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ABSTRACT

The two pentasaccharides O-(2-acetamido-2-deoxy-B-D-glucopyranosyl)-
(1-2)- O- a-D-mannopyranosyl-(1—3) - O-[@-p-mannopyranosyl-(1—6)}-O- B-D-
mannopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-2-deoxy-D-glucopyranose and  O-(2-acet-
amido-2-deoxy- B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-O-a-p-mannopyranosyl-(1—6)-[ O-a-
D-mannopyranosyl-(1—3)]-O-B-pD-mannopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-2-deoxy-D-
glucopyranose which represent unsymmetrical sequences of the carbohydrate chain
of N-glycoproteins of the lactosamine type and, thus, are useful compounds for
studying the biosynthesis of N-glycoproteins, were synthesized by glycosidation of
partially deprotected tetrasaccharides.

ZUSAMMENFASSUNG

Es wurden die beiden Pentasaccharide O-(2-Acetamido-2-desoxy-B-D-gluco-
pyranosyl)-(1-2)-O-a-D-mannopyranosyl-(1-3)-O-{ a-p-mannopyranosyl-(1—-6)]-
O-B-D-mannopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-2-desoxy-D-glucopyranose und O-(2-
Acetamido-2-desoxy-B-D-glucopyranosyl)-(1—2)- O-a-D-mannopyranosyl-(1-—6)-
[O- a-D-mannopyranosyl-(1-—3)]- O- B-D-mannopyranosyl-(1—4)-2-acetamido-2-
desoxy-D-glucopyranose synthetisiert, die beide unsymmetrische Teilsegmente der
Kohlenhydrat-Kette von N-Glycoproteinen des Lactosamin-Typs darstellen. Sie
sind fir Biosynthese-Studien der N-Glycoproteine geeignet. Der Glycosidierungs-
schrittzu den Pentasacchariden erfolgt mit partiell entblockierten Tetrasacchariden.

EINFUHRUNG

Vor kurzem haben wir iiber die Synthese des Basis-Octasaccharides 1 der
N-Glycoproteine vom lactosaminischen Typ berichtet??, Diese Verbindung
enthélt zwei Lactosamin-Ketten (Antennen). Weiterhin wurde von uns die invari-
able Pentasaccharid-“Core”-Struktur synthetisiert!, die gleichermaBen im oligo-

*LXI. Mitteilung der Serie "Bausteine von Oligosacchariden” LX. Mitteil., siche Zit. 1.
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mannosidischen, lactosaminischen und hybridischen Typ der N-Glycoprotein-
Strukturen vorkommt. Auch wurden eine Reihe von Teilsegmenten der genannten
Oligosaccharide dargestellt’. Diese Teilsegmente sind von erheblicher Bedeutung
fiir die Aufkliarung der Biosynthese der Oligosaccharid-Ketten der N-Glyco-
proteine’. So haben Harpaz und Schachter® in einer umfangreichen Studie unter-
sucht, welche Teilsegmente von den verschiedenen von ihnen isolierten N-Acetyl-
glucosaminyl-Transferasen’ glycosidiert werden. Mit diesen Segmenten 14Bt sich
ebenfalls studieren, welche Minimalstruktur notwendig ist, damit eine Glycosidie-
rung mit bestimmten Glycosyltransferasen erfolgen kann. Auf diesem Wege haben
Schachter er al.® ein relativ iibersichtliches Reaktionsschema entwickelt, aus dem
sich die Hauptwege des Aufbaus der Oligosaccharid-Ketten ergeben. Aus dem
Schema wird ebenfalls erkennbar, welche Glycosidierungsschritte nicht ablaufen
kénnen.

& 5 4 3 2
A-0-Galp-(1—#=4)-A-p-GicpNAC-{1 = 2}-a-p-Manp-{1— 3)-A-p-Manp-{(1—- 4}-p-GicNAc
6

T

1
A-p-Gaip-(1-——m 4)-3-p-GlepNAC-(1—= 2)-g-D~Manp
5’ 5 4

1

Zur Vervollstindigung dieses Biosynthese-Schemas ist die Prifung der
beiden unsymmetrisch substituierten Pentasaccharid-Segmente 10 und 14 von In-
teresse. Beide Verbindungen sollen daraufhin untersucht werden, ob mit ihnen
eine Glycosidierung mit N-Acetylglucosaminyl-Transferasen méglich ist. Es muf3
erwahnt werden, daB fir eine Glycosidierung die Anwesenheit der B-glycosidisch
gebundenen 2-Amino-2-desoxy-D-glucose-Einheit am reduzierenden Ende unbe-
dingt notwendig ist®. In der vorligenden Veroffentlichung wird die Synthese der
beiden unsymmetrisch substituierten Sequenzen 10 und 14 beschrieben.

DISKUSSION UND ERGEBNISSE

Ausgangsprodukt der Synthese ist das von uns bereits dargestellte verzweigte
Tetrasaccharid®!® 2. Dieses enthilt B-glycosidisch verkniipft am reduzierenden
Ende cine 2-Azido-2-desoxy-D-glucose-Einheit, die spiter in die essentielle B-gly-
cosidisch verkniipfte 2-Acetamido-2-desoxy-D-glucose-Einheit umgewandelt wer-
den kann. Die beiden a-glycosidisch verkniipften b-Mannosereste enthalten jeweils
an C-2" und C-2" eine selektiv abspaltbare O-Acetylgruppierung. Um eine unsym-
metrische Substitution an diesen beiden Positionen zu erreichen, wurde die Hydro-
lysegeschwindigkeit dieser beiden O-Acetylgruppen untersucht.

Fiir eine Partialhydrolyse der O-Acetylgruppen in 2 erwiesen sich sehr milde
Bedingungen mit Kaliumcarbonat in Dichlormethan~Methanol 3:1, am giinstig-
sten. Unter diesen Bedingungen liegen neben dem Ausgangsprodukt 2 die Mono-
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(Benzylether)
~4-0H

d-o-Man
2 (1=3)

' 5-GlcNAc

Abb. 1. Energiearmste Konformation der entblockierten Verbindung 2 nach emner Berechnung mit
dem g e.s.a.-Programm!!

acetate 3, 4 und das vollstindig hydrolysierte Produkt § vor. Alle vier Produkte
weisen erhebliche Unterschiede in ihren chromatographischen Laufzeiten auf, so
da8 sie leicht zu trennen sind. Nach zwei Stunden ist bei 20° mit anteilen von 34%
2, 15% 3, 35% 4 und 10% § ein Optimum an Monoacetyl-Verbindungen zu er-
reichen. Das leicht abtrennbare § ist durch Nachacetylierung wieder in das eben-
falls leicht abtrennbare 2 zu iiberfithren, so da8 praktisch kein Verlust bei der Dar-
stellung der Monoacetate entsteht, denn 2 kann erneut fiir eine partielle Hydrolyse
eingesetzt werden.

Eine Zuordnung der Struktur der Monoacetate 3 und 4 war nur durch 2D-
N.m.r.-Spektren moglich. Von 3 und 4 wurden "H-'H-korrelierte Spektren her-
gestellt. Aus den c.o.s.y.-Sprektren lief3 sich eine vollstindige Zuordnung der Pro-
tonen der verschiedenen Pyranoseringe durchfithren. Bei 3 wurde fiir H-2” und bei
4 fiir H-2" eine Hochfeldverschicbung im Vergleich mit den entsprechenden Signa-
len von 2 gefunden. Umgekehrt ist bei 3 das H-2"-Signal und bei 4 das H-2"-Signal
in seiner chemischen Verschiebung mit den korrespondierenden Werten in 2 ver-
gleichbar. Dieses entspricht der angegebenen Zuordnung. Die Daten der N.m.r.-
spektren sind in Tabbelle I enthalten. Die dort angegebene Numerierung der ein-
zelnen Oligosaccharid-Einheiten ist Formel 1 zu entnehmen.

Bemerkenswert ist, dal die Hydrolyse der O-Acetylgruppe in der (1—3)-
und der (1—6)-glycosidisch gebundenen D-Mannose-Einheit mit unterschiedlicher
Reaktionsgeschwindigkeit erfolgt. So ist die Spaltungsgeschwindigkeit im (1—6)-
gebundenen Ring etwa doppelt so grof3. Von dem allerdings vollstindig entblock-
ierten Tetrasaccharid 2 haben wir die bevorzugte Konformation durch h.s.e.a.-
Berechnungen und n.0O.e.-N.m.r.-Experimente bestimmt!!. Die bevorzugt vor-
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liegende gr-Konformation ist auf Abb. 1 wiedergegeben. Nimmt man fir die
blockierte Verbindung 2, zumindest in dem aus drei D-Mannoseresten bestehenden
Teil, eine vergleichbare Konformation an, so ist erkennbar, daB die Benzylether-
Gruppierung an C-4' der mittleren D-Mannose-Einheit die O-Acetylgruppe der
(1—3)-gebundenen D-Mannose abschirmt. Hier wire somit eine geringere Reak-
tionsgeschwindigkeit gegeniiber der relativ freistehenden O-Acetylgruppe der
(1—6)-gebundenen D-Mannose zu erwarten.

Fiir die Glycosidsynthese mit 3 und 4 wird als bewihrter Glycosyldonator die
Phthalimido-Verbindung!? 6 eingesetzt. Bei Gegenwart von Silbertriflat-2,4,6-Tri-
methylpyridin ist 3 mit 6 zum Pentasaccharid 7 umzusetzen. Die Hydroxylgruppe
der (1—3)-verkniipften D-Mannose-Einheit reagiert auch hier etwas schwieriger,
und es muB ein groBerer UberschuB an 6 eingesetzt werden. Von 7 148t sich durch
2D-N.m.r.-Sprektroskopie das 'H-N.m.r.-Sprektrum weitgehend 16sen (siche Ta-
belle I). Die Diaxialkopplung von J;. ,» 8.4 zeigt die B-glycosidische Bindung der
neu angekniipften Einheit an.

Zur Entblockierung werden in 7 zunéchst mit katalytischen Mengen Natrium-
methoxid in Methanol die O-Acetylgruppen entfernt. Die Abspaltung der Phthal-
imido-Gruppe erfolgt durch Behandeln mit Hydrazinhydrat in Ethanol. Die an-
schlieBenden Acetylierung ergibt dann 8. Durch vorsichtige Acetolyse mit Trifluor-
essigsdure—Acetanhydrid wird der 1,6-Anhydroring der reduzierenden Einheit
geoffnet. Daran schlieBt sich unmittelbar die hydrogenolytische Abspaltung der
Benzylethergruppen an, da bei der Acetolyse schon teilweise Benzylether an den
primiren OH-Gruppen der a-D-Mannose-Einheiten abgespalten werden3. Die
anschlieBende Acetylierung ergibt das vollstindig peracetylierte Produkt 9. Das
Acetat 9 liegt als Anomerengemisch im Verhiltnis a: 8 wie 4:1 vor. Im letzten
Schritt wird aus 9 durch milde alkalische Spaltung mit Kaliumcarbonat in Metha-
nol'3 das gewiinschte Pentasaccharid freigesetzt. In wiBriger Losung wird ein ano-
merenverhdltnis a: B wie 2:3 gefunden.

Die Darstellung des Pentasaccharides 14 erfolgt in entsprechender Weise.
Die partiell entacetylierte Verbindung 4 ergibt mit dem Glycosyldonator 6 bei
Gegenwart von Silbertriflat in noch besserer Ausbeute das Pentasaccharid 11.
Auch hier lieB sich das H-N.m.r.-Sprektrum durch ein 2D-c.0.s.y.-Sprektrum
weitgehend analysieren. Das Sprektrum ist mit der Struktur gut vereinbar (siche
Tabelle 1).

Zur Entblockierung von 11 werden wiederum alkalisch zunichst die O-Ace-
tylgruppen abgespalten und dann mit Hydrazin die Phthalimido-Gruppe entfernt.
Die Nachacetylierung ergibt 12. Durch Acetolyse mit Trifluoressigsdure~Acetan-
anhydrid wird der 1,6-Anhydroring getffnet. Die anschlieBende Hydrogenolyse
und Acetylierung fithrt zu 13, das im Anomerengemisch «:8 wie 5:3 vorliegt. Die
Spaltung mit Kaliumcarbonat in Methanol liefert das vollstindig entblockierte Pro-
dukt 14. In wiBriger Losung findet man hier ein Anomerenverhéltnis von a: B wie
1:1. Damit stehen beide Pentasaccharide 10 und 14 fiir biclogische Untersuchungen
zur Verfiigung.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Allgemeine Methoden. — Alle Reaktionen wurden diinnschichtchromatogra-
phisch an Kieselgel-Fertigfolie (Merck, GF,s,) verfolgt. Detektion U.v.-Adsorp-
tion, Ansprihen mit Ethanol-H,SO, 10:1 oder mit Ninhydrin-Lésung mit an-
schlieBender Warmebehandlung (180°). Siulenchromatographische Trennungen:
Kieselgel 60 (Merck). Die Feinreinigung der entblockierten Verbindungen erfolgt
an Kieselgel LiChroprep NH, (Merck). Optische Drehungen: Perkin—-Elmer Polari-
meter 241 in 1 dm Kiivetten bei 589 nm. N.m.r.-Sprektren: Bruker WH 270 und
WM 400, innerer Standard Me,Si.
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Alle Glycosidsynthesen wurden in Braunglaskolben unter Stickstoffatmos-
phire und mit absolut wasserfreien Losungsmitteln durchgefiihrt.

0-(3,4,6-Tri-O-benzyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—3)-O-[ (2-O-acetyl-3,4,6-tri-
0-benzyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—6)]-0-(2,4-di-O-benzyl-B-D-mannopyranosyl)-
(1-4)-1,6-anhydro-2-azido-3-O-benzyl-2-desoxy-B-D-glucopyranose (3) und O-(2-
O-Acetyl-3,4,6-tri-O-benzyl-a-D-mannopyranosyl)- (1—3)-0-{(3,4,6-tri-O-benzyi-
a-D-mannopyranosyl) - (1—6)]-0-(2,4-di-O-benzyl- B-D-mannopyranosyl) - (1—4)-
1,6-anhydro-2-azido-3-O-benzyl-2-desoxy-B-D-glucopyranose (4). — Tetrasaccha-
rid!® 2 (1.6 g, 2.52 mmol) wird in Dichlormethan (15 mL) und Methanol (5 mL)
gelost. Unter Rihren gibt man wasserfreies, gepulvertes K,CO, (40 mg) zu. Nach
Beendigung der Reaktion (2 h, D.c.: Toluol-Aceton 3:1, v/v; Ry 0.70 fiir 4, 0.55
fiir 3, 0.45 fiir 2 und 0.30 fiir §) wird mit Ionenaustauscher Dowex 50 WX-8 (H*)
neutralisiert, filtriert und an Kieselgel (Toluol-Aceton 9:1, v/v) getrennt.

3. Ausb. 240 mg (15%), Sirup, [«]3" +20.6° (¢ 1.5, Chloroform); 'H-N.m.r.
(400 MHz, CDCl;; Protonen der Pyranoseringe siche Tabelle I): 8§ 7.45-7.10 (m,
45 H, 9 Ph), 4.99-4.40 (18 d, 18 H, 9 CH,-Ph), 2.35 (d, 1 H, OH), 2.07 (s, 3 H,
CH,CO).

Anal. Ber. fiir CgHysN,O,, (1526.8): C, 70.02; H, 6.27; N, 2.75. Gef.: C,
70.11; H, 6.23; N, 2.81.

4. Ausb. 560 (35%), Sirup, [«]3° +19.0° (¢ 1.0, Chloroform); 'H-N.m.r. (400
MHz, CDCl,, Protonen der Pyranoseringe siehe Tabelle I): § 7.45-7.10 (m, 45 H,
9 Ph), 5.01-4.34 (18 d, 18 H, 9 CH,-Ph), 2.06 (s, 3 H, CH,CO).

Anal. Ber. fir CgHgsN;O,, (1526.8): C, 70.02; H, 6.27; N, 2.75. Gef.: C,
69.88; H, 6.27; N, 2.75.

Ferner werden isoliert an 2: 540 mg (34%) und an 5: 160 mg (11%).

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- B-D-glucopyranosyl) - (1—2)-
0-(3,4,6-tri-O-benzyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—3)-O-[ (2-O-acetyl-3, 4, 6-tri-O-ben-
zyl-a-D-mannopyranosyl) - (1-6)]-O- (2,4-di- O-benzyl- B-D-mannopyranosyl) -
(1—4)-1,6-anhydro-2-azido-3-O-benzyl-2-desoxy-p-D-glucopyranose (7). — Die
Hydroxylkomponente 3 (270 mg, 0.18 mmol) wird in Dichlormethan (10 mL) ge-
16st. Man setzt pulverisiertes Molekularsieb 4A (1.5 g), Silbertrifluormethansulfo-
nat (0.7 g, 2.76 mmol) und 2,4,6-Trimethylpyridin (0.35 mL, 2.63 mmol) zu und
kihlt unter Riithren auf —40°. Danach tropft man innerhalb 1 h das Glycosylhaloge-
nid 6 (0.1 g, 0.2 mmol), gel6st in Dichlormethan (5§ mL) zu und 148t anschlieBend
innerhalb 5 h auf Raumtemp. erwirmen. Es wird wieder auf —40° abgekiihlt und
die gleiche Menge Glycosylhalogenid 6 (0.1 g, 0.2 mmol) in Dichlormethan (5 mL)
nochmals eingetropft. Nach dem Erwédrmen auf Raumtemp. (5 h) wird mit Dichlor-
methan (100 mL) verdiinnt, iber Celite filtriert und das Filtrat mit Eiswasser, eis-
kalter 3%iger HCl, wiBriger NaHCO,-Losung und Wasser gewaschen. nach dem
Trocknen mit Na,SO, und Einengen wird der Rohsirup an Kieselgel (Toluol-Ace-
ton 10:1, v/v) gereinigt; Ausb. 210 mg (61%), Sirup, [a]3? +8.6° (¢ 0.6, Chloro-
form); '"H-N.m.r. (400 MHz, CDCl;; Protonen der Pyranoseringe siche Tabelle I):
87.40-7.10 (m, 49 H, 9 Ph, 1 Phth), 5.004.35 (18 d, 18 H, 9 CH,-Ph), 2.19, 2.04,
2.00, 1.86 (4 s, 12 H, 4 CH,CO).



38 H PAULSEN. W RAUWALD. R LEBUHN

Anal. Ber. fir C,H,,,N,O,5 (1944.1): C, 67.34; H. 5.91; N, 2.88. Gef.: C,
67.37; H, 5.90; N, 2.90.

O-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-O-
(3.4,6-tri-O-benzyl-a-D-mannopyranosyl) - (1—3)-O-[(2-O-acetyl-3,4,6 - tri-O-ben-
zyl- - D -mannopyranosyl) - (1—-6)]-O-(2,4-di- O -benzyl- B-D-mannopyranosyl )-
(1—4)-1,6-anhydro-2-azido-3-O-benzyl-2-desoxy-B-D-glucopyranose (8). — Penta-
saccharid 7 (210 mg, 0.11 mmol) wird in Methanol (5 mL) geldst und mit methano-
lischer Methanolat-Losung (0.5 mL, 1%) innerhalb 3 h deacetyliert. Nach dem
Neutralisieren mit lonenaustauscher Dowex 50 WX-8 (H*) wird filtriert und ein-
geengt. Der Sirup wird in Ethanol-Wasser (5 mL, 19:1) gelést und nach Zugabe
von Hydrazinhydrat (0.8 mL, 80%) 1.5 h unter Rickflu erhitzt (D.c.: Chloro-
form—Methanol 4:1, v/v). Die abgekiihlte Losung versetzt man mit 1-Butanol (3
mL), engt am Hochvakuum zur Trockene ein, nimmt mit Pyridin—Acetanhydrid (5
mL. 2:1. v/v) auf und 146t 12 h bei Raumtemp. stehen (D.c.: Toluol-Aceton 3:1,
v/v). Nach Entfernen des Ldsungsmittels am Hochvakuum wird an Kieselgel
(Toluol-Aceton 7:1-3:1, v/v) gereinigt; Ausb. 137 mg (68%), Sirup, [a]z? +11.1°
(c 1.4, Chloroform); 'H-N.m.r. (400 MHz, CDCl,; Protonen der Pyranoseringe
siche Tabelle I): 6 7.35-7.10 (m, 45 H, 9 Ph), 5.19 (d, J.» xy 8.0 Hz, 1 H, NH),
5.01-4.32 (18 d, 18 H, 9 CH,-Ph), 2.34,2.12,2.07, 1.96. 1.94 (5§ s, I5H, 5 CH,CO).

Anal. Ber. fir C,;;H,;,N,O,5 (1856.0): C, 66.66; H. 6.19; N, 3.02. Gef.: C,
66.59; H. 6.25: N, 2.98.

O-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy- B-D-glucopyranosyl)-(1—2}-O-
(3,4,6-tri-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—3}-0-[(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-
mannopyranosyl-(1-6)]-0-(2,4-di-O-acetyl-B-D-mannopyranosyi)-(1—4)-2-acet-
amido-1,3,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a,3-D-glucopyranose (9). — Pentasaccharid 8
(70 mg, 38 umol) wird in einer Lésung aus Acetanhydrid-Trifluoressigsdure (8 mL,
15:1, v/v) 6 Tage bei Raumtemp. stehengelassen (D.c.: Toluol-Aceton 3:1, v/v).
Es wird mit Toluol am Hochvakuum eingeengt und iber Kieselgel (Toluol-Aceton
7:1, v/v) gereinigt. Den erhaltenen Sirup ldst man in Methanol (10 mL), setzt 1.4-
Dioxan (1 mL), Acetanhydrid (0.1 mL) und Pd-C (120 mg, 10%) zu und hydriert
5 h bei 4.5 MPa Wasserstoffdruck. Danach wird filtriert und nach dem Einengen
mit Pyridin-Acetanhydrid (3 mL, 2:1, v/v) 12 h bei Raumtemp. acetyliert. Dann
wird mit Toluol am Hochvakuum abgezogen und der Rickstand an Kieselgel
(Toluol-Ethanol 8:1—5:1, v/v) gereinigt; Ausb. 30.5 mg (52%); [a]3" +16.7° (¢
0.8, Chloroform). Die a- und B-Anomeren (Verhiltnis a:8 wie 4:1) lassen sich
nicht trennen.

Anal. Ber. fiir Ci,HgN,O,, (1541.4): C, 49.87; H, 5.75; N, 1.82. Gef.: C,
49.81; H, 5.80; N, 1.86.

O-(2-Acetamido-2-desoxy- B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-O-a-D-mannopyrano-
syl-(1—3)-O-[a-D-mannopyranosyl-(1—6)-O- B-D-mannopyranosyl-(1—4)-2-acet-
amido-2-desoxy-a,B-D-glucopyranose (10). — Das Anomerengemisch 9 (20 mg, 13
umol) wird in Methanol (5§ mL) gelést und nach Abkiihlung auf 0° mit K,CO, (5
mg) versetzt und 3 Tage gerihrt. Es wird mit Ionenaustauscher Dowex 50 WX-8
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(H*) neutralisiert, filtriert und zur Trockene eingedampft. (D.c.: Chloroform-
Methanol-Wasser, 5:4:1, v/v/v). Die Substanz wird mit Wasser sdulenchromato-
graphisch an Sephadex G25 gereinigt; Ausb. 8 mg (65%), Sirup, {«]3® ~7.7° (c
0.35, Wasser); 'H-N.m.r. (400 MHz, D,0, bezogen auf HOD, § 4.64; Protonen
der Pyranoseringe siche Tabelle I): 6§ 1.90 (s, 6 H, 2 CH,CO); in wéBriger Losung
wird ein Anomerenverhaltnis «: 8 von 2:3 beobachtet.

Anal. Ber. fir C;,HgN,O,, (910.8): C, 44.84; H, 6.42; N, 3.08. Gef.: C,
44.81; H,6.45; N, 3.11.

0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido- B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-
0-(3,4,6-tri-O-benzyl-a-D-mannopyranosyl)-(1—6)-O-{ (2-O-acetyl-3,4,6-tri-O-ben-
zyl- a-D-mannopyranosyl) - (1-3)]-O- (2,4-di-O- benzyl- B-D-mannopyranosyl) -
(1—4)-1,6-anhydro-2-azido-3-O-benzyl-2-desoxy-B-D-glucopyranose (11). — Das
Tetrasaccharid 4 (465 mg, 0.3 mmol) wird in Dichlormethan (10 mL) geldst. Man
setzt pulverisiertes Molekularsieb 4A (2 g), Silbertriffuormethansulfonat (880 mg,
3.41 mmol) und 2 ,4,6-Trimethylpyridin (0.4 mL, 2.91 mmol) hinzu und kihlt unter
Rithren auf —40°. Danach tropft man innerhalb einer Stunde die Glycosylhaloge-
nid 6 (0.3 g, 0.6 mmol), gelost in Dichlormethan (5 mL), zu. Nach beendeter Zuga-
be wird langsam (6 h) auf Raumtemp. erwirmt und, wie bei Verbindung 7 beschrie-
ben, aufgearbeitet; Ausb. 427 mg (73%), Sirup, [«]3® +3.0° (c 0.8, Chloroform);
'H-N.m.r. (400 mHz, CDCl,; Protonen der Pyranoseringe siche Tabelle I): §7.40—
7.10 (m, 49 H, 9 Ph, 1 Phth), 4.934.32 (18 d, 18 H, 9 CH,-Ph), 2.07, 2.03, 1.93,
1.80 (4 s, 12 H, 4 CH;CO).

Anal. Ber. fir CygoH,;1,N,O, (1944.1): C, 67.34; H, 5.91; N, 2.88. Gef.: C,
67.38; H, 5.99; N, 2.92.

O-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-B-D-glucopyranosyl)-(1-2)-O-
(3,4,6-tri-O-benzyl-a-D-mannopyranosyl)- (1—6)-O-[(2-O-acetyl-3,4,6-tri-O-ben-
zyl- a-D-mannopyranosyl) - (1-3)]-O- (2,4-di-O-benzyl - B-D-mannopyranosyl) -
(1-4)-1,6-anhydro-2-azido-3-O-benzyl-2-desoxy-B-D-glucopyranose (12). — Sub-
stanz 11 (320 mg, 0.18 mmotl) wird wie bei 8 beschrieben der Hydrazinolyse unter-
zogen und nachacetyliert; Ausb. 188 mg (65%), Sirup, [a]3® +7.9° (¢ 1.3, Chloro-
form); 'H-N.m.r. (400 MHz, CDCl;; Protonen der Pyranoseringe siche Tabelle I):
87.35-7.10 (m, 45 H, 9 Ph), 5.51 (d, J» yyy 7.0 Hz, 1 H, NH), 5.01-4.31 (18 d, 18
H, 9 CH,-Ph), 2.36, 2.07,2.02, 1.98, 1.97 (5 5, 15 H, 5 CH,CO).

Anal. Ber. fiir C,p3H,,,N,O,4 (1856.0): C, 66.66; H, 6.19; N, 3.02. Gef.: C,
66.65; H, 6.20; N, 3.09.

O-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy- B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-O-
(3,4,6-tri-O-acetyl-a-D-mannopyranosyl)- (1-6)-0-{(2,3,4,6-tetra-O-acetyl- a-D-
mannopyranosyl)-(1—3)]-0O-(2,4-di-O-acetyl-B-D-mannopyranosyl)-(1—4)-2-acet-
amido-1,3,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-a,B-D-glucopyranose (13). — Das Pentasaccha-
rid 12 (180 mg, 0.1 mmol) wird wie bei 9 beschrieben weiter umgesetzt. Allerdings
benotigte die Acetolyse nur 1 Tage Reaktionszeit; die Hydrogenolyse dauerte bei
Normaldruck 4 Tage; Ausb. 58 mg (39%), Sirup, [«]}3® +12.4° (¢ 0.8, Chloroform);
die a- und B-Anomeren (Verhiltnis a: 8 wie 5:3) lassen sich nicht trennen.
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Anal. Ber. fir CoHgN,O,, (1541.4): C, 49.87; H, 5.75; N, 1.82. Gef.: C,
49.89; H, 5.70; N, 1.78.

O-(2-Acetamido-2-desoxy-B-D-glucopyranosyl)-(1—2)-O-B-D-mannopyrano-
syl-(1—6)-[O-a-D-mannopyranosyl-(1—3) ]-O- B-D-mannopyranosyl-(1—4)-2-acet-
amido-2-desoxy-a,B3-D-glucopyranose (14). — Substanz 13 (55 mg, 0.036 mmol)
wird wie bei 10 beschrieben entblockiert; Ausb. 31 mg (94%), Sirup. Zur Feinreini-
gung wird eine Probe (22 mg) zusatzlich iiber LiChroprep NH, (Merck) (4.5 g)
getrennt (Chloroform—Methanol-Wasser, 3:3:1, v/v); [a]3? —4.3° (c 1.5, Wasser);
'H-N.m.r. (400 MHz, D,0, bezogen auf HOD, 8 4.64; Protonen der Pyranoseringe
siche Tabelle I): § 1.90 (2 s, 6 H, 2 CH,CO). In wiiriger Losung wird ein Anome-
rengemisch a: 8 von 1:1 beobachtet.

Anal. Ber. fur C;,HN,Oy (910.8): C, 44.84; H, 6.42; N, 3.08. Gef.: C,
44.78; H, 6.46; N 3.04.
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