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D-2OOO Hamburg 13 FRG 

Abstract: An effective synthesis of the a-allylglycoside 13 of the tri- 
saccharide L-a-D-Hep-(l-r3)-L-a-D-Hep-(1+5)-a-Kdo is developed using the 
trichloracetimidate method. The trisaccharide 14 carrying a cysteamine 
spacer is copolymerixed with acrylamide to polymer 16 containing the tri- 
saccharide 13 in immunogenic form. 

Lipopolysaccharide (LPS) sind wichtige Bestandteile der auperen Zell- 

membran von gram-negativen Bakterien. Sie bestehen aus drei Teilen, dem 

membrangebundenen hydrophoben Lipid A, der mittleren Core-Region und den 

endstlndigen 0-spexifischen Ketten. Insbesondere die xum Lipid A proximal 

stlndige innere Core-Region ist in den LPS von verschiedensten gram-nega- 

tiven Bakterien sehr ahnlich.') Antikorper gegen die iMere Core-Region 

sind somit von erheblichem Interesse, da sie Kreuxreaktivitat gegeniiber 

LPS verschiedener gram-negativer Bakterien xeigen sollten.2) Die innere 

Core-Region enthllt die ungewohnlichen Sucker L-Glycero-D-manno-heptose 

(Hep) und 3-Desoxy-D-manno-2-octulosonsaure (Kdo). In Formel 1 ist sche- 

matisch die Struktur der linearen Kette der inneren Core-Region von LPS 

wiedergegeben. 
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Synthetische Segmente der inneren Core-Region3'6), die an einen polymeren 

Trager gebunden werden, sind xur GewiMung monoclonaler Antikorper gegen 

die innere Core-Region und xum Studium der Spexifitit der Antikorper von 

erheblicher Bedeutung. Fur die Kdo-Region wurden bereits monoclonale 

AntikUrper dargestellt und deren Spexifitat bestimmt.7) Wir haben jetzt 

die in den meisten gram-negativen Bakterien vorkommende Hauptkette aus 

Kdo- und Hep-Einheiten in immunogener Form synthetisiert. 
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FQr die Synthese des linearen Trisaccharides in 1 wird als Glyco- 

sylakzeptor das Kdo-Allylglycosid 5 ben6tigt, um eine sp~tere Copolymeri- 

sation mit Acrylamid zu erm~glichen. Als Glycosyldonor ist der Synthese- 

block ii aus zwei Heptoseeinheiten darzustellen. Die Glycosidsynthese des 

Kdo-Bromides 2 mit Allylalkohol liefert, wie beschrieben, stets ein 

Anomerengemisch 3 (76%) im Verh~itnis von a:~ wie 2:1, das chromatogra- 

phisch nicht zu trennen ist. 8) Wir erreichten eine Trennung in einfacher 

Weise dutch Abspaltung der Acetylgruppen in 3 und Umsetzung mit 1,3- 

Dichlor-l,l,3,3-tetraisopropyldisiloxan (TIPS-Cl 2) bei -10°C (0,25 mmol 

TIPS-C12, 1 ml DMF, 0,6 mmol Imidazol, 70%). Das gew~nschte reine a- 

Anomer 4 [a]D 23 = + 34,5 i, CHCl 3) ist dann leicht durch Mitteldruck- 

chromatographie zu erhalten. Zur selektiven Blockierung der 4-OH-Gruppe 

in 4 wird 4 mit Bu2SnO umgesetzt und anschlie~end mit 4-Methoxybenzyl- 

chlorid zu 5 (80% [a]D 20 = +17,3, C = i, CHCI 3) alkyliert. 

. ~ < / 0 ~  Si/L- 

1 7 16 
Aco~C'cH2OAc Aco~C~'cH2OAc 0 ~ k'CH20 

AIIOH NaOMe/KIeOH RIO\ 

C02Me~ CH~N02 0 2. 
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Br 0/~ OAII 
2 3 4 R I= R 2= H 

5 R 1= H; R 2= DMBzl 

FOr die Gewinnung des geeigneten Disacchariddonors hat sich nach 

0berprQfung der verschiedensten Glycosidierungsmethoden der folgende Weg 

als optimal erwiesen: Das bekannte Heptaacetat der Heptose 63) mu~ 

zun~chst mit HBr/Eisessig in das Glycosylbromid ~berfQhrt werden 5) (quan- 

titativ), welches sich mit Aceton/Wasser zur am C-I entblockierten Ver- 

bindung hydrolysieren l~t, die glatt in das entsprechende a-Imidat 79) 

QberfQhrt wird (75%, [a]D 20 = +20,0, C = i, CHCI3). Das Imidat 7 erweist 

sich gegenOber den Thioglycosiden und Glycosylhalogeniden als 0berlegenes 

Glycosidierungsreagenz. 

Die Umsetzung yon 7 mit dem bekannten Akzeptor 8 in Gegenwart von 

Trimethylsilyltrifluormethansulfonat (TMS-OTf) liefert in 96% Ausbeute 

das Disaccharid 9 ([a]D20 = +39,0, c = I, CHCI3). Nach hydrogenolytischer 

Abspaltung der Benzylether und anschlie~ender Acetylierung ergibt sich I0 

als Anomerengemisch (83%). Bei i0 gelingt die Abspaltung der l-O-Acetyl- 

gruppe im Gegensatz zu 6 mit THF/Piperidin (15 h, rt, 87%) direkt in eln- 

heitlicher Reaktion. Hieraus kann mit K2CO 3 und Trichloracetonitril das 

21 = +7 5, c = 1 a-Trichloracetimidat ii erhalten werden (91%, [a] D , , 

CHCI3). 
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Die Kupplung von 11 mit 5 unter TMS-OTf-Katalyse gelingt in CH2C12 

mit 72% Ausbeute ([al,22 = +29,3, c = 1, CHC13). In einer vierstufigen 

Entblockierungssequenz wird, bezogen auf 12, das gewiinschte a-Allylglyco- 

sid 13 in 71% erhalten. 13 wird als Natriumsalz isoliert. 

OAc 

ACOJ 

11 + 

OH 

Die Bindung von 13 an einen polymeren Trager mup iiber einen Spacer 

erfolgen urn einen, fiir die Antigen-Antikorper Wechselwirkung, ausreichen- 

den Abstand des antigenen Trisaccharides vom Polymer zu gewahrleisten. 
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Aus diesem Grunde wird 13 nach Roy et.al.lO) mit einem Cysteamin Spacer 

verbunden. Die W-Licht-induzierte Addition von Cysteamin an 13 liefert 

quantitativ das gekuppelte Produkt 14, 

wird ([a]D2’ = +42,4, 
das an Sephadex G 10 gereinigt 

c = 0,5, Ii20). Die Acylierung von 14 mit Acrylolyl- 

chlorid ergibt das Produkt 15 (94%). Dieses wird unmittelbar mit 

Acrylamid copolymerisiert (2 h bei 0', dann 14 h bei 20', 32%).11) Die 

Reinigung des Polymers 16 erfolgt durch Chromatographie an Biogel P2 (200 

- 400 mesh mit Wasser). Der Belegungsgrad des Polymers mit der Trisaccha- 

ridkette betrlgt 1:20 (bestimmt aus 'H-NMR-Daten). Damit steht das ge- 

wiinschte Trisaccharid fiir die entsprechenden immunologischen Untersuchun- 

w* zur Verfiigung. 
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R = L-a-D-Hep-(1 +I)-L-a-D-Hep-(1 -.5)-,x_Kdo - 

Literatur und Anmerkungan 
1. 

2. 

H. Brade. L. Brade. E.Th. Rietschel. Zbl. Bakt. Hva. A 268 (1988) 

3. 

4. 

5. 

6. 

7. 

8. 

9. 

10. 
11. 

12. 

151-179: 
__ 

Ii. Brade, L. Brade, U.F. Schade, U. Zahringer, 0. Holst, H.-M. Kuhn, 
A. Rozalski, E. Rohrscheidt, E.Th. Rietschel in: Bacterial Endo- 
toxins: Pathophysiological Effects, Clinical Significants and Pharma- 
cological Control (eds.: J. Levin, H.R. Btiller, J.W. ten Cate, S.J.H. 
van Deventer, A. Sturk), (1988) pp17, Alan R. Liss Inc., New York 
und weitere dort zit. Literatur. 
H. Paulsen, M. Brenken, Ch. Krogmann, A.C. Heitmann und A. Wulff in: 
Endotoxin Research Series Vol. 1, Aspects of Endotoxin Reactions 
(eds.: A. Nowotny, J.J. Spitzer, E.J. Ziegler) Excerpta Med. 
Amsterdam - New York - Oxford, 1990, p 

I$" 
1; H. Paulsen, A.C. Heit- 

mann, Liebigs Ann. Chem. 1988 1061-7 ibid. 1989, 655-664. Paul- 
sen, Ch. Krogmann; ibid. 1989 1203-1213; Carbohydr. Res, 205 (1990) 
31-44. 
K. Dziewiszek, A. Eanaszek, A. Zamojski, Tetrahedron Lett. 28 (1987) 
1569. 
G.J.P.H. Boons, M. Overhand, G.A. van der Marel, J.H. van Boom, 
Carbohydr. Res. 192 (1989), Cl-C4. 
P.J. Garegg, S. Oscarson, M. Szonyi, Carbohydr. Res. 205 (1990) 125- 
132. 
A. Rozalski, L. Brade, H.-M. Kuhn, H. Brade, P. Kosma, B.J. Appel- 
melk, S. Kusumoto, H. Paulsen; Carbohydr. Res. 193 (1989) 257-70. 
P. Kosma, J. Gass, G. Schulz, R. Christian, F.M. Unger; Carbohydr. 
Res. 167 (1987) 39-54. 
R.R. Schmidt, Angew. Chem. 98 (1986) 213-236: Angew. Chem. Int. Ed. 
Engl. 25 (1986) 212. 
R.-Roy, F. Tropper: Glycoconjugate J. (1988) 203-206. 
V. Horejsi, P. Smolek. J. Kocourek: Biochem. Biouhys. Act. 538 (1978) 
293-8. - 

_ _ 

Die spektroskopischen Daten stimmen mit den angegebenen Strukturen 
iiberein. 
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