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Einbettung von Losungsmittelmolekiilen sind in dem STM-
Bild in Abbildung 2C durch Pfeile gekennzeichnet. Abbil-
dung 2D zeigt den in Abbildung 2C markierten Bereich
vergroB3ert. Die obere, polymerisierte Monoschicht, die von
der unteren durch eine Doménengrenze getrennt ist, zeigt
einen hellen Kontrast aufgrund der Polydiacetylenketten (wie
in Abb.2A), wihrend in der unteren, unpolymerisierten
Doméne die Diacetylengruppen der individuellen Molekiile
von 1 unterschieden werden kénnen. Der mittlere Tunnel-
strom verandert sich an der Stelle der Diacetylengruppen von
der polymerisierten zur unpolymerisierten Doméne nicht; er
ist um den Faktor 1.5 groBer als der mittlere Tunnelstrom an
der Stelle der Alkylketten. Die Diacetylengruppen kénnen
grundsitzlich zwei Orientierungen beziiglich der Lamellen-
richtung einnehmen: Diese beiden spezifischen Orientierun-
gen sind Spiegelbilder hinsichtlich der Lamellenrichtung. In
der Lamelle in der unteren linken Ecke des STM-Bildes in
Abbildung 2D sind die Diacetylengruppen nahezu horizontal
orientiert, in der nichsten Lamelle sind sie fast vertikal
orientiert. In der Lamelle in der unteren rechten Ecke des
Bildes sind sie wieder fast horizontal orientiert.

Experimentelles

Zur Beobachtung der physisorbierten Monoschichten wurde ein kommerzieller
STM-Aufbau benutzt (Discoverer, Topometrix Inc., Santa Barbara, CA, USA)
der unter Umgebungsbedingungen betrieben wird. Die STM-Spitzen wurden
durch elektrochemisches Atzen von Pt/Ir-Draht (80%/20%, Durchmesser
0.2 mm) gefertigt, wobei eine Atzlosung von 6 N NaCN/2N KOH in Wasser
verwendet wurde. Die Proben wurden folgendermaBen prapariert: Zuerst wurde
die Diacetylenverbindung 1 in 1-Undecanol ( Aldrich, 99%) mit einer Konzen-
tration von niherungsweise 1 mgmL~' aufgeldst. Dann wurde ein Tropfen dieser
Losung auf die Basalfliche eines hochorientierten pyrolytischen Graphits
(HOPG, Giite ZYB, Advanced Ceramics Inc., Cleveland, OH, USA) gegeben.
Die STM-Spitze wurde in diese Losung eingetaucht und der Grenzfliche
Fliissigkeit/Graphit gendhert. Wahrend der Abtastung der Probe mit der Spitze
wurde die Variation des Tunnelstroms detektiert, wobei der mittlere Tunnelstrom
ca. 1 nA betrug. Fiir ein Bild, bestehend aus 200 Linien und 200 Punkten pro
Linie waren mindestens 7 s notwendig (die Grenzen sind durch die Leitungsfa-
higkeit des Discoverer-Instruments gegeben). Die Tunnelspannungen betrugen
zwischen 0.5 und 1.5 V (Probe negativ). Ein Bild der Graphitoberfliche konnte
bei kieinen Tunnelspannungen erhalten werden. Nach der Aufnahme jedes in
diesem Beitrag vorgestellten Bildes wurde sofort ein Kalibrierungsbild der
Graphitoberflache an exakt der gleichen Stelle aufgenommen. Dies minimiert
mogliche Fehler bei der Bildanalyse aufgrund von Drift-Scanner- Auslenkungs-
effekten, denn diese Effekte treten in gleichem AusmaB sowohl im STM-Bild der
Monoschicht als auch in dem HOPG-Referenzbild auf. Der Abstand zwischen
ISA-Kopfgruppen wurde an mehreren Reihen durch die Mittelung tiber eine
groBe Zahl von Wiederholungseinheiten pro Reihe bestimmt. Die angegebenen
experimentellen Werte sind Mittelwerte aus der Auswertung vieler Bilder aus
verschiedenen Experimenten mit verschiedenen Spitzen. Wenn ein HOPG-
Referenzbild zur Kalibrierung erhalten worden war, konnte die Tunnelspannung
wieder erhoht werden, um erneut die physisorbierten Monoschichten zu
beobachten. Wir fanden keinen Hinweis darauf, daB die Monoschicht bei der
Kalibrierungsmessung gestort wurde. Die STM-Daten wurden keiner Bildverar-
beitung unterworfen. Die Bestrahlung wurde folgendermafien durchgefiihrt:
Zuerst wurde die Spitze zuriickgezogen und der STM-Kopf entfernt. Dann wurde
die Graphitoberfliche samt Losung mit einer CAMAG-Universallampe (1 =
254 nm) bestrahit (Abstand zwischen Lampe und Oberfliche 5cm). Die
Bestrahlungsdauer betrug 20-30 min. Nach der Bestrahlung wurde der STM-
Kopf wieder installiert und das Abbilden fortgesetzt.
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Vergleich der bioaktiven Konformationen von
Sialyl-Lewis* und einem potenten Sialyl-
Lewis*-Mimetikum**

Wolfgang Jahnke,* Hartmuth C. Kolb,
Marcel J. J. Blommers, John L. Magnani und
Beat Ernst

Wechselwirkungen von Sialyl-LewisX-verkniipften Glyco-
peptiden und Glycolipiden mit einigen Lectinen vom C-Typ,
den sogenannten Selectinen, sind fiir das ,rolling“ von
Leukozyten verantwortlich, den ersten Schritt beim Leuko-
zytenstrom zu Wunden und Entziindungen.!! Dieser Schritt
spielt bei einer Vielzahl von Krankheiten und pathologischen
Situationen eine entscheidende Rolle, z. B. bei Entziindungen,
Reperfusionsschaden, rheumatoider Arthritis, Metastasenbil-
dung und Angiogenese. Mit groBem Aufwand wird derzeit
versucht, kohlenhydratiahnliche Wirkstoffe zu erforschen, die
die Rolling-Phase der Immunantwort durch Blockierung der
Selectinbindungsstelle stéren.”! Fiir das Design von Sialyl-
LewisX-Mimetika ist das Verstandnis der Struktur-Wirkungs-
Beziehung erforderlich sowie die Kenntnis der bioaktiven
Konformation, also der Konformation des ans Selectin
gebundenen Mimetikums. Die Transfer-NOE-NMR-Technik
ist eine leistungsfihige Methode, um bioaktive Konformatio-
nen von Selectinantagonisten aufzukldren. Sie ist sehr gut
geeignet, um Wechselwirkungen zwischen Proteinen und
Liganden mit den fiir Selectinantagonisten typischen Bin-
dungsaffinititen im millimolaren bis mikromolaren Bereich
zu studieren.’! So wurde kiirzlich die bioaktive Konformation
von Sialyl-Lewis* 1 durch Transfer-NOE-NMR-Studien am
Sialyl-Lewis*/E-Selectin-Komplex bestimmt.[*! Hier beschrei-
ben wir erstmals die mit der gleichen Technik ermittelte
bioaktive Konformation eines potenten Sialyl-Lewis*-Mime-
tikums (2, Schema 1)1 In unseren Testsystemen bindet das
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Schema 1. Strukturen von Sialyl-Lewis* 1 und dem Sialyl-LewisX-Mimetikum 2
(mit Numerierung). Pharmakophore sind durch Kreise hervorgehoben.

Mimetikum zehnmal stirker an E-Selectin als Sialyl-Lewis*
(ICsx von 1: 1.0~ 1.2mM, von 2: 0.10-0.11mmM).

Die NMR-Signale des Sialyl-Lewis*-Mimetikums 2 wurden
durch die 2D-NMR-Experimente ROESY, TOCSY,
PE.COSY, HSQC und HSQC-TOCSY zugeordnet. Die
beiden letzten Experimente, bei denen der Heterokern *C
verwendet wird, wurden fiir die eindeutige Zuordnung
benétigt, weil die "H-NMR-Signale der beiden Cyclohexyl-

Tabelle 1. Chemische Verschiebungen (‘H- und “C-NMR) des Sialyl-Lewis*-
Mimetikums 2[a].

Position Cyc-1 Gal Cyc-2 Fuc
1 1.53 4.48 3.50 4.97
359 102.7 79.9 98.3
2 0.88(a) 3.52 372 374
1.77(e) 72.9 81.1 70.6
345
3 1.18(a) 3.38 1.27(a) 3.89
1.66(e) 85.6 2.09(e) 2
284 324
4 1.13(a) 3.88 1.21(a) 3.78
1.58(e) 68.9 1.68(e) 74.7
28.8 258
5 1.20(a) 3.58 1.21(a) 4.60
1.63(e) 77.0 1.67 69.2
28.6 25.8
6 0.93(a) 371 1.24(a) 1.18
1.63(e) 64.2 2.05(e) 18.0
31.8 318
COOH -
185.5
a 3.94
81.9
B 1.51 (pro-S)
1.58 (pro-R)
439

Bei 25°C in D,0, 100mM Imidazol, pH 7.4 (unkorrigiert). Die oberen Zahlen
beziehen sich auf 'H, die unteren auf *C. Alle chemischen Verschiebungen sind
bezogen auf 3-(Trimethylsilyl)-1-Propansulfonat (DSS). a kennzeichnet die
axialen Protonen und e die dquatorialen Cyclohexylprotonen von (S )-Cyclohe-
xylmilchsidure ( Cyc-1) und (1R,2R}-1,2-Cyclohexandiol (Cyc-2).

2716 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1997

Abb. 1. 2D-NOESY-Spektren des Sialyl-LewisX-Mimetikums 2. a) Freies 2
(17mm), b) an E-Selectin gebundenes 2 (1.75mM). Beide Spektren wurden im
gleichen Puffer bei 25°C aufgenommen. Die Mischzeit betrug 200 ms; ein T',-
Relaxationsfilter wurde verwendet [6]. Fiir das Experiment b) wurden 35 M E-
Selectin/IgG-Konstrukt zugesetzt, um eine Mischung von 2 und E-Selectin im
Netto-Verhiltnis 25:1 zu erhalten.

ringe stark iiberlappen. Die Signale der beiden diastereoto-
pen exocyclischen Hf-Protonen und der (§)-Cyclohexyl-
milchsdureprotonen (Cyc-1) wurden individuell zugeordnet
durch Analyse von homonuclearen */-Kopplungskonstanten
aus dem PE.COSY-, von heteronuclearen *J-Kopplungskon-
stanten aus dem HMBC-, sowie von ROE-Intensitidten aus
dem ROESY-Experiment. Die Zuordnungen der 'H- und 3C-
NMR-Signale von 2 sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Das
NOESY-Spektrum des ungebundenen Sialyl-Lewis*-Mimeti-
kums 2 weist schwache, positive NOEs auf (also negative
Kreuzsignale, Abb. 1a). Nach Zugabe von E-Selectin 148t das
mit einem T,-Relaxationsfilter® aufgenommene NOESY-
Spektrum starke negative NOEs erkennen. Die bei 2 auftre-
tenden negativen NOEs konnen deshalb eindeutig als Trans-
fer-NOE:s interpretiert werden, anders als bei den Unter-
suchungen mit Sialyl-Lewis® 1,4 bei denen negative NOEs
auch im ungebundenen Zustand festgestellt wurden. Die
umgekehrten Vorzeichen der NOE:s fiir ungebundenes 1 und
2 sind auf die unterschiedliche Molekiilbewegung in Losung,
bedingt durch die unterschiedlichen Molekiilmassen, zuriick-
zufithren (1: M, 991.0, 2: M, 578.6).

Transfer-NOE-Spektren des Sialyl-Lewis*-Mimetikums 2
wurden mit Mischzeiten von 25, 50, 80, 100, 150, 200 und
300 ms aufgenommen. Zusitzlich wurde ein Transfer-ROE-
Experiment mit einer Mischzeit von 80 ms durchgefiihrt. Die
Transfer-NOE-Intensitdten wurden durch Integration der
Kreuzsignale erhalten und als Aufbaukurven dargestellt,
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diese wurden von 38 intramolekularen Abstinden analysiert.
Anhand dieser Aufbaukurven und des Vorzeichens sowie der
Stiarke der ROEs wurden 22 Transfer-NOEs als direkte NOEs
identifiziert, bei denen Spindiffusion keine dominante Rolle
spielt. Diese 22 NOEs wurden als stark, mittel oder schwach
klassifiziert und in Abstinde bis 3.5 A, 45A bzw. 5.5A
tibersetzt. Transfer-NOEs, die in Transfer-NOE-Spektren mit
Mischzeiten unter 100 ms eindeutig fehlten und fiir die keine
NOEs beim freien Liganden detektiert wurden, wurden in
Abstinde groBer als 4 A iibersetzt. In Tabelle 2 sind die
direkten NOEs zusammen mit den entsprechenden Abstands-
grenzen aufgefiihrt. Diese Grenzen sind weniger eng als die

Tabelle 2. Aus Transfer-NOE-Untersuchungen erhaltene Abstandsgrenzen fir
die Strukturrechnungen der bioaktiven Konformation des Sialyl-Lewis*-Mime-
tikums 2[a].

Twin Al Tmax[A]

Hi1Fuwe.H6eCye? 35
Hi1F*-H6 a2 4.5
H3Fuc_H2(}al 4.5
H4Fue.H262 4.5
HSFHC»HZGE] 3.5
HSFHC_HﬁGal 4.5
H6FHC_HZGZI 4.5
H2Cve2.H] 6 35
H3e®r2-H16 35
H3a%2.H16 4.5
H16-HaCye! 55
HzGa]_HaCyC'1 5-5
HZGal_HICyC-l 4'0

H26-HA¥! 4.0

H3%:.Hgoet 4.0

H3Ca.Hqgye! 35
H5%-Ha®<! 5.5
H2e®e!-Ha®! 45
H2 aCve1.H4%4! 4.0

H6a%!-Ha®<! 4.0

Fuc=Fucose, Gal = Galactose; r;, =Mindestabstand, r.,, =Maximalabstand.
Die beiden Abstandsgrenzen, die aus dem Fehlen von NOEs abgeleitet werden
und sich auf HB®*! beziehen, werden auf beide HB-Protonen individuell
angewendet. Wo kein Mindestabstand angegeben ist, entspricht die Grenze der
Summe der van-der-Waals-Radien.

Grenzen, die bei Verwendung der Isolated Spin Pair Appro-
ximation (ISPA)"! erhalten wurden. Da das Mimetikum 2
mehr als zehnmal stiarker bindet als das natiirliche Epitop
Sialyl-Lewis* 1, wiirden engere Abstinde auf der Basis von
ISPA keine akkurateren Daten liefern. Die groe Zahl von
Abstandsgrenzen kompensiert das Fehlen der Prézision
individueller Abstinde und definiert die Strukturen sehr
gut. Die Strukturberechnungen wurden mit dem Distanzgeo-
metrie-Programm DGII durchgefiihrt.

Eine Uberlagerung von 19 berechneten Strukturen des an
E-Selectin gebundenen Sialyl-Lewis*-Mimetikums 2 ist in
Abbildung 2b gezeigt. Wahrend die Position des endstdndi-
gen Cyclohexylrings nicht gut definiert ist, ist die Carboxy-
gruppe eindeutig aus der Papierebene heraus zum Betrachter
gerichtet. Die Fucose- und Galactoseringe, die durch den
(1R2R)-1,2-Cyclohexandiol-Spacer getrennt sind, liegen
tbereinander. Abbildung 2¢ zeigt die gleichen Strukturen
aus einem anderen Blickwinkel. Man sieht hier, daf3 der Ca-
C(O)-Bindungsvektor der (S§)-Cyclohexylmilchsidure durch
die NMR-Daten gut definiert ist. Die Lage der Sauerstoff-
atome ist jedoch wegen des Fehlens gebundener Protonen
unbestimmt, so daf} die Carboxygruppe frei drehbar erscheint.
Ein Vergleich der bioaktiven Konformationen von 1 und 2
(Abb. 2a,b) zeigt, daB die Konformationen des Molekiilkerns
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Abb. 2. Bioaktive Konformationen von E-Selectin-Liganden: a) Uberlagerung
von 10 berechneten Strukturen von 1, gebunden an E-Selectin[4c]. b) Uber-
lagerung von 19 Strukturen von an E-Selectin gebundenem 2, berechnet mit dem
Distanzgeometrie-Programm DGIL. ¢) Bildteil b) aus einem anderen Blickwin-
kel.

von gebundenem Sialyl-Lewis* 11?) und gebundenem 2 sehr
dhnlich sind. Charakteristisch fiir beide Molekiile ist die
gestaffelte Anordnung des Molekiilkerns. Auch die Carboxy-
gruppen der N-Acetylneuraminsidure und der (S)-Cyclohe-
xylmilchsédure sind gleich ausgerichtet, wihrend der restliche
Teil der N-Acetylneuraminsédure in 1 und der Cyclohexylring
in 2 eindeutig in eine andere Richtung orientiert sind. Der
Vergleich der bioaktiven Konformationen von 1 und 2 kann in
einem internen Koordinatenplot quantifiziert werden. In
Abbildung 3 ist die Konformation des Molekiilkerns, definiert

0044-8249/97/10923-2717 $ 17.50+.50/0 2717



ZUSCHRIFTEN

durch den Diederwinkel C2NeuNAc_QGIcNAcFuc_ (C]Fue_(CgFue ge.
gen die Orientierung der Siure, definiert durch den Dieder-
winkel (C1NeuNAc (CNewNAc (GIcNacFue C1Fve  ayfgetragen. In
diesem internen Koordinatensystem betrigt der Diederwin-
kel, der die Konformation des Molekiilkerns bestimmt, in 2
—36.4(5.8)°undin 1 —40.2(4.7)°. Der Diederwinkel, der die
Orientierung der Siure beschreibt, betrigt 120.5(16.1)° in 2
und 110.7(9.0)° in 1. Die bioaktiven Konformationen von 1
und 2 iiberlappen also im internen Koordinatenplot und
stimmen deshalb im Rahmen der MeBgenauigkeit iiberein.

Konformation des Molekiilkerns

Orientierung der Séure
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Abb. 3. Interner Koordinatenplot[5] der bioaktiven Konformationen von 1 ([7J)
2 (). Néheres siehe Text.

Die Anwesenheit der Carboxygruppe ist eine Vorausset-
zung fiir die biologische Aktivitdt.®] Neueren Untersuchun-
gen zufolge héngt die Bioaktivitit eines potentiellen Mime-
tikums mit seiner Fahigkeit zusammen, die benétigte Orien-
tierung der Carboxygruppe zu prisentieren>®! Die
Resultate der vorliegenden Untersuchungen erhirten diese
Hypothese, indem sie zeigen, daBl die Carboxygruppe in den
bioaktiven Konformationen von Sialyl-Lewis*1 und im
Mimetikum 2 tatsichlich gleich orientiert ist. Zusammen-
fassend stellen wir fest, da alle funktionellen Gruppen in 1,
die fir die Bindung benétigt werden (siehe Schema 1), in 2
sehr dhnlich orientiert sind. Dies spricht dafiir, daB beide
Liganden in gleicher Art und Weise binden.

Schlecht definierte Teile in Strukturen, die aus NMR-Daten
berechnet wurden, hier z.B. die Orientierung des endstiandi-
gen Cyclohexylrings, konnen zwei vollig unterschiedliche
Ursachen haben: Zum einen kann echte Flexibilitdt und die
damit verbundene Abnahme der Korrelationszeit von Inter-
protonvektoren zum Fehlen von NOEs fiithren, auch wenn
zwei Protonen zumindest zeitweise benachbart sind. Zum
anderen kann ein Mangel an NOEs auch in starren Molekiilen
einfach durch einen Mangel benachbarter Protonen verur-

2718 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1997

sacht werden und Flexibilitit vortduschen, wenn Strukturen
nur auf der Basis von NOEs berechnet werden. Im Falle des
Mimetikums 2 kénnte der beobachtete Mangel an NOEs fiir
den endstdandigen Cyclohexylring dann nur auf eine gestreck-
te Konformation des Rings zuriickzufiihren sein, unabhingig
von dessen Flexibilitit. Die beiden moglichen Ursachen
konnen fiir das Mimetikum 2 also nicht eindeutig unter-
schieden werden. Dies wire im Prinzip moglich durch
Messung von '*C-Relaxationsparametern und deren Inter-
pretation im Rahmen geeigneter Modelle,”! doch wurde eine
solche Untersuchung bisher nicht durchgefiihrt und erscheint
fiir gebundenes Sialyl-Lewis® sehr schwierig. Es sollte fest-
gehalten werden, dal der ungeordnete Cyclohexylring nicht
notwendigerweise Mobilitdt im gebundenen Zustand wider-
spiegelt.

Das rationale Design von Sialyl-Lewis*-Mimetika hiingt
entscheidend von der Kenntnis der Struktur ihrer Komplexe
mit E-Selectin ab. Zwar wurde noch keine Struktur eines
Komplexes von E-Selectin mit einem Liganden publiziert,
aber die Struktur von E-Selectin im Kristall'”! und die aus
NMR-Daten berechneten Strukturen von Sialyl-LewisX 1
und dem Mimetikum 2, beide gebunden an E-Selectin, sind
nun verfiighbar. Durch Bindungsstudien mit Sialyl-LewisX-
Analoga lassen sich die funktionellen Gruppen bestimmen,
die an der Wechelwirkung mit dem Rezeptor beteiligt sind,!!
und durch Punktmutationsstudien an E-Selectin wurden die
Aminosduren identifiziert, die fiir die Bindung von Sialyl-
LewisX 1 verantwortlich sind."” Auf der Grundlage dieser
Daten ist es moglich, ein Modell des E-Selectin/Sialyl-LewisX-
Komplexes zu erstellen, das das rationale Design weiterer
potenter Sialyl-LewisX-Analoga erleichert.

Experimentelles

Die Ektodomdnen von humanem E-Selectin wurden durch Polymerase-Ketten-
reaktion (PCR) mit der Fc-Region von humanem IgG1 kombiniert und in den
Expressionsvektor pcDNAI/neo (Invitrogen) kloniert. Durch Transfektion von
CHO-K1-Zellen (ATCC CCL-61) und Selektion mit G418 ( Gibco) wurde eine
stabile Zellinie erhalten, die ca. 25 pgmL~' rekombinantes E-Selectin/hlgG
sekretierte. Zur Produktion grofSerer Mengen wurde diese Zellinie in einem
Hobhlfaserbioreaktor (1.1 m?, 50 mL, Cellco) in Opti-MEM-Kulturmedium
(Gibco) kultiviert, das mit 2% fétalem Kalberserum und 200 mgmL-' Gen-
tamycin erganzt wurde. Konditionierte Zelliiberstinde wurden zuerst durch
Affinitdtschromatographie an Protein-A-Agarose (Sigma) gereinigt. Die durch
Elution mit 20mM Glycin-HCI, pH 3.0, erhaltene Proteinfraktion wurde nach
Neutralisierung direkt an einer Anti-Human-E-Selectin-Affinititssidule (2 mg
monoklonaler Antikdrper 7A9 pro mL Affigel) chromatographisch gereinigt.
Spezifisch gebundenes E-Selectin/IgG wurde mit SM Harnstoff in gepufferter
Salzlosung eluiert und anschlieBend gegen Dubeccos PBS-Losung (PBS =
phosphate buffered saline) dialysiert. Das erhaltene Protein wies in einer
Natriumdodecylsulfat(SDS )-Polyamidgelelektrophorese unter reduzierenden
Bedingungen eine einzige Bande bei ca. 140 kDa auf. Fiir die NMR-Analyse
wurden ca. 6 mg E-Selectin/hIgG gegen 50mm perdeuteriertes Imidazol (Sig-
ma), 1mm CaCl,, pH 74, in D,O dialysiert und mit Centricon YM-50 (Amicon)
auf ein Endvolumen von 0.5 mL konzentriert.

ICs5-Werte wurden mit einem Standard-ELISA-Assay bestimmt. Dazu wurde E-
Selectin/hIgG und sLe*-enthaltendes, biotinyliertes Polymer verwendet. Die
Napfchen einer Mikrotiterplatte (Platte 1, Falcon probind) wurden mit E-
Selectin/hIgG beschichtet, indem 100 pL des gereinigten E-Selectin/hIgG mit
einer Konzentration von 200 ng pro Napfchen in 50 mm Tris-Puffer, 0.15M NaCl,
2mm CaCl,, pH 7.4 (Tris-Ca?*) inkubiert wurden. Nach 2 h wurden 100 pL einer
1:1-Mischung aus 1% BSA in Tris-Ca?* und Stabilcoat zu jedem Nipfchen
zugegeben und bei 22°C inkubiert, um unspezifische Bindung zu blockieren.
Wahrenddessen wurden die zu testenden, in Tris-Ca®* und 1% BSA geldsten
Inhibitoren durch aufeinanderfolgende zweifache Verdiinnung in eine zweite U-
formige Mikrotiterplatte (Platte 2, Costar) titriert. In jedes Nipfchen wurde ein
gleiches Volumen eines vorgebildeten Komplexes von biotinyliertem sLe*-
Polymer und Meerrettich-Peroxidase-markiertem Streptavidin (KPL, Gathers-
burg, MD, USA; 1 mgmL~" in Tris-Ca®*, 1 % BSA) gegeben. Nach 2 h bei 22°C
wurde Platte 1 mit Tris-Ca®* gewaschen, und 100 pL pro Napfchen wurden von
Platte 2 nach Platte 1 transferiert. Die Bindungsreaktion wurde 2h unter
Schiitteln bei 22°C fortgesetzt. Platte 1 wurde dann mit Tris-Ca?* gewaschen,
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und jedes Nipfchen wurde mit 100 pl. 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin-Substrat
(KPL, Gathersburg, MD, USA) versetzt. Nach drei Minuten wurde die
colorimetrische Reaktion durch Zugabe von 100 pL 1M H,PO, pro Népfchen
beendet, und dic optische Dichte wurde bei 450 nm bestimmt.

Alle NMR-Experimente wurden bei 25°C mit einem Varian-UnityPlus-600-
MHz-Spektrometer ausgefiihrt; es wurden suszeptibilitatsangepaBte NMR-
Rohrchen (Shigemi) mit einem Probenvolumen von 220 ul. verwendet. Die
Probe enthielt 35uM E-Selectin-Konstrukt und 1750pM des Sialyl-LewisX-
Mimetikums 2 in 100mM deuteriertem Imidazol (pH 74) und 1mm CaCl, in
D,0. Da jedes E-Selectin/hIgG-Molekiil zwei Bindungsstellen fiir Sialyl-LewisX
enthilt, betrug das tatsachliche Verhiltnis Protein:Ligand 1:25. NOESY-
Spektren wurden mit einem Spinlock-Filter[6] vor 7, von 20 ms Dauer und
9 kHz Feldstarke aufgenommen. Die Repetitionszeit betrug 1.85 s. Die Spektren
wurden mit 384 komplexen Punkten in # und 32 Scans pro t-Inkrement
aufgenommen.

Die Strukturrechnungen wurden mit dem Distanzgeometrie-Programm DGII
(insIGHTLI, MSI) auf einer SGI-Workstation durchgefiihrt. 22 nichttriviale, von
NOE-Daten abgeleitete Abstandsgrenzen wurden verwendet. Die Konformation
der vier Kohlenhydratringe wurde fiir das ungebundene Mimetikum 2 aus
homonuclearen und heteronuclearen Kopplungskonstanten abgelcitet und durch
Analyse von Transfer-NOE-Intensitaten fiir gebundenes 2 plausibilisiert. Die
Zuckerkonformationen wurden durch 36 Abstandsgrenzen zwischen Kohlen-
stoffatomen, dic weniger als 3 A im selben Ring auseinander liegen, fixiert. 50
Strukturen wurden mit der Dreiecksbedingung geglattct und im vierdimensio-
nalen Raum eingebettet. Die Strukturen wurden mit 10000 Simulated-Anneal-
ing-Schritten verfeinert. Dabei wurde die Molekiilmasse mit dem Faktor 1000
multipliziert. Die Strukturen wurden dann in 250 Schritten energieminimiert
(conjugate gradient). Die Summe der van-der-Waals-Radien wurde zur Ein-
schrankung verwendet. Alle anderen nichtbindenden Wechselwirkungen wurden
von den Rechnungen ausgeschlossen, um mdogliche von Kraftfeldparametern
hervorgerufene Artefakte zu eliminieren. Dadurch spiegelt die Strukturvielfalt
im Ensemble der Strukturen tatsichlich die gemessenen Daten wider und ist
nicht bloB eine Folge der Energieminimierung. 19 berechnete Strukturen
konvergierten zu Konformationen, dic alle Abstandseinschrinkungen innerhalb
von 0.05 A erfullten. Der rmsd-Wert der Strukturen betrug 0.25 A fiir die
Schweratome von Fucose, Galactose, (1R2R)-1,2-Cyclohexandiol (cyc-2) und
die Ca-C(O)-Atome der (.5)-Cyclohexylmilchsiure (cyc-1). Der rmsd-Wert fiir
alle Schweratome des Molekiils betrug 1.16 A.
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Sterisch gehinderte stabile nucleophile
Carbene**

Michael K. Denk,* Avinash Thadani, Ken Hatano und
Alan J. Lough

Nach frithen Untersuchungen von Wanzlick et al.l! wurde
die Chemie stabiler Carbenel’”] 1991 durch die strukturelle
Charakterisierung eines isolierbaren Carbens des Typs1
(R =1-Adamantyl) wiederbelebt.?l Solche Carbene sind
nun leicht zuginglich,>3 und ihre Chemie ist sehr vielfil-
tig.# Theoretische Untersuchungen haben bestitigt, daf3
Carbene des Typs 1 aromatisch stabilisiert sind.®) Der Viel-
zahl bekannter isolierbarer Carbenel>*! stehen mit 2 und 3
(R =Mesity])!"! bislang nur zwei nichtaromatische Verbin-
dungen gegeniiber. Die Isolierung des stabilen Bis(diisopro-
pylamino)carbens 2 durch Alder et al.l? zeigt erstmals, daB3
weder aromatische Delokalisierung noch stabilisierende Bei-
trage der Ringgeometrie notwendig sind, um stabile Diami-
nocarbene zu erhalten. Die Isolierbarkeit von Carbenen ist
begrenzt, da sie zu Olefinen dimerisieren kénnen,[®-1 doch ist
die Dimerisierung bei Carbenen 1 nach Chen et al.l'l thermo-
dynamisch nicht begiinstigt.

Nach der Untersuchung der zu den Carbenen 1 und 3
isostrukturellen, isolierbaren Silylene,l'?l Germylenel™ und
Phospheniumkationen™ zeigen wir nun, daB die Isolierbar-
keit der Carbene 3 anders als bei 1 lediglich kinetisch bedingt
ist und in kritischer Weise von der Grof3e des Substituenten R
abhingt. Die neuen Carbene 3a-3d wurden durch reduktive
Entschwefelung der entsprechenden Thioharnstoffe™ mit
Kalium in siedendem THF erhalten, wie von Kuhn et al.l' fiir
Carbene 2 bereits beschrieben wurde. Die analogen Harn-
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