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HI. Otto W e s t p h a l  und H e i n z  F e i e r :  Darstellung kiiustlicher Anti- 
gene niit determinanten Zuckergruppen, 11. Mitteil. : Synthew der p- 
Aminopheriyl-O-z-glykoside von L-Fucose, L-Rhamnose, D-Galaktose 

und D-Mannose * )  

[.4iis drill l h .  A.  \~an~lt .r-Yo~churigsinutitut .  SirckingeniBttden. und tlcni Chemiscben 
I.aboratoriiinr det llnivereitat Freiburg i. Br.] 

(Einecgangeri a m  30. September 19.55) 

H<rrrr  Pro/csvor D r .  h‘. F r r u d e n b p r g  zum 7 U .  Cthurtsiag geuidtnrt 

Zur I)arjtellung kunstlicher Antigcne niit ~ .Fucose,  L.Rhamnmar. 
u.(;alaktose untl ~. !v lannose  alu de tcrn i inanbr  C;,nppe wurden dio 
bishrr nicht, bekannten ~~ .Am~nophrnv l -r -g l~kos ide  dieeer Zuckcr 
hergestellt. l k  Glykoside wunlen anzc.tilirUend in bekannter M’eise 
(.4zoverfHhrcn) diazot i r r t  und an l’rotcinc gekuppelt. Die Zucker- 
phenylazo-proteine sind geeikiiet, die ant igcne Srezifitkt der  gctnann- 
ten Zuckcr im Vergleich rn i t  einipcn nnturlichrn Zucker. bzw. I’oly- 
aaccharid-Antieenen z u  i i n t n r i c h e n .  

Ber der irnmrincticttnischeri Arialyse a n t  igcner Polysaccharide und Poly- 
saccharid-Kornplexc (Muco~)olysaccharid~. Lipopolysaccharide usw.) hilt sich 
irurner wieder ergc.ben, daU die Inirnunspezifitat durch oligostlccharidische 
deterininante Gruppen - viclfach in dcr CriiUenordnung von Tri-, Di- oder 
gelegentlich sogar Monosncchariden ---- betlingt ist.2). Der Naeh\vt.iH niedrig- 
rnolekularer tleterrninatiter Gruppen erfolgt durch herologische Ifemmungs- 
Experimente, h i  wclcheri die Konkurrenz- 1tcakt.ion zwischen dem hochmole- 
kularen Antigen erncrseits uiid dem nietirigmolekularen deterrninierenden 
Hapteri andererscits gegen(ibcr dem vorgqyhenen Antikijrper (Antiserum) 
quaiititat iv  verfolgt w i d 2 ) .  Untw den nntiirlichen hIucopolysacchttrid- Anti- 
genen tieanspruchen dic Blutgruppetisubst~anzen des Xenscheo und der Tiere 
hesonderes inimunchernisches Interease. Sie wurden bekanntlich durch K .  
F r e u d e n  h e r g  und wine Mitubeitcr3) vor rnehr d s  20 Jahren ervtmals ah 
Polynacchnride erknnnt m d  naher analysiert. Neuerdings uvrdc gefunden. 
daB verschiedenc Pflanzen- und Pilzextrakte, insbesondere Ausziige aus Samen 
k.011 Eiiphorbictcwn und Pnpilionnceen, prot.einische Subst.anzen enthalten. 
ivelche Blutkorpcrch(:n gruppenspezifisch agglutinieren (sog. Phytaggluti- 
nine) 4 )  und sich denigemal3 ahnlich verhalten wie menschliche Isoagglntinine 
( A n t i - A ,  Anti-B u~w.). Die pflanzlichen Hamagglutine werden nun teilweise 
tirircti %nosaccharide. Disaccharide odcr cinfache Glykoside relativ spezi- 
fisch gehen in~ t ,~ ) .  So wird nach D. A m i n o f f ,  u’. T. J .  Morgari  und W. M .  

’ )  I .  Mitteil.: 0. k v e a t p h n l  11. H. S c h n i i t l t .  I.icbigs Ann. Chem. 376, X4 (19Sl]. 
? )  Sirhc z. B. 0. W e a t p h n l ,  Cheiuic. S i .  57 [194441; \V. C .  B o y d .  Fundamentals  of 

Irninunology. S e w  York j1947j;  H. S c h m i d t .  Fortschritte der  Serolopie, Darmstadt  
I193O~,i’7~1. 

”) K.  F r e u d e n I > e r g  u. H. E i c h r l .  Liehiqs Ann. Cheni. 510, 2-40 (1!)34]; 618, 95 
(19351; K. F r e u d e n b e r g  11. 0. W e s t l ) h a l ,  S.-H. Heidelherger Akad.  Wigs . ,  matb. .  
naturwise. KI. IMn, I :{x u. weitere Pitlit. c lawlht .  

‘) Lit. hci h1 K r i i p c ,  Hoppe-Sryler’s Z. p h y i o l .  C‘heni. 499. 277 1195hj. 
5 ,  Brit. * J .  exp. Pnt.hol. 34, 91 [1953]. 



Nr. 2/1956] mit determinanten Zuckergruppen ( I I . )  5 8 3 

W a t k i  ns6) dic Agglutination inciinchlichcr 0-Rlutkorperchen rnit Samcn- 
extrakt aus Lotos tdragonolohzw durch a-Mcthyl-L-fucosid noch in Verdunnungcn 
bis 1 : 50000 spezifisch gehemmt. Hernmungen aiidcrer Systeme rnit weitercii 
Zuckern sind ebenfalls beschrieben wordcn4). Nan kann vcrmuten, dd3 die 
init den Phytagglutininen reagierenden chernischcn Gruppen an  der Obcr- 
flache der Erythrocytcn bzw. in den R1utgruppensut)stanz.cn enge struktu- 
relle Bezichungcn zu jcnen Zuckern oder Glykosideri bcsitzen, wclche als 
Hemmstoffe bei der Phytagglutination wirksatn sind. 

Die fur die Blutgruppen-Eigenschaften verantwortlichcn Mucopolysaccha- 
ride bestehen nach Morgane)  zu -8Oyi, aus u-Galaktose, L-Fucose, LV- 
Acetyl-D-glucosamin und N-Acetyl-n-galaktosamin sowie zu -20 9 ,  aus Ami- 
nosauren. Es schien nun von Intcresse, das imniunologischc Vrrhaltcri k u  n s t  - 
l i c h c r  A n t i g e n e  mit den genannten und einigeri weitercn Zuckcrii als je- 
weiliger determinanter Gruppe zu untersuchen und die erhaltenen Antisercn 
gegen diese Zucker mit passenden Phytagglutininen zu vergleichen. 

Zur Darstellung kiinstlicher Zuckerantigene kuppelt man bekanntlich den 
betreffenden Zucker an antigene Proteine. Hierzu eignet sich besonders das 
Azoverfahrcn von K. L a n d s t e i n e r  (siehe l.c.z)), wclches darin bestcht, dan 
das jeweilige p-Aminophenyl- oder p-Aminobenzyl-glykosid diazotirrt und 
in schwach alkalischer Losung an Proteine gckuppelt wird, wobri gelb- his 
orangefarbene Zucker-phenylazo-proteinc gebildet werden *). 

-1 HKO,, HCI /=-=\ T-sb 
--+ Zucker-0 - \ p- a_.//-”% - - 

/==-\ Zucker-O- 

. Prokin in lichwacli alksl. - Lusiinq + [Zucker -0-< ‘=\ /-x=N] Proteiii 

Wir gingeri, in Analogie mi einem schon fruhcr angcgebenen Verfahren l ) ,  

von den p -  Aminophenyl-glykoaidcn der betreffenden Zucker aus. 
Voii D- Galaktose ’) und N-Acetyl-o-glucouamin’) sind bisher nur die p- 

Aminophenyl-p-glykoside hergestellt uiid in kiinstliche Antigene iibergefiihrt 
wordcni- ’). p-Aminophenyl-r-D - g a l a k t o s i d  erhielten wir durch katalyti- 
sche Hydrierung des bercitv bekanntcn p-Nitrophenyl-z-D-galakto8idss). 
Versuche zur Gcwinnung des p-Aminophcnyl-N-acetyl-a-o-glucosaminids wa- 
ren bisher nicht erfolgreich. Wir berichten nachstehend iiber die Darstellung 
cheniospezifiacher Antigene mit a -  L -  Fucose.  Zu Verglcichszwecken haberi 
wir noch a - L - R h a m n o s e -  und a-D-Mannose-Antigene hergestellt. In 
eincr folgendcn Mitteilung 0) beschreiben wir ferner die Darstellung von LY- 

und 3-0- und -i,-Arabinose-Antigenen. 
Bekanntlich lassen sich kiinstliche Antigene mit a- und ?-Glucose unter- 

scheiden ‘ 0 )  ; die Art der glykosidischen Bindung cines deterininanten Zuckers 
ist demnach fur die antigene Spezifitat von Bedcutung. 
- .. 

#) Biochem. .J. 48, 426 [1950]. 
i ,  1%’. F’. Gocbel u. 0. 7’. Avery .  ,J. exp. Metiicinr 60, 521, 533 [19291. 
8 )  B. Helfcrich u. K.-H. Jung.  1,icbiqsAnn.Cheni. 239, 77, [1964];69h, 242 [1955!. 
g, H. Peier u. 0. Westphal ,  Chem. Ber. SB, 589 119581. 

lo)  W.F. Goebel.  0. T. Arery u. H. Babers, .J. exp. Meclicinc 55, 761, 769 [1932]. 
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Die Synthese eines Phenylglykosids gelang erstmals A. Michaelll), der Acetochlor- 
glucose in absol. Alkohol mit Phenolnatrium ummtzte. Diese Methode wurde spiiter von 
E. F ischer  und Mitarbb. durch Anwendung von miner krist. Acetochlorglucoselz) und 
Variation tlelr Losungsmittels13) verhessert. C. Man n i c  h14) setzte Acetobromgliicose mit 
Natriumhydroxyd und Phenolen in homogener acetonischer Losung um. Die nach den 
genannten Verfahren erhaltenen Phenylglykoside gehoren siimtlich der P-Reihe an. Er- 
setzt marl Alkali durch Chinolin, so entstehen nach E. F ischer  und I,. von  Mechel15) 
a- rind P-Phcnplglykoside nebeneinander, bei Anwendung von Chinolin und Silberoxyd'6) 
oder auch Silbercarbonat in Benzoll') werden jedoch wiedenim nur die P-Glykoside er- 
halten. 

Ein andcmartiger Katalysator wurde von G. Z c m p l h  und Z. S. RTady18) gefunden, 
indem sie ziir Kondensation von Acetot~romcel lobi~~~ rnit Phenol in benzolischer Losung 
Quecksilberucetat verwendeten, wobei sie iiberwiegend Phenyl-x-acetocellobiosid erhielten. 
Kiirzlich hahen B. Hel fe r ich  und K.-H. Junga)  a-l'henylglykoside aus den Acetobrom- 
zuckern rnit Phenol bei Gegenwart von Quecksilbercyanid dargestellt. 

Ein Vcrfahren zur Herstellling von a- u n d  P-I'henylglykosiden beschrieben B. H e l -  
fe r ich  und E. Schmi tz-Hi l lebrecht lg) .  Es bcsteht in der Umsetzung des vollacetp- 
lierten Zuckcrs mit dem betreffenden Phenol bei crhohter Temperatur (in der Schmelze) 
unter Zusatx eines Katalysators. Bei Anwendung von p-Toluolsulfonsium wird vom-ie- 
gend die P-Horni, mit Zinkchlorid dagegen uberwiegcnd die a-Form erhalten. K. Sisidom) 
erhohte dic Ausbeute an Phenylglykosid durch kontinuierliche Entfernung der bei der 
Reaktion cntstehenden Essigsiiure im Vakuum. Weitere Verbesserungen haben E. M. Mon t - 
gomery ,  N. K. R i c h t m y e r  und C. 8. Hudsonna)  sowie B. Lindbergzlb) angegeben. 

Eine wcitere Synthese von Phenylglykosiden fanden kurzlich K. W. Rosenniund 
und E. GiiusowP). Sie setzten die volbcetplierten Zucker mit Alurniniumphenolaten um 
und erhielten hohe Ausbeuten (his zu 75430%) an P-GlykoRiden. 

Beziiglich der Zuordnung der spezifischen Drehungswerte sei daran erinnert, dal3 nach 
C. 8. Hudsonz3)  die a-L-Glykoside ([a] = -x3) das Spiepelbild der r-D-Glykoside sind 
([a] = + .yo),  und ebenso sind die P-L-Glykoside ([x] = + yo) das Spiegelbild der 8-D- 
Glykosirle ([a] = -yo)"). 

Wie schon erwiihnt, haben wir versucht, p-hbophenyl-l\r-acetyl-a-D- 
glucoseminid damustellen, nachdem es friiher schon gelungen war, die ent- 
sprechende P-Verbindung zu erhaltenl). Zu diesem Zweck setzten wir a- 
Pent.aacety1-D-glucosamin 25) mit p-Nitrophenol und Zinkchlorid als Kata- 
lysator urn, welches nach Helferich und Schmitz-Hillebrechtlo) uber- 
wiegend zu phenylierten a-Glykosiden fuhrt. Wir konnten jedoch nur die 
schon bekannte P-Form isolieren. 

11) Ber. dtsch. chem. Ges. 12, 2260 [1879]; J. Amer. chem. SOC. 1, 306[1879]; 5, 171 
riaslli. - 

12)-F.. F ischer  u. E. F. A r m s t r o n g ,  Ber. dtsch. chem. Ges. 34, 2885 [lWl]. 
13) E. Fischer  u. K. R a s k e ,  Ber. dtsch. chem. Ges. 42, 1465 [1909]. 
14) Lichigs Ann. Chem. 894, 225 [1912]. 15) Ber. dtsch. chem. &s. 49, 2814 [1916]. 
16) M. T a k a h a s h i ,  J. pharmac. SOC. Japan 626,969 [1925]; G. Z e m p l h  u. A. Miil- 

ler. Ber. dtsch. chem. Ges. 62, 2107 [1929]; A. R o b e r t s o n  u. R. B. W a t e r s ,  J. chem. 
Soc. [London] 1930, 2729. 

1:) N. M. Carter ,  Ber. dtsch. chem. Ges. 63,586 [1930]. 
1s) Ber. dtsch. chem. Gee. 83,368 [1930]. 
2 0 )  J. Chcm. Ind. Japan 39, Supp1.-Bd. 217 [1936]; C. A. 80, 7118 [1936]. 
21) a) , I .  Amer. chem. SOC. 64, 690 [1942]; b) Acta chem. scand. 4, 49 [1950]. 
m) Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. P87/69, 38 [1954]. 
r3) J. Amer. chem. SOC. 31, 66 [1909E Advances Carbohydrate Chem. 3, 15 [l948]. 
24) R. K u h n ,  H. H. B a e r  u. A. Gauhe ,  Chem. Ber. 58, 1135 [1965]. 
z5) 0. W e s t p h a l  u. H. Holzmann,  Rer. dtsch. chem. Ges. 76, 1281 [1942]. 

la) Bor. dtsch. chem. Ges. 66,378 [19331. 
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Zur Darstellung der p-Nitrophenyl-a-glykoside von L-Fucose, L-Rhamnose 
und D-Mannose haben wir zunachst kristallisierte Tetraacetyl-L-fucose, die 
bisher nioht bekannt war, sowie (olige) Tetraacetyl-L-rhamnose26) und Penta- 
acetyl-D-mannose hergestellt. Die acetylierten Zucker wurden dann in An- 
lehnung an das Verfahren von Helfer ich und Schmitz-Hil lebrecht lg)  
bei 115-125' in der Schmelze mit iiberschiissigern Nitrophcnol und Zinkchlo- 
rid als Katalysator umgesetzt, wobei wir die jeweiligen acetylierten p-Nitro- 
phenyl-a-glykoside erhielten. Dime konnten wir in bekannter Weisel) mit 
Natriummethylat in absol. Methanol27) entacetylieren und die so erhaltenen 
p-Nitrophenyl-a-glykosidc zu den phinoverbindungen mit Pd/BaSO, hy- 
drieren. 

Tafel 1. Schmelzpunkte  u n d  spezif .  Drehwer to  d e r  d a r g e s t e l l t e n  Z u c k e r -  
d o r i v a t e  

L-Fucose 1 Schmp. 1 174" 
l [alB*) , -39'(C) 

I 
169-170" 1 197" 1 175O 
-222" (c) -- 1 -204" (Me) 

L-Rhamnose 

u-Mannose 

D-Galaktose 

a) R,ayman,  Bull. SOC. chim. France [2], 47, 673 (Zit. Beiletein 11, 158). 
27) G. Zempl6n u. E. P a c s u ,  Ber. dtsch. chem. Gcs. 82, 1613 [1929]. 
28) Ber. dtach. chem. Ges. B, 2207 [1889]. 
") E. Fischer  u. E. F. A r m s t r o n g ,  Ber. dtsch. chem. Ges. 36,838 [1902]. 
Chemische Berichta Jahrq. 89 38 

Schmp. olig 
[a]??*) 

Schmp. olig 
[all?*) 

~ 

Schmp. 141' a) 
[a]B*) +25.6' (C) 
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Immunisierungen und die immunologische Priifung der Antiseren herichten 
wiry gemeineam mit 116. Kriipeao), a. a. 0. 

Herm Prof. Dr. H. Sarre, Direktor dor Med. Univorsitiite-Foliklinik, Froiburg i. Br., 
danken wir fiir die zeitweilige ffberlaasung eines J~~~oratoriums-Raumea der Poliklinik 
an den einen von uns (H. F.), Herm Dr. H. Lehner, Analytiisches hboratorium der Dr. 
-4. Wander A.G., Bern/Schweiz, fur die Ausfuhrung der Mikroanalpn. Jlem P o n d s  
d e r  Chemio schulden wir bemderen Dank fur dic Gewiihrung einea Stipendiurns (an 
H. F.). 

Beschreibnng der Vemuche 
1. L-Fucosido 

Tetraacetyl-L-fucose: 10 g wasserfmie L-E'ucose werden rnit 5 g frisch entwiiswr- 
tem Natriumamtat und 90 .ccm reinem Acetanhydrid in einein 6OO-ccrn-Erlenmeyer- 
kolben unter Mufigem Umschuttaln auf dem siedenden Weeeerbad erhitzt. Xach 1/8 Stde. 
tritt k l m  Liisung ein. &n beliiBt noch 1 Stde. auf dcm Wasserbad iind gieBt die Jhung 
neoh dem Abkiihlen in diinnem Str~hl unter Ruhren in 1 Eiawesser. Nach 3 Stdn. wird 
die wUrige Liisung mit Chloroform ausgeschiittelt. Die Chloroformauszuge trocknet man 
mit Calciumchlorid und dampft i.Vak. ab. Der zuriickbleibendo Rirup wird pinige Tap 
im V~k.-Exsic&or iiber Celciumohlorid aufbowahrt, dann in 16 ccm Jsopmpyhlkohol 
heiB geltiat und die J i e u n g  in den Eiaschmnk gestellt. Nach mehreren Tagen hat sich 
Tetraacetyl-  L-fucose in miBen Nadeln abgeschieden. Aus wonig abeol. Atheno1 um- 
kri~tallisiert, feine, we& Nedeln Tom Schmp. 172" (korr.). Auab. I I .H g (W+"+' d.Th.); 
[a]B: -39" (W.). 

p-Nitrophenyl-triacetyl-a- L-fucosid: I1 g ugsecrfreie Tetraacetyl-  L-fucoee 
werden mit 14 g p-h'itrophenol (dreihche Menge) in einem Rundkolben auf 120" er- 
wikmt (olbad). I)er Ans~tz wird i. Wasserstmhlvak. eohnge auf 120" gehdtan, bis keine 
Gesblbchen mehr entmichen. Denn gibt man 5 g frisch entwi&wrtes und fein gepulvohs 
Zinkchlorid himu und h&lt weiter i.Vek. auf 116-13!i0. Sofort setat kriiftige Gaaentwick- 
lung ein (Eeeigseure-Bildung); sobdd diese neahlalt, riihrt man mit einem Gleeeteb gut 
dumh und evakuiert wieder. Nach etwa 1 Stde. wird die nunmehr tiefdunkle Schmelze 
auf etwa M)" abg~kiihlt und in 200 ccm CMoroform aufpnommen. Man ischiittell; eohge  
mit n NaOH am, bis kein Nitrophenolat mehr erscheint (Farbc). Denn wird zweimal init 
Wasser gewaschen, mit Wciumchlorid getrocknet und i.Vak. eingedampft. Der zuriick- 
h1eibe.de Sirup w i d  unter RiickfluBkiihlung in 30 ccm Methanol aufpnommen und die 
methanol. IAieung nach Zusata von Kohle heiB filtriert. Jm EiElschrmk kristdisiert des 
Fucosid innerhdb von 1-2 Tagen aus. Es wird aua wenig Methanol umkrietallisiext: weib 
SpieBe vom Schmp. 178O, Ausb. 5.2 g (42.6% d.Th.); [all!: -222" (Chlf.). 

C,H,,O1,N (411.4) %. C62.66 H5.15 JS3.41 &€. C52.53 H6.14 N3.39 
p-Nitrophenyl-a-L-fucoaid: 1.7 g p-Nitrophenyl-triaoetyl-a-L-fucosid 

werden in 30 ccm trockmm Methanol geltist. Nach Zugabe von 3 ccm Natriumme- 
thylet Stde. am RiickfluBkiihler erhitzt. Densch dampft man i.V&. ab und nimmt 
den Ruckstand in wenig (5 ccm) heioem h h ~ ~ o l  auf. In der KBlte kristallisiert daa ent- 
acetylierte Fuccmid in derben Rhomben vom Schmp. 198-197". Ausb. 0.6 g (6176 d.Th.). 

p-Aminophenyl-a-L-fucosid: 0.0 g p-JSitrophenyl-a-~-fucoeid worden in 
26 ocm &thmol fein suspendiert, wobei nur ein Teil in L&ung geht. EB wird mit 0.4 g 
10-pmz. Pd/%S04 bei Atmosphiimndruck hydriert. Nach etwa 100 Mjn. ist dies Fucoeid 
in Libung geg~ngen und die thmret. Menge Waeserstoff aufgenommen, worauf die 
Reaktion zum Stillstand kommt. Ee wird vom Ketdysator abfiltriert, i.Vak. zur Trockno 
verdampft und der Ruckstand in 6 ccm heinem &hano1 aufgenommen. Xach Zusatz von 
wenig.Petml&thez in der m l t a  kristdlisieren 0.34 g p-Aminophenyl-r-L-fucosid in 
feinen weihn Nildelchen vom Schmp. 176" (83% d.Th.1. [a]b: -204" (Methanol). 

4,Hl70,N (266.3) Ber. C66.46 H6.71 N5.49 Gef. C56.47 H6.W) 35.47 

C18H,07X (286.3) Ber. C 60.62 H 5.30 N 4.91 Ckf. C 60.81 H 6.60 N 4.91 

=) M. Kriipe, H. Fe ier  u. 0. Westphal, in Vorbnreitung. 
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2. L-Rhamnoside 
T e t r a a c e t y  -L-rhamnoseP6):  -4us 10 g waswrfreier L-Rhamnose ,  5 g frisch ent- 

wiissertem Natrhmacetat und 90 ccm A c e t a n h y d r i d  wurden nach der fur L-FUCOW 
angegebenen Arbeitsweise 10.8 g (53%) Tetraacetyl-L-rhamnose ah nicht kristallisieren- 
der, glasklarer und farbloser Sirup erhalten, der ala solcher weiter verarbeitet wurde. 

p-Nitrophenyl-triacetyl-a-L-rhamnosid: 10 g T e t r a a c o t y l - ~ - r h a m n o s e  
werden mit 14 g p - N i t r o p h e n o l  bei 120" i.Wasserstrahlvak. zusammengeschmolzen und 
anschliebend, wie bei Fucose, 5 g feingepulvertes und entwiissertes Zinkchlorid hinzu- 
gegeben. Beim erneuten Evakuieren setzt sogleich stiirmische Gasentwicklung ein. Die 
Aufarbeitung nach 1 st.dg. Erhitxen des Anaatzes auf 115-125" i.Wasserstrahlvak. erfolgt 
wie bei ~-Fucose, durch Aufnehmen in Chloroform, Ausschutteln des iiberschiissigen 
Nitrophenols rnit n NaOH, Waasahen mit Wctsser und Abdampfen der dunklen Chloroform- 
losung. Der ltiickstand wird unter Riickflubkiihlung in wenig Methanol aufgenommen 
und die methanol. LCisung nach Zusatz von Tierkohle filtriert. Im Eischrank kristaUisiert 
das R,hamnosid innerhalb einiger Taqe in schwach gelben, derben Rhomben &us. Es wird 
nochmals aus wenig heil3em Mcthanol umkristallisiert. Bchmp. 145", Ausb. 4.7 g (3876 

Cl8&,0,,N (411.4) Ber. C52.55 H5.15 N3.41 Gef. C53.06 H5.16 N3.29 
p-Nitrophenyl-a-L-rhamnosid: 2.0 g des acetylierten Rhamnosids werden in 

50 ccm trocknem Methanol geliist und nach Zugabe von 3 ccm nll0 Natriummethylat 
' Ir SMe. am ltiickfluDkiihler erhitzt. Nach dem Abdampfen i.Vak. wird der Riickstand in 
wenig he ikm Athano1 aufgenommen. Reim Erkalten kristallisiert p - N i t r o p h e n y l - a -  L-  

rhamnosid  RUE. Es wird nochmals aus Athano1 umkristallisiert: wei& SpieDe rorn 
Schmp. 179", Ausb. 0.55 g (40% d.Th.). [a]!+j: -144" (Methanol). 

C,,H,O,W (255.3) Ber. C50.52 H5.30 N4.91 Gef. C50.95 H5.51 N4.94 
p- Am i n o p  he  n y 1 -a- L - r  h a m n  oai d : 0.5 g p -  N i t r o  p h e n  y 1 - a- L - rhamnosid  wer- 

den in ca.. 20 ccm Methanol suspendiert und mit 0.3 g 10-proz. Pd/BaSO,, wie bei Fucom 
beschrieben, hydriert. Das Rertktionsprodukt wird nach dem Abdampfen des Methanol8 
aus wenig he ibm Athanol unter Zusatz von wenig PetroliLther umkristallisiert. Man erhiilt 
das p-Aminophenyl-a-L-rhamnosid in schwach gelben Xadelchen vom Schmp. 
166-167', welche an der Luft ein wenig hygroskopisch sind. Ausb. 0.33 g (70% d. Th.). 

d. Th.). [ L Y ] ~ :  -117' (Chlf.). 

C,,H,,O,N (255.3) Ber. C 56.46 H6.71 N 5.49 
3. D-Mannoside 

Pentaace ty l -D-mannose :  Aus log D-Mannose, 5gfrischentwiissertemNatrium- 
acetat und 90 ccm A c e t a n h y d r i d  erhielten wir nach Aufarbeitung, wie bei Fucose bc- 
schrieben, 14 g (66% d.Th.) D-.Mannose-pentaacetat als farbloscn, klaren, nicht, kri- 
stallisierenden Sirup, der ah solcher weiter verarbcitet wurde. 

p-Nitrophenyl-tetraacetyl-a- D-mannosid:  10 g P e n t a a c e t y l -  D-mannose 
werden niit 12 g p - N i t r o p h e n o l  bei 120' zusammengeschmolzen und anschliel3end bei 
Gegenwart von 5 g frisch entwassertem und fein gepulvertem Zinkchlorid 1 SMe. lang i. 
Wasserstrahlvak. bei 115-125' gehalten. Nach Abkuhlen auf ca. 50" wird die tiefdunkle 
Masse, wie bei Pucose angegeben, mit Chloroform durchgearbeitet und filtriert ; nach Trock- 
nen mit Calciumchlorid wird i.Vak. abgedampft., der Riickntand in 20 ccm heibem Athano1 
mit etwas Ticrkohle behandelt und heiB filtriert. I m  Eisschrank kristallisieren 8.2 g 
(67 "/o d.Th.) zu groDen Aggregaten zusammengewachsene Balken aus. Nach nochmaligcm 
Umkristallisieren aua Athanol.Schmp. 158-157'. [a]fp: + 103" (Chlf.). 

Gef. C 56.69 H 6.74 N 5.39 

C20H230,N (469.4) Ber. C 51.17 'H 4.94 N 2.99 Gef. C 51.27 H 5.08 N 3.05 
p - N i t r o phen  y 1 -a - D - m a n n  o s i  d : 5.0 g des acetylierten Nitrophenylmannosids wer- 

den in 100 ccm trocknem Methanol gelost, 5 ccm nll0 Natriummethylat hinzugefiigt und 
der Ansatz SMe. unter Ruckflu5 erhitzt. Danach wird zur Trockne eingedampft, und 
der Ruckatand in der eben ausrcichenden Menge siedendem Methanol/Athanol (1 : 1) auf- 
genommen. In der Kiilte krisblhieren 2.8 g we&, gmOe Spiebe vom Schmp. 1'81' aus 
(87% d.Th.). [a]B: +161° (Methanol). 

C12H1,08N (301.3) Ber. C47.84 H 5.02 N 4.65 Gef. C 47.31 H 5.31 N 4.83 
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p - A m i n o p h e n y 1 - u - D - m an  n o s i d: 1.8 g p - Ni t r o p h e n y 1 - (L- D - m a n  n o 8 i:d 
werden in 15 ccm Methanol fein suspendiert und mit 0.8 g 10-proz. Pd/Bak@, bei AtmosphB- 
rendruck hydriert. Innerhalb ron 85 Min. ist die Reaktion beendet. Nacl MdltraJion des 
Katalysators wird i.Vak. zur Trockne verdampft und der Ruckstand in dBr eben ausrei- 
chenden JIenge heisern Athano1 aufgenomrnen. I n  der Kalto kristalliaiert daa p -  Amino-  
phcnpl -a-D-mannos id  in kleinen Xadeln rom Schmp. 164' aus. Aimb. 1.12 g (690.; 
d.Th.). [a]8: + 128" (Methanol). 

C,,H,,O,N (271.3) Ber. C 53.13 H 6.32 S 5.16 Gef. C 53.28 H 6.56 Irj 5.39 

4. ~ - G a l a k t o s i d e  
l'en~acetyl-~-galaktose*7) wurde in ~-Nitrophenyl-tetraacetyl-u-o-galaktosid uber- 

g~f i ihb t~~9 
~-Aminophcnyl -3-D-galaktos id:  0.6 g p - N i t r o p h e n y l - u -  D-galaktosid wer- 

den in 25 ccm Methanol mit 0.4 g 10-proz. Pd/BaSO, bei Kormaldruck hydriert. Nacli 
11,/2 Stdn. ist die theoret. Menge Wrcsservtoff ilufgenommen. Es wird heiB vom Kataly- 
Rator ahfiltricrt, die Liisung i.Vak. zur Trockne eingedanipft und der Riickstand in 8 ccrn 
heisem Athanol aufgenommen. In der Kalte krishllisiert das p-Aminophenyl  -a- D - 
g a l s k t o s i d  am. Es wird aus wenig Athano1 umkrist.allisicrt: weik  Sadeln rom Schmp. 
178", Ausb. 0.42 g (78"/, d.Th.). [a]??: +224' (Methanol). 

und dieses nach Hel fer ich  und Jungs)  entacetyliert. 

C~,,H,,O,N (271.3) Ber. C 53.13 H 6.32 N 5.16 Gef. C 52.90 H 6.05 S 5.03 

5. D a r s t e l l u n g  d e r  Zucker-phenylazo-protcine (vergl. LC?)) 
Nachstehend geben wir ah Beispiel einer Diazotierung und Kupplung die aberfiihrung 

von p-.4minophenyl-~-~-fucosid und Pferdeserumalbumin in das L-Fucose-phenylazo- 
Pferdeserumalbumin. Die Darstellunp anderer Fucose-phenylazo-proteine erfolgte in glei- 
cher We&, ebenso die Herstellung 'der Antigene mit den p-Aminophenol-glykosiden von 
L-Rhanmose, D-Galaktose und D-MannOst?. 

Zu 150 mg p-Aminophenyl-a-c-fiicosid in 5.2 ccm Wasser fugten wir 1.1 ccm 
n HCI, kuhlten auf 1-2" und f u m n  die ekkalte Losung von 40 mg Nat.riunmitrit in 1.6 ccm 
Wawer hinzu. Zu lg krist. Pferdeserurualbuni in  in 50ccin kaltern/z,NaOH liesen wir 
I)ei I -2' die Fucose-phenyl-diazoniumsalz-Losung unter gutem Umschutteln einflieoen. 
Die tiefrot gefiirbte Liisung blieh einige Stnnden bei 1-2" Rtehen; dann wurdc mit n HCI 
rtuf I J ~  7-7.5 gebracht, r n e h r e  Tage gcgen dest. Warner tiialysiert, dann mit Eis-Kocli- 
salzmischung eingefroren und i. Hochvak. lyophil getrocknut. Man erhielt auf diese Weise 
das Fncose-phenylazo-Antigen in Form eines rosa bis orangerot gefarbtan, leichten 
Pulvers, welches 9-10% Fucose, an Protein gebunden, enthalt. Dieses Fucose-Antigen 
diente, wie auch die weiteren nach gleichem Verfahren hergestellten Antigcne von L- 
Rhamnose, D-Galaktosc und D-Mannose, zur Immunisierong von Kaninchen und &win- 
nunp der entsprechenrlen Immunseren. 
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