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In 34 Jahren Vitamin-D-Forschung wurden vor allem
durch Windaus und seine Schule viele und entscheidende
Fortschritte errungen und in den letzten 10 Jahren auf die-
sem Fundament weitere Erkenntnisse erarbeitet. Aber
noch immer gibt es offene Fragen und lockende Ziele, z. B.
der Aufbau des wesentlich anderen Trien-Chromophors des
Praecalciferols bzw. des Tachysterins. Andererseits haben
franzdsische Forscher in den letzten Jahren die Existenz

eines neuen, in der pflanzlichen und tierischen Welt weit
verbreiteten antirachitischen Faktors behauptet. Wenn-
gleich eine Bestatigung dieser Angaben noch aussteht,
bzw. unsere eigenen Nachpriiffungen von der rein chemi-
schen Seite her negativ verlaufen sind, so miissen die An-
gaben der franzosischen Autoren Raoul und Baron im Hin-
blick auf ihre Bedeutung im Bereich der antirachitischen
Vitamine doch weiter gepriift werden.

Eingegangen am 25, Juli 1960 {A 64]

3'.6-Didesoxy-hexosen - Chemie und Biologie

Von Prof. Dr. 0. WESTPHAL und Dr.0. LUDERITZ
Wander-Forschungsinstitut, Freiburg/Brsg.
Professor Dr. Richard Kuhn zum 60. Geburtstage gewidmet

In den letzten Jahren wurde, hauptsdchlich bei Bakterien, eine neue Klasse von Desoxyzuckern auf-
gefunden und — gemeinsam mit den Arbeitskreisen von A. M. Staub und E. Lederer — als 3.6-Didesoxy-
hexosen aufgekldrt. Von den theoretisch méglichen acht Stereoisomeren sind bislang wenigstens fiinf
natiirliche Vertreter, darunter zwei Paare von optischen Antipoden, bekannt. lhre Isolierung, Struk-
turaufkldrung und Synthese sowie Nachweisverfahren werden beschrieben. In Zusammenarbeit mit
F. Kauffmann wurden umfangreiche Zuckerbaustein-Analysen von Polysacchariden (O-Antigenen) bei
Salmonellen u. a. durchgefiihrt; 3.6-Didesoxy-hexosen treten hdufig auf und sind charakteristisch fiir
bestimmte Serogruppen. Als Bausteine spezifischer Polysaccharide in der bakteriellen Zellwand be-
sitzen die jeweils terminal gebundenen 3.6-Didesoxy-hexosen vielfach immunologische Funktion als
determinante (spezifitdts-bestimmende) Endgruppen (mit A. M. Staub und R. Tinelli). Dies wurde u. a.
durch Darstellung eines kiinstlichen Antigens mit Colitose (3-Desoxy-L-fucose) als determinanter
Gruppe demonstriert. Die Immunisierung geeigneter Tiere fiihrte nicht nur zu Antikdrpern gegen
Colitose, sondern auch gegen einige pathogene Bakterien, welche colitose-haltige Zellwand-Poly-
saccharide bilden (E. coli O 111 u. a.). Einige biochemische und genetische Aspekte im Zusammenhang
mit 3.6-didesoxyhexose-haltigen bakteriellen Zellwand-Polysacchariden werden erdrtert und dis-
kutiert.

Einleitung

Bei der Baustein-Analyse der Polysaccharide (Lipopoly-
saccharidel 2)) gram-negativer Bakterien, insbesondere von
Enterobacteriaceen, wurde in den letzten Jahren eine bis-
lang unbekannte Klasse von Desoxyzuckern entdeckt. 1952
beschrieben A. M. Staub?®) und O. Wesiphal*) das Vorkom-
men chromatographisch rasch wandernder Aldosen in
Hydrolysaten der somatischen Polysaccharid-Antigene (O-
Antigene®2)) von Typhus- und anderen Salmonella-Bak-
terien. Westphal, Liideritz und Mitarbeiters) konnten 1953
zwei derartige Zucker — Abequose und Tyvelose — iso-
lieren und mit speziell entwickelten Sulfonylhydrazid-
Reagentien®) in kristallisierte Derivate verwandeln. Die
Analyse zeigte, daB es sich um stereoisomere Didesoxy-aldo-
hexosen (Desoxy-methylpentosen) der Formel C;H;,0, han-
delts). 1957 beschrieben E. Lederer und Mitarbeiter”) eine
Didesoxy-hexose als Baustein der Zellmembran von As-
cariden-Eiern — Ascarylose —, welche sich chromatogra-
phisch und chemisch genau wie Tyvelose verhielt.

Die Struktur der neuen Zucker wurde gemeinsam mit den
Arbeitskreisen von E. Lederer und A. M. Staub ermittelts).
Es ergab sich, daB die neuen Zucker 3.6-Didesoxy-aldo-

1y O. Westphal u. O. Liideritz, Angew. Chem. 66, 407 [1954].

2) O. Westphal, Ann. Inst. Pasteur 98, 789 [1960].

3) G. Pon u. A. M. Staub, Bull, Soc.chim, biol. [Paris] 34, 1132 [1952].

1) O. Westphal, Angew. Chem. 64, 314 [1952].

%) 0. Westphal, O, Liideritz, I. Fromme u. N. Joseph, Angew, Chem.
65, 555 [1953].

8) 0. Westphal, H, Feier, O. Liideritz w. I. Fromme, Biochem. Z. 326,
139 [1954].

7y C. Fouquey, J. Polonsky u. E. Lederer, Bull. Soc. chim. biol.
[Paris] 39, 101 [1957].

8) C. Fouquey, E. Lederer, O, Liideritz, J. Polonsky, A. M. Siaub
S. Stirm, R. Tineili u. O.Westphai, C. r. hebd. Séances Acad. Sci.
Paris 246, 2417 [1958].
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hexosen®-1) und daB Tyvelose und Ascarylose optische
Antipoden sind1?). — 1958 wurden noch zwei weitere iso-
mere 3.6-Didesoxy-hexosen entdeckt: Paratose!l) als
Baustein des spezifischen Polysaccharids von Parafyphus A-
Bakterien und Colitose!?) im Polysaccharid-Antigen eines
Enteritis-Erregers, Escherichia coli 0 777. Abequose und
Colitose erwiesen sich wiederum als optische Anti-
poden??-12), Kiirzlich hat D. A. L. Davies®) Ascarylose im
Polysaccharid-Antigen von Pasteurella pseudotuberculosis
Typ V gefundon.

3.6-Didesoxy-hexosen mit ihren drei Asymmetrie-Zen-
tren im Molekiil konnen theoretisch acht Stereoisomere
(vier Paare von Antipoden) bilden; von diesen sind in den
letzten Jahren wenigstens fiinf Vertreter in Bakterien auf-
gefunden worden (Tabelle 1 s. 8. 882).

Die stereochemische Zuordnung aller bislang aufgefun-
denen 3.6-Didesoxyhexosen gelang durch Synthese ein-
zelner Vertreter und deren Vergleich mit den natiirlichen
Desoxyzuckern. Abequosel4), Paratose®16) und Tyve-

9) I. Fromme, K. Himmelspach, O. Liiderifz u. O. Westphal, Angew.
Chem. 09, 643 [1957].

10) C. Fouquey, J. Polonsky u, E. Lederer, Bull. Soc. chim, biol.
[Paris] 40, 315 [1958].

1)y D. A. L. Davies, I, Fromme, O. Lideritz, A. M. Staub u. 0. West-
phal, Nature {London}] 787, 822 [1958].

12y Q. Liideritz, A, M. Staub, S. Stirm u. O. Westphal, Biochem. Z. 330,
193 [19581.

13y A, P. Mac Lennan u. D. A, L. Davies, Aldoheptoses and other
novel sugars produced by bacteria. Colloque internat. sur la
Biochimie des Glycides Paris (18.-—21. 7. 1960). Bull. Soc. chim,
France, im Druck.

Wy O, Westphal u. S. Stirm, Liebigs Ann. Chem. 620, 8 {19591,

18y C. Fouquey, J. Polonsky, E. Lederer, O. Westphal u, O, Liideritz,

Nature [London] 782, 944 [1958].
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Jahr ‘y 3.6-Didesoxy- Isoliert aus Lit.
‘ hexose

195253 Abequose Lipopolysaccharid 5y
von 8. abortus equi

1952/53 Tyvelose Lipopolysaccharid bzw, Poly- 3,5)
saccharid von 8. typhi

1957 Ascarylose Glykolipoid der Eimembran 7)
von Parascaris equorum
Lipopolysaccharid von P. 13)
pseudotuberculosis Typ V

1958 Paratose Lipopolysaccharid my
von S. paratyphi A

1958 Colitose Lipopolysaccharid v. E.coli 0777] 12)

Tabelle 1. Die natiirlichen 3.6-Didesoxy-hexosen

lose!$) wurden zuerst aus bekannten Hexose-Derivaten
synthetisiert. Das Antipoden-Paar Abequose/Colitose
konnte in einer Totalsynthese mit E. Riide”) erhalten und
mit einem optisch aktiven Hydrazinderivat weitgehend in
die optischen Antipoden gespalten werden. Auf Grund die-
ser Untersuchungen ergab sich fiir die bekannten natiirli-
chen 3.6-Didesoxy-hexosen die folgende Zuordnung: Abe-
quose und Colitose leiten sich von p- bzw. L-Galaktose ab,
Tyvelose und Ascarylose von - und L-Mannose, und Para-
tose von D-Glucose (Schema 1); nicht aufgefunden wurden
bislang die beiden Antipoden vom Talose-Typ.

Von der Internationalen Nomenklatur-Kommission auf dem Ge-
biet der Zucker (Leiter: Prof. Dr. W. L. Wolfrom, Columbus,
Ohio/USA) ist festgelegt worden (Regel 6), daB bei Desoxy-
zuckern vorhandene Desoxy-Gruppen (—CH,—) bei der sterco-
chemischen Strukturbezeichnung sozusagen wegfallen, so daf 3-
Desoxy- ebense wie 3.6-Didesoxy-hexosen stereochemisch auf die
entsprechenden Pentosen mit der gleichen Folge von drei asym-
metrischen C-Atomen bezogen werden. Die derart theoretisch zu-
gehorige Pentose wird als Prifix der Desoxy-hexose vorangestellt.

In Schema 1 ist diese Nomenklatur neben gebriuehlichen Trivial-
namen aufgefithrt.

’ . . *
—OH HO HO- LOH
Pentosen l_on __OH HO— HO-—
‘{—OH - OH ~—OH OH
D-‘ribo p-arabino D—lyxo D-lxylo
CHO CHO CHO! CHO
1 OH HO- [ HO«% [FOH
3.6-Dides- CH, CH, CH, CH,
oxyhexosen iMOH [ OH HO‘i HO- [
|-OH .lfon - OH | -OH
CH, CH; CH, CH,
p: Paratose bp: Tyvelose p: Abequose
L: Ascarylose r: Colitose

Paratose = 3.6-Didesoxy-p-ribo-hexose
Tyvelose = 3.6-Didesoxy-n-arabino-hexose
(3-Desoxy-p-rhamnose)
Ascarylose = 3.6-Didesoxy-r-arabino-hexose
(3-Desoxy-r-rhamnose)
Abequose = 3.6-Didesoxy-p-xylo-hexose
(3-Desoxy-p-fucose)
Colitose = 3.6-Didesoxy-L-xylo-hexose
(3-Desoxy-r-fucose)
Konfiguration und Nomenklatur der 3.6-Didesoxy-
hexosen, ® = C-Atom 1

Schema 1.

Uber die Chemie der 3.6-Didesoxy-hexosen hat O. Liideritel™)
kiirzlich zusammenfassend berichtet.
In der Folge hat sich gezeigt, dafl 3.6-Didesoxy-hexosen
in Bakterien weitverbreitet vorkommen und daf sie als
Bausteine der spezifischen Polysaccharide in den Zellwin-

17) E. Riide u. O, Westphal, unveréffentl.

17a) O. Liideritz, Die Chemie der 3.6-Didesoxy-hexasen. Collogue
internat, sur la Biochimie des Glycides, Paris (18.—21. 7. 1960).
Bull. Soc. chim. France, im Druck,
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den 18- 19) biofogisch wichtige Funktionen ausiiben. Sie sind
jeweils terminai, d. h. an Kettenenden, in den stark ver-
zweigt gebauten Polysaccharid-Molekeln gebunden?-#) und
beeinflussen ducch thre An- oder Abwesenheit den lyophil-
lipophilen Charakter der bakteriellen Zelloberflache (siehe
z. B.2%)). Von besonderem Interesse ist der Befund von
A. M. Staub und R. Tinelli, daf} einige 3.6-Didesoxy-hexo-
sen in den polysaccharidischen Bakterien-Antigenen (O-
Antigenen) eine immunspezifisch determinante Funktion
ausiiben; sie bilden vielfach die determinanten Endgruppen
welche fiir die serologische Spezifitit der betreffenden An-
tigene verantwortlich sind 21 22) (sieche auch 2®)). A. M. Staub
und Mitarbeiter2t.22) zeigten, daB einzelne 3.6-Didesoxy-
hexosen die Immunreaktion (Précipitation) von Bakterien-
Polysaccharid mit entsprechendem Antiserum spezifisch
hemmen (siehe auch?)). Als weiteren Beweis der immuno-
logisch determinanten Funktion von 3.6-Didesoxy-hexosen
haben Liideritz, Westphal, Staub und Le Minor?5) kiirzlich
kiinstliche Antigene mit Colitose als determinanter Gruppe
dargestellt (Colitosephenylazoproteine). Die Immunisierung
geeigneter Tiere ergab colitose-spezifische Antiseren, welche
mit E. coli O 777-Bakterien und serologisch verwandten
Keimen der Sulmonella-Gruppe (z. B. S. adelaide mit O 35-
Antigen) stark kreuzreagieren.

3.6-Didesoxy-hexosen bilden somit nicht nur eine neue
Klasse natiirlicher Polysaccharid-Bausteine, besonders von
Bakterien, sie haben als sterisch bevorzugt gebundene Bau-
steine der bakteriellen Zellwand auch biologisch besondere
Bedeutung.

isolierung, Reindarstellung
und Charakterisierung

Zur Gewinriung der 3.6-Didesoxy-hexosen geht man am
besten von den gereinigten protein-freien Lipopoly-
sacchariden der Bakterieni:2) aus, welche man z. B. mit
Hilfe des Phenol/Wasser-Verfahrens?®) direkt aus den Ba-
terien isolieren kann (siehe auch??)),

Die aus fliissigen Kulturen abgeschleuderten Bakterien werden
mit ciner auf 60-—65°C erwirmten, homogenen Mischung von
Phenol und Wasser (1:1) 5—30 min extrahiert. Beim Abkiihlen
des Ansatzes bilden sich zwei Schichteun, die sich durch Zentrifuga-
tion leicht trennen lassen; man erhilt eine obere walirige Schicht
und eine unters phenolische Phase, daneben einen Bodensatz der
phenolwasser-unléslichen Anteile. Die wilirige Phase enthilt die
bakterielle Lipnpolysaccharid-Fraktion neben Nucleinsiure. Nach
Dialyse und Einenzen der kolloidal-walrigen Lésung wird durch
Ultrazentrifugztion??) das sedimentierende Lipopolysaecharid von
der nicht-sedirientierenden Nucleinsiure getrennt. Die Ausbeute
an Lipopolysaccharid betrigt ~ 2—4 9 der bakteriellen Trocken-
substanz.

Die Analyse des zeitlichen Verlaufs der Hydrolyse von
Lipopolysacchariden, welche eine 3.6-Didesoxy-hexose ent-
halten, ergab, da8 die Didesoxyhexose sehr rasch und vor
allen anderen Zuckerbausteinen freigesetzt wird (siehe
Bild 3 in'), S. 415). Daraus haben wir geschlossen, dafl diese
Zucker endstdndig in den betreffenden Polysacchariden

18y C. S. Cummins, Internat. Rev. Cytol. 5, 25 [1956]}; J. F. Wilkin-
son, Bact. Rev. 22, 46 [1958].

19y "Siehe auch E. Krdger, O. Liideritz u. O. Westphal, Naturwissen-
schaften 4¢, 428 [1959].

20) F. Kauffmunn, O. Liderifz, H. Stierlin u. O. Westphal, Zbl. Bakt,
1. Orig. 173, 442 [1960].

) A. M. Staubu. R. Tinelli, Bull, Soc, chim, biol. [Paris] 39, Suppl.
1, 65 [1957].

22y A. M. Staub, R. Tinelli, O. Liideritz u, 0. Westphal, Ann. Inst,
Pasteur 96, 303 [1959].

23) 0. Westphaul, Naturwissenschaften 46, 50 [1859].

My A. M. Stavb, Ann. Inst, Pasteur 9§, 814 [1960].

) 0. Liderit:, O. Westphal, A. M. Staub u. L. Le Minor, Nature
[London] /87 [1960], im Druck.

20) O. Westphal, O. Liideritz u, F. Bister, Z. Naturforsch. 7b, 148
[1952].

%) O. Westphal, O. Luderitz, E. Eichenberger u. W. Keiderling, Z.
Naturforsch. 76, 536 [1952].
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gebunden sind. Die leichte Spaltbarkeit der Glycosidbin-
dung haben 3.6-Didesoxy-hexosen mit den Glycosiden syn-
thetischer 3-Desoxy-hexosen gemein?2s),

Infolge ihres lipophilen Charakters und der entsprechend gro-
Ben Wanderungsgeschwindigkeit in Losungsmitteln wie Pyridin-
Butanel-Wasser (4:6:3), Eisessig-Butanol-Wasser (1:4:5) oder
Aceton-Wasser (95:5) lassen sich 3.6-Didesoxy-hexosen papier-
chromatographiseh neben Hexosen, Pentosen und 6-Desoxy-
hexosen (z. B. Rhamnose, Fucose) gut nachweisen und von diesen
aueh prdparativ trennen. Abequose/Colitose (3-Desoxy-p- und
-L-fucose) kdnnen auf Grund ihres relativ niedrigen R¢-Wertes von
den fibrigen drei Antipoden-Paaren, deren R;-Werte nahe bei-
einander liegen (siche Tabelle 2), differenziert werden. Didesoxy-
hexosen ergeben mit Anilin-Phthalsiure hell-gelbbraune Féirbun-
gen. Zum Anfirben sind ferner geeignet p-Anisidin-hydroechlorid
und besonders das Reagens Vanillin-Perchlorsiure??), das mit
einigen Desoxyzuckern differente Firbungen und mit normalen
Aldosen keine Fiarbungen ergibt.

Ahnlich wie 2- und 3-Desoxy-hexosen sind 3.6-Didesoxy-
hexosen sdurelabil und werden durch Erhitzen in starkeren
Mineralsduren relativ rasch verandert. Deshalb ist es ange-
zeigt, zu ihrer Freisetzung aus Polysacchariden moglichst
kurze Hydrolysenzeiten einzuhalten. Erhitzen der bak-
teriellen (Lipo)-polysaccharide in 1 n Schwefelsdure auf
100 °C setzt vorhandene 3.6-Didesoxy-hexosen bereits nach
3-5 Minuten quantitativ in Freiheit, wahrend die iibrigen
Zuckerbausteine zu diesem Zeitpunkt noch als Oligosaccha-
ride vorliegen. Nach Neutralisation mit Ba(OH), und Ein-
engen wird das Partialhydrolysat an der Cellulose-Sdule mit
95-proz. Aceton als Elutionsmittel chromatographiert. Da-
bei fallt die betreffende 3.6-Didesoxy-hexose als farbloses
Ol an. Nach Destillation im Hochvakuum (0,5 mm Hg,
100110 °C) erhidlt man die Substanz in reiner Form.

Tyvelose und Ascarylose kristaliisieren in farblosen Na-
deln vom Schmelzpunkt 97--99 °C16), Die iibrigen 3.6-Di-
desoxy-hexosen liegen als farblose Ole vor, welche bislang
keine Kristallisationstendenz zeigten. Sie sind leicht 16slich
in Wasser, niederen Alkoholen und Aceton, maflig 1dslich in
Ather. Aus Hydrolysaten kann man sie prinzipiell aus-
athern. — In bakteriellen Lipopolysacchariden liegen die
Didesoxy-hexosen im allgemeinen in Quantititen von
~ 10159, vor (siehe z. B.%)). In Bakterien sind sie dem-
nach zua 0,2—0,6 9% des Trockengewichtes enthalten. Rela-
tiv grofe Kulturansitze waren notig, um geniigend Material
fur chemische und andere Untersuchungen zu gewinnen.

Die georinge Kristallisationsneigung der 3.6-Didesoxy-hexosen
veranlalte uns, gemeinsam mit H. Feier® 3°) nach Reagentien zu
suchen, welche eine Uberfiihrung — auch kleiner Substanzmengen
— in kristallisicrte Derivate gestatten. Schliefilich fanden wir, dafl
fiir Desoxy-zucker gewisse Sulfonylhydrazide mit ,schweren* or-
ganischen Resten besonders geeignet sind®), wie

p-Nitrobiphenyi-suifonyi- Cea TN N

hydrazid H,N-NH—-50, PaY; NO,
oder - :
Azobenzol-

sulfonylhydrazid HZN—NH”SOZ—< }*N:N_< )

Das zuletzt genannte Reagens ergibt orange-farbene Sulfonyl-
hydrazone, welche sich auch zur Chromatographie eignen. Wegen
des schweren Restes ist die erhaltene Menge an Sulfonylhydrazon
relativ grof3, so daB im allgemeinen wenige Milligramm Desoxy-
zucker bereits geniigend Material fiir die Analyse ergeben. Die
Schmelzpunkte der Sulfonylhydrazone sind allerdings wenig cha-
rakteristiseh; sie konnen in Abhangigkeit vom Umkristallisations-
mittel (Methanol oder Acetonitril u. a.) verschieden sein, ohne dafi
Kristall-Losungsmittel vorliegt®!).

3.6-Didesoxy-hexose-sulfonylhydrazone erwiesen sich als
geeignet, die stets gleiche Formel (C;H,,0,) aller bislang
aus Bakterien isolierten Didesoxy-zucker mikroanalytisch

28) B, Lindberg u. O. Theander, Acta chem, scand. 73, 1226 [1956].

2y A, P. Mac Lennan, H. M. Randall u, D. W. Smith, Analyt. Chem.
317, 2020 [1959]. :

39) Siehe z,B. I. Fromme, O. Litleritz, A. Nowoiny u, O. Westphal,
Pharm. Acta Helv. 33, 391 [1958].

31) H. Feier, Dissert., Universitdt Freiburg/Brsg. 1953/54,

Angew. Chem. | 72. Jahrg. 1960 | Nr. 23

zu bestimmens.7-8.10-12) . 3 §-Didesoxy-hexosen lassen
sich mit Natriumborhydrid glatt zu den entsprechenden
3.6-Didesoxy-hexiten reduzierens.0.12.15,18)  welche aus
wédBrigem Aceton schin kristallisieren und charakteristi-
sche Schmelzpunkte sowie relativ hohe spezifische Dreh-
ungswerte zeigen (Tabelle 2). Die Hexite sind daher zur
chemischen Charakterisierung und Differenzierung der 3.6-
Didesoxy-hexosen besonders geeignet.

Strukturanalyse

Die Aldehyd-Gruppe der 3.6-Did esoxy-hexosen 14t
sich quantitativ mit Hypojodit oxydieren und entspre-
chend nach Willstdtter-Schudel titrieren®). Die quantitative
Mikro-Acetylierung nach Dewalt und Glenn3?) ergibt drei
OH-Gruppen pro Aldehyd-Gruppe®). Chromsaure-Oxyda-
tion nach Kuhn-Roth®) liefert ein Aquivatent Essigsdure,
was das Vorliegen einer endstandigen (C)—CH,-Gruppe an-
zeigt. Die zweite Desoxy-Gruppierung an C—-3 der Didesoxy-
hexosen wurde hauptsdchlich mit Hilfe der Perjodatoxyda-
tion?®) ermittelt.

Bei Zimmertemperatur wird nach kurzor Zeit 1 Mol Perjodat ver
braucht, nach weiteren 200 Stunden ist ein 2weites Mol reduziert
Danach steigt der Perjodatverbrauch lanzsam weiter an. Gleich-

zeitig entstehen 0,6 Mol Acetaldehyd und 1 Mol Ameisensiure;
Formaldehyd tritt nicht auf (siehe Schema 2).

T .

CHOH

| CHO

CHOH CHO CHO

é 1H I CH,
H . C CH :

] 2 JO4) | : OH- : JO, /‘ CHO

CHOH —> CHOH TT>CHOH —— < N

| ; | |

CHO - J CHO—CHO CHOH + HCOOH CHO
i [ \ i

CH, CH, CH, CH,

3.6-Didesoxy- i 4-Formyl-2.5-| 2.5-Didesoxy-pentose ' Malondialdehyd

hexose didesoxy- | + Ameisensdure ' 4 Acetaldehyd
(Pyranose) ‘ pentose ‘ I
Schema 2. Perjodat-Abbau von 3.6-Didesoxy-hexosen®)

Die Oxydation der Didesoxy-hexosen mit 1 Mol Perjodat
in Wasser8) (20 °C, 4 Std.) fithrt zu einem Abbauprodukt,
welches isoliert werden kann und das eine Aldehyd-Gruppe
neben einer QH-Gruppe aufweist. Das Abbauprodukt ent-
halt 1 Aquivalent Ameisensaure, die jedoch erst nach Al-
kalibehandlung (oder mit stirkerer Sdure) quantitativ frei-
gesetzt wird. Einen wesentlichen Hinweis auf die Konsti-
tution des Spaltproduktes erbrachte dessen positive Farb-
reaktion nach Webb3t), welche fiir 2-Desoxy-aldosen cha-
rakteristisch ist und von Webb und Levy?®) zur quantitati-
ven Bestimmung von 2-Desoxy-D-ribose bzw. Desoxyribo-
nucleinsiure ausgearbeitet wurde. Das Abbauprodukt
konnte so als Formylester einer 2.5-Didesoxy-pentose auf-
geklart werden, welches durch Spaltung der C(1)—C(2)-Bin-
dung in der urspriinglichen 3.6-Didesoxy-hexose entsteht.

Alle 3.6-Didesoxy-hexosen ergeben nach Perjodat-Oxy-
dation eine intensiv positive Webb-Reaktion.

Gorin und Jones?®) haben den analogen Perjodat-Abbau
von synthetischer 3-Desoxy-p-glucose iiber 4-Formyl-2-
desoxy-ribose zu 2-Desoxy-p-ribose in praparativem Mab-
stab ausgefiihrt. Wir fanden, daB bei der Oxydation von
3-Desoxy-D-galaktose mit 1 Mol Perjodat der Formylester
von 2-Desoxy-p-xylose entsteht, der stark Webb-positiv

32) C, W. Dewalit u. R. A. Glenn, Analyt. Chem. 24, 1789 [1952].

33) Siehe F. Pregl u. H. Roth: Quant, organ. Mikroanalyse. 5. Aufl,,
Springer-Verlag, Wien 1947, S. 248.

34y J. M. Webb u. H. B. Levy in D. Glick: Methods of Biochemical
Analysis, Interscience Publ., Inc., New York 1958, Bd. 6, S. L.

35) J. M. Webb u, H. B, Levy, J. biol. Chemistry 273, 107 [1955].

38) P, A. J. Gorin u. I. K. N. jones, Nature [London] 772, 1051
[1953].
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reagiert. Diese Art von partiellem oxydativem Abbau mit
anschlieBendem positivem Webf-Test ist ein spezifischer
Nachweis fiir 3-Desoxy-aldohexosen 7).

Bei der Webb-Reaktion wird der betreffende 2-Desoxy-zucker
mit 5-proz. Triehloressigsiure bei Gegenwart von p-Nitrophenyl-
hydrazin erhitzt. Nach Extraktion mit Butylacetat wird die was-
rige Losung mit Alkall versetzt, worauf sofort eine tiefviolette, an
Permanganat erinnernde Firbung eintritt. Mit K. Himmelspach3®)
konnten wir zeigen, dafl 2-Desoxy-tetrosen Webb-negativ sind und
daB fir cine positive Webb-Reaktion 2-Desoxy-zucker mit wenig-
stens fiénf C-Atomen in unverzweigter Kette vorliegen miissen.

CHO
i
CH,

| T
?HOH >

CHOH

|

CH,OH

2-Desoxy-pentose
H+ |

40, 13, 44, 48

) L . ot
CH;;—CO--CH,—CH-CHO

|

Furfuryl-alkohol

44)

OH
a-Hydroxy-lavulinaldehyd

’ 0,N—¢ "3~ NH-NH:

Reaktion erleiden 2-Desoxy-pentosen cine hydrolytische Um-
wandlung in dexr. genannten Aldehyd. Substanzen, welche unter
sauren Bedingungen in o-Hydroxy-lavulinaldehyd oder sein Was-
serabspaltungs-Produks B-Acetylacrolein (CH,CO—CH=CH—CHO
iibergehen kénnen, wie Furfurylalkohol u. a. (Schema 3), sind
hiaufig noch stiarker Webb-positiv als 2-Desoxypentosen.

Sehr wahrscheinlich ist Furfurylalkohol Intermediarprodukt bei
der Hydrolyse von 2-Desoxy-pentosen zu o- Hydroxy-livulinalde-
hyd (Schema 3); doch liegt eine sichere Bestatigung noch nicht vor.
Aus Furfurylalkohol liel sich der violette Farbstoff in grofBerer
Menge gewinnen. Durch Ansiuern entstcht daraus ein gelbes kri-
stallines Produkt, welches als (-Acetylacrolein-p-nitrophenyl-
hydrazon identifziert wurde, das mit Alkali den Webb-Farbstofi
zuriickbildet. Gestiitzat auf zahlreiche Analogien im Verhalten von
p-Nitrophenyl-hydrazonen a.3-ungesittigter Aldehyde gegeniiber
Alkali®®) wurde der violette Webb-Farbstoif als das Alkalisalz von
Aci-B-acetylacrolein-p-nitrophenylhydrazon (Schema 3) erkannt.—
Das cigentliche Webb-Chromogen erhielten wirs?) in Form stabiler,
schon kristallisicrender Komplexsalze durch Fallung mit Reinecke-
Salz oder Hexachloroplatinsiure. Das eingehende Studium der
Chromogensalze ergab, dal es sich dabei um 1-(p-Nitrophenyl-)-
6-methylpyridazinium-8alze (Schema 3) handelt. Das in Butyl-
acetat unlosliche, wasserlosliche Chromogen entsteht durch Ring-
schlull aus a-Hy droxy-livulinaldehyd und p-Nitrophenylhydrazin
unter den saurea Bedingungen der Webb-Reaktion. Mit Alkali off-
net sich das Ringsystem des N-phenylierten Pyridaziniumsalzes
unter Bildung dus tiefvioletten Webb-Farbstofls, dhnlich der Zinke-
schen Aufspaltung N-phenylierter Pyridinium-Verbindungeni®).

HJri100°c 2-Desoxypentosen und 2.5-Didesoxypentosen ergeben das glei-

- che Chromogen. Die frithere Annahme,

x- CHy;—CO—CH=CH-CH=N—NH- 7 \\§4N02 daB die positive Webb-Reaktion von 2.5-
/:N} SN NO . . N Didesoxypentosen und 2-Methylfuran
\\, - //N~\7///— 2 NaO B-Acetylacrolem-p-?xtrophenyl-hydrazon {Sylvan) iiber Lavulinaldehyd verlaufe,
" on > H*/ OH~- ist hinfallig. Lavulinaldehyd ist Webb-

. 8 . o negativ. Die Webb-Reaktion von Syl-
l-g)jlr\g:it;gﬂggrrlgslz;?zznvle/gg}- CHS_CO#CH:CH__CH:N#N:<7 :/>=N02 © Na* van untersuchen wir noch weiter??). Das

Chromogen)

Schema 3.

Binblick in den Meehanismus der Webb-Reaktion®) er-
brachte die Ubertragung einer Untersuchung von W. . Overend
und M. Stacey*®) iiber den Verlauf der Diphenylamin-Reaktion fiir
2-Desoxypentosen nach Dische''). Ks zeigte sich (Schema 3), dah
als Zwischenprodukt vor der Chromogenbildung bei beiden Reak-
tionen a-Hydroxy-livulinaldehyd auftritt (bis vor kurzem filsch-
lich als 3-Hydroxy-livulinaldehyd bezeichnet*?); von . K. Le-
wis®) und L. Birkofer®) jedoch riehtiggestellt). Bei der Webb-

Webb-Farbstoff (Amax = 560 mu.)

Zum Mechanismus der Webb-Reaktion3 %) bei 2-Desoxypentosen 38 3)

Chromogen von 2-Desoxy-glucose und
Digitoxose ist von jenem aus 2-Desoxy-
pentosen dagegen sicher verschieden.

Die Konstitution der Ascarylose wurde von E. Lederer
und Mitarbeitern®) noch auf folgendem Wege ermittelt
(Schema 4): Perjodatoxydation des Ascarylits liefert 1Mol
Formaldehyd und 1 Mol Acetaldehyd. Ascarylonsdure er-
gibt unter gleichen Bedingungen auBer 1 Mol Acetaldehyd
ein Gemisch chloroform-extrahierbarer Abbauprodukte,

HCHO
+ CH,OH CHOH (‘ZOOH (\:OOH
CHO ! —
1 HCOH HC—OH HC-OH HE—-OH
CH, 3jo0 : NaBH “ Ag,0 1 jo; CH,
Lo 230 cH,  NeBH. cH, A0 cn, 1JOg L
. HO-CH HO—CH HO-CH i o
| i | (0y)
CHO HO-CH —0-CH HO—CH CHO :
‘ : | .
CH, CH, CH, CH, CH,
Formaldehyd Ascarylit Ascarylose Ascurylonsdure Acetaldehyd
Malondialdehyd (Pyranose)
Acetaldehyd
lTritylierung (\:OOH
. HC—
(’3H2~0-Trityl CH,—O-Trityl ('IH2~O-Tr1tyl f oH
!
HC-OH HC—-OH HC—-OH CH,
| [ COOH
?Hz IO (‘:Hz a) NaHB, (EH2 Apfelsdure
HO—CH CHO b)Tritylierg. CH,—0-Trityl l~C02
J +
HO--CH »~2-Hydroxy-1.4-
; CHO ditrityloxy-butan ?OOH
CH, (‘:Ha HC—OH
Schema 4, Perjodat-Abbau von Ascarylit und Ascarylonsdure (nach)), éHa
Milchsaure

37) 1. Fromme, O. Liiderilz, H. Stierlin u. O. Westphal, Biochem, Z.
330, 47 [1958].

38) 0. Westphal und K. Himmelspach, Angew. Chem, 69,
[1957].

%) K. Himmelspach, Dissert., Universitat Freiburg/Brsg. 1960,

1) W. G. Overend u. M. Stacey, Adv. Carbohydr. Chem. 8, 56
[1953].

i1y Z. Dische, Mikrochemie 8, 4 [1930],

42) Siehe R. Pummerer u. Mitarb., Ber. dtsch. chem. Ges. 56, 999
[1923]; 68, 480 [1935].

18y G. K. Lewis, J. chem. Soc, [London} 7957, 531,

44) L. Birkofer u. F. Beckmann, Liebigs Ann, Chem, 620, 21 [1959].
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unter denert Apfelsiure und Milchsiure papierchromato-
graphisch identifiziert werden konnten (Schema 4). Schlief3-
lich wurde [-Trityl-ascarylitol (Fp 144—146 °C) mit 1 Mol
Perjodat umgesetzt. Das mit Ather extrahierbare amorphe

4%) Siehe F. Rohimann, Chem. Ber, §4, 490 [1951]; daselbst Lit.

48) Siehe R. C. Elderfield: Heterocyclic Compounds, John Wiley
& Sons, Inc., London-New York 1950, Bd. I, S, 424,

47y K. Himmelspach u, O, Westphal, unveréfientl.

8) M., Stacey u. Mitarb., Nature [London] 757, 740 [19461; J. chem.
Soc. [London] 7949, 1222; 71950, 1027.
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Produkt wurde mit Natriumborhydrid reduziert und die
entstandene primére Alkoholgruppe wiederum trityliert.
Diese Verbinduag (Fp 178-180°C; {u}, = —4°) wurde
durch Vergleich mit synthetischem vL-2-Hydroxy-1.4-di-
trityloxy-butan als das p-Isomere identifiziert (Schema 4).
Damit war die Konstitution derAscarylose als 3.6-Didesoxy-
hexose mit C--2 in p-Konfiguration bewiesen10-16),

Nachweis und quantitative Bestimmung

Zur quantitativen Bestimmung von 3.6-Didesoxy-hexosen in
Chromatogrammen kann man, wie bei anderen Zuckern, die kom-
binierte Methode von Baar*®) und Wilson5°) benutzen. Testzucker
und Hydrolysat werden in verschiedenen Mengen auf einem Filter-
bogen chromatographiert (Whatman Nr. 1, Pyridin-Butanol-Was-
ser 4:6:3), mit Anilinphthalat nach Baar angefirbt, die Flecke
anschliefend nach Wilson eluiert und colorimotriert (25—150 pg
Zucker, Fehler + 5 9).

Unter den Bedingungen der Dische-Reaktion®!) ergeben 3.6-
Didesoxy-hexosen mit Schwefelsdure uncharakteristische braune
Zersetzungsprodukte, die nicht mit Cystein reagieren. Aus dem
gleichen Grunde sind die iiblichen Nachweisreaktionen fiir Zucker,
bei denen starke Schwefelsiure benutzt wird (z. B. Molisch- oder
Anthron-Reaktion), ungeeignet. Die fiir 2-Desoxyzucker ausgear-
beiteten spezifischen Reaktionen (nach Dischel) Keller-Kiliani5?)
oder Webb%)) werden von intakten 3.6-Didesoxy-hexosen nicht
gegeben.

Zwei wichtige Bestimmungen von 3.6-Didesoxy-hexosen
basieren auf dem Nachweis bestimmter Perjodat-Abbau-
produkte (siehe Schema 2): ndmlich (a) von 2.5-Didesoxy-
pentosen mit Hilfe der Webb-Reaktion (Schema 3) und (b)
von Malondialdehyd mit der Thiobarbitursdure-Reaktion.

Die kombinierte Perjodat-Webb-Reaktion??) 1aBt sich am
besten mit den aus Polysaccharid-Hydrolysaten chromato-
graphisch isolierten 3.6-Didesoxy-hexosen durchfiihren,
wobei minimal 10—20 pg Zucker einzusetzen sind. Freie 2-
Desoxy-zucker wie andere bekannte Zucker storen den Test
nicht, da sie unter den Bedingungen der Oxydation mit

ben®*), erwics sich die Reaktion auch zur quantitativen Bestim-
mung von 2-Keto-3-desoxygluconsiure®®), 2-Keto-3-desoxyhep-
tonsdure®®) und von Sialinsfurens?) als geeignet. Neuerdings ha,
ben M. A. Cynkin und G. Ashwell®®) die Bedingungen angegeben-
unter denen 3- bzw. 3.6-Didesoxyhexosen in Mengen von 0,2—6 pg
bestimmt werden konnen. Die Reaktion 148t sich prinzipicll auch
auf Papierchromatogrammen ausfiihren®% 5%},

Bei der Reaktion zwischen Malondialdehyd (und anderen 1.3-
Dioxo-Verbindungen) mit Thiobarbitursiiure hildet sich ein roter
TFarbstoft mit Absorptionsmaximum bei 532 my. der nach H.
Schmidi®®) dic Konstitution eines Trimethin-Farbstoffes besitazt.

Wichtig ist, daB die Perjodat-Thiobarbitursiure-Reak-
tion auch zur quantitativen Bestimmung von 3.6-Didesoxy-
hexosen direkt in bakteriellen (Lipo)-polysacchariden an-
gewandt werden kann®8).

Beispiel: 100 ug bakterielles Polysaccharid (oder Lipopoly-
saccharid werden 25 min in 0,5 ml 0,25 n Schwefclsiure bei 100 °C
gehalten (Hydrolyse mit quantitativer Freisetzung der Didesoxy-
hexose). Dann fiigt man 0,5 m! 0,025 m Perjodsdure hinzu und er-
wirmt 25 min auf 55 °C (maximale Bildung von Malondialdehyd).
Nach Zugabe von 1 ml 2-proz. NaAsO,-Losung (zur Reduktion
iiberschiissiger Perjodsiure) 146t man einige Minuten bei Zimmer-
temperatur stehen, fiigt dann 4 ml 3-proz. Barbiturat-Losung
hinzu und hilt 12 Minuten auf 100 °C. Der rote Farbstoif wird bei
530 my colorimetriert. — Die besten Werte erhalt man nach un-
seren Krfahrungen mit 5—25 pg 3.6-Didesoxy-hexose bzw. der
etwa 10-fachen Menge an bakteriellem (Lipo)-polysaccharid.

Synthesen

Zur Synthese von 3.6-Didesoxy-hexosen (siehie Schema 1)
kann man von Hexose-Derivaten ausgehen. Es wurden
(a) 3-Desoxy-hexosen oder (b) 6-Desoxy-hexosen als Aus-
gangsmaterial verwendet, wobei bislang von den vier
theoretisch méglichen Antipoden-Paaren drei p- und ein
L-Isomeres dargestellt wurden.

Die Uberfithrung der primaren Alkohol-Gruppe von 3-
Desoxy-hexosen in —CH, erfolgt durch Tosylierung in 6-
Stellung und direkte Hydrierung, oder auf dem Umweg iiber

] [ ] r T o

CHOCH, CHOCH;, CHOCH, CHOCH,; | CHOH

| | | ! | !

CHOH CHOH CHOH CHOH ! ‘CHOH

| | ! !

CH, CH, CH, CH, l CH,

' LI ‘ — L lhon L, ('ZHOH AL (‘ZHOH “

LAY IR

?HOH Tosylierung fHOH Na]J f H,, Ni | H+ i |

CHO — CHO — -1 (Aceton) ¢cHo — | CHO —! CHO - -/

| | | | !

CH,0H CH,—OTs CH,J CH, CH,
Methyl-3-desoxy- 6-Tosyl- 6-Jod- _ Methyl-3.6- 3.6-Didesoxy-
hexosid (Pyranose) didesoxy-hexosid hexose

| L |
LiAlH,

Schema 5. Uberfiihrung von 3-Desoxy-hexosen in 3.6-Didesoxyhexosen

iiberschiissigem Perjodat rasch abgebaut werden, wahrend
der aus 3.6-Didesoxy-hexosen primér entstehende Formyi-
ester einer 2.5-Didesoxy-pentose (siehe Schema 2) bei neu-
traler oder schwach saurer Reaktion relativ stabil ist und
von Perjodat nicht angegriffen wird. Diese Reaktion ist ein
spezifischer Test auf die Desoxygruppierung an C-3 in
Aldohexosen und daher auch zur ersten Charakterisierung
chromatographisch rasch wandernder Aldosen geeignet.

Wegen ihrer Empfindlichkeit und einfachen Handhabung
besitzt die Perjodat-Thiobarbitursiure-Reaktion beson-
deres Interesse als quantitative Bestimmungsmethode.

Zuerst von L. D. Saslaw und V. S. Waravdecar®®) zur Bestim-
mung von 2-Desoxy-ribose angewandt und ausfithrlich beschrie-

) §, Baar, Biochem. J. 58, 175 [1954].

50) ¢, M. Wilson, Analyt. Chem. 37, 1199 [1959].

51y Z, Dische, L. B. Shettles u. M. Osnos, Arch, Biochem. Biophysics
22, 169 [1949].

52) Siehe T. Reichstein, Hely. chim. Acta 37, 888 [1948].

52y L. D. Sastaw u. V. S. Waravdecar, Biochim. biophysica Acta 24,
439 [1957]. .
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die 6-Jod-Verbindung, die ihrerseits hydriert wird (Prin-
zip sieche Schema 5). 6-Desoxy-hexosen werden in solche
Epoxyde iibergefithrt, welche bei der Hydrierung eine
Desoxy-Gruppe (—CH,—) in 3-Stellung ergeben (Beispiel
siehe Schema 6). Bei der SchlieBung und Hydrierung des
Epoxyd-Ringes sind natiirlich die sterischen Verhaltnisse
zu beachten! Fiir beide Synthese-Arten (Schema 5 und 6)
sind Beispiele bekannt. Die synthetischen Produkte wur-
den mit den natiirlichen 3.6-Didesoxyhexosen verglichen
(siehe Tabelle 2).

84) V. S. Waravdecar u. L. D. Saslaw, J. biol. Chemistry 234, 1945
[1959].

55) G. Ashwell, A. J. Wahba u. J. Hickman, Biochim. biophysica
Acta 30, 186 [1958].

56) A. Weissbach u. J. Hurwitz, J. biol. Chemistry 234, 705
(19591,

57) L, Warren, J. biol. Chemistry 234, 1971 [1959].

58) M. A. Cynkin u. G. Ashwell, Nature [London] 786, 155 [1960].

59) L. Warren, Nature [London] 786, 237 [1960].

50) H. Schmidt, Naturwissenschaften 46, 379 [1959]; siehe auch K.
Tdufel u. R, Zimmermann, ebenda 47, 133 [1960].
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3.6-Didesoxy-p-zylo-hexose = Abequose!®). — Methyl-3-desoxy-
p-galaktosid ¢t )wurde tosyliert. Das6-Mono-tosylat (70 % des dligen
Reaktionsproduktes) warde ohne weitere Reinigung mit Natrium-
jodid in Aceton bei 105 °C in die 6-Jodverbindung ibergefiihrt.
Hydrierung mit Rancy-Nickel in Methanol-Kalilauge und an-
sohlieBende Hydrolyse des Gly-

Eine andere von E. Riide und 0. Westphal" %) ausgear-
beitete Synthese geht von 2.5-Didesoxy-pentosen aus, wel-
che durch Cyanhydrinsynthese zu 3.6-Didesoxy-hexosen
aufgebaut werden konnen.

cosids fihrte zur 3.6-Didesoxy- o COOH
p-zylo-hexose (Sehema 5), die 7 |
sich nach chromatographischer [ “NH, H$_OAC
Reinigung an der Cellulosc-Siule H?_OH ) A nvdrid CH,

. g A ] i a) Aceranhydri
als identiseh it Abequose ecr CH, ch‘,2 Ac0~(‘:H SOC_Ii)

wies®: 1), Damit war auch die ste-

—_—
b) N,C, |

rische Konfiguration der Colitose, HO_?H HC—OAc
des optischen Antipoden von Abe- HC—OH él—[
quose, als 3.6-Didesoxy-L-zylo- | 3
hexose bewiesen® 12), CH,
3:6-Didesoxy-p-arabino-hexose Abequon-/Coliton- Amid 2.4.5-Triacetyl-abequon-
— Tyvelose). — Methyl-3-des- saurelacton /colitonsdure
oxy-p-mannosid®?) wurde tosy-
liert und dic gercinigte 6-Tosyl- Py
Verbindung direkt mit LiAlH, Nl ?HO CH=N—NH—CO—0-Menthyl
lly(.ll‘lert, Die Hydl:oly'se des Gly- HC—OAc¢ HC—OAc H(E OA
cosids ergab 3.6-Didesoxy-D-ara- [ | f ¢
bino-hexose (Schema 5), die mit ?HZ H. Pd (‘:Hz Da‘;‘ir)]ﬁ"_i';;‘_g?r;]l:t_ CH,
Tyvelose identisch ist. Ascary- cO— 2 _ —_— |
! ; AcO—-CH AcO-CH AcO—CH
lose, der optische Antipode von | €O~ |
Tyvelose ist somist %.G-Didesoxy- HC—-OAc H(E'OAC HC—0OAc
- s - 21 |
L arabn%o hexose .). CH, CH, CH
3.6-Didesoxy-p-ribo-hexose = Saurechlorid i : 3
Paratose®:1%), — Diese wurde gb‘tg;’g;?/f:;%l{:s; Hydrazon (pp-/L1Dp-)
analog der Tyvelose aus 3-Des- | .
oxy - D -glucose®®) synthetisiert ‘
(Schema 5) und erwies sich als H+ K 'stfrl%lli‘;;'tion S
mit Paratose identisch. ' rista \*\
3.6 - Didesoxy - L - lyro-hexo- l Ve
se®:64) — -Rhamnose wurde ir. Abequose pp-Hydrazon Lp-Hydrazon
Methyl-2.3-isopropyliden-L-rham- Colitose ll_” [ H+
nosid dberfithrt und dieses in 4- M
Stellung tosyliert (Schema 6). Abequose Colitose
Nach Abspaltung des Isopropyli- Schema 7. Darstellung von Abequose und Colitose aus Abequon-[Colitonsaure-lacton? %)

den-Restes wurde mit Natrium-

hydroxyd in das 3.4-Epoxyd ver-

wandelt, dessen Reduktion mit LiAlIH, zu Methyl-3.6-didesoxy-L-
lyzo-hexosid fithrte. Dic freie 3.6-Didesoxy-hexosc erhilt man durch
kurze saure Hydrolyse. Die Konstitution als 3-Desoxy-zucker
wurde durch Perjodat-Abbau und Webb-Test gesichert'®). Das
gleiche Produkt erhielten . Charalambous und E. Percival®t)
durch Hydrierung von 2.3-Anhydro-6-desoxymethyl-r-talosid,
welches aus L-Fucose zuganglich ist. Die beiden 3.6-Didesoxy-
D- und - L-lyzo-hexoscn sind bislang in der Natur nicht aufgefunden
worden.

CHOCH,
|
HC»O\ /CH3
HC—-0" “CH,
| Tosylierun
HO~-CH a) Tosy g
- —_—
b) H+
0—~CH -
|
CH, CH,
Methy!-2,3-isopropyliden- .
r-rhamnosid Alkali
CH-OH
HC—-OH
| .
a) LiAlH
(’:H2 éi L
HC—OH b) HF
O—CH
!
——CH,

3.6-Didesoxy-r-lyxo-
hexose (Pyranose)

3.4-Epoxyd

Schema 6. Synthese von 3.6-Didesoxy-i1-lyxo-hexose

(nach 5, 51))

61) F. Weygand u. H. Wolz, Chem. Ber. 85, 259 [1952].

82y G. N. Richards, J. chem. Soc. {[London] 7954, 4511.

93y D, A. Prins, Helv, chim, Acta 29, 1 [1946].

84y G. Charalambous u. E. Percival, J. chem. Soc. [Londen] 7954,
2443,

886

Dic vier stercoisomeren 2.5-Didesoxy-pentosen wurden in Form
zweier Antipoden-Paare

H OH H H

‘ ! \ ‘

CH,—C—C—~CH,—CHO und CH,—C-—C—CH,~CHO
! !

! i
OH H OH OH
b L~ Threo- pL-Erythro-

—3.4-dihydroxy-valeraldehyd

aus dem groBtechniseh zugingliechen Methoxypentenin®)
CHy—C -C—CII=CH(OCH,j &hnlich der von I'. Weygand und
H. Leube®”) beschriebenen Synthese von 2-Desoxy-DL-ribose und
-xylose erhalten. 2.5-Didesoxy-DL-threo-pentose wurde dann durch
Cyanhydrinreaktion in die Nitrile der 3.6-Didesoxy-pL-lyzo- und
pL-zylo-hexonsiuren iibergefithrt. Hydrierung nach R. Kuhn und
Mitarb. ) mit Palladium in saurer Lésung ergab ein Gemisch von
3.6-Didesoxy-DL-lyxo- und -DL-zylo-hexose, welche sich chromato-
graphisch gut in die pDL-lyzo- und pL-zylo-Paare trennen liefien
(DL-zylo = Absquose/Colitose; siehe Schema 1).

Fine Antipoden-Trennung racemischer Abequose/Colitose wurde
bislang nicht versucht. Man kann jedoch®) das oben beschriebene
Nitril-Gemisch (DL-lyzo- und DL-zylo-)} zu den Siuren verseifen,
die Lactone mit Phenylhydrazin in die Phenylhydrazide verwan-
deln und die pL-lyzo- und pL-zylo-Racemate von einander durch
Kristallisation trennen. Von den mit Kupfersulfat regenerierten
Siuren wurde das 3.6-Didesoxy-pL-zylo-hexonsiurelacton (Abe-
quonsidure-/Colitonsdurelacton) auf dem in Schema 7 angegebenen
Weg in 3.6-Didesoxy-2.4.5-tri-O-acetyl-pL-zylo-al-hexose verwan-
delt. Umsetzung mit p-(—)-Menthyl-N-aminocarbamat ergab ein
kristallisiertes Hydrazongemisch, dessen fraktionierte Umkristalli-
sation aus Chloroform/Petrolather eine Trennung in das (schwerer-
1gsliche) Abequose- und das (leichter losliche) Colitose-Derivat er-
laubte. — Hydrolyse mit 1,5 n Schwefelsdure fiithrt dann zu den
freien 3.6-Didcsoxy-hexosen.

8%) E. Riide, Dissert. Universitat Freiburg/Brsg. 1960.

%) Methoxy-butenin, HC=C—CH=CH(OCH,), (Chemische Werke
Hils) wird mit Dimethylsulfat/Natriumamid in Methoxy-
pentenin iibergefiihrt; siehe Th. Herbertz, Chem. Ber. 85, 475
[1952].

87y F. Weygand u. H. Leube, Chem. Ber, 89, 1914 [1956].

) R, Kuhn u Mitarb,, Liebigs Ann. Chem. 600, 115 [1956}; 672, 55
[1958]; Chem. Ber. 97, 1989 [1958].
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Ausgehend von 2.5-Didesoxy-DL-erythro-pentose sollten so auch
die 3.6-Didesoxy-hexosen mit arabino- (Tyvelose, Ascarylose) und
ribo-Konfiguration (Paratose) prinzipiell (totalsynthetisch} zu-
ganglich sein.

Wie aus Tabelle 2 hervorgeht, kann man die acht theore-
tisch méglichen 3.6-Didesoxy-hexosen durch folgende
Werte eindeutig identifizieren: Rg,-Wert und spezifische
Drehung der Aldose sowie Schmelzpunkt und Drehung der
Hexite. Auch IR-Spektren konnen herangezogen werden ).

ser-Verfahrens?®). Beim Menschen gentigt die intravensse Injek-
tion von 0,1 wg (total) eines Lipopolysaccharids, z. B. aus Coli-
oder Typhus-Bakterien, um eine kurzdauernde Fieberreaktion,
Veranderungen des weillen Blutbildes (besonders Leuko-
cytose), Aktivierungen hormonaler und enzymatischer Systeme
usw.2:09.70,71,74,75) hervorzurufen, die man insgesamt als Ausdruck
gesteigerter Abwehrbereitschait ansehen kann?). Eine Erhohung
der Injektionsdosis beim Mensehen um das 10-fache, z. B. auf 1 pg
total, verursacht bereits einen fulminanten Fieberstol auf iiber
40 °C, massive Leukopenie, gefolgt von Leukocytose, und andere

Systemreaktionen® 7). — Bei Pferden und Kaninehen

3.6-Didesoxy-hexose

3.6-Didesoxy-hexit

licgt die pyrogene Schwellendosis in der gleichen Gri-

Benordnung von 0,0005 bis 0,005 pg/kg (intravends). -—
Rep #) Fp Ry #) Fp | Bei den bakteriellen Endotoxinen handelt es sich dem-
th [°cl lelp h [°C] (el naeh um antigene Stoffe von hoher biologiseher Wirk-
samkeit! 2).
3.6-Didesoxy-p-xylo- Akut dotoxisch Aktivitit . .
hexose (synth.) 1,16 | 61 | — 3,2° 92-93 | 4+51° ut endotoxische tvitat — wie Fieber
Abequose (= p-xylo-) ... | 1,16 61 — 36° 03-94 | 154° usw. — und antigene Spezifitit beruhen auf ver-
Colitose (= r-xylo) ..... 1,1 01 + 4,0° 92—-94 | —51° schiedenen struktucellen Details (wie auf dem
3.6-Didesoxy-oribo. physikalischen Status)2 7) der Endotoxine. In
hexose (synth.) 1,27 o1 110° 1,14 | 66-68 | —17° den Endotoxin-Komplexen kann man Wirk-
Paratose (= p-ribe-) .... | 1,27 (o]} + 8° 1,14 | 66—68 | —17° gruppen unterscheiden: fiir die unspezifischen,
- - akut endotoxischen Wirkungen erwiesen sich
3.6-Didesoxy-p-arabino- ..
hexose (synth.) 20 | 96-98| +24° 1,07 | 113—115| —35° Strukturen der Lipoid-Komponente als wesent-
Tyvelose (= p-arabine-) 1,29 [ 96—98 | +25° 1,07 112 —40° lich8); fiir die antigene Spezifitit sind determi-
Ascarylose (= r-arabino-) | 1,29 |97—99 | —25° 1,07 | 114—115| +35° nante Gruppen (Definition siehe?3)) in der Po-
3.6-Didesoxy--Iyxo- lysaccharid-Komponente verantwortlich.
hexose (synth.) 1,29 0l —20° 1,12 1 —10° Die Vielfalt von Zuckern, welche als Bau-

*) Wanderungsgeschwindigkeit bezogen
Butanol-Wasser (4:6:3).

Tabelle 2.
3.6-Didesoxy-hexosen

Wegen ihres chromatographisch gleichen Verhaltens wurde Coli-
tose frither fiir Abequose gehalten!); Paratose hielt man wegen
ihres fast gleichen Rg-Wertes fiir Tyvelosell).

Immunchemie

3.6-Didesoxy-hexosen sind Bausteine bakterielier Poly-
saccharide und diese sind Komponenten des Endotoxin-
Komplexes, welcher jeweils in der Zellwand der Bakterien
lokalisiert ist und wesentlich an deren Aufbau teil-
nimmt!®.19). Endotoxine werden nur von gram-negativen
Bakterien gebildet, z. B. von allen Species in der grofien
Gruppe der Enterobacteriaceen. Beim Infekt werden diese
hochmolekularen Stoffe frei und verursachen typische toxi-
sche Manifestationen (endotoxische Wirkungen 2 $9-71), Die
Endotoxin-Komplexe bestehen im wesentlichen aus einer
Polysaccharid-Komponente, einem Lipoid (Lipoid A) und
einem Protein® 2). Injiziert man hitzegetitete Bakterien
oder ihre isolierten Endotoxin-Komplexe, so beobachtet
man beim hoheren Tier und Menschen neben den akut
endotoxischen Wirkungen die Bildung spezifischer Anti-
korper. Diese sind nur gegen das verwendete Bakterium
und immunologisch verwandte (kreuzreagierende) Keime
gerichtet. Schon frithzeitig erkannte man, daB diese Anti-
korper durch das somatische Antigen — das sog. O-Antigen
- der Bakterien gebildet werden, und daB die Spezifitat
der O-Antigene eng 'mit der Polysaccharid-Komponente
des Endotoxin-Komplexes verbunden ist!:2,72.73),

Zahlreiche Verfahren sind ausgearbeitet worden, um die O-
antigenen Endotoxine der gram-negativen Bakterien zu isolieren
und rein darzustellen! 2). Es zeigte sich, dal praktisch alle biolo-
gischen Wirkungen des Endotoxin-Komplexes dureh die protein-
freien Lipopolysaccharide der Bakterien gegeben werden®-2).
Diese in Wasser kolloidal loslichen Substanzen kdnnen auch direkt
aus den Bakterien isoliert werden, z. B. mit Hilfe des Phenol/Was-

) W. Burrows, Ann, Rev. Microbiol. 5, 181 [1951].

) L, Thomas. Ann. Rev. Physiol. 76, 467 [1954].

71y I. L. Benneit u, L. E. Cluff, Pharmacol, Rev. 9, 427 [1957].

72) A. Boivin u. L. Mesrobeanu, Rev. Immunol, 7, 553 [1935];
2, 113 [1936]; 3, 319 {1937].

)y W. T. J. Morgan u. S, M. Pariridge, Biochem. J. 34, 169 [1940];
35, 1140 [1941]; Brit. J. exp. Pathol, 23, 151 [1942].
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auf Rhamnose = 1 in Pyridin-

Einige physikalische Daten natiirlicher und synthetischer

steine;der O-Antigene von gram-negativen Bak-
terien ; synthetisiert werden, ist iiberraschend
groB 2. 7). Dies zeigt zusammenfassend Tabelle 3.
Bis zu sieben der in Tabelle 3 genannten Zucker
konnen am Aufbau einzelner O-antigener (Lipo)-Poly-
saccharide beteiligt sein20).

Hexosamine ... Galaktosamin Pentosen ........... Xylose
Glucosamin 6-Desoxy-hexosen ... Fucose
Fucosamin Rhamnose
Heptosen'?) 3.6-Didesoxy-hexosen Abequose
Hexosen ...... Galaktose Colitose
Glucose Tyvelose
Mannose Ascarylose
Paratose
Tabelle 3. Zucker, welche am Aufbau spezifischer Polysaccharide

(O-Antigene) gram-negativer Bakterien beteiligt sein kénnen?)

Zwei Befunde gaben uns frithzeitig einen Hinweis, daB
unter diesen vielen Zuckerbausteinen die 3.6-Didesoxy-
hexosen moglicherweise immunologisch eine besondere
Rolle spielen kinnten?):

1. Die Didesoxy-hexosen sind terminal in den stark
verzweigt gebauten Polysacchariden gebunden. Aus im-
munchemischen Untersuchungen von E. A. Kabal und an-
deren (siehe z. B.23.78.79)) ist bekannt, daB terminale Bau-
steine in Antigenmolekiilen durch ihre besondere sterische
Situation immunologisch bevorzugt als determinante End-
gruppen fungieren konnen und den gréBten Affinitatsbei-
trag der gesamten determinanten Gruppe bei der Reaktion
mit dem spezifischen Antikorper leisten.

2. Beim Ubergang der pathogenen Glattform (OS-Form)
in die Rauhform (oR) von stark verminderter Pathogeni-
tdt (siehe z. B.®)) verschwindet die Fahigkeit zur Bildung

74) Eichenberger, M. Schmidhauser-Kopp, H. Hurni, M. Fricsay
0. Westphal, Schweiz, Med. Wschr. 85, 1190, 1213 [1955].
Westphal: Pyrogens. Trans, 2nd Macy Conf. on Polysaccharides
Biology (Princeton 1956), Macy Foundation New York 1958,
115,

. Westphal, A. Nowotny, O. Liideritz, H, Hurni, E, Eichenberger
G. Schénhoizer, Pharm. Acta Helv. 33, 401 [1958].

. A. L, Davies, Adv, Carbohydr. Chem., im Druck.

. A, Kabat, ], cell. comp, Physiol. 60, Suppl. 1, 79 {1957]; Rev.
Hématol. 72, 606 [1957].

F. Karush, J. Amer. chem. Soc. 78, 5519 [1957]; 79, 3380 [1957];
The Specificity of Antibodies. Trans. N.Y. Acad. Sci, Ser. I,
20, 581 [1958].

E. Kroger, Erg. Hyg. Bakt. Immunitatsf. exp. Therap. 29, 475
[1955].
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Zucker (in chromatographischer
Reihenfolge)
==
Bakterienspecies Form ElS]2)els 208]¢
o 21 e c =) = s | 2
€ o S ] = g o )
S lals é' S| = 2 ;
) =
g f o] = r | < |F
S. enteritidis . ... 0/Glatt Eal I o (N S I +
ofrauh -+ +
S. paratyphi B .. O/Glatt A+ +
ofrauh L+ |+
S. typhi murium O/Giatt I I =iy iy iy e
ofrauh |+ ]+ |+
S. bareilly ...... 0O/Glatt R S S I
ofrauh + |+ + |+
Tabelle 4. Vergleich der Zuckerbausteine aus den Lipopolysaccha-

riden genetisch zusammengehoriger O/Glatt- und o/Rauh-Formen
einiger Salmonella-Bakterien 81 82)

Die Serotypen des Kauffmann-White-Schemas sind in Gruppen —
Salmonella-Gruppe A, B, C, D usw., — eingeordnet, wobei im Prin-
zip die Zuordnung zu einer bestimmten Gruppe (Serogruppe) sich
nach dem Vorliezen einer gemeinsamen und fir die Gruppe typi-
schen Spezifitit richtet. So ist beispielsweise fir die Salmonella-
Gruppe A der Antigenfaktor 2, fiir die Gruppe B der Faktor 4, fir
D der Faktor 9 typisch (siche Tabelle 5). Andere Spezifititen fin-
den sich in mehreren Gruppen und verursachen so partielle sero-
logische Kreuzreaktionen; z. B. der Antigenfaktor 12 in den Grup-
pen A, Bund D Tabelle 5).

In Tabelle 5 sind alle von uns bislang analysierten Sal-
monella-O-Antigene, welche 3.6-Didesoxy-hexosen enthai-
ten, auf Grund ihrer Klassifizierung im Kauffmann-W hite-
Schema angeordnet.

Wie Tabelle 5 zeigt, besteht tatsdchlich eine Korrelation
zwischen Serotypen und Chemotypen??). Die Angehérigen
einer Serogruppe sind stets vom gleichen Chemotyp. Aller-

des O-Antigens. Mit Hilfe des Phenol/Wasser-

Zucker ¥)
Verfahrens?6) findet man in den Rauhformen (in chromatographischer Reihenfolge)
zwar endotoxische Lipopolysaccharide von ® =
. . . P o o}
gleicher Wirksamkeit wie in Glattformen? 7%), Species & |o-Antigen| € 5 | ~
. . . 2 g E|lE| g 2|9
das Rauh-Polysaccharid unterscheidet sich 3 2 Elglg o 2 Sl » 8 %
. - - 9 si8 % 8|2 518 2 & 8
aber von jenem der zugehdrigen Glattform S g|El% 8 |8 Elz e s E
> cos . y s 3lg]s 2 8|5 5la 2 § 5
durch das .Fehlen der O-Spezifitdt und chro N Sclzled S|eg|l23¢& 2
matographisch rascher wandernder Zucker-
bausteine? 7.81.82)  wofiir Tabelle 4 einige S.paratyphi A .. | A ‘vi» if nal Bl I + +
. . . . n i 2 + : -
Beispiele bringt. Die Analyse einer gréBeren f{;f[x:ig})’ A ' gttt * "
Zahl von Glatt/Rauh-Paaren aus der Salmo- g pier ......... 1,2,12 + |+l + + =+ T o+
nella-Gruppe hat prinzipiell zu den gleichen P E— ~—
i ii S. abortus equi .. y 2 + |+ + + + | 4
hrtss .
Ergebn1§sen gefii .rt ) S. paratyphi B .. 4,512 Tl e+ o+ + |+
Gemeinsam mit A. M. Staub und R. g jqa...... ... 4,5,12 | 4+ £ + |+
Tinelli?®??2) und in enger Zusammenarbeit S. schleissheim .. 4,12,27 ’ +l+i+ =+ + |+
mit F. Kauffmenn haben wir seit einigen S.typhi murium 4,5,12 4+t + + |+
Jahren Zucker-Analysen vi‘eler bakterieller s muenchen .... | C, 6,6 | +l+l+ = = | 4
Lipopolysaccharide (O-Antigene) durchge- S.newport...... 6,8 | +l -+ + + + |+
fithrt, insbesondere von Salmonellg-2°.30.82)  S.virginia...... Cy| (8) , + |+ + =+ +| +
und Coli-Bakterien®) sowie von einigen kreuz- > Mertucky ... ®), 29 A Tt
reagierenden Stdmmen anderer Gruppen®). S.sendai ....... D,| 1,9,12 T+ + + +
Die Analyse der O-Antigene von 93 Salmenella-  S- miami ....... 1,9,12 Rl B I + +
Species und deren Einteilung nach Chemo- g ;’;:,:;m"” l’g’ 12 i i i : ) :[ i
* . . . CEYLPIE oo i y - -
t.y.pen wurde mit deren serologischer Klassi- 5 sypni (viy ..., 9,12 S+l + + + + +
fizierung als Serotypen nach dem Kauff- S.ndolo ........ 9,12 + 4+ + + + + +
mann-White-Schema in Beziehung gesetzt S-enteritidis .... 1,9, 12 Rl el e + +
: S.dublin ....... 1,9, (2 R I S S + +
i lle 5). 1
(s ehe Tabe 5) o . S. gallinarum . .. 1,9, (2 +tP+ P+ + + -+
Im Kauiﬁ'mmm-W the—hSchemas") s1‘nd alle Salmo- s, strasbourg .... | D,| (9), 46 e+ £ + + T+
nella-Species auf Grur.ld 1hres serol.oglschen strhal- S. haarlem . .. ... (9), 46 Fl++ + + + +
tfms g(fgeniiber spezifischen Kanmchen-An‘mseren S.fresno ....... (9), 46 ]+ + + KN +
eingeteilt (Serotypen). Es hat sich ergeben, dafl das
O-Antigen vieler Species oftmals mehr als eine S.adelaide ..... 0 36 + |+ |+ + +
Spezifitit aufweist, so dall bei Immunisiecrungen S.monschaui 3t |+ 4+ + +
entsprechend mehrere (trennbare) Antikorperirak- - -
tionen im Antiserum auftreten. Diese Spezifititen S greenside ..... 2 5@ R Bl e
(oder Antigen-Faktoren®)) sind im Kawffmann- o . . .
While-Schema mit arabisehen Ziffern — 1, 2, 3, 4, 5 *) + bedeutet definitiv, jedoch in relativ geringer Menge vorhander.
usw. — bezeichnet ; bei einzelnen Serotypen kommen  Tabelle 5. Zuckerbausteine von O-Antigenen der Salmonelia-Gruppen A, B, C,,

sie haufig in verschiedenen Kombinationen vor

und entsprechen chemisch verschiedenen deter-

minanten Gruppen in ein- und demselben Polysaceharid-Mole-
kiil®7) (siehe Tabelle 5), dhnlich den Spezifititen A und B in der
menschlichen Blutgruppensubstanz AB®8).

81) 0. Westphal u. O. Lideritz: Proceedings of the VI, International
Congress of Microbiology (Rom 1953). 1955, Bd. 2, S. 22,

82) O. Liideritz, F. Kauffmann, H. Stierlin u, O. Westphal, Zbl, Bakt,.
1. Orig. 779, 180 [1960]; daselbst weitere Lit.

8) F. Kauffmann, L. Kriiger, O, Liideritz u. O. Westphal, Zbl, Bakt.
I. Orig., im Druck.

81) F. Kauffmann, O, H. Braun, O. Liideritz, H. Stierlin u, O. West-
phal, Zbl, Bakt. 1. Orig., im Druck,

8) O. Westphal, F. Kauffmann, O. Liideritz u, H. Stierlin, Zbl, Bakt.
I. Orig. 779, 336 [1960].

86) F. Kauffmann, Ergeb. Hyg. Bakt. Immunitéatsf. exp. Therap. 30,
160 [1957]; F. Kauffmann u. P. R. Edwards, Acta path. micro-
biol. scand. 47, 242 [1957].

87) 0. Lideritz, G, O’ Neill u. O, Westphal, Biochem. Z. 333, 136 [1960];
daselbst weitere Lit.

88) W. T. J. Morgan, Naturwissenschaften 46, 181 [1959].
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C;, Dy, D,, O und Z (Auszug aus Tabelle 1 in2%))

dings zeigt das Beispiel der Serogruppen B und C,/C,, daB
die qualitative Zuckerbaustein-Analyse — wie zu erwarten
— weniger differenziert ist als die serologische Analyse. Ver-
schiedene Serotypen gehéren oftmals dem gleichen Chemo-
typ an (z. B.2%:84)) weil die gleichen Zuckerbausteine zu
verschiedenen determinanten Strukturen kombiniert sein
konnen. Ahnlich liegen die Verhiltnisse z. B. bei den Blut-
gruppensubstanzen A, B, AB und H, deren qualitative
Bausteinanalyse gleichist38). Die;Stellung von 3.6-Didesoxy-
hexosen wird aus Tabelle 5 deutlich. So bildet jede der hier
aufgefithrten Species immer nur eine Didesoxy-hexose, die
sie in ihr Zeliwand-Polysaccharid einbaut. Fiir einige Grup-
pen des Kauffmann-White-Schemas ist jeweils eine 3.6-Di-
desoxy-hexose charakteristisch: z. B. Paratose in der
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Gruppe A, Tyvelose in der Gruppe D. Abequose und Coli-
tose sind in zwei Gruppen (B und C,/C; sowie O und Z) ver-
treten.

Mit Hilfe der quantitativen Précipitations-Technik
konnte demonstriert werden, daB 3.6-Didesoxy-hexosen in
einigen Antigenfaktoren des Kauffmann-White-Schemas
als determinante Endgruppen fungieren?21.22),

Die von A. M. Slaub und R. Tinelli®*') angewendete Technik be-
rubt auf folgendem Prinzip: Eine gewogene Menge von bakteriel-
lem Polysaccharid wird mit steigenden Mengen spezifischem Anti-
serum pricipitiert und vom Pricipitat cine Mikro-N-Bestimmuny
nach Wjeldahl ausgeiiihrt. Im System mit maximaler Pricipita~
tion {Aquivalenzzone (siehe??®-%%)) wird nun der Einfiub steizender
Mengen von Zuckerbaustcinen des betreffenden Polysaccharids
{oder von Oligosacchariden aus Partiathydrolysaten) aul die
Menge an Priacipitat — gemessen als pricipitierter I{jeldahl-N —
quantitativ bestimmt, Diese Technik hat sich auch zur immun-
chemischen Analyse anderer Polysaccharid-Antigene bewidhrt
(siehe z. B, ™8)).

Folgende spezifische Hemmungswirkungen wurden ge-
funden: Die Pricipitation von Salmonella B-Polysacchari-
den mit Anti-B-Seren (z. B. Anti-4,12) wird durch Abe-
quose spezifisch gehemmt; eine vergleichbare Hemmung
verursacht Tyvelose im System Salmoneila D-Polysaccha-
rid/Anti-D-Serum sowie Colitose im System Salmenella O-
Polysaccharid/Anti-O-Serum (vgl. dazu Tabelle 5). Die be-
treffende 3.6-Didesoxy-hexose 14Bt sich dabei weder durch
stereoisomere noch durch andere Zucker ersetzen; die Reak-
tion ist hochspezifisch. Verwendet man zur Précipitation
nicht das genuine, sondern perjodat-oxydiertes Bakterien-
Polysaccharid2!:22), so kann man die relative Hemniung
durch die betreffende 3.6-Didesoxyhexose noch verstarken.
Perjodat greift glykosidisch gebundene 3.6-Didesoxy-hexo-
sen nicht an, weil keine 1.2-glykolischen Hydroxylgruppen
vorhanden sind; sie treten erst nach Hydrolyse beim freien
Zucker an C-1 und C-2 auf (vgl. Schema 2). Auf diese Weise
bleibt die determinante Struktur, an welcher eine terminale
3.6-Didesoxy-hexose beteiligt ist, erhalten, wahrend andere
Spezifitdten bei der Oxydation zerstort werden. Als Ergeb-

nis dieser Versuche konnte folgendes festgestellt wer-
den?s.12,21,22,24,90);

Determinante Endgruppe im Antigen-

3.6-Didesoxy-hexose faktor der Salmonella-Gruppe

Abequose ......... 4 B
Tyvelose .......... 9 D
Colitose ........... 35 [¢]

Mit der gleichen Hemmungstechnik konnten weitere Endgrup-
pen in Antigenfaktoren des Ilauffmann-White-Schemas aufgeklirt
werden, so z. B. terminale L-Rhamuose im Faktor 12 (der aller-
dings uneinheitlich ist und aus drei Teilfaktoren— 12,,12, und 12,
— besteht)222) und p-Glucose als Endgruppe des Faktors 19).

Damit sind einige bakterielle Antiseren sehr empfind-
liche Reagenzien auf individuelle 3.6-Didesoxy-hexosen,
z. B. Salmonella-Faktor-4-Antiseren fiir Abequose, Faktor-
9-Antiseren fiir Tyvelose oder Faktor-35-Antiseren fiir Coli-
tose. Man kann so wenige Milligramm individueller 3.6-
Didesoxyhexosen eindeutig identifizieren. In Zusammen-
arbeit mit A. M. Staub und E. Lederer und ihren Mitarbei-
tern haben wir von dieser Moglichkeit wiederholt Gebrauch
gemachts.12.22) z_ B. zur Differenzierung optischer Anti-

8) 0. Westphal: Immunchemie, in B. Flaschenirdger u. E, Lehnartz:
Physiologische Chemie. Springer, Berlin-Gottingen-Heidelberg
1957, Bd. 11/2b, S. 894.

90y A. M. Staub u. R, Tinelli, Etudes immunochimique des facteurs
0 présents sur les polyosides spécifiques de quelques Salmonella.
Coll. internat. sur la Biochimie des Glycides, Paris (18.—21. 7.
1960), Bull. Soc. chim. France, im Druck.

¥y B. A. D, Stocker, A, M. Staub, R. Tinelli u. B, Kopacka, Ann. Inst,
Pasteur 98, 505 [1960].
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poden - wie Tyvelose/Ascarylose oder Abequose/Colitose —
zu Zeiten, als wir nur iiber geringe Mengen der einzelnen
Zucker verfiigten.

Vorkommen in Bakterien-
Polysacchariden

Das Vorkommen von 3.6-Didesoxy-hexosen ist nicht auf
Salmonella-Arten??) beschrankt. Sie wurden auch bei an-
deren gram-negativen Bakterien gefunden?.81.8%) insbe-
sondere bei Citrobacter, Escherichia coli, Arizonaund P. pseu-
dotuberculosis1®). Vielfach sind die determinanten Gruppen
mit 3.6-Didesoxy-hexosen in diesen Polysacchariden Ur-
sache immunologischer Verwandtschaft, welche sich in
serologischen Kreuzreaktionen ausdriickt®®). Beispielsweise
ist das O-Antigen von Salmonella O 35 serologisch identisch
mit dem O-Antigen von E. coli O /77; beide Polysaccharide
sind vom gleichen Chemotyp mit Glucosamin, Heptose,
Galaktose, Glucose und Colitose. Tabelle 6 gibt eine Uber-
sicht iiber bislang bekannte Vorkommen von 3.6-Didesoxy-
hexosen, wobei kreuzreagierende Polysaccharide verschie-
dener Bakterienspecies in die gieiche Rubrik eingeordnet
sind.

3.6-Didesoxy- .
hexose Bakterien Serogruppe bzw. Serotyp
Abequose .. ... Salmonella B Culs
Citrobacter 4,5
P. pseudotuberculosis I1
Colitose ...... Salmonella 0 z
Escherichia coli o111 O 55
Arizona 20 9
Paratose ..... Salmonella A
P. pseudotuberculosis I und 111
Tyvelose ..... Salmonella
P, pseudotuberculosis 1v
Ascarylose . ... P. pseudotuberculosis v
(Ascarideneier)
Tabelle 6. Vorkommen natiirlicher 3.6-Didesoxyhexosen

(Serologisch kreuzreagierende Bakterien bzw. deren O-Antigene sind
in der gleichen Rubrik aufgefiihrti7a}))

Wie aus den Tabelle 5 und 6 hervorgeht, kommen Abequose und
Colitose jeweils in zwei Gruppen immunologisch nicht verwandter
Bakterien vor. In allen untersuchten Polysacchariden dieser Bak-
terien befindet sich die 3.6-Didesoxy-hexose endstindig. Doch ist
in beiden Gruppen die Bindung der 3.6-Didesoxy-hexose offen-
siehtlich verschieden. Die Verhiltnisse sind vielleicht jenen bei
Pneumocoeeen-Polysacchariden vergleichbar, wo bei den Typen II
und 111 p-Glucuronsiure jeweils als determinante Endgruppe fun-
giert. Beide Typen zeigen jedoch keine Kreuzreaktion®?). Ls ist
wahrscheinlich, daB zur vollen Spezifitit das zweite und dritte
Glied der Oligosaccharid-Kette noch beitragt??); insbesondere bei
allen Polysacchariden deren Pricipitation mit Antiserum durch
die freie 3.6-Didesoxy-hexose allein nicht gehemmt wird. Dies
gilt z. B. {iir das System Salmonella-Polysaccharid C, oder C;/Anti-
serum in Bezug auf Abequose, oder fiir das System Salmonella Z-
Polysaccharid/Antiserum wie auch in gleicher Weise fir E. coli 055
Polysaccharid/Antiserum in Bezug auf Colitose (siehe Tabellen
5, 6). — Bislang ist auch noch kein System eines paratose-haltigen
Polysaccharids/Antiserum bekannt, dessen Pracipitation durch
freie Paratose allein gehemmt wird. Bei Polysacchariden, deren
spezifische Pricipitation durch die betreffende freie 3.6-Didesoxy-
hexose gehemmt wird, ist die_ sterische Situation derart, daf die
terminale Didesoxyhexose maximale Affinitit zum Antikorper ent-
faltet und als freier Zucker daher in relativ geringer Konzentration
allein schon das Gleichgewicht der Reaktion von Polysaccharid
mit Antikérper zugunsten der Bildung léslicher Komplexe von
Antikérper mit 3.6-Didesoxyhexose verschieben kann.

Wegen der groBen Siurelabilitat der glykosidischen Bin-
dung von 3.6-Didesoxy-hexosen ist es bislang nicht moglich
gewesen, Oligosaccharide mit den Didesoxyzuckern aus

#2) Siehe z.B. W, F. Goebel, Nature [London] 743, 77 [1939].
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Partialhydrolysaten zu erhalten. Durch kurzdauernde,
milde Saure-Hydrolyse kann man degradierte Polysaccha-
ride darstellen, die vollstandig frei von 3.6-Didesoxy-hexose
sind?0-93), Solche degradierten Polysaccharide sind in man-
chen Fillen geeignet, jenen Zuckerbaustein zu ermittein,
welcher nach Abspaltung der 3.6-Didesoxy-hexose erd-
standig geworden ist bzw. ein weiteres freies Hydroxyl auf-
weist. Beispielsweise wird nach Abspaltung von Tyvelose in
Salmonella D-Polysacchariden (S. typhi) die gebundene
Mannose perjodat-oxydabel, die im intakten Polysaccharid
unangegriffen bleibt. Daraus haben A. M. Staub und Mit-
arbeiter?®) geschlossen, daB Tyvelose im S. fyphi-Poly-
saccharid an Mannose gebunden ist. Im gleichen Sinne kann
man eine Pricipitationshemmung des Systems S. typhi-
Polysaccharid/Antiserum durch Mannan interpretieren®?).
Ahnliche Untersuchungen machen es wahrscheinlich, da
in Salmonella B-Polysacchariden Abequose wie folgt ge-
bunden ist: Abequose-Galaktose-Mannose-22). Durch sero-
logische Heminungsexperimente konnte ferner festgestellt
werden2?), daB Colitose in den Polysacchariden von E. coli
O 177 und Salmonella O 35 (S. adelaide, S. monschaui) als
x-Colitopyranosid vorliegt, weil von «- und g-Amino-
phenyl-colitopyranosid das «-Colitosid die Précipitation des
bakteriellen Polysaccharids mit homologem Antiserum
starker als freie Colitose und ebenfalls starker als das (3-
Colitosid hemmt.

Kiinstliches Colitose-Antigen

Einen direkten Nachweis der immunspezifischen Funk-
tion von Colitose in den Polysacchariden (O-Antigenen)
von E. coli O 77/ und kreuzreagierenden Salmonella- und
Arizona-Polysacchariden (siehe Tabelle 5, 6) konnten
0. Liideritz, O. Westphal, A. M. Staub und L. Le Minor*)
kiirzlich durch die Darstellung kiinstlicher Antigene mit
Colitose als determinanter Gruppe erbringen.

Tri-O-aectyl-colituse wurde mit p-Nitrophenol bei Gegenwart
von Quecksilber{Il}j-chlorid in ein Gemiseh von «- ugd @-Nitro-
phenyl-colito-pyranosid verwandelt. Nach O-Exntacetyli~riing und
Reduktion der Nitrozruppe wurden die getrennten p-Amino-
phenyl-o- und -f-colitoside diazotiert und naeh der klassischen
Azomethode von . Landsieiner (siche?3-8)) an Proteine gekup-
pelt.

I -
CH-O0

—N=N-(Protein)

! HO—CH
CH,
HC--OH

0-CH

Colitose-phenylazo-protein

CH,

Kaninchen und Ziegen wurden mit den kiinstlichen An-
tigenen immunisiert. Kaninchen bildeten sehr spezifische
Colitose-Antikdrper; die Antiseren von Ziegen reagierten
nicht nur mit den Colitose-Antigenen, sondern zeigten auch
starke Kreuzreaktion mit E. coli O 777-, Salmonella
0 55- und Arizona 20-Polysacchariden und -Bakterien. Sie
zeigten, wie zu erwarten, geringere Kreuzreaktion mit der
anderen Gruppe colitose-haltiger Polysaccharide von E. coli
0 55, Salmonella O 50 und Arizona 9 (vgl. Tabelle 6). Zie-
gensera gegen das kiinstliche Colitose-Antigen verhalten
sich ahnlich wie Seren, welche man nach Immunisierung
mit E.coli O /]/-Bakterien erhdlt.

s ist bekannt, daB Kaninchen sehr spezifische und wenig iber-
areifende Antikorper bilden; demgegeniiber findet man in Pferde-
wler Ziegen-Antiseren vielach iibergreifende Spezifitaten, so daB
Kreuzreaktionen hiiufiger beobachtet werden. Dicse Species-Un-
tersehiede zeigen sich auch bei der Immunisierung mit Colitose-

98y H. Mayer, O. Lideritz u. O. Westphal, unveroffentl.
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Antigenen. — Es ist jedoch bemerkenswert, daf ein einziges
Monosaccharid — Colitose — als determinante Gruppe bereits
geniigt, um die Bildung von Antikérpern auszulésen, welche gegen
Bakterien wirksam sind, die in ihrem Oberfliachen-Antigen jenen
Zucker in gleichor Bindung enthalten.

Damit ist erstmals ein kiinstliches Antigen gegen pa-
thogene gram-negative Bakterien dargestellt worden?),
Weitere kiinstliche Antigene mit anderen Didesoxy-hexosen
werden z. Zt. hergestellt. Derartige Antigene sind unto-
xisch, da ihnen die toxizitdts-bestimmenden Wirkgruppen
der Bakterien-Endotoxine fehlen. --- Diese Resultate unter-
streichen die Bedeutung der Wirkgruppen-Analyse, beson-
ders mit immunchemischen Methoden, an hochmolekula-
ren, biologisch aktiven Naturstoffen.

Biochemische und genetische
Aspekte

Verschiedene Arbeitskreise haben die Biosynthese von
Colitose (3-Desoxy-L-fucose) bei E. coli O 177 nédher unter-
sucht. Ziichtet man diesen Keim auf *C-markierter p-Glu-
cose, so zeigt die aus den Bakterien isolierte Colitose die
gleiche Verteilung der HC-Aktivitat entlang der C-Kette
wie die angebotene D-Glucose®:9.%), Verwendet wurden
1-14C-, 2-14C- und 6-4C-p-Glucose, Die biochemische Um-
wandlung von p-Glucose in Colitose vertduft demnach ohne
Spaltung von C—C-Bindungen, wie dies ebenfalls schon fiir
die Biosynthese von L-Fucose?7-19) gefunden wurde. Nach
Segal und Topper®8) verlauft die Biosynthese von L-Fucose
iiber p-Glucose — Guanosindiphosphat-Mannose — GDP-
L-Fucose — L-Fucose.

Die Y(C-Aktivitats-Verteiluny in Colituse wurde bestimmt (a)
durch Perjodat-Abbau gercinigter Colitose, wobei C-1 als Amei-
sensaure, C-2 bis C-4 als Malondialdehyd und €-5 und C-6 als
Acetaldehyd (vgl. Sehema 2) isoliert wurden'?) oder (b) durch
Perjodat-Abbau von Colitit (3-Desoxy-v-fueit), dessen C-1 als
Formaldehyd bestimmt wurde, wihrend die dbrigen Abbaupro-
dukte die gleichen wie beim ersten Verfahren sind“?).

E. C. Heath1%.101) gelang es, aus 1 kg (Feuchtgewicht)
E. coli O 777-Bakterien 2,5 pMol (=~ 1,5 mg) Guanosin-
diphosphat-Colitose zu isolieren.

Thymidindiphosphat-Mannose und -L-Rhamnose wurden aus E.
coli B und Strepiomyces griseus isoliert102,103),
¥ Fiir Untersuchungen iiber den Stoffwechsel und die Bio-
synthese von 3.6-Didesoxy-hexosen in Bakterien sowie den
Einbau dieser Zucker in ihre spezifischen Zellwand-Polysac-
charide!®) erscheinen vergleichend-biochemische Analysen
an nahestehenden Bakterienarten sehr geeignet, deren Po-
lysaccharide sich chemotypisch in bestimmter Weise unter-
scheiden. Beispielsweise sind genetisch zusammengehorige
Paare von Glatt- und Rauhstdmmen in dieser Hinsicht von
groBem Interesse (vgl. Tabelle 4). Die Mutation von Sal-
monella OS-Formen, welche 3.6-Didesoxy-hexosen bilden,
in die entsprechenden Salmonella-oR-Formen, ist — wie
schon ausgefiihrt — mit dem Verlust des Synthesevermd-

14y M. A. Cynkin u. G. Ashwell, Bact. Proc. 7960, 161 (P 45).

%8y H. Holidorf. W. Bernhardt u. H. Grunecke, Biochemie-KongreQ
Ziirich, 10.--12, Okt. 1960.

%8) E. C. Heath, Feder. Proc. 79, 85 [1960].

97y E. C. Heath u. S. Roseman, J. biol. Chemistry 230, 511 [1958].

98) §. Segalu. Y. J. Topper, Biochim. biophysica Acta 42, 147 [1960].

99y R, Denanne-, G. Fauconneau 1. G. Gunz, C. r. hebd. Séances Acad.
Sci. 246, 2820 [1958].

10y Siehe auch V. Ginsburg u. H. N. Kirkman, J. Amer. chem. Soc.
80, 3481, 4426 [1958}; C. P. Hunag u. O. N, Miller, J. biol.
Chemistry 237, 201 [1958].

101y F,C. Heat/:, Biochim, biophysica Acta 39, 377 {1960].

102) R. Okazaki. T. Okazaki u, Y. Kuriki, Biochim. biophysica Acta
38, 384 [1960].

w3y J Baddiley u. N. L. Blumson, Biochim. biophysica Acta 39, 376
[1960].

14y Siehe auch J. Strominger, Physiol. Rev. 40, 55 [1960].
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gens fiir Desoxy-hexosen verbunden und 148t sich experi-
mentell leicht mit einer nahezu beliebigen Zahl von Bak-
terien-Species (siehe z. B.2%)) durchfiihren®3),

Zum Studium biochemischer Zusammenhénge bei der Synthese
von Desoxy- und anderen Zuckern und deren Einbau in spezifische
Bakterien-Polysaccharide mogen noch folgende (herausgegriffenc)
Hinweise von Intere:ce sein:

Die Polysaccharide :n den Salmonelle-Gruppen A, B, C,;; und
D,,, unterscheiden sich chemotypiseh jeweils nur dureh die indi-
viduelle 3.6-Didesoxy-hexose (Tabelle 5). Bislang wurden Para-
tose, Abequose und Tyvelose bei Salmonellen immer nur zugleich
mit Rhamnose gefunden. Demgegeniiber wurde Colitose bislang
bei Salmonellen, Coli- und Arizone-Stimmen niemals gleichzeitig
mit Rhamnose gefunden?®®3%). In Polysacchariden von Colibak-
terien fanden wir alternativ immer nur eine Desoxyhexose — niim-
lich Rhamnose, Fucose oder Colitose®?*).

Eine Ubersicht tiber alle bisher durchgefiihrten Analy-
sen von Bakterien-polysacchariden, an deren Aufbau 3.6-
Didesoxy-hexosen beteiligt sind, bringt Tabelle 7 (siehe
dazu Tabellen 5 und 6).

Da die 3-Desoxy-Derivate von L- und b-Rhamnose sowie L- und
p-Fucose von Bakterien gebildet werden konnen, entsteht die
Frage, ob npicht auch die bislang in der Natur unbekannte

gene: eine ebenfalls grofBe Zahl ist auch bei Escherichia coli
und anderen Enterobacteriaceen bekannt. Diese auBer-
ordentlich vielen Serotypen (Species) besitzen als differen-
zierendes Merkmal jeweils das species-spezifische Poly-
saccharid, dessen Synthese, ebenso wie die Synthese der
einzeinen Zuckerbausteine, genetisch kontrolliert ist. Das
vergleichend biochemische Studium dieser Variationen ist
somit auch ein geeignetes Objekt genetischer Forschung.
Neuerdings kann man bekanntlich verschiedene Bakterien-
Species, z. B. aus der Klasse der Enterobacteriaceen, kret-
zen. Es wird von groBem Interesse sein, zu untersuchen,
wie sich bei dem gekreuzten Organismus Strukturmerkmale
des Zellwand-Polysaccharids in Bezug auf beide Ausgangs-
species verhalten. Ebenso bedeutsam in diesem Zu-
sammenhang sind die lysogenen Abwandlungen bei Bak-
terien 91, 106),

Die spezifischen Polysaccharide gram-negativer Bak-
terien sind als Bestandteile ihrer Zellwand von groBer Be-
deutung fiir den Mikroorganismus. Sie bilden Teile seiner
Begrenzung gegen das umgebende Medium. Mit der Fahig-
keit zur Biosynthese von 3.6-Didesoxy-hexosen

Zuckerbausteine und zu deren Einbau in die Zellwand nimmt
. R l ! der lipophile Charakter der Zelloberflache
Bakterien £ g |~ ° ° lativ) Es i Kk ) B R
(Serogruppen oder F % o . 3l o o B (relativ) zu. Es ist bemerkenswert, da ‘ b?l
Serotyp) £ 82 E 2 2| 2 R ¢ & 2 & Glattformen von Salmonella und Escherichia
=] = . . PN . . )
S gi%|2 2518 2. 8% £ ¢ ¢ einegewisse Parallelitit zwischen lipophilem
© 0 ‘: O Qo= & i‘ﬁ O & &= < Qberflichen-Charakter und der kiinischen Be-
l . N 20

Salmonella-Gruppe B u.Cy +]+ |+ + + 1+ deutur}g derannme zu be‘steht?n scheint2?), E.s
Pseudatuberculosis 11 .. ... O ‘ + erscheint moglich, daf die Wirkung von Anti-
Citrobacter 4,5 .......... + |+ ‘ + 4+ |t korpern, welche it terminalen 3.6-Didesoxy-
Salmonella-Gruppe 0 (035) S+ ly - . hexosen r?agierfen, in vxvoﬂu. a.in ¢iner Herab-
E. coliO 177 onnnnnn. sy + 4+ + setzung lipophiler Oberflichen-Eigenschaften

Arizona 20 ... .......... + i+ + + + bei den betreffenden Bakterien besteht,

Salmonella-Gruppe Z (050) | + + | + |+ + + . i i
E.coli 055 « oo + 44+ i Bei der Biosynthese von Polysacchariden und
Arizona 9 ... .. ... .... | +i+i+ + He + Polysaccharid-Komplexen zum Aufbau von
Salmonelia-Gruppe A ... | I ‘ n Zellmat.enal schemgn l?akter.len zwei Prinzipien
Pseudotubercuiosis 1 .. ... ‘ e+ + l + zur Erzielung relativ lipophiler Strukturen an-
Pseudotuberculosis 111 . ... ‘ + 4+ |+ + + + + wenden zu koénnen, die man kurz als das
Salmonella-Gruppe D i Y I P N T D.esoxy‘-Prm’z‘I‘Q‘ und das O-Methy.l-Prln-
Pseudotuberculosis IV .... | + + | + + 4 + zip bezeichnen x6nnte. AuBier 3.6-Didesoxy-
: - ‘ hexosen bei gram-negativen Bakterien wurden

Pseudotuberculosis V .. ... ’ + 41+ + + + ' +

Tabelle 7. Zuckerbausteine, weiche zusammen mit 3.6-
Didesoxy-hexosen am Aufbau bakterieller Polysaccharide beteilig
Siﬂd20,77,s5,105)

p-Rhamnose und die in gram-negativen Bakterien bisher nicht auf-
gefundene p-Fucose in den Polysacchariden angetroifen werden —
was wir z. Zt. priifen.

Das Studium von Bakterienarten mit partiell kreuz-
reagierenden O-Antigenen (siehe z. B.8%)) diirfte ebenfalls
erhebliches Interesse besitzen.

Man kennt bis heute bei Salmonellen weit {iber hundert
verschiedene serologisch klassifizierte Polysaccharid-Anti-

105) Siehe auch D. A, L. Davies, J. gen. Microbiol. 78, 118 [1958].
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neuerdings verschiedene O-Methyldther von 6-
Desoxy-hexosen in Glycolipoiden einiger Mycobakterien
aufgefunden107.1%8)  Dije weitere Untersuchung von Ober-
flichen-Strukturen und ihrer Bedeutung bei der Auseinan-
dersetzung des Bakteriums mit seiner Umgebung, u. a. bei
der Infektion von Makroorganismen oder andererseits beim
Angriff von Phagen, Antikdrpern, Antibiotika u. a., leitet
{iber zu einer verfeinerten Biochemie von Zellgrenzflichen.

Eingegangen am 12, September 1960 [A 881

18y Siehe z.B. L. Barksdale, Bact. Rev. 23, 202 [1959]; daselbst
weitere Lit,

107y A, P. Mac Lennan, D. W. Smith u. H. M. Randall, Biochem. ]J.
74, 3p [1960].

18y D, W. Smith, H. M. Randail, A, P, Mac Lennan u, E, Lederer,
Nature [London] 786, 887 [1960].
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