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daB3 ein Aktivitdtsverlust und/oder ein Ausbluten des Anti-
korpers festzustellen gewesen wéren. Des weiteren bietet der
Umstand, daB3 nicht auf eine stark denaturierende Pufferlo-
sung zur Elution der Verbindungen umgeschaltet werden
muB, praktische Vorteile bei der Massenspektrometrie. Die
Elektrospray-massenspektrometrische Detektion muf3 nur
auf ein statt auf zwei oder mehr Puffersysteme hin optimiert
werden.

Diese neue Technik kann also zur Beschleunigung des
Screenings von Substanzbibliotheken eingesetzt werden. In
Gemischen enthaltene aktive Komponenten konnen anhand
eines einzigen Chromatogramms sowohl identifiziert als auch
hinsichtlich ihrer K -Werte klassifiziert werden. Ein weiterer,
wichtiger Vorteil dieser Methode im Vergleich zu herkémm-
lichen Inhibierungsexperimenten ist, da3 das Molekularge-
wicht der aktiven Komponenten bestimmt werden kann,
wodurch falsch-positive Resultate infolge von Nebenproduk-
ten oder Verunreinigungen ausgeschlossen werden konnen.
Dieser Ansatz erfordert lediglich die Biotinylierung des
untersuchten Rezeptors und sollte auf eine Vielzahl anderer
Systeme tibertragbar sein. Die Gegenwart isobarer Verbin-
dungen und/oder die Unterscheidung von Substanzen bei der
Bildung von ITonen in der Gasphasel*!l begrenzten allerdings
den Umfang der mit dieser Methode untersuchbaren Biblio-
theken.

Experimentelles

Affinitdtsgereinigte Antikérper!'”! (0.5 mg) wurden mit einem Biotin-
Reagens mit langem Spacer umgesetzt (NHS-LC-Biotin, Pierce). Der Grad
der Biotinaufnahme wurde durch matrixassistierte Laserdesorptions/Ioni-
sations(MALDI)-Massenspektrometrie kontrolliert, und die Umsetzung
wurde bei 14 Biotineinheiten pro Immunoglobulin G (Mittelwert) ab-
gebrochen.I?l Der biotinylierte Antikérper wurde mit 25 pL. Ultralink-
immobilisiertem Avidin (Pierce, Kat.-Nr 53119) in Bicarbonatpuffer
(pH 8.5) 1 h inkubiert. Die Harzkiigelchen wurden griindlich gewaschen.
Eine UV-Bestimmung ergab eine Immobilisierung von ca. 45 pg Anti-
korper auf 25 uL Kiigelchen.

Alle Losungen wurden gleichzeitig mit einer fiir mehrere Spritzen
ausgelegten Spritzenpumpe (PHD 2000, Harvard Apparatus) mit einem
FluB von 8 uLmin~! pro Spritze (1-mL-Spritzen) zudosiert. Zur FluB-
umschaltung wurde ein Rheodyne-Ventil (Modell 9725) eingesetzt. Das
Sduleneluat wurde im T-Stiick mit einem NH,OAc-Puffer (10 Vol.-% in
Acetonitril) vermischt, und der Gesamtstrom von 16 pLmin~' wurde
einem im Positiv-Ionen-Modus betriebenen 1100-MSD-Electrospray-Sin-
gle-Quadrupole-Massenspektrometer (Hewlett-Packard) zugefiihrt. Alle
2.5 s wurde ein Scan im Bereich m/z 100-1500 durchgefiihrt; die Daten
wurden im Standard-Peakmaximum-Modus gespeichert. Die Kammer-
spannung betrug —4000 V, und die Elektrospray-Nadel war geerdet. Der
Stickstoff-Trocknungsstrom lag bei 4 Lmin~!, und der Stickstoff-Verne-
belungsdruck betrug 480 mbar. Die Durchbruchvolumina wurden als
Halbwertsvolumina in den jeweiligen Ionenchromatogrammen bei den
jeweiligen m/z-Werten bestimmt.
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Hohlraumverkleinerung in permethylierten
Cyclodextrinen durch Inversion, Drehen und
Kippen der Glucosebausteine**
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Professor Bernt Krebs zum 60. Geburtstag gewidmet

Cyclodextrine (CD) oder Cycloamylosen (CA) sind makro-
cyclische Oligosaccharide, die durch enzymatischen Abbau
von Amylose gewonnen werden; sie enthalten bis zu 100 und
mehr a(1-4)-verkniipfte Glucosebausteinel"?. Die kleinsten
und bekanntesten mit 6-8 Glucoseresten sind a-, 5- und y-
Cyclodextrin. Sie haben die Gestalt gekappter Hohlkegel,
deren enge Seite von primiren O6-Hydroxygruppen besetzt
ist, wihrend die weite Offnung von sekundiren O2- und O3-
Hydroxygruppen umgeben ist. Da alle Glycosidbindungen
der ausschlieBlich in der *C,-Sesselkonformation vorliegen-
den Glucoseeinheiten syn-orientiert sind, liegen alle O2- und
O3-Hydroxygruppen auf einer Seite und stabilisieren die
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makrocyclischen Strukturen durch intramolekulare O2(n)---
O3(n — 1)-Wasserstoffbriickenbindungen. Die anti-Anord-
nung, in der sich die O2- und O3-Hydroxygruppen benach-
barter Glucoseeinheiten auf entgegengesetzten Seiten befin-
den, wurde bisher noch in keiner Kristallstruktur der iiblichen
Cyclodextrine beobachtet.

Erstaunlicherweise nimmt die Loslichkeit der Cyclodex-
trine in Wasser um ein Vielfaches zu, wenn O2 und O6 oder
alle drei Hydroxygruppen der Glucosebausteine methyliert
sind. AuBBerdem wird der Temperaturkoeffizient der Loslich-
keit in Wasser negativ, d. h., die Loslichkeit verringert sich bei
Erhohung der Temperatur, und die methylierten Cyclodex-
trine kristallisieren aus, wenn die Lésungen erhitzt werden.!
Um diese ungewohnlichen Eigenschaften verstehen zu kon-
nen, wurden mehrere partiell und vollstdndig methylierte
Cyclodextrine, die als bioorganische Wirtmolekiile praktische
Bedeutung haben, aus heilem und kaltem Wasser kristalli-
siert und rontgenstrukturanalytisch untersucht.[**]

Die vollstindig methylierten a-, - und y-Cyclodextrine
Hexakis(2,3,6-tri-O-methyl)-a-, -5- und -y-CD (TRIMEA,
TRIMEB bzw. TRIMEG) sind hinsichtlich ihrer Struktur
besonders interessant, weil sie keine intramolekularen
02(n)--- O3(n — 1)-Wasserstoftbriickenbindungen bilden
konnen. Aus heilem Wasser geziichtete Kristalle bestehen
aus TRIMEA (ohne Kristallwasser),) TRIMEB-Monohy-
drat! und TRIMEG-Dihydrat,®! deren Konformationen in
allen drei Fiéllen durch erheblich verkleinerte Hohlraum-
volumina gekennzeichnet sind. Die verbliebenen flachen
Hohlrdume sind nur durch O6-Methylgruppen benachbarter
Molekiile und nicht durch Wassermolekiile besetzt, die in
TRIMEG-Monohydrat und TRIMEG-Dihydrat Plidtze zwi-
schen den Molekiilen einnehmen. Dabei ist bemerkenswert,
daf3 die Verkleinerung der CD-Hohlrdume durch drei hin-
sichtlich der Struktur vollig unterschiedliche Mechanismen
erfolgt, die hier diskutiert werden. Da die von Caira et al.
beschriebene Struktur von TRIMEB-Monohydrat fiir Cyclo-
dextrine einmalig ist, haben wir die Untersuchung wieder-
holt und konnten die veroffentlichten Ergebnisse bestéti-
gen;l'% 1 diese Struktur wird hier nur unter den Gesichts-
punkten behandelt, die iiber die urspriingliche Arbeit
hinausgehen.

Die Molekiilstrukturen von TRIMEA,®l TRIMEB - H,0O!!]
und TRIMEG - 2H,0P! gibt Abbildung 1 wieder (die Wasser-
molekiile sind nicht gezeigt, da sie nicht in den CD-
Hohlrdumen liegen); ausgewihlte geometrische Parameter
zur Bestimmung der Molekiilkonformationen sind in Ta-
belle 1 aufgefiihrt. Das Molekiil von wasserfreiem TRIMEA
(AbD. 1a) hat eine verzerrt ,,runde“ Konformation, in der alle
Glucosebausteine syn-orientiert sind. Die C6-Positionen
zweier diametral gegeniiberliegender Glucoseeinheiten sind
nach innen gekippt, so dal die primdren Methoxygruppen
oberhalb der Offnung des Hohlraums wechselwirken und
diesen schlieBen.! Aus diesem Grund hat das Molekiil nicht
die Form eines Rings, sondern die einer Schiissel.

Das Schlieen des molekularen Hohlraums in TRIMEB-
Monohydrat erfordert wegen der GroBe des Rings eine
deutlichere Strukturdnderung. Die Glucoseeinheiten sind
zwar noch syn-orientiert, eine ist aber von der normalen *C;-
in die 'C,-Sesselkonformation invertiert, die bisher in keiner
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Abb. 1. Molekiilstrukturen der permethylierten Cyclodextrine TRI-
MEAI (a), TRIMEB (b) und TRIMEG (c), projiziert auf die mittlere
Ebene durch die O4-Atome. Angegeben sind die C-O-Abstinde [A]
moglicher C—H --- O-Wasserstoffbriickenbindungen.

anderen CD-Kristallstruktur gefunden wurde (Abb. 1b). Die
Auswirkungen dieser Inversion sind in Abbildung 2 darge-
stellt. Sie zeigt links die Glucopyranosen in der *C;-Kon-
formation: Vier der fiinf Substituenten sind dquatorial und
einer ist axial angeordnet, so daf3 sterische Hinderungen
minimiert werden. Von den Sauerstoffatomen der Glycosid-
bindungen ist O4(n) dquatorial und das im Makrocyclus zur
vorherigen Glucoseeinheit gehorende O4(n — 1) axial. Wenn
Glucoseeinheiten dieser Form eine Kette bilden, in der die
priméren und die sekundidren Hydroxygruppen benachbarter
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Tabelle 1. Ausgewihlte geometrische Parameter von wasserfreiem TRI-
MEA,®l von TRIMEB-Monohydrat und von TRIMEG-Dihydrat (Standard-
abweichungen <0.5%). Die Flips entsprechen 1-Winkeln von ca. —60°.

Glucosebaustein

1 2 3 4 5 6 7 8
@ = C4(n)-04(n)-Cl(n —1)-05(n - 1)
TRIMEA 91.6 1157 97.7 948 1109 977
TRIMEB-H,O0 100.0 94,5 80.6 100.2 1032 1022 68.9

TRIMEG:-2H,0 822 874 906 557 949 944 931 570
1 = C3(n)-C4(n)-04(n)-Cl(n—1)

TRIMEA 109.7 1512 137.1 1172 140.8 1450
TRIMEB - H,O 151.5 1755 1099 125.6 1415 1448 855
TRIMEG-2H,0 —-63.0 91.7 1345 77.0 —56.5 894 1123 80.2
O4(n+1) -+ O4(n) -+ Od(n — 1)
TRIMEA 117.6 122.8 1174 116.1 122.0 116.1
TRIMEB-H,0 119.0 92.0 161.5 1183 116.1 120.1 144.6
TRIMEG-2H,0 129.7 141.8 1114 1343 146.0 1319 1189 135.9
06 06
03
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Abb. 2. Auswirkungen der *C;-!C,-Sesselinversion in einer Kette a-(1-4)-
verkniipfter Glucoseeinheiten.

Glucosebausteine syn-orientiert sind, resultiert eine gebogene
Anordnung, in der die O4(n+1)-O4(n)-O4(n —1)-Winkel
etwa 120° betragen;!'” diese Kette kann sich zu einem Kreis
wie in den Cyclodextrinen schliefen oder eine Helix wie in
Amylose bilden. Der rechte Teil der Abbildung 2 zeigt die
Effekte, die mit einer Sesselinversion in die 'C,-Konformation
einhergehen: Vier der Pyranosesubstituenten sind nun axial,
was zu erheblichen sterischen Hinderungen fiihrt, da sich im
Glucosebaustein 2 von TRIMEB - H,O die Atome O2 und O4
auf 2.948(7) A sowie O3 und C6 auf 3.27(1) A nihern. Das
glycosidische Sauerstoffatom O4(n) ist jetzt axial, O4(n —1)
dagegen dquatorial, es liegt also die gegeniiber ,,normalen®
4C,-Glucopyranosen umgekehrte Situation vor. Wird eine
invertierte Glucoseeinheit von ,,normalen Glucoseeinheiten
flankiert, fithrt dies zu Abweichungen in der regelméfBigen
Kriimmung der Glucosekette: O4(n) ist jetzt an beide Gluco-
seeinheiten axial gebunden, wodurch sich die O4(n+1)-
04(n)-O4(n — 1)-Winkel auf etwa 90° verkleinern (92.0(1)“in
TRIMEB - H,0). Dagegen ist O4(n — 1) nun &dquatorial an
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beide Glucoseeinheiten gebunden, so daB der O4(n)-
O4(n —1)-O4(n — 2)-Winkel auf etwa 180° vergroBert ist
(161.5(1)° in TRIMEB-H,0). In einem Cyclodextrin fiihrt
deshalb die Inversion eines einzigen Glucosebausteins zur
Verzerrung der ,,runden® Ringstruktur und zur Bildung einer
Hirreguliren®, anndhernd elliptischen Form, wobei sich der
molekulare Hohlraum teilweise schlieft. Zudem ist der axiale
O2-Substituent der invertierten Glucoseeinheit in den Hohl-
raum gerichtet und trégt so ebenfalls zur seiner Verkleinerung
bei (Abb. 1b).

Wie Abbildung 3 zeigt, ist auch in kristallinem TRIMEG -
2H,0 der molekulare Hohlraum geschlossen, aber die damit
verbundenen Strukturénderungen sind andere als bei TRI-
MEA und TRIMEB. An zwei diametral gegeniiberliegenden

Abb. 3. Kalottenmodell des TRIMEG-Molekiils, gezeichnet mit dem
Programm PLUTON (A. L. Spek, Acta Crystallogr. Sect. A 1990, 46, C34).

Positionen des Makrocyclus sind benachbarte Glucoseein-
heiten um etwa 180° gegeneinander gedreht (,,Flip“) und
liegen in einer anti-Orientierung vor. Diese Anordnung ist
verbunden mit einem Knick (,,Kink*), der durch eine Dre-
hung benachbarter Glucoseeinheiten um etwa 90° zueinander
charakterisiert ist, in der Position vor dem Flip (Abb. 1¢). Die
iibrigen Glucosereste sind zueinander syn-stindig, wie auch
aus Abbildung 4 zu ersehen ist, in der die relative Orientie-
rung aller benachbarten Glucosepaare dargestellt ist. Her-
vorzuheben ist, da der Flip nicht lokal auftritt und nur eine
Glucoseeinheit betrifft, sondern daf} die gesamte damit
verbundene Amylosekette ebenfalls gedreht ist, weshalb die
Bezeichnung ,,Band-Flip“[¥! gewihlt wurde. Diese Struktur-
merkmale erinnern an groBe kristalline Cycloamylosen mit 10
oder 14 Glucoseeinheiten (CA 10, CA 14), in denen ebenfalls
Band-Flips und Kinks auftreten, um sterische Spannungen zu
vermindern;™ bei ,normalen® Cyclodextrinen mit weniger
als 10 Glucosebausteinen wurden sie bisher aber noch nie
beobachtet. Diese Kink-Flip-Sequenzen bewirken, daf} die
,runde“ Form eines Cyclodextrins elliptisch wird und sich
der molekulare Hohlraum verengt. Die bei TRIMEG an
der Kink-Flip-Sequenz beteiligten Glucoseeinheiten sind
stark gekippt, und ihre primdren O6-Methylgruppen
stehen in van-der-Waals-Wechselwirkungen, wodurch der
Zugang zum molekularen Hohlraum blockiert wird. Diese
Wechselwirkungen gehen moglicherweise mit schwachen
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Abb. 4. Benachbarte Glucosepaare in TRIMEG-Dihydrat, beziiglich der
linken Glucoseeinheit in einer gemeinsamen Projektion dargestellt.
a), b) regulire Anordnung, c) Kinks, d) Flips. Die primédren Methoxy-
gruppen der Glucoseeinheiten 2 und 7 sind zweifach fehlgeordnet. Die mit
regulidren Orientierungen dhneln denen in wasserfreiem TRIMEA oder in
den kristallinen Komplexen von TRIMEA und TRIMEB.

C—H --- O-Wasserstoffbriickenbindungen einher, die von den
Methylgruppen gebildet werden und durch kurze C-O-Ab-
stinde angedeutet sind (Abb. 1¢).[

In den nicht modifizierten Cyclodextrinen ist die makro-
cyclische Konformation durch Wasserstoffbriickenbin-
dungen zwischen benachbarten Glucoseeinheiten (O2(n) -
O3(n—1) stabilisiert. a-, - und y-Cyclodextrin haben
ringformige Strukturen, das nichstgroBere O-Cyclodextrin
ist bereits deutlich verzerrt, und ab ¢-CD (CA10) treten zur
Verringerung sterischer Spannungen Band-Flips und Kinks
auf, so daB die Makrocyclen elliptisch werden.[’] Bei den
permethylierten Cyclodextrinen werden Band-Flips und
Kinks schon fiir TRIMEG beobachtet, weil die relative
Orientierung benachbarter Glucoseeinheiten nicht durch
Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert wird. Wir nehmen
an, daB am Band-Flip-Mechanismus Glucosereste in der
ungewdhnlichen 'Cy-Sesselkonformation beteiligt sind, wie
sie in TRIMEB gefunden wurde. Die 'C,-Form kann als
Reaktionszwischenstufe angesehen werden, weil der O4(2)-
04(3)-04(4)-Winkel 161.5° betrédgt (Tabelle 1) — und nicht
128° wie der durchschnittliche Winkel in -Cyclodextrin — und
damit zur elliptischen Verzerrung des Makrocyclus fithrt. Aus
dieser Konformation ist nur eine weitere leichte Drehung der
IC,-invertierten Glucoseeinheit und die Umkehr zur ,,norma-
len“ *C,-Sesselform nétig, um den Band-Flip zu vervollstén-
digen.

Bemerkenswert ist, da3 bisher alle partiell und vollstindig
methylierten Cyclodextrine, die aus heilem Wasser kristalli-
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siert wurden, in ihren molekularen Hohlrdumen keine
Wassermolekiile enthalten. Das Verdringen der Wassermo-
lekiile aus dem Hohlraum scheint die treibende Kraft fiir die
Kristallisation dieser Verbindungen zu sein. ,,Leere* Hohl-
rdume konnen aber nur dann erhalten werden, wenn ihre
Volumina entweder erheblich verringert oder wenn ihre
Offnungen vollig blockiert werden. Dieses Prinzip erfordert
fiir Cyclodextrine unterschiedlicher Grofe auch unterschied-
liche Strukturdnderungen, ist aber immer mit einer Ein-
wirtsdrehung von zwei oder drei O6-Methylgruppen verbun-
den, um den Hohlraum zu schlieen. Bei den drei perme-
thylierten Cyclodextrinen geht das SchlieBen der Hohlrdume
mit Strukturdnderungen einher, die vom einfachen Kippen
der Glucoseeinheiten iiber die Inversion der Sesselkonforma-
tion bis zur Drehung um 180° reichen. Wie mit eine Reihe von
Rontgenstrukturanalysen belegt, erfolgen diese Anderungen
nicht in Gegenwart eines Gastmolekiils, das den Hohlraum
ausfiillen kann.["’!
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Drei- und vierfache [2 4 2]-Cycloadditionen
cyclischer Diine als Folge sterischer Effekte —
auf dem Weg zu Polymeren**

Gebhard Haberhauer, Frank Rominger und
Rolf Gleiter*

Cyclische Diine konnen sowohl iiber einen intra- als auch
iiber einen intermolekularen Weg mit metallorganischen
Komplexen reagieren. Im letzteren Fall sollten definierte
Oligomere oder Polymere gebildet werden. Die Polymere
konnen einerseits in einer leiterdhnlichen Form bestehend aus
metallstabilisierten Cyclobutadienringen vorliegen; anderer-
seits ist auch ein zweidimensionales Netz aus aromatischen
Ringen, die durch Kohlenwasserstoffbriicken miteinander
verbunden sind, moglich. Zur gezielten Auswahl einer der
Reaktionswege ist deshalb die Kenntnis des Reaktionsmecha-
nismus von entscheidender Bedeutung. Ein Schliisselinterme-
diat in den Reaktionen von zwei oder mehreren Alkinein-
heiten mit Metallkomplexen ist das Metallacyclopentadien,
das von Yamazaki, Wakatsuki et al.l'l vorgeschlagen und auch
isoliert wurde. Aus dieser Hypothese folgerten wir fiir
cyclische Diine zwei Reaktionsmoglichkeiten: Bei groBen
Ringen sollte bevorzugt die intramolekulare Reaktion statt-
finden, bei kleineren cyclischen Diinen hingegen die inter-
molekulare Route eingeschlagen werden. Im letzteren Fall
betrug der Oligomerisierungsgrad stets zwei, d.h., nur
Cyclobutadieno-Superphane entstanden. Bei der Verwen-
dung von Diinen mit einer Disilyltetramethylbriicke auf der
einen Seite und einer relativ langen und flexiblen Kette
(CHg, CsHyy) auf der anderenP! waren die Ausbeuten an
Superphanen recht hoch. Bei unserer Suche nach hoheren
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Oligomeren stellten wir die Hypothese auf, daf kurze Ketten
auf beiden Seiten oder eine kurze zusammen mit einer
sterisch anspruchsvollen Briicke die Bildung hoherer Oligo-
merer begiinstigen sollte. Zur Uberpriifung dieser These
untersuchten wir die Reaktion von 1,1,2,2-Tetramethyl-1,2-
disilacycloocta-3,7-diin 1,1 1,1-Dimethyl-1-silacyclonona-3,7-
diin 2 und Cyclonona-1,5-diin 3®# mit Bis(ethylen)(1,5-
pentamethylcyclopentadienyl)cobalt 4, (»*-Cycloocta-1,5-
dien)(7°-cyclopentadienyl)cobalt 5 und (n*-Cycloocta-1,5-
dien)[#’-(methoxycarbonyl)cyclopentadienyl]cobalt 6 (Sche-
ma 1).

A= -, -
I
] Si
/Si; — ~ @
/
1 2 3
|
1 (Co"Co(CH) 4 l
C|>p‘ Cp* Cp*
[ [
Co Co
' &
7 8 9
Cp* Cp* Cp*
I | i
\\Si Co Co Co
A2 b7 i d
=-Si
SO/ /7 Si— %
—Si 1 i \ i
(llo lCo fl.io
Cp* Cp* Cp*
10 11 12
Schema 1.

Die Umsetzung von 1-3 mit 4 bei 60°C lieferte die
entsprechenden Superphane 10-12. Alle drei Superphane
gehoren zur Punktgruppe C,,. Die Strukturen von 10-12
konnten durch Kristallstrukturanalysen eindeutig bestétigt
werden.P! Die ausschlieBliche Bildung der C,,-Isomere kann
dadurch begriindet werden, dafl der geschwindigkeitsbestim-
mende Schritt die Bildung eines tricyclischen Metallacyclus
ist..3 Die Ausbeuten der Superphane 10—12 sind gering (12,
10 bzw. 3 % ) verglichen mit denen, die bei der Reaktion von
4 mit 1,1,2,2-Tetramethyl-1,2-disilacycloundeca-3,10-diin und
1,1,2,2-Tetramethyl-1,2-disilacyclododeca-3,11-diin  erhalten
werden (50-60% ). Die niedrigen Ausbeuten sind vermut-
lich darauf zuriickzufithren, dafl in den tricyclischen Zwi-
schenstufen 7-9 aufgrund der kurzen Briicken die Kon-
formation bevorzugt eingenommen wird, in der die Dreifach-
bindungen und der Cyclobutadienring n#herungsweise
coplanar sind. Nur der relativ groe Platzbedarf des Cp*-
Rings erzwingt eine Konformation, in der beide Alkinein-
heiten in relative Nidhe zueinander in den Halbraum unter-
halb des Cyclobutadienringes gezwungen werden.
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