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Bei der körpereigenen Bekämpfung von Gewebeläsionen
oder mikrobiellen Infektionen spielen Leukozyten eine
zentrale Rolle. Damit diese ihre Abwehrfunktion ausüben
können, müssen sie gezielt in die betroffenen Gewebebe-
reiche gelangen. Der erste Schritt in dieser inflammatorischen
Kaskade ist die durch Cytokine vermittelte Expression von P-
und E-Selectin, die, auf der Oberfläche von Endothelzellen
plaziert, spezifisch mit Liganden auf Leukozytenoberflächen
wechselwirken. Bei E-Selectin ist dies der ESLÿ 1- und bei
P-Selectin der PSGLÿ 1-Ligand.[1] Die spezifischen Wechsel-
wirkungen zwischen Selectinen und Liganden bewirken zu-
nächst ein ¹Rollingª der Leukozyten, das zu weiteren
spezifischen Wechselwirkungen mit anderen membranständi-
gen Proteinen führt und schlieûlich eine Auswanderung der
Leukozyten in das betroffene Gewebe verursacht. In patho-
logischen Situationen, wie etwa bei Myocardinfarkt, Trans-
plantationen oder rheumatoider Arthritis, ist die Unterbin-
dung der inflammatorischen Kaskade wünschenswert. Daher
konzentrieren sich viele Bemühungen auf die Herstellung von
potenten P- oder E-Selectin-Antagonisten.[2] Im Falle von
E-Selectin konnte kürzlich die bioaktive Konformation des
Sialyl-Lewisx-Mimetikums 2 mit Hilfe von Transfer-NOE-
Experimenten aufgeklärt werden.[3] Es zeigte sich, daû die
bioaktive Konformation dieses Antagonisten groûe ¾hnlich-
keit mit der bioaktiven Konformation von Sialyl-Lewisx 1
(siehe Schema 1) hat.[4]

Bei der Suche nach Sialyl-Lewisx-Mimetika ist man, wie
generell bei der Suche nach Wirkstoffen, auf Screeningver-
fahren angewiesen, die die rasche Identifizierung von Ver-
bindungen als Leitsubstanzen ermöglichen. Ein von uns
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kürzlich beschriebenes Verfahren ± die
¹Bioaffinitäts-NMR-Spektroskopieª ±
basiert auf der selektiven Detektion
von Transfer-NOEs (trNOEs),[5] d.h.,
es nutzt die Tatsache, daû kleine Mole-
küle (relative Molekülmasse bis ca.
2 kDa) bei der Bindung an ein Rezep-
torprotein stark negative trNOEs zei-
gen und so von nichtbindenden Mole-
külen mit schwach positiven NOEs
unterschieden werden können. Es ist
weder eine Isotopenmarkierung des
Proteins erforderlich, noch gibt es eine
Beschränkung für die relative Molekül-
masse des Rezeptorproteins. Leitsub-
stanzen in der pharmakologischen For-
schung haben idealerweise relative Mo-
lekülmassen unter 1 kDa und sind
daher prinzipiell gut mit Hilfe des
genannten Verfahrens identifizierbar.
Da sich trNOEs hervorragend für die
Analyse bioaktiver Konformationen[6]

eignen, sollte zudem die Analyse bio-
aktiver Konformationen von Liganden
in Substanzgemischen möglich sein.

Für kleinere Proteine (<30 kDa)
wurde in den letzten Jahren ein anderes
Verfahren vorgestellt, das darauf be-
ruht, daû ligandeninduzierte ¾nderun-
gen der 15N-chemischen Verschiebun-
gen von Aminosäuren in der Bindungs-
stelle mit Hilfe von 15N-HSQC-
Spektroskopie beobachtet werden.[7]

Wir konnten dieses Verfahren aller-
dings nicht anwenden, da das rekom-
binant gewonnene E-Selectin, das als
IgG-Chimäre vorliegt, eine relative
Molekülmasse von ca. 220 kDa hat
und damit weit oberhalb des für die
15N-HSQC-Spektroskopie zugänglichen
Bereichs liegt.

Im folgenden zeigen wir, daû mit der
Bioaffinitäts-NMR-Spektroskopie bio-
aktive Komponenten auch dann identi-
fiziert werden können, wenn strukturell
verwandte Liganden in einer Bibliothek
zugegen sind. Die gewählte Substanzbi-
bliothek bestand aus zehn Verbindun-
gen (2 ± 11, Schema 1), von denen sie-
ben eine vom Lewisa- oder Lewisx-
Motiv abgeleitete Grundstruktur haben
(2, 3, 6, 7, 9, 10, 11). Dabei sind die
Tetrasaccharide 10 und 11 nur sehr gering modifizierte
Derivate des Sialyl-Lewisx- bzw. Sialyl-Lewisa-Tetrasaccha-
rids. 10 unterscheidet sich von Sialyl-Lewisx 1 lediglich
dadurch, daû die 2-Hydroxyfunktion der l-Fucose als Me-
thylether vorliegt. Das Sialyl-Lewisa-Derivat 11 enthält statt
der l-Fucose eine l-Galactose. Die Verbindungen 4,[8] 5 und 8
sind weiter vereinfachte Sialyl-Lewisx-Mimetika, die einzig

den Fucoserest und die Carboxygruppe der natürlichen
Verbindung 1 als potentielles Wirkprinzip enthalten.

Von dieser Ligandenbibliothek wurden NOESY-Spektren
bei mehreren Temperaturen aufgenommen. Es zeigte sich,
daû einige Liganden bei Raumtemperatur schwach negative
NOEs, die meisten aber schwach positive NOEs aufweisen,
wie es für niedermolekulare Verbindungen typisch ist. Bei

Schema 1. Formeln der in der Substanzbibliothek vorhandenen Verbindungen 2 ± 11 im Vergleich zur
Sialyl-Lewisx-Grundstruktur 1.
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310 K wurden keine negativen NOEs mehr beobachtet, so
daû bei dieser Temperatur eine klare Unterscheidung zwi-
schen trNOEs (negatives Vorzeichen) und NOEs (positives
Vorzeichen) möglich war. Das NOESY-Spektrum des Sub-
stanzgemisches zeigte erwartungsgemäû ein komplexes Si-
gnalmuster, das die Identifizierung einzelner Komponenten
unmöglich machte (Abbildung 1, links).

Abbildung 1. Links: 2D-NOESY-Spektrum des Substanzgemisches in
D2O bei 310 K. Die Mischzeit betrug 900 ms. Es traten ausschlieûlich
positive NOEs (rot) auf. Rechts: 2D-trNOESY-Spektrum des Substanzge-
misches in Gegenwart von E-Selectin bei einer Mischzeit von 300 ms und
einer Temperatur von 310 K. Es wurde ein Spinlockfilter[10] von 15 ms
verwendet. Das Molverhältnis von Bindungsstellen zu Liganden war 1:15
(siehe Experimentelles). Die gezeigten Kreuzsignale sind negativ (trNOEs)
und können der bioaktiven Komponente 2 zugeordnet werden. Es sind
ausschlieûlich negative Kreuzsignale (schwarz) dargestellt. Kreuzsignale,
die durch Spindiffusion hervorgerufen wurden, sind mit einem Pfeil
gekennzeichnet. GP kennzeichnet Signale des Glycananteils von E-Selec-
tin.

Für die trNOE-Experimente wurde das rekombinante
E-Selectin/hIgG enzymatisch deglycosyliert, da bekannt
war, daû die Signale der kovalent gebundenen Sialyl-N-
acetyllactosaminketten die trNOE-Messungen stören.[4] Die
Behandlung mit Glycopeptidase F (PNGase F) und Neurami-
nidase aus Clostridium perfringens konnte den Anteil kova-
lent gebundener Kohlenhydratketten auf etwa ein Sechstel
reduzieren. Die Sialinsäurereste wurden dabei zu mehr als
90 % entfernt. Die anschlieûende Behandlung mit b-Galacto-
sidase aus E. coli führte zu einer Reduzierung der E-Selectin-
Aktivität auf etwa 10 %, so daû eine weitere Deglycosylierung
nicht möglich war. NOESY-Spektren des deglycosylierten
E-Selectins zeigten, daû die üblicherweise intensiven 1H-
NMR-Signale der Sialinsäurereste nahezu verschwunden
waren, während die N-Acetyllactosaminsignale weiterhin
einen Störfaktor darstellten.

Bei 310 K wurden trnoesy-Spektren der Ligandenbiblio-
thek in unterschiedlich hohem Überschuû relativ zu deglyco-
syliertem E-Selectin aufgenommen, um sicherzustellen, daû
für Komponenten, die in unterschiedlichen Konzentrationen
in der Mischung zugegen sind, günstige Verhältnisse für die
Beobachtung potentieller trNOEs vorliegen. Die Verhältnisse
waren 5:1, 8:1, 12:1, 15:1 und 20:1. In allen Fällen konnten
trNOEs beobachtet werden, wobei sich ein Überschuû von
15:1 als optimal (maximale trNOEs) erwies.

Ein Vergleich des NOESY-Spektrums der freien Bibliothek
(Abbildung 1, links) mit dem trNOESY-Spektrum der Biblio-

thek in Gegenwart von E-Selectin (Abbildung 1, rechts) zeigt,
daû die Mehrzahl der Kreuzsignale im trNOESY-Spektrum
fehlt (sie treten unter diesen Meûbedingungen als schwach
positive NOEs in Erscheinung, die dadurch leicht von den
stark negativen trNOEs unterschieden werden können).
Beispielsweise werden im Bereich der chemischen Verschie-
bungen aromatischer Protonen keine trNOEs beobachtet, so
daû die Verbindungen 4, 6, 7, 8 und 9 als bioaktive
Komponenten ausscheiden. Auch fehlen die für N-Acetyl-
neuraminsäurereste typischen Signalmuster, z.B. die Kreuzsi-
gnale zwischen den geminal angeordneten Protonen an C3
der N-Acetylneuraminsäureeinheiten. Somit scheiden die
Verbindungen 10 und 11 als bioaktive Komponenten eben-
falls aus. Verbindung 5, die l-Fucose in C-glycosidischer
Verknüpfung enthält, zeichnet sich durch das Vorhandensein
von 13 CH2-Gruppen aus. Im trNOESY-Spektrum findet sich
jedoch kein Anzeichen für eine derartige Vielzahl an CH2-
Gruppen. Somit ist das beobachtete trNOE-Kreuzsignalmu-
ster entweder Verbindung 2 oder Verbindung 3 zuzuordnen.
Beide sind von der natürlichen Sialyl-Lewisx-Struktur 1
abgeleitet, wobei der N-Acetylglucosaminrest durch einen
Cyclohexandiolring (Cyc) und die N-Acetylneuraminsäure
durch einen Cyclohexylmilchsäurerest (Lact) ersetzt ist. In 2
ist die Cyclohexylmilchsäure S- und in 3 R-konfiguriert. Eine
Unterscheidung dieser beiden Verbindungen anhand des
trNOE-Kreuzsignalmusters war nicht möglich. Hier wurde
ein Vergleich mit den NOESY-Spektren der Einzelverbin-
dungen erforderlich. Dieser ergab, daû es sich bei der
bioaktiven Komponente um Verbindung 2 handelt, wie im
folgenden näher ausgeführt wird.

Eine vollständige Zuordnung der 1H-NMR-Signale ist für
das Sialyl-Lewisx-Mimetikum 2 bereits erfolgt,[3] und die
bioaktive Konformation konnte mit Hilfe von trNOE-Expe-
rimenten ermittelt werden. Daher soll im folgenden nur die
Zuordnung einiger wichtiger Signale kurz diskutiert werden.
Besonders charakteristisch für die bioaktive Verbindung 2
sind die in Abbildung 2 gezeigten Ausschnitte aus dem
NOESY- (links) und dem trNOESY-Spektrum (rechts). Es

Abbildung 2. Links: Ausschnitt aus dem 2D-NOESY-Spektrum in Abbil-
dung 1. Rechts: Ausschnitt aus dem 2D-trNOESY-Spektrum in Abbil-
dung 1. Deutlich zu erkennen sind die für 2 typischen Kreuzsignalmuster,
von denen einige beschriftet sind. Unter diesen Kreuzsignalen befinden
sich interglycosidische trNOEs zwischen den anomeren Protonen von
Fucose und Galactose und dem Cyclohexanring. Der eingekreiste Bereich
weist auf die Auslöschung eines interglycosidischen trNOE durch Über-
lagerungen mit positiven NOEs der freien Bibliothek hin (siehe Diskussion
im Text).
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finden sich eine Reihe interglycosidischer trNOEs zwischen
dem Cyclohexandiolring (Cyc) einerseits und der Fucose (F)
sowie der Galactose (G) andererseits, von denen einige in
Abbildung 2 gekennzeichnet sind. Von H1G ausgehend finden
sich beispielsweise interglycosidische trNOEs nach H3aCyc,
H4aCyc, H4eCyc und H5eCyc, von denen die letzten drei durch
Spindiffusion im Cyclohexanring hervorgerufen werden.
Auch der interglycosidische trNOE zwischen H2G und H6F

ist zweifelsfrei zu erkennen. Ein weiterer charakteristischer
trNOE zwischen HaLact und H3G wird ebenfalls beobachtet
(im Ausschnitt von Abbildung 2 nicht zu sehen). Weitere für 2
typische Kreuzsignale werden sowohl innerhalb des Cyclohe-
xanrings als auch innerhalb des Cyclohexylmilchsäurerests
beobachtet, wie dies in Abbildung 2 angedeutet ist. Ausge-
hend von H1F finden sich interglycosidische trNOEs nach
H6aCyc, H6eCyc, H4aCyc, H4eCyc, H5eCyc und H3aCyc. Da nur die
Effekte nach H6aCyc und H6eCyc als ¹direkteª trNOEs
bezeichnet werden können, ist auch hier ein hoher Anteil
an Spindiffusion vorhanden. Das Kreuzsignal für die per
Spindiffusion vermittelte Konnektivität zwischen H1F und
den Protonen H4eCyc und H5eCyc liegt auf einer Spur von
weiteren Kreuzsignalen (diese ist in Abbildung 1, rechts mit
einem Pfeil gekennzeichnet), die nahezu ausschlieûlich auf
Spindiffusion zurückzuführen sind. Dies wird beim Vergleich
mit dem NOESY-Spektrum der freien Bibliothek (Abbil-
dung 2, links) deutlich, da dort diese Kreuzsignale fehlen.
Ebenfalls auf Spindiffusion ist die Tatsache zurückzuführen,
daû alle Protonen der Fucose intraglycosidische trNOEs zu
der C6-Methylgruppe der Fucose zeigen (Abbildung 2,
rechts). Während Spindiffusion für die strukturelle Charak-
terisierung biologischer Makromoleküle eher von Nachteil
ist,[9] erleichtert sie hier die zweifelsfreie Zuordnung der
bioaktiven Komponente 2 erheblich. Überlagerungen positi-
ver NOE- und negativer trNOE-Kreuzsignale führen aller-
dings auch zur Auslöschung eines interglycosidischen NOE,
nämlich des zwischen H1G und H3eCyc (eingekreister Bereich
in Abbildung 2, rechts).

Die mit ¹GPª versehene Spur von Kreuzsignalen in
Abbildung 1 und 2 ist für die freie Bibliothek nicht zu
beobachten. Es handelt sich um Signale, die den N-Acetyl-
gruppen der kovalent gebundenen N-Acetyllactosaminreste
in E-Selectin zugeordnet werden müssen. Dies ist durch
Vergleich mit einem NOESY-Spektrum von E-Selectin un-
mittelbar ersichtlich. Offensichtlich filtert der bei der Auf-
nahme der trNOESY-Spektren zu Beginn der t1-Evolutions-
periode applizierte Spinlockpuls[10] zwar effektiv die stören-
den Proteinsignale, nicht jedoch die Signale der beweglichen,
kovalent gebundenen Kohlenhydratketten. Dieser Effekt läût
sich gezielt nutzen, um selektiv Kohlenhydratketten von
Glycoproteinen zu beobachten, ist hier allerdings uner-
wünscht.[11]

Insgesamt zeigen die NMR-Experimente, daû die Biblio-
thek nur eine Komponente enthält, die Bindungsaktivität
gegenüber E-Selectin erkennen läût ± Verbindung 2. Generell
läût sich sagen, daû mit der Bioaffinitäts-NMR-Spektroskopie
die Identifizierung von Liganden mit Dissoziationskonstanten
KD im Bereich von 10ÿ7 bis 10ÿ3 möglich ist. Es soll
abschlieûend noch erwähnt werden, daû das Derivat 4, das
als potentielles E-Selectin-Mimetikum beschrieben wurde,[8]

keine trNOEs zeigt. Gleiches gilt für Verbindung 5, die eng
mit Fucopeptiden, für die gute Bindungsaktivität berichtet
wurde,[2d] verwandt ist. Trotz der strukturellen ¾hnlichkeiten
werden jedoch auch für 5 keine trNOEs beobachtet. Somit
sollten die KD-Werte von 4 und 5 gröûer als 10ÿ3 m sein.

Um unsere Ergebnisse zu verifizieren, führten wir unab-
hängig ELISA-Aktivitätsmessungen[12] durch. Diese bestäti-
gen das Ergebnis der trNOE-Experimente.[13]

Insgesamt zeigen die Untersuchungen, daû das von uns
kürzlich beschriebene Bioaffinitäts-NMR-Verfahren[5] gut
geeignet ist, auch in Fällen, in denen wegen erheblicher
struktureller ¾hnlichkeiten starke Signalüberlappungen herr-
schen, eine Identifizierung bioaktiver Komponenten vorzu-
nehmen. Gegenüber herkömmlichen Verfahren hat Bioaffi-
nitäts-NMR-Spektroskopie einige Vorteile, die abschlieûend
zusammengefaût werden sollen. 1) Eine Trennung von Kom-
ponenten einer Bibliothek oder allgemein eines Substanzge-
misches vor dem Aktivitätstest ist nicht erforderlich. 2) Es
sind geringe Mengen an Protein ausreichend, da die Liganden
im zehn- bis zwanzigfachen Überschuû eingesetzt werden.
3) Das zu testende Protein kann nach Dialyse für weitere
Tests eingesetzt werden. 4) Weder das Protein noch die
Liganden müssen immobilisiert werden. 5) Die Vorgehens-
weise erlaubt kompetitive Experimente sowie insbesondere
die Untersuchung allosterischer Effekte.

Experimentelles

Rekombinantes E-Selectin/hIgG wurde wie beschrieben[4a] gewonnen; die
Verbindungen 2 ± 11 wurden synthetisiert.[14]

Deglycosylierung von E-Selectin/hIgG mit PNGase F und Neuraminidase:
10 mg E-Selectin/hIgG (1.75 mg pro mL phosphategepufferte Kochsalzlü-
sung (PBS)) wurden auf pH 8.6 gebracht. Es wurden 40 Einheiten (200 mL)
PNGase F (Sigma, G-8031) zugegeben und 16 h bei 37 8C inkubiert. Die
Deglycosylierung wurde durch Ausschluû-Chromatographie und SDS-
PAGE verfolgt. Nach Abschluû der Umsetzung wurde über eine Sepha-
cryl-S-400-Säule in PBS (pH 7.4) getrennt. Die Inkubation mit an Agarose
immobilisierter Neuraminidase aus Clostridium perfringens erfolgte nach
gleichem Schema bei pH 4.5 und 37 8C. Die Aktivität wurde gegen an HSA
gekoppeltes Sialyl-Lewisa getestet (HSA� humanes Serumalbumin).

Für die NMR-Untersuchungen wurden 2.5 mg (11.25 nmol) E-Selectin/
hIgG gegen 100 mm deuteriertes Imidazol (pH 7.4) und 1 mm CaCl2 in D2O
dialysiert und mit Centricon YM-50 (Amicon) auf ein Probenvolumen von
0.5 mL konzentriert. Die Verbindungen 2 ± 11 waren in folgenden Mengen
in der Mischung zugegen: 2 (Mrel� 600.64) 1.66 mmol, 3 (Mrel� 600.64)
1.91 mmol, 4 (Mrel� 412.38) 3.12 mmol, 5 (Mrel� 614.63) 2.74 mmol, 6 (Mrel�
586.6) 0.99 mmol, 7 (Mrel� 592.58) 1.66 mmol, 8 (Mrel� 590.54) 1.76 mmol, 9
(Mrel� 623.59) 1.84 mmol, 10 (Mrel� 957.0) 1.25 mmol, 11 (Mrel� 1037.05)
1.205 mmol. Das Substanzgemisch wurde zur Herstellung folgender E-Se-
lectin:Liganden-Molverhältnisse zugegeben (jede E-Selectin/hIgG-Chimä-
re enthält zwei Bindungsstellen für ESLÿ 1): 1:5, 1:8, 1:12, 1:15, 1:20. Die
Angaben für den Liganden beziehen sich jeweils auf Verbindung 11.

Alle Spektren wurden auf einem Bruker-DRX-500-NMR-Spektrometer
(500.13 MHz) aufgenommen. Die phasensensitiven 2D-NOESY-Spektren
des Substanzgemisches wurden bei 300 oder 310 K mit 512 Inkrementen aÁ
32 Scans in t1 (TPPI) und mit je 2 K Datenpunkten in t2 aufgenommen. Die
spektrale Weite betrug 10 ppm in beiden Dimensionen. Vor der Fourier-
Transformation wurde die Datenmatrix auf 2 K� 1 K Datenpunkte mit
Nullen aufgefüllt. Für die Aufnahme der 2D-trNOESY-Spektren der
Substanzbibliothek in Gegenwart von E-Selectin/hIgG wurde nach dem
ersten p/2-Puls ein Spinlockpuls (3.2 kHz) von 15 ms Dauer appliziert.[10]

Es wurden 48 Scans pro t1-Inkrement aufgenommen.
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Oxiranyliden**
Günther Maier,* Hans Peter Reisenauer und
Michael Cibulka

Es ist vierzehn Jahre her, daû wir durch Hochvakuum-
Blitzpyrolyse eines von Hoffmann et al.[1] hergestellten Qua-
dricyclan-Derivats erstmals Cyclopropenyliden erhalten und
matrixspektroskopisch identifizieren konnten.[2] Damit war
der Boden für ein intensives Studium der C3H2-Energie-
hyperfläche bereitet.[3] Es war naheliegend, auf analogem
Wege ausgehend vom Quadricyclan-Abkömmling 1 die Syn-
these von Oxiranyliden 2 zu versuchen, dies um so mehr, als
Hoffmann und Schüttler[4] schon früher bei der Thermolyse
von 1 die Bildung von Keten 3 nachweisen konnten. Die
Frage, ob dabei als Primärprodukt Oxiranyliden 2 auftritt,
muûte damals unbeantwortet bleiben. Es bot sich nun an, die

Suche nach 2 mit der heute zur Verfügung stehenden
Methodik (Kombination von Hochvakuum-Blitzthermolyse
und Matrixisolation) erneut aufzunehmen. Dies war nicht
zuletzt deshalb verlockend, weil 2 reges theoretisches Inter-
esse beansprucht und die Rechnungen anzeigen, daû es in
einer genügend tiefen Mulde auf der C2H2O-Energiehyper-
fläche liegt, um in einer Matrix bei 10 K stabil zu sein.[5, 6] Im
folgenden wird gezeigt, daû in der Tat auûer Keten 3 und
Ethinol 4[7] auch Oxiranyliden 2 eine existenzfähige C2H2O-
Spezies ist.

Pyrolysiert man den Polycyclus 1[4] im Hochvakuum
(Quarzrohr: Durchmesser 8 mm, Heizzone 5 cm, ca.
10ÿ5 mbar, 500 8C) und kondensiert die Reaktionsprodukte
mit Stickstoff oder Argon auf einem 10 K kalten CsI-Fenster,
dann lassen sich im IR-Spektrum auûer den Banden von
Benzol und Keten 3 die in Tabelle 1 aufgeführten Absorptio-
nen registrieren. In festem Stickstoff sind diese Banden scharf,
in Argon durch Matrixeffekte aufgespalten. Ihre Intensität
hängt von den Pyrolysebedingungen ab. Sie ist am gröûten,
wenn die Temperatur so gewählt wird, daû im Kondensat
noch Edukt nachweisbar ist. Wird eine höhere Temperatur
(bis 600 8C) angewendet, so sind die in Tabelle 1 aufgeführten
Banden schwächer und diejenigen von 3 intensiver. Die
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