
ZUSCHRIFTEN 
Einbettung von Losungsmittelmolekuilen sind in dem STM- 
Bild in Abbildung 2 C  durch Pfeile gekennzeichnet. Abbil- 
dung 2 D zeigt den in Abbildung 2 C markierten Bereich 
vergroljert. Die obere, polymerisierte Monoschicht, die von 
der unteren durch eine Domanengrenze getrennt ist, zeigt 
einen hellen Kontrast aufgrund der Polydiacetylenketten (wie 
in Abb. 2 A ) ,  wahrend in der unteren, unpolymerisierten 
Domane die Diacetylengruppen der individuellen Molekiile 
von 1 unterschieden werden konnen. Der mittlere Tunnel- 
strom verandert sich an der Stelle der Diacetylengruppen von 
der polymerisierten zur unpolymerisierten Domane nicht; er 
ist um den Faktor 1.5 groljer als der mittlere Tunnelstrom an 
der Stelle der Alkylketten. Die Diacetylengruppen konnen 
grundsatzlich zwei Orientierungen bezuglich 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 2 D sind die Diacetylengruppen nahezu horizontal 
orientiert, in der nachsten 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 PtlIr-Draht (SO%/ZO%, Durchmesser 
0.2 mm) gefertigt, wobei eine Atzlosung von 6 N NaCN/2 N KOH in Wasser 
verwendet wurde. Die Proben wurden folgendermaaen prapariert: Zuerst wurde 
die Diacetylenverbindung 1 in 1-Undecanol ( Aldrich, 99%) mit einer Konzen- 
tration von naherungsweise 1 mgmL-' aufgelost. Dann wurde ein Tropfen dieser 
Losung auf die Basalflache eines hochorientierten pyrolytischen Graphits 
(HOPG, Giite ZYB, Advanced Ceramics Inc., Cleveland, OH, USA) gegeben. 
Die STM-Spitze wurde in diese Losung eingetaucht und der Grenzflache 
FliissigkeitlGraphit genahert. Wahrend der Abtastung der Probe mit der Spitze 
wurde die Variation des Tunnelstroms detektiert, wobei der mittlere Tunnelstrom 
ca. 1 nA betrug. Fur ein Bild, bestehend aus 200 Linien und 200 Punkten pro 
Linie waren mindestens 7 s notwendig (die Grenzen sind durch die Leitpngsfa- 
higkeit des Discoverer-Instruments gegeben). Die Tunnelspannungen betrugen 
zwischen 0.5 und 1.5 V (Probe negativ). Ein Bild der Graphitoberflache konnte 
bei kleinen 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 uber eine 
groDe 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 untenvorfen. Die Bestrahlung wurde folgendermaflen durchgefiihrt: 
Zuerst wurde die Spitze zuriickgezogen und der STM-Kopf entfernt. Dann wurde 
die Graphitobertlache samt Losung mit einer CAMAG-Universallampe (A = 

254 nm) bestrahlt (Abstand zwischen Lampe und Oberflache 5 cm). Die 
Bestrahlungsdauer betrug 20-30 min. Nach der Bestrahlung wurde der STM- 
Kopf wieder installiert und das Abbilden fortgesetzt. 
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Wechselwirkungen von Sialyl-LewisX-verknupften Glyco- 
peptiden und Glycolipiden mit einigen Lectinen vom C-Typ, 
den sogenannten Selectinen, sind fur das ,,rolling" von 
Leukozyten verantwortlich, den ersten Schritt beim Leuko- 
zytenstrom zu Wunden und Entzundungen."] 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 groljev Aufwand wird derzeit 
versucht, kohlenhydratahnliche Wirkstoffe zu erforschen, die 
die Rolling-Phase der Immunagtwort durch Blockierung der 
Selectinbindungsstelle storcn.[2] Fur 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 leistungsfahige Methode, um bioaktive Konformatio- 
nen von Selectinantagonisten aufzuklaren. Sie ist sehr gut 
geeignet, um Wechselwirkungen zwischen Proteinen und 
Liganden mit den fur Selectinantagonisten typischen Bin- 
dungsaffinitaten im millimolaren bis mikromolaren Bereich 
zu st~dieren. '~] So wurde kurzlich die bioaktive Konformation 
von Sialyl-LewisX 1 durch Transfer-NOE-NMR-Studien am 
Sialyl-LewisX/E-Selectin-Komplex bestimmt.r4] Hier beschrei- 
ben wir erstmals die mit der gleichen Technik ermittelte 
bioaktive Konformation eines potenten Sialyl-LewisX-Mime- 
tikums (2, Schema 1) .I5] In unseren Testsystemen bindet das 
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Schema 1. Strukturen von Sialyl-LewisX 1 und dem Sialyl-LewisX-Mimetikum 2 
(mit Numerierung). Pharmakophore sind durch Kreise hervorgehoben. 

Mimetikum zehnmal starker an E-Selectin als Sialyl-LewisX 
(IC5,, von 1: 1.0-1.2m~, von 2: 0.10-0.11mM). 

Die NMR-Signale des Sialyl-LewisX-Mimetikums 2 wurden 
durch die 2D-NMR-Experimente ROESY, TOCSY, 
P.E.COSY, HSQC und HSQC-TOCSY zugeordnet. Die 
beiden letzten Experimente, bei denen der Heterokern 13C 
venvendet wird, wurden fur die eindeutige Zuordnung 
benotigt, weil die 'H-NMR-Signale der beiden Cyclohexyl- 

Tabelle 1. Chemische Verschiebungen ( W  und I3C-NMR) des Sialyl-LewisX- 
Mimetikums 2[a]. 

Position Cyc-1 Gal cyc-2 Fuc 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

COOH 

a 

4 

1.53 4.48 
35.9 102.7 
0.88(a) 3.52 
1.77(e) 72.9 

1.18(a) 3.38 
1.66(e) 85.6 

1.13(a) 3.88 
1.58(e) 68.9 

1.20(a) 3.58 
1.63(e) 77.0 

0.93(a) 3.71 
1.63(e) 64.2 

34.5 

28.4 

28.8 

28.6 

31.8 

185.5 

81.9 

- 

3.94 

1.51 (pro-S) 
1.58 (pro-R) 

43.9 

3.50 

3.72 
79.9 

81.1 

1.27(a) 
2.09(e) 

1.21(a) 
1.68(e) 

1.21(a) 
1.67 

1.24(a) 
2.05(e) 

32.4 

25.8 

25.8 

31.8 

4.97 

3.74 
98.3 

70.6 

3.89 
72.2 

3.78 
74.7 

4.60 
69.2 

1.18 
18.0 
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Bei 25°C in D,O, lOOmM Imidazol, pH7.4 (unkorrigiert). Die oberen Zahlen 
beziehen sich auf IH, die unteren auf I3C. Alle chemischen Verschiebungen sind 
bezogen auf 3-(Trimethylsilyl)-l-Propansulfonat (DSS). a kennzeichnet die 
axialen Protonen und e die aquatorialen Cyclohexylprotonen von (5')-Cyclohe- 
xylmilchsaure (Cyc-1) und (lR,2R)-l,2-Cyclohexandiol (Cyc-2). 

1 

2 

3 

t 
6 4  

5 
1 

2 

3 

t 
6 4  

5 

a) * *  
t . 

'I 

= 4  

4 3 2 1 
4-6 

Abb. 1. ZD-NOESY-Spektren des Sialyl-LewisX-Mimetikums 2. a) Freies 2 
( 1 7 m ~ ) ,  b) an E-Selectin gebundenes 2 (1 .75m~) .  Beide Spektren wurden im 
gleichen Puffer bei 25 "C aufgenommen. Die Mischzeit betrug 200 ms; ein Tlo- 
Relaxationsfilter wurde verwendet 161. Fur das Experiment b) wurden 3 5 p ~  E- 
SelectinlIgG-Konstrukt zugesetzt, um eine Mischung von 2 und E-Selectin im 
Netto-Verhaltnis 25:l zu erhalten. 

ringe stark iiberlappen. Die Signale der beiden diastereoto- 
pen exocyclischen HP-Protonen und der (S)-Cyclohexyl- 
milchsaureprotonen (Cyc-1) wurden individuell zugeordnet 
durch Analyse von homonuclearen 3J-Kopplungskonstanten 
aus dem P.E.COSY-, von heteronuclearen 3J-Kopplungskon- 
stanten aus dem HMBC-, sowie von ROE-Intensitaten aus 
dem ROESY-Experiment. Die Zuordnungen der 'H- und I3C- 
NMR-Signale von 2 sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Das 
NOESY-Spektrum des ungebundenen Sialyl-LewisX-Mimeti- 
kums 2 weist schwache, positive NOEs auf (also negative 
Kreuzsignale, Abb. 1 a). Nach Zugabe von E-Selectin lal3t das 
mit einem T,,-Relaxationsfilter[6] aufgenommene NOESY- 
Spektrum starke negative NOEs erkennen. Die bei 2 auftre- 
tenden negativen NOEs konnen deshalb eindeutig als Trans- 
fer-NOES interpretiert werden, anders als bei den Unter- 
suchungen mit Sialyl-LewisX l,[4c] bei denen negative NOES 
auch im ungebundenen Zustand festgestellt wurden. Die 
umgekehrten Vorzeichen der NOEs fur ungebundenes 1 und 
2 sind auf die unterschiedliche Molekiilbewegung in Losung, 
bedingt durch die unterschiedlichen Molekiilmassen, zuriick- 
zufiihren (1: M ,  991.0,2: M ,  578.6). 

Transfer-NOE-Spektren des Sialyl-LewisX-Mimetikums 2 
wurden mit Mischzeiten von 25, 50, 80, 100, 150, 200 und 
300 ms aufgenommen. Zusatzlich wurde ein Transfer-ROE- 
Experiment rnit einer Mischzeit von 80 ms durchgefiihrt. Die 
Transfer-NOE-Intensitaten wurden durch Integration der 
Kreuzsignale erhalten und als Aufbaukurven dargestellt, 
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diese wurden von 38 intramolekularen Abstanden analysiert. 
Anhand dieser Aufbaukurven und des Vorzeichens sowie der 
Starke 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 Abstande bis 3.5 A, 4.5 A bzw. 5.5 A 
iibersetzt. Transfer-NOES, die in Transfer-NOE-Spektren mit 
Mischzeiten unter 100 ms eindeutig fehlten und fur die keine 
NOEs beim freien Liganden detektiert wurden, wurden in 
Abstande groRer als 4 A  iibersetzt. In Tabelle2 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 fur 
die Strukturrechnungen der bioaktiven Konformation des Sialyl-LewisX-Mime- 
tikums 2[a]. 

3.5 
4.5 
4.5 
4.5 
3.5 
4.5 
4.5 
3.5 
3.5 
4.5 
5.5 
5.5 

4.0 
4.0 
4.0 

3.5 
5.5 
4.5 

4.0 
4.0 

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

Grenzen, die bei Venvendung der Isolated Spin Pair Appro- 
ximation ( ISPA)r7] erhalten wurden. Da das Mimetikum 2 
mehr als zehnmal starker bindet als das natiirliche Epitop 
Sialyl-LewisX 1, wurden engere Abstande auf der Basis von 
ISPA keine akkurateren Daten liefern. Die grol3e Zahl von 
Abstandsgrenzen kompensiert das Fehlen der Prazision 
individueller Abstande 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-LewisX-Mimetikums 2 ist in 
Abbildung 2 b gezeigt. Wahrend die Position des endstandi- 
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 
(1R,2R)-1,2-Cyclohexandiol-Spacer getrennt sind, liegen 
iibereinander. Abbildung 2 c zeigt die gleichen Strukturen 
aus einem anderen Blickwinkel. Man sieht hier, daR der Ca- 
C( 0)-Bindungsvektor der (S)-Cyclohexylmilchsaure durch 
die NMR-Daten gut definiert ist. Die Lage der Sauerstoff- 
atome ist jedoch wegen des Fehlens gebundener Protonen 
unbestimmt, so daR die Carboxygruppe frei drehbar erscheint. 
Ein Vergleich der bioaktiven Konformationen von 1 und 2 
( Abb. 2 a, b) zeigt, da13 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 DGII. c) Bildteil b) aus einem anderen Blickwin- 
kel. 

von gebundenem Sialyl-LewisX 114c] und gebundenem 2 sehr 
ahnlich sind. Charakteristisch fur beide Molekiile ist die 
gestaffelte Anordnung des Molekiilkerns. Auch die Carboxy- 
gruppen der N-Acetylneuraminsaure und der (S)-Cyclohe- 
xylmilchsaure sind gleich ausgerichtet, wahrend der restliche 
Teil der N-Acetylneuraminsaure 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 
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durch den Diederwinkel C2NeuNAc-OG~cNAc'Fuc-ClFuc-C4Fuc, ge- 
gen die Orientierung der Saure, definiert durch den Dieder- 
winkel C1NeuNAc-C2NeuNAc-OG~cNAciFuc-ClFuc, aufgetragen. In 
diesem internen Koordinatensystem betragt der Diedenvin- 
kel, der die Konformation des Molekulkerns bestimmt, in 2 
- 36.4(5.8)" und in 1 - 40.2(4.7)". Der Diedenvinkel, der die 
Orientierung der Saure beschreibt, betragt 120.5(16.1)" in 2 
und 110.7(9.0)" in 1. Die bioaktiven Konformationen von 1 
und 2 uberlappen also im internen Koordinatenplot und 
stimmen deshalb im Rahmen der MeBgenauigkeit uberein. 

OR AWH 
HO K) on HNAc 

OH OH 
,&'n 

Konformation des Molekulkerns Orientierung der Saure 

360 

300 3301 
240 2701 
2 1 o j  I 

Konformation des Molekulkerns 

sacht werden und Flexibilitat vortauschen, wenn Strukturen 
nur auf der Basis von NOEs berechnet werden. Im Falle des 
Mimetikums 2 konnte der beobachtete Mangel an NOEs fur 
den endstandigen Cyclohexylring dann nur auf eine gestreck- 
te Konformation des Rings zuruckzufuhren sein, unabhangig 
von dessen Flexibilitat. Die beiden moglichen Ursachen 
konnen fur das Mimetikum 2 also nicht eindeutig unter- 
schieden werden. Dies ware im Prinzip moglich durch 
Messung von 13C-Relaxationsparametern und deren Inter- 
pretation im Rahmen geeigneter M~delle,[~I doch wurde eine 
solche Untersuchung bisher nicht durchgefiihrt und erscheint 
fur gebundenes Sialyl-LewisX sehr schwierig. Es sollte fest- 
gehalten werden, daB der ungeordnete Cyclohexylring nicht 
notwendigenveise Mobilitat im gebundenen Zustand wider- 
spiegelt. 

Das rationale Design von Sialyl-LewisX-Mimetika hangt 
entscheidend von der Kenntnis der Struktur ihrer Komplexe 
rnit E-Selectin ab. Zwar wurde noch keine Struktur eines 
Komplexes von E-Selectin rnit einem Liganden publiziert, 
aber die Struktur von E-Selectin im Kristall[lol und die aus 
NMR-Daten berechneten Strukturen von Sialyl-LewisX l l 4 ]  
und dem Mimetikum 2, beide gebunden an E-Selectin, sind 
nun verfugbar. 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 
Aminosauren identifiziert, die fur die Bindung von Sialyl- 
LewisX 1 verantwortlich sind.['*] Auf der Grundlage dieser 
Daten ist es moglich, ein Model1 des E-Selectin/Sialyl-LewisX- 
Komplexes zu erstellen, das das rationale Design weiterer 
potenter Sialyl-LewisX-Analoga erleichert. 

Experimentelles 

Die Ektodomanen von humanem E-Selectin wurden durch Polymerase-Ketten- 
reaktion (PCR) mit der Fc-Region von humanem IgGl kombiniert und in den 
Expressionsvektor pcDNAIlneo (Invitrogen) kloniert. Durch Transfektion von 
CHO-K1-Zellen ( ATCC CCL-61) und Selektion mit (3418 (Gibco) wurde eine 
stabile Zellinie erhalten, die ca. 25 pgmL-' rekombinantes E-SelectinlhIgG 
sekretierte. Zur Produktion groBerer Mengen wurde diese Zellinie in einem 

I 

Abb. 3. Interner Koordinatenplot [ 5 ]  der bioaktiven Konfomationen 
2 ( x ). Naheres siehe Text. 

1 (o) Hohlfaserbioreaktor (1.1 m2, 50 mL, cellco) in Opti-MEM-Kultumedium 
(Gibco) kultiviert, das rnit 2 %  fotalem Kalberserum und 200rngmL-' Gen- 
tamycin erganzt wurde. Konditionierte Zelliiberstande wurden zuerst durch 
Affinitatschromatographie an Protein-A-Agarose (Sigma) gereinigt. Die durch 
Elution mit 2 0 m ~  Glycin-HCI, pH 3.0, erhaltene Proteinfraktion wurde nach 
Neutralisierung direkt an einer Anti-Human-E-Selectin-Affinitatssaule (2 mg Die Anwesenheit der Carboxygruppe ist eine Vorausset- _ _  _ _  

zung fur die biologische Aktivitat.[8] N~~~~~~ Untersuchun- monoklonaler Antikorper 7A9 pro mL Affigel) chromatographisch gereinigt. 
Spezifisch gebundenes E-SelectinlIgG wurde mit 5 M Harnstoff in gepufferter gen zufolge hangt die Bioaktivitat eines potentiellen Mime- 

tikums mit Seiner Fahigkeit zusammen, die benotigte Orien- 
Salzlosung eluiert und ansch1iefiend gegen Dubeccos PBS-Losung ( PBS ~ 

phosphate buffered saline) dialvsiert. Das erhaltene Protein wies in einer . .  I _  

tierung der Carboxygruppe zu p r a ~ e n t i e r e n . [ ~ ~ ~ ~ ]  Die Natriumdodecylsulfat(SDS)-Polyamidgelelektrophorese unter reduzierenden - -  _ _  
Resultate der vorliegenden Untersuchungen erharten diese 
Hypothese7 indem zeigen, daB die Carboxygruppe h den 
bioaktiven Konformationen von Sialyl-LewisX 1 und im auf ein Endvolumen von 0.5 mL konzentriert. 

Bedingungen eine einzige Bande bei ca. 140 kDa auf. Fur die NMR-Analyse 
wurden ca. 6 mg E-SelectinlhIgG gegen 5 0 m ~  perdeuteriertes Imidazol (Sig- 
ma), 1 mM CaCI,, pH 7.4, in D,O dialysiert und mit Centricon YM-50 (Amicon) 

Mimetikum 2 tatsachlich gleich orientiert ist. Zusammen- 
fassend stellen wir fest, daB alle funktionellen Gruppen in 1, 
die fur die Bindung benotigt werden (siehe Schema l), in 2 
sehr ahnlich orientiert sind. Dies spricht dafur, 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 endstandi- 
gen Cyclohexylrings, konnen zwei vollig unterschiedliche 
Ursachen haben: Zum einen kann echte Flexibilitat und die 
damit verbundene Abnahme der Korrelationszeit von Inter- 
protonvektoren zum Fehlen von NOEs fiihren, auch wenn 
zwei Protonen zumindest zeitweise benachbart sind. Zum 
anderen kann ein Mangel an NOEs auch in starren Molekulen 
einfach durch einen Mangel benachbarter Protonen verur- 

IC,,-Werte wurden mit einem Standard-ELISA-Assay bestimmt. Dazu wurde E- 
SelectidhIgG und sLe"-enthaltendes, biotinyliertes Polymer verwendet. Die 
Napfchen einer Mikrotiterplatte (Platte 1, Falcon probind) wurden mit E- 
SelectinlhIgG beschichtet, indem 100 pL des gereinigten E-SelectinihIgG mit 
einer Konzentration von 200 ng pro Napfchen in 5 0 m ~  Tris-Puffer, 0 . 1 5 ~  NaCI, 
2mM CaCI,, pH 7.4 (Tris-Ca*+) inkubiert wurden. Nach 2 h wurden 100 pL einer 
1:l-Mischung aus 1 %  BSA in Tris-Ca2+ und Stabilcoat zu jedem Napfchen 
zugegeben und bei 22 "C inkubiert, um unspezifische Bindung zu blockieren. 
Wahrenddessen wurden die zu testenden, in Tris-Ca2+ und 1 % BSA gelosten 
Inhibitoren durch aufeinanderfolgende zweifache Verdiinnung in eine zweite U- 
formige Mikrotiterplatte (Platte 2, Costar) titriert. In jedes Napfchen wurde ein 
gleiches Volumen eines vorgebildeten Komplexes von biotinyliertem sLea- 
Polymer und Meerrettich-Peroxidase-markiertem Streptavidin (KPL, Gathers- 
burg, MD, USA; 1 mgmL-' in Tris-Ca2+, 1 % BSA) gegeben. Nach 2 h bei 2 2 T  
wurde Platte 1 mit Tris-Ca2+ gewaschen, und 100 p L  pro Napfchen wurden von 
Platte 2 nach Platte 1 transferiert. Die Bindungsreaktion wurde 2 h unter 
Schiitteln bei 22°C fortgesetzt. Platte 1 wurde dann mit Tris-Caz+ gewaschen, 
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und jedes Napfchen wurde mit 100 pL 3,3',5,5'-TetramethyIbenzidin-Substrat 
(KPL, Gathersburg, MD, USA) versetzt. Nach drei Minuten wurde die 
colorimetrische Reaktion durch Zugabe von 100 pL l~ H,PO, pro Napfchen 
becndet, und die optische Dichte wurde bei 450 nm bestimmt. 

Alle NMR-Experimente wurden bei 25 "C mit einem Varian-UnityPlus-600- 
MHz-Spektrometer ausgefuhrt; es wurden suszeptibilitatsangepaflte NMR- 
Rohrchen (Shigemi) mit einem Probenvolumen von 220 pL vcrwendet. Die 
Probe enthielt 35 PM E-Selectin-Konstrukt und 1 7 5 0 ~ ~  des Sialyl-LewisX- 
Mimetikums 2 in lOOmM deuteriertem Imidazol (pH 7.4) und 1 mM CaCI, in 
D,O. Da jedes E-SelectinlhIgG-Molekul zwei Bindungsstellen fur Sialyl-LewisX 
enthalt, betrug das tatsachliche Verhaltnis Protein:Ligand 1:25. NOESY- 
Spektren wurden mit einem Spinlock-Filter [6] vor I ,  von 20 ms Dauer und 
9 kHz Feldstarke aufgenommen. Die Repetitionszeit betrug 1.85 s. Die Spektren 
wurden mit 384 komplexen Punkten in f ,  und 32 Scans pro l,-lnkrement 
aufgenommen. 

Die Strukturrechnungen wurden mit dem Distanzgeometrie-Programm DGII 
(INSIGHTII, MSI) auf einer SGI-Workstation durchgefuhrt. 22 nichttriviale, von 
NOE-Daten abgeleitete Abstandsgrenzen wurden verwendet. Die Konformation 
der vier Kohlenhydratringe wurde fur das ungebundene Mimetikum 2 aus 
homonuclearen und heteronuclearen Kopplungskonstanten abgeleitet und durch 
Analyse von Transfer-NOE-Intensitaten fur gebundenes 2 plausibilisiert. Die 
Zuckerkonformationen wurden durch 36 Abstandsgrenzen zwischen Kohlen- 
stoffatomen, die wcniger als 3 A im selben Ring auseinander liegen, fixiert. 50 
Strukturen wurden rnit der Dreiecksbedingung geglattet und im vierdimensio- 
nalen Raum eingebettet. Die Strukturen wurden mit 10000 Simulated-Anneal- 
ing-Schritten verfeinert. Dabei wurde die Molekulmasse 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 
van den Rechnungen ausgeschlossen, um mogliche van Kraftfeldparametern 
hervorgerufene Artefakte zu eliminieren. Dadurch spiegelt die Strukturvielfalt 
im Ensemble der Strukturen tatsachlich die gemessenen Daten wider und ist 
nicht bloB eine Folge der Energieminirnierung. 19 berechnete Strukturen 
konvergierten zu Konformationen, die alle Abstandseinschrankungen innerhalb 
van 0.05 A erfullten. Der rmsd-Wert der Strukturen betrug 0.25 A fur die 
Schweratome van Fucose, Galactose, (lR,2R)-1,2-Cyclohexandiol (cyc-2) und 
die Ca-C( 0)-Atome der (S)-Cyclohexylmilchsaure (cyc-1). Der rmsd-Wert fur 
alle Schweratome des Molekuls betrug 1.16 A. 

Eingegangen am 20. Mai 1997 [Z10449] 

Stichworter: Kohlenhydrate - NMR-Spektroskopie - Sialyl- 
Lewis" 

[I] a)  S. R. Sharar, R. K. Winn, J. M. Harlan, Springer Semin. Immunopathol. 
1995, 16, 359 -378; b) F. Dasgupta, B. N. N. Rao, Exp. Opin. Invest. Drugs 
1994,3,709 -724; c) J. K. Welply, J. L. Keene, J. J. Schmuke, S. C. Howard, 
Biochim. Biophys. Acta 1994,1197,215-226; d) R. P. McEver, Curr. Opin. 
Immunol. 1994, 6 ,  75-84; e)  S. D. Rosen, C. R. Bertozzi, Curr. Opin. Cell 
Bid.  1994, 6 ,  663-673. 

[2] a) H. Ohmoto, K. Nakamura, T. Inoue, N. Kondo, Y. Inoue, K. Yoshino, H. 
Kondo, H. Ishida, M. Kiso, A. Hasegawa, J. Med. Chem. 1996.39, 1339- 
1343; b) M. Yoshida, A. Uchimura, M. Kiso, A. Hasegawa, Clycoconjugate 
J.  1993, 10, 3-15; c) B. K. Brandley, M. Kiso, S. Abbas, P. Nikrad, 0. 
Srivastava, C. Foxall, Y. Oda, A. Hasegawa, Glycobiology 1993,3,633-639; 
d)  M. W. Cappi, W. J. Moree, L. Qiao, T. G. Marron, G. Weitz-Schmidt, C.- 
H. Wong,Angew. Chem. 1996,108,2501 -2503; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 
1996, 35, 2346-2348; e)  G. Dekany, K. Wright, I? Ward, I. Toth, J. 
Carbohydr. Chem. 1996, 15, 383-398; I) C.-C. Lin, M. Shimazaki, M.-P. 
Heck, S. Aoki, R. Wang, T. Kimura, H. Ritzkn, S. Takayama, S.-H. Wu, G. 
Weitz-Schmidt, C.-H. Wong, J. Am. Chem. SOC. 1996, 118, 6826-6840; g) 
J. C. Prodger, M. J. Bamford, M. I. Bird, P. M. Gore, D. S. Holmes, R. Priest, 
V. Saez, Bioorg. Med. Chem. 1996, 4, 793-801; h) S. Hanessian, H. 
Prabhanjan, Synlett 1994, 868-870; i) B. DuprC, H. Bui, I. L. Scott, R. V. 
Market, K. M. Kellcr, P. J. Beck, T. I? Kogan, Bioorg. Med. Chem. Lett. 1996, 
6 ,  569-572; k) J. Y. Ramphal, M. Hiroshige, B. Lou, J. J. Gaudino, M. 
Hayashi, S. M. Chen, L. C. Chiang, F. C. A. Gaeta, S. A. DeFrees, J. Med. 
Chem. 1996,39,1357-1360. 

[3] a) G. M. Clare, A. M. Gronenborn, J. M a p .  Reson. 1982,48,402-417; b) 
A. P. Campbell, B. D. Sykes, Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 1993, 22, 
99-122; c) F. Ni, Prog. Nucl. Magn. Reson. Specfrosc. 1994,26, 517-606. 

[4] a) R. M. Cooke, R. S. Hale, S. G. Lister, G. Shah, M. P. Weir, Biochemistry 
1994, 33, 10591 -10596; b) P. Hensley, P. J. McDevitt, I. Brooks, J. J. Trill, 
J. A. Feild, D. E. McNulty, J. R. Connor, D. E. Griswold, N. V. Kumar, K. D. 
Kopple, S. A. Cam, B. J. Dalton, K. Johanson, J. Biol. Chem. 1994, 269, 
23949-23958; c) K. Scheffler, B. Ernst, A. Katopodis, J. L. Magnani, W. T. 
Wang, R. Weisemann, T. Peters, Angew. Chem. 1995, 107, 2034-2037; 
Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1995,34,1841- 1844. 

Angew. Chem. 1997,109, Nr. 23 0 WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinhe 

[5] a) H. C. Kolb, B. Ernst, Chem. Eur. J. 1997, 3, 1571 -1578; b) Pure Appl. 

[6] T. Scherf, J. Anglister, Biophys. J. 1993, 64, 754-761. 
[7] A. M. Gronenborn, G. M. Clare, Prog. Nucl. Magn. Reson. Specfrosc. 1985, 

171-32. 
[8] a) C.-T. Yuen, A. M. Lawson, W. Chai, M. Larkin, M. S. Stall, A. C. Stuart, 

F. X. Sullivan, T. J. Ahern, T. Feizi, Biochemistry 1992,31,9126-9131; b) G. 
Thoma, F. Schwarzenbach, R. 0. Duthaler,J. Org. Chem. 1996,61,514-524. 

[Y] a )  G. Lipari, A. Szabo, J. Am. Chem. Soc. 1982, 104, 4546-4559; b) R. 
Bruschweiler, D. Case, Prog. Nucl. Magn. Reson. Spectrosc. 1994,26,27-58. 

[lo] B. J. Graves, R. L. Crowther, C. Chandran, J. M. Rumberger, S. Li, K.-S. 
Huang, D. H. Presky, I? C. Familletti, B. A. Wolitzky, D. K. Burns, Nature 
1994,367,532-538. 

1111 a) J. Y. Ramphal, Z.-L. Zheng, C. Perez, L. E. Walker, S. A. DeFrees, 
F.C.A. Gaeta, J. Med. Chem. 1994, 37, 3459-3463; b) W. Stahl, U. 
Sprengard, G. Kretschmar, H. Kunz, Angew. Chem. 1994,106,2186-2188; 
Angew. Chem. Inr. Ed. Engl. 1994,33,2096-2098; c) A. Hasegawa, M. Kato, 
T. Ando, H. Ishida, M. Kiso, Carbohydr. Res. 1995,274, 165-181. 

[I21 a) D. V. Erbe, B. A. Wolitzy, L. G. Presta, C. R. Norton, R. J. Ramos, D. K. 
Burns, J. M. Rumberger, B. N. N. Rao, C. Foxall, B. K. Brandley, L. A. 
Lasky, J. Cell Biol. 1992, 119, 215-227; b) B. M. Revelle, D. Scott, T. P. 
Kogan, J. Zheng, P. J. Beck, J. Biol. Chem. 1996,271,4289 -4297; c) B. M. 
Revelle, D. Scott, P. J. Beck, ibid. 1996,271, 16 160 - 16 170. 

Chem. 1997,69,1879 - 1884. 

Sterisch gehinderte stabile nucleophile 
Carbene** 
Michael K. Denk,* Avinash Thadani, Ken Hatano und 
Alan J. Lough 

Nach fruhen Untersuchungen von Wanzlick et al.['l wurde 
die Chemie stabiler Carbene[1-71 1991 durch die strukturelle 
Charakterisierung eines isolierbaren Carbens des Typs 1 
( R  = 1-Adamantyl) wiederbelebt.[2] Solche Carbene sind 
nun leicht zugangli~h,[~.~I und ihre Chemie ist sehr vielfal- 
tig.fz4I Theoretische Untersuchungen haben bestatigt, daB 
Carbene des Typs 1 aromatisch stabilisiert sind.L51 Der Viel- 
zahl bekannter isolierbarer Carbene[z4] stehen mit 2[61 und 3 
( R  = Me~ityl)[~I bislang nur zwei nichtaromatische Verbin- 
dungen gegenuber. Die Isolierung des stabilen Bis(diisopr0- 
py1amino)carbens 2 durch Alder et a1.r6I zeigt erstmals, daB 
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 konnen,[s-ll] doch ist 
die Dimerisierung bei Carbenen 1 nach Chen et al.L1l1 thermo- 
dynamisch nicht begunstigt. 

Nach der Untersuchung der zu den Carbenen 1 und 3 
isostrukturellen, isolierbaren Silylene,['21 Germ~lene"~]  und 
Phospheni~mkationen~'~] zeigen wir nun, daB die Isolierbar- 
keit der Carbene 3 anders als bei 1 lediglich kinetisch bedingt 
ist und in kritischer Weise von der GroBe des Substituenten R 
abhangt. Die neuen Carbene 3a - 3 d wurden durch reduktive 
Entschwefelung der entsprechenden Thioharn~toffe['~] mit 
Kalium in siedendem THF erhalten, wie von Kuhn et ald161 fur 
Carbene 2 bereits beschrieben wurde. Die analogen Harn- 
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