewichtete Mittel der trDCs von freiem und gebun-
denem Liganden. Eine Abschatzung der Bindungsaffinitat des Liganden ist hiermit
allerdings nicht mdglich.
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An diesem Punkt setzen die hier vorgestellten Untersuchungen an. Ist es mdglich,
die Affinitat eines kleinen (polaren) Molekuls, in Abhangigkeit seiner strukturellen
Eigenschaften, an hoch solvatisierte Modellmembranen mittels RDCs zu bestimmen?
Dass RDCs als neuartige Methode in der Beurteilung von Bindungsaffinitaten an Li-
pidbilayer durchaus einsetzbar sind, soll im Folgenden gezeigt werden.

2. RDCs polarer, polyhydroxylierter Thiazolidinlactame
2.1 Thiazolidinlactame — Strukturelle Merkmale

Bei den untersuchten Thiazolidinlactamen handelt es sich um bizyklische Systeme,
bestehend aus einem 7- und einem 5-Ring, welche in unserer Arbeitsgruppe synthe-
tisiert und strukturell untersucht wurden.''@

Durch Kondensation eines Uronsaurelactons (in diesem Fall y-Glucuronolacton) mit
Cystein oder Cysteamin wird ein bizyklisches System erhalten, welches durch die
vorhandenen, funktionellen Gruppen vielfaltig modifiziert werden kann.

HO, Ho ~ PH

o HS %
o OH + l H,O/Pyridin
-+
=il ClHN R

OH

y-Glucuronolacton Cystein bzw. 7,5-bizyklisches Thiazolidinlactam

Cysteamin (R = H) R = COOMe, COOH, COOEt, H

Abb. 7. Synthese des bizyklischen Thiazolidinlactams.'"

Die Aufklarung der 3-dimensionalen Struktur erfolgte sowohl Gber Analyse der Ront-
genstrukturdaten als auch tiber NMR Spektroskopie."

Die hier untersuchten Systeme lassen sich — abhangig von der Konformation ihres 7-
Ringes — in drei Gruppen einteilen:

e 7-Ring in Sesselkonformation
e 7-Ring mit invertierter Sesselkonformation
e 7-Ring in Boot-/Wannenkonformation

Dies hat auch entscheidenden Einfluss auf die Orientierung der Hydroxygruppen,
welche sowohl abhangig von der 7-Ring Konformation als auch von der Art des ein-
gesetzten Zuckers sind. So erhalt man eine unterschiedliche Anzahl an axial orien-
tierten OH-Gruppen, die bei geeigneter Ausrichtung H-Brucken zueinander ausbilden
konnen.

Far eine Vielzahl an modifizierten Bizyklen konnten Rontgenstrukturen erhalten wer-
den, die die entsprechenden Konformationsanalysen anhand von NMR Daten besta-
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tigten. Das Grundgerlst — also der 7,5-Bizyklus — ist an sich starr und liegt im Kristall
wie in Losung in derselben Konformation vor.

2 R
S OH rﬁ
2 8 OH s Grundbaustein
N \QPN--:O 3 axiale OH Gruppen
? b BT R Sesselkonformation

OH °
mit R = OH, NH, , N,
und R’ = COOMe, H, CONH,, COO’, COOEt

Ho ~ OH
— OH
HO S TS}COOMe 2 axiale OH Gruppen
N HCI-?!O O N invertierte Sesselkonformation
0]
HO O COOMe
OH
=S HO Oi—S}COOMe 1 axiale OH Gruppe
N\'e H%Bm invertierte Sesselkonformation
(@)
COOMe
COOEt
HO S N-=O Keine axialen OH Gruppen

How Boot-/Wannenkonformation

0
\ CooEt O—><

Abb. 8. Konformationen des 7-Ringes in Abhangigkeit von Substituenten, Konfiguration am Briicken-
kopf oder eingesetztem Lacton; dadurch bedingt auch die unterschiedliche Anzahl an axial orientierten
OH-Gruppen. In der ersten Struktur ist auch die, im weiteren verwendete, Numerierung des Systems
wiedergegeben.

Nachfolgend eine Ubersicht (iber die verschiedenen, untersuchten Bizyklen mit
Kennzeichnung ihrer Modifikationen.
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Sesselkonformation

3
\e HO x 2 LiCl
HO o COOMe HO o) @

“Grundmolekiil” Freie Sdure Zwitterion
(Konfiguration 9, 9a: R,R) als Ammoniumsalz
OH
5
Azepin Azepin Azepin

ohne Estergruppe in Pos. 3 mit Azidgruppe in Pos. 6 mit Ammoniumgruppe in Pos. 6

N \ © O\

Primires Amid in Pos. 3 Sulfoxid

mit Ethylester in Pos. 3 AZidgeUpps 1n Fos:9

Inversion der Konfiguration

fur Pos. 8 &9
- nur noch 1 axiale OH-Gruppe (Pos. 7)
1
COOMe
OH Gruppen vollstindig Boc-geschiitztes Amin
acetyliert in Pos. 6
freie Saure

Abb. 9. Bizyklen mit 7-Ring in Sesselkonformation und ,einfacheren® Modifikationen.

Durch Carbonsaurefunktion in Position 3 und Amin in Position 6 (siehe 11) ist es
mdglich, Amidbindungen zu Standardaminosauren zu knipfen. Einige dieser, weit-

reichender modifizierten, Bizyklen sind nachfolgend gezeigt. Ihre Sesselkonformation
bleibt dabei erhalten.
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7-Ring in Sesselkonformation - mit zusatzlicher Aminosaure

OMe

Ammoniumgruppe in Pos. 6
| Amidbindung und (L)-Prolin  Amidbindung und Glycinmethylester
H in Pos. 6 in Pos. 3

14

Ammoniumgruppe in Pos. 6
Amidbindung und (L)-Phenyl-

\i alaninmethylester in Pos. 3

OMe

Abb. 10. Bizyklen mit zusatzlicher Aminosaure in Position 3 bzw. 6. Die freien Ammoniumgruppen in
den Molekiilen 13 und 14 kénnen als Anknipfungspunkte fiir weitere Aminosauren dienen.”

Auch fur andere 7-Ringkonformationen, abweichend von der oben gezeigten Sessel-
konformation, gibt es einige Beispiele:

7-Ring in Boot-/Wannenkonformation

Ho, PH 15

S Isopropylidenschutzgruppe
fiir OH Protonen in Pos. 6 & 7
Ethylester
C

OOEt

Invertierte Sesselkonformation
Ho OH
—\.s 16

N
HO o COOMe

HO

COOMe

Ausgehend von y-Mannuronolacton
(Konfiguration 9, 9a: S, S)
- 2 axiale OH-Gruppen
(Pos. 6 & 9)

An Pos. 9a epimere Struktur zu 1
- 1 axiale OH-Gruppe (Pos. 6)

Abb. 11. Bizyklen mit im Vergleich zu 1 geanderter 7-Ringkonformation.
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Vergleicht man die Orientierung der OH-Gruppen im Kristall mit jener, die in Losung
{iber die Analyse der NMR Daten, und hier insbesondere der *Jou, 1 Kopplungen,
erhalten wird, so zeigen sich deutliche Unterschiede. Dies ist insofern von entschei-
dender Bedeutung, da in Losung somit teilweise ein anderes Wasserstoffbricken-
muster moglich ist.

H-Briicken im Kristall
Thiazolidinlactame mit Sesselkonformation

Molekiil 1 Sesselkonformation am Beispiel von 1

70H Donor zu 90H
90H Donor zu Carbonyl
(analoge Struktur fiir 2)

Molekiil 8 /KT
90H Donor zu 70H & Carbonyl

Molekiil 4
90H Donor zu 70H

Molekiil 9
70H Donor zu Carbony!|

Molekiil 11
90H Donor zu 70H

Abb. 12. Kristallstrukturen einfach modifizierter Bizyklen mit Sesselkonformation und die daraus re-
sultierenden, moglichen H-Briicken.
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H-Briicken im Kristall Il
Thiazolidinlactam mit invertierter Sesselkonformation

Invertierte Sesselkonformation
am Beispiel von Molekiil 17
(als Ethylester)

Molekiil 17
keine H-Briicken méglich

Thiazolidinlactam mit Boot-/Wannenkonformation

Molekiil 15
keine H-Briicken méglich

Abb. 13. Kristallstrukturen des invertierten Sessels und der Boot-/\Wannenkonformation.

Mittels NMR Messungen konnte flr die meisten Systeme das H-Brlickenmuster in
Losung (in DMSQOgs) bestimmt werden. Entscheidend sind bei der ,normalen” Ses-
selkonformation die OH-Gruppen an Position 7 und 9, da sie auf dieselbe Seite des
Sessels orientiert sind, und somit H-Bricken zwischen ihnen aufgrund des geringen
Abstands mdglich sind. Die Orientierung der OH-Gruppen hangt auch davon ab, wel-
che funktionellen Gruppen wie als Partner an den H-Brucken beteiligt sind — so
macht es selbstverstandlich einen Unterschied, ob sich eine Akzeptor- oder Donor-
gruppe als Partner anbietet.
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Molekil > 1 2 3 4
3Jn, on [HZ]
60H 6.6 Aufgrund der - 5.6
70H 54 Saurefunktion Breit 5.9
80OH 3.9 sind die OH- Breit 4.1
90H 11.0 Protonensignale Sehr breit 8.5

in DMSOgs breit
(Austausch!)

H-Brlcken Gegabelte H- Sollte mit 1 Sollte mit 1 90H nur Donor
Brucken vergleichbar sein  vergleichbar fur 70H
90H Donor flr Evtl. starkere sein keine Akzeptor-
70H & Carbonyl Orientierung von Evitl. starkere funktion
90H zum Orientierung
Carboxylat von 90H zum
Carboxylat
Molekil > 5 6 7 8
3Jn, on [HZ]
60H - Keine Daten 6.3 ~6.3
70H 6.4 vorhanden 4.9 5.8
80OH 3.8 - sollte mit 5 3.9 4.0
90H 8.1 vergleichbar sein 7.3 10.6
H-Bricken  90H nur Donor  90OH nur Donor 90H Donor zu Wie bei 1
fur 70H fur 70H 70H/Carbonyl  Gegabelte H-
keine Akzeptor-  keine Akzeptor- & Akzeptor fur Bricken
funktion funktion AmidNH 90H Donor fur
- Amidflip mit 70H & Carbonyl
Umschalten
des H-
Brucken-
musters
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Molekil > 9 11 12 13
3Ju, on [Hz] (Boc-geschiitzt)
60H 6.1 - - -
70H 4.3 4.5 Breit 4.4
(ASIAT =-1.9)
80OH 6.7 4.1 Breit 4.4
90H - 11.7 11.4 (aus 8.2
COSY)
H-Bricken Keine H-Bricken Wie bei 1 Wie bei 1 Amidflip
in Losung Gegabelte H- Gegabelte H-  90H mit Donor-
Bricken Bricken (zu 70H &
90H Donor fir  90OH Donor fur Carbonyl) &
70H & Carbonyl 70H & Akzeptorfunktion
Carbonyl (zu AmidNH)
Molekul > 14 15 16 17
3Ju, o1 [Hz] (Boc-geschiitzt) (als Ethyl-
ester)
60H - - 5.1 5.0
70H 4.6 - 4.5 4.1
80OH 4.0 5.4 5.2 4.4
90H 9.2 5.3 4.9 Uberlagert
H-Brucken Amidflip Keine H-Bricken Aufgrund der Aufgrund der
90OH mit Donor- aufgrund der invertierten invertierten
(zu 70H & Boot- Sesselkonfor-  Sesselkonfor-
Carbonyl) & /Wannenkonfor- mation sind H-  mation sind H-
Akzeptorfunktion mation Brucken Brucken
(zu AmidNH) auszuschlies- auszuschliessen
sen

Tab. 2. Ubersicht iber die H-Briickenmuster der verschiedenen Bizyklen in DMSOgs-Lésung. Fiir 10
sind keine Daten angegeben, da keine OH-Gruppen im Molekll mehr vorhanden sind (alle acetyliert).

Um die Unterschiede in den H-Brickenmustern nochmals zu verdeutlichen, sind die

Daten aus Festkorper (Rontgenstruktur) und Losung (NMR) nachfolgend gegenuber-
gestellt.
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Molekil Im Kristall In Losung
1 70H Donor fur 90OH 70H nur Akzeptorfunktion
90H Donor fur Carbonyl 90H Donor zu 70H und Carbonyl
- sequentielle H-Brlicken - gegabelte H-Brucken
2 70OH Donor fur 90H Keine Aussagen aufgrund starker
90H Donor fur Carbonyl Signalverbreiterung
- sequentielle H-Brucken Sollte aber mit 1 vergleichbar sein
Evtl. starkere Orientierung zum
Carboxylat
3 Keine Daten vorhanden Keine Aussagen aufgrund starker
Signalverbreiterung
Sollte aber mit 1 vergleichbar sein
Evtl. starkere Orientierung zum
Carboxylat
4 90H Donor zu 70H 90H Donor zu 70H
5 Keine Daten vorhanden 90H Donor zu 70H
6 Keine Daten vorhanden Keine Daten vorhanden
Sollte mit 5 vergleichbar sein
90H Donor zu 70H
7 Keine Daten vorhanden 90H Donor zu 70H/Carbonyl & Akzeptor
fur AmidNH
- Amidflip mit Umschalten des H-
Bruckenmusters
8 70H nur Akzeptorfunktion 70H nur Akzeptorfunktion
90H Donor zu 70H und 90H Donor zu 70H und Carbonyl
Carbonyl - gegabelte H-Bricken
- gegabelte H-Brucken
9 70H Donor zu Carbonyl Keine H-Bricken vorhanden
11 90H Donor zu 70H 70H nur Akzeptorfunktion
- keine Beteiligung des 90H Donor zu 70H und Carbonyl
Carbonyls! - gegabelte H-Brucken
12 Keine Daten vorhanden 70H nur Akzeptorfunktion
90H Donor zu 70H und Carbonyl
- gegabelte H-Brucken
13 Keine Daten vorhanden Amidflip
90H mit Donor- (zu 70H & Carbonyl) &
Akzeptorfunktion (zu AmidNH)
14 Keine Daten vorhanden Amidflip
90H mit Donor- (zu 70H & Carbonyl) &
Akzeptorfunktion (zu AmidNH)
15 Keine H-Bricken mdglich Keine H-Bricken aufgrund der Boot-

/Wannenkonformation
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16 Keine Daten vorhanden Aufgrund der invertierten
Sesselkonformation sind H-Briicken
auszuschliessen

17 Keine H-Bricken moglich Aufgrund der invertierten
Sesselkonformation sind H-Briicken
auszuschliessen

Tab. 3. Vergleich der H-Briicken im Kristall und in Lésung.

Damit steht eine Vielzahl an strukturell sehr gut definierten Molekulen zur Verfugung,
die sich nur durch geringe Modifikationen voneinander unterscheiden. Dadurch eroff-
net sich die Mdglichkeit, Auswirkungen einzelner Strukturparameter auf die Ausrich-
tung in flussig-kristalliner Phase zu untersuchen.

2.2 RDCs fur Molekul 1 — Abhangigkeit von experimentellen Parametern

Die unter 1.3 naher beschriebenen Bicellen dienen als Modellmembranen fir die
Untersuchung der strukturabhangigen Orientierung der Bizyklen in flussig-kristalliner
Phase.

Verschiedene Parameter, nicht nur die strukturellen Veranderungen am bizyklischen
System, sondern auch die Bicellenlésung betreffende experimentelle Parameter sind
von Bedeutung fur den Grad der Ausrichtung.

Daher wurden folgende Parameter in zahlreichen Messungen variiert, um eine mog-
lichst genaue Aussage uber die Zusammenhange zwischen flussig-kristalliner Phase,
Molekulstruktur und Grad der Orientierung in Losung treffen zu konnen:

- das molare Verhaltnis q von DMPC zu DHPC

- die Gesamtlipidkonzentration ¢ (m(DMPC)+m(DHPC)) (w/w)
- das molare Verhaltnis f von Substanz zu DMPC

- Zusatz von CTAB zur Stabilisierung der Bicellen

- Zugabe von NaCl

2.2.1 Grosse dipolare Kopplungen fur das Grundmolekiil 1

1 zeigt auffallend grosse dipolare Kopplungen sowohl im 'H als auch im "*C Spek-
trum, wobei deren Wert durch die oben genannten Faktoren beeinflusst werden
kann.

Um zu verdeutlichen, dass die RDCs fur 1 deutlich grosser sind als fur die unter 1.4
beschriebenen Molekiile, sei beispielhaft das 'H Spektrum einer Lésung von 1 in
Bicellen gezeigt.
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HDO NMe,  Alkylbereich
DMPC/DHPC
a)

ppm 5.5 50 45 40 35 30 25 20
145 Hz
9a (197 Hz,
T T T T T T T T T T T T
56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 p 58 56 54 52 50 43 46 44 42 40 38 36 34 ppm

Abb. 14. 1 in Bicellen (q = 2.7, ¢ = 12.7%, f = 0.36, 700 pyL Phosphatpuffer (30 mM, pH 7, D;0)). 'H
Gesamtspektrum (a) und Ausschnitt (b) bei 300 K, also in isotroper Lésung. Chemische Verschiebung
und Multiplettstruktur der Signale von 1 entsprechen jenen in reinem D,0. c) und d) zeigen dieselbe
Probe bei 308 K, in anisotroper Losung. Die eingetragenen Werte der Kopplungen entsprechen dem
Betrag der Summe von Jyy und Dyy. Um die stark aufgespaltenen und verbreiterten Signale von 1
besser darstellen zu kdnnen, wird — wie in d) der Fall — eine 'H T1 Inversion Recovery Sequenz zur
Unterdriickung des breiten Bicellenuntergrundes aufgenommen.

Da die Signale fir H9a und H6 aufgrund der Ausrichtung zu ihren Nachbarprotonen
H9 bzw. H7 als Singuletts vorliegen ( *Jus, 17 und *Jhg, Hea < 1 Hz) entsprechen die
aus dem Spektrum in flussig-kristalliner Phase ermittelten Kopplungen fur H9a und
H6 direkt dem Betrag ihrer dipolaren Kopplung. Wie hier gezeigt also z. B. 197 Hz fur
H9a, ein Wert der ca. um den Faktor 100 grosser ist, als Ublicherweise fur homonu-
kleare RDCs kleiner, polarer Molekule in Bicellen ermittelt.®

Um einen Eindruck zu erhalten, in welchem Masse die experimentellen Parameter
einen Einfluss auf die Grosse der RDCs und somit auf den Grad der Ausrichtung
haben, seien hier die 'H und "™C Spektren dreier verschiedener Proben von 1 in

Bicellen gezeigt.
Probe a): q=2.7, ¢ = 12.6%, 3% CTAB, 700 pL D0, f = 0.39, 55 mM NaCl

Probe b): q = 3.0, ¢ = 5.0%, 3% CTAB, 700 pL Puffer (50 mM, pH 7, D,0O), f = 0.28
Probe c): q = 2.85, ¢ = 5.1%, 3% CTAB, 700 uyL Puffer (50 mM, pH 7, D,0), f=0.79
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Ausschnitte aus 13(2 gated Spektren

"H T1 Inversion Recovery OMe 114 Hz

T T T T T T T T T T T T T
58 56 54 52 50 48 46 4.4 42 40 3.8 3.6 3.4
OMe g, 1y

U U I I T 1 ! U I I T 1 1
76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 ppm
g ~ 40 Hz

T T T T T T T T T T T T T
58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 ppm

OMe 71 Hz

297 Hz ,7
Probe ¢ ~ 107 H|

T T T T T T T T T T T T T 1 ) il ) T ) T T T T T T T T T T T T
58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 ppm 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 ppm
Abb. 15. "H bzw. 'H T1 Inversion Recovery Spektren und "°C gated Spektren fiir verschiedene Bicel-

lenproben von 1. Die angegebenen Zahlenwerte entsprechen dem Betrag von Jyy + Dyy bzw Jey +
DCH-

Aufgrund der grossen Kopplungen im Protonenbereich kénnen die 'Dcy Kopplungen
nur aus "°C gated bzw. "*C INEPT Spektren ermittelt werden. In nicht-entkoppelten
2D HMQC Spektren ist der Phasenfehler in der 'H Dimension zu gross, um definierte
Signale zu erhalten.

2.2.2 Einfluss von g und ¢ auf den Grad der Ausrichtung

Wie in der Literatur beschrieben, ist der Grad der Ausrichtung linear abhangig von
der zur Verfiigung stehenden Oberflache an fliissig-kristalliner Phase.’® Somit ist die
Starke der Ausrichtung durch die experimentellen Parameter q und c beeinflussbar.
Eine Erhdhung von q — also eine grossere Menge an DMPC im Vergleich zu DHPC —
fuhrt zu grosseren Bicellen, da mit DMPC mehr Substanz fur die Bildung der plana-
ren Bilayerbereiche vorhanden ist, jedoch im Verhaltnis dazu nur wenig Substanz
(DHPC), um die Rander abzusattigen.

Eine Erhdhung von ¢ — also des Gesamtlipidgehaltes — fuhrt insgesamt zu einer Ver-
grosserung der zur Verfugung stehenden fllssig-kristallinen Phase.
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9a 6 HDO OMe

L

T 7T 7T 7T T T T T T T T T T
56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 34 3.2 ppm
no
no
- o
S -

Abb. 16. 'H Spektrum von 1 in isotroper Losung bei 300 K. Die mit * gekennzeichneten Signale geho-
ren zu Verbindung 17. Die Intergration der H9a Signale der beiden Verbindungen ergibt einen Epi-
meranteil von ca. 15%.

Durch Titration einer Probe mit DHPC wird q variiert, wohingegen f konstant und ¢
annahernd konstant bleibt.

e q=3.0,c=5.0%, 4% CTAB, 700 uL Puffer, f = 0.88

e q=2.7,c=5.0% (4.98%), 4% CTAB, 718 uL Puffer, f = 0.88

Mit ,Puffer® wird im weiteren Verlauf 50 mM Phosphatpuffer, pH 7, in D,O bezeich-
net.
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* 7 H3 H—ome
ome |75 Hz 82 Hz * .| 190 Hz

[0 G S I 2 R NN 2 B (i .t N Ot 7 G N CINE AN BB NN (NN BN AN B
58 54 50 46 42 38 3.4 ppm 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54

ppm
296 Hz H7103 Hz —1
| omel, | | B | * |"Gwe
71 Hz | 183 H4 78 Hz | . OMe
H 420

I T T T T T T T T T T T T T T 1 7T L T T T T T T T T T T 1
58 54 50 46 42 38 34 ppm 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 ppm
* Signal stammt von H9a der Verbindung 17 Genaue Zahlenwerte stammen teilweise aus den entsprechenden

13C gated Spektren

Abb. 17. 'H und ®C Spektren derselben Probe, wobei sich diese nur in ihrem Wert fiir q unterschei-
det. Alle angegebenen Werte fir die Kopplungen entsprechen den Betrdgen aus D+J (308 K, 600
MHz). Der Bereich des ">C Spektrums bei ca. 30 ppm, in dem C2 von 1 liegt, ist nicht dargestellt. Die
im *C Spektrum mit * gekennzeichneten Signale gehéren zu Verbindung 17.

Bei manchen Chargen an 1 ist auch Verbindung 17 zu einem geringen Anteil ent-
halten. Es handelt sich hierbei um das in Position 9a epimere Molekll zu 1. In den
hier gezeigten Spektren betragt sein Anteil ca. 15%.

Da sich das Epimer 17, wie im weiteren Verlauf gezeigt, nicht so stark ausrichtet wie
Molekul 1, ist sein H9a Signal in anisotroper Phase relativ scharf, wohingegen die
Signale fur 1 eine starke Verbreiterung erfahren (Abb. 17).

Die nachfolgende Tabelle gibt die "Dy Werte zu obiger Abbildung wieder. Die ver-
wendeten "Jcy Werte stammen von 1 in DMPC/DHPC Lésung unter isotropen Be-
dingungen (300 K, 600 MHz, INEPT).

q=3.0 q=27
CAtom 'Dcy[Hz] 'Dcu[Hz] 'Jen [Hz]
2 76/ +129 -72/+119 148

3 -79 -71 150

6 -62 -62 144

7 +159 +148 148

8 -* -* 146

9 -20 -24 148
9a -116 -111 153
OMe +40 +36 150

Tab. 4. 'Dcyy Werte fiir 1 in Abhangigkeit von q bei ansonsten gleichbleibenden, experimentellen Be-
dingungen. * keine Ablesung des |Dcp+Jcn| Wertes mdéglich.
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Einen vergleichbaren Effekt hat auch die Variation des Gesamtlipidgehaltes c bei
ansonsten vergleichbaren Bedingungen. Leider stehen fiir diesen Fall keine "*C
Spektren als Vergleich zur Verfugung.

61 Hz
c=5.4% OMe H
9a
79 Hz
—

=1 & L ™ [ = J = J = I = 0 > T = T = 1 * 1

58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 36 ppm
99 Hz

c=10.8% OMe

r——r 1 1711 ~T17 "7 "1 "1 "7 "7 717

58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 3.4 ppm

Abb. 18. 'H Spektren von 1 in flissig-kristalliner Phase bei Variation von ¢ (q = 2.6, f = 0.51, 700 pL
D,0, 308 K, 600 MHz).

Eine gleichzeitige Variation von ¢ und q kann, bei dadurch unterschiedlichen Bedin-
gungen fur die flussig-kristalline Phase, zu ahnlichen Werten fur die dipolaren Kopp-
lungen flhren.

Probe a): q = 3.0, ¢ = 5.0%, 3% CTAB, 700 uL Puffer, f = 0.55
Probe b): q = 2.6, c = 12.6%, ohne CTAB, 700 uL D20, f = 0.49
= |DuntJdnn| (H9a) = 105 Hz (Probe a) und 99 Hz (Probe b)

'Den [Hz]
C Atom Probe a Probe b
2 -79/+137 -75/+140
3 -85 -88
6 -74 -69
7 +171 +170
8 ~-40 -
9 -45 -44
9a - ~-120
OMe +43 +44

Tab. 5. Vergleich der dipolaren Kopplungen zweier Proben von 1, die sich in ¢ und q unterscheiden,
jedoch einen ahnlichen f-Wert besitzen.
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-> ein erhohter Anteil an planarer Bilayerflache — bedingt durch ein grosseres q
— kann auch bei relativ niedrigem Gesamtlipidgehalt ¢ zu einer @hnlich starken
Ausrichtung fuhren wie bei hoher Gesamtlipidkonzentration ¢ und kleinem q
Wert.

- Fir den Grad der Orientierung von 1 in Bicellenlésung ist die Menge an
planarer Membranflache, gebildet von DMPC Molekilen, entscheidend. Bei
gleichem f-Wert kénnen also fiir grosses q / niedriges ¢ bzw. kleines q / hohes
c dhnlich grosse 'Dcy Werte gemessen werden.

2.2.3 Einfluss des f-Wertes auf den Grad der Ausrichtung

Lasst man die experimentellen Parameter ¢ und q unverandert und andert nur das
molare Verhaltnis f von 1 zu DMPC, so flhrt auch dies zu einer Skalierung der ge-
messenen RDC Werte. Generell ist die Ausrichtung umso schwacher, je grosser der
Quotient f wird, d. h. je mehr an Substanz 1 im Verhaltnis zu DMPC in der L6sung
vorhanden ist.

Probe a): q = 2.6, ¢ = 5.4%, 3% CTAB, 700 pL D20, f=0.51
Probe b): q=2.6, ¢ =5.4%, 3% CTAB, 700 uL DO, f=1.42
Probe c): q = 2.6, ¢ = 5.4%, 3% CTAB, 700 uL D20, f = 2.36

ome| 87 Hz
C Atom 'Dech [Hz]
Probeb  Probec
0 . T W) I ) B ) 2 I (2 B R 2 -45 / +83 -30/ +53
5.8 5.4 5.0 4.6 4.2 3.8 ppm 3 -56 -39
OMe| |48 Hz 6 -46 -34
7 +110 +76
8 ~-63 ~-63
9 -30 -21
| I L) PR G R 9a -103 -72
4.2 3.8 ppm OMe +25 +18

Tab. 6. 'Dcy Werte fiir f = 1.42 und f = 2.36
im Vegleich. Auch hier ist eine deutliche
Skalierung in Abhangigkeit von f zu beob-

—— achten.
3.6 ppm

T T
4.8 4.4 4.0

— —
5.6 5.2
Abb. 19. 'H Spektren von 1 in Bicellen bei unterschiedlichem, molaren Verhaltnis von 1 zu DMPC
(308 K, 600 MHz).
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- Da die gemessenen RDC Werte eine Mittelung aus allen Orientierungen (so-
wohl Starke als auch Richtung) darstellen, wobei in anisotroper Phase eine
bestimmte Orientierung leicht bevorzugt ist, zeigt die Abnahme der Ausrich-
tung mit steigender Konzentration an 1, dass man dieses System — 1 + DMPC -
als eine Art Ligand-Rezeptor Wechselwirkung auffassen kann. Je mehr Ligand
im Verhaltnis zum Rezeptor in Losung vorhanden ist, desto mehr Ligand be-
findet sich frei in Losung (wenn alle Bindungsstellen besetzt sind).

- 1 tritt mit den planaren Bereichen der Bicellen, also dem DMPC Anteil in
flussig-kristalliner Phase, auf eine bis dato unbekannte Weise in Wechselwir-
kung.

2.2.4 Einfluss erhohter lonenstarke — Zugabe von NaCl

Bei einer Probe von 1 mit hohem Gesamtlipidgehalt wurden 2.26 mg NaCl zugesetzt,
was in Bezug auf das Gesamtvolumen (700 pL) einer 55 mM NaCl-Losung ent-
spricht.

Der Referenzwert der RDCs stammt von einer Probe mit vergleichbaren q, c und f.

Probe a): q =2.7, ¢ = 12.7%, ohne CTAB, 700 pL Puffer (30 mM), f = 0.36
Probe b): q=2.7, ¢ =12.6%, 3% CTAB, 700 uL D,0O, f =0.39, 55 mM NacCl

OMe
146 Hz 'Decn [Hz]
- C Atom Probe a Probe b
203 H -
z 2 +40/+40 -84/ +142
3 -101 -94
[ I T I T T T I T I T I I T I 1
58 54 50 46 42 38 3.4 ppm 6 ) 12
7 +298 +189
OMe 113 Hz 8
9 -30 -50
9a
1&& 9a -25 -
OMe +75 +48

58 54 50 46 42 38 3.4 ppm

Tab. 7. und Abb. 20. 1DCH Werte fir 1 in Abhangigkeit von der Konzentration an NaCl bei ansonsten
vergleichbaren experimentellen Bedingungen. H Spektren von 1 ohne (oben) und mit (unten) NaCl-
Zusatz bei 308 K (600 MHz).

- Auch die lonenstarke der Losung hat eine Auswirkung auf den Grad der
Ausrichtung von 1 in Bicellen.

- Der Zusatz von CTAB entspricht zwar ebenfalls der Zugabe von Salz und
somit der Erhohung der lonenstarke der Losung. Berechnet man die Molaritat
von CTAB fir die Standardzugabe von 3% CTAB (bezogen auf n (DMPC)), so
erhdlt man eine ca. 2 mM CTAB-Bicellenlésung. Die Menge ist also im Ver-
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gleich zur oben gezeigten NaCl Zugabe verschwindend gering, was erklart,
warum keine signifikanten Unterschiede zwischen Proben mit und ohne CTAB
festgestellt werden konnten.

2.3 Auswirkungen struktureller Modifikationen auf die RDC Werte

Wie unter 2.1 gezeigt, stand eine Vielzahl an mehr oder weniger stark modifizierten
Analoga zum Grundmolekul 1 zur Verfugung.

Um ableiten zu konnen, welche strukturellen Merkmale in 1 die aussergewohnlich
starke Ausrichtung in Bicellen und die aufgrunddessen postulierte, Affinitat zur Mo-
dellmembran bedingen, wurden zunachst Bizyklen mit geanderter Konformation des
7-Ringes als Vergleich herangezogen.

2.3.1 Bizyklen mit gednderter 7-Ring Konformation

Insgesamt drei verschiedene Molekile mit von 1 verschiedener 7-Ring Konformation
konnten untersucht werden.

Molekul 15: Aufgrund einer Isopropylidenschutzgruppe in Positionen 6 und 7 in die
Boot-/Wannenkonformation ,gedrangter” 7-Ring - keine axialen OH
Gruppen.

Molekul 16: Ausgehend von y-Mannuronolacton anstelle von y-Glucuronolacton
ergibt sich eine invertierte Sesselkonformation fur den 7-Ring - 2 axiale
OH Gruppen auf Ober- bzw. Unterseite des 7-Ringes.

Molekul 17: ein bei der Synthese von 1 entstehendes Nebenprodukt, welches beim
Ringschluss des 5-Ringes das Epimer (am Briuckenkopf) ergibt und da
durch ebenfalls die invertierte Sesselkonformation als energetisch
gunstigere Konformation bevorzugt > eine axiale OH Gruppe.

15 Ho, OH 16 Ho, PH 17
/ A5 wS

HO
HO ”‘2

N
COOMe HO 0 COOMe

0 COOEt HO o)

Abb. 21. Strukturen jener Bizyklen, die eine von 1 verschiedene 7-Ring Konformation aufweisen.

Folgende Bicellenproben wurden untersucht:

- Molekul 15: g = 2.5, ¢ = 5.9%, ohne CTAB, 700 uL D,0O, f=0.94

- Molekll 16: g = 3.0, c = 5.0%, 3% CTAB, 700 uL Puffer, f =0.39

- Molekul 17: g = 3.0, ¢ = 5.0%, 3% CTAB, 700 uL Puffer, f = 0.15; als Nebenpro-
dukt in einer Probe von 1 enthalten
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T
5 4 3 2 A1 0 -1 ppm 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 ppm

Abb. 22. Molekil 15 in Bicellenlésung. a) H Spektrum unter isotropen Bedingungen bei 300 K (600
MHz). Die fiir H9a und H6 angegebenen Kopplungswerte entsprechen den *Jiy Kopplungen. b) 'H
Spektrum unter anisotropen Bedingungen bei 308 K (600 MHz). Die angegebenen Kopplungswerte
entsprechen dem Betrag von Dyy+Jpy fir H9a und H6.

Schon das 'H Spektrum von 15 zeigt, dass die Ausrichtung in fliissig-kristalliner
Phase im Vergleich zu 1 nur minimal ist. Dennoch sind die homonuklearen Kopplun-
gen ca. 3 — 4 mal so gross wie fur Saccharose oder ahnliche Molekule in der Litera-
tur beschrieben.®

Ein ahnliches Bild ergibt sich auch fur 16 und 17. Die homonuklearen RDCs sind im
Vergleich zu 1 relativ klein.

58 54 5.0 4.6 4.2 3.8 3.4 ppm 58 56 54 52 5.0 48 46 44 42 40 38 36 34 ppm

Abb. 23. "H Spektren von 16 in isotroper Losung (links) bei 300 K und anisotroper Lésung (rechts) bei
308 K. Alle Kopplungen in isotroper Phase beziehen sich auf die >Juy Kopplungen, in fliissig-kristal-
liner Phase ist der Betrag der Summe von Dyy+Jyy gegeben.

Fiir 17 existiert kein brauchbares 'H Spektrum mit ablesbaren Kopplungen, da seine
Signale durch das gleichzeitig in Losung vorhandene Molekul 1 zum grossen Tell
(iberdeckt werden. Abb. 16 und 17 zeigen die 'H Spektren der betreffenden Probe.
Die "*C Daten konnten jedoch ohne weiteres extrahiert werden, da in dieser Dimen-
sion die Uberlagerungen nicht so ausgepragt sind.

Die Ergebnisse der *C Messungen fiir 15 und 17 zeigen, dass die Ausrichtung zwar
starker ist als flr spharische, polare Molekule zu erwarten, jedoch um Grdssenord-
nungen schwacher als fur 1.
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15 17

C Atom |Dcu+Jen| [HZ]l 'Dech [Hz] | |DentJen| [Hz]  'Den [Hz]

2 152 +4 144 /181 -4 [ +33
3 167 +15 142 -10
6 144 -8 142 -10
7 147 -6 103 -43
8 141 -6 126 21
9 145 -2 128 -19
9a 135 +14 129 -33
CH2Ester 154 +4.5 - -
CHagster 127 0 152 -
Me 129/ 131 +2/+3 - -

Tab. 8. 1DCH Werte fiir 15 und 17 in Bicellen. Die Werte flr 1JCH stammen aus entsprechenden INEPT
bzw. '°C gated Spektren unter isotropen Bedingungen.

- Die Sesselkonformation ist somit — wie die obigen drei Beispiele zeigen —
eine unabdingbare Voraussetzung fiir die sehr starke Ausrichtung in flussig-
kristalliner Phase.

2.3.2 Bizyklen mit ;,normaler” Sesselkonformation und Modifikation in
Position 3

Die in Position 3 vorhandene Methylestergruppe in 1 kann zum einen chemisch
durch Hydrolyse in die freie Saure bzw. das Carboxylat (Molekul 2) Gberfuhrt werden.
Zum anderen ist es auch mdglich, bei der Synthese des 7,5-Bizyklus anstelle von
Cystein(methyl)ester das Cysteamin einzusetzen, was dazu fuhrt, dass in Position 3
des Kondensationsproduktes anstelle einer Carboxyfunktion eine CH,-Gruppe vor-
handen ist (Molekdl 4).

Ferner ist es ebenfalls mdglich, in Position 3 ein freies (primares) Amid zu generieren
(Molekul 7).

Wie in Kapitel 2.1 gezeigt, haben diese Modifikationen auch Auswirkungen auf die, in
Ldsung vorliegenden, H-Brticken.

Abb. 24. Strukturen jener Bizyklen, die im Vergleich zu 1 eine Modifikation in Position 3 besitzen.
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Fir 2 ist ein zu 1 analoges H-Brickenmuster zu erwarten, wobei jedoch aufgrund
des negativ geladenen Carboxylats die 90OH-Gruppe starker zum Carbonyl orientiert
sein durfte.

Dieses Molekul zeigt jedoch eine nur geringe Ausrichtung mit homonuklearen RDCs
ahnlich denen des Molekuls 16, bei dem ein invertierter Sessel und keine H-Brucken
vorliegen.

Molekul 2: g = 3.0, ¢ = 5.0%, 3% CTAB, 700 pL Puffer, f = 0.82

5 4 3 2 1 ppm 5.6 5.2 4.8 44 4.0 3.6 ppm

Abb. 25. 'H Spektren von 2. Links unter isotropen Bedingungen bei 300 K, rechts ein Ausschnitt des
H Spektrums unter anisotropen Bedingungen bei 308 K. Fir H9a und H6 entsprechen die aus dem
orientierten Spektrum ermittelten Kopplungen dem Betrag der dipolaren Kopplung (|Dpul|), da beide
Signale in isotroper Losung als Singuletts vorliegen.

Ein Grund fur die schwache Ausrichtung kdnnte die negative Gesamtladung des
Molekuls 2 sein. Umso erstaunlicher, dass es keine starkere Orientierung zeigt, da
CTAB - ein positiv geladenes Additiv — zugesetzt ist, welches die Wechselwirkung
zwischen einem negativ geladenen Solut und der positiv geladenen Membran noch
verstarken sollte.

Molekul 4: g = 3.0, ¢ = 5.0%, 3% CTAB, 700 pL Puffer, f = 0.76

6
36 Hz

5.5 4.5 3.5 25 1.5 ppm 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 ppm

Abb. 26. 'H Spektrum von 4 in isotroper Lésung (links, 300 K) und 'H T1 Inversion Recovery Spek-
trum in anisotroper Lésung (rechts, 308K). Der fir H6 angegebene Kopplungswert entspricht dem
Betrag der dipolaren Kopplung (|Dunl).
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Die Ausrichtung ist auch flr 4 deutlich kleiner als fur 1. Eine, in ihren experimentellen
Parametern, zu der hier gezeigten Probe vergleichbare Probe von 1 liefert ca. 100
Hz Dyy fir H9a bzw. H6.

Die Sesselkonformation von 1 und 4 ist identisch, auch sind beide Molekule neutral,
lediglich ihr H-Brickenmuster unterscheidet sich. Das wurde bedeuten, dass die
Orientierung der OH Gruppen ausschlaggebend fur den Grad der Ausrichtung ist.
Weitere Beispiele sollen dies klaren.

Molekul 7: q = 3.0, ¢ = 5.0%, 4.4% CTAB, 700 uL Puffer, f = 0.63

L PR

ppm 5.4 5.0 4.6 4.2 3.8 3.4 ppm

Abb. 27. Molekiil 7 in Bicellen. Links 'H Spektrum bei 300 K (isotrop), rechts 'H Spektrum bei 308 K
(anisotrop). Die Kopplungen im anisotropen Fall entsprechen fir H9a und H6 wiederum dem Betrag
der homonuklearen, dipolaren Kopplung |Dypy.

Dieses System zeigt mit die geringsten Kopplungswerte und somit eine nur geringe
Ausrichtung verglichen mit Molekul 1.

Wie schon bei 4 ist auch im Falle von Molekul 7 die Sesselkonformation und die Ge-
samtladung des Molekiils identisch mit 1, jedoch sind die Anderungen in der Orien-
tierung der OH Gruppen noch gravierender als fur 4, da 90OH hier aufgrund des
Amidflips des primaren Amids zwischen Donor- und Akzeptorfunktion hin- und her-
wechselt.

Da es in 1 eine reine Donorfunktion besitzt, scheint die Orientierung, die fur die Ak-
zeptorfunktion von 90OH notwendig ist, einen ungunstigen Einfluss auf die Wechsel-
wirkung des Bizyklus mit der Membranoberflache zu haben.

Auch die "*C Ergebnisse fiir 2, 4 und 7 bestitigen die nur geringe Ausrichtung in
flissig-kristalliner Phase.
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'Dch [Hz]

C Atom 2 4 7
2 -10.1/-12.2 -51/+115 -38/+8
3 +0.3 -45 [ -21 -26
6 5.3 -8 +37
7 +2.9 +89 +18
8 -2.4 +21 -8
9 -3.0 -60 -6
9a 2.7 -113 -35

Tab. 9. Werte der dipolaren, heteronuklearen Kopplungen fir 2, 4 und 7. Die entsprechenden e
Werte fiir jedes der Molekiile stammen aus 3C INEPT bzw. 2D HMQC Spektren unter isotropen Be-
dingungen.

- Die Gesamtladung des Bizyklus hat einen Einfluss auf den Grad der Orien-
tierung. Ein negativ geladener Bizyklus — wie 2 — richtet sich nur schwach aus.
Von grosserer Bedeutung ist jedoch die Orientierung der OH Gruppen und hier
besonders der 90H Gruppe. Eine Ausrichtung wie sie fur 90H als Akzeptor
vorliegt bzw. die reine Orientierung zu 70H hin, fuhrt zu einer Abnahme der
Ausrichtung in flissig-kristalliner Phase.

- Die H-Briicken und ihre raumliche Orientierung sind also entscheidend fiir
die Wechselwirkungen zwischen Bizyklus und DMPC Bilayer.

2.3.3 Bizyklen mit Sesselkonformation und Modifikation in Position 6

Ho PH
; 11

S
\e oHO
C

OOMe

12

COOMe

Abb. 28. Strukturen der, in Position 6 modifizierten, Bizyklen.

Molekul 11 mit einem Boc-geschutzten Amin in Position 6 und ansonsten ohne Ver-
anderungen im Vergleich zu 1 zeigt eine sehr starke Orientierung.

Molekul 11: g = 3.0, ¢ = 5.0%, 3% CTAB, 700 uL Puffer, f=0.74
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HO OH
ﬂ 993 S

2 ome 'l 1y,
BocHN COOMe
9a
ca. 260 Hz

5 4 0 ppm 6 5 4 3 2

* 2ter Signalsatz aufgrund von c:s.’trans Am|d

-
(=T

ppm

Abb. 29. "H Spektren von 11 in isotroper Lésung (links, 300 K) und anisotroper Losung (rechts, 308
K). Das Molekiil erfahrt eine sehr starke Ausrichtung in flissig-kristalliner Phase, auch zu erkennen an
der extremen Signalverbreiterung im 'H bedingt durch zahlreiche long-range RDCs.

Allerdings handelt es sich bei der Boc-Schutzgruppe um eine relativ grosse, unpolare
Gruppe, die aufgrund ihrer hoheren Lipophilie starker mit der (lipophilen) Membran
der Bicellen wechselwirken bzw. in sie eintauchen kann. Das erklart auch die starke
Signalverbreiterung, nicht nur im 'H sondern auch im "*C Spektrum. Letzteres liefert
wegen jener Verbreiterungen keine Ergebnisse.

Dass eine massive, hydrophobe ,Wechselwirkung“ mit den Bicellen bzw. eine Sto-
rung ihrer Struktur stattfindet, zeigt das *'P Spektrum bei 308 K.

Sind bei allen anderen untersuchten Bizyklen die, in anisotroper Phase vorliegenden,
Bicellen nicht beeintrachtigt, so ergibt sich bei Vorhandensein einer in die Membran
eintauchenden, (relativ grossen) hydrophoben Gruppe eine Stérung der flissig-kri-
stallinen Phase.

Puffer

DMPC/DHPC DMPC

isotrop DHPC anisotrop
anisotrop

2 0 -2 -4 -6 -8 -10 -12 ppm
Abb. 30. *'P Spektrum der Bicellenlésung mit Molekul 11 als Solut (308 K, 600 MHz). Der wassrige
Phosphatpuffer gibt ein scharfes Signal. (Spektrum nicht geeicht)

Die *'P Signale von DHPC und DMPC in anisotroper Phase sind verbreitert und we-
nig definiert. Zusatzlich taucht ein Signal fur DMPC/DHPC im isotropen Zustand auf.
D. h. die Phase ist nicht einheitlich und die Ausbildung der Bicellen wird, so lassen
die Ergebnisse vermuten, durch das hydrophobe Molektl 11 gestort.

Die Kupplung einer Aminosaure — in diesem Fall (L)-Prolin (Molekul 12) — an die
Ammoniumgruppe in Position 6 ergibt ein ebenfalls nur in Position 6 (i. Vgl. zu 1)
modifiziertes Molekdl.
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Wie in Kapitel 2.1 gezeigt, besitzt 12 ein zu 1 analoges H-Brlickenmuster in Losung.

Molekul 12: g = 3.0, ¢ = 5.0%, 3% CTAB, 700 uL Puffer, f = 0.26

9a 6
Ether
3
I I T T | T T T
56 5.2 1.2 0.8 ppm
HO OH HBC) OMe
s /5 NS . 3 hit Jhit Ether
T

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 ppm

Abb. 31. 'H Spektrum von 12 in isotroper Lésung (oben) und 'H T1 Inversion Recovery Spektrum in
anisotroper Losung (unten). Die Ausrichtung ist, trotz niedrigem f- Wertes, nur minimal.

Da im Falle von Molekul 12 das H-Bruckenmuster identisch ist zu dem sich stark
ausrichtenden Molekul 1, muss der Grund fur die schwache Ausrichtung mit hoher
Wahrscheinlichkeit wiederum in der Gesamtladung des Moleklls — dieses Mal mit
positiver Gesamtladung — gesucht werden.

C Atom |Dcu+Jen| [Hz] 'Den [Hz]

2 346 (x2) +24
3 141 11
6 106 -34
7 229 +79
8 165 +16
9 113 -36
9a 93 -60
OMe 502 (x3) +17

Tab. 10. °C RDCs fiir Molekiil 12 aus >C INEPT Daten bei 308 K, ohne Beriicksichtigung des Prolin-
restes.

- Im Fall von 11 ist kein direkter Vergleich der Orientierung mit 1 moglich, da
es sich aufgrund der Boc-Schutzgruppe um ein sehr viel starker hydrophobes
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Molekil handelt, das aus diesem Grund mit der lipohilen Bicellenmembran
wechselwirkt.

- Fiir ein System mit positiver Gesamtladung ist — wie schon fiir das negativ
geladene 2 — die Ausrichtung nur minimal im Vergleich zu 1, selbst wenn H-
Briickenmuster und Sesselkonformation mit 1 identisch sind.

2.3.4 Bizyklen mit Sesselkonformation und Modifikationen in den Positionen
3 und 6

Fir diesen Fall standen eine Vielzahl von Molekllen zur Verfigung.

So konnte mit dem Azid 5 und dem Ammoniumsalz 6 der Einfluss dieser Gruppen im
Vergleich zu Molekul 4 untersucht werden.

Auch die freie Saure (Molekll 2), welche eine negative Gesamtladung aufweist,
wurde in modifizierter Form als Zwitterion (Molekul 3) — mit einer Ammoniumgruppe

in Position 6 — eingesetzt, um den Einfluss der Ladung auf die Orientierung zu verifi-
zieren.

6

Abb. 32. Bizyklen, die im Vergleich zu 1, in den Positionen 3 und 6 modifiziert sind.

Molekul 5: g = 3.0, ¢ = 5.0%, 3% CTAB, 700 uL Puffer, f = 0.53

Molekdul 6: q = 3.0, ¢ = 5.0%, 4.5% CTAB, 700 uL Puffer, f = 0.63

Molekul 3: q = 3.0, ¢ = 5.0%, 3% CTAB, 700 uL Puffer, f=~0.5

HDO
9% o s
2h
5.!4 | 510 | 4!6 | 4I.2 | 3I.a | 3|.4 o pplm | 51.5 5|.o 4|.5 4l.a 3|.5 3I.0 ppnl'1

Abb. 33. 'H Spektren von 5 in isotroper Losung (links, 296 K) und anisotroper Lésung (rechts, 308 K).
Es ist vor allem fir H9a eine starke Signalverbreiteung in flissig-kristalliner Phase erkennbar.

Fir Molekul 5 wurden deutlich grossere Kopplungen ermittelt als fur das unmodifi-
zierte Molekul 4. Eine Erklarung hierfur ware, dass aufgrund der héheren Lipophilie
der Azidgruppe die Wechselwirkungen mit der Membran rein auf die héhere Hydro-
phobizitat zurickzufluhren sind, ahnlich dem Boc-geschitzten Amin. Fir 5 zeigte sich
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im *'P Spektrum allerdings keine Beeinflussung der Struktur der fliissig-kristallinen
Phase.

3'3"9

i i il T
54 5.0 4.6 4.2 3.8 34 ppm 54 5.0 4.6 4.2 3.8 34 3.0 ppm

2ter Signalsatz stammt von 5§ (mit Azidgruppe in Pos. 6)

T T T T | T T 1 | T T T T T T T T T T T T T T

Abb. 34. 'H Spektren von 6 in isotroper Losung bei 300 K (links) und in anisotroper Losung bei 308 K
(rechts). Ein schwach erkennbarer, zweiter Signalsatz gehoért zu nicht reduziertem Edukt — in diesem
Falle entspricht dies Molekl 5.

Die Proben fur 5 und 6 sind annahernd identisch und dennoch zeigt sich ein sehr
grosser Unterschied in der Ausrichtung, was durch die unterschiedliche Polaritat der
Azid- bzw. Ammoniumgruppe und die unterschiedliche Ladung verursacht wird.
Molekul 6 zeigt zwar im Vergleich zu 1, wie schon 4, eine verminderte Ausrichtung,
aber dennoch starker als andere, untersuchte Systeme.

HDO
9a

58 54 4.6 4.2 3.8 ppm

Abb. 35. 'H Spektrum von 3 in isotroper Lésung (links, 300 K) und 'H T1 Inversion Recovery Spek-
trum in anisotroper Losung (rechts, 308 K).

Molekul 3 sollte — genau wie die freie Saure 2 — ein zu 1 vergleichbares H-Bricken-
muster aufweisen. Seine Ausrichtung ist auch ahnlich stark wie fur das Grundmolekdil
1 und im Vergleich zur freien Saure 2 sehr viel starker. Dies bedeutet, dass ein ana-
loger Grundkoérper mit gleichem H-Brickenmuster als neutrales Molekul bzw. als
zwitterionisches Molekul eine sehr viel starkere Ausrichtung erfahrt als sein negativ
geladenes Pendant.
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'Dch [Hz]
C Atom 3 5 6
2 -49 +164 / +204 -46 [ +44
3 - +155 -56 / -38
6 +6 +64 -31
7 +86 +386 +65
8 73 93 42
9 +31 42 -4
9a ~-135 +34 -58

Tab. 11. 'Dcy Werte fiir die in Position 3 und 6 modifizierten Molekile 3, 5 und 6. 'Jo, Werte fur 3
wurden von Molekul 2 ibernommen, jene fiir 6 von 5.

- Molekiil 5 mit seiner unpolaren Azidgruppe ist fir einen direkten Vergleich
der Orientierung nicht geeignet, da aufgrund seiner Lipophilie andere Arten
von Wechselwirkungen mit der Lipidmembran auftreten. Molekiil 6 verhalt sich
wie schon Molekiil 4, und zeigt eine schwéachere Ausrichtung als 1. Die Ammo-
niumgruppe in Position 6 hat keinen grossen Einfluss auf die Orientierung, da
4 und 6 einen ahnlichen Grad an Ausrichtung zeigen. Auch die positive Ge-
samtladung des Systems 6 hat nur geringe Auswirkung.

- Anders hingegen Molekiil 3 — hier handelt es sich um ein System, das sich
mindestens ebenso stark in Bicellen ausrichtet wie Molekil 1. Sie besitzen
beide dasselbe H-Briickenmuster und, im Unterschied zu 2, welches ebenfalls
identische H-Briicken besitzt, tragen diese Molekiile keine Gesamtladung. Sie
sind also entweder neutral oder aufgrund zwitterionischer Struktur praktisch
neutral. Dies bedeutet, dass die Gesamtladung eines Systems wesentlichen
Einfluss auf seine Fahigkeit hat, mit der Bicellenmembran wechselzuwirken
und somit eine starke Ausrichtung zu erfahren.

Weitreichender modifizierte Bizyklen, die in Position 3 eine zusatzliche Aminosaure
aufweisen, und in Position 6 eine Ammoniumgruppe, sollten sich — aufgrund ihrer
Amidbindung in Position 3 — ahnlich wie das primare Amid 7 verhalten und nur eine
schwache Orientierung zeigen.

Abb. 36. Molekil 13 mit Glycin in Position 3 und Molekul 14 mit (L)-Phenylalanin in Position 3.

- 227 -



Hauptteil

Molekil 13: g = 3.0, ¢ = 5.0%, 3% CTAB, 700 pL Puffer, f = 0.29
Molekul 14: q = 3.0, ¢ = 5.0%, 3% CTAB, 700 uL Puffer, f=0.1

9a

!
56 5.2
aTIBICHy,  *NH,'

4.4 4.0 3.6 ppm

Abb. 37. 'H Spektrum von 13 in isotroper Lésung (links, 300 K) und 'H T1 Inversion Recovery Spek-
trum bei 308 K (rechts).

Die Ausrichtung ist im Vergleich zu 1, wie zu erwarten, nur gering und trotz niedrigen
f-Wertes sind die Dyy Betrage nur um die 25 — 30 Hz fur H9a und H6. Zusatzlich zum
geeanderten H-Bruckenmuster tragt das Molekul eine positive Gesamtladung, was,
wie schon fir 12 gesehen, ebenfalls zu einer verminderten Ausrichtung fuhrt.

T T T T T
4 3 2 1 ppm

Abb. 38. 'H Spektren von Molekiil 14 in isotroper Lésung (links, 300 K) und anisotroper (rechts, 308
K).

Far 14 zeigt sich eine starke Signalverbreiterung und eine starke Ausrichtung im
Feld. Dies sollte, wie schon fur andere Systeme gezeigt, auf eine stark hydrophobe
Gruppe — in diesem Fall den Phenylrest — zurickzuflhren sein, der zu Wechselwir-
kungen mit der Bicellenmembran fuhrt, die jedoch nur auf Polaritatseffekten beruhen.
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C Atom |Dcu+Jen| [Hz] 'Den [Hz]

2 134 /149 16/ -1
3 133 -18
6 120 -19
7 168 +20
8 122 -26
9 163 +15
9a 122 -28

OMe 443 (x3) 1

Tab. 12. Heteronukleare RDCs fiir Molekil 13. Die 1JCH Werte stammen von der Boc-geschutzten
Form in D,0O.

Fir 14 war aufgrund der starken Signalverbreiterung keine Analyse der '*C Daten
maglich.

- Der Phenylrest in Molekiil 14 lasst, aufgrund seiner Hydrophobizitait, keinen
direkten Vergleich der Starke der Ausrichtung mit 1 zu.

-> Fur 13 fiihrt jedoch wie schon fiir 7 die geanderte Ausrichtung der H-Briik-
ken — bedingt durch den Amidflip — und die zusatzliche positive Gesamtladung
des Molekiils zu einer nur sehr schwachen Ausrichtung in anisotroper Phase.

2.3.5 Weitere, modifizierte Bizyklen

Hier noch drei weitere Bizyklen, die sich zwar nicht direkt in obiges Modifikations-
schema einordnen lassen, aber dennoch wegen ihres Verhaltens in anisotroper
Phase weitere Hinweise auf die strukturellen Bedingungen fur die spezifische Wech-
selwirkung zwischen Bizyklus und Membran geben.

Abb. 39. Bizyklen mit verschiedenen Modifikationen. Alle drei besitzen einen 7-Ring in Sesselkonfor-
mation.

Alle drei Modifikationen besitzen einen 7-Ring in Sesselkonformation (analog zu 1),
doch nur 8 hat ein zu 1 analoges H-Bruckenmuster. In 9 liegt nur noch eine axiale
OH Gruppe in Position 7 vor, in Position 9 eine Azidgruppe, in 10 ist durch die Acety-
lierung aller OHs die Ausbildung von H-Brucken ebenfalls nicht gegeben.
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Molekil 8: q = 3.0, ¢ = 5.0%, 3% CTAB, 700 pL Puffer, f = 0.63
Molekul 9: q = 3.0, ¢ = 5.0%, 3% CTAB, 700 pL Puffer, f = 0.51
Molekul 10: g = 3.0, ¢ = 5.0%, 3% CTAB, 700 L Puffer, f=0.5

4.0 3.6 ppm

Abb. 40. "H Spektrum von 8 bei 300 K (links) und '"H T1 Inversion Recovery Spektrum bei 308 K
(rechts).

Auch die Unterseite des bizyklischen Systems scheint wichtig flr eine spezifische
Wechselwirkung mit der Bicellenmembran zu sein, denn 8 zeigt trotz gleichen H-
Bruckenmusters wie 1 eine nur schwache Ausrichtung im magnetischen Feld. Die
nach unten — also auf die zu den H-Brlcken entgegengesetzte Seite — orientierte
Sulfoxidgruppe stort die Ausrichtung in flissig-kristalliner Phase.

HDO CHopcter 2hlt HO =N3
3 7
6 8 HO
9a
HO

54 50 46 42 38 34 ppm

Abb. 41. 'H Spektrum von 9 bei 296 K (links) und 'H T1 Inversion Recovery Spektrum bei 308 K
(rechts).

Dieses Molekll zeigt eine extrem starke Verbreiterung seiner Signale, was bis dato
nur bei Moleklilen mit grosseren, hydrophoben Gruppen beobachtet wurde. Zwar
besitzt 9 zwei mehr oder weniger unpolare Gruppen — das Azid und den Ethylester —
doch sollte dies nicht eine derartig starke, unspezifische Wechselwirkung mit der
Membran hervorrufen.

Eine spezifische Wechselwirkung zwischen den Bicellen und 9 wirde dem bisher
gesagten widersprechen, da dieses System kein H-Brlickenmuster wie 1 aufweist.
Allerdings konnte fur 9 keine genauere Aussage Uber das Warum getroffen werden,
da die Signalverbreiterung im C noch stérker ist, und somit die Auswertung von
'Dcy Daten misslang.
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Das *'P Spektrum zeigt allerdings keine Stérung der Bicellenstruktur, wie dies fiir 11
der Fall war.

9a % COOH
789 3 12 HZ 10 HZ

T T T T T T T
ppm 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 ppm

Abb. 42. "H Spektren fiir 10 bei 300 K (links) und 308 K (rechts).

Hier sind gleich zwei Effekte, die fur eine nur schwache Ausrichtung sorgen sollten.
Zum einen ist durch die vollstandige Acetylierung keine Ausbildung von H-Brucken
mehr mdglich, zum anderen besitzt das Molekull aufgrund der Sauregruppe, die als
Carboxylat vorliegen sollte, eine negative Gesamtladung.

Das Verhalten von Molekul 10 deckt sich mit den bisher gefundenen Ursachen star-
ker Orientierung und zeigt, wie deswegen zu erwarten, eine sehr schwache Ausrich-
tung in flussig-kristalliner Phase.

C Atom |Dcy+Jen| [Hz] 'Den [Hz]
2 137 /171 -14 / +28 od. -6 / +20
3 147 11
6 117 -29
7 183 +34
8 132 17
9 124 -26
9a 161 +9
CH2Ester = =
CHagster 125 -1

Tab. 13. 'Dcy Werte fiir Molekiil 8. Die 'Jcy Werte stammen aus ">C Messungen in isotroper Phase.

- Eine Modifikation auf der Unterseite des bizyklischen Systems hat, wie Mo-
lekiil 8 zeigt, ebenfalls Einfluss auf die Starke der Ausrichtung. Somit ist auch
die, den H-Briicken abgewandte, Seite des Bizyklus von Bedeutung.

Molekiil 9 zeigt eine enorm starke Orientierung, obwohl die enthaltenen hydro-
phoben Gruppen — Azid und Ethylester — keinen derartig starken Effekt erwar-
ten liessen. Das Verhalten von Molekiil 9 ist nicht ohne weiteres zu erklaren.
Mit Molekiil 10 wurde nochmals bestatigt, dass das H-Briickenmuster ent-
scheidend fir eine Wechselwirkung mit der Bicellenmembran ist, und dass
auch die Gesamtladung des Molekiils eine Rolle spielt, wobei diese unab-
hangig von zugesetztem, geladenem Additiv (hier: CTAB) Auswirkungen hat.
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3. Vergleich mit verschiedenen Sacchariden

3.1 Die Cryozucker Trehalose und Saccharose — Disaccharide mit mem-
branschiitzender Wirkung

Es gibt eine Vielzahl an Zuckern, darunter auch Saccharose und besonders Treha-
lose, die eine Schutzfunktion fur Zellmembranen gegenuber verschiedenen Stress-
bedingungen, wie z. B. Kalte, Hitze oder osmotischen Druck, besitzen.

In der Literatur wird meist die Untersuchung der Identifizierung von solchen schut-
zenden Sacchariden oder ihre Produktion in Abhangigkeit der Stressfaktoren be-
schrieben.*® Auf strukturelle Merkmale wurde insofern eingegangen, dass z. B. die
Auswirkung der Stereochemie von OH Gruppen in Zuckern'®® oder die Wirksamkeit
verschiedener Strukturmotive in Glycoproteinen'®® untersucht wurden. Allerdings war
bis vor kurzem nicht klar, auf welche Art und Weise dieser Schutz funktioniert. Erst in
jungerer Zeit wurde postuliert, dass es sich um keine direkte Wechselwirkung zwi-
schen dem Saccharid und der Membran handelt, sondern dass die Grosse der Hy-
drathllle des Zuckers ausschlaggebend ist fur einen effektiven Schutz gegen diverse
Stressfaktoren." Dies beruht allerdings auf der Untersuchung von Bulk-Gréssen und
gibt keinen Aufschluss Uber Bedingungen auf molekularer Ebene.

Inwiefern dieser Einfluss auf Membranen auch auf Bicellen, und somit auf den Grad
der Ausrichtung, Auswirkung hat, soll im Folgenden durch Vergleich mit den hier un-
tersuchten Thiazolidinlactamen Uberpruft werden.

OH |
Hom on 18 OH 19
HO HOl (o HO Q
0= HY HO B
OH

OH >

Saccharose Trehalose

Abb. 43. Strukturen von Saccharose und Trehalose — den hier untersuchten Cryozuckern.

Molekule 18 & 19: q = 2.7, ¢ = 12.7%, 3% CTAB, 700 pL DO, f = 0.4 (jeweils)
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NMe,
1 &,
1b HO b
HO%mm O!(-I) :
Q HOL
T T T ] sa daea OH
54 5.2 ppm OH
1 OH
1b 4 @]
HO 5 2
HO—¥"Hol
@)

2

T \ T T T T T T
54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 ppm

Abb. 44. "H Spektren von 18 und 19 gemeinsam in Bicellenldsung — oben bei 300 K, unten bei 308 K.
Die homonuklearen HH-RDCs sind verschwindend klein.

18 19
C Atom 'Dcy [Hz] | C Atom 'Dcy [Hz]

1a +1 1 +3
3a -5 2 0
4a -5 3 -1
5a -9 4 -3
6a -35 5 -1
1b +4 6 -0.5
2b -1
3b +3
4b +3
5b -
6b -

Tab. 14. 1DCH Werte flir die Molekiile 18 und 19 in Bicellen. Die 1JCH Werte flr 18 stammen aus der
Literatur.®

- Beide Molekiile zeigen im Vergleich zu allen (!) untersuchten bizyklischen
Systemen eine nur sehr schwache Ausrichtung in fliissig-kristalliner Phase.
Zwar ist die Gesamtmenge an Sacchariden (jeweils f = 0.4) relativ hoch, doch
auch der Lipidgehalt mit 12.7% ist sehr hoch, so dass hier definitiv eine
schwache Orientierung verglichen mit den Molekiilen 1 — 17 besteht.
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3.2 1,6- Anhydro-B-D-Glucose — ein Saccharid mit drei axialen OH Gruppen
und Wasserstoffbriicken

Aufgrund der 1,6-Anhydro Form kann die p-D-Glucose 20 so in ihrer Ringkonforma-
tion eingefroren werden, dass drei axiale OH Gruppen — eine Situation, die norma-
lerweise durch Umklappen des Sessels, um equatoriale Substituenten zu erhalten,
vermieden wird — bestehen bleiben. Sie kdnnen laut Literatur die hier gezeigten, un-
terschiedlichen H-Briicken zueinander ausbilden.™

Abb. 45. Struktur von 20 mit Numerierung und die in der Literatur postulierten H-Briicken in DMSOqe
als gestrichelte Linien.

Da auch fur die hier untersuchten Bizyklen die drei axialen OH Gruppen und die
Orientierung der H-Briicken eine entscheidende Rolle spielen, soll geklart werden, ob
auch fur 20 eine ahnlich starke Orientierung wie z. B. fur 1 zu beobachten ist.

Molekil 20: g = 3.0, ¢ = 5.0%, 3% CTAB, 700 L Puffer, f = 0.7

[ T T T T T T 1 [ T T T T I T 1
5 4 3 2 1 0 ppm 5 4 3 2 1 0 ppm

Abb. 46. 'H Spektren von 20 bei 298 K (links) und 308 K (rechts). Fiir den isotropen Fall bei 298 K
sind die Juyy Kopplungen fiir H5 und H6' angegeben, fiir den anisotropen Fall der Betrag der Summe
von DHH+JHH-
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C Atom |Dcu+Jen| [Hz] 'Den [Hz]

1 164 -13
2 133 -15
3 175 +26
4 131 -16
5 147 -13
6 318 (x2) +7 [ +4

Tab. 15. 1DCH Werte fiir 20 in Bicellenlésung. Die Werte flr 1JCH stammen aus 2D HMQC Daten von
20 in D,O.

- Obwohl 20 drei axiale OH Gruppen besitzt, die H-Briicken zueinander aus-
bilden, ist die Ausrichtung in Bicellenlosung nur gering. Sie entspricht in etwa
dem zu erwartenden Grad an Ausrichtung fiir gdngige Saccharide.

Zu berucksichtigen ist jedoch, dass die fir 20 postulierten H-Briicken sehr
schwach (AS/AT ~ -6.2 ppb/K (in DMSOgg)'*®; fiir 11 AS/AT (OH9) = +0.7 ppb/K (in
DMSOgs)""?) sind und evtl. daher trotz einer gegabelten Anordnung, wie sie
auch fur 1 in Losung auftritt, keine starke Orientierung zu beobachten ist.

3.3Titration von 1 mit Trehalose in Bicellen — Auswirkung auf den Orientie-
rungsgrad von 1

Obwohl 19 nur eine schwache Orientierung in Bicellen unter anisotropen Bedingun-
gen zeigt, sollte der Effekt auf die Ausrichtung von 1 untersucht werden, um festzu-
stellen, ob es zu einer Art ,Verdrangungsreaktion® kommt, wenn man davon ausgeht,
dass die Bicellenoberflache der Rezeptor und 1 der Ligand ist, wobei durch 19 jetzt
ein weiterer (wenn auch sehr viel schwacherer) Ligand zugesetzt wird.

Ausgangsprobe: Vorlage von Molekil 1 in DMPC/DHPC-LAsung
q=3.0,c=15.0%, 3% CTAB, 700 uL Puffer, f=0.55 (1)
Zugabe von 19: 1.+0.25eq (= f=0.14 (19))
2.+0.51eq (= f=0.28 (19))
3.+0.98 eq (= f=0.54 (19))
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19 :
0
HO N2 o
HO—=~1oY| H
0

300 K
0 19 6
- ‘.fgéaHz 7?8_’]"2
RN AY. d

1
3Hz 6
i 9
BN WY s -
____/“\/-"‘-._J

1
2.5 Hz
0.51eq19 9a 8
' 107 Hz 70*8_’{"2 J
Y
t
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1
3 Hz
1
9a 098eq19 9a 6
3 107 Hz | 109 Hz
— |
)
I T T T T T T T T T T T T 1 [ T I | I T T T T T T T T | | |
54 50 4.6 42 38 34 ppm 58 54 50 46 42 38 3.4 ppm

Abb. 47. "H Spektren der Titration von 1 in Bicellen mit 19. Links in isotroper Lésung bei 300 K, rechts
in anisotroper bei 308 K. Die angegebenen Kopplungen entsprechen dem Betrag der Summe von
Dyn+Jun, wobei dies flir H9a und H6 des Bizyklus 1 identisch ist mit dem Betrag von Dyy. Die Zuord-
nung fur 19 ist kursiv, die fur 1 fett wiedergegeben.
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H 9a
0eq19 — o
H9
| | | | | I T
90 85 80 75 _7|0 65 ppm
1 ? 6
5I—I H4
SH
0.98 eq 19
6 9
3 a
- H H
H9 8
MUL* WAL ____._M JMH
T | | R R
90 85 80 75 70 65 ppm

Abb. 48. "°C gated Spektren von 1 ohne 19 bei 308 K
Bicellen.

(oben) und mit 0.98 eq 19 bei 308 K (unten) in

Ohne 19 +0.98 eq 19
C Atom |DcutJeu| [Hz]  'Dcu [Hz] | |DewtJen| [HZl  'Den [Hz]
2 67 /285 -81/+137 70 /285 78/ +137
3 66 -84 65 -85
6 ~ 65 -79 ~74 -70
7 318 +170 319 +171
8 ~ 105 -41 - -
9 99 -49 103 -45
9a ~20 -133 - -
OMe 192 +42 193 +43

Tab. 16. Dipolare Kopplungen von 1 mit und ohne Zusatz eines schwach ausrichtenden Saccharids.

C Atom 'Dcy[Hz] +1eq18

'Dcn [Hz] + 1.02 eq 1

1 +3
2 0
3 -1
4 -3
5 -1
6 -0.5

Tab. 17. 1DCH Werte flr 19 im Vergleich in Bicellenlésung mit 18 bzw. 1.
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Weder fur 1 noch flr 19 ergeben sich signifikante Unterschiede in ihren Kopplungs-
werten. D. h. fur 1 ist es unwichtig, ob sich andere, nur schwach ausrichtende Mole-
kile, in derselben Losung befinden. Der Grad der Ausrichtung von 1 wird durch 19
weder gestort noch vermindert.

Far 19 ist es ebenfalls unbedeutend, welches andere Molekul neben ihm in dersel-
ben Losung vorliegt. Auch hier ist die Ausrichtung von 19 unabhangig von vorhande-
nen Cosubstanzen.

Eigentlich ware eine Titration ahnlich einer Verdrangungsreaktion zwischen ver-
schieden stark bindenden Liganden (z. B. Molekile 1 und 4) eine sehr sinnvolle
Messung, doch leider sind die chemischen Verschiebungen der ">C Signale der mei-
sten, hier untersuchten, Bizyklen so ahnlich, dass bei Vorliegen in gemeinsamer L6-
sung keine eindeutige Zuordnung und somit keine Extraktion der RDC Werte mehr
maglich ist.

4. Modifikation der Bicellenoberflache — Dotierung mit langkettigen
Alkylglycosiden

Durch Ersetzen eines gewissen Anteils DMPC durch ein langkettiges Alkylglycosid
kann der planare Bereich von Bicellen — der ja von DMPC Molekulen gebildet wird —
in flussig-kristalliner Phase durch Saccharide, ahnlich den Kopfgruppen von Blut-
gruppenantigenen, modifiziert werden.'®

Diese Alkylglycoside lagern sich — bei optimal gewahltem Anteil — in die Membran
analog zu DMPC ein, ohne die Ausbildung der flussig-kristallinen Phase zu storen.
Dies lasst sich z. B. daran erkennen, dass in anisotroper Losung keine Signale fur
die Protonen der Saccharideinheit mehr detektierbar sind.

Hier wurde fur die Dotierung n-Dodecyl-B-D-maltosid gewahlt, da mit einem Disac-
charid die Zuckereinheit etwas weiter aus der Bicellenoberflache ragen sollte, als fur
ein Monosaccharid der Fall.

OH

Hol_ <O

HE)&H%’O\/\/\/\/\/\/

Abb. 49. Das fir die Dotierung der Bicellen verwendete n-Dodecyl-f-D-maltosid.

Verschiedene molare Verhaltnisse von DMPC zu Dodecylmaltosid ergaben schliess-
lich, dass die flussig-kristalline Phase dann am stabilsten ist, wenn dieses Verhaltnis
ca. 6:1 betragt.

Fir die Untersuchung der Ausrichtung von 1 in dotieren Bicellen wurde folgende
Probenzusammensetzung gewahlt:
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Berechnung der Parameter ohne Bertcksichtigung von Dodecylmaltosid:
q=2.8,c=5%, 4% CTAB, 700 pL Puffer

Zugabe von 3.99 mg Dodecylmaltosid resultierte in:

q=3.25, c =5.5%, 4% CTAB, 700 pL Puffer, n(Dodecylmaltosid)/n(DMPC) = 0.16

Diese Probe zeigte eine stabile, flussig-kristalline Phase in einem Temperaturbereich
von 308 bis 324 K.

Ihr wurde schliesslich 1 zugesetzt, so dass der f-Wert — bezogen auf DMPC - 0.78
betrug. Dieser ist bereits um den Anteil an enthaltenem Epimer 17 (ca. 5%) korrigiert.
Berucksichtigt man auch die zugegebene Menge an Dodecyl-maltosid so liegt der f-
Wert bei 0.67.

9a HDO 8 OMe e
7 Spitze stammt von
Hoa (17) 6
2ter Signalsatz 9a
(Epimer 17) ~85 Hz 8B Hz
|
I 111 T T T I 1T T 1 I 1 1 T T T T T T T T T T T T 1
5.8 5.4 5.0 4.6 4.2 3.8 ppm 5.8 5.4 5.0 4.6 4.2 3.8 ppm

Abb. 50. "H Spektren von 1 in mit Dodecylmaltosid dotierten Bicellen bei 300 K (links) und bei 308 K
(rechts).

C Atom |DcutJeu| [Hz] 'Dcn [Hz]

2 94 / 256 -54 / +108

3 87 -63

6 99 -45

7 ~ 298 ~ +150

8 145 -1

9 ~120 ~-28

9a 46 -107
OMe 181 +31

Tab. 18. 1DCH Werte fiir 1 in, mit Dodecylmaltosid dotierten, Bicellen. Die verwendeten 1JCH Werte
stammen aus einer normalen, isotropen Bicellenlésung.

- Die Dotierung der planaren Bicellenanteile mit einem Maltosid fuhrt zu kei-
ner Verringerung der Orientierung von 1 in flussig-kristalliner Phase.

D. h. die spezifische Wechselwirkung zwischen 1 und der Membranoberflache
wird dadurch nicht gestort. Allerdings betragt der Anteil an Saccharidderivati-
siertem, langkettigem Membranbaustein nur ca. 1/6.
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5. Ausrichtung verschiedener Bizyklen in einem weiteren, flussig-
kristallinen Medium

Um herauszufinden, ob die ungewdhnlich starke Ausrichtung mancher untersuchter
Thiazolidinlactame wirklich etwas mit der Struktur der Bicellen zu tun hat, wurde als
weitere flussig-kristalline Phase die sog. Otting Phase — eine Mischung aus Polye-
thylenglykol, Alkohol und Wasser — verwendet.”

Entscheidend ist hierbei, dass sie nicht aus PC Bilayern aufgebaut ist, sondern dass
es sich vielmehr um eine lamellenartige Struktur gestapelter Schichten handelt. Zu-
dem ist die Phase einfach und preisgunstig herzustellen und die in ihr ermittelten
RDCs lassen sich gut mit RDCs in Bicellen vergleichen, wie Literaturbeispiele zei-

gen.’

Hier wurde eine Mischung aus Pentaethylenglykolmonododecylether (C12E5), n-
Hexanol und D,O verwendet.

Ebenso wie es flr Bicellen charakteristische, experimentelle Parameter (g, ¢ usw.)
gibt, sind fur die Otting Phase folgende Parameter von Bedeutung:

- Gewichtsprozent an C12E5 in Bezug auf den Gesamtgehalt an D20 (% wt)
- Das molare Verhaltnis r von C12E5 zu n-Hexanol

HO’\IO\/\O’\/O\/\Of\/O\/W\/\/\/ C12E5

/\/\/\OH n-Hexanol

Abb. 51. Chemische Strukturen der Komponenten, die hier fiir die Herstellung der Otting Phase ver-
wendet wurden. Weitere mdgliche Komponenten sind: n-Octanol, C12E6 oder Glucopon.

Aufgrund des Fehlens von (Teil-)Ladungen in der flussig-kristallinen Phase, beruht
die Ausrichtung in ihr geldster Stoffe ausschliesslich auf der Molekulgestalt, wohin-
gegen bei Bicellen durchaus die Ladungsverteilung der Kopfgruppe und die damit
verbundenen, elektrostatischen Wechselwirkungen berlcksichtigt werden missen.
Der Temperaturbereich, in dem der Phasenlubergang zur flissig-kristallinen Phase
stattfindet, liegt etwas niedriger als im Falle der DMPC/DHPC-Bicellen. Isotrope
Otting Phasen koénnen bei Temperaturen unter 20 °C vermessen werden; die Stabi-
litat der anisotropen Phase erstreckt sich Uber einen relativ grossen Temperaturbe-
reich zwischen ca. 25 bis 40 °C.

Untersucht wurden exemplarisch drei, sich in Bicellen unterschiedlich stark ausrich-
tende, Bizyklen.
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Ho ~PH
5 s 1 7
HO T
N\
HO" % COOMe H
Sesselkonformation Sesselkonformation Boot-/Wannenkonformation
3 axiale OH Gruppen 3 axiale OH Gruppen keine axialen OH Gruppen
H-Briickenmuster: H-Briickenmuster: keine H-Briicken mdéglich
90H Donor zu 70H & Carbonyl 90H Donor zu 70H & Carbonyl
(in Lésung) & 90H Akzeptor fiir Amid
- Umschalten des H-Briickenmusters

(in Lésung)

Abb. 52. Strukturen und kurze Charakterisierung der, in Otting Phase vermessenen, bizyklischen

Systeme.
HDO HDO OMg
9a 6 7
8
8 6
3 9a 3
[ I I I I I I I I I I I I I | I T I I I I I I I I I
5.6 5.2 4.8 4.4 4 5.4 5.0 4.6 4.2 3.8

7
.0 3.6 ppm

OMe
9

3.4 ppm

Abb. 53. 'H Spektren von 1 in C12E5/n-Hexanol/D,0. Links in isotroper Phase bei 288 K (4.9% wt, r =
0.99, 700 yL D,0O, 40 mM 1) und rechts in anisotroper Phase bei 300 K (5% wt, r = 0.86, 725 uL D,0,
71 mM 1).

C Atom |DcutJen| [Hz] 'Jen [Hz] 'Dch [Hz] | 'Dcn [Hz] in Bicellen
2 293 (x2) 296 (x2) 1.5 -81/+142
3 132 151 -19 -86
6 147 144 +3 -73
7 166 148 +18 +181
8 134 146 12 -45
9 151 148 +3 -50
9a 133 153 -20 -
OMe 453 (x3) 150 +1 +43

Tab. 19. 1DCH Werte fiir 1 in Otting Phase (5% wt, r = 0.86, 725 pyL D,O, 71 mM 1). Die 1JCH Werte
stammen aus Messungen in isotroper Bicellenldsung. Zum Vergleich die 'Dcy Werte in Bicellen (g =
3.0, ¢ =5.0%, 3% CTAB, 700 yL Puffer, f = 0.28).

- Das Grundmolekiil 1 erfahrt somit in der Otting Phase nur eine schwache
Ausrichtung, wie sie eigentlich auch fir Bicellen zu erwarten gewesen ware.
Dies bestatigt die Annahme, dass es sich bei den Wechselwirkungen zwischen
Bicellenoberflache und 1 um spezifische Wechselwirkungen handelt, die nicht
durch Hydrophobizitatseffekte bedingt sind.
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PEG Bereich C12E5  Alkylbereich C12E5

HDO
6
hit
g7} :
9a 3
I I I I | I T
5 4 3 2 1 0

Abb. 54. "H Spektren von 7 in Otting Phase (5.1% wt, r = 0.89, 700 pL D,0O, 67 mM 7) bei 285 K
(links) und 300 K (rechts).

ppm

/t
T T I T 1
3 2 1 0 ppm

HDO
3 79| 2"
I | T
5 4

C Atom |DcutJen| [Hz] 'Jen [Hz] 'Dch [Hz] | 'Dcn [HZ] in Bicellen
2 142 148 -6 -38/+8
3 147 152 -5 -26
6 156 147 +9 +37
7 140 145 -5 +18
8 143 147 -4 -8
9 155 148 +7 -6
9a 147 152 -5 -35

Tab. 20. 'Dcy Werte fiir 7 in Otting Phase und in Bicellen (q = 3.0, ¢ = 5.0%, 4.4% CTAB, 700 pL
Puffer, f = 0.63) zum Vergleich. Die 'Jon Werte fiir die Otting Phase stammen aus Messungen in
isotroper Otting Phase bei 285 K.

8/9 8/9

34 ppm 5.4 5.0 4.6 4.2 3.8 3.4 ppm

Abb. 55. 'H Spektren von 15 in Otting Phase (4.8% wt, r = 0.97, 700 yL D,O, 34 mM 15). Links in
isotroper Phase bei 288 K, rechts in anisotroper bei 300 K.
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C Atom |Dcu+Jen| [Hz] 'Jeu [Hz] 'Dcw [Hz] | 'Dew [H2] in Bicellen
2 300 (x2) 296 (x2)  +2 4
3 145 152 7 +15
6 148 152 4 8
7 156 153 +3 -6
8 151 147 +4 6
9 150 147 3 2
9a 148 149 1 +14
CHaEester 295 (x2) 300 (x2) 2.5 +4.5
CHaEster 376 (X3) 128 -3 0
Me 384 (x3) 128 0 +2/ 43

Tab. 21. 'Dcy Werte fiir 15 in Otting Phase und zum Vergleich in Bicellen (q = 2.5, ¢ = 5.9%, ohne
CTAB, 700 pL D,O, f = 0.94). Die Jen Werte fiir die Berechnungen in der Otting Phase stammen aus
isotropen Bicellenmessungen.

- Alle drei untersuchten Bizyklen zeigen in Otting Phase im Vergleich zu
Bicellen eine verminderte Ausrichtung, wobei dieser Effekt fiir 1 besonders
stark ist. Die Molekule 7 und 15 zeigen eine nur geringfiigig schwachere Orien-
tierung als in Bicellen.

Dies deutet daraufhin, dass 1 eine spezifische Wechselwirkung mit der Ober-
flache der Bicellen eingeht und so eine besonders starke Orientierung erfahrt.

6. Wechselwirkungen zwischen 1 und DMPC

Um beurteilen zu kénnen, ob die Form der Bicellen — also eine planare DMPC Bi-
layerschicht mit DHPC an den Randern — entscheidend ist fur die auftretenden, spe-
zifischen Wechselwirkungen zwischen 1 und Bicellen, wurde der Einfluss von 1 auf
DMPC in verschiedenen Aggregationszustanden untersucht.

6.1 DMPC Liposomen in D,O

Mit Hilfe eines Ultraschalldesintegrators kann das, ansonsten in Wasser unldsliche,
DMPC in Form von Lipsomen in DO in Losung gebracht werden. Liposomen besit-
zen ebenfalls eine Lipidbilayerschicht, die jedoch aufgrund der Kugelform der Lipo-
somen stark gekrimmt ist.

Zu einer Liposomenlésung in DO (5 mg/mL) wird schrittweise 1 zugegeben und die
Anderung der chemischen Verschiebungen Ady beobachtet.

Die ldentifizierung und Zuordnung der DMPC Signale erfolgte Uber 2D NMR Mes-
sungen (in CDCl3) und durch Vergleich mit der Literatur.®
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Liposom*
= #
Bicellen

* saints.css.edu/bio/ schroeder/cell_membrane.html

" http:/ftesla.ccre.uga.edu/research/index. html

Abb. 56. Schematische Darstellung eines Liposoms und einer Bicelle.

lM%N\/&\O’P‘O oY Y ¥ ¥ %6 iz
b (I)_ \3/2\/01(\/\/\/\/\/\/
L |

DMPC

Abb. 57. DMPC Struktur mit der zur Literatur analogen Numerierung.

HDO Aceton
Y
*
N Alkylbereich
J
IR R D D e D B B
55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

* 2 Signale fur y (NMe,) - fir Kopfgruppe auf der Aussen-
und der Innenseite der Liposomenbilayer

Abb. 58. "H Spektrum von DMPC Liposomen (5 mg/mL D,0) bei 300 K (600 MHz). Etwas Aceton-
dampf wurde zur Eichung zugesetzt.

Die Zugabe von 1 fuhrt zu keiner sichtbaren Veranderung der chemischen Verschie-

bungen &4 der DMPC Signale. Auch die Signale von 1 bleiben im Verlauf der Titra-
tion unverandert.
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Abb. 59. "H Spektren der Titration von DMPC Liposomen in D,O (5 mg/mL) mit 1 (300 K, 600 MHz).
Acetondampf wurde zur Eichung zugesetzt.

- Dieses Ergebnis lasst zwei mogliche Schlussfolgerungen zu:

- die Wechselwirkung zwischen 1 und DMPC als Liposomen in D;0 ist so
schwach, dass dies zu keinen Anderungen in den chemischen Verschie-
bungen fiihrt.

- es treten keine Wechselwirkungen zwischen 1 und DMPC Liposomen in DO
auf. Dies wiirde bedeuten, dass in Bicellen die Planaritat der DMPC-Berei-
che ausschlaggebend ist.

6.2 DMPC in CDCI; - Titration mit 1

DMPC |6st sich sehr gut in unpolaren LMs wie Chloroform, wohingegen die polaren
Thiazolidinlactame in unpolaren LMs nahezu uniéslich sind.

Im Folgenden soll 1 — als Feststoff zugegeben — mit Hilfe von DMPC in CDCl3 in L6-
sung gebracht werden.

Es zeigt sich, dass 1 tatsachlich unter diesen Bedingungen in CDCl; geldst werden
kann, wenn auch nur in geringem Masse.
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Zudem zeigt sich ein schwacher Effekt bei den chemischen Verschiebungen 6y von
DMPC und 1 in Abhangigkeit von der geldsten Menge an 1.

4-13 14

0mg 1
’  J
M : .
0.97mg1
m (nicht vollst. gel6st)

467mg1
(nicht vollst. geltst)

T T T T T T T T T T

2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 ppm

Abb. 60. Ausschnitt des Alkylbereichs von DMPC. 'H Spektren bei Titration mit 1 (10.1 mg DMPC,
700 uL CDCI3, 300 K). Die Auswirkungen auf den Alkylbereich von DMPC sind minimal.

0mg1

0.97 mg 1
J‘_A‘hﬂ (nicht vollst. gelést)

467 mg1
(nicht vollst. gelost)
h

T % I 5 W0 - T i T i T L

k i T ké T E T v | K | L
54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 3.4 ppm

Abb. 61. 'H Spektren des Bereichs der DMPC-Kopfgruppe und der Bizyklussignale. Hier sind Ande-
rungen der chemischen Verschiebungen einiger Signale im Verlauf der Titration zu beobachten.
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A8ges [HZ]
Atom 0.97 mg 1 0.97 mg 1 4.67 mg 1
(nicht vollst. gelost) (= 0.22 eq) (nicht vollst. gelost)

14 0 0.3 0.4
13-4 0 0.5 0.3

3 0 0 0.8

2 0/0.5 06/2.3 0.8/5.1

o 0 2.5 2.8

Y 3.8 16.6 37.2

B 3.8 18.6 41.4

3 0.6 3.4 1.5

2 0 1.3 0.5

1" 0 0.5 0.5

1! 0.8 3.4 6.3

Tab. 22. Differenzen der 'H Verschiebungen der DMPC Signale im Laufe der Titration mit 1. Als Null-

wert dient die Verschiebung vor Zugabe von 1.

Adges [Hz]
Atom 0.97 mg 1 4.67 mg 1
(=0.22 eq) (nicht volist. gelost)
2' 3.1 9.4
2" 0 1.5
3 3.1 9.7
6 3.5 7.1
7/8 - -
OMe /9 3.1/1.0 8.0/1.8
9a 1.0 2.5

Tab. 23. Differenzen der 'H Verschiebungen des Bizyklus 1 im Rahmen der Titration in DMPC/CDClI;.
Als Nullwert dient der erste Zugabeschritt der Titration.
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1.5 Hz
9.4z, H  coome®? 2

Abb. 62. DMPC und 1 mit Angabe der maximalen 'H Verschiebungen in Hz. Die Zuordnung von H2"
und H2' des Bizyklus erfolgte liber 2D NOESY Daten.

- Die stirksten Anderungen in der chemischen Verschiebung erfiahrt im DMPC
Molekiil der oberste Teil der Phosphocholinkopfgruppe (B und y), wobei bereits
die nichste CH,-Gruppe (o) eine nur noch schwache Anderung zeigt.

Im Bizyklus 1 zeigt der Bereich der Estergruppe — also der hydrophobste Teil
des Molekiils — die stirksten Anderungen in der chemischen Verschiebung
(H3, COOMe). Allerdings zeigen auch das nach oben orientierte H2 (H2") und
das nach unten orientierte H6 grossere Anderungen in ihrer chemischen
Verschiebung.
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6.2.1 2D NOESY Spektren — Identifizierung der wechselwirkenden Gruppen

ppm
3.2

3.4
3.6—“
3.8
4.0
4.2
4.4—‘
46-
48-
5.0
5.2
54

5.6
56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34  ppm

Abb. 63. 2D NOESY Spektrum von DMPC in CDCl; bei Zusatz von 4.67 mg 1 (nicht vollstandig ge-
I8st). In rot die intermolekularen NOEs (t,, = 200 ms, 300 K, 600 MHz).

Alle NOE Kreuzsignale — auch die des Bizyklus 1 — sind positiv (= negativer NOE),
was typisch fur Molekule mit einer hohen molekularen Masse ist. D. h., dass sich der
Bizyklus 1 nicht frei in Losung befindet, sondern die Wechselwirkung mit DMPC Ag-
gregaten in CDCI; so stark ist, dass er als ein Teil dieser Aggregate betrachtet wer-
den kann.

Die auftretenden intermolekularen NOEs sind zwischen den Kopfgruppenprotonen
o/Bly und den Protonen H6, H3 und H9a. Die beiden ersteren hatten schon bei der
chemischen Verschiebung eine deutliche Beteiligung gezeigt; H9a hatte im Rahmen
der Titration allerdings eine nur sehr geringe Anderung seiner chemischen Verschie-
bung. Weiterhin tritt ein NOE Kreuzsignal zwischen 2 des DMPC und H9 bzw. OMe
des Bizyklus auf.

- Die Beteiligung der DMPC Kopfgruppe bei der Wechselwirkung mit 1 (in
CDCI;) konnte eindeutig gezeigt werden. Unklar ist allerdings weiterhin, wel-
cher Teil des Molekiils 1 an der Wechselwirkung beteiligt ist. Die Anderung der
chemischen Verschiebung wahrend der Titration deutet auf den hydropho-
beren Teil des Bizyklus, im Bereich der Estergruppe, hin. Die intermolekularen
NOEs lassen eher den Schluss zu, dass die Unterseite des Bizyklus mit H3, H6
und H9a an der Wechselwirkung (starker) beteiligt ist.
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7. Weitere NMR Methoden zur Untersuchung von Wechselwirkun-
gen

Wie in Kapitel 1.6 bereits beschrieben, gibt es NMR Messmethoden, die auch bei
schwachen Ligand-Rezeptor Wechselwirkungen eine Untersuchung (und teilweise
Quantifizierung) dieser Wechselwirkungen gestatten.

Da die Affinitat von Bizyklen zur Bicellenmembran mit Sicherheit sehr schwach ist —
eine Titration von DMPC Liposomen mit 1 in D,O zeigte keinerlei Auswirkungen (Ka-
pitel 6.1) — wurden der Sattigungstransfer (STD) und die Diffusionsmessungen
(DOSY) als geeignete NMR Methoden betrachtet, um die Wechselwirkung zusatzlich
zu den RDCs zu charakterisieren.

7.1 Sattigungstransfermessungen — STD

Wie schon in 1.6 beschrieben, kann durch Sattigung von Frequenzen des Rezeptors
eine teilweise Ubertragung auf einen (schwach) gebundenen Liganden erreicht wer-
den. Da die Einstrahlfrequenz mindestens ca. 1 ppm vom nachsten Ligandensignal
entfernt sein muss, um keinen Sattigungstransfer von Ligand zu Ligand zu verursa-
chen, kann im Falle der Bizyklen in Bicellenldsung nur auf den Alkylbereich der
Bicellen bei ca. 1 ppm eingestrahlt werden, da sich im Bereich der NMes-Kopfgruppe
Signale der Bizyklen befinden.

Die beiden verwendeten Pulsprogramme unterscheiden sich nur durch einen zusatz-
lichen T1p Filter (er unterdrickt die breiten Resonanzlinien des Proteins bzw. des
Rezeptors)."” Die Ergebnisse sind ohne weiteres vergleichbar.

Die Details zu den verwendeten Messparametern finden sich im experimentellen
Teil.

Zwar wurde nicht fur alle Verbindungen eine STD Messung durchgeflihrt, doch lasst
sich auch anhand der ausgewahlten Bizyklen der Zusammenhang von starker Orien-

tierung in Bicellen und Effekt im STD erklaren.

7.1.1 STD von 1 und weiterer, sich stark ausrichtender Bizyklen

Anhand der Ergebnisse von Kapitel 2 lassen sich zur Gruppe der stark oder mittel-
stark ausrichtenden Bizyklen folgende Derivate zahlen:
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HO OH

S
x 2 LiCl
N

H,N Y COO

3

Ho PH

HO

HO 0
kein STD vorhanden
Abb. 64. Strukturen der stark und mittelstark ausrichtenden Bizyklen. Fir 4 wurde kein STD Spektrum

aufgenommen. Molekil 5 wird hier nicht berlicksichtigt, da es aufgrund der erhéhten Hydrophobizitat
zusatzliche Wechselwirkungen mit den Bicellen eingeht.

6 5 4 3 2 1 0 ppm

Abb. 65. STD Spektren verschiedener Bizyklen in Bicellenlésung bei 308 K. Die Einstrahlfrequenz
liegt zwischen 0.5 und 1 ppm — im Alkylbereich von DMPC/DHPC.

- FUr die sich stark ausrichtenden Molekille 1 und 3 kann auch im STD Spektrum
ein Sattigungstransfer von den DMPC/DHPC-Bicellen auf die Protonen H9a, H6 und
H3 beobachtet werden.

Das sich mittelstark ausrichtende Molekul 6 zeigt keinerlei Sattigungstransfer.

- Da sich alle drei Protonen — H9a, H6 und H3 — auf der Unterseite des Bizyklus
befinden, die OH Gruppen (jene fur die H-Bruckenbildung befinden sich auf der
Oberseite) und ihre H-Bricken aber eine entscheidende Rolle spielen, kann gemut-
masst werden, dass der Bizyklus 1 mehr oder weniger senkrecht bevorzugt in der
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Ldsung orientiert ist und deswegen Ober- und Unterseite aufgrund der Rotation um
die Langsachse mit den Bicellen in Kontakt treten.

7.1.2 STD von Bizyklen mit hydrophoben Gruppen

Da durch die, in manchen Bizyklen vorhandenen, hydrophoben Gruppen eine zu-
satzliche Art von Wechselwirkung — namlich rein auf der Polaritadt beruhend — ins
Spiel kommt, kdnnen die Ergebnisse fur diese Molekule, also der Grad ihrer Orien-
tierung in flussig-kristalliner Phase, nicht direkt mit den restlichen Bizyklen verglichen
werden.

Auch im Rahmen der STD Messungen sollte ein deutlicher Sattigungstransfer auf die
hydrophoben Gruppen stattfinden, da diese mit der Membran bevorzugt unspezifisch
wechselwirken.

Zu dieser Gruppe gehoren folgende Bizyklen:

HO 0 COOEt

kein STD vorhanden

Ho, fH
HO . H 13
N | 0]
* NN
HN 0 o T “OMe
N
Ph

Abb. 66. Strukturen der Bizyklen, die aufgrund hydrophober Gruppen (Azid, Boc, Phenyl) zusatzliche
hydrophobe Wechselwirkungen mit der Membran der Bicellen eingehen.
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HO

H
~ 13
BocHN

5 4 3 2 1 0 ppm

Abb. 67. STD Spektren fiir Bizyklen mit hydrophoben Gruppen in Bicellenlésung bei 308 K.

Wie zu erwarten erhalt man bei Sattigung des Alkylbereichs der DMPC/DHPC Mole-
kile einen Transfer auf die hydrophoben Gruppen der Bizyklen. Dass in allen Fallen
kein deutlicher Sattigungstransfer auf weitere Protonen der Bizyklen zu beobachten
ist, kann daran liegen, dass aufgrund der starken Ausrichtung die Signale zu breit
sind, um im STD Spektrum detektiert zu werden. Denn bereits im "H Spektrum von
11 ist z. B. H9a nur noch schlecht erkennbar.

7.1.3 STD von Bizyklen mit nur schwacher Ausrichtung in Bicellen

Zu dieser Gruppe gehoren die meisten, der hier untersuchten Systeme.
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e
2 S 8
COONH,+ COOEt
10 S 13
H
N\g'rl‘l\)ok
OOMe 00 OMe

15 17

0 o) COOEt HO o) COOMe

HO o) COOMe

kein STD vorhanden kein STD vorhanden

Abb. 68. Strukturen der Bizyklen, die in anisotroper Bicellenlésung eine nur schwache Ausrichtung im
Vergleich zu Molekil 1 erfahren.
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Artefakte HO

5 4 3 2 1 0 ppm

Abb. 69. STD Spektren bei 308 K flir verschiedene Bizyklen, die sich in flissig-kristalliner Bicellen-
phase nur schwach ausrichten. Einstrahlfrequenz war wiederum der Alkylbereich von DMPC/DHPC.

Auch fur einige der sich nur schwach ausrichtenden Bizyklen kann ein Satti-
gungstransfer zwischen Bicellen und Bizyklus gezeigt werden. Dieser ist allerdings
sehr gering im Vergleich zu den Molekulen 1 bzw. 3.

Molekul 8, das von Sesselkonformation, Brickenkopfkonfiguration und H-Bricken-
muster mit 1 identisch ist, zeigt dasselbe Muster beim Sattigungstransfer, namlich
auf die Protonen H9a, H6 und H3 auf der Unterseite des Bizyklus.

Vergleichbar verhalt es sich flir Molekll 12, bei dem der Sattigungstransfer allerdings
nur mehr fur H6 und H3 detektierbar ist.

In Molekll 10, bei dem alle OH Gruppen acetyliert vorliegen, weist das Muster flr
den Sattigungstransfer in keine eindeutige Richtung. Sowohl das H9a Proton auf der
Unterseite des Bizyklus, als auch die aquatorial orientierten Protonen H7, H8 und H9
zeigen einen Sattigungstransfer. Dies ist mit keiner eindeutigen Orientierung in Be-
zug auf die Bicellen in Einklang zu bringen. Evtl. erweisen sich die acetylierten OH
Gruppen als zu gross und somit storend um eine Orientierung wie fur Molekul 1 zwi-
schen den Bicellen einnehmen zu kdnnen.

Fir Molekll 16, dessen 7-Ring eine invertierte Sesselkonformation aufweist, ist der
Sattigungstransfer nicht eindeutig. So zeigen sowohl H9a auf der Ringoberseite, wie
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auch H3 auf der Ringunterseite einen schwachen Sattigungstransfer. Dies kann nicht
mit einer bevorzugten Orientierung in Verbindung gebracht werden.

- Wie fur das Molekiil 1 zuvor schon postuliert, konnte man sich eine bevor-
zugte Orientierung der stark bzw. mittelstark bindenden Bizyklen in der Weise
vorstellen, dass die Langsachse parallel zur Magnetfeldachse und somit senk-
recht zum Normalenvektor der Bicellen orientiert ist. Dies wiirde erklaren,
wieso die OH Gruppen und ihr H-Brickenmuster von entscheidender Wichtig-
keit sind und zugleich, warum die Protonen auf der Unterseite des Bizyklus im
STD Experiment einen Sattigungstransfer erfahren, wenn auf Signale der
Bicellen eingestrahlit wird.

Rein schematisch kénnte man sich die Ausrichtung von 1 in Bicellen wie folgt vor-
stellen:

gungstransfer im STD Experiment. Die blau markierten

Gruppen sind beteiligt an den H-Briucken auf der Oberseite
A on des Bizyklus.

Protonen, die entlang der Langsachse orientiert sind, also

aH -{\r w besonders H7, H8 und H9 wirden nur mit den Randern der
OH . e .

Bicellen, an denen nur DHPC Molekile vorhanden sind und

',. ' die zudem stark gekrummt sind, in Kontakt kommen.

Abb. 70. Vorschlag fur die Ausrichtung von 1 in Bicellen. Dieses Bild wirde den ermittelten struktu-

a Die gelb markierten Protonen zeigen einen Satti-

MeOOC

rellen Abhangigkeiten und den Ergebnissen der STD Experimente gerecht.

Beweisen lasst sich diese Hypothese mit den bisherigen experimentellen Daten
nicht, aber es gibt mathematische Moglichkeiten (siehe Kapitel 9), die eine Aussage
uber die bevorzugte Orientierung eines Molekils in flissig-kristalliner Phase zulas-
sen.

7.2 Bestimmung der Diffusionskonstanten fur verschiedene Bizyklen in
isotroper und anisotroper Phase

Die sog. Brownsche Molekularbewegung — also die Bewegung von geldsten Stoffen
in Losung — wird haufig auch als Selbstdiffusion bezeichnet. Sie ist von Faktoren wie
Grosse und Gestalt der Molekule, Temperatur oder Viskositat der Losung abhangig.
Geht man von einer kugelférmigen Molekulgestalt aus, so lasst sich der Diffusions-
koeffizient mit der sog. Stokes-Einstein-Gleichung beschreiben:
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kgT
6nnr,

D = (3)

mit ks = Boltzmann Konstante, T = absolute Temperatur, n = Viskositat der Lésung,
rs = hydrodynamischer Radius eines spharischen Molekuls

In der NMR Spektroskopie kann durch die Verwendung von Gradientenpulsen ein
Molekul aufgrund seiner Position in der Losung quasi ,gelabelt werden. Wahrend
der anschliessenden Wartezeit (Diffusionszeit A) diffundieren die in der Losung ent-
haltenen Molekule in Abhangigkeit von ihrer Gestalt und den Umgebungsbedingun-
gen unterschiedlich schnell. Anschliessend wird wiederum ein Gradientenpuls be-
nutzt, um sozusagen den Ort, bis zu welchem das Molekul gelangt ist, zu decodie-
ren.1Ba-c

Durch den ersten Gradienten herrscht an jeder Stelle in der Probe (in z-Richtung,
falls der Puls aus z-Richtung kommt) ein unterschiedliches lokales Feld. Durch den
zweiten Gradientenpuls wird ein entsprechendes NMR Signal nur fur solche Proto-
nen/Molekile vollstandig refokussiert, fur die die erste und zweite Gradientenumge-
bung identisch ist, d. h. fur Molekule, die sich in der Wartezeit A nicht bewegt ha-
ben.183-c

Signale von sich bewegenden Molekulen erfahren durch die unvollstandige Refokus-
sierung einen Verlust ihrer Signalintensitat, welche wie folgt mit der ursprianglichen
Intensitit und den experimentellen Bedingungen zusammenhangt: '®

| = |o*exr)(- (Y5G)2*D( - %)) ()

mit | = Signalintensitat, Ip = Signalintensitat ohne Gradient, G = Gradientenstarke, D
= Diffusionskoeffizient, y = gyromagnetisches Verhaltnis, & = Dauer des Gradienten-
pulses, A = Zeit zwischen erstem und zweitem Gradientenpuls

Das Diffusionsverhalten von Molekulen kann z. B. dadurch beeinflusst werden, dass
sie eine Bindungsaffinitat zu einem ebenfalls geldsten Stoff besitzen. Bestes Beispiel
hierfur sind (kleiner) Ligand —(grosser) Rezeptor Wechselwirkungen. Kleine Molekile
diffundieren relativ schnell in Losung, grosse nur langsam. Bindet nun ein kleines
Molekul an ein grésseres, so vermindert sich die Diffusionsgeschwindigkeit des klei-
neren Molekuls, weil ein bestimmter Anteil seiner Molekulle in gebundenem Zustand
zu einem grossen Komplex gehoren. Fur solche Vorgange, bei denen der Ligand
nicht irreversibel gebunden wird und ein schneller Austausch zugrunde liegt (ein ge-
mittelter Signalsatz im 1H), erhalt man auch im DOSY Spektrum eine gemittelte Dif-
fusionskonstante, die sich jedoch deutlich von der des freien Liganden unterschei-
det."8%9

Diese auch als Affinitats NMR bezeichnete Methode, meist Mischungen vieler,
potentieller Liganden auf ihre Bindungsfahigkeit hin zu testen, kann auch im hier vor-
liegenden Fall benutzt werden, um die Affinitat der stark ausrichtenden Bizyklen an
die Bicellenmembran zu untersuchen.
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Da die Anderung der untersuchten Proben in einer Temperaturerhdhung besteht —
die mit einem rein physikalischen Phaseniibergang und einer Anderung der L&-
sungseigenschaften einhergeht — muss die Diffusionskonstante der Bizyklen jeweils
auf das enthaltene HDO bezogen werden.

Andert sich die Diffusionskonstante des Bizyklus bei Ubergehen von isotroper in die
anisotrope Phase um denselben Prozentsatz, wie dies fur HDO der Fall ist, so kann
man davon ausgehen, dass die veranderte Diffusionskonstante nur auf veranderte
Losungseigenschaften zuruckzufuhren ist. Warde sich die Diffusionskonstante des
Bizyklus unverhaltnismassig stark zwischen den beiden Phasen unterscheiden, so
musste das Auftreten einer Wechselwirkung (z. B. mit den Bicellen) angenommen
werden.

Untersuchte Proben:

a) Molekul 1: g =2.8, ¢ = 13.1%, ohne CTAB, 700 pL D0, f=0.35

b) Molekil 15: q=2.7, ¢ = 13.1%, 3% CTAB, 700 uL DO, f=0.38

c) Molekul 17 (als Ethylester): q = 2.7, ¢ = 13.1%, 3% CTAB, 700 pL D20, f=0.3
d) Molekil 1 in Otting Phase: 3% wt, r = 0.89, 700 pyL D0, 42 mM 1

e Molekul 1 in Bicellen:

Mittelwerte der Diffusionskonstanten D [m?/s]:

bei 300 K: fur 1: 3.673*107° fur HDO: 1.791*10°®
bei 308 K: fir 1: 4.410%107° fur HDO: 2.241*10°®
- Quotient D (1, 300 K):D (1, 308 K) = 0.83

- Quotient D (HDO, 300 K):D (HDO, 308 K) = 0.80

e Molekul 15 in Bicellen:

Mittelwerte der Diffusionskonstanten D [m?/s];

bei 300 K: fir 15: 3.542*107° fur HDO: 1.750*10°®
bei 308 K: fir 15: 4.488*107™"° fur HDO: 2.004*10™®
- Quotient D (15, 300 K):D (15, 308 K) = 0.79

- Quotient D (HDO, 300 K):D (HDO, 308 K) = 0.87

e Molekul 17 in Bicellen:

Mittelwerte der Diffusionskonstanten D [m?/s]:

bei 300 K: fir 17: 3.685*10°™"° fur HDO: 1.813*10°°
bei 308 K: fir 17: 4.693*10°™™° fir HDO: 2.366*10™°
- Quotient D (17, 300 K):D (17, 308 K) = 0.79

- Quotient D (HDO, 300 K):D (HDO, 308 K) = 0.77
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e Molekul 1 in Otting Phase:

Mittelwerte der Diffusionskonstanten D [m?/s]:

bei 293 K: fur 1: 3.648*107"° fur HDO: 1.461*10°®
bei 305 K: fiir 1: 4.486*107"° fur HDO: 1.624*10°®
- Quotient D (1, 293 K):D (1, 305 K) = 0.81

- Quotient D (HDO, 293 K):D (HDO, 305 K) = 0.90

log D | log D L
Liposomen Bicellen
-8.8 -8.8
1 (mit Liposomensignalen ﬁberlagerti ‘
N RPN O WUSUUSOUIOPRNNS L SONONI OO SRR - . o !
8.7 ¢ At 1 (ohne Dberiagerangem|  -8.7 - 1.(mit Bicellensignalen uberlagert) 'y | W

Abb. 71. 2D DOSY Spektren fur 1 in Bicellen. Links in isotroper Lésung bei 300 K, rechts in anisotro-
per bei 308 K. Deutlich sind die unterschiedlichen Diffusionsgeschwindigkeiten von HDO und Bizyklus
zu sehen. Fir Liposomen (300 K) und Bicellen (308 K) erstrecken sich die Signale Uber einen sehr
grossen Bereich, da flr diese Aggregate eine Streuung ihrer Grosse vorhanden ist.

Diese Ergebnisse zeigen, dass mit Hilfe der DOSY Spektroskopie die, in STD Mes-
sungen und 'Dcy Daten erkennbare, Wechselwirkung zwischen Bizyklus und Bicel-
lenmembran nicht verifiziert werden kann. Im Rahmen der Messgenauigkeit besitzen
alle Diffusionskonstanten der untersuchten Bizyklen dasselbe Verhaltnis zueinander
wie die Diffusionskonstanten der HDO Molekiile in ein und derselben Lésung in Ab-
hangigkeit von der Temperatur. Eine zusatzliche Verlangsamung der Bizyklen, die
mit den Bicellen wechselwirken, kann nicht nachgewiesen werden. Fraglich ist aller-
dings, ob die — mit Sicherheit nur schwache — Wechselwirkung ausreichen wirde,
um eine experimentell messbare Anderung der Diffusionskonstanten zu bewirken.

8. Ist die Abschatzung der Bindungskonstante fiir Bizyklen in
Bicellen mittels RDCs moglich?
Sicherlich ist die Abschatzung einer Bindungskonstante von 1 an die Bicellen mit

sehr vielen Annahmen verbunden, da es sich bei der Bicellenoberflache nicht um
einen klassischen Rezeptor handelt, bei dem eine definierte Anzahl an Bindungsta-
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schen vorhanden ist. Vielmehr muss die Flache bzw. das Volumen, das von einem
Bizyklusmolekul besetzt werden kann, in Relation zum planaren Bereich der Bicellen,
also zum Anteil an DMPC, gesetzt werden.

Generell kann man sagen, dass die gemessenen Werte der RDCs einer Mittelung
aus freiem und gebundenem Bizyklus 1 entsprechen. Dies liegt auch den Messun-
gen zugrunde, wenn Uber sog. transferred RDCs (trDCs) die Bindung eines Liganden
an einen in Losung schwach orientierten Rezeptor untersucht wird."

1 1 1
Dcn = %1 Dengreiy * %c” Dehigen) (5)

mit x1 = Molenbruch von freiem Bizyklus, yc = Molenbruch des Komplexes, 1DCH(frei) =
dipolare Kopplung des freien Bizyklus, 1DCH(geb) = dipolare Kopplung des gebundenen
Bizyklus.

Hier mussen bereits die ersten Vereinfachungen und Annahmen gemacht werden.
Denn welchen Wert besitzen die dipolaren Kopplungen im freien und gebundenen
Zustand?

Fir den freien Zustand lasst sich der in der Otting Phase ermittelte RDC Wert in gu-
ter Naherung annehmen, da in dieser Phase eine starke Ausrichtung von 1 und da-
mit verbunden eine spezifische Wechselwirkung zwischen 1 und der flussig-kristalli-
nen Phase nicht auftritt.

Der (ber nachfolgende Gleichung definierte Wert fir Dcy™* wiirde dann vorliegen,
wenn 100% der Molekule in anisotroper Losung vollstandig parallel zur Magnet-
feldachse (senkrecht zum Normalenvektor der Bicellen) orientiert waren. Dieser Wert
wird auch manchmal als maximaler, statischer Wert bezeichnet.

Dieser Fall tritt natlrlich niemals ein, gibt aber die obere Grenze der dipolaren CH
Kopplung wieder.

>
I

3c0529 - 1>
(6)

ij \ 2

max
— Dij

Mann berechnet den D™ Wert fiir einen Bindungsabstand von r = 1 A. Hieraus er-
gibt sich fur einen CH Vektor eine maximale dipolare Kopplung von:
Dcy™™ = - 60380 Hz

Diesen Wert kann man folglich als oberen Grenzwert fur einen gebundenen Ligan-
den betrachten.
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Da die dipolaren Kopplungen Vorzeichen besitzen und dies eventuell bei der Be-
rechnung der Bindungsaffinitat Probleme bereiten kann, werden fur alle in der Glei-
chung (5) vorkommenden D¢y Werte die Absolutbetrage gesetzt.

Bleibt noch die Frage, wieviele DMPC Molekule pro Bizyklus als Rezeptor in der
Rechnung berucksichtigt werden sollen.

Die Grosse der Phosphocholinkopfgruppe ist laut Literatur in etwa 70 A% ein
Wert der auch fur die Flache veranschlagt werden kann, die ein Bizyklusmolekul ein-
nimmt. Damit legt man also eine 1:1 Komplexierung zugrunde.

12, 19

DMPC +1 2 Komplex C (7)

Aus dieser Annahme ergibt sich die Bindungskonstante K, zu:

[C] = [C] (8)
[1]1*[DMPC] ([1]0-[C])*([DMPC]O'[C])

K,=

mit:
[C]: Konzentration an Komplex C
[1]0: Gesamtkonzentration an 1

[DMPC]’: Gesamtkonzentration an DMPC

Auflosen dieser Gleichung nach [C] ergibt:

[1°+[DMPC]*+1/K, , (([11"+[DMPC]’+1/K_\2 ..o, o)'2 8
[c1 = Pelk, s (( PCl 1, . " omecy| (8a)
Nur eine Losung der Gleichung (8a) — namlich die mit Minuszeichen — liefert che-
misch sinnvolle Ergebnisse.

Nun kann man die Molenbruche in Gleichung (5) durch die entsprechenden Konzen-
trationen ersetzen und erhalt:

0 I (o]

[1° [1]

X1

eingesetzt in Gleichung (5) ergibt:

0
1. _ [1-[C] ,1 [C] .
Dcy = [110 Dchereiy * [1]0 Dchgen) (5a)
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einsetzen von (8a) in (5a) liefert:

Dcy =

1
D 0 0 0 0 1/2
"Denren® % *([11 +[DM2F’C] /K, . (([11 +[D'V'2PC] L )2- [1]0*[DMPC]°) ) (9)

Mit Gleichung (9) ist es gelungen, den experimentell ermittelten Parameter 'Dcy mit
der zu bestimmenden Bindungskonstante K, in Relation zu setzen. Alle weiteren
Gréssen in Gleichung (9) — "Dcrfreiy, ' Dergeb), [11° [DMPC]® — sind entweder auf-
grund der experimentellen Gegebenheiten bekannt oder werden naherungsweise
gesetzt.

Fir eine bestimmte Probe mit bekannten [1]° und [DMPC]® Konzentrationen kann
eine Auftragung der Funktion von Gleichung (9) gemacht werden, aus der der K,
Wert zu einer gegebenen dipolaren Kopplung 'Dcy abgelesen werden kann. Ebenso
kann aus Gleichung (8a) die Konzentration an Komplex C ermittelt werden, wenn aus
Gleichung (9) die Bindungskonstante K, bekannt ist.

Einziges Problem ist, dass der Bereich kleiner und kleinster RDC Werte und damit
naturlich niedriger Ky Werte nicht mehr graphisch dargestellt werden kann, obwohl
die Gleichungen (8a) und (9) auch in diesem Bereich definiert sind. So bleibt als ein-
zige Moglichkeit die numerische Losung der Gleichungen fur den experimentell er-
mittelten RDC Wert mit einem Mathematikprogramm — wie hier z. B. Maple V.

Ein Knackpunkt ist sicherlich noch die Wahl des 'Dcy Wertes, der fiir die Bestim-
mung der Bindungskonstanten K, verwendet wird. Theoretisch ware ja jeder ermit-
telte Wert méglich, doch macht es Sinn, den betragsmassig grossten 'Dcy Wert fiir
die Bestimmung zu verwenden. In den meisten Fallen handelte es sich bei den Bizy-
klen dabei um den Wert fur C Atom 7.

8.1 Molekiil 1 in verdunnter Bicellenprobe (5% wt)
Fir folgende Probe soll die Bindungskonstante beispielhaft berechnet werden:
q=3.0,¢c=5.0%, 700 uL Puffer, f=0.55

e 7.80mg1,n=2.659*10° mol > 38.0 mM in Lésung
e 32.78 mg DMPC, n = 4.835*10° mol > 69.1 mM in Lésung

'Dey (C7) = +171 Hz DcHreiy = -20 Hz (aus Messung in Otting Phase)
Ldsung von Gleichung (9) mit Maple V ergibt

Ka = 3.6*10"° L/mmol > K, =3.6*10? L/mol

Entspricht einer Dissoziationskonstanten K4 von ~ 27 M
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Mit diesem Kg-Wert erhalt man, eingesetzt in Gleichung (8a), einen Anteil an vorlie-
gendem Komplex von ~ 0.2%.

8.2 Molekiil 1 in Bicellenlosung mit hohem Lipidgehalt (15% wt)
Fir die Berechnung wichtige Probenparameter:
q=3.3,c=15.0%, 700 yL DO, f=0.24

e 10.18 mg1, n=3.471*10° mol > 49.6 mM in Lésung
e 98.04 mg DMPC, n = 1.446*10™ mol > 206.6 mM in Lésung

'Deyi (C7) = +400 Hz DcHreiy = -20 Hz (aus Messung in Otting Phase)
Losung von Gleichung (9) mit Maple V ergibt

Ka = 3.1*10°° L/mmol > K, = 3.1*10°% L/mol

Enstpricht Ka=~32 M
Fir diese Probe betragt der Anteil des Komplexes ca. 0.6%.

8.3 Molekiil 7 — ein in Bicellen nur schwach orientiertes Molekiil
Fir die Berechnung wichtige Probenparameter:
q=3.0,c=5.0%, 700 uL Puffer, f= 0.63

e 8.48mg7, n=3.04710° mol ©> 43.5 mM in Lésung
e 32.79 mg DMPC, n = 4.837*10™ mol > 69.1 mM in Lésung

'Dcyi (C6) = +37 Hz Dchreiy = +9 Hz (aus Messung in Otting Phase)
in Fall von 7 zeigt C6 die grdsste, dipolare Kopplung

Ldsung von Gleichung (9) mit Maple V ergibt

Ka = 0.7*10"° L/mmol > K, =0.7*102 L/mol

Entspricht Kg=~140 M
FUr das nur schwach orientierende 7 ergibt sich ein Komplexanteil von unter 0.1%.

- Die Ky- bzw. K;-Werte von 1 in verschiedenen Bicellenlosungen — also mit
unterschiedlichem Lipidgesamtgehalt und damit unterschiedlichem Grad in der
Ausrichtung — sind nahezu identisch. Fur das nur sehr schwach orientierende
Molekiil 7 sind Kg4- bzw. K,-Wert ca. um einen Faktor 5 grosser bzw. kleiner.
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Alle ermittelten Ky-Werte liegen in einem Bereich, der mit gangigen NMR Titra-
tionsmethoden nicht zuganglich ist, da fur K4 > 1 M der prozentuale Anteil an
Komplex deutlich unter 10% liegt."*

Trotz der gemachten, vereinfachenden Annahmen kann gezeigt werden, dass
fur die vorliegenden Systeme eine Abschatzung der Bindungsaffinitat mittels
RDC Werten moglich ist und ein bis dato nicht zuganglicher Bereich fiir
schwache Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen hiermit offen steht.

9. Berechnung der Tensordaten mit REDCAT*?*

Geht man davon aus, dass (kleine) Molekule oder einzelne Molekulfragmente in sich
starr sind, so besitzen alle Bindungen eine definierte Orientierung zueinander. Be-
trachtet man die residualen, dipolaren Kopplungen von CH-Bindungen, so spiegeln
sie die gemittelte Orientierung dieser CH-Vektoren in anisotroper Phase wider. Hat
man fiir ein starres Molekiil/Molekilfragment mehrere 'Dcy Werte ermitteln kdnnen,
so geben sie in ihrer Gesamtheit sowohl eine bevorzugte, rdumliche Orientierung des
Molekuls(-fragments) als auch einen Grad fur das Ausmass der Orientierung wie-
der.2%

Die RDCs konnen als Elemente eines Ordnungstensors — also einer 3-dimensionalen
Vektormatrix — geschrieben werden, die Informationen, sowohl Uber die Orientierung
und den Grad der Ordnung in Form der Tensorelemente Sy, als auch Uber die Rich-
tung der verschiedenen Vektoren in Bezug auf ein beliebig gewahltes Molekullkoordi-
natensystem in Form ihrer Kosinusterme, enthalten. Da fur die hier untersuchten Bi-
zyklen sehr viele Kristallstrukturen zur Verfigung standen, war es das Einfachste, die
Koordinaten aus den Kristallstrukturen als Basiskoordinaten fur die Tensorberech-
nungen zu verwenden.

Jeder RDC Wert kann in Form seiner Tensorelemente dargestellt werden:?%* ©

ey S, cos(6,)*cos(,) (10)

D;= D,
k, |

]

mit Dy = experimentell ermittelte dipolare Kopplung der Kerne i und j, Dj™ = maxi-
male dipolare Kopplung fur die Kerne i und j (siehe Gleichung (6)), Sk = Tensorele-
mente, 0k bzw. 6, = Winkel 6 zwischen ij-Vektor und der kten bzw. lten Achse des
Molekulkoordinatensystems, k,I = {x, y, z}

Um aus den RDCs strukturelle und dynamische Informationen erhalten zu kénnen,
werden ihre Abhéngigkeiten in Form einer Ordnungsmatrix dargestellt.?®

Um diese Ordnungsmatrix zu bestimmen, muss ein System an linearen Gleichungen
in der Form

>

x=b
aufgestellt werden.

* Dieses Programm stammt von Prof. H. Valafar und Prof. J. H. Prestegard und ist {iber die Homepage des
CCRC (tesla.ccrc.uga.edu) zu beziehen.
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Die Matrix A besteht aus den Kosinustermen fur die Orientierung der internuklearen

Vektoren.

Der Vektor x enthalt die zu bestimmenden Elemente Sy mit k,| = x, y, z.

Hierbei handelt es sich um funf Unbekannte, namlich Sy, S,;, Syy, Sxz und Sy..

Da die Ordnungsmatrix symmetrisch (S; = Sj) ist und ihre Spur null ergibt

(Sxx*+Syyt+Sz; = 0), reduziert sie sich auf diese funf unbekannten Werte.

Der Vektor b schliesslich enthalt die experimentell ermittelten RDC Werte, in dem

hier vorliegenden Fall ausschliesslich "Dcy Werte.

Die Bestimmung von funf Unbekannten bedeutet, dass mindestens funf linear unab-

hangige Gleichungen (und somit RDC Werte) vorhanden sein missen, um das Glei-

chungssystem I6sen zu kdnnen.

Dies geschieht haufig mit Hilfe von bestimmten Suchalgorithmen (z. B. Random

Search oder Grid Search).

Das Programm REDCAT verwendet jedoch die sog. Einzelwertzerlegung (Singular

Value Decomposition SVD). Eine genaue Erklarung des mathematischen Vorgehens

findet sich in der Literatur.?%

Wichtig ist in diesem Zusammenhang nur, dass die Losungen dem Prinzip der klein-

sten Fehlerquadrate entsprechen.

Als Ergebnis gibt einem REDCAT bei Betrachtung der ,Best Solution“ (im Sinne der

Wurzel des mittleren Fehlerquadrates (rmsd)) die Lésung fiir folgende Parameter:?%

- Sxxs Syy, Sz sie geben die Starke der Ausrichtung entlang der entsprechenden
Orientierungsachse wieder.

- GDO: Generalized Degree of Order. Die Bedeutung dieser Grosse wird in 9.1
naher erlautert.

- a, B, y: Die Euler Winkel, welche die Ausrichtung der Orientierung zu einem be-
liebigen Molekulkoordinatensystem (z. B. definiert Uber die Kristallstruktur) in Be-
zug setzen.

9.1 Der GDO Wert — Generalized Degree of Order'® 2%

Dieser Wert verdient etwas mehr Beachtung, da er im weiteren Verlauf als Kriterium
herangezogen wird, um die Starke der Ausrichtung verschiedener Bizyklen miteinan-
der vergleichen zu kdnnen.

Der GDO ist ein skalarer Parameter — unabhangig von den raumlichen Koordinaten
des Systems — der die Gesamtstarke der Orientierung wiedergibt. Diese ist unab-
hangig von der mittleren Orientierung eines Molekuls relativ zur Magnetfeldachse
und berucksichtigt nur die Mittelung der Dynamik eines Systems, die sowohl die Be-
wegungen innerhalb des Molekuls als auch die Orientierung aufgrund von Ausrich-
tung beinhaltet.

Definiert ist der GDO — haufig auch mit 3 bezeichnet — als

= ’2 2
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Falls ein System axial symmetrisch ist reduziert sich 3 zu S,..
9.2 Bestimmung der Tensorelemente aus den experimentellen 'Dcy Daten

Fir jene Bizyklen, die keine zu starke Orientierung und damit Signalverbreiterung
erfahren, kdnnen geniigend linear unabhéngige 'Dcy Werte erhalten werden, um das
oben beschriebene Gleichungssystem I6sen zu kénnen.

Zu berlcksichtigen ist, dass die CH Vektoren fur CH6 und CH9a in der Sesselkon-
formation annahernd parallel sind und somit nicht als linear unabhangig betrachtet
werden kdnnen.

Es ist mdglich, nicht nur den Grad der Orientierung fur verschiedene Bizyklen zu ver-
gleichen, sondern auch fur ein und denselben Bizyklus die Auswirkungen unter-
schiedlicher Probenbedingungen (z. B. Lipidgehalt) zu beurteilen.

9.2.1 Molekul 1 in Abhangigkeit von den Probenbedingungen

FUr das Grundmolekul 1 steht eine Vielzahl an Daten fur unterschiedlichste experi-
mentelle Bedingungen zur Verfugung. Nicht nur die Auswirkung der Variation des
Lipidgehalts, sondern auch die Anderung der lonenstarke (NaCl-Zugabe) oder der
Einfluss durch Dotierung der Bicellen mit Dodecylmaltosid, kdnnen bestimmt werden.
Problematisch ist bei der Extraktion der |Dcy+Jch| Werte aus '>C gated oder INEPT
Spektren, dass aufgrund der relativ starken Ausrichtung auch sog. long-range dipo-
lare Kopplungen auftreten, die dazu fuhren, dass es sich nicht mehr um Singuletts
mit geringer Halbwertsbreite handelt, sondern um teilweise stark aufgespaltene Mul-
tiplettstrukturen. Dadurch wird der Fehler beim Ablesen deutlich grésser als dies flr
nur schwach orientierte Systeme der Fall ist.

Proben, fiir die sich aufgrund ungenauer *C Ablesung — trotz nicht extrem starker
Ausrichtung — bei den Berechnungen mit REDCAT grosse Fehler fur die RDC Werte
ergaben, wurden hier nicht berucksichtigt. Diese gesetzten Fehlergrenzen dienen bei
der mathematischen Losung des linearen Gleichungssystems als Grenzen innerhalb
derer die RDC Werte variiert werden durfen, um die bestmaogliche Losung zu finden.

Fir die verschiedenen Bedingungen fur Molekul 1 ergeben sich folgende Werte aus
den Berechnungen mit REDCAT:
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Probe (q,c,f) GDO*10° «[] B[] v[°] Fehlergrenzen [%]

2.6, 10.8, 0.51 5.19 -67.7 459 56.8 1.8...6.2
2.6,12.6, 0.49 5.17 -66.2 49.5 54.8 0.8..59

2.6, 10.8, 0.51
4.42 -70.5 418 60.6 0.6..50

(Probe gealtert)

2.7,12.6, 0.39
4.02 -70.5 40.5 68.1 1.5..3.0

NaCl (55 mM)
3.0,5.0,0.55 3.95 -694 415 60.3 0.5...5.0
3.0,5.0,0.28 3.81 -726 40.3 64.0 1.1..4.8
2.7,8.4,0.18 3.57 -70.8 399 64.5 0.7..27

2.6,12.6,0.49
3.35 -73.9 336 91.0 0.3..0.7

NaCl (42 mM)

2.6,12.6, 0.49
NaCl (42 mM) 3.16 -79.3 359 119.8 23..57

(Probe gealtert)

Tab. 24. Vergleich der mit REDCAT ermittelten Werte fir GDO und die Euler Winkel fir verschiedene
Proben von 1 in Bicellen.

Diese Zahlenwerte lassen folgende Schlussfolgerungen zu:

- die Proben mit hohem Lipidgehalt c zeigen die grossten GDO Werte.

- Das Altern einer Probe fiuhrt zu einer verschlechterten Ausrichtung und so-
mit zu niedrigeren GDO Werten.

- Die Zugabe von NaCl - also die Erhéhung der lonenstarke — fuhrt ebenfalls
zu einer geringeren Orientierung - niedrigere GDO Werte.

- Die Unterschiede in den GDO Werten lassen keinen Zusammenhang zwi-
schen f-Wert und Grad der Ausrichtung erkennen.

- Die Euler Winkel a, B, y sind fiir Proben mit vergleichbaren GDO Werten in
etwa gleich, wobei sich eine schrittweise Anderung der Winkel mit abneh-
mendem GDO Wert zeigt:

a: ~-65°>~-80°
B: ~+45° > ~+ 35°
y: ~+ 55° > ~ +120°

Fir stark ausgerichtete Proben ergeben sich sehr grosse Fehler fur die RDC Werte
bei der Berechnung der Tensorelemente mit REDCAT. Dies liegt vor allem an dem
grossen Fehler, der bereits bei der Ablesung der Werte aus dem >C aufgrund der
starken Signalverbreiterungen gemacht wird. Da fir diese Systeme bereits weniger
'Dcy Werte zur Verfiigung stehen als fiir schwécher orientierte Systeme, miissen bei
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der Berechnung meist die 'Dcy Werte mit den gréssten Fehlern ebenfalls miteinbe-
zogen werden, da ansonsten ein unterdeterminiertes System — also mit weniger als
funf voneinander unabhangigen Gleichungen — vorliegt.

Daher sollen hier nur fir zwei solche Proben die Zahlenwerte gegeben werden, wo-
bei diese nicht mit den zuvor gezeigten verglichen werden konnen.

Probe (q,c,f) GDO*10° «[°] B[] y[°1 Fehlergrenzen [%]
3.2,15.0, 0.27 14.6 0.8 297.7 -13.5 5.6 ... 400
2.7,12.7,0.36 11.3 104 2941 -25.1 7.5...285

Tab. 25. Mit REDCAT berechnete Werte fir GDO und die Euler Winkel fir sehr stark ausgerichtete
Proben von 1 in Bicellen.

Noch ein Wort zu den in Kapitel 2.2.2 gezeigten Proben, die bis auf ihren g-Wert
identisch sind.

Es zeigt sich eine Abnahme des GDO Wertes mit fallendem g-Wert — von 5.14*107
fir g = 3.0 auf 4.94*10 fur q = 2.7. Allerdings ist fiir diese Proben der Fehlerbereich
fur die RDC Werte im Rahmen der REDCAT Rechnungen relativ gross (fur best.
'Dcy Werte um 30%). Daher sind diese in Tab. 24 nicht dargestellt.

Auch die Probe von 1 in mit Dodecylmaltosid dotierten Bicellen wurde berechnet. Flr
sie ergaben sich folgende Werte:

Probe (q,c,f) GDO*10° o[°] PBI[°]1 v[°] Fehlergrenzen [%]
3.25, 5.5, 0.67 5.62 -57.0 43.3 47.9 5.6 ... 400

Tab. 26. Mit REDCAT berechnete Werte fir 1 in dotierten Bicellen. Die g, ¢ und f-Werte beziehen sich
jeweils auf DMPC+Dodecylmaltosid.

Aufgrund der Kombination von hohem g- und niedrigem c-Wert, gibt es keine undo-
tierte Probe als direkten Vergleich. Die Euler Winkel stimmen aber in guter Naherung

mit den Werten fur undotierte Bicellen mit ahnlichem GDO Wert Uberein.

9.2.2 Vergleich der verschiedenen Bizyklen

Wie fur 1 soll auch fur verschiedene Bizyklusderivate eine Aufstellung ihrer GDO
Werte und Euler Winkel erfolgen:
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Molekiil Probe (q,c,f) GDO*10° o [] B[] v[°] Fehlergrenzen [%]

2 3.0, 5.0%, 0.82 0.54 253 2989 -19.1 7.3 ...300(C3)
Die Werte fur 2 kdnnen extrem schlecht gefittet werden > GDO Wert und Euler Winkel
mit grosser Wahrscheinlichkeit stark fehlerbehaftet
3.0, 5.0%, 0.5 5.87 -26.1 909 101.6 5.0 ...40(C6)

3.0, 5.0%, 0.76 3.61 151.6 1423 -54.3 0.7 ... 32(C6)

3.0, 5.0%, 0.63 2.30 31.2 347 -48.7 0.7...9.0

3.0, 5.0%, 0.63 1.90 2125 149.2 104 8.4 ... 53.5(C2)

0N O W

3.0, 5.0%, 0.63 1.46 -48.8 345 35.1 3.1...28.2(C3)

12 3.0, 5.0%, 0.26 3.06 442 1196 186.8 2...12.5(C8)

13 3.0, 5.0%, 0.29 2.30 -38.0 43.0 475 6.4 ... 28.0(C9)

15 2.5,5.9%, 0.94 0.51 174 723 68.7 1.1...21.3(C8)

17 3.0, 5.0%, ~ 0.15 1.11 234.0 147.7 -11.1 1.2 ...13.0(C3)

18 2.7,12.7%, 0.4 0.20 576 313 -62.4 6..120

Tab. 27. Die mit REDCAT berechneten Werte fur verschiedene Bizyklen. Alle Proben haben in etwa
gleiche Zusammensetzung, mit Ausnahme von Molekul 15, hier ist nur eine Probe mit niedrigem g-
Wert verfligbar.

Die Daten fur Molekul 5 konnten nicht verwendet werden, da — wahrscheinlich auf-
grund des zusatzlichen hydrophoben Effekts — keine in sich schlussige Berechnung
moglich war.
Die so ermittelten GDO Werte der verschiedenen Bizyklusderivate kdnnen nun mit
einer geeigneten Probe von 1 als Referenz verglichen werden.
Folgende Probe von 1 in Bicellen wurde aufgrund der guten Ubereinstimmung der g-,
c- und teilweise auch f-Werte gewabhilt:

q = 3.0, c =5.0%, CTAB, 700 uL Puffer, f=0.55

mit einem GDO Wert von 3.95*107

Molekiil GDO*10°> Relative Stirke der Orientierung bezogen auf 1

1 3.95 =1.0
2 0.54 0.14
3 5.87 1.49
4 3.61 0.91
6 2.30 0.58
7 1.90 0.48
8 1.46 0.37
12 3.06 0.77
13 2.30 0.58
15 0.51 0.13
17 1.1 0.28
18 0.20 0.05

Tab. 28. Vergleich der GDO Werte der verschiedenen Bizyklen und Saccharose (18) mit Molekdl 1.
Die relative Starke ist bezogen auf 1.
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Hiermit Iasst sich eine Reihenfolge der Bizyklen nach der Starke ihrer Ausrichtung
aufstellen. Um ersehen zu kdnnen, in wieweit ein Zusammenhang mit ihren struktu-
rellen Merkmalen besteht, sind, neben der Strukturformel, noch die Konformation des
7-Ringes, das Muster der Wasserstoffbriicken und die Gesamtladung des Molekils
aufgefuhrt, jene Parameter, welchen im bisherigen Verlauf, eine Bedeutung fur den
Grad der Orientierung beigemessen wurde.

HO ©OH HO, OH
E 3 / s, 1 4
HO x2LiCl >~ HO > HO >
HN % coo LU
Sessel Sessel Sessel
H-Briicken: analog 1 H-Briicken: gegabelt H-Briicken: einfach H Sessel
Gesamtladung: neutral 90H Donor zu 70H & CO 90H Donor zu 70H H-Briicken: analog 1
Gesamtladung: neutral Gesamtladung: neutral Gesamtladung: positiv
Ho OH 0
s 13 . 8
HO H
N\; 8= > Ho >
+ N
HN Do OMe HO" )  COOEt
Sessel Sessel Sessel Sessel
H-Briicken: Amidflip H-Briicken: einfach H-Briicken: Amidflip H-Briicken: analog 1
90H Donor und Akzeptor 90H Donor zu 70H 90H Donor und Akzeptor Gesamtladung: neutral
Gesamtladung: positiv Gesamtladung: positiv Gesamtladung: neutral Storung auf Ringunterseite

15
(0] o) COOEt
Invertierter Sessel BootIWanng Sessel
H-Briicken: keine H-Briicken: keine H-Briicken: analog 1
Gesamtladung: neutral Gesamtladung: neutral Gesamtladung: negativ

Abb. 72. Strukturen jener Bizyklen, fiir die ein GDO-Wert berechnet wurde, in der Abfolge ihrer GDO-
Werte. Zusatzlich sind nochmals die charakteristischen Strukturmerkmale angegeben.

Die Berechnung der GDO Werte und ihre Darstellung in Abhangigkeit bestimmter
Strukturmerkmale lasst folgende Schlussfolgerungen zu:

- entscheidend ist das Vorhandensein gegabelter H-Briicken von 90H zu 70H
und zum Carbonyl des Esters, wie sie nur fur die ,,normale”“ Sesselkonfor-
mation des 7-Ringes moglich ist.

- Ist nur eine H-Briicke von 90H zu 70H vorhanden, andert dies den Grad der
Ausrichtung geringfligig (Molekul 4).

- Ist 90H sowohl als Donor als auch als Akzeptor an H-Briicken beteiligt
(Amidflip) — d. h. andert sich die ,Richtung”“ der H-Briicken — so ist ein
deutlicher Verlust in der Orientierung zu beobachten.

- Systeme, die gar kein solches H-Briickenmuster aufweisen, richten sich mit
am schlechtesten aus.
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- Auch die Ladung des Molekiils spielt eine Rolle. Neutrale oder auch zwit-
terionische Molekiile zeigen die starkste Ausrichtung, eine positive Ge-
samtladung mindert die Ausrichtung nur wenig.

- Ist dagegen das Molekiil negativ geladen, so besitzt es, trotz eines gegabel-
ten H-Briickenmusters (Molekiil 2) eine sehr schwache Ausrichtung, ver-
gleichbar mit Molekiilen ohne H-Briicken.

- Auch Storungen auf der Unterseite des Bizyklus, also auf der, den H-Briik-
ken entgegengesetzten Seite, flihrt zu einer Verminderung der Ausrichtung
(Molekiil 8).

Somit belegt die Auswertung der RDC Daten durch Tensorbestimmung das Bild,
welches bereits aus den Messungen in anisotroper Phase und den STD Messungen
zu erkennen war.

9.2.3 GDO Werte fiir Messungen in Otting Phase

Drei Molekule, namlich Molekdl 1, 7 und 15 wurden auch in Otting Phase vermessen.
Da die Ausrichtung in dieser Phase nicht so stark ist, waren gentugend Daten zur Be-
rechnung der Tensorelemente vorhanden.

Molekiil Probe (%wt, r,V, GDO*10®° «[] B[] v[] Fehlergrenzen [%]

Konz.)

1 5.0, 0.86, 725 pL, 0.82 -57.1 58.9 81.6 1.8 ... 24.3(C9)
71 mM

7 5.1, 0.89, 700 L, 0.31 -35.8 271. 26.3 6.7 ... 32.5(C8)
67 mM 4

15 4.8,0.97, 700 pL, 0.18 -86.4 264. -74 3 ...33.3(C8)
34 mM 5

Tab. 29. Die, fir Molekiile in Otting Phase berechneten, Werte fiir GDO und die Euler Winkel.

Molekiil GDO*10° o[ B[l v

1 in Bicellen 3.95 -69.4 415 60.3

1 in Otting Phase 0.82 -57.1 589 816
7 in Bicellen 1.90 2125 1492 104

7 in Otting Phase 0.31 -35.8 2714 26.3
15 in Bicellen 0.51 174 723 687

15 in Otting Phase 0.18 -86.4 2645 -74

Tab. 30. Vergleich der Ergebnisse von Bicellen und Otting Phase fiir die Molketle 1, 7 und 15.
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Fir alle drei Molekule ist die Ausrichtung deutlich schwacher als flr die entsprechen-
den Molekule in Bicellenlésung. Molekul 1 ist von diesen drei untersuchten Bizyklen
immer noch jenes, das sich am starksten ausrichtet, doch betragt der GDO Wert fur
1 nur ~ 20% des Wertes in Bicellen. Auch fur die Molekule 7 und 15 skaliert sich der
GDO Wert ahnlich (7: 16%, 15: 35%). Dass die Euler Winkel unterschiedlich sind,
war zu erwarten, da in verschiedenen flussig-kristallinen Phasen auch eine unter-
schiedliche raumliche Ausrichtung auftritt.

- Eine verhidltnismassig starke Abschwachung der Orientierung fiir Molekiil 1
kann in Otting Phase nicht beobachtet werden. Alle Werte sind in Otting Phase
in etwa um den gleichen Anteil schwacher als in Bicellen — unabhéangig von der
Starke der Ausrichtung in Bicellen und von der Molekilstruktur.

9.3 Graphische Darstellung der, um die Euler Winkelwerte rotierten, Struk-
turen

Die Euler-Winkel a, B und y Uberfihren den Basiskoordinatensatz eines Molekuls —
der in den hier vorliegenden Fallen aus den Kristallstrukturdaten besteht — in den
sog. Principal Alignment Frame (PAF). Normalerweise ist dies von Nutzen, wenn ein
grosseres Molekul in kleine, starre Untereinheiten zerlegt wird und fur diese einzeln
die Tensordaten bestimmt werden. Um nun ein den Ergebnissen der RDC Analyse
gerechtwerdendes Gesamtsystem zu erhalten, missen alle Fragmente in einen ge-
meinsamen Koordinatensatz Uberfuhrt werden, der auch die Ergebnisse der Tensor-
berechnungen beriicksichtigt. Dies ist der sog. PAF.2%¢ ¢
Fir die hier untersuchten kleinen Molekdle ist dies nur flir Systeme mdglich, die vom
gleichen Basiskoordinatensatz ausgehen, fur die also dieselben Kristallstrukturdaten
zur Tensorberechnung verwendet wurden.
Hier ist es besonders sinnvoll, stark und schwach orientierende Systeme mit gleicher
7-Ringkonformation zu wahlen.
Daher ist nachfolgend der Vergleich der rotierten Strukturen der Molekule 1, 2 und 7,
fur die jeweils die Kristallstruktur von 1 als Basiskoordinatensatz verwendet wurde,
dargestellt.
HO OH

HO

HO o) COOMe

Sessel Sessel Sessel
H-Briicken: gegabelt H-Briicken: analog 1 H-Briicken: Amidflip
90H Donor zu 70H & CO Gesamtladung: negativ 90H Donor und Akzeptor
Gesamtladung: neutral Gesamtladung: neutral
3 -3 -3
GDO = 3.95*10 GDO =0.54*10 GDO =1.90*10

Abb. 73. Strukturen und kurze Charakterisierung der Molekiile, fur die die rotierten Koordinaten ver-
glichen werden kénnen.
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Die Strukturen sind in Form ihrer rotierten Koordinaten ohne die funktionelle Gruppe
in Position 3 (COOMe, COOH, CONH,) dargestellt. Die OH Gruppen sind dargestellt,
um so die Unterscheidung von Ringober- und Unterseite zu erleichtern. Wie die OH
Gruppen zueinander orientiert sind, hat mit ihrer tatsachlichen Orientierung in Losung
allerdings nichts zu tun.

Nur die Orientierung des 7,5-bizyklischen Grundgerusts ist von Interesse.

Molekul 2

Molekil 1

Jeweils ohne Rest R in Position 3 (COOMe bzw. COOH)
Abb. 74. Molekiil 1 und 2 in demselben Koordinatensystem (dargestellt mit VMD 1.8.2).

In Bezug auf die z-Achse ist 1 annahernd parallel dazu orientiert, wohingegen 2 fast
um 90° um die z-Achse gedreht und zusatzlich leicht gegen z verkippt erscheint.

Die nicht dargestellte funktionelle Gruppe in Position 3 zeigt im Falle von Molekul 2
aus der Bildebene heraus, wohingegen diese fur 1 in etwa in Richtung der y-Achse
orientiert ist, also ca. 90° gedreht zur betreffenden Gruppe in 2.

Wichtig ist auch, dass dies nicht die einzig mdgliche Orientierung zueinander ist,
denn eines oder beide Molekille kénnen um 180° gekippt sein (in Bezug auf die z-
Achse) und selbstverstandlich ist eine uneingeschrankte Rotation um die z-Achse
moglich.

Das so entstandene Bild der Orientierung von 1 unter Bericksichtigung seiner RDC
Daten, sieht jenem, das aufgrund von STD Daten und Strukturdaten in Abb. 70 ge-
zeigt ist, sehr ahnlich.

Somit fihren die strukturell abgeleiteten, aus NMR Daten resultierenden, und die
gerechneten, ebenfalls aus NMR Daten resultierenden, Ergebnisse zu einem in sich
schliussigen Gesamtbild.
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Molekil 7 Molekdil 1

Jeweils ohne Rest R in Position 3 (COOMe bzw. CONH,)

Abb. 75. Vergleich der rotierten Strukturen von 1 und 7.

Molekul 7 ist wiederum um ca. 90° - wie schon Molekil 2 — im Vergleich zu 1 um die
z-Achse gedreht und zusatzlich stark gegen die z-Achse gekippt.

Entscheidend ist, dass sowohl fur Molekul 2 als auch fir Molekul 7 die Oberseite des
Ringes mit den OH-Gruppen im Vergleich zu 1 um 90° (bezogen auf z) gedreht ist.
Man kénnte mutmassen, dass im Falle eines geanderten H-Briickenmusters (Molekll
7) dieses so ungunstig fur die Wechselwirkung mit der Bicellenoberflache ist, dass
sich das betreffende Molekul maximal von dieser Orientierung zu entfernen versucht,
was einer Drehung des Systems um 90° um die z-Achse entspricht.

Ebenso verhalt es sich mit einer negativen Ladung in Position 3 (Molekll 2). Auch
hier ist die betreffende Gruppe um 90° um die z-Achse gedreht im Vergleich zu 1.
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10. Zusammenfassung

FUr die hier untersuchten, bizyklischen Thiazolidinlactame kann eine strukturab-
hangige, ultra-schwache Wechselwirkung mit planaren Phosphocholinbilayern ge-
zeigt werden.

Diese ist so schwach, dass sie mit gangigen NMR Titrationsmethoden nicht verfolgt
werden kann, da keine erkennbare Anderung der chemischen Verschiebung zu be-
obachten ist.

Nur mit Hilfe von STD Messungen und durch die Analyse der residualen, dipolaren
Kopplungen kann die Strukturabhangigkeit untersucht werden, wobei letztere eine
quantitative Abschatzung erlauben. Systeme mit Affinitat an die Modellmembran von
Bicellen zeigen eine ungewohnlich starke Ausrichtung in flussig-kristalliner Phase mit
sehr grossen Werten fiir 'Dcy. Auch die Berechnung der entsprechenden Tensorpa-
rameter zeigt einen sehr hohen Orientierungsgrad — der sog. GDO Wert ist im Be-
reich von 10, ca. eine Gréssenordnung mehr, als fiir kleine, polare Molekaiile (iblich.
Fir die strukturelle Abhangigkeit der Membranaffinitat konnte gezeigt werden, dass
die Orientierung der OH Gruppen zueinander und das hieraus resultierende H-Bruk-
kenmuster entscheidend sind, ebenso wie die Gesamtladung des Molekuls, wobei
neutrale und zwitterionische Systeme die starkste Ausrichtung (bei ,passendem” H-
Bruckenmuster) erfahren, eine positive Gesamtladung zu einer leichten Abschwa-
chung der Ausrichtung und eine negative zu einer starken Abschwachung der Wech-
selwirkung mit der Membran flhrt.

Unter Zuhilfenahme einiger Annahmen konnte auch ein Wert fir die Dissoziations-
konstante dieser Komplexbildung ermittelt werden. Sie liegt im Bereich von 30 M —
einem mit klassischen NMR Titrationen unzuganglichen Bereich — mit einer Kom-
plexkonzentration von unter 1% fur ein sich stark orientierendes, also mit der Mem-
bran wechselwirkendes, Molekul. Im Vergleich dazu ist die Dissoziationskonstante
eines Molekiils gleicher Konformation, jedoch geanderten H-Brickenmusters, mit nur
geringer Ausrichtung um einen Faktor von ca. 4-5 grosser (Kg ~ 140 M), mit einem
Komplexanteil von unter 0.1%.

Mit diesen Untersuchungen kann gezeigt werden, welche Auswirkungen auch nur
geringste, strukturelle Anderungen auf eine so wichtige Eigenschaft wie die Mem-
branaffinitat von Substanzen haben. Dies ist von besonderem Interesse, um die Wir-
kungsweise von Medikamenten oder auch die Vorgange an der Zellmembran auf
molekularer Ebene besser zu verstehen.

Mit dem Einsatz der residualen, dipolaren Kopplungen fur die Beurteilung extrem
schwacher, ansonsten tber NMR nicht (oder nur qualtitativ) zuganglicher, Wechsel-
wirkungen, kann der Anwendungsbereich dieser NMR Grosse erweitert werden.
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Zyklische Jasplakinolid Analoga

1. Jasplakinolid — ein zyklisches Depsipeptid — Allgemeines

Bei Jasplakinolid — auch als Jaspamid bezeichnet — handelt es sich um einen aus
dem marinen Schwamm Jaspis (Jaspis Johnstoni bzw. Jaspis splendans) isolierba-
ren 19-gliedrigen Makrozyklus. Wie Abb. 1 zeigt, ist Jasplakinolid aus den drei Ami-
nosauren L-Alanin, 2-bromo-N-methyl-D-Tryptophan und B-Tyrosin aufgebaut und
enthalt zusatzlich eine Polypropioneinheit, mit einer 11 Kohlenstoffe umfassenden
Hydroxysaure. Letztgenannte Einheit ist Uber eine Esterbindung mit der B-Tyro-
sineinheit verkniipft.! Daher spricht man auch von einem Depsipeptid, d. h. es liegt
eine peptidische Struktur vor, in der eine oder mehrere Amidbindungen gegen Ester-
bindungen ausgetauscht sind.

OH

H

B-Tyrosin
2-bromo-N-methyl-
Tryptophan H

Alanin

Abb. 1. Struktur und Untereinheiten von Jasplakinolid.

Es wurden auch Derivate des ursprunglichen Jasplakinolids, die Modifikationen in
der Polypropioneinheit aufweisen, isoliert.?

Die asymmetrische Totalsynthese von Jaspamid wurde 1991 durch Chu et al.® be-
schrieben, mit einer Gesamtausbeute von 6.6%.

Die Aufklarung der Struktur von Jasplakinolid wurde in ' beschrieben, wobei hier auf
eine genauere Untersuchung der Struktur in Losung verzichtet wurde. Letzteres und
die Dynamik des Makrozyklus in Losung wurden durch Inman et al.* mit Hilfe von
NMR Spektroskopie und Molecular Modeling aufgeklart. Hierauf wird noch genauer
eingegangen werden, handelt es sich doch bei den untersuchten makrozyklischen
Systemen um zu Jasplakinolid analoge Strukturen.

Jasplakinolid wurde, wie eine Vielzahl anderer, aus marinen Organismen isolierter,
Makrozyklen, auf mdgliche pharmakologische bzw. therapeutische Eigenschaften hin
getestet. So zeigt Jasplakinolid z. B.
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e in vitro eine hohe Cytotoxizitit gegen Tumorzellen®

e in vitro und in vivo eine hohe Aktivitit gegen Candida albicans, eine Pilzart’

e einen stimulierenden Effekt auf die Polymerisation von Actin in vitro und in vivo®

o komplexierende Eigenschaften fiir Li* lonen®

Im Rahmen praklinischer Studien wurde Jasplakinolid bereits fur die Behandlung von
Prostata- und Hautkrebs in vivo getestet.’

Um die Wechselwirkungen zwischen einem biologisch aktiven Naturstoff und dem
entsprechenden zellularen Rezeptor untersuchen zu konnen, bedarf es sehr haufig
passender Analoga, welche sich in der einen oder anderen Weise von ihrem natrli-
chen Vorbild unterscheiden und im Labor synthetisiert werden konnen.

So hat die Arbeitsgruppe um Prof. Martin E. Maier, Universitat Tibingen, schon ver-
schiedene Analoga, wie z. B. zu Hapalosin, synthetisiert und strukturell untersucht.®
Hierbei werden die einzelnen Einheiten eines makrozyklischen Systems mit klassi-
scher, asymmetrischer Synthese dargestellt; der Aufbau des Ringes oder seines
Vorlaufermolekils erfolgt dann an der Festphase.

Eine wichtige Methode zur Untersuchung von biologischen Systemen ist der Einsatz
von modifizierten Verbindungen, wobei die Auswirkungen der Modifikationen auf die
Struktur/Konformation entscheidend sind. Die Methode der Wahl fur Substanzen in
Ldsung ist die NMR Spektroskopie, auch weil durch diese Messmethode Aussagen
uber die Dynamik eines Systems maoglich sind. Die so erlangten Ergebnisse geben,
nach entsprechenden biologischen Tests, Aufschluss daruber, welche Struktur-
merkmale essentiell fir die biologische Wirksamkeit sind.

Im folgenden Kapitel soll auf vier zu Jasplakinolid analoge Makrozyklen genauer ein-
gegangen werden. |hre Struktur, als auch ihre Dynamik werden mit Hilfe der NMR
Spektroskopie aufgeklart und diese Ergebnisse mit den literaturbekannten Daten* fiir
Jasplakinolid verglichen.
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2. 19-gliedrige, peptidische Jasplakinolid Analoga
2.1 Allgemeines

Vergleicht man die Strukturen der hier untersuchten Makrozyklen mit Jasplakinolid,
so fallt unter anderem ins Auge, dass es sich nicht mehr um Depsipeptide handelt,
sondern dass die in Jasplakinolid vorhandene Esterbindung durch eine Amidbindung
ersetzt wurde. Ferner wurde 2-bromo-Indol, als Seitenkette des Tryptophans, durch
eine Indoleinheit ersetzt und die Phenylseitenkette des Tyrosins in para-Position mit
einer Methoxygruppe substituiert.

Anstelle der Polypropioneinheit findet sich jetzt eine 1,3-disubstituierte Phenyleinheit,
die starker fixierend sein soll.

Die Struktur der beiden synthetisierten Makrozyklen unterscheidet sich nur in einer
einfachen N-Methylierung.

H\
N
/ i o “
\ § i
S \ 'H/NIO ) /@ if BFM(NI ) [\Me
Me N:, / f .Me N;_/ -

o} Me (o] Me

Sy2741 Jasplakinolid Sy5141

Abb. 2. Unterschiede zwischen dem Naturstoff Jasplakinolid und zwei Analoga aus der Arbeitsgruppe
von Prof. M. E. Maier.

Somit ist der N-methylierte Makrozyklus Sy5141 dem Jasplakinolid ahnlicher als
Sy2741, welcher im Gegensatz zu Sy5141 und dem Naturstoff fur die betreffende
Amidbindung ein freies Amidproton aufweist.

Die im Folgenden gezeigte und auch im weiteren Verlauf verwendete Numerierung

fur Sy2741 und Sy5141 ist nicht analog zur Jasplakinolid Numerierung in der Litera-
tur und ist daher in Abb. 3 wiedergegeben.
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OMe OMe

Abb. 3. Die fur Sy2741 und Sy5141 verwendete Numerierung.

Alle Messungen sind — soweit nicht anders angegeben — bei 300 K und 600.13 MHz
Protonenfrequenz in DMSOQOgys durchgefiihrt worden. Geeicht ist auf DMSOgs (61 =
2.49 ppm, 8¢ = 39.5 ppm). Alle "H Spektren mit kompletter Zuordnung und alle 2D
HMQC-, ROESY- und NOESY-Spektren sind inkl. der zugehérigen 'H- und 'C-
Verschiebungstabellen im experimentellen Teil bzw. im Anhang wiedergegeben.

2.2 Der Makrozyklus Sy2741

Die Zuordnung konnte mit Hilfe von 2D DQFCOSY, HMQC und ROESY eindeutig
erfolgen.
Wie im "H Spektrum (Abb. 4 & 5) von Sy2741 zu erkennen ist, liegt nur ein Signal-
satz vor.

Me14
ome |H:0 Me5
14 10t
17 t
1 . 20
L L I I B DL L | LR DL L AL LA L L N
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Abb. 4. 'H Alkylbereich fiir Sy2741 in DMSOgs (300 K, 600 MHz).
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NH1™ 6" 7
NH4
NH19 NH16 NH13
""" 1 1 1 T - 1 - 1 -~ 1 1 1T "~ 1
108 ppm 84 82 80 78 76 74 72 7.0  ppm

Abb. 5. NH der Indoleinheit (links) und 'H Aromaten- und NH-Bereich (rechts) flr Sy2741 in DMSOgye
(300 K, 600 MHz).

2.2.1 Temperaturkoeffizienten der NH-Protonen

Einen guten Anhaltspunkt dafur, ob ein NH-Proton an einer Wasserstoffbricke betei-
ligt ist, liefert die Temperaturabhangigkeit seiner chemischen Verschiebung 8.° H-
Brucken sind generell ein wichtiger Strukturparameter, der Aufschluss Uber die Kon-
formation eines Systems gibt. In zyklischen Peptiden unterstitzen sie nicht selten die
Ausbildung von B-Schleifen oder schleifenahnlichen Strukturen.

Es wurden 'H Spektren zwischen 300 und 340 K, in Schritten von 10 K, aufgenom-
men und die Anderung der chemischen Verschiebung § aller NHs gegen die Ande-
rung der Temperatur aufgetragen. Die Steigungen (= Temperaturkoeffizienten) der
resultierenden Geraden geben einen guten Anhaltspunkt dafir, ob das betreffende
Proton an einer H-Brlcke beteiligt ist, und meist ist auch eine grobe Abschatzung der
Starke der vorliegenden Wasserstoffbriicke maglich.

Die gangige Einteilung fiir Amidprotonen ist wie folgt:®

Steigung kleiner als |-2 ppb/K]|: Proton ist an einer H-Briicke beteiligt

Steigung > |-2] und < |-4 ppb/K|: transiente H-Brucke (GGW zwischen inter-
/intramolekularer und zum LM hin orientierter
H-Brlcke)

Steigung grosser als |-4 ppb/K]|: keine H-Brucke vorliegend; Orientierung zum

Ldsungsmittel hin
Anhand der Auftragung der Differenz der chemischen Verschiebung & gegen die

Differenz der Temperatur konnten fir die NH-Protonen in Sy2741 nach einem linea-
ren Fit der Daten folgende Steigungen erhalten werden:
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NH-Atom Steigung [Hz/K] Steigung [ppb/K]

NH1“ -2.2 -3.6
NH19 -2.2 -3.7
NH16 -3.0 -5.0
NH13 -3.6 -6.0
NH4 -2.4 -4.1

Tab. 1. Aus der Temperaturmessung ermittelte Steigungen fiir die NH-Protonen in Sy2741.

20+
0 - ]
-204 -
1 A
404 v
40- -
N -604 A
a i | 3
2 -80
Q - A |
-100- . NH1|||
] e NH19 v
-120- + NH16 A
. v NH13
-140+ NH4 v
-160 T T T T T T T T T
0 10 20 30 40
AT [K]

Abb. 6. Graphische Darstellung der Temperaturreihe fir die NH-Protonen. Adges [Hz] und AT [K] je-
weils bezogen auf 300 K.

Die entsprechenden 'H NMR Spektren der Temperaturmessung und eine Tabelle mit
den exakten Werten fiir die Anderung der Verschiebung [Hz] sind im experimentellen
Teil bzw. im Anhang wiedergegeben.

Ergebnis:

Fir die Protonen NH13, NH16 und NH4 kann die Beteiligung an einer Wasserstoff-
bricke mit grosser Sicherheit ausgeschlossen werden. Der Temperaturkoeffizient fur
NH19 liegt im Grenzbereich zum Vorliegen einer transienten H-Brucke. Bei NH1
handelt es sich nicht um ein amidisches Proton, so dass hier keine Aussage uber
eine Beteiligung an einer H-Bricke gemacht werden kann.
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2.2.2 Prochirale Zuordnung der Methylenprotonen

Sy2741 besitzt vier verschiedene CHy-Gruppen, welche an den Positionen 2, 6 und
10 innerhalb des makrozyklischen Rings bzw. an Position 20 in der Indolseitenkette
lokalisiert sind.

Anhand der Juy Kopplungen (CH./CH) zum nachsten Nachbarn und der unter-
schiedlichen ROE Muster kann sowohl eine prochirale Zuordnung der Methylenpro-
tonen, als auch eine Bestimmung des Rotamerenverhaltnisses erfolgen.

Wie schon Abb. 4 gezeigt hat, sind die Protonen der CH>-Gruppen mehr oder minder
stark aufgespalten, so dass eine Analyse ihrer Jyy Kopplungen mdglich ist. Die Ana-
lyse der Kopplungen wurde in dem Programm 1D WINNMR mit der Funktion ,Multi-
plett Analysis“ durchgefuhrt.

ZJrzon, Hoot = 14.6 Hz  2Upoon, vi7 = 9.3 Hz
%Jhzot, 17 = 5.3 Hz

ZInton ot = 11 HZ  2Juion w1 = 2.7 Hz
Juiot w11 = 13.7 Hz

2JH6h, He6t = 13 Hz 3JH6h, H5 = 10.6 Hz
3JH6t, ns = 3.7 Hz

2JH2h, Hot = 13.6 Hz 3JH2h, H1 =4.3 Hz
3 Jhizt 11 = 10.4 Hz

Tab. 2. Jyy Kopplungen fir CH,-Protonen in Sy2741.

Tab. 2 zeigt bereits, dass die CH,-Gruppen der Positionen 10, 6 und 2 relativ wenig
Beweglichkeit aufweisen, da die ®Ju Kopplungen mit einer grossen und einer kleinen
Kopplung typisch fur eine definierte anti- bzw. gauche-Anordnung zum Nachbarpro-
ton sind. Folglich ist also ein mogliches Rotamer eindeutig gegenltber den beiden
anderen bevorzugt.

Fir die CH,-Gruppe an Position 20 ist dieses Verhalten nicht mehr ganz so deutlich
ausgepragt, d. h. hier kommt man bereits in den Bereich fur gemittelte Kopplungen,
welche aufgrund von mehreren, gleichberechtigt nebeneinander auftretenden, Rota-
meren zustande kommen.

Welches Rotamer als Hauptrotamer vorliegt bzw. welche Rotamere gleichberechtigt
vorliegen, kann Uber die unterschiedlichen ROEs ermittelt werden.
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Abb. 7. Ermittlung der prochiralen Zuordnung am Beispiel der CH,-Gruppe an Position 2.

Analog lassen sich die CH,-Gruppen der Positionen 6, 10 und 20 untersuchen. Die

hierzu gehorigen Abbildungen sind im experimentellen Teil wiedergegeben.
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Somit ergeben sich folgende prochiralen Zuordnungen der Methylenprotonen in
Sy2741:

OMe

Abb. 8. Prochirale Zuordnung der Methylenprotonen in Sy2741.

2.2.3 Strukturermittiung mit Hilfe von ROESY- und NOESY-Daten

Eine Vielzahl von ROEs innerhalb des makrozyklischen Rings und zwischen Seiten-
ketten und Ringprotonen konnten eindeutig identifiziert werden. Da wie in 2.2.2 be-
reits gezeigt, die CH,-Gruppen alle aufgespalten sind, konnte der ROE zwischen den
Protonen einer CH»-Gruppe (ROE zwischen geminalen Protonen) als Eichabstand
verwendet werden, in diesem Fall der ROE zwischen H6" und H6' (= 1.8 A).

Die Liste mit allen ermittelten ROEs ist im Anhang wiedergegeben, ebenso weitere
2D ROESY-Ausschnitte, welche fur die Strukturermittiung von Relevanz waren.

Als Schwierigkeit bei der weiteren Strukturermittlung zeigte sich, dass der aus dem
ROESY erhaltene ROE zwischen H11 und H14 — die Integration ergab einen Ab-
stand entsprechend 2.6 A — mit den restlichen ROEs dieser Messung und der daraus
berechneten Struktur (siehe weiter hinten) nicht in Einklang gebracht werden konnte.
Daher wurde noch ein 2D NOESY (t, = 600 ms) aufgenommen, in welchem der be-
treffende ROE diesmal nur sehr schwach war. Eine Integration der NOESY Daten
ergab einen Abstand von 3.4 A. Dieser Wert erwies sich, wie im Folgenden erlautert
werden wird, in guter Ubereinstimmung mit der aus diesen Daten berechneten
Struktur.

Es handelt sich bei diesem ROE um ein sog. ,falsch positives® Kreuzsignal. Nur
durch das zusatzlich vorhandene NOESY Spektrum konnte dies eindeutig gezeigt
werden. Dieser ROE war insofern von besonderem Interesse da es sich hierbei um
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einen a-o. ROE handelt, welcher nur fur eine cis-Amidbindung so intensiv sein kann.
Dies ist jedoch im Widerspruch zur 3JNH13, H14 Kopplung, somit musste also eines die-
ser experimentellen Ergebnisse falsch sein.

Nachfolgend sind die *JnH, He Kopplungen fiir alle Amidbindungen in Sy2741 wieder-
gegeben. Sie besitzen alle relativ grosse Werte, welche typisch sind fur ®-Winkel im
Bereich von —120°, wie sie auch in B-Faltblattern vorliegen. Dieser Wert fur @ ist
gleichbedeutend mit einem Winkel ® von 180°. Der Winkel @ ist definiert Gber die
Protonen: HN; — N; — C,; — HC,;, wohingegen ® ausschliesslich Uber die Schwera-
tome definiert ist: Cyi.1 — Ni = Ci — Cqi."°

D. h. alle vorliegenden Amidbindungen befinden sich in der trans-Anordnung.

NH-Proton 3Jnu, ne [HZ]

NH19 8.6
NH16 8.8
NH13 8.1
NH4 7.9

Tab. 3. SJNH, He Kopplungen der amidischen NH-Protonen in Sy2741.

Untermauert kann dies dadurch werden, dass die fiir eine cis-Amidbindung zu er-
wartenden, intensiven a-o ROEs — flir Sy2741
H1-H17 H14 — H17 H11 - H14

nur sehr schwach (H11 — H14: 3.4 A aus NOESY) sind bzw. gar nicht detektiert wer-
den kdnnen.

Alles in allem belegen die NH-Kopplungen und NOESY Daten und die letztendlich
hieraus berechnete Struktur somit eindeutig, dass es sich im Falle von H11 — H14 im
ROESY Spektrum um einen ,falsch positiven ROE handelt. Abb. 12 wird dies sche-
matisch noch etwas verdeutlichen. Nur durch die zusatzliche Aufnahme eines
NOESY Spektrums und die aus diesen Daten berechnete Struktur konnte dieser
Sachverhalt bewiesen werden. Es handelt sich hierbei allerdings um ein in ROESY
Spektren des o6fteren auftretendes Phanomen, welches nur dann richtig interpretiert,
also als solches identifiziert, werden kann, wenn entweder ein NOESY Spektrum,
eine grobe Vorstellung von der Struktur des Moleklls oder die gesamte Relaxa-
tionsmatrix fir das ROESY Spektrum zur Verfigung stehen.
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Abb. 9. Alkylbereich des ROESY Spektrums von Sy2741 (300 K, 600 MHz, DMSOqe). Rote Kastchen
zeigen den falsch positiven ROE H11 — H14.
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Abb. 10. Alkylbereich des NOESY Spektrums von Sy2741 (300 K, 600 MHz, DMSOQOgs) bei einer
Mischzeit von 600 ms. Auch hier ist der NOE H11 — H14 mit einem roten Kastchen gekennzeichnet.
Dieser ist jedoch so schwach, dass er in der vorliegenden Darstellung nicht mehr erkennbar ist.
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Ein weiterer Grund, zusatzlich ein NOESY Spektrum aufzunehmen, ist, dass in die-
sem vorhandene Austauschsignale zu einem zweiten, evitl. nur schwach populierten,
Konformer, sehr viel besser zu erkennen sind als im entsprechenden ROESY Spek-
trum. Im Falle von Sy2741 konnten keinerlei Austauschsignale im NOESY (t,, = 600
ms) identifiziert werden. D. h. Sy2741 befindet sich in DMSOgs mit keinem anderen
Konformer im langsamen Austausch.

Far die durchgefihrte MD Simulation (10 x 10ps bei 300 K) wurden folgende ROEs
als Restraints gesetzt und aus der energieminimierten Struktur (aus Uberlagerung
aller 10 Snapshots) folgende Abstande erhalten:

ROE Experimentell ermittelte Aus Rechnung erhaltene
Abstinde [A] Abstinde [A]
NH16 — NH19 3.2 3.35
NH19 — H3* 25 2.4
NH16 — NH13 2.8 2.7
NH1“ — H9* 2.8 2.8
NH19 — H1 2.7 2.9
NH19 — H17 2.1 2.1
NH16 — H17 2.8 2.3
NH16 — H14 2.1 2.4
NH13 — H11 2.1 2.15
NH4 — H5 2.65 2.9
NH4 — Hé! 25 2.45
NH4 — He" 2.6 2.7
H6“ — H5 2.7 2.7
H4“ — H10" 2.9 3.35
H2“ — H10" 25 2.7
H6“ — HE' 2.85 3.6
H2“ — He' 2.4 24
H2*“ — H11 2.8 2.6
H4“ — H10" 2.4 2.3
H2“ — H1Q" 2.9 3.7
H6“ — H6" 2.4 2.9
H2“ — He" 2.7 3.1
H5 — He6! 25 2.6
H14 — H11 34 4.1
H20' — H3* 34 34
H20'— NH19 3. 3.6
Federkonstante = 7 (default)
Torsionen [°]
C17 - C(0)-N-C1 180 177
C2-C(O)-N-C5 180 +177
C11-C(O)-N-C14 180 +168
C14-C(0)-N-C17 180 +179

Federkonstante = 16 (default)

Tab. 4. Alle in der MD Simulation fir Sy2741 gesetzten Restraints. Fett gedruckt sind Restraints, die

um mehr als 0.4 A vom gesetzten Wert abweichen.
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Die hier als energieminimierte Struktur bezeichnete Struktur ergibt sich aus den
zehn, wahrend der insgesamt 100 ps dauernden MD Simulation, erhaltenen Snap-
shots, welche Uberlagert werden, um daraus eine gemittelte Struktur zu erhalten, die
anschliessend noch energieminimiert wird. Aus dieser Struktur stammen die ROEs in
Tab. 4.

Die meisten schlecht gefitteten ROEs stammen aus dem Bereich des 1,3-derivati-
sierten Phenylrings. Dies lasst darauf schliessen, dass der Phenylring keine defi-
nierte Orientierung aufweist, sondern dass er sich vielmehr in einer Pendelbewegung
befindet.

Abb. 11. Pendelbewegung des Phenylringes.

. Dadurch kommt es zu verschiedenen ,Einstel-
\. lungen“ des Phenylringes relativ zum makrozykli-
schen Ruckgrat, so dass die zugehorigen ROEs als
Mittel mehrerer verschiedener Orientierungen
betrachtet werden mussen. Bei der Pendelbewe-
gung des Phenylringes handelt es sich keineswegs
um eine volle Drehung, sondern — so lassen die
ROEs vermuten — nur um eine Auslenkung aus
seiner Gleichgewichtslage.
Ebenfalls eine Abweichung von mehr als 0.4 A weisen die ROEs NH16 — H17 und
H14 — H11 auf. Fur NH16 — H17 ist der Wert aus der gemittelten, gerechneten
Struktur um 0.5 A kleiner als der aus der ROESY Integration erhaltene Wert. Hier
konnte evtl. ein gewisser Anteil an TOCSY Transfer zwischen den beiden direkt
koppelnden Protonen NH16 und H17 zu einer Verringerung der Intensitat des
entsprechenden Kreuzsignals beigetragen haben. Fur H14 — H11 ist der Wert aus
der gerechneten Struktur um 0.7 A grosser als der aus der NOESY Integration
erhaltene Wert. Hierbei handelt es sich um den schon zuvor besprochenen NOE, der
im ROESY ein viel zu intensives Signal ergeben hatte. Evtl. tritt fur diese Protonen
eine verstarkte Spindiffusion auf bzw. es handelt sich um die Kombination von
TOCSY und ROESY Anteilen, was zu einem falsch positiven Ergebnis fiihrt.""
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Urspriinglicher ROE
zwischen B & C

TO?Y\ ROE TOTY\ ROE

A -~ Falscher “ROE” Falscher “ROE”
zwischen A& C zwischen C & A

Abb. 12, Schematische Darstellung des Zustandekommens eines ,falschen“ ROE Signals (nach ').

Ist die Struktur stimmig mit allen anderen ROEs, so kann der fur H14 — H11 gesetzte
Wert nicht erreicht werden, da er immer noch ein falsches Integrationsergebnis liefert
und ein zu kurzer Abstand berechnet wird.

Seitenansicht Draufsicht

Abb. 13. Gemittelte, energieminimierte Struktur fir Sy2741.

Die durch Rechnung erhaltene Struktur stitzt ebenfalls das zuvor experimentell er-
mittelte Ergebnis, dass keines der Amid-NHs an einer H-Bricke beteiligt ist. Wie be-
sonders die Draufsicht in Abb. 13 zeigt, ist der Ring relativ weit und die Entfernung
von NH und CO auf gegenuberliegenden Ringseiten zu gross fir die Ausbildung von
H-Brlcken, wie es z. B. fur einen B-Turn der Fall ware.

Abschliessend noch ein Wort zur Dynamik der Seitenketten des Makrozyklus:

Das Molekul weist eine einheitliche Dynamik auf, d. h. die Seitenketten (Indolrest, p-
Methoxy-Phenylrest) zeigen keine erhohte Rotation im Vergleich zum makrozykili-
schen Grundkdrper. Dies ergibt sich
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1. aus einem Vergleich fixer Abstande innerhalb der Indoleinheit mit den aus der
Integration (Eichung auf geminale Protonen: H6" — H6') erhaltenen Werte:

ROE Standardwert [A] Aus Integration [A] A [A]
NH1“ — H9* 2.7 2.8 0.1
H6“ — H7* 2.5 2.3 0.2

Tab. 5. Vergleich von fixen Abstanden der Indoleinheit mit jenen aus der ROESY Integration.

2. aus dem Vergleich von Mex — Hy Abstanden — erhalten aus der Integration bei
Eichung auf geminale Protonen (H6" — H6') — mit jenen bei Eichung auf Me14 —
H14 (= 2.15 A)

ROE aus Me-Eichung [A] aus geminaler Eichung A [A]
[A]

NH16 — Me14 2.6 2.7 0.1
NH13 — Me11 3.0 3.1 0.1
NH13 — Me14 2.35 2.4 0.05
NH4 — Me5 2.5 2.55 0.05
5% —Meb5 3.5 3.7 0.2
2 —Me14 2.9 3.0 0.1
714" — Me11 34 3.55 0.15
4 — Me5 3.3 3.45 0.15
6“ — Me5 2.7 2.8 0.1
212 — Me5 3.0 3.15 0.15

Tab. 6. ROEs zwischen Protonen und Protonen einer Methylgruppe — Vergleich bei verschiedenen
Eichabstanden.

Wurde fur die Seitenketten eine vom Ring unabhangige Dynamik vorliegen, so waren
die berechneten Abstande aus der Eichung auf geminale Protonen deutlich von den
Fixabstanden bzw. den Abstanden bei Eichung auf Methylgruppen verschieden.

2.3 Der Makrozyklus Sy5141

Die Zuordnung erfolgte auch hier mit Hilfe von 2D-DQFCOSY, -HMQC und -ROESY
Spektren, welche teilweise im Anhang abgebildet sind.
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Abb. 14. 'H Alkylbereich fiir Sy5141 in DMSOgs (300 K, 600 MHz).
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Abb. 15. NH der Indoleinheit (links) und "H Aromaten- und NH-Bereich (rechts) fiir Sy5141 in DMSOgs
(300 K, 600 MHz).
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2.3.1 Sy2741 und Sy5141 — Vergleich der "H Spektren

OMe|

OMe

a

-

50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

Abb. 16. 'H NMR des Alkylbereichs von Sy2741 (oben) und Sy5141 (unten) (300 K, 600 MHz,
DMSOgg).

Betrachtet man den Alkylbereich flr Sy2741 und Sy5141, so zeigen sich die gross-
ten Unterschiede in den chemischen Verschiebungen & der beiden Systeme fur fol-
gende Protonen:

17, 14, 20', 20", 6", Me5 und Me14

Anderungen im Bereich 14, 17 und 20 sind zum einen darauf zurlickzufiihren, dass
sie von der strukturellen Anderung an Position 16 am starksten betroffen sind. Zum
anderen ist es durchaus moglich, dass die Methylierung in 16 zu einer anderen be-
vorzugten Orientierung der Indolseitenkette fuhrt. Da Ad fur Me14 und 17 am stark-
sten ist, sind diese fett gedruckt.

Anderungen im Bereich 5 und 6 kénnten mdglicherweise von einer Anderung der
bevorzugten mittleren Ausrichtung des 1,3-disubstituierten Phenylringes herrthren.
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Abb. 17. 'H Aromaten- und NH-Bereich von Sy2741 (oben) und Sy5141 (unten) (300 K, 600 MHz,
DMSOg).

Auch im NH-/Aromatenbereich treten Anderungen in der chemischen Verschiebung
auf:

NH19, NH13, NH4, 9, 3¢, 2° und 2
So deuten grossere Anderungen fur 9, 3 und 2‘ wiederum auf eine geanderte
Orientierung der Indolseitenkette und dadurch beeinflusst auch der p-Methoxy-phe-
nylseitenkette hin. 2 konnte wieder auf ein anderes Pendel-Verhalten der 1,3-disub-
stituierten Phenyleinheit zurlickzufiihren sein. Die auffallige Anderung fiir sdmtliche
amidischen NH-Protonen ruhrt zum einen von der direkten Nachbarschaft der Modifi-
kation (fur NH19 und NH13) her, zum anderen lasst dies durchaus auf eine, wenn
auch nur sehr geringe, Anderung der Makrozykluskonformation schliessen.

Fir alle anderen Alkyl-, NH- oder aromatischen Protonen sind die Anderungen ihrer
chemischen Verschiebungen, bedingt durch die N-Methylierung in Position 16, ver-
nachlassigbar klein.

2.3.2 Temperaturkoeffizienten der NH-Protonen

Wie schon in Kapitel 2.2.1 beschrieben, wurde auch flir Sy5141 untersucht, ob die
Amidprotonen an H-Brucken beteiligt sind. Die zugehdrigen Spektren der Tempera-
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turreihe und eine Ubersicht liber die temperaturabhangige Verschiebung § sind im
experimentellen Teil bzw. im Anhang wiedergegeben.

NH-Atom Steigung [Hz/K] Steigung [ppb/K]

NH1“ -2.1 -3.6
NH19 -2.7 -4.6
NH13 -3.4 -5.7
NH4 -2.4 -4.0

Tab. 7. Aus der Auftragung von Ad [Hz] gegen AT [K] ermittelte Geradensteigungen (linearer Fit der
experimentellen Daten).
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4 » o 1

Abb. 18. Graphische Darstellung der Auftragung Ad [Hz] gegen AT [K] fur alle NH-Protonen von
Sy5141.

Ergebnis:

Fir die Protonen NH19, NH13 und NH4 kann die Beteiligung an einer Wasserstoff-
bricke mit Sicherheit ausgeschlossen werden. Der Temperaturkoeffizient fur NH1*
kann wiederum nicht direkt verglichen werden, da es sich nicht um ein amidisches
Proton handelt.

Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit jenem fiir Sy2741, wenngleich fiir letzte-
ren eine transiente H-Brucke fir NH19 moglich sein konnte.

2.3.3 Prochirale Zuordnung der Methylenprotonen

Da dies auf dem, schon in Kapitel 2.2.2 beschriebenen, Vorgehen beruht, sollen an
dieser Stelle nur die Liste mit den entsprechenden Kopplungen und die endgultige,
prochirale Zuordnung fur Sy5141 wiedergegeben werden. Die Ermittlung der Rota-
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merenverhaltnisse anhand von ROE Daten ist — analog zu Abb. 7 — im experimen-
tellen Teil dargestellt.

ZJhzon, 2ot = 15.3 Hz  Jpzon, 117 = 11.3 Hz
%Jhzot, 17 = 5.0 Hz

Zduton, niot = 14.0 Hz *Juron, w11 = 3.1 Hz
Jutot, w11 = 10.3 Hz

ZJHGh‘ He6t = 129 Hz 3JH6h, H5 = 9.0 Hz
3JH6t, H5 = 4.7 Hz

H2" / H2" Uberlagert
- keine Analyse der Kopplungen moglich

Tab. 8. Jyy Kopplungen fir CH,-Protonen in Sy5141.

Auch im Falle von Sy5141 zeigen die Methylengruppen in Position 20 und 10 eine
grosse und eine kleine Kopplung, gleichbedeutend mit einer starken Bevorzugung
eines Rotamers, welches ein Proton in gauche- und eines in trans-Stellung zum
Proton am Nachbar C Atom orientiert. Fur die Methylengruppe an Position 6 ist die-
ser Effekt nicht so deutlich, man erhalt gemittelte Werte fur die Kopplungen, hier wird
also ein Gleichgewicht verschiedener Rotamere vorliegen. Fur die Methylenprotonen
in Position 2 kann leider keine Aussage getroffen werden, da sie identische chemi-
sche Verschiebungen besitzen und somit weder Kopplungen abgelesen, noch ROEs
eindeutig zugeordnet werden konnen.
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OMe

Abb. 19. Prochirale Zuordnung der Methylengruppen in Sy5141.

2.3.4 Strukturermittlung mit Hilfe von ROESY- und NOESY-Daten

Der zuvor betroffene ROE H14 — H11 ist fur Sy5141 gar nicht vorhanden. Alle ande-
ren ROEs waren bei der Strukturermittlung in sich schlissig. Dennoch wurde zusatz-
lich ein NOESY Spektrum aufgenommen — stellt eine N-Methylierung doch eine Bar-
riere fiir die Rotation der Amidbindung dar (ca. 21 kcal*mol™ fiir N-methylierte Amid-
bindung'?), so dass eine evtl. vorliegende cis-Konformation zu einem separaten
zweiten Signalsatz fuhren sollte. Die dabei zu erwartenden Austauschsignale waren
zwar auch im ROESY zu identifizieren, aber es zeigte sich fur das NOESY Spektrum
ein besseres Signal- zu Rauschen Verhaltnis.

Zuerst soll jedoch die Struktur fur Sy5141 bestimmt werden, bevor auf evtl. vorlie-
gende Nebenkonformere naher eingegangen wird.

Nachfolgende Tabelle zeigt die, aus der Integration des ROESY Spektrums erhalte-
nen, HH-Abstinde — wobei ebenfalls wieder auf die geminalen Protonen H6" — H6' (=
1.8 A) geeicht wurde — welche auch fiir die anschliessende Strukturoptimierung als
Restraints verwendet wurden.

Desweiteren erfolgt ein Vergleich aller erhaltenen Abstande mit denen von Sy2741
im Anhang.

Es hatte sich gezeigt, dass, bis auf einige wenige ROEs, die ermittelten Protonenab-
stande fur Sy2741 und Sy5141 sehr gut Ubereinstimmen. Dies bedeutet, dass die N-
Methylierung in Position 16 keinen wesentlichen Einfluss auf die 3D-Struktur des
Systems hat.

Die aus der 10 x 10ps MD Simulation erhaltene, gemittelte und im Folgenden ener-
gieminimierte Struktur ist in Abb. 20 wiedergegeben. Tabelle 9 stellt die aus jener
Struktur erhaltenen HH-Abstande den gesetzten Werten gegenuber.
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ROE Experimentell ermittelte Aus Rechnung erhaltene
Abstinde [A] Abstéande [A]

NH1“ — 9" 2.9 2.8
NH19 — 3 2.6 2.6
NH19 — 17 2.2 2.2
NH19 — 1 2.7 2.9
NH19 — 20! 3.0 3.8
NH19 — NMe 2.9 3.25
NH13 — 11 2.1 2.2
NH4 - 5 2.8 2.8
NH4 — 6! 2.7 2.5
NH4 — 6" 2.8 2.8
3 - 20 3.3 3.45
4* - 10" 2.9 3.1
4“— 10" 2.4 2.4
6" — 6' 2.9 3.6
6" —6" 2.4 2.4
2* - 10" 2.45 3.0
2" — 6" 2.3 2.4
2" — 11 2.6 2.5
17 — NMe 3.1 3.2
5—6' 2.6 2.6
NMe — Me14 2.6 3.1
NMe — 14 2.0 2.3
NMe — NH19 2.9 3.25

Federkonstante = 7 (default)

Torsionen [°]
C17-C(O)-N-C1 180 -179
C2-C(O)-N-C5 180 +176
C11-C(O)-N-C14 180 +178
C14 -C(O)-N-C17 180 -176

Federkonstante = 16 (default)

Tab. 9. Die zur Strukturberechnung von Sy5141 gesetzten Restraints und deren Vergleich mit den
Werten in der energieminimierten Struktur. ROEs, die um mehr als 0.4 A vom gesetzten Wert abwei-
chen, sind fett gedruckt.

Wie schon im Falle von Sy2741, so ist auch flr Sy5141 eine Abweichung der be-
rechneten von den gesetzten Abstanden im Bereich der 1,3-disubstituierten Phe-
nyleinheit zu beobachten. Man kann davon ausgehen, dass wiederum eine Pendel-
bewegung des Benzolringes vorliegt, welche zu einer Mittelung der erhaltenen ROE
Abstande filhrt. Ebenso kénnte auch fiir die Abweichung des ROEs NH19 - H20' eine
Rotation der Indoleinheit bzw. eine starkere Dynamik dieser Seitenkette der Grund
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sein. Bleibt noch der ROE NMe — Me14, der mit einem A von 0.5 A in der MD Simu-
lation nur schlecht erreicht wird. An dieser Position befindet sich nicht nur die struku-
relle Veranderung, sondern fur diesen Bereich ergibt sich auch der grosste Unter-
schied in den gemodelten Strukturen von Sy2741 und Sy5141. Fir Sy2741 ist das
Proton von NH16 zur Ringmitte hin, fir Sy5141 die Methylgruppe von NMe(16) zur
Unterseite des Rings hin orientiert (siehe Abb. 21). Setzt man fur die Amidtorsion in
diesem Bereich einen von 180° verschiedenen Wert, z. B. —120°, so kann der ROE
NMe - Me14 besser gefittet werden. Es ist durchaus mdglich, dass die N-
Methylierung zu einem ,Verdrehen® der Amidbindung aus ihrer optimalen trans-
Anordnung heraus fuhrt. Allerdings scheint dies keinerlei Auswirkungen auf das
Gesamtsystem zu haben.

Seitenansicht Draufsicht

Abb. 20. Berechnete Struktur flir Sy5141 in Seitenansicht (links) und Draufsicht (rechts).

Sy5141 Sy2741

Abb. 21. Vergleich der Strukturen von Sy2741 und Sy5141 — der am starksten voneinander abwei-
chende Bereich ist in griin dargestellt. Es handelt sich um die Torsion C14 — C(O) — N(16) — C17.
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Zur Dynamik kann auf die fir Sy2741 gemachten Aussagen verwiesen werden. Auch
fur Sy5141 zeigen die Seitenketten eine einheitliche Dynamik mit dem Makrozyklus
und die 1,3-disubstituierte Phenyleinheit vollfuhrt eine Pendelbewegung.

Bleibt nun noch die Frage nach einem Nebensignalsatz offen. Im NOESY Spektrum
ist, soweit keine Uberlagerungen auftreten, fiir jedes Proton ein Austauschsignal zu
einem zweiten (Neben-)Signalsatz zu erkennen. Dieser ist von seiner Intensitat her
annahernd im Rauschen, so dass der Hauptsignalsatz — in dem auch die methylierte
Amideinheit trans vorliegt — zu mehr als 99% populiert ist. Dies ist relativ ungewdhn-
lich, da man normalerweise durchaus grossere Anteile an Nebenkonformer erwarten
kénnte.™ Abb. 22 zeigt den Bereich der Methylgruppen im NOESY Spektrum in star-
ker Vergrosserung. Haupt- und Nebensignalsatz sind eindeutig anhand ihrer Aus-
tauschsignale zueinander zu identifizieren.

Me5
Me14

0.6

| ag ©
> i _ = o
1.0 ,

1.2

1.4 @ 0 i
-l i

Abb. 22. Ausschnitt aus dem NOESY Spektrum von Sy5141 (300 K, 600 MHz, DMSQye). Der Haupt-
signalsatz ist in blau, der Nebensignalsatz in rot gekennzeichnet.

Es kann davon ausgegangen werden, dass der zweite, sehr kleine Signalsatz zu
Sy5141 gehort, in dem die N-methylierte Amidbindung in cis-Anordnung vorliegt, da
diese Modifikation eine genlgend hohe Barriere darstellt, um zwischen cis- und
trans-Amid einen langsamen Austausch und somit zwei Signalsatze zu bewirken.
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2.4 Vergleich der fir Sy2741 und Sy5141 erhaltenen Daten mit jenen fir
Jasplakinolid aus der Literatur®

Inman et al.* haben sehr ausfiihrlich die Konformation von natiirlichem Jasplakinolid
in Lésung untersucht, so dass ein Vergleich ihrer Daten mit den hier vorgestellten
Ergebnissen die strukturellen Unterschiede zwischen Naturstoff und modifizierten
Analoga herausstellen kann.

Nachfolgend ist die Numerierung fur Jasplakinolid — wie von Inman et al. verwendet —
mit jener, hier fur Sy2741 und Sy5141 verwendeten, verglichen.

Jasplakinolid

Abb. 23. Gegenuberstellung der fur Jasplakinolid verwendeten Numerierung mit der hier verwende-
ten.

2.4.1 Vergleich der Temperaturkoeffizienten und 3JNH, Ho Kopplungen der NH-
Protonen

Jaspla- -Ad/AT [ppb/°C] Sy2741/Sy5141 -AS/AT [ppb/K] -AS/AT [ppb/K]

kinolid Sy2741 Sy5141
NHa 6.88 NH19 3.7 4.6
NHb 4.27 NH13 6.0 5.7
NHc 3.64 NH1* 3.6 3.6
N-methyliert NH16 5.0 N-methyliert
Esterbindung NH4 4.1 4.0

Tab. 10. Gegenuberstellung der Temperaturkoeffizienten der NH-Protonen. Die Werte in der Tabelle
sind direkt vergleichbar, da die zueinander analogen NHs jeweils in einer Zeile stehen, allerdings im-
mer mit der Originalnumerierung.

Es ergibt sich ein einheitliches Bild mit dem Ergebnis, dass in keiner der drei hier
verglichenen Strukturen H-Brlicken im makrozyklischen System vorliegen.
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Jaspla-  %Jnu o [HZ]  Sy2741/Sy5141 3Jyu, Ho (Sy2741) 3Jnu, Ha (Sy5141)

kinolid [Hz] [Hz]
NHa 8.7 NH19 8.6 8.1
NHb 7.5 NH13 8.1 7.2
N-methyliert NH16 8.8 N-methyliert
Esterbindung NH4 7.9 7.9

Tab. 11. Vergleich der 3JNH, ne« Kopplungen aller amidischen Protonen.

Auch im Bereich der Jyn, He Kopplungen zeigen sich keine auffalligen Unterschiede
zwischen Naturstoff und den synthetischen Analoga.

2.4.2 Vergleich der diastereotopen Methylenprotonen — chemische Verschie-
bung, Kopplungen und Rotamerenverhaltnis

Jaspla- 6 [ppm] A8 Sy2741 / S [ppm] Ad S [ppm] AS
kinolid [ppm] Sy5141 Sy2741 [ppm]  Sy5141 [ppm]

H2/H2° 290/2.85 0.05 H2'/H2" 242/237 0.05 244 0
H10/H10° 2.32/2.00 0.32 H10'/H10" 2.95/239 056 2.96/2.37 0.59
H14 /H14° 1.73/1.48 0.25 H6'/H6" 2.80/222 058 2.76/2.33 0.44
H20 / H20° n.d. - H20'/H20" 3.02/2.83 0.19 3.11/3.04 0.07

Tab. 12. Vergleich der chemischen Verschiebungen der diastereotopen Protonenpaare. Alle Werte
stammen aus Messungen in DMSOygg, flr Sy2741 und Sy5141 bei 300 K, fur Jasplakinolid ohne Tem-
peraturangabe.(aus )

Erstaunlicherweise sind die Unterschiede in den chemischen Verschiebungen &
ausserordentlich gross und zwar flr alle untersuchten Methylengruppen. Der Grund
hierflir ist unklar, da fir die, in der Literatur* angegebenen, Werte keine Temperatur-
angaben gemacht wurden. Auffallend ist allerdings, dass die Aufspaltung der diaste-
reotopen Protonenpaare in den synthetischen Analoga sehr viel grosser ist als im
Naturstoff, was durchaus ein Hinweis auf eine geringere Flexibilitdt und somit eine
definiertere (starrere) Struktur sein kann.

Jasplakinolid °*J[Hz] Sy2741/Sy5141 °J[Hz] Sy2741 °J[Hz] Sy5141

H2 / H3 4.2 H2" / H1 4.3 ht -

H2 / H3 9.0 H2! / H1 10.4 H2™ Uberlagert
H9 / H10 9.9 H11 / H10! 13.7 10.3

H9 / H10* <25 H11/H10" 2.7 3.1
H14 / H15 n.d. H5 / He" 10.6 9.0
H14*/ H15 6.3 H5 / H6' 3.7 4.7

H5 / H20 n.d. H17 / H20" 9.3 11.3

H5 / H20¢ n.d. H17 / H20! 53 5.0

Tab. 13. Vergleich der %y Kopplungskonstanten erhalten aus Messungen in DMSO .
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Wie schon die Verschiebungen in Tab. 12 gezeigt haben, lassen auch die J Kopp-
lungskonstanten den Schluss zu, dass die synthetischen Analoga Sy2741 und
Sy5141 eine fixiertere, weniger bewegliche Konformation einnehmen als Jasplaki-
nolid selbst. Besonders fur die Methylengruppen 10 (= 10 (Sy2741/Sy5141)) und 14
(= 6) zeigen die Kopplungskonstanten weniger stark gemittelte Werte fur Sy2741 und
Sy5141 und somit eine eindeutigere Bevorzugung eines bestimmten Rotameren.
Dies sind auch jene CH,-Gruppen mit der deutlichsten Dispersion ihrer Signale, wo-
hingegen die Methylengruppe an Position 2 (= 2) fur alle drei Systeme ahnliche Dis-
persion und Kopplungskonstanten aufweist.

Daher sei nachfolgend die Bevorzugung bestimmter Rotamere untersucht.

gauche (g)

gauche (g)
(¥ F
H R, H R, H

R, R, H

trans od. anti (a)

- +

9 g a

Abb. 24. Allgemeine Darstellung mdglicher Rotamere.

Jasplakinolid Sy2741 Sy5141
H2 /H2°- H3 Flexibel Eingeschrankt Keine Aussage
(= H2" / H2' = H1) mehrere Rotamere flexibel maglich, da & (H2")
gemittelt Zwei =§ (H2")
Bevorzugt g / g* Hauptrotamere
Bevorzugt g* / a
H10/H10° - H9 Starr Starr Starr
(= H10'/ H10" = H11) Rotamere: g* oder a Rotamer: g* Rotamer: g*
NOE H9 — H12 NOE Me11 —H10" NOE Me11 — H10"
intensiv > g* & Me11 —H10" & Me11 — H10" stark
stark
H14 / H14' - H15 Flexibel Starr Starr
(= HB'/ HB" — H5) mehrere Rotamere Rotamer: a Rotamer: a
gemittelt NOE Me5 — H6" NOE Me5 — H6"
Bevorzugta/ g* stark, Me5 — H6'  stark, Me5 — H6'
schwach schwach
H14 /H14' - H13 °J LM abhangig
(%) in polaren LMs:

- Keine analoge Einheit in Sy2741 bzw.
bevorzugt g" (NOE
H13 — Me31 intensiv) Sy5141 vorhanden

geringe Anteile an g*

Tab. 14. Gegenuberstellung der bevorzugten Rotamere. Fir Sy2741 und Sy5141 siehe auch Experi-
menteller Teil.
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Auch die Gegenulberstellung der Rotamerenverteilung zeigt, dass Sy2741 und
Sy5141 starrer sind als Jasplakinolid. Bis auf H2/H2' — H3 (= H2"/H2'! — H1) werden
in allen drei Substanzen, ob flexibel oder starr, dieselben Rotamere bevorzugt.

Abschliessend sei noch erwahnt, dass auch Inman et al.* keine cis-/trans-Isomerisie-
rung fur die N-methylierte Position feststellen konnten und zwar in einem Bereich von
—20 bis +150 °C. Zudem sind die von ihnen gefundenen, intensiven NOEs H7 —
Me34 (= H14 — NMe)* und Me29 — Me34 (= Me14 — NMe) nur fur eine trans-Orientie-
rung maoglich.

Insgesamt kommen Inman et al.* zu zwei Hauptkonformeren, die sich nur durch eine
120 ° Rotation um C1 — C2 — C3 — N unterscheiden. Fur die aromatischen Seiten-
ketten konnten sie zeigen, dass generell zwei verschiedene Konformationen vorlie-
gen konnen — ein sog. Molecular Tweezer und eine close face-face Anordnung. Er-
stere wird als die, vom System bevorzugte, postuliert, wobei insgesamt die
Seitenketten nur einen geringen Einfluss auf die relativen Energien der Strukturen
haben und durch das enthaltene, relativ flexible B-Tyrosin eine Anpassung an
sterische ,Stérungen® moglich ist.

3. 18-gliedrige, peptidische Jasplakinolid ,,Analoga*“
3.1 Allgemeines

Die nachfolgend als Maclac1 und Maclac2 - sie unterscheiden sich wiederum durch
die N-Methylierung in Position 16 voneinander — bezeichneten Makrozyklen stellen
keine direkten Jasplakinolid Analoga dar, da die vorgenommenen Veranderungen
ziemlich weitreichend sind, was bereits in Abb. 25 klar erkennbar ist. Im Folgenden
soll auf deren Struktur naher eingegangen werden, ohne jedoch die Bricke zurtck
zum Jasplakinolid, wie zuvor fur Sy2741 und Sy5141 geschehen, zu schlagen.

" in Klammern die fiir Sy2741/Sy5141 verwendete Numerierung zum besseren Vergleich.
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a-Aminosédure

a-Aminoséure

B-Aminosédure

Maclac1 Jasplakinolid Maclac2

Abb. 25. Strukturelle Unterschiede zwischen dem Naturstoff Jasplakinolid und zwei weiteren makro-
zyklischen Systemen aus der Arbeitsgruppe von Prof. M. E. Maier.

Die Numerierung flir Maclac1 und Maclac2 wurde analog, zu der bei Sy2741 und
Sy5141 verwendeten, gesetzt.

Maclac1 Maclac2

Abb. 26. Numerierung fir Maclac1 und Maclac2.
3.2 Makrozyklen Maclac1 und Maclac2 im Vergleich
Alle Messungen sind — soweit nicht anders angegeben — bei 300 K (Maclac2) bzw.

320 K (Maclac1) und 600.13 MHz Protonenfrequenz in DMSOgs durchgefuhrt wor-
den. Die Eichung erfolgte auf DMSOgs (61 = 2.49 ppm, ¢ = 39.5 ppm). Alle Spektren,
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2D HMQC, ROESY und NOESY sowie Tabellen mit "H- und '*C-Verschiebungen
sind im Anhang zu finden, falls sie nicht hier im allgemeinen Teil vorgestellt werden.
Die Zuordnung war fur Maclac2 mittels 2D DQFCOSY, HMQC und ROESY eindeutig
méglich. Aufgrund zahlreicher Uberlagerungen war die Zuordnung fir Maclac1 nur
durch Vergleich mit Maclac2 moglich.

H.O Me5
Maclac1 2 PMSO  |Aceton meia |¢""
T=320K Me17
11
hit h
14 10 6
2
W7 1 8 h
| L AL T [. = F & & | I+ = & = 7
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm
Me14
Maclac2 H,0 NMe DMSO |Aceton Me5 Il | Me17
T=300K h Me11
10"
2117 :
14\/ : 1"10
5 6] 11
LJL A Vi
sl s ol s s e o e b
40 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Abb. 27. 'H Alkylbereich fiir Maclac1 (320 K) und Maclac2 (300 K) in DMSOgs (600 MHz).

Wie in der nachfolgenden Abb. 28 zu erkennen ist, sind die NH Signale in ihrer In-
tensitat im Verhaltnis sehr viel schwacher (Integral: ca. 0.5:1 fur Maclac1, ca. 0.2:1
fur Maclac2) als die ubrigen (CH-) Signale. Dies liegt daran, dass die Probe zuvor in
MeOHgys vermessen und somit schon ein erheblicher Teil der NH-Protonen durch
Deuterium ersetzt worden war.
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3'2'
2"
Maclac1 4"
T=320K 6"
NH13
NH4
NH16 1119
I : I ] [ " I " I ' I B I ' I ; | S
8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 ppm
372
o 5"
||I an 2 || ANjpn
T —a
Maclac?2
T=300K
NH4
jﬁ“" NH13
: [ i | = [ i I J I‘ E T i | : | i | = [ : I E
8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 ppm

Abb. 28. "H Aromaten- und NH-Bereich fiir Maclac1 (320 K) und Maclac2 (300 K) in DMSQOq (600
MHz).

3.2.1 Temperaturkoeffizienten der NH-Protonen

Es wurde fur beide Substanzen eine Temperaturreihe in DMSQOq4s zwischen 300 und
340 K — in 10 K Schritten — aufgenommen, um Aussagen uber die Beteiligung der
amidischen NH-Protonen an H-Briicken machen zu kénnen. Entsprechende 'H
Spektren und Tabellen mit Ad [Hz]/AT [K] finden sich im experimentellen Teil bzw. im
Anhang.

Maclac1 Maclac2
NH-Atom Steigung [Hz/K] Steigung Steigung [Hz/K] Steigung
[pPpb/K] [Ppb/K]
NH19 -1.8 -3.0 -3.0 -5.0
NH16 -2.4 -4.0 - (methyliert) -
NH13 - - +0.3 +0.4
NH4 - - -0.6 -1.0
NH4/NH13 -0.7 -1.1 - -

Tab. 15. Ubersicht tiber die Temperaturkoeffizienten der amidischen NH-Protonen in Maclac1 und
Maclac2.

Wie schon Abb. 28 zeigt, haben NH4 und NH13 fur Maclac1 die exakt gleiche, che-
mische Verschiebung 6y und wie jetzt Tab. 15 zeigt, auch das gleiche Verhalten bei
Temperaturanderung, so dass auch ihre Temperaturkoeffizienten identisch sind.
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In beiden Verbindungen besitzen diese NH Protonen einen Temperaturkoeffizienten
von < |2 ppb/K| und liegen somit wahrscheinlich in einer H-Brlcke vor. Fur NH19 in
Maclac1 ware eine sehr schwache, transiente H-Bricke denkbar. Allerdings ist der
Temperaturkoeffizient fur NH19 (Maclac1) bereits an der Grenze zum voélligen Feh-
len einer intramolekularen H-Bricke und vollstandiger Orientierung zum LM hin.

20+ Maclac1 20— Maclac2
A
0 . 0 . 4 =
A L ]
A L]
-204 : A i -20 L] .
-
-40 . "E'" -40
z ‘. .
-60 we® -60-
g n
& - g O
-804 -80
4 NH16 A = NH19 a
-1004 = NH19 -1004 s NH4
a20] | 4 NH13/NH4 q20] |4 NH13 i
300 310 320 330 340 300 310 320 330 340
TIK] TIK]

Abb. 29. Temperaturreihen der amidischen NH-Protonen fiir Maclac1 und Maclac2 in DMSQOy¢ zwi-
schen 300 und 340 K (600 MHz).

Ergebnis:
Die Temperaturkoeffizienten von NH4 und NH13 sprechen in beiden Makrozyklen flr

die Beteiligung an einer Wasserstoffbrucke.

3.2.2 Prochirale Zuordnung der Methylenprotonen

Aufgrund der zahlreichen Uberlagerungen im Protonenbereich (siehe Abb. 27 und
28) sowohl fir Maclac1 als auch fur Maclac2 ist eine eindeutige Bestimmung der
Prochiralitat der CHx-Gruppen nur in Ausnahmefallen maoglich.

Zumindest die 3J Kopplungen der CH,-Gruppen geben erste Hinweise auf die Dyna-
mik der makrozyklischen Systeme.

Maclac1 (bei 320 K) Maclac2 (bei 300 K)

2 Jith, Hit 13.5 14.0

3JH1h, H2 n.d. 12.7

3kt H2 3.7 3.6

2 Jreh, Het 13.1 13.1

3JH6h, H5 6.1 ~ 7 (aus COSY)

3 Jhet, Hs 4.1 ~ 5 (aus COSY)
2J10h, Hiot 12.6
SJhton 1 S (H10") =& (H10Y 11.3 (Uber H11)
% Jn1ot, H1t 4.0

Tab. 16. Jyy Kopplungen fir diastereotope CH,-Gruppen in Maclac1 und Maclac2.
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Die Kopplungen lassen den Schluss zu, dass

e in beiden Systemen der Bereich H1"/H1' — H2 relativ stark fixiert und ein Rotamer

dadurch deutlich bevorzugt ist

in beiden Systemen der Bereich H6"/H6' — H5 flexibel ist und aufgrund des vorlie-
genden Rotamerengleichgewichts nur gemittelte Kopplungen abgelesen werden
kdnnen.

fiir Maclac2 auch der Bereich H10"/H10' — H11 in seiner Dynamik eingeschrankt
ist und ein Hauptrotamer bevorzugt vorliegt.

Maclac1 Maclac2
Eingeschrankt flexibel Eingeschrankt flexibel
H1"/ H1'— H2 Zwei Hauptrotamere Zwei Hauptrotamere
Bevorzugt: a/ g* Bevorzugt: a/ g*
Keine eindeutigen ROEs Keine eindeutigen ROEs flr
fur proR/proS proR/proS
Keine Aussage mdglich Eingeschrankt flexibel
H10'/ H10" — H11 8§ (H10") = & (H10Y Zwei Hauptrotamere: a/ g*
Keine eindeutigen ROEs flr
proR/proS
H6'/ H6" — H5 Flexibel Flexibel
mehrere Rotamere mehrere Rotamere
gemittelt gemittelt
ROEs nicht eindeutig ROEs nicht eindeutig

Tab. 17. Prochirale Zuordnung und Bestimmung der Rotamerenverhaltnisse der Methylenprotonen in

Maclac1 und Maclac2.

3.2.3 Strukturermittlung mit Hilfe von ROESY- und NOESY-Daten

Bei der Ermittlung der HH-Abstande aus ROESY- bzw. NOESY-Spektren ergaben
sich mehrere Probleme:

da die NH-Signale aufgrund von friherem Austausch mit Deuterium nicht die
maximale Signalintensitat aufwiesen, musste flr deren integrierte Kreuzsignale
ein entsprechender Korrekturfaktor berticksichtigt werden.

Aufgrund zahlreicher SignalUberlagerungen konnten sehr viele ROEs nicht ein-
deutig zugeordnet werden.

Da die Integration von Me-ROEs bei Eichung auf geminale Protonen eine teil-
weise sehr grosse Differenz zu jenen Werten bei Eichung auf einen Me-Eichab-
stand aufwies, muss fur Maclac1 und Maclac2, im Gegensatz zu Sy2741 und
Sy5141, davon ausgegangen werden, dass es sich nicht um ein gleichmassig
dynamisches System handelt, sondern dass vielmehr die Dynamik der Methyl-
gruppen in den Seitenketten unabhangig von der des makrozyklischen Ringes ist.
Wie schon das vorherige Kapitel gezeigt hatte, sind die Methyleneinheiten in den
Maclac Ringen bei weitem flexibler und weniger eindeutig in ihrer Orientierung
als dies flr Sy2741/Sy5141 der Fall war.
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Aufgrund all dieser eben angeflhrten Fakten ist die Ermittlung einer eindeutigen
Struktur nicht moglich. Die hohe Dynamik der Systeme lasst die Darstellung in Form
einer einzigen 3D-Struktur nicht zu. Die fir Maclac2 nachfolgend gezeigten Daten
sollen dies verdeutlichen.

Die entsprechenden ROESY Ausschnitte fur Maclac2 sind im Anhang wiederge-
geben.

Aus der Integration des "H Spektrums bei 300 K von Maclac2 ergaben sich folgende
Signalintensitaten fir die NH-Protonen:

Signalintensitit im '"H  Faktor fiir Integration

NH19 0.17 1/0.17 - 5.88

NH13 0.18 1/0.18 > 5.56

NH4 0.25 1/0.25 > 4.00
14 =1.000 1.000

Tab. 18. Korrekturfaktoren fiir NH-Protonen von Maclac2.

Diese berechneten Faktoren sind aber fiur eine mdglichst genaue Ermittlung von HH-
Abstanden zu ungenau — ein Integrationsunterschied im 'H von 0.01 bedeutet einen
Unterschied im 2D-Integrationsfaktor von 0.3 — und somit kdnnen Restraints, die NH-
Protonen betreffen, nicht in die Rechnung miteinbezogen werden.

Die Eichung der HH-Absténde erfolgte auf die geminalen Protonen H1" — H1' (= 1.8
A) bzw. im Falle von Me-ROEs auf H5 — Me5 (= 2.15 A). Ferner war die Bestimmung
der Me-Abstande mit einem entsprechenden Eichabstand nur aus dem NOESY
Spektrum (t, = 600 msec.) mdglich, da im ROESY Spektrum alle moglichen Me-
Eichabstande COSY-Artefakte anstelle von ROE-Kreuzsignalen aufwiesen.

Abstand Aus ROESY Aus NOESY Differenz [A]
(geminale Eichung) [A] (Me-Eichung) [A]

14 — NMe(16) 2.0 2.85 0.85
Me14 — NMe(16) 2.5 2.7 0.2
Me17 — NMe(16) 2.25 2.5 0.25

1"/10' — Me5/Me11 2.5 2.5 0.0
6"/10" — Me5/Me11 2.3 2.3 0.0
NH4 — Me5/Me11 2.4 2.25 0.15
NH13 — Me14 2.6 2.2 0.4
NH19 — Me17 3.3 2.8 0.5

Fur NH-ROEs sind die Korrekturfaktoren bertcksichtigt

Tab. 19. Vergleich der Me-Abstande bei verschiedenen Eichungen.
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Fir ROEs zur N-Methyleinheit sind die Differenzen besonders gross, hier liegt wahr-
scheinlich eine veranderte Dynamik im Vergleich zum makrozyklischen Ring vor. Fur
ROEs zwischen NH und Methyl hat man zwei Unwagbarkeiten — die verminderte NH-
Signalintensitat und die unterschiedliche Me-Dynamik — so dass jene berechneten
Abstande nur als grobe Richtwerte dienen sollten, und wie schon fur die NH-ROEs
der Fall, nicht als Restraints in der MD Simulationen eingesetzt werden konnen.

Die ROEs zwischen Methylgruppen und CH-Protonen zeigen keinen grossen Unter-
schied, dennoch kann man von einer unterschiedlichen Dynamik — wie spater noch
fur Maclac1 gezeigt werden wird — ausgehen.

Far Maclac2 wurden mehrere MD Simulationen (10 x 10ps bei 300K) durchgefuhrt,
wobei die gesetzten Restraints — HH-Abstande und Torsionswinkel — variiert wurden.
Allerdings zeigte sich deutlich, dass aufgrund der hohen Dynamik des Systems keine
Struktur erhalten werden kann, die den experimentell ermittelten Werten (ROEs, J
Kopplungen) gerecht wird.

Bleibt nur die Moglichkeit, auf einige experimentelle Werte, die eindeutige (Teil-)Aus-
sagen uber die Struktur zulassen, naher einzugehen.

Ein Punkt sind evtl. vorliegende cis-Amidbindungen. Wie die *Jyu . Werte in Tabelle
20 zeigen, besitzt NH13 eine Kopplung von nur ca. 5.5 Hz — ein Wert, der eher
Richtung cis-Amidbindung tendiert. Da das betreffende NH-Signal relativ breit ist und
auch aus dem Lorentz-Gauss-transformierten 'H Spektrum die Kopplung nur
schlecht abgelesen werden kann, ist dieser Sachverhalt nur durch entsprechende
ROE Daten zu be- oder widerlegen. Und in diesem Falle kann man nur tber das
Fehlen bestimmter ROEs Strukturaussagen treffen.

So sind fiir cis-Amidbindungen besonders intensive a-o-ROEs zu beobachten.™

Dies waren fur Maclac2:

H2 — H5 - kein ROE

H11-H14 - kein ROE (dieser ware fir NH13 in cis-Stellung vorhanden)
H14 — H17 -> nicht eindeutig; wenn ja, dann im Rauschen

H17 — H2 - keine Aussage mdglich, da 17 und 2 Uberlagert sind
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Torsionswinkel = 180°
- trans-Amidbindung

Torsionswinkel = 0°
- cis-Amidbindung

Ho 225 A Ha

Abb. 30. Darstellung des a-o-Abstandes bei cis- bzw. trans-Amidbindung am Beispiel eines Tetra-
peptids.

Somit liegen im Hauptkonformer von Maclac2 ausschliesslich trans-konfigurierte
Amidbindungen vor.

NH-Proton 3Jnu he [HZ] I, e [HZ]

Maclac1 Maclac2
NH19 8.3 9.0
NH16 ~3.3 (breit) N-methyliert
NH13 8.1 ~5.5 (breit)
NH4 8.1 8.1

Tab. 20. 3JNH, He Kopplungen der amidischen NH-Protonen in Maclac1 und Maclac2.

Diesen 18-gliedrigen Ringen und den zuvor vorgestellten 19-gliedrigen Systemen ist
zudem die Pendelbewegung der 1,3-disubstituierten Phenyleinheit gemein.

Die niedrigen Temperaturkoeffizienten von —1.0 ppb/K fur NH4 und +0.4 ppb/K fur
NH13 machen deren Beteiligung an H-Brucken wahrscheinlich. Fur NH4 ist dies
auch in Einklang mit ROE Daten, die die Ausbildung einer BII'-Turn ahnlichen Struk-
tur, wie in Abb. 31 gezeigt, stutzen (siehe Experimentalteil). Dabei bildet NH4 eine
transannulare H-Briicke zu CO(15) aus.

Der niedrige Temperaturkoeffinzient fir NH13 ist nicht in Einklang zu bringen mit den
urbigen, experimentellen Daten, also den ROEs, die all-trans Amidbindungen stut-
zen. Fur NH13 ist kein Partner flr eine H-Bricke in geeigneter Entfernung oder
geometrischer Anordnung vorhanden.

Somit ist zwar NH13 starker vom LM abgeschirmt (dies ist die eigentliche Bedeutung
eines niedrigen Temperaturkoeffizienten) als NH19, eine H-Bricke kann fir NH13
jedoch nicht bestatigt werden.
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Winkel Maclac2 BlI*-Turn

D41 81° 60°
Wit -108° -120°
(O -81° -80°
Wi -1° 0°

Maclac2 mit H-Briicke Idealer pII'-Turn
Abb. 31. und Tab. 21. Ausschnitt aus Maclac2 Struktur (MD 2ps bei 400 K; gesetzte Restraints:
postulierte H-Briicke, trans-Torsionswinkel fir Amidbindungen) und idealer BlI'-Turn. Die H-Briicke ist
durch eine punktierte Linie dargestellt. Vergleich der ®/¥ Winkel der beiden Schleifenstrukturen.

Noch kurz ein Wort zum Vorliegen eines Nebensignalsatzes, wie es flir eine N-me-
thylierte Amidbindung zu erwarten ist. Fur Maclac2 erhalt man sogar zwei weitere
Signalsatze, allerdings sind diese — wie schon bei Sy5141 der Fall — verschwindend
klein und gehen annahernd im Rauschen unter, so dass der Hauptsignalsatz zu
mehr als 99% populiert ist.

In nicht Uberlagerten Bereichen des NOESY Spektrums kdonnen zu jedem Signal des
Hauptsignalsatzes eindeutig zwei Austauschsignale identifiziert werden. Um welches
weitere Nebenkonformer (ausser cis-Amid in Position 16) es sich handeln kdnnte, ist
nicht bekannt.

ppm
3.4

3.6

3.8

4.0

4.2

4.4+

5'0_ = T T T =
5.0 g . 7 i g 3.8 3.6 3.4 ppm

Abb. 32. NOESY Auschnitt fir Maclac2 aus dem CH-Bereich. Der Hauptsignalsatz ist in blau darge-
stellt. Die entsprechenden Nebensignale in rot (300 K, DMSOQOgg, t,,= 600 msec).
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Eine ungewohnliche Beobachtung konnte noch fur Maclac1 bei Aufnahme eines
NOESY Spektrums bei 300 K gemacht werden. Hier besitzen die NOE Kreuzsignale
der aromatischen Seitenkette und die NOE Kreuzsignale zu den Methylgruppen ein
negatives Vorzeichen (positiver NOE), wohingegen alle Ubrigen Kreuzsignale posi-
tives Vorzeichen besitzen. Dieses ,Phanomen® tritt bei Messungen bei 300 K auf, ist
bei Erhdhung der Temperatur auf 320 K jedoch verschwunden. Auch aufgrund die-
ses Ergebnisses kann von einer unterschiedlichen Dynamik von Seitenketten (inkl.
Methylgruppen) und Makrozyklus ausgegangen werden.

H,0 NH13/NH4
1 e b TR
5/2 . i«
1
17
ppm ppm
1.04 Me17 Mell Me11 § 1.0
Me5/Me14 MeaMtd e T K Me5/Me14
1.5 1.5+
2.0 R 7. . 2.0
I ey b e “
2.5 IO . : 2 ey 2.5 11/5% 911-'ﬁh
: oS ' 10" @10
h g L
14 & A" t
3.0 3.0 ¢ 3 8
t [~
SRR it (om
3.5 3.5 s
oc
. L
4.0 4.0 144{’:’2@ 9@ o2
&
4.5 T T T f T T T 4.5 T o P T
45 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 ppm 74 72 70 68 ppm

Abb. 33. Ausschnitte aus dem NOESY Spektrum von Maclac1 bei 300 K. Deutlich zu erkennen die
unterschiedlichen Vorzeichen der Kreuzsignale (300 K, DMSOQOgg, t,, = 600 msec.).
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4. Zusammenfassung

Far die untersuchten, peptidischen Jasplakinolid Analoga — Sy2741, Sy5141,
Maclac1 und Maclac2 - konnte im Falle der 19-gliedrigen Makrozyklen Sy2741 und
Sy5141 eine grossere Rigiditat des Ringes im Vergleich zu Jasplakinolid festgestellt
werden. Ansonsten sind diese Systeme sehr gut mit dem Naturstoff Jasplakinolid
vergleichbar — sie zeigen wie dieser keine Ausbildung von Wasserstoffbricken und
keine Populierung des cis-Rotameren bei N-Methylierung in Position 16. Obwohl eine
N-Methylierung eine genugend hohe Barriere darstellt, um im NMR fur jedes Rota-
mer einen separaten Signalsatz zu erhalten, liegt der Anteil des Nebenrotamers flr
Sy5141 im Bereich von < 1% und deckt sich damit mit den Ergebnissen fur Jaspla-
kinolid aus der Literatur.*

Die neu eingeflhrte 1,3-disubstituierte Benzyleinheit zeigt eine Pendelbewegung um
eine Vorzugsachse, wobei es sich dabei nur um eine schwache Auslenkung und
keine vollstandige Rotation um diese Achse handelt.

Die Orientierung der beiden aromatischen Seitenketten wurde im Rahmen dieser
Arbeit zwar nicht untersucht, es konnte aber gezeigt werden, dass die Makrozyklen
Sy2741 und Sy5141 eine einheitliche Dynamik aufweisen und die Seitenketten keine
vom Rest unabhangige, beschleunigte Rotation besitzen.

Davon vollig verschieden verhalten sich die, um ein Kohlenstoffatom verkleinerten,
Makrozyklen Maclac1 und Maclac2. Sie weisen beide jeweils eine transannulare
Wasserstoffbriicke auf, sind aber insgesamt sehr viel flexibler als die zuvor bespro-
chenen Makrozyklen und das natiurliche Analogon Jasplakinolid. Eine eindeutige
Struktur konnte aufgrund der hohen Flexibilitat und zahlreicher Signaluberlagerungen
nicht ermittelt werden. Zudem hatte sich gezeigt, dass im Falle dieser 18-gliedrigen
Makrozyklen die Dynamik von Seitenketten und Ring unterschiedlich ist. Deutlich war
dies fur Maclac1 im NOESY Spektrum bei 300 K zu beobachten. Hier hatten die
NOE Kreuzsignale unterschiedliche Vorzeichen, je nachdem ob es ein NOE Kontakt
zu einem Proton einer Seitenkette oder einem Ringproton war.

Zu diskutieren ware beim Vergleich der 19- mit den 18-gliedrigen Analoga, ob die in
Sy2741/Sy5141 vorhandenen aromatischen Seitenketten — Indol und p-Methoxy-
phenyl — tatsachlich einen Einfluss oder evtl. stabilisierenden Effekt auf das makro-
zyklische Ringsystem ausuben. Dies wuirde die stark erhohte Flexibilitat von Maclac1
und Maclac2 zumindest teilweise erklaren.

Zusammenfassend kann festegestellt werden, dass die 19-gliedrigen Makrozyklen
Sy2741 und Sy5141 strukturell in sehr guter Ubereinstimmung mit dem Naturstoff
Jasplakinolid sind und eine noch gréssere Rigiditat des Ringsystems besitzen. Wo-
hingegen die 18-gliedrigen Makrozyklen Maclac1 und Maclac2 sehr viel flexibler als
alle anderen hier besprochenen Makrozyklen und nur wenig bis gar nicht mit dem
naturlichen Analogon vergleichbar sind.
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4’-modifizierte DNA Tetramere —
Strukturanalyse fur Einzel- und
Doppelstrang






4'-modifizierte DNA-Tetramere

1. Allgemeines

Die DNA — der Trager unserer Erbinformation — besteht aus insgesamt ca. 3 Milliar-
den Basenpaaren und kodiert die Synthese fir etwa 100.000 verschiedene Proteine.
Aber nicht nur die fehlerfreie Synthese aller Proteine unseres Organismus ist von
entscheidender Bedeutung, sondern auch die korrekte Vervielfaltigung und Weiter-
gabe des genetischen Materials." Hierbei spielen die DNA Polymerasen eine wich-
tige Rolle. Seit der Entdeckung der doppelhelikalen Struktur der DNA vor mehr als 50
Jahren durch Watson und Crick ? ist die Forschung auf dem Gebiet der Entschliis-
selung und dem Verstandnis Uber die Weitergabe des genetischen Materials enorm
vorangeschritten. Ein Bereich, der seit geraumer Zeit intensiv bearbeitet wird, ist, die
Struktur und Funktion der DNA mit strukturell veranderten Basen oder verandertem
Backbone zu imitieren. Allgemein sind drei Ansatzpunkte fiir eine gezielte Anderung
der DNA vorhanden: (1) die a-Phosphatgruppe, sie sitzt direkt am 5°OH der Desoxy-
ribose, (2) die Zuckereinheit, im Falle der DNA die Desoxyribose und (3) die Nukleo-
tidbasen.

Um die Purin- und Pyrimidinbasen der DNA zu variieren gibt es verschiedene Mog-
lichkeiten %4, z.B.’

- Anderung des H-Briickenmusters durch Anderung des Donor- und Akzep-
tormusters paarender Basen (z. B. iso-C / iso-G)

- Neue Basen, die ein Watson-Crick H-Brickenmuster ausbilden

- Modifizierung der H-Brucken bildenden, funktionellen Einheiten, so dass
keine H-Brucken zwischen den Basen mehr moglich sind

- Ersatz durch strukturell ahnliche, unpolare ,Basen®, die keine H-Bricken
mehr ausbilden kdonnen.

Die Variation der a-Phosphatgruppe besteht z.B. in einem Austausch ihres sp-hybri-
disierten Sauerstoffs durch Schwefel oder eine Methylgruppe.**

Variationen des negativ geladenen Zucker-Phosphat-Ruckgrats der DNA sind uUber
verschiedene Ansatzpunkte moglich:

- Anderung der Gesamtstruktur: zirkuldre DNA-Fragmente °
- peptidische Nukleinsduren (PNA) als achirales, ungeladenes Analogon *
- Modifikation der Desoxyribose, z.B. in Form einer Alkylierung an C4‘ > °

Der letztgenannte Punkt — die Alkylierung des C4‘' der Desoxyribose — ist etwas
naher erlautert, handelt es sich doch um die Modifikation der im Folgenden unter-
suchten DNA Tetramere. Dabei sind die, in der Arbeitsgruppe von Prof. A. Marx

" Bei den Literaturstellen [3] und [4] handelt es sich um Reviews zu diesem Thema. Die Literaturstellen
zu den einzelnen Unterpunkten sind diesen zu entnehmen.
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synthetisierten, Nukleotidbausteine ausschliesslich Thymidine, die an C4‘ unter-
schiedliche Substituenten tragen, z.B. Methyl, Ethyl, Isopropyl oder Vinyl (Abb. 1).

HO HO

HO HO
o Thymin o Thymin o Thymin o Thymin
N N N N
H /
HO HO HO HO

Abb. 1. Beispiele flir C4*-modifizierte Thymidine aus der Arbeitsgruppe von Prof. A. Marx

Von ihrem Potential als Therapeutikum im medizinischen Bereich abgesehen, haben
sich C4‘-alkylierte Nukleotidbausteine als hervorragendes Hilfsmittel bei der Untersu-
chung komplexer biologischer Prozesse erwiesen. So sind sie vor allem bei der
Untersuchung der Funktion und des Wirkungsmechanismus des Enzyms DNA Poly-
merase von groRer Bedeutung.® Interessant sind besonders die Eigenschaften dieser
modifizierten Bausteine. So behindert eine Alkylierung an Position C4' weder die
Ausbildung des basenspezifischen H-Brlickenmusters im Doppelstrang, noch die
Nukleobasenstapelung benachbarter Basen im Strang.® Der Alkylrest an C4‘ zeigt in
Richtung der kleineren Furche doppelstrangiger DNA und fihrt zu keiner signifi-
kanten Anderung bei der Ausbildung des Doppelstranges, wie die von Marx et al.
gemessenen Schmelztemperaturen T, zeigen.” Weitere Untersuchungen in der Ar-
beitsgruppe von A. Marx haben gezeigt, dass der Einbau von C4‘ methyliertem Thy-
midintriphosphat (TTP) in den Primerstrang eine hdhere Selektivitat fur die paarende
Base aufweist als unmodifiziertes Thymidintriphosphat.8 Das heisst, der Einbau von
Thymin gegentber von Cytosin oder Guanin (also mit Thymin nicht paarenden Ba-
sen) ist fur C4‘ methyliertes TTP um etwa Faktor 100 selektiver als fur unmodifi-
ziertes TTP. Ist die Alkylgruppe an Position C4‘ jedoch sterisch anspruchsvoller (z. B.
iso-Propyl), so ist aufgrund der sterischen Hinderung der Einbau in den Primerstrang
auch gegeniiber von Adenin i. Vgl. zu unmodifiziertem TTP deutlich reduziert.®
Enthalt jedoch der Templatstrang ein C4° modifiziertes Thymin, so ist die Unterschei-
dung fir den Einbau einer fehlerhaften Base im Primerstrang ahnlich effektiv wie fur
nicht modifiziertes Thymin.® Aus diesen Ergebnissen folgerten Marx et al., dass die
Wechselwirkungen zwischen Enzym und Substrat (= DNA), die fur die Selektivitat
des Enzyms entscheidend sind, hauptsachlich den Zuckerbaustein des eintretenden
Triphosphats betreffen.®

Eine interessante Anwendung ihrer Ergebnisse beschreiben Marx et al. in '°, so dient
C4' vinyliertes Thymin am 3' Ende des Primerstranges bei der PCR (Polymerase
Chain Reaction) dazu, die ihm, im Templatstrang gegentber liegende, Base mit ho-
herer Selektivitat zu erkennen als ein unmodifiziertes 3' Primerende. Daraus resul-
tiert eine weitere Verlangerung des Primerstranges im Falle von Adenin, ein Abbruch
der Strangsynthese im Falle von nicht kanonischen (also nicht mit Thymin paaren-
den) Basen. Dieser Effekt zeigt sich am starksten fur Vinyl in 4° Position. Diese An-
wendung ist besonders interessant, um Variationen einzelner Basen im Genom des
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Menschen zu identifizieren, zumal diese minimalen Anderungen der Sequenz (SNP:
Single Nucleotide Polymorphism) fur die von Patient zu Patient unterschiedliche
Wirksamkeit von Medikamenten und eine Pradisposition fur bestimmte Krankheiten
mitverantwortlich gemacht wird.™

3 DNA Templatstrang 3 DNA Templatstrang
e 5 e 5
5,_ .\_’ 51 _ .\
Primerstrang Primerstrang ?
T

Kanonische Base: C
Fehlpaarungen: A/G/T

- eine Basenfehlpaarung tritt mit dem
4’ modifizierten Nukleotid um bis zu Faktor 100 seltener auf

Fehlpaarung Fehlpaarung
DNA Templatstrang

Primerstrang \?

Primerstrang \

- die Strangfortfiihrung nach einer Basenfehlpaarung wird durch
ein 4’ modifiziertes Nukleotid sehr viel effektiver unterbunden

: DNA Templatstrang : DNA Templatstrang
s 5 - 5

5,— ¥ 5! _
Primerstrang \ Primerstrang
Kanonische Base: A Kanonische Base: A
Fehlpaarungen: C /G /T Fehlpaarungen: C/G/T

- Fehlpaarungen in beiden Féllen dhnlich hdufig
- keine Effekte durch 4’ modifiziertes Nukleotid
im DNA Templatstrang

Abb. 2. Graphische Darstellung der Auswirkungen des Einbaus eines 4° modifizierten Nukleotids in
Primer- bzw. Templatstrang bei der DNA Replikation.

Auf struktureller Seite konnten Marx et al. ferner zeigen, dass durch Alkylierung an
C4‘ zwar das Ruckgrat aus Wassermolekilen, welche sich in den Furchen der DNA
Doppelhelix befinden, unterbrochen wird, dies jedoch zu keinem Verlust an Stabilitat
der Duplexstruktur fihrt."" Verschiedene, untersuchte doppelstriangige Oligonukleo-
tide zeigten annahernd keine Abhangigkeit ihrer Schmelztemperatur T, vom Vorlie-
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gen einer (oder mehrerer) C4‘ Methyl- bzw. Ethylgruppe(n) im Vergleich zum unmo-
difizierten Oligonukleotid. Auch die aufgenommenen CD Spektren sind nahezu dek-
kungsgleich — unabhangig sowohl von der Groe der eingefuhrten Alkylgruppe als
auch von ihrer Position im Strang.® Dies ist gleichbedeutend mit einer nur geringen
Abhangigkeit der Helixkonformation von einer C4‘ Alkyl Modifizierung.""

Da die oben genannten Methoden sog. ,Bulk® Methoden sind, mit Hilfe derer nur eine
gréssere Anderung der Struktur beobachtet werden kann, wird im Folgenden die
Untersuchung modifizierter und unmodifizierter DNA Tetramere aus der Arbeits-
gruppe von Prof. A. Marx mittels hochaufldsender NMR Spektroskopie vorgestellit.
NMR gestattet eine Untersuchung der Tetramere auf atomarer Ebene und kann so-
mit auch geringe Anderungen in der Struktur sichtbar machen. So ist zum Beispiel
zusatzlich zu Aussagen uber die Orientierung der einzelnen Basen fur kirzere DNA
Strange auch das unterschiedliche Ringpuckering der Desoxyribosebausteine ein-
deutig zu bestimmen.

Eine grundlegende Anderung der Struktur durch Alkylierung an C4' ist aufgrund der
Schmelztemperaturmessungen und der CD spektroskopischen Untersuchungen
nicht zu erwarten; allerdings kann die NMR spektroskopische Untersuchung durch
Messung im Schmelzbereich der DNA Tetramere Aufschluss Uber evtl. auftretende
Unterschiede bei der Doppelstrangbildung geben.

Im Folgenden seien drei, in der Arbeitsgruppe von Prof. A. Marx synthetisierte, DNA
Tetramere und deren NMR spektroskopische Untersuchung gezeigt.
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2. Ermittlung der Konformation der Einzelstrange
2.1 Allgemeines zu den strukturellen Eigenschaften von DNA

Die Bausteine der DNA — die Nukleotide — bestehen aus einer Desoxyribose, die an
C1° eine von vier moglichen Basen tragt (Abb. 3). VerknlUpft werden die einzelnen
Nukleotide Uber Phosphodiester an O3‘ und O5‘ — der daraus entstehende DNA Ein-
zelstrang kann sich Uber Wasserstoffbricken (Abb. 4), die von den Basen ausge-
bildet werden, mit einem zweiten Strang paaren. Dieser Doppelstrang weist, im Falle
der DNA, eine helikale Struktur auf.'?

Guanin Adenin

Abb. 3. Desoxyribose als Zuckereinheit der DNA-Bausteine (links) und die vier in der DNA vorkom-
menden Basen (rechts) mit ihrer Numerierung.

Abb. 4. Die klassischen Watson-Crick Wasserstoffbriicken zwischen Adenin (A) und Thymin (T) bzw.
Guanin (G) und Cytosin (C), wie sie im DNA-Doppelstrang vorkommen. Neben diesen gibt es noch
viele weitere, mogliche H-Brickenmuster, wie z. B. die sog. Hoogsteen Wasserstoffbriicken."

Verschiedene Parameter charakterisieren die 3-dimensionale Struktur einer DNA
Doppelhelix.
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Bereits bei den einzelnen Nukleotidbausteinen gibt es ver- HO o Base
schiedene mégliche Konformationen, wie diese vorliegen 5 Ende

konnen. Zum einen kann die Desoxyribose unterschied- S
liches Ringpuckering zeigen — sie liegt in einer sog. Enve- 0=F[’—0'
lope-Form vor, wobei sich eine oder mehrere Ecken des (I)

befinden. In den gangigen DNA Helices liegt die Zuk-
kereinheit bevorzugt als C2-endo (B-DNA) oder als C3'-
endo (A-DNA) vor (Abb. 6)." .
Das bezeichnete C-Atom ist jenes, welches sich ausser- |
halb der von C1‘, O4‘ und C4‘ definierten Ebene befindet; wase

Rings ober- oder unterhalb einer definierten Ringebene 1 0 B| ase

endo bedeutet, dass sich jenes C-Atom auf derselben
Seite des Ringes wie C5‘ befindet. Da die bendtigte Ener-

gie fuir einen Ubergang zwischen den einzelnen Puckering &
Konformationen relativ gering ist, hat man i.A. ein Gleich- 0=p=0
gewicht aus mehreren Konformationen vorliegen, wobei Base
die oben genannten die in der DNA bevorzugten Konfor- °
mationen darstellen.
OH
3’ Ende

Abb. 5. DNA Einzelstrang mit Phosphodiesterbriicken

5 vy Base 5 3 Base
O 1’ 4 0 2=’ 1
C2’-endo C3’-endo

Abb. 6. Die in DNA bevorzugt auftretenden Ringpuckering Konformationen C2‘-endo und C3*-endo.

Auch bei der Ausrichtung der Base relativ zu ihrer Zuckereinheit sind zwei Haupto-
rientierungen moglich, sie werden als syn (y= ~ 60°) und anti (y= ~ -130°) bezeich-
net. Dies wird durch den Winkel y zwischen O4‘-C1°-N9-C4 fur Purinbasen bzw. O4'-
C1°-N1-C2 fur Pyrimidinbasen definiert (Abb. 7). Die Pyrimidinbasen Cytosin (C) und
Thymin (T) kommen ausschliesslich in anti Orientierung vor, die Purinbasen Adenin
(A) und Guanin (G) konnen beide Orientierungen einnehmen, kommen aber eben-
falls bevorzugt in anti Orientierung vor (Abb. 8)."% 16

- 328 -



4'-modifizierte DNA-Tetramere

180° 180°

anti

-110°
-90° 90° 90°
high anti—
_600 Syn
60° bis 80°
Purinbase Pyrimidinbase

Abb. 7. Darstellung des Winkels y fiir Purin- bzw. Pyrimidinbasen."’

L{/> Q}) )

SN
HOH,C HOH,C HOH,C N~ ~Oo

Oﬁ—‘x O\“]“%

NH

HO HO HO

anti-Adenosin syn-Adenosin anti-Cytidin

Abb. 8. syn- und anti-Konformation fiir Purinbasen am Beispiel von Adenin, und die bei Pyrimidinba-
sen ausschliesslich vorliegende anti-Konformation am Beispiel von Cytosin.

Bei der Ausbildung der doppelstrangigen DNA gibt es viele Parameter, welche fur die
3-dimensionale Struktur der Helix entscheidend sind. Daher sei hier nur eine Uber-
sicht Uber die, fur die drei am haufigsten auftretenden Helixtypen, charakteristischen
Parameter wiedergegeben (Tab. 1). Die als B-DNA bezeichnete Struktur ist die in
kurzen DNA und DNA/RNA Hybriddoppelstrangen anzutreffende Helix; A-,DNA®
kommt nur in RNA vor und Z-DNA gelegentlich in DNA, falls (1) Substituenten an der
C5 Position von Cytosin vorhanden sind, (2) hohe Salzkonzentrationen vorliegen
oder (3) eine alternierende Sequenz von Purin- und Pyrimidinbasen der Fall ist.

Helix Parameter B-DNA A-DNA Z-DNA
Helikaler Drehsinn rechts rechts links
Basenpaare pro helikaler Windung 10.0 10.9 12.0
Helikaler Anstieg pro Basenpaar 34A 20A GC35A
CG4.1A
Helikale Ganghohe 34.0 A 31.6 A 45.6 A
Winkel y (glykosidische Bindung) anti anti C anti
G syn
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Desoxyribose Konformation C2‘ endo C3‘endo C C2'endo
G C3'endo
Basenpaarung Watson-Crick Watson-Crick  Watson-Crick
Wiederholungseinheit 1 Basenpaar 1 Basenpaar 2 Basenpaare
Helikale Windung pro Basenpaar 36° 33° GC -51°
CG-9°
Achsenverschiebung 0 4 A -3 A
Grosse Furche tief, breit sehr tief flach
Kleine Furche tief, eng flach sehr tief
Neigung der Basen -2° 13° 9°

Tab. 1. Zusammenstellung wichtiger DNA-Doppelhelix Charakteristika.'
2.2 Wichtige NMR Parameter fiir DNA Strukturen

Um die hauptsachlich vorliegende Ringkonformation zu bestimmen, hat man zwei
experimentelle Parameter:

1. die ®Jun Kopplungen fiir Protonen an C1‘, C2, C3‘ und C4* innerhalb der
Desoxyribose; mit Hilfe der Karplusbeziehung (1) kann hieraus das Ring-
puckering ermittelt werden.

2. signifikante ROEs, die innerhalb der Desoxyribose auftreten; nach Inte-
gration und Bezug auf einen Referenzabstand kann aus dem erhaltenen
ROE Muster auf das Ringpuckering rickgeschlossen werden.

Die allgemeine Formel der Karplusbeziehung lautet:
3J(HCCH) = A*cos®0 + B*cosO + C (1)

Die Variablen A, B und C sind empirische Parameter und betragen fiir DNA:"®
A=117 B=-04 C=0

Somit ergibt sich die fir DNA glltige Karplusbeziehung zu:
3J(HCCH) = 11.7*cos’0 — 0.4*cosb (1.1)

Der aus den >Juy Kopplungen ermittelte Torsionswinkel 6 kann in nachfolgende Glei-

chungen eingesetzt werden und man erhalt hieraus die Parameter P, den Phasen-
winkel der Pseudorotation, und ym, die Puckering Amplitude."

012 = 121.4 + 1.03*yp*cos(P-144°) (2.1)
0 12+ = 0.9 + 1.02* yp*cos(P-144°) (2.2)
0 23 = 2.4 + 1.06* ym*cos(P) (2.3)
0 23 = 122.9 + 1.06* yr*cos(P) (2.4)
0 34 = -124.0 + 1.09* yn*cos(P+144°) (2.5)
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[ o 0 o o o
Lls o . o B o ] o ° o
P 0§ 2 % oz % 8 % &
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G 36 72 106 144 180 216 252 288 324 360
Pseudo-rotation

Abb. 9. Darstellung der Karpluskurven fir Desoxyribose (aus 20). Die y-Achse gibt den Wert fur die
3JHH Kopplung in Hz wieder.

Da jedoch die *Jny Kopplungen fiir H2'/H2* sehr schlecht oder gar nicht ermittelt
werden kdnnen — aufgrund eines vorliegenden AB Spinsystems — ist die Bestimmung
des Ringpuckerings aus den 3Ju Kopplungen nur begrenzt anwendbar.

Die zweite Mdoglichkeit, Uber das ROE Muster das Ringpuckering zu bestimmen,
setzt voraus, dass eine geminale CH,-Gruppe mit separierten Signalen oder ein an-
derer ROE als Eichabstand verwendet werden kann. Die Formel fur die Ermittlung

eines HH-Abstandes aus Integralen der ROESY-Kreuzsignale lautet:?’
fia = 1 * (Vi / Vig) (3)
mit ry = zu bestimmender Abstand rij = Abstand der Referenzprotonen
Vi = Integral des ROE-Kreuzsignals Vij = Integral d. ROE-Kreuzsignals

der Referenzprotonen
Fir diastereotope, geminale Protonen betrégt der Abstand (r;j) 0.180 nm.??
Nachfolgend seien die, fur die beiden am haufigsten vorkommenden Ringkonforma-

tionen — C2'-endo und C3‘-endo — relevanten HH-Abstande im Desoxyribosering ge-
zeigt (Abb. 10 und Tab. 2).
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5’
26A

4! 1!

C2’-endo C3’-endo

Abb. 10. Die in DNA/RNA-Nukleotiden am haufigsten vorkommenden Ringpuckering Konformationen;
nur die signifikant unterschiedlichen ROEs sind gezeigt. (Werte aus *%)

ROE fiir C2-endo [A] fiir C3‘-endo [A]

(P ~ 160°) (P ~ 20°)
H1 - H2' 2.8-209 2.5
H1 = H2" 2.2 2.2
H2 — H3* 2.3 2.3
H2“ — H3' 25-26 2.9
H3 - H4' 2.6 2.8-209
H1 - H4* 2.8 3.2-3.3
H2 — H4' 3.6 3.5-3.6
H2“ — H4' 3.7 2.3
H1‘ — H3* 3.5 3.6

Tab. 2. Ubersicht ber alle innerhalb des Desoxyriboserings vorkommenden HH-Abstande fiir C2‘-
endo und C3‘-endo.

Anhand der experimentell ermittelten ROE Abstande kann man abschatzen, welches
Konformer bevorzugt vorliegt.

Ein weiterer, wichtiger Faktor ist die Ausrichtung der Basen relativ zu ihrer Zuk-
kereinheit. Auch dies ist Uber ROE Abstande ermittelbar. Wie zuvor bereits erwahnt,
liegen die Pyrimidinbasen C und T ausschliesslich in anti-, die Purinbasen A und G
sowohl in anti- als auch in syn-Anordnung vor. Nur fir diese drei Falle werden nach-
folgend charakteristische ROEs dargestellt (Abb.11), wobei fur die anti-Orientierung
ein Bereich von = -90° - -170°, fur die syn-Orientierung ein Bereich von y= 40° - 90°
uberstrichen wird. Sowohl fir A-DNA als auch fur B-DNA liegt y fur die anti-Orientie-
rung im angegebenen Bereich. Im Falle von Thymin anstelle von Cytosin betragt der

Abstand der Protonen der Methylgruppe (H7) zu H1‘ der Zuckereinheit ca. 4.4 — 4.8
A.22
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anti-Adenosin syn-Adenosin anti-Cytidin

Abb. 11. Charakteristische ROE Abstande fiir die Orientierung der Base.(Werte aus %)

Um nun innerhalb eines DNA-Einzelstranges die Abfolge der Nukleotideinheiten be-
stimmen zu kénnen, sind wiederum charakteristische ROEs zu suchen. Zieht man
nur ROEs von nichtlabilen Basenprotonen in Betracht und beschrankt sich auf die B-
DNA als Helixkonformation, so ist das in Abb. 12 abgebildete ROE Muster fur die
sequentielle Zuordnung von Bedeutung. Eine Ubersicht Uber die charakteristischen
ROEs, sowie die zugehdrigen Abstande gibt Tab. 3 erganzend zu Abb. 12 wieder.

ROE Abstand [A]
H6 / H8 — H2" (i) ]
H2" — H6 (s) 2.2
H2 — H8 (s) 2.1
H6 — H1* (i) 35
H8 — H1* (i) 37
H1‘ = H6 (s) 3.5
H1* = H8 (s) 3.6
H6 — H5 (s) 3.9
H6 — H7 (s) 3.8
H8 — H5 (s) 3.9
H8 — H7 (s) 3.8
H2 — H2 (s) 3.6

Tab. 3. ROEs zur sequentiellen Zuordnung im DNA-Doppelstrang (B-DNA). ,i“ bedeutet ,intranu-
kleotid“ und ,s* bedeutet ,sequentiell“. (Werte aus %)

In Abb. 12 sind die verschiedenen ROE-,Netze® farblich unterschieden. So gelangt
man immer vom Proton der eigenen Base zum H1‘ des zugehdrigen Zuckers, von
dort zum Proton der darauffolgenden Base. Ebenso ist es mdglich, vom Proton der
eigenen Base zum eigenen H2‘ zu sehen, vom H2“ desselben Kohlenstoffs weiter
zum Proton der darauffolgenden Base. Diese beiden Ketten sollten zum gleichen
Ergebnis bei der Sequenzanalyse des DNA-Stranges fuhren. Nur dann ist die ge-
troffene Zuordnung in sich schlussig. Als weitere Hilfe konnen die zwischen Protonen
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benachbarter Basen auftretenden ROEs be- 4
trachtet werden. Allerdings sind diese oftmals
sehr schwach und konnen im ROESY evtl. A
nicht detektiert werden.
A
C
Abb. 12. DNA Einzelstrang mit sequentiellen ROEs.*® T
Falls ein DNA-Doppelstrang vorliegt, werden 3

immer die labilen, also aciden, Protonen

(NH-Protonen) der Basen fir ROE Abstande herangezogen. Zum einen gibt es
ROEs zwischen den Basen innerhalb eines Basenpaares, zum anderen ROEs zwi-
schen benachbarten Basenpaaren innerhalb des Doppelstranges. Hierfur ist es not-
wendig, in einem Lésungsmittel zu messen, in dem die NH-Signale der Basen detek-
tierbar sind. Meist wird eine 90:10 (v/v) Mischung aus H,O:D,0 oder ein analoger
Puffer verwendet.

Da im vorliegenden Fall alle Messungen in reinem, gepufferten D,O durchgeflhrt
wurden, wird auf die, die labilen Basenprotonen betreffenden, ROEs nicht naher ein-
gegangen.

Ein weiterer Parameter, der Aussagen uber strukturelle Anderungen zulésst, ist die
chemische Verschiebung 6 der einzelnen Protonen. Diese reagiert ausserst empfind-
lich auf Anderungen und erlaubt eine Abschatzung der Reichweite vorhandener ,Sto-
rungen® (z. B. Methylierung an C4‘). Allerdings liegt keine direkte Korrelation mit ei-
ner quantitativen Grdsse vor, so dass man im Fall der chemischen Verschiebung &
nur rein qualitative Aussagen treffen kann.

2.3 Ubersicht iiber die untersuchten DNA-Tetramere 4T, 4PH und 4PM

Bei den drei untersuchten DNA-Tetrameren handelt es sich im Falle von 4PH und
4PM um die Sequenz 5-d(ACAT), wobei T am 3‘-Ende in 4PH unmodifiziert, in 4PM
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an C4‘ methyliert vorliegt. Bei 4T handelt es sich um den zu 4PH bzw. 4PM komple-
mentaren Strang: 3-d(TGTA).

4PH: 5-d(ACAT" 4PM: 5-d(A CAT™)
abcd abed
4T: 3-d(TGTA)
dcba

Schema 1. Kurzschreibweise der untersuchten DNA Tetramere.

Alle drei Tetramere stammen aus der Arbeitsgruppe von Prof. A. Marx und wurden
wie beschrieben synthetisiert.”
Abb. 13 zeigt die Strukturen der im folgenden untersuchten DNA-Tetramere.

4PH 4T 4PM
NH, NH, NH,
</N l\N 7 ~N (NfN 5
AL G2 s

103
T,
N

Abb. 13. Strukturen der untersuchten DNA-Tetramere 4PH, 4PM und 4T.

2.4 Alilgemeines zur Strukturermittlung der Einzelstrange
Alle Proben sind in reinem, gepufferten D,O (Phosphatpuffer, 30 mM, pH 7) gemes-
sen und enthalten zur Eichung TSP. Alle gezeigten Spektren und Daten beziehen
sich auf Messungen bei 300 K und 600 MHz Protonenresonanz. Ausschnitte aus den

jeweiligen 'H Spektren sind mit Zuordnung im experimentellen Teil wiedergegeben.
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Ausschnitte der 2D Spektren, sowie 'H und ">C Verschiebungstabellen finden sich im
Anhang.

Die Zuordnung erfolgte Uber 2D-DQFCOSY, -TOCSY und -ROESY.

Letzeres wurde auch fiur die Bestimmung des Ringpuckerings und die Orientierung
der Basen, sowie zur Uberpriifung der Zuordnung herangezogen.

Um die Abstande aus den ROESY Signalen zu ermitteln, wurden alle entsprechen-
den ROESY Kreuzsignale integriert und auf die geminale CH,-Gruppe an C2‘ des b-
Ringes (= 1.8 A) geeicht. Die in Gleichung (3) angegebene Abhangigkeit wurde fiir
die Ermittlung der HH-Abstande verwendet.

2.5 Strukturanalyse des unmodifizierten Tetramers 4PH

Um Vergleiche von unmodifiziertem Tetramer 4PH und modifiziertem Tetramer 4PM
ziehen zu kdnnen, muss die Struktur der beiden Einzelstrange bestimmt werden. Wie
oben bereits erwahnt, werden Ringpuckering und Basenorientierung ermittelt.

Die in Abb. 15 dargestellten ROEs sind entscheidend fur die Bestimmung des Ring-
puckerings (griune ROEs) bzw. fur die Orientierung der Base (rote ROEs).

Zudem kann uber die ROEs eine eindeutige Zuordnung der diastereotopen Protonen
an C2‘ getroffen werden, falls deren chemische Verschiebungen & nicht identisch
sind. Tab. 4 stellt die erhaltenen HH-Abstande jenen Standard-HH-Abstanden fur
C2'-endo (Bereich f. P ~ 150° - 180°) und jenen flur die Basenorientierung (Abb. 11)
gegenuber. Die in Tab. 2 angegebenen HH-Abstande sind flr C2'-endo bei Vorliegen
einer B-DNA mit P ~ 160°. In Tab. 4 wird fur P ein grosserer Bereich Uberstrichen, fur
den die Ringkonformation C2'-endo typisch ist.

Die Nomenklatur der diastereotopen Protonen an C2' folgt den allgemeinen Konven-
tionen fiir Nukleotide.' Ihre Prochiralitat bleibt dabei jedoch unberiicksichtigt; des-
halb sei nachfolgend einmal die prochirale Zuordnung fur H2° und H2“ getroffen:

H2‘ = proS H2“ = proR

C2’-endo

Abb. 14. Desoxyribose in C2‘ endo Puckering.
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ROE Experimentell f. C2‘-endo [A]
ermittelte Abstinde [A] (P ~150° - 180°)
H1'a - H2a" 2.4 21-22(1"=-2%)
H1‘a - H4‘a 2.9 27-33(1"-49
H2'a" - H3'a 2.65 25-26 (2" -3
H2'a' — H4‘a 3.5 3.5-3.6 (2 -4
H2'a" - H4'a 3.2 3.7-3.9 (2" -4
H1‘a — H8a 2.6 2.6 —2.7 (syn)
H1‘a - H2a 4.7 4.6 (syn)

= H2'a"” entspricht H2"a (proR) und H2'a" entspricht H2‘a (proS)

= die ROE Abstande sprechen fiir C2'-endo (f. C3*-endo: H2* — H3‘ ~ 2.9 A und
H2“ — H4‘ 2.3 — 2.4 A) als Hauptkonformer

= Base ist syn orientiert (f. anti Orientierung H1‘ — H8: 3.6 — 3.9 A)

H1'b — H2'b' 2.3 21-22(1"-2%
H1'b - H3b 3.7 3.5-3.6(1-3)
H1'b — H4'b 2.7 2.7-33(1'-4"
H2b'— H3b 2.7 25-26(2"-3)
H2b" — H3'b 2.2 22-23(2'-3Y)
H2'b'— H4'b 3.3 3.7-39 (2" -4
H2'b" — H4'b 3.6 3.5-3.6(2' -4
H1‘b — H6b 3.0 3.4 — 3.6 (anti)

> H2b" entspricht H2'b und H2'b! entspricht H2b

= die ROE Abstande sprechen fiir C2*-endo (f. C3‘-endo: H2“ — H3‘ ~ 2.9 A und
H2“ — H4‘ 2.3 — 2.4 A) als Hauptkonformer

=> fur die Base liegt ein syn/anti Gleichgewicht vor; der Abstand H1‘b — H6b ent-
sprache einem y-Winkel im Bereich von ~ -30° (reine syn Orientierung: 2.4 A,
reine anti Orientierung: ~ 3.6 A)

H1'c — H4'c 2.8 27-33(1°-4)
H2:'c" — Ha'c 2.7 -

H1‘c — H8c 3.1 2.6 — 2.7 (syn)
H1‘c — H2c 4.9 4.6 (syn)

=>» eine eindeutige Zuordnung der geminalen Protonen an C2‘ ist nicht moglich

=>» der H1'c — H4‘c ROE Abstand spricht fur C2*-endo (f. C3‘-endo: H1‘ — H4' ~ 3.0
— 3.3 A) als Hauptkonformer (basiert nur auf diesem einen ROE)

=> fur die Base liegt ein syn/anti Gleichgewicht vor; die Abstande H1‘c — H8c und
H1‘c — H2c entsprachen einem y-Winkel im Bereich von ~ 0° (Bevorzugung der
syn Orientierung)

H1‘d — H3'd 3.7 3.5-3.6(1'=3)
H1‘d — H4'd 2.7 2.7-33(1'-4"
H1‘d — H2‘d™ 2.15 -
H2:d™ — H3d 2.3 -

H1‘d — H6d 3.0 3.4 — 3.6 (anti)
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=>» eine eindeutige Zuordnung der geminalen Protonen an C2° ist nicht moglich
=>» der H1'd — H4‘d ROE Abstand spricht fir C2‘-endo (f. C3‘-endo: H1' — H4‘ ~
3.0 — 3.3 A) als Hauptkonformer; obwohl das Intergral dieses ROEs durch Uber-
lagerung mit einem anderen wahrscheinlich Uberbewertet ist und eher ein etwas
langerer Abstand fir H1‘d — H4‘d angenommen werden muss.

=> fur die Base liegt ein syn/anti Gleichgewicht vor; der Abstand H1‘d — H6d ent-
sprache einem y-Winkel im Bereich von ~ -30°

Tab. 4. Ermittlung von Ringpuckering und Basenorientierung fir 4PH aus ROE Daten.

Zusammenfassend sind die Ergebnisse aus Tab. 4 nochmals graphisch in Abb. 15
dargestellt.
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Nukleotid a:

H2'a" = H2”

H2'a' = H2’

C2-endo Puckering (~ 70%)
Base: syn Orientierung

Nukleotid b:

H2'b" = H2’

H2'b' = H2”

C2'-endo Puckering (~ 60-80%)
Base: syn/anti GGW

Nukleotid c:

Keine eindeutige Zuordnung fir
H2'/H2” méglich

C2’-endo Puckering

Base: syn/anti GGW,

syn Orientierung bevorzugt

Nukleotid d:

Keine eindeutige Zuordnung fur
H2'/H2" méglich

C2’-endo Puckering

Base: syn/anti GGW

Abb. 15. Zusammenfassung des aus ROE Daten ermittelten Ringpuckerings und der Basenorien-
tierung far 4PH.

Da einige ROEs von den erwarteten Werten abweichen, wurden als Kontrolle ROE
Integrale von festen HH-Abstanden berechnet, wie z. B. H5b — H6b. Dieser Abstand
betragt laut Literatur 2 ~ 2.4 A, die Integration der entsprechenden ROE Kreuz-
signale ergibt 2.34 A fiir H5b — H6b. Somit kann davon ausgegangen werden, dass
die Integration und Eichung auf H2'b — H2“b des ROESY's keinen grosseren Fehler
aufweist.

Um die sequentielle Zuordnung durchzufihren, wurden die in Tab. 3 aufgelisteten
ROEs zwischen nichtlabilen Basenprotonen und Protonen der vorhergehenden bzw.
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nachfolgenden Zuckereinheit und zwischen nicht-aciden Basenprotonen benach-
barter Basen (soweit vorhanden) identifiziert.

Die nachfolgende Tabelle gibt alle ermittelten sequentiellen ROEs von 4PH und de-
ren Vergleich mit Standard-Abstianden ?* wieder.

ROE Abstand Experimentell ermittelte Sequentielle ROEs in B-DNA

Absténde [A] (C2‘-endo, anti) [A]
H2a — H5b 3.9 3.6
H2'a — H6b 3.15 2.2
H3‘a — H6b 3.6 4.6
H2'b — H8c 34 21
H3‘b — H8c 34 4.6
H3‘c — H7d(Me) 3.4 >4.5
H3‘c — H6d 3.5 4.6
H2c — H1'd 4.6 >4.5
H8c — H7d(Me) 3.1 3.8

Tab. 5. Sequentielle ROEs in 4PH und deren Vergleich mit Standard-HH-Abstanden fiir C2‘-endo,
vorliegend in B-DNA. Fett gedruckt sind jene ROEs, die starker von den Werten fir B-DNA abwei-
chen. Zu bericksichtigen bleibt natiirlich, dass hier die Basenorientierung im Einzelstrang (Tetramer
4PH) mit jenen im Doppelstrang (B-DNA) verglichen wird. Im Doppelstrang ist aufgrund der Basen-
paarung deren Orientierung eindeutiger und weniger flexibel.

Wie schon Tab. 3 gezeigt hat, liegt fur die Basen C (b-Ring), T (d-Ring) und A (c-
Ring) ein syn/anti Gleichgewicht vor, wobei fur letztere Base eine starke Bevorzu-
gung der syn Orientierung vorhanden ist. Dies spiegelt sich auch in den sequen-
tiellen ROEs wider; so weichen alle fett gedruckten experimentellen ROEs in Tab. 5
deutlich von den fur B-DNA (C2'-endo Puckering, anti Orientierung) zu erwartenden
ROEs ab.

Die berechneten ROE Abstande H2"a — H6b, H3'a — H6b und H3‘c — H6d sind deut-
lich grosser bzw. kleiner als die zu erwartenden. Die Werte fur H2"b — H8c und H3'b
— H8c zeigen klar, dass fir A am c-Ring eine deutlich bevorzugte syn Orientierung
vorliegt.

Nachfolgend sind in Tab. 6 noch alle ermittelten >Juy Kopplungen der einzelnen Zuk-
kereinheiten in 4PH zusammengefasst. lhre Auswertung erfolgt im Anschluss an das
nachste Kapitel zusammen mit dem Vergleich mit den, fir 4PM erhaltenen, Kopp-
lungen.
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3Jun [Hz]
a-Ring b-Ring c-Ring d-Ring
H1' — H2* 8 8 - -
H1‘— H2" 6 6 - -
H2' — H3* 6 6 - -
H2" — H3' 3 3 - -
H3' — H4' 3 3 3 4
H1' — H2/H2" - - 6/7.5 717
H2/H2“ — H3* - - 2/6 -/6.5

Tab. 6. 3JHH Kopplungen der Desoxyriboseeinheiten von 4PH — ermittelt aus dem Lorentz-Gauss
transformierten 'H Spektrum.

2.6 Strukturanalyse des modifizierten Tetramers 4PM

Auch im Falle des modifizierten Tetramers 4PM werden wiederum die Daten aus
dem ROESY herangezogen, um Aussagen Uber Ringpuckering und Orientierung der
Basen der einzelnen Nukleotide machen zu kdnnen.

Analog zu Abb. 15 flr 4PH sind in Abb. 16 die zur Bestimmung des Ringpuckerings
entscheidenden ROEs fir 4PM in grin, jene fur die Orientierung der Base in rot dar-
gestellt. Eine Ubersicht iiber jene ROEs gibt Tab. 7 wieder, mit zusatzlichem Ver-
gleich mit Standard-HH-Abstanden fur C2'-endo Puckering.

ROE Experimentell f. C2‘-endo [A]
ermittelte Abstinde [A] (P ~150° - 180°)
H1'a — H2a" 2.3 21-22(1'=2"
H1'a — H4‘a 3.0 2.7-33(1'= 49
H2'a" - H3'a 2.6 25-26(2“-3)
H2‘a' — H4‘a 35 3.5-3.6 (2 -4
H2'a" — H4'a 3.3 3.7-39(2“-4
H1‘a — H8a 2.6 2.6 — 2.7 (syn)
H2'a' - H8a 2.7 -

= H2‘a" entspricht H2“a (proR) und H2‘a' entspricht H2‘a (proS)

= die ROE Abstande sprechen fiir C2"-endo (f. C3‘-endo: H2* — H3* ~ 2.9 A und
H2“ — H4‘ 2.3 — 2.4 A) als Hauptkonformer

= ROE f. H2'a" — H4'a (= H2"a — H4'a) ist deutlich kleiner als fiir C2*-endo zu er-
warten (f. C3“-endo: 2.3 — 2.4 A) > gréssere Flexibilitat des 5-Ringes (Puckering)
= Base ist syn orientiert (f. anti Orientierung H1* — H8: 3.6 — 3.9 A)

H1'b — H3'b 3.85 3.5-3.6(1'-3)
H1'b — H4'b 2.8 2.7-33(1'-4)
H2'b' — H3'D 2.7 25-26(2" -3
H2b" — H3'b 2.2 22-23(2-3)
H2'b! — H4'D 3.3 3.7-3.9(2" -4
H2b" — H4'b 3.5 3.5-3.6 (2 —4)
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H1‘b — H6b 3.1 3.4 — 3.6 (anti)
H2'b" — HBb 2.3 -
= H2'b" entspricht H2b und H2'b' entspricht H2b
= die ROE Abstéande sprechen fiir C2‘-endo (f. C3'-endo: H2“ — H3' ~ 2.9 A und
H2“ — H4‘ 2.3 — 2.4 A) als Hauptkonformer
=> fur die Base liegt ein syn/anti Gleichgewicht vor; der Abstand H1'b — H6b ent-
sprache einem y-Winkel im Bereich von ~ -30°

H1‘c — H2'c™ 2.2 -

H1‘c — H4‘c 2.9 2.7-33(1'-4")
H1‘c — H3'c 3.25 3.5-3.6(1'=3)
H1‘c — H8c 3.1 2.6 — 2.7 (syn)

=>» eine eindeutige Zuordnung der geminalen Protonen an C2° ist nicht moglich

=> der H1'c — H4'c ROE Abstand spricht fur C2‘-endo (f. C3‘-endo: H1° — H4‘ ~ 3.0
— 3.3 A) als Hauptkonformer; dies stiitzt sich allerdings nur auf diesen einen ROE.
=>» fUr die Base liegt ein syn/anti Gleichgewicht vor; der Abstand H1‘c — H8c ent-
sprache einem y-Winkel im Bereich von ~ 30°

H1‘d — H3'd 3.8 3.5-36(1'-3)
H1‘d — H4‘dwe 3.2 -
H2:d"™ — H3'd 2.2 -
H3‘d — H4'dwe 3.5 i

H1‘d — H6d 2.9 3.4 — 3.6 (anti)

=> eine eindeutige Zuordnung der geminalen Protonen an C2° ist nicht moglich
=> die ROEs H1‘d — H4'dwe und H3'd — H4‘dye sind auf eine andere Referenz —
namlich H6d — H7d(Me) (Lit.: 2.9 A)*'— geeicht, da es sich um ROEs zwischen
einem Proton und einer CH3-Gruppe handelt und somit eine Referenzierung des
Integrals auf eine geminale CH,-Gruppe zu einem falschen Wert fuhren wurde
=> insgesamt ist also keine Aussage uUber das Ringpuckering des modifizierten
Bausteins anhand der ROEs moglich

=> fUr die Base liegt ein syn/anti Gleichgewicht vor; der Abstand H1‘d — H6d ent-
sprache einem y-Winkel im Bereich von ~ -30°

Tab. 7. Ermittlung von Ringpuckering und Basenorientierung fur 4PM aus ROE Daten.
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NH,
Nukleotid a:
H2’a" = H2”
H2’a' = H2’

C2’-endo Puckering (~ 60-80%)
Base: syn Orientierung

Nukleotid b:
H2b" = H2’
H2b' = H2"

C2’-endo Puckering (~ 55-90%)
Base: syn/anti GGW

Nukleotid c:

Keine eindeutige Zuordnung fur
H2'/H2” méglich

C2’-endo Puckering (~ 70%)
Base: syn/anti GGW

Nukleotid d:

Keine eindeutige Zuordnung fir
H2'/H2" méglich

keine Aussage Uber

das Puckering mdglich

Base: syn/anti GGW

Abb. 16. Zusammenfassung des aus ROE Daten ermittelten Ringpuckerings und der Basenorien-
tierung fir 4PM.

Im Folgenden wird die korrekte sequentielle Zuordnung mit Hilfe charakteristischer

ROEs bestatigt. Tab. 8 zeigt die in 4PM vorkommenden sequentiellen ROEs und
deren Vergleich mit entsprechenden Literaturwerten fiir C2'-endo in B-DNA.?°
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ROE Experimentell ermittelte Sequentielle ROEs in B-DNA
Abstéande [A] (C2‘-endo, anti) [A]
H2'a — H5b 3.55 3.6
H2‘a — H5b 4.1 2.7
H2a — H6b 3.2 2.2
H2'b — H8c 3.9 3.8
H2“b - H8c 34 21
H3‘b — H8¢c 3.3 4.6
H1‘c — H7d(Me) 4.0 >4.5
H3‘c — H7d(Me) 3.2 >4.5
H4‘c — H7d(Me) 3.8 >45
H8c — H7d(Me) 3.7 3.8

Tab. 8. Sequentielle ROEs in 4PM und deren Vergleich mit Standard-HH-Absténden fir C2-endo,
vorliegend in B-DNA. Die fett gedruckten Werte zeigen eine starkere Abweichung von den Werten fir
B-DNA.

Wie schon Tab. 7 gezeigt hat und analog zu 4PH, liegt fir die Basen C (b-Ring), T
(d-Ring) und A (c-Ring) ein syn/anti Gleichgewicht vor. Dies spiegelt sich auch in den
sequentiellen ROEs wider; so weichen alle fett gedruckten experimentellen ROEs
deutlich von den fir B-DNA zu erwartenden ROEs ab.

Insgesamt zeigen die sequentiellen ROE Daten fiir 4PM jedoch eine gréssere Uber-
einstimmung mit den Literaturwerten %2 als jene fiir 4PH.

Da fur den C4' modifizierten d-Ring in 4PM aus den ermittelten ROE Daten keinerlei
Aussagen uber das Ringpuckering gemacht werden konnten, sind auch fir dieses
Tetramer in Tab. 9 alle *Juy Kopplungen innerhalb seiner Zuckereinheiten wiederge-
geben.

*Jun [Hz]
a-Ring b-Ring c-Ring d-Ring
H1‘— H2* 8 8 - -
H1' — H2“ 6 6 - -
H2' — H3 6 6 - -
H2" — H3' 3 2 - -
H3' — H4' 3 3 3 -
H1‘— H2'/H2*" - - 7/7 65/6.5
H2/H2“ — H3 - - 3/nd.  -/7

Tab. 9. 3JHH Kopplungen der Zuckereinheiten von 4PM — ermittelt aus dem Lorentz-Gauss transfor-
mierten "H Spektrum.
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%Jun [Hz]
4PH 4PM 4PH 4PM
a-Ring b-Ring
H1‘ - H2' 8 8 H1* — H2 8 8
H1' - H2" 6 6 H1' - H2" 6 6
H2' — H3' 6 6 H2' - H3' 6 6
H2" — H3 3 3 H2“ — H3* 3 2
H3' — H4' 3 3 H3' — H4' 3 3
c- Ring d-Ring
H1*-=H2YH2" 6/7.5 717 H1'—-H2YH2" 7/7 6.5/6.5
H2'/H2" - H3* 3/6 3/nd. H2/H2“-H3" -/6.5 -7
H3' — H4' 3 3 H3' — H4' 4 -

Tab. 10. Vergleich der 3JHH Kopplungen fiir 4PH und 4PM.

Wie aus Tab. 10 ersichtlich, gibt es fur 4PH und 4PM keine signifikanten Unter-
schiede in ihren Juy Kopplungen. Dies bedeutet, dass auch der modifizierte d-Ring
in 4PM dem unmodifizierten strukturell sehr ahnlich ist und die eingefuhrte Methyl-
gruppe an C4‘ weder Auswirkungen auf das entsprechende Nukleotid, noch auf den
gesamten Einzelstrang hat.

2.7 Strukturanalyse des Komplementarstranges 4T

Um bei einer anschliessenden Auswertung der Doppelstrange 4PH / 4T und 4PM /
4T auch den paarenden Strang vergleichen zu kénnen, wurde die Struktur des zu
4PH und 4PM komplementaren Strangs 4T ebenfalls untersucht.

Die fur 4T ermittelten ROE Daten und die daraus resultierenden Ergebnisse Uber
Ringpuckering und Basenorientierung sind in Tab. 11 zusammengefasst und in Abb.
17 graphisch dargestellt.

ROE Experimentell f. C2‘-endo [A]
ermittelte Abstinde [A] (P ~150° - 180°)
H1'a — H2'a" 2.3 -
H1‘a — H4‘a 3.0 27-33(1"'-49
H2'a"" — H3'a 2.15 -
H1‘a — H8a 2.6 2.6 — 2.7 (syn)
H2a"™ — H8a 2.6 -

=> eine eindeutige Zuordnung der geminalen Protonen an C2° ist nicht moglich
=>» der einzige zur Ermittlung des Ringpuckerings verwendbare ROE H1‘a — H4‘a
spricht fur C2'-endo als Hauptkonformer

= Base ist syn orientiert (f. anti Orientierung H1‘ — H8: 3.6 — 3.9 A)
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H1‘b — H2'b" 2.2 21-22(1'=2%)
H1‘D — H3'b 35 3.5-3.6(1'-3)
H1‘b — H4'b 2.6 27-33(1'-4"
H2b' = H3'b 2.6 25-26(2"-3)
H2b" — H3'b 2.2 22-23(2'-3Y)
H3‘b — H4'b 2.6 24-26(3 -4
H1‘b — HBb 2.9 3.4 — 3.6 (anti)
H2b" — H6b 2.1 -

= H2'b" entspricht H2'b (proS) und H2‘b" entspricht H2“b (proR)

= die ROE Absténde sprechen fiir C2-endo (f. C3‘-endo: H2“ — H3' ~ 2.9 A, H3*
— H4‘ ~ 2.8 — 2.9 A) als Hauptkonformer

=> fur die Base liegt ein syn/anti Gleichgewicht vor; der Abstand H1'b — H6b ent-
sprache einem y-Winkel im Bereich von ~ -20°

H1'c — H2c" 2.2 21-22(1'=2%
H1‘c — H2'c' 3.0 ~2.85(1' =29
H1'c — H4'c 2.8 2.7-33(1'—4Y)
H1‘c — H3'c 3.6 35-36(1'-3)
H2'c' — H3'c 2.2 22-23(2'-3)
H2'c"— H3'c 2.6 25-26(2“-3)
H2'c' - Ha'c 3.8 3.5-3.6(2' -4
H2'c" — H4‘c 3.3 3.7-39(2“-4"
H1‘c — H8c 2.8 2.6 — 2.7 (syn)
H2'c'— H8c 2.3 -

= H2'c” entspricht H2"c und H2'c’ entspricht H2'c

= die ROE Abstande H1‘c — H4‘c, H2'c" — H3‘c und H2'c" — H4‘c sprechen fur
C2‘-endo (f. C3-endo: H1' —H4‘' ~3.0 - 3.3 A, H2“ —H3* ~ 2.9 A, H2“ - H4‘ 2.3 -
2.4 A) als Hauptkonformer

=>» fur die Base liegt ein syn/anti Gleichgewicht vor; der Abstand H1‘c — H8c ent-
sprache einem y-Winkel im Bereich von ~ 50°, was flr eine Bevorzugung der syn
Orientierung spricht

H1‘d — H2'd™ 2.2 -
H1‘d — H4‘d 2.9 2.7-33(1'-4"
H2'd" — H3'd 2.3 -
H3‘d — H4d 2.5 24-26 (3 -4
H1‘d — H6d 3.0 3.4 — 3.6 (anti)

=>» eine eindeutige Zuordnung der geminalen Protonen an C2° ist nicht moglich
= die ROEs H1‘d — H4‘d und H3'd — H4‘d sprechen fur C2‘-endo als Hauptkon-
former

=>» fUr die Base liegt ein syn/anti Gleichgewicht vor; der Abstand H1‘d — H6d ent-
sprache einem y-Winkel im Bereich von ~ -30°

Tab. 11. Ermittlung des Ringpuckerings und der Basenorientierung fiir 4T aus ROE Daten.
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Wie fur die beiden anderen Strange 4PH und 4PM, wurden auch fir 4T die sequen-
tiellen ROEs untersucht, um weitere Informationen Uber die Struktur des Einzel-
stranges zu erhalten. Tab. 12 zeigt die Zusammenfassung jener Ergebnisse.

ROE Abstand Experimentell ermittelte Sequentielle ROEs in B-DNA

Abstinde [A] (C2‘-endo, anti) [A]
H2‘a/H2“a — H6b 2.7 -
H3'a — H7b 3.1 >45
H8a — H7b 3.8 3.8
H2“b — H8c 3.1 2.1
H2"c — H6d 3.15 2.2

Tab. 12. Sequentielle ROEs in 4T und deren Vergleich mit Standard-HH-Abstanden fur C2‘-endo,
vorliegend in B-DNA.

- 347 -



Hauptteil

Abb. 17. Graphische Darstellung aller wichtigen ROEs fiir 4T.

Wie auch schon bei 4PH und 4PM ist aus den sequentiellen ROE Daten fur 4T er-
sichtlich, dass fur die Basen T (b-Ring), T (d-Ring) und G (c-Ring) ein syn/anti
Gleichgewicht vorliegt, wobei fur G am c-Ring eine eindeutige Bevorzugung der syn
Orientierung zu sehen ist. Der Vollstandigkeit halber sind in nachfolgender Tabelle

Nukleotid a:

Keine eindeutige Zuordnung fiir
H2'/H2” mdglich

C2’-endo Puckering (~ 60%)
Base: syn Orientierung

Nukleotid b:
HZ2b" = H2’
H2b' = H2”

C2-endo Puckering (~ 90%)
Base: syn/anti GGW

Nukleotid c:
H2'¢"' = H2”
H2'c' = H2'

C2-endo Puckering (~ 70-80%)
Base: syn/anti GGW
syn Orientierung bevorzugt

Nukleotid d:

Keine eindeutige Zuordnung fiir
H2'/H2" méglich

C2’-endo Puckering (~ 80%)
Base: syn/anti GGW

(Tab. 13) alle ermittelbaren *Juy Kopplungen der Desoxyriboseeinheiten fiir 4T auf-

gelistet.
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*Jun [Hz]
a-Ring b-Ring c-Ring d-Ring

H1' — H2' - 9 8.5 -

H1'— H2“ - 5.5 6 -

H2' — H3* - 6 6 -

H2"“ — H3' - 2 3 -

H3' — H4' 3 3 3 4
H1'—H2/H2 6/8 - - 717
H2/H2“ - H3* 6/8.5 - - 4/6

Tab. 13. 3JHH Kopplungen der Zuckereinheiten von 4T — ermittelt aus dem Lorentz-Gauss transfor-
mierten "H Spektrum.

3. Ermittlung der Konformation der Doppelstrange

Zu den vorhandenen Losungen an 4PH bzw. 4PM in Phosphatpuffer (30 mM, pH7,
D,0) wurden jeweils folgende Mengen an 4T (Phosphatpuffer, 30 mM, pH7, D,0)
zugegeben:

4PH: + 455 L 4T Lésung - Gesamtvolumen: 1155 L,
molares Verhaltnis 4T : 4PH = 0.95

4PM: + 515 pL 4T Lésung - Gesamtvolumen: 1215 L,
molares Verhaltnis 4T : 4PM = 0.96

Da die Untersuchungen am Doppelstrang ebenfalls in reinem D,O durchgeflhrt wur-
den, kdnnen keine Aussagen Uber die, an den H-Bricken bei der Basenpaarung be-
teiligten, labilen Basenprotonen gemacht werden.

Daher werden die erhaltenen Daten mit jenen der Einzelstrange verglichen und die
Unterschiede zwischen modifiziertem und unmodifiziertem Tetramer bei der Doppel-
strangbildung aufgezeigt.

3.1 Temperaturreihen fur 4PH / 4T und 4PM / 4T

Da ein Tetramer ein sehr kurzes DNA Fragment darstellt und die Temperatur, bei der
zu 50% doppelstrangige DNA vorliegt (sog. Schmelztemperatur) von der Basen-
sequenz aber auch von der Lange der beteiligten Einzelstrange abhangt, wurde eine
Temperaturreihe zwischen 275 und 300 K in 5K Schritten aufgenommen.

Generell kann man sagen, dass die Schmelztemperatur umso niedriger liegt, je kur-
zer das DNA Fragment und je geringer der Anteil an G — C Basenpaaren ist."?

Fir die Sequenz ACAT/ATGT (entspricht 4PH/4T bzw. 4PM/4T) berechnet sich die
Schmelztemperatur, bei 50 mM NaCl Gehalt der Losung und 2.65 mM Gesamt-DNA
Konzentration, zu -15 °C.?* Da dieser Temperaturbereich bei Messungen in D,O
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nicht moglich ist, wurden die Messungen bei 2 °C durchgefuhrt. Da die Schmelztem-
peratur eines DNA Doppelstranges von sehr vielen Faktoren abhangt, welche bei der
Vorhersage der Schmelztemperatur niemals alle berucksichtigt werden konnen,
sollte der berechnete Wert nur eine grobe Richtlinie fir den Temperaturbereich der
Doppelstrangbildung sein. Die aufgenommene Temperaturreihe zeigt sehr schon,
dass nur ein kleiner Anteil der Tetramere als Duplex vorliegt.

Ein Vergleich der 'H Spektren der jeweiligen Einzelstrdnge mit denen der Mischun-
gen bei 300 K zeigt, dass sich fur 4T einige Verschiebungen relativ stark andern,
wohingegen die restlichen Verschiebungen fur 4T und alle Verschiebungen fur 4PH
bzw. 4PM nur minimale Anderungen aufweisen.

Die nachfolgende Tabelle gibt die Differenz der Verschiebungen von Einzelstrang
und Einzelstrang in Losung mit dem Komplementarstrang bei 300 K wieder.

A3 4PH AS 4PM A3 4T (+ 4PH)  AS 4T (+ 4PM)
H2a  +1.0 +0.7 H2a +29.8 +22.7
H8sa  +0.7 +0.7 H8a +8.3 +5.8

H5b  +1.0 +1.2  Heéb +1.0 +0.7

Heéb  +0.7 +0.7  Hsc +11.6 +9.3

H2c  +0.4 +0.7  Heéd +5.6 +1.7
H8c  +0.7 +0.7

Heéd  +/-0 -

Tab. 14. Anderung der chemischen Verschiebung der Basenprotonen im Vergleich zum Einzelstrang
bei Vorliegen des Komplementarstranges (300 K) — angegeben in Hz.

Dies ergibt die starksten Anderungen in der chemischen Verschiebung § fir H2a,
H8c und H8a von 4T. Auch wenn der Vergleich des ROESY Spektrums fur 4T als
Einzelstrang (300 K) mit jenem fur 4T zusammen in Losung mit 4PH (300 K) keinerlei
signifikante Unterschiede flr 4T in Ringpuckering, Basenorientierung oder sequen-
tiellen ROEs ergibt, so ist doch die Anderung der chemischen Verschiebung — also
des empfindlichsten Parameters — ein deutliches Zeichen, dass sich besonders im
Bereich der Basen A am a-Ring und G am c-Ring zumindest minimale strukturelle
Anderungen abspielen. Geht man davon aus, dass es sich um eine geringfiigige An-
derung der Basenorientierung handelt, welche fur die Ausbildung des Doppelstran-
ges anti orientiert sein mussen, so entspricht dies den Erwartungen. Denn die Basen
A (a-Ring) und G (c-Ring) von 4T sind genau jene, die ausschliesslich oder stark be-
vorzugt in syn Orientierung vorliegen. Allerdings musste dann ein ahnlich starker
Shift fur die Protonen H2a, H8a von 4PM und H2a, H8a, H2c und H8c von 4PH zu
erwarten sein.

Von Bedeutung ist jedoch, dass die Anderungen in der chemischen Verschiebung
der Basenprotonen von 4T unabhangig von einer Modifikation am C4‘ am d-Ring des
Komplementarstranges sind.

Die nachfolgende Tabelle gibt zusatzlich die ermittelten ROEs fur 4T als Einzelstrang
und in Losung mit 4PH bei 300 K wieder.
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ROE Abstand Fur 4T (Einzelstrang, Fur 4T (+ 4PH) (Zwei Einzelstrange,

300 K) [A] 300 K) [A]
H1‘a — H8a 2.6 2.6
H8a — H7b 3.8 4.0
H3‘a — H7b 3.1 3.25
H1‘a - H4‘a 3.0 3.0
H1b — H6b 2.9 2.9
H3'b — H6b - 3.4
H1'b — H4'b 2.6 2.5
H2'b — H3'b 2.2 2.3
H2“b — H3'b 2.6 2.7
H3‘b — H4'b 2.6 2.9
H2“b — H4'b - 3.1
H1‘c — H8c 2.8 2.8
H3‘c — H8c - 3.5
H8c — H7d - 4.2
H1‘c — Ha'c 2.8 2.9
H1‘c — H2"c 2.2 2.25
H1'c — H2'c 3.0 3.0
H1‘c — H3'c 3.6 3.6
H2“c — H3'c 2.6 2.5
H2“c — H4'c 3.3 3.1
H2‘c — H4‘c 3.8 3.1
H1‘d — H6d 3.0 3.2
H3‘d — H6d 2.9 2.8
H1'd — H3'd - 3.9
H1d - H4'd 2.9 2.9

Tab. 15. Vergleich der fir 4T ermittelten ROE Absténde als Einzelstrang oder gemeinsam in Lésung
mit 4PH bei 300 K. Fett gedruckt sind jene Abstéande mit einer grésseren Abweichung voneinander.

Wie durch Patel et al.® gezeigt, kommt es fiir die nichtlabilen Basenprotonen des
Cytosins und Guanins zu einer deutlichen Anderung ihrer chemischen Verschiebung
mit Anderung der Temperatur. Hieraus lasst sich die Schmelztemperatur fiir das je-
weilige Oligomer ablesen. Wie in Abb. 18 gezeigt, kommt es beim Schmelzen des
Duplexstranges zu einer sprunghaften Anderung in der chemischen Verschiebung
vor allem der Protonen H5 und H6 des Cytosins. Es ist hierbei eine Anderung von bis
zu 0.5 ppm zu beobachten. Wahrend des Schmelzvorganges befinden sich Doppel-
und Einzelstrang im schnellen Austausch. Wie bereits erwahnt, definiert die
Schmelztemperatur eines Oligonukleotids die Temperatur, bei der 50% als Doppel-
strang vorliegen.

Daher kann man davon ausgehen, dass fir ein kurzes DNA Oligomer bei 300 K nur
ein sehr geringer Anteil als Doppelstrang vorliegt.
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Abb. 18. Auftragung der chemischen Verschiebung ausgesuchter Basenprotonen gegen die Tempe-
ratur zur Ermittlung der Schmelztemperatur der DNA am Beispiel eines Dodecamers.(aus 25)

Im folgenden seien daher die Temperaturreihen fur 4PH / 4T und 4PM / 4T fur den
Basenbereich von 275 bis 300 K gezeigt. Eine analoge Abbildung fir den Anome-
renbereich findet sich im Anhang.
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300 K

A

84 83 82 81 80 79 78 7.7 76 1.5 ppm

84 83

275K 3¢

84 83 82 81 80 79 78 77 76 175 ppm

Abb. 19. Basenbereich fir 4PH / 4T zwischen 275 und 300 K (600 MHz, 30 mM Phosphatpuffer/D,0).
Signale fir 4T sind in griin, Signale fir 4PH in blau gekennzeichnet.
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sc 83, i pyr.

2 pyr. 6d
300 K B 6b e

84 83 82 81 80 79 78 77 76 7.5 ppm
8c 8a 8c pyr.

84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 ppm

8c
8a 8c pyr. 6b
290 K 8a - 2c Y i 6b

e’ M M PN —_— — S —

84 83 82 81 80 79 78 77 76 15 ppm

84 83 82 81 80 79 78 77 76 7.5 ppm

280 K

Abb. 20. Basenbereich fur 4PM / 4T zwischen 275 und 300 K (600 MHz, 30 mM Phosphatpuffer/D,0).
Signale fir 4T in griin, fir 4PM in rot.
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Wie die beiden vorangehenden Abbildungen zeigen, ist fur keines der Basenproto-
nen eine grossere Anderung der chemischen Verschiebung zu beobachten. Den
starksten Shift erfahren die Protonen H2a (4T) in beiden Temperaturreihen und H2c
(4PM) fur 4PM / 4T, einhergehend mit einer starken Verbreiterung der Signale.

Eine zu Abb. 18 vergleichbare Auftragung (Abb. 21) fir die Protonen H5b (4PH), H5b
(4PM) und H8c (4T; fur beide Temperaturreinen) zeigt, dass keine signifikante Ande-
rung der chemischen Verschiebungen fir jene Basenprotonen im Bereich von 275 —
300 K vorliegt. Die max. Anderung fiir den betrachteten Temperaturbereich betragt
0.12 ppm im Falle von H5b (4PH).

Im hier vorliegenden Fall handelt es sich aber im Vergleich zu Abb. 18 um ein sehr
kurzes DNA Fragment (Tetramer), welches aufgrund seiner geringen Lange keine
extrem stabile Duplexstruktur ausbilden kann, die bei einer best. Temperatur
»schmilzt‘. Langere DNA Fragmente sind Strukturen mit hoher Kooperativitat, welche
das plotzliche Zusammenbrechen der doppelhelikalen Struktur (also definierte
Schmelztemperatur) bedingt, wohingegen ein relativ kurzes DNA Oligomer keine
starken, kooperativen Wechselwirkungen erfahrt und somit nicht bei einer genau de-
finierten Temperatur schmilzt, sondern langsam ,aufweicht*."?

Dies wirde das Temperaturverhalten der in Abb. 21 gezeigten Basenprotonen erkla-
ren. Dennoch durften — zu einem geringen Grad — bei niedrigen Temperaturen Du-
plexstrukturen in Losung vorhanden sein.

7,94+ 5,66+

]
7,96 - 5,684
°
5,70
7,98+ [

5,724 .\
8,00 .

é . . é 5,74 -\
7o) 8,02 = o . \.
5,76-
L]
8i04 5,784 \-\
= —u— 8c (4T§™ —a— 5b (4PH) o a
8,06 o 8c (4Tf™ 5804| —e— 5b (4PM) .
275 280 285 280 295 300 275 280 285 290 295 300
TIK] TIK]

Abb. 21. Auftragung der chemischen Verschiebung & [ppm] gegen die Temperatur [K] fur ausgewahlte
Basenprotonen von 4PH, 4PM und 4T.

3.2 Vergleich der ROESY Daten fur 4PH / 4T bei 300 und 277 K

FUr den Fall des unmodifizierten Tetramers 4PH in Losung mit 4T wurden ROESY
Spektren bei 300 K und bei 277 K aufgenommen. Fir 4PH lassen sich somit die
ROE Daten aus der Messung des Einzelstranges (300 K) mit denen aus den Mes-
sungen in Losung mit 4T bei 300 K und 277 K vergleichen. Tabelle 16 stellt die, fur
Ringpuckering und Basenorientierung wichtigen, ROEs, sowie die sequentiellen
ROEs gegenuber.
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ROE 4PH (Einzelstrang, 4PH (+ 4T, 300 K) [A] 4PH (+ 4T, 277 K) [A]
300 K) [A]

H1‘a — H8a 2.6 2.6 -
H1'a—2“a 2.4 2.4
H2"a — H3‘a 2.65 25
H2'a - H3'a - 21 n.d., da H2'a/ H2"a
H2"a — H4'a 3.2 3.2 uberlagert
H2“a — H6b 3.15 3.2
H2'a — H6b 3.45 3.4
H1'b — H6b 3.0 3.1 -
H1'b — H2%b 2.3 - -
H1'b — H3'b 3.7 - -
H1‘'b — H4'b 2.7 2.8 -
H2'b — H3'b 2.2 2.3 2.4
H2“b — H4'b 3.3 3.25 -
H2‘b — H8¢c 3.3 3.6 4.0
H2“b — H8c 3.4 3.45 3.3
H1‘c — H8c 31 31 3.5
H1'c — H3'c 3.3 3.3 -
H1'c — H4'c 2.8 2.95 3.0
H1‘c — H2%c 25
H2"c — H3'c n.d., da H2'c / H2"c Uberlagert 2.7
H2“c — H6d 29
H8c — H7d 3.1 3.5 3.3
H1'd — H6d 3.0 3.0 3.2
H1‘d - H3‘d 3.65 4.2 -
H1‘d — H4'd 2.7 2.7 2.7

Tab. 16. Gegenuberstellung signifikanter ROEs fiir 4PH im Einzelstrang (300 K) und in Lésung mit 4T
bei 300 K und bei 277 K. Fett gedruckt sind jene Abstande dargestellt, die eine grossere Abweichung
voneinander aufweisen.

Das Problem bei der Ermittlung der ROE Daten fur 4PH in Lésung mit 4T war eine
teilweise sehr starke Uberlagerung der Signale fir 4PH und 4T, so dass keine quan-
titativen Aussagen uber die betreffenden ROEs gemacht werden kénnen. Bei der
Messung bei 277 K waren zudem alle Signale verbreitert, was zu zusétzlichen Uber-
lagerungen fuhrte. Daher war fur letzteren Fall nur eine geringe Anzahl an ROEs
quantitativ auswertbar.

Tabelle 16 zeigt, dass die Unterschiede flir 4PH — sei es als Einzelstrang, in Lésung
mit 4T oder bei unterschiedlicher Temperatur — relativ gering sind. Nur fur 4PH / 4T
bei 277 K ergibt sich eine etwas abweichende Ausrichtung der Basen A (c-Ring) und
T (d-Ring) von 4PH. Das Gleichgewicht der Basenorientierung verschiebt sich auf die
Seite der anti Orientierung. Ob auch fur die Basen an a- und b-Ring nun eine Bevor-
zugung der anti Ausrichtung vorliegt, konnte aufgrund von Uberlagerungen nicht ge-
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klart werden. Ferner unterscheiden sich die Verschiebungen der diastereotopen
Protonen der CH,-Gruppen an C2°; im Falle des Einzelstranges bzw. der Messung
bei 300 K (4PH / 4T) besitzen H2'c / H2"c bzw. H2'd / H2"d dieselbe Verschiebung,
wohingegen bei 277 K die Verschiebungen fur H2‘a / H2"a bzw. H2'd / H2"d zusam-
menfallen.

Vergleichende 'H Spektren und ROESY Spektren finden sich im Anhang.

3.3 Vergleich der ROESY Daten von 4PM als Einzelstrang (300 K) und in L6-
sung mit 4T (277 K)

Da die Unterschiede fur 4PH als Einzelstrang (300 K) und in Losung mit 4T bei 300 K
sehr gering waren, wurde auf ein ROESY Experiment fur 4PM / 4T bei 300 K ver-
zichtet und lediglich bei 277 K eine quantitative Analyse der ROE Daten vorge-
nommen. Somit werden in Tabelle 17 die ROEs fur 4PM als Einzelstrang bei 300 K
mit jenen fur 4PM in Losung mit 4T bei 277 K verglichen.

ROE 4PM (Einzelstrang, 300 K) [A] 4PM (+ 4T, 277 K) [A]
H1‘a — H8a 2.6 -
H3'a — H8a 3.5 3.6
H1‘a — H2"a 2.3 n.d.
H1'a — H4‘a 3.0 -
H2"a — H3‘a 2.6
H2"a — H4‘a 3.3 n.d., da H2'a / H2“a Uberlagert
H2‘a — H4'a 3.5
H3'a — H4'a - 2.55
H1'b — H6b 3.1 -
H2'b — H6b 2.3 2.2
H1'b — H3'b 3.85 -
H1'b — H4'b 2.8 2.7
H2'b — H3'b 2.2 2.3
H2“b — H3b 2.7 2.8
H2“b — H4b 3.3 3.3
H3'b — H4'b - 2.5
H2'b — H8¢c 3.9 4.0
H2“b — H8c 3.4 3.1
H1‘c — H8c 3.1 3.1

H1‘c — H2'c/H2"c 2.2 2.1
H1'c — H4'c 29 2.7
H3'c — H4'c - 2.9
H3'c — H7d 3.2 3.2
H8c — H7d 3.7 3.4
H1'd — H6d 29 3.1

H1'd — H4'dwe 2.7 2.6
H3'd — H4‘dwe 3.0 2.9

Tab. 17. Gegenuberstellung signifikanter ROEs fiir 4PM im Einzelstrang bei 300 K und im ,Doppel-
strang” mit 4T bei 277 K.
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Im Falle von 4PM ist der Unterschied in den ROEs noch geringer als fur 4PH / 4T, es
ergab sich auch hier bei 277 K das Problem relativ breiter und teilweise stark Uber-
lappender Signale, so dass nicht alle signifikanten ROEs quantitativ ausgewertet
werden konnten. Fur die diastereotopen Protonen der CH,-Gruppen an C2° zeigt sich
als einziger Unterschied zwischen Einzel- und Doppelstrang, dass bei 277 K die Ver-
schiebungen fur H2'a und H2"a zusammenfallen. Die ROEs zwischen H1‘ und den
Protonen der zugehoérigen Base zeigen im Vergleich zu 4PH keine bzw. nur eine
minimale Anderung.

Die entsprechenden 'H und ROESY Spektren finden sich auch fiir 4PM/4T im An-
hang.

Fir die in 3.2 und 3.3 behandelten ROESY Spektren konnte leider keine quantitative
Auswertung der ROE Signale fur 4T erfolgen, da keine Kreuzsignale fur eine opti-
male Eichung zur Verflgung standen.

3.4 Vergleich der ROESY Daten von 4PH und 4PM bei 277 K in Losung mit
4T

Die Gegenuberstellung jener Daten gibt Aufschluss daruber, inwiefern eine Methylie-
rung an Position C4‘ am 3“-Ende zu Anderungen in der Struktur bei Vorhandensein
des entsprechenden Komplementarstranges fuhrt.

Die nachfolgende Abbildung (Abb. 22) verdeutlicht rein qualitativ die sehr gute Uber-
einstimmung der ROE Muster fur 4PH (schwarze Kreuzsignale) und 4PM (rote
Kreuzsignale) bei 277 K und Zusatz des Komplementarstranges 4T. Einziger Unter-
schied im hier gezeigten Basenbereich ist eine unterschiedliche chemische Ver-
schiebung fur H6d (4PH bzw. 4PM), welches jedoch ein vergleichbares ROE Muster
in beiden Tetrameren aufweist. Auch fur den Anomerenbereich sind die ROE Muster
in &hnlich guter Ubereinstimmung (siehe Anhang).
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Abb. 25. ROESY Ausschnitt flir den Basenbereich von 4PH / 4T und 4PM / 4T bei 277 K inkl. den
zugehorigen 'H Ausschnitten.

Betrachtet man quantitativ die, aus den ROESY Signalen ermittelten, Abstande fur
4PH und 4PM, so sind auch hier nur wenige Unterschiede festzustellen. So weisen
nur die nachfolgend aufgelisteten ROEs einen Unterschied von mehr als 0.25 A bzw.
0.5 A auf (Tab. 18). Eine Liste mit dem Vergleich aller ROE Abstande ist im Anhang
wiedergegeben.
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ROE Abstand A [A] (JAROEspn — AROE pu)

H3'a — H8a > 0.25
H3'b — H6b > 0.25
H3'b — H8c > 0.25
H1‘c — H8c > 0.25
H3‘c — H8c >0.5

H5'c™ - H8c >0.25
H3'c — H7d >0.25
H3'c — H6d >0.5
H3'd — H6d > 0.25

Tab. 18. Aus den Integrationen ermittelte ROE Abstande fiir 4PH und 4PM, die einen deutlichen Un-
terschied zueinander aufweisen.

Auffallend ist, dass es sich bei den ROEs um sequentielle bzw. ROEs zwischen
Ringprotonen und zugehoriger Base handelt. Eine Anderung des Ringpuckerings ist
daher, und bei Betrachtung aller ROEs fur 4PH und 4PM bei 277 K (siehe Anhang),
unwahrscheinlich. Vielmehr muss von einer unterschiedlichen Orientierung der Ba-
sen ausgegangen werden, wobei dies vor allem die Basen an den Ringen ¢ und d
betrifft. Betrachtet man die berechneten Abstande fir H1‘c — H8c und H1‘d — H6d, so
ergibt sich fur den Winkel x im Falle des c-Ringes eine Verschiebung des syn/anti
Gleichgewichts, wohingegen fur den d-Ring eine annahernd gleiche Basenorien-
tierung vorliegt.

ROE Abstand 4PH 4PM
H1‘c — H8c 3.5 3.1
=y ~-60° 2>y ~-10°
=>» syn/anti GGW mit bevor-  =» syn/anti GGW mit bevor-
zugter anti Orientierung zugter syn Orientierung
H1‘d — H6d 3.2 3.1
2>y ~-45° =y ~-30°

=>» annahernd kein Unterschied in der Basenorientierung
=>» syn/anti GGW

Tab. 19. Vergleich der Basenorientierung an c- und d-Ring fiir 4PH und 4PM bei 277 K.
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4. Zusammenfassung

Die Untersuchung der Einzelstrange 4PH und 4PM ergab, dass die Einflhrung einer
Methylgruppe an C4‘ des 3‘-Endes weder Auswirkungen auf das entsprechende
Nukleotid, noch auf die Struktur des Einzelstranges hat. So sind fur beide Tetramere
Ringpuckering und Basenorientierung vergleichbar.

Liegen 4PH bzw. 4PM in Losung mit ihrem Komplementarstrang 4T vor, so zeigt sich
auch hier ein vergleichbares Verhalten. In beiden Fallen andern sich fur 4T dieselben
Basenverschiebungen durch Zugabe von 4PH bzw. 4PM bei 300 K, also bei einer
Temperatur, bei der nur geringe Mengen als Doppelstrang vorliegen. Die Anderung
fir Basenprotonen des a- und c-Rings von 4T sind wahrscheinlich auf minimale An-
derungen der Basenorientierung zuruckzufuhren. Diese sind jedoch so gering, dass
ein Vergleich von ROESY Daten (4T als Einzelstrang bzw. in Lésung mit 4PH bei
300 K) keinerlei Unterschiede erkennen lasst.

Auswirkungen der C4‘ Alkylierung auf den Komplementarstrang 4T sind nicht fest-
stellbar.

Im Verlauf der Temperaturreine von 275 — 300 K zeigte sich fur beide Systeme —
4T/4PH und 4T/4PM — dass es zur Ausbildung von doppelstrangiger DNA Uber einen
relativ weiten Temperaturbereich kommt, wobei dies auf die kurzen DNA Strange mit
nur jeweils 4 Bausteinen zurlckzufuhren ist. Sie sind sehr viel flexibler als langere
Oligonukleotide und besitzen keine so exakt definierte Schmelztemperatur. Die Tem-
peraturabhangigkeit ausgewahlter Basenprotonen entspricht qualitativ den in der Li-
teratur beschriebenen Ergebnissen, wobei die Anderung in der chemischen Ver-
schiebung fur diese kurzen DNA Fragmente weitaus geringer ist.

4PH und 4PM zeigen in Losung mit 4T zu ihren Einzelstrangen vergleichbare Struk-
turen. Die ROEs sind bis auf einige, wenige Ausnahmen in guter Ubereinstimmung.
Auch ein Vergleich von 4PH und 4PM - jeweils in Losung mit 4T und bei 277 K —
zeigt gute Ubereinstimmung, wobei jedoch eine gréssere Anzahl an ROEs mehr oder
weniger stark voneinander abweichen. Diese betreffen ausschliesslich sequentielle
ROEs und ROEs zwischen Base und zugehdrigen Ringprotonen, und hier besonders
die Ringe ¢ und d. Aufgrund der guten Ubereinstimmung der restlichen ROEs kann
man davon ausgehen, dass nicht ein verandertes Ringpuckering, sondern eine Ver-
schiebung des syn/anti Gleichgewichts in der Orientierung der Basen der Grund fur
jene abweichenden Werte ist, wobei jedoch, wie Tab. 19 zeigt, diese Unterschiede
sehr gering sind.

Insgesamt lassen die gezeigten Daten den Schluss zu, dass eine Methylierung an
C4' des 3‘-Endes weder das betreffende Nukleotid, noch den entsprechenden Ein-
zelstrang in seiner Struktur &ndert. Auch in Kombination mit dem entsprechenden
Komplementarstrang waren die Unterschiede zwischen modifiziertem und unmodifi-
ziertem Tetramer gering und die Auswirkungen auf den Komplementarstrang 4T
identisch.
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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Analyse von Struktur, Dynamik und
Wechselwirkungen verschiedener, niedermolekularer Biomolekile mittels NMR
Spektroskopie und Molecular Modeling.

Sechs Teilgebiete, denen unterschiedliche biologische/funktionelle Fragestellungen
zugrunde liegen, wurden durch ahnliches, methodisches Vorgehen und sich ergan-
zende Untersuchungen bearbeitet.

Die Methode, den Austausch acider Protonen in polar, protischen Lésungs-
mitteln durch geeignete Probenpraparation so weit zu verlangsamen, dass im NMR
separierte Signale mit Multiplettstruktur detektiert werden konnen, ist vor allem fur die
Untersuchung von Kohlenhydraten von grosser Bedeutung.

So ermdglicht die Untersuchung der Hydroxygruppen in Kohlenhydraten den Ge-
winn zusatzlicher Informationen, die sowohl die Struktur, als auch vorhandene,
schwache Wasserstoffbrucken betreffen.

An einfachen Sacchariden wie Glucose oder auch Saccharose konnte gezeigt wer-
den, dass in einer Mischung aus MeOHgy3 und MeOHy4 die OH-Gruppen in all ihren
Eigenschaften — chemische Verschiebungen, Kopplungskonstanten, Temperatur-
koeffizienten, Verhalten bei Titrationen und NOE Kontakte — vollstandig charakteri-
siert werden konnen.

Dies fand Anwendung bei der Untersuchung der Ca?* vermittelten Wechsel-
wirkung zwischen Kopfgruppen der Lewis Blutgruppenantigene. Die, von zwei
Lewis Trisaccharideinheiten gebildete, hydrophile Hohle zur kooperativen Bindung
von Ca*" lonen konnte anhand der an ihr beteiligten OH-Gruppen naher bestimmt
und die aus NOESY Messungen resultierende Struktur mit diesen zusatzlichen In-
formationen optimiert werden.

Durch Ubertragung des Ca®* Bindungsepitops zweier Lewis* Einheiten auf verschie-
dene Lewis* Analoga konnten in silico verschiedene Varianten der Bindung von Ca?*
postuliert werden. So ist in Abhangigkeit von der Orientierung der beiden Lewis™ Tri-
saccharide zueinander von einer unterschiedlich starken Komplexierung des Cal-
ciumions in den verschiedenen Modellsystemen auszugehen.

Diese Ergebnisse liefern einen weiteren Einblick in die, in biologischen Systemen
ausserst wichtigen, Kohlenhydrat-Kohlenhydrat Wechselwirkungen, wie sie z. B. im
Rahmen der Zell-Zell-Erkennung von Bedeutung sind.

Eine Gruppe weiterer, wichtiger Kohlenhydrate, die z. B. von dem Cya-
nobakterium Nostoc besonders in Stresssituationen vermehrt gebildet werden,
konnte erstmals identifiziert und strukturell charakterisiert werden.
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Es handelt sich hierbei um Oligosaccharide bestehend aus a-(1->2)-verknupften
Glucoseeinheiten, die an ihrem reduzierenden Ende eine Fructofuranose in a-(1->2)-
Verknupfung besitzen.

Fir diese Oligomere konnte eine relativ fixe Sekundarstruktur in Form einer
rechtsgangigen Helix, mit Ganghdhe vier, ermittelt werden. Durch Abspaltung der
Fructose und Untersuchung der defructosylierten Saccharide konnte zudem gezeigt
werden, dass die Ausbildung einer rechtsgangigen Helix vom Vorhandensein der
Fructoseeinheit abhangt. Die Fructose induziert bzw. stabilisiert eine Sekundar-
struktur im Oligomer, die ansonsten nur partiell populiert wird, vergleichbar mit einer
Cappingeinheit in Proteinen. Die defructosylierten Saccharide verhalten sich vielmehr
wie gangige Homooligomere (z. B. Oligomaltose) und liegen in keiner bevorzugten
Konformation vor. Sie sind sehr viel flexibler als die aus Nostoc extrahierten Oligo-
saccharide. Eine leichte Bevorzugung einer linksgangigen Helix konnte jedoch fur
das a-defructosylierte Analogon ermittelt werden.

FUr hohere Oligosaccharide kann ein Aufwinden vom nicht-gecappten Ende aus po-
stuliert werden, welches dazu fuhrt, dass die letzten drei Glucoseeinheiten einem
konformationellen Austausch zwischen links- und rechtsgangiger Helix unterliegen,
der sich im Bereich des langsamen Austauschs befindet, so dass es zu einer starken
Signalverbreiterung kommt. Dies ist gleichbedeutend mit einer, fir Kohlenhydrate bis
dato nicht gekannten, Energiebarriere bei Anderung der ®- und P-Winkel der O-gly-
kosidischen Bindungen. Mit Hilfe eines ®/\V-Plots kann gezeigt werden, dass der
Ubergang von rechts- zu linksgéngiger Helix durch einen Bereich von ®/¥ Kombina-
tionen verlauft, in dem eine sterisch ausserst ungunstige Ringstruktur zu beobachten
ist.

Diese hoheren Oligosaccharide stellen die ersten Kohlenhydrate dar, die eine derart
hohe Energiebarriere zwischen ihren Konformeren aufweisen, dass bei Raumtempe-
ratur kein schneller Wechsel zwischen diesen stattfinden kann.

Eine weitere, Uberraschende Beobachtung lieferte die Messung von kleinen,
polaren Molekllen — polyhydroxylierten Thiazolidinlactamen — in sog. Bicellen. Hier-
bei handelt es sich um, in der NMR Spektroskopie haufig verwendete, Modellmem-
branen aus Phosphocholinen, die in einem bestimmten Temperaturbereich im Ma-
gnetfeld einen Phasenubergang von der rein isotropen Lésung hin zur flissig-kristal-
linen Phase, mit anisotropen Eigenschaften, erfahren.

Zusatzlich detektierbare Kopplungen, die sog. residualen dipolaren Kopplungen
(RDCs), die aus der Anisotropie der Probe resultieren, lagen um bis zu Faktor 100
hoher als bis jetzt fur vergleichbare kleine, polare Molekule in der Literatur beschrie-
ben. Die Ursache und die strukturellen Voraussetzungen dieses Verhaltens zu er-
mitteln, wurde mit Hilfe zahlreicher Modifikationen der Thiazolidinlactame erzielt.

Die kleinen, hydrophilen Moleklle weisen eine Affinitat zur lipophilen Membran-
oberflache der Bicellen auf, wobei diese stark von den strukturellen Gegebenheiten
im Molekual abhangt. So ist nicht nur die Ladung des Moleklls, sondern vor allem ein
zwischen seinen Hydroxygruppen bestehendes Wasserstofforickenmuster von ent-

- 366 -



Zusammenfassung

scheidender Bedeutung fiir die Membranaffinitat. Allein die Anderung der Orientie-
rung der H-Brucken fuhrt zu einem deutlichen Verlust der Affinitat.

Die ungewohnlich starke Ausrichtung, erkennbar an grossen RDC Werten, besteht
nur in Bicellenldsungen mit ihren Phosphocholinbilayern. Fir ein anderes fllssig-kri-
stallines Medium, PEG/n-Hexanol/Wasser (Otting Phase), waren die Werte der
RDCs nur wenig grosser als literaturbekannte Daten.

Mit der zusatzlichen Methode der Messung des Sattigungstransfers (STD) konnte
gezeigt werden, dass eine Wechselwirkung zwischen, sich in Bicellen stark orientie-
renden, Molekulen und den Bicellen besteht.

Die Abschatzung einer Bindungskonstante flhrte in den Bereich extrem schwacher
Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen (K4 ~ 30 M), der mit anderen NMR Methoden,
wie z. B. Titration, nicht zuganglich ist.

Mit Hilfe der mathematischen Auswertung der gemessenen dipolaren Kopplungen
konnte mit dem sog. GDO Wert eine skalare Grosse bestimmt werden, die, unab-
hangig von den Probenbedingungen, den Grad der Orientierung eines Molekuls wie-
dergibt. Dies gewahrte die Mdglichkeit, eine Abfolge der Membranaffinitaten in Ab-
hangigkeit von strukturellen Gegebenheiten zu ermitteln.

Diese Untersuchungen gestatten einen Einblick in die Wechselwirkungen kleiner
Molekule mit Membranen und kénnten gerade fur pharmazeutische Fragestellungen
interessant sein.

Die strukturellen Untersuchungen an verschiedenen Analoga zu Jasplakino-
lid, einem, aus einem marinen Schwamm stammenden, Depsipeptid, zeigten eine
hohe Ubereinstimmung der peptidischen, 19-gliedrigen Makrozyklen mit dem Natur-
stoff, ohne dass in diesen, gut definierten, Strukturen Wasserstoffbricken vorhanden
waren. Die auf 18 Ringatome verkleinerten, makrozyklischen Analoga zeigten eine
sehr hohe Flexibiltat trotz vorhandener Wasserstoffbriicke; sie besitzen nur noch we-
nig Ahnlichkeit mit dem Naturstoff Jasplakinolid.

Modifizierte DNA Tetramere wurden auf ihre strukturellen Eigenschaften in

Losung hin untersucht. Durch Alkylierung des 4° C-Atoms des 3'-endstandigen
Nucleotids kam es zu keiner Anderung der Struktur des Einzelstranges in Lésung im
Vergleich zum analogen, unmodifizierten Tetramer.
Auch bei Ausbildung des Doppelstranges mit dem entsprechenden Komplemen-
tarstrang konnten keine Unterschiede zwischen modifizierter und unmodifizierter
DNA festgestellt werden. Die eingefiihrte, strukturelle Anderung bringt zwar vielfl-
tige, biologisch wichtige Funktionen mit sich, wie Marx et al. gezeigt haben (Literatur:
siehe Kapitel VI), wirkt sich jedoch nicht auf die dreidimensionale Struktur von Ein-
zel- oder Doppelstrang aus.
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Materialien und Methoden

. Substanzen

B-Methyl-galactopyranosid: > 98%, Fa. Sigma-Aldrich
Saccharose: reinst, Fa. Merck, Darmstadt
o/B-Glucose: D-(+)-Glucose wasserfrei, fur Mikrobiologie, Fa. Fluka, Buchs,
Schweiz
Trehalose: fur biochemische Zwecke, Fa. Merck, Darmstadt
1,6-anhydro-B-D-Glucose: 99%, Fa. Aldrich Chem. Co., Milwaukee, WI, USA
Dimyristoylphosphatidylcholin (DMPC): Fa. Lipoid GmbH, Ludwigshafen
Dihexanoylphosphatidylcholin (DHPC): - Fa. Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL,
USA

- Fa. Larodan AB, Malmd, Schweden
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB): 99+%, Fa. Acros Organics, New Jersey,
USA
Natriumdodecylsulfat-d25 SDSqys: 98 atom% D, Fa. Aldrich Chem. Co., Milwau-
kee, WI, USA
Pentaethylenglycolmonododecylether (C12E5): > 98%, Fa. Fluka, Buchs,
Schweiz
1-Hexanol: puriss., > 99%, Fa. Fluka, Buchs, Schweiz
3-(Trimethylsilyl)-propionsaure Natriumsalz (TSP): Fa. Merck, Darmstadt
Calciumchlorid Perlen: wasserfrei, 99.99+%, H20< 100 ppm, -10 mesh, Fa.
Aldrich Chem. Co., Milwaukee, WI, USA
Aluminiumoxid: ICN Alumina N — Super |, ICN Biomedicals GmbH, Eschwege
Dikaliumhydrogenphosphat K;HPO,4: wasserfrei, > 99.5%, Fa. Fluka, Buchs,
Schweiz
Kaliumphosphat monobasisch KH,POy4: puriss. p. a., > 99.5%, Fa. Fluka, Buchs,
Schweiz
Aceton: p. a., Fa. Merck, Darmstadt

In anderen Arbeitsgruppen synthetisiert oder isoliert:

In

Makrozyklische Jasplakinolidanaloga: Prof. Martin E. Maier, Universitat Tibingen
DNA Tetramere: Prof. Andreas Marx, Universitat Konstanz

Kohlenhydrate aus Nostoc: PD Dr. Eckhard Loos, Universitat Regensburg

Lewis™ Glycopeptid: Prof. Horst Kunz, Universitat Mainz

Lewis* Dimer, Monomer und Maltotetraose: Prof. Richard R. Schmidt, Universitét
Konstanz

unserer Arbeitsgruppe synthetisiert (Prof. Armin Geyer, Universitat Regens-

burg/Universitat Marburg)

Bizyklische Thiazolidinlactame
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2. NMR Losungsmittel und Zubehor

Alle verwendeten NMR Losungsmittel wurden von Deutero GmbH, Kastellaun, bezo-
gen.

e Dy0:99.9%

o MeOHd3: 99.5%

o MeOHd4: 99.8%

o DMSOdGZ 99.8%

e CDCl3: 99.8%

NMR-Rohrchen:

e 507-PP, 8 inch, Fa. Wilmad/Lab Glass, Buena, NJ, USA
e 505-PS, 8 inch, Fa. Wilmad/Lab Glass, Buena, NJ, USA
e 507-HP, 8 inch, Fa. Norell Inc., Landisville, NJ, USA

Septen: white rubber, 7 mm o.d., Fa. Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA

3. Reinigung der NMR Rohrchen

Die Reinigung erfolgte im Ultraschallbad mit Aceton, dest. Wasser, Aceton und an-
schliessender Trocknung bei ca. 100 °C.

4. NMR Gerate und Software

e Bruker ARX 400 MHz ('H: 400.13 MHz, *C: 100.61 MHz), 5 mm QNP Proben-
kopf ("H, "*C, *'P, ®N), Temperatureinheit: BVT 2000 Eurotherm

e Bruker AVANCE 400 MHz (*H: 400.13 MHz, "*C: 100.61 MHz), 5 mm BBO Pro-
benkopf, z-Gradienteneinheit, Temperatureinheit: BVT 2000 Eurotherm

e Bruker AVANCE 600 MHz ('H: 600.13 MHz, *C: 150.90 MHz), 5 mm BBI Pro-
benkopf, z-Gradienteneinheit, Temperatureinheit: B-VT 3000

e Bruker DRX 600 MHz ('H: 600.13 MHz, *C: 150.90 MHz), 5 mm BBI Probenkopf,
z-Gradienteneinheit

Fur die Spektrenaufnahmen wurden die XWIN-NMR Versionen 2.6, 3.1 und 3.5 ver-
wendet.

FiUr die Prozessierung und Auswertung der Daten wurden XWIN-NMR 2.6, 3.1 und
3.5, TOPSPIN 1.2 und 1D WINNMR verwendet.
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5. Uberblick iiber gingige 2D NMR Messungen und die verwende-
ten Standardparametersatze

Homonukleare 2D Techniken via Bindunqen:1

o 'H-'H COSY: Identifizierung der skalaren Kopplung zwischen Protonen iiber zwei
oder drei (in Ausnahmefallen vier) Bindungen (*Jun bzw. 2Jin).

e 'H-'H TOCSY: Ubertragung der skalaren Protonenkopplungen innerhalb eines
Spinsystems, vorausgesetzt, es liegt ein kontinuierliches Netzwerk aus Kopplun-
gen vor (z. B. ist fir Protonen, die einen 90° Winkel zueinander aufweisen, die
3 JuH Kopplung annahernd null, so dass dies im TOCSY zu einer Unterbrechung
des Netzwerkes aus Kopplungen innerhalb eines Spinsystems fuhrt).

Heteronukleare 2D Techniken via Bindunqen:1

e 'H-X HMQC bzw. HSQC: Korrelation von Protonen und Kohlenstoffen (iber die
'Jen Kopplungskonstanten. Die Detektion erfolgt (iber die Protonen und ergibt da-
her eine grossere Signalintensitat als bei Detektion Uber den Heterokern. Typi-
scherweise ist X = "*C oder N.

e 'H-X-HMBC: long-range Korrelation von Protonen und Kohlenstoffen (iber 2J und
®Jen Kopplungen (fiir X = "3C). Auch hier erfolgt die Detektion iiber die Protonen.

Homonukleare 2D Techniken — Korrelation ,durch den Raum®:’

e 'H-'H NOESY oder ROESY: Korrelation nicht {iber Bindungen, sondern aufgrund
raumlicher Nahe von Protonen zueinander. Sind Protonen aufgrund struktureller
Gegebenheiten weniger als 5 A voneinander entfernt, so treten dipolare Wech-
selwirkungen zwischen ihren Kernen auf. Die Intensitat der so entstehenden
Kreuzsignale im NOESY bzw. ROESY Spektrum ist proportional zu rij'G, mit
gleich dem Abstand der beiden Protonen i und j. Dem ROESY Spektrum ist bei
mittelgrossen Molekllen (1-2 kDa) der Vorzug zu geben, wohingegen das
NOESY Spektrum fur kleine bzw. grosse Molekule generell Spektren mit weniger
Artefakten liefert. Allerdings besitzt das ROESY Spektrum den Vorteil, dass stets
zwischen ROE Kreuzsignalen und Austauschsignalen anhand ihrer Vorzeichen
unterschieden werden kann.

Verwendete, experimentelle Parameter:

e DQFCOSY:*d1=20s, TD(F2) = 2 k, TD(F1) = 256 / 384 / 512, NS = variabel,
Prozessierung mit: quadratischer Sinusfunktion (/2 Shift) in beiden Dimensionen

e TOCSY:*d1=2.0s, TD(F2) =2k, TD(F1) = 256 / 384 / 512, tmix = 60 — 100 ms,
NS = variabel, mit MLEV17 Sequenz, Prozessierung mit: quadratischer Sinus-
funktion (n/2 Shift) in beiden Dimensionen
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e NOESY:*d1=20s, TD(F2) =2k, TD(F1) = 256 / 384 / 512, NS = variabel, tmix =
variabel, Prozessierung mit: quadratischer Sinusfunktion (n/2 Shift) in beiden Di-
mensionen

e ROESY kompensiert:° d1 = 2.0 s, TD(F2) = 2 k, TD(F1) = 256 / 384 / 512, NS =
variabel, tmix = 200 ms, Spinlock = cw, Prozessierung mit: quadratischer Sinus-
funktion (w/2 Shift) in beiden Dimensionen

e HMQC, mit Gradientenpulsen:® d1 = 2.0 s, d2 = 3.45 ms, cnst2 = 145 Hz, TD(F2)
=1k, TD(F1) = 256 / 384, NS = variabel, Gradientenpuls p16 = 1000 us, Prozes-
sierung mit: quadratischer Sinusfunktion (n/2 Shift) in beiden Dimensionen

e HMBC mit low-pass J Filter und Gradientenpulsen:” d1 = 2.0 s, TD(F2) = 1 k,
TD(F1) = 256 / 384, NS = variabel, cnst2 = 145 Hz, cnst13 = 1 Hz, Prozessierung
mit: Sinusfunktion (ohne Shift) in beiden Dimensionen, halbphasensensitiv,
magnitude Rechnung in F1

e HMBC ohne low-pass J Filter und mit Gradientenpulsen:” analog zu HMBC mit
low-pass J Filter

Unterdrickung von Losungsmittelsignalen mit:
e Vorsattigung: 50 — 60 dB
e Watergate:* ® 3-9-19 Sequenz, mit Gradientenpulsen

6. Massenspektren

Finnigan MAT TSQ 7000 (ESI)
Messung in H,O/MeOH unter Zusatz von 10 mM Ammoniumacetat

7. Verwendete Software

Fir allgemeine Berechnungen wurden die Programme Maple V (Release 4) und
Origin 5.0 verwendet.

Zum Zeichnen von Molekulstrukturen ISIS Draw 2.4, zur dreidimensionalen Mole-
kildarstellung VMD 1.8.2.

Die Berechnung der Tensordaten in Kapitel IV erfolgte mit REDCAT for Windows
(naheres siehe Kapitel 1V), das Modeling von Molekulstrukturen, basierend auf expe-
rimentellen Parametern als Randbedingungen, wurde mit HyperChem Professional
6.03 for Windows durchgefuhrt.

8. Molekiilstrukturberechnungen mit HyperChem?®

Den ersten Schritt nach Aufbau der Struktur stellt eine Geometrieoptimierung dar.
Dabei werden jene Atomkoordinaten ermittelt, die einem Minimum der potentiellen
Energie entsprechen. Die Ableitung der potentiellen Energie V nach den kartesi-
schen Koordinaten r; ist null fur die optimierten Koordinaten.

Folgende zwei Algorithmen wurden im Rahmen der Geometrieoptimierung verwen-
det:
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1. Steepest Descent: Minimierung erster Ordnung. Berlcksichtigt wird die erste
Ableitung der potentiellen Energie in Bezug auf die Koordinaten. Im Rahmen die-
ser Methode bewegt man sich entlang des steilsten Abfalls auf der Oberflache,
welche die potentielle Energie reprasentiert.

2. Conjugate Gradient (Polak-Ribiere): Minimierung erster Ordnung. Hier wird je-
doch zusatzlich zur momentanen ersten Ableitung der potentiellen Energie die
Richtung der vorherigen Minimierungsschritte berlcksichtigt (minimization hi-
story).

Die Geometrieoptimierung wurde als erfolgreich angesehen, wenn der RMS Wert

des Gradienten (also der ersten Ableitung) kleiner als 0.1 kcal /mol*A war.

Die so erhaltene, geometrieoptimierte Struktur dient als Ausgangspunkt fur Mole-

kuldynamik Simulationen.

Das, den hier durchgefuhrten Rechnungen zugrundeliegende, Kraftfeld gehort zu

den sog. Molekilmechanikmethoden. Diese benutzen die Gleichungen der klassi-

schen Mechanik, um die Oberflache der potentiellen Energie und die physikalischen

Eigenschaften eines Moleklls zu beschreiben. Die Auffassung eines Molekdils als

Ansammlung von Atomen, die auf bestimmte Weise miteinander wechselwirken, und

deren Beschreibung im Form von analytischen Funktionen bezeichnet man als

Kraftfeld.

Verwendet wird das Mm+ Kraftfeld, eine Weiterentwicklung des von Allinger'® ent-

wickelten MM2 Kraftfeldes.

Die potentielle Energie eines Moleklls in einem Kraftfeld setzt sich aus der Summe

individueller Energieterme zusammen.

Hierzu gehdren z. B. die Energien fur Bindungen, Bindungswinkel, Dipol-Dipol

Wechselwirkungen, van der Waals.

Im Gegensatz zu quantenmechanischen Rechnungen werden Wechselwirkungen

zwischen Elektronen im Rahmen der Molekilmechanik Rechnungen nicht beruck-

sichtigt.

Bei der Molekiuldynamik Simulation werden die zukunftigen Koordinaten und Ge-

schwindigkeiten der Atome berechnet, basierend auf ihren momentanen Koordinaten

und Geschwindigkeiten. Als erstes wird die auf jedes Atom wirkende Kraft als Funk-
tion der Zeit bestimmt, dies entspricht dem negativen Wert der ersten Ableitung der
potentiellen Energie nach den Koordinaten. Hieraus lassen sich Beschleunigung,

Anderung der Geschwindigkeit und Anderung der réaumlichen Position berechnen.

Die kinetische Energie ist definiert als die Summe der Geschwindigkeiten der Atome.

Die Gesamtenergie eines Systems setzt sich zusammen aus kinetischer und poten-

tieller Energie.

Die MD Simulationen wurden unter folgenden Bedingungen durchgefuhrt:

- im Vakuum

- bei konstanter Temperatur (300 K)

- mit einer Relaxationszeit fur die Badtemperatur von 0.1 ps

- Dauer der MD Simulation: 10 ps in Schritten von 0.001 ps

- Aufheiz- und Abktlldauer = 0 ps

- Datenaufnahme flr jeden Zeitschritt
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Gesetzte Restraints, also auf experimentellen Daten beruhende Randbedingungen
(wie z. B. HH-Abstande, Bindungswinkel) wurden mit den Standardwerten fur die
Federkonstanten implementiert:

- 7.0 kcal/mol*A? fiir interatomare Abstande

- 12.5 kcal/mol*degree? fiir Winkel

Fir Torsionswinkel wurde ein Wert von 20.0 kcal/mol*degree? gesetzt.
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KAPITEL I: Hydroxyprotonen in polar, protischen Lo-
sungsmitteln bei Raumtemperatur

1. Probenvorbehandlung
1.1 In Methanol leicht losliche Saccharide

Die hier beschriebene Vorgehensweise ist die, nach etlichen Optimierungen, als am

effektivsten anzusehende Methode.

- Substanz in MeOHgs : MeOHgy4 1:1 (v/v), Gesamtvolumen 1 mL, l6sen.

- Aluminiumoxid N Super | (0% Wassergehalt) ca. 2-3 h im Trockenschrank (160-
180 °C) ausheizen und noch heiss zur methanolischen Losung zugeben.

- Gut durchmischen und Uber Nacht bei RT stehen lassen.

- Nochmals gut durchmischen, abzentrifugieren und Uberstand abpipettieren.

- Dieser kann so im NMR vermessen werden. Eine besondere Vorbehandlung der
NMR Rohrchen war nicht notig.

Wichtig: Durch Zugabe von heissem Aluminiumoxid kommt es zu einem Verlust an
Ldsungsmittel durch Verdampfen, zudem konnte nicht restlos geklart werden, ob und
wenn ja wieviel Substanz an das Aluminiumoxid adsorbiert.

Dies bedeutet, dass die Endkonzentration nicht genau bekannt ist.

Wie jedoch die im Allgemeinen Teil beschriebenen Titrationen mit CaCl, und deren
Auswertung gezeigt haben, bewegen sich die Verluste in einem geringen Bereich.

1.2 In Methanol schwer losliche Saccharide

- Substanz in MeOHgs : MeOHgy4 1:1 (v/v), Gesamtvolumen 1 mL, suspendieren

- Zugabe von moglichst wenig CaCly-Perlen (wasserfrei), bis sich die Substanz
vollstandig gelost hat

- Das weitere Vorgehen ist wie unter 1.1.1 beschrieben.

1.3 Sattigen der Losung mit CaCl;

- portionsweise CaCl,-Perlen (wasserfrei) zugeben, bis sich diese im Ultraschall-
bad nur noch unter Erwarmen (ca. 40 °C) |0sen.

- Die Probe ,auf dem Kopf stehend” langsam bei RT abklhlen lassen.

- Schliesslich den CaCl,-Uberschuss im Kiihlschrank auskristallisieren lassen.

- Der Kristallbrei befindet sich durch dieses Vorgehen im oberen Bereich des NMR
Roéhrchens, so dass flr die Messung eine klare Losung zur Verflgung steht.

Wichtig: Der Art des Kiristallbreis nach zu urteilen, kristallisiert CaCl, in Form eines
seiner Hydrate aus. Ob dabei nur das im MeOH befindliche Restwasser oder auch

MeOH mitauskristallisiert konnte nicht gezeigt werden.
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2. Hydroxyprotonen verschiedener Monosaccharide in Methanol

2.1 Methyl-B-D-Galactopyranosid (3GalOMe)

Verwendete Proben:

ohne CaCl; & bei 28 eq CaCly: 24.27 mg BGalOMe (n = 1.25*10™ mol, ¢ = 83.3
mM) werden in 1.5 mL MeOH d3:d4 = 1:1 geldst. Aluminiumoxid N Super | (ohne
Vorbehandlung) wird zugesetzt und die Probe Uber Nacht bei RT aufbewahrt. Am
nachsten Tag wird Uber einen 0.45 pm Filter abfiltriert.

CaCl-Titration: 10.92 mg pGalOMe (n = 5.62*10™ mol, ¢ = 56.2 mM) werden in
1.0 mL MeOH d3:d4 = 1:1 (v/v) gelost. Aluminiumoxid N Super | (ohne Vorbe-
handlung) zugesetzt, wiederum die Probe bei RT Uber Nacht stehen lassen und
am nachsten Tag Uber einen 0.2 uym Filter abfiltriert.

CaCl,-gesittigt (inkl. Temperaturmessung): 17.94 mg pGalOMe (n = 9.24*10°
mol, ¢ = 115.5 mM) werden in 0.8 mL MeOH d3:d4 = 1:1 (v/v) geldst, Alumi-
niumoxid N Super | (ohne Vorbehandlung) zugesetzt, wiederum eine Nacht bei
RT aufbewahrt und schliesslich abzentrifugiert und der Uberstand abpipettiert.
Fir die Sattigung mit CaCl, waren insgesamt 142.52 mg CaCl, (n = 1.28%10°
mol, = 139 eq) vonnoten.

2.1.1 Auswertung der Titration mit CaCl, — Scatchardplot

Titrationsauswertung mit Scatchardplot

Amax= | 612,4] pGalOMe(ges) [mol]=
A(ges) (30H) [Hz] | CaCl2(ges) [mg] CaCl2(ges) [mol] CaCl2(frei) [mol] V(ges) [ul]
58,2 1,26 1,13534E-05 6,00858E-06 513
1349 3,14 2,82934E-05 1,59048E-05 532,56
233,8 6,24 5,62263E-05 3,47552E-05 564,5
359,4 12,48 0,000112453 7,94471E-05 629
469,2 25,04 0,000225626 0,000182537 759
534,8 43,42 0,000391242 0,000342128 949
612,4 92,59 0,000834294 0,000778054 949

CaCl,(frei) = CaCl,(ges) - pGalOMe(ges)*v

(= Komplex C)
Komplex C =
[CaCl2(frei)] [mol/l] v=AlAmax GalOMe(ges)*v [mol] | v/[CaCl2(frei)] eq CaCl2
0,011712625 0,095035924 5,34482E-06 8,113973098 0,2
0,029868151 0,220280862 1,23886E-05 7,375108717 0,5
0,061568167 0,381776617 2 14711E-05 6,200876789 1
0,126306917 0,586871326 3,30056E-05 4,646391027 1,9
0,240496796 0,766165905 4,30892E-05 3,185763453 39
0,360514323 0,873285434 4,91136E-05 2,422332149 6,7
0,819867721 1 0,00005624 1,219708953 14,3
x-Achse y-Achse

Scatchard-Plot: v/[CaCl,(frei)] = 1/K, - (1/K,)* v

Abb. 1. Tabelle mit allen fir die Auswertung mittels Scatchardplot nétigen experimentellen Daten.
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2.2 o/ B-D-Glucopyranosid

Verwendete Proben:

'H Spektren und 2D NOESY: 15.1 mg o/B-Glc (n = 8.4*10°° mol, ¢ = 83.8 mM) in
1.0 mL MeOH d3:d4 = 1:1 (v/v) lI6sen und Aluminiumoxid (N, Super I), welches
zuvor im Trockenschrank bei ca. 220 °C ausgeheizt wurde, noch heiss zur
Lésung im NMR Rohrchen zugeben. Das feine Aluminiumoxidpulver verbleibt als
Bodensatz wahrend der Messungen im NMR Raéhrchen.

2D DQFCOSY: 23.4 mg a/B-Glc (n = 1.3*10 mol, ¢ = 129.9 mM) in 1.0 mL
MeOH d3:d4 = 1:1 (v/v) l6sen, Aluminiumoxid (N, Super I) (im Trockenschrank
ausgeheizt) noch warm zugeben und die Probe Uber Nacht bei RT stehen lassen.
Am néachsten Tag abzentrifugieren und den Uberstand abpipettieren.

3. Saccharose in methanolischer Lésung

Verwendete Proben:

+ 4 eq CaCl,: 7.87 mg Saccharose (n = 2.3*10° mol, ¢ = 23.0 mM) in 1.0 mL
MeOH d3:d4 = 1:1 (v/v) suspendieren und mit 10.62 mg CaCl; (n = 9.6*10™ mol,
= 4 eq) in L6sung bringen. Aluminiumoxid N Super | (im Trockenschrank ausge-
heizt) noch heiss zugeben und uber Nacht bei RT stehen lassen. Schliesslich ab-
zentrifugieren und den Uberstand abpipettieren.

Temperaturreihe und 2D ROESY (CaCl,-gesattigt): 12.19 mg Saccharose (n =
3.6*10™ mol, ¢ = 35.6 mM) in 1.0 mL MeOH d3:d4 = 1:1 (v/v) suspendieren und
mit 41.64 mg CaCl, (n = 3.75*10 mol, = 10.5 eq) in L&sung bringen. Das weitere
Vorgehen ist wie bei der zuvor beschriebenen Probe. Um die Losung mit CaCl,
zu sattigen, missen insgesamt 201.84 mg CaCl, (n = 1.8*10™ mol, = 50.5 eq) zu-
gegeben werden. Dies erfolgt wie unter 1.3 beschrieben.

3C, 2D DQFCOSY und 2D NOESY (CaCl,-gesittigt): 15.46 mg Saccharose (n
= 4.5*10™ mol, ¢ = 45.2 mM) in 1.0 mL MeOH d3:d4 = 1:1 (v/v) suspendieren und
mit 30.65 mg CaCl, (n = 2.8*10* mol, = 6 eq) in Lésung bringen. Diese Probe
wurde nicht mit Aluminiumoxid behandelt, sondern nur bis zur Sattigung CaCl,
zugegeben. Insgesamt waren 172.62 mg CaCl, (n = 1.55*10° mol, = 34.4 eq)
notig.
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3.1 Saccharose + 4 eq CaCl;

3.1.1 Temperaturreihe zwischen 280 und 310 K

ASges [Hz]

T[K] 1aOH  3aOH 4aOH 6aOH 2bOH 3bOH 4bOH 6bOH
280 0 0 0 0 0 0 0 0

283 12,5 191 -145 83 -125 -191 -16.0 -134
286 235 386 -29.2 -188 250 -382 -324 -27.2
289 -35.3 577 437 292 -382 -493 -484 -41.0
292 -47.8 774 584 -404 -50.9 -68.8 -64.6 -555
295 -60.7 963 -729 514 -645 -876 -804 -70.4
298 734 1154 -876 -63.2 -77.7 -107.1 -96.4 -

301 -86.8  -134.3 -102.1 -746 -920 -1262 -1122 -100.7

304 -100.8 -1534 -116.6 -87.1 -106.3 -1455 -128.2 -116.3
307 -114.4 -172.7 -1313 -994 -1201 -163.9 -143.1 -131.9
310 -128.0 - -145.1 1121 -134.4 -172.1 - -148.1

Tab. 1. Chemische Verschiebungen [Hz] der OH Protonen von Saccharose in Abhangigkeit von der
Temperatur (600 MHz).

3.2 Saccharose in CaCl,-gesattigter, methanolischer Lésung

3.2.1 Temperaturreihe zwischen 285 und 305 K

Adges [HZ]

T [K] 1aOH 3aOH/6bOH 4aOH 2bOH 3bOH/6aOH 4bOH
285 0 0 0 0 0 0
290 -16 -24 -13 -23 -19 -15
295 -31 -49 -25 -46 -38 -29
300 -49 -74 -39 -71 -59 -47
305 -67 -98 -51 -93 -79 -62

Tab. 2. Verschiebungen [Hz] der OH Protonen von Saccharose in Abhangigkeit von der Temperatur
(MeOH 1:1, CaCl,-gesattigt, 600 MHz).
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4. BicOMe - ein Thiazolidinlactam — in Methanol 1:1
Verwendete Probe:

- fiir alle Messungen: 10.03 mg BicOMe (n = 3.4*10™ mol, ¢ = 34.2 mM) in 1.0
mL MeOH d3:d4 = 1:1 (v/v) I6sen, Aluminiumoxid N Super | (ohne Vorbehand-
lung) zusetzen, Uber Nacht bei RT stehen lassen und schliesslich tUber einen 0.45
pum Filter abfiltrieren.

Um die Lésung mit CaCl, zu sattigen, waren 183.02 mg CaCl, (n = 1.65*10™ mol, =

48.5 eq) notig.
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KAPITEL II: Ca* induzierte Wechselwirkungen zwischen
Lewis Analoga. Analyse der 3D-Struktur
1. Le* Mono

1.1in MeOHd4

10 mg Le* Mono (M = 543.5 g/mol, n = 1.840*10™ mol, ¢ = 26.3 mM) werden in 0.7
mL MeOHgs gelost.

Ubersicht iber alle ermittelten ROEs:

ROE Abstand [A] ROE Abstand [A]
H1b —NHAc 3.1 H4b — H5b 2.2
H5b — H6b 2.4 H3b — H5b 2.2
H4b — H6b 2.7 H1a — H2a =24
H2c — H6b 2.6 H1a — OMe 2.45
H1b — H1a 2.45 H1c — H5¢ 2.2
H1b — H2a 2.9 H1c — H5a 2.8
H1b — H3a 2.35 H1c — Héat 2.25

H1b — H4a/H6a" 2.3 H1c — H4a/H6a" 2.6
H1b — H2b 25 H3c — H4c 2.5
H2c — H5b 2.3 H4c — H5c 2.2

Tab. 1. Alle fir Le* Mono in MeOHgy, ermittelten Protonenabstande aus der Integration der entspre-
chenden ROESY Kreuzsignale.

1.2in MQOHd3:M90Hd4 1:1 (VIV)
10 mg Le* Mono (n = 1.840*10° mol, ¢ = 18.4 mM) werden in 1.0 mL

MeOHgy3:MeOHgys = 1:1 (v/v) gel6st, neutrales Aluminiumoxid (Super |) zugesetzt und
nach ca. 12 h Uber einen 0.2 ym Filter abfiltriert.
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1.2.1 Titration mit CaCl,

0 eq CaCl,

2cOH 6cOH

4.7 eq CaCl,

28.5 eq CaCl,

49.6 eq CaCl,

6a0H

68.7 eq CaCl,

98.0 eq CaCl,

T T
5.0 4.8

Abb. 1. "H Ausschnitte von Le* Mono in MeOHgy;:MeOHgy, mit unterschiedlichen Mengen CaCl, (400

MHz, 294 K).

T
4.6

= I
4.4 4.2
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0eq CaC|2 NHAc
_—'—-—M\.‘YA—
4.7 eq CaCl,
L]
28.5 eq CaCl,

Vg 'ﬁ
Vg
E
/
/

49.6 eq CaCl,

68.7 eq CaCl,

98.0 eq CaCl, %3boH aﬁzaOH
A A

L S
6.8 6.6 64 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4

Abb. 2. 'H Spektren des OH-Bereichs von Le* Mono in MeOHgy3:MeOHy, im Verlauf der CaCl, Titra-
tion (400 MHz, 294 K).

1.3 in MeOHy3:MeOHgy4 1:1, CaCl,-gesattigt

Die in 1.2 beschriebene Probe wird mit insgesamt 98 eq CaCl, versetzt (unter Er-
warmen, ca. 40°C) und schliesslich wie im experimentellen Teil zu Kapitel I das
uberschussige CaCl, auskristallisiert.
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Abb. 3. ROESY Ausschnitt des Alkylbereichs von Le* Mono in MeOHy;:MeOHy,, CaCl,-gesattigt (400
MHz, 294 K).

NHAc 3bOH 3cOH 2cOH
ppm
1.0
1.5
207 OnHac
2.5
4
oF
3.0
&
3.5
@ 2ci5c 0 2¢/5¢
' I§) L0
4.0 3b/db 0 éea'
. 4c
4.5
1a '1 i
so§ §
50 @1 i
E T T T T 1 14 B
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 ppm

{1)6a", 3¢, 53, 6c"

Abb. 4. ROESY Ausschnitt des NH-/OH-Bereichs von Le* Mono (Probenbedingungen wie in Abb. 3).
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2. Le* Dimer (CH,-Briicke)

2.1 in MeOHgy3:MeOHgy4 1:1 (v/v) + 22 eq CaCl;
ca. 20 mg Le* Dimer (M = 1099.1 g/mol, n ~ 1.8*10™ mol, ¢ ~ 18 mM) und 44.8 mg
CaCl; (~ 22 eq) werden in 1.0 mL MeOHgy3:MeOHgys 1:1 (v/v) gelost, mit neutralem
Aluminiumoxid (Super ) versetzt, nach ca. 12 h zentrifugiert und die Losung abpipet-

tiert.

Alle aus der Integration der ROESY Kreuzsignale erhaltenen Protonenabstande:

ROE Abstand [A] ROE Abstand [A]
H1a — H2a 2.4 NH — H1b
CH2 - H6a' 3.0 NH — H1a
H1a — H2c 3.2 NH — H2a
H1a — OMe 2.4 NH — Ac
H1c — H5¢ =23 3bOH — H3b nur qualitativ
H1c — H2c 3.0 4cOH — H4c
H2a — H2c 2.7 2cOH - H2c
H1c — H3c 2.5 4bOH — H4b
H1c — H6a 3.3 6¢cOH — HB6c"/H6C!
H3c — H5¢ 2.75 2bOH - Ac
H5b — H6b 2.3
H1a — H6b 3.1
H4b — H6b 2.85
H2c — H6b 2.8

Tab. 2. Fir Le* Dimer in MeOHgy;:MeOHgy, + 22 eq CaCl, ermittelte Protonenabstande.

2.2 CaCl,-Titration in MeOHgqs
7.8 mg Le* Dimer (n = 7.097*10° mol, ¢ = 14.2 mM) werden in 0.5 mL MeOHg3 ge-
I6st und schrittweise CaCl, als Losung in MeOHgys (40.5 mg in 0.2 mL, ¢ = 1.82 M)
zugegeben.

2.3 in MeOHgy3:MeOHy4 1:1, CaCly-gesattigt
Der unter 2.1 beschriebenen Probe werden in der Warme (ca. 40 °C) insgesamt etwa

114 eq CaCl, zugesetzt und der Uberschuss, wie im experimentellen Teil von Kapitel
I beschrieben, auskristallisiert.
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2.3.1 Temperaturreinhe von 285 — 310 K

N

295 K J
" A
i I |
j
_N

85 8.0 ppm

?é?

r‘—E

Abb. 5. "H Ausschnitte von Le* Dimer in MeOHg3:MeOHgs, CaCl,-geséttigt bei verschiedenen Tempe-
raturen (600 MHz).
3. Le* Glycopeptid

3.1in MeOHy4 + 30 eq CaCl;

7.1 mg Le* Glypep (M = 1597.5 g/mol, n = 4.44*10°® mol, ¢ = 5.6 mM) werden unter
Zugabe von 30 eq CaCl; in 0.8 mL MeOHg4 gelost.

Ubersicht (iber alle aus der Integration der ROE Kreuzsignale ermittelten Protonen-
abstande:

ROE Abstand [A] ROE Abstand [A]
H4b — H5b 2.4 H1c — H3c/H5c 2.1
H3b — H5b =255 H1c — H6a"/H4a 2.2
H2c — H5b 2.8 H5b — H6b 2.6
H1a/H1b — H2b 2.3 H4b — H6b 3.1
H1a/H1b — H5a 35 H2c — H6b 3.2
H1a/H1b — H3a 2.5 H1a/H1b - NHAc 3.3

Tab. 3. Alle fiir Le* Glypep in MeOHy, + 30 eq CaCl, ermittelten Protonenabstande.
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3.2in D,0, ohne CaCl,-Zusatz

8.55 mg Le* Glypep (n = 5.35*10° mol, ¢ = 7.6 mM) werden in 0.7 mL D,O geldst
und TSP zur Eichung zugesetzt.

Ubersicht (iber alle ermittelten Protonenabstande:

ROE Abstand [A] ROE Abstand [A]
H1a/H1b — H2a 3.1 H1c — HBa' 24
H1a/H1b — H3a 2.6 H1c — H3c 2.6
H1a/H1b — H3b 3.5 H1c — H5¢c 2.45
H1a/H1b — H2b 2.5 H1c - H2c 3.3
H1a/H1b — H5a 2.6 H5b — H6b 2.6

H2c — H5b 2.7 H4b — HEb 3.0
H4b — H5b 2.5 H2c — H6b 3.0
H3b — H5b =255 H1a/H1b — NHAC 3.3
H3a — H5b 3.2 H1c — H4a 2.6
H1c - H2a 3.4

Tab. 4. Fir Le® Glypep in D,O, ohne CaCl, ermittelte Protonenabstande aus der Integration der

ROESY Kreuzsignale.

3.3 Titration mit CaCl, in D,O

9.90 mg Le* Glypep (n = 6.20*10° mol, ¢ = 8.9 mM) werden in 0.7 mL D,O geldst
und TSP zur Eichung zugesetzt.
Die Titration erfolgt flr kleine Mengen CaCl, mit einer CaCl,/D,0-Lésung, die letzten
Schritte der Titration durch Zusatz von CaCly(s).
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4. Bestimmung der Winkel zwischen Lewis* Einheiten

Die dem Excel Arbeitsblatt zugrunde liegenden Formeln sind im Hauptteil zusam-

mengefasst.

Bestimmung des Winkels zwischen den beiden GlcNAc-Einheiten
definiert durch: Ring-O-GlcNAc, 2C-GIlcNAc, 4C-GIcNAc

Ring-O

1,1304
0,367731
3,10397

0,184753
3,20452
-1,00068

2C

0,101438

-0,266737

5,19317

0,814585
5,17569
0,235292

cos (phi) =

4c

0,203931
-1,83132
3,29069

-0,822329
3,55959
1,15028

0,9716593

4,4757895 Determ. A1
1,7434513 Determ. B1
1,674925 Determ. C1

3,8010512 Determ. A2
2,5994686 Determ. B2
2,2087643 Determ. C2

hiervon der Betrag ergibt: 0,971659349

zugehoriger Winkel phi = 13,673

aus Datenfile: lexDimer_mitCa_lon_MD10x10_291204 \013.hin

Bestimmung des Winkels zwischen den Vektoren von Ring-O-GlcNAc --> 4C-Fuc

0O-GlcNAc

1,1304
0,367731
3,10397

0,184753
3,20452
-1,00068

4C-Fuc

-1,81704
-5,79298
6,2206

-1,07134
6,28604
5,75695

zugehdoriger Vektor

-2,94744
-6,160711
3,11663

-1,256093
3,08152
6,75763

Skalarprodukt der beiden Vektoren a und b :

Betrag von Vektor a:

Betrag von Vektor b:

Cosinus des Winkels zwischen Vektor a und Vektor b:

Winkel in Grad:

zwischen den beiden Lewis x Einheiten

Vektor a

Vektor b

5,778936978
7.507006403
7.532535984

0,102197426

84,134278

Abb. 6. Excel-Worksheet zur Bestimmung des Winkels zwischen den beiden GIcNAc Flachen (oben)
und des Winkels zwischen den Vektoren definiert durch Ring-O (GIcNAc) — 4C (Fuc) (unten).
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KAPITEL III: Oligosaccharide aus dem Cyanobakterium
Nostoc. Identifizierung und Strukturanalyse

1. Allgemeines

Fir die Identifizierung und Strukturanalyse der untersuchten Oligosaccharide wurden
fur alle Verbindungen 2D DQFCOSY, TOCSY, HMQC und ROESY Spektren fiur alle
Verbindungen aufgenommen. 2D HMBC (ohne Filter) konnten aufgrund der relativ
geringen Mengen nur fur das Trisaccharid Z34 und das Tetrasaccharid HZ34 aufge-
nommen werden. Soweit nicht ausdricklich anders angegeben wurden die Messun-
gen bei 300 K und einer Protonenfrequenz von 600.13 MHz durchgefuhrt.

Um die Oligosaccharide nach erfolgter Messung wieder rickgewinnen zu kénnen,
wurde als Eichsubstanz Aceton zugegeben, da dieses leicht und vollstandig wieder
entfernt werden kann.

Daher sind alle Spektren sowohl im Protonen- als auch im Kohlenstoffbereich auf
Aceton geeicht (614 = 2.22 ppm, d13¢c = 30.89 ppm (CHa)).

Allgemeine Nomenklatur flr (1—2)-O-glykosidische Bindung
Saccharide am Beispiel von
a-D-Glucose OH
20
HO
HO
2559 on
A OH
050
Nomenklatur fir Oligosaccharide
am Beispiel von Lactose
(p-D-Gal-(1-4)-p-D-Glc) HO OH
2 OH
o]
o 0 Q Winkel der (1—2)-O-glykosidischen Bindung:
5 0 °© ®=05-C1-01-C2
b a O ¥=C1-01-C2-C1

Abb. 1. Allgemeine Nomenklatur fir Saccharide und Definition der fir die O-glykosidische Bindung
charakteristischen Winkel ® und .

2. Das Trisaccharid Z34
211In DO
Ca. 3 mg (n=5.95 * 10°° mol, c= 8.5 mM) Z34 (lyophyllisiert) wurden in 0.7 mL D-O

geldst und etwas Acetondampf zugesetzt.
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2.2In MeOH

2.8 mg (n = 5.55 * 10° mol, c= 4.6 mM) Z34 wurden in 1.2 mL MeOH (d3:d4 = 1:1)
unter Zugabe von etwas CaCl, in Lésung gebracht. Anschliessen wurde, wie in
Kapitel I beschrieben, die methanolische Losung ,getrocknet” und von Saurespuren
befreit.

2.2.1 234 in MeOH, CaCl,-gesattigt

Die obige Losung wurde in der Warme (ca. 40°C, Ultraschallbad) solange mit CaCl,
versetzt (ca. 200 mg), bis dieses nur noch sehr schwer in Ldsung ging.
Anschliessend liess man die Probe auf dem Kopf stehend zuerst bei RT, schliesslich
im Kuahilschrank abkuhlen. Hierbei kristallisierte Uberschissiges CaCl, aus, welches
beim Umdrehen des NMR-Ro&hrchens als fester Kristallbrei am oberen Rand haften
blieb. Dadurch erreicht man eine an CaCl, gesattigte Losung, wobei der vorhandene
Kristallbrei ausserhalb des Messfensters bleibt.

Dies entspricht einer ca. 1.5 M methanolischen CaCl,-Losung.

3. Das Tetrasaccharid HZ34
3.1In D,O

Ca. 2 mg (n=3.00 * 10°® mol, c= 4.3 mM) HZ34 (lyophyllisiert) wurden in 0.7 mL D,O
geldst und etwas Acetondampf zugesetzt.

3.2In DMSOde
Ca. 1 mg (n=1.50 * 10°® mol, c= 2.1 mM) HZ34 (lyophyllisiert) wurde in 0.7 mL
DMSOgs gelost.
4. Das Pentasaccharid HHZ34 in D,0O

Ca. 0.5 mg (n=6.03 * 107 mol, c= 0.86 mM) HHZ34 (lyophyllisiert) wurden in 0.7 mL
D,0 gel6st und etwas Acetondampf zugesetzt.

4.1 a- und B-defructosyliertes Pentasaccharid in D,O
Das in wassriger Losung vorgelegte Pentasaccharid (aufgereinigt wie im Allge-
meinen Teil in Kapitel 1.2 gezeigt) wurde mit TFA (0.1 M Endkonzentration) versetzt

und 5 min auf 80°C erwarmt. Um die Hydrolyse zu stoppen, wurde die Probe an-
schliessend auf Eis gegeben, MeOH zugesetzt und mit N, abgeblasen. Dieser Vor-
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gang wurde mehrmals wiederholt, bis die Lésung neutral war. Die Aufreinigung des
Hydrolysats erfolgte Uber eine Gelfiltrationssaule.

Es ergab sich ein Gemisch aus unhydrolysiertem Pentasaccharid (~ 25%), defructo-
syliertem Pentasaccharid in a-Konfiguration (~ 33%) und defructosyliertem Pen-
tasaccharid in B-Konfiguration (~ 42%). Bei den beiden letztgenannten Zuckern han-
delt es sich daher jetzt genaugenommen um Tetrasaccharide. Eine Hydrolyse a-
(1->2) glykosidischen Bindungen zwischen den Glucoseeinheiten wurde nicht beo-
bachtet.

4.2 Vergleich *C-Verschiebungen von HHZ34 und Maltopentaose in D,O

1-4 1-2
Verkntpfung VerknUpfung
Atom § 1°C fiir § °C fiir HHZ34 Atom
Maltopentaose
[Lit]
1a (a) 92.9 91.9 1b
2a (o) 72.3 2b
3a (o) 74.1 727 3b
4a (a) 700 4b
5a (o) 71.0 72.7 5b
6a (o) 61.6 60.8 6b
1a (B) 96.8 - -
2a (B) 75.0 - -
3a(p) 77.1 - -
4a (p) - -
5a (p) 756 : .
6a (p) 61.8 : :
1b 100.6 100.2 1c
2b 726 2¢
3b 74.2 726 3¢
4b 70.5 4c
5b 723 72.7 5¢
6b 61.6 60.8 6c
1c 100.6 989 1d
2c 72.6 2d
3c 74.2 720 3d
4c 70.0 4d
5¢ 72.3 725 5d
6c 61.6 61.1 6d
1d 100.8 99.0 1e
2d 72.8 2e « Freie
e L% (B3 Rr 3 Onoee
b d . . e
OH-Gruppe ~ 54 73.7 725 5e
6d 61.6 n.d. Be

Tab. 2. Vergleich der 13C-Verschiebungen von HHZ34 und Maltopentaose in D,O (300 K, 600 MHz).
Rot umrandet die, an der O-glykosidsichen Bindung beteiligten, Kohlenstoffe: fir Maltose 1->4, flr
HHZ34 1->2 Verknipfung.

" Daten aus der Datenbank Sugabase: http://www.boc.chem.uu.nl/sugabase/sugabase.html
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5. Das Hexasaccharid in D,O

1 mg (n=1.01 * 10" mol, c= 1.4 mM) Hexa (lyophyllisiert) wurde in 0.7 mL D,O ge-
I6st und etwas Acetondampf zugesetzt.

5.1 Temperaturreihe 280 — 310 K

ABges [Hz]
Atom 285K 290K 295K 300K 305K 310K
Hib -15 -28 41 51 59 -89
Hic -53 -104 -153 -196 -23.8 -28.0
H1d 426 +53 +7.7 +10.4 +127 +14.8
Hie +0.3 +05 +1.0 +18 +25 +33
H1f -07 -10 -16 -1.8 21 -2.3
H3a -08 -15 21 25 -28 -3.1

Tab. 1. Ausgewahlte chemische Verschiebungen des Hexasaccharids bei verschiedenen Tempera-
turen (D0, 600 MHz).
6. Das Oktasaccharid in D,O

1.9 mg (n= 1.46 * 10°° mol, c= 2.1 mM) Okta (lyophyllisiert) wurden in 0.7 mL D,O
geldst und etwas Acetondampf zugesetzt.

13C Verschiebung Anomere

Q
5]

o o
® o
<l
/
|
F
[ ]

—— Hexa
-=— Deka

13C Shift [ppm]
8 ® 8

©Q
=]

b ¢ d e f g h

Glucose Position
13C Verschiebung 2er
84
82
T 80
5 \
- 78 | ——Hexa
5% 3 -=—Deka
2
274
72 D
70
b ¢ d e f g h
Glucose Position

Abb. 2. Graphische Darstellung der "*C Verschiebungen fiir die Anomeren und die Position 2 in den

Glucosen von Hexa und Okta im Vergleich.
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6.1 Zugabe von CaCl; zu Okta

0.6 mg (n=4.56 * 10" mol, c= 0.65 mM) Okta (lyophyllisiert) wurden in 0.7 mL D,O
geldst und etwas Acetondampf zugesetzt. Zusatzlich wurden 13.41 mg CaCl, (1.21 *
10 mol, = 265 eq) (Perlen, wasserfrei) zugegeben.

ohne CaCl, w
I i | E I 4
54 52 5.0 4. .4 4.0 3.8 3.6 ppm

Abb. 3. Zugabe von CaCl, zu Okta in D,O - H Spektrum (600 MHz, 300 K, D,0). Keinerlei Verande-
rungen durch die CaCl,-Zugabe feststellbar.

6.2 Temperaturreihe in DMSOg¢

1.3 mg (n= 1.0 * 10° mol, c= 1.4 mM) Okta (lyophyllisiert) wurden in 0.7 mL DMSOgs
gelost.

Obwohl in D20 lyophilisiert wurde, haben die OH-Protonen noch nicht vollstandig mit

Deuterium ausgetauscht, so dass Signale fur die OH-Protonen die Anomerensignale
teilweise Uberlagern.
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v I
Anomere & OH Protonen W\\} W
" KW\M \

Y|

56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 3.2 ppm

Abb. 4. Okta in DMSOy — 'H Spektrum bei verschiedenen Temperaturen (600 MHz). Die OH Proto-
nen haben noch nicht vollstandig mit Deuterium ausgetauscht und sind daher noch vorhanden.

7. Das Dekasaccharid in D,O

5.5 mg (n= 3.35 * 10 mol, c= 4.8 mM) Deka (lyophilisiert) wurden in 0.7 mL DO
geldst und etwas Acetondampf zugesetzt.

7.1 In Kryomischung DMSOys:D,0 (4:1 (v/v))

5.5 mg (n=3.35 * 10°® mol, c= 4.8 mM) Deka (lyophilisiert) wurden in 0.7 mL
DMSOg6:D20 (4:1 (v/v)) gelost.
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300K

290 K

280 K

275K

270 K

265 K

260.5K

(N L D B B B A B B B A
5.55 5.50 545 540 535 530 525 520 5.15 5.10 ppm

Abb. 5. "H Anomerenbereich von Deka in DMSOg4:D,0 (4:1) bei verschiedenen Temperaturen (600
MHz).

7.2 Defructosyliertes Deka in DO

6.03 mg (n= 3.35 * 10 mol, c= 4.8 mM) defruct-Deka (lyophilisiert) wurden in 0.7
mL D,0 geldst und etwas Acetondampf zugesetzt.

Es handelt sich um eine Mischung aus a-defruct-Deka, -defruct-Deka und nicht
defructosyliertes Deka.

8. Untersuchungen zur Membranaffinitat von Hexa und Deka

8.1 Messungen in SDSy,5 Micellen in D,O

2.04 mg (n= 2.06 * 10° mol, c= 2.9 mM) Hexa (lyophilisiert) wurden in 0.7 mL
SDS425/D20 Lésung ( c= 25.8 mg SDSq25 / mL D,0) geldst.

4.84 mg (n= 2.95 * 10® mol, c= 4.2 mM) Deka (lyophilisiert) wurden in 0.7 mL
SDS425/D20 Lésung ( c= 28.7 mg SDSq25 / mL D,0) geldst.
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Hexa in D,0 Deka in D,0 JW\
I I “ _J | . W Lk
Hexa in SDS 55~ Deka in SDS 5~
Micellen J Micellen
1

MJLJ’M\L J L Jmpu“ “’L__Ju

T T T T T T T I T T T

5.5 5.0 4.5 25 2.0 1.5 ppm 5.5 5.0 4.5

Abb. 6. Vergleich von H Spektren in D,O und in SDSy5-Lésung von Hexa und Deka (600 MHz, 300
K). Es zeigen sich keinerlei Unterschiede in Signalverschiebung oder —breite.

8.2 Deka in DMPC Liposomen in D;0O

2.64 mg (n= 1.61 * 10° mol, c= 2.3 mM) Deka (lyophilisiert) wurden in 0.7 mL
DMPC/D,0 Loésung ( c= 5 mg DMPC / mL D,0) geldst.

Dekain D JW
1Y (T
Deka in
DMPC-Liposomen

Abb. 7. "H Spektren fir Deka in D,O bzw. in DMPC Liposomenlésung (600 MHz, 300 K, D,0). Es
sind keine Veranderungen der Deka-Signale feststellbar.

LA B
.0 1.5 ppm

8.3 Deka und Hexa in DMPC/DHPC Bicellen

Zu einer Bicellenlésung (q = 3.02, ¢ = 5%, 3.3% CTAB, 700 uL Phosphatpuffer (50
mM, pH 7) in D,O) wurden 4.18 mg (n = 4.22 * 10°® mol) Hexa zugegeben.

Analog wurde Deka (9.48 mg, n = 5.78 * 10 mol) zu einer Bicellenldsung (q = 3.0, ¢
= 5%, 3.7% CTAB, 700 pyL Phosphatpuffer (50 mM, pH 7) in D,O) zugesetzt.

Das molare Verhaltnis von geloster Substanz zu DMPC betragt:

- flr Hexa = 0.09

- fur Deka =0.12

Die Messungen in isotroper Losung erfolgten bei 298 K (Hexa) bzw. 300 K (Deka), in
flussig-kristalliner Phase bei 308 K (600 MHz).
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8.4 Deka in Losung mit a-Amylase

Bei der von Boehringer bezogenen a-Amylase handelt es sich um jene aus Schwei-
nepankreas isolierte, die als Suspension in Ammoniumsulfatiésung (ca. 10 mg Pro-
tein / ml) geliefert wird. Die pankreatische a-Amylase besitzt ein durchschnittliches
Molekulargewicht von 50 kDa.

Um die, fir die STD Messungen Ublichen Konzentrationen® an Protein und Ligand,
zu erhalten, wurden folgende Mengen verwendet:

- 1.5 yL a-Amylase Suspension (= ~ 0.3 nmol)

- 2.30 pL Dekal6ésung (13.05 mM, Phosphatpuffer, 50 mM, pH 7, D,0)
- entspricht einem ca. 100-fachen Uberschuss an Ligand

in 700 uL Phosphatpuffer (50 mM, pH 7, D,0) I6sen

Bei der Messung mit Enzymaktivierenden lonen wurden der bestehenden Ldsung
folgende Mengen zugesetzt:

- 4.55 pL einer 0.77 mM NaCl-L6ésung (Phosphatpuffer, 50 mM, pH 7, D,0)

- dies entspricht einer Gesamtkonzentration von 5 mM NaCl bezogen auf 700 pL
Vges

- 2.00 pL einer 0.35 mM CaCl,-Losung (D20)

-> entspricht einer Gesamtkonzentration von 1 mM CacCl, bezogen auf 700 pL Vges
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KAPITEL IV: Membranaffinitat von Polyolen. Identifizierung
der Starke und Strukturabhangigkeit mittels RDCs

1. Bicellen
1.1 Herstellung des Phosphatpuffers

Verwendet wird ein Phosphatpuffer aus KH,PO,4 und K;HPO4, bei dem anhand von
Literaturdaten [21]* sowohl der pH Wert als auch die Konzentration eingestellt wer-
den kénnen. Sein pH Bereich reicht von pH 5.3 bis pH 7.7 und die Konzentration
kann zwischen 10 mM und 1.2 M eingestellt werden.

Durch Boltzman Fit der Literaturdaten flr pH = 7 kénnen nun fir jede Konzentration
die einzuwiegenden Mengen an K;HPO,4 und KH,PO4 bestimmt werden.

Menge an K;HPOy:

mM(K2HPO4) = M(K2HPO4)*x(K2HPO4)*Konzentration(Puffer)
mit M = Molmasse und x = Molenbruch

M(KH2PO4) = M(KH2PO4)*(1-x(K2HPO4))*Konzentration(Puffer)
M(KoHPO4) = 174.18 g/mol M(KH2PO,4) = 136.09 g/mol
bezogen auf ein Gesamtvolumen von 1L.

0,60+
=F:
@) ,
o i Daten aus der Literatur -
— 0,554
[&]
D 4
ke Data: Data1_B
C Model: Boltzman
L) Chi*2 = 0.00005
§ _ Al 195137  +17.02708
: A2  0.67693 +0.00282
0,504 / x0  -0.18808 +0.59257
1 - _ dx  0.07692 +0.02341
:50 mM

ST CO-SE- SO LT T NN ) FO N O N RO RN T LN SO S VNG B
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 005 0,06 0,07 0,08 0,09 010 0,11 0,12
Puffermolaritat [mol/L]

Abb. 1. Auftragung der Literaturdaten[21] fiir einen K;HPO,/KH,PO, Puffer bei pH = 7.

" Die hier zitierte Literatur findet sich beim entsprechenden Kapitel im Hauptteil wieder.
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Daraus ergeben sich fur 10 mL Puffer in D,O folgende Einwaagen:
m(KzHPO,) = 49.02 mg m(KH2PO4) = 29.74 mg
mit einem pH von 7 und einer Molaritat von 50 mM.

1.2 Herstellung der Bicellenlésung

Entsprechend den Vorschriften in der Literatur[3b, 4c] werden die Bicellenldsungen
wie folgt hergestellt:

Fir eine Standardbicellenlosung mit g = 3.0 und 5% Gesamtlipidgehalt (w/w) bei
einem Volumen von 700 uL Phosphatpuffer/D,O (p(D20O) = 1.107 kg/L) sind folgende
Einwaagen notig:

o DMPC: 32.86 mg, n = 4.8474*10"° mol, M(DMPC) = 677.95 g/mol

e DHPC: 7.33 mg, n = 1.6158*10° mol, M(DHPC) = 453.51 g/mol > = 1/3
n(DMPC) - entsprechend einem g-Wert von 3.0

e CTAB: 0.59 mg, n = 1.6158*10° mol, M(CTAB) = 364.45 g/mol > = 1/30
n(DMPC)

Daraus ergibt sich eine Gesamtlipidmenge von 40.78 mg

Bestimmung des Gesamtlipidgehalts:

- ¢ =40.78 mg/(40.78 mg + 1.107 g/mL*0.7 mL) = 5% (w/w)

Das DHPC wird in 700 yL Puffer (50 mM, pH 7) geldst und sofort auf Eis gestellt.
Dann wird es zu der Mischung aus DMPC/CTAB (pulverférmige Feststoffe) zupipet-
tiert und wiederum auf Eis gestellt.

Nun werden uber mehrere Stunden folgende Schritte in Zyklen durchlaufen:

Eis (ca. 15 min) — Wasserbad (ca. 40 °C, ca. 20 min) — Vortexer (Schittler)

Dies wird so lange wiederholt, bis alles DMPC in Lésung gegangen ist und die resul-

tierende Losung klar, jedoch schwach opak ist.

Schliesslich wird die zu vermessende Substanz zugegeben und durch Vortexen in
Ldsung gebracht.

Die so hergestellte Bicellenprobe ist im Kuhlschrank fur mehrere Wochen — ohne
merkliche Hydrolyse der Estergruppen in den PCs — haltbar.
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1.3 Herstellung dotierter Bicellen

FUr die mit Dodecylmaltosid dotierten Bicellen muss ein Teil des DMPCs durch die-
ses langkettige Alkylmaltosid ersetzt werden.

Da nicht davon ausgegangen werden kann, dass sich dieses vollstandig in die
Bicellenmembran integrieren lasst und pro Dodecylmaltosidmolekul ein DMPC-Mole-
kil ersetzt wird — DMPC besitzt zwei Alkylreste, Dodecylmaltosid nur einen — muss
die Losung so hergestellt werden, dass sie auch stabil ist, wenn sich Dodecylmalto-
sid nur teilweise einlagern wurde.

Ein Verhaltnis von n(Maltosid)/n(DMPC) von ca. 1/6 hatte sich als die stabilste Mi-
schung erwiesen.

Zudem sollte der g-Wert sowohl mit als auch ohne Alkylglycosid im Bereich von ca 3
liegen und der Gesamtlipidgehalt nach Alkylglycosidzugabe ca. 5% betragen, wobei
dieser Wert ohne Alkylglycosid nicht unter 3% liegen sollte.

Die Zugabe von CTAB hatte teils stabilisierende, teils destabilisierende Wirkung auf
die dotierten Bicellen. Ein genauer Grund hierfir konnte nicht ermittelt werden.

Um die oben genannten Bedingungen zu erfullen, sind z. B. folgende Einwaagen
sinnvoll (bei einem Gesamtvolumen von 700 pyL Puffer (50 mM, pH 7, D,0)):

e DMPC: 32.44 mg, n = 4.785*10° mol, M(DMPC) = 677.95 g/mol

e DHPC: 7.76 mg, n = 1.711*10®° mol, M(DHPC) = 453.51 g/mol

e CTAB: 0.66 mg, n = 1.811*10° mol, M(CTAB) = 364.45 g/mol

e Dodecyl-maltosid: 3.99 mg, n = 7.814*10° mol, M(Dodecylmaltosid) = 510.63
g/mol

Daraus ergeben sich:

- eine Gesamtlipidmenge von 44.85 mg entsprechend ¢ = 5.5% mit Dodecylmalto-
sid

- eine Gesamtlipidmenge von 40.86 mg entsprechend ¢ = 5.0% ohne Dodecyl-
maltosid

- ein g-Wert von q = 3.25 mit Berucksichtigung und von q = 2.8 ohne Bertcksich-
tigung des Dodecylmaltosids

- Das molare Verhaltnis von Dodecylmaltosid zu DMPC betragt 0.16 (ca. 1/6)

- Der molare Anteil an CTAB, bezogen auf DMPC, ist 4%.
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1.3.1 Stabilitat der dotierten Bicellen

3.99 mg Dodecylmaltosid
n(Maltosid)/n(DMPC) = 1/6

5.04 mg Dodecylmaltosid
n(Maltosid)/n(DMPC) = 1/5

10.19 mg Dodecylmaltosid
n(Maltosid)/n(DMPC) = 1/2.5

Abb. 2. 'H Spektren von unterschiedlich stark dotierten Bicellen bei 308 K — also einem Bereich, in
dem die flussig-kristalline Phase stabil vorliegen sollte. Alle Proben enthalten 4% CTAB und sind in
700 uyL Puffer (50 mM, pH 7) angesetzt. lhre g-Werte betragen 3.2/3.1/3.4 und ihre c-Werte
5.5/5.6/6.2% unter Berlicksichtigung des Dodecylmaltosids (fir gezeigte Spektren von oben nach
unten).

Fir ein Verhéltnis von 1/6 zeigen sich nur sehr kleine Spitzen im Alkylbereich des 'H
Spektrums, die typisch fur (noch) vorhandene Liposomen sind. Lasst man diese
Probe Uber langere Zeit (ca. 30 min) aquilibrieren, so erhalt man eine einheitliche,
flissig-kristalline Phase.

Bei einem Verhaltnis von 1/5 ist die Phase sehr instabil und kippt zwischen isotropem
und anisotropem Zustand; sie ist somit fir Messungen nicht zu verwenden.

Bei einem Verhaltnis von 2/5 (1/2.5) kann uberhaupt keine flussig-kristalline Phase
mehr erzeugt werden — unabhangig von der Temperatur.
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Abb. 3. 'H und *'P Spektren von dotierten Bicellen (3.2, 5.5%, 4% CTAB, 700 pL Puffer (50 mM, pH
7), n(Maltosid)/n(DMPC) = 1/6).

Der stabile Bereich der anisotropen Phase liegt zwischen 308 und 322 K.
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2. PEG/n-Alkohol/Wasser — Herstellung der Otting Phase

Dieses flussig-kristalline Medium wurde wie in der Literatur beschrieben [7] herge-
stellt.

Es gibt die Madglichkeit, sowohl unterschiedliche Ethylenglykole, als auch unter-
schiedliche Alkohole zu verwenden.

Die hier eingesetzte Otting Phase besteht aus Pentaethylenglykolmonododecylether
(C12ES5) und n-Hexanol in D,0.

Wichtige Parameter der Phase sind:

- Gehalt an PEG in Bezug auf D,O (% wt)
- Molares Verhaltnis r von PEG zu Alkohol

Die Zusammensetzung mit dem, fur den Vergleich mit Bicellenmessungen, gunstig-
sten Temperaturbereich der flussig-kristallinen Phase (ca. 22 — 40 °C) besitzt 5% wt
an C12E5 und r = 0.96

Daraus ergeben sich folgende Mengen bezogen auf 700 uyL Gesamtvolumen D-O:
Masse D20: m(D,0) = p(D,0)*V(D,0) = 1.107 g/mL*0.7 mL = 774.9 mg

- 5% wt von der Gesamtmasse entsprechen: 774.9 mg*0.05/0.95

- dies entspricht 40.78 mg C12E5 (M(C12ES5) = 406.61 g/mol)

C12E5: 40.78 mg, n = 1.003*10™ mol
> r = n(C12ES5) : n(Hexanol) = 0.96 - n(Hexanol) = 9.628*10™° mol

n-Hexanol: 9.628*10° mol > bei M(Hexanol) = 102.18 g/mol und einer Dichte
p(Hexanol) = 0.820 g/mL - V(Hexanol) = 12 yL

Somit besteht eine C12E5/n-Hexanol/D,0 Probe mit 5% wt und r = 0.96 aus:

700 pL D20, 40.78 mg C12E5 und 12 pL n-Hexanol

Das Polyethylenglykol wird in D,O geldst und n-Hexanol in yL-Schritten unter star-
kem Schutteln zugegeben. Bei niedrigen Alkoholkonzentration liegen zwei Phasen
vor, ist jedoch die adequate Alkoholmenge erreicht, so wird die Lésung schlagartig

klar und schwach opak und besteht nur mehr aus einer einzigen Phase.
Die so hergestellte Losung ist Uber langere Zeit im Kuhlschrank stabil.
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3. DMPC Liposomen in D,O — Herstellung

Da DMPC in Wasser unloslich ist, muss es mit Hilfe eines Ultraschalldesintegrators
in Form von Liposomen in Lésung gebracht werden.
Eine gangige Konzentration fur DMPC-Liposomen ist 5 mg DMPC/mL Wasser.

20 mg DMPC werden in 4 mL D,O suspendiert und solange mit 20000 Hz Ultra-
schallpulsen behandelt, bis die Losung klar und schwach opak ist.

Sie kann fur langere Zeit im Kuhlschrank aufbewahrt werden.

Bei der gewahlten Konzentration wird ein Ausfallen von DMPC verhindert.

4. Einzelheiten zu den durchgefiihrten NMR Messungen

Alle Messungen wurden bei 600 MHz Protonenfrequenz durchgefuhrt. Bei 400 MHz
hatte sich gezeigt, dass der Phasenubergang fur Bicellen nicht vollstandig erreicht
werden konnte und die flissig-kristalline Phase instabil war.

4.1 'H T1 Inversion Recovery Sequenz

Die unterschiedliche T1 Relaxationszeit von (kleinem) Liganden und (grossen)
Bicellen wurde dazu genutzt, um nur die Signale des Liganden im "H zu detektieren.
Insbesondere fur Proben mit starker Ausrichtung und damit verbunden einer starken
Signalverbreiterung erwies sich dies als sehr hilfreich, da besonders das breite
Dublett von H9a so besser identifizierbar war.
Verwendet wurde das zugehdrige Pulsprogramm der Fa. Bruker (t1ir) mit folgenden
Parametern:

d1=2s p1=760bzw.7.85us pl1=-3dB ns=80
Der variable Delay vd, wurde fur jede Probe separat optimiert, lag aber fur alle unter-
suchten bizyklischen Systeme in einem Bereich von 350 — 450 ms.

4.2 Sattigungstransfermessungen — STD

Gemessen wurde der Sattigungstransfer mit einer 1D Pulssequenz, welche die Vor-
sattigung einer definierten Frequenz Uber einen Shape Puls erreicht.

FiUr diese Messung wurden zwei verschiedene Pulsprogramme verwendet, wobei der
Unterschied in einem zusatzlichen T1p Filter im Pulsprogramm von Prof. T. Peters /
Prof. B. Meyer (Uni Lubeck / Uni Hamburg) besteht.

Ansonsten sind dieses und das STD Pulsprogramm von Dr. R. Kerssebaum (Fa.
Bruker) identisch.

Bei dem enthaltenen Shape Puls handelt es sich um einen Gausspuls mit 49 ms
Pulslange bei einer Leistung von 65.2 dB. Letztere wurde Uber das Shape Tool in
XWIN-NMR 3.1 berechnet.

Die Gesamtzeit der Sattigung betragt, mit den oben genannten Werten, 2 s.
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Standardmassig wurde die off-Resonance Frequenz auf 10000 Hz bzw. im weiteren
auf 20 ppm gesetzt.
Der d1 wurde auf 2 s gesetzt.

4.3 DOSY - Diffusionsmessungen

Verwendet wurden die 1D und 2D DOSY Pulsprogramme der Fa. Bruker, welche
bipolare Gradientenpulse und LED (Longitudinal Eddy Current Delay) als Sequenz
fur die Diffusionsmessung besitzen.

Zuerst wurde ein 1D DOSY Spektrum mit einer Gradientenstarke von 2% als Null-
wert aufgenommen. Schliesslich wurden bei maximaler Gradientenstarke (95%) die
Werte fur die Diffusionszeit (d20) und den Gradientenpuls (p30) so optimiert, dass
die Signale nur noch etwa 10% Intensitat im Vergleich zum Nullwert hatten.

Mit diesen so optimierten Parametern wurde dann das entsprechende 2D DOSY
Spektrum aufgenommen.

Werte der wichtigen Parameter:

Parameter Wert
d1 2s
d16 100 ps
d20 Variabel, typischerweise ~ 100 ms
p1 7.60 ps bzw. 7.85 ps
p19 1100 us
p30 Variabel, typischerweise ~ 1.5 ms
GPZ6 2% ... 95%

Die Prozessierung der Daten und Berechnung der Diffusionskonstanten erfolgte wie
in [18a] beschrieben mit XWINNMR bzw. Topspin.

4.4 °C Spektren — °C gated und INEPT Spektren
Da aufgrund der grossen homonuklearen, dipolaren Kopplungen (Dun) die Auswer-
tung von 2D HMQC bzw. HSQC Spektren unmaoglich war (Phasenfehler in F2), wur-
den die heteronuklearen CH RDCs aus '*C gated und "C INEPT Spektren ermittelt.

4.4.1 '"3C gated Spektrum

Das von der Fa. Bruker verfugbare Standardpulsprogramm (zgOgd) wurden mit fol-
genden Werten fur die Parameter aufgenommen:

d1=2s p0 = 13.30 ys pl1=-4dB
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Waltz16 ist die verwendete Entkopplersequenz mit einem 90° Puls von 103 us Dauer
bei 19 dB Leistung.

4.4.2 "C INEPT Spektrum

Ebenfalls um das Bruker Standardpulsprogramm handelt es sich im Falle des
INEPTs ohne Entkopplung und mit nicht-selektivem Polarisationstransfer (ineptnd).
Verwendete Parameter:

Parameter Wert
d1 2s
cnst2 (= 'Jen) 145 Hz
pl1 -4 dB
p1 13.30 us
pl2 -3dB
p3 7.60 bzw. 7.85 ps

5. Details zur Abschatzung der Bindungskonstanten K,

5.1 Berechnung von Dcy™*

Der Wert der maximalen dipolaren Kopplung fir einen CH Vektor ist definiert als

D, ™= - Halrch
cH (2nr ;)

mit:

- Mo: Permeabilitatskonstante des Vakuums = 47*107 H/m

- vu: gyromagnetisches Verhdltnis fiir Protonen = 26.7522*107 rad/(sT)

- yc: gyromagnetisches Verhéltnis fiir Kohlenstoff = 6.7283*10 rad/(sT)
- h: Plancksches Wirkungsquant = 6.626*10°* Js

und wird fiir eine CH Bindungslange rcy von 1 A (= 1¥107° m) berechnet.

- hiermit ergibt sich fiir Dcy™®* = -60380 Hz
5.2 Graphische Darstellung der Gleichungen (8a) und (9)

Da [1]° und [DMPC]° in die Gleichungen miteingehen, muss fiir jede Probenzusam-
mensetzung diese Autragung separat gemacht werden.

In diesem Beispiel verwendete Probe:
g =3.03, ¢ =5.0%, 4% CTAB, 700 pL Puffer (50 mM), f = 0.55
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[1]° = 38.0 mM [DMPCI]° = 69.1 mM
|Dcrgen)| = |-60380 Hz| (= [Dci™)) |Derarei] = |-20 Hz| (Wert fiir C7 in Otting
Phase)
|'"Dcu| = [+171 Hz| (Wert fir C7 in Bicellen)

Gleichung (8a):

[C]= f(x) =

11°+oMPCI x|, (([11+[DMPCI™+1/x 2 ..o, oY%
. : (( : J -t [DMPC])

Gleichung (9):

1 0 0 0 0 1/2
D 2
Doy = f(X)= Deppen* —o *([11 +[DMPC] +1/x . ((“] +[DMPC] +1/x )-[11”*[DMPCI°) )

0
[1] 2 2

mit x = K, [L/mmol] und [1]° und [DMPC]° in [mM]

60000- 4 60000
: =
50000 {50000 E
>
) Q@
)
40000 {40000 £
— Q
N 1 7
& 30000 430000 §
a R —
5 - £
£ 20000 420000 &
N
1 =
Q
10000+ 410000 X

04 40
I ¥ I 4 I e I Y I Y I
0 2 4 6 8 10
K, [L/mmol]

Abb. 4. Auftragung von Gleichung (8a) in rot und Gleichung (9) in schwarz flr obige Probe.
5.3 Berechnung in Maple V
Zuerst muss mit Hilfe der experimentell ermittelten dipolaren Kopplung die Assozia-

tionskonstante aus Gleichung (9) berechnet werden. Hierzu muss Gleichung (9) fol-
gendermassen umgeformt werden:
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1 1
Dey = f(x) = Depypren* 0 2 2

"Dogen) . ( [11°+[DMPC] +1/x _ (( [1°+[DMPC] +1/x )2_ T C]o)”z)
[1]

muss fiir f(x) =y = 0 berechnet werden:

1 1 'D (1°+DMPC’+1ix _ ({ [1]°+[DMPC +1/x \2 0 N2
Y= 109 = Do * ow + — |3 ( 7 (( 5 [t *[DMPC]) )

Dann kann mit Maple die Gleichung fir y = 0 geldst werden und liefert den Wert flr
Ka in L/mmol.

Dieser Wert wird in Gleichung (8a) verwendet, um den prozentualen Anteil an Kom-
plex zu bestimmen.

Nachfolgend sei fir die unter 5.1 beschriebene Probe das entsprechende Maple
Worksheet gezeigt:

<5 Maple V Release 4 - [bicomeXFisc204_neu.mws - Student Edition]

I Eile Edt View Insert Format Options Window Help

-8 x
OS] =@ o] [Zre] EE] [E] G [1] 5
x || (] f |Ka =solve{f{x}=0);
STUDENT > f(x):=-151+(60380/38)*(((38+69.1+1/x)/2)-(((((38+69.1+1/x)/2)"2)-(38*%69.1))"(1/2))) -]
15095 1 30190 -

f(x) ;= 84937.13156 +

1132
T »\/[53.55000000 +5;] - 26258

#f(x) entspricht der umgewandelten Gleichung (7) mit [IDCH(frei)|-| IDCH(exp)| = 20-171 =-151 Hz; alle Konzentrationen
sind in mM eingesetzt

STUDENT > Ka:=solve(f(x)=0p ;
Ka :=.00003633214070

# Die so ermittelte Assoziationskonstante Ka hetriagt 3.6°10-5 L/immol

STUDENT - L_inmu =(((38+69.1+1/(Ka))/2)-(((((38+69.1+1/(Ka))/2)"2)-(38%69.1))"(1/2))) .,

C_inmM := 09503
STUDENT > C_inProzent:=100*(C_inmM/38)
C_inProzent := 2500789473

Der prozentuale Anteil an Komplex bezieht sich auf die Gesamtmenge an 1(= [1]0) und betrégt hier 0.25%

Abb. 5. Maple Berechnung von K, und [C].

6. Details zu den Berechnungen mit REDCAT

Wie bereits erwahnt, handelt es sich bei REDCAT um ein Programm von H. Valafar

und J. H. Prestegard zur Berechnung der Tensorelemente einer Ordnungsmatrix
ausgehend von RDC Daten.

Nachfolgend ist beispielhaft das Vorgehen flr eine Probe beschrieben und die wich-
tigen Schritte anhand der REDCAT Oberflache erlautert.
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Inputfile fiir REDCAT:

I bicome_bicellen_xfisc204_allekoord_041204.redcat - Editor

Datei Bearbeiten Format Ansicht ?

l4.70052 -4,52978 -5.07856 -4.08396 -5,22756 -5.46692 -74 -60380 5
-3.95461 -3.24951 -4.73031 -3.83604 -2.74115 -5.51888 171 -60380 5
=2.55124 -3.45788 -4.15343 -2.25766 -2.57614 -3.92596 -40 -60380 5§
-2.52071 -4.2783 -2.86629 -1.57648 -4.33423 -2.56286 -45 -60380 5
-3.04233 -5.69941 -3.04767 -2.7708 -6.0648 -3.85864

-5.0647 -6,70134 -1.99504 -5,89385 -7.11302 -2.33336 -85 -60380 5
-3.96139 -7.72001 -1.7138 -4.,10486 -8.16231 -0.8274 -79 -60380 5
-3.96139 -7.72001 -1.7138 -3.86412 -8.39934 -2.37487 137 -60380 5
-4,50888 -5.7938 -2.98728 -5.33952 -5.19384 -3.86664

-5.33952 -5.19384 -3.86664 -6.55391 -5.2089%4 -3.70329

=5.70577 -4.18326 -6.00571 -6.09095 -4.84315 -6.22433

-4.73651 -2.43823 -3.85458 -4.44255 -2.6769 -3.0561

-1.77857 -4.05057 -5.17757 -1.00539 -4.09907 -4,88032

-3.23416 -3.53634 -1.88344 -3.69975 -3,95676 -1.5114

-2.43896 -6.75245 -1.69588 -3.96139 -7.72001 -1.7138

A y- & = y- & \ Fehler [Hz]
Koordinate Koordinate 1
des C Atoms aus den des H Atoms aus den CH
Kristallstrukturdaten Kristallstrukturdaten
1£) max
CH

Abb. 6. Inputfile fir REDCAT mit den, fiir die Berechnungen, nétigen experimentellen Daten.

Der Fehlerwert von 5 Hz ist nur pro forma gesetzt, da dieser Uber die Fehleranalyse
spater in REDCAT fiir jeden einzelnen 'Dcy Wert bestimmt wird.

Mit den so gegebenen Ausgangsdaten wird versucht, mittels SVD dieses lineare
Gleichungssystem zu l6sen.

Hierbei werden innerhalb des gesetzten Fehlerrahmens 10000x aus den experi-
mentellen RDC Werten nach dem Zufallsprinzip neue RDC Werte generiert. Im Out-
put wird angegeben, wie oft innerhalb dieser 10000 Versuche jede einzelne Glei-
chung einen gultigen Wert ergibt.

Daraufhin wird eine Fehleranalyse durchgeflihrt, die eine Anpassung der Fehlerwerte
und die Identifizierung von evtl. falsch oder ungenau abgelesenen 'Dcy Werten er-
laubt.

Diese neuen Fehlergrenzen missen nun so angepasst werden, dass das lineare
Gleichungssystem gelost werden kann. Die Zahl der Losungen hangt von den ge-
setzten Fehlergrenzen ab.
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" Main window

File Edit Tools Help
Eq# ®1 b 21

®2 Y2 22 Dipol Emor Comments o

M [47005]-45297 | 5.0785)-4.0833| 5.2275 | 5466974 [159 |
B |-39546(-3.2495(-4.7303(-3.8360|-27411 | 5.5188[171 206 |
M [25512|-34578|-4.1534|-22576|-25761|-2.9259| 40 [165 |
M |25207-4.2783[-28662[1 5764 | 43342 25628[45 175 |
5 M |-30423|56394|-3.0476-2.7708|-6.0648|-38586 | {023 |
L |
L |
= |

-

|5.0647|-6.7013|1.9950 | 5.8938|-7.1130{-23333| -85 [0.29
|-39813|-7.7200 | 1.7138|-4.1048| 81623 | 0.8274 137 |46
|-39613|-7.7200|1.7138 38641 | -8.3933[ -23748[ 73 [015

\\

Output file name: ]Flesults.dat
Number of error space samplings: | |10000
Number of NULL space sampling. | |10

1[4

Ak

7 Message!

Rejection duing diagonalization: 0
Systern is fully determined (rank = 5) .
Total number of rejections out of 10000 9996 Anzahl an Lésung

Eiuation 5 excluded ...

Equation 9 excluded ...
Equation 10 excluded ....
Equation 11 excluded ....
Equation 12 excluded .... v

ok Clear ai|

Fehlergrenzen aus
der Fehleranalyse

Abb. 7. Outputfiles von REDCAT nach Fehleranalyse und Versuch, das lineare Gleichungssystem zu

I6sen. Koordinaten, fir die keine RDC Werte vorhanden sind oder deren Werte als ,falsch” ermittelt

wurden, sind von den Berechnungen ausgenommen (grau).

Die Lésungen konnen angezeigt und eine sog. ,Best Solution® berechnet werden.
Diese besitzt bezogen auf den quadratischen Mittelwert die geringste Abweichung

(rmsd = Root Mean Squared Deviation).

7 Message!

Rejection duing diagonalization: 0

St Swy Sz a h c Eta GDO
2.148358e-003 9.9958709e-004 -3.149229e-003 -69.417047 41.508833 60.341023 -3.650059e-001 3.941716e-003
2.148745e-003 9.997672e-004 -3.148512e-003 -69.430304 41517736 60.260187 -3.649272e-001 3.940783e-003
2.169298e-003 9.959990e-004 -3.165297e-003 -69.155027 41.553420 60.130598 -3.70675%e-001 3.964464e-003
2.153548e-003 9.992379e-004 -3.152786e-003 -69.385881 41.506152 60.268445-3.661239e-001 3.946683e-003

9[(=1t3

S Syy Sz a

b C
2.154905e-003 9.982482e-004 -3.153153e-003(-69.367958 41.513758 60.279414)-3.668254e-001|3.947466e-003

Eta GDO

Best Solution GDO Wert

<

oK |

Clearal| \

Euler Winkel o, p und y

Abb. 8. REDCAT Output fur die berechneten Lésungen. Die ,Best Solution“ muss nicht einer der L6-

sungen entsprechen.

- 415 -



Experimentalteil

6.1 Bestimmung der rotierten Koordinaten

Um das gesamte Molekul in den Principal Alignment Frame (PAF) zu uberfuhren,
mussen alle Koordinaten, auch die zuvor von der Berechnung ausgeschlossenen,
markiert sein.

£ Main window

Fle Edt Tools Help " Rotate Coordin... E|@|E|

Eqf#t bs| Y1 Z1 X2 Ye z2 Dipol Emor  Comments
1) M [-25788[-75751[-20908]1.8405]-8.2005[-1.8048| 74  [159 |
2) M |-20424[-6.1967|-24499]16925|-6.2246[-3 3281111 [206 |
3) M [-08992[56983[15610[-07335[-4.6078[1.8630[-40 165 |
(
r
\

& Euler rotate:

a I-BS.3E

4) W [1.259[ 5532300811 [04658[ 5220304012 [ 45 [1.75 b ]41.51:
P T prarewey vy [eareprerel vy IRy e | | Py B sl
J) M [-1.033] [b.I3LIJU.IRLbe|- 1.UTDI|-£.bLLT [U.LL04% | Ju.g3 o lbuzft

6) M |38457(-758671.4800¢]-4.4993|-8.2986[1.28842| 85  [0.29
7) M |2.8549)-7.9636|25801¢[-3.2633 783353 4847¢[137  [4.66
8) M [-28543(7.9636(25801¢|-25178(-8.8534 [252927-73  |0.15

% coordinate: I

{ " Rotate about an axis:
[
[

9) ™ [3.0328(.7.3165|0.303%:|-3.5525|-7.5477 |-0.92086 | [015 ) |—
10) M |-35525|-7.5477[-0.9206|-4.7514|-7.7507 [-1.0726 | lo1s |
2 coordinate: I
11) M |32370|-8.0735(-3.2347|-3.5013|-8.8086|-3.0791 | fo1s
12) ™ |31016|-5.2408|-2 4800|-3.0767 |-4.8991 [-1 6654 lo1s | angle: |
13) M [019087[-6.5706|-1.7798|0.8247¢| -6.25531.3465 | fors |
14) M |[-2.2863[-4.6135|0.02791-2.8304 |-4 8380 [0.4585:| fo1s | Rotate
15) B |1.4644-6.8373(2 3489¢[-2.8543(-7.9536 |2.5601¢ fo1s | T

Enthalt jetzt ausgehend vom Basiskoordinatensatz
um die Euler Winkel rotierte Koordinaten

Abb. 9. Output von REDCAT zur Bestimmung der rotierten Koordinaten.

Da im Falle der hier untersuchten Molekule keine pdb-Files erzeugt werden konnten,
mussten die rotierten Koordinaten anschliessend von Hand in den entsprechenden
Ausgangskoordinatensatz kopiert werden, um das rotierte Molekul graphisch dar-
stellen zu kdnnen.
Die Darstellung der so generierten ent-Files (entspricht pdb) erfolgte mit dem Pro-
gramm VMD 1.8.2.
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KAPITEL V: Struktur und Dynamik zyklischer Jasplakinolid
Analoga

1. Allgemeines

FUr die Strukturanalyse der untersuchten Makrozyklen wurden 2D DQFCOSY,
HMQC, NOESY und ROESY Spektren fur alle Verbindungen aufgenommen. Soweit
nicht ausdrucklich anders angegeben wurden die Messungen bei 300 K und einer
Protonenfrequenz von 600.13 MHz durchgefuhrt.

Die Messungen erfolgten in DMSOgs, auf welches sowohl im Protonen- als auch
Kohlenstoffbereich geeicht wurde (dn = 2.49 ppm, ¢ = 39.5 ppm).

2. Der Makrozyklus Sy2741

4.62 mg (M= 637.8 g/mol, n=7.24 x 10° mol, c= 10.3 mM) Sy2741 wurden in 0.7 mL
DMSOgs gelost.

2.1 Temperaturreihe fiir die NH Protonen

Adges [HZ]
Temp.[K]> 300 310 320 330 340
Atom

NH1“ 0 -21.9 -43.9 -65.1 -87.0
NH19 0 -23.0 -45.4 -67.7 -90.1
NH16 0 -31.1 -61.2 914 -121.0
NH13 0 -37.5 -73.9 -110.7 -144.3
NH4 0 -24.6 -48.9 -73.7 -98.0

Tab. 1. Verschiebungen der NH-Protonen in Abhangigkeit von der Temperatur.

Die zugehérigen "H Ausschnitte des NH-/Aromatenbereichs sind im Anhang abgebil-
det.

2.2 Rotamerenverhaltnisse der diastereotopen CH,-Gruppen
Um besser nachvollziehen zu kénnen, auf welchen Daten die prochirale Zuordnung

der Methylenprotonen beruht, sind nachfolgend alle daflr entscheidenden experi-
mentellen Parameter zusammengefasst.
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yoid = 9H = AgH « So0ud = 9H = X9H «

3Jels X| ‘yoemyas x| ayoneb x| ‘sues} x| I, XgH - GOIN 30Y J19yoemyds x|
« useq dxa « uajeq ‘dxa A9H - GaN m_ON“_ Ja)Iels X|
YIB)S 9H - GOIN JOM XZ AgH nz ayoneb pun xgH nz syoneb GH syoneb x| ‘suen xj r_
ep ‘Jawejoiuaqan ep ‘Jawejolusgan ep ‘Jawejosydney
30y Jaxels 30y eS8
ayones bs
3 9 30Y J9y2emyds
ayoneo >_|_ x_u_ ayoneo _|_m
S g § g
H oN H 9N
30y Joxsels ES
9
Hy, H S|
v
HN
0¥ 19Yydemyos

suel]

UOBMUDS « OH - GOIN JOH MeIs « OH - GON FOM  ZH 901/ 2H L'€ = 1,

‘usjeq o|jejuswiiadxg

QOH/ 9H Iy Bunupionz ajeliyso.id

Abb. 1. Prochirale Zuordnung fir H6"/H6' von Sy2741.
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soud = LOLH = AOLH « ¥oud = O0LH = X0LH «

ayoneb x| ‘sues} x| [,

OLH - LIeIN JOY 18)JE]s Xg « ualeq ‘dxs }Iels sgOY aplaq « uajeq ‘dxa
ayoneb x| ‘suein; x| e X0LH pun >o_‘I nz mr_o_._mm LLH MJels Jaule ‘yoemyoss 30y | 181y
JawejondneyH Ep ‘JawejosuaqaN Ep ‘J9We}oIudqaN
ayJe ayanesg
ayonen = 30y l9yiels J0d J18ydemyas
AH X
H 9N H 9N °\
304 Javuels ayanes ﬂ €9 30y Jaxe)S
Hy fH d H
R

suetj 30y 19yemydg

Els « OLH - LLBN 30Y MeIs « OLH - LLeW F0d 2H 2'€L/2H L2 =" O,

Uajeq ojajuawinadxg

,0bH / OLH 1N} Bunupiongz sjesiyso.d

Abb. 2. Prochirale Zuordnung fir H10"/H10' von Sy2741.

- 419 -



Experimentalteil

ayoneb x| ‘suely x| I,
« ualeq ‘dxa

AZH nz ayoneb pun
XZH nz ayoneb |H Jaly
ep ‘Jawejoluaqgan

goud = 0ZH = A0ZH « ¥o4d = 0ZH = XO0ZH «

yolbow s30y usuapueyloa yalziesnz aip 1aqn bunupionz ajeliydoid
JOY 1ayoemyos x| ‘IayJels x|

J0Y 19JE}S XZ
H-N sep Bunjyousny yoeu al
ayonebx| ‘suelx| r.

Ep ‘alawe)joy apuaballiop

ayanen ayoneg) m 30y J9)4els -l
30y Jayoemyog
L'H 30Y J9xielS e m_._u_z
114 0¢ 0¢c 0c
>_|_ IX >_|_ IX
30y 19%4elS ayoneg
Ll
b ~HN H b
. i sueu)
puj puj
30y J8yoemyas

VeE=6LHN- 0CH VGEE=EH- ,0¢H _HONI "LIH= 0¢H-.IlH S30Y

(V 2°€) 19Y0BMUOS « O0ZH - 9LHN JOY (V 7'2) 1oIEIS « OZH-9LHN JOY  ZH €6/ 2H €' = °H 4¥p,

uajeq o|[ajualiadxg

,0ZH / 0ZH 4ny Bunupionz sjeyooid

Abb. 3. Prochirale Zuordnung fir H20"/H20" von Sy2741.
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3. Der Makrozyklus Sy5141

8.87 mg (M= 651.8 g/mol, n= 1.36 x 10° mol, c= 19.4 mM) Sy5141 wurden in 0.7 mL
DMSOQgs gelost.

3.1 Temperaturreihe der NH Protonen

ASges [Hz]
Temp. [K] 2 300 310 320 330 340
Atom WV
NH1“ 0 -22.6 -44.5 -65.3 -86.8
NH19 0 -28.9 -57.4 -84.4 -111.4
NH13 0 -36.2 -71.9 -105.4 -139.6
NH4 0 -23.5 -47.0 -70.5 -95.3

Tab. 2. Verschiebungen der NH-Protonen in Abhangigkeit von der Temperatur.
Die entsprechenden 'H Ausschnitte sind im Anhang abgebildet.

3.2 Bestimmung der Rotamerenverhiltnisse der diastereotopen CH.-Grup-
pen

Um besser nachvollziehen zu kénnen, auf welchen Daten die prochirale Zuordnung
der Methylenprotonen beruht, sind nachfolgend alle daflr entscheidenden experi-
mentellen Parameter zusammengefasst. Fir H2"/H2' ist dies im Fall von Sy5141
nicht moglich, da ihre chemische Verschiebung identisch und somit keine Auswer-
tung vorhandener ROEs maoglich ist.
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yoiud = 9H = AgH < Soud = 9H = X9H <--

We)s X| ‘Yoemyos x|
<-- usjeq "dxa

Ep ‘JawejoluadaN

40y 19)4e)1S
fH
9N
J0¥ 19)uelg
Hy
HN

ayoneg

H

ayonen

fH

ayoneb x| ‘suen x| ,

<-- usjeq ‘dxa
3JBIS 9H - G\ 30OY X2 A9H nz ayoneb pun xgH nz sayoneb GH
ep ‘JawejoluagaN

yH

HN

d

X9H - GO JOH 19YoeMYyIS X|
AQH - GeIN FOY Jaxels x|
ayoneb x| ‘suel x| rg

ep ‘J1awejosidney

¥ 30u 19ysemyos
H 9N
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HN

ayoneo
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suel]
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Abb. 4. Prochirale Zuordnung fir H6"/H6' von Sy5141.

- 422 -



Experimentalteil

goud = ,0LH = AQLH < ¥oid = 0LH = XOLH <

ayoneb x| ‘sueu} x| ,

OLH - LN JOY JaNElS XZ <- uajeq "dxa )iels sgOyY apieg <-- use "dxa
ayoneb x| ‘sues} x| , 1ya1s ayoneb QL4 usplaq nz |LH }IBIS JBUID ‘Yoemyss JOY | Jaly
Jawejosydnen ep ‘Iawejoluagan Ep ‘48WejolusaqaN
30Y JoNnels ayoneo
ayones 30Y J18yoemyss
fH yH d
H 3N H SN 9N
30y Joxueyg | | PUPNED 30y J19EIS
b | H

- R

NIES <- 101 - L8N 30 Mels<- Yol - LIBNIOH ZHEO0L/ZH L' € =T,
‘usjeq a|jeuswiadxy

,0bH/ 0LH 1} Bunupionz sjeaiysoid
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4. Die Makrozyklen Maclac1 und Maclac2

4.61 mg (n=9.36 x 10° mol, c= 13.4 mM) Maclac1 wurden in 0.7 mL DMSOQgs gel®st.
4.03 mg (n=7.95 x 10° mol, c= 11.4 mM) Maclac2 wurden in 0.7 mL DMSOgs gelst.

4.1 Temperaturreihe der NH Protonen von Maclac1

Adges [HZ]
Temp. [K] > 310K 320K 330 K 340 K
Atom |
NH16 -24.2 -47.3 -71.0 -95.6
NH19 -18.2 -36.5 -53.4 -72.4

NH13/NH4 6.4 -12.7 -19.4 -27.1

Tab. 3. NH-Verschiebungen in Hz in Abhangigkeit von der Temperatur.

4.2 Temperaturreihe der NH Protonen von Maclac2

ASges [Hz]
Temp.[K] > 310K 320K 330K 340 K
Atom |
NH19 -31.9 -62.0 -91.2 -119.8
NH4 -6.6 -11.2 -17.4 -23.1
NH13 +2.6 +3.9 - +10.5

Tab. 4. NH-Verschiebungen in Abhangigkeit von der Temperatur.
Die entsprechenden 'H Ausschnitte sind im Anhang wiedergegeben.
4.3 Charakteristische HH-Abstande im BII‘-Turn

Vergleich der signifikanten HH-Abstande im BII'-Turn mit jenen Abstanden in
Maclac2 in der turnahnlichen, postulierten (Teil-)Struktur:

HH-Abstand Im idealen BII‘-Turn [A] In Maclac2 [A]
H17 — NH19 2.2 2.0 (Uberlagert H17/H2)
NH19 — H1 25 2.5
NH19 — H2 2.9 2.0 (Uberlagert H17/H2)
NH19 — NH4 2.7 kein Kreuzsignal
NH4 — H14 4.4 kein Kreuzsignal
NH19 — H2' 2.3 2.3 (Uberlagert H2/H3")

Tab. 5. Vergleich der charakteristischen HH-Abstande in Turnstrukturen.
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KAPITEL VI: 4‘-modifizierte DNA Tetramere — Strukturana-
lyse fur Einzel- und Doppelstrang

1. Allgemeines

Die Struktur der drei verschiedenen DNA-Tetramere — 4PH, 4PM und 4T - als Ein-
zelstrange wurde jeweils aus 2D DQFCOSY, 2D TOCSY, 2D ROESY und 2D HMQC
bei 300 K ermittelt.

Die Zuordnungen der ,Doppelstrange” 4PM / 4T und 4PH / 4T wurden aus 2D Mes-
sungen bei 300 K — im Fall von 4PH / 4T — und durch Vergleich mit den Spektren der
Einzelstrange im Fall von 4PM / 4T getroffen. Die Zuordnungen beider Systeme bei
277 K erfolgte aus den Temperaturmessungen zwischen 275 und 300 K. Kontrolliert
wurde die Richtigkeit der getroffenen Zuordnungen durch Vergleich mit 2D ROESY
Spektren bei 277 K.

Alle Spektren sind fir den Protonenbereich auf TSP (= 0.00 ppm) geeicht, im Koh-
lenstoffbereich auf als Verunreinigung enthaltenes Acetat (= 21.03 ppm).

Die gezeigten Spektren wurden bei 600.13 MHz Protonenfrequenz aufgenommen.

Die Numerierung flr Basen- und Desoxyriboseatome entspricht der in Abb. 1 ge-
zeigten Nomenklatur.

5’ Ho_\/o Base
a

?
o=7—o'
0 B
\l/o ase
Q b
?
o=¢—o' i
0
0 Base
C
? Thymin Cytosin "
O:I:'—O 2
0
Base 5 \ N1
9N 4 gN 4 )
2
3’ Guanin Adenln

Abb. 1. Numerierung flr Zuckereinheit und Basen in DNA.
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2. Das unmodifizierte Tetramer 4PH

1.6 mg (n=1.09 * 10 mol, c= 1.66 mM) 4PH (als Triethylammoniumsalz) wurden in
0.7 mL Phosphatpuffer (30 mM, pH 7, D,0O) geldst.

8c 8a 2a2c

pyr.

6b 6d
Pyr.

e e

8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 ppm

Abb. 2. 'H Ausschnitt des Basenbereichs von 4PH (600 MHz, 300 K). Die Bezeichnung der Basen-
und Deoxyriboseprotonen entspricht der in Abb.1 dargestellten Nomenklatur. Pyridin (pyr.) ist als
Verunreinigung enthalten. In 4PH enthaltene Basen: (a) Adenin, (b) Cytosin, (c) Adenin, (d) Thymin

5b
1'd
1a | 1'c
1b
R ——— R e e R —— R :
6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 58 ppm

3'b

3'c 3'a

50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 ppm

Abb. 4. Ausschnitt aus dem Alkylbereich von 4PH (600 MHz, 300 K).
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Ac 7d

hit

28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 1.8 ppm
Abb. 5. Alkylbereich der fiir Desoxyribose typischen CH,-Gruppen an Position C2‘ in 4PH (600 MHz,
300 K).
3. Das modifizierte Tetramer 4PM

1.84 mg (n= 1.25 * 10® mol, c= 1.79 mM) 4PM (als Triethylammoniumsalz) wurden in
0.7 mL Phosphatpuffer (30 mM, pH 7, D,O) gelést und TSP als Referenz zugesetzt.

8c 8a 2a 2c

6d
pyr- 6b

pyr.

o

8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 ppm

Abb. 6. "H Ausschnitt des Basenbereichs von 4PM. Die Signale fiir zusatzlich enthaltenes Pyridin sind
ebenfalls gekennzeichnet. In 4PM vorhandene Basen: (a) Adenin, (b) Cytosin, (c) Adenin, (d) Thymin

5b
1'd

1'b

Abb. 7. "H Anomerenbereich fiir 4PM (600 MHz, 300 K).
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3'b
3'al3'c

49 48 47 46 45 44 43 42 41 4.0 39 ppm

Abb. 8. Ausschnitt aus dem Alkylbereich fir 4PM (600 MHz, 300 K). Bei ca. 4.77 ppm befindet sich
das Restwassersignal.

hit Ac 7d
2'd
t
. h
2 b zlb
A Jl_,jd
2.8 27 26 2.5 24 23 2.2 2.1 2.0 1.9 ppm

Abb. 9. Alkylbereich von 4PM mit den fir Desoxyribose typischen CH,-Gruppen an C2‘ (600 MHz,
300 K).

Abb. 10. Signal der Methylgruppe
an C4‘ (d-Ring) — modifiziertes 3'-
Ende in 4PM. Das Triplett bei 1.29
ppm gehdrt zur Methylgruppe des
Triethylammoniumions.

4'dy,,
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4. Das komplementare Tetramer 4T

3.42 mg (n=2.29 * 10°® mol, c= 3.27 mM) 4T (als Triethylammoniumsalz) wurden in
0.7 mL Phosphatpuffer (30 mM, pH 7, D,0O) geldst.

8a
6d
8c .
2a Pyr- pyr. 6b
M pyr.
e J\Aﬂ )
82 81 80 79 78 77 716 15 7.4 ppm

Abb. 11. 'H Basenbereich des Komplementarstranges 4T (600 MHz, 300 K). Die Signale des enthal-
tenen Pyridins sind gekennzeichnet. In 4T vorhandene Basen: (a) Adenin, (b) Thymin, (c) Guanin, (d)
Thymin

1'a
1'b 1'c

1+~ r+—--r---r--r7rTrrrrrrrr T
6.35 6.30 6.25 6.20 6.15 6.10 6.05 ppm

Abb. 12. 'H Anomerenbereich von 4T (600 MHz, 300 K).

3|c 3la 3'b

50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 4.0 3.9 ppm

Abb. 13. Alkylbereich von 4T (600 MHz, 300 K).
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7d 7b

L

28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 ppm

Abb. 14. Alkylbereich fir 4T mit den fir Desoxyribosen typischen CH.-Gruppen an Position C2°. Das
Signal bei ca. 1.9 ppm gehdért zum in der Probe enthaltenen Acetat (600 MHz, 300 K).

5. Sequentielle ROEs in den Einzelstrangen

Abb. 15. Graphische Darstellung der sequentiellen ROEs fiir 4PH (links), 4PM (Mitte) und 4T (rechts).
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6. Zugabe des Komplementarstranges 4T zu 4PH bzw. 4PM

Zu 4PH (1.09*10'6 mol, ¢ = 1.66 mM, 700 yL Phosphatpuffer (30 mM, pH7, D,0)
werden 455 pL 4T in Phosphatpuffer (30 mM, pH7, D,0) (c = 2.52 mM; n = 1.15*10°°
mol 4T) gegeben.

- Gesamtvolumen Vges = 1155 pL

- molares Verhaltnis 4PH : 4T = 0.95

Zu 4PM (1.25*10'6 mol, ¢ = 1.79 mM, 700 yL Phosphatpuffer (30 mM, pH7, D,0)
werden 515 pL 4T in Phosphatpuffer (30 mM, pH7, D,0) (c = 2.52 mM, n = 1.30*10°°
mol 4T) gegeben.

- Gesamtvolumen Vges = 1215 pL

- molares Verhaltnis 4PM : 4T = 0.96
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KAPITEL I: Hydroxyprotonen in polar, protischen
Losungsmitteln bei Raumtemperatur

1. Hydroxyprotonen verschiedener Monosaccharide in Methanol

1.1 pGalOMe + 28 eq CaCl, — weiterer ROESY Ausschnitt

ppm
3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

4.0

4.1

4.2

4.3 N y
(Tocsy)

4.4

T T T T T T T T T T T
44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 ppm

Abb. 1. Alkylbereich des ROESY Spektrums von fGalOMe in MeOH d3:d4 1:1 (+ 28 eq CaCl,, 400
MHz, 294 K).
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1.2 "H Verschiebungen von pGalOMe in den untersuchten Proben

Sn [ppm]
Atom Ohne CaCl, + 28 eq CaCl, CaCl;-gesattigt CaCl,-gesattigt
(T =294 K) (T = 294 K) (T = 294 K) (T =278 K)

1H 4.11 4.27 4.29 4.30

2H - 3.57 3.58 3.57

3H - 3.75 3.79 3.80

4H 3.81 413 414 415

5H - 3.65 3.68 3.70
6H"" 3.73 3.83 3.83 3.83
OMe 3.51 3.49 3.48 3.49
20H 5.68 5.85 5.85 5.97
30H 5.30 6.81 6.74 6.88
40H 5.03 5.83 5.76 5.85
60H 5.38 5.70 5.72 5.82

Tab. 1. "H chemische Verschiebungen fiir BGalOMe in den untersuchten Proben.

1.3 o/ B-D-Glucopyranosid — zusatzliche Spektren

MeOH
1H,

OH-Protonen

N . MJUU

—————— ————
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 ppm

Abb. 2. 'H Spektrum von a/p-Glc in MeOH (d3:d4 = 1:1), ohne CaCl,-Zusatz (400 MHz, 294 K).
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Ppm

3.5
4.0

4.5

5.0

5.5
6.0
6.5 : 2

7.0

7.5-+— T T T T T T T T T T T
74 72 70 68 66 64 6.2 60 58 56 54 ppm

Abb. 3. OH Protonenbereich aus dem DQFCOSY von a/-Glc in MeOH (d3:d4 = 1:1) (ohne CaCl,,
400 MHz, 294 K).

1.4 'H Verschiebungen fiir a/p-Glc

Atom &y [ppm] | Atom &y [ppm]
1H, 5.09 1Hg 4.45
2H, 3.3(4) 2Hp 3.1

3H, - 3Hy  3.3(2)
4H, * 4H, *
5H, * 5H, *
6H, t:3.84 | 6Hy t3.77
h: 3.63 h: 3.68

10H, 647 |10H;  7.13
20H, 519 |20H; 5.3
30H, 543 |30H; 558
40H, 548 |40H; 544
60H, 522 |60H; 5.13

Tab. 2. 'H Verschiebungen fur a/p-Glc in MeOH 1:1 (ohne CaCl,, 400 MHz, 294 K). * = 3.24 — 3.29
ppm.
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2. Saccharose in methanolischer Losung

2.1 Temperaturreihe zwischen 280 und 310 K fur Saccharose + 4 eq CaCl; in
MeOH d3:d4 1:1
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280 K

-
2

=

C
a

iefrias

283 K

-

=
[

286 K

289 K

<

292 K

295 K

298 K

301 K

304 K

307 K

310K

L EEEEEE

L R

_

T T T T T T T T T T \ T T T
6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 ppm

Abb. 4. 'H Gesamtspektren von Saccharose in MeOH (d3:d4 = 1:1) im Temperaturbereich von 280
bis 310 K (+ 4 eq CaCl,, 600 MHz).
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2.2 2D Spektren von Saccharose bei 292 K und 4 eq CaCl;

ppm

3.4+

3.6

3.8

4.0

2 ab P G
P
¢y 2b @
hit o
Tagen h o gf1a
hit: T ":‘- 3b oo “E' %? hit
5al6a : Do 5al6a
3a{} T P
4.2 e TS [ Frrrieree P P

Abb. 5. OH Protonen ROESY Ausschnitt fir Saccharose in MeOH (d3:d4 = 1:1), + 4 eq CaCl, (600

MHz, 292 K).

ppm

3.4

3.6

3.8

4.0

4.2

6.1

6.0

Abb. 6. OH Protonenbereich des DQFCOSY Spektrums von Saccharose in MeOH (d3:d4 = 1:1) (+ 4

eq CaCl,, 600 MHz, 292 K).
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2.3 'H Verschiebungen fiir Saccharose (+ 4 eq CaCl,) in MeOH bei 292 K

Atom o4 [ppm] | Atom &4 [ppm]
1aH h/t: 3.69 | 1bH 5.45
3aH 4.07 2bH 3.46
4aH 4.01 3bH 3.74
5aH 3.78 4bH 3.35
6aH h/t:3.77 | 5bH 3.85
1aOH 5.81 6bH t: 3.82

h: 3.71

3a0OH 5.68 2bOH 5.94

4a0H 5.99 3bOH 5.75

6a0OH 5.28 4bOH 5.62

6bOH 5.50

Tab. 3. 'H Verschiebungen fiir Saccharose in MeOH 1:1 (4 eq CaCl,, 600 MHz, 292 K).

2.4 Temperaturreihe zwischen 285 und 305 K fiir Saccharose in CaCl,-gesat-
tigter, methanolischer Losung
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3bOH  4hoH

I 4 SRR LSRR bk Radd |
6564 63 6.2 61 60 5958 ppm

e T
6.9 6.8 6.7 6.6

T T T T d
6.9 68 67 66 65 64 63 62 6.1

295 K

T T T

M T e A T
6.9 6.8 67 66 :65 6463 62 6.1

i

T T T T T T T 1

|

Abb. 7. "H OH Protonenbereich von Saccharose in Abhéangigkeit von der Temperatur (MeOH d3:d4 =
1:1, CaCl,-gesattigt, 600 MHz).
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2.5 'H und *C Verschiebungen von Saccharose in CaCl,-gesittigter, metha-
nolischer Losung (T = 294 K)

Atom &y [ppm] &c [ppm] | Atom b4 [ppm] Sc [ppm]
h: 4.02
1a G411 65.0 1b 5.77 95.6
2a - 106.0 2b 3.72 72.6
3a 4.16 81.0 3b 4.02 73.3
4a 4.14 75.8 4b 3.42 71.7
5a 3.99 82.3 5b 4.00 74.9
h: 3.72 h: 3.65
6a t3.04 63.8 6b t 4.02 63.0
1aOH 6.61 - 2bOH 6.71 -
3a0OH 6.32 - 3bOH 6.08 -
4a0H 5.86 - 4bOH 5.78 -
6a0OH 6.08 - 6bOH 6.41 -

Tab. 4. 'H und "°C Verschiebungen fiir Saccharose in CaCl,-gesattigter, methanolischer Lésung
(MeOH 1:1, 400 MHz, 294 K).

3. BicOMe - ein Thiazolidinlactam - in Methanol 1:1

3.1 2D NOESY Spektrum bei CaCl,-Sattigung
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9aH
60H
80H
70H 90H
ppm
hit
2H .
3.5
9H ¢
4.0-
é 8H 0» 8H 8HG o
TH 3 7H 7H
4.5
5.0 ]
QGH 4
5-5|;'1'|'1'|'1'|1|E

74 72 70 68 66 64 62 60 58 ppm

Abb. 8. Ausschnitt aus einem NOESY mit Vorsattigung (t,, = 200 ms) von BicOMe in MeOH (d3:d4 =
1:1) (CaCl,-gesattigt, 400 MHz, 300 K).

m
pp 0

5.8
6.0
6.2
6.4 ]

6.6

6.8

7.0

7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 ppm

Abb. 9. OH Protonenbereich des NOESY Spektrums von BicOMe in MeOH (d3:d4 = 1:1) (mit Vorsat-
tigung, t,, = 200 ms, CaCl,-gesattigt, 400 MHz, 300 K).
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3.2"'H Verschiebungen von BicOMe in CaCl,-gesittigter, methanolischer

Losung
Atom Ou [ppm]
2HM 3.42
3H 5.12
6H  ~ 5.2 (unter MeOH Signal)
7H 4.18
8H 412
9H 3.82
9aH 5.56
OMe 3.81
60H 7.33
70H 6.41
80H 5.66
90H 6.07

Tab. 5. 'H Verschiebungen fiir BicOMe in CaCl,-gesattigter, methanolischer Lésung bei 300 K (MeOH
1:1, 400 MHz).

-A12 -



Anhang

KAPITEL II: Ca* induzierte Wechselwirkungen zwischen

Lewis Analoga. Analyse der 3D-Struktur

1. Le* Mono

1.1in MGOHd4

3
L
e

1w ITE"Y)

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

Abb. 1. "H Spektrum von Le* Mono in MeOHg4 (400 MHz, 294 K).

NHAc 6b
ppm | | s ®
] ¢ Retie. 1 33 <’_'.:-_’.,sfl =
1 ¢ <
15+ | )
4 ':; Yo
{ 3
25 |
i
3.0- |
] ! & |
3.5 ! . (zt?ack}
s o
404 |
|
45- |
] i, # a®
504 o l
T T T T T

20 18 16 14 ppm

1

5 ppm

Abb. 2. ROESY Ausschnitt der Methylgruppen von Le* Mono in MeOHgy, (400 MHz, 294 K).
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Proton Su [ppm] Proton Su [ppm]

H1a 4.54 H5b 4.84
H2a 4.21 H6b 1.17
H3a 3.94 H1c 4.42
H4a 3.90 H2c 3.49
Hba 3.68 H3c 3.46
H6a h:3.82/t:3.96 H4c 3.79
H1b 5.01 H5c 3.43
H2b 3.60 H6c  h:3.65/t:3.75
H3b 3.82 NHAc 1.96
H4b 3.71 OMe 3.37

Tab. 1. 'H chemische Verschiebungen von Le* Mono in MeOHgy, (400 MHz, 294 K).

1.2in MeOHd3:MGOHd4 1:1

* Artefakt

Abb. 3. 'H Spektrum von Le* Mono in MeOHy3:MeOHgy, 1:1 (400 MHz, 294 K).
1.3 Titration von Le* Mono in MeOHg4;:MeOHy, mit CaCl,

Fur die Auswertung mittels Scatchardplot bendtigte Daten am Beispiel der Verschie-
bungen fur 2cOH:

“A14-



max. Verschiebung

Gesamtmenge
Lex Mono [mol]

Dmax= B(ges)=
D(ges) [Hz] |Ca2+(ges) [mg] [Ca2+(ges) [mol] |Ca2+(frei) [mol] [V(ges) [l

0 1,89 1,70301E-05 1,70301E-05 1000

3476 9,56 8,61416E-05 7,15792E-05 1000

437,6 58,13 0,000523788 0,000505455 1000|

439,2 101,2 0,000911876 0,000893476 1000|

423,2 140,24 0,001263651 0,001245921 1000|

411,2 200,2 0,001803929 0,001786702 1000|

Verschiebungen

CaCl,(frei) = CaCl,(ges) - BGalOMe(ges)*v

(= Komplex C)
BCa2+=

[Ca2+(frei)] [mol/l] [n=D/Dmax |B(ges)*n [mol] |n/[Ca2+(frei)]
0,017030096 0 0 0
0,07157917| 0,791439 1,45625E-05| 11,05683373
0,505455101| 0,996357 1,8333E-05 1,971207751
0,893476014 1 0,0000184| 1,119224226
1,245921418| 0,9635701 1,77297E-05] 0,773379536
1,786701678| 0,9362477 1,7227E-05] 0,52400898

= x-Achse = y-Achse

Scatchard-Plot: v/[[CaCl,(frei)] = 1/K, - (1/K,)* v
Tab. 2. Alle zur Bestimmung der Scatchardplot Auftragung nétigen Gréssen.

1.4 CaCl;-gesattigte, methanolische Losung

MeOH J |

Abb. 4. 'H Spektrum von Le* Mono in MeOHgy;:MeOHgys, CaCl,-gesattigt (mit Vorsattigung, 400 MHz,
294 K).
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NHAc 3bOH 3cOH 2cOH ~
ppm ‘.:::.1-
. 90 =
1.0 415 -
;
_ :ﬁ -
1.5 ',!Jﬁf P
\rt"
s ]
2.0 r; T‘ g_
s
TN
2.5 Py |~
tm*. ]
&)
ot
3.0
\3
3.5
6¢cOH
0 0
4.0_ =
4hOH
4.5 0
>
2 | i T E LA ST v T i M| i L] [
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 ppm

Abb. 5. Magnitude COSY mit Vorsattigung — Ausschnitt des NH-/OH-Protonenbereichs von Le* Mono
(MeOHy3:MeOHy,, CaCl,-gesattigt, 400 MHz, 294 K).
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ppm
3.2

3.4+
3.6
3.8
4.0
4.2
4.4
4.6
4.8
5.0
5.2
5.4 —- B

5.6

4c

2a

1c

1a

5b

1b

2bOH_ 4 coH

5.8

58 56 54 52 5.0 48 46 44 42 40 38 36 34

(1): 5a, Eah, 3c, Gch" (2): Gcm, 3¢

ppm

4bOH/6cOH

Abb. 6. NOESY Ausschnitt des Alkylbereichs von Le* Mono in MeOHy;:MeOHy, (CaCl,-gesattigt, 400

MHz, 294 K). Eine schwache Spindiffusion ist zu erkennen.

NHAc 3bOH 3cOH  2cOH 6aOH
ppm
1.0+
6b 6b 0 6b
1.5-] |
2.0 @ NHAG
2.5
3.0
éOMe
8] 2ci5¢ ‘20!5(: 2¢i5¢ (
Q) 20 2bi 1 1
4.0- 33"‘“' 3b/4b ﬁ? , . ( I ( }:@
) k ‘ 4c 6a 6a e
i 5 H
ss] 9%
@ 1a
5.0 @ 1b Sbﬁ
e
5.5
T T \ T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0

h hi
(1) 6a , 3c, 53, 6¢c ' (2) 4cOH, 4bOH, 6cOH

Abb. 7. OH-/NH-Protonenbereich des selben NOESY Spektrums wie in Abb. 6.
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Proton

Su [ppm] Proton Su [ppm]

H1a
H2a
H3a
H4a
H5a
H6a
H1b
H2b
H3b
H4b
NH
6a0OH
2bOH
3bOH
4bOH

4.63 H5b
4.37 Héb
3.90 H1c
3.90 H2c
~3.8 H3c
h:3.82/t 4.05 Hdc
5.01 H5¢c
3.76 Héc
3.97 NHAG
3.93 OMe
8.65 2cOH
5.59 3cOH
5.21 4cOH
6.82 6cOH
~5.35

4.92
1.21
4.60
3.60
3.81
4.15
3.60
~3.80
2.06
3.35
5.98
6.58
~5.35
~5.35

Tab. 3. 'H chemische Verschiebungen von Le* Mono in MeOHy;:MeOHy, (CaCl,-gesattigt, 400 MHz,

294 K).

2. Lewis* Dimer

2.1in MeOHg3:MeOHgy4 1:1 + 22 eq CaCl;

IMmeOH

l. i LouL_

8 7

6 5 4 3

2 1 ppm

Abb. 8. 'H mit Vorsattigung — Le* Dimer in MeOHgy;:MeOHg, (22 eq CaCl,, 400 MHz, 294 K).
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o -

olcXe

G380
Friy,
)

\,‘
N

Sb@

61

ih

2b

T
3.6 3.4 ppm

Abb. 9. ROESY Spektrum von Le* Dimer in MeOHg3:MeOHg4 + 22 eq CaCl, (600 MHz, 300 K).

NHAc 3cOH 3bOH
ppm
1.5+
2.0 @NHM
2.5+
3.0
] b
([ U
3.5
3c
4.0 0 3a 0]
B 2a
4.5
1a
50 Q )
5.5 T T T T T T T T T T T T T

88 86 84 82 80 78 76 74 7.2 7.

\
0 68 6

.6 6.4 6.2 ppm

Abb. 10. ROESY Ausschnitt des NH-/OH-Protonenbereichs von Le* Dimer (MeOHgy3:MeOHgy4, 22 eq
CacCl,, 600 MHz, 300 K).
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2.2Le* Dimer Titration in MeOHgy; mit CaCl,

Fur die Auswertung mittels Scatchardplot bendtigte Daten am Beispiel der Verschie-

bungen fur 3cOH:

Gesamtmenge
max. Verschiebung Lex Dimer [mol]
Dmax= Blges)=
D(ges) [Hz] |Ca2+(ges) [mg] |Ca2+(ges) [mol] |Ca2+(frei) [mol] |V(ges) [ul]
72,5 0,2 1,80213E-06 1,14742E-06 501
138 0,41 3,69436E-06 2,44816E-06 502
191,5 0,61 5,49649E-06 3,76716E-06 503
246,7 1,02 9,19085E-06 6,96304E-06 505
281,9 1,42 1,27951E-05 1,02494E-05 507
318,9 1,82 1,63994E-05 1,35196E-05 509
366,9 253 2,27969E-05 1,94836E-05 512
401,9 3,04 2,73923E-05 2,3763E-05 515
4469 4,05 3,64931E-05 3,24574E-05 520
502,9 6,07 5,46945E-05 5,01531E-05 530
579,9 10,13 9,12777E-05 8,6041E-05 550
6649 18,23 0,000164264 0,00015826 590
746,9 30,38 0,000273743 0,000266998 650
7859 40,51 0,000365021 0,000357924 700
Verschiebungen CaCl,(frei) = CaCl,(ges) - pGalOMe(ges)*v
(= Komplex C)
Scatchard-Plot: v/[CaCl,(frei)] = 1/K, - (1/K,)* v s
a2+=
[Ca2+(frei)] [mol/]] |[n=D/Dmax |B(ges)*n [mol] [n/[Ca2+(frei)]
0,002290263| 0,0922509|  6,54705E-07| 40,27962142
0,004876818| 0,1755949 1,2462E-06| 36,00603099
0,007489388| 0,2436697| 1,72932E-08| 32,53532587
0,013788204| 0,3139076 2,2278E-06| 2276639013
0,020215829| 0,358697| 2 54567E-06| 1774337492
0,026561008| 0,4057768 2,8798E-08| 15,27716168
0,038053989| 0,4668533|  3,31326E-06| 12,26818258
0,046141749| 0,5113882|  3,62932E-06| 11,08298293
0,062418021| 0,5686474| 4,03569E-06| 9,110308171
0,094628577| 0,6399033|  4,54139E-08| 6,762262681
0,156438132| 0,7378801| 5,23674E-06| 4,71675371
0,268236459| 0,8460364| 6,00432E-06| 3,154069336
0,410766466| 0,9503754|  6,74481E-068| 2 313663468
0,511319606 1| 0,000007097| 1,955723949
= x-Achse =y-Achse

Tab. 4. Scatchardplotauswertung fur Le* Dimer in MeOHyg; am Beispiel der Verschiebungen fir 3cOH.
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2.3in CaCl,-gesattigter, methanolischer Losung

6b

ppm
] Spindiffusion!!
3.6
hit
6¢c /2b
3.8 4al3c
- 5al3a
4.0 3blab
4.2 4c
4.4 1c
4.6 1a
\3a/5a CH,

4.8

3bt4h© 3 % 5b
5.0 3aISaC§, @Zb EOME 1b
[ o &R 2bOH

3
5.4- 3bidbgy . (G20 3cOH/4bOH
4cn o3¢
5.6 - v & 4cOH
58— i A e — T T T T T
58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 ppm

Abb. 12. NOESY Spektrum mit Vorsattigung — Le* Dimer in MeOHy3:MeOHy, CaCl,-gesattigt (tm

100 ms, 400 MHz, 294 K). Die Spindiffusion ist deutlich zu erkennen.
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3. Le* Glypep

3.1in MeOHy4 + 30 eq CaCl;

ppm

30

40 -

50

60 -

70

80

90

100 - °

e e
5.5 5.0 4.5 4.0

T T T T

3.5 3.0 2.5 2.0

1

Abb. 13. HMQC von Le* Glypep in MeOHq, + 30 eq CaCl, (600 MHz, 300 K).
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ppm
45 @CH, "
50
HotAé_,g chAalza B
55 = MeOH
Hoo [l2a
<
@®6c
65 - CHZBSer
©5b
70- & o2
be ®
75 - ©4b ®2m‘3c
3a. 4a ©5¢
80- [lMa © 5a
85
90
95
1007 o1b
105 . ©1c
T N T T T N T T T T T N T T T T T T

52 50 48 46 44 42 40 38 36 3.4 ppm

Abb. 14. Ausschnitt aus obigem HMQC — LeX Glypep in MeOHy, + 30 eq CaCl, (600 MHz, 300 K).

ppm
3 ¢ o8 ! |
&
1.5+ V) ég
s
2.0 i J '
2.5 0
ﬂ ",
3.0 L
b .0
i d)
7 6b
(smk)ﬁ 2c/3c
€04 4b
CH Ala
2 Ala
%Q O Ser
1cla
GbG 5b
g 1a1b
2al3a 9p 2c¢/3c GlcNAc
T T T T T

5.0‘ 4.5 4:0 3:5 3.0 25 2!0 1.5 ppm
Abb. 15. ROESY Spektrum von Le® Glypep in MeOHy, + 30 eq CaCl, (600 MHz, 300 K).
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ppm

1.5
2.0
2.5
3.0
3.5
4.0
4.5

50"

T T T T T T T T T T
52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 ppm

Abb. 16. DQFCOSY Spektrum von Le® Glypep in MeOHy, + 30 eq CaCl, (600 MHz, 300 K).

3.2in D,O - ohne CaCl;

HDO TSP

Jﬁl lJlL. _ UL Ju

: — ——
50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 ppm

Abb. 17. 'H Spektrum von Le* Glypep in D,0O, ohne CaCl, (600 MHz, 300 K).
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ppm

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

4.0

Abb. 18. Ausschnitt aus dem DQFCOSY Spektrum von Le* Glypep in D,O, ohne CaCl, (600 MHz,
300 K).
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CHSAIaG
Alad
AcNH GIcNAc  CHs 6b

ppm

3.0
3.2
3.4
3.6—-
3.8—‘ Gav
4.0

Ho "8

&

4.2+
‘ Alad,

4.4 e §

rtefakte

=(

4.6

4.8 g -

5.0

é1h 3 1b
5.2

| K T : T T T
22 20 18 16 1.4 ppm

Abb. 19. Methylausschnitt aus dem ROESY Spektrum von Le* Glypep in D,O, ohne CaCl, (600 MHz,
300 K).

3.3in D,O - Titration mit CaCl,

Auswertung der Titrationsdaten mitttels Scatchardplot — Ergebnisse am Beispiel der

Verschiebungen fiir Ha'?*:
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Gesamtmenge
) Ko

max. Verschiebung Le Dimer [mol]

Dmax= B(ges)= 6,20E-06
D(ges) [Hz] [Ca2+(ges) [mg] |Ca2+(ges) [mol] |Ca2+(frei) [mol] [V(ges) [pl]
0,7 0,68 6,12723E-06 6,01986E-06 702,45
22 2,76 2,48693E-05 2,45319E-05 709,9
33 8,25 7,43377E-05 7,38315E-05 729,65
4,6 10,99 9,90269E-05 9,83213E-05 739,5
4,95 12475 0,000123896 0,000123137 7494
7 19,24 0,000173365 0,00017249 769,15
6,05 24,74 0,000222923 0,000221995 788.5
6,05 27,5 0,000247792 0,000246864 798,8
6,4 41,6 0,000374842 0,000373861 798,8
6,5 54,7 0,000492882 0,000491885 798,8
8,3 107.8 0,000971346 0,000970073 798.8
20 212,99 0,001919175 0,001916107 798,8
29,1 255,93 0,002306091 0,002301628 798,8
40,4 296,98 0,002675978 0,002669781 798,8
verseisbungen CaCl,(frei) = CaCl,(ges) - pGalOMe(ges)*v
(= Komplex C)

Scatchard-Plot: v/[CaCl,(frei)] = 1/K, - (1/K,)* v

BCa2+=

[Ca2+(frei)] [mol/l] |n=D/Dmax |B(ges)*n [mol] |n/[Ca2+(frei)]
0,008569801| 0,0173267 1,07374E-07| 2,021836173
0,034556818| 0,0544554 3,3746E-07| 1,575823469
0,101187594| 0,0816832 5,06191E-07| 0,807244892
0,132956393| 0,1138614| 7,05599E-07| 0,856381431
0,164314| 0,1225248| 7 59286E-07| 0,745674455
0,224260861]| 0,1410891 8,74329E-07| 0,629129437
0,281540942| 0,1497525 9,28016E-07f 0,531903012
0,30904404| 0,1497525 9,28016E-07 0,48456678
0,468027805| 0,1584158| 9,81703E-07| 0,338475278
0615779367 0,1608911 9,97042E-07| 0,261280416
1,214412922| 0,2054455| 1,27315E-06| 0,169172726
2,398731603| 0,4950495| 3,06782E-06| 0,206379698
2,881356418| 0,720297 4,46368E-06] 0,249985398
3,342239176 1 0,000006197 0,28920061

= x-Achse = y-Achse

Tab. 5. Scatchardauswertung der Titration von LeX Glypep mit CaCl, in D,O am Beispiel der Daten
fir Ha ™.

3.4in D,O + 40 eq CaCl;

HDO TSP

J . UL Jo

————
50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 0.5 ppm

Abb. 20. 'H Spektrum von Le* Glypep in D,O + 40 eq CaCl, (600 MHz, 300 K).
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ppm B
&
3.0 f
¢
H
3.5 8 2 >
9 1 0
&
4.0 ‘é) # &

4.5+

5.0
0 i

T T T T T T T T T T T T T
52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 3.2 3.0 ppm

Abb. 21. ROESY Spektrum von LeX Glypep in D,O + 40 eq CaCl, (600 MHz, 300 K).

3.5in H,0:D.0 90:10, + 40 eq CaCl,

8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
Watergate

L_JL

8 | 6 5 4 3 2 1 ppm

Abb. 22. "H Spektren ohne (oben) und mit (unten) Wasserunterdriickung mittels Watergate Sequenz
—Le¥ Glypep in H,0:D,0 90:10, + 40 eq CaCl, (600 MHz, 300 K).
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KAPITEL III: Oligosaccharide aus dem Cyanobakterium
Nostoc. ldentifizierung und Strukturanalyse

1. Das Trisaccharid 234
1.1 Das Trisaccharid Z34 in DO

Ca. 3 mg (n=5.95 * 10 mol, c= 8.5 mM) Z34 (lyophyllisiert) wurden in 0.7 mL D,O
geldst und etwas Acetondampf zugesetzt.

Aceton

N ji | i U

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 ppm

Abb. 1. 'H Ubersichtsspektrum (mit Vorsattigung) fiir Z34 in D,O bei 300 K (600 MHz).
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ppm

65

70

75

80

85

90

e

95

1c@

4b 4¢
3b
5b/5c@° Qe
O 3c
Ouaa
3a0 O2b

»5a

T
58 5

T I ! ! I ! T T T

|
.6 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 ppm

Abb. 2. 2D HMQC far Z34 in D,0 (300 K, 600 MHz).

pPpm L
‘0 scsc 3c 2c 4c
- §5q 4 |
5.2 b
5.4
5.6_ ; 5b3b5b 2b 4b
T o
58 | I I | | | | | | | I I
58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6 ppm

Abb. 3. 2D TOCSY Ausschnitt aus dem Anomerenbereich von Z34 in D,O (300 K, 600 MHz).
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8 'H [ppm] 8 "°C [ppm] 8'H [ppm] & "°C [ppm]
1a ™ 3.75 62.4 1c 5.12 97.1
2a - 104.9 2c 3.58 71.9
3a 4.21 76.9 3c 3.75 73.5
4a 4.10 74.3 4c 3.45 70.0
5a 3.84 81.8 5¢c 3.91 72.6
6a ™ 3.77 60.9 6c" 3.77 60.9
1b 5.67 90.3 6c' 3.82 60.9
2b 3.65 76.3
3b 3.87 71.8
4b 3.49 70.0
5b 3.93 72.6
6b" 3.78 62.7
6b' 3.83 62.7

Tab. 1. 'H- und "*C-Verschiebungen fir Z34 (D,O, 300 K, 600 MHz). Fiir das quartire C Atom 2a
stammt die "°C Verschiebung aus dem HMBC Spektrum.

Di\geyelfisc_030718111635

Fischer ESI (H20/MeOH + 10 mmoll NH4Ac) TSQ 7000

fisc_030718111635 #1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 5.21E5
T: - p ESI ms [ 99.96-1199.99]

1005

:

Relative Abundance ~

07/18/03 11:16:35 AM Z34

503.0

502.7

(M-H*)”

503.2

M+C H30 00"
563.0
562.7

563.2
504.2

(2M-H*)

1007.2

200

31189 1564 2163 2645 2832
e e
300

368.7 4169  501.8_
Ll A A AL Ml )

585.0
505.0 a5 1008.2
539.0 .
| 31 %810 7428 8043 8357 9217 9818 10893 1111.1 11937
CASE i e 4 IRl LAl T

400 ( 500 600 750 (“’10 900 1060 1100

miz

T |

Abb. 4. Massenspektrum (Negativ-ESI) fur Z34 (im Spektrum mit M abgekuirzt) in H,O / MeOH + 10

mM NH,Ac.
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1.2 Das Trisaccharid Z34 in CaCl,-gesattigter, methanolischer Lésung

6a0OH 3bOH 4cOH
GbQH 1a0OH 3c0°|-|1;‘ 1b *4bOH | 6¢cOH .* 2cOH
ppm b P : i L :
. . L 4b ©4b I 4d | :
3.5 P 4c@ | @ o4 © i
eb"@ i | P :
! 2c : : | b D2
P @ Qsa" zn@ i, @m @s i
Pl P % t 8
4.0- ”:’:gh (F;;)h ac.@s L] Pl i 3 @J :13!30
é’:’@nt :
4.5+ :
5.0
5.5
6.0
g,
o 0
6.5 -1 T T T T T T T T T T
65 64 63 62 61 60 59 58 57 56 ppm

* 3a0OH bzw. 4a0H

Abb. 5. Ausschnitt aus dem OH-Bereich des ROESY Spektrums von Z34 in MeOH (1:1, CaCl,-gesat-
tigt) bei 300 K (600 MHz). Orange gekennzeichnet ein CH-OH ROE, dessen eindeutige Zuordnung
aber nicht gesichert sind.

8 'H [ppm] 8 'H [ppm]
1a" 3.97 1c 5.31
1a' 4.20 2c 3.71
2a - 3c 3.98
3a 417 4c 3.54
4a 417 5¢ 4.08
5a 417 6ch 3.81
6a" 3.77 6c' 3.90
6a' 4.02 1aOH 6.38

1b 5.99 3a0H/ 5.95 bzw.
4a0OH 5.62
2b 3.81 6aOH 6.12
3b 4.07 3bOH 5.82
4b 3.45 4bOH 5.93
5b 413 6bOH 6.42
6b" 3.67 2cOH 5.53
6b' 413 3cOH 6.17
4cOH 5.64
6cOH 573

Tab. 2. 1H-Verschiebungen von Z34 in CaCl,-gesattigter, methanolischer L6sung.
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1.2.1 Z34 in MeOH — Vergleich v. CaCl,-gesattigter Probe mit einer Probe mit
wenig CaCl,

Bei der oben beschriebenen Probe war, wie im Allgemeinen Teil bereits dargelegt,
die Zuordnung von 3aOH und 4aOH nicht eindeutig moglich. Daher wurden Messun-
gen derselben Probe bei geringem CaCl, Gehalt als Vergleich herangezogen.

Probe mit wenig CaCl,: 13.3 mg CaCl, ( n = 1.2 * 10 mol), entspricht einer ca. 0.1
M methanolischen CaCl,-Losung.

1a0H
4a0H
a)
S N
64 63 62 61 60 59 58 57 56 55 ppm
1b
b) 3cOH
1a0H 6aOH
6bOH
I | | I | I | I | | I | |
64 63 62 61 60 59 58 57 56 55 ppm

* 3a0H bzw. 4a0OH

Abb. 6. Vergleich des OH-/Anomerenbereichs der 'H Spektren von Z34 in MeOH (1:1) mit wenig
CaCl, (a) bei 280 K und CaCl,-gesattigt (b) bei 300 K (600 MHz).

Eine eindeutige Zuordnung durch Vergleich ist allerdings nicht moglich, da sich deut-

liche Unterschiede flir die Verschiebungen der OH Protonen in Abhangigkeit von
CaCly-Gehalt und Temperatur zeigen.
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Z34 in MeOH (1:1), Z34 in MeOH (1:1),
+ wenig CaCl, CaCl, gesittigt
4a0H 3a0OH * *
ppm i 3 i | ppm
0 | |
47 3 8 @ 0 ‘ 3.4
! v
;L B of
3.6- | @ -3.6
) B, 0 e
o 0 .08 00
3.8+ A ; -3.8
5a ' 5a i i
‘T/ @ -'"‘. J6a @ 0
4.0- g v ok @ ' [ 4.0
dalda '\i/; ! 3alda 0 6 Y @ 3alkal5a
4.2 ! V' aalsa ‘ 4.2
T — T T T T T — T T T
6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 ppm 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 54 ppm

*3a0OH bzw. 4a0OH

Abb. 7. Vergleich der ROE Muster fur Z34 in MeOH (1:1) — links, bei Zugabe von wenig CaCl, (280 K)
und rechts, in CaCl, gesattigter L6sung (300 K).

2. Das Tetrasaccharid HZ34
2.1in DO

Ca. 2 mg (n=3.00 * 10™® mol, c= 4.3 mM) HZ34 (lyophyllisiert) wurden in 0.7 mL D,O
geldst und etwas Acetondampf zugesetzt.

Aceton

o T ¥ U N

56 50 45 40 35 30 25 20 1.5 ppm

Abb. 8. '"H Gesamtspektrum (mit Vorsattigung) von HZ34 in D,O (300 K, 600 MHz).
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1b 1d

* * * %

HTWWTWWWW
5.7 5.6 55 54 53 5.2 5.1 5.0 ppm

Abb. 9. '"H Anomerenbereich fir HZ34 in D,O (300 K, 600 MHz). Mit * gekennzeichnet sind die Ano-
merensignale des Pentasaccharids HHZ34 (Verunreinigung).

6a hit

24 © hit
6 [ ab, 4c

Abb. 10. "H Alkylbereich fiir HZ34 in D,O (300 K, 600 MHz).
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5.2

5.4

5.6

5.8

5b/3b guht 2b  4p

o

| | |
58 56 54 52 5

.0

|
48 46 44 4

2

1 |
40 3.8

3.6 ppm

Abb. 11. 2D TOCSY Ausschnitt aus dem Anomerenbereich fir HZ34 in D,O (300 K, 600 MHz).

ppm 6b/6d—erapc
60——e01a
Osa
65
4bl4cl4d
70_ 5b ]
5(;9%@3': .92d
" §?®3d
75- a®  5c
3a0
e@2c
80
5a® ©2b
85
90
olb
95
1d
e, 0
T T T T T T T T T T T T
58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 ppm

1b 1c 1d
ppm : ;
65
70 ¢ ]
L 3 d
?Sb.'Sb 3 5‘; 3 ;g
I_?JZC éZc
8o i
e2b $2b
85
90
95
100+
© 2" i
T T T T T T il
58 57 56 55 54 53 52 ppm

Abb. 12. HMQC (links) und Anomerenbereich aus dem HMBC (rechts) fir HZ34 in D,O (300 K, 600
MHz). In rot die, fur das Verknupfungsmuster entscheidenden, transglykosidischen *Jen Kopplungen.
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Di\geyelfise! 07/23/03 04:30:13 PM HZ 34
Fischer ES| (H2O/MeOH + 10 mmoll NH4Ac) TSQ 7000

fiscl #1 RT: 0.02 AV: 1 SM: 3B NL: 5.32E4

T: - p ESI ms [ 199.96-1399.99]

100

665.0
- (M-H*)~
20
85 [
80 ‘
75 [
70
65

60

i | (M-H*+ CH,COONa)"
| 7470

Relative Abundance

262.5 >
e 840 o | |
260.8 T 4520 5228 4048 % (

107 2009 3649
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Abb. 13. Massenspektrum (Negativ-ESI) fir HZ34 (im Spektrum mit M abgekirzt) in H,O / MeOH + 10
mM NH,Ac.

2.21In DMSOde

Ca. 1 mg (n=1.50 * 10°® mol, c= 2.1 mM) HZ34 (lyophyllisiert) wurde in 0.7 mL
DMSOge gelost.

Mh,o  Tomso

L

R
50 45 40 35 30 25 20 15 ppm

Abb. 14. Gesamtprotonenspektrum fir HZ34 in DMSOgs (300 K, 600 MHz).
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Abb. 15. 2D TOCSY Ausschnitt des OH- und Anomerenbereichs von HZ34 in DMSOQOgys. Nur die Sig-
nale fur die 3 Anomeren sind gekennzeichnet (300 K, 600 MHz).
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Abb. 16. HMQC fir HZ34 in DMSOgs (300 K, 600 MHz).
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& "H [ppm] & "°C [ppm] 8 'H [ppm] 8 "°C [ppm]
1a" 3.32 60.7 1c 5.05 96.7
1a' 3.62 60.7 2c 3.36 77.6
2a q q 3c 3.57 71.7
3a 3.98 75.3 4c 3.07 70.2
4a 3.78 73.4 5¢ 3.64 72.4
5a 3.55 82.2 6c" 3.38 60.6
6a ™ 3.57 61.6 6c' 3.66 60.6
1b 5.45 89.7 1d 4.84 97.4
2b 3.33 81.0 2d 3.20 71.7
3b 3.60 71.7 3d 3.55 72.7
4b 3.15 69.2 4d 3.10 69.8
5b 3.71 72.1 5d 3.76 72.1
6b™ 3.49 60.1 6d" 3.44 60.4
6d" 3.58 60.4
1aOH 4.54 - 3cOH 4.57 -
3aOH 4.30 - 4cOH 5.04 -
4a0H 5.18 - 6cOH 4.65 -
6aOH 4.40 - 2dOH 4.34 -
3bOH 4.43 - 3dOH 4.76 -
4bOH 4.79 - 4dOH 4.88 -
6bOH 4.42 - 6dOH 4.35 -

Tab. 3. "H- und "*C-Verschiebungen von HZ34 in DMSOygs bei 300 K und 600 MHz.

3. Das Pentasaccharid HHZ34 in D,O

Ca. 0.5 mg (n=6.03 * 107 mol, c= 0.86 mM) HHZ34 (lyophyllisiert) wurden in 0.7 mL
D,0 geldst und etwas Acetondampf zugesetzt.

Aceton

L

5.5

5.0

e
45 4.0

3.5 3.0

2.5 2.0 1.5 ppm

Abb. 17. Protonenspektrum (mit Vorsattigung) fir HHZ34 in D,O bei 300 K (600 MHz).
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1c 1d 1e

N

5.8 5.7 5.6 5.5 5.4 5.3 5.2 5.1 5.0 ppm

Abb. 18. Anomerenbereich von HHZ34 in D,0O (300 K, 600 MHz). Signale einer Verunreinigung, wobei
es sich wahrscheinlich um ein weiteres Oligomer handelt.

bc t hft
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4a 2 Bagy"
Be| |5d
3d J

42 41 4.0 3.9 3.8 3.7

* gt gpht

Abb. 19. "H Alkylbereich fiir HHZ34 in D,O (300 K, 600 MHz).
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Abb. 20. "H mit Vorsattigung und 2D TOCSY Ausschnitt des Anomerenbereichs von HHZ34 in D,O

(300 K, 600 MHz).
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Abb. 21. Watergate HMQC fur HHZ34 in D,0 (300 K, 600 MHz). Die unterschiedliche Intensitat der
Anomerensignale erklart sich aus der Verwendung der 3-9-19 Watergate Sequenz zur Unterdriickung

des Restwassersignals, wobei in der Nahe des HDO Peaks befindliche Signale starker geschwacht

werden. Signale, die von Verunreinigungen herriihren, sind mit X gekennzeichnet.
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4. Das Hexasaccharid (Hexa) in D,0

1 mg (n=1.01 * 10" mol, c= 1.4 mM) Hexa (lyophyllisiert) wurde in 0.7 mL D,O ge-
I6st und etwas Acetondampf zugesetzt.

M Aceton
w I udbLuL_J\_w - LJ - I.L__

R D e e R R
75 7.0 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 ppm

Abb. 22. Gesamtes Protonenspektrum (mit Vorsattigung) fir Hexa in D,O (300 K, 600 MHz).

1b 1c 1d 1e 1f

4.2

Abb. 24. 'H Alkylbereich von Hexa in D,O (300 K, 600 MHz).
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Abb. 25. Anomerenbereich des 2D TOCSY von Hexa in D,0 (300 K, 600 MHz).

ppm Gdisfb
6¢c n.d. €9 1a
6a
65
4b 4cl4af
70- 501590, 4o Ry
Sf%‘}c ?f 4d
] o /
75 — 4a 3f 5bi5c
O2e
80
sam 2°° o029
85 2b
90
1b o
95
1le pif
100 09
1ce 1d
~— L - - T - I = T ~ I = T = T =~ I = I * T = 1
58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 ppm

Abb. 26. HMQC fir Hexa in DO (300 K, 600 MHz).
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4.1 Temperaturreihe (280 — 310 K) fur das Hexasaccharid

- U U
- 0L
=i i
S
=3 |
-]
X

310 K

5.6 5.5 5.4 5.3 5.2 51  ppm

Abb. 27. "H Ausschnitte des Anomerenbereichs von Hexa in D,0 bei unterschiedlichen Temperaturen
(600 MHz).
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4.2 'H- und "*C-Verschiebungen fiir HZ34, HHZ34 und Hexa in D,0 bei 300 K

d1n [ppm] d13c [ppm]
Atom HZ34 HHZ34 Hexa HZ34 HHZ34 Hexa
1a 3.64/397 3.63/3.90 3.60/3.87| 62.0 61.9 61.1
2a q q q q q q
3a 4.23 4.24 4.24 76.2 75.9 75.0
4a 4.03 4.00 3.99 74.4 74.5 73.4
5a 3.88 3.91 3.90 82.2 82.3 81.5
6a 3.82 3.84/3.88 3.82/3.85| 63.0 63.3 62.2
1b 5.67 5.63 5.56 91.6 91.9 90.7
2b 3.60 3.82 3.62 81.8 82.1 82.2
3b 3.88 3.88 3.90 72.8 72.7 71.7
4b 3.47 3.53 3.56 70.1 70.0 68.6
5b 3.89 3.88 3.87 72.6 72.7 72.2
6b 3.81 3.81 3.79/3.84 | 60.9 60.8 60.0
1c 5.24 5.29 5.42 98.5 100.2 100.3
2c 3.65 3.61 3.66 77.6 814 80.7
3c 3.82 3.82 3.79 72.2 72.6 71.7
4c 3.47 3.45 3.47 70.1 70.5 69.4
5c 3.86 3.86 3.86 73.1 72.7 72.2
6c 3.73/3.86 3.81 3.76 61.1 60.8 n.d.
1d 5.07 5.18 5.23 98.1 98.9 994
2d 3.59 3.59 3.55 71.9 78.5 81.6
3d 3.81 3.96 3.93 73.3 72.0 71.6
4d 3.47 3.53 3.51 70.1 70.0 69.5
5d 3.96 3.98 3.97 72.6 72.5 71.6
6d 3.81 3.73/3.84 3.80 60.9 61.1 59.9
1e 5.05 5.16 99.0 98.7
2e 3.60 3.61 71.9 771
3e 3.84 3.84 73.2 71.0
4e 3.48 3.54 70.0 69.5
5e 3.99 3.94 72.5 71.6
6e 60.8 3.77 1 3.82 3.81 ~ 60
1f 5.05 97.9
2f 3.60 70.9
3f 3.87 71.9
4f 3.47 69.4
5f 4.02 71.6
of 3.81 59.9

Tab. 4. Alle "H- und "*C-Verschiebungen fiir Tetra-, Penta- und Hexasaccharid in D,O bei 300 K (600
MHz).
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4.3 a- und B-defructosyliertes Pentasaccharid in D,O

4.3.1 bei 300K

Aceton|

JJLL' L.

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Abb. 28. 'H Gesamtspektrum (mit Vorsattigung) fur a-defruct, p-defruct und HHZ34 in D,0O bei 300 K
(600 MHz).

1
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Abb. 29. 'H Anomerenbereich fiir a-defruct, B-defruct und HHZ34 in D,O bei 300 K (600 MHz). Sig-
nale fur a-defruct sind in rot, fur B-defruct in schwarz und fir HHZ34 in griin gekennzeichnet.
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Abb. 30. 'H Alkylbereich fiir a-defruct, B-defruct und HHZ34 in D,0 bei 300 K (600 MHz).
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ppm
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Bh(3d 5c 49 4c
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Abb. 31. HMQC fiir a-defruct (rot), B-defruct (schwarz) und HHZ34 (griin) in D,O bei 300 K (600
MHz). Die CH,-Gruppen wurden nicht zugeordnet.
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Atom &1H [ppm] &13C [ppm] | Atom &1H [ppm] 613C [ppm]
1a - - 5b 3.95 71.8
3a 4.24 75.9 6b - -
4a 3.99 74.4 1c 5.42 92.8
5a 3.91 82.3 2c 3.73 75.4
6a 3.83/3.86 - 3c 3.94 72.5
1b 5.63 91.9 4c 3.50 69.9
2b 3.81 82.0 5¢c 3.85 72.6
3b 3.87 72.6 6¢c - -
4b 3.53 69.9 1d 5.70 94.3
5b 3.89 72.4 2d 3.72 74.5
6b - - 3d 3.91 71.8
1c 5.29 100.1 4d 3.51 69.9
2c 3.60 81.3 5d 4.06 72.0
3c 3.81 72.5 6d 3.78/3.84 -
4c 3.45 70.1 1a 5.55 89.9
5¢ 3.86 71.8 2a 3.67 75.4
6¢c 3.75 - 3a 3.83 72.4
1d 5.18 98.8 4a 3.45 76.5
2d 3.59 78.4 5a 3.86 72.4
3d 3.98 72.5 6a 3.77 -
4d 3.53 69.9 1b 5.41 93.3
5d 3.99 72.5 2b 3.69 75.9
6d - - 3b 3.93 72.5
1e 5.05 98.9 4b 3.49 70.0
2e 3.59 71.9 5b 3.89 72.5
3e 3.84 71.8 6b 3.76 -
4e 3.48 70.0 1c 5.37 94.0
5e 3.99 72.5 2c 3.69 75.9
6e 3.80 - 3c 3.90 71.8
1a 4.87 - 4c 3.49 70.0
2a 3.47 77.4 5¢ 3.85 72.6
3a 3.59 71.8 6¢c 3.77 -
4a 3.41 70.3 1d 5.21 96.4
5a 3.44 76.5 2d 3.59 74.9
6a 3.71/3.89 - 3d 3.79 73.4
1b 5.17 96.3 4d 3.45 70.0
2b 3.57 721 5d 3.92 71.8
3b 3.80 73.4 6d - -
4b 3.45 70.1

Tab. 5. "H- und "*C-Verschiebungen fiir HHZ34 (griin), a-defruct (rot) und B-defruct (schwarz) in
D,0 bei 300 K (600 MHz).
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4.3.2 bei310K

Aceton
———

55 50 45 4.0 5 30 25 20 ppm

» w JJKL} _

Abb. 32. Gesamtes Protonenspektrum (mit Vorsattigung) fir a-defruct, f-defruct und HHZ34 in D,O
bei 310 K (600 MHz).

Ppm
4.8
1a
5.0 1e
“1b
5.2 ’”5’1’d1d
1c
5.4 =g le
1c
1a
-1d
58 T T

° I - | = | = : | d | = = I v
58 56 54 52 50 48 46 44 42 4.0 38 3.6 ppm

Abb. 33. 2D TOCSY — Anomerenbereich fur a-defruct (rot), B-defruct (schwarz) und HHZ34 (griin)
in D,O bei 310 K (600 MHz).
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5. Das Oktasaccharid in D,O

1.9 mg (n=1.46 * 10° mol, c= 2.1 mM) Okta (lyophyllisiert) wurden in 0.7 mL D,O
geldst und etwas Acetondampf zugesetzt.

mit Wasserunter- Aceton
driickung

Anomere

JUU_

I R R R R R i L.
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 ppm

Abb. 34. Gesamtes 'H Spektrum von Okta in D,O (600 MHz, 310 K), gemessen mit Wasserunter-
druckung.
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Abb. 35. HMQC von Okta in D,O (600 MHz, 310 K). Die "*C und "H Verschiebungen der Positionen 3,
4 und 5 der Glucoseeinheiten sind stark Uberlagert und deswegen, ebenso wie die CH,-Gruppen,
nicht zugeordnet.
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ppm;
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Abb. 36. TOCSY Spektrum von Okta in D,O (600 MHz, 310 K) — Anomerenbereich der Glucoseein-
heiten.

6. Deka in D,O

5.5 mg (n= 3.35 * 10°° mol, c= 4.8 mM) Deka (lyophilisiert) wurden in 0.7 mL D,O
geldst und etwas Acetondampf zugesetzt.

Mit Wasser- Acet
unterdriickung 'ﬂ e
Anomere
J{ A Y\ U
——— [ ————
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 ppm

Abb. 37. 'H Gesamtspektrum (mit Vorsattigung) von Deka in D,O (600 MHz, 320 K).

6.1 defruct-Deka in DO
6.03 mg (n= 3.35 * 10° mol, c= 4.8 mM) defruct-Deka (lyophilisiert) wurden in 0.7
mL D,0O gel6ost und etwas Acetondampf zugesetzt.

Es handelt sich um eine Mischung aus a-defruct-Deka, -defruct-Deka und nicht
defructosyliertes Deka.
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Abb. 38. 'H Gesamtspektrum von defruct-Deka (o. und B) mit Wasserunterdriickung bei 290 K (600
MHz, D,0).

ppm Ppm
4.9 0 © O 4.7 @ o
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defruct-Penta defruct-Deka

Abb. 39. Ausschnitte aus den ROESY Spektren von defruct-Penta (links, 300 K) und defruct-Deka
(rechts, 290 K) (600 MHz, D,0). Sie zeigen ein prinzipiell ahnliches ROE Muster, wenngleich fir das
defruct-Deka die Uberlagerungen sehr viel starker sind.
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KAPITEL IV: Struktur und Dynamik zyklischer
Jasplakinolid Analoga

1. Makrozyklus Sy2741 — Zusatzliche NMR-Daten und —Spektren

H,0 DMSO

bJL I

10 9 8 7 6 5 4 3 2 ppm

Abb. 1. 'H Spektrum fiir Sy2741 (300 K, 600 MHz, DMSOy).
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35
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45
Aromatensignale
gefaltet

50

| I | T [ I | T | T
1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 ppm

Abb. 2. HMQC Spektrum fir Sy2741 (300 K, 600 MHz, DMSOys). Die Aromatensignale sind gefaltet
und daher negativ.
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Abb. 3. Alkylbereich des HMQC Spektrums flr Sy2741 (300 K, 600 MHz, DMSOg).
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Abb. 4. NH- und Aromatenbereich des ROESY Spektrums fiir Sy2741 (300 K, 600 MHz, DMSOgg).
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NH19 NH16 NH13
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Abb. 5. ROESY Ausschnitt fir Sy2741 — Kreuzsignale zwischen NH-/Aromaten und Alkylbereich (300
K, 600 MHz, DMSOQgg).
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1.1 Temperaturreihe der NH Protonen

NH1 m
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Abb. 6. 'H NH-/Aromatenbereich fiir Sy2741 in Abhangigkeit von der Temperatur (600 MHz,

DMSOge).
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1.2 Ubersicht tiber alle fiir Sy2741 ermittelten ROEs

ROE Abstand caic [A] ROE Abstand caic [A]

NH16 — NH19 3.2 24— 20" 2.8
NH19 — NH4 / 6 2.7 2 — Me14 3.0
NH19 — 3¢ 2.5 242 — 1 3.4
NH16 — NH13 2.8 2'2% =14 3.3
NH16 — 2 3.1 7/4* — 5/0Me 3.1
NH13 — 2¢ 3.1 6" — 5/0Me 2.7
NH4 / 6 — 8 2.8 2'/2" — 5/0Me 2.0
NH4 / 6 — 7 2.3 714 — 10" 2.9
NH4 / 6 — 2 3.25 6“— 10" 3.1
g — 7 2.85 2'/2% = 10" 2.5
NH1“ — 9 2.8 7/4% — 6 3.2
NH1“ — 2 2.4 6“—6' 2.85
NH19 — 1 2.7 22 — 6 2.4
NH19 — 17 2.1 704 — 11 3.0
NH19 — 20 3.3 6“— 11 3.4
NH19 — 6! 33 242" — 11 2.8
NH19 — 2" 2.4 74 — 10" 2.4
NH16 — 17 2.8 6“— 10" 2.9
NH16 — 14 2.1 2¢2¢ — 10" 2.9
NH16 — 20" 3.2 74" — 6" 3.1
NH16 — 20" 2.4 6“—6" 2.4
NH16 — Me14 2.7 22 — " 2.7
NH13 — 11 2.1 74 — Me11 3.55
NH13 — Me11 3.1 7/4* — Me5 3.45
NH13 — Me14 2.4 6“ — Me5 2.8
NH4 / 6 — 1 3.1 2'/2 — Me5 3.15
NH4 / 6 — 17 2.7 12" 2.2
NH4 / 6 — 5/0OMe 2.65 17 — 20" 2.4
NH4 / 6 — 20! 2.8 17 — 20" 2.5
NH4 / 6 — 6" 2.5 14 — Me14 2.2
NH4 / 6+ — 2t 2.1 5/0Me — Me5 2.25
NH4 / 6 — 6" 2.6 5/0Me — 6! 2.5
NH4 / 6 — Me5 2.55 20'— 20" 1.8
3 — 1 2.7 10'— 10" 1.7
3' -~ 5/0Me 3.2 6 —6" =18
3 - 20" 3.3 10' = Me11 2.7

3 -6 35 10" — Me11 2.5

3 — 2t 2.5 6" — Me5 2.7

5 —6" 3.45 14 — 11 3.4

5“ - Me5 37 24— 17 2.8

2 — 20 3.1

Tab. 1. Ubersicht Uber alle fiir Sy2741 ermittelten ROEs (300 K, DMSOys).
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2. Der Makrozyklus Sy5141

H,0
DMSO

L e

10 9 8 7 6 5 4 3 2 ppm

Abb. 7. "H Spektrum von Sy5141 in DMSOgs (300 K, 600 MHz).

m
PP f

20 ' #

25 "

30
35

N/

45 Aromatensignale
gefaltet

6"' ALL
] 67 0

50

55 0 |

Abb. 8. HMQC Spektrum fir Sy5141 (300 K, 600 MHz, DMSQge). Aufgrund der Faltung der Aroma-
tensignale besitzen diese negatives Vorzeichen.
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ppm 0
Me14
20 - Me11BeM95

25-
30 §NMe

35

10
40- ) ipmso

45 - 014 2
@5

01
50

55-{ 917 A OMe

R R R A A
55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

Abb. 9. Alkylbereich des HMQC Spektrums fiir Sy5141 (300 K, 600 MHz, DMSOge).
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ppm |
1.0
1.5
2.0
2.5 v

3.0

3.5

4.5

>

. ‘\'(I . Artefakt
T T L
4"
o

t
5.5  Dhe HpmENMe 17
20"

6.0 T T T T T T T T T T T
60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

a3

2!

LLL
NH19 NH13  NH4 6
ppm
@ Mel4 ® Mel4
1 Metio s L
Mé11
ho6010"]
2 sh 1 ﬁh
o2 1é& 8&: 0 » 1
el ) so )0 6o 10/NMe  ep6',
3_ © NMe 10 © zoh t h, m10
o 20t 8 200 20
2 t
5/0Me @ 5/0Mee o
4 5/0Me
@14 14
5_
o1 @1 o1
@17 17 172 017
G T T T T T T T T T T T T N T T T T T

84 82 80 78 76 74 72 7.0 ppm

Abb. 10. und Abb. 11. ROESY Ausschnitte fiir Sy5141 (300 K, 600 MHz, DMSOQOgs) aus dem Alkylbe-
reich (oben) bzw. dem NH-/Aromatenbereich.
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ppm )
7.04 o

7.5

8.0

9.0—2
10.0—2
10.5—5 !

R - S s N NH1"™
1.0 o . . T

110 105 100 95 90 85 80 7.5 ppm

Abb. 12. NH-/Aromatenbereich des ROESY Spektrums von Sy5141 (300 K, 600 MHz, DMSOg).

-A 62 -



Anhang

2.1 Temperaturreihe der NH Protonen

NH1"™ NH19 NH13

. OB |
105 100 95 90 85 80 .75 ppm

105 100 95 90 85

320 K

105 100 95 90 85

'§'|"""""' —TT T
105 100 9.5 9.0 85 | 8.0

| e s e e e e e B e e T i s B T [ T s o B T B o

10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0

Abb. 13. 'H NH-/Aromatenbereich fiir Sy5141 in Abhangigkeit von der Temperatur (600 MHz,
DMSOygg).
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3. Vergleich experimenteller Parameter von Sy2741 und Sy5141

3.1 Vergleich der ROE Muster und der berechneten Abstéande

ROE Fir Sy-27-4-1 [A]  Fiir Sy-51-4-1 [A]
NH1“ - 9" 2.8 2.9
NH1“ — 2 2.4 2.4
NH19 — NH4 2.7 3.0
NH19 — 3 2.5 2.6
NH19 — 17 2.1 2.2

NH19 — 1 2.7 2.7
NH19 — 14 - 4.0
NH19 — 20t 3.3 3.0

NH19 — NMe 3.2 (NH19 — NH16) 2.9

NH19 — 6t 3.3 3.9
NH19 — 2h/t 2.4 2.4
NH13 — 14 - 2.7
NH13 — 10t - 3.4
NH13 — 11 2.1 2.1

NH13 — Me11 3.1 3.0

NH13 — Me14 2.4 2.5

NH4 — 1 3.1 (NH4 / 6 - 1) 3.5

NH4 — 5 2.65 (NH4 /6 =5/ 2.8
OMe)

NH4 — 6t 2.5 (NH4 / 6" — 6t) 2.7
NH4 — 2h/t 2.1 (NH4 / 6" — 2htt) 2.15

NH4 — 6h 2.6 (NH4 / 6" — 6h) 2.8
NH4 —Me5  2.55 (NH4 / 6* — Meb5) 2.6

6" —17 2.7 (NH4 / 6 — 17) 2.6

6" — 20t 2.8 (NH4 / 6 — 20t) 3.0

6" — 20h - 2.9
6" — NMe - 3.4
6" — Me14 - 4.0
9" — Me14 - 4.2

3 —17 - 5.3

3 -1 2.7 2.3

3' - 5/0Me 3.2 3.8
3' — 20t 3.3 3.3

3' — 6t 3.5 3.5

3' — 2hit 2.5 2.6

5 — Me5 3.7 4.2

2% 17 2.8 2.6

24 _ 20t 3.1 3.1

2" — 20h 2.8 2.8
2 _ NMe 3.1 (2* — NH16) 2.8
2 — Me14 3.0 3.0
2' /2%~ 14 3.3 3.35

41 7% — Me11 3.55 3.5
6" — Me5 2.8 3.0
2'/ 2% — Me5 3.15 2.9
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4“ - 10t
4" — 6t
4“ - 11
4" —10h
6“ - 10t
6" — 6t
6" - 11
6" —6h
2“ - 10t
2“ — ot
2 -1
2“—-6h/10h

17 — 20t
17 — 20h
17 — NMe
17 — 6t
1 - NMe
14 — NMe
5 -6t
5-6h
20h — 20t
10t — 10h
6t — 6h
14 — Me14
10t — Me11
NMe — Me14
6t — Me5
6h — Me5
10h — Me11
5—-Meb
2°/2“-5
212" - OMe
6" — Me11
NH16 — NH13
NH13 — 2“
NH4 / 6 — 8"
NH4 / 6% — 7
NH4 / 6" — 2“
9« -7
NH16 — 20t
NH16 — 20h
5% —-6h
2°/2° -1
714" =5/
OMe
6“ -5/ OMe
6“—10h
714" —6h
714 — Me5
1-2h/t

2.9 (4" /7" = 10t)
3.2 (4 / 7 - 6t)
3.0 (4 /7% = 11)
2.4 (4 7* = 10h)

3.1

2.85

3.4

2.4
2.5 (2'/ 2 - 10t)
2.4 (2" /2 - 6t)
2.8 (2124 - 11)
2.9 (2'/ 2 - 10h)
2.7 (212 - 6h)

2.4

2.5

2.8 (17 — NH16)

2.1 (14 — NH16)
2.5 (5/ OMe - 6t)
1.8
1.7
=1.8
2.2
2.7
2.7 (NH16 — Me14)
2.7
2.5
2.25 (5/ OMe — Meb)
2.0(2°/2"-5/0Me)
2.0(2°/2*-5/0Me)
2.8
3.1
2.8
2.3
3.25
2.85
3.2
24
3.45

3.4
3.1

2.7
2.9
3.11
3.45
2.2

29
3.7
3.0
24
3.2
29
3.25
24
24
2.3
2.6
2.3

2.3
2.75
3.1
3.3
3.8
2.0
2.6
29
1.9
1.8
=1.8
2.3
2.7
2.6
3.2
2.65
2.5
2.3
24
2.1
3.4

- (NMe — NH13)

Im Rauschen

2.2

Im Rauschen

3.1 (NMe — 20t)
2.4 (NMe — 20h)

?

Nicht integrierbar

COSY
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14 — 11 3.4 -

Tab. 2. Vergleich der fur Sy2741 und Sy5141 ermittelten HH-Abstadnde aus der ROESY Integration.
Absténde, die mehr als 0.4 A voneinander abweichen, sind fett gedruckt.

3.2 "H- und *C-Verschiebungen fiir Sy2741 und Sy5141

Sy2741 Sy5141
Atom §'H[ppm] & '°C [ppm] | Atom & 'H [ppm] & "°C [ppm]
H1 5.16 49.3 H1 5.18 48.7
H2" 2.37 42.7 H2M 2.44 41.7
H2! 2.42 42.7
NH4 7.54 - NH4 7.63 -
H5 3.74 46.0 H5 3.76 46.2
Me5 0.88 18.7 Me5 0.94 18.9
He" 2.22 42.3 He" 2.33 42.0
He' 2.80 42.3 He! 2.76 42.0
H2¢ 6.83 n.d. H2¢ 6.86
H6* 6.88 n.d. H6* 6.89
H5¢ 7.08 n.d. H5¢ 7.08
H4“ 6.92 n.d. H4* 6.92
H10" 2.39 38.7 H10" 2.37 38.4
H10! 2.95 38.7 H10' 2.96 38.4
H11 2.48 41.1 H11 2.49 41.1
Me11 1.04 19.4 Me11 1.04 19.6
NH13 7.82 - NH13 7.86 -
H14 4.49 47.0 H14 4.57 44.6
Me14 0.91 18.8 Me14 0.60 16.5
NH16 8.21 - NMe 2.92 30.0
H17 4.65 52.6 H17 5.49 55.1
H20" 2.83 28.4 H20" 3.04 24.3
H20! 3.02 28.4 H20! 3.11 24.3
H2 6.98 123.3 H2 7.00
NH1“ 10.77 - NH1“ 10.77 -
H9* 7.31 110.9 H9* 7.29
H8 7.03 120.5 Hg 7.02
H7“ 6.94 117.8 H7 6.93
HB“ 7.54 118.0 H6'“ 7.56
NH19 8.50 - NH19 8.43 -
H3" 7.10 n.d. H3 7.18
H2 6.84 n.d. H2 6.87
OMe 3.73 54.8 OMe 3.72 54.8

Tab. 3. "H- und "*C-Verschiebungen fiir Sy2741 und Sy5141 in DMSOg bei 300 K (600 MHz).
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4. Die Makrozyklen Maclac1 und Maclac2

4.1 'H und 2D HMQC Spektren

DMSO Aceton

H,0
o LU Mol J"hl

80 75 70 65 60 55 50 45 40 3.5 30 25 20

Abb. 14. 'H Spektrum von Maclac1 bei 320 K (600 MHz, DMSOgg).

DMSO Aceton

4 LJ"L_

8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2015 pm

Abb. 15. 'H Spektrum von Maclac2 bei 300 K (600 MHz, DMSQOg).
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ppm _

- {
20 : \
25
30
35 0 o

40- ° o

45— 0

Aromatensignale
gefaltet

55

B o e st e e
85 80 75 70 6.5 6.0 55 5.0 45 40 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm

Abb. 16. HMQC Spektrums von Maclac1 bei 320 K (600 MHz, DMSOqs). Der Aromatenbereich ist
wiederum gefaltet.
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m—
PP c Me170©

- e {Prie1

25

30

40 10: &

11

DMSO

45 @5

o14

50 - 017

@2

N B B R B i B

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 ppm

55

Abb. 17. Alkylbereich des HMQC Spektrums von Maclac1 bei 320 K (600 MHz, DMSOgg).
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ppm
. . ; |

20 '
25+
30 ‘

35 0 0

Ol
40 DE-

45

50

Aromatensignale
gefaltet <]

R R R L L L I I
85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 ppm

Abb. 18. HMQC Spektrum von Maclac2 bei 300 K (600 MHz, DMSOQOgs). Wiederum mit gefaltetem
Aromatenbereich.
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ppm ¢
15 & ° ®Me17
Me11
N e5
20 . Me14
25 '
30 8 NMe
35 G%
40 - §DMSO
10
o11
45 014 o5
50
,017
T e e e
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Abb. 19. Alkylbereich aus dem HMQC Spektrum von Maclac2 bei 300 K (600 MHz, DMSOgs).

ppm N
1.0 9 ; ;’u
& 9 ' PR wﬂ}i
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| | i
2.0 | W
‘;u 4
2.5 Y MeS/Met1g oSV | T 6 110
R MeSiMel1g | 10t
A ] Me14, aMe17| _ NMe
g b 0‘? 777777 Lt
3.0- 6
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 1t
3.5
4.0 Me5
”””””””””””””” coavt 8
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"""""""""""""""""""""""""" ;vi;‘;"%féb's'v' a7
T L e S cosy v T 14
T T
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Abb. 20. ROESY Spektrum fir Maclac2 — Alkylbereich (300 K, 600 MHz, DMSQyg).
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32 g 5"

46"
——

NH4NH13
NH19 /
M
RRM Mel4
1.0- > Me17 Do é
: Me17 @0\/
Me5/Me11 @[Meﬂ
1.57]
2.0
6"/10
11 11
2.5 t ?9
o1 10" "1o"
o t t
3.0 NME © @e o6
3.5
4.0 gy 5005 5@ 05
© 217 (e o] 211700 . oﬂﬂo
4.5- 149 14@014 140
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Abb. 21. ROESY Spektrum fir Maclac2 — Aromaten- und NH-Bereich. Die aromatischen und NH-
Signale zeigen untereinander nur zwei ROE Signale — namlich NH19 zu 293 und NH19 zu
NH13/NH14.
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4.2 Temperaturreihen der NH Protonen von Maclac1 und Maclac2

NH13
NH4

300 K

I T l ) I ) T j T i T ; I j
8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 2 6 8 ppm

3 Xl
T
s Ua

T 1T T T = 1
84 82 80 78 76 74

84: 82 80 7.8 7.6 7.4 7.0 68 ppm

B
|

T % T 1T = T + 1 1
84 :82: 8. 7.8 7.6 7.4

8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 ppm

Abb. 22. "H Spektren — NH-/Aromatenbereich — fiir Maclac1 in Abhangigkeit von der Temperatur (600
MHz, DMSOgs).
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310K

84 82 80 78 76 74 70 68 66 . ppm

320 K

84 82 80 78 76 74 72 70 68 66 . ppm

330K

84 82 80 78 76 74 72 70 68 6.6 :ppm

oM

T ’ T N I T I I ’ I N I T T ’ T y I N I

84 82 80 78 76 74 72 70 68 6.6 ppm

Abb. 23. 'H Spektren — NH-/Aromatenbereich — fiir Maclac2 in Abhangigkeit von der Temperatur (600
MHz, DMSOde)
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4.3 Fir Maclac2 erhaltene HH-Abstande aus ROESY- bzw. NOESY-Integra-

tion
ROE Abstand [A] ROE Abstand [A]
NH19 - 27/3¢ 2.3 4%/6%(1) — NMe 3.65
NH19 — 2/17 2.0 4°16(1) — 10t 3.1
NH19 - 1h 2.5 4%/6"(1) — 6h/10h 24
NH19 — Me17 3.3(2.8) 4°164(1) — 11 3.1
213" = 2/17 2.7 4%/6"(1) — Me5/Me11 3.6
23 = 1t 2.6 4“/6"(2) — 14 4.2
2'/3' — NMe 3.6 4%/6"(2) — 2/17 3.0
2/3' = 1h 2.7 4“/6%(2) -5 3.1
213" — Me17 3.1 4%/6"(2) — 6t 24
4‘' - 2/17 3.3 4%/6"(2) — 6h/10h 3.2
4 — 1t 3.4 4/6"(2) — Me5/Me11 3.7
4‘'—1h 3.4 NH4 - 2/17 2.5
4‘— Me17 3.9 NH4 -5 2.6
2“-14 4.5 NH4 — 6t 3.2
24 - 2/17 4.1 NH4 — 6h/10h 2.9
2°_5 3.5 NH4 — Me5/Me11 2.4 (2.25)
2% — 6t 3.4 NH13 - 14 3.0
2 —10t 2.4 NH13 — 6h/10h 2.8
2% —6h/10h 2.2 NH13 - 11 2.3
2~ 11 2.55 NH13 — Me14 2.6 (2.2)
2" — Me5/Me11 2.55 2/17 — 1t 2.5
5“-14 3.6 14 — NMe 2.85
5% —-2/17 41 5 -6t 2.3
5“-5 4.1 5 —-6h/10h 2.4
5% — 6t 3.6 1t—-1h =1.75
5“ — NMe 3.7 6t — 6h(10h) 1.8
5% —10t 3.7 10t — 11 2.6
5% —6h/10h 3.1 NMe — Me14 2.7
5% — Me5/Me11 3.3 NMe — Me17 2.5
4%/6"(1) — 14 3.1 1h/10t — Me5/Me 11 2.5
4%/6"(1) — 6t 3.8 6h/10h — Me5/Me11 2.3

Tab. 4. Ubersicht iiber alle fiir Maclac2 erhaltenen HH-Abstande (300 K, 600 MHz, DMSOg). In rot
jene ROEs, bei denen der NH-Korrekturfaktor enthalten ist. In griin jene, die auf 5 — Me5 (= 2.16 A)
geeicht wurden. Fir 4/6*: (1) Signal bei 6.70 ppm, (2) Signal bei 6.65 ppm.
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4.4 "H- und "*C-Verschiebungen fiir Maclac1 und Maclac2

H1"
H1!
H2
NH4
H5
Me5
H6"
He"
H2
H6*
H5*
H4*
H10™

H11
Me11
NH13

H14
Me14
NH16

H17
Me17
NH19

H2*

H3*

H4

Maclac1 Maclac2
Atom & 'H[ppm] &"C[ppm]| Atom & 'H[ppm] & **C [ppm]

2.89 34.6 H1" 2.66 35.4
3.33 34.6 H1! 3.35 35.4
3.98 54 .4 H2 4.29 53.4

6.83 - NH4 6.50 -
4.00 45.0 H5 4.05 44.3
1.11 18.3/19.1 Me5 1.07/1.10 18.4
2.50 39.1 He" 2.49 38.6
2.93 39.1 Heé' 2.95 38.6
6.93 n.d. H2" 6.93 n.d.
6.77 n.d. H6" 6.65/6.70 n.d.
6.98 n.d. H5 6.90 n.d.
6.77 n.d. H4* 6.65/6.7 n.d.
2.62 39.5 H10" 2.48 40.5
H10! 2.63 40.5
2.50 42.0 H11 2.40 43.6
1.06 17.9 Me11 1.09 17.5

6.83 - NH13 6.46 -
3.99 47.6 H14 4.41 447
1.12 18.3/19.1 | Me14  1.07/1.10 18.4
8.34 - NMe 2.84 30.5
3.77 49.6 H17 4.25 53.3
1.01 15.8 Me17 0.97 14.3

8.17 - NH19 8.31 -
7.1717.24 n.d. H2* 7.21/7.24 n.d.
7.1717.24 n.d. H3' 7.21/7.24 n.d.
7.16 n.d. H4' 717 n.d.

Tab. 5. 'H- und "C-Verschiebungen fiir Maclac1 (bei 320 K) und Maclac2 (bei 300 K) in DMSOgs

(600 MHz).
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KAPITEL VI: 4‘-modifizierte DNA Tetramere —
Strukturanalyse fur Einzel- und Doppelstrang

1. NMR-Spektren und —Daten fiir die Einzelstrange bei 300 K
1.1 Das unmodifizierte Tetramer 4PH

1.6 mg (n= 1.09 * 10° mol, c= 1.66 mM) 4PH (als Triethylammoniumsalz) wurden in
0.7 mL Phosphatpuffer (30 mM, pH 7, D,0O) geldst.

HDO Ac

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 45 40 3.5 3.0 25 2.0 ppm

Abb. 1. Ubersichtsprotonenspektrum von 4PH (600 MHz, 300 K). Gekennzeichnet sind Restwasser-
signal, Acetat und die Signale des Triethylammoniumions (X).
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Abb. 2. Ausschnitt aus dem HMQC von 4PH (600 MHz, 300 K). Der Signalbereich fir die Basen-
Kohlenstoffe ist nicht dargestellt, da dieser Bereich gefaltet wurde und daher eine nur schwache
Signalintensitat aufweist.

8 'H [ppm] 3 “°C [ppm] 8'H [ppm] 3 °C [ppm]

1‘a 6.31 82.9 1'c 6.31 81.2
2“a 2.68 35.8 2:c ™ 2.78 35.8
2‘a 2.81 35.8 3‘c 4.96 73.4
3‘a 4.93 73.8 4c 4.41 82.3
4‘a 4.31 84.4 5¢¢ ™ 413 62.8

5a ™ 3.83 59.4 2c 8.06 n.d.
2a 8.10 n.d. 8c 8.32 137.2
8a 8.19 138.3 14d 6.17 82.1
1'b 6.13 83.1 2:d ™ 2.28 36.5
2b 1.92 35.8 3d 4.56 67.5
2b 2.36 35.8 4d 4.10 82.4
3'b 4.80 73.2 5d" 4.11 62.2
4'b 4.25 81.9 5d" 4.22 62.2

5p M 4.08 62.8 6d 7.48 n.d.
5b 5.81 93.9 7d 1.70 9.2
6b 7.57 138.7

Tabelle 1. 'H- und *C-Verschiebungen fiir 4PH bei T= 300 K.
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'H- und ®C-Verschiebungen der Deoxyriboseatome und die "*C-Verschiebungen der
Basenatome wurden (soweit mdglich) aus dem HMQC abgelesen, die 'H-Verschie-
bungen der Basen aus dem Protonenspektrum.

ppm | b7d | eTd !
q 204 P L I E
2.0 1 Zb: b it Y :dh“
251 20} | ¢2d v %2b
.5 v JHO B
] b i2a, 284 | 2ag i
A ?2'3 2att 02'c 2'a' @, it
3.0 B P i
35 | -
] L hit o -
1 | 5a P gt
. : g ahit W g
4.0 1sc" | sb 8 ¢ 9w i B L
1 abt | P $5d 5d™—8 ey
1 ad 1 wa'Byc |
4.5 4¢ L e3d i 3'dh
] 3y i Ibe |, L
504 3¢ ?36 3 ?30 3awycu
5.5

6.0—5
6.5—3
7.0
7.5-

8.0

8.5-

Tt Tt T T T T T T T T ! ) j
84 82 80 78 76 74 7.2 70 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 ppm

Abb. 3. Auschnitt aus dem ROESY Spektrum fiir 4PH (600 MHz, 300 K). Gezeigt sind der Basen- und

Anomeren

bereich.
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Abb. 4. Alkylbereich des ROESY Spektrums fir 4PH (600 MHz, 300 K). Die zur Eichung verwendeten
Kreuzsignale sind rot umrandet. Kleine Kastchen in schwarz markieren ROE Signale, die vorhanden,
aber in obiger Abbildung nicht intensiv genug waren, um erkennbar zu sein.
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1.2 Das modifizierte Tetramer 4PM

1.84 mg (n=1.25 * 10 mol, c= 1.79 mM) 4PM (als Triethylammoniumsalz) wurden in
0.7 mL Phosphatpuffer (30 mM, pH 7, D,O) gelést und TSP als Referenz zugesetzt.

e

HDO Ac

TR |

B N IR IR I IR IR I IR IR I IR I I I I
8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 ppm

Abb. 5. Ubersichtsprotonenspektrum fiir 4PM bei 300 K (600 MHz). Gekennzeichnet sind Restwas-
sersignal, Acetat und die Signale des Triethylammoniumions (X).
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Abb. 6. Ausschnitt aus dem HMQC fir 4PM (600 MHz, 300 K). Auch hier sind die Signale des Basen-
bereichs gefaltet und infolge ihrer schwachen Intensitat nicht dargestellt.
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& 'H [ppm] & °C [ppm] 3 "H [ppm] & "°C [ppm]
1a 6.31 82.9 1c 6.29 81.3
2a 2.68 35.9 2:¢c ™ 2.77 35.9
2‘a 2.80 35.9 3c 4.93 73.8
3‘a 4.94 72.9 4c 4.40 82.2
4‘a 4.31 84.4 5¢c M 4.13 62.7
5™ 3.81/3.85 59.4 2c 8.06 n.d.
2a 8.10 n.d. 8c 8.30 137.2
8a 8.18 n.d. 1d 6.13 80.8
1'b 6.14 83.2 2:¢d M 2.38 35.9
2'b 1.93 35.8 3‘d 4.56 68.0
2p 2.35 35.8 4d e 1.26 14.3
3'b 4.81 73.2 5d " 3.94 66.2
4'b 4.26 82.0 5" 4.00 66.2
5p" 4.09 62.9 6d 7.57 n.d.
5b" 4.12 62.9 7d 1.75 9.3
5b 5.82 93.9
6b 7.59 n.d.

Tabelle 2. 'H- und "*C-Verschiebungen fiir 4PM bei T= 300 K.

'H- und "*C-Verschiebungen der Desoxyriboseatome und die "*C-Verschiebungen
der Basenatome wurden (soweit mdglich) aus dem HMQC abgelesen, die "H-Ver-

schiebungen der Basen aus dem Protonenspektrum.
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Abb. 7. Basen- und Anomerenbereich des ROESY Spektrums fir 4PM (600 MHz, 300 K).
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Abb. 8. ROESY Ausschnitt aus dem Alkylbereich fir 4PM (600 MHz, 300 K). Die zur Eichung verwen-
deten Kreuzsignale sind rot umrandet. Kleine Kastchen in schwarz markieren ROE Signale, die vor-

handen, aber in obiger Abbildung nicht intensiv genug waren, um erkennbar zu sein.
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1.3 Das komplementare Tetramer 4T

3.42 mg (n=2.29 * 10°® mol, c= 3.27 mM) 4T (als Triethylammoniumsalz) wurden in
0.7 mL Phosphatpuffer (30 mM, pH 7, D,0O) geldst.

-~ ~_~

HDO

S DR DR D DA R I IR IR DR IR R IR IR IR I
80 75 7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 ppm

Abb. 9. Ubersichtsprotonenspektrum von 4T (600 MHz, 300 K). Gekennzeichnet sind enthaltenes
Restwasser, Acetat und die Signale der Ethylgruppe des Triethylammoniumions (X).

ppm !
& ]]
I d7b
20 !
(]
]
30
2'c 2'b
B0
?2 %
40
50
, N
60 sida ‘5'a
905
3dy S
70
3'c0/03'b
g0 19 ¢ 2 4b
AL I acy V949
g 1D : '
a 4'a
S T E—————————

65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 ppm

Abb. 10. Ausschnitt aus dem HMQC von 4T. Auch fir 4T wurde der Basenbereich gefaltet und ist
nicht abgebildet.
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8 'H [ppm] 3 "°C [ppm] 5 'H [ppm] 5 "°C [ppm]
1‘a 6.34 83.1 1'c 6.09 81.4
2:a M 2.74 35.9 2“c 2.68 35.1
3‘a 4.91 74.1 2‘c 2.81 35.1
4‘a 4.33 84.7 3‘c 4.98 73.9
5a ™ 3.84 59.6 4c 4.37 82.6
2a 8.08 n.d. 5:¢c 413 63.1
8a 8.22 138.5 8c 7.97 135.3
1'b 6.11 82.1 14d 6.23 82.5
2'b 2.01 34.7 2 ™ 2.31 36.7
2b 2.35 34.7 3d 4.58 68.0
3'b 4.83 73.6 4d 4.12 82.8
4'b 422 82.0 5d" 4.10 62.6
5 M 4.06 62.8 5d" 4.19 62.6
6b 7.39 n.d. 6d 7.56 n.d.
7b 1.69 9.3 7d 1.76 9.4

Tabelle 3. 'H- und "*C-Verschiebungen fiir 4T bei T= 300 K.

'H- und C-Verschiebungen der Desoxyriboseatome und die '>C-Verschiebungen
der Basenatome wurden (soweit mdglich) aus dem HMQC abgelesen, die "H-Ver-

schiebungen der Basen aus dem Protonenspektrum.
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Abb. 11. Basen- und Anomerenbereich des ROESY Spektrums fur 4T (600 MHz, 300 K).

-A87 -



Anhang

ppm |

2.0
2.5
3.0
3.5
4.0-
4.5

5.0

92"

.t
02p ¥

______________________________

______________________________

hit
¥5'a

]

e

I el S B A i
- R et WRTEECE CRCCEATE GGl

5=

S S e

=

5=
N

2’b

2’c

B R A I

© MR e RE
a DG

i .
L]
0l

4’b
’ ‘ 4’a
' 4'c
; ; 3'd
[ ]
i 3b
!@b Y

3.5

ppm

Abb. 12. Alkylbereich aus dem ROESY Spektrum von 4T (600 MHz, 300 K). Die zur Eichung verwen-
deten Kreuzsignale sind rot umrandet. Kleine Kastchen in schwarz markieren ROE Signale, die vor-

handen, aber in obiger Abbildung nicht intensiv genug waren, um erkennbar zu sein.

2. 'H Spektren fiir 4PH / 4T und 4PM / 4T im Vergleich zu den jewei-

ligen Einzelstrangen

2.1 Allgemeines

Zu 4PH (1.09*10° mol, ¢ = 1.66 mM, 700 uL Phosphatpuffer (30 mM, pH7, D,0))
werden 455 pL 4T in Phosphatpuffer (30 mM, pH7, D20O) (c = 2.52 mM; n = 1.15%10°
mol 4T) gegeben.

- Gesamtvolumen Vges = 1155 pL

- molares Verhaltnis 4PH : 4T = 0.95
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Zu 4PM (1.25*10° mol, ¢ = 1.79 mM, 700 pL Phosphatpuffer (30 mM, pH7, D,0))
werden 515 pL 4T in Phosphatpuffer (30 mM, pH7, D20O) (c = 2.52 mM, n = 1.30*10°
mol 4T) gegeben.

- Gesamtvolumen Vges = 1215 pL

- molares Verhaltnis 4PM : 4T = 0.96

2.2 Vergleich von 4PH / 4T mit den Einzelstrangen 4PH und 4T bei 300 K
Nachfolgend sind die 'H Spektren der jeweiligen Einzelstrange und jene fiir die in

gemeinsamer Losung vorliegenden Tetramere 4PH und 4T gezeigt. Dabei sind die
Signale fur 4PH in blau, jene fur 4T in griin gekennzeichnet.

83 82 81 80 79 78 77 76 75 ppm
8a
6d
8c
I.
2a Py PYL 6
N\ pyr.
83 82 81 80 79 78 77 76 15 ppm

Abb. 13. 'H des Basenbereichs fiir 4T (grin) und 4PH (blau) als Einzelstrange und gemeinsam in
Lésung bei 300 K (600 MHz).
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112
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6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 58  ppm

Abb. 14. "H des Anomerenbereichs fiir 4T (grin) und 4PH (blau) als Einzelstrange und gemeinsam in
Lésung bei 300 K (600 MHz).
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5t gyl

4'd

50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 4.0 ppm

S M | T T ;
50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 4.0 ppm

Abb. 15. "H Ausschnitt des Alkylbereichs fiir 4T (griin) und 4PH (blau) als Einzelstrange und gemein-
sam in Lésung bei 300 K (600 MHz).
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hit Ac 7d

28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 1.8 ppm
7d 7b

28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 ppm

Abb. 16. 'H des Alkylbereichs der CH,— und Methyl-Gruppen fir 4T (grin) und 4PH (blau) als Einzel-
strange und gemeinsam in Lésung bei 300 K (600 MHz).

2.3 Vergleich von 4PM / 4T mit den Einzelstrangen 4PM und 4T bei 300 K
Nachfolgend sind die 'H Spektren der jeweiligen Einzelstrange und jene fiir die in

gemeinsamer LOsung vorliegenden Tetramere 4PM und 4T gezeigt. Dabei sind die
Signale fur 4PM in rot, jene fur 4T in grun gekennzeichnet.
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Abb. 17. 'H des Basenbereichs fur 4T (grin) und 4PM (rot) als Einzelstrange und gemeinsam in
Lésung bei 300 K (600 MHz).
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Abb. 18. '"H Anomerenbereich fir 4T (griin) und 4PM (rot) als Einzelstrange und gemeinsam in
Lésung bei 300 K (600 MHz).

“A94-



Anhang

3'al3'c

3'b
3'c Aar

50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 ppm

3'b
3'al3'c
|

T T T T | T | | T | T T
50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 3.9 ppm

hit hit
5'c
4'd hit

3c 3a 3'b

| SRR SEARARARE] RAAAARAAEY RERRARRAR) RARARARAA] AEGhRAiid REAMERARA) MAARARANY ARAAARAA) RAAARAAM] RERARRAAE) hRAAARR EhbRbiid R
50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 ppm

Abb. 19. "H Ausschnitt aus dem Alkylbereich fur 4T (grin) und 4PM (rot) als Einzelstrange und ge-
meinsam in Lésung bei 300 K (600 MHz).
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Abb. 20. 'H Ausschnitt aus dem CH,— und Methylgruppenbereich fiir 4T (griin) und 4PM (rot) im Ein-
zelstrang bzw. gemeinsam in Lésung bei 300 K (600 MHz).

3. 'H Spektren des Anomerenbereichs fiir 4PH / 4T und 4PM / 4T
von 275 bis 300 K

3.1 'H Spektren des Anomerenbereichs fiir 4PH / 4T zwischen 275 und 300 K

Wie bereits im Allgemeinen Teil fur die Basen gezeigt, enthalt die nachstehende Ab-
bildung den Anomerenbereich der gemeinsam in Losung vorliegenden Tetramere

4PH und 4T in einem Temperaturbereich von 275 bis 300 K, gemessen in 5 K
Schritten.

Signale fur 4T sind wiederum in grun, jene fur 4PH in blau gekennzeichnet.
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6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8 5.7 ppm
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jb\.

[ I I | I | | | 1
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|
6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8 5.7 ppm

Abb. 21. "H Anomerenbereich fiir 4PH / 4T zwischen 275 und 300 K (600 MHz).
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3.2 'H Spektren des Anomerenbereichs fiir 4PM / 4T zwischen 275 und 300 K

1'd 1'c
] 1|d 1lb 1‘b
= 5b
1a -8
300 K M
T T T i T T AR T
: 5.9 5.8 5.7 ppm
M
T AR T 1
5.9 5.8 5.7 ppm
5b
| I I I I I I I 1
6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8 5.7 ppm
5b
I I I I I I I I 1
6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8 5.7 ppm

6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8 57 ppm

[ T T T T T T T 1

6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8 5.7 ppm

Abb. 22. "H Anomerenbereich fiir 4PM / 4T zwischen 275 und 300 K (600 MHz).
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4. 'H und ROESY Spektren fiir 4PH / 4T und 4PM / 4T
4.1 "H und ROESY Spektren fiir 4PH / 4T bei 300 K

Die Zuordnungen erfolgten mittels 2D DQFCOSY, 2D TOCSY und 2D HMQC Spek-
tren.

83 82 81 80 79 78 77 76 75 ppm

50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 4.0 ppm
7d

Ac 7d 7b

[t

h
2'b
h
2'b

28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 1.8 ppm

Abb. 23. Alle 'H Ausschnitte fir 4PH / 4T bei 300 K (4T in griin, 4PH in blau) (600 MHz).

-A 99 -



Anhang

ppm 1 7d; mib ; 74'17'6d o7b I

] ami i : S R
2.0 2°% || ! 268 | gy R

] | oEd ' Wittt hit R

1 206 |1 2" Z’dr:t??’ii jh“éﬁ?iﬁj’,z'b‘
2.5‘. R E h hi} jhi Wah i2Th :

] -;23‘-2rat 2'c 2'aph2iC 02"t 2'ahn$ - B2

] +h.'tl i2a ¥2¢' 24 ,lzsfhﬁ. i R
S8y & S f
351 | M ‘

1 ®aliga™ | 4w§f js'd hH‘ JAMEC
4.0  te !l &Sb 5h'd/ | X M

] Sy, UL RS :

1 #cd ! 5 abIS'd
451 T 34, o3

{1 i34 E
5o vt Boa e 1R
ss4 L

RS I
it I S I B A%

]t i
657 it i
7.0~ § ' o

1 1 i

| 1’3‘ 1g--eLh 6h

' ' — T T T T ' ' ' " '
84 82 80 78 76 74 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 ppm

Abb. 24. ROESY Ausschnitt des Basen- und Anomerenbereichs flir 4PH / 4T bei 300 K (600 MHz).
Kleine Kastchen in schwarz markieren ROE Signale, die vorhanden, aber in obiger Abbildung nicht
intensiv genug waren, um erkennbar zu sein.

-A 100 -



Anhang

PPm .0 ;’
2-0_ g: 9 E‘
J‘I: : t

| & a §0 ; %l ..... "2'-b"-2’b
2.5 | '2\:

] % | .é 0. " 'i 2,ch 2,ahft

Ao R S e i 5 ey

i ;I‘: \%,a:
3.0 5 s

1 o/ Srghit
3.5
4.0
4.5
50"

1o

—
3.0 2.5 20 ppm

Abb. 25. ROESY Ausschnitt des Alkylbereichs fir 4PH / 4T bei 300 K (600 MHz).
4.2 'H und ROESY Spektren fur 4PH / 4T bei 277 K

Die Zuordnung erfolgte aus dem Verlauf der Temperaturreihe und durch Vergleich
der ROESY Spektren bei 300 und 277 K.
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Abb. 26. Alle 'H Ausschnitte fir 4PH / 4T bei 277 K (600 MHz). Teilweise liegt eine starke Verbrei-

terung der Signale vor.
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Abb. 27. ROESY Ausschnitt des Basen- und Anomerenbereichs fur 4PH / 4T bei 277 K (600 MHz).
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Abb. 28. ROESY Ausschnitt des Alkylbereichs fir 4PH / 4T bei 277 K (600 MHz). Kleine Kastchen in
schwarz markieren ROE Signale, die vorhanden, aber in obiger Abbildung nicht intensiv genug waren,
um erkennbar zu sein.

Um die Zuordnung der diastereotopen CH,-Gruppen an C2‘ besser nachvollziehen

zu konnen, ist nachfolgend ein ROESY Ausschnitt mit den Kreuzsignalen der ver-
schiedenen 3‘ Protonen zu ihren jeweiligen 2° / 2 Protonen gezeigt.
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Abb. 29. ROESY Ausschnitt fiir 4PH / 4T bei 277 K (600 MHz).

4.3 'H und ROESY Spektren fiir 4PM / 4T bei 277 K
Die Zuordnung fur 4PM / 4T erfolgte ausschliesslich aus dem Verlauf der Tempera-
turreihe mit anschliessendem Abgleich mit dem nachstehend abgebildeten ROESY

Spektrum.
Wie schon zuvor sind die Signale flr 4PM in rot, die flr 4T in griin dargestellt.
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Abb. 30. 'H Ausschnitte fir 4PM / 4T bei 277 K (600 MHz).
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und Anomerenbereichs fir 4PM / 4T bei 277 K (600 MHZz).
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Kleine Kastchen in schwarz markieren ROE Signale, die vorhanden, aber in obiger Abbildung nicht

Abb. 31. ROESY Ausschnitt des Basen
intensiv genug waren, um erkennbar zu sein.
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Abb. 32. ROESY Ausschnitt des Alkylbereichs fir 4PM / 4T bei 277 K (600 MHz). Kleine Kastchen in
schwarz markieren ROE Signale, die vorhanden, aber in obiger Abbildung nicht intensiv genug waren,
um erkennbar zu sein.

Auch fur 4PM / 4T sei hier die Zuordnung der diastereotopen CH,-Gruppen an C2°
nochmals mit einem ROESY Ausschnitt aus dem H3'-Bereich verdeutlicht.
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Abb. 33. Ausschnitt aus dem ROESY Spektrum fiir 4PM / 4T bei 277 K (600MHz).
4.4 Vergleich des Anomerenbereichs von 4PH / 4T und 4PM / 4T bei 277 K

Analog zu dem im Allgemeinen Teil gezeigten Vergleich des Basenbereichs fur 4PH /
4T und 4PM / 4T bei 277 K, ist hier der zugehdrige Anomerenausschnitt dargestellt.

Die ROE Signale fur 4PM / 4T sind in rot, die fur 4PH / 4T in schwarz dargestellt.
Auch in diesem Fall zeigt sich eine sehr gute Ubereinstimmung im ROE Muster, der
bei ~ 1.2 ppm auftretende ROE fur H1‘d (4PM) stammt von der an C4‘ eingefuhrten
Methyl-Gruppe und ist deswegen im unmodifizierten Tetramer 4PH nicht vorhanden.
Der entsprechende ROE fur H4'd liegt bei ~ 4.1 ppm.
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Abb. 34. Vergleich des ROESY Ausschnitts der Anomeren fiir 4PH / 4T und 4PM / 4T bei 277 K (600

MHz).
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Anhang

4.5 Ubersichtstabelle aller ROEs von 4PH bzw. 4PM in gemeinsamer Lésung
mit 4T bei 277 K

ROE Abstand 4PH[A] 4PM[A] | ROE Abstand 4PH[A] 4PM [A]

H2'a" — H8a 2.6 2.8 H3‘a — H5'a™ 2.6 2.45
H3‘a — H8a 3.85 3.6 H2a"* — H6b 2.8 -
H2a" — H3‘a 2.2 2.4 H3‘a — H6b 4.1 -
H2'a" — H4‘a 3.3 - H2a — H1b - 3.25
H3‘a — H4‘a 2.6 2.55
H5b—HBb =240 =240 H2“b — H4'b - 3.3
H2“b — H6b 2.3 2.2 H3'b — H4'b 2.7 2.5
H3‘b — H6b 3.5 3.1 H3b — H5b™ 2.4 2.3
H5™ — H6b 3.3 - H2‘b — H8c 4.0 4.0
H1‘b — H4'b - 2.7 H2“b — H8c 3.3 3.1
H2‘b — H3'b 2.4 2.3 H3‘b — H8c 3.5 3.2
H2“b — H3'b 2.9 2.8 H2“b — H5'c™  3.25 -
H1‘c — H8c 3.5 3.1 H3'c — H4'c 3.0 2.9
H2'c — H8c 25 (2 H3'c — H5'c™ 2.7 2.6
H2"“c — H8c 3.7 H1‘c — H6d 3.7 -
H3‘c — H8c 4.0 3.2 H2‘c — H6d 3.5 hit
H5c" —H8c 3.8 35 H2“c — H6d 29 N (2cT)
H1‘c — H2"c 2.5 - H3‘c — H6d 3.9 3.0
H1‘c — H4'c 3.0 2.7 H3‘c — H7d 3.6 3.2
H2'c — H3'c 2.45 - H8c — H7d 3.3 3.4
H2“c — H3'c 2.7 - H1‘c — H5d™ 3.0 3.2 (5'd")
H2“c — H4‘c 3.8 - H2“c — H5‘d"™ 37 -
H1‘d — H6d 3.2 3.1 H1‘d — H2'd™ 2.3 2.1
H2:‘d" — Hed 2.4 2.35 H2:'d" — H3'd 2.3 2.2
H3‘d — H6d 2.8 2.35 H2:d" — H4‘d 3.1 -
H4‘d — H6ed 3.6 - H3'd — H4'd - 4'dye 2.9
H5'd"" — H6ed 4.3 - H3'd — H5'd™" 3.5 5d" 2.6
5d"'3.1
H6d — H7d 3.0 2.3 H4'd — H5'" - 4'dye 2.6

H1'd — H4'd 2.7 4'dve 2.6

Tab. 4. Ubersicht (iber alle ROE Abstiande fiir 4PH und 4PM bei 277 K und bei Zusatz von 4T.
Geeicht wurde in beiden Fallen auf Cytosin H5 — H6 (= 2.40 A).

-A111 -



