anellierten Produkte 9 entstehen zu <1 bis 4%; die zu 7
diastereomeren cis-verkniipften Cycloaddukte 8% lassen
sich in Konzentrationen von <1 bis 3% nachweisen. Die
trans-Produkte 10 wurden nicht gefunden; das gleiche gilt
fiir Verbindungen, deren Bildung sich durch Reaktion der
Amidcarbonyl-Gruppe erkliren lieBe. Ohne Katalysatoren
nimmt die Selektivitit der Reaktion stark ab. So erhilt
man bei Umsetzung von 11a in o-Dichlorbenzol (100°C,
18 h) nach siulenchromatographischer Reinigung 45% 7a,
21% 8a und 24% 9a. Sterische Wechselwirkungen wie in
11d erniedrigen ebenfalls die Selektivitit und insbeson-
dere die Reaktionsgeschwindigkeit (Tabelle I).

Als Konformation des Ubergangszustandes 14 der Cy-
cloaddition von 11a zu 7a nehmen wir eine endo-(E)-syn-
Anordnung mit einem gefalteten Oxazepandion-Teil an, in
dem die C,-si-Seite rdumlich abgeschirmt ist, so dal das
Dienophil fast ausschlieBlich von der Cy-re-Seite angreift.
Die Bedeutung der Lewis-Sdure diirfte in der Senkung der
LUMO-Energie des Heterodiens und der Fixierung der
Konformation im Ubergangszustand zu sehen sein. Die ge-
ringere Reaktivitit von 11 im Vergleich zu den entspre-
chenden Dimethylbarbitursdure- und Meldrumséure-Deri-
vaten'? ist vermutlich darauf zuriickzufiithren, daB die an
C, des Heterodiens gebundene Carbonylgruppe zu einem
gewissen Grad aus der Ebene des n-Systems gedreht ist.
Hierdurch wird die LUMO-Energie des Heterodiens er-
héht und damit die Reaktionsgeschwindigkeit dieser
Diels-Alder-Reaktion mit inversem Elektronenbedarf er-
niedrigt.

14

>\ CHy

CH,

Die Cycloaddukte 7 sind gegeniiber Alkali erstaunlich
stabil. Mit methanolischer HCI (3N HCI/MeOH=1:1,
20°C, 14 h) erhilt man jedoch aus 7a zu 89% das Amid
122, das mit 6 N NaOH (100°C, 3.5 h) unter Decarboxy-
lierung mit 80% Ausbeute zum Lacton 13a® gespalten
wird. Zusitzlich zu 13a kénnen 87% des eingesetzten (— )-
Ephedrins (bezogen auf 12a) zuriickgewonnen werden.
Durch Verwendung von (+ )-Ephedrin, das ebenfalls kiuf-
lich ist, 14Bt sich in analoger Weise eni-13a herstellen.
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Synthese der immunologisch essentiellen Saccharid-
sequenz des ,,Enterobacterial Common Antigens*

Von Hans Paulsen* und Jens Peter Lorentzen

Die meisten Oberflichenantigene von Bakterien enthal-
ten als immundeterminante Strukturen spezifische Saccha-
ridsequenzen, die die serologische Differenzierung der ver-
schiedenen Arten einer Gattung erméglichen. Im Gegen-
satz dazu ist das ,Enterobacterial Common Antigen*
(ECA) weit verbreitet; es ist ein familienspezifisches Anti-
gen aller Enterobacteriaceae, zu denen eine Vielzahl krank-
heitserregender Keime gehort!'. Daher hat der Nachweis

[*] Prof. Dr. H. Paulsen, Dipl.-Chem. J. P. Lorentzen
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Martin-Luther-King-Plaiz 6, D-2000 Hamburg 13
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von ECA und ECA-Antikérpern bei der Bakterientaxono-
mie und der Diagnose von enterobakteriellen Infektionen
Bedeutung erlangt'"-?. Das fiir die immunologischen Reak-
tionen verantwortliche oligomere Saccharid besteht aus
folgender, sich wiederholender Trisaccharidkette!™:

[—4)-B-D-ManpNAcA-(1—+4)-a-D-GlcpNAc-(1 - 3)-a-D-FucpdNAc-(1-+],

Bei der Verankerung der Kohlenhydratkette in der duBe-
ren Zellmembran gramnegativer Bakterien kdnnten cycli-
sche Strukturen®™ und vL-glycero-Phosphatideinheiten'
eine Rolle spielen. Wir haben jetzt ein Derivat der Trisac-
charideinheit synthetisiert, das die Erzeugung eines ent-
sprechenden synthetischen Antigens ermdglichen sollte.

Ny
2 R®
Rl0 R o Rl0 0 0
Ny Ry R
R'o R0 o_ /Bn
Br 4. R! = Ac; R? = CH,0Ac
1. R! = Ac: R? = CHOAc |, 5. R! = Bzl: R? = CH,0Bzl
2, R! = Bzl; R? = CHy0Bzl |sucat/ 6, R! = Ac; R? = CO Me a)
3Rl = Aci R® = COpMe  |™Mo) 7 Rl = W R%=CHOH |0
+ 8, R! = H; R? = CO.H 4
o 9. R! = H; R? = CO,Bz)
0B2i~ 0 8-D—ManpNAc—(1-—>4)-D—GlcNAc
11
HO Ny
10 8-D—ManpNAcA—(1—> 4)-D—GlcNAc
12
9

b) c) d)
l.)
1 i
CO,Bz R CH,
AcO ) Ny 3o
Ny Bz10 + >
AcO o 0 HO
OAc

BzlO

0(CH,)gCOMe
13, R = OAc 18
14, R = OH
15, R = ClI
[}
Hy
Ny O(CH,)qCOMe
OBzl

C0,Bzl 0
AcO o ) o)
OAc
17

$-D—~ManpNAcA~(1—>4)—a—D—GlepNAc—(1 —> 8)—a—D~Fucp4NAc(CHg)yCOgMe

18

Schema 1. a) Ac,0, CFsCOOH (10:1, v/v), 3 h, 20°C. b) CsHsN, H,0 (2:1,
v/v), H,S, 24 h, 20°C; CsHsN, Ac,0 (2:1, v/v), 6 h, 20°C. ¢) MeOH, Pd-C,
1 h, 20 bar H,. d) MeOH, K,CO, (1:2.5, v [mL)/w [mg]), 24 h, 0°C. ¢)
MeOH, MeONA (500:1, v (mL}/w [g]), 2 h, 20°C. - Ac=Acetyl, Bzl =Ben-
zyl, Me =Methyl.

Kiirzlich ist es uns gelungen, 2-Acetamido-2-desoxy-D-
mannopyranose und 2-Acetamido-2-desoxy-D-mannopyra-
nuronsdure mit der wenig reaktiven 4-OH-Gruppe von 2-
Acetamido-2-desoxy-D-glucose B-glycosidisch zu verkniip-
fen', Bei der Umsetzung der Glycosylbromide 1, 2 und
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3% mit dem Glycosylacceptor 10 unter heterogener Silber-
silicat-Katalyse'®! werden die B-verkniipften Disaccharide
4 (48%), § (79%) und 6 (29%) erhalten!”. Wie nach unseren -
Vorstellungen!” zu erwarten war, reagiert die reaktive Ben-
zylverbindung 2 selektiver als das weniger reaktive Triace-
tat 1, wihrend die Uronsédure 3 fiir Glycosidsynthesen we-
nig geeignet erscheint. Es ist daher sinnvoll, die Oxidation
zur Uronsdure nach der Glycosidierung durchzufihren.
Die Entblockierung von 4 in vier Stufen liefert das Disac-
charid 11 (56%, [} —30.0), das bei vielen grampositiven
Bakterien die Verkniipfungsstelle von Peptidoglycan und
Teichonsaure ist®.

Nach Entacylierung von 4 zu 7 gelingt es, 7 durch se-
lektive katalytische Oxidation mit O,/Pt"®} (Turboriihrer)
zum Uronsiduredisaccharid 8 zu oxidieren, das mit Phenyl-
diazomethan den Benzylester 9 ergibt. Eine erneute Funk-
tionalisierung nach Acetylierung ist durch Acetolyse mit
Trifluoressigsdure/Acetanhydrid unter Bildung des Deri-
vates 13 moglich. Die dreistufige Entblockierung von 13
ermoglicht die Darstellung des Disaccharids 12 (Kalium-
salz; 73%, [@]® —35.5); 12 kommt im Kapselpolysaccha-
rid von Haemophilus influenzae Typ d vor''".

Als Glycosylacceptor fir die Trisaccharidsynthese wird
das a-glycosidisch einen Spacer enthaltende Derivat 16
eingesetzt, das mehrstufig, aber effizient aus selektiv blok-
kierten Derivaten der 4-Azido-4-desoxy-D-fucose darge-
stellt werden kann!''), Das Acetat 13 ist wegen der Siurela-
bilitit der 3-O-Benzylethergruppe nicht direkt in ein Halo-
genid iiberfiihrbar. Es wird zunéchst mit Piperidin selektiv
zu 14 desacetyliert"'?, das dann mit dem Vilsmeier-Rea-
gens Chlor-N, N-dimethylformamidiniumchlorid zum Gly-
cosyldonator 15 umgesetzt wird. Die Reaktion von 15§ mit
16, unter den Bedingungen der in-situ-Anomerisierung bei
der o-Glycosidsynthese” (AgCl0,/Ag,CO;), ergibt das
Trisaccharid 17 (40%, [@]® +7.6, J,,=3.7, J,-»-=13.5 Hz).

Die schrittweise Entblockierung von 17 gelingt durch
Reduktion aller Azidgruppen mit H,S, N-Acetylierung, hy-
drogenolytische Abspaltung der Benzylgruppen und Ent-
acetylierung. Bei dieser Reaktionsfolge werden die Ester-
gruppen des Molekiils selektiv gespalten. Mit 18 (Natri-
umsalz, 51%, [a]& +83.6) wurde erstmals ein Oligosaccha-
rid mit einer Aminouronsiure-Einheit synthetisiert. Es
kann mit erprobten Methoden!'® iiber den Spacer mit Pro-
teinen, z.B. Serumalbumin oder Polylysin, zum syntheti-
schen Antigen umgesetzt werden.
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