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berechnet. Die durch ELISA ermittelten Werte wurden durch Gitterkop-
plermessungen bestitigt (F. Kleinjung, nicht gezeigt).

Expression der 16slichen Guanylatcyclase und Prézipitationsexperimente:
Die a,f;-Isoform der 16slichen Guanylatcyclase wird in Sf9-Insektenzellen
exprimiert.?) Die Zellen werden durch Zentrifugation bei 800 g fiir 10 min
gesammelt, in Pufferlosung (2 mm Dithiothreit, 2mm EDTA, 0.2 pm
Benzamidin, 0.5 mM Phenylmethansulfonsdurefluorid, 1 um Pepstatin A
und 50 mm Triethanolamin/HCI, pH 7.4) aufgenommen und durch Ultra-
schall lysiert; das Cytosol wird durch Ultrazentrifugation (200.000 g,
30 min, 4°C) gewonnen. — Das Syntrophin-PDZ-GST-Fusionsprotein wird
an Glutathion-Sepharose CL-4B (Pharmacia, Uppsala, Schweden) ent-
sprechend den Herstellerangaben gekuppelt. Proteinkonzentrationen
werden nach der Methode von Bradford? bestimmt. — Die Priézipitation
der Guanylatcyclase wird mit 2 mg cytosolischem Sf9-Zell-Protein und
1 mg Sepharose-gebundener PDZ-Domine in einem Volumen von 500 uL
(75 mm NaCl, 1 mm EDTA, 2 mm DL-Dithiothreit, 50 mm TEA, pH 7.4)
10 min bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Sedimentation der Sepha-
rose erfolgt auf Eis (5 min), anschlieBend werden die Proteine der
entsprechenden Fraktionen durch SDS-PAGE aufgetrennt (7.5proz. Gel).
Zur Detektion der Cyclase wird eine Immunoblot-Analyse, wie bei
Harteneck et al.l”?l beschrieben, durchgefiihrt. Die Antikorper sind gegen
das C-terminale Peptid der a,-Untereinheit (KKVSYNIGTMFLRETSL)
gerichtet.
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Ein polymeres Gastmolekiil wandelt Clathrat-
kifige in Kaniile um: Einkristall-Rontgen-
strukturanalyse von Tetra-n-butylammonium-
polyacrylat-Hydrat (nBu,NPA -40 H,0)**

Konstantin A. Udachin und John A. Ripmeester*

Ein tiefergehendes Verstdndnis der Hydratisierung von
Makromolekiilen ist hinsichtlich der Anordnung des Wassers
im engen Kontakt mit Biopolymeren sowie synthetischen
organischen Polymeren von bedeutendem praktischem und
theoretischem Interesse.[' Obwohl die strukturellen Aspek-
te der Hydratisierung von Biopolymeren gut untersucht
sind,¥ hauptsichlich aufgrund der Fortschritte in der Pro-
teinkristallographie und bei Computersimulationen,® erwies
es sich bislang als schwierig, hydratisierte Polymere mit
geniigend weitreichender Ordnung zu finden, um Beugungs-
bilder mit Auflosungen wie bei kleinen Molekiilen zu
erhalten. Hier berichten wir iiber die erste Strukturunter-
suchung eines in einem kristallinen Clathrat eingelagerten
Polymers, Polyacrylsdure (PA), mit Tetra-n-butylammonium-
hydroxid als zweiter Gastverbindung.

Den umfangreichen Arbeiten von Jeffrey et al.l® iiber die
Struktur von Alkylammoniumsalz-Hydraten mit verschiede-
nen kleinen anionischen Gegenionen folgend berichtete
Nakayamal’l iiber die ersten Hydrate mit polymeren Anionen.
Er ermittelte die Phasendiagramme von nBu,NPA-H,OF und
iAmyNPA-H,0 und beschrieb die ungefihre Zusammenset-
zung der Hydrate als nBu/NPA-30H,O und iAm,NPA -
42H,0. Bemerkenswerterweise fanden Bogatyrov et. al. "]
dal Tetra-n-alkylammonium-Polyhydrate auch innerhalb
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der Korner vernetzter Polyacrylsdureharze gebildet werden
konnen. Bisher ist keine Strukturinformation iiber feste
Hydrate einfacher organischer Polymere verfiigbar. Es wurde
ein Modell vorgeschlagen, ® nach dem die Polyacrylatketten
in dodekaedrischen (D-5'?)-Hohlrdumen['”! angeordnet sind.
Dieses Modell kann jedoch nicht stimmen, weil die vorge-
schlagene Struktur eine tetragonale Form des Hydrats der
Struktur I ist und es nicht moglich ist, eine Kette verkniipfter
D-Hohlrdume zu finden, wie sie das Modell fordert. AuBBer-
dem sollte ein in den Hohlrdumen vorhandenes Polymer das
Polymerhydrat relativ zur Bu,NOH-Hydratstruktur mit lee-
ren Hohlrdumen stabilisieren,l] aber statt dessen spricht das
Phasendiagramm vom nBu,NPA-Hydrat fiir eine geringere
Stabilitét.

Wir haben die Struktur vom nBu,NPA-Hydrat durch eine
Einkristall-Rontgenstrukturanalyse untersucht. Das nBu,N-
Ion in nBu,NPA -40H,0O 1 befindet sich in einem vierfach
unterteilten, verkniipften Ty;P-Hohlrauml®! (Abbildung 1; zur

Abbildung 1. Das Tetra-n-butylammoniumion im vierfach unterteilten,
verkniipften T;P-Superkifig.

Erlduterung der Nomenklatur siehe Lit. [10]), und das Poly-
mermolekiil liegt in einem aus modifizierten T-Hohlrdumen
gebildeten Kanal.”! Zwei T-Hohlrdiume mit gemeinsamer
horizontaler Fldche bilden das Grundsegment des Kanals. Ein
senkrechter Stapel wird durch Aneinanderreihen solcher
Grundsegmente gebildet, so daf3 alternierende Segmente
rechtwinklig zueinander stehen. Der eigentliche Kanal bildet
sich durch das Entfernen zweier Wassermolekiile aus jeweils
vier T-Hohlrdumen, so da man den Kanal als eine (T,),-
Anordnung auffassen konnte. Die Kohlenwasserstoffkette
des Polymermolekiils ist im Kanal iiber acht mogliche
Positionen fehlgeordnet; die Fehlordnung der Carboxygrup-
pen ist noch komplizierter. Das Kohlenstoffatom der Carbo-
xygruppe ist an jeder Kohlenwasserstoffkette iiber vier
mogliche Positionen fehlgeordnet, und auch die Sauerstoff-
atome besetzen jeweils eine von zwei moglichen Positionen.
Wihrend der Strukturverfeinerung wurden die Kohlenstoff-
atome der Kohlenwasserstoffkette in der Differenzkarte
gefunden. Die Kohlenstoff- und Sauerstoffatome der Carbo-
xygruppen wurden in berechneten Positionen vorgegeben und
isotrop verfeinert.
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Wegen ihrer sehr verschiedenen Periodizitdten wiirde man
nicht erwarten, daf3 das Polymer und das Hydratgitter
strukturell zueinander passen. Durch Faltung in eine kom-
plexe Spirale mit geeigneter Periodizitit paft sich jedoch das
Polymer bemerkenswert gut an das Hydratgitter an. Dies wird
durch das Vorliegen zweier Konformationen des Kohlen-
stoffgertists erreicht. Die erste ist eine all-anti-, die zweite eine
gauche-anti-anti-anti-Konformation. Die Polymerkette liegt
so im Kanal (Abbildung 2), daB3 einige der Carboxygruppen

Abbildung 2. Die Polyacrylat-Polymerkette in dem aus gestapelten T-Kai-
figen gebildeten Kanal. Nur eine der acht moglichen fehlgeordneten
Kettenkonformationen ist dargestellt. Wasserstoffbriicken-Wechselwir-
kungen zwischen den ,,hydrophilen* Carboxylatogruppen und dem Kanal
sind als dicke Linien eingezeichnet. Die iibrigen Carboxylatogruppen
liegen als hydrophobe Einheiten ohne starke gerichtete Wechselwirkungen
mit den im Kanal befindlichen Wassermolekiilen vor.

Wassermolekiile im Clathratgeriist ersetzen. Andererseits
gibt es auch einige Carboxygruppen in den Hohlrdumen, die
keine Wasserstoffbriickenbindungen zu Wassermolekiilen
bilden. Nach diesem Modell sind einige der groflen, den
Kanal bildenden T-Hohlrdume ausschlie8lich mit hydrophob
wechselwirkenden Carboxygruppen besetzt. Solche bimoda-
len Formen der Hydratisierung wurden kiirzlich auch bei
einer Struktur eines komplexen Clathrathydrats mit Cholin-
hydroxid beschrieben.['!]

Ungefihr 10 % der T- sowie alle kleinen D-Hohlrdume sind
unbesetzt. Diese Teilbesetzung der grolen Hohlrdume durch
die Polymerkette kann die Ursache fiir das Absinken des
Schmelzpunktes des Hydrats von 19°C (des inkongruenten
Schmelzpunktes von nBu,NOH - 32 H,O) auf 14.3°C sein. Das
Phénomen der Teilbesetzung grofer T-Hohlrdume ist unter
Beriicksichtigung jiingster Arbeiten iiber eine dhnliche tetra-
gonale Struktur?) von Bromhydrat mit nur zum Teil gefiillten
Hohlrdumen nicht weiter iiberraschend.
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Da im Mittel jede Carboxygruppe ein Wassermolekiil im
Gertiist ersetzt (auch der Ersatz zweier Wassermolekiile durch
eine Carboxygruppe ist moglich), errechnet sich die Zusam-
mensetzung des Hydrats zu Bu,NPA - 40 H,O, was Nakayamas
Ergebnissen recht nahe kommt.! Da nBu,NOH-32H,0O
(isostrukturell zu nBu,NF-32H,0M) und nBu,NPA -
40H,0 dieselbe Struktur haben, kann der Kanal durch
Kombinationen von nBuyN-Ionen und Polyacrylsduremole-
kiilen gefiillt werden. In Abhéngigkeit von den experimen-
tellen Bedingungen kann das Hydrat durch die Formel
nBu,NOH-32H,0 bei vollstindig mit nBu,N* gefiilltem
Kanal oder als nBu,N(PA),,-41.6 H,O!" bei vollstindig mit
Polymermolekiilen gefiilltem Kanal beschrieben werden.

Eine bemerkenswerte Eigenschaft dieser Struktur ist die
Variabilitdt der Kanalbildung der entlang der c-Achse ange-
ordneten Kifige durch Weglassen von je zwei Wassermole-
kiilen bei vier zusammenhidngenden T-Hohlrdumen. Auf3er-
dem zeigt die Struktur eine aufBlergewohnliche Flexibilitit
hinsichtlich der Carboxylatogruppen, die entweder hydro-
phob oder durch Ersatz eines oder mehrerer Wassermolekiile
in die Kifigstruktur eingebaut werden konnen. Ob das
Polymer bedeutend zur Gitterstabilitdt beitrégt, ist fraglich.
Es hat eher den Anschein, als wiirde das Polymer toleriert und
dafiir ein geringer Verlust an Geriststabilitdt in Kauf
genommen. Der Kanal ist auch ein Modell fiir die Hydrati-
sierung der hydrophoben Anteile der Polymerkette, obwohl
es wahrscheinlich ist, daf in Losung alle Carboxylatogruppen
mit Wassermolekiilen iiber Wasserstoffbriickenbindungen in
Wechselwirkung stehen. Die vorgestellten Ergebnisse zeigen
auch, daB die Bildung eines Hydrats im vernetzten Polymer
unter Einbau der anionischen Polymerkette im Hydratgitter
zwischen die Vernetzungen keine besonderen Probleme mit
sich bringen sollte,®! wenn das Polymerharz in ausreichendem
MaBe gequollen ist.

Experimentelles

nBu,NPA -40H,O 1 wurde aus einer wéBrigen Losung von nBu,NOH und
Polyacrylsdure (My=1000) bei +10°C kristallisiert. Die Kristalle waren
farblos mit deutlich erkennbaren Fldchen und hatten einen Schmelzpunkt
von +14.3°C. Ein Kristall mit der Gestalt eines tetragonalen Prismas
wurde fiir die Rontgenstrukturanalyse ausgewihlt.['"]
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2,2'-commo-Bis|2-ruthena-nido-1-(1°-pentame-
thylcyclopentadienyl)ruthenahexaboran(12) ]:
ein ungewohnliches, Ruthenocen-artiges
Ruthenaboran mit linearem Triruthenium-
fragment™**

Xinjian Lei, Maoyu Shang und Thomas P. Fehlner*

Die enge Beziehung zwischen der Metallaboranchemie und
der metallorganischen Chemie wird anhand der Existenz von
Paaren isoelektronischer Verbindungen deutlich, etwa
[(CO).FeB,H;] "2 und [(CO),Fe(17>-C,Hy) | sowie [ (17>-CsHs)-
CoB,H;]P! und [(1°-CsH;)Co(5*-C,H,)].**¥! Einer der faszi-
nierenden Aspekte dieser anorganischen Analoga metall-
organischer Verbindungen ist die groere Strukturvielfalt. So
sind sowohl [1-(7>-C;Hs)CoB,Hg] als auch [2-(7°-CsHs)-
CoB,H;] bekannt.> % In Kenntnis dieser Beziehungen sollte
es moglich sein, ausgehend von einem bekannten Metallocen,
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