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Note 
- -- 

f H-N-m-r.-Nachweis von Cyclodextrin-Nitroxidradikal-Komplexen 

Faculty of Pharmaceutical Sciences, Josai Uniwrrit_v_ Sakado, Saitama (Japan) 

(Eingegangen am 10. November 1981; angenommen am 22. Dezember 1981) 

Cyclodextrine, ringformige Oligosaccharide aus sechs, sieben oder acht a-D- 

Glucopyranose-Einheiten (cc-, b-, y-Cyclodextrin), bilden in wgbrigem Medium 
EinschluB-Komplese mit zahlreichen Gastmolekiilen’ -‘_ Einige unmittelbare Be- 
weise dafur sind anhand ‘H-N.m.r.-spektroskopischer Daten erbracht worden?-“, 
wobei beim Zusatz verschiedener diamagnetischer, aromatischer Gastmolekiile 

starke Anderun~en in bestimmten Protonensignalen der Cyc!odextrine hinsichtlich 

ihrer chemischen Verschiebung und der Kernrelaxation festgestellt wurden. 

In der vorliegenden Arbeit berichten wir erstmals iiber N.m.r.-Untersuchungen 

von Cyclodextrin-EinschIuBkompIexen unter Benutzun, m stabiler Nitroxidradikale 

als paramagnetische Sonden (N-m-r.-spin labelin, = method), ein Verfahren, fiir das 

es in Diologischen Systemen bereits verschiedene AnwendungsbeispieIe gibt” -’ 7_ 

Versetzt man eine Losung der Biomolektile mit paramagnetischen Molekiilen oder 

Ionen, so k6nnen sich die urspriinglich vorhandenen Signale als Folge der Verkiirzung 

der Relaxationszeiten Tr und Tz verbreitern sowie die Resonanzfrequenzen ver- 

schieben. 

Eine bestimmte Menge von r- oder j?-Cyclodextrin wurde zu verdiinnten D,O- 

Lasungen der stabilen Nitroxidradikale, z.B. I, 2 oder 3, in verschiedenen Konzentra- 
tionen hinzugefii,ot. 

_4bbiIdung I zeigt beispielsweise den EinfluB der zunehmenden Konzentration 

der Nitroxidradikale auf die ‘H-N-m-r.-Spektren des &Cyclodextrins. Die Zuord- 

nungen der Protonensignale4- 6 sind in Abb. 1 angegeben. Unter den MeDbedingungen 
erschienen keine Protonensignale der Nitroxidradikale. 
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Abb. I. II-I-N.m.r.-Spektren (100 MHz) von @2yclodextrin (4,41mht in DoO) bei verschiedenen 
Konzentrationen der Nitroxidradikale: (a) 1, (b) 2 und (c) 3. Molverh3ltnis von jedern Radikal zu 
&Cyclodextrin: (A) 0.00, (EI) 0.0018, (C) 0.0092, (D) 0.055 (Linienlagen in p_p.m., bezogen auf den 
inneren Standard Natriurn-2,2-dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat). 

Wie as Abb. I ersichtlich ist, verschwinden einige Protonensignale, die den 

Wasserstoffkernen, H-3 und -5 entsprechen, bereits bei geringer Radikal-Konzentra- 
tion (7.94~~). Die iibrigen Signale, H-2, -4 und -6 entsprechend, verbreitern sich mit 
allm2hlicher Zunahme der Radikal-Konzentration. Dagegen gab es im Falle der 
anomeren Protonen praktisch keine Linienverbreiterung, sondem nur eine gering- 
fiigige Signalverschiebung von 6 4,95 nach 4,98. 

&nliche Ubergiinge der ‘H-N-m-r.-Spektren wurden such in allen anderen 
Cyclodextrin-Proben (CL- und y-Cyclodextrin) beobachtet. 

Die Wirkuog der Nitroxidradikale liegt in der Linienverbreiterung derjenigen 
Protonen, die sich in der NGhe des Einzelelektrons befinden. Im FaIIe der Cyclo- 
dextrine sind dies die auf der Innenseite’ des Molekiilhohlraumes gelegenen Protonen 
H-3 und -5, und aus dem beobachteteo Effekt 1%5t sich die Bildung von EinschluD- 
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komplexen folgem. Diese Befunde stimmen weitgehend iiberein mit dem E.s.r_- 

Nachweis’ ’ von Cyclodextrin-Nitroxidradikal-KompIexen. 
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 Kd (3,9m>r bei 30”) fur den /3-Cyclodextrin-1-Komplex wurde 
das Dissoziationsgleichgewicht berechnet. Bei Zusatz selbst einer verhZltnismll3ig 

grol3en Menge (1,2mlr) an 1 betrtigt der Anteil des komp:exbildenden p-Cyclodextrins 
nur 13 %. 

EXPERI>lNTELLER TElL 

Matei-ialien. - Vorbereitung, Identif?zie_rung 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 D1O (Deuterierungsgrad: 

99,75 “/‘,) deuteriert. 

Ailgenreine Vorschrift f2r die 1 H-N m.r_-~tlesslcltgen. - Eine Mischung von _ 

P-Cyclodextrin (5 mg, 441 pmol) und verschiedenen Mengen (1 nmol-30 pmol) 
eines Radikals in D,O (I mL) wurde zu Natrium-2,2-dimethyl-2-silapentan-5-sulfo- 
nat (1.5 mg, 6,SS pmol) hingefugt. Jede Probe wurde in ein konvenrionelles N.m.r.- 
MeDriihrchen (Durchmesser: -5 mm) eingefiihrt und auf einem JNM-PFf-100 
Get& bei 100 MHz vermessen. Die Probentemperatur wurde bei 23 I 1 o gehalten. 
Die Meggenauigkeit der chemischen Verschiebungen war to.02 p-p-m_ 
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