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Abb. 2. Molekilstruktur von 5b
im Kristall. Ausgewiihlte Ab-
stinde [A] und Winkel [°]: N1-B1
1.615(6), N1-B2 1.613(5), B1-C1
1.606(6), B2-C81.609(6), B1-H1
1.25(3), B2-H1 1.35(3), C1-C9
1.424(5), C8-C9 1.419%(5); B1-
N1-B2 75.5(3), N1-B1-C1 111.8
(3), N1-B2-C8 112.3(3), B1-C1-
C9 114.3(3), B2-C8-C9 114.0(3),
C1-C9-C8 116.1(3).

N

5a weist eine temperaturabhingige Molekiildynamik auf, bei
220 K bestitigt das 'H-NMR-Spektrum die Konstitutionen im
Festkorper. Neben dem Aufspaltungsmuster des Signals der
Naphthalinprotonen sind fur die beiden Isopropylgruppen zwei
Dubletts und zwei Septetts zu sehen. Bei Temperaturerhéhung
koaleszieren die Signale im aliphatischen Bereich und zeigen bei
370 K ein Dublett und ein Septett. Folglich unterliegt 5a, im
Gegensatz zu 5b, bei hoheren Temperaturen einem Austausch-
prozeB, der die beiden Methinprotonen und die vier Methyl-
gruppen innerhalb der NMR-Zeitskala dquivalent werden 148t.
Wir gehen davon aus, daf sich durch Offnen der u-H-Briicke ein
Ubergangszustand 3 (X = H) bildet; beide Wasserstoffatome
der BH,-Einheit sind nun zur erneuten Uberbriickung fihig, so
daB im zeitlichen Mittel die zwei Isopropylgruppen dquivalent
werden. Die temperaturabhingigen !'B-NMR-Spektren besti-
tigen dies. Bei Raumtemperatur ist ein leicht verbreitertes Du-
blett (Kopplung p-H-B nicht aufgeldst) zu sehen, welches bei
Temperaturerhéhung in ein Quartett (370 K) tibergeht. Dies ist
erkldrbar mit einer schnellen oszillierenden Bewegung der drei
Wasserstoffatome auf einer Bahn um die Boratome, so daf3 diese
fiir die Borkerne dquivalent werden. Dieses Phdnomen ist mit
dem untersuchten AustauschprozeB!®! der Wasserstoffatome bei
p-Dimethylaminodiboran(6) vergleichbar. Hierbei wird bei
283 K im " B-NMR-Spektrum ein Dublett eines Tripletts und
bei 377 K ein Sextett beobachtet.
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Experimentelles

2: Zu einer auf —20°C gekihlten Losung von CI,BN/Pr, (84.15 mmol) in 60 ml.
Hexan wird 1 (28.05 mmol) in 70 mL Ether (— 30 °C) getropft. Filtration und Sublj-
mation (52°C/0.001 Torr) liefern 2 in 89% Ausb., Schmp. 84°C. "H-NMR
{200 MHz, CDCl,): § =7.70 (dd, 2H), 7.60 {(dd, 2H), 7.45 (dd, 2H}), 3.90 (sept,
2H), 1.47 (d, 12H); *C-NMR (50 MHz, CDCl,): § =163 (br.), 148 (br.), 129.4,
126.0, 122.6, 121.8, 49.3, 24.3; "*B-NMR (29 MHz, CDCl,): § = 37; Elektronen-
stoBionisations(EI)}-MS: m/z (%): 237 (26) [M *], 194 (56) [M * — /Pr].

4a: BCl, wird bet —20:°C in Hexan mit 2 umgesetzt. Aufarbeitung durch Kristalli-
sation liefert 4a in 92 % Ausb., Schmp. 89 °C (Zers.}. *H-NMR (200 MHz, C¢Dy):
5 =8.49 (dd, 2H), 7.60 (dd, 2H), 7.23 (dd, 2H), 4.96 (sept. 1H), 1.48 (d, 6H);
P3C-NMR (75 MHz, C¢Dg): § =139.7, 137.6, 133.8, 126.8, 51.6, 22.6; !!B-NMR
(29 MHz, C,Dy): 6 = 43.9; EI-MS: m/z (%): 275 (43) [M *], 260 (100) [M * — Me].
4b: Herstellung analog 4a, Ausb.: 53%, Schmp. 75°C (Zers.). 'H-NMR
(300 MHz, CDCly): § = 8.71 (dd, 2H), 8.12 {dd, 2H), 7.66 (dd, 2H), 5.25 (sept,
1H), 1.73 (¢, 6H); '*C-NMR (75 MHz, CDCl;): 5 =142.2, 136.5, 133.3, 131.0,
126.2,55.7,22.7; 11B-NMR (29 MHz, CDCL,): § = 43.6; EI-MS: m/z (%): 365 (68)
[M *], 350 (100) [M * — Me].

5a:2und LiBH, werden in Hexan mit Bortrifluorid-Ether in Ether versetzt. Filtra-
tion und Kristallisation aus Hexan liefert 5a in 93% Ausb., Schmp. 110°C (Zers.).
'H-NMR (200 MHz, CDCl,, 220 K}: § =7.76 (dd, 2H), 7.71 (dd, 2H), 7.45 (dd.
2H), 2.7 (sept, br., 1 H), 2.58 (sept, 1 H), 2.0 {br., 1H), 1.49 (d, 6H), 0.98 (d, 6 H);
'H-NMR (200 MHz, C,D,, 370 K): 8 =7.59 (dd, 2H), 7.51 (dd), 2H), 7.23 (dd,
2H), 2.68 (sept. 2H), 2.0 (br. 1H), 0.88 (d, 12H); '"*C-NMR (75 MHZ, C,D):
6 =146.9, 143 (br.), 131.2, 130.7, 126.9, 126.5, 59 (br.), 50 (br.), 21.8; 'B-NMR
(64 MHz, C,Dy, 270K); 8 = —10.3 (d, br.); 1'B-NMR (64 MHz, C,D5, 350 K):
8 = —10.3 (q); BI-MS: m/z (%): 251 (23) [M *1, 208 (100) [M* ~ iP1].
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5b: Zu 2 in Hexan wird Diethylboran langsam addicrt. Durch Kristallisation erhilt
man 5b in 82% Ausb., Schmp. 108°C (Zers.). 'H-NMR (200 MHz, C,D,):
8 =7.69 (dd, 2H), 7.61 (dd, 2H), 7.43 (dd, 2H), 3.10 (sept, 1H), 2.77 (sept. 1H),
2.11 (br., 1H), 1.3~1.7 (m, 4H), 1.22 (t, 6 H), 1.07 (t, 6 H), 0.59 (d, 6 H); ' *C-NMR
(50 MHZ, C4Dq): § =147.4,144 (br.), 131.8,129.7.126.9,126.1, 56.5, 51.1, 25 (br.),
23.1, 14.7, 8.8 (br.); 1! B-NMR (29 MHz, C.Dy): d =1.0; EI-MS: m/z (%): 307 (6)
[M ], 236 (100) [M * — Bt — Pr).

dc: 5a wird mit Ethanol versetzt und aus Hexan kristallisiert. Ausb.: 95%, Schmp.
85°C. 'H-NMR (200 MHz, C,Dy): & = 8.40 (dd, 2H), 7.72 (dd, 2H), 7.35 (dd,
2H), 4.1 (q, br., 4H), 2.59 (sept, 1 H), 1.23 (¢, br., 6 H), 0.90 (d, 6H); *C-NMR
(50 MHz, CD,): 6 =142.3, 134.5, 132.2, 132.0, 125.8, 59 (br.), 47.9, 18.9, 17 (br.);
1'B-NMR (29 MHz, CsD,): § =29.4.
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Bemerkenswerte Stereoselektivitiit bei der Inhibie-
rung von a-Galactosidase aus Kaffeebohnen durch
einen neuen Polyhydroxypyrrolidin-Inhibitor**

Yi-Fong Wang, Yoshikazu Takaoka und
Chi-Huey Wong*

Zahlreiche natiirlich vorkommende und synthetische Poly-
hydroxypyrrolidine und Piperidine (im folgenden als Azazucker
bezeichnet) haben als Inhibitoren von Glycosidasen und Glyco-
syltransferasen Anwendung gefunden!!l. Von diesen werden so-
wohl sechsgliedrige in Sessel- und Halbsesselkonformation vor-
liegende!® 3! als auch fiinfgliedrige! *! Derivate eingesetzt. Es
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wird angenommen, daB diese Inhibitoren den energiereichen
Ubergangszustand der Spaltung der glycosidischen Bindung
nachahmen, der einen ausgeprigten sp>-Charakter und eine po-
sitive Partialladung am anomeren Zentrum aufweist.

Im allgemeinen ist die Inhibierung durch die in Sesselkonfor-
mation vorliegenden sechsgliedrigen Azazucker spezifisch fir
strukturanaloge Glycoside'™! (z. B. inhibiert 1-Desoxynojirimy-
cin a-Glucosidase mit K, = 8.7uM, aber nicht x-Galactosida-
se)!*1. Die in Halbsesselkonformation vorliegenden sechsgliedri-
gen!?! sowie die fiinfgliedrigen!!:! Azazucker sind flexibler:
Mehrere Stereoisomere kdnnen den gleichen Grad an Inhibie-
rung desselben Enzyms aufweisen, und ein gegebenes Stereoiso-
mer kann gleichwertig mehrere Glycosidasen hemmen. Es wurde
daher postuliert, dafl komplementéire Formen sowie clektrosta-
tische Wechselwirkungen zwischen Enzym und Inhibitor wichti-
ger fiir die Stabilisierung des Ubergangszustands sind als die
stereochemische Differenzierung® #. Im Gegensatz zu dieser
Hypothese wird die a-Galactosidase durch den neuen fiinfglied-
rigen Azazucker 1 mindestens tausendmal stirker als durch die
Diastereomere 2 und 3 inhibiert (Abb. 1). Wir beschreiben hier
nun die Synthese von 1 auf zwei Wegen (Schemata 1 und 2).

OH HO OH HO

W R

keine Inhibierung
bei 1 mm

K, 5x10'8M 5x10'5 M

Abb. 1. Inhibierung von a-Galactosidase durch die Polyhydroxypyrrolidine 1-5. Verbindung 2 ist in Lit. [5a], die

Verbindungen 3-S5 sind in Lit. [5d] beschrieben.
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Schema 2. Chemo-enzymatische Synthcse von 1.

Aldolreaktion zwischen Dihydroxyacetonphosphat (DHAP)!!
und Aldehyd 12. Nach Dephosphorylierung wurde das Aldol-
addukt durch reduktive Aminierung in 1 {iberfiihrt. Analyse!*!
der durch 1 hervorgerufenen Inhibierung von a-Galactosidase aus
Kaffeebohnen bei pH 5.5 ergab eine kompetitive Inhibierung mit
K, = 5x1078M. Nach unserer Kenntnis ist 1 damit bisher der
beste Pyrrolidininhibitor einer a-Galacto-
sidase. Die Stereozentren in den Positio-
nen 2 und 4 sind dafiir offenbar entschei-
dend. FEine merkliche Reduktion der
Inhibierungsaktivitit wurde gefunden,
HO OH  wenn die Konfiguration an einem der bei-
5 den Stereozentren invertiert wurde. Da
4x10*wm Pyrrolidine in einer Briefumschlag-Kon-
formation vorliegen, wie es die Struktur
von 2 -—einem Inhibitor fiir x-Glucosidase,
K, =28pM™ — im Kristall (Abb.2)
zeigt, konnte Verbindung 1 die Konforma-
tion und Ladungsverteilung im Uber-
gangszustand der Spaltung der glycosidi-
schen Bindung nachahmen (Abb.3). Es
sel jedoch darauf hingewiesen, dal} «-Ga-
lactosidase Verbindung 1 schwécher bin-
det als das sesselformige 1-Desoxy-D-ga-
lactonojirimycin (K; =1.6 x 102 m“451),
Polyhydroxypyrrolidine  (Azazucker)

H
N

kdnnen also wirkungsvolle Glycosidase-
OH inhibitoren sein, bei denen die Inhibie-
rungsaktivitit eng an die Konfiguration
gekniipft sein kann. Mit chemo-enzymati-
schen Methoden synthetisieren wir derzeit
weitere Pyrrolidininhibitoren.

R
|
N

HO OH
10a, R=CHPh,
1, R=H

Schema 1. Synthese von 1. Reaktionsbedingungen: a) 2-Methoxypropen/kal. p-TsQH, 65% b) rerz-Butyl-

diphenylsilylehlorid/Pyridin, 92%; ¢) Periodinan, 80%; d) Diisobutylaluminiumhydrid;/Toluol, —78 °C,

91%; €) 1) Bu,NF/THF, 2) kat. p-TsOH;MeOH, 3) Pd(OH),/H,, 75%.

Verbindung 6, erhiltlich aus 5-Keto-D-fructose!® oder aus
20541 wurde mit 1.25 Aquivalenten 2-Methoxypropen in Gegen-
wart von para-Toluolsulfonsdure ausschlieBlich zum cis-Mo-
noacetonid 7 umgesetzt. Nach Schiitzen der primiren Hydroxy-
gruppe als zers-Butyldiphenylsilyl(TBDPS)-ether, Oxidation des
sekundiren Alkohols mit Periodinan!™ und stereospezifischer
Reduktion mit Diisobutylaluminiumhydrid wurde das invertierte
Isomer 10 erhalten, das nach Behandlung mit Tetrabutylammo-
niumfluorid und para-Toluolsulfonsdure sowie Hydrierung an
Pd(OH), die Titelverbindung 1 in 38 % Gesamtausbeute ergab.

Eine wesentlich kiirzere Synthese von 1 ist in Schema 2 zu-
sammengefaBt. Fuculose-1-phosphat-Aldolase!® katalysiert die
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Abb. 2. ORTEP-Darstellung der Struktur von 2 im Kristall. Siehe auch Lit. [11].
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HO NH,*
HO.

1-H*

%N
Abb. 3. Vorschlag fiir den Ubergangszustand der a-Galactosidasereaktion. Verbin-
dung 1 ahmt das Galactosyl-Kation nach.

Experimentelles

7. Zu einer Lésung von 6 (9.9 g, 30 mmol) in 180 mL wasserfreiem CH,Cl,/THF
(1/1) unter N, wurden 2-Methoxypropen (2.4 mL, 25 mmol) und para-Toluolsul-
fonsiure (3 g) gegeben. Die Losung wurde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 20 h
wurden weitere 1.2 mL 2-Methoxypropen hinzugefiigt und die Lésung 26 h geriihrt.
Die Reaktion wurde durch Zugabe gesittigter NaHCO,-Losung gestoppt. Das
organische Losungsmitte! wurde unter vermindertem Druck entfernt. Nach Ver-
diinnen mit Wasser (50 mL) wurde mit Ethylacetat extrahiert (3 x 50 mL). Die orga-
nischen Phasen wurden iiber Na,SO, getrocknet und konzentriert. Die siiulenchro-
matographische Reinigung (Ethylacetat/Hexan =1/1--1/0) ergab 7 (4.8 g) und
zuriickgewonnenes Ausgangsmaterial (3.2 g). [2}3* = — 63 (¢ =1.1 in MeOH);,
R, = 0.18 (Ethylacetat/n-Hexan =1/1); *H-NMR (500 MIiz, CDCL,): 4 =1.29
(3H, s). 1.30 (3H, s), 3.08 (1H, dd, J = 5.0, 10.3 Hz), 3.25 (1H, ddd, J = 5.2, 5.9,
6.4 Hz),332(1H, dd, J = 5.9, 11.7 Hz), 3.37 (1H, dd, J = 6.4, 11.7 Hz), 3.51 (1H,
dd, J=5.0, 10.5Hz), 3.66 (1H, t, J=10.5Hz), 4.18 (1H, s), 420 (1H, d,
J=152Hz), 511 (1H, ), 7.17-7.53 (10H, m); '*C-NMR (125 MHz, CDCl,):
J§ =21.9,26.5,63.0, 64.0,64.3,72.3,74.0,78.4,79.4,99.8. 128.1, 128.3, 129.3, 129.5,
129.9, 144.8, 145.3.

8: Verbindung 7 (450 mg, 1.22 mmol) wurde mit 2 mL Pyridin versetzt und bei
Raumtemperatur gerithrt. Nach Zugabe von fer-Butyldiphenylsilylchlorid
(549 mg, 2 mmol) wurde 1 h bei Raumtemperatur gerithrt. Die Mischung wurde mit
15 mL Ethylacetat versetzt, mit H,O, 1~ HCl und gesiittigter NaHCO,-Losung
gewaschen und Uber Na,SO, getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels ergab
die siulenchromatographische Reinigung 8 (683 mg, 92%). [a}® = — 54.8
{c = 0.61 in MeOH); R, = 0.63 (Ethylacetat/Hexan =1/2); *H-NMR (500 MHz,
CDCly): 6 =0.96 (2, 9H). 1.25 {s. 3H), 1.29 (s, 3H), 3.09 (ddd, 1H, J =10, 10,
10 Hz), 3.29 (m, 3H), 3.59 (m, 1H), 3.80 (dd, 1H. J =10, 10 Hz), 4.19 (dd, 1fI,
J =20, 45Hz), 448 (dd, 1H, J = 2.0, 2.0 Hz), 4.95 {s, 1H), 7.38 (m, 20H); *3C-
NMR (125 MHz, CDCly): § = 22.3, 25.7, 26.0, 26.8, 61.7, 62.9, 65.6, 71.4, 74.0,
77.5,79.0, 98.8,127.1, 127.3, 127.6, 128.1, 128.2, 128.3, 128.6, 129.5, 129.6, 135.3,
135.5, 143.3, 143.4; HRMS fiir C33H,sO,NSICs {M + Cs*]: ber.: 740.2172; gef.:
740.2168.

9: Eine Losung von Periodinan[7] (548 mg, 0.9 mmol) in CH,Cl, wurde mit einer
Losung von 8 (548 mg) in 2 mL CH,Cl, versetzt. Die Mischung wurde bei Raum-
temperatur 3.5 h gerithrt. Nach Zugabe von 2 mL einer 1~ NaOH-Losung wurde
weitere 10 min geriihrt. Die organische Phase wurde mit 1 N NaOH gewaschen und
Uber MgSO, getrocknet. Entfernung des Losungsmittels im Vakuum ergab 9
(438 mg, 80%). [2]3® = —19.0 (¢ =1.05 in MeOH); R, = 0.41 (Ethylacetat/He-
xan =1/4); ‘H-NMR (500 MHz, CDCl,): § =1.06 (s, 9H), 1.33 (s, 6H), 3.39-3.46
(m, 1H), 3.48 (dd, 1H, J = 6.0, 11 Hz), 3.50 (dd, 1H, J = 3.0, 10.5 Hz), 3.53 (ddd,
1H, J = 8.5, 6, 8.5 Hz), 3.81 (dd, 1H, J =11, 8.5Hz), 3.87 (dd, 1H, J =10.5,
3.5Hz),4.31 (dd. 1H, J = 8.5, 1 Hz), 4.74 (s, 1H), 7.07-7.74 (m, 20H); '*C-NMR
(125 MHz, CDCl,): 6 = 25.3, 25.5, 26.8, 54.1, 62.0, 64.0, 67.3, 71.7, 71.8, 127.5,
127.6, 127.7, 128.3, 128.3, 128.7, 129.7, 129.7, 135.8.

10: Zu einer Lisung von 9 (400 mg, 0.66 mmol) in 5 mL Toluol wurde bei —78°C
tropfenweise Diisobutylaluminiumhydrid (0.5 mL, 1.0m in Hexan) durch eine Sprit-
ze zugegeben. Nach Beendigung des Zutropfens wurde weitere 0.5h bei —78°C
geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 400 pL Methanol, gefolgt von 4 mL
einer 10 %igen Losung von Rochellesalz (Kaliumnatriumtartrat) und 16 mL Ether
gestoppt. Die Mischung wurde bei Raumtemperatur fiir 1 h gerthrt und die organi-
sche Phase mit 1~ HCl und geséttigter NaHCO, Losung gewaschen, iiber MgSO,
getrocknet und im Vakuum eingeengt. Die siulenchromatographische Reinigung
(Ethylacetat/Hexan =1/10-1/3) ergab 10 (366 mg, 91%). [«]3* = —7.2 (¢ =1.15in
MeOH); R, =0.59 (Ethylacetat/Hexan =1/2); 'H-NMR (500 MHz, CDCl,):
& =0.96 (s, 9H), 1.33 (s, 3H), 1.40 (s, 3H), 3.05-3.08 (m, 1H), 3.30-3.41 (m, 3H),
3.74 (dd, 1H, J =10, 5.5 Hz), 4.27 {t, 1H, J = 5.5 Hz), 4.37-4.45 (m, 2H), 4.79 (s,
1H), 7.47 {m, 20H); '*C-NMR (125 MHz, CDCl,): § = 21.8, 26.5, 26.7, 59.8, 62.5,
63.3, 60.9, 71.4, 73.8, 73.9, 127.2, 127.3, 127.8, 128.3, 128.4, 128.5, 129.6, 129.7,
135.3, 135.4; HRMS fiir C,3H,;O,NSiCs [M + Cs*]: ber.: 740.2172; gef.:
740.2170.

10a: Zu einer Losung von 10 (296 mg, 0.49 mmol) in 8 mL THF wurde 1 mL einer
1.0 M Tetrabutylammoniumfluoridlésung gegeben. Die Mischung wurde bei Raum-
temperatur 30 min geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der
Riickstand in 15 mL Methanol aufgenommen und 200 mg para-Toluolsulfonsiu-
re-H,0 wurde hinzugefiigt. Die Losung wurde iber Nacht bei Raumtemperatur
gerihrt. Nach Zugabe von 2 mL gesattigter NaHCO, wurde nochmals 10 min ge-
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rihrt. Das Methanol wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand mit Ethylacetat
extrahiert. Die sdulenchromatographische Reinigung (Ethylacetat) ergab 10a
(121 mg, 75%). [¢]3° = +0(c =1.0in CH,OH); R; = 0.18 (Ethylacetat); 'II-NMR
(500 MHz, CD,0D): § = 3.1-3.2 (m, 2H), 3.40 (dd, 2H, J = 3.0, 11.0 Hz), 3.45
(dd, 2H, J = 6.0, 11.0 Hz), 4.05-4.15 (m, 2H), 5.11 (s, 1H), 7.1-7.5 (m, 10H);
'3C-NMR (125 MHz, CD,0D): § = 61.5, 65.8, 72.8, 73.1, 128.3, 129.2, 130.2,
143.4; HRMS fiir C,,H,,NO, [M + H*]: ber.: 330.1713; gef.: 330.1711.

1: Eine Losung von 10a in 10 mL MeOH wurde mit Wasserstoff iiber 30 mg
Pd(OH), hydrogenolysiert. Nach 6 h wurde der Katalysator abfiltriert und mit
Methanol gewaschen. Die vereinigten Methanollosungen wurden im Vakuum
konzentriert. Die sidulenchromatographische Trennung (CHCI,/CH,OH/H,0/
NH,OH = 5/4/1/0.08) ergab 1. "H-NMR (500 MHz, CD,;0D}: d = 3.55-3.65 (m,
2H), 3.8% (dd, 2H, J = 8.0, 12.0 Hz), 3.92 (dd, 2H, J = 5.0, 12.0 Hz), 4.3-4.4 (m,
2H); 3C-NMR (125 MHz, CD;0D): &= 59.45, 63.08, 71.69; HRMS fiir
CeH,;NO, [M + H*]: ber.: 164.0923; gef.: 164.0911; korrekte C,H,N-Analyse.

Chemo-enzymatische Synthese von 1: Eine methanolische Losung von 11[10] wurde
bei —78 °C mit Ozon behandelt bis die Reaktionsldsung schwach blau war. Nach-
dem restliches Ozon durch Stickstoff ausgetrieben worden war, wurde das Ozonid
12 h bei Raumtemperatur mit Dimethylsulfid (1 mL) und Wasser (1 mL) versetzt.
Das Methanol wurde im Vakuum entfernt, und die Reinigung des Rickstands an
einer Amberlite-XAD-T1-Sdule (3.0 x 10 cm, H,0) ergab 12, das dann mit einer
wilrigen Losung von Dihydroxyacetonphosphat (DHAP, 11 mL, 0.3 mmol) ver-
setzt wurde. Die Lésung wurde mit 0.5N NaOH auf pI 7.5 eingestellt. Fuculose-1-
phosphat-Aldolase (2.0 mL, 70 U) wurde hinzugefiigt und die Mischung 1 d bei RT
gerithrt. Nachdem ein enzymatischer Assay den vollstindigen Verbrauch von
DHAP anzeigte, wurde die Losung mit 1N HCl auf pH 4.7 eingestellt, saure Phos-
phatase (aus StiBkartoffeln, Typ XA, 0.8 mL, 200 U) zugegeben und 1 d geriihrt.

Durch Zugabe von 0.5N NaOH wurde die Losung auf pH 7.0 eingestelit und das
Wasser im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde mit Methanol versetzt, und der
16sliche Anteil ergab nach siulenchromatographischer Reinigung (CHCl,/MeOH/
H,O = 8/2/0.1) Verbindung 13 (50.4 mg, 82%). [2]2® = —13.5 (¢ = 0.60 in Me-
OH); 'H-NMR (400 MHz, D,0): 8 = 3.50 (1H, d vom AB-Typ, J =11.8 Hz), 3.60
(1H, 1, J =10.8 Hz), 3.71 (1H, d vom AB-Typ, J =11.80 Hz), 3.75 (1H, ddd,
J=10.80, 9.92, 5.60 Hz), 3.84 (1H, dd, J=10.80, 5.60 Hz), 3.88 (IH, d,
J=3.24Hz), 392 (1H, dd, J=9.92, 3.24 Hz); *C-NMR (100 MHz, D,0):
& = 58.70, 60.85, 64.25, 69.68, 70.37, 98.65; HRMS fiir C;H;N,O,Na[M + Na*]:
ber.: 228.0596; gef.: 228.0590.

Eine Losung von 13 in 10 mL EtOH wurde mit 50 psi Wasserstoffdruck und 10 %-
Pd-C (10 mg) 12 h hydrogenolysiert. Der Katalysator wurde abfiltriert und die
Lésung eingedampft. Die sdulenchbromatographische Reinigung des Rickstands
(CHCl,/MeOH/H,0/NH,OH = 6/4/1/0.1) ergab 1 (14 mg, 61%). Die *H- und
'3C-NMR Spektren sind identisch mit denen von chemisch hergestelltem 1.
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