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MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invencién tiene por objeto un nuevo

procedimiento de preparacién de derivados de 63idog. - - - -

El estudio de los derivados de 6sidos, es decir de
derivados que comprenden varias funciones osas o monosacéri-
dos, suscita un gran interés: un cierto némero de entre
ellos ge han revelado, en efecto, biolbégicamente y quimica~

mente activos o capaces de conducir g tales substancias acti

Entre otros, se ha comprobado que algunos tri y te




trasacdridos poseen una especificidad de grupo sangufheo. -

Asf, el trisacérido 2-0~(alfa-L-fucopiranogil)-3-
0-(elfa~D~galactopiranogil)-D~galactopiranosa de férmula I:

CH,,0H

OH 0

OH

2OH (I?

constituye el determinante antigénico B de grupo sanguineo
5. humano., En razén de esta especificidad antigénica, este tri~
sacdrido (denominado a continuacién trisacdrido B) encuentra
aplicaciones de gran importancias en diversos sectores bioclé-
gicos, en particular en inmunohematologia y més especialmen=-

te en la determinacidén de los grupos sanguineos. = = =« - - =

10. Pero estas diversas aplicaciones solamente pueden
ser utilizadas en gran escala si se puede disponer fédcilmen-

te y con rendimientos elevados del trisacdrido B o de deriva
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dos osidicos que posean su estructurg. - = - = = = =« = = - -

Ademés del problema de la sintésis de estos produc
tos se plantea el de la forma bajo la cual se obtienen. Se
destacard a este efecto que, segin el tipo de aplicacién pre
vista, el derivado de 6sido con especificidad antigénica po=~
drd ser utilizado tal cual, por ejemplo como reacgrjq antigé
nico 0 para elaborar un suero-test o deberd compreidgr una
cadena de substitucién, mds particularmente, un brazv de ace
plamiento a fin de ser fijado sobre un soporte, y éild para

constituir més especialmente un antfgeno artificial o un in-

munoabgorbente: = = - = @ « - - _--_—- - .- .- --- -———-

El problema es, por tanto, disponer de un derivado
osfdico a partir del cual las diversas aplicaciones daseadas

podrin ser fécilmente realizadgS,. = = = = = = = = = = = = =

Ahora bien, los métodos propuestos hasta el presen
te para la sintesis de derivados osf{dicos constituyen unos
determinantes antigénicos de grupo sanguineo y los rendimien

tos a los cuales conducen no resultan completamente satisfac

Ademds, los productos obtenidos no pueden ser fi-
cilmente modificados con el fin de su utilizacidén en una

8plicacifn dadf,. — = « = = = = = = . - - ——— e - — = = =

El estudio de estos problemas por los inventores
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‘les ha conducido a la elaboracién de una nueva via de sinte-

s8is estereocespecifica que permita obtener ficilmente, con

una excelente pureza y rendimientos elevados, unos derivados
de 6ésidos que abren la via a numerosas aplicaciones biolégi-
cas. De una manera particularmente ventajosa, esta via de
sintesis permite obtener unos ésidos ramificados, e¢s decir

con cadenas osfdicas laterales, tal como el trisacérzdo B. -

El interéds de esta nueva via de sintesis es tanto
méds apreciado dado que conduce a la obtencidn de nuevos deri
vados de 6sidos, en particular de derivados de substitucién
del trisacérido B, utilizables particularmente en las aplica

ciones bioldgicas evocadas mds arribg. = = = = = « = = « = =~

De manera ventajosa, se revela que estos nuevos de
rivados, gracias a sus caracter{sticas quimicas propias, fa-
cilitan la realizacidén de estas aplicaciones, en particular

pueden ser fdcilmente modificados segin la aplicacién desea-

“da 0 incluso directamente utilizables. = = = = « - - - o w =

La invencién tiene por tanto por objeto proporcio-
nar un nuevo procedimiento de sintesis de derivados de 6si~
dos que permitan disponer ffcilmente de grandes cantidades
de 6sidos y particularmente de 6sidos ramificados tales como

el trisacdrido B o unos derivados de substitucidén de este Wl

timo.----n-u-n----&--—--nnnul—u--u‘

Segin otro aspecto, la invencidén tiene por objeto




5.

10.

15.

20,

25.

proporcionar nuevos 6sidos, en particular nuevos derivados
de di y trisacédridos, y mds especialmente de los derivados

de 6sidos que posean la estructura del trisacdrido B. - - -

El procedimiento de sintesis de derivados de ésij
dos segun la invencién estd caracterizado porque se hace
reaccionar un derivado de 6sido a) constituido por una o va~-
rias funciones osas, eventualmente flJ&d&(S) a un rcsto orgd
nico, siendo substituida esta funcién osa, o0 una pprf}o me~
nos de estas funciones osas, en el carbono anémerduén'posi-
cién 1, por un grupo ~-0O-imidilo de férmula —O-C(—Re);N;R1 en
la cual los substituyentes R, ¥ Ry, idénticos o difgf?ntes
el uno del otro, representan un radical alcoflo o arilo, pre
ferentemente un radical alcoflo que comprende de 1 a.4 dto-
mos de carbono, estando los grupos ~0H del derivado de §sido
protegidos por unos grupos apropiados, con un derivado de
4sido b) constituido por una o varias funciones osas, even-
tualmente fijada(s) a un resto orgénico, estando libre un sg
lo grupo =0H de esta o estas funciones o0sas y ocupando una
cualquiera de las posiciones hidroxilo secundario 1 a 4, com

prendiendo los derivados de 6sidos a) y/o b) una funcién con

Ppor lo menog dos 08Sa8, = = = = = = = I R

Un procedimiento de este tipo es ventajosamente
utilizado para la sintesis de derivados que comprenden &sidos

ranificado8, = = = = = = - . - - - - - - e e o e o e

A este efecto, se procede a la reaccién del deriva

v b e ey SMA -
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do a), definido mds arriba, con un derivado de 4sido cgnsti«
tuido por una o varias funciones osas, eventualmente fija-
da(s) a un resto orgdnico, estando libre un solo grupo -OH
de esta ¢ estas funciones y ocupando una poaieidn hidroxilo
184 66 que permita la formacién de una cadena osfdica ra-

mificada.““"‘"""‘-—-h——--—-- _______

Esta reaccién es ventajosamente utilizable para la
sintesis de un derivado de 6sido constituido por ur trisacéd-
ride ramificado o que comprende, fijado por ejemplo‘a un res

to orgdnico, dicho trisacdrido ramificado. = = = = = = = = «

Segin un modo preferido de realizacién de la inven
cién, que abre la via particularmente para la obtencidn de
substancias con propiedades antigénicas, se utiliza, en las
diversas formas de ejecucidén del procedimiento anterior, un
derivado de ésido a) constituido por una funcién galactopira
nosa, o-una;mnci6n fucopiranosa, substituida en posicién 1

por un grupo O-imidilo tal como el definido anteriormente. -

Segin una disposicién complementaria, el derivado

de 6sido b) comprende una funcién osa que presenta en posi-

cién 1 una substitucién «0A constituida por un grupo funcio-
nal, no reactivo en las condiciones de la sintesis osfdica,
0 hecho no reactivo, o por un grupo funcionalizable, es decir
que permita en el curso o al final de la sintesis la intro-

duccibn de grupos funcionales, = = = = = = = = w - - - - - -
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Se trata por ello esencialmente de disponer en po-
sicién 1 de un grupo que permita aprovechar fdcilmente las
propiedades de los 6sidos obtenidos y ello en las diversas

aplicaciones bioldéicas de las que se habla mis adelante. -

Grupos A particularmente apropiados estén consti-
tuidos por unos radicales que comprenden uno o varios enla-
ces insaturados, tales como los radicales etilénidamgnte in-
saturados. Preferentemente, A representa entoncés uﬁ radical

alcenilo que comprende de 2 & 10 &tomos de carbono. - — — =

A representa también unos radicales a los cuales
puede dar lugar, segun las técnicas clédsicas de sintésis or-
génica, la funcionalizacién del o de los enlaces incaturados
en cuestién. Unos radicales de este Wltimo tiporestﬁn.por
ejemplo constituidos por unos radicales alcof{lo, que compren
den en particular de 2 a 10 4tomos de carbono, y substitui-
dos por lo menos por un grupo =0OH que, en caso necesario, es
t4 protegido por un grupo de bloqueo 0 introducldo en un ra-

dical funcionale, = = = = = = = = =& @ o = " - - “ - = .- -

Estard también constituido por un grupo funcional

que contenga por lo menos un radical éter y/o amina. - =« = -

Més especialmente, es ventajoso utilizar en el pro
cedimiento de la invencién unos derivsdos de 6ésidos b) en
los cuales el grupo hidroxilo en posicién 1 estd substituido

por un radical O~alilo, dado que este grupo abre la via a la

o
ST ~ - ’ AL e L




introduccién de un gran nimero de grupos quimicos. = = - - =

Unos derivados b) que responden a las caracteristi
cas anteriores y comprenden una funcién galactopiranosa y/o
fucopiranosa se prefieren particularmente para la realiza-

5. cién de los productos de la invencifn. = = = « = = = = = = =

Para preparar, de acuerdo con el modo de realiza—
cién preferido anterior, un derivado de trisacdrido ramifica
do que comprende un encadenamiento galactopiranosa-galactopi

ranosa~fucopiranosa y que responda mds especialmente a la es

10. tructurg Il = = = = = = - = I I e e -
CHQOR
R 0
OR
OR
H,OR
(II)
0A
Hy or
OR
OR

- ung 1-0-imidil~beta~D-galactopiranosa de férmula III: - -
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con un disacdrido constituido por una fuco-galactopiranosa
que comprende un grupo ~OH libre en pesicién 3 de le funcién

galactopiranosa, respondiendo este disacdrido a la férmula

(1v)
OR
OR
En estas férmulas, = = = = « = = - - -

- los substituyentes R, idénticos o diferentes los unos de

los otros, representan unos grupos de proteccién de radicales

. hidroxilo, en caso necesario con un substituyente vecino, y

se eligen entre unos grupos estables, no reactivos, en las -
condiciones habituales de sintesis osfdica y fécilmente eli-
mingbles en condiciones suaves compatibles con el manteni-

miento de la estructura osidica, en particular por unos gru~

B e & L et LG NI
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pos que constituyen con el 4dtomo de oxIgeno del hidroxilo unos

éteres bencilicos 0 unos acetales bencilidénicos, = = = = «

- A representa un resto orgdnico tal como el definido ante-

riormente, ¥y = = = @ = = v oo w - .- —- - - “- o - .
- Ry ¥ B, representan las significaciones dadas mis arriba.

Preferentemente, el substituyente A del disacdrido
de formula IV estd constituido por un radical etilénicamente
insaturado elegido entre los radicales alcenilo, que compren

den preferentemente 2 a 10 Atomos de carbono, = = = & = = -

A puede egstar también constituido por un radical alceflo,
substituido por lo menos por un grupo ~OH que, en caso nece-
sario, es protegido por un grupo de bloqueo o introducido en

un radical FUncional,. = = = e m w @ - - - - - - - - o -

De maners particularmente preferida, se recurre a
unos grupos R que representan un radical bencilo y, parsa las
posiciones 4 y 6, un radical bencilideno, y se elige como

substituyente A un radical alilo, =~ = « = = = = = « = = = «

La eleccién de estas significaciones para R y A
ofrece la posibilidéd de eliminar A independientemente de R
o de tratarlo, sin que R sea tocado y modificarlo en un gru-
po que permita la utilizacidn del derivado en una aplicacién
biolégica dada. Asf, se puede transformar el grupo alilo re-

presentado por A, en particular, en un grupo beta~hidroxieti
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lo por ejemplo bajo la accidn de tetréxido de osmio y de
peryodato de sodio, cuyo interés en las aplicaciones biol6gi
cas de los productos formados serd subrayado a continuacién.
Se dispone en consecuéncia de amplio margen para eliﬁinar

los grupos R cuando 8e¢ AGSER. = = « = @ = = = - - -

Entre las amplias posibilidedes de tratamiento del
grupo alilo, se mencionardn atin, a tftulo de ejemﬁl@l su
transformacién por hidroboracidn en un grupo gamma;ﬁi@roxi-

Propilo, = = = = = = = = - = - e o o e o e e o e e e

Ademds, dichas cadenas pueden ser tratadas para la
introduccién de un grupo alilo que permita por tantq?la arti
culacién de un gran ntmero de reacciones y la creacién de ca
denas de substitucién con caricter hi&réfilo, preciosas para

las aplicaciones buscadas. = = = = = = - - ——— -

Segin una variante, para preparar el deriyado de
trisacdrido de férmula II, se utiliza, como disacédrido, una
digalactopiranosa, que comprende un grupo -OH libre en posi-
cién 2 de una de las funciones galactopiranosa, y que respon

de a la férmulas = = = = = = = = = = =« = = = = - -

(v)




- 12 -

y se efectda su condensacién con el grupo -0-imidilo de una

1-0-imidil~beta~L-fucopiranosa de férmula VI: = = = « = = =

2

/&T&ﬁ

R 0
OR >c SN
R Ry

(V1)

En estas férmulas V y VI, R, 31; R, ¥ A presentan

las significaciones dadas mis arriba, = « - - = - -

5. La utilizacién de aste procedimiento de sfntesis
conduce a la obtencién, con un rendimiento elevads, de fun-

ciones trisacdridos que posean la estereocespecificidad desea

QBe = = = w = = W w e ow o o o momoeww m = w ow L wm e ew -

Las condensaciones del procedimiento de la inven-

10. cién se realizan ventajosamente en condiciones anhidras y a
temperaturs ambiente, = = = = = ~ @« = = « « - = «w - - - -

Se operard en presencia de un 4cido fuerte, poco
nucle6filo y en un solvente débilmente nucleéfilo e inerte

frente a los productos de reaccibn, = = = = = = = =« =« « « -

15. De manera ventajosa se recurre, como dcido, al dci

do p-toluensulfénico anhidro, = « « « = = = = = - - - -

En cuanto al solvente, estd ventajosamente consti-
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tuido por benceno, &ter y méds especialmente por nitrometano.

Los disacdridos utilizados en las reacciones de
condensaciones anteriores son unos productos nuevos que consg
tituyen, en el marco de la invencién, unos intermediocs de
sintesis. Estos disacdridos se preparan ventajosamente segiin
un procedimiento que surge del mismo principio que”eétas con

densaciones. = = = = = = = = = = - - o oo - - A A

As{, para obtener la fuco—galactopirahosa'ﬁg f£érmu
lg IV, se hace reaccionar ventajosamente una galactopiranosa

que comprende un grupo -OH libre en posicién 2 y que respon-

de a la férmula VII: = = = = = = = = - - - e e - - -
OR
OR OA
OR T (vID)
OH

con una fucopiranosa de férmula VI dada anteriormente, y des
pués se procede a la eliminacién del grupo R en posicién 3,
en la funcién osa que proviene de la galactopiranosa VI, se-

gin las técnicas cléaicas para el grupo de blogqueo represen-

1840 POr Ri = = = = w4 w0 o =~ = % = mmmmmmm e~

Asimismo, la digalactopiranosa de férmula V se obtie

ne ventajosamente por reaccién de la galactopiranosa de formu

la VIII, que comprende un grupo -0OH libre en posicién 3, = =
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CH,0R
OR 0A

oH (VIII)

R

con una 1-0-imidil-galactopiranosa de férmula III anterior.

El disacdrido as{ obtenido es a continuacién tratado, segin

los métodos cldsicos, de manera que se elimine el grupo R en
posicién 2 en la funcién osa que proviene de la galadtopira~

nOBaVIIIO_-"‘---—---&---—- ------- L e em e

Seglin un aspecto de la invencidén que reviste un
gran interés, el procedimiento anterior permite la sintesis

totaldeltrisaCéridOB.--------------..-....

4 este fin, después de haber efectuado las conden-
saciones entre el disacdrido de férmula IV 6 V y, respectiva
mente, el monosacdrido de férmuls III 6 VI, se procede a la
eliminacidén secuencial, en condiciones suaves segin las téc-
nicas clédsicas, del substituyente A del producto de estructu
ra II obtenido, lo que conduce & un producto de estructura

I = == = = =
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cuya hidrogenélisis permite obtener el trisacdrido B. —= -~ -

Cada una de las etapas del procedimiento de sinte-
sis de la invencién se caracteriza por un rendimiento eleva~
do. Su utilizacién permite asf{ obtener cantidades importan-

tes de trisacdrido B o de trisaciridos substituidos., = = -~ =

La puesta a punto del procedimiento evocado.ante-
riormente conduce, segin otro aspecto de la invencién de

gran interés, a la elaboracién de nuevos derivados de ésidos.

El estudio de estos nuevos derivados ha demostrado
gque constituyen, gracias a sus caracteristicas quimiéas, unas
substancias de sintesis andlogas a los ant{genos B deigrupo
sanguineo; de manera ventajosa, estos derivados abren tam-

bién la via a la obtencidén de productos antigénicog. = - - =

Los nuevos 6sidos de la invencién comprenden por
lo menos una funcién galactopiranosa en la cual el 4tomo de
hidrégeno del grupo -OH ‘en posicién 1 estd substituido por
un radical A que representa un grupo alcoflo substituido por
lo menos por un grupo hidroxilo, en casc necesario protegido
por un grupo de bloqueo o introducido en un radical funcio-
nal, o incluso un grupo que comprende uno o varios enlaces
insaturados, en particular un redical etilénicamente insatu-
rado elegido entre los radicales alcenilo, y mds especialmen
te los radicales alcenilo con 2 a 10 4tomos de carbono, pu~

diendo comprender A ademds, uno o varios grupos éter y/o ami

Qe
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En un grupo preferido de derivados de 6sidos segin
la invencidn, A representa un radical alcoilolque comprende
de 2 a 10 4tomos de carbono substifuido por lo menos por un
grupo hidroxilo, y ventajosamente elegido entre los radica-

les alcoilenglicol o hidroxialcoflo. = = = - = = = = = = = =

Los grupos en los cuales A representa un.grupo al-
fa~betadihidroxipropilo, betahidroxietilo o gamma-hidroxipro
pilo constituyen reactivos biolégicos y son especialmente in
feresantes en las aplicaciones biolégicas que hacen interve-
nir su fijacién sobre una.proteina 0 un soporte ingoluble,

por ejemplo para la constitucién de un inmunoabsorbente. - -

En otro grupo preferido de derivados de €sidos se~
gin la invencién, A representa un radical alcenilo que com=-
prende de 2 a 10 4dtomos de carbono, en particular un radical
alilo. La reactividad de este radical se revela muy especial
mente ventajosa en la conduccién de la sintesis osfdica pro-
piamente dicha, en la medida en que A puede ser tratado indg
pendientemente de los grupos de bloqueo utilizados para los
grupos hidroxilo de las funciones osas. El interés de la sig
nificacién alilo de A reside también en el juego de posibili
dades ofrecido para la introduccidén de un grupo funcional da
do segin las aplicaciones previstas. Ademds, se notard que
el derivado alflico puede ser utilizado tal cual como reacti

vo biolégico, por ejemplo para neutralizar las hemolisinas.
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Otros compuestos preferidos de la invencién com-
prenden un grupo A que presenta por lo menos una funcién
éter y por lo menos un grupo etilénicamente insaturado, ven-
tajosamente un grupoc alilo. En este grupo de productos, A
puede representar, por ejemplo, una cadena alcoxi-alcenilo 'y
en particular alcoxi-alilo, comprendiendo el grupo alcoxi un
nimero variable de 4tomos de carbono, generalmentéjigferior

a 10 y mis especialmente del orden de 3. = = = = e - -

En otro grupo de compuestos, A es una cadera de
substitucién del tipo alcoii-alcohol, alcoxi~éster o amida,
alcoxi-alcoilamina o alcoxi-dcido carboxilico, pudiendo com
prender estos diferentes grupos quimicos, adémés,'unavfun—

cién amina intermedig, = = = = = @ = —-w - - -« - = =~ - - - -

Las funciones galactopiranosa definidas aaterior-
mente estdn ventajosamente implicadas en una cadena trisacéd-
rida lineal 0 ramificada que comprende una funcién fucopira-

nosa u otra funcidn galactopiranosa, - = = = = = = = = = - =

En estas cadenas trisacdridas, los grupos hidroxi-
lo de las diferentes funciones osas estdn libres o protegi-
dos por unos grupos de bloqueo elegidos entre unos grupos es
tables, no reactivos en las condiciones habituales de sinte-
sis osfdica y f4cilmente eliminables en condiciones suaves

compatibles con el mantenimiento de la estructura osf{dica. =~

Se prefieren los trisacdridos que responden a las

-
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caracterf{sticas definidas anteriormente, y més especialmente
los trisacdridos ramificados constituidos’por una funeién ga
iactopiranosa, que comprende un substituyente A tal como el
evocado anteriormente, simultédneamente substituido por otra

funcién galactopiranosa y por una funcidn fucopiranosa, - =

En particular, la invencién prevé los trisacdridos

ramificados de f6rmula Il = = = = = =« =« m = = = = @ = = = =

CHQOR
OR 0
OR
R
H,OR (11)
0A '
0 .
Hy OR
R ]
R
en la cugl = = = = = = - R it N
]
- los substiiuyentes R, idénticos o diferentes los unos de E
los otros, representan, en caso necesario con un substituyen
te vecino, unos grupos de proteccidén de radicales hidroxilo

y se eligen entre unos grupos estables, no reactivos en las

condiciones habituales de sintesis osfdica y fédcilmente eli~-
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minables, en condiciones suaves compatibles con el manteni-
miento de la estructura osf{dica, en particular por unos gru-

pos bencilo o bencilidenilo, o representan un dtomo de hidré

~ A representa un resto orgénico que comprende por lo menos
un grupo funciohalizable y constituido por un radical etilé-
nicamente insaturédo elegido entre los radicales alcénilo,
preferentemente de 2 a 10 dtomos de carbono, y m4s barticun
larmente constituido por el radical alilo, o inclusv-por un
radical hidroxialcoflo, mds especialmente beta o gamma-hidro
xialcoflo en el cual el grupo -OH estd eventualmente: protegi
do, o0 un radical alcoxi-alcenilo, alcoxi-alcohol, alcoxi-és~
ter, alcoxi-alcoilamina o amida, o alcoxi-4cido carbuxilico,
pudiendo comprender estos diferentes grupos quimicos, ade~

més, una funcién amina intermedia. — = = = = = = = « = « - ~

Como se he indicado anteriormente, estos nuevos
6sidos son ellos mismos o constituyen unos intermedios de

gran interés para la obtencién de productos con propiedades

~ de grupos sangufneos, en particular el trisacdrido B o de

compuestos que presentan su estructura. = = = « = = = = « -«

La invencién proporciona por tanto los medios que
permiten obtener unos homélogos de sintesis de antigeno B..
La invencién proporciona también unos productos que congti-
tuyen dichos homélogos. Los trisacdridos de férmula II, en

la cual R es un 4tomo de hidrégeno, se revelan en efecto par
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ticularmente preciosos a este fiNy & = = = = = w e = = =« « «

La posibilidad de disponer, gracias al procedimien
to de la invencién, de los 6sidos en cuestién bajo ung forma
extremadamente pura confiere aun mayor interés a sus propie-
dades, en particular en sus aplicaciones biolégicas, particu
larmente en inmunohematologia y mds especialmente para la de

terminacién de los grupos sanguineos, = = = = = = - -

- 8Se comprenderd el interés de disponer, por ejemplo
a nivel de la préctica de transfusién, de dichos productos
de sintesis considerando el proceso utilizado actualmente pa

ra la determinacién de grupos sanguineos. = — « = « = = « ~

Seglin las técnicas mds corrientes, estas determing
ciones se efectian con la ayuda de sueros-test de ‘srigen hu-

mano o producidos por inmunizacidn de animaleS. = = = = = =

Para efectuar la determinacidn sistemitica del gru
po Rhésus standard (antigeno D), varios miles de litros de
antisuero anti~D se utilizan cada aflo en Francia. Para que
la especificidad de este reactivo de origen humano sea diri-
gida Ynicamente contra el ant{geno D, es necesario absorber
los anticuerpos naturales anti-A y anti-B, inicialmente pre-
sentes en estos sueros, sobre unos glébulos rojos A § B del
grupo Rhésus negativo. Varios miles de litros de sangre del
grupo B Rhésus negativo se utilizan a este efecto. Esto re-

presenta no solamente manipulaciones de grandes volimenes, si
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no sobre todo provoca la utilizacién de una sangre relativa~—

MENtE Yalfe = = = = @ w o o - - - - - - - - . - - e

As{, en Francia, el 1,2% de la poblacién solamente

pertenece al grupo B Rhésus negativo. Esto tiene como conse-

cuencia provocar una "penuria, creada artificiglmente, de
frascos de sangre de este grupo destinados a la transfusién

ganguined, = = = = = = = = = = = « - - - - - - -y -

Los nuevos trisacdridos de férmula II deilg inven-
c¢ién, en los cuales R representa un dtomo de hidrééeﬁo, cong
tituyen precisamente una solucidn de este problema de "penu-
ria" de frascos de sangre que pertenecen a grupos preciosos

para la transfusifn sanguineg, = = = = = = = = = @ @ = = « =«

En efecto, por fijacién asobre un soporte sélido de
estos nuevos trisacdridos, la invencidén proporciona un mode-
lo artificial, que puede ser regenerado, de los glébulos B

Rhésus negativoe = = @« m» = o o = = o o e m v m .= - -

El mismo tipo de compuesto puede ser utilizado pa-
ra resolver otros problemas donde interviene una frecuencia

ain mds rara de combinaciones de sistemas de grupos sangui-

Por ejemplo, algunos sujetos pertenecen al grupo
excepcional negativo para el antfgeno Cellano (sistema Kell)

y son susceptibles de desarrollar un anticuerpo anticellano
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que puede ser utilizado como suero-~test para el antigeno ce-
llano. Segin el proceso de determinacién cldsica de grupos
sanguineos, los anticuerpos naturales anti-B de estos suje-
tos son absorbidos con ayuda de glébulos rojos de un sujeto
del grupo B, cellano negativo. Si se considera que dicha com
binacién no se encuentra mds que 1,7 veces cada.10.000, se

comprenderd el interds innegable de la utilizaciéﬁ,z;'~ - -

Queda claro que la utilizacién en lugar d2 estos
glébulos rojos, para desempefiar la misma funcién, del‘inmung
absorbente de la invencién definido anteriormente presenta

un interés muy DArticular. = « = = = = = = = = = = = = = = =

Ademds, es posible disponer de sueros—tesf especi-
ficos, gracias a los inmunoabsorbentes de la invencién dota-
dos de una capacidad de absorcién de anticuerpos elevada, in
versamenfe, después de elucidén en medio dcido de los anti-B
fijados sobre los inmunoabsorbentes y concentracién, se recu
peran con titulos elevados los anticuerpos anti-B, lo que au

menta el interés econdémico de los compuestos de la inven-

cidn. W B R MR T e MR M M T e R G MR MM W0 AR A e e EE W e W e

En estas aplicaciones, se podrd recurrir ventajosa

mente a los soportes utilizados habitualmente en este tipo

‘de técnica y mds especialmente a unos polimeros insolubles

tales como la celulosa, la agarosas 0 derivados de estos com-

pueatos. - e me e ew e e e e W s e e e m.~ - o ww wm e ws w w

De manera general, los ésidos de la invencidn, mds




5.

10.

15.

20.

25.

especialmente los trisacdridos de férmula II definida ante-
riormente, son utilizables in vitro e in vivo gracias a su
inocuidad y a su no inmunogeneicidad, y ello en las diversas
reacciones inmunolégicas que utilizan las propiedades del de

terminante antigénico B = = = = = = = = = - - - - -—— -

La invencién proporciona as{ preciosos reactivos
bioldgicos utilizables en forma inmovilizada, peroiéémbién
tal cual. El estudio de estos derivados bajo su forma libre
ha mostrado en particular su capacidad elevada de néﬁiralizg
cién de las hemolisinas anti-B. Estos derivados son por tan~
to ventajosamente utilizables para la deteccién y la neutra-—
lizacién de las hemolisinas anti~B reemplazando a las subs-
tancias de grupos sanguineos aislados a partir de mucina de

estbmago de cerdo o de caballo, = = = = = = = = [ - - -

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién

aparecerdn a continuacién en la descripcién dada en los Ejem

Los puntos de fusién dados en estos Ejemplos estén
medidos en un tubo capilar por medio de un aparato BUchi y
no estdn corregidos. Los poderes rotatorios estédn determina~
dos con, como polarimetro, el modelo 141 comercializado por
Perkin~Elmer. Los espectros infrarrojos (IR) estdn registra-
dos con la ayuda de un espectrofotémetro IRA-1 de Jouan-Jasco
¥y los espectros de resonancia magnétice nuclear {RMN) con la

ayuda de un espectrémetro Perkin-Elmer R-32 (90 iHz). En lo
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que concierne a los resultados relativos a la RMN se indican
los desplazemientos quimicos (delta) con respecto al tetrame
tilsilano interno; los protones de la unidad é-fucopiréhosa
estdn afectados de un Indice prima, los de la unidad D-galac
topiranosa no reductora con un Indice segunda. Las cromato-
graffas sobre columna se efectian por medio de gel de silice

Merck (granulometria 0,063=0,200 mm)e = = = = = = woe = « =

EJEMPLO 1. Preparacién del trisacdrido alil-2-0-(2,3,4-tri-0-
bencil-alfa-I-fucopiranosil)-3-0-(2,3,4,6~tetra~0=beicil-al~
fa~-D-galactopiranosil)~4,6-0~benciliden-beta~D-galactopirand

SidOdBfémulax:-*ﬁ---—--———-——-----—

CH20B2
(01274 0
Bz ' //7//C6H5
A A
2
Hy
04 (x)
Hy
Bz
Bz

en la cual Bz representa el radical bencilo., o = = = « « = =«

Para elaborar el trisacdrido de férmula X, se hace

reaccionar un disacdrido, a saber una fucogalactopiranosa de
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férmula XI, la alil=3-0O-benzoil=-2-0-(2,3,4-tri~O-bencil-al~
i - fa~L-fucopiranosil)-4,6-0-benciliden~beta-D~galactopiranési-

W e e s W B Wme WE @Y T W DE R R ww e G e

CeHe ~

675 OCH

. \ 2
0

OH

------

~ ) H3 ‘T ’

con la 1-0-imidil-galactopirancsa de férmula XII (1-0-(N-me-

5 til)-acetimidil~2,3,4,6—tetra~0—bencil—betargrgalacfdpirano—

c ,
CH,0Bz H3\C _CHy
Bz 0o 07

0Bz (X1I)

Bz

Previamente a esta reaccidén de condensacidn se pro
cede a la preparacidén del disacdrido XI por una parte, y de

la 1-0-imidilgalactopiranosa XII por otra parte, operando co
104 mo BigUE. = = = = = = - - . - - -

- e s e e

1 - Preparacién del disacdrido XI.

El disacdrido XI se obtiene por cendensacién de la

; " wagare g RSN 17N PR L B AN YD
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fucopiranoss de férmula XIII (la 1-0-(N-metil)-acetimidile

2,3, 4-tri~O=bencilebeta-L-fucopiranosa) = = = = =« = = = = =

(XIII)

-

con_la alilgalactopiranosa de férmula XIV (1la alil=3-0-ben~-
2011-4}6—O-benciliden-beta—gfgalactopirandsido) -—————-

C.H
675 \K’OCH
o 12

a) Preparacién de la 1-0-(N-metil)-acetimidil-2, 3, 4=tri=0=
- bencil-beta-I~-fucopiranocsa de férmula XIII.

Se disuelven 434 mg de 2,3,4~tri-O-bencil-alfa-L~-fucopirano-

Ba de férmula XV = = = =« w « -k o o o - -
0 OH
iy o (xv)
Be

en 10 ml de diclorometano y después se adicionan 2,5 equiva-
lentes de cloruro de dimetilcloroformiminio. La mezcla de

reaccién se somete a agitacién al abrigo de humedad y después |
. 1

Corsbr 4 b S e s 1 B b o
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se filtra al cabo de 40 mn, en una corta columna de gel de
silice y se evapora. Se obtiene cloruro de 2,3,4~-tri-0-ben-
cil-alfa~L-fucopiranosilo (rdt. 96%), que se introduce direc

tamente en la fabricacidn de la 1-0-{N-metil)-acetimidilfuco

Piranogg. = = = = = = = - - - - - - - - - - -

Se adicionan 434 mg de clorurc de fucopirenosilo y
190 mg de etildiisopropilamina a 10 ml de una solucifén bencé
nica anhidra que contiene 81 mg de N-metilacetamidg},agitada
bajo nitrégeno seco y al abrigo de la luz, en predencia de
580 mg de 6xido de plata y de tamices moleculares 4 R. AL ca
bo de 20 h, el medio de reaccién es filtrado sobre lecho de
alimina neutra, el cual es lavado con 250 mg de é?gr:que con

tiene 0,1% de trietilamina. El filtrado y la fase etérea se

evaporan a sequedad y el residuo sélido (462 mg, 94%) se re~

cristalizan en hexano, dando el imidato buscado (431 mg,

B8F). = =~ = mmmmmmm e e e

P.F. 89-909C; Zﬁifg7§o= ~-67%2 (¢ 1, benceno); RLM.N; (cloro-
formo-d): delta 1,18“(3H,d,7 Hz, Me~C), 1,84 (3H,s,Me-C),
2,97 (3H,s,Me-N), 5,80 (1H,d,J1’28Hz,H-1), 7,30~7,35 (15H,
m,Ph); andlisis: calc. para C3OH35N05: C: 73,59; H: 7,203
N: 2,86; 0: 16,34; hallado: C: 73,72; H: 7,33; N: 2,92;

b) Preparacién de la alil-galactopiranosa de £érmuls XIV.

Se realiza por accidén del aldehfdo benzoico en presencia de

cloruro de zinc sobre el alil-beta-D-galactopiranésido, lo
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que conduce al alil-4-6-O-benciliden-beta-D-galactopiranési-
do que se somete a una reaccidén de benzoilacién. Estas eta-

pas se efectian como 8lgUE: = = = = = © = « «w = - - - - = o

Alfa) alil-beta-D-galactopirandsido

Se somete a agitacidén una mezcla de 6 g de 6xido mergirico,

'de 0,4 g de bromuro mercirico y de 10 g de Drierité'ﬂurante

30 mn a la temperatura ambiente y al abrigo de la humedad en
presencia de 80 ml de 1,2-dicloroetano y de alcohpi:alilico
recientemente destilado. Se adicionan entonces 12rg de bromu
ro de 1,2,3,4~tetra~O-acetil-alfa~D-galactopiranbsido y la
agitacidn se prosigue durante 12 h. Los sélidos s;n;éscurri-
dos y el filtrado es evacuado a sequedad. El resid&d.se di-
suelve en 200 ml de cloroformo y la solucién obtenidé es la-
vada con una solucidén acuosa al 10% de yoduro de ﬁétésio,
con agua, secada (OaClz) y evaporada. El residuo se disuelve
en 100 ml de metanol y se adicionan 3 ml de una solucién mo~

lar de metilato de 80dioc en metanol. = = = w = = - - = - - -

Al cabo de una hora, el medio de reaccién es neutralizado
(resina 4cida) y evaporado. El residuo es cristalizado en
etanol, dando el alil-beta-D~galactopiranésido (5,2 g, 81%);
P.F. 103-104C; /ELfa/50 = =198 (¢ 1, MeOH); = = = = = = = =

Beta) alil-4,6~0-benciliden-beta~D~galactopiranésido

’

Se someten a continuacién 5,96 g de alil-veta-D-galactopira-
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nésido a una fuerte agitacién durante 12 h en presencia de
80 ml de aldehfdo benzoico y de 5,5 g de cloruro de zinc. EL
medio de reaccién es entonceg lentamente vertido bajo fuerte

agitacifn en 300 ml de diisopropiléter. El precipitado forma

do es escurrido al cabo de algunas horas y lavado con 100 ml

de éter aproximadamente. El sélido obtenido es cristalizado
en etanol, dando el alil—4,6-O—benciliden—beta-g-ga}agtopirg
nésido (6,92 g 824); P.F. 178-179%C, [ELfg/a0 = =72 (e 1,

Piridina); = = = = = = = = = - - - - - . - —-.—— .- -

andl.: calc. para C,cH, 0 H,0: C: 58,88; H: 6,79; 0: 34,31
hall.: C: 58,94; H: 6,47; 0: 34,09.

Este producto estd caracterizado por un di-O-acetatu: P.F.

94-959C [Elfg7§9+ 562 (¢ 1, cloroformo), = = = = = - - -

andl.: calec. para 020H2408’ C: 61,22; H: 6,16; O: 32,62
hall.: C: 61,31; H: 6,12; 03 32,77.

Gamma) alil-3-0-benzoil-4,6~0-benciliden~beta-D-galactopira-

nésido

Je adiciona a 5 ml de una solucién cloroférmica anhidra, que

 contiene 443 mg de imidazol, una solucién de 457 mg de cloru

ro de benzoilo en 2 ml de cloroformo anhidro & 52C. Al cabo
de 10 mn, el clorhidrato de imidazol formado es escurrido y
lavado con 5 ml de cloroformo. Se adicionan entonces 20 ml

de una solucién cloroférmica anhidra de alil-4,6-0-bencili-

den~beta-D-galactopirandsido (1 g) al filtrado y el medio de
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reaccifn es llevado a reflujo, a 752C, durante 18 h aproxima

damente. Después de enfriamiento a la temperatura ambiente,

el medio de reaccién se diluye con 50 ml de cloroformo, se
lava con una solucién acuosa diluida de bicarbonato, con

agua, secado (CaC12) y evaporado., El residuo se cristaliza

en la mezcla acetato de etilo~éter dando el compuesto de fér

mila XIV (1,14 g, 85%), P.F. 172-1732, [A1fa/20= +832 (g 1,
CLOTOLOIMO) s = = = = = = = = = = - - - - -———-—-
andl.: calc. ﬁara 023H2407z C: 66,98; H: 5,87; 0=i?7;15
hall,.: C: 67,013 H: 5,753 0: 27,37,

¢) Condensacién de los productos obtenidos en a) y b).

-Se somete a agitacién una solucién de 619 mg del derivado de

férmula XIV en 20 ml de nitrometano anhidro durante 3 h al
abrigo de la humedad y bajo nitrégeno seco en presencia de
témices moleculares 4 R en polve (1 g). Se adicionan a esta
solucidn de reaccién 1,222 g de acetimidilfucopiranoss XIII
y 344 mg de 4dcido p~toluensulfénico y se prosigue la agita-
éidn durante 20 h. El medio de reaccidn es entonces neutra-
lizado con trietilamina y filtrado. El filtrado se evapora y
el residuo es purificado por cromatograffa en una columna de
150 g de gel de sflice con la ayuda de mezcla hexano-acetato
de etilo (5:2, v/v). Se obtiene el alil~3-0-benzoil=-2~0~

2y 344~tri-O-bencil-alfa~L~fucopiranosil—4,6-0~benciliden-be
ta-D-galactopiranésido en estado puro (1,131 g, 91%), .

,451fg7§0 = +132 (¢ 1, cloroformo), R.M.N. (cloroformo-d):
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delta 1,12 (3H,4,7 Hz,Me-C), 7,00~7,55 (20H,m,Ph). = = = = =

andl.: calc. para CSOH52011‘ C: 72,44; H: 6,32; 0: 21,23
hall.: C: 72,66; H: 6,32; 0: 21,27.

Este disacérido se somete a una reaccién de O-debenzoilacién

selectiva procediendo COmo SigUe: = = = = = = = = oo = — =

Goeww

Se disuelven 1,03 g de un derivado de galactopiran@gido en
cuestién en 20 ml de metanol y se adiciona 1 ml de;ﬁga solu-
cién metanélica molar de metilato de sodio. Al cabo'de una
hora, el medio de reaccidn es concentrado y vertido en agua
helada. La fase obtenida es extrafda con cloroformo, siendo
a continuacién los extractos cloroférmicos lavados con agua,
secados (CaCla)'y evaporados. El residuo es cristaliéado en
la mezcla acetato de etilo-éter-hexano, dando el glil-2-0~

(2,3,4~tri-0O-bencil-alfa-L-fucopiranosil)-4,6~0-benciliden=

" beta-D-galactopiranésido (847 mg, 94%); P.F. 166-1672C,

é§1f§7§0= -582 (¢, 1, cloroformo), espectro R.M.N. (clorofor
mO‘g.):—‘delta 1912 (3H,d,7Hz’ Me"‘C), 5,26 (1H,d’J1,2| 4HZ’
H-1'), 7,15“7’65 (2OH1m1Ph)‘ ““““ et A

andl.: calc, para 043H48°10‘ C: 71,52; Hs 6,67; 0: 22,07
hall.: C: 71,683 H: 6,63; 0: 22,15.

2) Preparacién de 1-0-(N-metil)-acetimidil de férmula XII.

Este imidato se prepara a partir de la 2,3,4,6-tetra-O-ben-
cil-D-galactopiranosa seglin el método descrito en 1-b). El

cloruroc de 2,3,4,6-tetra-O-bencil-alfa-D-galactopiranosilo
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formado intermediariamente se obtiene con un rendimiento de
93%, [Elfg7go= + 1512 (¢ 2,5, benceno). El imidato se obtie-
ne con un rendimiento de 92%, /Al g7§0= +252 (¢ 1, clorofor-

mo), espectro R.M.N. (cloroformo-g):‘delta 1,84 (3H,s,Me-C),
2'95 (3H'B,Me'N)’ 5,83 (1H’d,J1’28 HZ,H-1), 7,30 (20H,m,Ph)t

andl.: calc, para Cy7H, NOg: C: 74,60; H: 6,94; N: 2,35;
0: 16,12, hall.: C: 74,68; H: 6,91; N: 2,10; Oz 16,31.

3) Condensacidén de los productos de 1) y 2).

Se somete a agitacidn durante 5 h, en presencia de tamices
moleculares 4 & (1 g) y bajo atmésfera de nitrégenc seco,
una solucién del compuesto alil-2~0-(2,3,4-tri~O-tencil-al-
fa=I-fucopiranosil)-4,6~0-benciliden~beta~D-galactepiranési-
do (600 mg) y 900 mg del acitimidato de férmula XiI en 15 ml

de nitrometano. Se adiciona a2 continuacién una solucidn de

dcido p-toluensulfénico anhidro (150 mg) en 5 ml de nitrome~
tano. La mezcla de reaccidn se somete a agitacién durante

48 h a la temperatura ambiente. Después de adicién de 1 ml
de trietilamina, el medio de reaccién es filtrado y el filtra
do Be evapora a sequedad. El residuo es disuwelto en 50 ml de
cloroformo, siendo la solucién lavada con una solucién acuo-
58 saturada de bicarbonato de sodio, con agua, secada (CaClz)
y evaporada. El residuc es cromatografiado en una columa de
80 g de gel de sflice con la ayuda de la mezcla hexano-aceta
to de etilo (5:2 v/v), conduciendo al compuesto de férmula X
(907 mg, 88%) que es cristalizado en etano a 95% (865 mg,

Ao
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84%), P.F. 117-118¢ [glfa/2’= +22 (¢ 1, cloroformo), espec-
tro R.M.N. (cloroformo-d): delta 1,18 (3H,d,7 Hz,CH, -C),
7,05-7,55 (40H,mypH)s = = = = = = = = = = = = = = = - = --

andl.: calc. para Coliga0q5t C: T4,13; H: 6,62; 0 19,24
hall.: C: 74,22; H: 6,64; 0: 19,54. |

EJEMPLO 2. ’ e

Seglin una variante, se prepara el producto de féfﬁ@ié X efec

tUANAODE = = = = = = = - - W = e .. e = - -

1/ La condensacién de la imidilgalactopiranosa de férmula

XII, con la alil-galactopiranocsa de férmula XVI (la alil 2-0

benzoil-4,6-0-benciliden-beta~D-galactopiranocsa) « = = = - =
CH
675
“‘\To-CHz V
0 o OA ‘
OH B (xv1)
0Bz

'lo que conduce al disacérido alil-2-0-benzoil-3-0-(2,3,4,6~
tetra-O-bencil-alfa-D-galactopiranosil)-4, 6~0O~benciliden~be~
ta-D-galactopirandsido de férmula: = = « = = = = « = - « ~ «
HQOBZ
OBz

0Bz

2 (XVII)
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Yy eSpUEs = = = = = = - - - - m - .- e .o -—- -

2/ la condensacién del disacdrido de férmula XVII previamen-
te O-debenzoilado, con la imidil~fucopiranosa de férmula

XIIIo = = = = = e = e e === — = e - e

1) Condensacién de la imidil-galactopiranosa de férimula XIT
con la alilgalactopiranosa de férmula XVI o

a) Be prepara en principio el alil~2-0-benzoil~4,6~O~bencili

den~beta~D~galactopiranésido procediendo como sigue: = = = -

Se adicionan 50 ml de una solucién helada de hidréxido de so
dio a 15 ml de una solucidn de acetona que contiene 1,5 g

del compuesto de férmula XIV. Se extrae al cabo de dos minu-
tos el medio de reaccién con 80 ml de cloroformo, siendo la-
vados los extractos orgdnicos con agua, secados con CaCl2 N
avaporados. Fl residuo es sometido a una cromatografis sobre
una columna de 80 g de gel de sflice con la ayuda de la mez-
cla acetato de etilo~hexano (1:1, v/v). Se obtiene asf el
producto de partida (782 mg, 52%) y el derivado buscado

(661 mg, 44%), P.F. 144-1459C /[E1fa720= +10,22 (g 1, clorofor

mo). ———————————— “ W e wn dn e e e e - em ws e s wn ww

andl.: calc. para 023H24073 C: 66,98; H: 5,87; 0: 27,16
hall.: C: 67,04; H: 6,03; N: 27,12,

b) Se efectya la galactosilacién del galactopiranésido asi

formado con la ayuda del compuesto de férmula XII. Se opera
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segin la técnica precedentemente descrita utilizando 285 mg

del galactopirandsido y 596 mg del imidato. = = = = - -« ~ =

Después de purificacién sobre una columa de gel de s{lice
(establecida con 40 g de sflice y una mezcla acetato de eti~
lo-hexanc 2:2 v/v) se obtlenen 594 mg del disacédride busca-

vaewsw

do, lo que corresponde & un rendimiento de 95%. = = = = = =

ZEifg7§O= +80,59 (¢ 1, cloroformo), espectro R.M.N. (cloro-
formo-d): delta 4,63 (1H,d,J1’2 Hz,H~-1), 5,13 (1H,§;35',
BHZ H=1')e = = = = = = = = = = e e e o -

anil.: calc. para 057H58012’ C: 73,21; H: 6,25; 0:.20,53
hall.: C: 73,06; H: 6,02; O: 20,71. ' ’

¢) El disacérido obtenido se somete a una O~debenzoil§ci6n

selectivg, = = = « ~ - e e s e e mm em e e we o e ‘- - - o

Se disuelven 580 mg del disacdrido en 20 ml de metanol, des-
pués se trata con 1 ml de una solucién metanélica 1M de meti
lato de sodio. 12 horas después se concenira el medio de reég
c¢idén, se diluye con 50 ml de cloroformo, y después se lava

con agua, 88 seca con Ca012 ¥y se evapora. El residuo se crig

" talizd en metanol a 95%2. Se obtienen 479 mg, rendimiento 93%

 del disacérido O-debenzoilado. P.F. 150-1519C, 4;1f§7§°- +449

=

(¢ 1, cloroformo), espectro R.M.N. (cloroformo~d): deita

2,86 (14,d,J 3Hz,0H), 5,21 (1H, d,J1,’2'4Hz’H-1|), 7,107, 60
(25H,m,Ph), ‘‘‘‘‘‘‘‘ L I e )

andl.: calc. para 050H54O11: C: 72,27; H: 6,55; 0: 21,18

’
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hall,: C: 72,46; H: 6,52; O 21,29.

d) Segin la técnica descrita anteriormente, se prepara el
trisacdrido dé férmula X condensando el disacdrido de férmu-
la XVII con el imidato cristalino de férmulsa XIII, utiliza=-
dos respectivamente a razén de 275 y 325 mg. Se obtienen

370 mg de trisacdrido, lo que corresponde a un rendimiento

de 79%. P.F. 115-116%C, /alfg/a = +22 (g 1, clorofermo). - =

EJEMPLO 3.

Preparacién de la 2-0-(2,3,4~tri-0O-bencil-2-I~fucopiranosil)-
3~-0-(2,3,4,6-tetra~0~bencil-alfa~D-galactopiranosil)—-4,6-0-
benciliden-D-galactopiranosa, de f6rmulas

CHZOBz

(XIX)

CH3

Bz

‘Se diguelven 624 mg de trisacdrido de férmula X en 10 ml de

dimetilsulféxido. la mezcla de reaccién asi formada se some-

te a agitacién durante aproximadamente 4 h a 1002C, en pre-
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sencia de 294 mg de tert-butéxido de potasioc. = = = = = - ~

Después de enfriamiento a la temperatura ambiente, se vierte
el medio de reaccidén en una solucidén acuosa helada al 10% de
¢loruro de amonio; esta solucién se extrae con 60 ml de clo~

roformo, siendo lavados los extractos cloroférmicos con

'S

PR

_agua, secados con CaCl2 y evagporados. Se disuelve‘gl residuo

en 20 ml de la mezcla acetona-agua (9:1, v/v), y‘désiués se
somete la solucidn a la agitacién durante 30 mn engpresencia
de 428 mg de Sxido mercirico amarillo y 271 mg deféiéruro mer
cﬁrico. Despuds de filtracién, se lava el medio de reaccién
con una solucidén acuosa al 10% de yoduro de potasio;  con
agua, s8e seca con 03012 Yy después se evapora. El rgéiduo se
somete a una cromatografia sobre una columa de gel de sfli-
ce (50 g) con la ayuda de la mezcla hexano-acetato de etilo
(3:2, v/v). Se obtienen asf 495 mg del trisacdrido buscado
grendimiento 82%) en forma de una espuma incolora; [Elfg7§o=
+50¢ (¢ 1, metanol), espectro R.M.N. (cloroformo-d): delta
2,99 (38,d,7 He, GH,~C), 5,56 (1H,s,CH Ph), 7,05-7,65 (40,
MPh)e — = = = =~ e = - - - - - U -

andl.: calc. para 074H78015: C: 73,61; H: 6.51;»6: 19,87
hall.: C: 73,80; H: 6,58; 0: 20,06.

EJEMPLO 4:

Preparacién del trisacérido B § 2-0-(alfa-L-fucopiranosil)-

-lrou(alfa—g-galactopiranosil)~Q-galactopiranosa de férmula:

o DN P LI T ST A T TS P . . P . A e a Ampn -
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CH,0H

OH

H H
(1)

H

Se someten 480 mg de trisacdrido de férmula XIX a.una hidro-
genblisis durante aproximadamente 20 h a la temperatura am-—
biente y a la presidén atmosférica en 20 ml de 4cido acético
en preseﬁcia de 500 mg de paladio sobre carbén. Después de
escurrido del catalizador, el filtrado es evaporado a seque-
dad a una temperatura inferior a 359C, dando el trisacdrido
buscado (186 mg, 96%) en forma de un polvo blanco. P.F.
135-1382C (descomposicién), ZElfg?%on + 35, (¢ 1, agua:meta-
nol, 19:1, v/v), espectro R.M.N. (520): delta 1,70 (3H, 4,7

H _.“”ﬁ”hﬂ-—---‘---_—-nuﬂv-w
Zy gﬂg C)

Este compuesto estd caracterizado por un peracetato cristali
no, P,F, 215-2169C, alfg§0=+519 {c 1, cloroformo), espectro
RoMeN. (cloroformo-d): d:lta 1,17 (3H,d,6,5 Hz,Me=C), 1,90~
2120 (30H,m,Ac), 6,40 (1H,d,J; 53,5 Hz,H~1, anbmero alfa). =
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EJEMPLO 5:

Preparacién del beta-hidroxi-etil-2-0-(2,3,4-tri-O-bencil-
alfa—g-fucopiranosil)-3—O~(2,3,4,6-tetra—0~bencil—alfarg—ga—

lactopiranosil)-4,6-0~benciliden-beta-D-galactopiranésido,

de férmula = = = = = = = = = = = = - - - - -
CHQOBZ A
OBz 0 L
0Bz .
0
Bz 0 '
CH2
()
OCH20H20H
3 Bz
b
0Bz

Se agitan a temperatura ambiente 312 mg de trisacdrido X

(0,25 moles) en 16 ml de una mezcla dioxano-agua (3:1, v/v).
a la cual se adicionan 1,25 mg de tetréxido de osmio (0504).
Al cabo de una hora, se adicionan 112 mg de peryodato de so-

dio (NaIO4), 2,1 eq., y después se agita 4 h aproximadamente.

Se adicionan 50 mg de borohidruro de sodio (NaBH4) luego,
después de 10 mn, se evapora a sequedad y se toma de nuevo

el residuo en 100 ml aproximadamente de cloroformo. Esta so~-
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lucidén cloroférmica es lavada con una solucién acuosa de sul
fito de sodio (Na2SO3) a 10%, y después con agua, se seca &
continuacidn sobre cloruro de calcio (CaClz) y después se

filtra y se evapora el filtrado. Se obtiene un jarabe que es

" tratado con 16 ml de una mezcla de dioxano-agua (3:1 v/v) ¥y

ge somete a agitacidn con 52 mg de NaIO4 (1 eqe)e == = = =

AL cabo de 3 h, se adicionan 50 mg de NaBH,, luego 10 m
después, se evapora a sequedad y se toma de nueve el residuo
en 100 ml de cloroformo. Se procede al lavado de la solu-

¢idén cloroférmica como se ha indicado anteriormente, = — ~ -~

El jarabe obtenido es sometido a una cromatograffa sobre
20 g de silice (Sioa). Se utiliza como eluyente una mezclg
de acetato de etilo y de hexano (331 V/V)s = = = = = « = =

EL producto recogido después de evaporacidn en el eluyente
es cristalizado en una mezcla éter-hexano. Se obtienen

247 mg del trisacdrido buscado; P.F. 83~842C - rendimiento

.

Ty = = o - - o o e e e o e e e e e - - - -

EJEMPLO 6,

Preparacién del gamma~hidroxipropil-2-0-(2,3,4-tri-0-bencil-

alfa~L-fucopiranosil)-3-0-(2,3,4,6-tetra~-O-bencil~alfa-D-ga~

lactopiranosil)-4,6~0-benciliden~beta~D-galactopirandsido,

’

de férmula XXIi = w = = = = = = o - - - w-www -
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Se agitan a temperatura ambiente 312 mg del trisa~
cérido X (0,25 mmoles) en tetrahidrofurano anhidro'(é m) y
se adicionan 0,8 ml de una solucién 0,5 M de 9-bofb$i§iclo
/3+3.17 nonano & 9-BBN en tetrahidrofurano. Después de 4 h
de calentamiento a reflujo y enfriamiento a la tempefatura
smbiente, el exceso de 9-BEBN es destruido por adicién de eta
nol (0,3 ml). Se adiciona a continuacién una solucién acuosa
3 M de hidréxido de sodio (0,2 ml),'y después, gota a gota,
0,2 ml de una solucién 10 M de agua oxigenada, manteniendo
la temperatura entre 40 y 502C. La mezcla de reaccién es a

continuacién calentada a 502 bajo agitacién durante 1 h. Des

pués de enfriamiento, se adiciona carbonato de potasio séli-~

do (1 g) y diclorometano (20 ml). Los sélidos son esclurridos
¥ el filtrado es evaporado. El residuo es purificado por pa~
80 sobre una columna de gel de sflice (15 g) y elucién con

la ayuda de la mezcla de acetato de etilo-hexano (2:1 v/v).

* E1 compuesto XXI es as{ obtenido en estado puro (292 mg, 92%),

oF L
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[A1£e72% 422 (g 1, cloroformo), = = = == == ===« .

Este compuesto estd caracterizado por un acetato
cristalino P.F, 112-113%, [Elfa/0= + 1,52 (g 1, clorofor-
mo), espectro R.M.N. (cloroformoig)t delta 1,20 (3H,4,6,5
Hz, Me-C), 2,00 (s,3H,Ac), 7,10-7,60 (4OH,M,Ph). - - -

Ty

EJEMPLO 73

Preparacién del amma-aliloxi'ro 11-2-0-(2,3,4~-tri=0~-bencil~
alfa-L~fucopiranosil)-3-0-(2,3,4,6-tetra-0-bencil-alfa~D-ga-

lactopirancsil)-4,6-0~bencilid en-beta-Eiala.ctopirandsido, ‘

de férmule XXIT$ = = = = = = = = = = = = = = ‘;f_;".; ---
CHEOBz
Bz0
' Bz
, Bz 0
(xxI11)
-»
~CH,,~CH.,~CH,~0~CH ,~CH=CH
Hy o 2 72 2 L 2 2

Bz
Bz

Se agitan a temperatura ambiente 633 mg del com~-
puesto XXI con N,N~dimetilformamida (10 ml) en presencia de
hidruro de sodio (96 mg de dispersién al 50% en aceite). Al
cabo de una hora se adiciona bromuro de alilo (0,15 mll. La

reaccién se completa en 1.h 30. Después de adicién de meta-
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nol (2 ml), el medio de reaccién es evaporado y el residuo
tomado de nuevo en cloroformo (50 ml). La fase orgdnica es
lavada con una.solucidn acuosa saturada de cloruro de sodio,
con agua, secada sobre sulfato de sodio, filtfada Yy evapora-
da. El aceite contenido en el residuo es extraido con hexano
hirviente (20 ml), el compuesto buscado es cristalizado en
una mezcla acetato de etilo-hexano (588 mg, 90%), P;?}
103-1042¢, 4;1f37§°= + 32 (¢ 1, cloroformo), espectrc R.M.N.
(cloroformo-d): zelta 1,21 (3H,4,J THz, Me-C); 7,10f7;55
(40HymyPh)s = = = = = = = = = = = - - ———- -_e,-’~'- -

EJEMPLO 8:

=

Preparacién del gamma[(gamma~hidroxi)propiloxg7br0pii~2-g_
(2,3,4-tri-g¢bencil-alfa~%—fucopiranosil)-3—97(2,3,4,5_tetra.

O-bencil-alfa-D-galactopiranosil)-4,6-0-benciliden~beta~D-
galactopiranésido, de férmula XXIIIt = = = = = = = = = = ~ =

CHQOBZ

(XXIII).

0 L . . ;

Bz0 4
Bz

Se agitan a temperatura ambiente 490.mg del deriva
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do XXII en tetrahidrofurano anhidro (4 ml) y se adiciona 1

~ ml de una solucidén 0,5 M de 9-BEN en tetrahidrofurano. Des-

pués de 2 h 30 de calentamiento a reflujo y enfriamiento a
la temperatura ambiente, el exceso de 9-BBN, se destruye por
adicién de etanol (1 ml). Se adiciona a continuacién una so-
lucién acuose de 3 M de hidréxido de sodio (0,25 ml) y des-
pués, gota a gota, 0,38 ml de una solucién 10 M defégua oxi~
genada, manteniendo la tempefatura entre 40 y 502C. La mez-
cla de reaccién es a continuacién calentada a 502 durante

1 h. Después de enfriamiento, la fase acuosa es saturada

con carbonato de potasio (1 g), filtrada y evaporada. El re-
siduo es purificado por paso por una columa de gel de s{li-
ce (30 mg) y elucidn con la ayuda de una mezcla acefato de

etilo-hexano (2:1, v/v). El compuesto XXIXIse obtiere as{ en

‘estado puro (442 mg, 89%), éElfg7§o= +1,52 (¢ 1, cloroformo),

espectro R.M.N. (cloroformo-d): dglta 1,20 (3H,4,6,5Hz, Me-C),
7’60—7’70 (40H,m,Ph)- Ll e B — - W e ew -

EJEMPLO 9:

Preparacién del compuesto de férmula XXIV: = = w = = = = = =

H2OBz

Bz0
0Bz
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A una mezcla de diclorometano (15 ml) y de piridi=~
na (0,644 ml) se adiciona, bajo agitacién y al abrigo de la
humedad, triéxido de cromo secor (400 mg). Después de 20 minu
tos de agitacién, se adiciona una solucién del trisacédrido
XXI (633 mg) en diclorometano (5 ml). Al cabo de 20 minutos,
el medio de reaccién es decantado, siendo extraidoe.el. resi-
duo con cloroformo. La fase cloroférmica es lavada Eﬁn una,
solucién saturada de bicarbonato de sodio, con agua. .secada
sobre sulfato de sodio, filtrada y evaporada. EL residuo es
purificado por cromatograffa sobre gel de sflice (10 é) con
la ayuda de la mezcla acetato de etilo-hexano (3:1, Y/v). El
aldehido obtenido (575 mg, 91%) es transformado en derivado
XXIV gracias a la reaccidén de ‘Wittig cldsica en beﬁcéao (15
ml). Este derivado es cristalizado en &ter-hexano (524 mg,
88%), P.F. 152-1532, [Elfg7%0-39 (¢ 1, clofoformo); espec—
tro R.M.N. (cloroformo~d): Zelta 1,23 (3H,8,6,5 Hz,Me-C),
3,69 (3H,8,000Me), 7,107,55 (40H,m,Bh). = = = = = = = = ~ -

EJEMPLO 103

Aplicacién de trisacdridos de la invencién como inmunogbsore

bentes: = = = @ .- - - . .- - - - - o e

a - Se procede a la fijacidén del trisacdrido XXIV sobre unos

soportes a base de agarosg. = = = = « = =« = - e - -

12) - Se utiliza una matriz de agarosa activada re

cubierta por suero de albimina humana, = = = = @ = = = = - «

\
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La activacién de la agarosa se realiza con bromuro de ciané-
geno CNBr segﬁn'el método de Axen y als, descrito en Nature,
214, 1302 (1967) modificado por-March y als. segin la técni-~
ca descrita en Anal. Biochem, QQQ 149, (1974)s = = = = = = =

Para recubrir la agarosa con suero de albumina humana, se

opera segin el método de Parikh Y als. descrito en “Methods
in enzymology", 35, 77 (1974). e r e e e, . ——— -

- 1 ml de gel de agarosa comprimido contiena apro=-

ximadamente 2 mg de albﬁmina.l~ - e m e e e, ———--—-—-

Se efectla el acoplamiento del trisacdrido XXIV sobre el de-
rivado de agarosa-albimina con la ayuda de 1-ciclohexil-3(2-
morfolinoetil)carbodiimida-meto-p-toluen-sulfonato cperando

seglin las técnicas conocidas en este campo, en particular la

de Parikh y als., de la que se ha hablado anteriormente, o de

" Weetall y als. en la misma obra, p. 59, o incluso de Hoare y

als. en JACS 88, 2057, (1966) & J. Biol. Chem. 242, 2447

(1967)0"‘“"""'""""*-'-"'—"'-l--v-----u-w..-—

Se introducen as{ aproximadamente 10 a 20 moléculas de trisa

cdrido XXIV por molécula de albiming: « = = = = w « = = = =

22) -~ En una variante, el soporte estd constituido

por agarosa activada como se ha indicado anteriormente, trang

formada a continuacién en un derivado de aminoalcoilagarosa

con la ayuda de etilendiamina segin el modo operatorio desecri
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to por Cohen en Methods in enzymology 35, 102 (1974). E1 aco
polamiento del derivado de agarosa obtenido con el trisacdri
do XXIV se efectda con la ayuda del derivado de carbodiimida
como se ha expuesto més arriba. Se procede a continuacién a
la acetilacidén del producto de acoplsmiento para eliminar el

exceso de 108 grupos amino, — = = = = = = - - = - - - - -

A}
- a0

b - Se constituye otra serie de inmunoabsorbentes fijando un

derivado de trisacdrido de férmula II en la cual R'ycpresen-

ta un 4tomo de hidrégeno y A es un grupo -(CH2)3-0;(6H2)4N2

sobre carboximetilcelulosa. El1 acoplamiento se efectﬁa con
la ayuda del derivado de carbodiimida conocido deéqiito més

Brribae = = @ = = = = = - - - .- m s nie e .- ... -

EJEMPLO 11:

Utilizacién del trisacdride de f6érmula XXIV para la neutrali

zacién de las hemolisinas anti=B, = = = = = = = = = = = ~ =

Se utiliza una solucién con 10 mg/ml del compuesto
de férmula XXIV operando seglin las técnicas de la farmacopea
europea, se constata una inhibicién total de una dosis aglu~
tinante de un suero~-test anti-B con una'ﬁilucidn 1/5 del tri

sacdrido de la invencibn, = = = = = = = = e'-"-.- - - -

A los efectos consiguientes se declaran de novedad
y propiedad pars Espafla, sus territorlos y plazas de sobera-

nia, las reivindicaciones que aiguen. - - - - .-

Soays K
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REIVINDICACIONES

1.= Procedimiento de:preparacién de derivados de

ésidos, caracterizado porque se hace reaccionar: = ~ = - = -

- un derivado de 6sido a) .constituide por una o varias fun=-
ciones osas, eventualmente fijada(s) a un. resto orgénico,
siendo substituida esta funcién osa, o una por lo menos de
estas funciones osas, en el carbono andémero en posicién 1
por un grupo =0-imidilo de férmula -0-C(~R,) = N-R, en la
cual los substituyentes Ry y R2’ idént{cos o diferentes el
uno del otro, representan un radical arilo o un radical al-
coflo que comprende preferentemente 1 a 4 4tomos de carbono,
estando los grupos -OH del derivado de ésido protegidos por

unoes grupos apropiadog, CoN = = = = = = = - - - - - - - -

- un derivado de 6sido b) constituido por una o varias fun-
ciones osas, eventualmente fijada(s) a un resto orgénico, es
tando libre un solo grupo -0H de esta o estas funciones osas
Y ocupando una cualquiera de las posiciones hidroxilo secun-
dario 1 a 4, comprendiendo los derivados de 6sido§ a) y/o b)

wa funcién con por 1o menos dos 0888, = = = = = = = = = = =

2.~ Procedimiento de preparacién de derivados de
ésidos, caracterizado porque para obtener unos ésidos ramifi
cados se hace reaccionar el derivado de 6sido a) segin la
reivindicacién 1 con un derivado de ésido constituido por

una o varias funciones osas, eventualmente fijada(s) a un res
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to orgdnico, estando libre un solo grupo -0H de esta o estas

funciones y ocupando una posicién hidroxilo 1 a 4 6 6 que

_permite la formacién de una cadena osidica ramificada., = = -

3.= Procedimiento segin la reivindicacién 1 6 2,
caracterizado porque el derivado de 6side a) utilizado estd

congtituido por una funcién galactopiranosa. = = = = = = = =

4.~ Procedimiento segin la reivindicacidﬁ,3, carac
terizado porque el derivado de 4sido a) estd constituido por

una funcidén fucopiranosa,. = = = = = - - = - - - -- - - - -

5.~ Procedimiento segin cualquiera de lag reivindi
caciones 1 a 4, caracterizado porque el derivado de 6sido b)
comprende una funcién osa que presenta en posicién 1 una
substitucién =0A constituida por un grupo funcional; no reag¢
tivo en las condiciones de la sintesis osfdica, o hecho no
reactivo, o por un grupo funcionalizable, es decir que permi
te en el curso o al final de la sintesis la introduccién de

grupos funcionales, = = = = = = = ~ = - - - .- - - — -

6.~ Procedimiento segin la reivindicacién 5, carag
terizado porque, en la substitucién -0A, A representa un ra-
dical que comprende uno o varios enlaces insaturados, tal cQ
mo un radical etilénicamente insaturado, preferentemente un
radical alcenilo que comprende 2 a 10 4tomos de carbono, asi
como cualquier radical al cual puede dar lugar, segin las

técnicas clédsicas de sintesis orgdnica, la funcionalizacién
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del 0 de 1los enlaces insaturados en cuestidn, = = = = = =

b
7.~ Procedimiento segin la reivindicacién 6, carac

terizado porque A representa un radical alcoflo, que compren
de en particular 2 a 10 4tomos de carbono, y substituido por
lo menos por un grupo -~OH, gue, en caso necesario, eatéd pro-
tegido por un grupo de bloqueo o introducido en uﬁ‘?édical

funcional.n-u-—n----—-u-u---n-.-‘:‘,wn——-

s N

8.~ Procedimiento segin la reivindicacién 6, carac

terizado porque A representa el radical alilo. = = = = = = =

9.~ Procedimiento segin cualquiera de las reivindi
caciones 5 a 8, caracterizado porque A es un grupo funcional
Que contiene por lo menos un radical éter y/o amina elegido
en particular entre un radical alcoxi-glcenilo, alcoxi~al-
cohol, alcoxi-éster, alcoxi-~amida o amina, alcoxi-alcoilami-
na o a10011am1da, o alcoxi-gcido carboxilico, pudiendo com-
prender estos dlferentes radicales ademds una funcién aming

in'te!‘medi&.----~---~--—-------—..-......

10.- Procedimiento de preparacién de derivados de
ésidos, y més particularmente de un derivado de trisacdrido
ramificado que comprende un encadenamiento galactopiranosa-

galactopiranosa-fucopiranosa y que responde a la estructura

I.'----—-----—--------—-—-------
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con un disacdrido constituido por una fuco~galactopiranosa
que comprende un grupo -OH libre en posicién 3 de la funcién

galactopiranosa, respondiendo este disacérido a la férmula
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enl&ﬂcuales!---""'"'-*"-""'""'--—-

- los substituyentes R, idénticos o diferentes los unos de
los otros, representan unos gruﬁos de proteccién de radica-
les hidroxilo, en caso necesario con un substituyente vecino,
y se eligen entre unos grupos estables, no reactiyqéign las
condiciones habituales de sintesis osfdica y fdcilmente eli-
minables, en condiciones suaves compatibles con el‘manteni—
miento de la estructura osfdica, en particular por,ﬁpos gru=
pos que constituyen con el Atomo de oxigeno del hidro#ilo

unos éteres bencilicos o unos acetales bencilidénicos, ~ - -

- A represents un resto orgénico tal como se ha definido en

cualquiera de las reivindicaciones 6 8 8, y = = = = = = « ~

-Ry ¥ By presentan las significaciones dadas en la réivind;

CACLilN 3¢ = = = = - m - e e - - -

11.= Procedimiento segin la reivindicacidén 10, ca-
racterizado porque se utiliza una digalactopiranosa, que com
prende un grupo =~0H libre en posicién 2 de una de las funcio
nes galactopifanosa, ¥ que responde a la férmula V; - - - -
CHQOR
OR 0
OR

R -
H,OR N

0A
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y porque se efectda su condensacién con el grupo -0-imidilo

de una 1-0-imidil-beta-L-fucopiranosa de férmula VI: - - - -

o

N

T

R,y Ry B Y A’tienen en estas férmulas las significaciones

dadas en la reivindicacidn 10, = = = = &« = w = = - = = = - =

12.- Procedimiento segin la reivindicacién 10 6
11, caracterizado porque el substituyente A del disacdrido

de férmula IV estd constituido pqr'el radical alilo, = = = =

13.~ Procedimiento segin cualquiera de las reivin-
dicaciones anteriores, caracterizado porque se opera en

presencia de 4cido p=toluensulfénico anhidro y de nitrometa-

TNO¢ = o @ v s W o0 e @ w ww - e W e o ae

14.~ Procedimiento segin cualquiera de las reivind
dicaciones 10 & 13, caracterizado porque, aplicéndose a la
sintesis del tfisacérido B, se procede a la eliminacién se-
cuencial, en condiciones suaves, del substituyente A del pro
ducto de estructura II obtenido, lo que conduce a un produc—

todeestructura I ;i = = = = = @ ;=0 = e — = = = - - -
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()

seguida de una hidrogendlisigs = = =~ = = = = = = « = = « « -

15.= "PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE DERIVADOS DE

OSIDOS".---—----—---nn—n—uu-m-w--“ '

Todo ello conforme se describe y reivindica en la
5 presente memoria que consta de cincuenta y cuatro hojas, fo-

liadas y mecanografiadas por una solas de sus caras.

BARCELONA, 10 ABR. 1979 |
P.A. M. CURELL SUNOL !

maf.
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