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Durch eine Synthese, bei der der Trisaccharidhalogenid-Block 12 verwendet wird, 148t sich nach
vollstandiger Entblockierung das verzweigte Tetrasaccharid

-D-Man-(1-+4
! ( )>a—D—Ga1-(1—~4)—L—Rha (1)
B-D-GlcNAc-(1-+3)
erhalten, das die repeating-unit der O-spezifischen Kette des Bakteriums Escherichia coli O 75
darstellt. Durch Verkniipfung des Blocks 12 mit dem Rhamnosid 19, einem Glycosid des
8-Ethoxycarbonyloctanols, wurde das Spacer-haltige Tetrasaccharid 20 synthetisiert., Dieses ist
ein Hapten, das zur Ankniipfung an ein Protein und somit zur Gewinnung eines synthetischen

Antigens geeignet ist.

Building Units for Oligosaccharides, X XXIV

Synthesis of the Repeating-Unit of the O-Specific Chain of the Lipopolysaccharide from
Escherichia coli O 75

Reaction of the trisaccharidehalide-block 12 with the benzyl rhamnoside 13 gave a tetrasaccharide
which, after complete removal of the protecting groups, yielded the branched tetrasaccharid 1
(see german summary). This represents the repeating-unit of the O-specific chain of the lipopoly-
saccharide from Escherichia coli O 75. A simular reaction between the block 12 and the 8-ethoxy-
carbonyloctyl rhamnoside 19 leads to the tetrasaccharide 20 which contains a suitable spacer-unit
for coupling with a protein to give a synthetic antigen.

Die O-spezifischen Ketten der Lipopolysaccharide von gramnegativen Bakterien sind fiir biolo-
gische Reaktionen von besonderem Interesse, da sie als Endgruppen iiber die Aulenmembran des
Bakteriums hinausragen. Sie wirken als O-Antigene und kénnen im Sidugetierorganismus die Bil-
dung von spezifischen Antikérpern stimulieren, die bei immunologischen Abwehrreaktionen ge-
gen die Bakterien von zentraler Bedeutung sind. Eine synthetische repeating-unit, aus der die O-
spezifischen Ketten aufgebaut sind, sollte ganz entsprechende serologische Eigenschaften besitzen
und, an ein polymeres Protein gekniipft, in der Lage sein, die Bildung spezifischer Antikdrper zu
induzieren.

Fiir die Synthese der repeating-unit der O-spezifischen Kette des Lipopolysaccharides
von Escherichia coli O 752 haben wir bereits Vorstudien durchgefithrt*®. Es wurde
insbesondere das Problem der Herstellung einer B-mannosidischen Bindung in
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3116 H. Pauisenund O. Lockhoff

Oligosaccharid-Bausteinen gelost?. Teilsegmente der repeating-unit konnten bereits
synthetisiert werden'-?. Es ist jetzt gelungen, die vollstindige Tetrasaccharid-Einheit 1
in freier Form und auch mit einem Spacer verbunden zu synthetisieren, wobei sich die
von uns entwickelte Block-Synthese als besonders giinstig erwies.

Als Startverbindung konnte das Disaccharid 3V aus Mannose und Galactose in p-gly-
cosidischer Verkniipfung verwendet werden. Um nun den Aminozucker an die 3-OH-
Gruppe der galacto-Einheit zu kniipfen, wurde das Phthalimido-Verfahren® ange-
wandt. Hierzu wurde 3 mit dem Bromid 2 in Nitromethan bei Gegenwart von Silbertri-
flat und Collidin umgesetzt, Das verzweigte Trisaccharid 4 wird hierbei in 93proz. Aus-
beute in stereoselektiver Reaktion erhalten. Aus dem NMR-Spektrum, das durch Ver-
gleich mit den Spektren der Partialstrukturen vollstindig gelost werden konnte, ergibt
sich eindeutig, daf eine B-glycosidische Bindung mit der angekniipften Aminozucker-
Einheit vorliegt. Das Proton 1'-H bei § = 5.43 weist eine grofle Kopplung von J,. ;. =
8.4 Hz auf.

Zur Entblockierung von 4 wird zunichst mit Hydrazin die Phthalimidogruppe abge-
spalten und anschlieBend peracetyliert, wobei man zum Trisaccharid 5 kommt. Die
Acetolyse von 5 bei Gegenwart von Trifluoressigsdure liefert unter 1,6-Anhydroring-
offnung das Gemisch der anomeren Acetate 7 im Verhiltnis o: p = 4: 1. Beide Anome-
re kénnen durch Chromatographie rein erhalten und NMR-spektroskopisch identifi-
ziert werden. Zur weiteren Entblockierung wurde das Anomerengemisch 7 zur Abspal-
tung der Benzylethergruppen hydriert zu 8, das in die peracetylierte Verbindung 9 tiber-
gefithrt werden kann. Mit Hilfe von Triethylamin lieen sich aus 9 alle O-Ace-
tylgruppen abspalten. Das vollstindig entblockierte Trisaccharid 10 konnte nach Reini-
gung iiber Sephadex-Gel rein erhalten werden. Die NMR-Daten stimmen mit der Struk-

tur 10 gut {iberein.
Die Trisaccharid-Einheit 7 sollte jetzt fiir eine Block-Synthese zum Tetrasaccharid 1

vorbereitet werden. Mit Titantetrabromid 143t sich 7 bei 0°C in guter Ausbeute z7um o-
Bromid 12 umsetzen. Diese Reaktionsbedingungen sind genau einzuhalten, da bei ho-
heren Temperaturen teilweise Weiterreaktion zu Nebenprodukten erfolgt. Das Bromid
12 wird unmittelbar mit dem Rhamnose-Derivat 13 bei Gegenwart von Quecksilberbro-
mid in 16 h vollstindig umgesetzt. Es werden hierbei zwei Hauptprodukte gebildet, die
sich im Diinnschichtchromatogramm relativ unterschiedlich verhalten und die daher
durch Siulenchromatographie rein isoliert werden konnten. Es handelt sich um die bei-
den Tetrasaccharide 11 und 14 mit «- und pB-glycosidisch verkniipftem Rhamnose-Rest.
Die geringe Selektivitit der Reaktion ist auf die hohe Reaktivitit des Halogenids zu-
riickzufiihren, da in der Galactose-Einheit sowohl 3-OH als auch 4-OH mit Glycosylre-
sten substituiert sind. Dies fiihrt, in Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen an
Modellsubstanzen?®, bei der Glycosidsynthese zu einem relativ hoheren Anteil an B-
Produkt 14. Die Reaktivitit ist aber gliicklicherweise geringer als bei der 2,3,4-Tri-O-
benzyl-Einheit®, bei der das Anomeren-Verhiltnis bei der entsprechenden Glycosid-
synthese noch stirker zum B-Produkt verschoben ist.

Die neu gekniipfte a-glycosidische Bindung in 11 ergibt sich aus dem 'H-NMR-
Spektrum des Resonanzsignals des Protons 1'-H der galacto-Einheit bei 6 = 5.16, das
die kleine Kopplungskonstante von J;. ,, = 3.5 Hz aufweist. Sehr viel besser ist die Art
der glycosidischen Bindung aller Einheiten aus den !3C-NMR-Spektren zu erkennen. In
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entkoppelten Spektren erscheinen die vier anomeren C-Atome als getrennte Singuletts
bei § = 102.9, 102.8, 98.5 und 97.1. Im nicht entkoppelten Spektrum spalten die Sin-
guletts auf, Die beiden Resonanzen bei tiefem Feld zeigen eine kleinere Kopplung von
Jeiym = 157 Hz, was anzeigt, daf3 diese beiden Signale der manno- und der gluco-
Einheit zugeordnet werden miissen, bei denen das anomere Proton jeweils axial steht®.
Die beiden Resonanzen bei hdherem Feld ergeben eine hdhere Kopplungskonstante
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Jc.y,1.4 Yon 167.4 Hz. Sie sind der galacto- und der rhamno-Einheit zuzuordnen, bei der
das anomere Proton dquatorial steht® und somit in beiden Fillen die a-glycosidische
Verkniipfung vorliegt.

Die Struktur des Tetrasaccharides 14 laBt sich entsprechend iiberzeugend durch *C-
NMR-Spektroskopie beweisen. Man findet jetzt vier anomere C-Atome bei § =
102.34, 102.28, 102.16 und 96.77. Die drei Singuletts bei 8 = 102 spalten im nicht ent-
koppelten Spektrum mit jeweils Jo; ;3 = 159.4 Hz auf. Dies zeigt, daf3 drei axial-
stindige anomere Protonen und somit drei B-glycosidische Bindungen vorliegen. Das
eine Singulett bei § = 96.77 spaltet mit Jc; .y = 167.4 Hz auf. Es kommt der rhamno-
Einheit zu, die in 14 als einzige eine a-glycosidische Bindung enthilt.

Die Entblockierung von 11 gelingt ohne Isolierung der einzelnen Zwischenstufen.
Die Isopropylidengruppe wird mit wafiriger Trifluoressigsaure, die O-Acetylgruppen
werden mit katalytischen Mengen Natriummethylat und die Benzylethergruppen durch
Hydrogenolyse entfernt. Man erhilt somit direkt das vollstindig entblockierte Tetra-
saccharid 6 in reiner Form.

Das 270-MHz-NMR-Spektrum von 6 in D,O bei 80°C liefert in guter Auflésung ge-
trennte Signale fiir die anomeren Protonen. Es zeigt sich, daf ein Anomerengemisch
von o- zur B-Form im Verhiltnis 2:1 vorliegt. Von der reduzierenden rhamno-Einheit
sind beide anomeren Protonen erkennbar. Das a-1-H liegt bei 8 = 5.55 (2/3-Intensitit)
mitJ, , = 1.7 Hz. Das B-1-H ergibt ein Signal bei § = 5.29 (1/3-Intensitit) mitJ = 0.8
Hz. Die Kopplungen entsprechen denen der Modellsubstanzen. Das 1'-H der galacto-
Einheit erscheint bei 8 = 5.52 als verbreitertes Dublett von 3.0 Hz. Das 1/ -H der B-gly-
cosidisch verkniipften Glucosamin-Einheit bei § = 5.21 weist als einziges die erwartete
hohe Aufspaltung von 8.0 Hz auf. Beim 1'''-H der manno-Einheit ist die Kopplung so
klein, daf} dieses als Singulett bei § = 5.41 zu erkennen ist.

Die gefundenen NMR-Daten stehen in relativ guter Ubereinstimmung mit denen, die
Erbing et al.? fiir das isolierte Naturprodukt aus Escherichia coli O 75 angeben. Auch
wenn das angegebene 100-MHz-Spektrum des Naturproduktes wesentlich weniger auf-
gelost ist, 1aBt sich die Identitdt mit dem synthetischen Tetrasaccharid 6 feststellen.
Auch der von 6 bestimmte optische Drehwert [a]& = +39.6° steht in guter Uberein-
stimmung mit dem isolierten Naturprodukt. Damit wire die Richtigkeit der mit 1 ange-
gebenen Struktur fiir die repeating-unit des Lipopolysaccharides aus Bakterium Esche-
richia coli O 75 bewiesen.

Mit Hilfe der hier entwickelten Block-Synthese sollte aber nicht nur das freie Tetra-
saccharid 6, sondern auch ein entsprechendes Tetrasaccharid zuginglich sein, das am
reduzierenden Ende ein Spacer-Molekiil tragt, das eine Ankniipfung z. B. an ein Pro-
tein erlaubt. Fiir ein Antigen, das die Bildung von Antikdrpern stimuliert, ist aufler
dem antigenen Hapten auch ein makromolekularer Anteil, wie ein Protein, notwendig.
Die Ankniipfung des Haptens an das Protein erfolgt vorteilhaft iiber einen Spacer, da-
mit das komplette Hapten fiir die Antikérper-Reaktion sterisch frei verfiigbar ist.

Bei der step-by-step-Synthese miifite man, wenn man 6 am glycosidischen Ende mit
einem Spacer versehen wollte, die Synthese mit einer entsprechenden glycosidierten
Rhamnose-Einheit in allen Schritten von vorne wiederholen. Die Block-Synthese er-
laubt jedoch hier eine erhebliche Vereinfachung. Man koénnte den jetzt vorhandenen
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reaktiven Trisaccharid-Block 12 an eine mit Spacer vorbereitete Rhamnose-Einheit
kniipfen und kdme dann in einem Reaktionsschritt, aufbauend auf den Erfahrungen
der Synthese von 6, zu dem gewiinschten Tetrasaccharid 21 mit Spacer. Es erschien da-
her sinnvoll, dieses vereinfachte Konzept zu erproben.

Zur Herstellung des Rhamnose-Bausteines wird das L-Rhamnopyranosylbromid 15
mit 8-Ethoxycarbonyloctanol® als Spacer-Molekiil bei Gegenwart von Quecksilber-
cyanid umgesetzt. Man erhilt in guter Ausbeute das a-Glycosid 17. Bei der Abspaltung
der O-Acetyl-Gruppen mit Natriummethylat in Methanol tritt erwartungsgemal} eine
Umesterung zum Methylester 18 ein, so dal3 man nach der Umsetzung von 18 mit 2,2-
Dimethoxypropan das Produkt 19 als den gewiinschten Spacer-haltigen Baustein er-
hilt, der mit dem Trisaccharid-Halogenid 12 in einer Block-Synthese umgesetzt werden
soll.
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Die Reaktion von 12 mit 19 bei Gegenwart von Quecksilberbromid verliuft vollig
analog wie bei der Umsetzung mit 13. Auch hier bilden sich die beiden anomeren Tetra-
saccharide 21 und 22 im Verhiltnis 1: 1. Beide Produkte lieBen sich quantitativ durch
Sdulenchromatographie voneinander trennen. Das 270-MHz-NMR-Spektrum von 21
stimmt im Zuckerteil bis auf sehr geringe Abweichungen iiberein mit dem der analogen
Verbindung 11. Zusitzlich treten bei 21 nur die Signale fiir die Methylengruppen des
Spacers und die Methoxygruppe der Esterfunktion auf.

Die Entblockierung von 21 ist ebenfalls ohne Probleme moglich. Zunichst wird sau-
er die Isopropylidengruppe, dann werden die O-Acetylgruppen mit Natriummethylat
und zum Schluf} die Benzylethergruppen durch Hydrogenolyse abgespalten. Man erhilt
hierbei das entblockierte Produkt 20 als einheitlichen Sirup. Mit 20 steht jetzt eine Ein-
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heit zur Verfiigung, die fiir eine Ankniipfung tiber den Spacer an ein Protein geeignet
ist. Der Methylester der Spacer-Gruppe mii3te in das Hydrazid, und dieses in das Azid
iibergefiihrt werden®. AnschlieBend konnte eine Kupplung mit den e-Aminogruppen
des Lysins von z, B. Serumalbumin erfolgen. Damit wiirde die Synthese eines syntheti-
schen Antigens erreicht sein.

Es wurde auch noch eine alternative Synthese fiir das Zwischenprodukt 11 erprobt,
die im wesentlichen nach der step-by-step-Methode vorging. Die oft unerwarteten
Schwierigkeiten dieser Methode seien hierbei demonstriert. Das bereits vorher syntheti-
sierte Trisaccharid 23" wurde hierfilr eingesetzt. Es erschien relativ einfach, an die
mittlere Galactose-Einheit, wie gewiinscht, eine Glucosamin-Einheit zu kniipfen. Aus
23 lassen sich durch O-Entacetylierung drei Hydroxylgruppen freisetzen und man er-
hilt 24. Es war erwartet worden, daf} bei der selektiven Benzoylierung mit Benzoyl-
cyanid nur die beiden priméren Hydroxylgruppen der Mannose- und Galactose-Einheit
benzoyliert werden wiirden. Die 3-OH-Gruppe der Galactose-Einheit stinde dann fiir
einen Kondensationsschritt bereit.
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Die Benzoylierungsversuche zeigten jedoch, daf3 je nach Menge des Benzoylcyanids
ein Monobenzoat 26, ein Dibenzoat 27 und Tribenzoat 25 zu erhalten war. Uberra-
schenderweise sind im Dibenzoat 27 die 6'' -OH-Gruppe der manno-Einheit und die 3'-
OH-Gruppe der galacto-Einheit benzoyliert. Offensichtlich ist die 6'-OH-Gruppe der
galacto-Einheit duflerst wenig reaktiv. Am Molekiilmodell ist auch zu erkennen, daf} sie
weitgehend von der manno-Einheit sterisch abgeschirmt wird.

Diese geringe Reaktivitit von 6'-OH gegeniiber 3'-OH sollte sich auch bei der
Glycosid-Synthese nutzen lassen. Daher wurde das Monobenzoat 26 mit dem Phthal-
imidoderivat 2 unter den Bedingungen® der B-Glycosid-Synthese umgesetzt. Als Pro-
dukt erhielt man in der Tat das Tetrasaccharid 29, wenn auch in nicht ganz einheitlicher
Reaktion. Die 6’ -OH-Gruppe der galacto-Einheit hatte auch bei der Glycosid-Synthese
wegen ihrer geringen Reaktivitit nicht reagiert. Durch Behandlung mit Hydrazin lieB
sich aus 29 die Phthalimidogruppe abspalten. Die anschlieBende Acetylierung lieferte
ein Produkt, das in allen physikalisch-chemischen Daten mit dem Produkt 11 iiberein-
stimmte,
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Frau H. Niirnberger sind wir fiir die Hilfe bei den Untersuchungen zu Dank verpflichtet. Unser
Dank gilt ferner der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemischen Indu-
strie, die die Untersuchungen mit Sachmitteln gefordert haben.

Experimenteller Teil

Die allgemeinen Methoden sind die gleichen, wie in der vorhergehenden Arbeit beschrieben.
Ausdriicklich sei darauf hingewiesen, daB bei allen Glycosidsynthesen strengster AusschiuB3 von
Feuchtigkeit erforderlich ist, da Spuren davon die Ausbeute mindern.

3-0-(3,4,6-Tri-O-acetyl-2-desoxy-2-phthalimido-B-D-glucopyranosyl)-1,6-anhydro-4-O-(6-O-
benzoyl-2,3,4-tri-O-benzy!l-f-D-mannopyranosyl)-2-O-benzyl-f-D-galactopyranose (4): Die Mi-
schung von 3.67 g (4.65 mmol) 39, 1.42 g (1.56 ml, 11.7 mmol) Collidin und 10 g Drierite in 40 mi
Nitromethan wird 1 h bei Raumtemp. geriithrt, dann mit 3.0 g (11.67 mmol) Silbertrifluormethan-
sulfonat versetzt und auf —30°C gekiihlt. Es werden 3.94 g (7.91 mmol) 24, geiost in 30 ml Ni-
tromethan, wihrend 1 h zugetropft, dann wird 3 h weiter bei ~ 30°C geriihrt. Nach dem Erwar-
men auf Raumtemp. wird mit 200 m] Chloroform verdiinnt, iiber Celite filtriert, mit kaltem Was-
ser, kalter 3proz. Salzsdure, kalter gesitt. Natriumhydrogencarbonatlosung und Wasser gewa-
schen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. eingeengt. Man erhalt 7.3 g Rohprodukt,
das chromatographisch getrennt wird (400 g Kieselgel, Chloroform/Essigester 9: 1). Ausb.5.19 g
(92.7%), o]} = —41.6° (c = 1.04 in CHCly). — '"H-NMR (270 MHz, C¢Dg): 1-H 6 = 5.191,
2-H 3.49t,6b-H 3.16 dd, 1'-H 5.43 d, 2'-H 4.65 dd, 3'-H 6.23 dd, 4'-H 5.30 dd, 1"'-H 4.19 s,
3”-H 3.57dd, 5"-H 3.41 ddd, 6a" -H 4.74 dd, OAc 1.765,1.67sund 1.45s; J;, = 1.3, /53 =
1.5, Js6p = 5.2, Jaop = 7.4, Jyrp = 84,53 = 108,13 4 =91, Jp 5 = 10.0, Jyi 30 =
3.0, Sy g = 9.2, Jp 5o = 102, Jgi g = 2.2, S5 g = 5.2, Jga g = 11.8 Hz.

Ces7HgyNO, (1206.3) Ber. C66.71 H5.60 N1.16 Gef. C66.70 H5.60 N1.19

3-0O-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy--D-glucopyranosyl)-4-O-(6-O-acetyl-2,3,4-tri-
O-benzyl-p-D-mannopyranosyl)-1,6-anhydro-2-O-benzyi-g-D-galactopyranose (5): 7.40 g (6.13
mmol) 4 werden in 150 ml Ethanol/ Wasser 95: 5 geldst und in Gegenwart von 30 ml Hydrazinhy-
drat (80proz.) unter RiickfluB} erhitzt. Nach 2 h wird auf 20°C abgekiihlt und mehrfach zusam-
men mit n-Butanol i. Vak. eingeengt. Der Riickstand wird in 150 ml Pyridin gelst und mit 75 ml
Acetanhydrid versetzt. Nach 16 h bei Raumtemp. wird i. Vak. eingeengt, mehrmals in Toluol auf-
genommen und wieder i. Vak. eingeengt. Der Riickstand wird in 300 ml Cnloroform aufgenom-
men, vom unléslichen Phthalsjurehydrazid abfiltriert, zweimal mit Wasser gewaschen, getrock-
net und eingeengt. Das erhaltene Rohprodukt (10.0 g) wird chromatographisch gereinigt (1 kg
Kieselgel, Toluol/Aceton = 6:1—3:1). Ausb. 4.86 g (75%), [a]f)o = ~53.1° (c = 1.08 in
CHC}). — 'H-NMR (270 MHz, C¢Dg): OAc, NAc & = 1.675,1.685,1.70s,1.71 sund 1.72s.

CssHgsNOyg (1056.1) Ber. C63.69 H 6.20 N 1.33 Gef. C63.67 H6.22 N 1.40

4-0-[3-0O-(2-Acetamido-2-desoxy-B-D-glucopyranosyl)-4-O-(B-D-mannopyranosy!)-a-D-galac-
topyranosyl]-L-rhamnopyranose (6): 169 mg (0.12 mmol) 11 werden in 5§ ml Dichlormethan gelost
und bei 0°C mit 2 ml Trifluoressigsdure/Wasser 99:1 versetzt. Nach 10 min wird i. Vak. ein-
geengt und Smal mit Toluol zusammen i. Vak. eingedampft. Der einheitliche Sirup (160 mg; [a]éo
= —15.5°, ¢ = 1.33 in CHCly) wird in 16 m] Methanol gelost und in Gegenwart von 0.2 ml Na-
triummethanolat-Losung (1.0 g/100 ml Methanol) 5 h bei Raumtemp. stehengelassen. Es wird
mit Amberlite IR 120 H® neutralisiert und i. Vak. eingedampft. Der einheitliche Sirup wird in 10
ml Methanol/Wasser 9:1 geltst und in Gegenwart von 50 mg Palladiumkohle (10proz.) iiber
Nacht hydriert. Filtrieren und Einengen i. Vak. ergibt einen reinen Sirup. Ausb. 55 mg (65%),
[u]f)o = +39.6° (¢ = 0.27 in H,0). — 'H-NMR (270 MHz, D,0, 80°C, Standard D,0): 1-H (a-
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Anomeres) 8 = 5.55d, 1-H (B-Anomeres) 5.29d, 1'-H 5.52d,1"-H5.21d, 1""-H 5.41 5; J, ; ()
=17,J,,(B) =038, /., =3.0,J., =80Hz

CyeHysNO,y (691.7) Ber. C45.15 H6.56 N 2.03 Gef. C45.00 H6.62 N2.10

3-0O-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-1,6-di-O-acetyl-4-O-(6-O-
acetyl-2,3,4-tri-O-benzyl-B-p-mannopyranosyl)-2-O-benzyl-D-galactopyranose (7): 4.65 g (4.40
mmol) § werden in 50 ml Acetanhydrid gelost und mit 3.5 ml Trifluoressigsdure versetzt. Nach
24 h bei Raumtemp. wird mehrmals in Toluol aufgenommen und i. Vak. eingeengt. Der Rohsirup
(5.1 g) besteht aus den anomeren Acetaten im Verhaltnis a: B = 4: 1, die durch Sdulenchromato-
graphie voneinander getrennt werden konnen (250 g Kieselgel, Toluol/Essigester 1:2). Zuerst
wird das a-Acetat eluiert, dann das B-Acetat. Gesamtausb. 4.26 g (83.5%).

a-Acetat: Ausb. 3.41 g (67%), [on]ZD0 = —4.5° (c = 0.99 in CHCL). — "H-NMR (270 MHz,
CeDg): 1-H 8 = 6.79 d, NAc, OAc 1.4255,1.625,1.635,1.695,1.715,1.725und 1.91 5; J, , =
3.6 Hz.

B-Acetat: Ausb. 0.85 g (17%), [a]¥ = —28.0° (¢ = 1.02 in CHCly). — 'H-NMR (270 MHz,
CeDg): 1-H 3 = 5.88d, NAc, OAc1.445,1.545,1.655,1.705,1.725,1.79sund 1.89s; J; , =

8.0 Hz. CeH7 NOy, (1158.2) Ber. C62.22 H6.18 N1.21

a-Acetat: Gef. C62.16 H6.23 N1.21
B-Acetat: Gef. C62.06 H6.23 N 1.27

3-O-(2-Acetamido-2-desoxy-fi-D-glucopyranosyl)-4-O-(3-D-mannopyranosyl)-D-galactopyranose
(10): 600 mg (0.52 mmol) 7 werden in 12 ml Methanol und 2.4 ml Dioxan geldst und in Gegenwart
von 240 mg Palladiumkohle (10proz.) 4 h hydriert. Der nach dem Filtrieren und Einengen i. Vak.
erhaltene einheitliche Sirup (370 mg, 90%) wird in 2.5 ml Dioxan gelost und mit 10 ml Methanol/
Wasser/Triethylamin 4:1:3 versetzt. Nach 8 d wird i. Vak. eingeengt, mehrmals mit Ethanol
aufgenommen und i. Vak. eingeengt. Der Riickstand wird in 20 ml Wasser gelost, mit Amberlite
IR 120 H® gerithrt undi. Vak. eingeengt. Der erhaltene Sirup wird iiber Sephadex-Gel G 25 gerei-
nigt (f1. Phase Wasser). Ausb. 204 mg (72%), [on]ZD0 = -3.8°(c = 1.17 in CH;0H).

CyH3sNOg (545.5) Ber. C44.04 H 6.47 N2.57 Gef. C44.23 H6.45 N2.54

3-O-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-6-O-acetyl-4-O-(6-O-acetyl-
2,3,4-tri-O-benzyl-f-pD-mannopyranosyl)-2-O-benzyl-a-p-galactopyranosylbromid (12): 800 mg
(0.69 mmol) 7 werden in 35 ml absol. Dichlormethan und 3.5 ml absol. Essigester gelost und bei
0°C mit 380 mg (1.04 mmol) Titan(IV)-bromid versetzt. Nach 16 h bei 0°C wird mit 20 ml Aceto-
nitril verdiinnt und mit 1 g wasserfreiem Natriumacetat bis zur vollstindigen Entfarbung geriihrt.
Die Suspension wird mit 40 ml Toluol versetzt, iiber Celite filtriert und bis zu einem Restvolumen
von 5 mli. Vak. eingeengt. Das restliche geloste Natriumacetat wird durch Zugabe von 50 ml To-
Iuol ausgefallt und abfiltriert. Das Filtrat wird i. Vak. eingeengt. Man erhilt einen leicht verunrei-
nigten, stark feuchtigkeitsempfindlichen Sirup (800 mg, 98%), der sofort zur Glycosidsynthese
eingesetzt werden mufl. Zur NMR-spektroskopischen Charakterisierung werden 100 mg des Si-
rups schnell chromatographisch gereinigt (10 g Kieselgel, Toluol/Aceton 7:1). Ausb. 800 mg
Rohprodukt (98%). [u]%)o (Reinprodukt) = +32.9° (¢ = 1.18 in CH,Cl). - TH-NMR (270
MHz, CDg): 1-H 8 = 6.49d, 5'-H 3.17 ddd, 1"-H 4.25 5, 4" -H 4.07 dd, 5''-H 3.35 ddd, NAc,
OAC1.485,1.665,1.675,1.725,1.795und 1.90s; Jy 5 = 3.6, Jy 5 = 10.0, Js: g, = 4.0, J5 gy
=20,Jy 4 =88, Jy 5 =9.6,J5 6,0 = 2.2, 5.6y = 5.0 Hz

Benzyl-4-O-[{3-O-(2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-f-pD-glucopyranosyl)-6-O-acety!-4-
O-(6-O-acetyl-2,3,4-tri-O-benzyl-f-p-mannopyranosyl)-2-O-benzyl-a- und -p-pD-galactopyrano-
syl]-2,3-O-isopropyliden-a-L-rhamnopyranosid (11 und 14): 200 mg (0.68 mmol) 133 werden in
10 ml Dichlormethan gelost und in Gegenwart von 122 mg (0.34 mmol) Quecksilberbromid, 258
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mg (1.02 mmol) Quecksilbercyanid und 500 mg Molekularsieb 4 A 1 h bei Raumtemp. geriihrt. Es
wird auf 0°C gekiihlt und mit 700 mg (0.59 mmol) 12 in 2 ml Dichlormethan versetzt. Die Tempe-
ratur wird S h beibehalten, dann wird langsam auf Raumtemp. erwiarmt. Es wird mit 10 ml Dichlor-
methan verdiinnt, iiber Celite filtriert und mit wifir. Kaliumiodidlosung sowie Wasser gewa-
schen. Nach dem Trocknen iiber Magnesiumsulfat und Einengen i, Vak. erhilt man 900 mg Roh-
sirup, der zur leichteren Abtrennung von nicht umgesetztem 13 in 5§ m] Pyridin geldst wird und
durch Zugabe von 2.5 ml Acetanhydrid acetyliert wird. Nach 16 h bei Raumtemp. wird i. Vak.
eingeengt, mehrmals in Toluol aufgenommen und i. Vak. eingedampft. Das erhaltene Gemisch
wird sdulenchromatographisch aufgetrennt (100 g Kieselgel 60, 230 — 400 mesh; Toluol/Essigester
= 2:1 —1:1). Zunichst wird 13 als 4-O-Acetat eluiert, dann das a-verkniipfte 11 und anschlie-
Rend das B-verkniipfte 14.

11: Ausb. 169 mg (20%, bezogen auf 7). [} = —16.8° (¢ = 1.08 in CHCl;) - 'H-NMR (270
MHz, C¢Dg): 1-H8 = 5.135,6-H1.39d,1'-H5.16d, 3""-H 5.30 ddd, 1"""-H 4.19 5, 5'""-H 3.25
ddd, NAc, OAc 1.415,1.60s,1.615,1.695,1.80s5und1.90s, C(Me), 1.27 sund 1.61 s; Js6 =
6.3, Jyr 2 = 3.6, J3 30 = 100, J3 4 = 9.5, 040 50 = 9.8, 5 a0 = 3.8, S g = 2.0, Sy o0
= 9.6, Jyi gy = 2.4, Js gy = 3.9 Hz. — 3C-NMR (67.89 MHz, C¢Dg, innerer Standard
TMS): C-1 8 = 97.06, C-1' 98.54, C-1" und C-1"" 102.80 und 102.91; Joy 14 = Jeyyrm =
167.4, Jey» 1vp = Jegryp = 157.0 Hz.

14: Ausb. 139 mg (17%, bezogen auf 7), [a}fY = —34.9° (c = 1.03 in CHCl). — ’C-NMR
(67.89 MHz, C¢Dg, innerer Standard TMS): C-1 8 = 96.77, C-1', C-1"" und C-1""" 102.16, 102.28
und 102.34; Je g 1u = 1674, Jeg g = Jeqrgrn = Jogm oy = 159.4 Hz.

Co4HggNO,s (1392.5) Ber. C63.83 H6.44 N1.01 11: Gef. C63.81 H6.61 N 1.08

14: Gef. C 63.70 H6.70 N 1.10

(8-Ethoxycarbonyloctyl)-2,3,4-tri-O-acetyl-a-L-rhamnopyranosid (17): 5.00 g (24.72 mmol) 8-
Ethoxycarbonyloctanol (16)® werden in 750 ml Benzol und 600 ml Nitromethan gelost, mit 5.50 g
(21.77 mmol) Quecksilbercyanid versetzt und zum Sieden erhitzt. Von dieser Mischung werden
250 ml abdestilliert. Bei 60°C werden dann 10.20 g (28.88 mmol) 15, in 100 ml
Benzol/Nitromethan 1:1 gelost, innerhalb von 4 h zugetropft. Die Temperatur wird 2 h beibehal-
ten, dann wird auf Raumtemp. abgekiihlt. Es wird mit gesitt. Natriumhydrogencarbonatlsung,
verd. Kaliumiodidlosung sowie mit Wasser gewaschen, mit MgSO, getrocknet und i. Vak. zum Si-
rup eingeengt. Das in geringer Menge entstandene Hydrolyseprodukt wird durch Chromatogra-
phie abgetrennt (400 g Kieselgel, Toluol/Aceton 19: 1). Ausb. 9.86 g (84%), [oz]f)0 = —-42.3°(c =
0.88 in CH,Cl,). — 'H-NMR (270 MHz, CgDg): 1-H & = 4.75d, 2-H 5.59 dd, 3-H 5.70 dd, 4-H
5.50 dd, 5-H 4.00 dq, 6-H 1.27 d, OAc 1.70 s, 1.71 s und 1.74 5, (C-1) - O - CH,H,~ CH, -
3.16 dt und 3.50 dt, ~ CH, - CH,~-CO,—- 2.16 t, CO,— CH,— CH; 4.00 q, CO,— CH, - CH;,
1.01t, —[CHy)a— 1.10bis 1.23;Jy 5 = 1.7, Jp3 = 3.4, J3, = 10.2, 45 = 9.7, Js 6 = 6.3 Hz.

Cy3Hys040 (474.6) Ber. C58.21 HB8.07 Gef. C58.23 H8.10

(8-Methoxycarbonyloctyl)-2,3-O-isopropyliden-a-L-rhamnopyranosid (19): 4.8 g (10.11 mmol)
17 werden in 200 m] Methanol gelost und mit 4 ml N Natriummethanolat/Methanol versetzt.
Nach 16 h bei Raumtemp. wird mit Amberlite IR 120 H® neutralisiert und i. Vak. eingeengt. Der
erhaltene Sirup (18, 3.32 g) wird in 20 ml Dimethylformamid geldst und mit 8 ml 2,2-Dimethoxy-
propan und 80 mg p-Toluolsuifonsdure versetzt. Nach 30 min erreicht die Reaktion ein Gleichge-
wicht (ca. 90% Umsatz), das durch Abziehen des gebildeten Methanols i. Vak. zugunsten von 19
verschoben wird. Nach weiteren 10 min ist die Reaktion beendet. Es wird 1 ml Triethylamin zuge-
geben, i. Vak. eingeengt, zweimal in Toluol aufgenommen und i. Vak. eingeengt. Nach dem L6-
sen des Rickstandes in 100 ml Dichlormethan wird mehrmals gegen Wasser ausgeschiittelt, die
organische Phase wird getrocknet und eingeengt. Chromatographische Abtrennung von Neben-
produkten (250 g Kieselgel, Toluol/ Aceton 9:1). Ausb. 3.48 g (92%), [a]fjo = —-18.7°(c = 1.16
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in CH,Cl). — 'H-NMR (270 MHz, C¢Dg): 1-H 8 = 5.10s, 2-H 4.22d, 3-H4.16 dd, 4-H 3.51 dd,
5-H 3.81 dg, 6-H 1.41 d, C(Me), 1.26 s und 1.50 s, CO,CH; 3.36 s, (C-1)— O — CH,H, — CH, -
3.18 dtund 3.60dt; Jy3 = 5.9, Jy4 = 7.2, J45 = 9.7, J5¢ = 6.3 Hz.

CigHy40; (374.5) Ber. C60.94 H9.15 Gef. C60.93 H9.11

(8-Methoxycarbonyloctyl)-4-O-{3-O-(2-acetamido-2-desoxy-f-D-glucopyranosyl)-4-O-(-p-
mannopyranosyl)-a-D-galactopyranosyl]-a-L-rhamnopyranosid (20): 120 mg (0.08 mmol) 21 wer-
den in 3.5 ml Dichlormethan geltst und bei 0°C mit 1.4 ml Trifluoressigsdure/ Wasser 99: 1 ver-
setzt. Nach 10 min wird i. Vak. eingeengt und Smal mit Toluol zusammen i. Vak. eingeengt. Der
einheitliche Sirup (113 mg; [a]f)o = ~15.3°, ¢ = 1.13 in CHCly) wird in 10 m! Methanol gelost
und 5 h in Gegenwart von 0.15 ml Natriummethanolat-Losung (1.0 g/100 ml Methanol) stehenge-
lassen, Es wird mit Amberlite IR 120 H® neutralisiert und i. Vak. eingedampft. Der einheitliche
Sirup wird in 8 ml Methanol/Wasser 9: 1 gelost und in Gegenwart von 50 mg Palladiumkohle
(10proz.) 16 h hydriert. Durch Filtrieren und Eindampfen i. Vak. erhilt man einen reinen Sirup.
Ausb. 55 mg (78.5%), () = +14.9° (¢ = 1.00 in CH,0OH).

Cy6Hg3NO,, (861.9) Ber. C50.17 H7.37 N1.63 Gef. C50.12 H7.34 N1.70

(8-Methoxycarbonyloctyl)-4-O-[3-O-(2-acetamido-3, 4,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-B-D-glucopyra-
nosyl)-6-O-acetyl-4-O-(6-O-acetyl-2,3,4-tri-O-benzyl-p-D-mannopyranosyl)-2-O-benzyl-a-  und
-B-D-galactopyranosyl]-2,3-O-isopropyliden-a-L-rhamnopyranosid (23 und 22): Die Umsetzung
von 264 mg (0.70 mmol) 19 mit 700 mg (0.59 mmol) 12 wird vorgenommen wie bei 11/14 beschrie-
ben. Der erhaltene Rohsirup (980 mg) wird chromatographisch getrennt (100 g Kieselgel 60,
230 - 400 mesh; Toluol/Aceton 5: 1). Zuerst wird nicht umgesetztes 19 eluiert (116 mg), dann das
o-verkniipfte Produkt 21 (155 mg, 17%) und danach das B-Produkt 22 (121 mg, 13%). 21: [a]%)o
= —14.0° (¢ = 1.00 in CHCl). 22: [a]f)o = —30.2° (¢ = 1.00 in CHCl).

21: 'H-NMR (270 MHz, C¢Dg): 1-H & = 5.095,6-H1.48d,1'-H5.04d,3"-H5.29dd, 1"’ -H
4.245,5""-H 3.27 ddd, NAc1.445,1.615,1.635,1.715,1.80sund 1.91s, C(Me), 1.29 sund 1.53
s, CO,CH; 3.37 5, (C-1)-O-CH,H,—CH,— 3.16 dt und 3.52 dt, - CH,—-CO,— 2.10 t,
- [CH,l, - 1.04-1.19,

Cy7H g1 NOy; (1472.7) Ber. C62.80 H6.91 N0.95 21: Gef. C62.71 H7.02 NO0.98

22: Gef. C62.55 H7.05 N0.92

Benzyl-4-0-[2-O-benzyl-4-0-(2,3,4-tri-O-benzyl-f-D-mannopyranosyl)-a-D-galactopyranosylj-
2,3-O-isopropyliden-a-L-rhamnopyranosid (24): 150 mg (0.14 mmol) 231) werden in 11 ml Me-
thanol/Dichlormethan 10: 1 gelost, mit 1.0 ml N Natriummethanolat-Lésung versetzt und 1 h un-
ter RiickfluB erhitzt. Nach dem Abkithlen wird mit Amberlite IR 1209 neutralisiert, filtriert und
i. Vak. eingeengt. Ausb. 131 mg (99%), [a]f)o = +13.9 ° (¢ = 1.00 in CH,CL).

CsHggOys (979.1) Ber. C68.69 H6.79 Gef. C68.78 H 6.78

Benzyl-4-0-[3,6-di-O-benzoyl-4-O-(6-O-benzoyl-2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-mannopyranosyl)-2-O-
benzyl-a-p-galactopyranosylj-2,3-O-isopropyliden-a-L-rhamnopyranosid (25): 10 mg (0.01
mmol) 24 werden in 2 m! Pyridin gelést und mit 0.3 mil Benzoylchlorid versetzt. Nach 16 h bei
Raumtemp. wird 1 ml Methanol zugesetzt, 1 h auf 40°C erwiarmt, auf Raumtemp. abgekiihit,
i. Vak. eingeengt und der entstandene Sirup chromatographisch gereinigt (2 g Kieselgel, Toluol/
Aceton 40:1). Ausb. 11.9 mg (90%), [a}f = +13.2° (¢ = 1.64 in CH,Ch). — 'H-NMR (270
MHz, C¢Dg): 3'-H 8 = 6.16 dd; J5. 3. = 10.5, J3 4 = 3.0 Hz.

CyHq3045 (1291.5) Ber. C71.61 H6.09 Gef. C71.57 H6.07

Benzyl-4-O-[4-0-(6-O-benzoyl-2,3,4-tri-O-benzyl-g-p-mannopyranosyl)-2-O-benzyl-a-p-galac-
topyranosyl]-2,3-O-isopropyliden-a-L-rhamnopyranosid (26): 40 mg (0.04 mmol) 24 werden in
1 ml Acetonitril mit 1 Tropfen Triethylamin versetzt, auf 0 °C gekiihlt und portionsweise mit ins-
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gesamt 10.8 mg (0.08 mmol) Benzoylcyanid, gelost in 0.5 mi Acetonitril, versetzt. Das DC zeigt
neben wenig 24 ca. 60% 26 und ca. 40% 27. Es werden 2 ml Methanol zugegeben, dann wird auf
Raumtemp. erwarmt und 10 min weitergeriihrt. Die Losung wird i. Vak. eingeengt und chromato-
graphisch aufgetrennt (8 g Kieselgel, Toluol/Aceton = 19:1 —9:1). Zuerst wird das Dibenzoat
27 (14 mg), dann das Monobenzoat 26 (19 mg, 43%) eluiert. [u]%? = +19.4° (c = 046 in
CHyCh). Cg3H79O¢ (1083.3) Ber. C69.85 H 6.51 Gef. C 69.88 H 6.57
Benzyl-4-O-{3-O-benzoyl-4-O-(6-O-benzoy!-2,3,4-tri-O-benzyl-f-D-mannopyranosyl)-2-O-ben-
yl-a-D-galactopyranosyl]-2,3-O-isopropyliden-a-L-rhamnopyranosid (27): 200 mg (0.20 mmol)
24 werden in 3 ml Acetonitril/1 Tropfen Triethylamin gelost und bei 0°C portionsweise mit
96.5 mg (0.73 mmol) Benzoylcyanid, gelost in 2 ml Acetonitril, versetzt. Es wird wie bei 26 be-
schrieben aufgearbeitet. Der erhaltene Rohsirup wird siulenchromatographisch getrennt (20 g
Kieselgel, Toluol/Aceton 19:1 — 9:1). Zuerst wird das Tribenzoat 25 (26 mg), dann das Diben-
zoat 27 (171 mg, 71%) eluiert. [o]}) = +44.7° (¢ = 0.56 in CH,CL). — 'H-NMR (270 MHz,
CeDg): 3'-H & = 6.60 dd; J» 3 = 10.6, J3 4 = 3.0 Hz.
CyH74047 (1187.4) Ber. C70.81 H6.28 Gef. C70.75 H6.31

Eine Probe von 27 wurde acetyliert: 10 mg (0.01 mmol) 27 werden in 1 ml Pyridin und 0.5 ml
Acetanhydrid gel6st. Nach 1 h bei 50°C wird mehrmals in Toluol aufgenommen und i. Vak. ein-
geengt. Der Riickstand wird in 3 m! Dichlormethan geltst und tiber Kieselgel filtriert. Ausb. 9.5
mg (91%), [oz]%,0 = +28.4° (c = 0.80 in Ch,Cl). — 'H-NMR (270 MHz, C¢Dg): 3'-H & = 6.10
dd, OAc1.79s; Jy 30 = 10.6, Jy 4 = 3.0 Hz.

Umsetzung von 26 mit 2 zu 29 und dessen Uberfiihrung in 11: Die Glycosidsynthese von 22 mg
(0.02 mmol) 26 mit 18.2 mg (0.04 mmol) 2 in Gegenwart von 9.4 mg (0.04 mmol) Silbertrifluor-
methansulfonat, 4.4 mg (0.04 mmol) Collidin und 60 mg Molekularsieb 4 A wird ausgefiihrt wie
bei 4 beschrieben. Der nach der Aufarbeitung erhaltene Sirup von 29 wird in 1 m! Dioxan gelost
und in Gegenwart von 5 ml Ethanol/Wasser 95: 5 und 1 ml Hydrazinhydrat (80proz.) entacyliert
und wie bei 5§ beschrieben aufgearbeitet. Der erhaltene Riickstand wird in 4 ml Pyridin und 2 ml
Acetanhydrid acetyliert (1 h bei 50°C). Nach mehrmaligem Aufnehmen in Toluol und Einengen
i. Vak. wird der Riickstand in 5 m] Chloroform gelost, filtriert, mit Wasser gewaschen, getrock-
net und eingeengt. Das im DC am schnellsten laufende Produkt wird chromatographisch isoliert
(10 g Kieselgel, Toluol/Essigester 3:1). Ausb. 16.7 mg (59%, bezogen auf 26), [(1]%)0 = —16.6°
(¢ = 0.69 in CHCl). — Das NMR-Spektrum des Produktes stimmt iiberein mit dem bei 11 be-
schriebenen.
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