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Abstract
Carbohydrates are essential components of all living organisms and form the most 
abundant class of biological molecules. Polysaccharides such as starch are an important 
food reserve in plants and a major nutrition for animals. Amylose is a major component of 
starch and has very interesting structural properties.

The linear polysaccharide amylose consists of a(1­4) linked D-glucose units in the 
common 4C1-chair form. It is found in starch granules as double helix with intertwined, 
parallel oriented strands with 6 ³ 2 D-glucoses per pitch of 21.6 ¡. Depending on 
hydration, two packing modes of these double helices are found: the densely packed 
A-form in cereals and the more hydrated, loosely packed B-form in tubers. Since no 
crystal structure at atomic resolution is available for amylose fragments in the A- or 
B-form, the twist sense of the double helix (right- or left-handed) is still under discussion.

Another polymorph of amylose is the V-form (V = Verkleisterung = gelation) in which 
the polymer is folded into a left-handed single helix with 6 D-glucoses per turn of 8.1 ¡ 
pitch and a ~ 5 ¡ wide central channel. It is obtained from aqueous solution of amylose 
by drying or if small and/or slim molecules are added to the solution like iodine, fatty 
acids, alcohols, Me2SO and many others. These molecules form inclusion complexes 
with V-amylose that have been studied extensively by X-ray ýber diffraction and by 
spectroscopic methods, with ñiodineôs blueò of interest since its discovery in 1814. The only 
obvious requirement for inclusion formation is that these molecules as guest compounds 
ýt into the ~ 5 ¡ wide channel provided by V-amylose as host.

In the absence of single crystals of amylose fragments showing V-conformation, 
cyclodextrins were used as model systems, the smallest a-cyclodextrin with 6 D-glucoses 
in the macrocycle simulating one turn of the V-amylose helix. Recently, very large 
cyclodextrins (cycloamyloses, CA) became available, and the ýrst X-ray crystal structure 
of one member of this family of molecules, the hydrated form of CA26 (a cycloamylose 
with 26 D-glucoses in the macrocycle) shows that the macrocycle is folded like the ýgure 
ñ8ò, with almost two turns long V-amylose helices in antiparallel orientation related by a 
pseudo-rotation axis. They are twisted into 10 D-glucoses long V-amylose left-handed 
single helices in antiparallel orientation that contain 6 D-glucoses per turn of 8.1 ¡ pitch 
height, the central channels being occupied by disordered water molecules. Since these 
features are characteristic of V-amylose, CA26 is an ideal model for this polymorph of 
amylose.

Isothermal titration calorimetry (ITC) studies of the complex formation between I3ľ
 and 

CA26 analogs with 21 to 32 glucoses (DP21 to DP32) have been published by Kitamura 
et al., which suggest that CA26 has two binding sites, each occupied by I3ľ, in agreement 
with the folding structure of CA26.
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The present contribution describes the X-ray crystal structures of CA26 inclusion 
complexes with triiodide and with undecanoic acid as guests. The guest molecules 
are included in the V-amylose channels and provide for the ýrst time information at 
atomic resolution on guest conformation and host-guest interactions. The interaction is 
dominated by van der Waals contacts between the guest molecules and the interior of the 
helical channels, which is dominantly hydrophobic in nature. Details of the orientational 
and positional preferences of the bound molecules reveal how the interactions induce 
speciýcity of binding.

Cycloamylose 26 could be successfully applied as a very useful tool to study complex 
formation at a level of atomic resolution with a variety of relevant guest molecules.
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Zusammenfassung
Kohlenhydrate sind essentielle Bestandteile aller lebenden Organismen und bilden die 
am weitesten verbreitete Klasse von biologischen Molek¿len. Polysaccharide, wie zum 
Beispiel Stªrke, sind ein wichtiger pþanzlicher Energiespeicher und Hauptnahrung f¿r 
viele Tiere. Amylose ist ein Hauptbestandteil von Stªrke und besitzt sehr interessante 
strukturelle Eigenschaften.

Das lineare Polysaccharid Amylose besteht aus a(1­4) verkn¿pften D-Glukoseneinheiten 
in der gewºhnlichen 4C1-Sesselform. Es liegt in Stªrkekºrnern als eine Doppelhelix 
mit verwundenen, parallel orientierten Strªngen mit einer 6 ³ 2 D-Glukosen pro 21,6 ¡ 
langen Windung vor. Abhªngig vom Wassergehalt ýnden sich zwei verschiedene 
Packungszustªnde dieser Doppelhelices: die dicht gepackte A-Form in Getreide und die 
grºÇere Mengen Wasser enthaltende und weniger dicht gepackte B-Form in Gem¿se. 
¦ber den Drehsinn der Helices (links- oder rechtsdrehend) wird immer noch diskutiert, 
da keine Kristallstrukturen mit atomarer Auþºsung f¿r Fragmente der A- oder B-Form 
verf¿gbar sind.

Eine weitere Form der Amylose ist die V-Form (V = Verkleisterung), bei der das Polymer 
in einer linksgªngigen Helix mit 6 Glukosen pro 8,1 ¡ hoher Windung und mit einem 
ungefªhr 5 ¡ breiten Kanal vorliegt. Es wird aus wªÇriger Amyloselºsung durch Trocknung 
oder durch Zugabe von kleinen und/oder d¿nnen Molek¿len wie zum Beispiel Jodid, 
Fettsªuren, Alkoholen, DMSO und vielen anderen erhalten. Diese Molek¿le bilden 
EinschluÇkomplexe mit V-Amylose, die intensiv mit Hilfe von Rºntgenfaserdiffraktions-
studien und spektroskopischen Methoden untersucht wurden. Dabei ist seit seiner 
Entdeckung 1814 die blaue Jod-Stªrke-Reaktion von Interesse. Die einzige offensichtliche 
Voraussetzung f¿r die Bildung eines EinschluÇkomplexes ist die GrºÇe des Gastmolek¿ls, 
die zum etwa 5 ¡ weiten Kanal der V-Amylose passen muÇ.

In Abwesenheit einer Einkristallstruktur von Amylose wurden Fragmente mit 
V-Konformation, die Cyclodextrine, als Modellsystem benutzt. Das kleinste a-Cyclodextrin 
mit 6 D-Glukosen in einem Makrozyklus simuliert eine Windung der V-Amylosehelix. Erst 
vor kurzem sind sehr groÇe Cyclodextrine (Cycloamylosen, CA) verf¿gbar geworden. 
Die erste Rºntgenkristallstruktur eines Mitglieds dieser Familie von Molek¿len, die 
Hydratstruktur von CA26 (eine Cycloamylose mit 26 D-Glukosen im Makrozyklus), 
zeigt eine Faltung die der Ziffer Ă8ñ entspricht. Die fast zwei Windungen langen 
V-Amylosehelices sind in antiparalleler Orientierung und durch eine Pseudorotationsachse 
verbunden. Sie sind aus verwundenen Spiralen aufgebaut, die 10 D-Glukosen lang 
sind und linksgªngige V-Amylosehelices in antiparalleler Orientierung bilden. Eine 
8,1 ¡ hohe Windung wird aus 6 D-Glukosen gebildet und die zentralen Kanªle sind mit 
fehlgeordnetem Wasser gef¿llt. Da diese Eigenschaften f¿r V-Amylose charakteristisch 
sind, ist CA26 ein ideales Modell f¿r dieses Amylosepolymorph.
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Isothermale Titrationskalorimetriestudien (ITC) der Komplexbildung zwischen I3ľ 
und CA26-Analogen mit Kettenlªngen von 21 bis 32 Glukosen wurden von Kitamura 
et al. publiziert. Diese Messungen wurden dahingehend interpretiert, daÇ CA26, in 
¦bereinstimmung mit seiner Faltungsstruktur, zwei Bindungstaschen besitzt, die von I3ľ 
besetzt werden.

Diese Arbeit wird einen Beitrag durch die Beschreibung der Rºntgenstrukturaufklªrung 
der CA26-EinschluÇkomplexe mit Trijodid und Fettsªure als Gastmolek¿le leisten. Die 
Gastmolek¿le sind in den V-Amylosekanªlen eingeschlossen und bieten zum ersten 
Mal Informationen in atomarer Auþºsung ¿ber die Gastmolek¿lkonformation und die 
Interaktion zwischen Wirt- und Gastmolek¿l. Die Wechselwirkung erfolgt hauptsªchlich 
durch Van-der-Waals-Kontakte zwischen dem Gastmolek¿l und der Innenseite des 
helikalen Kanals, welcher einen vorwiegend hydrophoben Charakter besitzt. Die 
detaillierten Analysen der bevorzugten Orientierung und Position der gebundenen 
Molek¿le zeigen, wie die Wechselwirkungen eine speziýsche Bindung erlauben.

Cycloamylose 26 konnte erfolgreich als Werkzeug f¿r das Studium der Bildung von 
EinschluÇkomplexen verschiedener relevanter Gastmolek¿le in atomarer Auþºsung 
eingesetzt werden. 
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1. Einleitung
1.1 Einf¿hrung

Kohlenhydrate sind essentielle Substanzen f¿r lebende Organismen. Die aus 
verschiedenen Pentosen und Hexosen aufgebaute Stoffklasse erhªlt ihre groÇe 
Variabilitªt unter anderem durch die Polymerisierung zu Polysacchariden. Stªrke ist ein 
weit verbreitetes Kohlenhydrat und kommt als Reservepolysaccharid praktisch nur in 
Pþanzen vor. Neben Amylopektin bildet Amylose den Hauptbestandteil der Stªrke und 
stellt somit eines der wichtigsten Kohlenhydratpolymere dar.

Amylose erhªlt nicht nur als Nahrungsmittel eine groÇe Bedeutung, sondern wird in 
groÇem Umfang industriell als Verdickungs- und Klebemittel eingesetzt. Sie zeichnet 
sich im Vergleich mit anderen Kohlenhydratpolymeren (z. B. Zellulose, Chitin) durch die 
ausschlieÇliche a-(1­4)-Verkn¿pfung ihrer D-Glukopyranosen aus. Das ausschlieÇliche 
Vorkommen dieser Art der Verkn¿pfung resultiert in einem linearen Aufbau der 
Amylosekette, in der nur D-Glukose als Kohlenhydratbaustein in das Polymer eingef¿gt 
wird. Diese Form der Verkn¿pfung dominiert ebenfalls das verzweigte Amylopektin, jedoch 
enthªlt dieses Polysaccharid auch geringe Anteile von a-(1­6)-Verkn¿pfungen, die zu 
einem baumartig verzweigten Aufbau f¿hren.

Die Kettenlªnge der Amylose variiert je nach Herkunftsorganismus zwischen einem 
Polymerisationsgrad von 300 bis 900 entsprechend einer mittleren Molmasse von 
Mn = 50.000ï150.000 [Ebert93]. Insbesondere durch die Beobachtung, daÇ sowohl 
Amylose als auch Amylopektin in halbkristalliner Form in den nat¿rlich vorkommenden 
Stªrkekºrnern enthalten sind [Sarko80], erlangen die Ergebnisse der strukturellen 
Untersuchung mittels Kristallstrukturanalyse biologische Relevanz. 

1.2 Herkunft der Cycloamylosen

Das rekombinante Kartoffelenzym Amylomaltase (4-a-Glukanotransferase E2.4.1.25) 
ist ein monomeres Enzym, das den Abbau von Amylose zu Cycloamylosen 
katalysiert [Takaha96, Terada97]. Die Zyklisierung wird durch eine intramolekulare 

Abb. 1 Herkunft der Cycloamylosen
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Abb. 2 Bezeichnung der Atome einer Glukose mit den typischen 
Bindungslªngen und Bindungswinkel in Cyclodextrinen nach [Szejtli82]

Transglykosylierung erhalten. Im Gegensatz zu Cyclodextringlycosyltransferasen 
(CGTasen), die ebenfalls ringfºrmige Cycloamylosemolek¿le jedoch hauptsªchlich 
kleinere mit 6-9 Glukosen (Cyclodextrine) in einer Zyklisierungsreaktion herstellen, liegt 
bei Amylomaltase (GTase) die Anzahl pro Ring bei minimal 17 bis zu mehreren hundert 
Glukoseresten (siehe Abb. 1).

GTasen und CGTasen haben eine funktionelle Verwandtschaft mit a-Amylase, welche die 
Hydrolyse in lineare Produkte katalysiert. Primªrsequenzhomologien der katalytischen 
Bindungstaschen lassen eine strukturelle Verwandtschaft aller drei Enzymklassen 
erwarten. Die Rºntgenstrukturaufklªrung der a-Amylase [Matsuura84, Buisson87, 
Boel90, Brady91, Swift91], CGTasen [Hofmann89, Klein91, Kubota91, Lawson94, 
Harata96, Knegtel96] und GTasen [Przylas00] aus verschiedenen Organismen zeigen ein 
konserviertes (b/a)8-FaÇfaltungsmuster, doch besitzt jede der Klassen zusªtzliche nicht 
homologe Domªnen. In einer Struktur der Amylomaltase mit einer Tetraose als inaktives 
Substratanalogon konnte ein plausibler Grund f¿r die grºÇere minimale Ringlªnge 
identiýziert werden. Das aktive Zentrum wird von benachbarten Proteinschlaufen so 
abgeschirmt, daÇ die benºtigte Mindestlªnge f¿r eine Zyklisierungsreaktion stark erhºht 
wird [Przylas00a].

1.3 Struktur von Cycloamylosen

Amylosen sind ausschlieÇlich durch glykosidische (1­4) Verkn¿pfung der a-D-Glukose-
untereinheiten aufgebaut. Bei Cycloamylosen sind zusªtzlich die freien Enden miteinander 
verbunden, so daÇ zyklische Molek¿le unterschiedlicher Kettenlªnge entstehen. Die 
kurzkettigen Cycloamylosen (CA6-9) werden als Cyclodextrine (CD) bezeichnet.
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Eine groÇe Anzahl kristalliner Cyclodextrinkomplex und CD-Hydratstrukturen wurden 
mittels Rºntgen- und Neutronendiffraktion aufgeklªrt und tragen zur Charakterisierung 
der geometrischen Eigenschaften sowie Konformation dieser Makromolek¿le 
bei. Die wichtigste Eigenschaft, der ringfºrmigen Molek¿le, ist die Bildung von 
EinschluÇkomplexen mit einer Vielzahl von Gastmolek¿len und Ionen. 

1.3.1 Untereinheit: a-D-Glukose

In den CD-Hydrat- und CD-EinschluÇkomplexen, die bisher mit mittels Rºntgen- und 
Neutronenbeugung aufgeklªrt wurden, besitzen die einzelnen Glukosen eine ªhnliche 
Gestalt und nehmen eine 4C1-Konformation ein [Saenger84, Harata91]. Neben den 
Bindungslªngen und Winkeln der Glukoseuntereinheiten, die f¿r Cyclodextrine (CA6-CA8) 
bestimmt wurden, ist die Bezeichnung der Atome, aus denen die Glukoseuntereinheiten 
aufgebaut sind, in Abb. 2 ersichtlich. Die Konformation des Pyranoserings kann mit Hilfe 
der endozyklischen Torsionswinkel beschrieben werden. Die a-D-Glukosen kºnnen als 
relativ starre Untereinheiten betrachtet werden. Im Gegensatz zur starren Konformation 
des Pyranoserings ist eine freie Rotation der primªren Alkoholgruppe O(6)H um ihre 
Bindungsachse C(5)-C(6) mºglich. In theoretischen Kraftfeldberechnungen nimmt der 
exozyklische Torsionswinkel drei bevorzugte Konformationen (-)gauche, (+)gauche und 
anti ein (siehe Abb. 3). Bei Cyclodextrinen wurden bisher ausschlieÇlich die gauche 
Konformationen beobachtet mit ¿berwiegendem Anteil (-)gauche in Abhªngigkeit von 
Packungseffekten und Gastmolek¿lkomplexierung. 

C1C3

C4
C5

C6 O6

O4

C4ô

O5

C1C3

C4
C5

C6

O6

O4

C4ô

O5

(-) gauche (+) gauche

Abb. 3 Bezeichnung der Torsionswinkel der (+)- und 
(-)gauche Konformation.
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Abb. 4 Verkn¿pfung von Glukosen in syn und anti Konformation

1.3.2 Konformation der Makrozyklen

Benachbarte Glukoseuntereinheiten sind in Cyclodextrinen ausschlieÇlich in syn 
Orientierung verkn¿pft. Als Konsequenz daraus sind die Hydroxylgruppen O(2)H 
und O(3)H auf einer Seite des Rings, hingegen die primªren Alkohole O(6)H nur auf 
der anderen Seite lokalisiert (siehe Abb. 4). Die Gestalt der CD-Molek¿le wurde als 
abgeschnittener Konus mit einem zentralen Hohlraum beschrieben, wobei die O(6)H-
Gruppen sich auf der engeren Seite beýnden.

Cyclodextrine mit sechs, sieben und acht Glukoseuntereinheiten werden auch a-CD, 
b-CD, g-CD genannt. Mit steigender Anzahl der Glukoseuntereinheiten steigt auch der 
mittlere Durchmesser des Hohlraums an: a-CD 5.0 ¡, b-CD 6.2 ¡, g-CD 7.9 ¡ [Szejtli82]. 
Die Hºhe der Ringe bleibt dagegen konstant bei ca. 8 ¡ (siehe schematische Darstellung 
in Abb. 5). Der zentrale, hydrophobe Hohlraum wird durch C(3)H, C(5)H, C(6)H2 sowie 
glykosidischen O(4) begrenzt. Die Stabilitªt der CD-Konformation wird hauptsªchlich 
durch die Ausbildung von O(3)nĀĀĀO(2)n+1 Wasserstoffbr¿cken unterst¿tzt.

Im Gegensatz zur a-CD-Hexahydratstruktur, in der alle Atome geordnet vorliegen, 
zeigen die Hydroxylgruppen und Wasserlagen in der Kristallstruktur von b-CD Ā11 H2O 
eine ausgeprªgte Fehlordnung der eingenommenen Positionen. Neutronenbeugungs-
experimente zeigen die Mehrzahl der Wasserstoffbr¿ckenbindungen im fehlgeordneten 
Zustand O-H(İ)ĀĀĀH(İ)-O. Diese Daten wurden als ein dynamisches Gleichgewicht 
zweier Zustªnde interpretiert 

H-OĀĀĀH-O ª O-HĀĀĀO-H

und als ĂFlip-Flopñ-Fehlordung bezeichnet [Saenger82]. In b-CD und wahrscheinlich 
auch gïCD, jedoch nicht in a-CD-Strukturen, erscheint diese Flip-Flop-Fehlordnung der 
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interglukose und intramolekularen O(3)nĀĀĀO(2)n+1 Wasserstoffbr¿ckenbindung zwischen 
benachbarten Glukosen als charakteristisches Merkmal. 

Bereits bei d-CD (CA9) liegen die O(4)-Sauerstoffatome nicht mehr in einem Kreis, 
sondern bilden eine Ellipse, gleichzeitig wird die Planaritªt des Rings aufgehoben (siehe 
Abb. 5). Dieser Wºlbung wird in der Beschreibung als Bootform Rechnung getragen 
[Fujiwara90]. Wie durch molekulares Modelling gezeigt wurde [Jacob98], resultiert die 
gestºrte Bootformstruktur des CA9 aus der erhºhten sterischen Hinderung, die mit der 
VergrºÇerung des Makrozyklus einhergeht. In Modellrechnungen der Bootform von CA10 
mit allen Glukosen in syn Orientierung erhºht sich die sterische Hinderung erheblich. 

CA10 und auch CA14 besitzen eine vºllig neue Form (siehe Abb. 5). Diese wird ermºglicht 
aufgrund der Drehung um 180Á zweier benachbarter Glukosen in die anti Orientierung. 
Diese Verdrehungen beýnden sich im Makrozyklus jeweils diametral gegen¿ber. Der Ring 
aus intramolekularen O(3)nĀĀĀO(2)n+1 Wasserstoffbr¿cken, der in CA9 noch ausgebildet 
werden konnte, ist bei CA10 und CA14 unterbrochen. Als Konsequenz sind die Molek¿le 
klar in zwei Hªlften geteilt. Die Verkn¿pfungsstellen werden als āāBand-Flipsóó bezeichnet, 
da die typische Bandstruktur unterbrochen wurde [Jacob98]. 

1.3.3 Struktur von triklinem CA26

Der CA26-Makrozyklus kristallisiert in der triklinen Raumgruppe P1, und seine 
Struktur wurde mit Rºntgenbeugung aufgeklªrt [GeÇler99]. Es ist die grºÇte 
Oligosaccharidstruktur, die bisher mittels Einkristallrºntgenstrukturaufklªrung 
bestimmt wurde. In Abb. 5 wird CA26 schematisch im Vergleich zu den bekannten 
Cycloamylosestrukturen dargestellt. In der Elementarzelle beýnden sich zwei unabhªngige 
CA26-Molek¿le, die zur Unterscheidbarkeit als CA26ta und CA26tb bezeichnet 
werden. Ihre kompakte Faltung entsteht aus zwei pseudosymmetrischen linkshªndigen 
helikalen V-Amyloseabschnitten in antiparalleler Orientierung, die jeweils knapp zwei 
V-Amylosewindungen enthalten. Die Helices sind ¿ber vier Glukosen verbunden, die 
jeweils eine trans Orientierung benachbarter Glukosen des Band-Flips enthalten, 
vergleichbar denen in CA10 und CA14. Dieses strukturelle Motiv dient dazu, sterische 
Hinderung in Amyloseketten zu vermeiden und erlaubt es allen Glukosen, ihre bevorzugte 
4C1-Sesselkonformation sowie eine syn Orientierung in den helikalen Bereichen 
einzunehmen, die mit der Ausbildung intramolekularer O(3)nĀĀĀO(2)n+1 Wasserstoffbr¿cken 
einhergeht. Die Helices bilden Kanªle mit einem Durchmesser von ca. 5 ¡ aus, in denen 
sich Wasser beýndet, das eine ausgeprªgte Fehlordnung aufweist.
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ē a-Cyclodextrin

b-Cyclodextrin
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e-Cyclodextrin

i-Cyclodextrin

Abb. 5 ¦bersicht der Cycloamylosen unterschiedlicher Lªnge CA6-CA26, schematisch 
dargestellt anhand der gelb eingefªrbten O(2) und O(3)-Atome und grauen O(6)-Atome. 
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Abb. 6 Schematische Darstellung der unterschiedlichen Formen 
von Amylose: V-Amylose (oben) und A/B-Amylose (unten).

1.4 Struktur von Amylose

Amylose tritt in mehreren polymorphen Formen als A-, B- und V-Amylose auf. In den 
Kristallen von A- bzw. B-Amylose liegen Doppelhelices aus parallelen, linksgªngigen 
61- Helices vor. V-Amylose hingegen liegt als einzelne Helix mit einer Steigung von 8,1 ¡ 
vor (siehe Abb. 6).

Die Unterschiede zwischen den Modiýkationen A- und B-Amylose beruhen auf der 
unterschiedlichen kristallinen Packung mit vergleichbarer Konformation der Doppelhelices. 
Eine besondere Eigenschaft von V-Amylose ist die Ausbildung des Jod-Amylose-
Komplexes, der ursªchlich f¿r die blaue Fªrbung der Jod-Stªrke-Nachweisreaktion 
verantwortlich ist. Neben diesem wurde hunderte von Komplexen mit Amylose untersucht 
[Tomasik98, Tomasik98a]. Dabei handelt es sich sowohl um anorganische Ionen als auch 
um organische Molek¿le, darunter auch Alkohole und Fettsªuren. 

Kristalle von Amylosekomplexen, die f¿r die Einkristallrºntgenstrukturanalyse geeignet 
wªren, stehen trotz vielfªltiger Versuche nicht zur Verf¿gung, so daÇ die bisherigen 
strukturellen Untersuchungen zur Amylose auf der Basis von Faserdiffraktions-
experimenten erfolgten. Diese Methode ist aufgrund der geringen Anzahl der unabhªngig 
gemessenen Rºntgenreþexe in hohem MaÇ von der Wahl eines geeigneten Modells 
abhªngig, das zur Analyse der Daten herangezogen wird.
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1.5 EinschluÇkomplexe

Die Untersuchung der Eigenschaften von EinschluÇkomplexen der Cyclodextrine 
f¿hrte bereits zu einer breiten Anwendung in der Lebensmittel-, pharmazeutischen 
und kosmetischen Industrie. Grundlage f¿r die verschiedenen Anwendungen ist die 
Eigenschaft der Cyclodextrine, verschiedene Molek¿le in ihren inneren hydrophoben 
Hohlrªumen zu komplexieren. 

Dabei bewirkt die Komplexierung z.B. eines Wirkstoffs oder Aromas durch Cyclodextrin 
eine Erhºhung der Lºslichkeit sowie bessere Stabilitªt gegen schªdigende pH-Werte oder 
gegen Oxidation durch Sauerstoff. 

1.6 Modelle f¿r die blaue Fªrbung des Amylose-Jod-Komplexes

Obwohl die strukturelle Charakterisierung des Amylose-Jod-Komplexes mit Faser-
diffraktionsstudien durch Rundle et al. gelang (siehe Abb. 7), muÇten einige Fragen 
nach der molekularen Organisation der Polyjodideinheit dieses Komplexes offen bleiben 
[Rundle47].

Mehrere Modelle wurden seit der Entdeckung des Jod-Stªrke-Komplexes vor knapp 200 
Jahren [Colin1814] zur Erklªrung der blauen Fªrbung vorgeschlagen. Diese Modelle 
unterscheiden sich wesentlich in Bezug auf folgende Merkmale (i) die Kettenlªnge 
des Polyjodides, (ii) die beteiligten Untereinheiten innerhalb dieser Ketten und deren 
Ladungszustªnde sowie (iii) den Mechanismus der Fªrbung. 

Amylose mit einer Kettenlªnge zwischen 40 und 50 Glukoseresten bildet den Jodkomplex 
aus, der die typische Blaufªrbung mit lmax 580-620 nm im Absorptionsspektrum zeigt 
[Mould54, John83]. Unter der Annahme der von Rundle vorgeschlagenen Komplexstruktur 
kºnnen bis zu 17 Jodatome in dieser Amylosekette untergebracht werden. 

Mittels potentiometrischer Titrationsexperimente [Gilbert48] konnte auf ein Verhªltnis 
zwischen I2 / I

ľ des Polyjodides im Komplex von ca. 3:2 geschlossen werden, das eine 
Formel f¿r das Polyjodid von (I8)

2- nahe legt. Jedoch kºnnen andere Untereinheiten mit 

Abb. 7 Modell des V-Amylose-Jod-Komplexes basierend auf 
Faserdiffaktionsexperimenten [Rundle44, Bluhm81].



Einleitung 

ï 8 ï ï 9 ï

 Einleitung

diesem I2/I
ľ Verhªltnis nicht ausgeschlossen werden. Neben dieser wurde noch eine 

Vielzahl von anderen Kettenlªngen vorgeschlagen z.B. (I7)
ľ und (I9)

ľ [Cesaro81], (I6)
2-, 

(I8)
2- und (I10)

2- [Handa80], (I4)
2- [Murakami54] (I6) [Minick91] sowie (I24)

2- [Watanabe70]. 
Trotz vielfªltiger Studien zur Bestimmung der Kettenlªnge des Polyjodides ist diese Frage 
noch immer nicht endg¿ltig beantwortet. 

Eine weitere Kontroverse ist die Frage nach der Natur und dem Ladungszustand der 
Untereinheiten des Polyjodides. Sehr fr¿he Hypothesen gingen von der Annahme aus, 
daÇ sich neutrale I2-Molek¿le im Inneren des hydrophoben Hohlraums der V-Amylose als 
separate Einheiten lºsen [Freudenberg39, Liang74]. Unterst¿tzt wurde diese Annahme 
durch die Beobachtung, daÇ Jod sich bevorzugt in apolaren Lºsungsmitteln lºst.

I2ĀĀĀ I2ĀĀĀ I2ĀĀĀ I2ĀĀĀ I2ĀĀĀ I2ĀĀĀ I2ĀĀĀ I2ĀĀĀ I2ĀĀĀĀI2

Vor wenigen Jahren wurde sogar ein weiteres Modell mit neutralen I6 Spezies von Minick 
et al. [Minick91] vorgestellt, bei dem sich die Jodatome innerhalb der V-Amylosehelix als 
ungeladene I6-Molek¿le mit einem Bindungsabstand von jeweils 3.1 ¡ beýnden. Es wurde 
ausgeschlossen, daÇ eine geladene Joduntereinheit in die Farbgebung des Komplexes 
einbezogen ist. 

Dagegen ist die generell akzeptierte Lehrmeinung, daÇ Jodidanionen eine groÇe Rolle 
bei der Jod-Amylose-Komplexbildung spielen. Die Struktur eines Modellkomplexes 
(Benzamid)2ĀH

+I3
ľ f¿hrte zur Vorstellung eines Modells von separaten Trijodidmolek¿len 

in der Kette des Polyjodides [Reddy64, Robin64, Handa79]. Jedoch weichen die 
Ramanspektren dieses Modellkomplexes von denen des Amylose-Jod-Komplexes ab 
[Teitelbaum80].

I3
ľĀĀĀ I3

ľĀĀĀ I3
ľĀĀĀ I3

ľĀĀĀ I3
ľĀĀĀ I3

ľĀĀĀ I3
ľĀĀĀ I3

ľĀĀĀ I3
ľĀĀĀĀI3

ľ

¦bereinstimmung mit MºÇbauer- und Ramanspektren eines Modellkomplexes 
(Trimesinsªure Å H2O)10 H

+ I5
ľ begr¿ndeten ein weiteres Modell [Teitelbaum80], das 

separate Pentajodidmolek¿le vorschlªgt. 

I5
ľĀĀĀ I5

ľĀĀĀ I5
ľĀĀĀ I5

ľĀĀĀ I5
ľĀĀĀ I5

ľĀĀĀ I5
ľĀĀĀ I5

ľĀĀĀ I5
ľĀĀĀ I5

ľ
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Obwohl dieses Modell Einzug in die Lehrb¿cher gefunden hat, sind neben einigen 
Inkonsistenzen mit anderen experimentellen Ergebnissen Zweifel an der Zuordnung 
der 109 cm-1 Hauptbande im Ramanspektrum zum Pentajodid aufgetreten. Diese 
Bande wird in verschiedenen Ramanuntersuchungen dem Trijodid zugeordnet [Maki67, 
Parret70, Nour86, Mittag89]. Die Ramanuntersuchung dieses Modellkomplexes 
(Trimesinsªure Å H2O)10 H

+ I5
ľ wurden von Nour et al. [Nour86] in Kombination mit 

IR-Spektroskopie und Modellrechnungen wiederholt, wobei die 109 cm-1 Bande auf 
Verunreinigungen durch I3

ľ zur¿ckgef¿hrt wurde. 

In Anbetracht dieser fraglichen Zuordnung der Ramanbande untersuchte Yu et al. [Yu96] 
die Abhªngigkeit der relativen Intensitªt dieser Bande von der I2 Konzentration. Aus ihrer 
SchluÇfolgerung, daÇ im Amylose-Jod-Komplex sowohl Tri- als auch Pentajodid vorliegen 
kºnnen, folgte ein Model das dem GroÇteil der experimentellen Ergebnisse entspricht. Es 
beschreibt ein Gleichgewicht von Tri- und Pentajodid, das seine Lage in Abhªngigkeit der 
ªuÇeren Jodkonzentration durch Dissoziation oder Bildung von Pentajodid anpaÇt.

I5
ľĀĀĀ (I5

ľ
 )nĀĀĀ I5

ľ

+I2 ¬® -I2

I3
ľĀĀĀ (I5

ľ
 )nĀĀĀ I5

ľ
 

+I2 ¬® -I2

I3
ľĀĀĀ (I5

ľ
 )nĀĀĀ I3

ľ
 

+I2 ¬® -I2

I3
ľĀĀĀ (I3

ľ
 )nĀĀĀ I3

ľ
 

1.7 a-Cyclodextrin-Polyjodid-Komplexe als strukturelle Modellverbindung

In den Komplexen zwischen a-CD und den Lithium- (Li+) oder Cadmiumsalzen (Cd2+) 
des Trijodides I3

ľ, liegen die a-CD-Molek¿le in einer gestapelten Anordnung vor. Die 
Innenrªume bilden mit Polyjodid gef¿llte Kanªle aus, wªhrend sich die Kationen in 
den Zwischenrªumen der Stapel beýnden. Das Polyjodid im Lithium-Komplex tritt als 
fehlgeordnetes (I2ĀI3

ľ )n auf, wªhrend es im Cadmium-Komplex als I5
ľ vorliegt. Die I2, I3

ľ, 
I5

ľ Einheiten beýnden sich in Abstªnden zueinander, die den Van-der-Waals-Abstand 
deutlich unterschreiten und somit Ladungstransfer zwischen den Einheiten ermºglicht. In 
¦bereinstimmung damit wird eine tief blaue bis schwarzen Farbe dieser Komplexkristalle 
beobachtet [Noltemayer80].
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1.8 Trijodidbindung in Cycloamylosen

Mit isothermaler Kalorimetrie wurde die Komplexbildung grºÇer Cycloamylosen der 
Kettenlªnge CA21-CA32 untersucht [Kitamura99]. Die Daten zeigten eine spontan 
ablaufende (DG <0) Komplexbildung von Trijodid und Cycloamylosen im Verhªltnis 2 : 1 
mit identischen sowie interagierenden Bindungsstellen. Insbesondere f¿r den Komplex mit 
CA26 wurde ein herausragend groÇer ïTDS2 und DH2 Wert bestimmt (siehe Abb. 8) und 
einer ¿berdurchschnittlich groÇen Abnahme der konformationellen Freiheit wªhrend der 
Komplexbildung zugeschrieben. 

Abb. 8 Kalorimetrische Daten zur Komplexbildung von Trijodid 
mit Cycloamylosen verschiedener Lªngen [Kitamura99]
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1.8 Problemstellung

Durch die modellhafte Beziehung der Struktur des CA26 zur V-Amylose wurde die 
Fragestellung aufgeworfen, ob sich diese Verwandtschaft ebenfalls auf das weite und 
intensiv untersuchte Feld der Komplexbildung von Amylose mit unterschiedlichen Ionen 
und Molek¿len erstreckt. Neben der Vertiefung der strukturellen Kenntnisse ¿ber das 
CA26-Molek¿l als Hydratkomplex in einer zweiten Kristallform sollte die Kristallisation 
potentieller Komplexe mit CA26, deren strukturelle Untersuchung sowie eine detailliertere 
Analyse der Wirt-Gast-Beziehung im Vergleich mit Ergebnissen der Faserdiffraktion 
ermºglichen. Um die Frage nach dem EinþuÇ der Gastmolek¿le auf die Gestalt des 
Wirtmolek¿ls zu beantworten, wurden Kristallisationsexperimente mit einer Vielzahl 
verschiedenartiger Liganden durchgef¿hrt. Zusªtzlich waren Cycloamylosen mit 
unterschiedlicher Kettenlªnge im Bereich CA20-CA30 f¿r die Strukturaufklªrung durch 
Kristallisationsexperimente von Interesse.

Die erfolgreich kristallisierten Komplexe, die ausreichend groÇe Kristalle erhalten 
haben, wurden mit Hilfe der Rºntgenstrukturanalyse untersucht. Zusªtzlich sollte f¿r 
die jeweiligen Gastmolek¿le mit alternativen Methoden eine experimentelle Bestªtigung 
der Komplexbildung erfolgen. Mit der limitierten Substanzmenge an gereinigten 
Cycloamylosen standen die bereits bekannten V-Amyloseliganden wie zum Beispiel 
Polyjodide und Molek¿le mit linearen aliphatischen Ketten im Fokus, da der Beitrag zum 
detaillierten Verstªndnis der strukturellen Eigenschaften im breiteren wissenschaftlichen 
Kontext betrachtet werden kann. Die Ergebnisse dieser Studien werden in den 
nachfolgenden Kapiteln besprochen. 
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2. Experimentelle Methoden
2.0 Herstellung, Reinigung und Kristallisation

Die Herstellung, Reinigung und Identiýzierung der Cycloamylose wurde in Japan von 
H. Sanbe, Prof K. Koizumi an der School of Pharmaceutical Science (Mukogawa Womenôs 
University, 11-68 Koshien, Kyuban-cho, Hyogo 633 Japan) und Dr. T. Takaha (Biochemical 
Research Laboratory, Ezaki Glico Co., Ltd., 4-5-6 Utjima, Nishiyodogowa, Osaka 555, 
Japan) als Teil einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. Saenger durchgef¿hrt.

Gemische von a-1,4-Glukanringen werden durch die Behandlung synthetischer 
Amylose AS-320 (Nakano Vinegar, Aichi, Japan) mit dem rekombinanten Kartoffelenzym 
Amylomaltase (4-alpha-Glukanotransferase E2.4.1.25) erzeugt [Takaha96, Terada97]. 
Im Gegensatz zu Cyclodextringlycosyltransferasen, die ebenfalls ringfºrmige 
Cycloamylosemolek¿le, jedoch hauptsªchlich kleinere mit 6-9 Glukosen (Cyclodextrine) 
in einer Zyklisierungsreaktion herstellen, liegt bei Amylomaltase die Anzahl pro Ring bei 
minimal 17 bis zu mehreren hundert Glukoseresten.

Ca. 500 mg dieser Mischung zyklischer a-1,4-Glukane wurde mit Hilfe der Gelýltrations-
chromatographie durch eine 26 x 500 mm Superdex 30 Sªule anhand ihrer GrºÇe 
grob aufgetrennt. Die gesammelte Fraktion, die zyklische Glukane mit einem Grad an 
Polymerisation von 17 bis 30 enthªlt, wurde durch Zugabe des zehnfachen Volumens 
Ethanol gefªllt.

Das Prªzipitat (25 mg) wurde in Wasser gelºst, auf eine 20 x 250 ODS Sªule (Daisopak 
SP-120-5-ODS-BP; Daiso, Osaka, Japan) gegeben und mit 6 %vol Methanol eluiert. Das 
Glukan im Eluat wurde mit einem Refraktionsindexdetektor (RID-6A; Shimadzu, Kyoto, 
Japan) beobachtet und die aufgetrennte Fraktion von CA26 gesammelt, mit zehnfachem 
Volumen Ethanol gefªllt und lyophilisiert. Die Reinheit der Prªparation wurde mit high-
performance anion-exchange Chromatographie und time-of-þight Massenspektrometrie 
bestªtigt. Die Menge an zur Verf¿gung stehenden Cycloamylosen deýnierter Kettenlªnge 
f¿r die Kristallisation war auf ca. 20 mg beschrªnkt. 

Abb. 9: Schematische Darstellung der 
Kristallisation als sitzender Tropfen
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2.1 Kristallisation - verwendete Materialien

Die Kristallisation biologischer Makromolek¿le wird von einer groÇen Anzahl von 
Parametern beeinþuÇt. Im Rahmen dieser Arbeit bestand die grºÇte Herausforderung 
in der limitierten Menge an hochreinem Ausgangsmaterial. Aufgrund dieser limitierten 
Gesamtmenge an zur Verf¿gung stehendem gereinigtem Material wurde die Methode 
so modiýziert, daÇ ein weiter Konzentrationsbereich des Fªllungsmittels mit einem 
einzigen Ansatz ohne Verlust durchlaufen werden konnte. F¿r die angewandte 
Dampfdiffusionsmethode zur Kristallisation der Cycloamylose wird die Stammlºsung 
(20 mg/ml) mit dem gleichen Volumen Reservoirlºsung gemischt. Diese 6 ml der 
cycloamylosehaltigen Mischung werden als sitzender Tropfen ¿ber 10 ml Reservoirlºsung 
(eine wªssrige Polyethylenglykol Lºsung (PEG 400) mit einem mittleren Molekulargewicht 
von 400 ) in einem abgedichteten PlastikgefªÇ auf einer Br¿cke aus Plexiglas in einem 
temperierten Raum (18ÁC) angesetzt (siehe Abb. 9 und entsprechend Zone 1 in Abb. 10). 
Nach einer  quilibrierungszeit von ca. zwei Wochen wurde kontinuierlich die Konzentration 
des Fªllungsmittels im Reservoir erhºht, um ein langsames Durchschreiten vom Bereich 
der ungesªttigten Lºsung in Richtung der Nukleationszone zu realisieren (vergleiche 
¦bergang 1­2 in Abb. 10). Durch das Kristallwachstum sinkt die Konzentration des in 
Lºsung beýndlichen CA26 (vergleiche ¦bergang 2­3 in Abb. 10).

Abb. 10: Schematische Darstellung der Sªttigungszonen 
bei der Kristallisation 

F¿r die Kristallisation der Komplexe von CA26 mit organischen Molek¿len wurde 
Stammlºsung mit einem ¦berschuÇ des zu komplexierenden Molek¿ls (Fettsªure, 
Alkohol, etc.) versetzt, f¿r 30 min im Ultraschallbad bei gleichzeitiger Erwªrmung auf 
ca. 50ÁC gemischt und anschlieÇend zentrifugiert. 
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Die jodhaltigen Komplexe wurden durch Zusatz von ca. 0,5 ml gesªttigter Trijodidlºsung 
unterschiedlicher Gegenionen (NH4, K, Cs, Rb, Ba, Zn, Mn, Sr) zum Kristallisationstropfen 
erhalten. 

In Ansªtzen ohne zusªtzliche Komplexmolek¿le wuchsen neben den CA26-Kristallen 
in der triklinen Raumgruppe in Form von d¿nnen Plªttchen farblose Nadeln in den 
maximalen Dimensionen 1,0 x 0,05 x 0,05 mm3 (35-37.5% Fªllungsmittel).

Ansªtze mit verschieden langen aliphatischen Fettsªuren zeigten besonders rasch 
nadelfºrmige Kristalle, die beim Komplex mit Undekansªure Dimensionen bis zu 
1,0 Ĭ 0,05 Ĭ 0,05 mm3 erreichten. Bei Fettsªuren mit k¿rzeren (Dekan-, Nonan-, 
Oktansªure) oder lªngeren (Tridekansªure) Kettenlªngen ist die Kristallisation zeitlich sehr 
verzºgert, und die Dimensionen der Kristalle fallen insbesondere in der Dicke der Nadeln 
geringer aus. 

Die Kristalle der jodhaltigen Komplexe (Ammonium, Cªsium, Barium) zeichnen sich 
durch eine mehr oder weniger stark ausgeprªgte braune Fªrbung aus. Sie besitzen die 
Morphologie eines quadratischen Plªttchens, das vor allem bei dem Gegenion Cªsium zu 
mechanisch nicht mehr trennbaren Aufwachsungen weiterer Schichten neigt und damit f¿r 
ein Einkristalldiffraktionsexperiment nicht geeignet ist. 

2.2 Spektroskopie

F¿r massenspektrometrische Untersuchungen wurden Kristalle im Lºsungsmittel DMSO 
gelºst und mit der Fast-Atom-Bombardment (FAB) Methode in einer Glyzerinmatrix 
ionisiert.

Aufgelºste Kristalle der jodhaltigen Komplexe wurden schwingungsspektroskopisch 
mit dem Ramanspektrometer (Jobin Yvon T64000) untersucht. Dabei wurde ein Argon 
Ionen Laser (Coherent Innova 90) zur Anregung sowie ein CCD Detektor verwendet. 
Die Wellenlªnge betrªgt 514,5 nm mit einer Leistung des eingehenden Laserlichts von 
ca. 100 mW. Die Proben wurden in 100 Õl Wasser aufgelºst und in einer Glaskapillare mit 
einem Volumen von 20 Õl in R¿ckstreuanordnung gemessen. 

In einem kombinierten FT-Ramanspektrometer mit Mikroskop (Bruker RFS 100) 
wurden Spektren von intakten CA26-Kristallen und pulverfºrmigem Ausgangsmaterial 
aufgenommen. Dabei wurde eine 50 mW Laseranregung bei einer 1064 nm Wellenlªnge 
und eine d¿nnwandige Glaskapillare als Probenhalter verwendet. 

Verd¿nnungen der zur Kristallisation eingesetzten Jodidlºsungen wurden spektroskopisch 
mit einem Milton Roy Spectronic 3000 Absorptionsspektrometer charakterisiert. 
Dabei wurde eine þache Quarzk¿vette mit 0,98 mm Schichtdicke verwendet. Die 
Konzentrationen lagen im Bereich von 0,01 mol/l, dies entspricht etwa einer Verd¿nnung 
1:1000 der gesªttigten Jodidlºsungen.
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Die Absorption der jodhaltigen Kristalle konnte in einem kombinierten Spektrometer mit 
Mikroskop untersucht werden. Bei diesem Experiment lagen die Kristalle offen auf einem 
Quarz-Objekttrªger. In der bevorzugten DurchlichtmeÇanordnung konnten von sehr 
d¿nnen Kristallen Absorptionsspektren aufgenommen werden.

3. Strukturlºsung und -verfeinerung 
3.1 Datensammlung

Eine Voraussetzung f¿r Experimente der Rºntgenbeugung an Einkristallen 
ist eine Rºntgenstrahlungsquelle, die im Laboreinsatz zum Beispiel durch 
Drehanodengeneratoren realisiert werden. Die grºÇere Qualitªt und hºhere Intensitªt 
der in den letzten Jahren in hºherem Umfang zur Verf¿gung stehenden Synchrotron-
strahlungsquellen stellten sich als essentiell f¿r die Datensammlung aufgrund der zum Teil 
extrem geringen Dimensionen der Einkristalle (ca. 0,05 mm) und dem damit verbundenen 
geringeren Streuvermºgen heraus.

Die Kristalle werden zum Messen der Beugungsdaten bei 4ÁC in einer Glaskapillare 
montiert, die mit Hartwachs versiegelt wurde. Ein zusªtzlicher Tropfen Mutterlauge 
verhindert die Austrocknung des Kristalls. F¿r Tieftemperaturmessungen werden die 
Kristalle im Stickstoffk¿hlstrom bei -173ÁC schockgefroren. Dazu wurde der Kristall 
mit einer auf einem Magnethalter befestigten Schlaufe aus dem Kristallisationsansatz 
entnommen und nºtigenfalls nach kurzem, einmaligem Eintauchen in Gefrierschutzmittel 
(30% PEG 400 ) direkt im Stickstoffk¿hlstrom des Diffraktometers eingefroren. 

3.1.1 CA26-Hydrat-Komplex

An der MeÇstation BW7B des European Molecular Biology Laboratories (EMBL) 
am Deutschen Elektronen-Synchrotron (DESY) in Hamburg wurden 151.663 
Rºntgendiffraktionsdaten mit Synchrotronstrahlung bei einer Wellenlªnge von l = 0,97 ¡ 
gemessen. Die Messung von drei ¿berlappenden Auþºsungsschalen erfolgte bei 4ÁC 
mit einem MarResearch Image-Plate-Detektor (Radius 345 mm) bis zu einer maximalen 
Auþºsung von 0,85 ¡. Die Indizierung und Auswertung wurde mit dem hkl-Paket 
[Otwinowski97] durchgef¿hrt. Der CA26-Hydratkristall besitzt die Raumgruppe P212121 mit 
folgenden Zellparametern: a = 13,823 ¡, b = 41,023 ¡, c = 46, 511 ¡. Die Reduzierung 
der Daten zu einem Satz von 23.556 unabhªngigen Reþexen ergab einen Wert f¿r 
Rsym = 3,7%, welcher bei mehrfach gemessenen, symmetrieverwandten Reþexen ein MaÇ 
f¿r die Abweichung ihrer Intensitªt vom jeweiligen Mittelwert darstellt und als G¿tekriterium 
f¿r die Qualitªt des Datensatzes Verwendung ýndet. Die Parameter des Datensatzes sind 
in Tabelle 1 zusammengestellt.
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3.1.2 CA26-Ammoniumjodid-Komplex

Eine vorlªuýge Datensammlung wurde am Multiwire Proportionalzªhlerdetektor in 
der Gruppe von Prof. Sheldrick (Gºttingen) bis zu einer Auþºsung von 1,5 ¡ bei einer 
Wellenlªnge der Drehanode von lCu = 1,5418 ¡ durchgef¿hrt. Eine Strukturlºsung mit 
diesen Daten war sowohl mit klassischen Methoden als auch direkten Methoden nicht 
erfolgreich, da die direkten Methoden eine atomare Auþºsung (< 1.2 ¡) voraussetzen.

An der MeÇstation X31 (DESY, EMBL-AuÇenstation, Hamburg) wurden 330.709 
Rºntgendiffraktionsdaten mit Synchrotronstrahlung bei einer Wellenlªnge von l = 0,92 ¡ 
gemessen. Bei -173ÁC erfolgte diese Messung mit einem MarResearch Image-Plate-
Detektor (Radius 300 mm) bis zu einer maximalen Auþºsung von 0,91 ¡. Die Indizierung 
und Auswertung wurde mit dem hkl-Paket [Otwinowski97] durchgef¿hrt und ergab einen 
Satz von 36.017 unabhªngigen Reþexen mit einem Rsym von 8,4 %. Die Zellparameter der 
orthorhombischen Raumgruppe C2221 sind in Tabelle 1 aufgef¿hrt. 

3.1.3 CA26-Bariumjodid-Komplex

An der MeÇstation X31 (DESY, EMBL-AuÇenstation, Hamburg) wurden 35.632 
Rºntgendiffraktionsdaten mit Synchrotronstrahlung bei einer Wellenlªnge von l = 0,75 ¡ 
gemessen. Bei 4ÁC erfolgte diese Messung mit einem MarResearch Image-Plate-Detektor 
(Radius 300 mm) bis zu einer maximalen Auþºsung von 0,90 ¡. Die Indizierung und 
Auswertung mit dem hkl-Paket [Otwinowski97] ergab 8.824 unabhªngige Reþexe mit 
einem Rsym von 6.3 %. Die Zellparameter der monoklinen Raumgruppe C2 sind in Tabelle 1 
aufgef¿hrt. 

3.1.4 CA26-Undekansªure-Komplex I

An der MeÇstation X31 (DESY, EMBL-AuÇenstation, Hamburg) wurden 191.720 
Rºntgendiffraktionsdaten mit Synchrotronstrahlung bei einer Wellenlªnge von l = 0,82 ¡ 
gemessen. Bei 4ÁC erfolgte diese Messung mit einem MarResearch Image-Plate-Detektor 
(Radius 300 mm) bis zu einer maximalen Auþºsung von 1,05 ¡. Die Indizierung und 
Auswertung mit dem hkl-Paket [Otwinowski97] ergab 23.845 unabhªngige Reþexe mit 
einem Rsym von 7,0 %. Die Zellparameter der orthorhombischen Raumgruppe P212121 sind 
in Tabelle 1 aufgef¿hrt. 

3.1.5 CA26-Undekansªure-Komplex II

An der MeÇstation BW7B (DESY, EMBL-AuÇenstation, Hamburg) wurden 54.172 
Rºntgendiffraktionsdaten mit Synchrotronstrahlung bei einer Wellenlªnge von l = 0,83 ¡ 
gemessen. Bei 4ÁC erfolgte diese Messung mit einem MarResearch Image-Plate-Detektor 
(Radius 300 mm) bis zu einer maximalen Auþºsung von 1,05 ¡. Die Indizierung und 
Auswertung mit dem hkl-Paket [Otwinowski97] ergab 10.814 unabhªngige Reþexe mit 
einem Rsym von 5,8 %. Die Zellparameter der monoklinen Raumgruppe C2 sind in Tabelle 1 
aufgef¿hrt. 
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3.1.6 CA26-Dodekanol-Komplex

Die Datensammlung wurde mit einem Bruker CCD Detektor in der Gruppe von Prof. 
Sheldrick (Gºttingen) bis zu einer Auþºsung von 1,0 ¡ bei einer Wellenlªnge von 
lMo = 0,71 ¡ durchgef¿hrt. Die 51.157 gemessenen Reþexe wurden mit Programm Saint 
(Bruker) indiziert und zu 7.070 unabhªngigen Daten prozessiert. Die Zellparameter der 
monoklinen Raumgruppe C2 sind in Tabelle 1 aufgef¿hrt. 

3.2 Strukturlºsung

3.2.1 Direkte Methoden

Im Rºntgendiffraktionsexperiment kºnnen die Intensitªten der Reþexe, jedoch nicht 
deren relative Phasen gemessen werden. F¿r die Berechnung der Elektronendichte sind 
diese Phasen allerdings erforderlich. Um das so genannte ĂPhasenproblemñ f¿r grºÇere 
Molek¿le mit mehr als 100 Atomen zu lºsen, sind konventionelle direkte Methoden, die 
auf einer hoch entwickelten Wahrscheinlichkeitstheorie basieren, nicht mehr geeignet. 
Ein bahnbrechender Ansatz f¿r die Strukturlºsung grºÇerer Molek¿le war eine iterative 
Methode namens ĂShake and Bakeñ, bei der zwischen Optimierungsmethoden im realen 
und reziproken Raum zyklisch gewechselt wird [Miller93]. Damit war die Grundlage zur 
ab initio Phasierung allein auf Basis der Intensitªten eines Datensatzes geschaffen, die 
auch f¿r grºÇere Makromolek¿le mit mehr als tausend Atomen erfolgreich anwendbar ist. 
Abb. 11 zeigt schematisch den Ablauf dieses Ansatzes. Zu Beginn eines Lºsungsversuchs 
wird die asymmetrische Einheit mit zufªllig positionierten Atomen gef¿llt. F¿r den ProzeÇ 
kºnnen verschiedene Randbedingungen vorgegeben werden, zum Beispiel die Art und 
Anzahl der Atome, Kriterien f¿r typische atomare Abstªnde und die Pattersonfunktion 
mit der die Lºsung eine schl¿ssige ¦bereinstimmung haben soll. Die Phasen werden 
f¿r die Startatome berechnet und kºnnen unter Anwendung verschiedener Strategien im 
reziproken Raum verbessert werden. Dieser Teil der Prozedur entspricht dem ĂShakeñ. 
Dabei wird entweder die Minimierungsfunktion [Miller93] oder die Tangentenformel 
[Karle68] angewendet. Das Ziel der Minimierungsfunktion ist es, den erwarteten mit den 
aktuell berechneten Kosinus der Summe dreier Phasen, deren Reþexindices sich zu 
Null addieren, mit Hilfe der gewichteten mittleren quadratischen Differenz zu minimieren. 
Die Tangentenformel nutzt die am besten bestimmten Phasen aus, um die Phasen der 
restlichen Reþexe zu berechnen.

Diese verbesserten Phasen zusammen mit den normalisierten Strukturfaktoren 
(E- Werten), die aus den gemessenen Intensitªten erhalten werden, werden f¿r die 
Berechnung einer Elektronendichte herangezogen. Die hºchsten Maxima der Dichte 
werden als wahrscheinliche Atompositionen interpretiert. Diese im realen Raum 
stattýndende Hªlfte stellt den Teil ĂBakeñ dar, und es werden drei verschiedene Methoden 
zur Optimierung angewandt. 
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(i) Einfache Auswahl von Dichtemaxima, die der Anzahl an gesuchten Atomen entspricht 
sowie deren Zuordnung zu verschiedenen erwarteten Atomtypen. 

(ii) Bei der Optimierung der Liste der Dichtemaxima [Sheldrick95] wird jede einzelne 
Atomlage der Reihe nach eliminiert und daraufhin ¿berpr¿ft, ob sich dadurch eine 
Erhºhung des Korrelationskoefýzienten zwischen den normalisierten experimentellen 
Strukturfaktoren und den berechneten Strukturfaktoren des Modells erreichen lªÇt. 
Gegebenenfalls wird die Eliminierung dieses Atoms beibehalten. 

(iii) F¿r die Methode der zufªlligen ĂOmit-Dichtenñ werden ca. 30% der Atome 
willk¿rlich aus der Atomliste mit den hºchsten Dichtemaxima entfernt, und mittels der 
Tangentenformel wird ihre Zahl wieder erweitert. 

Nach der Optimierung im realen Raum werden die verbleibenden Atome benutzt, um neue 
Startphasen zu berechnen, mit denen die Optimierung in einer weiteren Runde fortgesetzt 
wird. Die Anzahl der benºtigten Durchlªufe pro Versuch ist abhªngig von der untersuchten 
Struktur, wobei sich die halbierte Anzahl gesuchter Atome als sinnvoll erwiesen hat. Bei 
dieser zyklischen Phasenoptimierung im reziproken sowie realen Raum werden nur 
die 10-20% stªrksten normalisierten Strukturfaktoren (E-Werten) verwendet, da sowohl 
Minimierungsfunktion als auch Tangentenformel nur f¿r diese starken E-Werte G¿ltigkeit 
besitzt. 

Abb. 11: FluÇdiagramm der Direkten Methoden 
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Startatome

viele Durchlªufe

Berechnung der
Bewertungskriterien,
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3.2.2 Molekularer Ersatz

Die Methode des molekularen Ersatzes stellt einen sehr efýzienten Phasierungs-
mechanismus dar, der jedoch nicht universell eingesetzt werden kann. Die limitierende 
Voraussetzung liegt im benºtigten Suchmodell begr¿ndet, das f¿r die erfolgreiche 
Anwendung eine hinreichend groÇe  hnlichkeit mit der gesuchten Struktur haben muÇ. 
Dabei stellt die Positionierung ein sechsdimensionales Problem dar, das in eine Rotations- 
und Translationssuche zerlegt werden kann. 

Die Rotationssuche liefert die Orientierung des Molek¿ls und wird als Maximierung der 
¦berlagerung der Pattersonfunktionen des Modells und des experimentellen Datensatzes 
innerhalb eines Integrationsvolumens durchgef¿hrt. 

Die sich anschlieÇende Translationssuche bestimmt die Lage des Molek¿ls in der 
Einheitszelle. Die Translationssuche erfolgt durch die Maximierung des ¦berlappungs-
integrals einer ¦berlagerung der Pattersonfunktionen von experimentellen Daten mit 
denen, die durch das vororientierte Suchmodell generiert wird.

Zur Bewertung der Ergebnisse stehen der kristallographische R-Wert, der Korrelations-
koefýzient sowie die Packungsanalyse zur Verf¿gung. Die Implementierung der 
gleichzeitigen Optimierung aller sechs Parameter der kombinierten Rotations- und 
Translationssuche wurde im Programm EPMR [Kissinger99] geleistet, das erheblich mehr 
Rechenzeit in Anspruch nimmt, sich jedoch als sehr robust erwiesen hat. 

3.2.3 CA26-Hydrat-Komplex

Die Struktur wurde mit Hilfe des Programms ShelxD [Sheldrick98, Uson99] durch 
einen kombinierten Ansatz von molekularem Ersatz und direkten Methoden gelºst. 
Dazu wurden die orthorhombischen Daten in die trikline Hemisphªre erweitert und 
eine Rotationsfunktionssuche mit den Koordinaten aus der triklinen Struktur CA26ta 
durchgef¿hrt. Die Maxima der Rotationsfunktion wurden bestimmt mit den 6.819 
Reþexen zwischen 1,8 ¡ und 1,5 ¡ Auþºsung. Bewertet werden die verschiedenen 
Orientierungen anhand der Korrelationskoefýzienten [Fuijnaga87], die f¿r die Daten 
zwischen 1,5 ¡ und 1,3 ¡ Auþºsung berechnet wurden. Die Lºsung mit dem hºchsten 
Korrelations-koefýzienten wurde ausgewªhlt und in 9 Runden progressiver Erweiterung 
laufend weitere Atome in die Struktur einbezogen. AnschlieÇend wurde die Methode 
der optimierten Liste der Dichtemaxima [Sheldrick95] angewandt, bei der jede mºgliche 
Atomposition der Liste auf ihren Beitrag f¿r die ¦bereinstimmung des Strukturmodells mit 
den experimentellen Daten ¿berpr¿ft wurde. Die erzielte Lºsung zeichnet sich durch einen 
Korrelationskoefýzienten von 83% aller Daten aus und enthielt 1.220 korrekt positionierte 
Atome der vier symmetrieverwandten Molek¿le in der Einheitszelle. Die Lokalisierung der 
Symmetrieelemente der orthorhombischen Raumgruppe P212121 f¿hrte zur Reduktion der 
vier Molek¿le zu dem einen, das in der asymmetrischen Einheit vorhanden ist.
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3.2.4 CA26-Ammoniumjodid-Komplex

Mit einem konventionellen Programm f¿r Strukturlºsungen mit Hilfe direkter Methoden 
(ShelxS) lassen sich nur die Lagen der Jodatome lokalisieren, die als unterbrochene 
lineare Kette durch den gesamten Kristall verlªuft. Trotz verschiedener Kombinationen 
von Startmodellen (nur CA26, CA26 + Jod, nur Jod) scheiterten Versuche, die Struktur mit 
Hilfe der Jodteilstruktur, die mit den direkten Methoden bestimmt wurde, in Kombination 
mit der Methode des molekularen Ersatzes zu lºsen. Dabei kamen verschiedene 
Implementierungen der Programmpakete AmoRe [Navaza94], GLRF/TF [Tong97] und 
EPMR [Kissinger99] zur Anwendung. Erst mit dem damals in der Entwicklung begriffenen 
Programm ShelxD [Sheldrick98, Us·n99] war die Lºsung dieser Struktur mit direkten 
Methoden mºglich. Damit konnten die beiden unabhªngigen CA26-Molek¿le entlang der 
Jodketten identiýziert werden. 

Die Struktur wurde mit einer Methode gelºst, die in ShelxD implementiert ist, zyklisch 
zwischen den Optimierungsmethoden im realen und im reziproken Raum hin und her 
wechselt und "dual-space recycling" genannt wird (siehe Abb. 9). Die gemessenen Daten 
wurden auf eine maximale Auþºsung von 1,05 ¡ begrenzt. Im internen KreisprozeÇ des 
Programms, der nur die 3.559 stªrksten Reþexe (E > 1,4) benutzt, wurden die erwarteten 
18 Jodatome lokalisiert. 

Dazu wurde mit einer Auswahl von willk¿rlich positionierten Jodatomen begonnen, 
deren Lagen sich in ¦bereinstimmung mit der Pattersonfunktion beýnden. Die Phasen 
werden abwechselnd im reziproken Raum mit der Tangentenformel [Karle68] verfeinert 
und anschlieÇend die stªrksten 30 Maxima der mit diesen Phasen berechneten 
Elektronendichte im realen Raum ausgewªhlt. Diese Auswahl wurde erst um 12 zufªllig 
ausgewªhlte potentielle Atome reduziert, und mit den verbliebenen Atomen wurde der 
nªchste Durchlauf begonnen. Nach 10 dieser iterativen Runden im reziproken und 
realen Raum wurden mºgliche Lºsungen bewertet. Daf¿r wurden ihre Korrelations-
koefýzienten [Fujinaga87], die auf den gesamten experimentellen Daten basieren, sowie 
das ¦bereinstimmungskriterium (PATFOM) der Minimumfunktion, die eine ¦berlagerung 
der experimentellen mit der Pattersonfunktion der 18 Jodatome darstellt, herangezogen. 
Teillºsungen mit einem Korrelationskoefýzienten grºÇer 40% und einem PATFOM grºÇer 
15 f¿hrten unweigerlich zu einer Jodsubstruktur, die eine Lºsung der gesamten Struktur 
herbeif¿hrte. Nach Erweiterung der Struktur durch 8 Runden progressiver Ergªnzung 
von Atomen und anschlieÇender Optimierung der Liste der Dichtemaxima [Sheldrick95], 
zeichnete sich diese Lºsungen durch einen Korrelationskoefýzienten von ungefªhr 70% 
aus. 

Auf diese Art und Weise wurde die Struktur dreimal innerhalb der ersten 100 Versuche 
gelºst, die jeweils zur Bestimmung von 740 richtig positionierten Atomen f¿hrte. Die 
Anzahl der Jodatome, die im internen Zyklus lokalisiert werden muÇten, stellte sich 
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als der kritische Parameter dieser Strukturlºsung heraus. Diese Anzahl muÇte korrekt 
bestimmt werden, damit eine nahezu vollstªndige Lºsung ohne Verzerrung der Geometrie 
zu erhalten war. Die Analyse der Pattersonfunktion (siehe Abb. 12), die von Vektoren 
zwischen Jodatomen dominiert wird, erwies sich als groÇe Hilfe bei der Optimierung der 
Anzahl der nºtigen Jodlagen. F¿r jedes der 18 Jodatome mit einer hohen Besetzung 
konnte bereits mit dieser klassischen Methode eine relative Position bestimmt werden. 

3.2.5 CA26-Bariumjodid-Komplex

Aus der geringen GrºÇe der monoklinen Einheitszelle war schon vor einer Lºsung 
dieser Struktur bekannt, daÇ nur eine Hªlfte des CA26-Molek¿ls in die asymmetrische 
Einheit paÇt und die zweite Hªlfte durch den kristallographischen Symmetrieoperator 
in Form einer zweizªhligen Rotationsachse generiert wird. Bei einem Komplex, der ein 
Bariumatom als Schweratom eingebaut hat, kann allein die Bestimmung seiner Position 
erheblich zur Lºsung beitragen. Mit der klassischen Analyse der Pattersonfunktion 
sollten die Koordinaten des Bariumatoms zu bestimmen sein. Das erwartete prominente 
Maximum f¿r die Bariumlage ist bei diesem Datensatz nicht sofort erkennbar. Erst 
nachdem diese Ursprungsdichte mit statistischen Methoden reduziert wurde, gelang 
es, die Position des Bariumatoms als x = y = z = İ in der Harkerebene mit y = İ zu 
identiýzieren.

Der Beitrag dieses Bariumatoms zu den Phasen der gesamten Struktur reichte aus, 
um durch eine Erweiterung der einatomigen Bariumteilstruktur in 5 Durchlªufen einer 
progressiven Ergªnzung von Atomen und anschlieÇender Optimierung der Liste der 
Maxima [Sheldrick95] die gesamte Struktur zu lºsen. Diese Lºsung wurde durch einen 
Korrelationskoefýzienten [Fujinaga87] von 76% charakterisiert und bestimmt 139 richtige 
Atompositionen. 

Abb. 12: Schnitt entlang der x,z-Ebene der Pattersondichte des CA26-Ammoniumjodid-
Komplexes. 
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3.2.6 CA26-Dodekanol-Komplex

Die Struktur wurde mit direkten Methoden des Programms ShelxD [Sheldrick98, Uson99] 
gelºst. Beginnend mit einer willk¿rlichen Verteilung der Atome in der asymmetrischen 
Einheit wurde eine Lºsung erhalten, die einen Korrelationskoefýzienten von 86,2% 
aufweist und alle140 Atome des CA26 richtig lokalisiert.

3.2.7 CA26-Undekansªure-Komplex I

Die Struktur wurde mit molekularem Ersatz unter Verwendung des CA26o-Startmodells 
gelºst. Die Rotations- und anschlieÇende Translationssuche mit dem Programm 
AmoRe [Navaza94] zeigten eindeutig Orientierung und Lage eines ganzen Molek¿ls 
in der asymmetrischen Einheit der Zelle. Die Lºsung zeichnet sich durch folgende 
Bewertungskriterien der experimentellen im Vergleich zu den Strukturfaktoramplituden 
des Modells aus. Der R-Wert liegt bei 54% (41%) und der Korrelationskoefýzient bei 44% 
(61%) vor bzw. nach der Verfeinerung als starrer Kºrper.

3.2.8 CA26-Undekansªure-Komplex II

Die Struktur wurde mit molekularem Ersatz unter Verwendung einer Hªlfte (G1-G13) des 
CA26o Startmodells gelºst. Die Orientierung und Lage einer Hªlfte des CA26-Molek¿ls 
in der asymmetrischen Einheit der Zelle konnte mit dem Programm AmoRe [Navaza94] 
bestimmt werden. Die zweite Hªlfte des Molek¿ls wurde durch die kristallographische 
Symmetrie dieser monoklinen Raumgruppen vervollstªndigt. Die Lºsung zeichnet sich 
durch einen R-Wert von 50% (49%) und einen Korrelationskoefýzienten von 63% (67%) 
vor bzw. nach der Verfeinerung als starrer Kºrper aus.

3.3 Verfeinerung

3.3.1 Generell

Vor den Verfeinerungen wurden jeweils ca. 5% der Reþexe willk¿rlich als Testreþexe 
ausgewªhlt. Mit Hilfe dieser f¿r die Verfeinerung nicht ber¿cksichtigten Daten wird der Rfree 
[Br¿nger92] berechnet, der als direkter Vergleich zum R-Wert eine elegante Mºglichkeit 
bietet, die ¦berinterpretation der Daten zu verhindern. Die erzielten Strukturlºsungen 
wurden im ersten Verfeinerungsschritt als starren Kºrper mit eingeschrªnkten Freiheits-
graden betrachtet und die Orientierung und Position mit SHELX-97 [Sheldrick97] optimiert. 
In den folgenden Zyklen der Verfeinerung mit der Methode der kleinsten Fehlerquadrate 
unter Ber¿cksichtigung der gesamten Matrix wurden in der Regel alle Atome mit 
anisotropen Temperaturfaktoren behandelt, mit Ausnahme des Wasserstoffs. Die Lage 
der Wasserstoffatome wurde f¿r alle CH bzw. CH2 Fragmente als sp3-hybridisierte 
Kohlenstoffatome in idealisierter Geometrie (d(CH) = 0.97 ¡) berechnet und als isotrope 
Beitrªge einbezogen. Einige der O(6)-Atome der Glukosen besitzen eine zweifache 
Fehlordnung. Ihre Besetzungsfaktoren sind wªhrend der Verfeinerung auf eine Summe 
von 1.0 ýxiert. Wasserpositionen wurden in einer Reihe von Analysen der Fobs ï Fcalc 
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Differenzdichten (Dr) lokalisiert und anhand der Elektronendichte mit dem graphischen 
Darstellungsprogramm XtalView [McRee99] positioniert. 

3.3.2 CA26-Hydrat-Komplex

Die Glukosen wurden in den ersten Verfeinerungszyklen mit Hilfe der Bindungen 
zwischen benachbarten Atomen (1-2, 1-3) in ihrer Geometrie eingeschrªnkt. Dabei wird 
jeder Kombination von Atompaaren, die in jeder der Glukosenuntereinheiten wieder 
vorkommt, jeweils eine Abstandsvariable zugeordnet. F¿r diesen variablen Abstand wird 
kein Wert beziffert, jedoch m¿ssen diese mehrfach auftretenden Abstªnde f¿r jede der 
Glukosen einen ªhnlichen Wert innerhalb der Standardabweichung von 0,02 ¡ einhalten. 
Aufgrund der hohen Auþºsung der gemessenen Daten und dem damit verbundenen 
Daten zu Parameter Verhªltnis von ca. 8:1 wurden diese Einschrªnkungen in den letzten 
Verfeinerungszyklen nicht mehr angewandt. Die fehlgeordneten O(6) Hydroxylgruppen 
muÇten davon jedoch ausgenommen werden.

20% der O-H Wasserstoffatome konnten in der Differenzdichte identiýziert werden. Im 
letzten Verfeinerungszyklus waren 3.272 unabhªngige Parameter frei, der Goodness-
of-Fit war 1,226 und der kristallographische R-Wert konvergierte bei R = 0,084 f¿r 
20.945 Reþexe mit Fobs > 4 s und f¿r alle 23.556 Daten bei R = 0,090. Der freie R-Wert 
konvergierte bei Rfree = 0,095 f¿r die 1.040 Reþexe mit Fobs > 4 s und bei Rfree = 0,105 f¿r 
alle 1.186 Testreþexe. Die Zahl der Wassermolek¿le belªuft sich auf 37,79, die ¿ber 54 
Positionen verteilt sind. Davon sind lediglich 14 voll und alle anderen nur teilweise besetzt.

3.3.3 CA26-Ammoniumjodid-Komplex

Die Jodatome, die sich innerhalb der Kanªle beýnden, liegen zweifach fehlgeordnet vor. 
Dabei wurden die Besetzungsanteile der hauptsªchlich und geringer besetzten Trijodid 
Teilmolek¿le auf eine Summe von 1,0 ýxiert. Die Glukosen wurden in der gesamten 
Verfeinerung mit Hilfe ªhnlicher Abstandsvariablen zwischen benachbarten Atomen (1-2, 
1-3) in ihrer Geometrie eingeschrªnkt. 

In der letzten Runde wurden insgesamt 6.451 unabhªngige Parameter verfeinert, die 
einen Goodness-of-Fit von 2,233 und einen R-Wert von 0,099 f¿r die 35.197 Reþexe mit 
einem Fobs > 4 s aufwiesen. F¿r alle 36.017 Daten berechnete sich der R-Wert zu 0,099. 
Der Rfree liegt bei 0,111 f¿r die 1.855 Reþexe mit Fobs > 4 s und bei Rfree = 0,112 f¿r alle 
1.894 Testreþexe.

3.3.4 CA26-Bariumjodid-Komplex

Das Bariumatom liegt in einer speziellen Position auf der zweizªhligen Rotationsachse 
des kristallographischen Symmetrieelements, daher muÇ seine Besetzung auf İ 
beschrªnkt werden. Das Ellipsoid des anisotropen Temperaturfaktors unterliegt der 
geometrischen Einschrªnkung, die aus der Rotationssymmetrie resultiert. Die Jodatome 
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liegen fehlgeordnet vor. Keinerlei geometrische Einschrªnkungen bez¿glich ihrer 
Positionen wurden angewandt. Die Glukosegeometrie hingegen wurde mit Hilfe der 
ªhnlichen Abstandsvariablen eingeschrªnkt. 

Die Koordinationssphªre des Bariums wird durch zwei fehlgeordnete Molek¿le 
Polyethylenglykol gebildet. Diese aus dem Fªllungsmittel stammenden Molek¿le (vergl. 
Kristallisation) besitzen eine rªumliche Anordnung, die ¿bereinstimmt mit der Struktur von 
Komplexen des Bariumrhodanids mit Penta- bzw. Hexaethylenglykol [Wei87, Wei87a]. 
Insgesamt belief sich die Zahl der unabhªngigen Parameter auf 1.685, die im letzten 
Zyklus verfeinert wurden. Dabei ergab sich ein Goodness-of-Fit von 1,898 und ein 
R-Wert von 0,081 f¿r 7.880 starke Reþexe mit Fobs > 4 s wªhrend f¿r alle 8.824 Daten ein 
R-Wert von 0,088 berechnet wurde. Der Rfree ergab 0,090 f¿r die 412 starken Reþexe mit 
Fobs > 4 s und Rfree = 0,100 f¿r alle 466 Testreþexe.

3.3.5 CA26-Undekansªure-Komplex I

Neben den Einschrªnkungen der Glukosegeometrie mit Hilfe der ªhnlichen Abstªnde bei 
ªquivalenten Atomtypen wurde die Dichte in den Kanªlen mit einer Fettsªure modelliert, 
deren Bindungslªngen auf die jeweiligen Werte entsprechend ihres Typs innerhalb einer 
Abweichung von 0,02 ¡ eingeschrªnkt wurde. Zum Ende wurden 2.945 unabhªngige 
Parameter verfeinert und das Modell erreichte einen Goodness-of-Fit von 1,523. Der 
R- Wert betrªgt 0,095 f¿r die 15.353 stªrksten Reþexe mit Fobs > 4 s. F¿r alle 23.845 
Daten ergibt sich ein R-Wert von 0,137. Der Rfree liegt bei 0,119 f¿r die 814 Reþexe mit 
Fobs > 4 s und bei Rfree = 0,164 f¿r alle 1.263 Testreþexe.

3.3.6 CA26-Undekansªure-Komplex II

Die geometrischen Einschrªnkungen der Glukose und der Fettsªure wurden in Analogie 
zu Komplex I ¿bernommen. Daraus resultieren 2.806 unabhªngige Parameter im letzten 
Verfeinerungszyklus mit einem Goodness-of-Fit von 2,353. Der R-Wert ergab 0,139 f¿r 
8.161 Reþexe mit Fobs > 4 s und f¿r alle 10.796 Daten einen R-Wert von 0,167. Der Rfree ist 
0,171 f¿r die 423 Reþexe mit Fobs > 4 s und Rfree = 0,199 f¿r alle 570 Testreþexe.

3.3.7 CA26-Dodekanol-Komplex

Die Einschrªnkung der Glukosegeometrie wurde mit Hilfe ªhnlicher interatomarer 
Abstandsdistanzen erreicht. Die Geometrie des aliphatischen Alkohols wurde anhand 
der Standardbindungslªngen f¿r die jeweiligen Einfachbindungen eingeschrªnkt. Dabei 
wurden 1.563 unabhªngige Parameter verfeinert und ein Goodness-of-Fit von 1,0 erreicht. 
Der R-Wert wurde mit 0,077 f¿r 5.304 Reþexe mit Fobs > 4 s und f¿r alle 7.070 Daten mit 
R-Wert = 0,102 berechnet. Der Rfree liegt bei 0,093 f¿r die 273 Reþexe mit Fobs > 4 s und 
bei Rfree = 0,124 f¿r alle 372 Testreþexe. 
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Aufgrund der unterschiedlichen Diffraktionseigenschaften wird der Schwerpunkt in den 
folgenden Abschnitten auf die qualitativ hochwertigen Datensªtze gelegt. Weitergehend 
wird in den Publikationen auf den CA26-Bariumjodid- [Nimz03] bzw. Dodekanol-Komplex 
[Nimz04] detailliert eingegangen. 
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4. Ergebnisse - Struktur des CA26-Hydrat-Komplexes
4.1 Allgemeines, Bezeichnung des Molek¿ls und der Glukoseuntereinheiten

Ein zyklisches Amylosemakromolek¿l entsteht durch die zusªtzliche Verbindung der 
freien O(1)H- und O(4)H-Gruppen der a-D-Glukosen an den Enden durch glykosidische 
a-(1 ­ 4) Verkn¿pfung miteinander. CA26 stellt eine solche zyklische Amylose dar 
und ist aus 26 dieser Glukoseuntereinheiten aufgebaut, die fortlaufend von G1 bis G26 
numeriert sind. Die Hªlften G1-G13 und G14-G26 sind pseudosymmetrieverwandt 
(G1 @ G14), deshalb ergeben sich zwei Alternativen bei der Numerierung der Glukosen. 
Die Auswahl, welche Hªlfte als G1-G13 bezeichnet wird, erfolgt so, daÇ die strukturelle 
¦bereinstimmung mit CA26ta hºher ist (siehe die berechneten rms-Abweichungen im 
Anhang Tabelle 7 ).

Die Bezeichnung der Atome, aus denen die Glukoseuntereinheiten aufgebaut sind, 
ist in Abb. 13 ersichtlich. Zweifach fehlgeordnete O(6)-Atome werden in Abhªngigkeit 
ihrer Besetzungsgrade als O(6)A (Hauptbesetzung) bzw. O(6)B (geringer besetzt) 
gekennzeichnet.

Zur eindeutigen Unterscheidung der Molek¿le werden die beiden in der triklinen 
Raumgruppe kristallisierten als CA26ta (G1-26) und CA26tb (G101-126) und in der 
orthorhombischen Raumgruppe als CA26o bezeichnet.

Abb. 13: Bezeichnung 
der Atome der Glukosen

Die orthorhombische Einheitszelle des CA26-Kristalls enthªlt ein CA26-Molek¿l und 31,94 
Wassermolek¿le in der asymmetrischen Einheit. Das CA26-Molek¿l wird in zwei Hªlften 
unterteilt (G1-G13, G14-G26), die jeweils miteinander ¿ber eine pseudo-zweizªhlige 
Rotationssymmetrie verbunden sind. In jedem dieser beiden Oligosaccharidsegmenten 
beýnden sich alle Glukosemolek¿le in der 4C1-Sesselkonformation und sind zueinander 
syn orientiert, so daÇ sich O(3)nĀĀĀO(2)n+1 Wasserstoffbr¿ckenbindungen zwischen 
benachbarten Untereinheiten ausbilden kºnnen. 
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Abb. 14: Molekulare Struktur der Cycloamylose 26

Abb. 15: Rªumliche Struktur der Cycloamylose 26. Intermolekulare Wasserstoffbr¿cken 
und Interaktionen mit den strategischen Wasserpositionen W1-W2 sind als gestrichelte 
Linien (links), die zweizªhlige Rotationssymmetrieachse (180Á) ist als Ellipse bzw. Pfeil 
dargestellt. Der Ausschnitt rechts zeigt die Wasserpositionen W3 und W4. Die Position W3 
wird hier von O(6) eines symmetrieverwandten CA26 eingenommen wird.

Im Gegensatz dazu beýnden sich die Glukosepaare G13-G14 und G26-G1, welche 
die beiden Hªlften verbinden, in der anti Orientierung, die als ĂBand-Flipñ-Konformation 
bezeichnet wird [Jacob98]. Diese Konformationen werden durch die Ausbildung einer 
Drei-Zentren-Wasserstoffbr¿cke zwischen O(3)nH als Donor und O(5)n+1 sowie O(6)n+1 als 
Akzeptor stabilisiert [Jacob99], Abb. 16. 
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Abb. 16: Band-Flip der Glukosen G13-G14 in CA26o mit Elektronendichte 
(2Fo-Fc) in blau auf 2.0 s Niveau und in rot auf 7.0 s Niveau.

13 14

Die Glukosen G3-G12 und G15-G25 bilden helikale Bereiche, die in einer einstrªngigen, 
linkshªndigen Helix angeordnet sind und deren Steigung bei 6 Glukosen pro Windung 
liegt. Die Distanz O(4)n-O(4)n+6 hat einen Mittelwert von 7,8 ¡ und charakterisiert den 
Abstand pro Windung der Amylosehelix. 

Eine Amylosehelix mit genau diesen Eigenschaften ist von Rappenecker als 
charakteristisch f¿r V-Amylose beschrieben worden [Rappenecker81]. Durch die 
Pseudosymmetrie in Form einer 180Á Rotation sind die beiden antiparallel orientierten 
Hªlften in CA26 miteinander verbunden, wobei die zweizªhlige Rotationsachse genau in 
der Mitte des Molek¿ls senkrecht zu den Helices liegt (in Abb. 15 als ­ gekennzeichnet).

Im Inneren der Helices wird ein Hohlraum geschaffen, der durch die C(3)-H und C(5)-H 
bzw. die O(4)-Atome begrenzt wird und die Form eines Kanals mit einem Van-der-Waals-
Durchmesser von ca. 5 ¡ annimmt, der mit statistisch fehlgeordneten Wassermolek¿len 
gef¿llt ist. 

Die Faltung des CA26-Molek¿ls wird durch die Ausbildung intramolekularer O(3)nĀĀĀO(2)n+1 
Wasserstoffbr¿ckenbindungen benachbarter Glukosen entlang der Kette und 
O(6)nĀĀĀO(2)n+6 bzw. O(6)nĀĀĀO(3)n+6 zwischen den helikalen Windungen stabilisiert (in Abb. 
15 als gestrichelte Linien gekennzeichnet). Durch die Ausbildung mehrerer Wasser-
stoffbr¿ckenbindungen zu konservierten Wassermolek¿len W1 bis W4 werden in 
CA26ta die beiden helikalen Segmente zueinander verbr¿ckt und erfahren damit eine 
zusªtzliche Stabilisierung. In CA26o sind die Wasserpositionen W1, W2 und W4 besetzt, 
wªhrend die Position des Wassermolek¿ls W3 durch die Hydroxylgruppe O(6)22ó eines 
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symmetrieverwandten CA26-Molek¿ls ersetzt wurde. Bei CA26tb wird diese Ersetzung 
der Wasserposition W3 durch O(6)122ó in Abhªngigkeit von der Kristallpackung ebenfalls 
beobachtet. 

Leichte Abweichungen zur antiparallelen Orientierung der beiden V-Amylosehelices der 
CA26-Molek¿le (siehe Schema in Abb. 17) werden sichtbar, sobald die zentralen zehn 
Glukosen G3-G12 und G16-G25 mit Hilfe der Methode der kleinsten Fehlerquadrate 
¿berlagert werden. Eine deutliche Abweichung von 180Á wird z. B. f¿r CA26o mit 
172,3Á sowie mit 179,8Á bzw. 170,5Á f¿r CA26ta und CA26tb festgestellt. Strukturelle 
Abweichungen zwischen den drei CA26-Molek¿len werden ebenso deutlich durch 
die Wurzel der mittleren quadratischen Abweichungen (rms) bei der ¦berlagerung 
von Molek¿lhªlften (G1-G13 auf G14-G26), bei der alle O(6)-Atome aufgrund der 
beobachteten konformationellen Freiheit unber¿cksichtigt bleiben. Die Werte f¿r die rms-
Abweichung beýnden sich im Bereich 0,31 ¡ - 0,54 ¡ f¿r die Molek¿lhªlften bzw. 0,55 ¡ 
- 0,82 ¡ bei der ¦berlagerung der gesamten Molek¿le CA26o, CA26ta und CA26tb (siehe 
im Anhang Tabelle 7).

Abb. 17: Schema der Abweichung 
von der antiparallelen Orientierung 
der V-Amylosehelices

4.2 Konformation der Glukosen

Aufgrund der erzielten hohen Auþºsung ist die Relation von verf¿gbaren Daten zu 
verfeinerten Parametern ausreichend groÇ f¿r eine Behandlung der Glukosegeometrie 
ohne jegliche einschrªnkende Vorgabe der erwarteten Bindungslªngen und 
Bindungswinkel, die bei der Verfeinerung der triklinen Struktur angewandt wurden 
[GeÇler99]. Dadurch wird jegliche EinþuÇnahme von auÇen vermieden und der Vergleich 
mit den Bindungslªngen und Bindungswinkel der bekannten Cyclodextrinstukturen 
ermºglicht. Eine Ausnahme hiervon bilden nur die fehlgeordneten O(6)-Hydroxylgruppen. 

Abb. 18: Schema der mittleren Bindungslªngen 
und Bindungswinkel der Glukosen in CA26o
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Abb. 19: C-C und C-O Bindungslªngen der Glukosen 
G1-G26 in CA26o

Die Glukoseuntereinheiten der CA26-Molek¿le besitzen ªhnliche Mittelwerte f¿r 
Bindungslªngen und Bindungswinkel wie die Cyclodextrine (vergleiche Abb. 18 und 
Abb. 2). Die Qualitªt des Datensatzes erlaubt auch den Blick auf die individuellen 
Variationen der Bindungslªngen wie sie in Abb. 19 f¿r jede der 26 Glukosen in CA26o 
gezeigt werden. Als Beispiel kann die im Mittel signiýkant lªngere Bindungslªnge 
C(5)-O(5) (gelb in Abb. 19) mit 1,43 ¡ mit einer Standardabweichung von 0,01 ¡ in 
Vergleich mit 1,401 ¡ (0,009 ¡) bei O(5)-C(1) (olivgr¿n in Abb. 19) herangezogen 
werden. Die Variabilitªt von Bindungslªngen wird anschaulich bei der Betrachtung 
der Bindungslªngen C(5)-O(5) und O(5)-C(1) in den Glukosen G7 und G17. F¿r diese 
Bindungslªngen in G7 und G17 (gelb und olivgr¿n in Abb. 19) sind keine signiýkanten 
Unterschiede nachweisbar. 

Die Glukoseuntereinheiten der CA26-Molek¿le beýnden sich in der 4C1-Sessel-
konformation, die bisher f¿r alle Glukosen in nicht substituierten Cyclodextrinen erhalten 
wurde. Sie liegen in einer entspannten Konformation vor, die durch die Cremer-Pople-
Parameter Q [Cremer75], die absolute Ringwellungsamplitude, im Bereich 0,52 ¡ ï 0,58 ¡ 
und q, dem Ringwellungswinkel, mit 0,6Á - 10,8Á in CA26o angezeigt wird (siehe Anhang 
Tabelle 8). Weitere Parameter, welche die Glukosekonformation beschreiben, sind die 
virtuellen Abstªnde O(4)nĀĀĀO(4)n+1 mit einem mittleren Wert von 4,32 ¡ f¿r die helikalen 
Bereiche und im Band-Flip (G13-G14, G26-G1) mit 4,59 ¡. Damit lªÇt sich im letzteren 
Bereich eine gespanntere Konformation erkennen (siehe Anhang Tabelle 9). Die mittleren 
Werte des Winkels C(1)n+1-O(4)n-C(4)n am glykosidischen Sauerstoffatom sind 117,9Á 
in CA26o. Diese konformationellen Werte sind in exzellenter ¦bereinstimmung mit den 
Werten aus CA26ta und CA26tb und stimmen im Vergleich mit den Cyclodextrinen am 
besten mit den entsprechenden Werten von bïCD ¿berein [Szejtli82], das wahrscheinlich 
die entspannteste Glukosekette aufweist. Aufgrund der beobachteten syn Orientierung der 
Glukosen zueinander in den beiden Hªlften liegen die damit verbundenen Mittelwerte f¿r 
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die Torsionswinkel f und y, die als O(5)n+1-C(1)n+1-O(4)n-C(4)n bzw. C(1)n+1-O(4)n-C(4)n-C(3)n 
deýniert werden, in dem erwarteten Bereich von 95,5Á - 112,1Á und 99,7Á - 127,1Á f¿r 
f bzw. y in ¦bereinstimmung mit den Werten aus CA26ta und CA26tb (siehe Anhang 
Tabelle 11 und Tabelle 12). Der Torsionswinkel c, der die Rotation um die Bindung 
C(5)-C(6) beschreibt und als O(5)-C(5)-C(6)-O(6) deýniert wird, liegt vorwiegend in 
dem bevorzugten Bereich (-)gauche (siehe Tabelle 2). Einige O(6)-Atome weisen eine 
statistische Fehlordnung auf und liegen sowohl in der (-) als auch in der (+)gauche 
Orientierung vor. Systematisch in (+)gauche Konformation liegen die Glukosen G1, 
G7, G14 und G20 aller drei CA26-Molek¿le vor, wªhrend in ¦bereinstimmung mit den 
Cyclodextrinen keine anti Konformation eingenommen wird. 

Tabelle 2: c Torsionswinkel O(5)-C(5)-C(6)-O(6) 
der teilweise fehlgeordneten Glukosen. 
Glucose c [Á] Anteil c [Á] Anteil

1  68,6
2 -59,1
3 -63,0
4 -63,3
5 -59,4 0,79  72,1 0,21
6 -63,3
7  68,4 0,87 -40,8 0,13
8 -58,7
9 -61,8 0,66  66,5 0,34
10 -57,1
11 -60,6
12 -60,1 0,78  61,7 0,22
13 -58,5
14  66,5
15 -59,4
16 -63,2 0,78  56,6 0,22
17  60,3 0,55 -58,5 0,45
18 -67,1
19 -63,0
20  65,2
21 -62,4
22 -62,8
23 -56,9 0,87  52,9 0,13
24  61,3 0,55 -61,5 0,45
25 -61,2 0,63  62,8 0,37
26 -54,4 0,63  64,2 0,37

4.3 Geometrie der Band-Flips

Der Band-Flip ist ein strukturelles 
Element der Glukosekette, das nicht 
in den kleineren Cyclodextrinen 
vorkommt. Dieser Name wurde 
f¿r die 180Á Rotation in Anlehnung 
an ein durchgetrenntes Band, das 
anschlieÇend verkehrt herum wieder 
zusammengef¿gt wurde, gewªhlt 
[Jacob98]. Die elliptische Verzerrung 
des Makrozyklus der CA9-Struktur 
(siehe Abb. 5) weist auf deutliche 
sterische Anspannung hin, die durch 
Berechnungen der potentiellen 
Energie [Jacob98] unterst¿tzt wurde. 
In den grºÇeren Ringen von CA10 und 
CA14 w¿rde diese Spannung noch 
weiter steigen, jedoch wird durch die 
beobachteten zwei Band-Flip-Motive 
an den gegen¿berliegenden Stellen 
des Makrozyklus eine entspannte 
Konformation der Glukosen ermºglicht 
(siehe Abb. 5). Dabei wechselt durch 
eine 180Á Rotation um die glykosidische 
Bindung die relative Orientierung 
zweier benachbarter Glukosen aus der 
gewºhnlich beobachteten syn in die anti 
Konformation [Jacob98]. 
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In CA26 wird dieses Motiv ebenfalls an zwei diametral gegen¿berliegenden Stellen 
im Makrozyklus bei G13-G14 und G26-G1 beobachtet (siehe Abb. 15). In allen drei 
CA26-Molek¿len wird dieses Motiv durch die Ausbildung einer Drei-Zentren-Wasser-
stoffbr¿ckenbindung stabilisiert, bei der O(3)n-H als Donor und O(5)n+1 sowie O(6)n+1 als 
Akzeptor fungieren (siehe Abb. 20). Der k¿rzere Abstand von 2,73 ¡ der O(3)nĀĀĀO(6)n+1 
Sauerstoffatome zueinander in CA26o weist auf einen stªrkeren Anteil dieser Br¿cke 
im Vergleich mit dem mittleren Abstand von 3,10 ¡ bei O(3)nĀĀĀO(5)n+1 hin. Die einzelnen 
Wasserstoffbr¿ckenbindungsabstªnde von CA26o ,CA26ta und CA26tb sind im Anhang als 
Tabelle 13, Tabelle 14 und Tabelle 15 aufgef¿hrt. 

Abb. 20: Vergleich der Band-Flip-Motive der 
CA26-Hydratstrukturen mit Wasserstoffbr¿cken zu 
benachbarten Glukosen und Wassermolek¿len

Charakteristisch f¿r die Geometrie der glykosidischen Verkn¿pfungen mit Band-Flip 
sind die mittleren Winkel f mit 88Á bzw. y mit -48Á in CA26-Molek¿len. In dem k¿rzeren 
Makrozyklus CA10 ist den Band-Flip-Motiven eine Verkn¿pfung benachbart, die mit den 
Winkeln f = 92Á und y = 91Á eine teilweise Verdrehung der benachbarten Glukosen und 
damit eine auÇergewºhnliche Geometrie aufweisen [Jacob98]. Trotz der eingehaltenen 
syn Orientierung wird der O(3)nĀĀĀO(2)n+1 Abstand mit 3,94 ¡ durch die Verkippung der 
benachbarten Glukosen so vergrºÇert, daÇ sich diese typische Wasserstoffbr¿cke nicht 
ausbilden kann. 
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In CA26ta und CA26tb hingegen sind diese dem Band-Flip-Motiv folgenden O(3)nĀĀĀO(2)n+1 
Abstªnde zwar verlªngert, jedoch in geringerem AusmaÇ. In CA26o hingegen treten 
Verlªngerungen der O(3)nĀĀĀO(2)n+1 Abstªnde eine ganze Windung vom Band-Flip-Motiv 
entfernt auf (siehe Anhang Tabelle 16).

Daraus lªÇt sich schlieÇen, daÇ die beobachteten Verlªngerungen der O(3)nĀĀĀO(2)n+1 
Abstªnde nicht in allen drei CA26-Molek¿len systematisch lokalisiert sind, sondern sich 
an verschiedenen Positionen beýnden kºnnen. Mit den maximalen Abstªnden in CA26o 
von 3,00 ¡ f¿r O(3)5ĀĀĀO(2)6 und 3,14 ¡ f¿r O(3)18ĀĀĀO(2)19 bzw. in CA26t von 3,28 ¡ f¿r 
O(3)25ĀĀĀO(2)26 liegen sie im Bereich der Abstªnde, die gewºhnlich bei Wasserstoffbr¿cken 
beobachtet werden. Einhergehend mit den Verlªngerungen werden zwischen den 
Glukosen G5-G6 und G18-G19 relativ geringe Winkel f mit 97,7Á bzw. 95,5Á beobachtet 
(siehe Anhang Tabelle 11). Hingegen sind die zwischen den Glukosen G5-G6 und 
G18-G19 bestimmten Winkel y mit 108,6Á und 105,0Á nicht auÇergewºhnlich klein (siehe 
Anhang Tabelle 12). Damit wird die These belegt, die bereits bei Jacob et al. [Jacob98] 
prognostiziert wurde, daÇ sich bei lªngeren Makrozyklen die induzierte Spannung, die in 
CA10 und CA14 zur teilweisen Verdrehung der benachbarten Glukosen f¿hrt [Jacob98], 
entlang der Kette verteilt und weniger ausgeprªgt sein wird.

4.4 Intramolekulare Wasserstoffbr¿cken

Mit Ausnahme der Band-Flip-Motive sind alle Glukosen in syn Orientierung miteinander 
verkn¿pft und bilden O(3)nĀĀĀO(2)n+1 Wasserstoffbr¿cke aus, die im Mittel einen Abstand 
von 2,84 ¡ in CA26o aufweisen. Zusªtzlich werden die helikalen Bereiche G3-G13 und 
G16-G26 jeweils durch die Ausbildung von f¿nf  Wasserstoffbr¿cken O(6)nĀĀĀO(2)n+6 
und/oder O(6)nĀĀĀO(3)n+6 stabilisiert (siehe Abb. 15). Die Lªnge der Wasserstoffbr¿cken 
ist abhªngig von der Orientierung der C(6)-O(6) Gruppe, die durch den Torsionswinkel 
c beschrieben wird. Bei (-)gauche Orientierung der primªren Alkoholgruppe sind 
die O(6)nĀĀĀO(3)n+6 Abstªnde k¿rzer als O(6)nĀĀĀO(2)n+6 Abstªnde und bei (+)gauche 
Orientierung lªnger.

Ein bemerkenswertes Wasserstoffbr¿ckennetzwerk verbindet die Glukosen G1, G7, G14 
und G20 (siehe Abb. 15), deren Torsionswinkel c alle (+)gauche sind. G1 bzw. G14 sind 
Bestandteil der Band-Flip-Motive und bilden Wasserstoffbr¿cken zu G7 und G20. Neben 
ihrer wesentlichen Funktion als Akzeptoren der Drei-Zentren-Wasserstoffbr¿cke, deren 
Donor O(3)13-H bzw. O(3)26-H sind, sind sie ebenfalls in weitere Wasserstoffbr¿cken 
O(6)1ĀĀĀO(3)7 bzw. O(6)14ĀĀĀO(3)20 involviert (siehe Abb. 20). Diese Verkn¿pfung verleiht dem 
Band-Flip-Motiv weitere Stabilitªt, und im Kontaktbereich der beiden V-Helices werden G7 
und G20 in Positionen gebracht, bei denen sich die Glukoseringe in Abb. 15 ¿berlagern. 
Bemerkenswerterweise stellen diese die einzigen direkten O-HĀĀĀO Wasserstoffbr¿cken 
zwischen den beiden Helices dar. F¿r die Wechselwirkung der V-Helices weist das Fehlen 
weiterer direkter Wasserstoffbr¿cken auf die verstªrkte Bedeutung der Kontakte hin, die 
durch Wassermolek¿le vermittelt werden. 
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Abb. 21: Interaktionen zwischen den Helices innerhalb eines 
CA26-Molek¿ls und mittels der Wassermolek¿le W1 und W2.
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4.6 Hydratisierung 

Die Koordination von Wassermolek¿len in CA26 folgt Mustern, die bereits in fr¿heren 
Arbeiten erkannt wurden [Steiner94, Saenger98]. Dabei stellt die Chelatisierung innerhalb 
eines f¿nfzªhligen Ringes das bekannteste Motiv dar. Hierbei wird ein Wassermolek¿l im 
zweizªhnigen Modus mit O(2) und O(3) und/oder O(5) und O(6) einer einzigen Glukose 
gebunden.

Diese Art der Wechselwirkung wird in CA26 hªuýg beobachtet. Insbesondere bei 
den Wassermolek¿len W1-W4, die sich zwischen den V-Helices beýnden. W1 bildet 
gleichzeitig Wasserstoffbr¿cken zu O(5) und O(6) der Glukosen G2 und G21 und 
zusªtzlich O(2) der Glukose G8 aus. W2 ist durch die Pseudosymmetrie mit W1 
verbunden und wird in der gleichen Konýguration durch G8, G15 und zusªtzlich durch 

4.5 Schwache Wasserstoffbr¿cken

Durch die zweizªhlige Pseudo-Rotationsachse kommen sich die beiden kurzen Helices 
in CA26 gegenseitig so nahe, daÇ die Glukosepaare G7-G8 der einen Helix in Kontakt 
mit dem Paar G20-G21 der anderen Helix treten (Abb. 21). Diese Anordnung ist 
charakterisiert durch kurze interhelikale C-HĀĀĀO Wasserstoffbr¿cken im Bereich HĀĀĀO 
2,5 ¡ bis 3,0 ¡, zwischen C(1)-H und C(4)-H als Donor und O(2), O(3) als Akzeptoren 
in CA26o. Diese Kontakte sind charakteristisch f¿r die rªumliche Struktur der CA26-
Molek¿le. 
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O(2) von G21 komplexiert (siehe Abb. 15). Aus struktureller Sichtweise erfolgt eine 
gegenseitige Verbr¿ckung der beiden helikalen Segmente des CA26-Molek¿ls durch die 
Vermittlung der Wassermolek¿le. 

Die Vermittlungsfunktion wird durch ein weiteres Paar Sauerstoffatome, das durch die 
Pseudosymmetrie verbunden ist, veranschaulicht. Sie vermitteln Wasserstoffbr¿cken 
zwischen O(2) und O(3) der Glukosen G13 und G26, die Teil der Band-Flip-Motive sind, 
zu O(2) von G7 und G20 (siehe Abb. 20 und Abb. 15). Jedoch ist die Position von W3 in 
CA26o durch die O(6)22ó-Hydroxylgruppe eines symmetrieverwandten Molek¿ls ersetzt 
worden. Dieser durch Packungseffekte hervorgerufene Ersatz wird auch bei CA26tb 
beobachtet, bei dem W3 durch O(6)122ó ersetzt wird. Jede dieser Wasserstoffbr¿cken trªgt 
zur Stabilisierung der Band-Flip-Motive und zur Struktur des Verbindungsteils G13-15 bzw. 
G26, G1-2 bei. 

Abb. 22: Chelatisierung von Wassermolek¿len zwischen Glukosen in unterschiedlichen 
Windungen der Amylosehelix. Die gering besetzen, fehlgeordneten Wasserpositionen (nur 
gelb) werden mit geringerem Radius dargestellt, wªhrend die anderen Wasserpositionen 
voll besetzt sind.

Die helikale Anordnung der Glukosen in CA26 erlaubt die Ausbildung von 
wasservermittelten Wasserstoffbr¿cken zwischen den Windungen der Helices. Dabei 
wird eine Wasserstoffbr¿cke zu O(5) oder O(6) der einen Glukose ausgebildet und 
gleichzeitig zu O(2) oder O(3) der Glukose der nªchsten Windung (siehe Abb. 22). 
Von den 10 Wasserstoffbr¿cken dieser Art, die in CA26 mºglich sind, wird in CA26o 
in der Hªlfte der Fªlle deren Ausbildung beobachtet. Dabei kºnnen zwei Populationen 
O(6)nĀĀĀWasserĀĀĀO(2)n+6 und O(5)nĀĀĀWasserĀĀĀO(2)n+6 unterschieden werden, wobei 
die zweite nur gleichzeitig mit der ersten beobachtet wird. Alle Wasserpositionen, die 


