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Abstrace: Treatment of protected nitroalditols 1a or 2 with silylenolpyruvate (3) or methyl acrylate leads

via nitrile oxide cycloadditon to cyclo-tautomers of oximes, 5 or 4, respectively 4,5-dihydro-isoxazole
6. N-Acetyl-4-deoxy-4-(E/Z)-hydroxyimino-neuraminic acid (7) is obtained by deprotection of 4.
Hydrogenation of 7 yields N-acetyl-4-amino-4-deoxy-neuraminic acid (9) and pentahydroxy-nononic
acids 12a,b. The synthesis is useful for the chain extension of protected nitroalditols 13a and 20a, to
give the corresponding oximes 15 and 22. This work provides a general method for the extension of
sugar chains by three C-atoms and thus a novel synthesis of a-keto acids containing an oxime and
amino function. © 1998 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.

Uber Strukturanaloga von N-Acetylneuraminsiure (NeuSAc)' und 3-Desoxy-D-manno-2-octulosonséure
(KDO) gibt es eine grole Zahl von Untersuchungen, da solche Verbindungen potentielle Inhibitoren
gegeniiber den Schliisselenzymen des Sialinsdure-'"" und KDO-Metabolismus® sind. Unter der groBen Zahl von
Sialinsdure- und KDO-Analoga seien besonders die entsprechenden drei Ringhomologen von NeuSAc**'® und
KDO™ hervorgehoben, welche sdmitlich in den letzten Jahren synthetisiert wurden. Die Phosphonat-Analoga
sowohl von 2-Desoxy-NeuSAc™, als auch von NeuSAc™ sind seit einiger Zeit bekannt. Uber Transformationen
in der 4-Position von Neu5Ac ist verschiedentlich berichtet worden, wobei in der Regel konventionelie
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Methoden der Schutz, ZEZTUppEr nchemie anges wendet wurden. Die rmlcmung der 4-OH-Funktion ist nicht in allen

Fillen mit einem Verlust der biologischen Aktivitit gegeniiber Sialidasen verbunden. So wird das a-Glykosid

von N-Acetyl-4-desoxy-neuraminsiure (4-Desoxy-NeuSAc) nicht durch bakterielle Sialidasen, jedoch durch
6

tierische Sialidasen gespalten’. Andererseits wird 4-Desoxy-Neu5Ac zu Cytidin-5'-monophospho-4-desoxy-
NeuSAc (CMP-4-desoxy-NeuSAc) aktiviert und auf Asialoglykoprotein ibertragen’. N-Acetyl-4-epi-neura-
minsdure (4-epi-NeuSAc) wurde auf verschiedenartige Weise synthetlslertsa % Trotz der Axialposition der 4-
Hydroxyfunktion werden o-Glykoside von 4-epi-Neu5Ac durch bakterielle Sialidasen gespalten’; dic ent-
sprechende Verbindung mit freiem anomeren Zentrum ist aber ein Inhibitor gegeniiber CMP-Sialat-Synthase”.
N-Acetyl-4-acetamido-4-desoxy-neuraminsdure wurde durch doppelte Inversion an der 4-Position mit Hilfe
konventioneller Methoden der Schutzgruppenchemie synthetisiert und wird durch CMP-Sialat-Synthase zum
CMP-Derivat aktiviert'®. Das gleiche Enzym wird aber durch das p-Methylglykosid von N-Acetyl-4-desoxy-
4-C-methylen-neuraminséure stark gehemmt''. Vor aliem aus den letzteren Befunden ist ersichtiich, in

welchem Ausmalfl die Beschaffenheit und die sterische Anordnung des Sustituenten an C-4 die Wechsel-
mrkuiig mt den oben erwihnten Schlisselenzymen beeinflussen kann. N-Acetyl-4-amino- (und -4-guani-
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4 didesoxy-neuraminsiure [4-Amino- (und 4-Guanidino)-4-desoxy-Neu5Ac-2-en]'*'*
n 1

sind sehr sta.ke ln.. 1 von Influenza-Virus-Sialidase'”*; beide Verbindungen hemmen auflerdem in vivo
signifikant die Vermehrung von Influenza-Viren'”. Die Entwicklung dieser Inhibitoren basiert auf der

Kenntnis der Kristallstruktur von Influenza-Virus-Sialidase'”. Die Einfithrung der Stickstoff-Funktion an der
4-Position von NeuSAc ist daher von besonderem Interesse, ist aber bei Verwendung konventioneller
Methoden sowohl durch das teure Ausgangsmaterial, als auch durch die aufwendige Schutzgruppenchemie
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erschwert'*'*'* Zur Umgehung dieser Schwierigkeiten wurde eine allgemein anwendbare Methode zur

Kettenverlidngerung von Kohlenhydraten entwickelt, bei welcher gleichzeitig mit der C-C-Verkniipfung an der
Verkniipfungsstelle (= 4-Position) eine Stickstoff-Funktion eingefiihrt wird, wobei konventionelle Schutz-
gruppenchemie iiberfliissig wird. Auf diese Art ist auch auf einfachem Weg die Einfithrung der Stickstoff-
Funktion bei anderen langkettigen Kohienhydraten, wie 3-Desoxy-D-glycero-D-galakto-2-nonuiosonsiure
(KDN) und KDO, mégilich.

Die am haufigsten verwendete Methode zur Kettenverldngerung von Kohlenhydraten zu den ent-
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choch hauﬁg zu Epimerengemischen oder versagt ganzhch, emwedcr weil die Zuckerkomponcnlc, umc.akm
ist, oder infolge sterischer Behinderung z.B. durch Syndiaxial-Wechselwirkung. Wahrend 2-C- oder 3-C-
kettenverzweigte N-Acetylmannosamin-Derivate durch Aldolkondensation'*'"* nicht zu den entsprechenden
Nonulosonséduren kettenverlidngert werden konnen, fithrt hiufig eine enzymatische Umsetzung zum Ziel.
Wenn der unreaktive Zucker in eine hochreaktive Spezies, namlich in die Furanose- oder Aldehydo-Form
iibergefiihrt werden kann, ist in der Regel eine Umsetzung méglich. Auf diese Art gelingt die Synthese von V-
Acetyl-6-thioneuraminsaure (6-Thio-Neu5Ac)'®, 6-epi-Neu5Ac'” und von 5-epi-NeuSAc'®. Bei der Verwen-
dung B-C-lithiierter Acrylamid-Derivate als Pyruvai-Aquivalent mufd der Zucker in der reaktiven offenkettigen
Aldehydo-Form, wie z.B. bei neueren KDO-Synthesen, eingesetzt werden'®. Fine andere Art der Aktivierung

-

erfolgt durch Einfithrung einer Nitrofunktion. Vasella et al. haben gezeigt, dafi die am anomeren Zentrum von
. - . 20 . .

Aldosen eingefithrte Nitrofunktion™ als Vehikel zur Kettenverldngerung dienen kann. Die durch Nitronat-

bildunn am anomeren t:mmm erzeugte n gauvc Ladung ("Umpolung") e.rmoghcht eine Kettcnvcrla'_ngcrung

langkettige l-Desoxy-l-mtroaldltole nicht ohne weiteres angewendet werden. Geschiitzte 1-Desoxy-1-
nitroalditole konnen jedoch in hochreaktive Zuckernitriloxide iibergefithrt werden®. Die bei der Cycloaddition
von Nitriloxiden, Nitronen oder Nitronaten an Olefine entstehenden Cycloaddukte’® kénnen mit Hilfe der
reduzierenden Spaltung in B-Hydroxyamine iibergefiihrt werden®?. Diese Methode der Kettenverldngerung
ist auf alle die -CH,NO,-Gruppierung enthaltenden Kohlenhydrate {ibertragbar, wobei die an der
Verkniipfungsstelle cingefiihrte Stickstoff-Funktion von der Nitrogruppe stammt. Bei Verwendung eines
Pyruvat-Aquivalents, wie 3% als olefinische Komponente der Cycloaddition gelangt man so zu den
entsprechenden 3,4-Didesoxy-2-ulosonséuren.

Zuniichst wurde die Frage gepriift, ob langerkettige Nitroalditole, wie 2-Acetamido-1,2-didesoxy-

3.4:5,6-di-O-isopropyliden-1-nitro-D-mannitol (2), zur Bildung eines Nitriloxids beféhigt sind. Daher wu
die Verbindung 2, welche aus 17° nach bekannten Methoden leicht zugénglich ist, nach Mukaiyama-Hoshino

W : ht zugir y .
in Gegenwart eines C-3-Bausteins, wie Acrylsduremethylester, umgesetzt. Die Bildung des Isoxazolins 6 in
Form zweier Diastereoisomerer im Verhdltnis 4:5 und mit einer Ausbeute von 74% zeigt, da3 das Nitriloxid
von 2 in hoher Ausbeute entstanden war. Durch Umkristallisieren konnte ein Diastercoisomeres angereichert
werden. Die Kopplungskonstante J,,,, zeigte den erwarteten hohen Wert von 17.4 Hz. Versuche zur
reduktiven Spaltung des Isoxazolinrings durch Hydrogenolyse waren unbefriedigend, da die Reaktion
uneinheitlich verlief. Als olefinische Komponente der Nitriloxid-Cycloaddition kann auch der Silylenolether
des Brenztraubensiuresilylesters (3) verwendet werden, welcher leicht aus Brenztraubenséure zugénglich ist™.
So ergibt die Umsetzung von 3 mit 2 nach Bedingungen wie zuvor, nachfoigender Desilylierung und
Veresterung mit Diazomethan 'v'erbindung 5, weiche ein offenkettiges Neuraminsiure-4-oxim-derivat 1st. Aus
der Verdoppelung eines Teils der 'H und ""C NMR- Slgndlc und aus dem Fehlen eines ngnals bei & ~ 190 im
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Einfﬁ.aung der Trimethylsilylschutzgruppe, deren Abspaltung unter sehr viel schonenderen BedingL-.gen als
die Deblockierung von 5 er.nlgt_5 ermoglicht jetz. eine cl_n_,a,he Synthese von 7. Die leyherung von 1 ergab

Isoxazolin 4 wurde nicht isoliert, sondern duch L1nw1rkung von Methanol/Wasscr dlrckt in Verbindung 7
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(72% Ausbeute) umgewandelt. Die Abtrennung von Pyruvat erfolgte durch Anionenaustausch-
chromatographie.
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Schema 1: (a) 3/PhNCO/NEL,; (b) 1. 3/PhANCO/NEt,, 2. CH,N,; (c) H,C=CHCO,Me/PhNCO/NEt,

Damit steht eine sehr einfache "Eintopfsynthese” zur Verfiigung, wodurch 7 im Multigramm-Malfstab
zuginglich ist. Sowohl die 'H und "C NMR-Daten zeigen cine teilweise Aufspaltung, was durch das
Vorliegen von 2 FE/Z-Isomeren (1:1) erklirt werden kann; das 'H NMR-Spektrum kann durch
Entkopplungsexperimente vollstindig interpretiert werden. Beim Erhitzen einer wiéssrigen Probe von 7 auf
+90 °C wird die Koaleszenztemperatur iiberschritten und das “C NMR-Spektrum vereinfacht sich zu 11
Signalen. Aus den Kopplungskonstanten von 7 folgt, daB kein cyclo-Tautomeres wie bei 5, sondern eine
pyranoide Struktur vorliegt. Eine mégliche Epimerisierung der Acetamidofunktion des Nitriloxids von 1a
kann unter den Reaktionsbedingungen auf Grund der obigen Befunde ausgeschlossen werden. Die
Deblockierung von 5 mit S#duren ergibt ein mit 7 identisches Produkt, jedoch werden zusitzlich 2
Nebenproduktie beobachtet.
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Schema 2

Die katalytische Hydrierung von 7 in Gegenwart von Sduren zeigte ein komplexes Reaktionsbild. Neben
der biologisch interessanten 4-Amino-4-desoxy-NeuSAc 9 wurde nicht die epimere Verbindung 10, sondern
die beiden C-2-epimeren Pentahydroxy-nonansduren 12a,b in Form eines Epimerengemischs isoliert
(Gesamtausbeute an hydrierten Produkten 9, 12a,b: 62%). Zusitzlich wurde ein weniger polares, nicht
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einheitliches Nebenprodukt (38%) isoliert, welches vermutlich durch weitergehende Hydrierung einer
intermedidr auftretenden 2,3-Didehydroverbindung von 7 entstand. Die Verteilung von 9, 12a und 12b kann
nach Abtrennung von Chlorid-lonen und Nebenprodukten iiber Anionenaustausch und Cellulose-Siulen-
chromatographie ‘H NMR-spektroskopisch durch Integration der gut getrennten 3-H- und 5-H-Reportersignale

|
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/ H,/Pd/C/0.1N HCI \

OH i_ OH jI
HO | OH iH
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AcH %}O%\Co; AcHN@\O COz
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HO NHR OH
11a R=Ac 12a,b
11b R =PhCO
Schema 3

bestimmt werden und ergab (Molprozente): 9:12a:12b = 43:39:17. Daraus ergibt sich die Ausbeute von 9 mit
27% und von 12a.,b mit 35%. Aus dem obigen Befund folgt, dafl die Hydrierung von 7 nicht stereoselektiv
erfolgt und 10 durch 2,4-Syndiaxialwechseiwirkung so destabilisiert ist, dafl die 2-Ketofunktion von 10
schnell hydnert wird und 12a,b entsteht; 10 wurde selbst in geringen Mengen nicht nachgewxcsen 9 konnte
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Anionen-Austausch von 1Ld,u leicht aogetrenint und rein isoliert wcxdcu, da die
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Damit steht ein einfaches Verfahren zur Synthese von N-Acetyl-4-amino-4-desoxy-neuraminsiure (9)
zur Verfiigung. Das Epimerengemisch 12a,b wurde durch Cellulose-Saulenchromatographie isoliert; die
einzelnen Epimeren konnten nicht getrennt werden. Die Aminosdure 9 zeigte ein sialinsduredhnliches 'H
NMR-Spektrum; das Spektrum von 12a,b konnte mit Hilfe von Entkopplungsexperimenten und 2D('H,'H-
COSY)-Spektren vollstindig analysiert werden. Bei 12a findet man fiir die beiden 3-H-Protonen eine sehr
charakteristische dreifache Aufspaltung im Reporterbereich von 8 = 1.6 - 2.3, wie sie auch fiir 19a und 27a
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gefunden werden. Unter Zugrundelegung einer angendhert gestreckten Anordnung sind die Kopplungs-
konstanten J, 5, J; 3, J3 3 Jras Und Jy, . mit der Konfiguration -D-erythro-L-allo fir 12a und -D-erythro-L-altro
fiur 12b in Ubereinstimmung. Die Strukturen von 9 und 12a,b wurden zusitzlich durch massenspektro-

,,,,, PR NPy T o mns s J._ T n Q crme M A JRPU § PRpSU PRpNURpE, iy Jir_ S My Ry
metrische Untersuchungen abgesichert . So zeigt das FAB(-)-MS von § das erwartete Pseudomolekiilion bei
m/z; 307 (M-1) und von 12a,b bei m/z: 309 (M-1). Wie durch FAB(+)-Ms gezeigt wurde, enstand durch
Peracetylierung von 9 eine Hexaacetylverbindung mit finf zusitzlich eingefithrten Acetylgruppen (m/z: 519,

M+H"), als auch ein peracetyliertes Lactam (m/z: 459, M+H"), welches vier zusitzliche Acetylgruppen
enthielt. Uber die intramolekulare Bildung von Lactonen durch Einwirkung von Eisessig auf neuramin-
saurehaltige Verbindungen wurde berichtet’®. Entsprechend ergab die Peracetylierung von 12a,b ein Lactam,
welches fiinf zusitzliche Acetylgruppen enthielt (m/z: 503, M+H"). Durch Peracetyierung des Methylesters
von 12a,b wurden sechs zusitzliche Acetylgruppen eingefiihrt, wie durch FAB(+)-MS gezeigt wurde (m/z:
577, M+H"). 9 wurde nach bekannten Methoden in 11a und 11b {ibergefiihrt; die biologisch interessante
Verbindung 11a ist mit dem von Zbiral'® auf unabhéngigem Weg hergestellten Produkt identisch. Versuche
zur Synthese eines a-Glykosids von 7 scheiterten, da ausschlieflich unter Eliminierung das konjugiert
ungesittigte Produkt 8a entstand (siehe Schema 2). Zu diesem Zweck wurde 7 mit saurem fonenaustauscher in
Gegenwart von Methanol zu 7a verestert und anschlieend peracetyhert 7b besteht aus zwei Anomeren und

wxralabinens alen A iaasac S T minoe T/7 lommaranganoe
CIVIICIIL Cll nllUlllClCD lll LOLill ClIIC> L/ L~ lbUlllClCllECllubbl D

w
nnte und durch 2D (‘H,'H-COSY)-NMR-Spe aufeeklirt wurde. Die

omnipe
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n Gl ykosylchlorld sondern unter Eliminierung ausschlieBlich 8a und nach
Gemische aus £/Z-Isomeren, sondern einheitlich sind.

Synthese der KDN-Analoga 15, 16 und 18.

Die Anwendbarkeit des oben geschilderten Verfahrens auf 1-Desoxy-1-nitro-alditole, wie 13, wurde
durch die Synthese des KDN-Analogen 15 demonstriert. KDN* selbst dient in der Natur als Schutz gegen
Sialidasen™; 2-a-Umbelliferylglykoside von KDN sind resistent gegen Vibrio cholerae Sialidase™. Uber die
Synthese von KDN-Analoga ist bisher nur in vereinzeiten Fillen berichtet worden™**. 4-Desoxy-4-
hydroxyimino-KDN (in Form des B-Methylglykosids) wurde iiber eine vielstufige Synthese mittels

KOHVCI’IUODCMCI‘ Methoden erhatien

1 lle()Xy-l-litf »-D-mannitol™ (13) wurdae durch Sll_yuéxdug in 13a
ergefiihrt. Die Umsetzung mit 3, wie zuvor beschrieben, ergab das Cycloadditionsprodukt 14, welches nicht
OR
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Ho | OH
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HO
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isoliert wurde und nach Desilylierung 15 in einer Ausbeute von 70% (Ammoniumsalz) ergab. Sowohl die 'H
NMR- als auch die *C NMR-Signale sind fast alle aufgespalten, was durch E/Z-Isomere (1:1) verursacht
wird.
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gleichem Schema, wie bei 7; die Ammoséiure 17 wurde unter den Reaktionsbedingungen schnell zu 19a.b
weiterhvdriert und daher nicht isoliert. Durch mehrfachen Anionenaustausch lassen sich die Nebenprodukte
groflenteils abtrennen. Aufgrund der Integration der 3-H-Reportersignale im 'H NMR-Spektrum von
Produktgemischen von 16 und 19a,b 1468t sich die Gesamtausbeute an hydrierten Produkten (16, 19a.b) auf
etwa 50 - 60% und von 4-Amino-4-desoxy-KDN 16 auf etwa 25% schitzen. Die Abtrennung von 16 bzw.
19a.b gelingt durch Cellulose-Siulenchromatographie; die epimeren Nonansiuren 19a und 19b konnten nicht
getrennt werden. Wihrend 16 ein sialinsduredhnliches 'H NMR-Spektrum zeigt, findet man bei der
Nonansidure 19a fiir die 3-H-Reportersignale die gleichen charakteristischen Multiplizitdten wie fir 12a und
27a, welche unter der Annahme einer angenihert gestreckten Anordnung mit der Konfiguration -D-erythro-1.-
allo- in tlbereinstimmung stehen Bei der epimeren Nonanséiure 12b fallen die 3-H-Signale zusammen und
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Synthese der KDO-Analoga 22, 24 und 26.

Eine weitere Anwendung der Nitriloxyd-Cycloaddition von Zuckernitriloxiden an 3 sei durch die
Synthese der KDO-Analoga 22, 24 und 26 demonstriert. Strukturelle Veréinderungen von KDO wurden
sowohl in der Seitenkette™, an C-6 (Rlnghomologe)""‘ C 5*, C-4" und am anomeren Zentrum’**" durch-

peracetyllerten ethylester wurde von v. Itzstein et al.’' berlchtet

/ & N A PhNCO/NEL,
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2 + 2. Ch;N,
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HON OH
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=20CNneimnd o
Lo i dan 1 dacnw 1 _nitern Daralinisa138 verwendat ind o1 o cilylie M - 3 3
benzyliden-1-desoxy-1-nitro-D-arabinitol™ (28) verwendet und zu 28a silyliert. Die Umsetzung mit 3, wie
zuvor beschrieben, ergab ein Cycloadditionsprodukt 21, welches nicht isoliert, sondern durch
Wasser/Methanol und sauren lonenaustauscher deblockiert wurde. 4-Desoxy-4-(F/7Z)-hydroxyimino-KDQ 22

wurde nach Anionenaustauschchromatographie in hoher Ausbeute (95%) als Ammoniumsalz isoliert. Das 'H
NMR-Spektrum, welches teilweise hoherer Ordnung ist, wurde durch Entkopplungsexperimente nach
angenihert 1. Ordnung analysiert und zeigte, wie auch das '*C NMR-Spektrum, eine Aufspaltung der Signale,
da zwei E/Z-1somere vorliegen. Um die Struktur von 22 abzusichern, wurde die freie Saure durch Acetylierung
mit Pyridin/Essigsdureanhydrid in die Pentaacetylverbindung iibergefiihrt und anschlieBend mit Diazomethan
verestert. Das Pentaacetat 23 konnte in Form eines Anomeren (Mischung von zwei E/Z-Isomeren) isoliert
werden. Zusitzlich entstand ein zweites anomeres Pentaacetat und die 2,3-Didehydroverbindung. Unter der
Annahme einer Pyranose-Struktur stehen die 'H NMR-Parameter der beiden £/Z-Isomeren mit der geforderten
D-arabino-Konfiguration in Ubereinstimmung (J;, = 2.8 Hz bzw. 3.6 Hz; J;; = 9.1 Hz bzw. 7.9 Hz). Eine
Besonderheit zeigt die C-2 Resonanz im “C NMR-Spektrum von 23, welche im Vergleich zu den

394560 4545
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entsprechenden Werten bei KDO™, 24 und 26 (Pyranoseform) zu tieferem Feld verschoben ist [8C-2 (E/Z-

Isomere) = 104.6, 105.3]; bei den Pyranose-oximen 7, 15 und 22 findet man fiir die C-2 Resonanzen eine

dhnliche Verschiebung (8 = 105 - 107).

Die Hydrierung von 22 veridufi nach dem gieichen Schema, wie zuvor beschrieben; nur bei kurzer
L . L

) (P PR SR, PR 72 T W S . 13 | PO s S 1 1 ] PR
Hydrierdauer von ca. 20 Minuten erhilt man mit 37% Gesamtausbeute die Aminosiuren 24 und 27a,b im
Verhiiltnis 53:37:10 (Molprozente). Ahnlich wie bei 18 und 17 wird auch hier die Aminosiure 25 schincll zu

10
27a,b weiterhydriert und daher nicht isoliert. Die Abtrennung der Chlorid-Ionen und Nebenprodukte gelingt
mittels zweifachem Anionenaustausch, wobei sich nur 24 und 27a,b im wissrigen Durchlauf finden und
Nebenprodukte gebunden werden. Die Zusammensetzung des Produktgemischs aus 24 und 27a,b kann durch
Integration der 3-H-Reportersignale im Bereich 8 = 1.80 - 2.25 ermittelt werden. Die miBige Gesamtausbeute
ist wahrscheinlich durch die Instabilitit der freien Sdure von 22 verursacht. Infolge der Destabilisierung des
Zuckerrings durch die axiale 5-OH-Gruppe wird bei lingerer Hydrierdauer auch die Ketofunktion von 24
weiterhydriert; dieser Vorgang 146t sich jedoch bei kurzer Hydrierdauer weitgehend unterdriicken. 4-Amino-4-

desoxy-KDO 24 konnte mittels Cellulose-Saulenchromatographie und Anionenaustausch von 27a,b

22
I

L

,/H;/Pd/C!H*!Hzc,N
/ \ B

H,/Pd/C

Schema 7

abgetrennt werden und wurde mit wechselnden Ausbeuten (20 - 29%) isoliert. Nach der 'H NMR-Analyse
enthilt 24, dhnlich wie bei KDO™ ca. 25% Furanosen in Form eines Isomerengleichgewichts. Dafiir spricht
auch die Tieffeldverschiebung von schwachen Signalen im “"C NMR-Spektrum von 24 gegeniiber den C-2-
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und C-5-Signalen der a-Pyranoseform®”. Wie bei KDO*, wo #hnliche Verichiebungen beobachtet werden,
kénnen diese Signale C-2 und C-5 der Furanoseform zugeordnet werden (C-2: 8 = 105, C-5: 8 = 83). Eine
dhnliche Tieffeldverschiebung wird bei der Furanoseform von 26 beobachtet. Eme Besonderheit tritt bei den

-~ Ty

Protonen der J-lJCSOXY-l"OSl[lOH (ryranosexonn) auf. Das Slgnal von 3-H,, erscheint bei tlelerem l‘eld ais das
i : =
a

dem Epimeren 27b nicht getrennt wurde, stehen die Kopplungskonstanten der 3-H- Protonen unter
Zugrundelegung einer angendhert gestreckten Anordnung mit der Konfiguration -D-glycero-D-gulo in
Ubereinstimmung. Fiir das C-2-Epimere 27b 146t sich die Konfiguration -D-glycero-D-ido nicht beweisen, da
die Signale der 3-H-Protonen zusammenfallen und nicht analysierbar sind. 4-Acetamido-4-desoxy-KDO 26
wurde durch N-Acetylierung eines Produktgemischs von 24 und 27a,b und Abtrennung der starken Saure 26
von den entsprechenden N-acetylierten Pentahydroxy-octansduren durch zweifachen Anionenaustausch
erhalten. Das komplizierte 'H NMR-Spektrum wurde durch 2D('H,'H-COSY)-Spektroskopie analysiert.
Danach enthilt 26 ca. 26% Furanosen (a/f) und ca. 5% B-Pyranoseform in Art eines Isomeren- und
Anomerengleichgewichts [a-Pyranose: 69%, B-Pyranose: 5%, Furanosen: 12%, 14% (Molprozente)]. Im
Vergleich dazu enthilt KDO ca. 29% Furanose-Anteil’™. Im "C NMR-Spektrum von 26 findet man Signale
schwacher Intensitdt, welche den Furanosen Lugcorcnet werden konnen. Auch hier, wie bei KDO*™ und bei
KDO-Derivaten mit freiem 2-OH ( (&~ r\uuunmca) wird die Differenz 8 U\J u ) - U\J-H <J ut:gauvw. Diese

Besonderheit wird auch bei einigen 2-a-glykosidisch verkniipften KDO-Derivaten beobachtet*'.

Experimenteller Teil

TE7~ il el ezl R, D § P b N R SRR, g SN, S [ ——— R . Tt
WO ll JIL alluCry CIwdalliit, WUlUcCll alg REaKiionen uu1 ISCHICHWCHTOIIALOUE I ¢ plllbbll aux nu.uuuuulu-

fertigfolien (Merck oder Riedel-de Haén, Kieselgel 60 F,;,) verfolgt. Fiir Cellulose-Diinnnschicht-
(Schleicher und Schiill, F, I Q_ Cellulose, ohne Bindemittel)

DU, D440 0254 SIAUoL L2230 DRIt

chromatooranhie wurden DC-Fertiefolie

Lpiapiht reruglolen (seaieicher
verwendet. Die Detektion erfolgte durch Ansprithen mit Lésungen von Schwefelsdure (10 proz.) oder
Ninhydrin (0.2 proz.) in Ethanol und dnbth(.BLndL Wirmebehandlung. Bei den Verbindungen 9. 12a,b. 16,
19a,b, 24 und 27a,b empfichlt sich zum Zweck der Detektion vorsichtiges Erhitzen des Diinnschichtchromato-
gramms {ber einer Bunsenbrennerflamme. Fiir die verwendeten Laufmittelsysteme gelten die folgenden
Abkiirzungen: Laufmittel 4 = Pyridin/Ethylacetat/Essigsdure/Wasser (3:3:1:2.5, v/v/v/v), B = Pyridin/Ethyl-
acetat/Essigsiure/Wasser (4:4:1:2.5, v/v/v/v);, C' = Pyridin/Ethylacetat/Essigsdure/Wasser (5:5:1:2,5, v/v/viv);
D = n-Propanol/Ammoniak konz. (1:1, v/v); £ = n-Propanol/Ammoniak konz. (2:1, v/v); I = n-Propa-

nol/Wasser/Ammoniak konz. (2:1:0.1, v/v/v);, G = n-Propanol/Wasser/Ammoniak konz. (2.5:1:0.1, v/v/v); H =

Chloroform/Methanol (30:1, v/v); 7 btny1acetat/Methanol/Wasser (IU 2:1, v/v/v)' J = Chioroform/Ethyl-
acetat/Methanol/Wasser (30:10:20:5, v/v/v/v); K = Ethylacetat/Methar 10:1, v/v). Adsorptionschromato-

anol (10
graphische Trennungen erfolgten an Kieselgel 60 (Merck, 70-230 me h) ertellungschromatographlsche

Trannmiingan tithoar aina (Callnlnce_CQinle (T dnaes SO0 om Duurchmece c 19 F;
LIVULIULIEUH UULL CILIV DL HTUIUDVTOAMIY | Al w. JU Wik, dsuiviliivog Al.l.ll}, W WAAMIV DV TLVIA VWL G, VY Lilieasaiias
CF.  eine maolichst dichte Packuno des Cellulose-Materials ist erforderlich). Die Fraktionen wurden in der
CF,,, eine moglichst dichte Packung des Cellulo viaterials torderlich). 1)

de )
innschichtchromatographisch auf Kieselgelfolie entweder mit Hilfe des verwendeten Lauf-
mmelsystems oder eines anderen Laufmittels ausgetestet. - Die nach Cellulose-S4ulenchromatographie
erhaltenen und nach DC-Test entsprechend vereinigten Fraktionen wurden schonend (Wasserbadtemperatur
maximal 35-40 °C) mehrfach i. Vak. in einem Biichi- oder Heidolph-Rotationsverdampfer eingeengt, um z.B.
Essigsaure, Pyridin oder n-Propanol vollstiandig zu entfemnen. Sofern die Substanzen keine freie Aminogruppe
enthielten, wurden Reste von Pyridin mittels Amberlite TR 120, H', entfernt und/oder durch mehrfaches
Lyophilisieren. - Hydricrungen iiber Palladium/Aktivkohle wurden unter Normaldruck durchgefiihrt. -

4 (1998) 45394560 4547
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Drehwerte wurden mit einem Perkin-Elmer 141 Polarimeter (1-dm-Kiivette) gemessen. - Die Messung der
Schmelzpunkte (nicht korrigiert) erfolgte mit einem Totolli-Biichi-Apparat. - Zur Aufnahme der NMR-
Spektren wurden die Spektrometer Bruker AC 300 (300 MHz) oder Bruker 500 (500 MHz) benutzt. Bei
Messungen in organischen Losungsmitieln dienie Tetramethyisiian als innerer Standard, bei Messungen in

_________ = srnaern kel 13 PO TSR, P T, T T
D,0 wurde auf 8, = 4.8 bezogen, bei ~C-Spektren auf Methanol. Die Auswertung der Kopplungskonstanten
arfalata nach argtar (OMrdmiinag Bat foloanden VY, mndingan unirda dia Analvon dar I NIMD _Qaalitens vanga

Crioigie nacn Crswer Uranung. ol idigendaen veroinaungen wurae aie [\ilaly 5€ Ger N INIVIR-SPeKuen vOorge-

nommen a) durch Entkopplungsexperimente: 6, 7, 9, 12a,b, 22 und b) durch zweidimensionale (‘"H,"H-COSY)
Spektren: 2, 7, 12a.b und 26. - Fiir die FAB- Ma ssenspektrometrie wurde ein VG ZAB-HF Massenspektro-

RLTCIL, 18580 WilA L0 assens I‘"""" H vailigw 125 IVIQSOUIISPCHRUL

meter benutzt. Als Ionenquelle diente eine Xenon-Kanone. Bei FAB(-) Massenspektren wurde Triethanolamin
(TEA) und bei FAB(+) Massenspektren Thioglycerol (Tgl) als Matrix benutzt*.

26

2-Acetamido-1, 2-didesoxy-3,4: 5, 6-di-O-isopropyliden- | -nitro-D-mannitol (2): Das Nitromannitol 1
(1.75 g, 6.94 mmol) wird in absol. Tetrahydrofuran (2 ml) suspendiert und Acetondimethylacetal (5 g) und
getrocknete p-Toluolsulfonsaure (0.16 g) zugegeben. Die Mischung wird 1 d geriihrt und 40 min. auf +55 °C
erwiarmt. Nach Zugabe von Triethylamin (0.5 ml) werden i. Vak. die Losungsmittel abdestilliert und der

Riickstand in Dichlormethan (200 ml) gelost. Nach Auswaschen mit Wasser (20 ml) wird t(iber
Magnesiumsuifat getrocknet und die Ldsungsmittel abdestilliert. Der kristalline Riickstand wird aus wenig

Diethylether-Hexan umkristallisiert; Ausb. 1.89 g (82%) 2, Schmp. 133 - 135 °C, R; = 0.49 (Ethylacetat),
[alp® =-17 (¢ = 1.1, CHCL). - '"HNMR (300 MHz, CDCl,): §=1.34,1.35,1.36, 1.40 (45, 12 H, 4 CH,), 1.98
(s,3H,COCH,),3.78(dd, | H, J,, =88 Hz, 6-H),3.86 (dd, | H, J,;= 8.2 Hz, 4-H), 400 (dd, 1 H, J,,=5.7
Hz, J., = 6.6 Hz, 5-H).- C,;H,,N,0, (332.3) Ber. C 50.59 H7.27 N 8.42.- Gef. C 50.31 H7.23 N 8.32

N-Acetyl-4-desoxy-4-(E)-hydroxyimino-6,7:8, 9-di-O-isopropyliden-neuraminsdure-methylester-(2R, 25)-
cyclo-Tautomer (5): Das Nitrohexitol 2 (1.0 g, 3.0 mmol) 16st man in Dichlormethan (10 ml) und gibt
Verbindung 3 (1.39 g, 6 mmol) und anschlieBend Phenylisocyanat (1.07 g, 9 mmol) zu. Durch Zugabe von
Triethylamin (0.03 g) wird die Umsetzung gestartet. Die DC-Kontrolle (Ethylacetat/Methanol/Wasser, 25:5:2,
v/v/v) des Ansatzes zeigt nach 15 h das Verschwinden des Edukts und ein Produkt mit R, = 0.25. Man gibt
absol. Methanol (20 ml) zu und entfernt nach 5 h Triethylamin durch Behandiung mit saurem lonenaus-
tauscher unter Kiihlung (Amberlite IR 120, H'; mit absol. Methanol ausgewaschen). Die eingeengte
methanolische Lésung wird unter Kiihlung mit etherischem Diazomethan bis zum Verschwinden des sauren
nH-Wertes versetzt. Nach Abdestillieren der Ldasunosmittel wird der Riickstand iiber Kiese I el (80 o)

Pl LEoURLL. 1N AVaL savaUSLIaavi VA Er 2 A BERAR S L S = B AN S L2 RVt e user Kiese 1 \OV g

chromatographiert. Elution mit Diethylether/Ethylacetat-Gradient (Diethylether 500 ml; Diethy Ie h r/Ethyl-
acetat, 2:1, v/v, 500 ml; 1:1, v/v, 500 ml; Ethylacetat, 500 ml) ergibt 0.47 g kristalline Verbindung 5; aus der
Mutterlauge werden durch Umbkristallisieren aus Diethylether weitere 0.31 g erhalten. Gesamtausbeute. 0.78 g
(62%) 5; Schmp. 162 °C (Diethylether), R; = 0.22 (Ethylacetat), [a],° = 0 (¢ = 1.0, CHCL,). - 'H NMR (500
MHz, CDCL,): 6 =1.37,1.38(25s,6 H,2 CH,), 1.41, 1.42, 1.44, 145 (45,6 H, 4 CH;), 2.03,2.04 (25,3 H,2
NAc), 2.03 (s, 1.5 H, NAc), 2.04 (s, 1.5 H, NAc), 3.16 (d, 0.5 H, Jy, 5, = 18.2 Hz, 3-H,), 3.21 (d, 0.5 H, Jy,3, =

18.2 Hz, 3-H,), 3.73 (d, 0.5 H, 3-H,), 3.74 (d, 0.5 H, 3-H,), 3.87, 3.88 (25,3 H, 2 OCH,), 3.89 - 3.95 (m, 2 H,
9H 9' H) 405(ddd l H, J= 85Hz J89 2Hz 8H),4 18(dd OSH J67 66Hz 6H),419(dd 0.5 H,
(125 MHZ LDCL) 5= 73,
2CH,),49.74,4985 (1 C
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UK,

(R)- und (S)-3-[(1R)-1-Acetylamino-2,3:4,5-di-O-isopropyliden-p-arabinitol-1-yl J-4, 5-dihydro-isoxazol-
S-carbonsdure-methylester (6): Das Nitrohexitol 2 (1.0 g, 3.0 mmol) st man in Dichlormethan (12 ml) und
gibt nacheinander Acrylsduremethylester (1.7 g, 20 mmol), Phenylisocyanat (1.07 g, 9 mmol) und
Triethylamin (0.03 g) zu. Nach 15 h zeigt der DC Test (Ethylacetat) das Verschwinden des Edukts und ein
neues Produkt mit R; = 0.3. Nach Zugabe von Methanol (10 mil) werden die Lésungsmittel abdestilliert, in
Dichiormethan geiﬁst und von kristallinem Produkt abfiitriert. Der nach Einengen des Filtrats erhaltene

Kﬂbl.dllll'lc Kubeldﬂu w1ru th:r l\lbbblbbl (‘IU b) L[UUllldLU'bIdplllL[l 1V11|. k,llLUIUlUlHl/DlIlyldLCLdL \1 1 V'//'V')
eluiert man 6 (0.89 g, 74%) in Form zweier Diastereoisomerer im Verhiltnis 4:5. Umkristallisieren aus Di-

ethylether/Chloroform ergab Anreicherung eines Epimeren auf ca. 85%; Schmp. 158 - 167 °C (Diethyl-
ether/Chloroform), R. = 0.15 (Chloroform/Ethylacetat 4:6, v/v), R; = 0.3 (Ethylacetat), [a]; 20 — 495 (c=1.1,

CH,OH). - 'H NMR (500 MHz, CDCL,): 8 = 134, 135, 1.39, 1.42 (4 5, 12 H, 4 CH,), 2.00 (s, 3 H, NAc), 3.35
(A-Teil von ABX, 1 H, 3-H,), 3.40 (B-Teil von ABX, 1 H, J,,,, = 17.4 Hz, 3-H,), 4.00 (ddd, 1 H, 8-H), 4.94
(dd, 1 H, J,= 7.5 Hz, J; qy = 7.5 Hz, 5-H), 5.02 (X-Teil von ABX, 1 H, J,3,= 11.4 Hz, J,, = 7.2 Hz, 2-H). -
3C NMR (75.47 MHz, CDCL,): 8 = 23.06, 25.23, 26.49, 26.91, 27.15 (5 C, 5 CH,), 40.81 (1 C, C-3), 49.58 (1
C. C-5). 52.65 (1 C, OCH,), 67.82 (1 C, C-9), 77.07, 77.39, 79.45, 81.41 (4 C, C-2, C-6, C-7, C-8), 109.99.
110.62 (2 C, 2 OCO), 157.35 (1 C, C-4), 169.57, 170.55 (2 C, 2 C=0). - C,;H,4N, 0 (400.4) Ber. C 53.99 H
7.05 N 6.99. - Gef. C 53.90 H 7.03 N 7.22.

A ot AN Y P N A T T V snmzrsi A v m oo azea Y. Moo N;
~ACEL rmuu J ‘f J'lrlaebuiy"‘f {4/ L) = nyur U.LJ/[I’HI[U D-Manno-2 /lUllulU[l‘y’ unuoun.)uurt: \/7). U
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.)
mannito (4.53 g, 18 mmol) wird in DMF (20 ml) durch Zugabe von Hexamethyldisilazan (25 g, 155

mmol) und N, O-Bistrimethylsilylacetamid (0.5 ml) unter Erwirmen auf 80 °C silvliert. Aus der erhal nen,

Li1ARIVUL i AP1Si dxaaTnx AGUTRALE LAl LW [e10 21 SiiY il LS QT

klaren Losung werden unter wnederholter Zugabe von DMF im Oloumnenvakuum Silylierungsreagentien und
Losungsmittel vollstdndig abdestilliert und der erhaltene Sirup (la) in Dichlormethan (60 ml) gelost.
Verbindung 3 (8.34 g, 36 mmol) und anschliefend Phenylisocyanat (6.42 g, 54 mmol) werden schnell
zugegeben. Nach Zugabe von Triethylamin (0.2 g) 1a6t man 2 d stehen. Durch Einwirkung von Methanol (50
ml) und Wasser (50 ml) werden sdmtliche Silylgruppen abgespalten und das Zwischenprodukt 4 in die
Nonulosonsdure 7 umgewandelt. Die DC - Kontrolle (Laufmittel £) des Ansatzes zeigt ein Produkt mit R, =
0.25. Nach schonendem Abdestillieren der organischen Losungsmittel wird die wissrige Phase mit Ammoniak
neutralisiert und mit Ethylacetat extrahiert. Die Abtrennung von Pyruvat erfolgt durch Anionen-
austauschchromatographie iiber AG MP-1-lonenaustauscher (200-400 mesh, Firma BIO-RAD. HCO,-Form,
300 mi) miiieis Bicarbonai-Gradient: Wasser - 0.4 M Ammoniumbicarbonat-Lésung. Aus den die

G PR [ - fengeen H b I1Y 17T PrURES LA S pre
Verbindung 7 enthaltenden Fraktionen wird durch wiederholtes Einengen i. Vak. NH,HCO, entfernt und dm

Riickstand aus Wasser lyophilisiert, farbloses Pulver (AmmoniumSalz), 4.12 g (72%) 7, E/Z-Isomere = 1:1,
= 0.25 (Laufmittel £). Die Uberfithrung in die freie Saure erfolgt durch Behm‘dlnng mit einem UberschuB an
saurem lonenaustauscher (Amberlite IR 120, H") unter Kiihhmg und anschlieBendem Lyophilisieren; Zers.P.

SRuivil nausiaus 1L, 12 I JdGill L.

175-179 °C (Wasser/Ethanol), [a],* =-71 (c = 1.1, Wasser). - MR (500 MHz, D,0O, NH, -Salz): 5 2.04,
2.05(2s,3 H, Ac), 3.12(d, 1 H, J;,,, = 18.4 Hz, 3-H,), 356(d 1 H, 3-H,), 3.61 (dd, 1 H, J;4= 9.0 Hz, 7-H),
3.66 (dd, | H,.J,, = 11.8 Hz, 9'-H), 3.77 (ddd, 1 H, J;,= 2.8 Hz, J;, = 6.2 Hz, 8-H), 3.86 (dd, 1 H, 9-H), 4.15
(dd, 0.5 H, J,,= 1.2 Hz, 6-H), 4.17 (dd, 0.5 H, 6-H), 4.99 (d, 0.5 H, J;,= 9.5 Hz, 5-H), 5.00 (d, 0.5 H, 5-H). -
'H NMR (300 MHz, D,0, Saure): & = 1.90 (s, 3 H, NAc), 3.07 (d, 0.5 H, 3-11,), 3.08 (d, 0.5 H, 3-H,), 3.50 (d,
1 H, J;, 5, = 18.9 Hz, 3-H,), 3.51 (dd, 1 H, J;y = 6 Hz, 9-H), 3.71 (dd, 1 H, J;= 2.7 Hz, J,, = 11.7 Hz, 9-H),
4.01 (dd, 0.5 H, J,,= 1 Hz, 6-H), 4.03 (dd, 0.5 H, 6-H), 4.85 (d, 0.5 H, J;,= 10 Hz, 5-H), 4.86 (d, 0.5 H, 5-H).

- BC NMR (75.47 MHz, D,O, NH,'-Salz): 8 = 24.72, 24.74 (1 C, 2 CH,), 47.36, 47.71 (1 C, 2 C-3), 51.36,
51.46 (1 C, 2 C-5), 65.88 (1 C, C-9), 71.23, 71.52, 71.75, 71.84, 73.39 3 C, C-6, C-7, C-8), 107.21, 107.27 (i
C, 2 C-2), 161.69, 161.74 (I , 2 C-4), 176.57, 176.70 (2 C, 2 C=0). - C\H;{N,O, (322.3, Sdure) Ber. C



k, R. Brossmer / Tetrahedron 54 (1998) 45394560

5-Acetamido-3,4, 5-tridesoxy-4-(E/Z)-hydroxyimino-D-manno-2-nonulopyranosonsdure-methylester  (7a):
Die Saure 7 (200 mg, 0.62 mmol) wird in absol. Methanol (65 ml) suspendiert und saurer lonenaustauscher
(10 ml, Amberlite, IR 120, H', ausgewaschen mit absol. Methanol) zugegeben. Die Mischung wird bei
Raumtemp. geriihrt, nach 2 h zeigt das DC (Laufmittel /) volligen Umsatz zu einem Produkt mit R, = 0. 28
Nach AbIllmel‘CIl, Lugabe von Wasser und Abdestiiiieren von Methanol wird aus Wasser lyopmusnert
mg (Y‘l’ /0) Ia ueman ucm n Nnﬂm-ap&:mrum ucgl t:lI'l Uﬁm]bhﬂ von E/L 1bomeren 1m vernmuus l l VOr.

H 7-H & OH O.HY 35§3/d 1 H I, _IQQI—I7'Z_ \’276(: QHﬂFH_\AﬂA(AAn<HR,N\ ﬂ
H, 7-H, 8-H, 9-H, 9-H), 3.53 (d, 1 H, Ji,, = 18.9 Hz, 3-H,), 3.76 (s, 3 H, OCH.), 4.04 (dd, 0.5 H, 6-H), 4.0
(dd, 0.5 H, J,,= 1 Hz, 6-H), 4.87 (d, 0.5 H, 5-H), 4.8 (d, 0.5 H, .J, .= 10 Hz, 5-H).

3-Acetamido-4-NO-acetyl-2,7,8,9-tetra-O-acetyl-3,4, 5-tridesoxy-4-(E/Z)-oximino- a, f-D-manno-2-nonu-
lopyranosonsdure-methylester (7b): Verbindung 7a (195 mg, 0.583 mmol) wird unter Kihlung mit einer
Mischung aus Pyridin (25 ml) und Essigsdureanhydrid (25 ml) acetyliert. Nach 24 h zeigt die DC-Kontrolle
(Ethylacetat) vollstindigen Umsatz und ein Produktgemisch mit R, = 0.40 und 0.33, welche den beiden
isomeren a,p-Acetaten von 7b entsprechen. Pyridin und Essigsdureanhydrid werden i. Vak. abdestilliert und
der Riickstand iiber Kieselgel chromatographiert. Mit Diethylether/Ethylacetat (6:4, v/v), 300 ml und (1:1, v/v)
300 mi ais Laufmittel isoliert man 7b (86 mg), Harz, &, = 0.4 (Ethylacetat), nach 'H NMR-Spektrum 2 isomere
Oximacetate von 1 Anomeren (siehe unten), sowie 178 mg einer Mischung bestehend aus 2 Anomeren und 2

s O manataten (A4 Qahotanzan gecan f0 LA s £O20/Y AL TIo _ LT NIMAD 7800 MLI, OO Y. S —
ISOILCICLL WALHIALCLAICTE (9 DQULDLALLLCTL ), BUdALLIL. 404 LIE (0D 7/0), /D, I'MAIZ, = I1 INIVIIN DUV IVIrlZ, ULV L), O —
100 200 208 2008 7212 2 14(Ac 18 1 NAr S OAAY 220(4A OT T T =10 1T> _IT\ 2R 74
1.77, 4.0V, L.UJ, £.U0, Leddy 40T U 5, 16 01, 1 UNAL, JRUAL), J.37 (U, VST T, vy, 10.7 114, J=11,}, J3.63 (U,
033 H 3-H.). 383 (s. 2 OCH.). 396(s. 1 H ﬂ(‘,H\ 407 (dd. 1H. J...= 123 Hz. 9-H). 427 (dd. 1 H. H-
V.22 1L, 278, 2 WSy & 22, RARER3), A IVRS, 4 25, ALy, TV AN, 3L, Yo LoD R4y, 7Ly, Tead (BN, 1 DL, XL
9), 5.09 (d, 0.33 H, J, ;= 9.0 Hz, 5-H), 5.10 (ddd, 1 H, J,, = 3.1 Hz, J, = 5.7 Hz, 8-H), 5.44 (dd, 0.33 H,Jm:
8.0 Hz, 7-H), 5.46 (d, 066H Js¢= 8.3 Hz, 5-H), 5.51 (dd, 0.66 H, Jn—77Hz 7-H), 5.57 (dd, 0.33 H, .J;,

2.5 Hz, 6-H), 5.60 (dd, 0.66 H, J,, = 2.8 Hz, 6-H). - MS (70 V), m/z (%): 546.169940 (6) [M], m/z:,,,
546.1697; m/z (%): 487.153946 (10) [M"-AcO’], m/z:,,, 487.1564. - C,,H,)N,0,, (546.5) Ber. C 48.35 H5.53
N 5.12.- Gef. C 48.26 H5.59 N 5.34.

5-Acetamido-4-NO-acetyl-7,8,9-tri-O-acetyl-2,6-anhydro-3,4, 5-tridesoxy-4-oximino-D-manno-non-2-
ensdure-methylesier (8a): Verbindung 7b (0.254 g, 0.483 mmol) wird in Eisessig (4 mi) und Essigsdure-
anhydrid (2 ml) gel6st und unter Eiskiithlung trockenes HCI-Gas bis zur Sittigung eingeleitet. Nach 12 h

ICiohad) ted anhhand VAl mtar Assoon hlaafl rmen T oanfafnasnlhtinl-aze LIMN] ahamdiart s1md anmanhliafland simeae
\DIDU ) Wira SCnoinena l. vV axK. uiiter AussCniun voii LULLLCU\-IIUEI\CIL il aoroltcit una aisciiicneina unter
Talinl.Zucat7 rectliche Fecigeidure und Fecigganreanhv rid ahdectiliert DNen in ahenal Mathanal (10 mh
LAUIUUITZ UL Twalilwiivw L 00 S 00U W g L_;Dﬂlbﬂuul\umlll Sl UMW OLLIILWL L A/Wwil 111 AUOVL. AVINLILGALENSL \1\) llll’
gelésten Riickstand 148t man nach Zugabe von Molekularsieb 3 A bei 0 °C 1 d stehen. Nach Abfiltrieren und

schonendem Einengen des Filtrats wird der Riickstand durch Losen in Pyridin/Essigsdureanhydrid (40 ml, 1:1,
v/v) nachacetyliert (24 h) und die Aufarbeitung wie bei 7b vorgenommen. Der in Chloroform (100 ml) geloste
Riickstand wird zweimal mit Wasser extrahiert. Nach Abdestillieren des Ldsungsmittels wird der Riickstand
iiber Kieselgel (30 g) chromatographiert. Mit Laufmittel /4 (600 ml) eluiert man 8a (0.197 g, 84%), Harz; R, =
0.22 (Laufmittel H), [a],” = +9 (c = 1.0, CHCl,). Aus den 'H- und C NMR-Daten folgt, da} 8a einheitlich
ist. - '"H NMR (300 MHz, CDCl,): = 1.96, 1.98, 2.02, 2.11 (5 s, 15 H, 4 OAc, 1 NAc), 3.93 (s, 3 H, OCH,).
4.03 (dd, 1 H, Jy4 = 12.6 Hz, 9'-H), 4.23 (dd, 1 H, 9-H), 5.07 (ddd, 1 H, J89—26Hz Jyy = 5.4 Hz, 8-H), 5.44
(dd, 1 H, J, = 8.8 Hz, 5-H), 5.48 (dd, 1 H, J,5= 7.9 Hz, 7-H), 5.57 (dd, | H, J,,= 2.8 Hz, 6-H), 6.62 (d, I H,

13

Jans = 9.3 Hz, NH), 6.92 (s, 1 H, 3-H). - "C NMR (75.47 MHz, CDCl,): & = 20.53, 20.66, 20.70, 20.80, 23.04
ol -al t N Y b 2 NalalN 4N s o Na NI T Y L1 01 7Y Y O LONY £O0 L0 TTNAT /Y M ML M7 MO
(DC,0U0H;),40.U3 (1 L, L-D), 045/ (1 L,, Ulrl;), 0L.Y1 {1 L, U-Y), 06.U), 00.07, /U.5/ (I3 L, -0, L-/, L-0),
1N0 QY /1 O MY 1C£ 08 1 M OO N 1ENAY MV O A 1£970 1  COL1Yy 16078 16000 1,007 170 04
1UO. 7D {1 L, U=D), 170,00 (I L, U-Z), I1VVU.H2 (1 L, U1), 1UL.LT (1 L, U1 ], 1UT. 70, 1UJ. 7V, LUT. 77, 1/V.UT,
17060 (S 5 O=0) - MS (70 eV m/z (94): 486 () TM™1. m/7z: A6 4 m/z (%): 426.128606 (4) [M™-
/U UV \J L, J W) VIS \/V UV J, Itz \(/7U). TOU (&) [IVR [y IlH ey TOVST, HH6 & \/V). T&VLLEUUUY LA B
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HOAc), m/z;,,, 426.1274. - C,0H,,N,0,, (486.4) Ber. C 4938 H 5.38 N 5.75. - Gef. C49.06 H5.53 N
5.86.
5-Acetamido-2,6-anhydro-3,4, 5-tridesoxy-4-hydroxyimino-D-manno-non-2-ensdure (8): Verbindung 8a

£n D% T | 1

60 mg, 0.12 mmotl) 18st man in Methanol (3 ml) und gibt unter Eiskithlung 0.5 N Natronlauge (8 ml) zu. Nach
o] 1 4
Z i

PUN

b ratat dia TW I onctentla T avsfonazitnl T TIV Thotalitdan) ades Do diils wnle D — N Nk Vo e L

I ZG1EL WIS U ~A0nuviLe \Lauuu tte 1 L, UV=IJCICALVUL) CUI FTOUURL LU [y — V.44, INAlll YV CTUuiici
"/'chnnr unrd mit Innonanctancerher {Am"\nrl;fn R 17N "V antinnigciert Adac wiceriae Riltrat aincoanat 11ind

assvt wilu I IUNGIauSausu e, (FUMBUCTIIG IR 12U, 11 f, CHUUIHSICNL, Gds Wadssinge riitral CHgoonge und
lyophilisiert erhilt 31 mg (85%) Verbindung 8. Eine zusitzliche Reinigung kann durch Anionen-

austausch und _Elut;oxl mit einem Amegsensaurcgradlcntcn erreicht werden; [a], = -71 (¢ = 0.75, H,0). Aus
den 'H NMR-Daten folgt, daB 8 einheitlich und kein Gemisch von £/Z-Isomeren ist. - 'H NMR (300 MHz,
D,0): 8 =1.95 (s, 3 H, NAc), 3.60 (dd, 1 H, J,, = 12.8 Hz, 9'-H), 3.65 (d, 1 H, J;3= 8 Hz, 7-H), 3.69 (ddd, 1
H, Jy3o=2.4 Hz, Jyo = 6 Hz, 8-H), 3.76 (dd, 1 H, 9-H), 4.14 (d, 1 H, J,;,=1Hz, 6-H), 5.19 (d, 1 H, J;,= 9.3 Hz,
5-H), 6.96 (s, 1 H, 3-H). - FAB(-)-MS: m/z:,, 304, m/z: . 303 (M-1). - C,H;(N,O; + H,O (304.2) Ber. C

41.03 HS5.38 N 8.70. - Gef. C40.82 H5.86 N 8.57.

»
O o
vu

Altra 2an2e nansdure 17\ Tia CHuiwea T (A 124 mmnl CHrrea) vried 11 N1 N Qalooiniea 12N n—\]\ oaliat (\0/
AILLU=TEUTIUTILOI UL, "L \lbll}J. i oaulive / \'T 1y, 1.4°7 111111V}, oaunc) Wllu 111 U. 1 1IN Jalloaulc \JU 11 1} BCIUDl‘ 11U/
Palladium/Kohle (50 mg) zugegeben und 2-3 h hydriert. Die DC-Kontrolle (Laufmittel A) zeigt das

Verschwinden des Edukts und 1-2 sehr dhnliche Spots mit R, = 0.2 - 0.25, welche 9 und 12a.b entsprechen,
sowie 1-2 Spots mit R, = 0.4 - 0.45, welche einem nicht einheitlichen Nebenprodukt zugeordnet werden. Der
Hydrieransatz wird iiber Celite von Palladium/Kohle abfiltriert und das Filtrat auf 100 ml eingeengt. Zwecks
Entfernung der Chlorid-Ionen gibt man die kalte Losung iiber Anionen-Austauscher (Dowex 1x4, Acetatform,
25 ml) und eluiert mit Wasser (500 ml). Wihrend sich 9 und 12a,b im wissrigen Durchlauf finden, wird das
Nebenprodukt zum Teil gebunden. Nach Einengen der wissrigen Losung wird lyophilisiert; man erhilt 340
mg Produkt, weiches 9, 12a,b und restliches Nebenprodukt enthilt. - a) Eine Abtrennung der polaren
Aminosduren 9 und 12a,b von dem Nebenprodukt kann durch Cellulose-Saulenchromatographie mit dem
Laufmittel A4 durchgefiihrt werden. Der DC-Test der Fraktionen (Laufmittel A4, Kieselgelfolie) und

DA oo 1nn

nachfoigende Aufarbeitung durch Abdampfen der Losungsmittel i. Vak. ergibt aus Fr.Nr. 54-66: 100 mg

(Fraktion @) und aus Fr.Nr. 67-88: 150 mg Lvoohilisat (Fraktion 5). Die '"H NMR-Analvse (500
LyUp[ullde \rIdn o1 d) Uil daus r'rNL. U/-00. 10V HIE L YUPILISAL \T'1dKUVIL D). LJIC 11 INIVEIIN-ALIdL Y ST (OUV
Mz TY.ONY 7einot in Fraltian a4 ca 70% Varhinduna 0 ywnd 209% Fnimearencgamicch 12a b in Fraltian A
VINiZ, 1/;v) ZCIEL dH rianiitn 4 Ca. Jv/e vOromaung 7o oulll Sv/e CpHnerCiigcniisin 1&a,0, 1 rianuill o

g
weitgehend 12a,b. Gesamtausbeute an hydrierten Produkten 9, 12a,b: 250 mg (62% bez. aut 7). Durch
Integration der gut getrennten Signale von 3-H_, 3-H, und 5-H im 'H NMR-Spektrum von 9 und 12a.b kann
das Molverhidltnis annidhernd geschiétzt werden. 9:12a:12b = 43:39:17. Dies entspricht 107 mg (27%)
Ausbeute an 9 und 143 mg (35%) Ausbeute an 12a,b. - b) Die Abtrennung von reinem 12a,b (Epimeren-
gemisch) gelingt besser, wenn die zuvor erhaltenen 340 mg Produktgemisch zuerst mit Laufmittel B und dann
mit Laufmittel 4 iiber eine Cellulose-Saule getrennt werden; 12a,b erscheint in den hoheren Fraktionen stark
angereichert, Reste von 9 kénnen leicht durch Anionenaustausch entfernt werden. Zu diesem Zweck werden
aus den entsprechenden, vereinigten Fraktionen durch wiederholtes, schonendes Abdestillieren unter
Wasserzusatz die Losungsmittel i. Vak. abdestilliert und die gekihlte, wissrige Losung iiber Dowex 1x4,

Bicarbonatform (20 mi), gegeben, wobei Reste von 9 und Essigsdure gebunden werden. 12a,b befindet sich im

wissrigen Durchlauf und wird durch Lyophilisieren isoliert: 80 mg, Epimerengemisch aus 12a und 12b im
Verhiltnis 7:3 (Integration der 3-H-Reportersignale). Die beiden Epimeren konnten nicht getrennt werden. -
12a,b: R; = 0.2 (Laufmittel 4). - 'H NMR (500 MHz, D,0): & = 1.70 (ddd, 0.7 H, J,,;, = 14.8 Hz, .J,,,= 10.1

3H,J,,=22Hz 3-H), 2.06

Hz, 3-H,), 1.90 (ddd, 0.3 H, J,.,, = 14.8 Hz, J,,, = 10.8 Hz, 3-H,), 1.99 (ddd, 0.3 H, J;,, = 2.2 Hz, 3-H,), 2.06,
207 (25,3 H, 2 NAc), 2.19 (ddd, 0.7 H, Jy, , = 2.6 Hz, 3-H,), 3.47 (dd, 0.3 H, J,5= 9 Hz, 7-H), 3.48 (dd, 0.7
H, J,,=9.1 Hz, 7-H), 3.64 (dd, 0.3 H, JM—116HZ 9-H), 3.65 (dd, 0.7 H, J, = 11.8 Hz, 9-H), 3.73 (ddd, 0.3

9
H, Jyo= 6.2 Hz, Jyp = 2.7 Hz, 8-H), 3.74 (ddd, 0.7 H, Jy, = 6.2 Hz, J;, = 2.8 Hz, 8-H), 3.84 (dd, 0.3 H, 9"-H),
3.85 (dd, 0.7 H. 9-H), 3.89 (ddd, 0.7 H, J, ;= 3.4 Hz, 4-H), 3.92 (dd, 0.3 H, J,,= 0.6 Hz, 6-H), 3.96 (dd, 0.7 H,
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.»= 0.7 Hz, 6-H), 421 (dd, 0.7 H, J,,, = 10 Hz, J, , = 3.8 Hz, 2-H), 4.23 (dd, 0.3 H, J,,,= 4.1 Hz, J,, = 7.4
Hz, 2-H), 4.35 (dd, 0.3 H, J, 5= 3.7 Hz, J;;= 10.2 Hz, 5-H), 4.39 (dd, 0.7 H, J;,= 10.2 Hz, 5-H). - "C NMR
(125 MHz, D,0): § = 24.82 (CH,), 33.62, 33.71 (2 C-3), 53.49, 54.09, 55.65 (C-4, C-5), 65.99 (C-9), 70.71,
T1 Q4 T2 T1I1 TAVAL(CD O£ O @) 17782 17707 197971 1€9 Q8 /D .1 A =N\ _ TAR\ AAQ
11.00U, 7L.0%, 12.0L1y 7T99.4™ \\./ g \TUy T \./“0}, 1/ 7.00, 1/17.70, 104,71, 10L.00 \L C-l, &4 © U}. - rnD\'}’lle,
m/z- 210 m/>- 2 IM_1) . o) The Ahtrennuing van d-Aminn.d_dacnvu NenSAr @ aslinat laicht Aunens
s T RS, I'lla.scf' ST \l'j J, \d, g L llUtlUlulmls YULI1l T 4L MIIIVTT UV OU N FORA AV YOI § S o b\dllllsl AW INEAL UL V1L
Anionenaustausch. Durch Hydrierung von 7 (960 mg) und Entionisierung iiber Dowex 1x4, Acetatform,

werden, wie zuvor beschrieben, 820 mg Lyophilisat erhalten, welches 9, 12a.b und einen Teil der
Nebenprodukte enthalt. Die wissrige Losung gibt man auf Dowex 1x4, Bicarbonatform (70 ml), und eluiert
mit Wasser (500 ml); der wissrige Durchlauf enthilt 12a,b und Nebenprodukte. Gradientenelution mit
Ammoniumbicarbonatgradient: Wasser = NH,HCO, in Wasser (0.4 M) ergibt (DC-Test mit Laufmittel E)
285 mg Lyophilisat, welches erneut {iber Anionenaustausch getrennt wird: 1. Wissriger Durchlauf (400 ml)
wird verworfen; 2. NH,HCO,-Gradient: a) Wasser <> NH,HCO; in Wasser (0.05 M); b) NH,HCO, in Wasser
(0.05 M > 0.15 M). DC-Test und Aufarbeitung der Fraktionen erfolgt, wie zuvor beschrieben und ergibt:
Fraktion ¢ (Fr.Nr. 1-12): 39 mg (Lyophilisat), Fraktion b (Fr.Nr. 13- 28’) 48 mg, Fraktion ¢ (Fr.Nr. 29-49): 62
mg. Nach der '"H NMR-Analyse sind Fraktion @ und 4 nahezu reines 9, Fraktion ¢ ist nicht einheitlich und
kann fiir eine erneute Trennung verwendet werden. 9: R, = 0.2 (Laufrmttt,l A), [0l =-35(c=0.8, Hz()) -

. _ AN o4 1~ _ T 1™ 4 M VPR YRS 1 N 11 1

NMR (500 MHz, D,0): 6 = 2.06 (dd, 1 H, J;,5, = 13 Hz, J,,, = 12.4 Hz, 3-1,), 2.09 (s, 3 H. NAc). 2.31 (dd. 1

—AS T, 2. I\ 287744 1 T 7 Q)L 7. 1IN 2 £A /44 11T T - 11Q LI QI 298 74344 1 1T

I, Jypg = .0 X1Z, 501y ), 2.04 (GG, 1 11, sy~ 7.2 117, /-11), 3.05% (4G, 1 11, J99 = 11.7 N1Z, ¥-11), 3.70Q004, 1 11,

J,.=102Hz 4-H).3.79(ddd. 1 H. J..=62 Hz. J.. =2.6 Hz 8H). 3.86 (dd. 1 9.H) 4.17 (dd. 1 ] =
4‘5 L\de L2L.y 7T ll}, Sk 7 \uuu, A AR, l.l89 Mok ALLy 1189 Lo\ A ALy U .ll}’ -~ UV \\Au’ 1 xie S 11’, LY S \uu, 1 11, IJ6.7

0.6 Hz, 6-H), 4.21 (dd. 1 H, J;,=10.2 Hz, 5-H); a-Form: 3 = 1.81 (dd, J;,;, = 13.2 Hz, J,,, = 11.8 Hz, 3-H)),

2.78 (dd, Jy, , = 4.5 Hz, 3-H,). Verbindung 9 enthélt etwa 7% von der a-Form. - "C NMR (75.47 MHz, D,0):
& =24.99 (1 C, CH,), 38.23 (1 C, C-3), 50.81, 52.26 (2 C, C-4, C-5), 66.02 (1 C, C-9), 71.07, 72.59, 72.97 (3
C. C-6, C-7, C-8), 97.93 (1 C, C-2), 177.84, 178.57 (2 C, 2 C=0). - FAB(-)-MS: m/z;.. 308, miz:; 307 (M-

1). - C,;HyN,04 + 0.5 H,0 (308.3) Ber. C 41.64 H 6.67 N 8.82. - Gef. C 41.32 H 6.83 N 8.57.

Die Aminosdure 9 wird nach bekannten Methoden peracetyliert; nach FAB(+)-MS entstehen unter Einfiithrung
von flinf Acetylgruppen das Hexaacetylderivat von 9 (m/z:y,, 518, m/z:; 519 (M+1)). Das Epimerengemisch
12a,b wird ebenfalls, wie oben, nach bekannten Methoden peracetyliert. Nach FAB(+)-MS entsteht unter
Einfiihrung von vier (,etylgruppen ein peracetyliertes Lactam (m/z:, 502, m/z:pc 503 (M+1)). 12a,b wird

PR O T Py ptla s Aot doos RAsslacaTooaonn sl f3ila Pk PRI K FINY ) DROU [T LU [, R
lacn DEKanmnicen 1V1 noacn lIl acn IvVICU1ylicsicl lbertiinit und ansciienena pclc Lclyllﬁll, wodaurcn gClIld.l.)
FAR/N_NMCQ onoitzlich cache Acatulaminnan aingefithrt ardan (/- STE )=t K77 (NALTY

TADUT VIS ZusatZiiGil Stlils ALCLYIpTUpPPLIl CHIgUVIUII WUIUCIL U 2y J 70, TR L ger J 17 VAT L ).

4.5-Diacetamido-3,4,3-tridesoxy-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosonsdure (11a): Die Aminosiure 9
(8 mg, 0.026 mmol) wird in Wasser (0.5 ml) und Methanol (0.1 ml) geldst und portionsweise Essigsdure-
anhydrid und Natriumhydrogencarbonat unter Kiihlung und Rithren zugegeben, bis der DC-Test das vollige
Verschwinden des Edukts und ein Produkt mit R; = 0.38 (Laufmittel E) zeigt. Nach Verdiinnen mit Wasser
wird mehrfach i. Vak. schonend eingeengt, die verdiinnte, gekiihlte Lésung iiber Kationen-Austauscher
(Amberlite TR 120, H') gegeben und lyophilisiert, 7.9 mg (85%) 11a, [a],= -49 (c = 0.65, H,0). Die 'H
NMR-Daten stimmen mit den von Zbiral angegebenen Werten iiberein'®. - 'H NMR (500 MHz, D,0): § =
1.93 (ddd, 1 H, Jy, 4, = 13.3 Hz, J,,, = 12.9 Hz, 3-H,), 1.96, 1.99 (2 5, 6 H, 2 NAc), 2.17 (dd, 1 H, J;,, = 4.5 Hz,
3-H,), 3.58 (dd, 1 H, J,,= 9.4 Hz, 7-H), 3.62 (dd, 1 H, 9-H), 3.76 (ddd, 1 H, Jgy= 6.3 Hz, J;, = 2.6 Hz, 8-H),

18

A D0A 7131 % IT T _,11011'4n711\ A NN 313 1 1N TITI—- £ 1IN A /341 11 T _—_NL LI £ 11 AN2C
3.84 (Aq, | N, Joo = 11.8 NZ, ¥-11), 4.0V (4G, 1 r1, ./56 1VU./ nZ, 5-11), 4. (a4, 1 n, Jg;= V.0 nz, o-nj, .55
73131 1 1Y 7T —tNT LT, A 1Y
(aaq, 1 n,Jys= V.7 1z, 4-11).

5-Acetamido-4-benzamido-3,4, 5-tridesoxy-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosonséure  (11b).  Die

Aminosiure 9 (39 mg, 0.126 mmol) wird in Wasser (1.0 ml) und Methanol (1.0 ml) geldst und Triethylamin
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(100 mg) zugegeben. Man gibt portionsweise unter Kiihlung und Riithren Benzoesdureanhydrid zu, bis der DC-
Test (Laufmittel £) vollstindigen Umsatz und ein Produkt mit R, = 0.36 zeigt. Die mit Wasser verdiinnte
Losung wird i. Vak. eingeengt, die gekiihlte Lésung kalt iiber Kationen-Austauscher (wie bei 11a) gegeben,
mit viel Wasser nachgewaschen und die wiissrige L6sung zweimal mit Ethylacetat extrahiert, um Benzoesiure

1T

zu enifernen. Eine zusdtziiche Kelmgung kann durch Anionenaustausch und Elution mit Amelsensauregrament

11T NINAD 78OAN LML

gen. Nach Lyophilisieren 42 mg (81%) 11b, [a], -18 (¢ = 0.9, H,0). - 'H NMR (500 MHz, D,0): 6 =
1.90 (s, 3 H, NAc), 2.05 (dd, 1 H, J,,,, = 12.8 Hz, J,,, = 12.8 Hz, 3-H,), 2.23 (dd, 1 H, J,,, = 4.6 Hz, 3-H,),
3.61(dd, 1 H, J,,=9.4 Hz, 7-H), 3.62 (dd, 1 H, J,, = 11.8 Hz, 9'-H), 3.77 (ddd, 1 H, J;,=2.6 Hz, J;, = 7.4
Hz, 8-H), 3.84 (dd, 1 H, 9-H), 4.16 (dd, 1 H, L, 10.6 Hz, 5-H), 4.25 (dd, 1 H, J,,= 0.6 Hz, 6-H), 4.58 (ddd,
1 H, J,s=10.6 Hz, 4-H), 747 - 7.69 (m, 5 H arom. H). - FAB(-)-MS, m/z:,, 412, m/z:; 411 (M-1). -
CsH;N,O, (412.4) Ber. C 52.42 H5.86 N 6.79. - Gef. C52.11 H35.70 N 6.56.

1-Desoxy-1-nitro-D-mannitol (13): Nach Literaturvorschrift’” wird aus D-Arabinose, Natriummethanolat
und Nitromethan ein Epimerengemisch aus 1-Desoxy-1-nitro-D-mannitol und 1-Desoxy-1-nitro-D-glucitol
erhalten. Zur Gewinnung von reinem 13 wird zunichst mehrfach aus Ethanol umkristallisiert; durch Losen in
wenig warmen Wasser, Zugabe von Ethanol und langsame Kristallisation wird schlieBlich (laut 'H NMR-

maltimin ) animaranfiraisg arlhaltan Qa e 32 [¢] 1 -
Spektruim) epimerenfreies 13 erhalten, Schmp: 130-133 °C (Lit.” 133-134 °C. - '"H NMR (300 MHz. D,0):
—_ 1 — - —
=3.60-3.87 (m, 5 H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H, 6'-H), 4.38 (ddd, 1 H, 2-H), 4.62 (dd, 1 H, J,,, =129 Hz, J,, = 8.9
Hz, 1-1),4.92 (dd, 1 H,J,,=2.8 Hz, 1-H)

3,4-Didesoxy-4-(E/Z)-hydroxyimino-D-manno-2-nonulopyranosonsdaure (NH,-Salz, 15): 1-Desoxy-1-
nitro-D-mannitol 13** (3.0 g, 14.2 mmol) wird in Hexamethyldisilazan (14 g, 85 mmol, 18 ml) suspendiert und
nach Zugabe von N,O-Bis-trimethylsilylacetamid (0.5 ml) und DMF auf 60-70 °C erhitzt. Nach 30 min
werden alle fliichtigen Komponenten im Olpumpenvakuum abdestilliert und zweimal mit DMF kodestilliert.
Den erhaltenen Sirup (13a) 16st man in Dichlormethan (50 ml) und gibt 3 (6.6 g, 28.4 mmol), Phenylisocyanat
(5 1 g, 42.6 mmol) und Triethylamin (0.1 g) zu. Nach 15 h wird Wasser (20 mi) zugegeben und 2 d geriihrt.

Uber Celite wird von schweridslicher Substanz abfiltriert, mit Wasser nachgewaschen und nach Abtrennung
der wissrigen Phase diesselbe mit Ethylacetat extrahiert. Abtrennung von Pyruvat erfolgt durch Anionen-

austausch-Chromatographie {iber AG MP-1-lonenaustauscher (200-400 mesh, BIO-RAD, Bicarbonatform,
250 ml) mittels Bicarbonatgradient: Wasser = NH,HCOQ, in Wasser (0.4 M). Die Fraktionen werden mit dem
Laufmittel D ausgetestet. Nach schonendem Einengen der vereinigten Fraktionen und zweifachem

Lyophilisieren erhilt man 2.88 g (70%) 15, Ammoniumsalz, Harz. Aus den 'H NMR-Daten folgt, daB 15 als
Isomerengemisch (E:Z = 1:1) vorliegt. R; = 0.37 (Laufmittel D), [a],* = +15 (¢ = 3.65, H,0). Die durch
Entionisierung von 15 (Ammoniumsalz) erhaltene freie Saure ist laut 'H NMR-Analyse instabil. - '"H NMR
(500 MHz, D,0, NH,"-Salz): = 3.15 (d, 0.5 H, J,,;, = 18.5 Hz, 3-H,), 3.21 (d, 0.5 H, J,,, = 18.5 Hz, 3-H,),
3.58 (d, 0.5 H, 3-H,), 3.62 (d, 0.5 H, 3-H,), 3.70 (dd, 0.5 H, J;, = 6.2 Hz, J,, = 11.8 Hz, 9'-H), 3.71 (dd, 0.5 H,
J89—62Hz Joy = 11.8 Hz, 9'-H), 3.79 (ddd, 1 H, 8-H), 3.85 (dd, 0.5 H, J,, = 8.9 Hz, 7-H), 3.86 (dd, 0.5 H,
L= 8.9 Hz, 7-H), 3.89 (dd, 0.5 H, J; 4= 3.3 Hz, 9-H), 3.895 (dd, 0.5 H, J;,= 3.3 Hz, 9-H), 3.99 (dd, 0.5 H, ./,
—12H7 6-H), 4.01 (dd, 0.5 H, J,,= 1.2 Hz, 6-H), 4.62 (d, 0.5 H, J, ;= 9.2 Hz, 5-H), 4.63 (d, 0.5 H, J; =
Hz, 5-H). - PC NMR (75.47 MHz, D,0, NH,'-Saiz): 6 = 45.42, 45.25 (1 C, 2 C-3), 64.82 (i C, C-9), 68.0
8.12, 70.46, 70.50, 71.20, 71.43, 72.35 (4 C, C-5, C-6, C-7, C-8), 105.94, 105.99 (1 C, 2 C-2), 162.64, 162.82

9.'

n

(223

M &L /Y MY M1 ‘CAD{ Y NQ e 721 /o 2N ALY O T N
(1 C, 2 C-4), 17546, 1/.)..)0 (1 L, £ Uml) =~ DADT) =IVIO, Hlil.per LO1y ITHLogef «OU \IVITL ). = gllj5iNlrg NH;
(298.2, Ammoniumsalz) Ber. C 36.24 H6.08 N 9.39.-Gef. C3591 H6.22 N9.21

4-Amino-3,4-didesoxy-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosonsdure (16) und Epimerengemisch 19a.b
[4-Amino-3,4-didesoxy-D-erythro-L-allo-nonansdure (19a) und -D-erythro-L-altro-nonansdure (19b)]: Ver-
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bindung 15 (NH,-Salz, 268 mg, 1 mmol) 16st man in Wasser (100 ml) und iiberfiihrt durch Einwirkung von
saurem lonenaustauscher (Amberlite IR-120, H*, 15 ml) unter Kithlung in die freie Siure. Nach Filtration vom
Austauscher wird umgehend auf 50 ml eingeengt, 1 N Salzsdure (1.1 ml) sowie 10% Palladium/Kohle (30 mg)
zugegeben und 12-i4 min (bis zur Beendigung der schneiien H,-Aufnahme) hydriert. Die DC-Kontrolie
(Laufmittel 4) ze gi Voiisﬁndtgeﬂ Umsatz und einen starken, verbreiterten Spot mir R, = 0.16-0.37, welcher 16
und 1%a,b ent Spric cht, sowie einen opUL mit l\f = (.58, welcher einem nicht einheitlichen Nebenprodﬁkt

zugeordnet wird. Der Hydrieransatz wird tiber Celite filtriert, mit Wasser nachgewaschen und die gekiihlte
Lasung iiber Dowex 1x4, Acetatform, (60 ml), gegeben. Der Durchlauf (700 ml) wird eingeengt und fiber
Dowex 1x4, Bicarbonatform, (50 ml) gegeben. Im Durchlaut (600 ml) findet man unpolares Nebenprodukt
und 19a, zusammen 53 mg Lyophilisat. Die Elution mit NH,HCO,-Gradient: Wasser - NH,CO,-Lésung in
Wasser (0.3 M) ergibt eine Mischung von 16 und 19b, sowie wenig Nebenprodukt, zusammen 160 mg
Lyophilisat. Aus der Integration der 3-H Reportersignale im '"H NMR-Spektrum (8 = 1.7 - 2.3) ensprechender
Produktgemische 148t sich die Ausbeute an hydrierten Produkten 16 und 19a,b mit etwa 50-60% abschitzen;
4-Amino-4-desoxy-KDN 16 entsteht mit etwa 25% Ausbeute. - Da eine Abtrennung und Reinisolierung von
16 durch Anionenaustausch nicht gelingt, mufl Cellulose-Saulenchromatographie verwendet werden, welche
jedoch verlustreich ist und zu einer Ausbeuteverminderung fiihrt. 15 (NH,"-Salz, 560 mg, 2.1 mmol) wird, wie
zuvor beschrieben, hydriert und weiterverarbeitet; nach L.yophiiisieren 407 mg. Die Abtrennung von restiichen

£ o ~ P A 1an

Neoenprouumen €rroigt durch Cellulose- aduwn(,nroma(ogrdpme mit LauImIIICl A. Man isoliert 180 mg

Lyophilisat, welches aus 16 und 19a,b im Verhiltnis 40:33:23 besteht ('"H NMR). Zwecks Abtrennung von
roinem 1 wnrd ppnn]nup=qv’in|‘:nr~ romatnaoranhie mit dem T anfm tpl r Anr: iafithrt Ancoshend von 180 ma
IWIRINALL AW VYILME O WllUIVOW uuuu\'u\uu\Jllxu\usnu}.ﬂu\' ARAL NAMLLL L AULILIAVNL 7 Ul 115\.Lmu Le JAUOEWILIWIIN YWUIL 1OV llls
Lyophilisat erhéilt man eine Fraktion a: 17 mg, bestehend aus l‘)a,b; b: 22 mg, bestehend aus 70% 16 und 30%
19a,b; ¢: 39 mg reine Verbindung 16, R; = 0.25 (Laufmittel F), R, = 0.18 (Laufmittel 4), [a]; = -33 (¢ = 0.5,
H,0). - 'HNMR(SOOMHZ D,0):8=2.06 (dd, 1 H, J,,;, = 129 Hz, J,,, = 12.7 Hz, 3-H,), 2.32 (dd, 1 H. J3,,

= 4.5 Hz, 3-H,), 3.68 (ddd, 1 H, J,,= 10.1 Hz. 4-H), 3.73 (dd, | H, J,, = 11.8 Hz, 9-H), 3.82 (ddd, | H, J,,=
2.7 Hz, J,y = 6.1 Hz, 8-H), 3.86 (dd, 1 H, J;,= 9.7 Hz, 5-H), 3.88 (dd, 1 H, J,4= 9.1 Hz, 7-H), 3.91 (dd, 1 H,
9'-H), 4.08 (dd, 1 H, J,, = 1.0 Hz, 6-H). - a-Anomeres: & = 2.80 (dd, J, ,, = 11.8 Hz, J,,, = 4.5 Hz, 3-H,). -

Verbindung 16 enthlt etwa 7% a-Anomeres. - '*C NMR (75.47 MHz, D,0): § = 36.98 (1 C, C-3), 52.39 (1 C,
C-4), 64.84 (1 C, C-9), 68.05, 69.53, 71.86, 73.18 (4 C, C-5, C-6, C-7, C-8), 96.73 (1 C, C-2), 177.47 (1 C, C-

1). - FAB(-)-MS: m/z:y,, 267, m/z:p 266 (M-1). - C,;H,;NO; + H,0 (267.2) Ber. C 37.92 H6.72 N 4.91. -

v N

Gef. C37.60 H6.88 N 4.98.

19a,b: 'H NMR (500 MHz, D,0): 3 = 1.82 (ddd, 0.63 H, J;, , = 15.1 Hz, J,, ;= 10.2 Hz, 3-H,), 2.08 - 2.13 (m,

0.74 H, 3-H,, 3-H,), 2.28 (ddd, 0.63 H, J,, , = 2.7 Hz, 3-H,). Der Rest des Spektrums ist nicht nach 1. Ordnung

interpretierbar. - "C NMR (75.47 MHz, D,0): 6 = 31.41, ‘H .64 (2 , C-3), 52.93, 5491 (2 C- 4) 64. RO (,‘-9);
81

miz: ” 268 (M-1),

4-Acetamido-3,4-didesoxy-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosonsaure (18)'™': Die Aminoséure 16
(10 mg, 0.037 mmol) lost man in Wasser (10 ml) und gibt Methanol (0.5 ml) und Essigsdureanhydrid (0.3 ml)
unter Rithren zu. Nach mehrfacher Zugabe von Natriumhydrogencarbonat und Essigsaureanhydrid zeigt der
DC-Test (Laufmittel ) das voilige Verschwinden des Edukts und eine schnelieriaufende Substanz. Nach

Y7 A Al PR

Verdiinnen mit der zehnfachen Menge Wasser wird mehrfach schonend emgecngl und kalt liber einen

Kationenaustauscher (10 ml, Amberlite IR 120, H") gegeben. Der wissrige Durchlauf wird bis auf 2 ml
eingeengt und lyophilisiert; 13.4 mg (86%) 18. Eine zusétzliche Reinigung kann durch Anionenaustausch und
Elution mit Ameisensduregradient erreicht werden. R, = 0.22 (Laufmittel C), [a]p* = -15 (¢ = 0.95, H,0). - 'H
NMR (300 MHz, D,0): § = 1.74 (dd, 1 H, J,,;, = 12.7 Hz, J,,, = 12.7 Hz, 3-H,), 1.92 (s, 3 H, NAc), 2.06 (dd
1 H, Jy,, = 3.7 Hz, 3-H,), 3.55 (dd, 1 H, J,4=10.0 Hz, 5-H), 3.60 (dd, 1 H, J,,, = 11.6 Hz, 9'-H), 3.67 (ddd, 1
H, Jy,=2.5 Hz, Jyo = 6.3 Hz, 8-H), 3.77 (dd, 1 H, 9-H), 3.78 (dd, 1 H, J;4=9.0 Hz, 7-H), 3.98 (dd, 1 H, J,,=
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1.0 Hz, 6-H), 4.16 (ddd, 1 H, J, 5= 10.0 Hz, 4-H). - FAB(-)-MS, m/z:,,, 309, m/z:,; 308 (M-1). - C,,H,,NO, +
0.5 H,0 (309.3) Ber. C 41.51 H 6.33 N 4.40. - Gef. C41.25 H6.56 N 4.31.

3,5-Di-O-benzyliden- 1-desoxy- 1-nitro-D-arabinitol (20) und 3,5-Di-O-benzyliden-1-desoxy-1-nitro-D-
i

ribitol (29°): Die Nitroverbindungen 20 und 20' werden entsprechend der Vorschrifi von Sowden
synthetisiert’™’®. Aus 4,6-Di-O-benzyliden-D-erythrose™ (9 mmol) werden 13 g Rohprodukt erh

O~
n"n
V.4

J
j .
3
I

\

DC [R,=0. ) N

und 20" enthalt Nach Vorreinigung du ch Kieselgelchromatographie (200 g Dlethylether/Hexan 3
werden die beiden epimeren Nitroverbindungen teilweise getrennt erhalten; Vcrbmdun.u 20 kristallisiert dirckt
aus Diethylether: 3.8 g, Schmp 138-140 °C (Lit."™: 138-142 °C), wihrend das leichter l6sliche 20' nach
Verdampien der Losemittel und Umkristallisieren (aus wenig Diethylether) erhalten wird: 1.75 g, Schmp. 106
°C (Lit.**: 106-107 °C). Zusitzlich werden 6 g einer Mischung der beiden epimeren Nitroverbindungen
erhalten, welche emeut getrennt werden konnen. - 20: 'H NMR (500 MHz, CD,0D): & = 3.60 (A-Teil von
ABX-System, 1 H, J;; = 10.4 Hz, 5'-H), 3.61 (B-Teil von ABX-System, 1 H, 5-H), 3.92 (X-Teil von ABX-
System, 1 H, J,5= 6.0 Hz, J,; = 3.7 Hz, 4-H), 4.24 (dd, 1 H, J;,= 5.4 Hz, 3-H), 4.61 (ABM-System, 1 H. 2-
H), 4.66-4.76 (ABM-System, 2 H, 1-H, 1'-H), 5.50 (s, 1 H, PhCH), 7.30-7.36 (m, 3 H, arom. H), 7.44-7.49 (m.
2 H, arom. H).- 20": 'H NMR (300 MHz, CD,0D): & = 3.54-3.78 (m, ABC-System, 3 H, 4-H

, 5-H, 5'-H), 4.21

{dd, 1 H, 3-H), 4.58-4.78 {m, ABM-System, 3 H, 1-H, 1'-H, 2-H1), 5.52 (s, 1 H, PhCH), 7.31-7.37 (m, 3 H
v~y LIN T AA T &N fva DV LT Axna TN
UIL. ﬂ), .99~ 7.0V \lll, <Z 1, alUlll. 11}

3.4-Didesoxy-4-(E/Z)-hydroxyimino-D-arabino-2-octulopyranosonsdure (NH,'-Salz, 22): Die Nitro-
verbindung 20 (2.0 g, 7.43 mmol) suspendiert man in Hexamethyldisilazan (6.9 ml, 30 mmol) und erwérmt
unter Zugabe von DMF (3 ml) auf +70 °C, bis eine klare Losung entsteht. Nach 30 min werden alle fliichtigen
Komponenten i. Vak. abdestilliert und zweimal mit DMF kodestilliert. Den erhaltenen Sirup (20a) 16st man in
Dichlormethan (27 ml) und gibt 3 (3.44 g, 14.85 mmol), Phenylisocyanat (2.65 g, 22.3 mmol) und Triethyl-
amin (0.2 g) zu. Nach 2 d zeigt die DC-Kontrolle im Vergleich zu nichtsilyliertem Edukt (Laufmittel J), daf3
weitgehender Umsatz zu 21 erfolgt ist; infolge partieller Desilylierung des Zwischenprodukts 21 erhalt man 2-
3 Spots. Nach Zugabe von Methanol (10 ml) und Wasser (40 ml) wird 15 h gertihrt. Das DC (Laufmittel D)

Lelgt dal volistdndige Desilylierung erfolgt 1st. Nach Verdiinnen mit Wasser auf 300 mi wird liber Celite

PO Aae T Ll T o Tocrosdmnaast TN BooTiaro Mo FANN IV L] 2 e
lllll’lCTl unu von daer UlC[llUIIllLLlldll‘LUbullg dugcucxuu. LJIC WdbddII gC U Ulg \9UVU 1Il) WIIU 1L >dulelll
""""""""""" her lite IR 120, H", 300 ml) gerithrt, bis vollstindige Deblockierung erfolgt ist (14 h,

Ionenaustauscher {Amber
DC: Laufmittel D). Nach Abfiltrieren tiber Celite wird mit Ammoniak neutralisiert, i. Vak. eingeengt und iiber
Anionenaustauscher (AG MP-1, BIO-RAD Laboratories, Bicarbonatform, 100 ml) getrennt: Man eluiert mit
einem Bicarbonat-Gradienten wie nachfolgend a) Wasser > b) NH,HCO, in Wasser (0.4 M). Die Fraktionen
werden mit dem Laufmittel D auf Kieselgelfolie ausgetestet. Nach schonendem Einengen und zweimaligem
Lyophilisieren der vereinigten Fraktionen erhilt man 22 (1.89 g, 95%), Ammoniumsalz, Harz. Aus den 'H
NMR-Daten folgt, daB 22 als Isomerengemisch (E:Z = 1:1) vorliegt. DC: R; = 0.27 (Laufmittel D), [a],” = +9

(¢ = 3.1, H,0). - 'H NMR (500 MHz, D,0, NH,"-Salz): & = 3.20 (d, 0.5 H, J,, ,, = 18.6 Hz, 3-I,), 3.22 (d. 0.5

H, /s, = 18.6 Hz, 3-H,), 3.63 (d, 1 H, 3-H,), 3.74 (dd, 1 H, Jyg = 11.7 Hz, J, ;= 5.4 Hz, 8-H), 3.82 (dd, 0.5 H.
Js¢=2.2Hz, J,,= 8.4 Hz, 6-H), 3.82-3.87 (m, 1.5 H, 6-H, 7-H), 3.90 (dd, 1 H, J;; = 2.5 Hz, §'-H), 4.87 (d. 0.5
H, J;;= 2.0 Hz, 5-H), 4.89 (d, 0.5 H, J; ;= 2.0 Hz, 5-H). - "C NMR (75.47 MHz, D,0, NH, -Salz): & = 46.19
4228 (1 C, 2 C-3), 63.77 (1 C, C-8), 67.90, 63.0‘8, 71.47, 71.51, 72.81, 7297 (3 C, 2 C-6, 2 C-7, 2 C-8).
105.31 (1 C, C-2), 162.52, 162.62 (1 C, 2 C-4), 174.79 (1 C, C-1). - FAB(-)-MS, m/z:,, 251, miz:,; 250 (M-
1). - CgH;NO, + NH, (268.2, Ammoniumsalz) Ber. C 35.82 H 6.01 N 10.44. - Gef. C 35.56 H 6.27 N
10 726
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4-NO-Acetyl-2,5,7,8-tetra-O-acetyl-3,4-didesoxy-4-(E/Z)-oximino-D-arabino-2-octulopyranosonsdure-
methylester (23): a) Verbindung 22 (NH, -Salz, 200 mg, 0.746 mmol) wird in Wasser (50 ml) gel6st und mit
Amberlite IR 120, H', unter Kiihlung in die freie Sdure iiberfithrt. Das nach Lyophilisieren erhaltene Harz 16st
man in Pyridin/Essigsiureanhydrid (1:1, v/v, 25 ml) und 146t bei 0 °C stehen. Die DC-Kontroiie mit dem
Laufmittci J' zeigt weitgehendcn Umsatz zu einem Produkt mit Rf =0
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erhalten wn'd und die Losumz keine saure Reaktion mehr zeigt. Nach Zuﬂabe von 2-3 Tropfcn Essmsaurc ZCIEt
die DC-Kontrolle villigen Umsatz zu 2 Produkten (Laufmittel X oder Ethylacetat). Nach Abdestillieren der
Losungsmittel i. Vak. wird der Riickstand mit Pyridin/Essigsdureanhydrid (1:1, v/v, 20 ml) nachacetyliert, und
wie oben beschrieben, aufgearbeitet. Der so erhaltene Riickstand wird Uber Kieselgel chromatograhiert; mit
Diethylether als Laufmittel eluiert man zunichst eine 1. Fraktion, 61 mg, bestehend aus 23 (1 Anomeres) und
einer ungesittigten 2,3-Dehydroverbindung, welche nicht abgetrennt wird, R; = 0.42 (Diethylether), sodann
eine 2. Fraktion, 122 mg, Pentaacetat 23 (1 Anomeres) bestehend aus 2 E/Z-Isomeren im Verhéltnis 45:

A o TR AVY SN R AT ol avel YR

Gesamtausbeute: 53%; Schmp. 105-110 °C, R, = 0.34 (Diethylether). - 'H NMR (500 MHz, CDCL,): & = 2.05,
2.05,2.06, 2.10, 2.10, 2.11, 2.12, 2.13, 2.14, (95, 15 H, 9 OAc), 3.29 (d, 0.55 H, .J,,,, = 18.7 Hz, 3-H,), 3.34
(d,045H, J,,,, = 18.7 Hz, 3-H,), 3.78 (d, 0.55 H, 3-H,), 3.82,3.83 (25,3 H, 2 OMe), 3.88 (d, 0.45 H, 3-H,),
4.16 (dd, 0.45 H, J; = 12.4 Hz, 8'-H), 4.18 (dd, 0.55 H, J;¢ = 12.4 Hz, 8'-H), 4.26 (dd, 0.55 H, 8-H), 4.27 (dd,
0.45 H, 8-H), 5.19(ddd, 0.55 H, J,3, =4.9 Hz, J, ;= 2.8 Hz, 7-H), 5.24 (ddd, 0.45 H, J,; = 4.6 Hz, J,; = 2.8 Hz,
7-H), 5.50 (dd, 0.55 H, J,,= 7.9 Hz, 6-H), 5.51 (dd, 0.45 H, J;;=9.1 Hz, 6-H), 5.81 (d, 0.45 H, J;,= 2.8 Hz,
5-H), 5.88 (d, 0.55 H, J“~ 3.6 Hz, 5-H). - *C NMR (75.47 MHz, CDCl,): & = 20.33, 20.36, 20.42, 20.62,

20.66, 20.68, 20.71 (5 C, 7 CH,), 45.21, 45.23 (1 C, 2 C-3), 53.65, 53.67 (1 C, 2 OCH,), 61.30, 61.47 (1 C, 2
C-8), 66.30, 66.61, 68.00, 68.11, 68.32, 69.12, (3 C, 2 C-5, 2 C-6, 2 C-7), 104.66, 105.26 (1 C, 2 C-2), 155.86,
156.25 (1 C, 2 C-4), 164.62, 164.97, 169.26, 169.33, 169.40, 169.53, 169.55, 169.65, 170.43 (6 C. 9 C=0). -
C,,H,;NO,, (475.4) Ber. C 48.00 H 5.30 N 2.94. - Gef. C 48.25 H5.27 N 2.90.

4-Amino-3,4-didesoxy-D-manno-2-octulopyranosonsdure (24) und Epimerengemisch 27a,b [4-Amino-
3,4, -did ‘.’(‘in-D-ginCI‘C)—u-gulu -octansdure (27a) und -D-giycem-D-dO-ocf ansdure (27b)]: Verbindung 22
(426 mg, 1.59 mmel NH,"-Salz) wird in Wasser (100 ml) gelost und unter Kithlung mit Amberlite IR 120, H",
in die freie Saure iiberfithrt. Zu der auf 40 ml eingeengten Losung gibt man 1 N Salzsdure (1.7 ml, 1.7 mmol)

und hydriert 25 min nach Zugabe von 10% Palladium/Aktivkohle (80 mg). Die DC - Kontrolle mit Laufmittel
A zeigt den vollstindigen Verbrauch des Edukts und ein schnellerlaufendes Nebenprodukt mit R; = 0.42, sowie
einen starken, verbreiterten Spot mit R, ~ 0.22-0.29, welcher groBtenteils 24 und 27a,b entspricht. Nach
Abfiltrieren iiber Celite wird die gekiihite Losung iiber Dowex 1x4, Acetatform, gegeben. Der wissrige
Durchlauf (750 ml) ergibt nach Einengen und Lyophilisieren 270 mg Lyophilisat, welches 24 und 27a,b und
wenig Nebenprodukte enthilt. Die Elution mit 0.3 N Essigsdure ergibt ausschlieBlich das obengenannte
Nebenprodukt (105 mg), welches nicht einheitlich ist und daher nicht aufgeklart wurde. Das zuvor erhaltene
Lyophilisat (270 mg) 16st man in Wasser (100 ml) und gibt iiber Dowex 1x4, Bicarbonatform (50 ml). Aus
700 ml wissrigem Durchlauf erhilt man 140 mg Lyophilisat, welches nach 'H NMR-Analyse (Integration der

3-H Reportersignale im Bereich von & = 1.80-2.25) aus 24 und 27a,b im Verhéltnis 53:37:10 (Molprozente)
bestand. Gesamtausbeute an 24, 27a,b: 37% bez. auf 22, Anteil an 4-Amino-4-desoxy-KDO 24: 74 mg (20%).
- Isolierung von 24: Verbindung 22 (NH,"-Salz, 460 mg, 1.71 mmol) wird, wie zuvor beschrieben, in die freie
Siure umgewandelt. Nach Zugabe von 1 N Salzséure (2.0 ml) und 10% Pd/Kohle (100 mg) wird 30 min

hvdriert und. wie zuvor beschrieben, iiber Dowex 1x4 (Acetatform) und Dowex 1x4 (Bicarbonatform)

x'y L IWA L R ] v L4 22y L brd FER A e e ey il
entionisiert. Aus dem wissrigen Durchlauf (600 ml) erh4lt man 182 mg Lyophilisat, welches 24 und 27a,b
enthilt. Cellulose- Saulenchromatographle unter Verwendung von Laufmittel 4 ergibt nach Lyophilisieren 24
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(110 mg, 29% bez. auf 22); 24 wurde jedoch in wechseinden Ausbeuten (20-29%) isoliert und enthilt offen-
sichtlich ca. 25% Furanosen und ca. 7% B-Pyranose in Form eines Isomeren- bzw. Anomerengleichgewichts,
wie entsprechende Signale im 'H NMR-Spektrum zeigen. Eine erneute Cellulose-Siulentrennung (wie oben

2 lre v va o

bescnneben) und H NMR—AM]YSC erglbt keine Anderung im Verglelch zu den zuvor erhaltencn Resuitaten
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12.9 Hz, 3-H,ap), 3.67 (dd, 0.68 H, J;, = 12 Hz, 8'-Hap), 3.79 (ddd, 0.68 H, J,; = 2 Hz, 4-Haop), 3.82 (dd,
0.68 H, 8-Hap), 3.89 (ddd, 0.68 H, J, ;= 2.6 Hz, J,; = 5.3 Hz, 7-Hap), 3.94 (dd, 0.68 H, J,,= 9 Hz, 6-Hap),
4.17 (dd, 0.68 H, J;s= 1.5 Hz, 5-Hoap). Folgende Signale geringer Intensitit konnen der B-Pyranoseform und

Furanosen zugeordnet werden: § = 1.87 (dd, 0.07 H, J,,,, = 12.5 Hz, J,,, = 12 Hz, 3-H,fp); 8 2.26 (dd, 3-
Hf), 2.48 (dd, 3-Hf), 2.63 (dd, 3-Hf), Furanose-Anteil ca. 25%. - “C NMR (75.47 MHz, D,0): = 31.00 (C-3),
49.04 (C-4), 63.69, 63.89, 69.98 (C-5, C-6, C-7), 71.59 (C-8), 96.22 (C-2), 176.82 (C-1); schwache Signale bei
8 = 83 und 105 kénnen C-5 und C-2 der Furanose-Form zugeordnet werden. - FAB(-)-MS: m/z:,, 237, m/z. .

236 (M-1). - CgH,.NO, + H,0 (237.2) Ber. C37.68 H6.72 N 5.49. - Gef. C 37.45 H6.44 N 5.63.

27a,b: Zur Abtrennung des Epimerengemischs 27a,b von 24 verwendet man das anfangs erhaltene Lyophilisat

U4U mg), WClCDCS L‘l und 273 D enmau Uber zwelrnauge bEIIUIOSC baulencmomatograpnle mluels aer LauI-
Ao atares VP st s b lant PR 23y

lIllLLGlby'bLCIIlC D {r Oaer l‘ ibUlfCll miar €iwa JU "U lllg A /a U d.lb L/_)’Uplllllbdl UIU LUBd.llullClleLLng WITa 11

NMR-spektroskopisch ermittelt (Integration der 3-H Reportersignale im Bereich & = 1.80-2.35) und betrigt

(Mo nrgzeute\ 27a:27b = 67:33. - '"H NMR (500 MHz, D,0): § = 1.91 (ddd, 0.67 H, J,,,=94 Hz, J, ,, = 15
Hz, J,, 0 Hz, 3-H,), 2.12-2.16 (m, 0.66 H, 3-H_, 3-H,), 2.27 (ddd, 0.67 H, ]._,L—A‘38H7 Jys = 3.8 Hz, 3-
H,). Dle restllchen Signale konnen nicht nach 1. Ordnung ausgewertet werden. - *C NMR (75.47 MHz, D,0):

5 =133.35, 33.53 (2 C-3), 54.31, 55.75, (2 C-4), 63.53, 63.56, 68.53, 68.97, 70.80, 70.88, 70.98, 71.83 (2 C-2,
2C-5,2C-6,2 C-7,2 C-8), 180.70, 180.79 (2 C-1). -FAB(-)}-MS, m/z:y,, 239, m/z:,; 238 (M-1). - CgH,,NO, +
H,0 (239.2) Ber. C 37.38 H 7.45 N 5.45.- Gef. C 37.05 H 7.32 N 5.51.

4-Acetamido-3,4-didesoxy-D-manno-2-octulopyranosonsdure (26). Aus Verbindung 22 (NH,'-Salz, 426
mg, 1.59 mmoi) werden durch Hydrierung, wie zuvor beschrieben, 140 mg Lyophiiisat erhaiten, weiches 24

und 27a,b im Moliverhilinis 10:7:2 enthidlt. Man 10st in Wasser (1.5 ml), gibt Methanol (1.0 ml) und
bt oriraiaa MNatedy s Avnyamanrliamnat 11 d Daogiacfnranmherdeid hic Aia N L Amtralla vrAallotindigan
pUlllUllbWCle 1‘1cu.uuluu_yu Ecllb vulliat uliu LDDIE cuuccuuxyu g Zu, UID UiC L/ -"NULIUUVLIC llDla.ll.UlECll
Umsatz zeigt (Laufmittel E). Der mit Wasser (100 ml) verdiinnte Ansatz wird mehrfach schonend i. Vak.
eingge 1gt, ither Amberlite IR_ 120, “’5 entionisiert und mit Ammoniak neutralisiert. - 1. Anionenaustausch
iiber Dowex 1x4, Bicarbonatform (20 ml), Ammoniumbicarbonat-Gradient: Wasser = NH,CO, in Wasser,
0.15 M. Die Fraktionen werden mit Laufmittel £ ausgetestet; die Aufarbeitung ergibt 99 mg Lyophilisat,

welches nach 'H NMR-Analyse (3-H-Reportersignale) aus 26 und 15-20% Beimengungen, vermutlich
offenkettige Produkte, bestehen. -2. Anionenaustausch iiber Dowex 1x4, Formiatform (40 ml), Ameisenséure-
gradient: Wasser > Ameisensdure, 2 M. Der DC-Test mit dem Laufmittel C und Aufarbeitung ergibt 71 mg
Lyophilisat, welches laut 'H NMR-Spektrum aus nahezu reinem 4-Acetamido-4-desoxy-KDO 26 (Saure)
besteht; R; = 0.30, (Laufmittel C), [a], = +47 (c = 1.9, H,0). Entsprechend der 'H NMR-Analyse (500 MHz,
'H,'H-COSY) zeigt das Isomeren- und Anomerengleichgewicht der Pyranose- und Furanoseformen folgende
Werte (Molprozente): 69(a-Py):5(B-Py):12(Fu):14(Fu), Furanoseanteil: ~ 26%. - 'H NMR (500 Mliz, D,0,

baure) o=1.88 (dd U09H J;a = ljoZ J3b4—DUﬂZ 3- l’ibap),ZUU ZUl, 2.UZ (JS NAC), <.
069 H, J.., = 13.0 Hz, 3-H,op o = 12.5 Hz, J,, , = 4.7 Hz, 3-H,Bp), 2.41 (dd,
I 7 b}
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(C-4), 63.78, 65.06, 70.11, 72.39 (C-5, C-6, C-7, C-8), 95.84 (C-2), 174.41 (2 C=0); schwache Signale bei 6 =
83.27 und 83.59 konnen C-5 von Furanosen zugeordnet werden. - FAB(-)-MS: m/z:,, 279, m/z: o 278 (M-1).
- CoH;;NO; + H,0 (279.2) Ber. C40.44 H 6.44 N 4.71. - Gef. C40.61 H6.19 N 4.74.
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