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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(1—4) linked D-glucose units in the
common “4C,-chair form. It is found in starch granules as double helix with intertwined,
parallel oriented strands with 6 x 2 D-glucoses per pitch of 21.6 A. 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 A
pitch and a ~ 5 A 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, Me,SO and many others. These molecules form inclusion complexes

with V-amylose that have been studied extensively by X-ray fiber diffraction and by
spectroscopic methods, with “iodine’s blue” of interest since its discovery in 1814. The only
obvious requirement for inclusion formation is that these molecules as guest compounds
fit into the ~ 5 A 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 first 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 figure
“8”, 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 A 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 I, and
CAZ26 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 |, , 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 first 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
specificity 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 Molekulen. Polysaccharide, wie zum
Beispiel Starke, sind ein wichtiger pflanzlicher Energiespeicher und Hauptnahrung fur
viele Tiere. Amylose ist ein Hauptbestandteil von Starke und besitzt sehr interessante
strukturelle Eigenschaften.

Das lineare Polysaccharid Amylose besteht aus a(1—4) verknipften D-Glukoseneinheiten
in der gewohnlichen 4C,-Sesselform. Es liegt in Starkekornern als eine Doppelhelix

mit verwundenen, parallel orientierten Strangen mit einer 6 x 2 D-Glukosen pro 21,6 A
langen Windung vor. Abhangig vom Wassergehalt finden sich zwei verschiedene
Packungszustande dieser Doppelhelices: die dicht gepackte A-Form in Getreide und die
grollere Mengen Wasser enthaltende und weniger dicht gepackte B-Form in Gemuse.
Uber den Drehsinn der Helices (links- oder rechtsdrehend) wird immer noch diskutiert,

da keine Kristallstrukturen mit atomarer Auflosung fur Fragmente der A- oder B-Form
verfugbar 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 A hoher Windung und mit einem
ungefahr 5 A breiten Kanal vorliegt. Es wird aus waRriger Amyloselésung durch Trocknung
oder durch Zugabe von kleinen und/oder dunnen Molekulen wie zum Beispiel Jodid,
Fettsduren, Alkoholen, DMSO und vielen anderen erhalten. Diese Molekule bilden
EinschluRkomplexe mit V-Amylose, die intensiv mit Hilfe von Réntgenfaserdiffraktions-
studien und spektroskopischen Methoden untersucht wurden. Dabei ist seit seiner
Entdeckung 1814 die blaue Jod-Starke-Reaktion von Interesse. Die einzige offensichtliche
Voraussetzung fur die Bildung eines EinschluRkomplexes ist die Grofde des Gastmolekiils,
die zum etwa 5 A weiten Kanal der V-Amylose passen muR.

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 grof3e Cyclodextrine (Cycloamylosen, CA) verfugbar geworden.

Die erste Rontgenkristallstruktur eines Mitglieds dieser Familie von Molekulen, die
Hydratstruktur von CA26 (eine Cycloamylose mit 26 D-Glukosen im Makrozyklus),

zeigt eine Faltung die der Ziffer ,8“ 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 A hohe Windung wird aus 6 D-Glukosen gebildet und die zentralen Kanéle sind mit
fehlgeordnetem Wasser geflllt. Da diese Eigenschaften flr V-Amylose charakteristisch
sind, ist CA26 ein ideales Modell fur dieses Amylosepolymorph.
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Isothermale Titrationskalorimetriestudien (ITC) der Komplexbildung zwischen I3_
und CA26-Analogen mit Kettenlangen von 21 bis 32 Glukosen wurden von Kitamura
et al. publiziert. Diese Messungen wurden dahingehend interpretiert, dald CA26, in
Ubereinstimmung mit seiner Faltungsstruktur, zwei Bindungstaschen besitzt, die von I3_
besetzt werden.

Diese Arbeit wird einen Beitrag durch die Beschreibung der Rontgenstrukturaufklarung
der CA26-Einschlu3komplexe mit Trijodid und Fettsaure als Gastmolekule leisten. Die
Gastmolekile sind in den V-Amylosekanalen eingeschlossen und bieten zum ersten
Mal Informationen in atomarer Auflésung uber die Gastmolekulkonformation und die
Interaktion zwischen Wirt- und Gastmolekul. Die Wechselwirkung erfolgt hauptsachlich
durch Van-der-Waals-Kontakte zwischen dem Gastmolekul und der Innenseite des
helikalen Kanals, welcher einen vorwiegend hydrophoben Charakter besitzt. Die
detaillierten Analysen der bevorzugten Orientierung und Position der gebundenen
Molekule zeigen, wie die Wechselwirkungen eine spezifische Bindung erlauben.

Cycloamylose 26 konnte erfolgreich als Werkzeug fur das Studium der Bildung von
EinschluRkomplexen verschiedener relevanter Gastmolekule in atomarer Auflosung
eingesetzt werden.



1. Einleitung
1.1 Einfihrung

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

Amylose erhalt nicht nur als Nahrungsmittel eine groRe Bedeutung, sondern wird in
groRem Umfang industriell als Verdickungs- und Klebemittel eingesetzt. Sie zeichnet

sich im Vergleich mit anderen Kohlenhydratpolymeren (z. B. Zellulose, Chitin) durch die
ausschlieliche a-(1—4)-Verknupfung ihrer D-Glukopyranosen aus. Das ausschlieBliche
Vorkommen dieser Art der Verknupfung resultiert in einem linearen Aufbau der
Amylosekette, in der nur D-Glukose als Kohlenhydratbaustein in das Polymer eingefugt
wird. Diese Form der Verknupfung dominiert ebenfalls das verzweigte Amylopektin, jedoch
enthalt dieses Polysaccharid auch geringe Anteile von a-(1—6)-Verknupfungen, die zu
einem baumartig verzweigten Aufbau fuhren.

]

Amylose

— @——= (e s

a-Amylase Cyclodextrin Glucanotransferase Amylomaltase
(CGTase)

Abb. 1 Herkunft der Cycloamylosen

Die Kettenlange der Amylose variiert je nach Herkunftsorganismus zwischen einem
Polymerisationsgrad von 300 bis 900 entsprechend einer mittleren Molmasse von
M_=50.000-150.000 [Ebert93]. Insbesondere durch die Beobachtung, daft sowohl
Amylose als auch Amylopektin in halbkristalliner Form in den naturlich vorkommenden
Starkekdrnern 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
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Transglykosylierung erhalten. Im Gegensatz zu Cyclodextringlycosyltransferasen
(CGTasen), die ebenfalls ringformige Cycloamylosemolekile 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),-Falfaltungsmuster, doch besitzt jede der Klassen zusatzliche nicht
homologe Domanen. In einer Struktur der Amylomaltase mit einer Tetraose als inaktives
Substratanalogon konnte ein plausibler Grund fur die grof3ere minimale Ringlange
identifiziert werden. Das aktive Zentrum wird von benachbarten Proteinschlaufen so
abgeschirmt, dal® die bendtigte Mindestlange fur eine Zyklisierungsreaktion stark erhoht
wird [Przylas00a].

1.3 Struktur von Cycloamylosen

Amylosen sind ausschlieRlich durch glykosidische (1—4) Verknupfung der a-D-Glukose-
untereinheiten aufgebaut. Bei Cycloamylosen sind zusatzlich die freien Enden miteinander
verbunden, so dal’ zyklische Molekule unterschiedlicher Kettenlange entstehen. Die
kurzkettigen Cycloamylosen (CA6-9) werden als Cyclodextrine (CD) bezeichnet.

O(6

1.428(3

C(6) 112202
)

1.519(3 105.6(2)

11363 C(5) }&KO(S)

109.8(2 113.7(3
1.527(3) 14173
4«— 119.0(3) 109.0(5) e

1.408(
04) \1.43W<C(4)/1120 100.9¢4) C(1 }7

105.6(4) 107.7(5
1.520(2) 1.528(4)
111.0(3; 109.9(3) \

/7\(

1.514(4
10006 C(3) % 108.4(6)
1.442(8) 109.3(5) 111.2(6) 1.432(3)
0(@3) 0(2)

Abb. 2 Bezeichnung der Atome einer Glukose mit den typischen
Bindungslangen und Bindungswinkel in Cyclodextrinen nach [Szejtli82]
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Eine grol3e Anzahl kristalliner Cyclodextrinkomplex und CD-Hydratstrukturen wurden
mittels Rontgen- und Neutronendiffraktion aufgeklart und tragen zur Charakterisierung
der geometrischen Eigenschaften sowie Konformation dieser Makromolekile

bei. Die wichtigste Eigenschaft, der ringférmigen Moleklle, ist die Bildung von
EinschluRkomplexen mit einer Vielzahl von Gastmolekuilen und lonen.

1.3.1 Untereinheit: a-D-Glukose

In den CD-Hydrat- und CD-Einschlul3komplexen, die bisher mit mittels Rontgen- und
Neutronenbeugung aufgeklart wurden, besitzen die einzelnen Glukosen eine ahnliche
Gestalt und nehmen eine “C_-Konformation ein [Saenger84, Harata91]. Neben den
Bindungslangen und Winkeln der Glukoseuntereinheiten, die fur 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 kdonnen 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) mdglich. In theoretischen Kraftfeldberechnungen nimmt der
exozyklische Torsionswinkel drei bevorzugte Konformationen (-)gauche, (+)gauche und
anti ein (siehe Abb. 3). Bei Cyclodextrinen wurden bisher ausschlie3lich die gauche
Konformationen beobachtet mit Uberwiegendem Anteil (-)gauche in Abhangigkeit von
Packungseffekten und Gastmolekulkomplexierung.

(-) gauche (+) gauche

Abb. 3 Bezeichnung der Torsionswinkel der (+)- und
(-)gauche Konformation.
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1.3.2 Konformation der Makrozyklen

Benachbarte Glukoseuntereinheiten sind in Cyclodextrinen ausschliellich in syn
Orientierung verknupft. 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-Molekulle wurde als
abgeschnittener Konus mit einem zentralen Hohlraum beschrieben, wobei die O(6)H-
Gruppen sich auf der engeren Seite befinden.

Cyclodextrine mit sechs, sieben und acht Glukoseuntereinheiten werden auch o-CD,
B-CD, y-CD genannt. Mit steigender Anzahl der Glukoseuntereinheiten steigt auch der
mittlere Durchmesser des Hohlraums an: o-CD 5.0 A, B-CD 6.2 A, y-CD 7.9 A [Szeijtli82).
Die Hohe der Ringe bleibt dagegen konstant bei ca. 8 A (siehe schematische Darstellung
in Abb. 5). Der zentrale, hydrophobe Hohlraum wird durch C(3)H, C(5)H, C(6)H, sowie
glykosidischen O(4) begrenzt. Die Stabilitat der CD-Konformation wird hauptsachlich

durch die Ausbildung von O(3) ---O(2) ,, Wasserstofforicken unterstutzt.

n+1

Abb. 4 Verknupfung von Glukosen in syn und anti Konformation

Im Gegensatz zur a-CD-Hexahydratstruktur, in der alle Atome geordnet vorliegen,
zeigen die Hydroxylgruppen und Wasserlagen in der Kristallstruktur von g-CD -11 H,O
eine ausgepragte Fehlordnung der eingenommenen Positionen. Neutronenbeugungs-
experimente zeigen die Mehrzahl der Wasserstoffbriickenbindungen im fehlgeordneten
Zustand O-H(’2)---H(2)-0. Diese Daten wurden als ein dynamisches Gleichgewicht
zweier Zustande interpretiert

H-0-+H-0 <> O-H-+O-H

und als ,Flip-Flop“-Fehlordung bezeichnet [Saenger82]. In B-CD und wahrscheinlich
auch y—CD, jedoch nicht in a-CD-Strukturen, erscheint diese Flip-Flop-Fehlordnung der
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interglukose und intramolekularen O(3) ---O(2) ,, Wasserstoffbriickenbindung zwischen
benachbarten Glukosen als charakteristisches Merkmal.

Bereits bei 6-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
VergroRerung 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 ermdglicht
aufgrund der Drehung um 180° zweier benachbarter Glukosen in die anti Orientierung.
Diese Verdrehungen befinden sich im Makrozyklus jeweils diametral gegenuber. Der Ring
aus intramolekularen O(3) ---O(2) ,, Wasserstoffbricken, der in CA9 noch ausgebildet
werden konnte, ist bei CA10 und CA14 unterbrochen. Als Konsequenz sind die Moleklle
klar in zwei Halften geteilt. Die Verknupfungsstellen werden als ,,Band-Flips*“ 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 Roéntgenbeugung aufgeklart [Geller99]. Es ist die grolite
Oligosaccharidstruktur, die bisher mittels Einkristallrontgenstrukturaufklarung

bestimmt wurde. In Abb. 5 wird CA26 schematisch im Vergleich zu den bekannten
Cycloamylosestrukturen dargestellt. In der Elementarzelle befinden sich zwei unabhangige
CA26-Molekdle, die zur Unterscheidbarkeit als CA26ta und CA26tb bezeichnet

werden. lhre kompakte Faltung entsteht aus zwei pseudosymmetrischen linkshandigen
helikalen V-Amyloseabschnitten in antiparalleler Orientierung, die jeweils knapp zwei
V-Amylosewindungen enthalten. Die Helices sind Uber 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
*C,-Sesselkonformation sowie eine syn Orientierung in den helikalen Bereichen
einzunehmen, die mit der Ausbildung intramolekularer O(3) ---O(2) ,, Wasserstoffbriicken
einhergeht. Die Helices bilden Kanale mit einem Durchmesser von ca. 5 A aus, in denen
sich Wasser befindet, das eine ausgepragte Fehlordnung aufweist.
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CAG

a-Cyclodextrin

CA7

B-Cyclodextrin

CA8

y-Cyclodextrin

CA9

3-Cyclodextrin

CA10

e-Cyclodextrin

CA14

1-Cyclodextrin

CA26

Abb. 5 Ubersicht 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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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

6.- Helices vor. V-Amylose hingegen liegt als einzelne Helix mit einer Steigung von 8,1 A
vor (siehe Abb. 6).

Die Unterschiede zwischen den Modifikationen 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 fur 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 lonen als auch
um organische Molekule, darunter auch Alkohole und Fettsauren.

Abb. 6 Schematische Darstellung der unterschiedlichen Formen
von Amylose: V-Amylose (oben) und A/B-Amylose (unten).

Kristalle von Amylosekomplexen, die fur die Einkristallrontgenstrukturanalyse geeignet
waren, stehen trotz vielfaltiger Versuche nicht zur Verfigung, so daf} die bisherigen
strukturellen Untersuchungen zur Amylose auf der Basis von Faserdiffraktions-
experimenten erfolgten. Diese Methode ist aufgrund der geringen Anzahl der unabhangig
gemessenen Rontgenreflexe in hohem Mal von der Wahl eines geeigneten Modells
abhangig, das zur Analyse der Daten herangezogen wird.
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1.5 EinschluBRkomplexe

Die Untersuchung der Eigenschaften von EinschlulRkomplexen der Cyclodextrine
fUhrte bereits zu einer breiten Anwendung in der Lebensmittel-, pharmazeutischen
und kosmetischen Industrie. Grundlage fur die verschiedenen Anwendungen ist die
Eigenschaft der Cyclodextrine, verschiedene Molekiile 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.

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

1.6 Modelle fiir 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), muldten 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 A__ 580-620 nm im Absorptionsspektrum zeigt
[Mould54, John83]. Unter der Annahme der von Rundle vorgeschlagenen Komplexstruktur
koénnen bis zu 17 Jodatome in dieser Amylosekette untergebracht werden.

Mittels potentiometrischer Titrationsexperimente [Gilbert48] konnte auf ein Verhaltnis
zwischen I, / I des Polyjodides im Komplex von ca. 3:2 geschlossen werden, das eine
Formel fiir das Polyjodid von (l,)*" nahe legt. Jedoch kénnen andere Untereinheiten mit
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diesem L/I" Verhaltnis nicht ausgeschlossen werden. Neben dieser wurde noch eine
Vielzahl von anderen Kettenlangen vorgeschlagen z.B. (I,) und (l,) [Cesaro81], (I,)*,
(1,7 und (l,,)* [Handa80], (l,)* [Murakami54] (1) [Minick91] sowie (1,,)* [Watanabe70].
Trotz vielfaltiger Studien zur Bestimmung der Kettenlange des Polyjodides ist diese Frage
noch immer nicht endgultig beantwortet.

Eine weitere Kontroverse ist die Frage nach der Natur und dem Ladungszustand der
Untereinheiten des Polyjodides. Sehr fruhe Hypothesen gingen von der Annahme aus,
daf sich neutrale |,-Molekdile im Inneren des hydrophoben Hohlraums der V-Amylose als
separate Einheiten 16sen [Freudenberg39, Liang74]. Unterstutzt wurde diese Annahme
durch die Beobachtung, daf® Jod sich bevorzugt in apolaren Losungsmitteln |0st.

Vor wenigen Jahren wurde sogar ein weiteres Modell mit neutralen |, Spezies von Minick
et al. [Minick91] vorgestellt, bei dem sich die Jodatome innerhalb der V-Amylosehelix als
ungeladene | -Moleklle mit einem Bindungsabstand von jeweils 3.1 A befinden. Es wurde
ausgeschlossen, dal} eine geladene Joduntereinheit in die Farbgebung des Komplexes
einbezogen ist.

Dagegen ist die generell akzeptierte Lehrmeinung, dal® Jodidanionen eine grof3e Rolle
bei der Jod-Amylose-Komplexbildung spielen. Die Struktur eines Modellkomplexes
(Benzamid),-H"l, fiihrte zur Vorstellung eines Modells von separaten Trijodidmolekiilen
in der Kette des Polyjodides [Reddy64, Robin64, Handa79]. Jedoch weichen die
Ramanspektren dieses Modellkomplexes von denen des Amylose-Jod-Komplexes ab
[Teitelbaum80].

Ubereinstimmung mit M6Rbauer- und Ramanspektren eines Modellkomplexes
(Trimesinsaure « H,0),, H* I, begriindeten ein weiteres Modell [Teitelbaum80], das
separate Pentajodidmolekile vorschlagt.
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Obwohl dieses Modell Einzug in die Lehrblcher gefunden hat, sind neben einigen
Inkonsistenzen mit anderen experimentellen Ergebnissen Zweifel an der Zuordnung
der 109 cm™ Hauptbande im Ramanspektrum zum Pentajodid aufgetreten. Diese
Bande wird in verschiedenen Ramanuntersuchungen dem Trijodid zugeordnet [Maki67,
Parret70, Nour86, Mittag89]. Die Ramanuntersuchung dieses Modellkomplexes
(Trimesinsaure « H,0),, H* I, wurden von Nour et al. [Nour86] in Kombination mit
IR-Spektroskopie und Modellrechnungen wiederholt, wobei die 109 cm™ Bande auf
Verunreinigungen durch I3_zurUckgerhrt wurde.

In Anbetracht dieser fraglichen Zuordnung der Ramanbande untersuchte Yu et al. [Yu96]
die Abhangigkeit der relativen Intensitat dieser Bande von der |, Konzentration. Aus ihrer
Schluldfolgerung, dal® im Amylose-Jod-Komplex sowohl Tri- als auch Pentajodid vorliegen
konnen, folgte ein Model das dem Grof3teil der experimentellen Ergebnisse entspricht. Es
beschreibt ein Gleichgewicht von Tri- und Pentajodid, das seine Lage in Abhangigkeit der
aulleren Jodkonzentration durch Dissoziation oder Bildung von Pentajodid anpal3t.

|5_... (Is_)n... |5
+, T -1,
|3_... (|5_)n... |5_
+, T 1,
|37... (Is_)n... |37
+, ™ -1,
|3_... (|3_)n... |3_

1.7 a-Cyclodextrin-Polyjodid-Komplexe als strukturelle Modellverbindung

In den Komplexen zwischen o-CD und den Lithium- (Li*) oder Cadmiumsalzen (Cd#")
des Trijodides I, , liegen die a-CD-Molekiile in einer gestapelten Anordnung vor. Die
Innenraume bilden mit Polyjodid gefillte Kanale aus, wahrend sich die Kationen in

den Zwischenrdumen der Stapel befinden. Das Polyjodid im Lithium-Komplex tritt als
fehlgeordnetes (I-1, ) auf, wahrend es im Cadmium-Komplex als I, vorliegt. Die |, |,
|, Einheiten befinden sich in Abstanden zueinander, die den Van-der-Waals-Abstand
deutlich unterschreiten und somit Ladungstransfer zwischen den Einheiten ermdglicht. In
Ubereinstimmung 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 gréRer Cycloamylosen der
Kettenlange CA21-CA32 untersucht [Kitamura99]. Die Daten zeigten eine spontan
ablaufende (AG <0) Komplexbildung von Trijodid und Cycloamylosen im Verhaltnis 2 : 1
mit identischen sowie interagierenden Bindungsstellen. Insbesondere flr den Komplex mit
CA26 wurde ein herausragend grofser —TAS, und AH, Wert bestimmt (siehe Abb. 8) und
einer Uberdurchschnittlich grolen Abnahme der konformationellen Freiheit wahrend der

Komplexbildung zugeschrieben.

= L
£ 150 ®
£ 100 | / \ e
w L ] —-f"'./’
S sof o« e "TAS,
[-*]
= /.““‘-./
[~ 0
1™
.’f A—FA—AE‘_—A—A-—A—A—A#A‘A#‘
S sof  T—a—
g 00 g i S
= A0 ‘_—‘-“‘1 |
:
-150 -
£ AH,
=
= -200 T T T T T T T T T T T

21 22 23 24 25 28 27 28 29 30 31 32
Degree of polymerization

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 lonen
und Molekulen erstreckt. Neben der Vertiefung der strukturellen Kenntnisse Uber das
CA26-Molekdul 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
ermdglichen. Um die Frage nach dem Einflul3 der Gastmolekile auf die Gestalt des
Wirtmolekuls zu beantworten, wurden Kristallisationsexperimente mit einer Vielzahl
verschiedenartiger Liganden durchgefuhrt. Zusatzlich waren Cycloamylosen mit
unterschiedlicher Kettenlange im Bereich CA20-CA30 fur die Strukturaufklarung durch
Kristallisationsexperimente von Interesse.

Die erfolgreich kristallisierten Komplexe, die ausreichend grof3e Kristalle erhalten
haben, wurden mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse untersucht. Zusatzlich sollte fur

die jeweiligen Gastmolekule 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 Molekule 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 Identifizierung der Cycloamylose wurde in Japan von

H. Sanbe, Prof K. Koizumi an der School of Pharmaceutical Science (Mukogawa Women’s
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 durchgefihrt.

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 ringférmige
Cycloamylosemolekile, 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 Gelfiltrations-
chromatographie durch eine 26 x 500 mm Superdex 30 Saule anhand ihrer Grol3e

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.

Abb. 9: Schematische Darstellung der
Kristallisation als sitzender Tropfen

Das Prazipitat (25 mg) wurde in Wasser geldst, 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-flight Massenspektrometrie
bestatigt. Die Menge an zur Verfugung stehenden Cycloamylosen definierter Kettenlange
fur die Kristallisation war auf ca. 20 mg beschrankt.

— 13—



Experiment und Methoden

2.1 Kristallisation - verwendete Materialien

Die Kristallisation biologischer Makromolekule wird von einer gro3en Anzahl von
Parametern beeinfluf3t. Im Rahmen dieser Arbeit bestand die grélite Herausforderung

in der limitierten Menge an hochreinem Ausgangsmaterial. Aufgrund dieser limitierten
Gesamtmenge an zur Verfligung stehendem gereinigtem Material wurde die Methode

so modifiziert, dal® ein weiter Konzentrationsbereich des Fallungsmittels mit einem
einzigen Ansatz ohne Verlust durchlaufen werden konnte. Fur die angewandte
Dampfdiffusionsmethode zur Kristallisation der Cycloamylose wird die Stammldésung

(20 mg/ml) mit dem gleichen Volumen Reservoirldsung gemischt. Diese 6 ul der
cycloamylosehaltigen Mischung werden als sitzender Tropfen Gber 10 ml Reservoirlésung
(eine wassrige Polyethylenglykol Lésung (PEG 400) mit einem mittleren Molekulargewicht
von 400 ) in einem abgedichteten Plastikgefald auf einer Briicke aus Plexiglas in einem
temperierten Raum (18°C) angesetzt (siehe Abb. 9 und entsprechend Zone 1 in Abb. 10).
Nach einer Aquilibrierungszeit von ca. zwei Wochen wurde kontinuierlich die Konzentration
des Fallungsmittels im Reservoir erhoht, um ein langsames Durchschreiten vom Bereich
der ungesattigten Lésung in Richtung der Nukleationszone zu realisieren (vergleiche
Ubergang 1—2 in Abb. 10). Durch das Kristallwachstum sinkt die Konzentration des in
Lésung befindlichen CA26 (vergleiche Ubergang 2—3 in Abb. 10).

A

Prazipitations-
Zone

Konzentration CA26

Loslichkeitskurve

Untersattigung

Fallungsmittelkonzentration

Abb. 10: Schematische Darstellung der Sattigungszonen
bei der Kristallisation

Fir die Kristallisation der Komplexe von CA26 mit organischen Molekllen wurde
Stammldsung mit einem Uberschufl des zu komplexierenden Molekiils (Fettsaure,
Alkohol, etc.) versetzt, fur 30 min im Ultraschallbad bei gleichzeitiger Erwarmung auf
ca. 50°C gemischt und anschliel3end zentrifugiert.

— 14—
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Die jodhaltigen Komplexe wurden durch Zusatz von ca. 0,5 nul gesattigter Trijodidlosung
unterschiedlicher Gegenionen (NH,, K, Cs, Rb, Ba, Zn, Mn, Sr) zum Kiistallisationstropfen
erhalten.

In Ansatzen ohne zusatzliche Komplexmolekule wuchsen neben den CA26-Kristallen
in der triklinen Raumgruppe in Form von dinnen Plattchen farblose Nadeln in den
maximalen Dimensionen 1,0 x 0,05 x 0,05 mm?3 (35-37.5% Fallungsmittel).

Ansatze mit verschieden langen aliphatischen Fettsauren zeigten besonders rasch
nadelférmige Kristalle, die beim Komplex mit Undekansaure Dimensionen bis zu

1,0 x 0,05 x 0,05 mm? erreichten. Bei Fettsauren mit kiirzeren (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 fr
ein Einkristalldiffraktionsexperiment nicht geeignet ist.

2.2 Spektroskopie

Fir massenspektrometrische Untersuchungen wurden Kristalle im Losungsmittel DMSO
geldst und mit der Fast-Atom-Bombardment (FAB) Methode in einer Glyzerinmatrix
ionisiert.

Aufgeldste Kristalle der jodhaltigen Komplexe wurden schwingungsspektroskopisch

mit dem Ramanspektrometer (Jobin Yvon T64000) untersucht. Dabei wurde ein Argon
lonen 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 pyl Wasser aufgeldst und in einer Glaskapillare mit
einem Volumen von 20 ul in Ruckstreuanordnung gemessen.

In einem kombinierten FT-Ramanspektrometer mit Mikroskop (Bruker RFS 100)

wurden Spektren von intakten CA26-Kristallen und pulverférmigem Ausgangsmaterial
aufgenommen. Dabei wurde eine 50 mW Laseranregung bei einer 1064 nm Wellenlange
und eine dunnwandige Glaskapillare als Probenhalter verwendet.

Verdunnungen der zur Kristallisation eingesetzten Jodidlosungen wurden spektroskopisch
mit einem Milton Roy Spectronic 3000 Absorptionsspektrometer charakterisiert.

Dabei wurde eine flache Quarzkivette mit 0,98 mm Schichtdicke verwendet. Die
Konzentrationen lagen im Bereich von 0,01 mol/l, dies entspricht etwa einer Verdinnung
1:1000 der gesattigten Jodidlésungen.

— 15—
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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 Durchlichtmefdanordnung konnten von sehr
dinnen Kristallen Absorptionsspektren aufgenommen werden.

3. Strukturlésung und -verfeinerung
3.1 Datensammlung

Eine Voraussetzung fur Experimente der Rontgenbeugung an Einkristallen

ist eine Rontgenstrahlungsquelle, die im Laboreinsatz zum Beispiel durch
Drehanodengeneratoren realisiert werden. Die groRere Qualitat und hohere Intensitat

der in den letzten Jahren in hoherem Umfang zur Verfugung stehenden Synchrotron-
strahlungsquellen stellten sich als essentiell fur die Datensammlung aufgrund der zum Teil
extrem geringen Dimensionen der Einkristalle (ca. 0,05 mm) und dem damit verbundenen
geringeren Streuvermdgen heraus.

Die Kristalle werden zum Messen der Beugungsdaten bei 4°C in einer Glaskapillare
montiert, die mit Hartwachs versiegelt wurde. Ein zusatzlicher Tropfen Mutterlauge
verhindert die Austrocknung des Kiristalls. Fur Tieftemperaturmessungen werden die
Kristalle im Stickstoffkthlstrom bei -173°C schockgefroren. Dazu wurde der Kristall

mit einer auf einem Magnethalter befestigten Schlaufe aus dem Kristallisationsansatz
entnommen und nétigenfalls nach kurzem, einmaligem Eintauchen in Gefrierschutzmittel
(30% PEG 400 ) direkt im StickstoffklhIstrom des Diffraktometers eingefroren.

3.1.1 CA26-Hydrat-Komplex

An der Mefstation BW7B des European Molecular Biology Laboratories (EMBL)

am Deutschen Elektronen-Synchrotron (DESY) in Hamburg wurden 151.663
Réntgendiffraktionsdaten mit Synchrotronstrahlung bei einer Wellenldnge von A = 0,97 A
gemessen. Die Messung von drei Uberlappenden Auflésungsschalen erfolgte bei 4°C

mit einem MarResearch Image-Plate-Detektor (Radius 345 mm) bis zu einer maximalen
Auflésung von 0,85 A. Die Indizierung und Auswertung wurde mit dem hkl-Paket
[Otwinowski97] durchgefiihrt. Der CA26-Hydratkristall besitzt die Raumgruppe P2.2.2. mit
folgenden Zellparametern: a = 13,823 A, b = 41,023 A, ¢ = 46, 511 A. Die Reduzierung
der Daten zu einem Satz von 23.556 unabhangigen Reflexen ergab einen Wert flr

RSym = 3,7%, welcher bei mehrfach gemessenen, symmetrieverwandten Reflexen ein Mal}
fur die Abweichung ihrer Intensitat vom jeweiligen Mittelwert darstellt und als Gutekriterium
fur die Qualitat des Datensatzes Verwendung findet. Die Parameter des Datensatzes sind

in Tabelle 1 zusammengestelit.
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Experiment und Methoden
3.1.2 CA26-Ammoniumjodid-Komplex

Eine vorlaufige Datensammlung wurde am Multiwire Proportionalzahlerdetektor in

der Gruppe von Prof. Sheldrick (Géttingen) bis zu einer Auflésung von 1,5 A bei einer
Wellenlange der Drehanode von A = 1,5418 A durchgefiihrt. Eine Strukturldsung mit
diesen Daten war sowohl mit klassischen Methoden als auch direkten Methoden nicht
erfolgreich, da die direkten Methoden eine atomare Auflésung (< 1.2 A) voraussetzen.

An der Mefstation X31 (DESY, EMBL-AulRenstation, Hamburg) wurden 330.709
Réntgendiffraktionsdaten mit Synchrotronstrahlung bei einer Wellenldnge von A = 0,92 A
gemessen. Bei -173°C erfolgte diese Messung mit einem MarResearch Image-Plate-
Detektor (Radius 300 mm) bis zu einer maximalen Auflésung von 0,91 A. Die Indizierung
und Auswertung wurde mit dem hkl-Paket [Otwinowski97] durchgefuhrt und ergab einen
Satz von 36.017 unabhangigen Reflexen mit einem R, von 8,4 %. Die Zellparameter der
orthorhombischen Raumgruppe C222, sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

3.1.3 CA26-Bariumjodid-Komplex

An der Mefstation X31 (DESY, EMBL-Aulenstation, Hamburg) wurden 35.632
Réntgendiffraktionsdaten mit Synchrotronstrahlung bei einer Wellenlange von A = 0,75 A
gemessen. Bei 4°C erfolgte diese Messung mit einem MarResearch Image-Plate-Detektor
(Radius 300 mm) bis zu einer maximalen Auflésung von 0,90 A. Die Indizierung und
Auswertung mit dem hkl-Paket [Otwinowski97] ergab 8.824 unabhangige Reflexe mit
einem RSym von 6.3 %. Die Zellparameter der monoklinen Raumgruppe C2 sind in Tabelle 1
aufgeflhrt.

3.1.4 CA26-Undekansaure-Komplex |

An der Mefstation X31 (DESY, EMBL-Aulienstation, Hamburg) wurden 191.720
Réntgendiffraktionsdaten mit Synchrotronstrahlung bei einer Wellenlange von A = 0,82 A
gemessen. Bei 4°C erfolgte diese Messung mit einem MarResearch Image-Plate-Detektor
(Radius 300 mm) bis zu einer maximalen Auflésung von 1,05 A. Die Indizierung und
Auswertung mit dem hkl-Paket [Otwinowski97] ergab 23.845 unabhangige Reflexe mit
einem R von 7,0 %. Die Zellparameter der orthorhombischen Raumgruppe P2,2,2, sind
in Tabelle 1 aufgefuhrt.

3.1.5 CA26-Undekansaure-Komplex |l

An der Mefstation BW7B (DESY, EMBL-Aul3enstation, Hamburg) wurden 54.172
Réntgendiffraktionsdaten mit Synchrotronstrahlung bei einer Wellenldnge von A = 0,83 A
gemessen. Bei 4°C erfolgte diese Messung mit einem MarResearch Image-Plate-Detektor
(Radius 300 mm) bis zu einer maximalen Aufldsung von 1,05 A. Die Indizierung und
Auswertung mit dem hkl-Paket [Otwinowski97] ergab 10.814 unabhangige Reflexe mit
einem Rsym von 5,8 %. Die Zellparameter der monoklinen Raumgruppe C2 sind in Tabelle 1
aufgefluhrt.
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Experiment und Methoden
3.1.6 CA26-Dodekanol-Komplex

Die Datensammlung wurde mit einem Bruker CCD Detektor in der Gruppe von Prof.
Sheldrick (Géttingen) bis zu einer Auflésung von 1,0 A bei einer Wellenlénge von

Ao = 0,71 A durchgefiihrt. Die 51.157 gemessenen Reflexe wurden mit Programm Saint
(Bruker) indiziert und zu 7.070 unabhangigen Daten prozessiert. Die Zellparameter der
monoklinen Raumgruppe C2 sind in Tabelle 1 aufgeflhrt.

3.2 Strukturlosung
3.2.1 Direkte Methoden

Im Rontgendiffraktionsexperiment konnen die Intensitaten der Reflexe, jedoch nicht
deren relative Phasen gemessen werden. Fur die Berechnung der Elektronendichte sind
diese Phasen allerdings erforderlich. Um das so genannte ,Phasenproblem® fur groRere
Molekule mit mehr als 100 Atomen zu I6sen, sind konventionelle direkte Methoden, die
auf einer hoch entwickelten Wahrscheinlichkeitstheorie basieren, nicht mehr geeignet.
Ein bahnbrechender Ansatz fur die Strukturlosung grof3erer Molekule war eine iterative
Methode namens ,Shake and Bake®, 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 fur gro3ere Makromolekule 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 gefullt. Fur den Prozel}
konnen verschiedene Randbedingungen vorgegeben werden, zum Beispiel die Art und
Anzahl der Atome, Kriterien fur typische atomare Abstande und die Pattersonfunktion
mit der die Lésung eine schliissige Ubereinstimmung haben soll. Die Phasen werden

fur die Startatome berechnet und konnen unter Anwendung verschiedener Strategien im
reziproken Raum verbessert werden. Dieser Teil der Prozedur entspricht dem ,Shake®.
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 Reflexindices 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 Reflexe zu berechnen.

Diese verbesserten Phasen zusammen mit den normalisierten Strukturfaktoren

(E- Werten), die aus den gemessenen Intensitaten erhalten werden, werden fur die
Berechnung einer Elektronendichte herangezogen. Die hochsten Maxima der Dichte
werden als wahrscheinliche Atompositionen interpretiert. Diese im realen Raum
stattfindende Halfte stellt den Teil ,Bake” dar, und es werden drei verschiedene Methoden
zur Optimierung angewandt.

— 19—



Experiment und Methoden

(i) Einfache Auswahl von Dichtemaxima, die der Anzahl an gesuchten Atomen entspricht
sowie deren Zuordnung zu verschiedenen erwarteten Atomtypen.

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

(iii) Fur die Methode der zufalligen ,,Omit-Dichten“ werden ca. 30% der Atome
willktrlich aus der Atomliste mit den héchsten 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 bendtigten 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 fur diese starken E-Werte Gliltigkeit

besitzt.
zufallig platzierte
Startatome
reziproker Raum: W [ realer Raum:

Berechnung / Verfeinerung Suche / Auswahl
der Phasen L der Atome

H viele Durchlaufe ]7

E>E min

Alle Daten
Berechnung der

Bewertungskriterien,

mogliche Lésung?

Optimierung der

Liste der Atome,

Temperaturfaktor
Verfeinerung

Abb. 11: FluRdiagramm der Direkten Methoden
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3.2.2 Molekularer Ersatz

Die Methode des molekularen Ersatzes stellt einen sehr effizienten Phasierungs-
mechanismus dar, der jedoch nicht universell eingesetzt werden kann. Die limitierende
Voraussetzung liegt im bendtigten Suchmodell begriindet, das fur die erfolgreiche
Anwendung eine hinreichend groRe Ahnlichkeit mit der gesuchten Struktur haben muf.
Dabei stellt die Positionierung ein sechsdimensionales Problem dar, das in eine Rotations-
und Translationssuche zerlegt werden kann.

Die Rotationssuche liefert die Orientierung des Molekuls und wird als Maximierung der
Uberlagerung der Pattersonfunktionen des Modells und des experimentellen Datensatzes
innerhalb eines Integrationsvolumens durchgefuhrt.

Die sich anschlieRende Translationssuche bestimmt die Lage des Molekdls in der
Einheitszelle. Die Translationssuche erfolgt durch die Maximierung des Uberlappungs-
integrals einer Uberlagerung 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-
koeffizient sowie die Packungsanalyse zur Verfligung. 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 geldst.

Dazu wurden die orthorhombischen Daten in die trikline Hemisphare erweitert und

eine Rotationsfunktionssuche mit den Koordinaten aus der triklinen Struktur CA26ta
durchgefuhrt. Die Maxima der Rotationsfunktion wurden bestimmt mit den 6.819

Reflexen zwischen 1,8 A und 1,5 A Auflésung. Bewertet werden die verschiedenen
Orientierungen anhand der Korrelationskoeffizienten [Fuijnaga87], die fur die Daten
zwischen 1,5 A und 1,3 A Auflésung berechnet wurden. Die Lésung mit dem hochsten
Korrelations-koeffizienten wurde ausgewahlt und in 9 Runden progressiver Erweiterung
laufend weitere Atome in die Struktur einbezogen. Anschliel3end wurde die Methode

der optimierten Liste der Dichtemaxima [Sheldrick95] angewandt, bei der jede mdgliche
Atomposition der Liste auf ihren Beitrag fur die Ubereinstimmung des Strukturmodells mit
den experimentellen Daten Uberprift wurde. Die erzielte Losung zeichnet sich durch einen
Korrelationskoeffizienten von 83% aller Daten aus und enthielt 1.220 korrekt positionierte
Atome der vier symmetrieverwandten Molekule in der Einheitszelle. Die Lokalisierung der
Symmetrieelemente der orthorhombischen Raumgruppe P2.2 2. fihrte zur Reduktion der

17171
vier Molekule zu dem einen, das in der asymmetrischen Einheit vorhanden ist.
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3.2.4 CA26-Ammoniumjodid-Komplex

Mit einem konventionellen Programm fur Strukturldsungen 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 I6sen. 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, Us6n99] war die Lésung dieser Struktur mit direkten
Methoden maoglich. Damit konnten die beiden unabhangigen CA26-Molekile entlang der
Jodketten identifiziert werden.

Die Struktur wurde mit einer Methode geldst, 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 Aufldsung von 1,05 A begrenzt. Im internen KreisprozeR des
Programms, der nur die 3.559 starksten Reflexe (E > 1,4) benutzt, wurden die erwarteten
18 Jodatome lokalisiert.

Dazu wurde mit einer Auswahl von willkirlich positionierten Jodatomen begonnen,
deren Lagen sich in Ubereinstimmung mit der Pattersonfunktion befinden. Die Phasen
werden abwechselnd im reziproken Raum mit der Tangentenformel [Karle68] verfeinert
und anschliel3end die starksten 30 Maxima der mit diesen Phasen berechneten
Elektronendichte im realen Raum ausgewahlt. Diese Auswahl wurde erst um 12 zufallig
ausgewabhlte 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 Lésungen bewertet. Daftir wurden ihre Korrelations-
koeffizienten [Fujinaga87], die auf den gesamten experimentellen Daten basieren, sowie
das Ubereinstimmungskriterium (PATFOM) der Minimumfunktion, die eine Uberlagerung
der experimentellen mit der Pattersonfunktion der 18 Jodatome darstellt, herangezogen.
Teilldsungen mit einem Korrelationskoeffizienten groRer 40% und einem PATFOM groRer
15 fUhrten unweigerlich zu einer Jodsubstruktur, die eine Losung der gesamten Struktur
herbeifuhrte. Nach Erweiterung der Struktur durch 8 Runden progressiver Erganzung
von Atomen und anschlie3ender Optimierung der Liste der Dichtemaxima [Sheldrick95],
zeichnete sich diese Losungen durch einen Korrelationskoeffizienten von ungefahr 70%
aus.

Auf diese Art und Weise wurde die Struktur dreimal innerhalb der ersten 100 Versuche
geldst, die jeweils zur Bestimmung von 740 richtig positionierten Atomen fuhrte. Die
Anzahl der Jodatome, die im internen Zyklus lokalisiert werden mufiten, stellte sich
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als der kritische Parameter dieser Strukturlosung heraus. Diese Anzahl mufte korrekt
bestimmt werden, damit eine nahezu vollstandige Lésung ohne Verzerrung der Geometrie
zu erhalten war. Die Analyse der Pattersonfunktion (siehe Abb. 12), die von Vektoren
zwischen Jodatomen dominiert wird, erwies sich als grof3e Hilfe bei der Optimierung der
Anzahl der notigen Jodlagen. Fur jedes der 18 Jodatome mit einer hohen Besetzung
konnte bereits mit dieser klassischen Methode eine relative Position bestimmt werden.

Section

Dattave~n MAS2A 1NN

2.5000 mm/A

merged, SYMM 20 , contour ab 8.5 sig

Scale

-—>X
VA

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

3.2.5 CA26-Bariumjodid-Komplex

Aus der geringen Grole der monoklinen Einheitszelle war schon vor einer Losung
dieser Struktur bekannt, daf nur eine Halfte des CA26-Molekuls in die asymmetrische
Einheit pal3t 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 fur 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 = 2 in der Harkerebene mity = V2 zu
identifizieren.

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 anschlieRender Optimierung der Liste der
Maxima [Sheldrick95] die gesamte Struktur zu l6sen. Diese Losung wurde durch einen
Korrelationskoeffizienten [Fujinaga87] von 76% charakterisiert und bestimmt 139 richtige
Atompositionen.
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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 willkurlichen Verteilung der Atome in der asymmetrischen
Einheit wurde eine Losung erhalten, die einen Korrelationskoeffizienten von 86,2%
aufweist und alle140 Atome des CA26 richtig lokalisiert.

3.2.7 CA26-Undekansaure-Komplex |

Die Struktur wurde mit molekularem Ersatz unter Verwendung des CA260-Startmodells
gel6st. Die Rotations- und anschlieRende Translationssuche mit dem Programm

AmoRe [Navaza94] zeigten eindeutig Orientierung und Lage eines ganzen Molekuls

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 Korrelationskoeffizient bei 44%
(61%) vor bzw. nach der Verfeinerung als starrer Korper.

3.2.8 CA26-Undekansaure-Komplex |l

Die Struktur wurde mit molekularem Ersatz unter Verwendung einer Halfte (G1-G13) des
CA260 Startmodells geldst. Die Orientierung und Lage einer Halfte des CA26-Moleklls
in der asymmetrischen Einheit der Zelle konnte mit dem Programm AmoRe [Navaza94]
bestimmt werden. Die zweite Halfte des Molekuls wurde durch die kristallographische
Symmetrie dieser monoklinen Raumgruppen vervollstandigt. Die Losung zeichnet sich
durch einen R-Wert von 50% (49%) und einen Korrelationskoeffizienten 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 Reflexe willkurlich als Testreflexe
ausgewahlt. Mit Hilfe dieser fur die Verfeinerung nicht berlcksichtigten Daten wird der R___
[Bringer92] berechnet, der als direkter Vergleich zum R-Wert eine elegante Moglichkeit
bietet, die Uberinterpretation der Daten zu verhindern. Die erzielten Strukturlésungen
wurden im ersten Verfeinerungsschritt als starren Kérper 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 Berucksichtigung der gesamten Matrix wurden in der Regel alle Atome mit
anisotropen Temperaturfaktoren behandelt, mit Ausnahme des Wasserstoffs. Die Lage
der Wasserstoffatome wurde fur alle CH bzw. CH, Fragmente als sp*-hybridisierte
Kohlenstoffatome in idealisierter Geometrie (d(CH) = 0.97 A) berechnet und als isotrope
Beitrage einbezogen. Einige der O(6)-Atome der Glukosen besitzen eine zweifache
Fehlordnung. lhre Besetzungsfaktoren sind wahrend der Verfeinerung auf eine Summe
von 1.0 fixiert. Wasserpositionen wurden in einer Reihe von Analysen der F , _—F

calc

—24—



Experiment und Methoden

Differenzdichten (Ap) 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. Fur diesen variablen Abstand wird
kein Wert beziffert, jedoch miussen diese mehrfach auftretenden Abstande fur jede der
Glukosen einen dhnlichen Wert innerhalb der Standardabweichung von 0,02 A einhalten.
Aufgrund der hohen Auflosung 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
mufdten davon jedoch ausgenommen werden.

20% der O-H Wasserstoffatome konnten in der Differenzdichte identifiziert 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 flr

20.945 Reflexe mit F_, >4 o und fur alle 23.556 Daten bei R = 0,090. Der freie R-Wert
konvergierte bei R, __ = 0,095 fur die 1.040 Reflexe mit F_ >4 o und bei R, __ = 0,105 fir
alle 1.186 Testreflexe. Die Zahl der Wassermolekule belauft sich auf 37,79, die Uber 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 befinden, liegen zweifach fehlgeordnet vor.
Dabei wurden die Besetzungsanteile der hauptsachlich und geringer besetzten Trijodid
Teilmolekule auf eine Summe von 1,0 fixiert. 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 fur die 35.197 Reflexe mit
einem F_ >4 c aufwiesen. Fir alle 36.017 Daten berechnete sich der R-Wert zu 0,099.
Der R.__ liegt bei 0,111 fUr die 1.855 Reflexe mit F >4 o und bei R.__ = 0,112 fur alle
1.894 Testreflexe.

3.3.4 CA26-Bariumjodid-Komplex

Das Bariumatom liegt in einer speziellen Position auf der zweizahligen Rotationsachse
des kristallographischen Symmetrieelements, daher muf seine Besetzung auf '
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 bezlglich ihrer
Positionen wurden angewandt. Die Glukosegeometrie hingegen wurde mit Hilfe der
ahnlichen Abstandsvariablen eingeschrankt.

Die Koordinationssphare des Bariums wird durch zwei fehlgeordnete Molektle
Polyethylenglykol gebildet. Diese aus dem Fallungsmittel stammenden Molekule (vergl.
Kristallisation) besitzen eine raumliche Anordnung, die Ubereinstimmt 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 fir 7.880 starke Reflexe mit F >4 o wahrend fur alle 8.824 Daten ein
R-Wert von 0,088 berechnet wurde. Der R, __ ergab 0,090 fur die 412 starken Reflexe mit
F..>4ocundR__=0,100 fur alle 466 Testreflexe.

3.3.5 CA26-Undekansaure-Komplex |

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 A 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 fir die 15.353 starksten Reflexe mit F >4 c. Fur alle 23.845
Daten ergibt sich ein R-Wert von 0,137. Der R, __ liegt bei 0,119 fur die 814 Reflexe mit
F...>4ocundbei R __=0,164 fur alle 1.263 Testreflexe.

3.3.6 CA26-Undekansaure-Komplex |l

Die geometrischen Einschrankungen der Glukose und der Fettsaure wurden in Analogie
zu Komplex | ubernommen. Daraus resultieren 2.806 unabhangige Parameter im letzten
Verfeinerungszyklus mit einem Goodness-of-Fit von 2,353. Der R-Wert ergab 0,139 fur
8.161 Reflexe mit F >4 o und flr alle 10.796 Daten einen R-Wert von 0,167. Der R, __ ist
0,171 far die 423 Reflexe mit F >4 cund R, __ = 0,199 flr alle 570 Testreflexe.

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 fur 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 fur 5.304 Reflexe mit F >4 o und fur alle 7.070 Daten mit
R-Wert = 0,102 berechnet. Der R.__ liegt bei 0,093 fur die 273 Reflexe mit F >4 ¢ und
bei R__ = 0,124 fur alle 372 Testreflexe.

free
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Experiment und Methoden

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.

_27—



4. Ergebnisse - Struktur des CA26-Hydrat-Komplexes
4.1 Aligemeines, Bezeichnung des Molekiils und der Glukoseuntereinheiten

Ein zyklisches Amylosemakromolekul 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) Verknlpfung 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 =z G14), deshalb ergeben sich zwei Alternativen bei der Numerierung der Glukosen.
Die Auswahl, welche Halfte als G1-G13 bezeichnet wird, erfolgt so, daf} die strukturelle
Ubereinstimmung 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 Molekile werden die beiden in der triklinen
Raumgruppe kristallisierten als CA26ta (G1-26) und CA26tb (G101-126) und in der
orthorhombischen Raumgruppe als CA260 bezeichnet.

O—H
HA_ / 6 %
HﬁB—C6
H \C @)
5 ~5 5
Ho / \
——0;—¢C, ~
\ H,
H37C3—C2

B
H,A-O, 2 OyHA

Abb. 13: Bezeichnung
der Atome der Glukosen

Die orthorhombische Einheitszelle des CA26-Kristalls enthalt ein CA26-Molekll und 31,94
Wassermolekile in der asymmetrischen Einheit. Das CA26-Molekil wird in zwei Halften
unterteilt (G1-G13, G14-G26), die jeweils miteinander Uber eine pseudo-zweizahlige
Rotationssymmetrie verbunden sind. In jedem dieser beiden Oligosaccharidsegmenten
befinden sich alle Glukosemolekiile in der “C -Sesselkonformation und sind zueinander
syn orientiert, so daf sich O(3),:--O(2),,, Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
benachbarten Untereinheiten ausbilden konnen.

_028—



CA26-Hydrat-Komplex
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Abb. 15: Raumliche Struktur der Cycloamylose 26. Intermolekulare Wasserstoffbriicken
und Interaktionen mit den strategischen Wasserpositionen W1-W2 sind als gestrichelte
Linien (links), die zweizahlige Rotationssymmetrieachse (180°) 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 befinden sich die Glukosepaare G13-G14 und G26-G1, welche
die beiden Halften verbinden, in der anti Orientierung, die als ,Band-Flip“-Konformation
bezeichnet wird [Jacob98]. Diese Konformationen werden durch die Ausbildung einer
Drei-Zentren-Wasserstoffbricke zwischen O(3) H als Donor und O(5) ,, sowie O(6)
Akzeptor stabilisiert [Jacob99], Abb. 16.

als

n+1
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CA26-Hydrat-Komplex

Abb. 16: Band-Flip der Glukosen G13-G14 in CA260 mit Elektronendichte
(2Fo-Fc) in blau auf 2.0  Niveau und in rot auf 7.0 c Niveau.

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) -O(4). ., hat einen Mittelwert von 7,8 A und charakterisiert den
Abstand pro Windung der Amylosehelix.

Eine Amylosehelix mit genau diesen Eigenschaften ist von Rappenecker als
charakteristisch fur V-Amylose beschrieben worden [Rappenecker81]. Durch die
Pseudosymmetrie in Form einer 180° Rotation sind die beiden antiparallel orientierten
Halften in CA26 miteinander verbunden, wobei die zweizahlige Rotationsachse genau in

der Mitte des Molekils 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 A annimmt, der mit statistisch fehlgeordneten Wassermolekilen
gefullt ist.

Die Faltung des CA26-Molekuls wird durch die Ausbildung intramolekularer O(3) ---O(2)
Wasserstoffbrickenbindungen benachbarter Glukosen entlang der Kette und
0(6),-0(2). ., bzw. O(6) -O(3),., zwischen den helikalen Windungen stabilisiert (in Abb.
15 als gestrichelte Linien gekennzeichnet). Durch die Ausbildung mehrerer Wasser-
stoffbrickenbindungen zu konservierten Wassermolekulen W1 bis W4 werden in
CAZ26ta die beiden helikalen Segmente zueinander verbruckt und erfahren damit eine
zusatzliche Stabilisierung. In CA260 sind die Wasserpositionen W1, W2 und W4 besetzt,
wahrend die Position des Wassermolekulls W3 durch die Hydroxylgruppe O(6),," eines

n+1

n+6

—-30-—



CA26-Hydrat-Komplex

symmetrieverwandten CA26-Molekdls ersetzt wurde. Bei CA26tb wird diese Ersetzung
der Wasserposition W3 durch O(6),,.' in Abhangigkeit von der Kristallpackung ebenfalls
beobachtet.

122

Leichte Abweichungen zur antiparallelen Orientierung der beiden V-Amylosehelices der
CA26-Molekule (siehe Schema in Abb. 17) werden sichtbar, sobald die zentralen zehn
Glukosen G3-G12 und G16-G25 mit Hilfe der Methode der kleinsten Fehlerquadrate
uberlagert werden. Eine deutliche Abweichung von 180° wird z. B. fur CA260 mit

172,3° sowie mit 179,8° bzw. 170,5° fur CA26ta und CA261b festgestellt. Strukturelle
Abweichungen zwischen den drei CA26-Molekulen werden ebenso deutlich durch

die Wurzel der mittleren quadratischen Abweichungen (rms) bei der Uberlagerung

von Molekulhalften (G1-G13 auf G14-G26), bei der alle O(6)-Atome aufgrund der
beobachteten konformationellen Freiheit unbertcksichtigt bleiben. Die Werte fur die rms-
Abweichung befinden sich im Bereich 0,31 A - 0,54 A fiir die Molekilhalften bzw. 0,55 A
- 0,82 A bei der Uberlagerung der gesamten Molekiile CA260, CA26ta und CA26tb (siehe
im Anhang Tabelle 7).

110(1) 114.3(8)—""
\ 151(1) 1-4019)
— 109(1 ,
11\8(1) (1) ;\ P 08 0(.6)

1
______ I I 1 N 1.408(7)~ /4y
-C\ 0(4) 1_43(1),\0(4‘/111(1) 110.6(6) C(1)}70(4)
108(2) ~108.0(6)
1.514(9) Ho(t)  110(1) 1.51(1)

7 1.51(1) ¥~ o0\
110.3(9) C(3 C(2
~__ @ 9),C( H (2) 110.09)
1.42(1)7"‘”0(1) 111(1)4%.41(1)
O

Abb. 17: Schema der Abweichung 3) 0(2)

von der antiparallelen Orientierung

der V-Amylosehelices Abb. 18: Schema der mittleren Bindungslangen

und Bindungswinkel der Glukosen in CA260

4.2 Konformation der Glukosen

Aufgrund der erzielten hohen Auflésung ist die Relation von verfligbaren Daten zu
verfeinerten Parametern ausreichend grof} fir eine Behandlung der Glukosegeometrie
ohne jegliche einschrankende Vorgabe der erwarteten Bindungslangen und
Bindungswinkel, die bei der Verfeinerung der triklinen Struktur angewandt wurden
[Geller99]. Dadurch wird jegliche Einflulinahme von aufl’en vermieden und der Vergleich
mit den Bindungslangen und Bindungswinkel der bekannten Cyclodextrinstukturen
ermoglicht. Eine Ausnahme hiervon bilden nur die fehlgeordneten O(6)-Hydroxylgruppen.

—31—



CA26-Hydrat-Komplex

Die Glukoseuntereinheiten der CA26-Molekile besitzen ahnliche Mittelwerte fur
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 flr jede der 26 Glukosen in CA260
gezeigt werden. Als Beispiel kann die im Mittel signifikant langere Bindungslange
C(5)-O(5) (gelb in Abb. 19) mit 1,43 A mit einer Standardabweichung von 0,01 A in
Vergleich mit 1,401 A (0,009 A) bei O(5)-C(1) (olivgriin 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. Fir diese
Bindungslangen in G7 und G17 (gelb und olivgriin in Abb. 19) sind keine signifikanten
Unterschiede nachweisbar.

1554 M- 0(4)-C(1)

4 ~M-C(1)-C(2
1,54 - —=— 052;—023;
1,63

1524
1514
150
149
148
1474
146
145
144
1434
1424
141
140
1,394
1,38

~M-C(5)-C(6)

C(5)-0(5)
—m-0(5)-C(1)
-M-C(2)-0(2)
-l-C(3)-0(3)
~l-C(4)-0(4)
—m-C(6)-0(6)

Bindungslénge[A]

Glukose

Abb. 19: C-C und C-O Bindungslangen der Glukosen
G1-G26 in CA260

Die Glukoseuntereinheiten der CA26-Molekule befinden sich in der ‘C -Sessel-
konformation, die bisher fur 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 A — 0,58 A
und 0, dem Ringwellungswinkel, mit 0,6° - 10,8° in CA260 angezeigt wird (siehe Anhang
Tabelle 8). Weitere Parameter, welche die Glukosekonformation beschreiben, sind die
virtuellen Abstande O(4) ---O(4)_., mit einem mittleren Wert von 4,32 A fiir die helikalen
Bereiche und im Band-Flip (G13-G14, G26-G1) mit 4,59 A. Damit I4Rt sich im letzteren
Bereich eine gespanntere Konformation erkennen (siehe Anhang Tabelle 9). Die mittleren
Werte des Winkels C(1) ,.-O(4) -C(4), am glykosidischen Sauerstoffatom sind 117,9°

in CA260. Diese konformationellen Werte sind in exzellenter Ubereinstimmung mit den
Werten aus CA26ta und CA26tb und stimmen im Vergleich mit den Cyclodextrinen am
besten mit den entsprechenden Werten von —CD Uberein [Szejtli82], das wahrscheinlich
die entspannteste Glukosekette aufweist. Aufgrund der beobachteten syn Orientierung der
Glukosen zueinander in den beiden Halften liegen die damit verbundenen Mittelwerte fur
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CA26-Hydrat-Komplex

die Torsionswinkel ¢ und v, die als O(5) _,,-C(1) ,,-O(4),-C(4), bzw. C(1) .,-O(4).-C(4),-C(3),
definiert werden, in dem erwarteten Bereich von 95,5° - 112,1° und 99,7° - 127,1° flr

¢ bzw. y in Ubereinstimmung mit den Werten aus CA26ta und CA26tb (siehe Anhang
Tabelle 11 und Tabelle 12). Der Torsionswinkel y, der die Rotation um die Bindung
C(5)-C(6) beschreibt und als O(5)-C(5)-C(6)-O(6) definiert 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-Molekiile vor, wahrend in Ubereinstimmung mit den
Cyclodextrinen keine anti Konformation eingenommen wird.

Tabelle 2: y, Torsionswinkel O(5)-C(5)-C(6)-O(6) 4.3 Geometrie der Band-Flips

der teilweise fehlgeordneten Glukosen. Der Band-Flip ist ein strukturelles

f'“cose XG[;]G Anteil | %[’ Anteil Element der Glukosekette, das nicht

) _59:1 in den kleineren Cyclodextrinen

3 63,0 vorkommt. Dieser Name wurde

4 63,3 fur die 180° Rotation in Anlehnung

5 59,4 0,79 72,1 0,21 an ein durchgetrenntes Band, das

6 -63,3 anschlielend verkehrt herum wieder

7 68,4 0,87 -40,8 0,13 zusammengefligt wurde, gewanhlt

8 -58,7 [Jacob98]. Die elliptische Verzerrung
?0 2;? 0.66 66.5 0,34 des Makrozyklus der CA9-Struktur

1 -60:6 (siehe Abb. 5) weist auf deutliche

12 60,1 0.78 61.7 0,22 sterische Anspannung hin, die durch
13 585 Berechnungen der potentiellen

14 66,5 Energie [Jacob98] unterstutzt wurde.
15 -59,4 In den gréReren Ringen von CA10 und
16 -63,2 0,78 56,6 0,22 CA14 wiirde diese Spannung noch

7 60,3 0,55 -58,5 0,45 weiter steigen, jedoch wird durch die
12 2;; beobachteten zwei Band-Flip-Motive
20 65.2 an den gegenuberliegenden Stellen

21 624 des Makrozyklus eine entspannte

29 628 Konformation der Glukosen ermoglicht
23 -56,9 0,87 52,9 0,13 (siehe Abb. 5). Dabei wechselt durch
24 61,3 0,55 61,5 0,45 eine 180° Rotation um die glykosidische
25 -61,2 0,63 62,8 0,37 Bindung die relative Orientierung

26 -54,4 0,63 64,2 0,37

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 gegentberliegenden Stellen

im Makrozyklus bei G13-G14 und G26-G1 beobachtet (siehe Abb. 15). In allen drei
CA26-Molekulen wird dieses Motiv durch die Ausbildung einer Drei-Zentren-Wasser-
stoffbrickenbindung stabilisiert, bei der O(3) -H als Donor und O(5) ., sowie O(6) _, als
Akzeptor fungieren (siehe Abb. 20). Der kiirzere Abstand von 2,73 A der 0(3),0(6) .,
Sauerstoffatome zueinander in CA260 weist auf einen starkeren Anteil dieser Briicke

im Vergleich mit dem mittleren Abstand von 3,10 A bei 0O(3) -O(9).,, hin. Die einzelnen
Wasserstoffbrickenbindungsabstande von CA260 ,CA26ta und CA26tb sind im Anhang als
Tabelle 13, Tabelle 14 und Tabelle 15 aufgefuhrt.

Abb. 20: Vergleich der Band-Flip-Motive der
CA26-Hydratstrukturen mit Wasserstoffbriicken zu
benachbarten Glukosen und Wassermolektilen

Charakteristisch fur die Geometrie der glykosidischen Verknlpfungen mit Band-Flip
sind die mittleren Winkel ¢ mit 88° bzw. y mit -48° in CA26-Molekulen. In dem kurzeren
Makrozyklus CA10 ist den Band-Flip-Motiven eine Verknlpfung benachbart, die mit den
Winkeln ¢ = 92° und v = 91° eine teilweise Verdrehung der benachbarten Glukosen und
damit eine auRergewdhnliche Geometrie aufweisen [Jacob98]. Trotz der eingehaltenen
syn Orientierung wird der O(3) ---O(2) ,, Abstand mit 3,94 A durch die Verkippung der
benachbarten Glukosen so vergrof3ert, dafd sich diese typische Wasserstoffbricke nicht
ausbilden kann.
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In CA26ta und CA261b hingegen sind diese dem Band-Flip-Motiv folgenden O(3) ---O(2)
Abstande zwar verlangert, jedoch in geringerem Ausmal}. In CA260 hingegen treten
Verlangerungen der O(3) --O(2) ,, Abstande eine ganze Windung vom Band-Flip-Motiv
entfernt auf (siehe Anhang Tabelle 16).

n+1

Daraus lalt sich schlieen, daR die beobachteten Verlangerungen der O(3) ---O(2) ,,
Abstande nicht in allen drei CA26-Molekulen systematisch lokalisiert sind, sondern sich
an verschiedenen Positionen befinden konnen. Mit den maximalen Abstanden in CA260
von 3,00 A fiir O(3),:-0(2), und 3,14 A fiir O(3),,-O(2),, bzw. in CA26¢ von 3,28 A fiir
0O(3),5:-O(2),, liegen sie im Bereich der Abstande, die gewohnlich bei Wasserstoffbriicken
beobachtet werden. Einhergehend mit den Verlangerungen werden zwischen den
Glukosen G5-G6 und G18-G19 relativ geringe Winkel ¢ mit 97,7° bzw. 95,5° beobachtet
(siehe Anhang Tabelle 11). Hingegen sind die zwischen den Glukosen G5-G6 und
G18-G19 bestimmten Winkel y mit 108,6° und 105,0° nicht auRergewohnlich klein (siehe
Anhang Tabelle 12). Damit wird die These belegt, die bereits bei Jacob et al. [Jacob98]
prognostiziert wurde, dal} sich bei langeren Makrozyklen die induzierte Spannung, die in
CA10 und CA14 zur teilweisen Verdrehung der benachbarten Glukosen fuhrt [Jacob98],
entlang der Kette verteilt und weniger ausgepragt sein wird.

4.4 Intramolekulare Wasserstoffbriicken

Mit Ausnahme der Band-Flip-Motive sind alle Glukosen in syn Orientierung miteinander
verknUpft und bilden O(3) --O(2) ,, Wasserstoffbriicke aus, die im Mittel einen Abstand
von 2,84 A in CA260 aufweisen. Zusétzlich werden die helikalen Bereiche G3-G13 und
G16-G26 jeweils durch die Ausbildung von funf Wasserstofforicken O(6) ---O(2) ..
und/oder O(6) ---O(3), ,, stabilisiert (siehe Abb. 15). Die Lange der Wasserstoffbricken
ist abhangig von der Orientierung der C(6)-O(6) Gruppe, die durch den Torsionswinkel
x beschrieben wird. Bei (-)gauche Orientierung der primaren Alkoholgruppe sind

die O(6) ---O(3).,, Abstande kirzer als O(6) ---O(2) ,, Abstande und bei (+)gauche
Orientierung langer.

Ein bemerkenswertes Wasserstoffbriickennetzwerk verbindet die Glukosen G1, G7, G14
und G20 (siehe Abb. 15), deren Torsionswinkel y alle (+)gauche sind. G1 bzw. G14 sind
Bestandteil der Band-Flip-Motive und bilden Wasserstoffbriicken zu G7 und G20. Neben
ihrer wesentlichen Funktion als Akzeptoren der Drei-Zentren-Wasserstoffbriicke, deren
Donor O(3),,-H bzw. O(3),,-H sind, sind sie ebenfalls in weitere Wasserstoffbriicken
0O(6),-0O(3), bzw. O(6),,-O(3),, involviert (siehe Abb. 20). Diese Verknlpfung 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 Uberlagern.
Bemerkenswerterweise stellen diese die einzigen direkten O-H---O Wasserstoffbriicken
zwischen den beiden Helices dar. Fur die Wechselwirkung der V-Helices weist das Fehlen
weiterer direkter Wasserstoffbriicken auf die verstarkte Bedeutung der Kontakte hin, die
durch Wassermolekule vermittelt werden.
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4.5 Schwache Wasserstoffbriicken

Durch die zweizahlige Pseudo-Rotationsachse kommen sich die beiden kurzen Helices
in CA26 gegenseitig so nahe, dal} 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-H---O Wasserstoffbricken im Bereich H---O
2,5 A bis 3,0 A, zwischen C(1)-H und C(4)-H als Donor und O(2), O(3) als Akzeptoren
in CA260. Diese Kontakte sind charakteristisch fur die raumliche Struktur der CA26-
Molekule.

Abb. 21: Interaktionen zwischen den Helices innerhalb eines
CA26-Molekuls und mittels der Wassermolekile W1 und W2.

4.6 Hydratisierung

Die Koordination von Wassermolekulen in CA26 folgt Mustern, die bereits in frGheren
Arbeiten erkannt wurden [Steiner94, Saenger98]. Dabei stellt die Chelatisierung innerhalb
eines funfzahligen Ringes das bekannteste Motiv dar. Hierbei wird ein Wassermolekul 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 haufig beobachtet. Insbesondere bei

den Wassermolekllen W1-W4, die sich zwischen den V-Helices befinden. W1 bildet
gleichzeitig Wasserstoffbricken 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 Konfiguration durch G8, G15 und zusatzlich durch
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0O(2) von G21 komplexiert (siehe Abb. 15). Aus struktureller Sichtweise erfolgt eine
gegenseitige Verbrickung der beiden helikalen Segmente des CA26-Moleklls durch die
Vermittlung der Wassermolekule.

Die Vermittlungsfunktion wird durch ein weiteres Paar Sauerstoffatome, das durch die
Pseudosymmetrie verbunden ist, veranschaulicht. Sie vermitteln Wasserstoffbricken
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
CAZ260 durch die O(6),, -Hydroxylgruppe eines symmetrieverwandten Molekuls ersetzt
worden. Dieser durch Packungseffekte hervorgerufene Ersatz wird auch bei CA26tb
beobachtet, bei dem W3 durch O(6),,," ersetzt wird. Jede dieser Wasserstoffbricken tragt
zur Stabilisierung der Band-Flip-Motive und zur Struktur des Verbindungsteils G13-15 bzw.
G26, G1-2 bei.

G16, G22, W1
G2, G8, W2
G15, G21, W3

Abb. 22: Chelatisierung von Wassermolekllen 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 Wasserstoffbricken zwischen den Windungen der Helices. Dabei
wird eine Wasserstoffbriucke 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 Wasserstoffbrucken dieser Art, die in CA26 moglich sind, wird in CA260
in der Halfte der Falle deren Ausbildung beobachtet. Dabei konnen zwei Populationen
O(6) -~-Wasser-0(2) ., und O(5) ---Wasser---O(2) ,, unterschieden werden, wobei

die zweite nur gleichzeitig mit der ersten beobachtet wird. Alle Wasserpositionen, die
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einen hinreichend geringen Abstand zu O(6) besitzen, liegen in der Uberlagerung der
Glukosen nahe beieinander und besitzen einen mittleren O(6)-W Abstand von 2,74 A.
Die Abstande und Winkel der O(5) ---Wasser--O(2) ,, Briicke weisen auf eine schwache
Wasserstoffbricke mit einer gestorten Geometrie hin. Diese wasservermittelten
Bricken sind jedoch zusatzlich mit O(6) ., der vorherigen Glukose verknupft, die flr
beiden betreffenden Falle in Abb. 22 (gelb und zyan) allerdings nicht gezeigt werden.
Die Koordinationswinkel fur die Wassermolekile der O(5/6) ---Wasser:--O(2) ,, Bricken
besitzen mittlere O-W-O Winkel von 80°.

Abb. 23: Schema der Interaktionen zu
Wassermolekilen zwischen CA6-Molekilen, die
typisch fur Kristallstrukturen mit dieser Anordnung ist.

Diese neuartige Form der wasservermittelten Brickenbildung zwischen Glukosen
benachbarter Windungen in der Helix kann mit der verbriickenden Funktion der
Wassermolekule in den Kristallstrukturen von CAG6 verglichen werden. Dabei ahneln
der gewundenen V-Helix am meisten diejenigen CA6 Kristallformen, die in einer Kopf-
an-Schwanz-Stapelung kristallisieren, dabei wird jedoch die kontinuierliche Helix
durch individuelle Ringe vergleichbarer Dimension ersetzt (siehe Abb. 23). Alle bisher
publizierten CA6 Kristrallstrukturen mit einer Kopf-an-Schwanz-Anordnung der Stapel,
die einen Kanal ausbilden [Harata77, Harata78, Harata82, Harata76, Harata76a,
Tokuoka81, Steiner94a, LeBas94], zeigen einige dieser wasservermittelten Bricken,
die benachbarte Molekule entlang des Kanals verbinden. Gewohnlich sind bei der
Ausbildung der intermolekularen Brucken in CA6-Strukturen dieser Art nur O(5)-Atome
und O(2)-Hydroxylgruppen beteiligt, die jeweils zu unterschiedlichen Molekulen gehoren.
Diese Anordnung wird in einigen Fallen durch die Ausbildung einer zusatzlichen Drei-
Zentren-Wasserstoffbricke zu O(5) und O(6) vervollstandigt. Im Gegensatz dazu wird
O(3) nur extrem selten in die Bildung wasservermittelter Bricken mit einbezogen.
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Die strukturelle Charakterisierung der V-Amylose in einer Reihe von
Faserdiffraktionsstudien weist aufgrund der begrenzten Zahl von gemessenen Reflexen
eine ausgepragte Abhangigkeit von den eingesetzten Modellen auf. Dennoch wird der
Beitrag der Wassermolekule fur die Strukturen im Detail diskutiert [Rappenecker81,
Bluhm81, Brisson91]. Die Wassermoleklile, von denen in diesen Studien berichtet wird,
sind entweder im helikalen Hohlraum lokalisiert oder auf3erhalb zwischen den Helices und
bilden dort intermolekulare Wasserstoffbriicken aus. Keines dieser Wassermolekile bildet
hingegen eine Verbindung aus, die Glukosen benachbarter Windungen verbruckt.

. O W36 . O W36
W35 W35
w34 W34

Abb. 24: Stereoabbildung der Differenzelektronendichte im Kanal B (G13-G26) Uberlagert
mit den verfeinerten Wassermolekulen. Die sich gleichzeitig ausschliefenden Gruppen
fehlgeordneter Wassermolekule werden als schwarze oder weil3e Kugeln reprasentiert.

4.7 Hydratfehlordnung im Kanal

Die zentralen Kanale, die durch die V-Amylosehelices gebildet werden, sind mit
fehlgeordneten Wassermolekulen gefullt, die halb oder geringfligig weniger besetzt sind.
Die Kanale sind mit C(3)-H, C(5)-H und C(6)-H, sowie O(4) der glykosidischen Bindung,
deren chemische Bindung einem Ether vergleichbar ist, ausgekleidet und besitzen daher
einen hydrophoben Charakter.

Die Wassermolekule werden hauptsachlich durch die Ausbildung von zwei bis

sechs schwachen C-H---O,, Wasserstoffbriicken stabilisiert. Dabei liegt in CA260 der
Abstand H---O im Bereich zwischen 3,07 A - 3,59 A. Wasserstoffbriicken zu O(6)-H
Hydroxylgruppen der Glukosen sind innerhalb der Kanale des CA260 selten (O(6),,-O
3,24 A; O(6),A 0,4 3,27 A), da sich nur O(6)-Hydroxylgruppen in (+)gauche
Konformation in einer Position befinden, um mit dem Kanal interagieren zu kénnen. Die
Abstande der Wasserpositionen in den Kanalen von CA260 werden in Abb. 25 dargestellt.
Sie befinden sich im Bereich von 1,10 A - 1,58 A im Kanal A bzw. 1,15 A - 1,94 A im Kanal
B. Fur regulare O,,-O,, Wasserstoffbriickenabsténde, die im Bereich 2,5 A - 3,2 A liegen,
sind diese Abstande zu kurz.

w27’

-390



CA26-Hydrat-Komplex

Kanal

Bes. B
W36 T 0,50 27

11,19
Bes. B TW35 (272 o040 24

war 1 0,50 27 11,58
11,56 244 W34 + 0,50 26

T W46 | 276 039 27 11,37
P 179 T W33 (1,91 046 18

2,29| W45 T 0,50 23 11,37
11,13 2,53 W32 + 0,50 21

+ W44 |155 0,50 18 12,01
11,12 T W31 (246 050 21

2,96 w43 T 0,50 24 11,04
12,04 2,19 W30 + 043 25

T W42 334 050 20 11,56
11,32 T W29 (243 050 17

2,80 W41 + 0,50 26 1 1,60
11,52 2,39 W28 + 0,46 10

+ W40 | 220 0,550 22 11,38
P12 T W27 (234 038 9

2,17| W39 + 0,50 22. 11,45
'+ 1,16 247| W26 + 0,47 10

- W38 |245 0,37 22 ' 1,38
V174 T W25 (238 049 12

w37 L 0,50 37 11,44
2,36| W24 L1 0,49 17

11,36
- w23 0,50 21

Abb. 25: Schematische Darstellung der Abstande
zwischen Wassermolekulen in den Kanalen mit
Besetzung (Bes.) und Temperaturfaktoren (B, A?).

Diese Befunde legen die folgende Interpretation nahe, dal} jede Position eines
Wassermolekuls nur ca. halb besetzt ist, und benachbarte Wassermolekule schlief3en sich
wechselseitig in ihrer Besetzung aus, so dal bei voll besetzter Position n sowohl n+1 als
auch n-1 unbesetzt sind und umgekehrt.

Allerdings mul} eine weitere Moglichkeit der Interpretation in Betracht gezogen
werden. Die Positionen, die den Wassermolekuilen zugeordnet wurden, konnten

auch mit Polyethylenglycol (PEG) besetzt sein, das bei der Kristallisation verwendet
wurde. Diese Interpretation wird durch die Abstande unterstitzt, die sich nahe der
typischen Bindungsabstande fir C-C (1,4 A) und C-O (1,5 A) befinden. Zudem ist
bekannt [Harada90, Harada93], dal3 a-CD, das einen Ringdurchmesser vergleichbar
dem der V-Helix des CA26 besitzt, mit PEG400 EinschluRkomplexe bildet. Mit Fast-
Atom-Bombardment-Massenspektrometrie (FAB) lieRen sich jedoch in den Kristallen
nicht einmal Spuren von PEG nachweisen. Diese Beobachtung wurde durch
Ramanexperimente bestatigt, bei denen zwei Schwingungsbanden (812 und 886 cm™),
die im Bereich der Gerustschwingungen (700 - 1500 cm™') von PEG liegen, nicht in den
Spektren der CA26-Kristalle auftraten (siehe Abb. 27).
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Abb. 26: Interaktion an den Offnungen des Kanals B (G13-G26, schwarz)
mit Glukosen verschiedener symmetrieverwandter Molekule (I-VII, weif3)

W

l

{

100 cm-1 400 cm-1 700 cm-1 1000 cm-1 1300 cm-1 1600 cm-1

Abb. 27: Vergleich der Ramanspektren des pulverférmigen
CA26 (schwarz) mit CA260-Kristallen (rot) und PEG400 (blau).
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Die bevorzugte Interpretation betrachtet die Ketten von H,O-Molekulen in Abb. 28 als
Uberlagerung zweier halb besetzter Ketten, deren O,,-O,, Wasserstoffbriickenabstande
in Abb. 25 im Detail aufgeflihrt sind. Daraus ergibt sich in Kanal A eine Kette mit besetzten
Wasserpositionen 23, 25, 27, 29, usw. und eine weitere Kette 24, 26, 28, 30, usw. Die
0,,O,, Abstéande befinden sich dann im Bereich 2,03 A - 2,61 A fiir die eine und im
Bereich 2,19 A - 2,60 A fiir die andere Kette. Im Kanal B ergeben sich OO, Abstande
im Bereich 1,79 A - 3,22 Aund 2,30 A - 2,86 A.

P RRE. @ H5_16 @, @ H5_16
L 35 35
H3_19 @=27--_ 22 H3 19 @%2l----23
Fi5.18, 33, . .- @ H5-17 v, 15330 -9 H5_17
H3f20§‘:~'o_____::::==o 06B_16 H3,200~§@______::::=g 06B_16
ceemm T .9 o--m7 )
H5_19 @ -7 HeB_17 H5 19 @ -7 HeB_17
R 31 - 31 a.-"
H5_20 .__;_\@0\ H5_20 0--__‘~®°~\
N g H3 22 N Te@ H3.22
HEA_ 20 29 . 5 o1 HBA 20 29" s of
o 99 ' @
06_209@, N i 06_209@. N AR
. R @H3. 23 . » @H3 23
H3_24 @ @ H3_24 @ @
H3.25 @<------- ) <>~ <H6A_21 H3_25 @<------- s HBA 21
.27 @ @ HeB_21 ~. 270 _.@ @ HeB_21
il ;7 @ HL23 O 1 @ H523
.-~ H5_24 o H6B_22 H5723 w7 HeB_22
H57250’——--""/§ 24, /_,,0 - H5_25 @=----""" A @) //’o -
H6B_24 @ 25 SO H6B_24 @ 25 e
23 06B_23 23 06B_23

Abb. 28: Kontakte der Wassermolekule im Kanal B (G13-G26). Die sich gleichzeitig
ausschlieRenden Gruppen von fehlgeordneten Wassermolekllen werden als schwarze
oder weilte Kugeln reprasentiert. Die Abstande im Bereich O--O,, < 3,4 A und C-H--O,,
2,8 - 3,6 A mit den Glukosen werden als gestrichelte Linien dargestellt.

4.8 Kristallpackung, intermolekulare Wasserstoffbriicken

In der orthorhombischen Einheitszelle sind die CA260-Molekile in Schichten parallel zu
der ac-Ebene angeordnet (Abb. 29). Die Helices bilden ein hexagonales Muster, das durch
intermolekulare Kontakte in Form von direkten oder von Wassermolekulen vermittelten
Wasserstoffbriicken sowie schwachen C-H---O Bricken stabilisiert wird. Die C-H---O
Brucken liegen in einem Muster vor, das in seiner Art und geometrischen Merkmalen
analog zu den bereits besprochenen intramolekularen Interaktionen ist. Daran beteiligt
sind die Glukosen G3, G4, G9 und G10 aus zwei Windungen eines CA260-Moleklils, die
mit zwei weiteren Windungen G4, G5, G10 und G11 eines symmetrieverwandten CA260-
Molekuls, wie in Abb. 30 gezeigt, wechselwirken.
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|: G3—»>G4 ------- G4 —» G5 :|
G9 —»G10 ------- G10 — G11
CA260 symmetrie-
verwandtes
CA260
G118 — G119 ------- G109 — G110
symmetrie-
mit Wasser CA26th verwandtes
CA26tb

Abb. 30: Schema der Packungs-
kontakte die mittels C-H---O
Wechselwirkungen interagieren.

000 a

Abb. 29: Darstellung der Packung der CA260-Moleklile in einer Projektion auf

die a,c- Ebene. Anhand der sechs symmetrieverwandten CA26-Molekiile sind die
intermolekularen Wechselwirkungen zwischen CA26-Molekulen als gestrichelte Linien
gekennzeichnet. Interaktionen mit Wassermolekulen (rot) sind in rot hervorgehoben.

In ahnlicher Weise interagieren CA26tb (jedoch nicht CA26ta) in der Kristallpackung der
triklinen Raumgruppe. Bei diesen intermolekularen Wechselwirkungen zwischen den
kurzen V-Helices scheint es sich um Wechselwirkungen allgemeineren Charakters zu
handeln, die ebenso flur die intermolekulare Wechselwirkung der V-Amylose signifikant
sein sollte.

Die Achsen der kurzen V-Helices der CA260-Molekile sind entlang der b-Achse
ausgerichtet, jedoch nicht kollinear, sondern um ca. 6 A in Richtung der a-Achse
verschoben, und sie befinden sich in einen Winkel von ca. 160° zueinander. Diese
Anordnung bildet eine unendliche zickzack Helix parallel zur b-Achse. Benachbarte
CA260-Molekile sind dabei Kopf-an-Kopf angeordnet und in Richtung der b-Achse durch
ein Netzwerk von Wasserstoffbriicken zwischen O(2)- und O(3)-Hydroxylgruppen, wie in
Abb. 31 dargestellt, verknlpft.
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CA260 (flip) CA26ta
G15—>G16/ G13(—> G14 — G15 — G16 —» G17
0(2)’ 0(3) 7 \ ’ \ 06 \\ 1 \\ 1
Wasserstoff- SN SN . . ! . !
bricken / v N . . ; N
G5 =-— G4 = G3 = G2

(flip) G1(— G2 — G3

symmetrie- symmetrie-
verwandtes verwandtes
CA260 CA26ta

Abb. 31: Schema der Packungskontakte entlang der b-Achse bei CA260
und CA26t, die interagierende O(2)- und O(3)-Hydroxylgruppen zeigen.

Die Hauptmerkmale dieses Packungsmusters werden auch in der triklinen Raumgruppe
fur die Molekule CA26ta und CA26tb beobachtet, inklusive der hexagonalen Anordnung
der kurzen V-Helices in Form der unendlichen zickzack Helix. Jedoch befinden sich die
benachbarten Molekule in einer Kopf-an-Schwanz-Anordnung, die durch eine Translation
entlang der a-Achse erhalten wird. Das Schema des Netzwerks aus Wasserstoffbriicken
zwischen den O(2)- und O(3)-Hydroxylgruppen ahnelt dem in Abb. 31 mit Ausnahme der
Richtung der Oligosaccharidkette, die durch die Richtung der Pfeile (—) symbolisiert wird.
Da das Band-Flip-Motiv zwischen Glukosen G13-G14 liegt, verbrickt G13 mit O(6) zu G5
anstatt der O(2)- und O(3)-Interaktionen.

In Abb. 32 wird die Packung des CA26-Molekiils in der ac-Ebene mit der Packung von

V- Amylosehelices in kristallinen Fasern verglichen. Die hexagonale Anordnung der kurzen
(CA26) und langen (V-Amylose) Helices ist vergleichbar. Ein besonders erwahnenswertes
Merkmal der intermolekularen Wechselwirkung stellen die verschiedenen Weisen der
Verknupfung dar, das in Abb. 29 auf der einen Seite des CA260-Moleklils als ,mit Wasser*
gekennzeichnet wird. Die Kontakte zum benachbarten CA260-Molekil werden durch
Wassermolekile vermittelt, die zusatzlich durch direkte C-H---O Wechselwirkungen
unterstltzt werden, welche sich in einer vergleichbaren raumlichen Anordnung befinden,
die fur die Glukosen G7---G20 und G8---G21 in Abb. 21 beschrieben wurde.

Auf der anderen Seite dieser CA260-Molekule, die als ,ohne Wasser” gekennzeichnet
wird, bilden direkte Wasserstoffbricken in Form von C-H---O und O-H---O-H
Verknupfungen ohne die Mitwirkung von verbrickenden Wassermolekulen aus.
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CA260
mit Wasser V,,-Amylose
CA260
ohne Wasser V,-Amylose

Abb. 32: Packungsvergleich zwischen CA260 und V-Amylose. Wasservermittelte
Packungskontakte bei CA260 (links oben) verglichen mit den Wassermolekulen in
V,- Amylose [Rappenecker81] (oben rechts). Direkte intermolekulare Kontakte bei
CAZ260 (links unten) und V,-Amylose (rechts unten).

Die beiden Packungsmoden, ,mit Wasser” und ,ohne Wasser®, werden in Abb. 32 mit
der Packung der V-Amylose in ihrer hydratisierten (V) und dehydrierten Form (V,)
gegeniibergestellt. Es ergeben sich erstaunliche Ahnlichkeiten in der Anordnung der
CA260 und V-Amylosemolekile und sogar in der Gruppierung der Wassermolekule und
ihrer Wechselwirkung mit den umgebenden Kohlenhydraten. In den Abstadnden zwischen
den helikalen Achsen wird dieser Umstand ebenfalls widergespiegelt, die mit 12,9 A

in der V,- Amylose und 13,6 A'in der V,-Amylose in guter Ubereinstimmung mit den
beobachteten Abstanden in CA260 von 13,3 A bzw. 14,2 A liegen. Zusatzlich stimmen
die Langen der kristallographischen a-Achse mit a = 13,65 A bei V_-Amylose sehr gut
mit a = 13,82 A fiir CA260 Uberein. Des weiteren ist die kristallographische c-Achse mit
¢ = 46,51 A bei CA260 nahezu doppelt so lang wie die korrespondierende b-Achse mit
b = 23,70 A bei V- Amylose.
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4.9 Zusammenfassung und Diskussion

Die Analyse der hochaufgeldsten CA26-Hydrat-Struktur erlaubt einen Vergleich von
Bindungslangen und Winkeln mit den bekannten Werten der Cyclodextrine, ohne bei der
Verfeinerung auf Annahmen in Form von vorab definierten Abstanden angewiesen zu sein.
Es zeigen sich innerhalb der Fehlergrenzen ahnliche Mittelwerte, die im einzelnen auch
abweichen kénnen. Bei der Frage, ob diese Abweichungen auf signifikante Unterschiede
der Glukosen im Vergleich mit denen in Cyclodextrinen hinweisen, sollte berlcksichtigt
werden, dal} eine erhebliche Bandbreite von Bindungslangen bei den 26 Glukosen
beobachtet wird. Diese Bandbreite scheint bei Cyclodextrinen wesentlich eingeschrankter
zu sein. Die Qualitat dieser Daten eignet sich hervorragend, zur Parametrisierung
spezieller Kraftfelder [York04].

Die strukturellen Eigenschaften der helikal gewundenen CA26 weist sehr deutliche
Parallelen mit der V-Amylose auf. CA26 bietet sich als Modellverbindung zum Studium
der EinschluBkomplexe der V-Amylose an. Es eroffnet sich damit die Aussicht, Details der
atomaren Interaktionen von Gastmolekulen im kanalférmigen Hohlraum aufzuklaren.
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5. Ergebnisse - Struktur des CA26-Jodid-Komplexes
5.1 Allgemeines, Bezeichnung der Molekiile und der Glukoseuntereinheiten

Cycloamylose 26 kristallisiert mit Ammoniumjodid im Komplex CA26;. Die
orthorhombische Einheitszelle enthalt zwei CA26-Molekile in der asymmetrischen Einheit,
die als CA26ja (G1-G26) bzw. CA26/b (G101-G126) und gemeinsam als CA26; bezeichnet
werden.

Die Bezeichnung der Jodatome und Trijodide, die sich in den Kanalen befinden, wird
aus Abb. 35 ersichtlich. Weitere freie Jodatome auf3erhalb der Kanale werden als
[(7) und 1(8) bezeichnet. Zweifach fehlgeordnete Jodatome werden in Abhangigkeit
ihrer Besetzungsgrade als 1(1)A (Hauptbesetzung) bzw. [(1)B (geringer besetzt)
gekennzeichnet.

5.2 Konformation des CA26-Molekiils

Neben den beiden CA26-Molekulen enthalt der CA26 - Ammoniumjodid-Komplex 19
Jodatome und 91,5 Wassermolekule in der asymmetrischen Einheit. Die zweizahlige
Pseudosymmetrie, welche die beiden Halften (G1-G13, G14-G26 und G101-G113,

G114 - G126) der CA26-Molekule jeweils miteinander verbindet, liegt auch bei CA26ja und
CA26/b vor.

Generell stimmen die Konformationen von beiden CA26j-Molekllen mit der bereits fir
CAZ260 beschriebenen hinsichtlich der «C,-Sesselkonformation, der syn Orientierung
benachbarter Glukosen mit O(3),:-:O(2),,, Wasserstoffbriickenbindungen, der Band-Flip-
Motive und der Ausbildung helikaler Bereiche mit linkshandigem Drehsinn, Steigung und
der Stabilisierung durch intramolekularen O(3),---O(2),,, Wasserstoffbrickenbindungen
sowie O(6),---O(2), ., bzw. O(6),--O(3),,, zwischen den helikalen Windungen uberein.
Ebenso wird die Pseudosymmetrie mit der leichten Abweichung zur antiparallelen

n+6

Orientierung der beiden V-Amylosehelices fur CA26ja von 175,7° sowie von 173,4° fir
CAZ26jb und Interaktionen mit konservierten Wassermolekilen W1-W4 beobachtet.

Die helikalen Kanale mit einem Van-der-Waals-Durchmesser von ca. 5 A werden
vollstandig durch Jodatome ausgefullt. Die strukturellen Eigenschaften der Helix stimmen
mit den charakteristischen Eigenschaften fur die Jodkomplexe der V-Amylose, die durch
Bluhm et al. in einer Faserdiffraktionsstudie am Amylose-Jod-Komplex beschrieben
wurden [Bluhm 81], Uberein.

Die geringfugigen strukturellen Abweichungen zwischen den CA26-Molekulen werden
ebenso deutlich durch die Wurzel der mittleren quadratischen Abweichungen (rms) bei
der Uberlagerung von Molekilhélften (G1-G13 auf G14-G26) bei der alle O(6)-Atome
aufgrund der beobachteten konformationellen Freiheit vernachlassigt werden. Die Werte
fiir die rms-Abweichung befinden sich im Bereich 0,37 A — 0,56 A fiir die Molekiilhalften
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(G1-G13 oder G14-G26) bzw. 0,60 A - 1,14 A bei der Uberlagerung der gesamten
Molekule (siehe Anhang Tabelle 7).

5.3 Konformation der Glukosen

Die “C -Sesselkonformation der Pyranoseringe weisen Cremer-Pople-Parameter Q

im Bereich 0,55 A - 0,60 A und 6 0,6° - 13,8° in CA26j auf (siehe Anhang Tabelle

18). Die virtuellen Abstande O(4) ---O(4),,, der helikalen Abschnitte liegen im Bereich
4,11 A - 4,74 A (siehe Anhang Tabelle 19) mit einem Mittelwert von 4,34 A vergleichbar
dem beschriebenen V- Amylose-Jod-Komplex mit 4,35 A. Die Band-Flip-Motive

nehmen durchgangig eine gestrecktere Form ein, die durch einen langeren mittleren
Abstand O(4)_,.-O(4), von 4,53 A (4,43 A — 4,63 A) deutlich wird. Die glykosidischen
Verknipfungen besitzen einen mittleren C(1) ,,-O(4) -C(4) Winkel von 117,2° (114° -
119°)(siehe Anhang Tabelle 20). Diese konformationellen Werte sind in Ubereinstimmung
mit den Werten aus CA260, CA26¢ und V-Amylose (120°).

Die Torsionswinkel ¢ und y geben Aufschluf? tber die relative Orientierung der
benachbarten Glukosen zueinander und zeigen Mittelwerte von 102,7° in ¢ und 120,7°
in v (siehe Anhang Tabelle 21 und Tabelle 22). Ungewodhnlich starke Abweichung von
den Mittelwerten werden bei der Verknlpfung der aufeinander folgenden Glukosepaare
G102-G103 und G103-G104 mit 82° bzw. 130° fur ¢ und 90° bzw. 134° fur y festgestellt.
Derart stark abweichende minimale ¢ und maximale y-Werte der helikalen Bereiche
wurden nicht bei CA260 beobachtet. Diese Abweichungen gehen einher mit der
Ausbildung einer Wasserstoffbriicke von O(6).,, zu O(3),, eines symmetrieverwandten
CA26ja.

103

Die Positionen der O(6)-Hydroxylgruppe werden durch den Torsionswinkel y beschrieben,
die Uberwiegende Mehrheit von 41 Glukosen nimmt die (-)gauche Konformation ein,
wahrend nur 5 die (+)gauche und 6 eine zweifache Fehlordnung in (-) und (+)gauche
aufweisen. Die Mittelwerte der Torsionswinkel y in der (-)gauche und (+)gauche
Konformation betragen —62,9°bzw. 61,0°.

Als Teil des Band-Flip-Motivs liegen die Glukosen G1, G14 in CA26ja und G101, G114 in
CAZ26)b in (+)gauche Konformation vor. Zusatzlich liegen auch G107, G120 in (+)gauche
Konformation vor. Hingegen weisen die entsprechenden Glukosen G7 und G20 in CA26ja
Fehlordnung auf, wobei die (+)gauche Konformation zu 13% bzw. 61% eingenommen
wird.

5.4 Geometrie der Band-Flip-Motive

Das Band-Flip-Motiv zeigen die Moleklle CA26ja und CA26jb ebenfalls an den zwei
diametral gegentberliegenden Stellen im Makrozyklus (G13-G14, G26-G1, G113-G114
und G126-G101). Vergleiche mit Darstellung der CA26-Hydrat-Komplexe in Abb. 20.
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Der kiirzere mittlere Abstand von 2,76 A der 0O(3),-0O(6) ,, Sauerstoffatome zueinander in
CA26j weist wie bei CA260 auf einen starkeren Anteil dieser Bricke im Vergleich mit dem
mittleren Abstand von 3,09 A bei 0O(3),-O(9).,, hin. Charakteristisch fur die Geometrie
dieser glykosidischen Verknipfung am Band-Flip sind die mittleren Winkel ¢ mit 88° bzw.
v mit -52° in beiden CA26j-Molekulen. Die Mittelwerte stimmen sehr gut mit den in CA260
bestimmten Werten Uberein.

Die zwischen 2,70 A - 3,15 A beobachteten O(3), --O(2) _,, Abstande in den helikalen
Bereichen des CA26ja (siehe Anhang Tabelle 24) erfillen ausnahmslos die Erwartungen
fur die Ausbildung einer Wasserstoffbrucke. Der Mittelwert ist vergleichbar dem in CA260
von 2,84 A.

In CA26/b hingegen sind zwei der O(3) ---O(2) ,, Abstande zwischen den Glukosepaaren
G102-G103 und G118 - G119 mit 3,64 A bzw. 3,61 A soweit verlangert, da die

Bildung einer Wasserstoffbricke ausgeschlossen werden kann. G102-G103 befindet
sich im Anschlul an ein Band-Flip-Motiv, wahrend G118 - G119 fast eine ganze
Windung (5 Glukosen) davon entfernt die kontinuierliche Kette der O(3) ---O(2)
Wasserstoffbricken unterbricht.

n+1

Diese Licken in der Kette der O(3) ---O(2) ,, Wasserstoffbricken treten bei CA26ja-
und CA260-Molekulen nicht auf. Bei CA260 wurden geringflgige Verlangerungen von

n+1

0(3),-0(2) ,, Abstanden beobachtet und im Kontext der systematisch lokalisierten
Verlangerungen bei CA10- und CA14-Molekuilen diskutiert. Die Unterschiede zwischen
CA260, CA26ja und CA26jb zeigen, dald bei CA26-Molekllen keine systematische
Lokalisierung der verlangerten O(3) ---O(2) ,, Abstande beobachtet wird, sondern sich
an variablen Positionen befinden kdnnen. Wie bei CA26ja zu beobachten ist, kann

die Ursache fur die Verlangerungen sogar soweit kompensiert werden, dal} keine
signifikanten Verlangerungseffekte in den O(3) --O(2) ,, Abstanden zu beobachten sind.

5.5 Intramolekulare Wasserstoffbriicken

Mit Ausnahme der Band-Flip-Motive sind alle Glukosen in syn Orientierung miteinander
verknUpft, die bei hinreichend geringem O(3) ---O(2),, Abstand ( < 3,4 A), der einen
Mittelwert in CA26j von 2,90 A aufweist, eine Wasserstoffbriicke ausbildet (siehe Anhang
Tabelle 24). Der Mittelwert fir CA260 ist mit 2,84 A nur geringfligig kleiner.

Zusatzlich werden die helikalen Bereiche G3-G13 und G16-G26 jeweils durch die
Ausbildung von O(6) ---O(2), ,, und/oder O(6) ---O(3) ., Wasserstoffbricken stabilisiert
(siehe Anhang Tabelle 25), die auch bei CA260 auftreten. Allerdings sind die Abstande
bei den Paaren G7-G13, G16-G22 und G118-G124 gr6Rer als 3,4 A und damit zu lang
fur direkte Wasserstoffbriicken. Dafur werden bei diesen jeweils wasservermittelte
Interaktionen beobachtet. Die Lange der direkten Wasserstoffbricken folgt der bei CA260
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beschrieben Abhangigkeit von der Orientierung der C(6)-O(6) Gruppe.

Die bei CA260 beschriebenen direkten Wasserstoffbricken (siehe Abb. 15) zwischen den
beiden Helices stellen auch bei CA26jb die einzigen direkten Interaktionen dar. Neben
dem bei CA260 schon beschriebenen Wasserstoffbrickennetzwerk, das die Glukosen
G101, G107, G114 und G120 verbindet, sind die Wasserstoffbricken O(6),,,---O(3),,, bzw.
0O(6),,,,-:0(3),,, vorhanden. Dieses Muster von Wechselwirkungen der V-Helices verleiht
weitere Stabilitat und scheint konserviert zu sein.

Die Glukosen G1, G7, G14 und G20 weisen in CA26ja ein analoges Netzwerk von
Wasserstoffbricken auf, jedoch sind die Torsionswinkel y von G7 und G20 fehlgeordnet
mit der Hauptbesetzung der (-) bzw. (+)gauche Konformation. Die Position des W2 ist
nicht besetzt. Seine Funktion als Vermittler von Interaktionen zwischen den Helices wird
jedoch alternativ durch zwei Wassermoleklle ibernommen.

5.6 Schwache Wasserstoffbriicken

Die beiden kurzen Helices in CA26 kommen durch die zweizahlige Pseudorotionsachse
sehr dicht zusammen, so dal die Glukosepaare G7-G8 der einen Helix in Kontakt mit
dem Paar G20-G21 der anderen Helix treten. CA26j weist kurze interhelikale C-H---O
Wasserstoffbriicken im Bereich H---O, 2,5 A bis 3,0 A, zwischen C(1)-H, C(4)-H bzw.
C(6)-H als Donor und O(2), O(3) bzw. O(5), O(6) als Akzeptoren auf. Die Abstande sind
im gleichen Bereich wie bei CA260. Vergleiche Abb. 21 fir die im Detail dargestellten
Interaktionen bei CA260.

5.7 Hydratisierung

Analog zu den Wassermolekulen W1-W4 des CA26ta zwischen den V-Helices, deren
Positionen ebenfalls bei CA26tb und CA260 konserviert sind, werden die Helices bei
CA26ja und CA26jb durch Wassermolekule verknupft. Vergleiche Abb. 15 und Abb. 21 fur
CA26o0.

Bei CA26/b fullen ebenfalls vier Wassermolekule W5-W8 diese Positionen aus, wahrend
funf Wassermolekule in CA26ja dieses Netzwerk ausbilden, wobei W2 nicht besetzt ist,
jedoch durch zwei vollbesetzte Wassermoleklle ersetzt wird, die miteinander durch eine
Wasserstoffbriicke (2,76 A) verbunden sind.

W1 bildet analoge Wasserstoffbricken zu CA26ja aus wie W1 in CA260 (O(5/6),,
0(2),, O(5/6),,). In CA26jb nimmt W5 diese Position ein. W5 bildet zu den jeweils
entsprechenden Sauerstoffatomen dieses Molekdils (O(5),,,, O(2),,,, O(5/6),,,)
Wasserstoffbriicken aus. Allerdings ist O(6) der Glukose G102 mehr als 3,4 A entfernt.

Das in CA260 beschriebene Wasser W2 (siehe Abb. 21) wird in CA26,b durch W6
eingenommen. W6 bildet vergleichbare Wasserstoffbrucken zu CA26,b aus (O(5/6)

1087
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O(5/6),,., O(2),,,,). In CA26ja wird diese Verbrickung mittels zweier Wassermolekiile
realisiert. W2a wird durch Wasserstoffbriicken zu O(5) und O(6) der Glukose G15

sowie O(2) und O(3) der Glukose G21 komplexiert und ist gleichzeitig durch eine
Wasserstoffbriicke mit W2b verbunden. Diese steht in Kontakt zur zweiten V-Helix durch
Ausbildung einer Wasserstoffbriicke zu O(6) der Glukose G8.

Ein weiteres Wassermolekul W3 verbruckt wie in CA260 (siehe Abb. 20) die beiden
V-Helices mit ihren Wasserstoffbriicken zu O(2/3),, und O(2),. W4 bildet in analoger Weise
Wasserstoffbriicken zu O(3),, und O(2),, aus. Darlber hinaus ist W3 noch mit O(6) der
Glukose G20 und W4 mit Glukose G7 verbunden. Die analogen Positionen in CA26jb
werden von W7 und W8 eingenommen, die durch die jeweils entsprechenden Glukosen
komplexiert werden (siehe Anhang Tabelle 23).

Die Netzwerke der Wasserstoffbricken, die eine Verbindung zwischen den Helices des
CA26 knupfen, folgen bei CA26jb den fur CA260 beschriebenen Mustern. Bei CA26ja
wurde die zweite der konservierten Wasserpositionen nicht besetzt und durch eine
alternative Verbruckung uber zwei Wassermolekule ersetzt. Damit passen sich die
Interaktionen auf3eren Einflissen wie zum Beispiel der veranderten Kristallpackung oder
dem in der Nahe liegenden freien Jodidatom an.

5.8 Intermolekulare Wasserstoffbriickenmuster und Kristallpackung

Die beiden CA26-Molekdle sind in der asymmetrischen Einheit der Einheitszelle so
angeordnet, dal} die beiden V-Helices von CA26ja jeweils durch eine V-Helix von CA26jb
verlangert wird. Durch diese Stapelung der Helices aufeinander werden zwei verlangerte
Superhelices gebildet (siehe Abb. 33).
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Abb. 33: Stereographische Ansicht der Kristallpackung des CA26-
Ammoniumjodidkomplexes entlang der kristallographischen a-Achse im
oberen Teil und entlang der c-Achse im unteren Teil. Der Ursprung der Zelle
wird mit 000 bezeichnet. Die Packung im Kristall zeichnet sich durch eine
Anordnung der Jodatome in den helikalen Bereichen entlang der c-Achse aus.

Die Verbindung der helikalen Bereiche wird durch Ausbildung eines ausgedehnten
Netzwerkes von O(6)---O(6) Wasserstoffbricken zwischen den Glukosen G21-G26

und G1 mit G108-G114 geknupft (Abb. 34 oben). Die Verknupfung der beiden Helices
G8-G14 mit G121-G126 und G101 wird durch Wasserstoffbricken realisiert, die durch
Wassermolekule vermittelt werden. Diese Helices nehmen im Vergleich mit der zuvor
besprochenen Superhelix eine um die Helixachse rotierte Orientierung ein. Die O(6)---O(6)
Abstande weisen eine Distanz von mehr als 3,4 A auf und zeigen daher keine direkten
Kontakte, sondern wasservermittelte Interaktionen (Abb. 34 unten). Wie grol} der
Unterschied der beiden Verknupfungen ist, wird beim Vergleich der mit G1 interagierenden
Glukose G114 mit der korrespondierenden Glukose G101 klar, die mit 5,2 A deutlich zu
weit von G14 entfernt ist, um eine aquivalente Interaktion auszubilden (vergleiche Abb.

34).
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Die Kanale dieser Helices sind nahezu parallel zur Kristallgitterachse ¢ ausgerichtet, so
dald sich zwei regelmafig unterbrochene Polyjodidketten parallel durch den gesamten
Kristall ziehen. Jeweils 9 Jodatome befinden sich in einer linearen Anordnung in der
Matrix, die durch die verknupften Kanale der beiden CA26-Moleklile gebildet werden. Die
einzelnen Teilstucke der Polyjodidkette sind parallel zu der Kristallgitterachse orientiert
und durch 12 A bzw. 19 A lange mit Wasser gefiillte Hohlrdume voneinander getrennt.

Abb. 34: Ansicht der intermolekularen Interaktion zwischen den Glukosen G21-G26 und
G1 (hell graue C-Atome) mit G108-G114 (dunkel graue C-Atome). Das Trijodid T2 (lila)
sitzt im Zentrum der verkniipften Helices. Abstande < 3,5A zwischen Sauerstoffatomen
werden als Wasserstoffbricken durch gestrichelte Linien gezeigt. Im unteren Teil werden
die wasservermittelten Verbrickungen zwischen G8-G14 mit G121-G126 und G101
gezeigt.

5.9 Konformation der Trijodidmolekiile in den Kanélen

Die zentralen Kanale, die durch die V-Amylosehelices gebildet werden, sind mit
Jodmolekulen geflllt, die eine Fehlordnung zeigen. Allerdings ist die Hauptlage dominant
und mit jeweils mehr als 70% besetzt. Die Bindungsabstande der Jodatome variieren

im Bereich zwischen 2,81 A bis 3,00 A (Mittelwert 2,91 A). Diese I-| Abstande stimmen
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mit denjenigen bei Trijodidmolekiilen (2,91 A) in den entsprechenden Strukturen der
anorganischen Trijodidsalze Uberein, so dal} sich jeweils drei Trijodidmolekile in den
Kanalen befinden. Die intermolekularen Abstande der Trijodidmolekule untereinander
liegen im Bereich von 3,66 A bis 3,85 A und sind somit signifikant kiirzer als der Van-
der-Waals-Abstand von 4,3 A. Die Trijodidmolekule an den Enden der Kette besitzen

eine hdhere Asymmetrie der Bindungsléangen (z.B. T(1) mit 2,81 A; 3,00 A), behalten
jedoch ihre lineare Anordnung mit einem mittleren I-I-1 Winkel von 177,7° bei. Die vier

I-l Bindungen an den Offnungen der Kanéle sind signifikant verlangert (~3,0 A). Jedoch
zeigen die Trijodide in der Mitte der Ketten symmetrische Bindungsléangen von 2,91 A. Sie
sind durch die benachbarten Glukosen gegen den Einflul} des Solvents geschutzt, obwohl
sie sich genau in der Mitte zwischen zwei CA26-Molekulen befinden. Diese Abschirmung
trifft ebenso flr die Trijodide zu, die sich an den Enden der Kette befinden, jedoch sind
diese durch die Offnung des Kanals dem EinfluR des Kristallwassers ausgesetzt.

A
o ) T 1(10) -
I(1)b 5 3.00 o) 2.96
1
™M () + T4 1(11) +
I2)b ) 2.81 e 2.85
1(3) 0 + 1(12) 1
I(3)b © 3.66 2 3.75
I(4)c ) I(13)c '
@ 5t 1(13) +
I(4)b “; 2.91 I(13)b 290
T2 165 O + T5 1(14) 1
I(5)b (‘) 2.92 (4P 205
I(6) G’ T 1(15) +
I(15)b
6)b QO a3 o 285
1) T 1(16) T
I(7)b 2.88 1(16)b
2.8
T3 18 1 - | !
1(8)b 2.94 1(17)b
© 1 IR
1(18)
1(9)b ) 1(18)b

Abb. 35: Schematische Abbildung der Jodatome in den helikalen Bereichen. Die
Hauptlagen der Trijodide T1-T3 in Aund T4-T6 in B sind mit groReren Kugeln dargestellt
und die gering besetzten Positionen mit I(#)b bezeichnet. Die Bindungslangen der
Trijodide und Abstande der Van-der-Waals-Interaktionen sind entlang der Achsen
aufgetragen.

Anzeichen fur die Fehlordnung in der Polyjodidkette wurden bereits wahrend der
Datensammlung in Form von breiten Streifen auf dem Detektor beobachtet. Diese
Fehlordnung wird durch gering besetzte (< 30%) sekundare Trijodidmolekile modelliert,
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die entlang der Kanalachsen um 1,62 A und 0,74 A verschoben sind. Die raumliche
Nahe zueinander schlief3t ein gleichzeitiges Vorhandensein der hauptsachlich besetzten
und gering besetzten Trijodide aus. Die Bindungslangen, Bindungswinkel und Abstande
der Van-der-Waals-Interaktionen der Trijodide sind fur die Haupt- und Nebenlagen
vergleichbar und im Anhang in Tabelle 26 und Tabelle 27 aufgefuhrt.

5.10 Uberlagerung von Jodatomlagen in CA26ja und CA26jb

Die Uberlagerung der 13 Glukosen jeweils verschiedener helikaler Segmente der beiden
Molekule in CA26; mit der Methode der geringsten Fehlerquadrate zeigt eine hohe
Ubereinstimmung in den Positionen der Jodatome. Die beiden Trijodidmolekile T1 und
T4 (grun und rot in Abb. 36) in CA26j nehmen vergleichbare Positionen mit einer mittleren
quadratischen Abweichung von 0,5 A ein. T6 (gelb in (siehe Abb. 36) liegt um 3,0 A also
eine ganze |-| Bindungslange verschoben im Kanal. Dabei liegen die Jodatome [(2) und
[(3) auf den gleichen Positionen wie 1(3) und 1(2) bei T1 und T4. Allein T3 (blau in (siehe
Abb. 36) im Segment G14-G26 besetzt die Zwischenlagen (lila in Abb. 36) und ist um
etwa eine halbe I-1 Bindungslange (1,5 A) entlang der helikalen Achse verschoben. Von
dieser Verschiebung ist die Gesamtlange der Trijodidkette T1-T2-T3 im vergleich mit
T4-T5-T6 mit 24,5 A und 24,9 A nicht beeinfluRt. Sie stellt vielmehr eine Anpassung an die
unterschiedliche Verknupfung der beiden Helices wie in Abb. 34 gezeigt dar.

Abb. 36: Uberlagerung der Trijodide T1, T3, T4 und T6 in den helikalen
Bereichen der Cycloamylosen zeigt die bevorzugten Positionen der
Jodatome. T3 ist um eine halbe |-l Bindungslange verschoben und besetzt
eine Zwischenlage, die ebenfalls von den gering besetzten Jodatomen (lila)
eingenommen wird.
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5.11 Hydrophobe Wechselwirkung mit der Umgebung im Kanal

Die Kanale sind nach innen mit C(3)-H, C(5)-H und C(6)-H, sowie O(4) der glykosidischen
Bindung ausgekleidet und besitzen daher einen hydrophoben Charakter. Die Jodmolekile
werden hauptsachlich durch die Ausbildung von C-H--:| Van-der-Waals-Kontakten
stabilisiert.

G126

Abb. 37: Trijodide T1-T3 (links) und T4-T6 (rechts) in den hydrophoben Kanalen
der Cycloamylosen, die durch intermolekulare Interaktionen von G22-G26

und G1 (weil) zu G114-G118 (grau) bzw. G10-G13 mittels Wassermolekulen
(schwarz) zu G123-G126 im Kristall gebildet werden.

Die kiirzesten H--| Abstande in CA26j werden mit 3,1 A beobachtet. Die Kontakte zu
C(5)-H uberwiegen zahlenmalRig im Vergleich zu den C(3)-H Kontakten, die in gleicher
Weise in den Innenraum zeigen. Die O(4) Sauerstoffatome der Glukosen sind wenigstens
4,0 A von den Jodatomen entfernt, somit ist der Van-der-Waals-Abstand O--| von 3,55 A
weit Uberschritten. Jedoch werden Kontakte zu O(6) Hydroxylgruppen der Glukosen in
(+)gauche Konformationen innerhalb der Kanale des CA26; im Bereich von 3,5 A bis 4,0 A
beobachtet. Geordnete Positionen von Wassermolekilen an den Offnungen der Kanéle
sind wenigstens 5,7 A von den Jodatomen entfernt.
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5.12 Ramanspektroskopie

Ramanspektren (Abb. 38 E) von in Wasser aufgeldsten CA26; Kristallen gemessen

bei einer Wellenlange von 565nm zeigen Hauptbanden bei 110, 149, 168 cm™ und
schwachere bei 219, 285, 333 cm™ (Tabelle 3). Die schwacheren Banden kénnen wie

in der Literatur beschrieben den Obertonfrequenzen der Amylosekomplexe zugeordnet
werden. Zusatzlich wurden auch Ramanmessungen bei einer Wellenlange von 1064 nm
an Kristallen CA26; durchgefiihrt, die Signale bei 107 und 141 cm™" aufweisen (Abb. 38 C).

@)

500 400 300 200 100
v[ecm]

STARCH-IODINE

500 400 300 200 100
WAVENUMBER  (cm™)

Abb. 38: Vergleich der Ramanspektren von a-Cyclodextrin-
Trijodidkristallen (A), mit Amylose-Jod-Komplexen (B), mit den
CA26-Komplexen in kristalliner Form (C), und in Wasser aufgeldster
Kristalle der Barium- (D) und Ammoniumjodidkomplexe (E). Die
Spektren A und B wurden aus [Saenger84a] entnommen.
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Die Hauptbanden des V-Amylose-Jod-Komplexes wurden mit 109, 160 cm™' bestimmt
[Handa80, Teitelbaum80, Pfannemliller83, Ziegast82]. Die Spektren wurden bei einer
Wellenlange von 565nm gemessen. Obwohl sich die relativen Intensitaten der einzelnen
Banden des Cycloamylosekomplexes vom Amylosekomplex unterscheiden, stimmen die
Frequenzen der Hauptbanden sehr gut Uberein.

Diese Schwingungsbanden wurden von Teitelbaum et al. aufgrund der hohen
Ubereinstimmung mit dem Ramanspektrum einer pentajodidhaltigen Modellverbindung
dem Pentajodidmolekdil |, zugeordnet. Allerdings ist die Zuordnung der 109 cm"
Hauptbande durch mehrere Autoren in Frage gestellt worden [Yu96]. Das Ramanspektrum
dieser Modellverbindung (Trimesinsaure ¢ H,0),, H* |, wurde durch Nour et al. noch
einmal grundlich untersucht [Nour86]. Basierend auf diesen Messungen und einer
Kombination von IR-Spektroskopie und Modellrechnungen ordneten die Autoren die

109 cm™ Bande Verunreinigungen von |~ zu anstatt dem Pentajodidmolekdil I, .

Im Ramanspektrum des CA26-Kristalls (Abb. 38 C) treten einige Banden im Vergleich

mit den aufgeldsten Kristallen (Abb. 38 D, E) nicht auf. Fir das Fehlen einiger Banden
mussen zwei Faktoren in Betracht gezogen werden. Entweder zeigen sich die veranderten
Bedingungen in geldster Form fur die zusatzlich auftretenden Banden verantwortlich

oder die unterschiedlichen experimentellen Bedingungen. Insbesondere der Wechsel zur
Anregung mittels eines IR-Lasers wirkt sich sehr stark aus.
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Tabelle 3: Wellenlangen der Ramanbanden verschiedener Polyjodid-Amylose-Komplexe
und Modellverbindungen

Komplex \A v, \A v, v,
Al a 27 55 111 159
Al b 56 109 163
Al c 24 52 112 164
Al d 109 163
Al e 33 65 114 142 165
Al | 27 57 107 158
l, f 74 107 138

l, h 69 103 149

|, g 75 (105) 163
l, b,e 212
CA26; k 110 149 168
CA26; |j 107 141

CA26p Kk 110 146 163

a) Anregung bei v = 565 nm, Polymerisationsgrad der Amylose 30 — 1000, [Handa80]

b) Anregung bei v = 565 nm, Kartoffelamylose, reine ,: Losung in Hexan 210 cm, Benzol
207 cm, Ether 204 cm~, t-BuOH 197 cm [Teitelbaum80]

c) [Pfannemdiller83]

d) [Ziegast82]

e) Amylose mit |: Losung, T = 10K, |: T=300K in CCl,, [Latte97]
f) Modellverbindung N(CH,),)l,, [Parret70]

g) Modellverbindung TMA:-l, Bande in Klammern wurde Verunreinigungen mit |, -
zugeordnet, [Nour86]

h) [Weidlein88]
i) [Heyde72]
j) Anregung bei v = 1064 nm, CA26; Kristall

k) Anregung bei v = 565 nm, CA26; Kristall aufgelost in Wasser
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5.13 Absorptionsspektren

Die flr die Kristallisation verwandten Jodidlésungen zeigen in ihrem Absorptionsspektrum
Banden bei 228 nm fir I und 288, 355 nm flr I, jedoch keine Bande im Bereich um
460 nm, der typischerweise bei |,-Molekilen beobachtet wird.

Far ein Fragment |, + 1" « |, im Amylose-Jod-Komplex wird von Yu et al. eine zusatzliche
Bande im Bereich von ), __ 480-510 nm vorhergesagt [Yu96]. Absorptionsspektren von
CAZ26j Kristallen zeigen Banden bei den Frequenzen 287 und 368 nm, welche gut mit den
Werten von Trijodid in Losung ubereinstimmen. Die vorhergesagte zusatzliche Bande wird

jedoch nicht beobachtet.

5.14 Freies Jodid zwischen den Molekiilen

Zwei Positionen zwischen den CA26-Molekllen konnten partiell besetzten
Jodidatomen I(7) und 1(8) zugeordnet werden. I(7) ist direkt auf der zweizahligen
Pseudosymmetrieachse des Molekuls CA26ja lokalisiert, wahrend 1(8) in der Nahe des
Band-Flip-Motivs G1-G26 liegt.

Abb. 39: Interaktionen der freien Jodid-Anionen I(7) (oben) und 1(8)
(unten) mit ihren Koordinationsspharen. Die Van-der-Waals-Kontakte mit
den umgebenden Atomen werden durch gestrichelte Linien angezeigt.
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Die Koordinationssphéaren des freien Jodids [(7) sind dominiert von Kontakten zu
Wasserstoffatomen der umgebenden Glukosen im Bereich von 2,98 A bis zu 3,3 A, dem
H---1 Van-der-Waals-Abstand. Zusatzlich treten noch Kontakte zu Wassermolekulen

auf, die Abstande von 3,37 A bis 3,79 A aufweisen. Direkte Wechselwirkungen zu
Hydroxylgruppen der Glukosen treten nur bei 1(8) mit O(6) von Glukose G8 und G9 bei
I---O Abstanden von 3,47 A und 3,42 A sowie O(3) von G14 mit 3,26 A auf.

5.14 Gegenionen

Die Ammoniumionen, die im Kristallgitter enthalten sein mussen, um die Elektroneutralitat
zu gewabhrleisten, kdnnen aufgrund der identischen Zahl von Elektronen im Vergleich

zu Wassermolekulen bei dieser Auflosung nicht unterschieden werden. Der Versuch,
Wasserpositionen im Kristall mit ungewohnlicher Koordinationsumgebung zu identifizieren,
war nicht erfolgreich.

In der unmittelbaren Nahe der negativ geladenen Trijodidmolekiile an den Offnungen der
Kanale ist keine definierte Elektronendichte zu beobachten, die auf eine Ladungskopplung
schlieRen 14Rt. Die nachste Position einer definierten Elektronendichte ist 5,7 A entfernt
von den Jodatomen. So kann die Verteilung der Ammoniumionen innerhalb der knapp 100
geordneten Wasserpositionen nicht naher bestimmt werden.
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5.15 Zusammenfassung und Diskussion

Die generelle dreidimensionale Gestalt des CA26-Molekils und die Konformation der
Glukosen bleiben unabhangig von der Bildung des Jodkomplexes erhalten. Die Jodatome
in den helikalen Hohlraumen weisen in allen vier Helices vergleichbare Positionen auf.
Diese Spezifitat beruht auf den Wechselwirkungen zwischen der Polyjodidkette und der
Amylosehelix.

Die Interaktion zwischen CA26 und den Jodatomen basiert nicht auf Chargetransfer,
Dipol-Dipol, oder Van-der-Waals-Kontakten zwischen O(4) und den Jodatomen, wie es
fur den Amylose-Jod-Komplex postuliert wurde. Die I---:O(4) Abstande sind mit mindestens
4,0 A viel weiter entfernt als der Van-der-Waals-Abstand von 3,55 A und sogar 1,4 A
langer als der Abstand, der fir typische Chargetransfer-Komplexe wie Dioxan - |,
beobachtet wird.

Es liegen jedoch die |---H Abstande zwischen Jod und den Wasserstoffatomen C(3)-H,
C(5)-H und C(6)-H,, welche die Innenseite des helikalen Hohlraums auskleiden,

mit 3,1 A - 3,35 A im Bereich, in dem Dispersionskréafte auftreten. Die auftretenden
Dispersionskrafte sind vergleichbar mit denen, die zum Beispiel bei der Lésung von Jod
in flussigen Kohlenwasserstoffen entstehen. Sie liefern zusammen mit der entropischen
Energie des freigesetzten Wassers den wesentlichen Beitrag zur Stabilisierung des
Amylose-Jod-Komplexes.

In den Rdéntgenfaserdiffraktionsarbeiten [Bluhm81] besteht die Polyjodidkette aus linear
angeordneten gebundenen Jodatomen mit etwa gleichen Absténden (2,91 A; 2,99 A). Im
CA26-Komplex mit Ammoniumjodid werden sogar kirzere |-1 Abstande beobachtet, die im
Bereich von 2,81 A bis 3,86 A liegen. Der daraus gewonnene Mittelwert liegt sehr nahe
an dem 3,1 A Abstandswert, der durch Rundle et al. vor fast 50 Jahren bestimmt wurde
[Rundle43, 43a]. Fur die Polyjodidkette in CA26; konnte eine Zuordnung in drei separaten
Trijodiduntereinheiten bestimmt werden, die aufgrund der intermolekularen I-I Abstande,
welche kurzer als Van-der-Waals-Abstand sind, miteinander in Wechselwirkung stehen.
Dies bestatigt die Schlufolgerung, die aus Amylose [Bluhm81] und a- Cyclodextrin-
Komplexen [Noltemayer80] gezogen worden ist und eine Struktur aus linearen
Polyjodidketten vorhersagt, die aus separaten Joduntereinheiten mit variierenden

I-1 Abstanden besteht. Vorhersagen fur lineare Polyjodidketten mit konstant bleibenden

I-I Abstanden in Amylosekomplexen [Minick91] konnten nicht bestatigt werden.

Dipolwechselwirkungen, die in Form der Summierung von einzelnen Dipolenbeitragen

zu einem starken Gesamtdipol vorgeschlagen wurde [Sakurai90] und zwischen der
Amylosehelix und der Polyjodidkette im Amylose-Jod-Komplex wirken sollen, kdnnen fur
CAZ26; nicht ausgeschlossen werden. Allerdings ist durch die Anordnung in eine zweiteilige
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Superhelix mit antiparalleler Orientierung der beiden Helixteile zueinander nur eine lokale
Bedeutung maoglich, da sich die einzelnen Beitrage von antiparallel orientierten Helices als
Nettoeffekt aufheben.

Die Asymmetrie, die in die Bindungslangen der aulderen Trijodidmolekule beobachtet
wird, reflektiert die Asymmetrie der Wechselwirkung mit der Umgebung. Die
Dispersionsinteraktion mit dem Wirtmolekul ist fur alle Trijodidmolekule gleich,
allerdings sind nur die beiden Trijodidmolekule im Zentrum komplett vom umgebenden
Wasser geschutzt. Auf der Seite der Kanaloffnung tritt eine Interaktion mit den polaren
Losungsmittelmolekilen auf, wahrend auf der anderen Seite die Interaktion mit einem
weiteren Trijodidmolekul auftritt.

Die rehbraune Farbe des CA26j-Komplexes zeigt, dal® drei interagierende
Trijodideinheiten nicht ausreichend sind, um die typische Blaufarbung des Amylose-
Jod-Komplexes auszubilden. Die von Yu et al. postulierte Bande bei 480-510 nm [Yu96]
konnte im Spektrum des CA26j-Komplexes nicht beobachtet werden. Im Vergleich mit
dem braunen p-Nitrophenolmaltohexosekomplex, der eine ununterbrochene Kette aus
|, aufweist [Hinrichs87] und den a-Cyclodextrinkomplexen mit ununterbrochener Kette
aus |, 1, Einheiten, die eine blaue Farbe aufweisen [Noltemayer80], kann geschlossen
werden, dal} die Interaktion von Trijodid mit I, einen wesentlichen Beitrag fir die
Ausbildung der charakteristischen blauen Absorption des Polyjodides spielt.
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6. Ergebnisse — Struktur des CA26-Fettsdure-Komplexes
6.1 Allgemeines, Bezeichnung der Molekiile und der Glukoseuntereinheiten

Bei den Experimenten zur Kristallisation des Undekansaure-CA26-Komplexes wurde eine
orthorhombische Kristallform bestimmt. Die Einheitszelle enthalt ein CA26-Molekl in der
asymmetrischen Einheit, das als CA26f bezeichnet wird. Die Fettsauren, die sich in den
Kanalen befinden, werden als F1 und F2 bezeichnet. Die Bezeichnung der Atome der
Undekansauren wird aus Abb. 40 ersichtlich.

2 4 6 8 10
Abb. 40: Schema der Undekansaure

6.2 Konformation des CA26-Molekiils

Der CA26 - Undekansaure-Komplex enthalt in jedem der Kanale des CA26-Molekdls ein
Fettsauremolekul. Zusatzlich sind 34,95 Wassermolekule in der asymmetrischen Einheit
enthalten. Die zweizahlige Pseudosymmetrie, welche die beiden Halften (G1-G13 und
G14-G26) des CA26-Molekuls miteinander verbindet, findet sich auch bei CA26f wieder.
Die helikalen Kanale mit Van-der-Waals-Durchmesser von ca. 5 A werden durch die
Undekansaure ausgefulit.

Die strukturellen Eigenschaften der Helix sind vergleichbar zu dem Fettsdurekomplex der
V-Amylose, die durch Godet et al. in einer Faserdiffraktionsstudie an Amylose-Fettsaure-
Komplexen mit Kettenlangen im Bereich von 8 bis 16 C-Atomen beschrieben wurden
[Godet95].

Die generellen Merkmale des CA26-Molekuls sind vergleichbar mit dem beschriebenen
CA26-Hydrat- und CA26-Jod-Komplex. Die Pseudosymmetrie, intramolekularen
O(3),--0O(2),+) Wasserstoffbrucken und Wasserstoffbracken O(6),---O(2) n+s bzw.
O(6),---O(3)+6 zwischen den helikalen Windungen zeigen sich auch bei CA26f. Die
Wassermolekule W1-W4 zwischen den Helices sind ebenfalls konserviert.

Leichte Abweichungen zur antiparallelen Orientierung der beiden V-Amylosehelices
der CA26-Molekule werden sichtbar sobald die zentralen zehn Glukosen G3-G12 und
G16-G25 Uberlagert werden. Eine deutliche Abweichung von 180° wird mit 170,8° fr
CA26f festgestellt.

Als Mal fur strukturelle Abweichungen zwischen den CA26-Molekilen wird die Wurzel der
mittleren quadratischen Abweichungen (rms) bei der Uberlagerung der ganzen Molekiile
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(G1-G26) herangezogen (siehe Anhang Tabelle 7). Dabei werden alle O(6)-Atome
aufgrund der beobachteten konformationellen Freiheit unbertcksichtigt gelassen.
Die Werte fur die rms-Abweichung befinden sich im Bereich 0,44 A -0,79 A bei der
Uberlagerung der gesamten Molekile.

6.3 Konformation der Glukosen

Die Pyranoseringe liegen in einer entspannten “C.-Sesselkonformation vor, die durch

die Cremer-Pople-Parameter Q im Bereich 1,0 A— 12,9 A und 6 0,53° — 0,57° in CA26f
angezeigt wird (siehe Anhang Tabelle 28). Die virtuellen Abstande O(4) ---O(4),,, der
helikalen Bereiche liegen in Bereich 4,22 A — 4,47 A mit einem Mittelwert von 4,32 A
wahrend die Band-Flip-Motive durchgangig eine gestrecktere Form einnehmen, die durch
einen langeren mittleren Abstand von 4,58 A (4,47 A — 4,76 A) deutlich wird (siehe Anhang
Tabelle 29). Die glykosidischen Verknipfungen besitzen einen mittleren C(1) ,,-O(4) -C(4)
Winkel von 118,2° (114° — 120°) (siehe Anhang Tabelle 30). Diese konformationellen
Werte sind guter Ubereinstimmung mit den Werten aus CA26t, CA260, und CA26;.

n

Die Torsionswinkel ¢ und v geben Aufschlufd Uber die relative Orientierung der
benachbarten Glukosen zueinander und zeigen Mittelwerte in den helikalen Bereichen
von 103,2° in ¢ und 113,8° in y (siehe Anhang Tabelle 31 und Tabelle 32). Ungewdhnlich
starke Abweichung von den Mittelwerten wird bei der Verknupfung der aufeinander
folgenden Glukosepaare G1-G2 mit 86,5° fur y festgestellt. Fir das Glukosepaar
G102-G103 waren bereits in CA26jb auffallend geringen Werte fur y bestimmt worden,
wahrend in den Hydratstrukturen CA26¢t und CA260 sowie CA26ja keinerlei Abweichungen
vom Ublichen Bereich erkennbar sind.

Die Uberwiegende Mehrheit der O(6)-Hydroxylgruppen bei 16 Glukosen nimmt die
(-)gauche Konformation ein (siehe Anhang Tabelle 35), wahrend 6 die (+)gauche
Konformation und 4 eine zweifache Fehlordnung in (-) und (+)gauche Konformation
aufweisen. Die Mittelwerte der Torsionswinkel y in der (-)gauche- und (+)gauche
Konformation liegen mit —-62,3° bzw. 64,1° im bekannten Bereich.

Fehlordnungen, wie sie bei dem Jodkomplex CA26ja bei den systematisch in (+)gauche
Konformation liegenden Glukosen G1, G7, G14, und G20 auftreten, zeigen sich beim
CA26f-Molekdl nicht.

6.4 Geometrie der Band-Flips

Das Molekll CA26f zeigt das charakteristische Band-Flip-Motiv an den zwei diametral
gegenuberliegenden Stellen im Makrozyklus (G13-G14, G26-G1) deren Abstande bei
Wasserstoffbricken und Torsionswinkel ¢ und y typische Werte wie CA26t, CA260 und
CAZ26j aufweisen (siehe Anhang Tabelle 31 und Tabelle 32).
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Die zwischen 2,72 A - 3,18 A beobachteten 0(3),,0(2) ., Abstande in den helikalen
Bereichen des CA26f erfillen ausnahmslos die Erwartungen flr die Ausbildung einer
Wasserstoffbricke (siehe Anhang Tabelle 34). In CA26f sind ebenso wie in CA26ja
keinerlei Verlangerungseffekte in den O(3) ---O(2) ,, Abstanden zu beobachten, und die
kontinuierliche Kette der O(3) --O(2) ,, Wasserstoffbriicken wird nicht unterbrochen.

6.5 Intramolekulare Wasserstoffbriicken

Mit Ausnahme der Band-Flip-Motive sind alle Glukosen in syn Orientierung miteinander
verknlipft. Der Mittelwert der O(3) ---O(2) ., Abstande in CA26f liegt bei 2,85 A (siehe
Anhang Tabelle 34). Eine Wasserstoffbriicke wird bei hinreichend geringem O(3) ---O(2)
Abstand ( < 3,4 A) ausbildet.

n+1

Zusatzlich werden die helikalen Bereiche G3-G13 und G16-G26 durch die Ausbildung
von O(6) --O(2) ,, und/oder O(6) --O(3) ,, Wasserstoffbricken stabilisiert (siehe
Anhang Tabelle 35). Die Lange der Wasserstoffbricken folgt der bei CA260 und CA26;
beschrieben Abhangigkeit von der Orientierung der O(6)-Hydroxylgruppe.

Ebenso wie die bei CA26; beschriebenen Glukosen ist in CA26f die Glukose G3 aufgrund
von Packungseffekten zu weit entfernt, um eine direkte Wasserstoffbricke auszubilden.
Die Verknupfung dieser beiden Hydroxylgruppen wird mit Hilfe eines verbrickenden
Wassermolekuils W24 realisiert O(6),:-W24:--O(3), mit einem Abstand O(6),:-\W24 von
2,69 A bzw. 3,16 A fur W24-:-0(3),.

Das bereits bei CA260 und CA26jb beschriebene Wasserstoffbrickennetzwerk verbindet
die Glukosen G1, G7, G14 und G20 und vermittelt Stabilitat durch die Wechselwirkung der
V-Helices.

6.6 Schwache Wasserstoffbriicken

Das Motiv der Interaktion der beiden Helices liegt bei CA26f genauso vor wie fur CA260
in Abb. 21 dargestellt. Diese Anordnung zeichnet sich aus durch interhelikale C-H---O
Wasserstoffbriicken im Bereich H:--O von 2,69 A bis 2,82 A, zwischen C(1)-H bzw. C(4)-H
als Donoren und O(2), O(3) als Akzeptoren.

6.7 Hydratisierung

Analog zu den Wassermolekulen W1-W4 des CA26ta zwischen den V-Helices, deren
Positionen ebenfalls bei CA26tb, CA260, CA26ja und CA26jb konserviert sind, verkntpfen
bei CA26f Wassermolekile die Helices (siehe Abb. 15 und Abb. 21 flir CA260).
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6.8 Intermolekulare Wasserstoffbriickenmuster und Kristallpackung

Die helikalen Kanale benachbarter CA26-Molekile sind nahezu parallel angeordnet und
entlang der Kristallgitterachse a ausgerichtet. Die aliphatischen Enden der Fettsauren
C(101)-C(11f) ragen aus den Kanalen heraus und befinden sich zu der Carboxylatgruppe
eines symmetrieverwandten Fettsauremolekdls in einem Abstand C(10f,)---O(1f,)’ von
8,9 A und C(10£)---O(1f,) von 9,8 A. Der dazwischen liegende Raum ist mit Wasser
gefullt, die teilweise als fehlgeordnete Wassermolekile zu erkennen sind.

Die Packung des Kristalls wird durch direkte Wasserstoffbrucken zwischen den Glukosen
G1, G2 und G15', G16’ eines symmetrieverwandten CA26-Molekuls stabilisiert,
(0(3),-0(2),, 2,73 A, 0(2),~-0O(3),. 2,68 A, O(3),--0(2).,,. 3,35 A). Auf der Seite der
primaren Hydroxylgruppen der Helices ist der Abstand zur nachsten Glukose grofer,

so dal} kein direkter Kontakt mit symmetrieverwandten CA26-Molekulen vorliegt (siehe
Abb. 41). Die Zwischenraume sind mit Wassermolekulen gefullt, die mit Hilfe von
Wasserstoffbriucken ein Netzwerkwerk ausbilden. Dieses Netzwerk verknupft die CA26-
Molekule in Richtung der kristallographischen a-Achse.

Abb. 41: Stereoskopische Ansicht der Kristallpackung und der intermolekularen Kontakte
durch schematische Darstellung der Glukosen als virtuellen Bindungen O(4) ---O(4) ., mit
Ausnahme der interagierenden Glukosen. Die Wassermolektle und OH, COOH-Gruppen
sind in rot dargestellt.

n+1
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6.9 Konformation der Fettsaure in den Kanalen

Die beiden helikalen Segmente G1-G13 und G14-G26 in CA26f bilden hydrophobe Kanale
aus, die jeweils von einem Undekanfettsauremolekul ausgefullt wird. Die Carboxylgruppen
liegen als freie Saure vor und befinden sich auf der Seite mit den primaren O(6)-
Hydroxylgruppen. Sie liegen daher ebenfalls in einer antiparallelen Anordnung vor (siehe
Abb. 41). Die aliphatische Kette generell in einer anti Konformation vor (siehe Abb. 42).
Abweichungen von der anti Konformation liegen bei F1 (C(67,)-C(71,)-C(8f,)-C(9f,), 135°)
und F2 (C(3f,)-C(4f£,)-C(5f,)-C(6f,), 130°) sowie den Enden C10 und C11 vor.

o1 /02
F1 ci _~0(4),s

(F2) (o) 20| 16705577 (o

/’7 ©
_.-7&{s0(67)
Od)yy <77 (1547 174N,

o4 TSl S
(O(4)q) cg 179°(130)

(179" 13&\C6 ~..

~

~

A72(160) . 2-0(4),q

07\ ,
0 -7 (O(4),)
(174)135°7C8, 6
T8

0(4)16 ”” o X
(51° 73
(0(4)3) C10—cC11

Abb. 42: Die Torsionswinkel der Fettsauren F1 (fur F2 in Klammern) sind jeweils an

der mittleren Bindung bezeichnet. Die aliphatische Kette der Fettsaure liegt auf der
Schnittebene, die von O(4)-Atomen der Glukosen G16, G19, G22, G25 und G3, G6, G9,
G12 fur F2 gebildet wird. Die Verbindungslinien der O(4)-Atome sind gestrichelt markiert
und fihren durch die 3D Koordinaten der Atome C2, C5 und C8 der Fettsauren.

Die Carboxylatgruppen der beiden Fettsauren F1 und F2 bilden C-H---O und

O-H---O Wasserstoffbricken mit CA26 aus. Hingegen befinden sich die Enden der
aliphatischen Ketten C(11f,)H, und C(11£,)H, auf der O(2)/O(3) Seite der V-Helices.

Die Carboxylgruppen in CA26f sind umgeben von den primaren Hydroxylgruppen O(6)
und hydratisiert durch Wassermolekule O, ., O,,, (F1) oder O, .. (F2) (siehe Abb. 43).
Mehrfache C-H---O Wechselwirkungen werden zwischen den Carboxylsauerstoffatomen
O(1f) und den Kohlenhydratwirtmolekdlen (O(1f,)--H-C(1),/H-C(5)26/H-C(5),,, mit 2,35 /
2,86 /2,75 A und O(1f,)---H-C(5)43/H-C(1),, mit 2,97 / 3,04 A beobachtet. Im Gegensatz
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dazu bilden die O(2f,) und O(2f,) O-H---O Wasserstoffbriicken zu O(6) Hydroxylgruppen
aus, O(2f,)--O(6),2 3,25 A, O(2f)---O(6)g 2,99 A, die in (+)gauche Konformation vorliegen.
Zusatzlich werden Wasserstoffbricken zu Wassermolekilen beobachtet (O(1£,)---Owzg
2,30 A, O(2f,)--Owa1 2,46 A, O(2f,)--Owss 2,83 A) (siche Abb. 43).

6.10 Wechselwirkung mit der hydrophoben Umgebung im Kanal

Die Kanale sind nach innen mit C(3)-H, C(5)-H und C(6)-H, sowie O(4) der glykosidischen
Bindung ausgekleidet und besitzen daher einen hydrophoben Charakter. Die
Wasserstoffatomlagen der Fettsauren sind bestimmt durch die sp3-Hybridisierung

der Kohlenstoffatome und werden mit einem C-H-Abstand von 0,97 A berechnet.
Innerhalb der Kanale werden Van-der-Waals-Kontakte zwischen den C(5)-H bzw. C(3)-

H Wasserstoffatomen des Wirtmolekuls und H-Atomen des Gastmolekuls beobachtet,
deren H---H Abstande in einem Bereich von 2,2 A bis 2,8 A liegen (siehe Tabelle 4). In
einer Modellingstudie fur den Komplex zwischen Amylose und Dodekanfettsdure haben
die C(5)-H die kurzesten Abstande zu den Wasserstoffatomen der aliphatischen Kette

in einem Bereich von 2,33 bis 2,38 A. Alle weiteren Kontakte zwischen den Atomen der
V-Helix und der Dodekanfettsaure liegen mit einer groeren Distanz zueinander vor
[Godet93]. Die Haufigkeit von Kontakten der aliphatischen Kette zu C(5)-H bzw. C(3)-H
zeigt bei F1 eine deutliche Dominanz von C(5)-H Wechselwirkungen, wahrend F2
insgesamt mehr Kontakte mit CA26 zeigt, die gleichmalfiig auf C(5)-H bzw. C(3)-H verteilt
sind. Nachweisbar Uber die Abstande C(5) -H---H-C(3),_,, ist der Kanal fur F1 mit 7,45 A
um 0,2 A weiter als fiir F2 mit 7,24 A (siehe Tabelle 5). Zusétzlich sind die mittleren O(3)
0(2) ., Abstande mit 2,99 A um 0,17 A langerer im Kanal von F1 (G14-G26) verglichen
mit 2,82 A fir G1-G13 bei F2.

Innerhalb der Kanale von CA26 werden zusatzlich C-H---O Wechselwirkungen mit einer
H---O Lange kleiner als 3,0 A zwischen den Sauerstoffatomen O(6), O(4) der Glukosen
und den aliphatischen Ketten der Undekanfettsauremoleklle beobachtet, (O(6), --H(2f,)
2,77 A, O(6)16-H(7f,) 2,94 A, O(4)24--H(10f,) 3,00 A, O(6)7--H(4f,) 2,98 A). Die beteiligten
O(6)-Hydroxylgruppen liegen in der (+)gauche Orientierung vor und zeigen ins Innere der
V- Helix. Die Wechselwirkung C(7f,)-H---O(6),, geht einher mit einer Abweichung von der
anti Konformation (C(6f,)-C(7f,)-C(8f,)-C(9f,), 135°) der aliphatischen Kette (siehe Abb.
42).
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Abb. 43: Stereoskopische Darstellung der Interaktion

der Fettsduren mit den Glukosen im Kanal und den
Wassermolekulen. Van-der-Waals-Oberflache der Fettsaure
wird transparent dargestellt. Die H---O-Kontakte (< 3,1 A) mit
Hydroxylsauerstoffatomen der Glukosen und O-:-O-Kontakte
(< 3,5 A) sind als gestrichelte Linien dargestellt.
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Tabelle 4: H---H und H---O Abstande zwischen den Fettsauren
F1, F2 und den Glukosen.

H-atome H-atome H-atome H-atome
F1 CA26 HoH e CA26 HH
C(10f,) -HB | C(3)15-H [2,39 [C(9f,)-HB |C(5);-H 2,56
C(9f,)-HA |C(5),,-H |2,44 |[Cc(9f,)-HB |C(6),-HB |2,71
C(9f,) -HB C(6).5-HB[2,22 |[C(9f,)-HA |C(5),-H 2,71
C(9f,) -HB C(5)-H |2,76 [c(8f,)-HB |C(3),-H 2,69
C(8f;)-HA |C(5).5-H [2,78 [|[C(7f,)-HB |C(5),-H 2,61
C(6f,)-HA |C(5).-H |2,68 |[C(7f,)-HB |C(6),-HA |2,50
C(6f,)-HB |C(5),-H [2,60 |C(7f,)-HB |C(6),-HB [2,50
C(6f,)-HB |C(5),s-H |2,78 |[C(7f,)-HA |C(3)g-H |2,80
C(5f,)-HA |C(3),-H |2,74 |Cc(6f,)-HB | C(5)¢-H 2,80
C(4f,)-HA |C(5),-H [2,51 |C(6f,)-HA |C(3)s-H [2,61
C(4f,)-HA |C(5),1-H [2,69 [|[C(5f,)-HA |C(3),-H 2,62
C(4f,)-HA C(6),0-HA|2,74 [[Cc(5f,)-HB |C(3).0-H [2,67
C(3f,)-HA |C(5),,-H |2,52 |[c(4f,)-HB |C(3).,;-H |2,60
C(2f,)-HB |C(3)-H |2,69 |[C(3f,)-HA |C(5)s-H |2,54
C(3f,)-HB |C(5).,;-H |2,64
C(2f,)-HA |C(3).,-H |2,58
C(2f,) -HA |C(5),-H |2,71
H-atome O-atome H-atome O-atome
F1 CA26 S CA26 H0
C(9f,) -HA 0(4) 16 3,38 |[c(11f,)-HB [0O(6), 3,27
C(8f,) -HA 0(4) 15 3,09 |[c(11f,)-HA [O(6), 3,06
C(7f,) -HA 0(6) 16 2,94 | C(11f,)-HC |0(2), 3,15
C(7f,)-HB 0(4) 20 3,37 C(11f,)-HC [0(3), 3,10
C(5f,) -HB 0(4),; 3,18 |[[c(6f,)-HA 0(4), 3,19
C(4f;)-HA 0(6) 20 3,06 [ C(5f,)-HA 0(4), 3,14
C(3f,) -HB 0(4) 4 3,05 [[c(af,)-HA 0(6), 2,98
C(2f;) -HA 0(6) 40 2,77 |[C(3f;)-HB 0(4)410 3,26
C(2f;) -HB 0(4) 4 3,01 [fc(2f,)-HA 0(6), 3,08
C(2f;) -HB 0(6) 40 3,32 |[c(2f,)-HB 0(6), 3,02
C(2f,) -HA 0(4) 1, 3,25

Tabelle 5: Mittlere C(5) -H---C(3), ,,-H und
0O(3),-0(2).,, Absténde als Ma fiir den

Innendurchmesser und Krimmung der Helices.

| C(5)p-H+H-C(3)n+3 (A)

O(3)rO(2)n+1 (A)

F1
F2

7,45

7,24

2,99
2,82
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CA26-Fettsaure-Komplex
6.11 Uberlagerung von Fettsiureatomlagen in CA26f

Mit der Methode der geringsten Fehlerquadrate wird die Uberlagerung der Glukosen
G1-G13 und G14-G26 der beiden helikalen Segmente unter Vernachlassigung der

O(6)- Hydroxylgruppen in CA26f erzeugt (rms = 0,30). Dabei wird in Bezug auf

die Positionen der Atome der Fettsauren eine hohe Ubereinstimmung erzielt. Der
Bindungsmodus der Fettsauren in den Kanalen stimmt bis auf geringfligige Abweichungen
Uberein. Die Abweichung von der idealen anti Konformation der aliphatischen Kette
werden bei F1 (C(6f,)-C(7f,)-C(8f,)-C(91,), 135°) und F2 (C(3f,)-C(4f,)-C(5f,)-C(6f,),

130°) sichtbar. Die groRten Abweichungen werden flr die Enden der aliphatischen

Ketten beobachtet, die ohne spezifische Wechselwirkungen aus den Kanalen in den
Solventbereich hineinreichen.

Abb. 44: Stereoskopische Darstellung der
Position der Fettsduren F1 (hell) und F2
(dunkel) basierend auf der Uberlagerung der
Glukosen G1-G13 mit G14-G26.
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6.12 Ramanspektroskopie

Ramanspektren von CA26f-Kristallen zeigen charakteristische Banden bei 1610 cm
und 1649 cm™. In diesem Frequenzbereich wurden bei Kristallen der CA26-Hydrat-

und Jodkomplexe keine Banden beobachtet, wahrend die Spektren der reinen
Undekanfettsaure ebenfalls eine Bande bei 1657 cm™ zeigen. Diese Banden werden den
freien Carboxylgruppen zugeordnet, die typischerweise Schwingungen in diesem Bereich
aufweisen [Schrader95]. Die Unterschiede der Bande in relativer Intensitat, Frequenz
und Aufspaltung der Bande zwischen Reinsubstanz und Komplex im Kristall kann durch
die Veranderung der chemischen Bindungen der protonierten Saure in Vergleich mit dem
deprotonierten und damit negativ geladenen Carboxylat im Kristall verursacht werden.
Zusatzlich wird die Bande durch die unterschiedlichen lokalen Umgebungen und der
Orientierung des Kristalls bei der Messung beeinfluf3t sein.

750 cm-1 925 cm-1 1100 cm-1 1275 cm-1 1450 cm-1 1625 cm-1 1800 cm-1

Abb. 45: Vergleich der Ramanspektren eines CA26f Kristalls (rot)
und reiner Undekansaure (schwarz).
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6.13 Zusammenfassung und Diskussion

CAZ26 stellt eine sehr gute Modellverbindung zum Studium der V-Amylose-Fettsaure-
Komplexe dar. Strukturelle Unterschiede der CA26-Molekile durch die Bildung der
Fettsaurekomplexe sind geringfugig, wenn die Molekule Uberlagert werden. Die
Wechselwirkung zwischen den Fettsauren und der Amylosehelix l1al3t eine Spezifitat
sowohl in der Orientierung als auch in der Position der Fettsauren erkennen. Jeweils ein
Carboxylsauerstoffatom (O2 in Abb. 43) bildet eine Wasserstoffbriicke zu einer primaren
Hydroxylgruppe O(6) aus, wahrend das Carboxylsauerstoffatom O1 multiple schwache
Wasserstoffbricken vom Typ C-H---O zeigt. Die grofte Anzahl von H---H-Kontakten
besteht zu den Wasserstoffatomen H5 und im geringeren Mal3 zu H3 in F1 und in gleicher
Anzahl bei F2. Der Kanal im Bereich des Schwanzendes der Fettsauren ist sterisch
weniger eingeengt. Daher flhren geringfigige Veranderung wie ein weiteres geordnetes
Wassermolekil zu zwei unterschiedlichen Konformationen der aliphatischen Kette, die
insbesondere in einer Abweichung der CH,-Gruppe zu beobachten ist. Allerdings ist das
letzte Atom C11 der aliphatischen Kette in der Elektronendichte weniger genau definiert.

Die Wasserstoffatome in den Kanalen der V-Amylose, C(3)-H und C(5)-H und in einem
geringeren Ausmalf} C(6)-H, tragen zu Van-der-Waals-Wechselwirkungen mit den
aliphatischen Ketten der Fettsauren bei, jedoch in unterschiedlicher Anzahl fur F1 und
F2. Die Modellstudie eines Dodeakansaurekomplexes mit polymerer V-Amylose in
einer idealen Geometrie, die aus Faserdiffraktionsuntersuchungen abgeleitet wurde
und einer in anti fixierten aliphatischen Kette, weil3t auf die dominante Rolle der C(5)- H
Wasserstoffatome in den V-Amylose Kanalen hin, welche die Position der Fettsaure
bestimmen.

Der CA26-Fettsaure-Komplex bestatigt diesen bestimmenden EinfluR® bei F1, jedoch tragt
bei F2 die Interaktion mit C(3)-H in ebenso grol3er Anzahl bei (siehe Tabelle 4). Zusatzlich
wird O(6),, O(6),,, O(6),, in der (+)gauche Konformation und O(4),, bei Wechselwirkungen
vom Typ C-H---O beobachtet, die im Fall der Wechselwirkung C(7f,)-H---O(6),, zu

einer Abweichung (C(6f,)-C(7f,)-C(8f,)-C(9f,), 135°) von der idealen anti Konformation

der aliphatischen Kette fuhrt (vergl. Abb. 43). Der Abweichung von der idealen anti
Konformation in F2 (C(3f,)-C(4f,)-C(5f,)-C(6f1,), 130°) hat keinen so offensichtlichen Grund
und mul® den Unterschieden in den H---H und C-H---O Wechselwirkungen zugeschrieben
werden (siehe Tabelle 4). Im Kanal hat F2 viel mehr Wechselwirkungen mit C(3)-H als

F1. Das geht einher mit einem rund 0,2 A geringeren Durchmesser des Kanals, der fir
F2 weniger Raum zur Verfigung stellt, und damit die zusatzlichen C(3)-H Kontakte bei F2
verursacht.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Die Experimente zur Kristallisation von Cycloamylose 26 flhrten zur Bestimmung einer
hochaufgeldsten Hydratstruktur sowie der Komplexe mit Trijodid und aliphatischer
Fettsaure. Durch Analyse dieser Einschluf3komplexe wurden die Details der
Wechselwirkung auf der atomaren Ebene erkennbar. Cycloamylose stellt mit seiner
helikalen Faltung ein ideales Modell fur die natlrlichen EinschluRkomplexe der Amylose
dar. Die Versuche zur direkten Strukturaufklarung der Amylosekomplexe mit Jodid
gelangen Rundle und der Fettsaurekomplexe Brisson mittels Faserdiffaktionsstudien
[Rundled44, Brisson91]. Diese sind durch die geringe Neigung von Amylose, Einkristalle
auszubilden, in ihrer Aufldsung limitiert.

Im Wesentlichen wird bei der Komplexbildung der Kanal der Cycloamylose, der durch
die Auskleidung mit C-H Wasserstoffen einen hydrophoben Charakter besitzt, mit
einem Gastmolekul ausgefullt. Die Ausbildung von Van-der-Waals-Wechselwirkungen
mit den Atomen der Glukosen gibt Aufschluf® daruber, wie gut die Gastmolekule in die
Kanale passen. Diese attraktive Interaktion stellt einen Teil der treibenden Kraft flr die
Komplexbildung dar. Wie aus kalorimetrischen Untersuchungen der Trijodidkomplexe
durch Takahara erkannt wurde, ist der Hauptteil der freien Energie allerdings den
entropischen Anteilen zuzuschreiben. Die Steigerung der Entropie des Systems wird
plausibel, wenn man die freigesetzten Wassermolekuile aus dem Kanal mit einbezieht.

Die Spezifitat der Wechselwirkungen des Trijodids wird deutlich, wenn die Positionen der
Jodatome in den Kanalen miteinander verglichen werden. Die geringe rms-Abweichung
nach der Uberlagerung der Helices weist bereits auf die Bevorzugung bestimmter
Positionen entlang der Helix des Kohlenhydrates hin. Die sterischen Wechselwirkungen
der Jodatome mit den C(5)-H Wasserstoffen, die am weitesten in das Helixinnere hinein
reichen, sind dabei entscheidend fur die Positionierung.

Fir die Fettsauren erfolgt die Komplexbildung ausschlieBlich in eine Richtung, so

dal} das Carboxylat mit den primaren Hydroxylgruppen O(6) des Kohlenhydrates eine
Wasserstoffbricke bildet. Innerhalb der Helix bestimmt die sterische Interaktion mit den
C(5)-H und C(3)-H Wasserstoffen die Konformation der aliphatischen Kohlenstoffkette.

Im Gegensatz zum Amylose-Jod-Komplex, der eine tiefblaue Farbe aufweist, ist der
CA26-Trijodid-Komplex braun gefarbt. Uber die molekulare Zusammensetzung des
Amylose-Jod-Komplexes herrscht Unklarheit in der Literatur. Es wurden verschiedene
Kombinationen von interagierenden Di-, Tri- und Pentajodideinheiten als minimale
Voraussetzung fur die blaue Farbung diskutiert. Von Yu wurde basierend auf
spektoskopischen Untersuchungen vorgeschlagen, dald das Absorptionsspektrum des
Amylose-Jod-Komplexes aus Trijodideinheiten aufsummiert [Yu96]. Dabei wurde eine
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grune Farbe fur einen Komplex aus drei Trijodideinheiten geschlossen. Genau diese
Situation liegt im CA26-Kristall vor, allerdings konnten die spektroskopischen Ergebnisse
diese Voraussage nicht bestatigen.

Generell zeigen die beschriebenen Einschlullkomplexe, daly CA26 eine ideale
Modellverbindung fur V-Amylose-Komplexe darstellt, die nur sehr gering von der Natur
des Gastmolekuls beeinfluf3t wird.
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Anhang

Aufgrund des Umfangs der Tabellen mit Koordinaten, Bindungsabstanden,
Bindungswinkeln und anisotroper Temperaturfaktoren wird auf dem Abdruck
verzichtet mit dem Hinweis darauf, dal} sie uber die Cambridge Structure Database
(www.ccdc.cam.ac.uk) verfugbar sind. Die jeweiligen Nummern sind in der folgenden
Tabelle angegeben.

Tabelle 6: Cambridge Structure Database (CSD) Codes der CA26-Strukturen

| CA260 CA26j CA26f CA26ba CA26do
CsD |167755 177578 197411 177894 197410

Tabelle 7: RMS der ganzen CA26-Molekule

CA26ta CA26tb CA260 CA26ja CA26jb CA26f
CA26ta (0, 39) 0,82 0,58 0,93 1,14 0,80
(0,98) (0,82) (1,07) (1,21) (0,86)
CA26tb |0,82 (0,38) 0,56 0,69 0,73 0,58
(0,83) (0,71) (0,85) (0,80) (0,64)
CA260 0,58 0,56 (0, 66) 0,76 0,80 0,63
(0,68) (0,55) (0,87) (0,82) (0,04)
CA26ja 0,93 0,69 0,76 (0,38) 0,60 0,85
(0,94) (0,69) (0,76) (0,74) (0,87)
CA26jb 1,14 0,73 0,80 0,60 (0,53) 0,80
(1,13) (0,70) (0,76) (0,65) (0, 86)
CA26f 0,70 0,44 0,56 0,76 0,71 (0.34)
(0,72) (0,50) (0,50) (0,77) (0,79)

Die rms Berechnung in den weil3en Feldern wurden ohne Berlcksichtigung der O(6)-
Atome durchgefuhrt. Die grauen Felder zeigen die rms Werte inklusive O(6)-Atome. Die
Werte in Klammern ergeben sich nach Vertauschung der Numerierung aufgrund der
Pseudosymmetrie (G1-13 — G14-26).
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Anhang

Tabelle 8: Cremer-Pople- Tabelle 9: Virtuelle Abstande

Ringwellungsparameter flir CA260 O(4) --O(4) ,, fur CA260

Glukose | Amplitude Q 0 [°] Oo(4), 0O(4) .| O ---0  [A]
1 0,577 10,2 0(4)1 0(4)2 4,70
2 0,560 8,0 0(4)2 0(4)3 4,52
3 0,543 3,9 0(4)3 0(4)4 4,21
4 0,548 5,2 0(4)4 0(4)5 4,13
5 0,560 7,8 0(4)5 0(4)6 4,34
6 0,544 1,0 0(4)6 0(4)7 4,24
7 0,565 7,0 0(4)7 0(4)8 4,35
8 0,541 2,3 0(4)8 0(4)9 4,24
9 0,559 6,8 0(4)9 0(4)10 4,25
10 0,524 7,9 0(4)10 0(4)11 4,37
11 0,543 1,5 0(4)11 0(4)12 4,39
12 0,544 0,6 0(4)12 0(4)13 4,51
13 0,543 3,6 0(4)13 0(4)14 4,59
14 0,581 8,1 0(4)14 0(4)15 4,59
15 0,575 5,3 0(4)15 0(4)16 4,57
16 0,577 6,3 0(4)16 0(4)17 4,30
17 0,520 4,5 0(4)17 0(4)18 4,05
18 0,542 10,8 0(4)18 0(4)19 4,40
19 0,569 2,4 0(4)19 0(4)20 4,20
20 0,547 7,9 0(4)20 0(4)21 4,32
21 0,552 4,5 0(4)21 0(4)22 4,14
22 0,547 9,5 0(4)22 0(4)23 4,23
23 0,566 8,6 0(4)23 0(4)24 4,49
24 0,560 3,3 0(4)24 0(4)25 4,37
25 0,552 2,8 0(4)25 0(4)26 4,42
26 0,543 3,2 0(4)26 0(4)1 4,50
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Anhang
Tabelle 10: Glykosidische Winkel C(1) ,.-O(4) -C(4)_

in CA260

C(l) , O(4).  C(4) |[c-0-C[°]
C(l)2 0(4)1 C(4)1 117,0
C(1)3 0(4)2 C(4)2 115,2
C(l)4 0(4)3 C(4)3 118,0
C(1)5 0(4)4 C(4)4 119,5
C(l)6 0(4)5 C(4)5 118, 9
C(1)7 0(4)6 C(4)6 119,1
C(l)8 0(4)7 C(4)7 117, 3
C(1)9 0(4)8 C(4)8 118,1
C(1)10 0(4)9 C(4)9 120, 6
C(1)11 0(4)10 C(4)10]| 119,0
C(1)12 0(4)11 C(4)11]| 116,1
C(1)13 0(4)12 C(4)12| 115,4
C(1)14 0(4)13 C(4)13| 116,9
C(1)15 0(4)14 C(4)14| 117,2
C(1)16 0(4)15 C(4)15| 114,5
C(1)17 0(4)16 C(4)l6| 117,6
C(1)18 0(4)17 C(4)17| 121,4
C(1)19 0(4)18 C(4)18| 116,8
C(1)20 0(4)19 C(4)19| 117,8
C(1)21 0(4)20 C(4)20| 118,5
C(1)22 0(4)21 C(4)21]| 117,9
C(1)23 0(4)22 C(4)22| 120,5
C(1)24 0(4)23 C(4)23]| 118,6
C(1)25 0(4)24 C(4)24| 117,5
C(1)26 0(4)25 C(4)25| 118,3
C(1)1 0(4)26 C(4)26| 117,3
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Anhang

Tabelle 12: Torsionswinkel y in CA260

Tabelle 11: Torsionswinkel ¢ in CA260
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Anhang

Tabelle 13: Wasserstoffbriickenabstande der Tabelle 14: Wasserstoffbriickenabstande
Band-Flips in CA260 der Band-Flips in CA26ta

0 0 -0 [A] 0 0 -0 _[A]
0 0(2)2 2,83 0 0(2)2 2,78

0 0(3)26 3,12 0 0(3)26 3,12

0 0(2)7 3,03 0 0(2)7 3,17

0 0(3)7 2,78 0 0(3)7 2,71

0 0(3)26 2,74 0 0(3)26 2,72

0 0(3)12 2,90 0 0(3)12 2,98

0 0(6)7 2,81 0 0(6)7 2,96

0 0(6)7 2,717 0 0(6)14 2,66

0 0(6)14 2,67 0 0(5)14 3,08

0 0(5)14 3,08 0 W4 2,70

0 0(6)7 2,76 0 w4 2,69

0 W4 2,71 0 0(3)220 2,68

0 W4 2,717 0 0(2)15 2,70

0 0(3)20 2,69 0 0(3)25 3,28

0 0(6)7 2,95 0 0(6)20 2,83

0 0(2)15 2,78 0 0(6)122" 2,90

0 0(3)25 2,93 0 0(6)122" 2,75

0 0(6)20 3,02

0 0(6)22" 3,20 Die Position des W3 wird durch das
0 0(6)22" 2,91 symmetrieverwandte O(6)122' mit (x,y,z-1)

Die Position des W3 wird durch das eingenommen

symmetrieverwandte O(6)22' mit (x+1,y,z)
eingenommen.

Tabelle 15: Wasserstoffbrickenabstande
der Band-Flips in CA26tb

o, 0 0,---0,[A)]
0(3)101 0O(2)102 2,70
0(5)101 0(3)126 3,04
O(6)101 0O(3)107 2,75
0(6)101 0O(3)126 2,78
0(2)113 0O(3)112 3,15
0(2)113 0O(6)107 2,77
0(3)113 0O(6)114 2,74
0(3)113 0O(5)114 3,05
0(3)113 W8 2,73
0(2)120 W8 2,59
O(6)114 0O(3)120 2,90
0(3)114 0(2)115 2,78
0(2)126 0O(3)125 3,12
0(2)126 0O(6)120 2,82
0(3)126 W7 2,77
0(2)107 w7 2,73
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Anhang

Tabelle 16: Intramolekulare Wasser-
stoffbrickenabstande O(3) ---O(2) ., in Tabelle 17: Intramolekulare Wasserstoff-

n

CA260 brickenabstande O(6) ---O(2/3),,, in CA260
0(3), 0(2),.,| 0,--0 [A] 0(6) gauche 0(2/3) | O ---0  [A]
0(3)1 0(2)2 2,82 0(6)1 + 0(2)7 3,03
0(3)2 0(2)3 2,86 0(6)1 + 0(3)7 2,78
0(3)3 0(2)4 2,74 0(6)2 - 0(3)8 2,75
0(3)4 0(2)5 2,80 0 (63 - 0(2)9 3,32
0(3)5 0(2)6 3,00 0(6)3 - 0(3)9 2,93
0(3)6 0(2)7 2,95 0(6)4 - 0(2)10 3,35
0(3)7 0(2)8 2,72 0(6)4 - 0(3)10 2,72
0(3)8 0(2)9 2,84 0(6)5A - 0(3)11 2,81
0(3)9 0(2)10 2,94 0(6) 5B + 0(2)11 2,81
0(3)10 0(2)11 2,86 0(6) 5B + 0(3)11 2,99
0(3)11 0(2)12 2,75 0(6)6 - 0(3)12 3,21
0(3)12 0(2)13 2,89 0(6)7A + 0(2)13 2,81
0(3)14 0(2)15 2,78 0(6) 7B - 0(2)13 2,717
0(3)15 0(2)16 2,76 0(6) 7B - 0(3)13 2,76
0(3)16 0(2)17 2,75 0(6)14 + 0(3)20 2,69
0(3)17 0(2)18 2,89 0(6)15 - 0(3)21 2,75
0(3)18 0(2)19 3,14 0(6)16B + 0(2)22 2,85
0(3)19 0(2)20 2,84 0(6)17A + 0(2)23 2,65
0(3)20 0(2)21 2,72 0(6)17A + 0(3)23 3,25
0(3)21 0(2)22 2,79 0(6)17B - 0(3)23 2,82
0(3)22 0(2)23 2,78 0(6)18 - 0(2)24 3,19
0(3)23 0(2)24 2,87 0(6)18 - 0(3)24 2,72
0(3)24 0(2)25 2,78 0(6)19 - 0(2)25 3,28
0(3)25 0(2)26 2,92 0(6)19 - 0(3)25 2,81
0(6)20 + 0(2)26 3,02
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Tabelle 18: Cremer-Pople-Ringwellungsparameter fir CA26;

Glukose | Amplitude Q O [°] | Glukose |Amplitude Q 0 [°]
1 0,578 7,8 101 0,562 5,7
2 0,561 11,3 102 0,591 3,2
3 0,553 6,2 103 0,556 4,6
4 0,579 0,6 104 0,561 3,8
5 0,573 1,6 105 0,551 7,7
6 0,568 4,9 106 0,560 3,2
7 0,570 1,6 107 0,559 1,2
8 0,558 4,1 108 0,562 7,0
9 0,571 6,3 109 0,576 5,3

10 0,560 2,3 110 0,584 2,1
11 0,559 3,5 111 0,550 5,4
12 0,595 3,1 112 0,584 4,2
13 0,537 2,3 113 0,565 6,7
14 0,573 1,1 114 0,553 4,1
15 0,596 13,1 115 0,578 9,4
16 0,550 6,9 116 0,552 13,8
17 0,566 2,6 117 0,569 4,9
18 0,589 2,1 118 0,563 7,3
19 0,584 2,4 119 0,597 4,2
20 0,565 3,7 120 0,574 2,7
21 0,577 3,4 121 0,570 7,3
22 0,552 3,4 122 0,589 4,1
23 0,573 5,0 123 0,580 3,0
24 0,569 1,4 124 0,562 3,3
25 0,581 3,5 125 0,567 2,0
26 0,550 7,9 126 0,549 6,2
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Tabelle 19: Virtuelle Abstande O(4) ---O(4), ,, far CA26;

0(4), 04, | 0---0,[A] |Oo(4), 04 ., 0," -0, [A]
0(4)2 0(4)1 4,60 0(4)102 0(4)101 4,47
0(4)3 0(4)2 4,47 0(4)103 0(4)102 4,49
0(4)4 0(4)3 4,27 0(4)104 0(4)103 4,27
0(4)5 0(4)4 4,29 0(4)105 0(4)104 4,18
0(4)6 0(4)5 4,25 0(4)106 0(4)105 4,26
0(4)7 0(4)6 4,37 0(4)107 0(4)106 4,37
0(4)8 0(4)7 4,25 0(4)108 0(4)107 4,20
0(4)9 0(4)8 4,19 0(4)109 0(4)108 4,17
0(4)10 0(4)9 4,29 0(4)110 0(4)109 4,28
0(4)11 0(4)10 4,31 0(4)111 0(4)110 4,28
0(4)12 0(4)11 4,41 0(4)112 0(4)111 4,38
0(4)13 0(4)12 4,50 0(4)113 0(4)112 4,51
0(4)14 0(4)13 4,42 0(4)114 0(4)113 4,38
0(4)15 0(4)14 4,74 0(4)115 0(4)114 4,62
0(4)16 0(4)15 4,48 0(4)116 0(4)115 4,67
0(4)17 0(4)16 4,17 0(4)117 0(4)116 4,23
0(4)18 0(4)17 4,26 0(4)118 0(4)117 4,11
0(4)19 0(4)18 4,33 0(4)119 0(4)118 4,41
0(4)20 0(4)19 4,18 0(4)120 0(4)119 4,36
0(4)21 0(4)20 4,31 0(4)121 0(4)120 4,17
0(4)22 0(4)21 4,26 0(4)122 0(4)121 4,33
0(4)23 0(4)22 4,21 0(4)123 0(4)122 4,25
0(4)24 0(4)23 4,29 0(4)124 0(4)123 4,26
0(4)25 0(4)24 4,45 0(4)125 0(4)124 4,38
0(4)26 0(4)25 4,63 0(4)126 0(4)125 4,46
0(4)1 0(4)26 4,64 0(4)101 0(4)126 4,43
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Tabelle 20: Glykosidische Winkel C(1) ,,-O(4) -C(4)_in CA26;

C(l) ,, O(4). C(4). |c-0-C[°]|C(1) . O(4)_ C(4) C-0-C[°]
C(l)2 0(4)1 C(4)1 115,5 |C(1)102 0(4)101 c(4)101| 117,3
C(1)3 0(4)2 C(4)2 115,7 |C(1)103 0(4)102 C(4)102| 114,9
C(l)4 0(4)3 C(4)3 118,1 |C(1)104 0(4)103 C(4)103| 117,7
C(1)5 0(4)4 C(4)4 117,9 |C(1)105 0(4)104 C(4)104| 117,3
C(l)6 0(4)5 C(4)5 118,5 |C(1)106 0(4)105 C(4)105| 118,0
C(1)7 0(4)6 C(4)6 118,7 |C(1)107 0(4)106 C(4)106| 117,4
C(1)8 0(4)7 C(4)7 117,7 |C(1)108 0(4)107 C(4)107| 117,0
C(1)9 0(4)8 C(4)8 118,7 |C(1)109 0(4)108 C(4)108| 118,1
C(1)10 0(4)9 C(4)9 118,7 |C(1)110 0(4)109 C(4)109| 118,8
C(1)11 0(4)10 C(4)10| 117,7 |C(1)111 0(4)110 C(4)110| 117,9
C(1)12 0(4)11 C(4)11| 117,7 |cC(1)112 0(4)111 C(4)111| 118,4
C(1)13 0(4)12 C(4)12| 117,5 |C(1)113 0(4)112 C(4)112| 116,2
C(1l)14 0(4)13 C(4)13| 117,9 |C(1)114 0(4)113 C(4)113| 117,0
C(1)15 0(4)14 C(4)14| 116,1 |C(1)115 0(4)114 C(4)114| 117,5
C(1)16 0(4)15 C(4)15| 114,1 |C(l)lle 0O(4)115 C(4)115| 115,5
C(1)17 0(4)16 C(4)16| 118,2 |C(1)117 0(4)116 C(4)116| 118,8
C(1)18 0(4)17 C(4)17| 118,4 |C(1)118 0(4)117 C(4)117| 118,0
C(1)19 0(4)18 C(4)18| 116,5 |C(1)119 0(4)118 C(4)118| 118,0
C(1)20 0(4)19 C(4)19| 118,3 |C(1)120 0(4)119 C(4)119| 115,8
C(1)21 0(4)20 C(4)20| 116,9 |C(1)121 0(4)120 C(4)120| 117,0
C(1)22 0(4)21 C(4)21| 116,3 |C(1)122 0(4)121 C(4)121| 118,1
C(1)23 0(4)22 C(4)22| 117,5 |C(1)123 0(4)122 C(4)122| 118,0
C(1)24 0(4)23 C(4)23| 117,6 |C(1)124 0(4)123 C(4)123| 118,9
C(1)25 0(4)24 C(4)24| 117,4 |C(1)125 0(4)124 C(4)124| 116,7
C(1)26 0(4)25 C(4)25| 116,7 |C(1)126 0(4)125 C(4)125| 117,4
C(1)l 0(4)26 C(4)26| 116,7 |C(1)101 0(4)126 C(4)126| 118,2
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Tabelle 21: Torsionswinkel ¢ in CA26;

0(5),, ¢, o), cM, |¢ [°1[0(), C), 0(4), c4), o [°]
0(5)2 C(1)2 ©0O(4)1 C(4)1 |101,8|0(5)102 C(1)102 0O(4)101 C(4)101|106,9
0(5)3 C(1)3 0(4)2 C(4)2 |103,3|0(5)103 C(1)103 0(4)102 C(4)102| 82,2
0(5)4 C(1)4 0(4)3 C(4)3 |108,2|0(5)104 C(1)104 0(4)103 C(4)103|129,8
0(5)5 C(1)5 0(4)4 C(4)4 |104,0|0(5)105 C(1)105 0(4)104 C(4)104|103,1
0(5)6 C(1)6 0(4)5 C(4)5 95,1|0(5)106 C(1)106 0(4)105 C(4)105| 92,4
0(5)7 C(1)7 0(4)6 C(4)6 98,6|0(5)107 C(1)107 0(4)106 C(4)106|100,9
0(5)8 C(1)8 0(4)7 C(4)7 |103,8|0(5)108 C(1)108 0(4)107 C(4)107|101,7
0(5)9 C(1)9 0(4)8 C(4)8 |106,2|0(5)109 C(1)109 0(4)108 C(4)108|110,1
0(5)10 C(1)10 0(4)9 C(4)9 |102,0|0(5)110 C(1)110 0(4)109 C(4)109|111,2
0(5)11 C(1)11 O(4)10 C(4)10| 99,8|0(5)111 C(1)111 0(4)110 C(4)110|102,5
0(5)12 C(1)12 0(4)11 C(4)11| 99,1|0(5)112 C(1)112 0(4)111 cC(4)111|103,8
0(5)13 C(1)13 0(4)12 C(4)12|104,0|0(5)113 C(1)113 0(4)112 C(4)112|102,5
0(5)14 C(1)14 0(4)13 C(4)13| 87,5|0(5)114 C(1)114 0(4)113 C(4)113| 88,0
0(5)15 C(1)15 O(4)14 C(4)14]102,5|0(5)115 C(1)115 0(4)114 C(4)114| 97,8
0(5)16 C(1)16 0(4)15 C(4)15| 98,5|0(5)116 C(1)116 0(4)115 C(4)115| 92,0
0(5)17 C(1)17 O(4)16 C(4)16|106,3|0(5)117 C(1)117 0O(4)11l6 C(4)116|111,6
0(5)18 C(1)18 O(4)17 C(4)17|105,3|0(5)118 C(1)118 0O(4)117 C(4)117 |109,7
0(5)19 C(1)19 0(4)18 C(4)18| 97,7|0(5)119 C(1)119 0(4)118 cC(4)118| 90,0
0(5)20 C(1)20 0(4)19 C(4)19]104,7|0(5)120 C(1)120 0(4)119 C(4)119]|100,4
0(5)21 C(1)21 0(4)20 C(4)20]101,2|0(5)121 C(1)121 0(4)120 C(4)120]|104,7
0(5)22 C(1)22 0(4)21 C(4)21]108,4|0(5)122 C(1)122 0O(4)121 C(4)121 |100,7
0(5)23 C(1)23 0(4)22 C(4)22]100,0|0(5)123 C(1)123 0(4)122 C(4)122|105,5
0(5)24 C(1)24 0(4)23 C(4)23| 99,2|0(5)124 C(1)124 0(4)123 C(4)123|100,8
0(5)25 C(1)25 O(4)24 C(4)24|100,3|0(5)125 C(1)125 0(4)124 C(4)124 |101,0
0(5)26 C(1)26 0(4)25 C(4)25| 97,6|0(5)126 C(1)126 0(4)125 C(4)125]|105,3
0(5)1 C(1)1 0(4)26 C(4)26]| 88,0/0(5)101 C(1)101 0O(4)126 C(4)126| 87,9
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Tabelle 22: Torsionswinkel y in CA26;

c(l),, o). c(). c@3), |y ry|ca,, o, cw@, c@), v o[°]
C(1)2 0(4)1 C(4)1 C(3)1 | 114,3 |C(1)102 0(4)101 C(4)101 C(3)101| 115,6
C(1)3 0(4)2 C(4)2 C(3)2 | 106,7 |C(1)103 0(4)102 C(4)102 C(3)102| 89,9
C(l)4 0(4)3 C(4)3 C(3)3 | 120,7 |C(1)104 0(4)103 C(4)103 C(3)103 | 133,9
C(1)5 0(4)4 C(4)4 C(3)4 | 119,0 |C(1)105 0(4)104 C(4)104 C(3)104 | 119,5
C(l)6 0(4)5 C(4)5 C(3)5 | 124,7 |C(1)106 0(4)105 C(4)105 C(3)105| 114,9
C(1)7 0(4)6 C(4)6 C(3)6 | 118,2 |C(1)107 0(4)106 C(4)106 C(3)106 | 124,4
C(1)8 0(4)7 C(4)7 C(3)7 | 114,9 |C(1)108 0(4)107 C(4)107 C(3)107 | 112,3
C(1)9 0(4)8 C(4)8 <C(3)8 | 116,0 |C(1)109 0(4)108 C(4)108 C(3)108 | 100,6
C(1)10 0(4)9 C(4)9 <C(3)9 | 123,6 |C(1)110 0(4)109 C(4)109 C(3)109| 128,6
C(1)11 0(4)10 C(4)10 C(3)10] 119,5 [C(1)111 0(4)110 C(4)110 C(3)110| 116,8
C(1)12 0(4)11 C(4)11 C(3)11] 122,9 |C(1)112 0(4)111 C(4)111 C(3)111 | 119,5
C(1)13 0(4)12 C(4)12 C(3)12 ] 131,6 |C(1)113 0(4)112 C(4)112 C(3)112| 131,0
C(1)14 0(4)13 C(4)13 C(3)13| -51,8 |C(1)114 0(4)113 C(4)113 C(3)113| -52,9
C(1)15 0(4)14 C(4)14 C(3)14 | 110,9 |C(1)115 0(4)114 C(4)114 C(3)114 | 118,5
C(1)16 0(4)15 C(4)15 C(3)15| 108,8 |C(1)116 0(4)115 C(4)115 C(3)115| 105,9
C(1)17 0(4)16 C(4)16 C(3)16| 123,8 |C(1)117 0(4)116 C(4)116 C(3)116 | 124,4
C(1)18 0(4)17 C(4)17 C(3)17 ] 118,4 |C(1)118 0(4)117 C(4)117 C(3)117 | 114,0
C(1)19 0(4)18 C(4)18 C(3)18| 116,1 |C(1)119 0(4)118 C(4)118 C(3)118 | 131,9
C(1)20 0(4)19 C(4)19 C(3)19| 118,2 |C(1)120 0(4)119 C(4)119 C(3)119| 122,4
C(1)21 0(4)20 C(4)20 C(3)20| 114,5 |C(1)121 0(4)120 C(4)120 C(3)120| 112,6
C(1)22 0(4)21 C(4)21 C(3)21 | 120,3 |C(1)122 0(4)121 C(4)121 C(3)121| 114,9
C(1)23 0(4)22 C(4)22 C(3)22] 119,2 |C(1)123 0(4)122 C(4)122 C(3)122 | 123,2
C(1)24 0(4)23 C(4)23 C(3)23 ] 122,2 |C(1)124 0(4)123 C(4)123 C(3)123| 124,5
C(1)25 0(4)24 C(4)24 C(3)24 | 125,0 |C(1)125 0(4)124 C(4)124 C(3)124 | 107,4
C(1)26 0(4)25 C(4)25 C(3)25]| 127,3 |C(1)126 0(4)125 C(4)125 C(3)125| 132,0
C(1)1 0(4)26 C(4)26 C(3)26| -53,6 |C(1)101 0(4)126 C(4)126 C(3)126 | -49,1
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Tabelle 23: Wasserstoffbriickenabstande der Band-Flips in CA26;

o, 0 o,---0[A] |o, 0 0, -0, [A]
0(3)1 0(2)2 2,76 0(3)101 0(2)102 2,72
0(5)1 0(3)26 3,06 0(5)101 0(3)126 3,09
0(6)1 0(2)7 3,21 0(6)101 0(3)107 2,69
0(6)1 0(3)7 2,78 0(6)101 0(3)126 2,73
0(6)1 0(3)26 2,75 0(6)101 0(6)120 2,78
0(2)13 0(3)12 2,85 0(2)113 0(3)112 2,95
0(3)13 0(6)14 2,80 0(3)113 0(6)114 2,74
0(3)13 0(5)14 3,09 0(3)113 0(5)114 3,12
0(3)13 W4 3,34 0(2)113 w8 2,78
0(2)20 W4 2,79 0(3)113 w8 3,30
0(6)7 W4 2,68 0(2)120 w8 2,75
0(6)14 0(3)20 2,78 0(6)107 w8 2,67
0(6)14 0(2)20 3,02 0(6)114 0(3)120 2,67
0(6)14 0(6)7 2,78 0(6)114 0(2)120 3,31
0(3)14 0(2)15 2,75 0(6)114 0(6)107 2,72
0(2)26 0(3)25 3,04 0(3)114 0(2)115 2,97
0(2)26 0(6)20 2,99 0(2)126 0(3)125 2,93
0(2)26 0(6)20 3,38 0(3)126 0(6)120 3,30
0(3)26 0(6)20 3,10 0(3)126 W7 3,15
0(2)26 W3 2,75 0(2)126 W7 2,76
0(3)26 W3 3,22 0(2)107 W7 2,75
0(6)20 W3 2,74 0(6)120 W7 2,74
0(2)7 W3 2,70
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Tabelle 24: Intramolekulare Wasserstofforiickenabstande O(3) --O(2) ,, in CA26)

0(3)., 0(2).,, | o---0 [A] |0(3), 0(2) ., 0. ---0, [A]
0(3)1 0(2)2 2,76 0(3)101 0(2)102 2,72
0(3)2 0(2)3 2,71 0(3)102 0(2)103 3,64
0(3)3 0(2)4 2,75 0(3)103 0(2)104 2,73
0(3)4 0(2)5 2,79 0(3)104 0(2)105 2,93
0(3)5 0(2)6 3,15 0(3)105 0(2)106 3,27
0(3)6 0(2)7 3,08 0(3)106 0(2)107 3,00
0(3)7 0(2)8 2,79 0(3)107 0(2)108 2,81
0(3)8 0(2)9 2,81 0(3)108 0(2)109 2,69
0(3)9 0(2)10 2,89 0(3)109 0(2)110 2,83
0(3)10 0(2)11 2,86 0(3)110 0(2)111 2,82
0(3)11 0(2)12 2,96 0(3)111 0(2)112 2,84
0(3)12 0(2)13 2,85 0(3)112 0(2)113 2,95
0(3)14 0(2)15 2,75 0(3)114 0(2)115 2,97
0(3)15 0(2)16 2,73 0(3)115 0(2)116 3,08
0(3)16 0(2)17 2,85 0(3)116 0(2)117 2,72
0(3)17 0(2)18 2,77 0(3)117 0(2)118 2,72
0(3)18 0(2)19 2,95 0(3)118 0(2)119 3,61
0(3)19 0(2)20 2,81 0(3)119 0(2)120 2,85
0(3)20 0(2)21 2,84 0(3)120 0(2)121 2,74
0(3)21 0(2)22 2,73 0(3)121 0(2)122 2,96
0(3)22 0(2)23 3,10 0(3)122 0(2)123 2,84
0(3)23 0(2)24 2,93 0(3)123 0(2)124 2,97
0(3)24 0(2)25 2,92 0(3)124 0(2)125 2,86
0(3)25 0(2)26 3,04 0(3)125 0(2)126 2,92
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Tabelle 25: Intramolekulare Wasserstoffbrickenabstande O(6), ---O(2/3) ,, in CA26;

O(6)n gauche O(2/3)n+6 On -On%[A] O(6)n gauche O(2/3)m6 On -On%[A]
0(6)1 0(2)7 3,21 0(6)101 + 0(3)107 2,69
0(6)1 0(3)7 2,78 0(6)102A - 0(3)108 2,70
0(6)2 - 0(2)8 3,36 0(6)B102 + 0(2)108 2,62
0(6)2 - 0(3)8 2,63 0(6)102B + 0(3)108 3,32
0(6)3 - 0(3)9 2,89 0(6)103 + 0(2)109 2,60
0(6)4 - 0(2)10 3,25 0(6)104 - 0(2)110 3,19
0(6)4 - 0(3)10 2,76 0(6)104 - 0(3)110 2,88
0(6)5 - 0(2)11 3,17 0(6)105 - 0(2)111 3,29
0(6)5 - 0(3)11 2,68 0(6)105 - 0(3)111 2,68
0(6)6 - 0(2)12 2,79 0(6)106 - 0(2)112 3,15
0(6)6 - 0(3)12 2,94 0(6)106 - 0(3)112 2,81
0(6)14 + 0(2)20 3,02 0(6)114 + 0(2)120 3,31
0(6)14 + 0(3) 20 2,79 0(6)114 + 0(3)120 2,67
0(6)15 - 0(3)21 2,73 0(6)115 - 0(3)121 2,58
0(6)17 - 0(3)23 2,82 0(6)116 - 0(2)122 3,28
0(6)18 - 0(3)24 2,73 0(6)116 - 0(3)122 2,73
0(6)19A - 0(2)25 3,34 0(6)117 - 0(3)123 2,72
0(6)19A - 0(3)25 2,77 0(6)119 - 0(3)125 2,75
0(6)19B 0(2)25 2,73 0(6)120 - 0(3)126 3,31
0(6)20A 0(2)26 2,99
0(6)20B - 0(2)26 3,38
0(6)20B - 0(3)26 3,10
Tabelle 26: Bindungslangen und Van-der- Tabelle 27: Bindungswinkel fur die
Waals-Abstande flr die Hauptlagen A und Hauptlagen A und die Nebenlagen
die Nebenlagen B der Trijodide in CA26; B der Trijodide in CA26;
I I I,---I,[A) I.---I[A] T I(1),- I(1),.-
I(1)T1 I(2)T1 3,00 2,95 I(2),- I(2),-
I(2)T1 I(3)T1 2,81 2,86 . 5
I(3)T1 I(1)T2 3,66 3,73 1, 1] T06), []
I(1)T2 I(2)T2 2,91 2,88 T 178,7 174,4
I(2)T2 TI(3)T2 2,92 2,90 T2 178,5 178,4
I(3)T2 I(1)T3 3,73 3,75 T3 177,2 17,2
I(1)T3 I(2)T3 2,88 2,90 T 178,7 176,0
I(2)T3 I(3)T3 2,94 2,84 o 179,1 178,1

T6 174,17 173,4
I(1)T4 I(2)T4 2,96 2,97
I(2)T4 I(3)T4 2,85 2,91
I(3)T4 I(1)TS 3,75 3,82
I(1)T5 I(2)T5 2,90 2,91
I(2)T5 I(3)T5 2,95 2,87
I(3)T5 I(1)T6 3,85 3,85
I(1)T6 I(2)T6 2,87 2,92
I(2)T6 I(3)T6 2,94 2,91
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Tabelle 28: Cremer-Pople- Tabelle 29: Virtuelle Abstande
Ringwellungsparameter fur CA26f O(4) --O(4) ,, fur CA26f
Glukose | Amplitude Q 0 [°] O(4), ~ O(4) .| O ---0_  [A]
1 0,559 7,2 0(4)1 0(4)2 4,70
2 0,559 10,3 0(4)2 0(4)3 4,50
3 0,558 4,7 0(4)3 0(4)4 4,31
4 0,540 3,5 0(4)4 0(4)5 4,19
5 0,542 9,3 0(4)5 0(4)6 4,37
6 0,558 1,0 0(4)6 0(4)7 4,22
7 0,537 5,5 0(4)7 0(4)8 4,32
8 0,569 3,8 0(4)8 0(4)9 4,25
9 0,555 4,6 0(4)9 0(4)10 4,26
10 0,553 4,7 0(4)10 0(4)11 4,31
11 0,570 3,1 0(4)11 0(4)12 4,43
12 0,540 6,2 0(4)12 0(4)13 4,55
13 0,542 4,2 0(4)13 0(4)14 4,55
14 0,555 6,6 0(4)14 0(4)15 4,76
15 0,573 12,9 0(4)15 0(4)16 4,53
16 0,528 7,3 0(4)16 0(4)17 4,22
17 0,546 7,3 0(4)17 0(4)18 4,30
18 0,543 5,5 0(4)18 0(4)19 4,29
19 0,554 1,8 0(4)19 0(4)20 4,33
20 0,554 3,7 0(4)20 0(4)21 4,40
21 0,546 1,3 0(4)21 0(4)22 4,23
22 0,545 6,0 0(4)22 0(4)23 4,24
23 0,542 5,0 0(4)23 0(4)24 4,47
24 0,551 4,9 0(4)24 0(4)25 4,35
25 0,546 1,1 0(4)25 0(4)26 4,42
26 0,528 6,3 0(4)26 0(4)1 4,47
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Tabelle 31: Torsionswinkel ¢ in CA26f

Tabelle 30: Glykosidische Winkel
C(1),,,-O(4) -C(4)_ in CA26f
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Tabelle 33: Wasserstoffbriicken-

abstande der Band-Flips in CA26f

Tabelle 32: Torsionswinkel y in CA26f
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Tabelle 34: Intramolekulare Wasser- Tabelle 35: Intramolekulare Wasserstoff-
stoffbrickenabstande O(3) ---O(2) ., in brickenabstande O(6), ---O(2/3) ,, in CA26f

CA26f 0(6) gauche 0(2/3) .| O ---0_ [A]
0(3), 0(2) . | 0---0, [A] o(e)l 0(2)7 3,38
0(3)1 0(2)2 2,78 0(6)1 0(3)7 2,71
0(3)2 0(2)3 2,81 0(6)2 - 0(3)8 3,36
0(3)3 0(2)4 2,73 0(6)4 - 0(2)10 3,28
0(3)4 0(2)5 2,83 0(6)4 - 0(3)10 2,87
0(3)5 0(2)6 3,10 0(6)5 - 0(3)11 2,82
0(3)6 0(2)7 2,81 0(6)6 - 0(3)12 2,74
0(3)7 0(2)8 2,72 0(6)7 + 0(2)13 2,88
0(3)8 0(2)9 2,74 0(6)14 + 0(2)20 3,35
0(3)9 0(2)10 2,81 0(6)14 + 0(3)20 2,73
0(3)10 0(2)11 2,78 0(6)15 - o3zl 2,78
0(3)11 0(2)12 2,78 0(6)16 + 0(2)22 2,75
0(3)12 0(2)13 2,97 0(6)17 - 03)es3 2,73
0(3)14 0(2)15 2,79 0(6)18B + 0(2)24 2,99
0(3)15 0(2)16 3,04 0(6)18B + 0(3)24 2,77
0(3)16 0(2)17 2,82 0(6)18A - 0(3)24 2,99
0(3)17 0(2)18 2,75 0(6)19 - 0(3)25 2,717
0(3)18 0(2)19 2,97 0(6)20 + 0(2)26 2,93
0(3)19 0(2)20 2,88

0(3)20 0(2)21 2,73

0(3)21 0(2)22 3,18

0(3)22 0(2)23 2,83

0(3)23 0(2)24 2,81

0(3)24 0(2)25 2,92

0(3)25 0(2)26 2,85
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