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Synthetische Shigella-Impfstoffe: ein Kohlen-
hydrat-Protein-Konjugat mit vollständig syn-
thetischen Hexadecasaccharid-Haptenen**
Vince Pozsgay*

Antibakterielle Impfstoffe auf Kohlenhydratbasis gehören
zu den erfolgreichsten Kohlenhydrat-Pharmazeutica.[1] Koh-
lenhydrate lassen sich als Impfstoffe einsetzen, weil die Kap-
selpolysaccharide (CPs) und die O-spezifischen Polysaccharide
(O-SPs) auf der Oberfläche pathogener Bakterien notwendige
Virulenzfaktoren und protektive Antigene sind und weil Se-
rumantikörper gegen diese Polysaccharide Immunität verleihen
können, indem sie das Inoculum abtöten.[1] Nach diesem Prin-
zip wurden CP-Impfstoffe gegen Pneumococcen und andere
Gram-positive Bakterien entwickelt. Bei Kindern lassen sich
mit Kohlenhydraten keine für einen Impfschutz ausreichend
hohen Antikörperkonzentrationen erreichen, doch kann man
dieses Problem überwinden, indem man die Kohlenhydrate
kovalent an Proteine knüpft, die diesen Konjugaten T-Zell-
abhängige Eigenschaften verleihen.[2] Darauf basierend wur-
den Impfstoffe gegen Haemophilus influenza b (Hib) entwik-
kelt,[3] und in Ländern, wo diese Seren routinemäûig ein-
gesetzt werden, sind Meningitis und andere von Hib verur-
sachte Krankheiten nahezu ausgerottet.[4] Die Ausdehnung
der Konjugat-Technik auf die O-SPs Gram-negativer Bakte-
rien führte zu einer neuen Generation von Glycokonjugat-
Impfstoffen, die bereits klinisch getestet werden.[5]

Während die Immunogenität und die Wirksamkeit der
Glycokonjugat-Impfstoffe gesichert sind, ist über die struk-
turellen Erfordernisse noch wenig bekannt. Für weitere
Verbesserungen der immunologischen Eigenschaften muû
man mehr über die optimale Gröûe des Saccharids, die
günstigste Art der Verknüpfung mit dem Protein sowie über
das für die optimale Immunogenität nötige Kohlenhydrat/
Protein-Verhältnis wissen. Fortschritte auf diesem Gebiet
hängen von der Verfügbarkeit gut definierter Saccharide ab,
die für die nativen Polysaccharide repräsentativ sind.[6]

Wir berichten hier über die Synthese eines Hexadecasac-
charid-Fragments[7] des O-SP A von Shigella dysenteria

!3)-a-l-Rhap-(1!2)-a-d-Galp-(1!3)-a-d-GlcpNAc-(1!3)-a-l-Rhap-(1!
A

Typ 1,[8] einem humanpathogenen Organismus, der weltweit
ein Hauptverursacher der endemischen und epidemischen
Ruhr ist.[9]

Mit dem als Hapten wirkenden Saccharid ist ein Spacer als
Aglycon verknüpft. Daran schlieût sich ein heterodifunk-
tioneller Linker an, über den der Saccharidkomplex kovalent
an humanes Serumalbumin (HSA) ± als Modell für ein

den Metallzentren spontan zu zweidimensionalen Strukturen
organisieren können und das Vorzeichen der magnetische
Wechselwirkungen in Übereinstimmung mit dem Spinpolari-
sierungsmechanismus kontrollieren.

Experimentelles

Synthese von 1 und 2 : Die Verbindungen wurden durch Umsetzen
methanolischer Lösungen (50 mL) von Co(NCS)2 und dem entsprechen-
den Diazin (stöchiometrische Mengen, 2 mmol) erhalten. 1 fiel sofort als
orangefarbenes, polykristallines Pulver aus, während sich 2 nach einigen
Tagen bei Raumtemperatur in Form oktraedrischer rosa Einkristalle
abschied. Prismatische Einkristalle von 1 wurden durch langsames
Diffundieren der beiden Lösungen in Methanol in der Querverbindung
eines H-förmigen Rohrs erhalten.

Synthese von 3 : Oktaedrische Einkristalle von 3 wurden bei Raumtempe-
ratur durch langsames Verdunsten einer methanolischen Lösung (50 cm3)
aus Co(NCS)2 (1 mmol) und pyd (6 mmol) erhalten.

1 ± 3 gaben zufriedenstellende Elementaranalysen. Die Ausbeuten lagen
bei 60 %.

Röntgenstrukturanalysen von 2 and 3 : Automatisches Siemens-R3m/V-
Diffraktometer, MoKa , l� 0.71073 �, Graphitmonochromator, 295 K.
Datensammlung, Strukturlösung und Verfeinerung: w-2q, Standard-Pat-
terson-Methoden mit anschlieûender Fourier-Verfeinerung (SHELXTL-
PLUS[7]). ± 2 : C10H8CoN6S2, orthorhombisch, Raumgruppe Cmca, a�
9.477(2), b� 16.284(2), c� 8.487(2) �, V� 1309.7(4) �3, Z� 4, 1ber.�
1.700 g cmÿ3, 3< 2q< 558, Kristallabmessungen 0.38� 0.21� 0.10 mm3.
811 unabhängige Reflexe, davon 661 beobachtet mit I> 3s(I). Verfeine-
rung der 51 Variablen mit anisotropen thermischen Parametern für alle
Nichtwasserstoffatome ergab R� 0.028, Rw� 0.031 und S� 1.22. ± 3 :
C18H16CoN10S2, monoklin, Raumgruppe C2c, a� 12.341(5), b� 12.950(5),
c� 14.322(5) �, b� 109.21(3)8, V� 2161(1) �3, Z� 4, 1ber.� 1.523 gcmÿ3,
3< 2q< 548, Kristallabmessungen 0.42� 0.37� 0.32 mm3. 2380 unabhän-
gige Reflexe, davon 1924 beobachtet mit I> 3s(I). Verfeinerung der 142
Variablen mit anisotropen thermischen Parameters für alle Nichtwasser-
stoffatome ergab R� 0.031, Rw� 0.038 und S� 1.23. ± Die kristallogra-
phischen Daten (ohne Strukturfaktoren) der in dieser Veröffentlichung
beschriebenen Strukturen wurden als ¹supplementary publication no.
CCDC-100 411ª beim Cambridge Crystallographic Data Centre hinterlegt.
Kopien der Daten können kostenlos bei folgender Adresse in Groûbri-
tannien angefordert werden: CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ
(Telefax : Int.� 1223/336-033; E-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk).
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ganden ´ Schichtverbindungen ´ Spinpolarisierung
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Carrierprotein ± gebunden wird. Diese Bindung über nur eine
Position hat zur Folge, daû die gesamte Saccharidkette mit B-
Zell-Rezeptoren wechselwirken kann. Die durchschnittliche
Zahl von Saccharidketten, die an ein HSA-Molekül gebunden
ist, wurde mit matrixassistierter Laserdesorptions/ionisations-
Flugzeit(MALDI-TOF)-Massenspektrometrie bestimmt.

Als Gesamtstrategie zur Herstellung der Zielverbindung 21
(siehe unten) bot sich die Verknüpfung von Tetrasaccharid-
Wiederholungseinheiten (12, 14, siehe Schema 1) an, die
hinsichtlich ihrer Funktionsgruppen für den blockweisen
Aufbau höherer Oligosaccharide in aufeinanderfolgenden
Schritten geeignet sind.[10] Hierbei nutzten wir unsere Erfah-
rungen aus der Synthese verwandter Verbindungen.[7,11] Be-
sonders wichtig war die Erkenntnis, daû für den schrittweisen
Aufbau eines Saccharids dieser Gröûe das Tetrasaccharidra-
ster entlang der Polysaccharidkette der Wiederholungseinheit
A entsprechen sollte. Auûerdem fanden wir heraus, daû
1) die Tetrasaccharideinheit sehr bequem schrittweise herge-

stellt werden kann,
2) die Gal- und Rha-Synthone in einer Form eingeführt

werden sollten, in der die nächste Einheit nach nur einer
Schutzgruppenabspaltung angeknüpft werden kann, und

3) die Verwendung eines vorgefertigten GlcN-Synthesebau-
steins keine Vorteile für die Gesamtausbeute bietet.

Auûerdem folgerten wir, daû keine Zwischenprodukte mit
mehreren Azidogruppen auftreten sollten, weil es bei deren
Umwandlung in Acetamidogruppen Probleme geben kann.[12]

Nach den aus früheren Untersuchungen abgeleiteten
Grundsätzen wählten wir die vier Monosaccharid-Bausteine
1, 2, 7 und 11 aus, die wir wie für verwandte Synthesebausteine
beschrieben herstellten.[7,11,13] Der Aufbau des Tetrasaccharids
12 begann mit der Kondensation zwischen der Rhamnose 1
mit dem Chlorid 2 (Schema 1, Tabelle 1). Die nicht beteiligte
Azidogruppe in 2 sicherte eine ausreichende sterische Kon-
trolle, so daû das Disaccharid 3 in annehmbarer Ausbeute
entsteht. Durch Umsetzung von 3 mit HBF4

[11 c] wurden die
Acetylgruppen chemoselektiv abgespalten (!4), während
der 2-O-Benzoatrest der Rhamnose nicht reagierte. Danach
wurde das Triol 4 in das Diacetat 6 überführt. Dazu wurden
die 4-OH- und die 6-OH-Gruppe von GlcN vorübergehend
geschützt, um an O-3 dieses Restes eine Monochloracetyl-
gruppe einzuführen (!5). Nach milder Säurehydrolyse, O-
Acetylierung und selektiver Abspaltung der Chloracetylgrup-
pe wurde 6 in einer Gesamtausbeute von 71 % ausgehend von
5 erhalten. Zur Synthese des Gal-GlcN-Rha-Trisaccharids
wurde das Methylthiogalactosid 7[11 c,d] in Gegenwart des
Phenylthioglycosids 6 selektiv mit MeOTf[14] (Tf�F3CSO2)
aktiviert; dabei bildete sich 8 in einer hochstereoselektiven

Schema 1. a) 1.6 ¾quiv. 1, 1.5 ¾quiv. CF3SO2OAg, 0.9 ¾quiv. 2,6-Di-tert-butyl-4-methylpyridin, CH2Cl2, 0 8C, 2 h, 64 %; b) HBF4 ´ Et2O, MeOH, 23 8C, 72 h, 79%; c)
5.4 ¾quiv. 4-Methoxybenzaldehyddimethylacetal, 10-Camphersulfonsäure (CSA)(kat.), CH2Cl2, 23 8C, 20 min; d) 2.2 ¾quiv. (ClCH2CO)2O, C5H5N, 0 8C, 10 min, 92 %
über zwei Stufen; e) HBF4 ´ EtO, MeOH/CH2Cl2, 0!23 8C, 30 min; f) Ac2O, C5H5N, 4-Dimethylaminopyridin (kat.), 0!23 8C, 1 h; g) 5.5 ¾quiv. Thioharnstoff, DMF/
C5H5N, 23 8C, 24 h, 71% über drei Stufen; h) 1.4 ¾quiv. 7, 1.7 ¾quiv. CF3SO2OMe, 2.9 ¾quiv. 2,6-Di-tert-butyl-4-methylpyridin, Et2O, 23 8C, 66 h; i) 2.2 ¾quiv. PPh3,
CH2Cl2, 35 ± 40 8C, 48 h, dann H2O, 35 ± 40 8C, 24 h, 58% über drei Stufen; j) 5.8 ¾quiv. CCl3CH2OC(O)Cl, NaHCO3, Aceton/H2O, 0 8C, 3 min; k) 2.0 ¾quiv. 2,3-
Dichlor-5,6-dicyan-1,4-benzochinon, CH2Cl2/H2O, 23 8C, 3 h, 82% über zwei Stufen; l) 3.5 ¾quiv. 11, 0.33 ¾quiv. BF3 ´ Et2O, CH2Cl2, 0 8C, 2 h, 89 %; m) 2.0 ¾quiv.
Hg(OCOCF3)2, CH2Cl2/H2O, 30 min, 93%; n) 9.7 ¾quiv. CCl3CN, 0.5 ¾quiv. DBU, CH2Cl2, 23 8C, 1 h, 85%. ± Bn�Benzyl, Bz�Benzoyl, CA�Monochloracetyl,
MBn� 4-Methoxybenzyl, MP� 4-Methoxyphenyl.
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Reaktion. Die Umwandlung dieser Verbindung in das Ami-
noderivat 9 erfolgte in einer Staudinger-Reaktion mit PPh3

und anschlieûender Hydrolyse in 58 % Ausbeute über drei
Stufen. Als nächstes wurde die freie Aminogruppe von 9 mit
einer 2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl(TEC)-Gruppe[15] geschützt
und die 4-Methoxybenzylgruppe oxidativ entfernt;[16] dabei
entstand das Trisaccharid 10 in 82% Ausbeute über die beiden
Stufen. Abgeschlossen wurde die Synthese der vollständig ge-
schützten Tetrasaccharid-Wiederholungseinheit durch die Umset-
zung von 10 mit dem Rhamnose-Donor 11 durch Aktivierung
mit BF3 ´ Et2O unter Bildung von 12 in 89 % Ausbeute.

Aus den Erfahrungen mit einem der Verbindung 12
ähnlichen Tetrasaccharid-Donor, der am anomeren Zentrum
eine Phenylthiogruppe als Abgangsgruppe trägt, lieû sich
ableiten, daû eine solche Verbindung bei Aktivierung mit I2/
TfOH an einen reaktiven primärem Alkohol gekuppelt
werden kann,[17] diese Methode aber für die geplante iterative
Kettenverlängerung nicht brauchbar ist. Aussichtsreichere
Ergebnisse wurden mit der Imidat-Methode erhalten.[18] Das
Phenylthioglycosid 12 wurde daher mit Hg(OCOCF3)2 zum
Hemiacetal 13 hydrolysiert.[19] Dieses fiel als Gemisch aus a-
und b-Anomer in 93 % Ausbeute an und wurde mit CCl3CN
und katalytischen Mengen 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en
(DBU)[18b] zum a-Anomer des Imidats 14 in 85 % Ausbeute
umgesetzt.

Erster Schritt der iterativen Kondensationssequenz war die
Reaktion des Tetrasaccharid-Donors 14 mit dem Aglycon 15
im Überschuû unter den Bedingungen der Schmidt-Reak-
tion[18] zum Tetrasaccharid-Glycosid 16 (68 % Ausbeute;
Schema 2, Tabelle 1). Im folgenden Schritt wurde die Chlor-
acetylgruppe unter neutralen Bedingungen abgespalten, und
man erhielt den Acceptor 17 für die nächsten Cyclen in 96 %
Ausbeute. Nach drei Wiederholungen des Reaktionscyclus ±
Glycosylierung mit 14 und Abspaltung der Chloracetylgruppe
± wurde die geschützte Verbindung 19 erhalten. Zur Freiset-
zung des gewünschten Hexadecasaccharids als Methylester 20
wurden die TEC-Gruppen durch Acetylgruppen ersetzt (Cd/
AcOH, dann Ac2O), die Acetylschutzgruppen in einer
ZempleÂn-Reaktion entfernt und die Benzylgruppen hydro-
genolytisch abgespalten. Aus 20 wurde mit Hydrazin das
Hydrazid 21 (Tabelle 1) in einer Gesamtausbeute von 26 %
über vier Stufen (ausgehend von 19) erhalten.

Die 1,2-Dicyclohexylcarbodiimid(DCC)-vermittelte Acy-
lierung des Saccharid-Hydrazids 21 mit dem Linker 22[20]

lieferte das Acetal 23, woraus mit AcOH unter milden

Tabelle 1. Ausgewählte 1H- (300 MHz) und 13C-NMR-Daten (75 MHz)
von 1, 3 ± 6, 9 ± 14, 16 ± 19 (in CDCl3) und 21 (in D2O).

1 : 1H-NMR: d� 5.60 (d, 1H, J� 3.4 Hz), 5.54 (d, 1H, J� 1.7 Hz), 4.88, 4.75
(2d, 2 H, J � 11 Hz), 4.29 (dq, 1 H), 4.20 (ddd, 1 H), 3.56 (t, 1 H, J� 9.4 Hz),
1.40 (d, 3 H, J� 6.2 Hz); 13C-NMR: d� 85.8, 81.6, 75.1, 74.8, 70.9, 68.7,
18.0

3 : 1H-NMR: d� 5.88 (dd, 1H), 5.57 (d, 1 H, J� 1.6 Hz), 5.44 (dd, 1H, J�
10.5, J� 9.3 Hz), 5.36 (d, 1H, J� 3.6 Hz), 5.00 (dd, 1H, J� 9.6), 4.93, 4.81
(2d, 2 H), 4.37 (dq, 1H), 3.72 (t, 1 H, J� 9.6), 3.31 (dd, 1H), 2.10, 2.02, 1.89
(3s, 9H), 1.45 (d, 1H); 13C-NMR: d� 93.1, 86.1, 79.6, 75.9, 70.1, 69.3, 68.9,
68.0, 67.5, 61.6, 60.5, 20.7, 20.6, 20.5, 17.9

4 : 1H-NMR: d� 5.84 (d, 1H, J� 3.1 Hz), 5.53 (d, 1H, J� 1.6 Hz), 5.20 (d,
1H, J� 3.8 Hz), 4.81, 4.62 (2 d, 2 H, J� 11 Hz), 4.30 (dq, 1 H), 4.20 (dd,
1H), 3.12 (dd, 1 H, J� 10.3 Hz), 1.32 (d, 1H, J� 6.2 Hz); 13C-NMR: d�
93.7, 85.8, 79.5, 75.8, 73.2, 71.3 (2C), 69.9, 69.3, 69.0, 62.2, 61.0, 17.8

5 : 1H-NMR: d� 5.90 (d, 1H, J� 3.2 Hz), 5.63 (t, 1H, J� 10.0 Hz), 5.56 (d,
1H, J� 1.6 Hz), 5.43 (s, 1 H), 5.38 (d, 1H, J� 3.6 Hz), 4.97, 4.70 (2 d, 2H,
J� 11 Hz), 4.37 (dq, 1 H), 3.22 (dd, 1H, J� 10.3 Hz), 1.30 (d, 1 H, J�
6.2 Hz); 13C-NMR: d� 101.6, 93.9, 85.9, 79.8, 78.7, 76.6, 73.0, 70.6, 69.3,
68.8, 68.4, 62.9, 61.0, 55.3, 40.5, 17.8

6 : 1H-NMR: d� 5.87 (dd, 1H), 5.56 (d, 1H, J� 1.6 Hz), 5.29 (d, 1H, J�
3.9 Hz), 4.84 (dd, 1 H, J� 9.3 Hz), 4.83, 4.75 (2d, 2 H), 4.35 (dq, 1H), 4.26
(dd, 1H, J� 3.2, 9.5 Hz), 4.18 ± 3.93 (m, 4H), 3.69 (t, 1 H), 3.24 (dd, 1 H, J�
10.2 Hz), 2.11, 1.99 (2 s, 6H), 1.41 (d, 1H, J� 6.2 Hz); 13C-NMR: d� 93.0,
86.0, 79.7, 75.5, 73.0, 70.8, 70.2, 69.2, 69.0, 67.5, 63.0, 61.7, 20.8, 20.7, 17.9

9 : 1H-NMR: d� 5.83 (dd, 1H), 5.55 (d, 1H, J� 1.4 Hz), 5.13 (d, 1H, J�
3.7 Hz), 5.06 (dd, 1H, J� 9.1, 9.4 Hz), 4.88 (2H), 4.75, 4.70, 4.65, 4.58, 4.53,
4.48 (7 d, 8H), 3.72 (s, 3 H), 2.93 (dd, 1 H, J� 9.5 Hz), 2.10, 1.74 (2s, 6H),
1.44 (d, 1H, J� 6.2 Hz); 13C-NMR: d� 99.2, 95.5, 86.1, 83.0, 79.8, 78.7, 76.3,
75.7, 75.3, 74.6, 73.3 (3C), 72.8, 70.3, 69.8, 69.2, 68.9, 68.8, 67.7, 62.0, 55.5,
55.2, 20.8, 18.0

10 : 1H-NMR: d� 6.05 (m, 1H), 5.80 (dd, 1H, J� 3.2 Hz), 5.46 (d, 1 H, J�
1.6 Hz), 5.30 (d, 1H, J� 3.2 Hz), 5.11 (dd, 1H, J� 9.2 Hz), 4.34 (dq, 1H),
2.92 (dd, 1H, J� 9.8 Hz), 2.11, 1.92 (2s, 6H), 1.43 (d, 1H, J� 6.1 Hz); 13C-
NMR: d� 99.4, 95.8, 92.9, 86.2, 79.8, 79.5, 75.4, 74.2, 73.9, 73.5, 73.2, 73.1,
73.0, 72.4, 70.6, 69.8, 69.4, 69.3, 68.9, 68.1, 61.6, 54.2, 20.8, 20.7, 17.9

11 : 1H-NMR: d� 6.32 (d, 1H, J� 1.4 Hz), 5.72 (dd, 1 H), 5.52 (dd, 1 H, J�
3.1, 9.7 Hz), 4.74, 4.68 (2 d, 2 H, J� 11 Hz), 4.13 (dq, 1H), 3.94, 3.85 (2d,
2H, J� 15 Hz), 3.73 (t, 1H), 1.45 (d, 3 H); 13C-NMR: d� 94.8, 77.8, 75.5,
73.6, 70.7, 68.7, 40.6, 18.0.

12 : 13C-NMR: d� 170.8, 168.9, 165.8, 165.2, 165.0, 153.6, 98.1, 97.4, 95.9,
92.2, 86.1, 79.8, 79.6, 78.5, 75.5, 74.9, 74.1, 73.7, 73.5, 73.3, 72.9, 72.5, 72.3,
71.6, 71.3, 71.0, 70.3, 70.2, 69.4, 69.3, 68.0, 67.9, 62.0, 53.8, 40.6, 20.8, 17.9

13 : 1H-NMR: d� 5.94 (d, 1 H, J� 10 Hz), 5.62, 5.58 (2dd, 2 H), 5.47 (dd,
1H, J� 3.2 Hz, J� 9.6 Hz), 5.42 (br. s, 1 H), 5.28, 5.13 (2 br. d, 2H), 5.24 (t,
1H), 2.06, 1.82 (2 s, 6 H), 1.41, 1.27 (2d, 2 H, J� 6.3 Hz)

14 : 1H-NMR: d� 6.26 (d, 1H, J� 2.0 Hz), 5.99 (d, 1H, J� 9.9 Hz), 5.74,
5.63 (2dd, 2 H), 5.50 (dd, 1H, J� 3.3, 9.7 Hz), 5.43 (d, 1H, J� 1.5 Hz), 5.32
(t, 1H, J� 9 Hz), 5.29, 5.14 (2d, 2H, J� 3.5 Hz), 2.06, 1.82 (2s, 6H), 1.41,
1.27 (2 d, 2H, J� 6.3 Hz)

16 : 1H-NMR: d� 5.90 (d, 1H, J � 9 Hz), 5.62 (dd, 1 H, J� 1.8, 3.3 Hz),
5.52 (dd, 1H), 5.48 (dd, 1 H, J� 9.6 Hz), 5.41 (d, 1H), 5.29 (t, 1H, J� 9 Hz),
5.23, 5.12 (2d, 2 H, J� 3.5 Hz), 4.99, 4.75, 4.70, 4.62, 4.55, 4.49 (6d, 6H),
4.77 (br. s, 1 H), 2.32 (t, 2H), 2.06, 1.81 (2 s, 6H), 1.36, 1.26 (2d, 6 H); 13C-
NMR: d� 174.0, 170.7, 168.7, 165.7, 165.2, 153.6, 98.1, 97.5, 97.4, 95.8, 92.5,
79.8, 79.6, 78.5, 75.4, 74.81, 74.0, 73.7, 73.5, 73.2, 72.9, 72.4, 72.2, 71.9, 71.4,
70.7, 70.3, 69.9, 69.3, 68.0, 67.9, 67.8, 67.6, 61.6, 54.0, 51.5, 40.5, 33.8, 28.9,
25.5, 24.5, 20.7, 20.6, 17.9, 17.8

17 : 1H-NMR: d� 5.89 (d, 1 H, J� 9 Hz), 3.66 (s, 3 H), 2.31 (t, 2H), 2.05,
1.82 (2 s, 6H), 1.36, 1.29 (2d, 6H); 13C-NMR: d� 97.94, 97.86, 97.6, 95.8,
92.5, 81.2, 79.8 (2 C), 75.5, 75.1, 74.1, 73.7, 73.3, 73.0, 72.9, 72.6, 72.1, 71.8,
70.9, 70.3, 70.1, 70.0, 69.4, 68.1, 67.9 (3 C), 67.7, 61.6, 54.0, 51.5, 33.9, 29.0,
25.6, 24.6, 20.9, 20.8, 18.1, 18.0

18 : 13C-NMR: d� 170.7, 170.5 (2C), 170.43, 170.40, 169.83, 169.80, 169.6,
169.4, 168.87, 168.83 (2C), 165.8, 165.5, 165.4, 165.3, 165.2, 165.1, 164.81,
164.77, 99.5, 99.3 (3C), 98.1, 98.0 (5C), 97.4, 96.1, 94.32, 94.27, 93.9, 61.0,
60.8, 60.7 (2C), 51.6, 51.3, 51.1 (2C), 40.4, 33.8, 28.9, 25.5, 24.5, 23.1, 22.8
(2C), 22.6, 20.92, 20.86 (3 C), 20.7, 20.4 (3C)

19 : 1H-NMR: d� 5.77, 5.75 (2H), 5.74 (3d, 4 H, J� 9 Hz), 2.32 (t, 2H, J �
7.5 Hz), 1.98, 1.84, 1.81, 1.79, 1.72 (9H), 1.71 (6 H), 1.59, 1.58, 1.47 (9s,
36H); 13C-NMR: d� 174.0, 170.7, 170.53 (2 C), 170.50, 170.3, 169.9, 169.8,
169.7, 169.0, 168.9 (3C), 166.1, 165.5, 165.46, 165.4, 165.3, 165.1, 164.9,
164.8, 99.3 (4 C), 98.4, 98.2, 98.1 (5 C), 97.5, 95.4, 94.4, 94.3, 94.0, 61.1, 60.7,
60.0 (2C), 51.5, 51.3, 51.2 (2C), 33.9, 29.7, 25.6, 24.6, 23.1, 22.9 (2C), 22.7,
20.98, 20.94, 20.93 (2 C), 20.8, 20.4 (3C), 18.1, 18.0 (2C), 17.95, 17.90, 17.74
(2C), 17.7

21 : 1H-NMR: d� 5.59 (d, 4H, J� 3.4 Hz), 5.11 (d, 3H, J� 1.6 Hz), 5.08 (d,
1H, J� 1.7 Hz), 5.06 (d, 3 H, J� 1.6 Hz), 5.04 (d, 3 H, J� 3.6 Hz), 5.00 (d,
1H, J� 3.5 Hz), 4.80 (d, 1H, J� 1.7 Hz), 2.06 (s, 9H), 2.05 (s, 3 H), 1.34 (d,
9H, J � 6.1 Hz), 1.31 (d, 3H, J� 6.3 Hz), 1.30 (d, 12H, J� 6.1 Hz); 13C-
NMR: d� 102.6 (3C), 102.2, 102.1 (3C), 98.4 (4C), 94.9 (4C), 61.4 (4C),
61.0 (3C), 60.9, 52.7 (4C), 28.8, 26.1, 25.6, 25.5, 22.8 (4 C), 17.6 (3C), 17.4
(4C), 17.3
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Schema 2. a) 3.5 ¾quiv. 15, 1.4 ¾quiv. BF3 ´ Et2O, CH2Cl2, 0 8C, 2 h, 68%;
b) 45 ¾quiv. Thioharnstoff, DMF/C5H5N, 23 8C, 24 h, 96%; c) 1.5 ¾quiv. 14,
3.1 ¾quiv. BF3 ´ Et2O, CH2Cl2, 0 8C, 15 min, 91 %; d) 24 ¾quiv. Thioharn-
stoff, DMF/C5H5N, 23 8C, 24 h, 82%; e) 2 ¾quiv. 14, 4 ¾quiv. BF3 ´ Et2O,
CH2Cl2, 0 8C, 3 h; f) 33 ¾quiv. Thioharnstoff, DMF/C5H5N, 23 8C, 24 h,
62% über zwei Stufen; g) 3 ¾quiv. 14, 10 ¾quiv. BF3 ´ Et2O, CH2Cl2, 0 8C,
3 h, 48 %; h) 120 ¾quiv. Thioharnstoff, DMF/C5H5N, 23 8C, 24 h, 82 %.

Bedingungen der Aldehyd 24 freigesetzt wurde
(Schema 3).[21] Wurde eine Lösung von dem an den Linker
geknüpften Hexadecasaccharid und humanem Serumalbumin
mit Na(CN)BH3 bei pH 7 umgesetzt,[22] entstand das Glyco-
konjugat 25, dessen mittleres Molekulargewicht MALDI-

Schema 3. a) 50 ¾quiv. 22, 50 ¾quiv. DCC, MeOH, 23 8C, 24 h; b) AcOH/
H2O, pH 2.7, 23 8C, 4 h; c) HSA, Borat-Phosphat-Puffer (pH� 7),
15 ¾quiv. Na(CN)BH3, 23 8C, 3 d, 32% über drei Stufen.

TOF-massenspektrometrisch zu 93 kDa bei einer Molekular-
gewichtsverteilung von 83 ± 103 kDa bestimmt wurde.[23] Dies
entspricht im Mittel einem Einbau von elf Saccharidketten
pro Albuminmolekül und einer durchschnittlichen Kupplungs-
effizienz von 32 %. In ähnlicher Weise wurden die Tetra-,
Octa- und Dodecasaccharid-Zwischenprodukte entschützt,
mit dem Linker versehen und an HSA gekuppelt, so daû wir
eine Serie von Glycokonjugaten ähnlicher Zusammensetzung
für immunologische Untersuchungen erhielten.

Die Herstellung des bislang komplexesten, strukturell
definierten synthetischen Kohlenhydrat-Protein-Konjugats
beruhte wesentlich auf der Glycosylierung nach Schmidt,
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die sich als sehr effizient erwiesen hat. Die hier getestete
Methode ist ein Prüfstein, an dem sich neue Glycosylierungs-
verfahren messen lassen müssen. Weitere Untersuchungen zu
Verbesserungen bei der Herstellung der Konjugate sowie
präklinische Studien mit den synthetischen Glycokonjugaten
sind derzeit im Gange.
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