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Im Allgemeinen ist die Konformationsdynamik von Gluco-
oligosacchariden wegen der niedrigen Energiebarriere der
Rotation um die Glycosid-Bindung schnell. Die hier be-
schriebene, zuvor unbekannte Klasse von Glucanen zeigt
jedoch eine Energiebarriere, die sogar zur Verbreiterung der
Signale im 1H-NMR-Spektrum f*hrt. Diese Verbreiterung
wird auf ein langsames Gleichgewicht zwischen der gefalteten
Helix und einer partiell entfalteten Struktur zur*ckgef*hrt. a-
d-Glucooligosaccharide und Glucane sind ubiquit-re Sac-
charide, die *ber (1!3)-, (1!4)- oder (1!6)-Bindungen
verkn*pft sind. Oligosaccharide fungieren nicht nur als
Energiespeicher, einige von ihnen sind auch wichtige Bio-
protektoren (Kryoprotektoren) von zellul-ren Membranen
und Proteinen. Die aus Nostoc sp. und N. ellipsosporum iso-
lierten Oligosaccharide erweitern diese Kohlenhydratklasse
um (1!2)-verkn*pfte Oligomere der a-d-Glucose mit dem
h6chsten bisher bekannten Polymerisationsgrad. Gegen*ber
den weit verbreiteten Inulinen,[1] in denen ein Pyranosering
den Terminus eines Fructanoligomers bildet, a-d-Glc(1!2)-
[-b-d-Fru(1!2)]n, haben die hier beschriebenen cyanobak-
teriellen Oligosaccharide eine inverse Struktur, in der ein
Furanosering den Terminus einer linearen Kette von Gluco-
pyranosen darstellt: [a-d-Glc(1!2)]n-b-d-Fru. Die einzelnen
Oligosaccharide konnten bis zum Decasaccharid (n= 9) auf-
gereinigt werden. Sie bilden rechtsg-ngige Helices mit einer
sich wiederholenden Tetrasaccharid-Einheit, einem Durch-
messer von 12 = und einer Gangh6he von 5 =. Zwar k6nnen
alle Glucane in L6sung eine helicale Struktur annehmen, aber
nur die benachbarten a(1!2)-Glycosid-Bindungen induzie-

ren eine kompakte Helix, die in Gegenwart einer Fructo-
furanose-Kappe eine relevante Energiebarriere der Entwin-
dung zeigt. Kojiheptaose mit einer Fructofuranose-Kappe, a-
d-Glc(1!2)]7-b-d-Fru, ist das kleinste Biopolymer, das eine
NMR-spektroskopisch beobachtbare Energiebarriere f*r die
Entwindung aufweist (1H-NMR, 300 K, 600 MHz), was den
kooperativ wirkenden, stabilisierenden Effekt der Helixkap-
pe und der Helixgangh6he verdeutlicht. Die Sekund-rstruk-
tur dieser nativen Oligosaccharide wird bei der selektiven
Hydrolyse der Fructofuranose-Kappe zerst6rt.

Menge und Zusammensetzung der cyanobakteriellen in-
trazellul-ren Saccharide variieren in Abh-ngigkeit von den
-ußeren Bedingungen. Die Gesamtzahl der intrazellul-ren
Kohlenhydrate der untersuchten Nostoc-Spezies steigt bei
Ver-nderung des Salzgehaltes (75 mm NaCl, 2 Tage) oder der
Temperatur (40 8C, 1 Tag) bis zu einem Zehnfachen des
Ausgangswertes an. Speziell bei Temperaturerh6hung werden
Saccharose und die Glucooligosaccharide niedrigerer Ord-
nung durch h6here Oligomere bis hin zu Decasacchariden
ersetzt. Die Funktion dieser neuen Klasse von nichtreduzie-
renden Zuckern als Bioprotektoren[2, 3] ist in Lit. [4] be-
schrieben.

Oligo-(1!2)-a-d-glucopyranosyl-(1!2)-b-d-fructofura-
noside konnten bis hin zu den Decasacchariden isoliert und
charakterisiert werden, womit ihre L-nge die der bisher be-
kannten, aus In-vitro-Synthesen[5] oder nat*rlichen Vorkom-
men[6] gewonnenen Koji-Oligomere *bersteigt. Sie bilden
eine Serie von a(1!2)-Glucanen mit einer Fructofuranose-
Kappe am reduzierenden Ende.

Transglycosidische, heteronucleare 3JCH-Kopplungen
dienen zur Identifizierung von a(1!2)-Verkn*pfungen und
zeigen, dass sich die Fructofuranose am reduzierenden Ende
der a(1!2)-Glucankette befindet. Gut aufgetrennte Signale
f*r die anomeren Protonen im 1H-NMR-Spektrum (Abbil-
dung 1) mit 3J-Kopplungskonstanten um 3.5 Hz lassen sich
sogar noch f*r das Hexasaccharid [a-d-Glc(1!2)]5-b-d-Fru
beobachten.[4] Die homo- und heteronucleare Zuordnung der
NMR-Signale gelang mit einer Vollst-ndigkeit, die f*r andere
Glucane wegen der f*r Homooligomere typischen, minimalen
Dispersion der 1H-Verschiebungen bisher nicht hat erreicht
werden k6nnen. Die anomeren Protonen der a(1!2)-ver-
kn*pften Hexasaccharide (Abbildung 1) sind um mindestens
0.1 ppm (1H-NMR, 600 MHz) getrennt, w-hrend sich die
anomeren Protonen der drei Glycosid-Verkn*pfungen des a-
(1!4)-Glucans Maltotetraose im 1H-NMR-Spektrum *ber-
lagern. Die unerwartete, große Dispersion der chemischen
Verschiebung r*hrt von der eingeschr-nkten konformativen
Flexibilit-t der Reihe der Glycosid-Verkn*pfungen her. Eine
Helixwindung wird von vier Glucoseringen gebildet, und
hydrophobe Wechselwirkungen benachbarter Helixschleifen
stabilisieren die Sekund-rstruktur. Die charakteristischen
NOEs werden in Abbildung 2 diskutiert, und ein Modell ist in
Abbildung 3 dargestellt.

Die Glycosid-Torsionswinkel jeder Glca(1!2)-Glc-Di-
saccharideinheit der rechtsg-ngigen Helix nehmen Werte von
ungef-hr f=�308 (f=H1-C1-O2-C2) und y=++ 308 (y=

C1-O2-C2-H2) an. Dies liegt im Minimum des Ramachan-
dran-Diagramms eines isolierten Kojibiose-Disaccharides,
dessen f-Werte zwischen 08 und �608 und y-Werte zwischen
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08 und + 608 liegen.[7] Die f/y-Diagramme sind f*r l-ngere
a(1!2)-Glucane eingeschr-nkter als f*r isolierte Kojibiose-
Disaccharide, da die Grenzlinie zwischen P- und M-Helicit-t
das Energieminimum der f/y-Diagramme entlang einer
Linie trennt, an der die Summe von f und y �608 betr-gt.
Zusammen mit dem von jeder Pyranose beigetragenen + 608-
Winkel (O2-C2-C1-O1) wird insgesamt eine Helicit-t von 08
(Ringstruktur) erhalten. In anderen Worten: Die Kombina-
tion der Glycosid-Torsionen, die von einer einzelnen a(1!2)-
Glycosid-Bindung eingenommen wird, ist f*r a(1!2)-Glu-
cane nicht m6glich; diese weichen der Ringstruktur in Rich-
tung der benachbarten, engen helicalen Konformationen aus.
Beide Helixrichtungen sind durch kleine Hnderungen der
Glycosid-Torsionen zug-nglich, und die Pr-ferenz f*r die
Helixrichtung wird durch sekund-re Effekte beeinflusst. Dies
k6nnen kleine strukturelle Ver-nderungen der a(1!2)-Glu-
cantermini sein, die ausreichen, um entweder eine P- oder
eine M-Helix oder ein Gleichgewicht zwischen den beiden zu
induzieren.

Fructofuranose ist eine
Modifikation des reduzie-
renden Endes des Koji-Oli-
gosaccharides. Durch Koor-
dination an die terminale
Trisaccharid-Einheit fun-
giert sie als eine Helixkappe
(Abbildung 3, Hyper-
Chem,[8] n= 7). Selektive
saure Hydrolyse der Keto-
sid-Bindung des Pentasac-
charides (n= 4) f*hrt zu
einem Zusammenbruch der
Sekund-rstruktur, was sich
an der signifikanten Ver-n-
derung der chemischen
Verschiebungen und NOEs
zeigt. Die Kojitetraose [a-d-
Glc(1!2)]4OH zeigt zwei
getrennte Signals-tze im
1H-NMR-Spektrum, einen
f*r das a- und einen f*r das
b-Anomer der reduzieren-
den Glucose. Beide unter-
scheiden sich signifikant
von dem a(1!2)-Glucan,
das die Fructose-Kappe
enth-lt; sogar das anomere
Proton der terminalen Glu-
cose des gegen*berliegen-
den Endes des Homooligo-
mers weist im Vergleich
zum entsprechenden Proton
von [a-d-Glc(1!2)]4-b-d-
Fru eine Tieffeldverschie-
bung von 0.17 ppm (a-
Anomer) und 0.66 ppm (b-
Anomer) auf. Diese deutli-
che Ver-nderung der che-
mischen Verschiebung zeigt

den Einfluss der Fructofuranose-Kappe auf die gesamte a-
(1!2)-Glucankette. Das kooperative Zusammenbrechen der
helicalen Sekund-rstruktur durch Hydrolyse der Fructofura-
nose ist auch in den NMR-Spektren der l-ngsten hier unter-
suchten Oligomere sichtbar, obwohl nur die k*rzeren voll-
st-ndig zugeordnet werden konnten.

Die f*r die gr6ßeren Octa- und Decasaccharide beob-
achtete Linienverbreiterung (Abbildung 1) konnte im
schnellen Austausch bei 320 K nahezu aufgel6st werden, im
langsamen Austausch waren die zwei Signals-tze der aus-
tauschenden Isomere allerdings nicht sichtbar. Bei 300 K sind
die viertletzten anomeren Protonen (Pyranose e des Octa-
saccharides und Pyranose g des Decasaccharides) und das
anomere Proton der terminalen Pyranose die einzigen auf-
gel6sten anomeren Protonen. Das anomere Proton der
viertletzten Pyranose zeigt eine chemische Verschiebung von
5.4 ppm, getrennt von allen anderen Signalen. Die separierte
chemische Umgebung einer einzelnen Pyranose in der a(1!
2)-Glucankette wird durch unterschiedliche Sekund-rstruk-

Abbildung 1. Ausschnitt aus dem Bereich der anomeren Protonen in den 1H-NMR-Spektren (D2O, 300 K,
600 MHz) der aus N. ellipsosporum isolierten a-d-Glucooligosaccharide [a-d-Glc(1!2)]n-b-d-Fru. Die Zuord-
nung der Signale wurde mithilfe homo- (DQF-COSY) und heteronuclearer (HMQC, HMBC) Korrelationen
sowie dipolarer Wechselwirkungen (ROESY) des Octa-und Decasaccharides im schnellen Austausch (320 K)
vorgenommen. In allen untersuchten Verbindungen zeigt das anomere Proton der Pyranose (b, hellgrau) ein
Signal, das am weitesten tieffeldverschoben ist, wohingegen das Signal des anomeren Protons der Glucopyra-
nose am entgegengesetzten Ende des Oligomers am weitesten hochfeldverschoben ist (dunkelgrau).
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turen des reduzierenden und des nichtreduzierenden Endes
bestimmt. Die beiden f*r die a(1!2)-Glucankette m6gli-
chen, entgegengesetzten Helixrichtungen sind durch die
viertletzte Pyranose *berbr*ckt, die den zwischen einer P-
und einer M-Helix erforderlichen Sattel bildet. Das terminale
Trisaccharid (f–h des Octa- und h–j des Decasaccharides) der
gr6ßeren Oligomere wirkt der rechtsg-ngigen Helix, die von
der Fructofuranose-Kappe induziert wird, entgegen, indem
die viertletzte Pyranose in die Sattelposition zwischen den
beiden entgegengesetzten Helixrichtungen gedr-ngt wird.
Die Energiebarriere steigt f*r h6here Polymerisationsgrade
nicht weiter an. Dieses Ph-nomen wird auch f*r Racemisie-
rungsbarrieren achiraler Homooligomere beobachtet.[9] Ma-
kroskopische Beispiele f*r Sattelstrukturen finden sich in
Ranken der weißen Zaunr*be (Bryonia alba) oder in Wein-
ranken, die beide Helixrichtungen annehmen m*ssen, um die
Torsion beim Winden zu verringern. Selektive saure Hydro-
lyse der Ketosid-Bindung des Decasaccharides (n= 9) f*hrt
wie im Fall von [a-d-Glc(1!2)]4OH nach Abspaltung der
Fructose-Kappe zu einem v6llig ver-nderten 1H-NMR-
Spektrum. Allerdings ist, wie man es f*r ein solches Homo-
oligomer erwartet, eine Zuordnung der Signale wegen der
geringen Verschiebungsdispersion nicht mehr m6glich.

a(1!2)-Glucane tendieren stark zur Bildung helicaler
Sekund-rstrukturen; strukturelle Modifikationen am redu-
zierenden Ende des a(1!2)-Glucooligosaccharides haben
dabei einen weit reichenden Einfluss auf die Konformation.
Die Fructofuranose-Kappe am reduzierenden Ende stabili-
siert eine von der L-nge des Homooligomers unabh-ngige
rechtsg-ngige Helix, die jedoch an der viertletzten Pyranose
endet. Die einzigartigen Konformationseigenschaften der
Oligo-(1!2)-a-d-Glucopyranosyl-(1!2)-b-d-fructofurano-
side stellen die allgemeine Sicht der Oligomere als flexible
Biomolek*le in Frage. Gegenw-rtige Studien besch-ftigen
sich mit der Frage, wie die molekulare Struktur mit der Rolle
von Oligo-Kojibiosen mit Fructose-Kappen als Bioprotekto-
ren korreliert.
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Abbildung 2. Oben: Ausschnitt aus dem Bereich der anomeren Proto-
nen im Rotating-Frame-NOESY-Spektrum (ROESY) des Hexasacchari-
des [a-d-Glc(1!2)]5-b-d-Fru einschließlich der NOE-Zuordnungen.
Unten: Schematische Darstellung von zwei mit Kappen versehenen a-
(1!2)-Glucanen mit den f:r die Definition der helicalen Struktur ent-
scheidenden NOEs. Der durchschnittliche Abstand f:r die NOEs be-
tr)gt H1i�H1i+1=2.9–3.4 I, H2i�H1i+1=2.1–2.2 I und f:r die lang-
reichweitigen NOEs H1i�H3i+3=2.4–2.5 I. Das NOE-Muster des Oc-
tasaccharides (320 K) ist eine logische Erweiterung des Musters des
Hexasaccharides. Langreichweitige NOEs sind nach der sauren Hydro-
lyse der Fructofuranose-Bindung nicht mehr sichtbar, und die durch-
schnittlichen Interglycosid-NOEs werden wegen der resultierenden
konformativen Flexibilit)t kleiner (H1i�H1i+1=2.3 I f:r das a-Epimer
und 2.4–2.8 I f:r das b-Epimer).

Abbildung 3. Links: Seitenansicht der energieminimierten Durch-
schnittsstruktur des Octasaccharides einschließlich der durch NOEs
festgelegten Abst)nde. Die Ringebene der Fructofuranose steht nahezu
senkrecht auf den Pyranoseringen der Helix. Rechts : Die Aufsicht ent-
lang der Helixachse zeigt die Tetrasaccharid-Wiederholungssequenz
(Ring a ist in dieser Abbildung nicht dargestellt). Die Molek:le wurden
in HyperChem erstellt und in vacuo auf 0.01 kcalmol�1I�1 minimiert.
Der MM2+ -Parametersatz wurde in Verbindung mit der in Hyper-
Chem enthaltenen „Polak-Ribiere conjugate gradient method“ f:r die
Minimierung verwendet.
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