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The crystal structure of ectoine (1.4,5,6-tetrahydro-2-methyl-4-pyrimidine carboxylic acid) iso-
lated from the extremely halophilic phototrophic bacterium Ectothiorhodospira halochloris was
determined by X-ray analysis. This novel cyclic amino acid forms zwitterionic molecules with
delocalized m-bonding in the N-C-N group of the hydrated pyrimidine ring. The molecules are
connected by N-H...O hydrogen bonds. The excellent solubility of ectoine in water can be
explained by its structural features which also account for its function as a compatible solute in
halophilic bacteria.

Einleitung o CH,

Untersuchungen zur Osmoregulation extrem halo- [ | |
philer phototropher Bakterien der Gattung Ecto- _C
thiorhodospira haben gezeigt, dafl diese Organis-
men, die aus alkalischen Salzseen des Wadi Natrun
in Agypten isoliert wurden [1], hauptsichlich Betain
akkumulieren und als ,,compatible solute® verwen- /CHz
den [2]. H’F

Daneben wurde unter bestimmten Kulturbedin-
gungen (Salzstref3, exponentielle Wachstumsphase) CH;
eine weitere, bisher noch unbekannte Aminoverbin-
dung entdeckt, die zwar in deutlich geringerer Kon-
zentration als Betain vorliegt, aber vermutlich eben-
falls eine osmoregulatorische Funktion hat. Bei die-

ser Verbindung handelt es sich um die zyklische
Aminosédure 1,4,5,6-tetrahydro-2-methyl-4-pyrimi-
dincarbonséure, fiir die der Trivialname Ectoin vor-
geschlagen wurde [3].

Das Molekiil liegt den Massenspektren zufolge in
der Gasphase in undissoziierter Form vor. In wéssri-
ger Losung dagegen dissoziiert die Verbindung und
bildet Zwitterionen.
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Von den angegebenen moglichen Isomeren war
die Struktur III mit delokalisierter Doppelbindung
aufgrund der “C-NMR-Daten als die wahrschein-
lichere anzusehen. wenngleich ein endgiiltiger Be-
weis dazu noch ausstand. Zur Kldarung der Molekiil-
geometrie und der Bindungsverhiltnisse im Molekiil
haben wir daher eine Rontgenstrukturanalyse durch-
gefiihrt, Gber die wir im folgenden berichten.

Strukturbestimmung

Ectoin wurde wie in [3] beschrieben aus dem Bak-
terium Ectothiorhodospira halochloris isoliert. Ein-
kristalle wurden als farblose viereckige Sdulen durch
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langsames Abkiihlen einer warmen geséttigten Lo-
sung in Methanol erhalten.

Die Rontgenreflexe wurden auf einem Vierkreis-
diffraktometer CAD4 (Enraf Nonius) mit Mo-K_-
Strahlung und Graphitmonochromator vermessen.
Die Gitterkonstanten wurden anhand von 25 ausge-
wihlten Reflexen bestimmt. Nach den systemati-

Tab. I. Kristallographische Daten.
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schen Ausloschungen (hOO nur fir h = 2n, 0kO
nur fiir k = 2n und 001 nur fir 1 = 2n vorhanden)
ergab sich fir die orthorhombisch kristallisierende
Substanz die Raumgruppe P2,2,2,. Die Zahl der For-
meleinheiten in der Elementarzelle wurde anhand
raumchemischer Uberlegungen (0,018 nm® pro
Atom C, N und O) abgeschitzt. Die kristallographi-
schen Daten sind in Tabelle I zusammengestellt.
Die Lagen der Kohlenstoff-, Stickstoff- und Sauer-
stoffatome konnten mit direkten Methoden ermittelt
werden, die der Wasserstoffatome aus anschlief3en-
den Differenz-Fourier-Synthesen. In den Verfeine-

Raumgruppe (Nr.) P2,2,2, (19) rungsrechnungen wurden die an Kohlenstoff gebun-
ElzTe;t]arze”e 756.3(5) denen Wasserstoffatome mit idealer Geometrie, die
b [gm] 924‘2(3) an Stickstoff gebundenen individuell beriicksichtigt,
¢ [pm] 1331,9(3) jeweils mit einem gemeinsamen isotropen Tempera-
Vim] 0,931 turfaktor. Die iibrigen Atome erhielten anisotrope
Formeleinheiten je Zelle 4 ’ . : A
Simimenformal C.H..N.O. CH-OH Temperaturfaktoren. Die Atomkoordinaten sind in
611101 Y22 3 . . . . .
Molmasse [g mol™! 174,20 Tabelle II, Bindungsabstinde und -winkel in Abbil-
g ] ' g
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davon verwendet 808 konnen beim Fachinformationszentrum Energie-Physik-
mit o ()/I < 0,5 Mathematik GmbH, D-7514 Eggenstein-Leopoldshafen
verfeinerte Parameter 117 2, unter Angabe der Hinterlegungsnummer CSD-51497,
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Tab. II. Atomkoordinaten, dquivalente isotrope (U.,)" und

isotrope Temperaturfaktoren (U).

Atom X y Z Uy
N(1) 0,2816(8) 0,0704(6) 0.2416(4) 0,055
C(2) 0,3981(8) 0.1603(7) 0.,2796(4) 0,045
N(3) 0,3717(6) 0.2289(5) 0,3639(3) 0,044
C(4) 0,2131(7) 0,2078(6) 0,4258(4) 0,040
C(5) 0,0611(7) 0,1669(7) 0,3582(4) 0,046
C(6) 0,1118(8) 0,0401(8) 0.2918(5) 0,057
C(7) 0,5656(8) 0,1862(9) 0.2236(5) 0,064
C(8) 0,2474(8) 0,0937(6) 0,5072(4) 0,044
O(9) 0,3851(7) 0,0222(6) 0,5087(4) 0,087
O(10) 0,1279(6) 0,0826(5) 0,5728(3) 0,058
C(11) 0,7589(11) —0,1485(9) 0,4643(7) 0,094
0(12) 0,6753(8)  —0,0435(7) 0,4026(4) 0,100
Atom % y z U
H(1) 0,303(9) 0,025(8)  0.181(5)  0,07(2)
H(2) 0,437(8) 0,305(7)  0,380(5) 0,07(2)
H(3) 0,1793(7) 0,3068(6) 0,4643(4) 0,12(1)
H(4) —0,0510(7) 0,1367(7) 0,4038(4) 0,12(1)
H(5) 0,0265(7) 0,2585(7) 0,3118(4) 0,12(1)
H(6) 0,0105(8) 0,0238(8) 0,2357(4) 0,12(1)
H(7) 0,1246(8)  —0.,0565(8) 0,3369(4) 0,12(1)
H(8) 0,6464(8) 0,2623(9) 0,2646(5) 0,12(1)
H(9) 0,5361(8) 0,2295(9) 0.1502(5) 0,12(1)
H(10) 0,6360(8) 0,0852(9) 0,2157(5) 0,12(1)
H(11) 0,8797(11) —0,1843(9) 0.,4288(6) 0,12(1)
H(12) 0,6716(11) —0,2398(9) 0,4746(6) 0,12(1)
H(13) 0,7893(11) —0,1012(9) 0,5364(6) 0,12(1)
H(14)*  0,5590 —0,0155 0,4382

8 U =13), ), Uya¥ af a a

® Die Atomkoordinaten wurden nicht verfeinert, es sind
daher keine Standardabweichungen angegeben.

Fir die Strukturberechnungen wurden die Pro-
gramme MITHRIL [4] (direkte Methoden), SHELX
[5] (Verfeinerungen und Differenz-Fourier-Synthe-
sen) und KPLOT [6] beniitzt. Die Zeichnungen wur-
den mit dem Programm ORTEP [7] angefertigt. Alle
Rechnungen wurden auf der Rechenanlage IBM
3081K des Regionalen Hochschulrechenzentrums
der Universitdt Bonn durchgefiihrt.

Beschreibung der Struktur

Das durch die Rontgenstrukturanalyse gefundene
Molekiil entspricht der zwitterionischen Struktur III
(Formelschema), die bereits aufgrund der in Lésung
aufgenommenen “C-NMR-Spektren vermutet wur-
de. Der Kristall ist demnach ebenfalls aus dissoziier-
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ten Molekiilen aufgebaut: Die Carboxylgruppe liegt
als Anion vor, und beide Stickstoffatome haben je-
weils ein Wasserstoffatom gebunden.

Die Bindungsabstiande zwischen den Atomen N(1)
und C(2) bzw. C(2) und N(3) sind fast gleich grof3
und liegen zwischen den Werten fir Einfach- und
Doppelbindung, was fiir eine Delokalisation der
nt-Elektronen spricht; der Schwerpunkt der positiven
Ladung befindet sich demnach am Atom C(2). Die
ibrigen Kohlenstoft-Stickstoff-, Kohlenstoff-Sauer-
stoff- und Kohlenstoff-Kohlenstoff-Abstiande ent-
sprechen denen, die in vergleichbaren zyklischen
Aminosduren (Azetidin-2-carbonsdure [8], Prolin
[9]) gefunden wurden.

Die Atome N(1), C(2), N(3), C(4) und C(6) sind
nahezu planar angeordnet. Legt man durch diese
Atome eine Ausgleichsebene, so haben die Kohlen-
stoff- und Stickstoffatome von dieser Ebene folgende
Abstinde:

N(1) C(@2) N@3) C4) C(5) C(6) C(7) C(8)
=1 =1 2 -1 o4 1 —1 —145 pm.
Das Atom C(5) weicht deutlich von dieser Ebene
ab, der Sechsring besitzt demnach Halbsesselkonfor-
mation (Abb. 2). Die an das Atom C(2) gebundene
Methylgruppe liegt ebenfalls in der Ringebene. Die
Carboxylatgruppe nimmt eine axiale Position ein.

\\;\f,'
\ﬁ B

Abb. 2. Konformation des Ectoin-Molekiils (Stereobild,
50% Aufenthaltswahrscheinlichkeit fiir C, N und O).

Die Molekiile sind im Kiristall iiber N-H...O-
Wasserstoftfbriicken zu einem dreidimensionalen
Raumnetz verkniipft (Abb. 3). An diesen Briicken
sind beide Stickstoffatome des Sechsrings, aber nur
eines der beiden Carboxylat-Sauerstoffatome betei-
ligt. Das zweite Sauerstoffatom, das in Richtung der
a-Aminogruppe zeigt, bildet eine O...H-O-Wasser-
stoffbriicke zu einem Molekiil des im Kristall einge-
bauten Losungsmittels Methanol aus.
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Abb. 3. Elementarzelle des Ectoin (Stereobild); aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind nur die an den Wasserstoffbriik-

ken beteiligten H-Atome eingezeichnet.

Die Fihigkeit zur Ausbildung von Wasserstoff-
briicken trdgt zu der extrem guten Loslichkeit des
Ectoin in Wasser bei (6 mol/kg Wasser bei 4 °C) und
erkldart den hohen Schmelzpunkt der Verbindung.

Osmoregulatorische Bedeutung

Bei den bereits beschriebenen ,,compatible solu-
tes” aus der Gruppe der Aminoverbindungen han-
delt es sich typischerweise um ungeladene zwitterio-
nische Strukturen (Betaine und Aminosiuren), die
in hoher Konzentration akkumuliert werden konnen
und die die enzymatischen Reaktionen des Organis-
mus nicht beeintrdchtigen.

Wihrend bei vielen halotoleranten und trockenre-
sistenten Pflanzen eine Reihe verschiedener Betaine
(Glycinbetain, Prolinbetain, Pipecolsidurebetain und
Nikotinsdurebetain) mit der Osmoregulation in Zu-
sammenhang gebracht werden [10], hat man bei
Bakterien bisher fast ausschlielich Glycinbetain ge-
funden [2, 11, 12]. Eine mdgliche Verwendung von
a-Aminosduren als Osmotika wird dadurch einge-
schriankt, da nur wenige bei physiologischem pH-
Wert eine ausreichend gute Wasserloslichkeit besit-
zen (z.B. Prolin 14,1, Glycin 3,3, Hydroxyprolin 2,8,
Serin 2,4 mol/kg Wasser bei 25 °C [13], zum Ver-
gleich: Glycinbetain 14,2 mol/kg Wasser bei 25 °C

[14]). Die fiir a-Aminosauren ungewohnlich gute
Loslichkeit von Prolin wird durch hydrophobe
Wechselwirkungen der Pyrrolidinringsysteme in Lo-
sung gedeutet [15]. Eine anndhernd hohe Konzentra-
tion erreicht nur noch die y-Aminobuttersdure
(12,6 mol/kg Wasser bei 25 °C [16]), die wohl gerade
deshalb zusammen mit Prolin zu den wenigen Ami-
nosduren gehort, die bisher als ,,compatible solutes*
beschrieben wurden [17].

Die neue Aminosdure Ectoin ist abgesehen von
Prolin sehr viel besser wasserloslich (6 mol/’kg Was-
ser bei 4 °C) als alle obengenannten a-Aminosiuren,
die bei physiologischem pH-Wert ungeladen vorlie-
gen. Im Vergleich mit den Azetidin-, Pyrrolidin- und
Piperidin-Geriisten der bekannten zyklischen o-Imi-
nosduren verleiht das hydrierte Pyrimidinringsystem
des Ectoin dem Molekiil besondere Eigenschaften:

a) Das Vorhandensein eines zweiten Stickstoff-
atoms im Ring erhoht die Moglichkeiten zur Ausbil-
dung von Wasserstoffbriicken.

b) Infolge der Resonanzstabilisierung sind die Pro-
tonen am Stickstoff in Losung nur schwer dissoziier-
bar, so daf3 Ectoin auch bei alkalischen pH-Werten
als Zwitterion vorliegt und elektrisch neutral rea-
giert.

c) Der Schwerpunkt der positiven Ladung im delo-
kalisierten Elektronensystem befindet sich am Atom
C(2) und damit in groBerer Entfernung zur Carbo-
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xylgruppe, wodurch dhnlich wie bei den B- und y-
Aminosiuren die Hydratisierung verbessert wird.
Ectoin spielt bei der Gattung Ectothiorhodospira
quantitativ offenbar eine untergeordnete Rolle
(0,3-0,4 mol/kg Wasser), erfiillt aber aufgrund der
oben genannten Eigenschaften alle Anforderungen,
die an eine osmoregulatorisch wirksame Verbindung
zu stellen sind. Es ist daher zu erwarten, daf3 diese
neue Aminosdure nicht nur bei der Gattung Ecto-
thiorhodospira, sondern auch bei anderen extrem
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