ZUSCHRIFTEN

Der Band—Flip als neues Strukturmotiv in Amylose

In den bekannten
Cyclodextrinen sind alle
Glucoseeinheitenis-

angeordnet und durch
Wasserstoffbricken,
03--02", miteinander
verbunden, so dal3
cyclisch geschlossene
Bandstrukturen
entstehen. In groReren
Cyclodextrinen
(Cycloamylosen) mit 10
und mehr Glucose—
einheiten treten
Spannungen im Makro—
cyclus auf, die durch
180°-Drehungen von zwei
diametral gegentber-

CiN

a3

frerns

liegenden Glucose-
einheiten in did¢rans-
Anordnung verringert
werden. Diese Band—Flips
werden durch Wasserstoff-
bricken, O3-O5" und
0306, stabilisiert und
fuhren zu schmetterlings-
ahnlichen Strukturen. In
den Abbildungen sind
Cyclodextrine mit 7 und
14 Glucoseeinheiten
dargestellt; Atome O2,

O3 rot, O6 blau, C6 grau;
die Pfeile deuten
Kettenverlaufe und
gestrichelte Linien
Wasserstoffbriicken an.

Angew. Chem. 1998, 110, Nr. 5 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1998

0044-8249/98/11005-0625 $ 17.50+.50/0 625




ZUSCHRIFTEN

Spannungsinduzierte ,,Band-Flips* in
Cyclodecaamylose und hoheren Homologen™*

Joél Jacob, Katrin GeBler,* Daniel Hoffmann,
Haruyo Sanbe, Kyoko Koizumi, Steven M. Smith,
Takeshi Takaha und Wolfram Saenger*

Cycloamylosen (CA) sind cyclische Molekiile, die aus
a (1-4)-verkniipften Glucosen in *C;-Sesselkonformation
bestehen. Die kleinsten und bekanntesten sind a-, - und y-
Cyclodextrin (Cyclohexa-, -hepta- bzw. -octaamylose; CA®G,
CA7 bzw. CAS8). Sie haben die Gestalt gekappter Hohlkegel
und konnen EinschluBkomplexe mit Molekiilen bilden, die
sich in den zentralen Hohlraum einlagern. Dieser ist hydro-
phob, da er mit C3-H- und C5-H-Wasserstoffatomen und den
glycosidischen O4-Sauerstoffatomen ausgekleidet ist.l!l An
der weiten Offnung der Kegel befinden sich die O2- und O3-
Hydroxygruppen, wihrend die enge Offnung von den O6-
Hydroxygruppen umgeben ist. Intramolekulare Wasserstoff-
briickenbindungen (O2(n)---O3(n—1)) zwischen den be-
nachbarten cis-orientierten Glucoseresten stabilisieren die
bandartige Wandung der Kegelstrukturen. Die exocyclischen
Torsionswinkel (X°) O5-C5-C6-0O6 bevorzugen die — gauche-
Konformation, konnen aber auch die + gauche-Position ein-
nehmen, wenn die O6-Hydroxygruppe eine Wasserstoffbriik-
kenbindung zu einem eingeschlossenen Gastmolekiil bildet.

Von CA6 bis CAS8 wichst mit steigender Zahl der Glucose-
bausteine die GroBe der Ringe, und die Kriimmung der
Kegelwandung nimmt ab. Die coplanaren O4-Atome bilden
regelméBige Hexa-, Hepta- bzw. Octagone. In CA9 (0-
Cyclodextrin) beschreiben die O4-Atome jedoch eine Ellipse,
die bootférmig verbogen ist.) Ebenso wie in CA6 - CAS sind
die O2- und O3-Hydroxygruppen an der weiteren ,,Rumpf-
seite“ ndherungsweise kreisformig angeordnet und iiber
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Wasserstoffbriickenbindungen verbunden. Diese kreisformi-
ge Anordnung wird von zwei kleinen Knicken unterbrochen,
die wie auch die verbogene Bootstruktur auf sterische
Spannungen aufgrund der RinggroBe zuriickzufiihren sind,
wie sich durch Modellrechnungen nachweisen lieB3.5!

StoBt man bei einer weiteren VergroBerung der Ringe an
eine Grenze, an der die sterischen Spannungen so grof
werden, dafl die Konformation instabil wird? GroBere CAs
lassen sich seit kurzem durch Behandlung von Amylose mit
Cyclodextringlycosyl-Transferase herstellen.”! Die *C-NMR-
Spektren von CA6 bis CA26P! zeigen nur je ein scharfes
Signal fiir jedes Kohlenstoffatom der einzelnen Glucose-
einheiten; somit sind fiir jede CA alle Glucoseeinheiten im
Zeitfenster der NMR-Spektroskopie identisch. Die Vergro-
Berung des Makrocyclus beeinfluit hauptsédchlich die Lage
der Signale fiir C1 und C4, wihrend die anderen Signale sich
kaum verschieben. Fiir CA6 bis CA8 werden Signale bei ca.
102.4 fiir C1 und ca. 81.8 ppm fiir C4 beobachtet; fiir CA10
und die hoheren Homologen gibt es eine Verschiebung dieser
Signale zu ca. 100.2 und ca. 78.3 ppm und somit einen Hinweis
auf bisher nicht definierte Strukturunterschiede. Die Signale
fiir CA9 liegen zwischen den genannten Werten: fiir C1 bei
100.9 und fiir C4 bei 79.2 ppm. Die Verschiebung der Signale
fir C1 und C4 von CAS8 und CA10 zeigt damit eine klare
Unterscheidung zweier Strukturtypen an. CA9 miite ent-
sprechend seiner '*C-NMR-Signale in beiden Formen vor-
kommen konnen, die beobachteten Singuletts deuten auf
schnelle Strukturverdnderungen weit unterhalb des Millise-
kundenbereichs hin.

CA10 und CA14 (&- bzw. -Cyclodextrin oder Cyclodeca-
bzw. Cyclotetradecaamylose) kristallisierten aus waBriger
Losung als 20.3- bzw. 27.3-Hydrate. Die Rontgenstruktur-
analysen[® zeigen, daB beide Kristalle in der monoklinen
Raumgruppe C2 vorliegen. Die asymmetrische Einheit ent-
hilt jeweils ein halbes Molekiil; die zweite Hilfte ergibt sich
aus der kristallographischen Symmetrie. Die Molekiilgestal-
ten von CA10 und CA14 unterscheiden sich wesentlich von
denen der kleineren Cyclodextrine CA6 bis CA9 (Abb. 1 und
2). Zwei diametral gegeniiberliegende Glucoseeinheiten sind
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Abb. 1. Schematische Darstellung von CA9 (A, B), CA10 (C, D) und
CAl4 (E, F) jeweils in Auf- bzw. Seitenansicht. In Abb. 1C und 1E liegen
die ,,Band-Flips“ an den Stellen, an denen der Verlauf der C6- bzw. O2- und
O3-Atome unterbrochen ist. Zur Vereinfachung sind nur die O2- und O3-
(rot) sowie die C6-Atome (grau) dargestellt. Die Bezeichnung der O2- und
O3-Hydroxygruppen ist in Abb. 4 gezeigt.
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Abb. 2. Darstellung der Faltungsschemata: dicke rote bzw. diinne schwar-
ze Linien verbinden die O2- und O3- bzw. die O6-Atome. A) CA7,
ringformig; B) CA9, gespannt; C, D) CA10 bzw. CA14, elliptisch verbogen;
E) postulierte antiparallele, linkshdndige Doppelhelix (fiir ein halbes
Molekiil) groBerer Cycloamylosen. Die ,,Band-Flips“ in CA10, CA14 und
den groBeren Cycloamylosen treten an den Unterbrechungen der roten
Linie auf.

jeweils um ca. 180° in trans-Orientierung gegen einen ihrer
nichsten Nachbarn verdreht (,,geflippt®), so daf3 der Ring aus
intramolekularen = O2(n)--- O3 (n — 1)-Wasserstoffbriicken-
bindungen (zur Numerierung der Atome siche Lit.[?®!), der
in CA9 noch vorliegt, an diesen Stellen unterbrochen ist
(AbD. 1C, E und 3A, B). Diese Stellen werden als ,,Band-
Flip“ bezeichnet, da hier eine Unterbrechung des fiir Cyclo-
dextrine typischen Amylose-Bandes erfolgt. Folglich werden
die Molekiile deutlich in zwei Hilften geteilt, deren Glu-
coseeinheiten an den Enden in ,,Band-Flip“-Konformation
verbunden sind. Die inneren Hohlrdume sind nicht mehr

A

offen und rund wie in den kleineren Homologen, sondern
dhneln engen Furchen. Bildlich lassen sich die Molekiile als
Schmetterlinge beschreiben, deren Fliigel aus Bereichen
bestehen, die den Cyclodextrinen dhneln, wihrend sich die
Flips am Korper befinden.

Die Konformationen von CA10 und CA14 unterscheiden
sich deutlich. In CA10 wird die geflippte Glucoseeinheit durch
eine Dreizentren-Wasserstoffbriickenbindung mit O3 (5') als
Donor stabilisiert (O3 (5)---O5(1) 3.21, O3(5)---O6(1)B
2.74 A); 06(1)B liegt in der weniger bevorzugten + gauche-
Konformation vor (Abb.4A). Weiterhin ist der O2(2)--
O3(1)-Abstand zwischen den Glucoseresten 1 und 2 auf
3.94 A aufgeweitet, so daB diese Wasserstoffbriickenbindung
gebrochen ist, doch hat sich ersatzweise eine ungewohnliche
Wasserstoffbriickenbindung (06 (1)A --- 06(2)B 3.08 A) zwi-
schen den O6-Hydroxygruppen gebildet, die zur Stabilisie-
rung des Knicks beitridgt. Die iibrigen Glucosereste sind wie
in den Cyclodextrinen in cis-Orientierung angeordnet
(02(n)--03(n—1) 2.89-3.03 A).

In CA14 wird die geflippte Glucoseeinheit von der Drei-
zentren-Wasserstoffbriickenbindung O3 (7')-+-06(1)B (3.05 A)
und O3(7') - 05 (1) (3.32 A) gehalten — eine Anordnung, die
an den Flip in CA10 erinnert, wo die O6 (1)B-Hydroxygruppe
ebenfalls in der weniger bevorzugten + gauche-Orientierung
vorliegt (Abb. 4B). Es gibt auch hier einen Knick, der aber
anders als bei CA10 nicht direkt auf den Flip folgt, sondern
zwischen den Glucoseresten 5 und 6 auftritt. Er wird durch
eine lange (schwache) Wasserstoffbriickenbindung (O2 (6) -+
03(5') 3.40 A) stabilisiert. Die Bindungslingen aller anderen
Wasserstoffbriickenbindungen O2(n)--- O3 (n—1) liegen im
iiblichen Bereich zwischen 2.75 und 2.89 A.

Am besten 146t sich der Flip mit den Torsionswinkeln ¢ und
1 beschreiben, die iiblicherweise zur Definition der Kon-
formation von Oligosacchariden herangezogen werden.[ Sie

Kink

Kink

Abb. 3. Molekiilstrukturen von CA10 (A) und CA14 (B). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden die Wassermolekiile nicht dargestellt. Die zweizzihlige
kristallographische Drehachse ist mit § markiert. Die Glucosereste der beiden asymmetrischen Einheiten wurden mit Zahlen n bzw. n’ bezeichnet. O2 und O3
sind rot und O6 blau markiert. Die Sauerstoffatome O6 der Glucosereste 1 -3 und 5 in CA10 sowie der Glucosereste 1, 4 und 6 in CA14 sind zweifach
fehlgeordnet. Mogliche Wasserstoffbriickenbindungen mit O-O-Abstinden < 3.5 A sind durch gepunktete Linien angezeigt. In CA14 markieren dicke Pfeile
im Zentrum des Molekiils die mogliche Anndherung der Glucoseeinheiten in groeren Cycloamylosen, die zur Bildung einer antiparallelen Doppelhelix mit
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den O2- und O3-Hydroxygruppen fithren konnte (siche dazu auch Abb. 2E.) Die Darstellung wurde mit dem
Programm MOLSCRIPT [19] angefertigt.
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Flip

Abb. 4. Struktureinzelheiten der Knicke (,,Kinks*) und ,,Band-Flips* in CA10 (A) und CA14 (B). Wasser-Sauerstoffatome sind lila; O2 und O3 sind rot und
O6 ist blau dargestellt. Die Blickrichtung ist vom Zentrum der Molekiile ausgehend. Der Knick in CA10 wird durch eine ungewohnliche Wasserstoffbriik-
kenbindung zwischen den O6-Hydroxygruppen (06 (1)A ---06(2)B 3.06 A) stabilisiert; der Abstand zwischen O2 (2) und O3 (1) ist hier zu groB fiir eine
Wasserstoffbriickenbindung (3.94 A). Dagegen konnte in CA14 der O2(6')-+- O3 (5')-Abstand von 3.40 A eine schwache Wasserstoffbriickenbindung
anzeigen. Die Orientierungen der Glucoseeinheiten an den ,,Band-Flips“ sind mit diinnen Pfeilen gekennzeichnet. Dicke Pfeile an den O4- und C1-Atomen
beider Enden des ,,Band-Flips“ bezeichnen den Verlauf der CA-Kette. Die Darstellung wurde mit dem Programm MOLSCRIPT [19] angefertigt.

liegen im normalen Bereich fiir die Glucosereste, die inner-
halb der beiden Hilften durch O2(n)--- O3 (n — 1)-Wasser-
stoffbriickenbindungen stabilisiert werden (¢ =94-110°, y =
97-135°). In CA10 betragen diese Torsionswinkel zwischen
den geflippten Glucoseeinheiten 5" und 1 84 (¢) und —65°
(¥), in CA14 zwischen den Resten 7" und 1 82 bzw. —69°.
Trotz dieser Struktureigenarten liegen alle Glucosereste in
CA10 und CA14 in der spannungsfreien *C;-Konformation
vor, wie die Cremer- und Pople-Parameter!'”! (nicht aufge-
fithrt) und die von den O4-Atomen eingeschlossenen Winkel
zeigen: O4(n)-O4(n—1)-O4(n—2) im normalen Bereich
von 127 bis 146° fiir CA10 und von 132 bis 145° fiir CA14.

Die Kristallpackung der schmetterlingsdhnlichen Molekiile
von CA10 und CA14 dhnelt dem Kanaltyp, der oft bei den
kleineren Cyclodextrinen sowie beim modifizierten, ringfor-
migen (Cyclo(1-4)-a-p-rhamnopyranosyl-(1-4)-a-L-rham-
nopyranoso)decasaccharid 'V auftritt. Die CA10- und CA14-
Molekiile sind entlang der zweizdhligen kristallographischen
Drehachsen (parallel zur b-Achse) in ,, Kopf-Schwanz“-An-
ordnung gestapelt. Diese Achsen sind mit 9.881 bzw. 10.138 A
fast gleich lang, so daB} sich die unterschiedliche Molekiil-
groe auf die Elementarzellparameter a und ¢ auswirken
muf. Im Unterschied zu den ,,normalen“ Kanalstrukturen
sind die inneren Hohlrdume von CA10 und CA14 jedoch so
eng, daf} sich kein kontinuierlicher Kanal, der mit Gast-
molekiilen gefiillt ist, bilden kann. Die intermolekularen
Kontakte zwischen den Stapeln sind denen der Kaéfigstruktu-
ren sehr dhnlich, und aufgrund der schmetterlingsédhnlichen
Form der CA10- und CA14-Molekiile kommt eine fischgra-
tenartige Anordnung zustande. Somit vereinen die Kristall-
strukturen von CA10 und CA14 Packungsmotive, die schon in
EinschluBkomplexen von kleineren Cyclodextrinen beobach-
tet wurden.['?]

Zur Energieminimierung der Kristallstrukturen von CA6
bis CA10 und von CA14 (mit berechneten Wasserstoffatom-
Positionen) wurde das Kraftfeld CHARMM verwendet.["*]
Die Solvatationsenergie wurde mit dem Poisson-Boltzmann-
Programm SOLVATE berechnet.'Y Die Summe der Kraft-
felder und Solvatationsenergien pro Glucoserest ist mit
Werten zwischen —7.42 (CA6) und — 7.94 kcalmol~! (CA10)

628 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1998

fiir alle Molekiile dhnlich. Die einzelnen Energieterme dieser
Summen unterscheiden sich dagegen wesentlich, insbesonde-
re bei CA10 und CA14. Die Coulomb-Energie pro Glucose-
einheit ist in CA10 etwa 2 kcalmol~! hoher als die bei CA9.
Dieser Unterschied wird jedoch durch die entspannteren
Torsionswinkel und die giinstigere Solvatation von CA10 und
CA14 ausgeglichen.

Alle sehr groBen CAs konnten dhnliche Strukturen wie
CA10 und CA14 haben, denn an den ,,Band-Flips“ in CA14
werden kurze O2(n)---O3(n— 1)-Wasserstoffbriickenbin-
dungen zu vorhergehenden und nachfolgenden Glucoseresten
in cis-Orientierung gekniipft. Zusétzliche Glucoseeinheiten
groBBerer CAs wiirden einfach am ,,Band-Flip* eingeschoben,
so daf3 sich Ketten von Glucoseeinheiten bilden, die wie in
Cyclodextrinen iiber O2(n)--- O3 (n — 1)-Wasserstoffbriik-
kenbindungen verbunden sind. Der Knick wiirde sich mogli-
cherweise verdndern oder je nach der Spannung der Reste
sogar verschwinden. Die beiden Ketten konnten sich in der
Mitte des Molekiils soweit einander anndhern, dafB sich
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Hydroxygrup-
pen O2 und O3 bilden (siche Legende zu Abb. 3B). Solche
Ketten miissen wegen der Wasserstoffbriickenbindungen
02(n)---O3(n—1) cyclodextrinartig gekrimmt sein. Wir
nehmen an, daf} sich bei geniigender Ringgrofle eine links-
géngige antiparallele Doppelhelix bildet (Abb. 2E), wie sie in
der Kiristallstruktur von (p-Nitrophenyl-a-maltohexaosid)-
Ba(ly),- 27 H,O auftritt.[]

Kiirzlich wurde die Struktur von CA10 beschrieben,!®! das
aus einer 1:1-Mischung von Wasser und Acetonitril kristalli-
sierte. Die Kristalle sind mit unseren identisch und haben
lediglich Wasser, aber kein organisches Losungsmittel ein-
geschlossen. Dies 148t vermuten, daf3 sich die Fihigkeit von
CA10, EinschluBkomplexe zu bilden, von der der Cyclodextrine
CA6-CAS unterscheidet, die Acetonitril einschlieBen.!'”! In
den Strukturen von CA10 und den hoheren Homologen sind
die Hohlrdume zu so engen Furchen zusammengebogen, daf3
wahrscheinlich nur solche Gastmolekiile eingeschlossen wer-
den konnen, die genau in diese Furchen passen. Mit grofleren
CAs konnten sich somit neue Wege zu hochspezifischen Wirt-
Gast-Wechselwirkungen eroffnen.
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Dagegen miifite bei CAs, die gro8 genug sind, um eine
zentrale Doppelhelix zu bilden (Abb. 2E), der kanalférmige
Kifig in der Lage sein, Gastmolekiile aufzunehmen.['>? Diese
Ansicht wird durch Experimente gestiitzt,l's! die zeigen, daB3
CAS0 und groBere CAs dhnliche Eigenschaften wie lineare
Amylose aufweisen, da sie mit langerkettigen Alkoholen oder
Fettsduren Prézipitate und mit Iod blaue oder braune
Komplexe bilden.

Eingegangen am 28. August 1997 [Z10867]
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CA-Gemische, die nach Einwirkung von Cyclodextringlycosyl-Trans-
ferase auf synthetische Amylose [4b] entstanden, wurden durch
HPLC gereinigt und mit Flugzeit (TOF)-MS charakterisiert. Die 3C-
NMR-Spektren (125.65 MHz) wurden von 2-3 proz. (w/v) Losungen
(D,0) bei 50°C mit einem JOEL-GSX-500-Spektrometer aufgenom-
men.

Die Rontgenstrukturanalyse von CA10 [7] wurde mit einem CAD4-
Diffraktometer mit Ni-gefilterter Cug,-Strahlung aus einem FR571-
Drehanodengenerator (Enraf-Nonius) bei 20°C durchgefiihrt. Mono-
klin, Raumgruppe C2, a=29.242(5), b=9.981(1), ¢=19.319(2) A,
$=120.97(2)°, V=4834.7 A® mit einem halben Molekiil pro asym-
metrischer Einheit, Summenformel (CH;,05s)y - 20.7 H,O, pyer. =
1.380 gem 3. Es wurden 3158 unabhingige Reflexe gemessen, die
Struktur wurde mit direkten Methoden (SIR92) gelost und nach der
Methode der kleinsten Quadrate verfeinert (SHELXL 76). Die
Verfeinerung konvergierte bei einem kristallographischen R-Faktor
von 9.31% fiir 2760 Reflexe mit F > 3 o Die O6-Hydroxygruppen der
Glucosereste 1-3 und 5 sind zweifach fehlgeordnet. 17 Wasser-
positionen sind nur teilweise (0.3-1.0) besetzt (1.0 entspricht einer
vollstindigen Besetzung). Die rontgenographischen Untersuchung
von CA14 [7] entspricht der von CA10. Monoklin, Raumgruppe C2,
a=36.750(9), b=10.138(2), ¢=21.236(4) A, =116.18(2)°, V=
7093.5 A3 mit einem halben Molekiil pro asymmetrischer Einheit,
Summenformel (C4H;,O5),4 - 27.3 H,O, pper. = 1.301 gem 3. Es wurden
4633 unabhingige Reflexe gemessen. Der kristallographische R-
Faktor konvergierte bei 9.71% fiir 3478 Reflexe mit F > 3 og. Die O6-
Hydroxygruppen der Glucosereste 1, 4 und 6 sind zweifach fehl-
geordnet, 24 Wasserpositionen sind nur teilweise (0.3-1.0) besetzt. —
A. Altomare, G. Cascarano, C. Giacovazzo, A. Guagliardi, M. C.
Burla, G. Polidori, M. Camalli, J. Appl. Crystallogr. 1994, 27, 435,
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nation, University of Cambridge, Grof3britannien, 1976.

Die kristallographischen Daten (ohne Strukturfaktoren) der in dieser
Veroffentlichung beschriebenen Strukturen wurden als ,,supplemen-
tary publication no. CCDC-100656“ beim Cambridge Crystallogra-
phic Data Centre hinterlegt. Kopien der Daten konnen kostenlos bei
folgender Adresse in Grof3britannien angefordert werden: CCDC, 12
Union Road, Cambridge CB2 1EZ (Telefax: Int. + 1223/336-033;
E-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk).
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Hydrothermalsynthesen von Zeolithen mit
Methoden der kombinatorischen Chemie
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Zur systematischen Herstellung und Uberpriifung organi-
scher'l und anorganischer Verbindungen® sind neuartige,
automatisierte Synthesemethoden eingesetzt worden; die
gesamte Vorgehensweise wird unter dem Begriff ,,kombina-
torische Chemie* zusammengefal3t. Bis jetzt wurde allerdings
nicht tiber Verfahren berichtet, bei denen die speziellen
Belange der Zeolithsynthese beriicksichtigt werden — Tem-
peraturen oberhalb der Siedetemperatur des Reaktionsge-
mischs bei Normaldruck sowie erhohte Driicke. Wir haben
daher einen Autoklaven entwickelt, mit dem gleichzeitig
mindestens 100 Hydrothermalsynthesen bis zu 200°C durch-
gefiihrt werden koénnen ! (Abb. 1). Die einfachste und preis-
werteste Ausfithrung besteht aus einem Teflonblock mit 100
zylindrischen Hohlrdumen, die als Reaktionsgefde dienen.
Die Rénder dieser Hohlrdume sind so geformt, daf3 sie mit
teflonbeschichteten Septen verschlossen werden konnen. Fiir
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