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SYNTHESE DER HEPTOSE- UND Kdo-HALTIGEN TRISACCHARIDKETTE DER INNEREN
CORE-REGION VON LIPOPOLYSACCHARIDEN IN IMMUNOGENER FORM
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Institut fir Organische Chemie der Universitd#t Hamburg
D-2000 Hamburg 13 FRG

Abstract: An effective synthesis of the a-allylglycoside 13 of the tri-
saccharide L-a-b-Hep-(1-3)-L-a-D-Hep-(1-5)~-a-Kdo 1is developed using the
trichloracetimidate method. The trisaccharide 14 carrying a cysteamine
spacer 1s copolymerized with acrylamide to polymer 16 containing the tri-
saccharide 13 in immunogenic form.

Lipopolysaccharide (LPS) sind wichtige Bestandteile der #4uBeren Zell-
membran von gram-negativen Bakterien. Sie bestehen aus drei Teilen, dem
membrangebundenen hydrophoben Lipid A, der mittleren Core-Region und den
endsténdigen O-spezifischen Ketten. Insbesondere die zum Lipid A proximal
stédndige innere Core-Region ist in den LPS von verschiedensten gram-nega-
tiven Bakterien sehr #hnlich.l) Antikdrper gegen die innere Core-Region
sind somit von erheblichem Interesse, da sie Kreuzreaktivitit gegeniiber
LPS verschiedener gram-negativer Bakterien =zeigen sollten.?) Die innere
Core-Region enth#lt die ungewbhnlichen Zucker L-Glycero-D-manno-heptose
(Hep) und 3-Desoxy-D-manno-2-octulosons#ure (Kdo). In Formel 1 ist sche-
matisch die Struktur der 1linearen Kette der inneren Core-Region von LPS
wiedergegeben.
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Synthetische Segmente der inneren Core-Regiona“s), die an einen polymeren
Trédger gebunden werden, sind zur Gewinnung monoclonaler Antik®érper gegen
die innere Core-Region und zum Studium der Spezifit#t der Antikdrper von
erheblicher Bedeutung. Fiir die Kdo-Region wurden bereits monoclonale
Antikdrper dargestellt und deren Spezifit#t bestimmt.”) 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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FUr 'dié Synthese 'dés "linéaren Trisaccharides in 1" wird "ails Glyco-
sy;akéeptor das Kdo-Allylglycosid b bendtigt, um eine 5pétere Copolymeri-
. sation mif.écrﬁlamid zu ermdglichen. Als Glycosyldono;_ist der Synthese—
block 11 aus zwei Heptoseeinheiten da:zgstel;en,_D;a Glycosidsynthese des
Kdo- Bromldes 2m1t "Ailylall‘—:ohol liefert, wie beschrieben, stets eiq
Anomerengemlsch 3 (76%) im Verhéltnis von o ﬁ wie 2:1, ‘das chromatogra-
phlsch nicht zu. trennen ist. 8) Wir err31chten elne Trennung in elnfacher,
VWelse durch Abspaltung' der Acetylgruppen in 3 und Umsetzung mit .1 3—_'
D;chlor =1,1, 3 3 tetralsopropyldlslloxan (TIPS Clz) bei -10°C" (Q, 25 mmol
TIPS_Clz, 1 ml DMF 0,6 mmol -Imidazol, 70%). Das gewunschte relne a-
Anomer " 4 [a]D23 = + 34,5 :'1, CHC13) 1st ‘dann 1eicht durch Mltteldruck—
chromatdgfaphie zu- erhalten.” Zur selektlven ‘Blockierung der’ 4—OH -Gruppe )
in 4 wird 4 mit BUZSRO umgesetzt und anschlieBend nit 4- Methoxybenzyl—
chlorld zu' 5 (80% {a] = +17 3 o —_1, CHC13) alkyllert.
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Fur ;die_.Gewihnuhg_'deS geeigneten Disacbhafiddonoré haﬁ sicﬁ naéhﬁ
Uberpriifung der verschiedensten GchOsidierunQSmetﬁoden der folgende Weg
als ~optimal erwiesen: Das bekannte Heptaacetat der. Heptose 63) muﬁ.
zunachst mit HBr/Elsessig in das Glycosylbromld uberfuhrt werdens) (quan-
titativ), welches sich-mit Aceton/Wasser zZur am . C=1 entblocklerten Ver-
bindung hydrolysxeren lapt, die.glatt 1n das entsprechende a-Imldat 79)
iberfihrt wird (75%, [alp?9 = +20,0, € = 1, CHCly). Das Imidat 7 erweist
sich gegenuber den TthQIYCOSlden und Glycosylhalogeniden als uberlegenes
Gly0031dlerungsreagenz o

Dle Umsetzung von, 7 -mit- dem bekannten Akzeptor 8. 1in Gegenwart von '
Tr1methy151lyltrifluormethansulfonat (TMS OTf) liefert  in  96% Ausbeute"
das Disaccharid 9 ([a] 20 +39,0, ¢ = 1, CHC13) Nach hydrogenolytlscher
Abspaltung der Benzylether und anschlleﬁender Acetylierung erglbt sich 10

als” Anomerengemlsch (83%) Bei 10 ge11ngt -die Abspaltung der 1-0- Acetyl—,,

gruppe im Gegensatz Zu 6 mit THF/Plperidin (15 h, rt, 87%) -direkt in ein-
heltllcher Reaktlon. Hleraus kann mit K2C03 und - Trlchloracetonltrll das,
o= Trlchloracetlmldat 11 erhalten werden_ {91%, [a] 21 _5_ +7,5, "¢ =" 1
CHc13) ' o ' - E S T
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Die Kupplung von 11 mit 5 unter TMS-OTf-Katalyse gelingt in CH,Cl,
mit 72% Ausbeute ([cL]D22 = +29,3, ¢ =1, CHCl3). In einer vierstufigen
Entblockierungssequenz wird, bezogen auf 12, das gewlinschte a-Allylglyco-

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

CAc
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Die Bindung von 13 an einen polymeren Tr&ger muf iliber einen Spacer
erfolgen um einen, fiir die Antigen-Antikdrper Wechselwirkung, ausreichen-

den Abstand des antigenen Trisaccharides vom Polymer zu gewdhrleisten.



2750

Aus diesem Grunde wird 13 nach Roy et.al.lo) mit einem Cysteamin Spacer
verbunden. Die UV-Licht-induzierte Addition von Cysteamin an 13 1liefert
quantitativ das gekuppelte Produkt 14, das an Sephadex G 10 gereinigt
wird ([a]D20 = +42,4, ¢ = 0,5, HZO). 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 betrdgt 1:20 (bestimmt aus 1H-NMR-Daten). Damit steht das ge-
winschte Trisaccharid fir die entsprechenden immunologischen Untersuchun-
gen zur Verfiligung.

HS(CH,)oNH3CI CH,=CHCOCI/EtyN
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R = L-a-D-Hep-(1-+3)-L-a-D-Hep-(1-+5)-a-Kdo -
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