
Effekt)["] und fordert die Desilylierung dieser kationischen 
Zwischenstufe. 

Mit zunehmender Zahl Si-kontrollierter Umlagerun- 
gen" mehren sich die Beispiele ungewohnlicher Reaktio- 
nen. Kurzlich wurde iiber 1,3-Arylverschiebungen berich- 
tet 'I. Unsere Befunde zeigen, wie durch den p-Si-Effekt 
Geriistumlagerungen in Richtung zunehrnender Ringspan- 
nung ermoglicht werden. 
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Ein ,,Spacer"-modifiziertes Trisaccharid 
als photolabiler Ligand fur die Affinitatsmarkierung 
von Antigalactan IgA X 24 ** 
Von Cornelis P .  J .  Glaudemans. Jochen Lehmann * 
und Markiis Scheuring 

Viele kohlenhydratbindende Proteine, z. B. Endoglycana- 
sen. Lectine, Transportproteine f i r  Oligosaccharide sowie 
Antikorper, die gegen Polysaccharide oder Glycokonjugate 
gerichtet sind, erkennen und binden nicht nur einzelne 

[*] Prof. Dr. J Lehmnnn. DipLChem. M. Scheuring 
lnb~itut fur Organische Chemie und Biochemie der Universitdt 
AlbrrtstraBr 21. D-7800 Freiburg 
Prof. Dr. C. P. J. Claudemans 
Narional Inrtitutes of Health 
Bethesda. MD 20892 (USA) 

Fonds der Chemischen Industrie gefordert. 
[**I Die= Arbeit wurde voii der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem 

Monosaccharide sondern ganze Oligosaccharid-Sequenzen. 
Eingehend untersuchte Beispiele solcher kohlenhydratbin- 
denden Proteine sind Amylasen aus verschiedensten Quel- 
len. .I E Robp  und D .  French['] formulierten 1970 aufgrund 
kinetischer Untersuchungen ein sogenanntes ,,subsite"-Mo- 
dell fur den Bindebereich der a-Amylase aus Schweinepan- 
kreas, eines Enzyms, das Maltotriose als kleinste Struktur- 
einheit der Starke bindet und spezifisch an der Maltosylbin- 
dung hydrolysiert. 

In Anlehnung an diese Vorstellung wurde als Maltotriose- 
Analogon das erste ,,Spacer"-modifizierte Disaccharid, zwei 
mit einern sechsgliedrigen acyclischen Zwischenstiick ver- 
bundene D-Ghcosereste, synthetisiert und festgestellt, da8 
die Verbindung ein kompetitiver Inhibitor des Enzyms istL2]. 
Spacer-modifizierte Ohgosaccharide wurden zur Verwen- 
dung als reaktive Sonden fur Rezeptorproteine konzipiert. 
Der Spacer ersetzt als flexible Einheit einen oder rnehrere 
starre und raumbeanspruchende Monosaccharidreste. Er 
kann eine fur die chemische Modifikation des Bindebereichs 
geeignete reaktive oder aktivierbare Gruppe tragen. Die 
Affinitit des ganzen Molekiils sollte dadurch wenig beein- 
trichtigt werden. Affinitiitsmarkierung ist bei Proteinen, 
deren Struktur wie im Falle des verwendeten Antikorpers 
bekannt ist, geeignet, den Bindebereich auszuloten. 

Die Verwendbarkeit dieses Prinzips wird hier anhand der 
Bindefihigkeit des Spacer-modifizierten Trisaccharids 8- 
Azi-6,7,8,9,1 0-pentadesoxy- 1 1 -O-[-P-D-galaCtOpyranOSyl-( 1 
-+ 6)-~-o-ga~actopyranosy~-]-o-ga~u~Zo-undecaose 1 an mo- 
noklonales Anti-Galactan IgA X 24r3,41 bestatigt. Das 
Immunoglobulin hat optimale Affinitat zu einem tetrameren 
Segment aus (1 + 6)-P-~-Galactopyranan (Tdbelle l), wobei 
die vier Bindezentren A,B,C und D (siehe Schema 1) in dieser 
Reihenfolge abnehmende Affinitit zu den Monosaccharid- 
resten a~fweisen[~] .  Photoaffinitatsmarkierung des IgA X 24 
wurde bisher mit zwei P-D-Galactosiden ma8iger Affinitat 
d~rchgef i ihr t [~*  '1. In beiden Fallen erfolgte relativ unspezi- 
fische Markierung, das hei8t sowohl die L-Kette als auch die 
H-Kette wurden chemisch modifiziert, was entweder fur die 
Bindung in verschiedenen Subzentren, das heil3t fiir die Bil- 
dung verschiedener Ligand-Rezeptor-Komplexe spricht 
oder auf zu grol3e Beweglichkeit der aglykonisch gebunde- 
nen, reaktiven Gruppen zuriickzufuhren ist. 
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Verbindung 1 ist so konstruiert, daD von den vier Subzen- 
t re r~[~ . ' ]  drei, namlich A, C und D,  durch Galactosylreste 
besetzt sind und das vierte, B, durch den Spacer iiberbriickt 

~ reduzierendes Ende - 

Bindesubzentren d e s  Antikorpers 
IgA H-Kette IgA L-Ket te  

Schema 1. Darstellung des Bindungsmodus eines p-(1 + 6)-1)-Galactopyr- 
anan-Segments an die variable Region dcs pdssenden Antikorpers [4. 71. 

wird. Die hohe Afinitiit der Verbindung 1 (1.1 x lo5 M-'), 
die die des strukturell vergleichbaren Disaccharids Gal,[41 
weit iibertrifft (Tabelle I),  deutet auf eipe optimale, stabile 

Tabelle 1. Bindekonstanten einiger Liganden an Antigaiactdn IgA X24 [4.6]. 

MeGal [a] 
MeGal, [a] 
MeGal, [a] 
MeGal, [a] 
Gal, [b] 
1 

0.50 103 
2.10 104 
3 . 2 0 ~  105 

i . i o x  105 

5.70 x 10' 
2.70 x 10' 

[a] Es handelt sich hier um das Methyl-P-u-glycopyrdnosid und um Methyl-P- 
0-(1 + 6)-verkniipfte P-D-Galactooligosdccharide. [b] Das (1 + 6)-P-verkniipf- 
le. reduzierende Tetrasaccharid (16). 

Besetzung des Vierzentren-Bindebereichs hin. 1 laDt sich 
durch modifizierte Koenigs-Knorr-Synthese [*I aus dem als 
D-Galactopyranose-Analogon synthetisierten Undecaosede- 
rivat 2l9I rnit Per-0-acetyl-0-P-D-galactopyranosyl-( 1 + 6)- 
a-~-gdlactopyranosylbromid 3 und anschlieDender De- 
blockierung gewinnen. 3 wurde nach einer modifizierten 
Vorschrift[' 5 1  rnit verbesserter Ausbeute (98 % gegeniiber 
wie beschrieben["] 60%) hergestellt. Behandlung von 1 rnit 
P-Galactosidase setzt Galactose sowie die Undecao~e[~I des 
reduzierenden Endes frei. Beide konnten durch diinnschicht- 
chromatographischen Vergleich rnit authentischen Proben 
nachgewiesen werden. 

Arbeitsvorschrqt 
Die Affinilitskonstante von 1 und IgA X24 wurde fluorimetrisch IS] (Tabelle 1) 
bestimmt. 
2.3.4.6-Tetra-O-acetyl-O~~-D-galactopyranosyl-(l + 6)-1,2: 3.4-di-0-isopropy- 
lidena-u-galactopyranose 4: 7 g (27 rnmol) 1.2:3,4-Di-O-isopropyliden-u-o- 
galactopyranose [l I] werden in 15 mL Chloroform gelost. Dazu gibt man 6.88 g 
(29 mmol) Ag,O, 12.5 g wasserfreies CaSO, und 3 g Molekularsieb 4 A .  Das 
ReaktionsgefiD wird dann 1 h in ein Ultraschallbadgestellt. Nach Zugabe von 
1.77 g (14 mmol) Iod unter Riihren IaBt man im Lauf einer weiteren Stunde 
12.2 g (29 mmol) 2,3,4.6-Tetra-O-acetyl-3-~-gdlactosylbrom~d [12] in 10 mL 
Chloroform zutropfen. Ek wird d a m  weitergeriihrt und nach 22 h von Unlosli- 
chem abfiltriert. Das Filtrat wird mit verdinntem, wlDrigem Natnumthiosul- 
fat, dann mit Wasser gewaschen. getrocknet (Na,SO,) und eingedampft. 4 
entsteht als farbloses 61 (1 1.3 g, 71 %) und ISI diinnschichtchromatographisch 
emheitlich; R, = 0.27, Erhylacetat/Cyclohexan. 1 : 1 . 4  wird ohne weitere Cha- 
raktensierung weiter verarbeitet. 

Per-O-acetyl-O~P-o-galactopyranosyl-( 1 + 6)-a-~-galaclopyranosylbromid 3 
[13] 10 g (1 7 rnmol) 4 werden in 50 mL Eisessig gelosl und bis zur Triibung mil 
Wasser versetzt. Fiinfmal werden nach jeweils 30 min Kochen unter RiickfluD 
je 5 mL Wasser zugesetzt. Dann wird die Losung auf die Hilfte im Vakuum 
eingcengt. Essigsiure durch wiederholte Codestillation mil Wasser. ebenfalls im 
Vdkuum, entfernt und schlieDlich das ganze zur Trockne eingedampft. Der 
Riickstand wird wie ublich in 40 mL Pyridin/Acetanhydrld (2: 1) acetyliert und 
aufgearbeitet [14]. Rernigung erfoIgt durch Saulenchromatographie an KieseI- 
gel mil EthylacetatiCyclohexan. 1 : l ;  R, = 0.16. Nach dem Eindampfen der 
entsprechenden Fraktionen bleibt 5 [13] als fdrbloser. fester Schaum (10.7 g. 
94%); [z]:' - 5' (Chloroform). Bromierung von 5 erfolgt in Abinderung einer 
bekannten Vorschrift [lo] bei tiefer Temperatur ( -  5 "C) unler Zusdtz von Acet- 
anhydrid: 0.2 g (0.294 mmol) 5 werden bei O'C in 15 mL einer 2:l-Mischung 
aus Acetanhydrid und 30% HBr in Eisessig gel& und auf ~ 5 'C abgekiihlt. 
Nach 48 h hat sich das Edukt vollstandig umgesetzt [lo]. Es wird aufdie iibliche 
Weise aufgedrbeitct und das Rohprodukt 3 durch Siulenchromatographie an 
Kieselgel (Ethylacetdt/Cyclohexan. 1 : 1 ; R, = 0.23) gereinigl. 

galactopyranosyl-[-I .2: 3.4-di-O-isopropyliden-8-azi-]-u-gu/u~fn-undec~-l.5- 
pyrdnose 6 [13]: 0.3 g (0.84 mmol) 2 werden nach einer von H. fuulsen ct al. [8] 
modifizierlen Koenigs-Knorr-Synthese unter Verwendung von 7 g Silbersilicat- 
Aluminiumonid-Katalysator mit 680 mg (9.2 mmol) 3 verkniipft. 6 wird als 
farbloser Schaumerhalten (272 mg. 34%); R, = 0.32. Ethylacetat/Cyclohexan. 
1 : l .  
1: 270 mg (0.27 mmol) 6 werden in 20 mL Chlorofurm und 2 mL 99% Trifluor- 
essigsgure gelost und 48 h stehen geldssen. Nach Einengen im Vakuum unter 
wiederholter Codestillation mil Methanol wird der Riickstand in 20 mL Metha- 
nol aufgenommen und bis zur bleibenden alkalinchen Reaktion mil 1 M N;i- 
triummethanolat versetzt. Nach vollstdndigem Umsatz (R, = 0.22. Ethylace- 
tdl/MeOH!H,O, 4:2: 1) wird die methanolische Losung eingedampft und 1 
durch HPLC (revcrsed phase) gereinigt; Ausbeute 100 mg (60%). [a]? + 65 
(Wasser). 

6.7.8.9.10-Pentadesoxy-l l-O-per-O-aCetyl-~-U-gd~actO~~rdnOSyl-(l - 6)bP-u- 
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