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Schema 5. a) [15]Krone-5, THF, 20°C, 16 h; b) NaOMe, MeOH, THF;
¢) DTT, THF, MeOH, Et;N; d) TFA, CH,Cl,, 20°C.

daB eine teilweise Spaltung der O-glycosidischen Bindung fiir
die geringere Ausbeute von ca. 70% bei den Verbindungen
20-28 verantwortlich war.

Wir haben hiermit eine hocheffiziente Methode zur Syn-
these von Schwefel-verkniipften Oligosacchariden an fester
Phase beschrieben. Alle Glycoside konnten stereoselektiv
und in hohen Ausbeuten erhalten werden. Nebenprodukte,
die von Eliminierungsreaktionen der Triflate herriihren,
konnten durch Waschen des Harzes nach erfolgter Glycosy-
lierung vollsténdig entfernt werden. Weiterhin erwies sich die
Verwendung unsymmetrischer Disulfide als Schutzgruppe der
anomeren Thiolfunktion als kompatibel mit allgemein iibli-
chen Reaktionsbedingungen in der Kohlenhydratchemie.
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Charakterisierung von Ligandenbindung
durch Sittigungstransfer-Differenz-NMR-
Spektroskopie**

Moriz Mayer und Bernd Meyer*

Die hier vorgestellte Differenzbildung zwischen Sattigungs-
transfer- und normalem NMR-Spektrum (STD-Methode)
ermoglicht das schnelle Testen von Substanzbibliotheken
auf Bindungsaktivitdt gegeniiber makromolekularen Rezep-
toren. Mit dieser Methode erhdlt man 1D- und 2D-Spektren,
die nur Signale bindender Molekiile enthalten. Die hohe
Empfindlichkeit des Verfahrens macht die Aufnahme von
STD-Spektren ab 1 nmol Protein moglich. Zudem 148t sich
das Bindungsepitop des Liganden leicht bestimmen, da mit
dem Protein in direktem Kontakt stehende Ligandenreste
intensivere STD-Signale liefern. Beispielsweise konnten wir
zeigen, daB die beiden Fucosereste des Lewis™-Hexasaccha-
rids fiir die Bindung an das Aleuria-aurantia-Agglutinin
(AAA) verantwortlich sind.

Identifizierung von Bindungsaktivitit und Charakterisie-
rung des Bindungsepitops von Liganden sind fiir die bio-
chemische und pharmazeutische Industrie von entscheiden-
der Bedeutung. Anders als bei Screening-Methoden wie
ELISA, RIA, Biacore oder Immunoblotting besteht bei auf
der NMR-Spektroskopie basierenden Techniken die Mog-
lichkeit, bindende Substanzen direkt in einem Gemisch
potentieller Liganden zu identifizieren. Kleine Molekiile,
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die reversibel mit der Bindungsdoméine eines Proteins in
Wechselwirkung stehen, zeigen charakteristische Relaxati-
ons- und Mobilitdtsunterschiede zu den Molekiilen, die keine
Affinitdt zum Protein aufweisen. Transfer-NOE-Spektren, !
diffusions- und relaxationseditierte NMR-Spektren?! sowie
die "'N-NMR-chemische Verschiebungl®!l wurden zur Identi-
fizierung von Substanzen mit Bindungsaktivitit eingesetzt.
Hauptfaktoren, die den Einsatz von NMR-Methoden zum
Hochdurchsatz-Screening reduzieren, sind lange Akquisi-
tionszeiten sowie die Abhédngigkeit vom Ligandeniiberschuf3.
Zusiitzliche Nachteile der Untersuchung der "N-NMR-che-
mischen Verschiebung sind der grofle Substanzbedarf an
wertvollen, "N-markierten Biomolekiilen und die Einschrin-
kung der ProteingroBe auf <30 kDa.P! Spindiffusionsexperi-
mente wurden bis heute in einer Vielzahl von Bereichen
eingesetzt, z. B. bei der Untersuchung von Proteinbeweglich-
keiten*! und dem EinfluB der Unterdriickung des H,O-
Signals auf NMR-Spektrenl! sowie bei der Untersuchung von
Protein-Ligand-Wechselwirkungen.[®!

Makromolekiile wie die Proteine bestehen aus einem
groBen System stark iiber Dipol-Dipol-Wechselwirkungen
gekoppelter Kerne.l Die longitudinale Relaxationsrate R,
der Proteinprotonen wird von der Kreuzrelaxationsrate Oy,
dominiert. Selektive Sittigung einzelner Proteinresonanzen
fiihrt zu einer sehr schnellen Verteilung der Magnetisierung
iiber das gesamte Protein (Spindiffusion). Der ebenfalls
ablaufende intermolekulare Magnetisierungstransfer vom
Protein auf den Liganden, oy, filhrt zu einer kontinuierli-
chen Sittigung des Liganden (Abbildung 1). Die einzige
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Abbildung 1. Illustration des Sittigungstransfer-Effekts. Der selektive
Puls sdttigt nur wenige, breite Proteinresonanzen. Die so erreichte
Sattigung wird — wie durch die zunehmende Schattierung angedeutet —
durch Spindiffusion iiber das gesamte Protein verteilt. Die scharfen
Resonanzen kleiner Molekiile werden nicht direkt beeinflulit. Nur die
mit dem Protein in direktem Kontakt stehenden Molekiile (ellipsenférmig
dargestellt) werden durch intermolekularen Polarisierungstransfer gesit-
tigt. Uber chemischen Austausch gelangen diese Molekiile in Losung, wo
sie detektiert werden. Die dreieckig dargestellten Molekiile binden nicht
an das Protein und iibernehmen somit keine Séttigung. Der Séttigungsgrad
bindender Molekiile ist, wie durch die Schattierung angedeutet, niedriger
als der des Rezeptors, da die Liganden im Normalfall nur kurze Zeit
gebunden vorliegen.
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Einschriankung besteht darin, da3 Ligandenmolekiile in der
Mischung nicht durch den Sittigungspuls beeinfluf3t werden
diirfen. Die NOE-Pumping-Methode?®! beruht ebenfalls auf
einem Polarisierungstransfer vom Protein auf den bindenden
Liganden. Jedoch benétigt die STD-Methode im Gegensatz
zur NOE-Pumping-Methode keinen Diffusionsfilter, und die
NOE-Mischzeit wird durch die Sattigungszeit ersetzt. Diese
Faktoren machen die STD-Methode empfindlicher und
variabler in den Einsatzmoglichkeiten. Die Aufnahme von
STD-Spektren sollte eine Identifizierung von Bindungen
zwischen Liganden und Proteinen mit Dissoziationskonstan-
ten Ky, zwischen 10-3 und 10-% ermdglichen.[®]

Die Effizienz der STD-Technik wird hier an der Unter-
suchung der Bindung von N-Acetylglucosamin (GlcNAc) an
Weizenkeim-Agglutinin (WGA) gezeigt. Die Affinitét dieses
Lektins zu GIcNAc wurde schon durch andere Studien
belegt.’! Wir erstellten eine Substanzmischung aus sechs
nichtbindenden Sacchariden zusitzlich zum bindenden Mo-
nosaccharid GIcNAc. Abbildung 2 A zeigt das 1D-'H-NMR-
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Abbildung 2. Charakterisierung von Liganden mit Bindungsaffinitdt mit
der 1D-STD-Methode. 1D-'H-NMR-Spektrum einer Mischung aus sieben
Sacchariden (Imm an a-pD-GlcNAc, a-D-Man-OMe, a-D-Gal-OMe, a-L-
Fuc-OMe, f-p-Gal-(1 —4)-3-D-Glc-OMe, f-p-Gal-(1 —4)-3-D-Glc-O-Al-
lyl und p-Raffinose) in Gegenwart von WGA bei Off-resonance-Ein-
strahlung (6 =30, A) und bei On-resonance-Einstrahlung (6 =10, B). C)
Das zugehorige STD-Spektrum (Spektrum (A) minus Spektrum (B)). D)
Das STD-Referenzspektrum von WGA nur in Gegenwart von GlcNAc.
Die Spektren (C) und (D) wurden mit je 128 Scans fiir die On- und Off-
resonance-Spektren aufgenommen und die Differenzen intern iiber den
Phasencyclus gebildet. In den Spektren (C) und (D) treten ausnahmslos
Signale von GIcNAc auf. Die WGA-Konzentration in der Losung war
45 uMm (Bindungsplitze), der Ligandeniiberschuf3 ca. 20:1. Die Pulskaskade
zur Séttigung des Proteins bestand aus 40 selektiven GauB-Pulsen (Dauer
50 ms, Abstand 1 ms). Stérende Proteinresonanzen wurden durch einen 75-
Relaxationsfilter (70-ms-Spinlock-Puls) unterdriickt, was zusétzlich zu
einem Intensitétsverlust in den Spektren (C) und (D) fiihrte.

Spektrum!'’ der Bibliothek bei selektiver Sittigung im Off-
resonance-Bereich bei d =30, Abbildung 2B das der gleichen
Probe bei On-resonance-Sittigung des Proteins bei 6 =10.
Wegen starker Signaliiberlappung, besonders im Bereich der
Ringprotonen, kann die bindende Komponente nicht anhand
der Intensitidtsunterschiede in den Spektren (A) und (B)
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identifiziert werden. Erst das Differenzspektrum in Abbil-
dung 2C ermdéglicht die Signalzuordnung im Bereich der
Ringprotonen und damit die Identifizierung von GIcNAc als
bindende Komponente. Zum Vergleich wurde das STD-
Spektrum von GIcNAc und WGA in Losung aufgenommen
(Abbildung 2D). Die Spektren (C) und (D) sind identisch,
was beweist, dal} die Signale aller nichtbindenden Saccharide
im STD-Spektrum (C) vollstindig abgezogen wurden.

Die Abhingigkeit des Séttigungsgrades vom eingesetzten
Ligandeniiberschull wurde durch Titration einer WGA-Probe
mit GIcNAc bestimmt (Abbildung 3 A). Das aus Differenz-
spektren ermittelte Signal-Rausch-Verhiltnis der Signale des
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Abbildung 3. A) Signal-Rausch-Verhiltnis (S/N) aus STD-Spektren als
Funktion des molaren Uberschusses x an GlcNAc fiir ausgewiihlte Signale
(@ N-Acetylgruppe, m a-H1). Die Probe enthielt 22 nmol WGA. Die
Spektren wurden bei 290 K (On-resonance-Einstrahlung bei 6 =7, Off-
resonance-Einstrahlung bei 6 =20) gemessen. Die maximale Signalinten-
sitdt wurde selbst bei einem Ligandeniiberschuf3 von 200:1 nicht erreicht.
B) Die Signalintensitit / als Funktion der Sittigungsdauer ¢ fiir ausge-
wihlte a-L-Fuc-OMe-Signale (@ O-Methylgruppe, m H6-Fuc-Methylgrup-
pe). Die Probe enthielt 28 nmol AAA und den Liganden in 30fachem
UberschuB. Die Spektren wurden bei 310 K mit On-resonance-Einstrah-
lung bei 6 =7 aufgenommen. Die Sittigung steigt bis ca. 2 s an und flacht
bei ca. 60 % Sattigung ab.

anomeren a-H1-Protons und der N-Acetylgruppe steigt sogar
jenseits eines Uberschusses von 210:1 noch an. Die STD-
Intensitdt wird in Abhédngigkeit vom Ligandeniiberschuf3
groBer, solange Ligandenmolekiile an das Protein binden,
die nicht oder nur wenig gesittigt sind. Hohe Wechselzahlen
fiihren daher bei hoheren Ligand-Protein-Verhiltnissen zu
einem grofleren Effekt. Geringe Dissoziationsgeschwindig-
keiten haben entsprechend kleinere STD-Signale zur Folge,
was die Empfindlichkeit reduziert.

Abbildung 3B demonstriert die Abhéngigkeit der STD-
Signalintensitit von der Sattigungsdauer. Das Séttigungspro-
fil zeigt, daB} intra- wie intermolekulare Spindiffusion sehr
effizient sind. Schon eine Séttigungsdauer von 100 ms fiithrt zu
einer Reduzierung des Ligandensignals um 15%. Die unter
diesen Bedingungen maximale Sattigung von ca. 60 % wurde
bei einer Sittigungsdauer von 1.5 s erreicht. Hier sei ange-
merkt, daB eine verldngerte Einstrahldauer nicht zu einer
Verminderung des STD-Signals fiihrt. Der hohe Sittigungs-
grad sogar bei einem Ligandeniiberschuf3 von 30:1 macht die
STD-Methode sehr empfindlich, so daB3 die Untersuchung
geringer Proteinmengen moglich wird. Der Séttigungsgrad
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der Liganden ist folglich von der Grofe des Proteins, dem
Offset, der Dauer der On-resonance-Einstrahlung, der Dis-
soziationsgeschwindigkeitskonstante k.; und dem Liganden-
iiberschuf3 abhéngig.

Das Screening der Bibliothek aus 22 nmol (400 ug) WGA
und den potentiellen Liganden in 20fachem Uberschufl war
mit der 1D-STD-Methode innerhalb von zwei Minuten
moglich. Um die Empfindlichkeit der Methode zu testen,
wurde versucht, die Bindung von GIcNAc an nur 1 nmol
WGA (18 ug) in einer Mischung aus je 200 nmol GlcNAc
(44 ug) und a-L-Fuc-OMe (36 ug) nachzuweisen. Dies gelang
innerhalb von etwa einer Stunde mit einem 500-MHz-
Spektrometer. Die Verwendung von Spektrometern mit
hoherer MeBfrequenz wird die STD-Methode noch effizien-
ter machen, da sowohl Spindiffusion als auch Empfindlichkeit
mit der Feldstiarke ansteigen.

Um komplexere Komponenten einer Bibliothek zu identi-
fizieren, sind zusitzliche Experimente, z. B. 2D-NMR-Expe-
rimente, notig. Der Séattigungstransfer-Effekt 148t sich auf
nahezu jedes NMR-Experiment anwenden. Somit lassen sich
2D-NMR-Spektren erhalten, die strukturrelevante Informa-
tionen nur iiber den bindenden Liganden liefern. Wir
demonstrieren hier die Vorteile der STD-Methode an einem
TOCSY-Spektrum (Abbildung 4). Es handelt sich um dieselbe
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Abbildung 4. Charakterisierung von Liganden mit Bindungsaffinitdt mit
der 2D-STD-Methode. A) TOCSY-Spektrum einer Mischung aus sieben
Sacchariden und WGA mit Off-resonance-Einstrahlung bei 6 =20. B)
STD-TOCSY-Spektrum, erhalten durch Subtraktion eines mit On-re-
sonance-Einstrahlung bei 6 =7 aufgenommenen Spektrums von Spektrum
(A). Die Spektren wurden bei 290 K mit 32 Transienten aufgenommen,
wobei die 200 t,-Inkremente abwechselnd gemessen wurden. Im STD-
TOCSY-Spektrum sind nur Kreuz- und Diagonalsignale vom GlcNAc
enthalten. Vor der Subtraktion wurden die Spektren identisch prozessiert.
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Probe, die auch im 1D-Experiment verwendet wurde. Ab-
bildung 4 A zeigt das mit Off-resonance-Einstrahlung auf-
genommene normale TOCSY-Spektrum der Substanzmi-
schung, Abbildung 4B das STD-TOCSY-Spektrum, das nur
Signale der bindenden Komponente GIcNAc enthilt. Die
Aufnahme von 2D-NMR-Spektren erméglicht die eindeutige
Identifizierung komplexer Ligandenmolekiile direkt in Mi-
schungen.

Zur Untersuchung eines groleren Liganden mit der STD-
Methode wurde das TOCSY-Spektrum eines Lewis®-Hexa-
saccharids (Lacto-N-difucosylhexaose I 1) in Gegenwart des

OH
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fucosespezifischen Lektins AAA aufgenommen.'l Die Si-
gnale der individuellen Zuckerreste von 1 unterscheiden sich
in der Intensitit (Abbildung5). Die Fucosereste erhalten
wegen ihres direkten Kontakts zum Protein einen hoheren
Sattigungsgrad (Abbildung 5B). Weitere Zuckereinheiten
wie Gal-II, GlcNAc-III und Gal-IV werden nur zu etwa
60% gesittigt, da sie nur mittelbar iiber die Fucosereste
Séttigung erhalten kénnen (Abbildung 5 C). Bei Glc-I ist der
Séttigungseffekt noch kleiner (nur etwa 30% relativ zu den
Fucoseresten; nicht gezeigt). Folglich lassen sich das bindende
Epitop und die ihm benachbarten Ligandenreste leicht mit
der STD-Methode bestimmen. Dies gilt fiir alle Liganden, bei
denen der Magnetisierungstransfer aulerhalb des bindenden
Epitops durch einen EngpaB fiihrt, wie bei Peptiden!'?l oder
Oligosacchariden. Die hier gezeigten Untersuchungen wur-
den mit 10 nmol wiederverwendbarem Protein sowie 1 umol
Ligand durchgefiihrt. Aus diesem Grund scheint die STD-
Methode eine Alternative z.B. zur Bestimmung des Bin-
dungsepitops mittels ELISA zu sein, bei der die Bindungs-
spezifitdt aus Messungen mit einer Vielzahl kurzer, iiber-
lappender Peptide erhalten wird.

Die STD-Methode ist ein neues Mitglied der Bioaffinitéts-
NMR-Spektroskopie,'*! die die direkte Ermittlung und
Identifizierung von bindenden Molekiilen in Mischungen
erlaubt. Es ist ein wesentlicher Vorteil dieser Methode, daf3
die falsche Zuordnung von Bindungsaffinitit zu einem
potentiellen Liganden ausgeschlossen ist, da auch ein zu
hoher Ligandeniiberschufl keine Artefakte auslost. Nur
Magnetisierung, die iiber das Protein auf den Liganden
iibertragen wird, kann detektiert werden. Solange der makro-
molekulare Rezeptor selektiv gesittigt werden kann, gibt es
keine Einschriankungen hinsichtlich der Gré8e des Liganden-
molekiils. Substanzmischungen, die Komponenten in ver-
schiedenen Konzentrationen und Grofen enthalten, konnen
somit effizient getestet werden. Zudem besteht kein Limit fiir
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Abbildung 5. Beispiel fiir die Bestimmung eines Bindungsepitops mit der
STD-Methode. A) TOCSY-Spektrum von 1 ohne Protein. B) STD-
TOCSY-Spektrum von 1 in Gegenwart des fucosespezifischen Lektins
AAA (10 um Bindungsplitze). Dieses Spektrum enthélt nur die sehr
intensiven Signale von Fuc-V und Fuc-VI. C) Spektrum wie in (B), aber mit
Konturlinien auch fiir geringere Intensitdten. Hier sind zusétzlich zu den
Fuc-Kreuzsignalen Signale der weniger gesittigten Reste Gal-II, GIcNAc-
III und Gal-1V zu sehen. Die On- (6 =10) und Off-resonance-Spektren
(6=30) wurden bei 300 K mit je 200 ¢,-Inkrementen und 40 Transienten
aufgenommen.

die Grofe des Proteins. Die Empfindlichkeit steigt sogar mit
der GroBe des Proteins, da intra- und intermolekularer
Sattigungstransfer effizienter werden. Anders als die Bestim-
mung von Struktur-Aktivitdts-Beziehungen mit Hilfe der
NMR-Spektroskopie (SAR by NMRE!) erméglicht diese
Methode keine Aussagen iiber die Bindungsstelle des Pro-
teins. Dagegen sollte sie sich auch fiir fest bindende Liganden
eignen, obwohl der absolute Effekt kleiner als bei Molekiilen
mit hohen Wechselzahlen sein wird, da weniger Molekiile
gesittigt und in Losung gebracht werden. Was die STD-
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Methode besonders attraktiv macht, ist die Tatsache, daf3 fast
alle 1D- und nD-NMR-Experimente fiir sie modifiziert
werden konnen. Dazu gehoren unter anderem TOCSY-,
COSY-, NOESY- und invers aufgenommene '*C- oder “N-
NMR-Spektren.

Eingegangen am 8. Januar 1999 [Z12885]
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Eine aus der Losung zugingliche neue
Kiristallstruktur von Cobalt**

Dmitry P. Dinega und Moungi G. Bawendi*

Seit langem sind zwei Kristallstrukturen von Cobalt be-
kannt — hexagonal dicht gepackt (hcp) und kubisch flichen-
zentriert (fcc). Beide Phasen konnen bei Raumtemperatur
koexistieren, doch thermodynamisch ist die fcc-Struktur
oberhalb von 450°C und die hcp-Phase bei niedrigeren
Temperaturen bevorzugt.l'l Bei kleinen Partikeln allerdings
scheint die fcc-Struktur selbst unterhalb von Raumtempera-
tur energetisch giinstiger zu sein. Uber die Existenz von fcc-
und hep-Cobalt hatte erstmals Hull 1921F! berichtet. Er hatte
die Pulverbeugungsdiagramme von metallischen Proben
analysiert, die auf verschiedenen Wegen hergestellt worden
waren. Krainer und Robitsch™ beobachteten neue Linien in
Beugungsdiagrammen von Proben, die durch Funkenabrieb
an der Oberfldche von massivem Cobalt erhalten worden
waren. Die zugehorige Struktur konnte jedoch nicht aufgeklart
werden. Kajiwara et al.l') beschrieben einige neue Linien in
den Beugungsdiagrammen von Cobalt-Nanoclustern, die sie
durch Plasmaverdampfung und nachfolgende Kondensation
des Metalls hergestellt hatten. Diese Linien ordneten sie aber
einer zu den beiden bekannten Strukturen polymorphen
Form zu. Uber #hnliche Ergebnisse berichteten Leslie-Pelecky
et al.l% fiir Cobaltteilchen, die durch Reduktion eines Cobalt-
salzes in Losung mit Lithiummetall erhalten worden waren.
Eine neuere Veroffentlichung von Respaud et al.ll lieferte
einige Hinweise auf eine neue Struktur von Cobalt in kleinen
Cobaltclustern, die durch Zersetzung von Organometallvor-
stufen erhalten worden waren; die Struktur wurde jedoch
nicht bestimmt. Wir beschreiben nun die Identifizierung einer
neuen stabilen Struktur von elementarem Cobalt.

Die fcc- und hep-Cobaltphasen sind dichtgepackte Struk-
turen, die sich lediglich in der Stapelabfolge ihrer Atom-
schichten ldngs der 111-Richtung unterscheiden. Wegen der
niedrigen Aktivierungsenergie fiir die Bildung von Stapel-
fehlern entstehen beide Phasen oft nebeneinander, wenn bei
hohen Temperaturen gearbeitet wird, z. B. bei der Kristallisa-
tion aus der Schmelze und der Kondensation nach Verdamp-
fung. Dagegen liefern Verfahren in Losung bei niedriger
Temperatur oft ausschlielich eine Cobaltphase.

Wir haben die thermische Zersetzung von Octacarbonyldi-
cobalt in Losung in Gegenwart von Trioctylphosphanoxid
(TOPO) als koordinierendem Liganden genutzt, um Cobalt-
Nanocluster zu synthetisieren. Dies ist ein ,,sauberer” Syn-
theseweg, weil elementares Cobalt das einzige nichtfliichtige
Produkt der Reaktion ist: [Co,(CO)s] —2Co+8CO. Das

[*] Prof. M. G. Bawendi, D. P. Dinega

Department of Chemistry and Center for Materials Science and
Engineering
Massachusetts Institute of Technology
Cambridge MA 02139 (USA)
Fax: (+1)617-253-7030
E-mail: mgb@mit.edu

[**] Diese Arbeit wurde durch das Programm NSF-MRSEC (NSF-DMR-
94-00334) unterstiitzt. Wir mochten Dr. Joseph Adario fiir seine Hilfe
bei den Rontgenbeugungsexperimenten sowie Prof. Christopher Cum-
mins und Dr. Christopher Murray fiir hilfreiche Diskussionen danken.

0044-8249/99/11112-1906 $ 17.50+.50/0 Angew. Chem. 1999, 111, Nr. 12



