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Note

ftH-N.m.r.-Nachweis von Cyclodextrin-Nitroxidradikal-Kompiexen

Masaaki OHARA UND Junko Fukubpa
Facuity of Pharmaceutical Sciences, Josai University, Sakado, Saitama (Japan)
(Eingegangen am 10. November 1981; angenommen am 22. Dezember 1981)

Cyclodextrine, ringfoérmige Oligosaccharide aus sechs, sieben oder acht «-D-
Glucopyranose-Einheiten (z-, -, y-Cyclodextrin), bilden in waBrigem Medium
EinschluB3-Komplexe mit zahlreichen Gastmolekiilen® "2 Einige unmittelbare Be-
weise dafur sind anhand 'H-N.m.r.-spektroskopischer Daten erbracht worden*~!°,
wobel beim Zusatz verschiedener diamagnetischer, aromatischer Gastmolekiile
starke Anderungen in bestimmten Protonensignalen der Cyclodextrine hinsichtlich
ihrer chemischen Verschiebung und der Kernrelaxation festgestelit wurden.

In der vorliegenden Arbeit berichten wir erstmals iiber N.m.r.-Untersuchungen
von Cyclodextrin-EinschluBkomplexen unter Benutzung stabiler Nitroxidradikale
als paramagnetische Sonden (N.m.r.-spin labeling method), ein Verfahren, fiir das
es in biologischen Systemen bereits verschiedene Anwendungsbeispiele gibt!! 717,
Versetzt man eine Losung der Biomolekiile mit paramagnetischen Molekiilen oder
Ionen, so kénnen sich die urspriinglich vorhandenen Signale als Folge der Verkiirzung
der Relaxationszeiten 7, und 7, verbreitern sowie die Resonanzfrequenzen ver-
schigben.

Eine bestimmte Menge von - oder -Cyclodextrin wurde zu verdiinnten D,O-
L3sungen der stabilen Nitroxidradikale, 2.B. 1, 2 oder 3, in verschiedenen Konzentra-
tionen hinzugefiigt.
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Abbildung 1 zeigt beispielsweise den EinfluB der zunehmenden Konzentration
der Nitroxidradikale auf die 'H-N.m.r.-Spektren des S-Cyclodextrins. Die Zuord-
rungen der Protonensignale* ™ sind in Abb. 1 angegeben. Unter den MeBbedingungen
erschiener keine Protonensignale der Nitroxidradikale.
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Abb. 1. *H-N.m.r.-Spektren (100 MHz) von B-Cyclodextrin (4,4lmm in D20) bei verschiedenen
Konzentrationen der Nitroxidradikale: (@) 1, (b) 2 und (c) 3. Molverhidltnis von jedem Radikal zu
B-Cyclodextrin: (A) 0.00, (B) 0.0018, (C) 0.0092, (D) 0.055 (Linienlagen in p.p.m., bezogen auf den
inneren Standard Natrium-2,2-dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat).

Wie as Abb. 1 ersichtlich ist, verschwinden einige Protonensignale, die den
Wasserstoff kernen, H-3 und -5 entsprechen, bereits bei geringer Radikal-Konzentra-
tion (7.94uMm). Die iibrigen Signale, H-2, -4 und -6 entsprechend, verbreitera sich mit
allmahlicher Zunahme der Radikal-Konzentration. Dagegen gab es im Falle der
anomeren Protonen praktisch keine Linienverbreiterung, sondern nur eine gering-
fiigige Signalverschiebung von & 4,95 nach 4,98.

Ahnliche Uberginge der *H-N.m.r.-Spektren wurden auch in allen anderen
Cyclodextrin-Proben (a- und y-Cyclodextrin) beobachtet.

Die Wirkung der Nitroxidradikale liegt in der Linienverbreiterung derjenigen
Protonen, die sich in der Niahe des Einzelelektrons befinden. Im Falle der Cyclo-
dextrine sind dies die auf der Innenseite’ des Molekiilhohlraumes gelegenen Protonen
H-3 und -5, und aus dem beobachteten Effekt 146t sich die Bildung von EinschluB3-
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komplexen folgern. Diese Befunde stimmen weitgehend iiberein mit dem E.s.r.-
Nachweis! 7 von Cyclodextrin-Nitroxidradikal-Komplexen.

Die in Abb. 1 gezeigten 'H-N.m.r.-Spektren bestehen durch Superposition der
Signale der komplexbildenden und freien Cyclodextrine. Auf Grund der gemessenen
Dissoziationskonstante K (3,9mM bet 30°) fiir den f-Cyclodextrin-1-Komplex wurde
das Dissoziationsgleichgewicht berechnet. Bei Zusatz seclbst einer verhiltnismiBig
eroBen Menge (1,2mM) an 1 betridgt der Anteil des komplexbildenden g-Cyclodextrins
nur 139;.

EXPERIMENTELLER TEIL

AMaterialien. — Vorbereitung, identifizierung und physikalische Daten der
verwendeten Cyclodextrine und Nitroxidradikale (1, 2 und 3) wurden in der voran-
gehenden Mitteilung'”? beschrieben. Vor der N.m.r.-Untersuchung wurden die OH-
Protonen der Proben durch wiederholte Lyophilization mit D,O (Deuterierungsgrad:
99,75 %) deuteriert.

Allgemeine Vorschrift fiir die ' H-N.m.r.-Messungen. — Eine Mischung von
B-Cyclodextrin (5 mg, 4,41 umol) und verschiedenen Mengen (I nmol-30 umol)
eines Radikals in D,O (1 mL) wurde zu Natrium-2,2-dimethyl-2-silapentan-5-sulfo-
nat (1.5 mg, 6,88 umol) hingefiigt. Jede Probe wurde in ein konventionelles N.m.r.-
MeBrohrchen (Durchmesser: ~3 mm) eingefithrt und auf einem JNM-PFT-100
Gerat bei 100 MHz vermessen. Die Probentemperatur wurde bei 23 +1° gehalten.
Die MeBgenauigkeit der chemischen Verschiebungen war +0.02 p.p.m.
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