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Ha egy (reprezentativ mintan végzett) kozvélemény kutatas
soran kémikusokat megkérdeznénk, hogy az NMR
spektroszkopia teriiletérdl kinek a neve jut el6szor esziikbe,
akkor a Karplus név minden bizonnyal ,utcahosszal”
nyerne. A harom-kotéses proton-proton csatolasi allando €s
a megfeleld torzios szog kozotti osszefliggeést leird, 1959-
ban megalkotott egyenlet ! hihetetlen népszertiségre tett
szert a folyadékfazisi molekulaszerkezeti kutatasokban.
Kevésbé kozismert, hogy az elméleti altalanositas kisérleti
megalapozasat Lemieux és mtsai. > egyszer(i szénhidratokon
végzett mérései képeztek. Az NMR alkalmazasa
szénhidratok szerkezetvizsgalatara tehat a ,hdskorra”
nyulik vissza. Nem tulzas ezt allitani, hisz olyan alapvetd
jelenségek, mint a kémiai eltolodds és a magspin-magspin
csatolas az id6 tajt még meglehetds ijdonsagnak szamitottak
kémikus berkekben. E felfedezések a mult szazad 50-es
éveinek elején torténtek, fizikai laboratéoriumokban, mai
szemmel nézve igen kezdetleges, altaldban hazi épitésii
spektrométerek alkalmazasaval, és az eredményeket fizikai
folyodiratokban publikaltak.

Az NMR spektroszkopia kuridzumnak szamitott ebben
meg, és még kevesebben voltak olyan szerencsések, hogy
mérdberendezés kozelébe is juthattak. ,,Nagy felbontasu”
'H NMR spektrumot elkésziteni egy — mondjuk — az
etanolnal bonyolultabb molekularol az instabil és roppant
kis érzékenységli spektrométereken Onmagaban nagy
eredménynek szamitott. Pl. a stabilitast ugrasszeriien
megnoveld  forradalmi  ujitast, a  ,tér-frekvencia
visszacsatolast” (,,field-frequency lock™) az 1961-ben
forgalomba keriild Varian A-60-as késziiléken alkalmaztak
elészor 3, azaz jo par évvel Lemieux idézett munkajanak
megjelenése utan. Elég egy pillantdst vetni az elsé
szénhidrat NMR spektrumokra amelyek egy nem-stabilizalt
spektrométeren, 40 MHz (!) mérési frekvencian késziiltek
(1. abra), hogy megallapithassuk: nem kis merészség

sziikségeltetett az — azota sok ezer példaval alatdmasztott
— Osszefiiggés (altalanos) megfogalmazasahoz, miszerint
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hogy olyan vegyiiletekkel kisérleteztek, amelyek bonyolult
spektrumaban egyetlen (az anomer-) proton rezonanciajele
annyira elkiiloniil, hogy a (csupan néhany Hz-es) spin-spin
csatolas észlelhetd az emlitett mostoha koriilmények ellenére
is. A halyogkovacs esete juthat esziinkbe: ha a kutatok
sejtették volna, hogy a természetes vegyiiletek korében a
szénhidratok NMR-sajatsagai a legkedvezdtlenebbek (ami
azoéta kiderdlt: 1. alabb), akkor feltehetden mas anyagokkal
kisérleteznek. De: sors bona, nihil aliud. A mondas
igazsagat tamasztja ala, negativ példaval (!), a polipeptid/
protein NMR spektroszkopia korai torténete. Saunders és
mtsai gyakorlatilag a fentiekkel egyidoben publikaltdk az
RNa&z-A enzim elsé proton NMR spektrumat 4. Ez azonban
nemhogy serkentette volna a teriilet tovabbi kutatasat,
hanem ellenkezéleg: legalabb egy évtizedre kedvét szegte
a kutatoknak és elriasztotta ket a tovabbi vizsgalddasok-
tol 5. Az azutan mar a sors fintora, hogy - mig a proteinek
NMR vizsgalata napjainkra Iélegzetelallitdé eredményeket
produkalt ¢, hasonld sikerekrél a szénhidratok (oligo-
és poliszacharidok) teriiletén nem tudunk beszamolni,
és — meglehet — ez a helyzet tartésan fennmarad. Bar
josolni mindig kockazatos: ,,The hope ...for a complete
determination of the structure of proteins...in solution...did
not materialize and will not in the forseeable future...” —irtak
jonevil szerzdk, egyébként kitlind konyviikben, 1981-ben
Jardetzky & Roberts, ®. Wiithrich (kémiai Nobel-dij, 2002) és
mtsai a kovetkez6é évben publikaltak altalanos modszeriiket °
fehérjék szerkezetmeghatarozasara oldatban. ..

Mi tehat az oka, hogy oligo- és poliszacharidok teriiletén
a modern, tobbdimenziés NMR-technika elképesztden
haté¢kony modszereivel is csak viszonylag szerény
eredményeket sikeriilt elérni ezidaig — legalabb is a
fehérjékhez viszonyitva? A legfébb ok a kétfajta oligo- /
polimer kémiai szerkezetének kiilonbozoségében rejlik. A
polipeptidek (fehérjék) egyszerli aminosavakbol felépiilt
linearis lancmolekulak. Szerkezeti szkémajuk igen egyszeri:
a fOlancot alkotd6 monoton ismétlodé (NH-CH-CO)
motivumok kozépsé szenéhez par szénatomos oldallancok
kapcsolddnak. Ennek megfeleléen az NMR jelhozzarendelés

OAc

1. Abra. A B- (I) és a- (1) pentaacetil-D-gliikoz 'H-NMR spektrumai. (A): Egy térstabilizalas nélkiili, 40 MHz-es spektrométeren 1956-ban 2 késziilt, és (B):

egy modern 500 MHz-es berendezésen napjainkban készitett felvételek
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két, jol elkiilonithetd 1épését a félanc-, illetve az oldallancok
rezonanciajeleinek azonositasa képezi. Kiilondsen igaz ez a
modern, tobbdimenzios, tripla-rezonancia modszerekre 0. A
szerkezet linearitdsa miatt az eljaras jol algoritmizalhato: a
korabbi ,manudlis”, idorablé médszereket mara nagyrészt
felvaltottdk az automatizalt programok.

A szénhidrat oligo- / polimerek molekulaszerkezete joval
valtozatosabb, bonyolultabb. A monoszacharid-alegységeket
Osszekapcsold glikozidos kotés konfigurdcioja (o- vagy f3),
valamint a kapcsolodas (glikozilezés) helye is valtozd a
kiilonb6z6 oligoszacharidokban. A monoszacharidok gytiriis
vegyiiletek: a (gyakoribb) 6-o0s (pirandz) gytriik mellett 5-6s
(furandz) szerkezetek is el6fordulnak. Linearis oligomerek
mellett igen gyakran taldlkozunk eldgazo, sok esetben
tobbszorosen elagazd (ilyen pl. a legtobb glikoprotein
oligoszaccharid-komponense)  lancszerkezetekkel. Az
aminosavak 1ényegében bifunkcios vegyiiletek (néhany
esetben egy tovabbi funkcids csoporttal az oldallancban),
egyetlen kiralitasi centrummal, a monoszaccharidok
ezzel szemben multifunkciosak €s multikiralisak. Tovabbi
bonyodalom forrasa, hogy a redukdlo oligoszaccharidok
minden esetben legalabb két-komponensti egyensulyi elegyet
alkotnak (o/B-anomerek; a komponensek szama elvileg akar
nyolc (!) is lehet). Es akkor még nem beszéltiink a gytirii-
konformacié valtozasanak (elvi) lehetdségérél (pirandz
gytirtiknél: *C vagy 'C,).

Mindezen szerkezeti kiilonbségek eredményeképpen
az oligoszaccharidok sokfélesége (diverzitdsa) messze
feliilmulja az azonos szamu monomer egységbdl felépithetd
oligopeptidekét. Pl.: mig 5 aminosavbol (4,B,C,D,E)
Osszesen 5! = 120 kiilonboz6 pentapetid képzddhet (a
sokféleség forrasa csupan a szekvencia), addig az 5
hex6zbol  konstrualhatdé  kiilonb6z0 pentaszaccharidok
szama 2 144 640 (!). Masképp érzékeltetve a kétfajta
biopolimer-tipus szerkezeti kiilonbozdségét: mig az dsszes
polipeptid (fehérje) kémiai szerkezetét leirja az (NH-CHR-
CO), altalanos képlet, addig poliszaccharidokra nem adhato6
meg semmiféle altalanos szkéma. Ezek a kiilonbségek
,visszakdszonnek” a kétfajta biopolimer kutatasanak
minden aspektusaban - legyen sz6 izolalasrol, szintézisrol
avagy szerkezetmeghatarozasrdl - nagyjabol a sokféleségnél
emlitett aranyban!

Bar jelen Osszefoglaloban azt kivanjuk attekinteni, hogy
az NMR spektroszképia mennyiben képes hozzajarulni
szénhidratok (els6 sorban oligoszaccharidok) bonyolult
szerkezeti problémainak megoldasahoz, sziikséges roviden
felvazolni azt a kornyezetet, amely az effajta vizsgalodasok
sziikségszerl hatterét képezi. Az oligo- / poliszaccharidok
nagy része a természetben mas biomolekulakhoz, -
polimerekhez  kapcsolodik, u.n.  glikokonjugatumok
formajaban. Ilyenek a viszonylag kisméreti glikolipidek, az
orias extracellularis proteoglikanok, illetve a glikoproteinek
és peptidoglikanok. Az NMR alkalmazasok bemutatasahoz
foleg az utobbi két csoportbol valasztottunk példakat.
Az oligoszaccharid-komponenst a vizsgalathoz el6szor
el kell kiiloniteni (enzimatikus vagy kémiai hasitassal)
a konjugatum egyéb komponense(i)tol, és altalaban egy
tisztitasi-elvalasztasi  1épést (kiilonféle kromatografias
modszerek, kapillaris elektroforézis, stb.) kvetden keriil sor
a szerkezetvizsgalatra ''.

Az NMR jelhozzarendelés

Az NMR moddszer alkalmazasa soran els6 1épésként
minden esetben meg kell allapitanunk, hogy a spektrumban
megjelend rezonaciajelek a vizsgalt molekula mely
atomjaitol (pontosabban: atommagjaitol) szarmaznak. Ez
a jelhozzarendelés (asszignacio) oligomerek esetében két
szakaszra bonthato: eldszor azonositjuk az egyes monomer-
egységekrezonaciajeleit(alegység-specifikushozzarendelés),
majd megallapitjuk, hogy a teljes spektrumban egy adott
alegységhez rendelt jelek részhalmaza a kémiai kotésekkel
kapcsolodo alegységek sorrendjében (szekvencia) hanyadik
taghoz tartozik (szekvencia-specifikus hozzarendelés).
Utobbi feladat megoldasdhoz sziikséges a szekvencia
fliggetlen modszerekkel (pl. kémiai-, vagy enzimatikus
lebontas,  tomegspektrometria,  stb.)  meghatarozott,
elézetes ismerete! Az NMR spektroszkopus feladata
»minddssze” annyi, hogy spektralis bizonyitékot talaljon
a szomszédos egységek kapcsolodasara (komnektivitas).
A szekvencia-specifikus  jelhozzarendelés  modszerét
polipeptidekre dolgoztak ki 7; a megkdzelités elvben oligo-
/poliszaccharidokra is atvihetd. A szénhidratokra jellemzo
specifikus nehézségek (1. fent) miatt azonban feljes NMR-
jelhozzarendelés 10-12-tagi oligoszaccharidnal nagyobb
molekuldkra alig ismert az irodalomban. Az eddig elért
egyik legnagyobb teljesitmény egy 29-tagu oligoszaccharid
(RG-II) csaknem teljes jelhozzarendelése volt 12; ez féleg az
alkotdé monoszaccharidok valtozatossaganak volt koszonhetd
Ezen viszonylagos ,,lemaradas” (a fehérjékhez képest) oka a
mar emlitetteken kiviil még legalabb két tovabbi tényezoben
keresendd. Egyrészt a szénhidratok proton-NMR spektrumai
joval Osszetettebbek (bonyolultabb spinrendszerek), ¢és
zsufoltabbak (kisebb spektralis diszperzio), mint a peptideké,
masrészt a protein NMR-spektroszkdpiaban az utobbi egy-
masfél évtizedben oly sikeresnek bizonyult biotechnoldgiai
expresszalasi €s izotopjelolési modszerek'® gyakran nem
alkalmazhatdk oligo/poliszaccharidokra (pl. az emlitett RG-
IT oligoszaccharid bioszintézisében igen sok gén miikodik
kozre), de ha igen, legtobbszor specifikus eljarasok eljarasok
sziikségesek.

Kis tagszamu oligoszaccharidok, oligopeptidek

A monomer-egységek  'H-jelhozzdarendelésének  ki-
indulé pontjdt az anomer-protonok képezik, amelyek
rezonanciajelei altalaban jol elkiiloniilnek kb. 4.4-5.5 ppm
kozott. A 2D COSY és TOCSY modszerek elvben lehetové
teszik az egyes monoszaccharid alegységek Osszes 'H-
rezonanciajelének azonositasat (legalabb is pentdzok ¢és
hexo6zok esetében), azonban a kis csatolasi allandok (pl.
manno- vagy galakto konfiguracidk esetében) és / vagy a
spektralis zsufoltsag miatt itt is adddhatnak nehézségek.
A 2D modszerek 1D szelektiv variansai vagy specialis,
2D szelektiv mérési szekvenciak gyakran segitséget
jelentenek az effajta problémak megoldasaban. Pl. a 2a.
abran lathatd spektrum egy glikopeptidtdl szarmazik,
amelynek szénhidrat része csupan két monoszaccharidbol
all, am az egyik anomer proton jele a peptid a-protonok
tartomanyaba ,,csuszik”. 1D szelektiv TOCSY kisérletekkel
azonban az atfedések kikiiszobolhet6k !> (2b. abra):
Oligoszaccharid szintézisek soran gyakran az alkalmazott
véddcsoportok okoznak zavard jelatfedést. A 3. dbra egy
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2. Abra. A Brevibacterium divaricatum baktérium sejtfalabol izolalt
peptidoglikan-monomer ~ (PGM:  D-GlcNAc-f(1—->4)-D-MurNAc-L-
Ala-D-isoGlIn-mesoDap(eNH,)-D-Ala-D-Ala) 750 MHz-es 'H-NMR
spektruma (fent) és a szelektiv 1D TOCSY technikaval késziilt 500 MHz-
es ,alspektrumok™ (lent). A diszaccharid-rész MurNAc ,,redukald” végén
o/ anomer-keverék, ezért minden rezonanciajel megkett6zédik az anomer
aranynak megfeleld intenzitasokkal. Ez a jelenség legjobban a MurNAc
anomer-protonok jelein észlelheté: o (a) — 5.27 ppm, B (b) — 4.68 ppm.
A GIcNAc B-H1 rezonanciajele (4.58 ppm) atfed az aminosav-részek aH-
jeleivel (fent). Utobbi rezonanciajel tisztan azonosithatd a GlcNAc-egység
L-alspektrumaban” (D, lent). A masik harom alspektrum az o-MurNAc-t6l
(A), a D-Ala5 (B) és a D-isoGln (C) egységektdl szarmazik '3

triszaccharid-szarmazék 'H-3C korrelaciés spektrumat
(HSQC) mutatja, amelyben a benzil-CH, rezonanciajelek az
egyik vaz-CH jelét mindkét dimenzioban elfedik. A zavard
jelek a spektrumboél egy specidlis savszelektiv jelelnyomasi
szekvenciaval eltavolithatok (3b. dbra) '“:Az 'H-, és a '3C-
spektrumok ,,anomer tartomanya” (~ 4.4-5.5 ill. ~ 90-110
ppm) altalaban lehetdséget nyujt az oligoszaccharidot alkoto
alegységek ,leszamlalasara”; a manapsag rutinszertien
hasznalt HSQC mérés az 'H-, és a *C eldnyeit (érzékenység
ill. kedvezd spektralis diszperzid) egyesiti. Az anomer
(esetenként egyéb-) protonok eltolédasai ezen kvantitativ
adaton tilmenden az oligoszaccharid szerkezetére vonatkozd
kvalitativ informaciot is tartalmaznak. Vliegenthart és mtsai
glikoproteinekbdl izolalt nagyszamu oligoszaccharidon
végzett empirikus Osszehasonlitds eredményeképpen a
,,szerkezetre utald csoport” fogalmat vezették be e jelenség
leirasara . A spektralis jelatfedések nagyobb tagszamu
oligoszaccharidok esetén mar nem, vagy csak részlegesen
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3. Abra. Egy perbenzilezett (Bn = C,H,CH,-) triszaccharid (fent) 'H,"C-
HSQC-spektruménak a benzil-CH, rezonanciajeleket tartalmazo részlete:
(a) kozonséges HSQC-szekvenciaval, és (b) savszelektiv jel-elnyomassal
kombinalt HSQC-szekvenciaval ' mérve.

kezelhetdk szelektiv modszerek alkalmazasaval. A probléma
altalanos és leghatékonyabb megoldasa a harom- (esetleg
négy-) dimenzios (3D, 4D) spektroszkopia. Ezek, a
polipeptid/protein teriileten oly sikeres modszerek olig/
poliszaccharidok szerkezetvizsgalatdban eddig kevéssé
terjedtek el, féleg a megfeleld izotopjelzési technikdk
nehézségei miatt, ahogy arra fentebb utaltunk. Korabban
ezért 3D homonuklearis moddszerekkel kisérleteztek,
esetenként részleges sikerrel. Egy sikeres példa a 4. abran
lathato tobbszordsen elagazo, ,,0tfarkl” glikan, amelyben az
NMR jelhozzarendelést roppant megneheziti a nagyszamu
azonos (esetenként azonos glikozidos kotében 1€v0)
monoszaccharid-egység: 11-b6l 8 GIcNAc, és ebbdl 6
lancvégi pozicioban kotott, B-anomer-konfiguracioban!
Emiatt az '"H-spektrum anomer tartomanya is igen zsufolt
(4a. abra). Egy specidlis (an. konstans t-idejii) 3D
HOHAHA-COSY (mas néven: TOCSY-COSY) méréssel
az atfedések tokéletesen feloldhatdk, és hét GIcNAc-egység
"H-spektrumai elkiilénitve hozzarendelhetdk (4b. abra)
16, Az anomer konfigurdcié meghatarozasara Lemieux attord
munkaja (ibid.) nyoman a J,, ., csatolasi allando6 szolgal. Ez
a paraméter, amelyet bonyolultabb spektrumokb6l 2D- vagy
ID-TOCSY-méréssel hatarozhatunk meg, nem ad minden
esetben egyértelmti eredményt (pl. ha H-2 ekvatorialis
térallast). Ilyen esetekben az egykotéses proton-szén-13
csatolési alland6 alkalmazhaté: 'J. \\ ~'J. . + 10 Hz 7%
Korabban kimutattuk, hogy a fenti kvalitativ szabaly érvényes
nem-anomer protonokra is, masrészt viszont,bizonyos
esetekben, a két csatolas kiilonbsége elenyész6 lehet anomer
C-H-kra is, ami &vatossagra int az anomer konfigurdcid
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4. Abra.Egy N-glikan tipusi, tobbszorosen elagazo lanct undekaszaccharid
500 MHz-es 'H NMR spektruma (fent): az anomer protonok rezonanciajelei
erdsen atfednek a 4.4 — 4.6 ppm tartomanyban. Lent: a szévegben jelzett
3D adatmatrix megfelelé (F1/F3) 2D metszeteibdl az egyes alegységek
'H-jelhozzarendelése ,,COSY-stilusban” egyértelmiien elvégezhets, még
.patologikus” jelatfedés esetén is, ahogyan ezt az 5-6s (balra) és az 5’
(jobbra) B-GlcNAc-egységek példaja szemlélteti .

meghatdrozdsanal 'J_, alapjan . Kérdéses esetekben
segitséget jelenthet a proton-proton tavolsigok 'H NMR

relaxacios modszerekkel torténd mérése 2.

Az alegységek kozotti kapcsolat, azaz a glikozilezés
helyének vizsgalata altalaban a glikozidos hid [C(1")H(1")-
O-C(n)H(n)] pillératomjai kozotti skalaris- (J-csatolas)
vagy dipolaris (NOE, ROE) kolcsonhatas kimutatasaval
torténik. Altalanosan hasznalt médszer a haromkotéses
proton-szén-13 csatolas (°J.,,) észlelése az interglikozidos
kotésen at. Erre a célra legalkalmasabb a 2D HMBC mérés,
amelynek hatékonysagat a gradiens-modszerek bevezetése
ugrasszeriien megnovelte. A modszer akkor is alkalmazhatd,
ha az interglikozidos hidat alkotd egyik szénatom kvaterner
(pl. ketdzok esetében). A 3JC’H csatolas nagysaga ugyanakkor
fontosadataglikozidoskotés konformaciojanak vizsgalatdhoz
(1. alabb). Oligoszaccharidokban a glikozidos kotés helyének
és a gylrlitagszam egyidejli meghatarozasara alkalmas
modszert javasolt Jones és Bendiak 2!, amelynek a 1ényege
a kovetkez0d. A szabad OH-csoportokat *C-mal kétszeresen
jelzett acetil-szarmazékka (-O-“CO"CH,) alakitjak, majd
a meghatarozzak a 3-kotéses *C-'H-csatolasokat a gyUrii-
protonokkal. A glikozid-k&tés pillératomjaihoz, valamint a
gyliri-oxigén nem-anomer szené¢hez kapcsolodd protonok
ilyen korrelaciot nem adnak. A BC-'H-korrelaciokat
kiilonb6zé 3D heteronuklearis szekvenciak segitségével
jelenitik meg, ily modon kiaknazhat6 a 3D technika legfébb
elébnye: a kémiai eltolédasok szerinti ,,szétvalogatas”
kiilonb6zé dimenzidkban. A mddszer — amely mintegy
a metilezési analizis NMR analogidjanak tekinthetd -
altalanosithatonak igérkezik; alkalmazéasat a szerzok egy
tetraszaccharid példajan mutattak be 2.

A glikozilez6 egység anomer protonja az aglikon-egység
tobb protonjaval is Ilétesithet interannularis NOE/ROE
kolesonhatast, nemcesak az interglikozidos kotésen keresztiil.
Interannularis NOE/ROE észlelése ezért kis tagszamu
oligoszaccharidokban az egységek kapcsolodasanak tényét
nagyobb biztonsaggal rdgziti, mint a kapcsolat pontos
helyét. Ez az NOE-mddszer jelentdségét nem csokkenti,
ellenkezdleg: akkor is jelzi az alegységek kapcsolddasat,
amikor nincs mérhetd J-csatolas az interglikozidos kotésen
at. Ilyen eset az eléggé gyakori 1-6 glikozidos kdtés (pl. az
amilopektinben) vagy a NeuNAc2-6 kotés pl. glikoprotein
N-glikanokban. E szarmazékokban az alegységek hdrom
kétésen at [C(17)-O-C(6)-C(5)] kapcsolodnak egymashoz,
szemben a fentebb jelzett kétkitéses kapcesolattal. Némileg
egzotikusabb  példat szolgaltatnak a  haromkdotéses
interglikozidos hidra a nemrég szintetizalt diszulfid-
diszaccharidok, amelyekben az egységek kapcsolatat NMR
modszerrel kizardlag az interannularis NOE-k igazoltak (5.
abra).

5. Abra. Interanularis NOE-kdlcsonhatasok egy haromkotéses
interglikozidos hidat tartalmaz6 diszulfid-diszaccharid szarmazékban .

Poliszaccharidok

Az oligoszaccharidok vizsgalatara kidolgozott modszerek
elvileg poliszaccharidokra is alkalmazhatok. A fentiekben
jelzett nehézségek poliszaccharidok esetében értelemszertien
halmozottan jelentkeznek. A kémiai szerkezetbdl fakado
problémakkal kapcsolatban érdemes ismét visszautalni a
fehérjékre. A poliszaccharidok szerkezete az utdbbiakénal
egyszeriibb is, meg bonyolultabb is egyszerre. A monoton
(felépitésii) poliszaccharidok (pl. amildz, vagy kitin) primer
szerkezete roppant egyszerti (A ), az NMR jelhozzarendelési
probléma ezért elvben nem jelent bonyolultabb feladatot,
mint egy monoszaccharid esetében. Ez az egyszerliség
ugyanakkor  drasztikusan lesziikiti a  térszerkezet,
konformacid vizsgélatara alkalmazhat6 NMR paraméterek
korét: hianyoznak u.i. a szekvenciafiiggd kémiai eltolodasok,
amelyek a konformaciofiiggd paraméterek (pl. NOE-k)
meghatarozasahoz sziikségesek. A legtobb, élettanilag fontos
poliszaccharid ismétl6do egységekbdl épiil fel, vagyis az (A-
B-C-D-...), altalanos formulaval jellemezhetd. Az ismétl6d6
szekvencia (amely tartalmazhat elagazasokat is) hossza
altalaban nem nagy, pl. az igen fontos élettani szerepet
betoltd glikdozamino-glikanokban (hialuronsav, kondroitin-
szulfat, keratan-szulfat, heparin) diszaccharid-egységek
ismétlédnek, de a nagyobb ismétlédd szekvencidk hossza is
ritkan haladja meg a 10-12 monoszaccharid egységet. igy a
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poliszaccharidok NMR jelhozzarendelési stratégidja — elsd
kozelitésben — visszavezethetd az oligoszaccharidoknal
alkalmazott eljarasokra.

Részben érzékenységi okokbol, részben azért, hogy a
fehérjék szerkezetvizsgalatara kifejlesztett NMR-arzenal
kozvetleniil atvihetd legyen erre a biopolimer-csoportra,
egyre gyakrabban tdmaszkodnak az izotdpjelzés (ami sok
esetben sajnos, nem alkalmazhato, 1. fentebb) nyujtotta
elényokre. Igy pl. hasznosithatok a '*C-jezett proteineknél
sikerrel alkalmazott '*C-"*C-koherencia-transzferen alapuld
eljarasok, amelyek a kicsi és valtozo 3-kotéses proton-proton
csatolasok helyett a sokkal nagyobb, és kevésbé valtozékony
egy-kotéses szén-szén csatolasokat hasznositjak. Egyik
kézenfekvd lehetéség a 2D BC-*C-TOCSY kisérlet: itt
kozvetleniil a szén-szén konnektivitasok jelenck meg az
'J.-csatolasokon keresztiil, ugyantigy, mint a ,,kdzonséges”
("H-'H-) TOCSY-ban. A *C-3C-TOCSY kiilondsen hasznos
manno- (ramno-), vagy galakto-konfiguraciok esetén, aholis
a megfeleld proton-proton-transzfer lancolat az 'H-'H-
TOCSY-ban ,,megszakad” a 2-es illetve 4-es proton helyén a
kicsi (gyakran ~ 0) J,,-csatolas miatt. Erre szolgaltat példat
egy E.coli lipopoliszaccharid, amelynek pentaszaccharid
ismétlédé szekvencidjaban két galakto- és egy ramno-

e
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6. Abra. Az E. coli 025 jelli, C-jelzett poliszaccharid 2D '*C-1*C-
korrelacidés spektrumrészletei. Az egyes ,.csikok” az o-L-FucpNAc
egység anomer szenének *C-korrelacios ,keresztcsucsait” mutatjak harom
kiilonboz6 PC-1PC-TOCSY kisérletben, amelyekben az un. izotrop keverési
id6t az a)-c) sorrendben novelték. A c) esetben egyértelmiien megjelenek a
C1-C2-C3-C4-C5 korrelaciok ».

Egy masik példa egy hexaszaccharid ismétlodé egységet
tartalmaz6 gliikkurono-xilomannan, amelynek 0Osszes C-
atomjat 99%-ban dusitott *C-ra cserélve, elvégezték az
alegységek teljes 'H- és '*C-jelhozzarendelését >*. Erre a
célra az un. ,konstans idejii” HCCH-COSY ¢és HCCH-
TOCSY 2D szekvencidkat hasznaltdk, amelyek szintén
a nagy, egykotéses csatolasok kozvetitette koherencia-
transzfert hasznositjak, és korabban mar sikerrel
alkalmaztak 6ket ugyancsak *C-jelzett oligoszaccharidokra.
A 7. abran lathato, hogy a csatolasi korrelaciokat 1épésrol-
Iépésre kovetve a 2D-térképeken kijeldlhetd egy adott
monoszaccharid-egység teljes spinrendszere: az eljaras
emlékeztet a polipeptideknél alkalmazott ,klasszikus”
szekvenciaspecifikus jelhozzarendelési protokoll 2 els6
1épésére.

A monoszaccharid-spinrendszerek szekvenciaban elfoglalt
helyének azonositasa az interglikozidos kotéseken at hato
3JCH csatolasokon keresztiil, a szokasos HMBC modszerrel
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7. Abra. A 13C-jelzett GXM 9759-Mu-I jelii poliszaccharid 2D konstans
ideji HCCH-COSY- (balra) ill. HCCH-TOCSY (jobbra) spektruma 600
MHz-en .

tortént. Megjegyzendd, hogy ehhez a gyengébb *C-dusitas
(20%) elényds, ez esetben u.i. a zavard, és a 99%-os
dusitas esetén megjelend egy-kotéses C-13C-csatolasok
valoszintiségi okokbol elhanyagolhatok.

A HMBC mobdszernél hatékonyabb, kiilondsen nagy
moltémeg esetén az G.n. dipdlus-dipolus keresztkorreldlt
relaxdcio jelenségén alapuld spektroszkopia. Nemrég
sikeriilt ezzel a modszerrel azonositani egy pentaszaccharid
ismétlodo egységekbdl allo, igen nagy ( >2 millio Da !)
poliszaccharidban a négy lehetséges interglikozidos 'H-*C-
korrelaciot természetes *C-izotopgyakorisagban 2!

Az NMR kémiai eltolodas és a molekulaszerkezet kdzotti
Osszefiiggések a kezdetekben tapasztalati szabalyokban
fogalmazodtak meg; a szénhidratok teriiletén legismertebb
szabalyt az axialis/ekvatorialis proton eltolodasok ill. az
anomer konfiguracio kapcsan Lemieux és mitsai tették
kozzé idézett cikkiikben, csaknem fél évszazada. A *C-
eltolodasok Iényegesen nagyobb tartomanya (szénhidratok
vaz-szeneire ~ 100 ppm) tovabbi, karakterisztikus
Osszefiiggések felismeréséhez vezetett, amelyek kozil a
glikozilezési eltolodas™ jelenségét »” érdemes kiemelni.
A kisérleti adatbazis novekedésével parhuzamosan
nétt az empirikus eltolodas — szerkezet Osszefliggések
megbizhatdsaga, prediktiv hatékonysaga. A fejlédéshez két
tényez06 jarult hozza lényeges mértékben: egyik az abszolut
(vagy onkonzisztens, empirikus megfontolasokat mell6z6,
kizarolag spektroszkopiai Osszefiiggésekre tamaszkodo)
jelhozzarendelés, amelyet a tobbdimenziés NMR technika
tett lehetové, a masik pedig a kémiai eltolodasok elméleti
szamitasa fejlett (esetenként ab initio-) kvantummechanikai
modszerekkel (utébbi viszont a szamitastechnika viharos
fejlodésének koszonhetd). Mindezek kovetkezményeként
ma mar tobb, kémiai eltolddasi adatbazisra alapozott
programcsomag segiti oligo- és poliszaccharidok primer
szerkezetének ~ meghatarozasit ~NMR  adatokbol®.
[géretesnek  tiinikk a  mesterséges  nmeuronhdlozatok
alkalmazasa szénhidratok kémiai eltolodas-analizisére 2.
Elképzelhetd, hogy a kémiai eltolodés-analizis szénhidratok
szerkezet-meghatarozasaban hasonld jelentdségre tesz
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szert, mint ahogy ez a fehérjék esetében torténik .
Egy nemrég megjelent kozlemény pl. celluloz polimorf
kristalyszerkezetek finomitasarol szamol be szilard fazisban
mért BC kémiai eltolodasok felhasznalasaval '

Konformacio

Az élettani funkcidkat meghatarozd molekularis kolcson-
kitiintetett szerepe van. Oligo- ¢és poliszaccharidok
konformacioja a glikozidos kotés koriili rotamer-eloszlastol
fiigg. A konformacios analizis célja tehat az eloszlasra
jellemzé ¢ (05°-C1°-O-C)) és y (C1’-O-C -C ) torzids
szogek meghatarozasa [haromkotéses —interglikozidos
kapcsolat, pl. 126 glikozidok, esetén egy harmadik
torzids szoget (o) is meg kell adni. Az integlikozidos
kotés folyadékfazisban altalaban flexibilis, ill. legtdbb
esetben fiziologias korilmények kozott is (kivételt
képeznek a szilard allapoti vaz-poliszaccharidok, mint
pl. a celluléz, vagy a kitin), a monoszaccharid-egységek
két (ill. harom) kotés koril elforoghatnak. Az eloszlés
nem egyenletes, vannak energetikailag kitlintetett
konformaciok ill. konformer-csaladok. Ezek megkeresése
és jellemzése kisérleti (els6 sorban NMR) adatok és elméleti
szamitasok egyiittes alkalmazasaval torténik. Eldbbiek az
utobbiak szamara kényszerfeltételként (azaz a szamitasi
eljarasokban felhaszndlt adatként), vagy a szamitott
eredmény ellendérzésének eszkozeként (,,visszaszamolhatd”
paraméterként) jelennek meg. A molekulamodellezési,
szamitasi eljarasokra itt nincs mod kitérni még vazlatosan
sem; a megkdzelités szintje az ab initio-tol a kiillonbozo
molekulamechanikai erdterek alkalmazasaig igen valtozatos.
E vonatkozasokrol a részletek irant érdeklddd olvasd bdséges
tajékoztatast talal a téma legfrissebb irodalmaban 3233,

Az NMR kisérleti adatok Iényegében két csoportba
sorolhatok: a skalaris spin-spin csatolasi allandok a kémiai
kotéseken at mikodd, az NOE/ROE kontaktusok pedig
a kozvetlen, téren dat hatd kolcsonhatasokat kozvetitik.
Ez az eszkoztar az utobbi idékben kiboviilt a gyengén
orientalt (pl. folyadékkristalyos) rendszerekben mérhetd
maradék dipolaris csatolasokkal *, amelyek szintén az
utobbi kategoriaba tartoznak. A skalaris spin-spin csatolasok
a megfeleld Karplus egyenletek segitségével a torzids
szogekrdl, a téren at mikodo kolesonhatasok révén a mag-
mag tavolsagokrdl kapunk informaciot.

Nagy irodalom foglalkozik az interglikozidos kotés
pillératomjai  (pontosabban:  magjai) kozott — mért
haromkétéses proton-szén csatolasi allandok alkalmazasaval:
altalaban két ilyen adat mérhetd: °J, . és°J_ , . El6bbia ¢,
utdbbi a y torzids szogrél tudosit **. Vizsgaltak 3-kotéses 1*C-
BC-csatolasok felhasznalasat is erre a célra *¢. A glikozidos
kotéssel 6sszekapcesolt C-H csoportok protonjai (C1°HI *-O-
C H) kozott altalaban mindig mérhetd NOE (vagy ROE)
kolcsonhatas, fiiggetleniil az anomer-konfiguraciotol 37. A
megfeleld protonok kdzotti tavolsag, és igy az NOE (ROE)
nagysaga is, természetesen valtozik a C-O-kotések koriili
elfordulassal, azaz fiigg a konformaciotdl, azonban az igy
behatarolt konformacios tér meglehetdsen nagy, dnmagéban
nem elegendd a rotamer-eloszlas meghatdrozasahoz. A
konformacios tér sziikitéséhez tobb NOE-kolcsonhatasra
lenne sziikség a szomszédos egységek protonjai kozott,
azonban az NOE meredek tavolsagfiiggése (r¢) ilyen

kontaktusok csak ritkan észlelhetok. A glikozidos kotésen
at hatd NOE/ROE adatokat e korlatok ellenére is széles
korben alkalmazzak, molekulamodellezési szamitasokkal
Osszekapcsolva,  oligoszccharidok 10j4
vizsgalatara. Ennek illusztralasara a 8. abran bemutatjuk
egy hexaszaccharid teljes konformacios analizisének 3 egy
részeredményét.

1a. Xylp1-2Man3 1b. Man4a1-3Man3
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8. Abra. Az a-D-Manp(1->3)-B-D-Manp(1>4)[a-D-Manp(1->6),
B-D-Xylp(1->2)]-B-D-GlcNAcp(1>4)-B-D-GlcpNAc (1->0OMe)
hexaszaccharid  jelzett interglikozidos  kotéseire — szamolt — ¢/y-
energiafeliiletek (szintvonalak: HSEA-kozelités), ill. a ¢p/y torzids szogek
valtozasa (cikk-cakk vonalak) rovid (50 ps) molekularis dinamikai (MD)
szimulaciok soran

A BC kémiai eltolodasok érzékenyek a glikozidos ¢/
torzios szogek valtozasara . Ezt a megfigyelést Gjabban
sikerrel alkalmaztdk ciklodextrinek és zarvanykomplexeik
konformacios analizisében *.

Fentiekben néhany (szubjektiven valogatott) példa kapcsan
kiséreltink meg képet adni az NMR spektroszkopia
alkalmazésair6l a szénhidratok teriiletén. A kép mintegy
madartavlati: sziikségszerien vazlatos, ¢és hianyos. A
témaban elmélyiilni szandékozd olvasonak a mar idézett
Osszefoglalokon kiviil K. Bock és mitsai. kitling attekintd
cikkét %, vagy egy nemrég megjelent konyvet *' tudunk
figyelmébe ajanlani.

Irodalom

Ju—

Karplus, M. J. Chem. Phys. 1959, 30, 11.

2. Lemieux , RU.; Kullnig, RK.; Bernstein, HJ.; Schneider, WG.
J. Am. Chem. Soc. 1957, 79, 1005.

3. Shoolery, IN. Prog. NMR Spectr. 1995, 28, 37.

4. Saunders, M.; Wishnia, A.; Kirkwood, JG. J. Am. Chem. Soc.
1957, 79, 3289.

5. Cohen, JS.; Jaroszewski, JW.; Kaplan, O.; Ruiz-Cabello, J.;
Collier, SW. Prog. NMR Spectr. 1995, 28, 53.

6. Szilagyi, L. Steric Aspects of Biomolecular Interactions, CRC
Press: Boca Raton, 1987, 45

7. Withrich, K. Angew. Chem. Int. Ed. 2003, 42, 3340.

8. Jardetzky, O.; Roberts, GCK. NMR in Molecular Biology,
Acad. Press: New York, 1981, 9.

9. Waiithrich, K.; Wider, G.; Wagner, G.; Braun, W. J. Mol. Biol.
1982, 155, 311.

10. Sattler, M.; Schleucher, J.; Griesinger, C. Prog. NMR Spectr.
1999, 34, 93.

11. Mechref, Y., Novotny, M. Chem. Rev. 2002, 102, 321.

12. du Penhoat, CH.; Gey, C.; Pellerin, P.; Perez, S. J. Biomol.
NMR 1999, 14, 253.

13. Matter, H.; Szilagyi, L.; Forgd, P.; Marinic, Z.; Klaic, B. J.
Am. Chem. Soc. 1997, 119, 2212.

14. Kovér, KE.; Fehér, K.; Szilagyi, L.; Borbas, A.; Herczegh, P.;

Liptak, A. Tetrahedron Lett. 2000, 41, 393.

109-110 évfolyam, 3. szam, 2004. szeptember



142

23.

24.
25.

26.
27.

28.

Magyar Kémiai Folyoirat - Eldadasok

. Vliegenthart, JFG.; Dorland, L.; van Halbeek, H. Adv.

Carbohydr. Chem. Biochem. 1983, 41, 209.

. Rutherford, TJ.; Homans, SW. J. Magn. Reson. 1995, 106, 10.
. Perlin, AS.; Casu, B. Tetrahedron Lett. 1969, 2921.

. Bock, K.; Pedersen, C. J. Chem. Soc. Perkin 2 1974, 293.

. Szilagyi, L.; Gyorgydeak, Z. Carbohydr. Res. 1985, 143, 21.

. Szilagyi, L.; Forg6, P. Carbohydr. Res. 1993, 247, 129.

. Jones, DNM.; Bendiak, B. J. Biomol. NMR 1999, 15, 157.

. Szilagyi L.; Illyés TZ.; Herczegh P. Tetrahedron Lett. 2001,

42,3901.

Kjellberg, A.; Nishida, T.; Weintraub, A.; Widmalm, G. Magn.

Reson. Chem. 1998, 36, 128.

Sheng, S.; Cherniak, R. Carbohydr. Res. 1997, 301, 33.
Wiithrich, K. NMR of Proteins and Nucleic Acids, Wiley-
Interscience: New York, 1986.

Vincent, SJF.; Zwahlen, C. J. Am. Chem. Soc. 2000, 122,
8307.

Lipkind, GM.; Shashkov, AS.; Knirel, YA.; Vinogradov, EV.;
Kochetkov, NK. Carbohydr. Res. 1988, 175, 59.

Duus, JO.; Gotfredsen, CH.; Bock, K. Chem. Rev. 2000, 100,
4589.

29.

30.
31.

32.
33.

34.
35.

36.
37.
38.

Radomski, JP.; van Halbeek, H.; Meyer, B. (1994): Nature
Struct. Biol., 1,217.

Szilagyi, L. Progr. NMR Spectr. 1995, 27, 325.

Sternberg U.; Koch FT.; Priess W.; Witter R. Cellulose 2003,
10, 189.

Imberty, A.; Pérez, S. Chem. Rev. 2000, 100, 4567.

Imberty, A.; Engelsen, SB.; Tvaroska, 1.; Defaye, J.
Carbohydr. Res. 2004, 339, 905-1020.

Azurmendi, HF.; Bush, CA. Carbohydr. Res. 2002, 337, 905.
Wormald, MR.; Petrescu, Al.; Pao, Y-L.; Glithero, A.; Elliott,
T.; Dwek, RA. Chem. Rev. 2002, 102, 371.

Xu, Q.; Bush, AC. Carbohydr. Res. 1998, 306, 335.

Homans, SW. Progr. NMR Spectr. 1990, 22, 55.

Lommerse, JPM.; van Rooijen, JM.; Kroon-Batenburg, LMJ.;
Kammerling, JP.; Vliegenthart, JEG. Carbohydr. Res. 2002,
337,2279.

. O’Brien, EP.; Moyna, G. Carbohydr. Res. 2004, 339, 87.
. Jarvis, MC. Carbohydr. Res. 1994, 259, 311.
. Jiménez-Barbero, J. NMR Spectroscopy of Glycoconjugates,

Wiley-VCH: Weinheim, 2003.

109-110 évfolyam, 3. szam, 2004. szeptember



