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Zum EinschluBmechanismus des Modell-Enzyms
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D-3400 Gottingen, Hermann-Rein-Str. 3
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a-Cyclodextrin (2-CD) liefert aus Wasser in Gegenwart von Krypton bei 3 und 14 atii kristalline
EinschluBverbindungen der Zusammensetzung a-CD - (0.78 H,0, 0.48Kr)-5H,0 (A) und a-
CD - (0.28 H,0, 0.74Kr) - 5H,0 (B). Beide sind isomorph, Raumgruppe P2,2,2,. Die Strukturen
wurden aus etwa 3900 Rontgenreflexen geldst und bis zu einem R-Faktor von 8.8% verfeinert.
Obwoh! Kr mit 4 A van der Waals-Durchmesser etwa ebenso groB ist wie H,0, sind die Struk-
turen der Kr-Addukte von der des reinen a-CD - 2 H,O-Adduktes verschieden. Der 5.0 A groBe
Hohlraum im a-CD wird im H,0-Addukt durch Rotation zweier gegeniiberliegender Glucosen
zusammengezogen und dadurch gespannt. Im beinahe hexagonalen Kr-Addukt sind alle sechs
Glucosen annidhernd gleichwertig und das Kr besetzt statistisch fiinf verschiedene Lagen, um den
50 A weiten Innenraum auszufiillen. Es wird gefolgert, daB beim Austausch des Wassers gegen
Gastmolekiile frei werdende Konformations- und Wasserstoffbriickenenergic die Addukte
stabilisiert. Dieser Mechanismus erklirt, weshalb viele Gastmolekiile mit so unterschiedlichen
Eigenschaften eingeschlossen werden und wird im Zusammenhang mit der Enzym-Substrat-
Wechselwirkung diskutiert.

Topography of Cyclodextrin Inclusion Complexes, VII *

X-Ray Analysis of a-Cyclodextrin-Krypton Pentahydrate.
On the Inclusion Mechanism of the Model Enzyme

When crystallized from water under krypton pressures of 43 PSI (A) and 200 PSI (B), a-cyclo-
dextrin (x-CD) yields inclusion compounds of composition a-CD - (0.78 H,O; 0.48 Kr) - 5H,0 (A)
and a-CD-(0.28H,0, 0.74Kr)- 5SH,0 (B). Both the adducts are isomorphous, space group
P2,2,2,. The structures were determined from about 3900 X-ray data and refined to an R-factor of
8.8 9/, Although Kr has nearly the same van der Waals diameter as H,O (4 A), the structures of the
Kr and of the recently determined a-CD - 2H,O adduct are different. In the latter, the 5.0 A wide
cavity of o-CD is diminished by rotation of two glucoses, rendering the a-CD conformation strained.
In the almost hexagonal Kr-adduct, all six glucoses are approximately equivalent, the cavity is § A
in diameter and the Kr is statistically disordered over five positions. It is concluded that a-CD
adducts are stabilized through release of conformation- and hydrogen bonding energy when

* VI. Mitteil.: W. Saenger, K. Beyer und P. C. Manor, Acta Crystallogr., im Druck (1975). Ent-
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Gottingen und Max-Planck-Institut fiir Experimentelle Medizin, Gottingen 1974. Kurzmitteil.:
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the “empty” «-CD-2H,0 adduct transforms into any other adduct. This mechanism explains
why so many different guest molecules are enclosed and bears some relation to enzyme-substrate
interactions.

a-Cyclodextrin (Cyclohexaamylose, a-CD), das kleinste der durch Abbau von Stérke
mit Bacillus macerans erhaltenen ringformigen Oligosaccharide, schlieBt Substanzen
(Gastmolekiile) ein, deren Charakter von hydrophob bis hydrophil reicht: Paraffine,
Aromaten, Fettsduren, Amine, Azofarbstoffe, Pharmazeutika, Halogene, Polyhalogenide
und Salze. Die Cyclodextrine wirken in mehreren organischen Reaktionen als Katalysator
wie zum Beispiel bei der Hydrolyse von Phenylestern, von Penicillinderivaten, von
Carbonsiurederivaten und phosphororganischen Verbindungen. Auch vermégen sie die
Hydrolyse substituierter Mandelsdure-ithylester asymmetrisch zu induzieren (Uber-
sicht ! 73). Diese Eigenschaften der Cyclodextrine machen sie zu geeigneten Modellen
fiir Enzyme, mit denen die Bildung der Enzym-Substrat-Addukte und die katalytische
Enzym-Substrat-Wechselwirkung studiert werden kénnen?.

Bisher wurden als Bindungskrifte, die die EinschluBverbindungen der Cyclodextrine
stabilisieren sollen, hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen, van
der Waals- und Dipol-Dipol-Krifte diskutiert %), die stets nur fiir bestimmte Gastmole-
kiile, nicht aber fiir das ganze Spektrum der EinschluBbildner in Frage kamen., Rontgen-
strukturanalysen der Addukte von a-CD mit Wasser ), d. h. des ,,leeren” a-CD-Molekiils,
das in Wasser vorliegt, sowie mit Jod ®), n-Propanol ”’, Methanol®, p-Jodanilin® haben
die Natur der spektroskopisch beobachtbaren Konformationsinderungen'® wihrend
der EinschluBbildung erkldren konnen. Danach liegt das a-CD-Molekiil im Wasseraddukt
in einer verspannten Konformation vor und entspannt sich, wenn ein Gastmolekiil in den
Hohlraum aufgenommen wird — die Konformationsinderung besteht in der Rotation
zweier Glucosen und zweier C(6)— O(6)-Bindungen .

Da das Wassermolekiil mit ca. 4 A Durchmesser kleiner ist als der 5A weite Innenraum
des a-CD, kénnte die Konformationsumwandlung durch ein Nicht-Auffiillen des Hohl-
raums bedingt sein. In diesem Zusammenhang war es wesentlich, das a-CD - Krypton-
Addukt zu studieren, da Krypton mit 4 A Durchmesser dhnliche Dimensionen hat wie
Wasser, sich zudem aber inert verhilt und nur van der Waals-Kriften unterliegen kann.

1. Strukturbestimmung und Verfeinerung

Da die Patterson-Funktion des Kryptonaddukts A keinen signifikanten Schweratom-
vektor zeigte, wurde geschlossen, dal gas vom a-CD-Molekiil eingeschlossene Krypton-
atom statistisch ungeordnet vorliegt. Die Struktur wurde gelost, indem zur anfinglichen
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Tab. 1. Kristallographische Daten der a-Cyclodextrin - Krypton-Addukte

Herstellungsdruck 3 atii (A) 14 atii (B)
Raumgruppe P22,2, P2.2,2,
Zellkonstanten (A) a 14.29%(7) 14.337(7)
b 37.489(15) 37.402(13)
¢ 9.407(4) 9.446(4)
gemessene Dichte
(Flotationsmethode) g/cm? 1.47 1.51
Formelinhalt der C36He0030 Ci6Hg0010
asymmetr. Einheit -(0.78H,0-0.48Kr)- 5H,0O -(0.28H,0-0.74Kr): 5SH,0

Tab. 2. Atomkoordinaten und anisotrope Temperaturfaktoren von a-Cyclodextrin- Kr-5H,0
bei 3 und 14 atii in der Form
T=exp[—(b; h* + by;k* + bs3I*> + 2by,hk + 2b, 3kl + 2b,;5kD)].
Die in Klammern angegebenen Standardabweichungen beziehen sich auf die letzte Stelle und
wurden aus der kleinsten Quadrate-Korrelationsmatrix ermittelt
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Phasenbestimmung die Koordinaten der a-CD-Atome des mit dem Krypton-Addukt
fast isomorphen n-Propanol-Addukts benutzt wurden [Zellkonstanten des o-CD-n-
Propanol - 4.8 Hydrats: a = 14.292(4) A, b = 37.515(7) A, ¢ = 9.393(3)A]. Einer Diffe-
renz-Fourier-Synthese, die einem Vollmatrix-Verfeinerungszyklus nach der Methode der
kleinsten Quadrate folgte, wurden die Lagen der Kristallwassermolekiile entnommen.
Im Innenraum des a-CD zeigte sich zuniichst eine relativ gleichmiBig verteilte Elektronen-
dichte, die aber bei fortschreitender Verfeinerung der Struktur mehrere nicht voll besetzte
Lagen fiir das Krypton-Atom und ein Wassermolekiil erkennen lieB. Die Identifizierung
dieser ungeordneten Atomlagen erfolgte nach Abstandskriterien (s. unten). Nach 8 Zyklen
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isotroper Verfeinerung betrug der R-Faktor 11.4%; und konnte nach Einfihrung der
anisotropen Temperaturfaktoren und weiteren 3 Zyklen Verfeinerung auf 9.49/ gesenkt
werden. Nach Einsetzen der (berechneten) C — H-Wasserstoffatomlagen und einem weiteren
Verfeinerungszyklus, bei dem die mittleren Parameterinderungen weniger als § der
Standardabweichungen betrugen, ergab sich ein abschlieBender R-Faktor von 8.89 (A).
Die verbleibenden Elektronendichten in einer Differenz-Fourier-Synthese waren zu
gering, um weiteren ungeordneten Atomlagen zugeordnet werden zu kdnnen.

Auf den Datensatz des zweiten untersuchten Kristalls (B) wurden die Atom-Lagepara-
meter des ersten angewandt, was zu einem R-Faktor von anfinglich 249, fihrte. Die
Differenz-Fourier-Synthese bestitigte die Lagen der finf Hydratwasser-Molekiile, nicht
jedoch die Lagen der im Innenraum des Cyclodextrins eingeschlossenen Krypton-Atome
und des Wassermolekiils. Die Elektronendichte zeigte ausgepriigtere Maxima als im Addukt
A, doch muBten auch hier mehrere statistisch besetzte Atomlagen eingefiihrt werden.
Nach insgesamt 9 Verfeinerungszyklen und Einsetzen der Wasserstoffatome ergab sich
ein R-Faktor von 8.5% (B). Die Atomkoordinaten und anisotropen Temperaturfaktoren
fiir beide Addukte sind in Tab. 2 aufgefiihrt. Abb. 1 zeigt die Strukturen der Addukte A
und B im Vergleich mit der Struktur des a-CD - Hexahydrat-Komplexes.

2. Vergleichende Strukturbeschreibung des a-Cyclodextrin-Krypton-Addukts
a) Bindungslingen und -winkel, Konformation der Glucosen

In Abb. 2 sind die fiir die 12 Glucosen gemittelten Bindungslédngen und -winkel einge-
tragen. Wie frither bereits beobachtet, sind die C(5)—O(5)- und C(4)—O(4)-Bindungen
linger als der C— O-Standardwert ' V) von 1.426 A, wihrend die C(1)— O(5)- und C(1)~ O(4)-
Bindungen kiirzer sind. Der Winkel C(3)—C(4)—0O(4), 105°, ist kleiner als fiir einen
Tetraederwinkel von 109° zu erwarten wiire, wihrend C{4)— O(4) — C(1"), C(1)— O(5)— C(5)
und C(5)— C(6) — O(6) deutlich groBer sind '2).

0l6)
144
cBim
o COIFE o)
7Z{no 104
\( 153 )>1<1.2
n8. 108 10
O(L){\“-—fo(;(l.)uz mgc(}(),;;-ﬁou.)
152\ p0 ool 5
108C(3 M=t C(2) 108
144 109 m‘)(uz
R3] 0f3) ol2)

Abb. 2. Bindungsabstinde und -winkel, gemittelt aus den 12 Glucosen beider a-CD - Krypton-
Addukte. Standardabweichungen 0.01 A und 0.5° wurden aus den Elementen der kleinsten
Quadrate — Korrelationsmatrix — ermittelt

' [ E. Sutton, Intc{atomfc Distances and Molecular Configuration in Molecules and Ions,
Supplement, Special Publication No. 18, The Chemical Society, London 1965,
12} C(1') bezeichnet Atom C(1) der benachbarten Glucose.
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Die Glucosen liegen in der C1-Sesselkonformation vor. Die endocyclischen Interplanar-
winkel (Tab. 3) sind im (+)-gauche- oder im (- )-gauche-Bereich und zeigen weniger
Variation als die entsprechenden Interplanarwinkel im «-CD - Hexahydrat. Damit in
Ubereinstimmung sind auch die Abstiinde der Atome C(1) und C(4) von den besten Ebenen
durch C(2), C(3), C(5), O(5) recht konstant, Tab. 4. Dies deutet an, da8 sich die Glucosen
als recht starre Bauelemente verhalten.

Tab. 3. Interplanarwinkel in den Addukten A und B. Der Interplanarwinkel A—B—-C—D ist
Null, wenn die Bindungen A —B und C— D cis-planar stehen. Wird bei Blickrichtung entlang der
mittleren B—C-Bindung die entfernte Bindung relativ zur nahen Bindung im Uhrzeigersinn
gedreht, so wird der Interplanarwinkel positiv gezihlt.
Werte fiir das Wasseraddukt C sind nur angefiihrt, wenn deutliche Unterschiede zu den Krypton-
addukten bestehen

Inte=glana-=inkel Gluciae Nr.
1 2 3 4 5 []
Cr11-C2)-CEICLAY tay -54.9 -S3.1 -%0.3 -S50.8 -53.1 ~53.5
tey -54.9 -58.31 -55.7 -53.3 -53.8 -5%5,1
CE21-CUI31-CenEL5) tay 48.2 58,2 f0.8  47.1  S1.4  SC.2
[t S0.4  ST.4 7.4 35,5 58,3 Ss5,1
C3I-LLA1-CE51-01S) tA) -88.6 -SA.C -S1.9 -aT.8 -52.9 -52,3
t8) -49.8 -S8.1 -tA.8 -51.0 -S6.6 -55.2
CINI-C15)-0852t1) ) €0.2 S8.2 8.7 55,3 58,2  61.%
t8) $9.5  5S.T B, 58.3 53,9 EZ.1
CIEI-0451CIL-CIN ) ~E4.7 -64.0 -ECe? -61.5 -G0.1 -B4,2
81 —65.1 <~60.7 -58.8 -EC.Y -60.4 =6G.8
e€5I-S(11-Ce2Ct T ) $8.9  61.4  SA.2  S€.2  S58.2  S9.7
te) 61.0  58.8 TH.2  S£.5 53,8 59,2
0FSI-C(S)-CLE0L6} tar ~70.3 -73s2 -66.5 —-62.0 -5T.5 -68.5
tay -80.6 -71.2 -69.% —61.3 -56,9 -TC.Y
3 §3.3 -71.8 -E3.1 -70.3 63.7 —67.6
CEINI-CI5)-CEE0LEY tar 48,5 WALE  E5.1 88,7  53.2  62.9
t81 82.5 45,5 £2.3 Sk 88,7  61.5
3] S172.2  AT.1l £3.3  86.7 -171.7  59.5
Cr23-CL11-0CA*I—CLa*Ie (At ~130.3 -124.8 -130.7 -138.3 -125.5 -138.9
8y -128.3 -127.3 -133.2 -181.1 -128.9 -137.6
tcy ~126.5 -136.7 -133.0 -15B.0 -151.9 -138.8
CE1I-0IN* 1-CIA*I-CI3" )0 A 129.5 131.9 126.9 118.4 188.4 113.6
11 13102 131e8 171.8 113.0 150.5 117.2
tey 135.3 131.C 126.0 116.0 176.0 12C.6
CE51-C12)-0CN*1—CEat I tar 118.1 110.3 110.8 100.0 I113.8 103.3
t8) 113.6 113.8 1€3.9 101.3 115.0 108.1
13 112.8 104.8 1£7.5 8.5  90.8 10C.7
CC1)-0t8°3-CIA®I-Z5")e [Tyl -109.3 -107.7 -111.2 -126,2 -90.9 -12C.8
tey -112.9 -110.6 -112.6 ~128.8 -89,5 -122.6
tey -103.2 -11C.§ -115.8 -123.7 -69.3 -118.%

A B [ A B c
08 12-Cl1)2-CINI3-CINI3 172.2 172.1 167.6 Cl1)2-0(8)3-CI&)3-0IN1s -167.1 —1E9.7 -169.9
0C817-CCL13-000384-CLRI1N 16344 16€.5 1€5.9 Ce113-0¢4)18-ClAIN-0LNIS =170.1 -179.1 -172.9
08 IA-CCLIN-CLN)S-CINIS 18%.9 1597 187.6 T IA-0(815-CIN)5-0(8]6 —188,.8 -185.% -181.5
0N IS-CL{11S-CL816-CINIE6 1715 172.9 1874 Cl115-0(816-Cra16-0(811 -150.9 ~188.% -131.2
GENIE-CL1IE6-CINIL-CINIY 16C.0 161.4 16C.9 CILI6-D(811-CC4)1-0C822 -180.0 -179.7 -175.8
OfAII-CL1)I2-0E8)2-CINI2 170.6 171.6 171.1 C(111-0t8)2-CLa12-CLNI3 -168.8 =1€9.3 ~162.7

[C287ETan 3]
Atombezeichnung: O(4)2 bedeutet Atom O(4) der Glucose Nr. 2 (Abb. 1, C).

Die Orientierung der C(6)— O(6)-Bindungen ist nach ,auBen®, d. h. vom Zentrum des
a-CD-Rings weg gerichtet, Tab. 3, die entsprechenden Interplanarwinkel sind im gauche-
Bereich und zeigen maximale Variation von 23.7° fiir O(5)—C(5)—C(6)—O(6) von
Addukt B. Aus Tab.3 wird ersichtlich, daB im o-CD-2H,0-Addukt zwei Winkel im
gauche,trans-Bereich vorkommen.
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Tab. 4. Beste Ebenen durch a) die sechs O{4)-Atome, b) die zwolf O(2)-, O(3)}-Atome,
c) die Glucose-Atome C(2), C(3), C(5), O(5)

a) Abweicrkungen der glucosidiachen Snuﬁrstot’l‘utome von
der besien ibene durcn diese Atome in

Glucose O(4)-Atome C{1)-Atome C(4)-Atome
(a) (8} (A) B) (A) (8)

1 1542 -4 1595 15133 14793 »2071 » 1864
2 »1356 »1352 »3384 W37 »3167 »3173
3 ,0002 ,0126 50622 ,0560 5, 0565 20741
4 - 1175 -,1375 W2314 L2465 L0563 L0719
5 21021 L1167 »T1 %0 » 7508 »5868 ,6102
6 »0337 10325 ~3y1409 ~y1895 40222 -,0129
Evenengleicnungen: (A) ,0709x+,6532y4,75382-6,050320

(B) »0655x+,6481y+,75872-5,9633=0
(C) o -CD-Hexanydrat »1235x+,6330y+,76432-5,83907=0

b} Abweicnungen der 0(2) und 0(3)-Atome gdAg:§§E::%:n1:°§ der besten sbene durca die C(2),0(3),6(5)
von der besten Zbene durcn diese Atome in @

Glucose O(2)-Atome 0(3)-Atome Glucose C(1) c(2) c(3) c(a) c(5) 0(5)

) (8) (A) (8) (A) (8) (a) (B) (A} (B) (A) (B) (A) (B) (A) (B)
1 +301 y303 1036 ,030 1 ~,725-,728-,013-,001-,012 ,001 ,598 ,626 ,012-,001 ,013 ,001
2 .188 2236 2153 »163 2 -,b57-,675 ,002-,000-,002 ,00c ,645 ,715 ,602 ,000-,002~,000
3 -,182 -, 208 ~4097 -111 3 166, ,661-,006-,007 ,006 ,007-,628-,676~,006~,007 ,006 ,007
It -1l -123 -1 234 -1243 & ,657 ,669 ,006 ,0)3-,006-,012-,578-,641 ,006 ,013-)007=,014
5 »493 +509 1487 1533 5 -,645-,650-,012-,016 ,012 ,016 ,612 ,654-,013-,017 ,013 ,017
6 -,560 -,615 476 -,466 & -,To-,739-,013-,010 ,013 ,0l0 ,635 ,668-,013-,011 ,014 ,0t1

b) Die Konformation des Makrorings

Die Torsionswinkel um die o(1 —4)-glucosidischen Bindungen, Tab. 3, sind charakteri-
stische Strukturparameter des Makrorings und geben die Rotationen der Glucosen relativ
zu ihren Nachbarn an. Trotz der spiter beschriebenen betrichtlichen Unterschiede in der
Besetzung der Innenrdume der Addukte A und B ist die Makrokonformation der a-CD-
Molekiile in beiden Fillen praktisch gleich, doch bestehen zur Konformation des a-CD-
Molekiils im 2 H,O-Addukt erhebliche Unterschiede.

Rao et al.’® haben Konformationsenergien in Disacchariden in Abhingigkeit der
Winkel ® und @ (Tab. 3) unter Anwendung der Flory-Funktion berechnet. Die Winkel-
werte des a-CD-Molekiils in den beiden Kryptonaddukten liegen alle in der Nihe des
berechneten Energieminimums, das durch das Vorliegen von intramolekularen Wasser-
stoffbriickenbindungen zwischen den sekundiren Hydroxylgruppen benachbarter Glu-
cosen charakterisiert ist, O(2)H - - - O(3) bzw. O(3)H - - - O(2) (Tab. 5).

Tab. 5. Intramolekulare O(2) - - - O(3)-Absténde

A B C

o)1 —0(3)2 2920 2918 2.941
0Q22-0(3)3 2.882 2.869 3016
0(2)3 - 03} 2.922 2.869 2823
02K - 0(3)5 2.943 2.968 3.345
0(2)5 -0(3)6 3.143 3164 4.666
0(2)6-0(3)1 3.016 3010 3.025

Im a-CD - Methanol-Addukt konnten alle O —H - - - O-Wasserstoffbriickenbindungen lokalisiert
werden. Sie liegen im Bereich von 2.632—3.145 A, d. h. der lange* Abstand von 3.143 A (A) und
3.164 A (B) entspricht durchaus einer Wasserstoffbriickenbindung.

'3 V. S. R. Rao, P. R. Sundarajan, C. Ramakrishnan und G. N. Ramachandran in Conformation of
Biopolymers, Bd. 2, S. 721 ff., Academic Press, New York 1967.
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Im a-CD -2 H,0-Addukt hingegen sind die Bindungen O{2)5--- O(3)6 und zwischen
O(2)4 - - - O(3)5 aufgebrochen (Abb. 1) und der entsprechende ®, @'-Wert fiir Glucose S
fallt nicht ins Energie-Minimum. Der a-CD-Torus ist also im Kryptonaddukt an der
0O(2)— O(3)-Seite regelméBiger und enger als im 2H,0-Addukt, und die dadurch még-
lichen Wasserstoffbriickenbindungen konnen stabilisierend auf die Konformation des
Molekiils einwirken.

In Tab. 6 ist die Geometrie des von den O(4)-Atomen gebildeten Sechsecks beschrieben.
Es wird deutlich, daB das a-CD-Molekiil im Kryptonaddukt der hexagonalen Symmetrie
niherkommt als im «-CD -2H,0-Addukt. Der extreme Wert von 9.185A fiir eine der
O@4) - - O@@)-Diagonalen im o-CD-2H,0-Addukt zeigt augenfillig die ,verzerrte*
Form des Rings. Auch die unregelméBigen Abstinde zwischen benachbarten-O(4)-Atomen
im o-CD-2H,0-Addukt reflektieren die Spannung im Makrozyklus, wahrend im
a-CD - Krypton-Addukt regelmiBige Abstinde vorherrschen.

Tab. 6. Geometrische Daten fiir das durch die O(4)-Atome beschriebene Sechseck der Krypton-
addukte A, B und des Wasseraddukts C

a) O(4) - - - O(4)-Abstdnde innerhalb der b) Diagonale O(4) - - - O(4)-Abstinde
Glucosen (A) A
A B (o) A B C
O@)6---O@I® 423 425 428 O@)1---O@¥ 858 865 851
O@)1.--0@2 414 416 441 O@)2.---0@)5 845 844 801
O@)R---0@)3 432 432 423 O@)3---O@6 832 831  9.19
0O(4)3 .- O(4¥4 424 4.28 4.10 Mittel 8447 8465 8.593

O} - - - O(4)5 4.19 4.18 441
O(4)5---0O4)6 4.25 4.25 443

Mittel 4211 4237 4307
¢) Winkel
A B C
O4)6---O(4)1 --- O(4)2 1189 1179 1240
O@d)1---0(4)2---O(4)3 119.1 119.6 1244
O@4)2---0@4)3 - - - O(4}4 121.9 1220 1158
O(4)3--- 04} --- O(4)5 117.4 116.5 119.0
O4)4---O(4)5--- O4) 120.7 121.3 129.0
O4)5--- O(4)6--- O(4)1 121.2 121.9 107.3
Mittel 119.8 119.8 1199

® Zur Atombezifferung s. FuBnote in Tab. 3.

¢) Packung der a-Cyclodextrinmolekiile; intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen

Entsprechende Wasserstoffbriickenbindungen der beiden Kryptonaddukte unterschei-
den sich nur sehr geringfiigig. Die Hydroxylgruppen des o-CD sind alle an Wasserstoff-
briickenbindungen beteiligt und auch die Wasserstoffbriickenbindungen der fiinf Kristall-
wassermolekiile sind gut ausgeprigt. Das Wassermolekill H,O (4) ist auf zwei Lagen
verteilt mit den Besetzungszahlen m; = 0.63, my = 0.38 beim Addukt A und m; = 0.65,
my = 0.36 im Addukt B.
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Die Anwendung der Symmetrieoperationen zeigt, daB die untereinander durch Wasser-
stoffbriicken verbundenen Wassermolekiile eine sich um die Cyclodextrinmolekiile
windende, durch den gesamten Kristall ausgedehnten Kette bilden. Lediglich das Wasser-
molekiil H,O(3) ist nicht an dieser Kette beteiligt. Die Kristallwasserstruktur im o-
CD - 2H,0-Addukt unterscheidet sich von der Struktur in den beiden Kryptonaddukten,
da auBer den eingeschlossenen zwei Wassermolekiilen nur vier Kristallwassermolekiile zur
Verfiigung stehen.

Die Symmetriebeziehungen zwischen den a-CD-Molekiilen sind in Abb.3 gezeigt.
Alternierende Reihen von Molekiilen sind um a/2 gegeneinander versetzt angeordnet, wo-
durch voneinander isolierte a-CD-Hohlrdume entstehen. Die Struktur gehdrt damit zum
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Abb. 3. Sterco-Packungsbild des Cyclodextrin- Kr-Addukts (A). O--- O-Wasserstoffbriicken-
bindungsabstinde <3.0A sind mit je zwei diinnen Strichen eingezeichnet, C—O- und C—-C-
Bindungen als dicke Linien. Kleine, mittlere, groBe Kreise bedeuten C, O, H,O-Atome

d) Unordnung im a-Cyclodextrin-Innenravm

Die Besetzung des Innenraumes im Kryptonaddukt ist ungeordnet, da der Makroring
des Wirtsmolekiils sich nicht den 4 A groBen Gastteilchen angepaBt hat. Der zur Verfiigung
stehende Raum von 5.0 A Durchmesser kann durch die volle Besetzung nur einer genau
definierten Krypton-Lage nicht voll gesittigt werden. Die , Auffiillung“ des Hohlraums
erfolgt daher statistisch.

Anhand der unterschiedlichen van der Waals-Abstinde Kr---O, Kr.--H-C und
O---H-0, O---H-C wurden die Elektronendichtemaxima Krypton- oder Wasser-
Sauerstoffatomen zugeordnet und in den anisotropen Verfeinerungszyklen die Besetzungs-
zahlen m dieser Lagen verfeinert. Zur Identifizierung dienten zwei Préamissen:

1. Liegt ein Elektronendichtemaximum nzher als 20A + 1.4A = 34A an cinem
Sauerstoffatom des Cyclodextrins oder niher als 20A + 1.1 A = 3.1 A an einem Methin-
Wasserstoffatom, so handelt es sich bei dem diese Lage einnehmenden Teilchen um ein
Wassermolekiil. Umgekehrt handelt es sich um ein Kryptonatom, wenn diese Radien
deutlich iiberschritten werden.

149 R. K. McMullan, W. Saenger, J. Fayos und D. Mootz, Carbohydr. Res. 31, 37 (1973).
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2. Ist eine erste Zuordnung erfolgt, so ist innerhalb bestimmter Radien die gleichzeitige
Existenz anderer Teilchen in diesem diskreten Innenraum verboten.

In Tab. 7 sind die charakteristischen Abstinde im Innenraum dargestellt und die dazu
angenommenen Atome mit ihren Besetzungszahlen eingetragen. Aus den so erhaltenen
Zusammensetzungen (Ci3sHgpO30)-(0.78 H,O -0.48Kr)- SH,0 (A) und (C36HgoO30) -
(0.28H,0 - 0.74Kr)- SH,O (B) errechnen sich Dichten 1.470 g/cm® (A) und 1.490 g/cm?
(B), die im Rahmen der MeBgenauigkeit (+0.02 g/cm®) mit den nach der Flotations-
methode gemessenen Dichten iibereinstimmen (1.471 g/cm® (A) und 1.506 g/cm® (B)).

Man sieht aus Tab. 7, daB selbst ein relativ kleiner Gast wie das Kryptonatom nicht in
van der Waals-Kontakt (etwa 3.4 A) mit den O(4)-Sauerstoffatomen kommen kann,
sondern daB es von den Methin-Wasserstoffatomen (mittlerer Abstand 3.2 A) ferngehalten
wird, so daB der Abstand zu den O(4)-Sauerstoffatomen auf ca. 3.8 A erweitert ist. Wechsel-
wirkungen mit den ungebundenen Elektronen der glucosidischen (,dtherartigen*) Sauer-
stoffatome diirften daher auch bei den anderen in der Regel groBeren Gastmolekiilen keine
Rolle spielen.

Aufgrund der hexagonalen Symmetrie des a-CD ist ein hexagonales ,Raster* fiir die
Kryptonlagen im Hohlraum denkbar. In Abb.4 sind die insgesamt sechs Kryptonlagen
beider Addukte iibereinanderprojiziert. Die Kryptonschwerpunkte fiillen ein Sechseck mit
ca. 1.1 A Diagonalliinge aus, dessen eine Seite gegeniiber der am meisten rotierten Glucose
5 nicht besetzt ist.

Abb. 4. Ausfiillung des Sechsecks, das alle méglichen Lagen fiir ein eingeschlossenes Krypton-
atom umfaBt. Die in den Addukten A und B gefundenen Positionen sind gemeinsam eingetragen.
Die Diagonale des Sechsecks betrigt 1.1 A

3. Diskussion des a-Cyclodextrin-EinschluBmechanismus;
a-Cyclodextrin als Enzym-Modell
a) Die zwei Zustiinde des a-CD-Molekiils

Wie in der vorliegenden Strukturstudie der bei 3 und 14 atii entstandenen «-CD-
Kryptonaddukte gezeigt wurde, nimmt das a-CD-Molekiil jeweils eine Konformation
mit fast hexagonaler Symmetrie an, die O(2) - - - O(3)-Wasserstoffbriicken sind ausgebildet,
und alle C(6)— O(6)-Bindungen zeigen radial nach ,auBen“ (Abb. 1). Das eingeschlossene
Kryptonatom hat mit 4 A einen kleineren Durchmesser als der 5.0 A weite Innenraum des
a-CD-Molekiils und ist deshalb statistisch iiber mehrere Lagen verteilt — es ,,schlackert®.
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Eine dhnliche Konformation des a-CD-Molekiils wie im Kryptonaddukt wurde in den
Addukten mit Jod ®, n-Propanol ”’, Methanol® und p-Jodanilin® gefunden, wiihrend es
im Addukt mit Wasser, a-CD - 2H,0, in einer anderen Konformation vorliegt **". Hier
sind zwei der sechs C(6) - O(6)-Bindungen nach ,,innen“ gerichtet, um mit einem der beiden
eingeschlossenen Wassermolekiile Wasserstoffbriickenbindungen zu bilden. Die entspre-
chenden Glucosen sind gegen das Zentrum des a-CD-Molekiils rotiert, derart, daB der
a-CD-Hohlraum verkleinert wird und die Wassermolekiile feste, voll besetzte Lagen ein-
nehmen. AuBerdem werden zwei der sechs O(2)- - - O(3)-Wasserstoflbriickenbindungen
gebrochen (Abb. 1). Die Rotation der beiden Glucosen gegeniiber den anderen vier Glu-
cosen bewirkt, daB das a-CD-Molekiil im a-CD - 2H,0-Addukt in einer Konformation
vorliegt, die im Verhiltnis zu der in den anderen Addukten beobachteten Konformation
gespannt ist und damit einem erhéhten Energieinhalt entspricht. Dies bedingt, daB mit
einer Adduktbildung eine Erniedrigung der Konformationsenergie des a-CD-Molekiils
einhergeht und der Ring von O(2)--- O(3)-Wasserstoffbriicken voll ausgebildet werden
kann. :

Ein wesentlicher Punkt ist, daB das a-Cyclodextrinmolekiil offenbar nur in zwei ver-
schiedenen Konformationen (Energiezustinden) vorkommt: In der gespannten Konfor-
mation des a-CD - 2H,0-Addukts und in' der entspannten Konformation der anderen
Addukte. Bei den ,,anderen Addukten* paBt sich das a-CD-Molekiil der Geometrie des
Gastmolekiils nicht an, wenn die Gastmolekiile kleiner als 5.0 A im Durchmesser sind.
Im Fall der Krypton-, Methanol- und n-Propanoladdukte besetzen die Gastmolekiile
statistisch mehrere Lagen, um den fast hexagonalen 5.0 A weiten a-CD-Hohlraum zu
erfiillen. Hat ein Gastmolekiil groBere Dimensionen als 5.0 A, wie beim p-Jodanilin, so
kann das a-CD-Molekiil elliptisch verspannt werden®.

b) Der Mechanismus der a-CD-Adduktbildung; Analogie zu Enzymen

Aufgrund dieser Betrachtungen ldBt sich ein Mechanismus fiir die Adduktbildung des
a-CD-Molekiils formulieren (Abb. 5): In wiBriger Losung liegt das a-CD als a-CD - 2 H,0-
Komplex mit erhohter Spannungs- und Wasserstoffbriicken-Energie vor. Wird in diese
Losung eine Substanz gebracht, deren Molekiile klein genug sind, um in den a-CD-
Hohlraum aufgenommen zu werden, so entldBt das a-CD-Molekiil die beiden eingeschlos-
senen Wassermolekiile, gleichzeitig entspannt es sich zur fast hexagonalen Konformation
und nimmt ein Substrat-Molekiil in seinen Hohlraum auf. Man kann sich vorstellen, da3
die EinschluBbildung nicht direkt (Weg A), sondern iiber verschiedene Zwischenstufen
(Weg B und C) erfolgt, die auch fiir die Enzym-Substrat Komplexbildung gefordert wurden.

Es ist nicht moglich, aufgrund der jetzt vorliegenden Daten zwischen den verschiedenen
Wegen zu differenzieren. Es ist aber klar, daB der Eintritt des Substrats in den o-CD-
Hohlraum durch sterische Eigenschaften des Substratmolekiils kontrolliert wird®),
und es ist bekannt, daB die thermodynamischen Daten fiir die Bildung der a-CD-Addukte
fiir eine groBe Anzahl von Substraten dhnlich sind %!, ein Hinweis darauf, daB spezi-
fische a-CD-Substrat-Wechselwirkungen nur wenig zur Komplexbildung beitragen.

15) W, Saenger in Environmental Effects on Molecular Structure and Properties, Bd. VIII der
Jerusalem Symposia on Quantum Chemistry and Biochemistry 1975, herausgegeben von
 E.D. Bergmann und B. Pullman.
34'
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- und B-Cyclodextrine wurden vielfach als Modell-Enzym verwendet 2. Fiir Enzyme
wurde gefordert und auch experimentell bestétigt, daf} sie sich nicht starr dem Substrat
gegeniiber verhalten, sondern bei der Komplexbildung mit dem jeweiligen Substrat ihre
Konformation wenig, doch sichtbar dndern'®. Eine Konformationsinderung fiir das
a-CD-Molekiil wurde bei der a-CD-Adduktbildung ebenfalls beobachtet. SchlieBt man
vom Modellfall a-CD allgemein auf Enzyme, so ist anzunehmen, daB Enzyme in wéBriger
Losung vor der Substratbildung dhnlich wie das a-CD-Molekiil in gespannter Konfor-
mation vorliegen und mit der Aufnahme eines Substrats in das aktive Zentrum einen ent-
spannten Zustand fiir den Enzym-Substrat-Komplex erreichen. Dies wiirde einerseits
die Komplexbildung energetisch begiinstigen, andererseits einen wichtigen Beitrag zur
Enzymspezifitit liefern.

otCD 2H20 WCD'ZHZO
gespannt entspannt
H,0 aktiviert

o¢CD-2 Hp0'S o=CD S

gespannt entspannt
Substrat an Aufenseite

® = OI6)H
o= DI2H, OIH

Abb. 5. Schematische Darstellung der a-CD - Substrat-EinschluBreaktion. Das ,Jleere* a-CD-

Molekiil in der linken oberen Ecke entspricht dem a-CD - 2H,0-Komplex **. Vier der sechs

0O(2)- - - O(3)-Wasserstoffbriickenbindungen sind gekniipft, und das Molekiil ist in einem ge-

spannten, energiereichen Zustand. EinschluBbildung via A, B oder C fiilrt das a-CD-Molekiil in

einen entspannten Zustand iiber mit einem geschlossenen Ring von O(2)-- - O(3)-Wasserstoll-

briickenbindungen. H,O* bedeutet ,Wasser im angeregten Zustand“, Wasserstoffbriicken-
bindungen sind gestrichelt gezeichnet

Die Autoren danken Herrn Prof. F. Cramer fiir groBziigige Forderung dieser Arbeit und Frau
U. Bergmann fir geschickte technische Mithilfe. Die Berechnungen wurden mit dem UNIVAC
1108 Computer der Gesellschaft fiir wissenschaftliche Datenverarbeitung GmbH, Géttingen, mit
teilweiser Unterstiitzung von der Deutschen Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt.

16 D. E. Koshland jr., Sci. Am. 229, 52 (1973).
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Experimenteller Teil

WiBrige, 0.1 M a-CD-Lésungen wurden bei Kryptondriicken von 3 und 14 atii 7 Tage im Auto-
klaven eingeschlossen. Es entstanden farblose, prismatische Kristalle, die an der Luft triibe und
rissig werden und beim Losen in Wasser Krypton-Blischen freisetzen ' ”. Die Kristalle wurden fiir
rontgenographische Untersuchungen in Quarzkapillaren eingeschlossen. Daten fiir das bei 3 und
14 atii gemessene Addukt werden in den Tabellen, den Abbildungen und im Text mit A und B
unterschieden.

Die Intensititsdaten wurden mit einem STOE-Vierkreisdiffraktometer bei Ni-gefilterter
Cu-K,-Strahlung durch Anwendung der w/2©-Abtastung mit stationiren Hintergrundmessungen
vor und hinter jedem Reflex gemessen. Die Anzahl der bis zu einem Glanzwinkel © = 55%
gesammelten Reflexe betrug 3953 (A) und 3880 (B). Die Schwankungen von drei nach je 100 Reflexen
gemessenen Referenzreflexen betrugen in beiden Fillen weniger als 7 %. Wegen der geringen linearen
Absorptionskoeffizienten (ca. 15 cm™") und der geringen Dimensionen der verwendeten Kristalle
(ca. 0.3 x 0.2 x 0.2 mm?3) wurden die Daten lediglich fiir Hintergrundstreuung und geometrische
Faktoren korrigiert.

' F. Cramer und F. M. Henglein, Chem. Ber. 90, 2572 (1957).
[267/75]



