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ABSTRACT

Hydrolysis of the pseudotetrasaccharide acarbose (1), a potent inhibitor of
intestinal ¢-D-glucosidases and an effective oral antidiabetic agent, gave D-glucose
and a tricyclic compound (1R,25,3R4aS,7R,8S,8aS,9aR)-1,2,3,4a,7,8,8a,9a-
octahydro-1,2,7,8-tetrahydroxy-3-[(1R)-1-hydroxyethyl]-6-hydroxymethylpyrrolo-
[2,1-b]benzoxazole (6) that was further degraded into 11-(1,2,4/3)-1-hydroxymethyl-
2,3,4-cyclohexanetriol (validatol, 25) and (2R,38§,4S)-2-[(1R)-1-hydroxyethyl]-pyr-
rolidine-3,4-diol (49) by sodium borohydride reduction and subsequent catalytic
hydrogenation. Methanolysis of 1 afforded a- and B-glycosides 11 and 10 which
were cleaved by hydrogenation to give 25 and methyl a- and B-glycosides of 4-
amino-4,6-dideoxy-a- and -B3-D-glucopyranose (viosamine, 38). Upon hydrogena-
tion, 1 gave, beside several minor products, 25 and a basic trisaccharide that was
acetolyzed into the peracetates of viosamine 38 and D-glucose. The structure of 6
was determined by derivatives and ring-cleavage products. N.m.r. and mass
spectra of the acarbose products and derivatives are discussed.

ZUSAMMENFASSUNG

Das Pseudotetrasaccharid Acarbose (1), ein potenter Inhibitor intestinaler a-
D-Glucosidasen, hat sich in der Klinik als ein oral wirkendes Antidiabetikum mit
einem neuartigen Wirkungsmechanismus erwiesen. Die Hydrolyse von 1 liefert D-
Glucose und ein tricyclisches Abbauprodukt (1R, 28, 3R,4aS,7R, 8S, 8a$, 9aR)-
1,2,3,4a,7,8,8a,9a-Octahydro-1,2,7,8-tetrahydroxy-3-[ (1R)-1-hydroxyethyl]-6-hy-
droxymethylpyrrolo[2,1-b]benzoxazol (6) das durch NaBH,-Reduktion und nach-
folgende katalytische Hydrierung in 1L-(1,2,4/3)-1-Hydroxymethyl-2,3 4-cyclo-
hexantriol (Validatol, 25) und (2R,3S,45)-2-[(1R)-1-Hydroxyethyl]-pyrrolidin-3,4-
diol (49) gespalten wird. Die Methanolyse von 1 liefert hingegen die - und B-Gly-
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koside 11 and 10, die durch Hydrierung wiederum in 25 und die anomeren Me-
thylglykoside der 4-Amino-4,6-dideoxy-D-glucopyranose (Viosamin, 38) zerlegt
werden. SchlieBlich ergibt 1 bei der Hydrierung ebenfalls 25 und ein basisches Tri-
saccharid, das in einer Acetolysereaktion zum Tetraacetat [von Viosamin (38)] und
D-Glucosepentaacetat abgebaut wird. Die Struktur des Trizyclus 6 wird iiber Deri-
vate und Ringoffnungsprodukte gesichert. N.m.r.- und Massenspektren der Acar-
boseabbauprodukte und -derivate werden diskutiert.

EINFUHRUNG

Die wichtigsten Kohlenhydrate der menschlichen Nahrung sind Stérke und
Saccharose. Bevor sie aus dem Darm absorbiert werden, miissen sie durch intesti-
nale a-D-Glucosidasen zu Monosacchariden abgebaut werden. Mit Inhibitoren der
Pankreas-a-Amylase und der diinndarmwandstindigen Disaccharidasen sollte es
daher méglich sein, die Verdauung der Kohlenhydrate zu verzégern und bei Stoff-
wechselkrankheiten wie Diabetes, Adipositas und Hyperlipoproteinidmie (Typ IV)
unerwiinschte Hyperglykdmien und Hyperinsulindmien nach Nahrungsaufnahme
zu reduzieren'.

Polypeptidartige a-Amylaseinhibitoren pflanzlichen Ursprungs sind schon
seit langerem bekannt?; sie erwiesen sich jedoch als wenig geeignet fiir eine thera-
peutische Verwendung. Die systematische Suche nach a-D-Glucosidaseinhibitoren
mikrobieller Provenienz fithrte zu einer neuen Wirkstoffgruppe mit Oligosaccha-
ridcharakter®. a-D-Glucosidaseinhibitoren dhnlicher oder gleicher Struktur wurden
auch von anderen Arbeitskreisen in Kulturbrithen von Mikroorganismen gefun-
den*. Der interessanteste und am besten untersuchte Vertreter dieser neuen
Stoffklasse ist Acarbose, die klinisch breit gepriift wurde und deren Wirksamkeit
in der Diabetestherapie nachgewiesen werden konnte®.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Fiir Acarbose haben wir schon vor einiger Zeit die Struktur eines reduzieren-
den Pseudotetrasaccharids, O-{4,6-Didesoxy-4-[1(5)-(1,4,6/5)-4,5,6-trihydroxy-
3-hydroxymethyl-2-cyclohexen-1-ylJamino-a-D-glucopyranosyl} - (1—4)-O-a-D-
glucopyranosyl-(1—4)-D-glucose (1), vorgeschlagen®. Im Folgenden wird im Detail
iiber chemische Abbaureaktionen und spektroskopische Untersuchungen berich-
tet, die diesen Strukturvorschlag beweisen.

Acarbose wird durch Fermentation von Actinoplanes-Stammen hergestellt
und nach Lyophilisation wéBriger Kulturlosungen als farbloses, nicht kristallines
Pulver erhalten®. In wéBriger Losung wird fiir Acarbose ein spezifischer Drehwert
[@]3® +171.3 (¢ 1, Wasser) gefunden. Acarbose ist eine schwache Base mit einem
pKa-Wert von ~5.

Das 250 MHz-'H-N.m.r.-Spektrum (Abb. 1A) in waBriger Losung weist die
Verbindung als Gemisch von a- und B-Form aus (Verhiltnis: 2:3). Das anomere
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TABELLEI

3] FIRST-ORDER KOPPI UNGSKONSTANTEN DER UNGESATTIGTEN CYCLITOLE CONDURITOL F, CONDURAMIN F
UND VALIENAMIN

Kopplungs- Cyclitol (Hz)
konstanten ()
Conduritol F Conduramin F Valienamin
Ji2 4.7 4.2 4.2
Jis 4.2 5.6 52
Jas 10.0 10.2
T34 1.9 2.4
Jas 7.6 7.2 6.4
Jse 10.3 9.9 8.8
OH OH OH

6 6 [}

HO > 5 OH HN 2 3 OH HN 2 3\ OH
CH,OH

Conduritol F Conduramin F 7

Valienamin
Schema 1

Proton (H-1) der endstindigen D-Glucoseeinheit findet man fiir die 8-Form als ein
Dublett bei & 4.66 (J, ; 8.0 Hz) und fiir die a-Form als ein Dublett bei 6 5.23 (/; »
3.7 Hz). Die Auswertung des Spektrums wird durch diese «,B-Anomerie er-
schwert. Die Konfiguration der anomeren Hydroxylgruppe der endstindigen D-
Glucoseeinheit ist aber ohne grofien EinfluB auf die Protonen der drei anderen
Ringe, so daB man in erster Ndherung fiir diese Protonen das Spektrum wie fiir
eine einheitliche Verbindung interpretieren kann. Zwei weitere anomere Protonen
findet man als Dubletts bei 8 5.32 und 5.40. Die Kopplungskonstanten von J 3.5
bzw. 4.1 Hz fiir diese Protonen beweisen, daB bei D-gluco-Konfiguration der
Zukkerbausteine der Acarbose a-Verkniipfung vorliegt. Ohne Schwierigkeiten las-
sen sich weiterhin zuordnen: die Methylgruppe (CH;-5b) des Aminozuckers als
Dublett (J5 ¢ 6.3 Hz) bei & 1.35, das H-4b des Aminozuckers als “Triplett” bei 8
2.48 und das olefinische Proton (H-2a) des Cyclitolrings bei 8 5.90. Dieses Signal
erscheint bei guter Auflgsung als Dublett (/; ; 5.1 Hz) eines Quartetts (/ ~1.6 Hz,
siche Abb. 1A), wobei die Quartettstruktur durch die drei etwa gleich gro3en
Allylkopplungen entsteht. Die Kopplungskonstante von J 5.1 Hz zum H-1a des Cy-
clitolrings beweist die quasiaxiale Anordnung dieser Aminogruppe. Im strukturell
verwandten’ Conduritol F betrigt die entsprechende Kopplungskonstante far
quasiaxiale Anordnung der allylstindigen Hydroxylgruppe J 4.7 Hz, fiir die quasi
dquatoriale Anordnung aber J 1.9 Hz. Auch die entsprechenden Kopplungskon-
stanten des Conduramin® F und des Valienamins® von J 4.2 Hz stimmen annahernd
mit dem hier gemessenen Wert iberein (siche Tabelle I). Durch Einstrahlen auf
das olefinische Proton (H-2a) werden die Signale fiir das AB-System (J; ;- 13.7 Hz)
bei 5 4.12 und 4.23 sowie das Dublett (J 4 5 7.0 Hz) bei 8 4.05 schirfer und hoher.
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Diese Signale sind daher der -CH,OH-Gruppe und der -CHOH-Gruppierung in
Allylstellung zur Doppelbindung zuzuordnen. Bei guter Auflésung zeigt das Signal
fir den Tieffeldteil des AB-Systems cine deutliche Quartettstruktur. Neben der
Allylkopplung zum olefinischen Proton sind zwei weitere long-range-Kopplungen
dhnlicher GroBe vorhanden. Die Kopplungskonstante von J 7.0 Hz zwischen H-4
und -5 des Cyclitolrings ist etwas kleiner als diejenige im Conduritol F (J, 5 7.6 Hz),
stimmt aber recht gut iiberein mit derjenigen von Conduramin F (J 7.2 Hz) und
Valienamin (J 6.4 Hz). Ebenfalls 1aBt sich durch Spinentkopplung zcigen, daB das
Dublett von Dubletts (J; ; 8.0, J» 3 9.4 Hz) bei § 3.28 dem H-2d der endstindigen
D-Glucoseeinheit der 8-Form zuzuordnen ist. Dieses Signal entspricht bei der Inte-
gration nur etwas mehr als einem halben Proton und vereinfacht sich beim Ein-
strahlen auf das anomere Proton der 8-Form zu einem Dublett.

Im breitbandentkoppelten 62.89 MHz-'>C-Spektrum von 1 in D,O (Abb.
1B) erscheinen nur Atome in raumlicher Nahe zum anomeren Zentrum in Ring d
fiir - und B-Form als deutlich getrennte Signale. Bei 8 20.1 absorbiert das C-6b
der Methylgruppe des Aminozuckers, bei § 58.7 das C-1a des Cyclitoltrings und bei

TABELLEII

MASSENSPEKTROMETRISCHE FRAGMENTIERUNG DER ACARBOSEDERIVATE 2, 5 UND 30°

Fragment Derivat
2 5 30
m/z Rel. Int. m/z Rel. Int. m/z Rel. Int.
(%) (%) (%)
M 1191 0.5 903 2.5 907 0.1
a(M —HOAc) 1131 21 843 100 (a +H)B48 0.5
b (RDA) 1047 9 759 11
c 556 52 556 37 272 100
d 619 20 331 58 619 22
e 844 4 844 (55) 560 20
f 331 26 43 (100) 331 44
“Siehe Schema 2.
_ — . p — -
AcOH,C CH; CH,0Ac CH,OAC
o o e f o
Ac——0 LNH o%; O——Ac
b
AcO OAc AcO OAc  AcO OAc  |AcO CAc
L dm L

Schema 2. Massenspektrometrische Fragmentierung der Acarbosederivate2(m =1,n=1),5(m =

1,n=0)und 30 (m =0,n =1).

-n
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TABELLE III

MASSENSPEKTROMETRISCHE FRAGMENTIERUNG DER TRIZYCLEN 6, 7 UND 8¢

Fragment Derivat
6 7 8
m/z Rel. Int. m/z Rel. Int. m/z Rel. Int.
(%) (%) (%)
M 303 33 387 8 555 2
g 2836 65 356 100 496 100
h 258 41 328 32 468 4
i(+H) 186 30 228 6 312 21
k 142 40 184 32 268
I(k — HOR) 124 100 152 3 208 2
Mg -1) 101 20 129 95 185 37
“Siehe Schema 3.
(|IH3
CHOR
ROH,C :

e
K \,
RO N OR
g
RO fe) OR
i

Schema 3. Massenspektrometrische Fragmentierung der Trizyclen 6 (R =H), 7 (R = Me) und 8 (R =
Ac).

8 63.4 und 64.3 liegen die C-Atome der drei CH,OH-Gruppen. Das Signal bei 8
67.6 ist dem C-4b des Aminozuckers zuzuordnen. Zwischen & 72.2 und 80.1 absor-
bieren — wie die Integration ergibt — ~14 C-Atome, die nicht ohne weiteres ein-
zelnen Signalen zugeordnet werden kénnen. Das anomere C-1d der endstéindigen
D-Glucoseeinheit findet man bei § 94.6 (@) und 98.5 (B), die beiden anderen ano-
meren C-1c und 1b- bei 8 102.2 (B) bzw. 102.3 () und bei 102.7. Bei § 126.2 und
141.8 absorbieren die beiden olefinischen C-3 und 2.

Bei der Acetylierung mit Pyridin—-Acetanhydrid liefert Acarbose (1) nicht
das zu erwartende Tetradekaacetat, sondern nur das 13-fach acetylierte Derivat 2.
Im Massenspektrum sind Molekelpeak und Fragmentionen mit der angegebenen
Struktur in Einklang (siche Tabelle II). Wie aus dem spiter niher erléuterten Pro-
tonenresonanzspektrum folgt, sind in diesem Derivat der Acarbose alle Hydroxyl-
gruppen acetyliert, nicht aber die sekundare Aminogruppe. Die geringe Reaktivi-
tit dieser sterisch stark abgeschirmten Aminogruppe findet ihre Parallele im struk-
turell verwandten'? Validamycin A.
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Hydrolytischer Abbau. — Durch Saurehydrolyse 148t sich 1 vom reduzieren-
den Ende her abbauen. Unter kontrollierten Bedingungen erhilt man durch Ab-
spaltung nur einer D-Glucoseeinheit das Pseudotrisaccharid 4, da die andere glyko-
sidische Bindung hydrolysestabiler ist. Verbindung 4 liefert bei der Acetylierung
mit Pyridin-Acetanhydrid nicht das zu erwartende Undekaacetat, sondern le-
diglich ein Dekaacetat 5 mit dem Molgewicht 903. Die geringe Intensitat des Mole-
kelpeaks (2.5%) und die Fragmentionen bei m/z 843 (a), 759 (b) und 556 (c) haben
ihre Parallele im Massenspektrum der Acarbose (1) (siche Tabelle IT). Unter ver-
schirften Hydrolysebedingungen (M H>SO,; 100°; 5 h) wird auch die zweite glyko-
sidische Bindung der Acarbose (1) gespalten. Der freigesetzte Aminozucker Acar-
viosin ist aber unter den Reaktionsbedingungen in der Pyranoseform nicht stabil ',
sondern lagert durch Reaktion der Aldehydfunktion mit der Aminogruppe in eine
Pyrrolidinform um, die sich dann unter Wasserabspaltung und Anlagerung einer
benachbarten Hydroxylgruppe der Cyclitoleinheit an die gebildete C=N-Doppel-
bindung zu der tricyclischen Verbindung 6 (siche Schema 4) stabilisiert. Acarviosin
148t sich aber als Glykosid abfangen'?, wenn man zur Spaltung keine wiBrigen,
sondern alkoholische Protonsduren benutzt. Die Reaktion von Acarbose mit me-
thanolischer 2M-Salzsaure bei 60° ergibt ein Gemisch der anomeren Methylglykosi-
de 10 und 11 in einer Ausbeute von 45%. Beide kristallisieren zusammen als
Konglomerat, doch konnte durch fraktionierte Kristallisation das B-Anomere 10
rein erhalten werden. Dessen 250 MHz-'H-N.m.r.-Spektrum in D,O 148t sich nach
1. Ordnung interpretieren (Abb. 2B) und zeigte gute Ubereinstimmung mit den
Signalen des Acarbosespektrums. Die Kopplungskonstanten des Cyclitolteils, J; 5
5.1,J164.6,J556.7,J569.8 Hz, stimmen gut mit denen von Valienamin, Condura-

HOCH,
HO
R HO
H HO GH3
_ ——— -
4 HN
— p-Glucose o}
HO
OH
OoH
HOCH; HOCH,
HO N HO
+
HO +H HO -H
HO — = HO + ——= 6
N —H20 N
HO OH CH
ClHOH ClHOH
OH CHy OH CH3

Schema 4
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Abb. 2, 250-MHz 'H-N.m.r.-Spektren der Methyl-e- (11, A) und -8-Glykoside (10, B) von Acarviosin.

min F und Conduritol F (Tabelle I) iiberein und stiitzen noch einmal die von uns
postulierte Stereochemie im Cyclitolteil der Acarbose. Das a-Anomere 11 des Me-
thyl-Acarviosins konnte aus der Mutterlauge nach Abtrennung des Methyl-g-gly-
kosids (10) erhalten werden. Zunichst wurde die Mutterlauge eingeengt, der ver-
bleibende Sirup in N, N-Dimethylformamid geldst und mit Isopropenylmethylether
in Gegenwart von HBr umgesetzt. Nach erfolgter Umsetzung konnte durch
sdulenchromatographische Trennung in guter Ausbeute ein Derivat des Methyl-a-
Glykosides (11) erhalten werden, das zwei Isopropylidengruppen im Cyclitolteil
enthilt. Nach Abspaltung dieser Schutzgruppen in wiBriger Essigsdure kristalli-
sierte das reine e-Anomere 11. Verbindung 11 wurde auch als Abbauprodukt von
Oligostatin C erhalten'. Tm in vitro-Test zeigen die beiden anomeren Methylgly-
koside des Acarviosins (10 und 11) eine deutlich unterschiedliche Sacharaseinhibi-
tion. Wihrend das Methyl-8-Glykosid (10) weniger als 5% der Aktivitat der Acar-
bose (1) aufweist, ist das a-Anomere (11) mehr als fiinfmal wirksamer als die Aus-
gangsverbindung.

Das Hexaacetat 12 des Methyl-a-Glykosids (11) liefert ein einfach zu inter-
pretierendes '"H-N.m.r.-Spektrum. Basierend auf diesen Daten war auch eine voll-
standige Zuordnung aller Signale der 'H-N.m.r.-Spektren der per-O-acetylierten
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Abb. 3. 250-MHz-Spektren des per-O-acetylierten Methyl-a-Glykosides von Acarviosin (A), des 8-
Anomeren der per-O-acetylierten Verbindung 4 (5, B) und des S-Anomeren der per-O-acetylierten
Acarbose 1 (2, C).

B-Anomeren von Verbindung 4 und Acarbose (1) moglich, die durch Saulenchro-
matographie aus den Anomerengemischen isoliert wurden. In Abb. 3 sind die drei
Spektren iibereinander wiedergegeben, Tabelle IV enthilt die Zuordnung.

Die Struktur des tricyclischen Abbauproduktes 6 folgt aus spektroskopischen
Untersuchungen von Derivaten und einigen einfachen Ringdffnungsprodukten. Im
'H-N.m.r.-Spektrum (220 MHz, D,0) findet man das Signal fiir die -O-CH-N-
Gruppierung als ein Dublett (J 3.8 Hz) bei 6 4.94, das C-Atom dieser Gruppierung
im 3C-N.m.r.-Spektrum in D,O bei 8 95.23. Zur weiteren Charakterisierung von
6 wurden durch Methylierung nach Hakomori'* das Hexa-O-methylderivat (7) und
durch Acylierung das Hexaacetat (8) und das Hexabenzoat (9) hergestellt. Die
Massenspektren von 6, 7 und 8 zeigen cin weitgehend analoges Fragmentierungs-
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muster (siehe Tabelle III). Bei der Acetylierung von 6 unter verschirften Bedin-
gungen (Acetanhydrid; 4 h RiickfluB) oder beim Erhitzen des Hexaacetats im Ku-
gelrohr erhalt man unter Eliminierung von 2 Mol Essigsdure das wenig stabile tri-
cyclische Pyrroiderivat 13. Zum Nachweis der Oxazolidinstruktur wurde 7 mit
nucleophilen Reagenzien wie NaBH,, HCN oder CH;MgJ umgesetzt. In allen Fil-
len wird der Oxazolidinring unter Bildung der nicht kristallinen Reaktionsproduk-
te 14-16 leicht gedffnet. Sie lieferten Massenspektren mit den zu erwartenden Mo-
lekelpeaks bei m/z 389, bzw. 414 und 403. Genauer untersucht wurde 16, das mit
benzoylcmona in ryrlcun das Benzoat 17 IIll[ einem IVI()iel(elpeal( vei miz 507 lie-
ferte. Die Abspaltung von 59 Masseneinheiten (Seitenketteneliminierung) fithrt
zum Basispeak des Spektrums bei m/z 448. Bedeutsam fiir den Strukturbeweis sind
Fragmentionen bei m/z 329 (3,6% r.1.) und 270 (10% r.1.), die der Eliminierung
von 178 Masseneinheiten aus dem Molekelpeak bzw. dem Basispeak des Spek-
trums entsprechen. Diese Fragmentierung vom Typ einer Retro-Diels-Alderreak-
tion beweist die Lage der Doppelbindung im Sechsring. Ein Fragmentpeak bei m/z
144 (144.1009 C;H,4,NO;) mit 26% rel. Intensitat weist auf den Pyrrolidinring hin.
Das 90 MHz-'H-N.m.r.-Spektrum (CDCl;) weist 17 als einheitliche Verbindung
aus. Die Offnung des Oxazolidinrings durch das Grignard Reagenz erfolgt also ste-
reoselektiv. Auch in 6 148t sich der Oxaz\“mumnng mit N an4 offnen. Das Reduk-
tionsprodukt 18 wird aus dem Reaktionsansatz durch Bindung an stark sauren
Ionenaustauscher isoliert. Im Protonenresonanzspektrum von 18 findet man statt
des charakteristischen Dubletts vom Trizyclus 6 bei § 4.94 Signale fiir eine Methy-
lengruppe am Stickstoff bei § 2.81 und 3.32. Im '*C-N.m.r.-Spektrum bei 15.08
MHz fiir eine Losung von 18 in D,O mit Aceton als externem Standard sind alle
C-Atome gut getrennt. Das fiir den Trizyclus 6 charakteristische Signal bei &
95.23 fehlt im Spektrum von 18. Unter off-resonance Bedingungen erscheint das
Signal des C-Atoms der Methylengruppe bei 8 56.38 (-CH,-N) als Triplett. Durch
Reduktion mit NaBD, wurde aus 6 das Reduktionsprodukt 21 erhalten und ins
Heptabenzoat 22 iiberfiihrt. Ein Vergleich der 220 MHz-"H-N.m.r.-Spektren der
Heptabenzoate 20 und 22 von nicht deuterierter und deuterierter Verbindung er-
laubt eine vollstandige Zuordnung aller Protonen und beweist, daB bei der Umset-
zung mit NaBH, eine neue Hydroxylgruppe und eine Methylengruppe neben
Stickstoff gebildet werden. Die fiir 21 angenommene Konfiguration im Pyrrolidin-
teil (2R,3S,4S,5S) wird durch N.o.e.-Experimente gestiitzt. Die Hydrierung des
Trizyclus 6 mit Pt als Katalysator fiihrt in der Hauptsache zur Spaltung der allyl-
standigen C-O-Bindung der CH,OH-Gruppe und zur Absittigung der Doppelbin-
dung. Aus dem Hydrierungsansatz wurden zwei Fraktionen chromatographisch ab-
getrennt, bei denen es sich um die Verbindungen 23 und 24 handelte. Beide Frak-
tionen sind nach den 100 MHz-"H-N.m.r.-Spektren in CD3;0D als stereochemisch
nicht einheitlich anzusprechen. Die Massenspektren der Acetylderivate von 23 und
24 zeigen Molekelpeaks bei m/z 557 bzw. 499. Die Fragmentierung entspricht dem
charakteristischen Muster des acetylierten Trizyclus 6 (8).

Hydrogenolytische Abbaureaktionen. — Die katalytische Hydrierung von
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Acarbose (1) mit Pt—H; in Wasser bei Raumtemperatur unter Druck fiihrt zu ei-
nem sehr komplex zusammengesetzten Reaktionsgemisch. Eine der Hauptreaktio-
nen ist aber die Spaltung der C-N-Bindung in Allylposition zur Doppelbindung mit
nachfolgender Absittigung der Doppelbindung. Durch diese Reaktion wird Acar-
bose in Cyclitol- und Zuckerteil zerlegt. Aus dem Reaktionsansatz wurden 25 und
29 chromatographisch isoliert. Das Cyclitolderivat 25 ist identisch mit dem litera-
turbekannten Validatol'>, das von uns auch durch hydrogenolytischen Abbau des
Validamycin A hergestellt wurde.

Die Acetylierung der in freier Form wenig stabilen Verbindung 29 mit Pyri-
din—-Acetanhydrid liefert ein Dekaacetat 30 mit der massenspektrometrisch ermit-
telten Molmasse 907. Wichtige Fragmente bei m/z 848 (M — OAc), 803 (848
CH;CHOH), 733 (848 — CH;CONHCH,COCH;) sowie 272, 619, 560, 331 (Ionen
¢ bis f, siehe Tabelle I} stimmen mit der angegebenen Struktur iiberein.

In einer Acetolysereaktion 14t sich das Dekaacetat 30 in 2 Mol 1,2,3.4,6-
Penta-0-acetyl-a-D-glucopyranose und 1 Mol 4-Acetamido-1,2,3-tri-O-acetyl-4,6-
didesoxy-a-D-glucopyranose (37) spalten, dessen Schmelzpunkt und spezifischer
Drehwert [@]3’ +130.9 (¢ 0.9, CHCl;) mit denen der von Stevens et al.'® syntheti-
sierten Substanz iibereinstimmen. 'H-N.m.r.-Spektrum (bei 200 MHz in CHCl;)
und das Massenspektrum lassen keinen Zweifel an der Identitiat der Verbindung
Zu.

Bei der Hydrierung der Acarbose (1) ist als weitere Reaktion neben der Ab-
sittigung der Doppelbindung und der eben geschilderten Spaitung der C-N-Bin-
dung in Allylstellung auch eine Spaltung der allylstindigen C-O-Bindungen denk-
bar. Da auBlerdem bei der Absittigung der Doppelbindung mit der Bildung diaste-
reomerer Produkte zu rechnen ist und auch mehrere der genannten Reaktionen
nacheinander ablaufen kénnen, wird die breite Palette von Hydrierungsprodukten
verstindlich. An stark saurem Ionenaustauscher haben wir das Reaktionsgemisch
zundachst in nicht basische und basische Produkte aufgetrennt. Die nicht basischen
Produkte bestehen neben dem schon erwihnten Validatol (25) zur Hauptsache aus
Desoxyvalidatol (26) und seinem D-gluco-Isomeren 27. Diese wurden durch Chro-
matographie an einer Merck-Kieselgel-Fertigsdule gereinigt. Die D-gluco-Konfigu-
ration von 27 ergibt sich aus dem '"H-N.m.r.-Spektrum fiir eine Losung in CD;0D
250 MHz. Proton H-2 in 27 absorbiert als Doppeldublett mit 7 9 und 10 Hz bei
8 2.84. Daneben wurden 28 und 35 als nicht vollstindig getrenntes Substanzge-
misch aus dem Hydrierungsansatz isoliert. Weitere Cyclitolderivate wurden nur
diinnschichtchromatographisch nachgewiesen. Die basischen Produkte wurden
durch Chromatographie mit verdiinnter HCl an Dowex 50 W-X4 weiter aufge-
trennt. Neben 29 wurden hydrierte Acarbosederivate mit D-gluco- (31 und 32) und
L-ido-Konfiguration (33 und 34) im Cyclitolteil isoliert. Aus den 250-MHz-'H-
N.m.r.-Spektren ergibt sich fiir die L-ido-konfigurierten Verbindungen eine Kon-
formation mit dquatorialer Anordnung des Methyl- bzw. Hydroxymethylrests und
der Aminogruppe im Cyclitolteil. In den Verbindungen 33 und 34 tritt namlich das
H-1a jeweils als 6-Liniensignal mit einer groBen (J; ¢ ~12 Hz) und zwei kleinen
Kopplungskonstanten auf (J,  und J, ; ~3-4 Hz), und zwar in 33 bei § 2.78 und 34
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bei § 3.01. AuBerdem tritt H-6a von 33 als Quartett mit drei groBen Kopplungs-
konstanten von ~13 Hz (J; ¢ ~ /5 ~ Je 4 ) bei 6 1.29 und eines der Protonen des
Cyclitolrings (wahrscheinlich H-3a) als Triplett mit zwei kleinen Kopplungskon-
stanten von 3-4 Hz bei 6 3.98 in 33 und & 3.97 in 34 auf. In Verbindung 32 beweist
dagegen ein Doppeldublett des Protons 4a (6 2.86) mit zwei groBen Kopplungskon-
stanten (J 8.5 und 10 Hz) die D-gluco-Konfiguration, ebenso in 31 ein 6-Linien-Sig-
nal fir H-6'a (6 1.23) mit zwei groBen Kopplungskonstanten von ~13 Hz (J5 ¢ ~
Js.¢) und einer kleinen Kopplungskonstante von ~3 Hz (J; ¢-). Von den Verbin-
dungen 31 und 33 wurden mit Pyridin—-Acetanhydrid die Tridekaacctate herge-
stellt. [hre Protonenresonanz- und Massenspektren stiitzen ebenfalls die angegebe-
nen Strukturen. Von den Hydrierungsprodukten der Acarbose (1) zeigt nur die
Verbindung 31 eine dhnliche biologische Aktivitit wie 1, alle anderen Verbindun-
gen sind wirkungslos.

Methanolyse. — Der Abbau von Acarbose (1) durch Methanolyse und die
nachfolgende hydrogenolytische Spaltung des Methylglykosids in Cyeclitolteil und
Aminozucker sind ein zweiter, besonders einfacher und anschaulicher Weg, das
Acarbosemolcekul in vier bekannte Bausteine zu zerlegen. Das Methyl-a,B-glyko-
sid (10, 11) wurde dazu hydriert und das Hydrierungsgemisch ebenfalls in basische
und nicht basische Produkte getrennt. Bei den nicht basischen Hydrierungsproduk-
ten handelt es sich um das gleiche Gemisch von Cyclitolen (Validatol, Desoxyvali-
datol, usw.), das auch bei der Hydrierung von Acarbose (1) gebildet wird. Es wur-
de nicht weiter untersucht. Die basischen Hydrierungsprodukte wurden an Kiesel-
gel weiter aufgetrennt. Die a-(39) und B-Glykoside (40) des Viosamins (38) wur-
den als Anomerengemisch eluiert. Eine chromatographische Trennung lieB sich
erst nach Acetylierung erreichen. Beide Verbindungen (41 und 42) kristallisieren
und wurden durch 250 MHz-'H-N.m.r. und Massenspektren cindeutig charakteri-
siert. Vier weitere basische Hydrierungsprodukte wurden ebenfalls als Gemisch
von a- und B-Anomeren abgetrennt. Es handelt sich einmal um die hydrierten Ver-
bindungen 43 und 44 mit “D-gluco”-Konfiguration im Cyclitolteil und um die
diastereomeren Verbindungen 45 und 46 mit “L-ido”-Konfiguration. Auch hier lie-
gen die “L-ido”-konfigurierten Verbindungen in einer inversen Konformation mit
axialer Anordnung der Hydroxylgruppen des Ringes vor. Dies lafit sich den 250
MHz-'H-N.m.r.-Spektren eindeutig entnehmen. Von den Verbindungen 43 und 45
wurden diec Hexaacetate 47 und 48 durch Acetylierung erhalten. Ihre 250 MHz-"H-
N.m.r. und Massenspektren bestitigen die angegeben Strukturen. Von den vier
Hydrierungsprodukten 4346 weist nur Verbindung 43 cine den ungesittigten Ver-
bindungen vergleichbare biologische Aktivitit auf. Die anderen Hydrierungspro-
dukte sind unwirksam.

Trizyclus 6. — Der Trizyclus 6 148t sich weiter in die beiden Bausteine Cycli-
tolring und Pyrrolidinring zerlegen, wenn man der NaBH,-Offnung zu 18 eine ka-
talytische Hydrierung folgen 148t. Man erhalt als Hauptprodukte dieser Hydroge-
nolysereaktion wiederum Validatol (25) und das Pyrrolidinderivat 49. Dieses wur-
de aus dem Reaktionsgemisch durch Absorption an stark saurem Ionenaustauscher
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und anschlieBende Chromatographie an Kieselgel isoliert und durch ein 250 MHz-
"H-N.m.r.-Spektrum und ein 50,32 MHz-'3C-Spektrum charakterisiert. Weiterhin
wurde 49 ins Tetraacetat 50 iiberfithrt. Im Massenspektrum findet man einen
schwachen Molekelpeak bei m/z 315 und einen kréiftigen Fragmentpeak m/z 228,
der der Abspaltung der Seitenkette entspricht. Das 220 MHz-'"H-N.m.r.-Spektrum
des Tetraacetats in CDCl; weist die Substanz bei Raumtemperatur als ein Gemisch
zweier Rotamerer (Sdureamidgruppierung) im Verhéltnis 2.5:1 aus. Bei 80° ist ein
tiber die beiden Rotameren gemitteltes Spektrum zu beobachten.

Aus dem Tetraacetat 50 14t sich durch vorsichtiges Umestern mit Natrium
in Methanol das N-Acetyl Derivat des Pyrrolidinderivats (51) herstellen. Auch die-
se Verbindung liegt bei Raumtemperatur in D,O als Gemisch zweier Rotamerer
vor, wie insbesondere das '*C-N.m.r.-Spektrum zeigt. Bei der chromatographi-
schen Isolierung von 49 fiel ein nur schwer abtrennbares Nebenprodukt der Hy-
drierung an, dem wir aufgrund von N.m.r.- und Massen-Spektrum die Struktur 52
geben. Wir nehmen an, daf3 52 bei der reduktiven Alkylierung des Pyrrolidinderi-
vats 49 durch ein Cyclitolderivat mit einer Aldehydfunktion in 7-Position gebildet
wird. Die Aldehydfunktion entsteht wahrscheinlich unter der Einwirkung des Pt-
Kontakts aus der Allylalkoholfunktion eines durch Hydrogenolyse gebildeten un-
gesattigten Cyclitols.

Methylierungsanalyse. — Die {1-—>4)-Verkniipfung der Zuckerbausteine der
Acarbose (1) wird schon aus den N.m.r. -Spektren deutlich. Sie wurde zusatzlich
durch eine Methylierungsanalyse bewiesen. Die Methylierung von Acarbose (1)
nach Hakomori'® liefert als Hauptprodukt das Trideka-O-methyl-Derivat (3). Im
Massenspektrum ist der Molekelpeak bei m/z 827 mit geringer Intensitdt vorhan-
den. Charakteristische Fragmentpeaks im oberen Massenbereich findet man bei
m/z 739 (Ion b, M — H;COCH=CHOCHj3;; Retrodienspaltung), 592 (e, Abspal-
tung der endstindigen D-Glucoseeinheit) und 388 (¢, Abspaltung der Maltoseein-
heit). Die methylierte Acarbose (3) wurde zuerst hydrolysiert, dann reduziert, ace-
tyliert und gaschromatographisch untersucht. Als einziges D-Glucosederivat wurde
1,4,5-Tri-O-acetyl-2,3,6-tri-O-methyl-D-glucitol gefunden. Dies beweist die
(1—4)-Verknipfung der Zuckerbausteine.

EXPERIMENTELLER TEIL

Allgemeines. — "H-N.m.r.- und '>C-N.m.r.-Spektren wurden mit Spektro-
metern von Bruker (WM 250, WP 200) und Varian (HRSC 220, HA 100) aufge-
nommen. Fehlen im experimentellen Teil Angaben beziglich des Standards, so
wurde Tetramethylsilan (Me,Si, 8 0.00) oder HOD (8 4.67) als Interner Standard
(1.S.) verwendet. In den Gbrigen Fallen ist der Standard aufgefithrt [Externer Stan-
dard, E.S., Natrium-4,4-dimethyl-4-silan-(2,3-°’H,)pentanoate, TDPNa]. Die Wer-
te der Kopplungskonstanten stellen Absolutwerte nach first-order Interpretation
dar. Fiir die Auswertung der N.m.r.-Spektren wurde (auBer in den tricyclischen
Verbindungen) in allen Derivaten der Cyclitolring mit a, der Aminozucker mit b
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und die beiden D-Glucoseeinheiten mit ¢ (nicht reduzierend) und d (reduzierend)
bezeichnet. Die Bezifferung der einzelnen Ringpositionen erfolgte gema8 der sys-
tematischen Nomenklatur. Nieder- und hochaufgeloste Massenspektren wurden
auf einem CHS/DF-Gerat (Finnigan MAT, Bremen) aufgenommen. Die Bedin-
gungen waren: ElektronenstoB-Ionisation 70 eV, Kathodenemission 300 uA,
Quellentemperatur 220°, Direkteinla3, Probentemperaturen von 50° fiir 7 und bis
250° fur 29, Auflésung 1500 (10% Tal) bzw. 12 000 bei Bestimmung der Elemen-
tarzusammensetzungen nach der Peak-matching-Methode.

Acarbose Tridecaacetat (2). — Acarbose (1) wurde wie iiblich mit Acetanhy-
drid-Pyridin acetyliert. Die anomeren Acetate wurden durch priparative Siu-
lenchromatographie iiber Kieselgel 60 (Merck, 230—400 mesh) mit Toluol-Ethyla-
cetat 3:1 (v/v) getrennt. Das "H-N.m.r.-Spektrum des B-Anomeren ist in Abb. 3
wiedergegeben und die Werte sind in Tabelle IV zusammengefaBt; [a]3’ +61.2° (¢
1, CHCly).

Anal. Ber. fir C5;HgNO; (1192.09): C, 51.39; H, 5.83; N, 1.17. Gef.: C,
50.69; H,5.87; N, 1.10.

O-{4,6-Didesoxy-4-[1S-(1,4,6/5)-4,5,6-trihydroxy-3-hydroxymethyl-2-cyclo-
hexen-1-yllamino-a-D-glucopyranosyl}-(1—-4)-D-glucopyranose (4). — Acarbose
(1) (100 g, 0.16 Mol) wurde in M H,SO, (1000 mL) geldst und 2 h bei 80° geriihrt.
AnschlieBend wurde mit Ba(OH), neutralisiert, abgesaugt und das Filtrat auf 500
mL eingeengt. Diese Losung wurde zur Abtrennung der nicht basischen Bestand-
teile tiber eine Siule mit lonenaustauscher Amberlite IR-120 (H™, 1 kg) gegeben
und zunéchst mit H,O (2 L) klar gewaschen. Danach wurden die basischen Kom-
ponenten mit 2% wairiger Ammoniaklosung eluiert. Die Eluate wurden eingeengt
und der erhaltene Sirup (55 g) iiber eine Sdule mit Aluminiumoxid (1 kg, Woelm
neutral), beginnend mit Methanol-H,O 4:1 (v/v) zur Elution der Substanz 4 und
anschlieBend mit Methanol-H,O 2:1 (v/v) chromatographiert; Ausbeute 31 g,
[@]2 +134°(c 1, H,0).

Anal. Ber. fir C;gH33NO,; (483.47): C, 47.20; H, 6.88; N, 2.90. Gef.: C,
46.82; H,6.96; N, 2.81.

Das Deka-O-acetylderivat (5) wurde wie 2 bereitet und in die anomeren
Acetate getrennt. B-Anomeres: Schmp. 147°%; [a]d’ +67,2° (¢ 1.2, CHCLy); 'H-
N.m.r.: siche Tabelle IV; M.s. (hochaufgelost): m/z 903 (2.5), 844 (55), 843 (100),
556 (37), 376 (44), 331 (58), 169 (62), 165 (66), 123 (69), 43 (100).

Anal. Ber. fiir C;5Hs3NO,; (903.84): C, 51.83; H, 5.91; N, 1.55. Gef.: C,
51.20; H,5.96; N, 1.48.

Methyl-4-[(18)-(1,4,6/5)-4,5,6-trihydroxy-3-hydroxymethyl-2-cyclohexen-1-
yllamino-B-- (10) und -a-D-glucopyranosid (11). — Acarbose (1) (100 g) wurde in
abs. Methanol (1 L), das Chlorwasserstoff (10%) enthalt, gelost und 4 h bei 60° ge-
rithrt. Danach wurde mit festem Natriumcarbonat neutralisiert und der gebildete
Niederschlag abfiltriert. Das erhaltene Filtrat wurde bei vermindertem Druck zu
einem braunen, viskosen Sirup eingeengt. Dieser wurde in Wasser (500 mL) geldst
und auf eine Siule mit Ionenaustauscherharz Amberlite IR-120 (H*, 1 L) gege-
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ben. AnschlieBend wurde solange mit Wasser gespiilt, bis keine nichtbasischen An-
teile (D-Glucose, etc.) mehr eluiert wurden. Danach wurden die Methylglykoside
mit 1%iger waBriger Ammoniakldsung von der Saule eluiert. Das basische Eluat
wurde zum Sirup eingeengt, in Methanol-Wasser (3:1, v/v, 300 mL) aufgenommen
und iiber eine Sdule mit Aluminiumoxid (1 kg, Woelm Neutral) chromatographiert
(Laufmittel: Methanol-Wasser 3:1, v/v). Die substanzhaltigen Fraktionen wurden
konzentriert und das Produkt 10 aus Methanol-2-Propanol (~4:1, v/v) kristalli-
siert; Ausbeute 21 g; Schmp. 208°, [a]3’ +19.8° (¢ 0.5, H,0); 'H-N.m.r. (250
MHz, D,0O, 1.S. HOD): 65.78 (dm, 1 H, J, , 5.1 Hz, H-2a),4.20(d, 1 H,J, , 7.9
Hz, H-1b), 4.12 (dm, 1 H, J; 7 13.7 Hz, H-7a), 3.99 (d, 1 H, J; - 13.7 Hz, H-7a’),
3.92(d,1H,J,56.7 Hz, H-4a), 3.64 (dd, 1 H, J4 5 6.7, J5 ¢ 9.8 Hz, H-5a), 3.54 (dd,
1H,J,64.6,J569.8 Hz, H-6a), 3.43 (m, 4 H, OCH;, H-1a), 3.33 (dq, 1 H, J; 59.5,
Js66.2 Hz, H-5b). 3.26 (dd,1H, J,539.3,J5 49.5Hz, H-3b), 3.14 (dd, 1 H, J, , 7.9,
J>39.3Hz, H-2b). 2.33(dd, 1 H, J3 4, /4 5 9.5 Hz, H-4b), 1.66 (dd, 3H, J5 ¢ 6.2 Hz,
CHj;-5b).

Anal. Ber. fur C,H,sNOg (335.4): C, 50.14; H, 7.51; N, 4.18. Gef.: C,
49.76; H, 7.50; N, 4.10.

Durch fraktionierte Kristallisation aus Methanol wurde nun aus dem Ge-
misch der Methyl-D-Glykoside das B-Anomere (10) soweit abgetrennt, bis die
Mutterlauge etwa 80% des Methyl-a-D-Glykosides (11) enthielt. Der nach Einen-
gen der Mutterlauge verbleibende Sirup (10 g) wurde in abs. N, N-Dimethylforma-
mid (200 mL) gel6st und unter Eiskithlung mit 48%iger HBr-Losung (6 mL) ver-
setzt. Danach wurde bei Raumtemperatur solange 2-Propenylmethylether zuge-
tropft (~100 mL tber einen Zeitraum von 2 h), bis die Substanz mit einem Rg-
Wert 0.5 (D.c.: Kieselgel-Fertigfolie; Merck; Laufmittel, Toluol-Ethanol 3:1, v/v)
Hauptprodukt war. Zur Aufarbeitung wurde der Ansatz mit festem Natriumcarbo-
nat neutralisiert, filtriert und eingeengt. Der Riickstand wurde in Chloroform (200
mL) aufgenommen, die organische Phase zweimal mit Wasser (100 mL) gewa-
schen, tiber Natriumsulfat getrocknet und eingeengt; Rohausbeute 11 g. Durch
priparative Sidulenchromatographie iiber Kieselgel 60 (230400 mesh, Merck) mit
Toluol-Ethylacetat 2: 1 (v/v) als Laufmittel wurde eine Verbindung (7 g) erhalten,
die zwei Isopropylidengruppen im Cyclitolteil enthielt. Zur Darstellung des freien
Methyl-a-D-Glykosides (11) wurde diese Verbindung in 60%iger waBriger Essig-
saure gelost und 4 h bei 60° geriihrt. Die Substanz 11 kristallisierte aus Methanol-
Ethylacetat; Schmp. 157°, [a]d” +160.3° (¢ 0.5, H,0); 'H-N.m.r. (250 MHz, D,O,
I.S. HOD): 85.78(d, 1H, J, , 5.0 Hz, H-2a), 4.61 (d, 1 H, J; , 3.1 Hz, H-1b), 4.09
(d, 1 H, J;5 13.5 Hz, H-7a), 3.96 (d, 1 H, J; ;- 13.5 Hz, H-7a’), 3.90 (d, 1 H, J, 5
7.8 Hz, H-4a), 3.61 (dd, 1 H, J, 5 7.8, Js 5 9.7 Hz, H-5a), 3.54 (dd, 1 H, J, c 4.4,
J569.7 Hz, H-6a),3.51 (dq, 1 H,J, 59.7,J5 6 6.3 Hz, H-5b), 3.42 (m, 2 H, H-2,3b),
3.39(dd, 1 H, J,,5.0,J; 4.4 Hz, H-1a), 3.25 (s, 3 H, OCH3), 2.32 (dd, 1 H, J3 4,
J..59.7 Hz, H-4b), 1.22 (d, 3 H, Js ¢ 6.3 Hz, CHs-5b); Lit.'® Schmp. 225° (Aceton),
[a]3® +88.7° (c 1, Wasser).
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Anal. Ber. fiir C;4H,sNOg (335.4): C, 50.14; H, 7.51; N, 4.18; Gef.: C,
49.86; H, 7.51; N, 4.13.

Das Octa-O-acetyl 12 wurde wie 2 bereitet, [a]3 +57.2° (¢ 2.6, CHCL;).

Anal. Ber. fiir C,qH;7,NO,, (578.58): C, 53.15; H, 6.35; N, 2.38. Gef.: C,
53.11; H, 6.38; N, 2.36.

(IR,2S,3R,4aS,7R,85,8a8,9aR )-1,2,3,4a,7,8,8a,9a- Octahydro-1,2,7,8-tetra-
hydroxy-3-[(R)-1-hydroxyethyl]-6-hydroxymethyipyrrolo[2,1-blbenzoxazol (6). —
Acarbose (1) (20 g) wurde in M H,SO, (120 mL) 5 h bei einer Olbadtemperatur von
130° erhitzt. Nach dieser Zeit verdiinnte man mit Wasser (~800 mL) und neutrali-
sierte mit Bariumcarbonat. Der Niederschlag wurde abgesaugt und griindlich mit
Wasser gewaschen. Filtrat und Waschwasser wurden eingeengt und der Riickstand
wurde auf eine mit Amberlite IR-120 (H*) Tonenaustauscher gefiillte Siule aufge-
tragen. Zunichst wurden die nicht basischen Hydrolyseprodukte mit Wasser
eluiert, schlieBlich die basischen Hydrolyseprodukte mit 0.5% Ammoniak. Eine
Auftrennung der basischen Hydrolyseprodukte (6 g) erfolgte durch Chromatogra-
phie iiber eine mit Cellulose (Avicel; Merck) gefiillte Saule (FlieBmittel: Butanol-
Ethanol-H,O 3:1:1, v/v): 2.8 g, 6. Alternativ erhielt man 6 aus dem Gemisch der
basischen Hydrolyseprodukte durch eine Chromatographie iiber neutralem Al,O3
(FlieBmittel: CH;0H-H,0 3:1, v/v); farbloses schwach basisches (pKa 3.8) Harz,
[@]3 —1.0° (¢ 1, H,0); D.c. [Kieselgel F,s,, Merck; FlieBmittelgemisch: Metha-
nol-Ethylacetat-H,O 3:5:2, v/v; Sprithreagenz: p-Dimethylaminobenzaldehyd (1
g), Antimon(IIT)chlorid (20 g), konz. HCI (20 mL) und Ethanol (100 mL); erwér-
men, kirschrote-blaurote Flecke]: Rg 0.6; 'H-N.m.r. (250 MHz, D,0, LS.
TDPNa): 8 5.78 (bs, 1 H, H-5), 4.94 (d, 1 H, J, 9, 3.8 Hz, H-9a), 4.34 (dd, 1 H,
Jis ~4.5, J,3 ~6.5 Hz, H-2), 4.154.00 (m, 6 H, H-8a,1,7,10,12,12"), 3.85 (bm, 1
H, H-4a), 3.00(dd, 1 H, J; 5 ~J3 1y ~6.5 Hz, H-3), 1.35 (d, 3 H, J14 1; 6.5 Hz, CH;-
10); *C-N.m.r. (15.08 MHz, D,0, 1.S. CH;0H 6 49.5): § 139.17 (C-6), 122.27 (C-
5), 95.23 (C-9a), 77.63, 77.16, 76.81, 71.33, 70.63, 68.53 (2C), 63.06 (2C, u.a. C-
12), 20.98 (C-11); Off resonance: 139.17 (s), 63.06 (t,d), 20.98 (q), alle iibrigen Sig-
nale sind Dubletts; M.s.: m/z 303 (33), 286 (65), 258 (41), 186 (30), 142 (40), 124
(100), 122 (50), 116 (52), 95 (85), 61 (95).

Anal. Ber. fir C;3H,;NO; (303.31): C, 51.48; H, 6.98; N, 4.62. Gef.: C,
50.63; H, 7.09; N, 4.46.

(IR,2S,3R,4aS,7R,88,9aR) - 1,2,3,4a,7,8a,9a - Octahydro - 1,2,7,8 - tetra-
methoxy-3-[ (R)-1-methoxyethyl]-6-methoxymethylpyrrolo| 2, 1-blbenzoxazol (7). —
Natriumhydrid (80%, 250 mg, 6 mmol +35%) wurde zur Entfernung des Ols unter
FeuchtigkeitsausschluB 2 mal mit Hexan (je 10 mL) ausgeriihrt. Der Riickstand
wurde unter Stickstoff und Feuchtigkeitsausschluf mit absolutem Dimethylsulfo-
xid (8 mL) versetzt und 50 min auf 70-80° erwidrmt. Nach beendeter H,-Ent-
wicklung tropfte man bei Raumtemperatur gut getrocknetes 6 (300 mg, 1 mmol) in
absolutem Dimethylsulfoxid (9 mL) zu und lieB 4 h bei Raumtemperatur nachriih-
ren. Man tropfte CH,J (0.5 mL, ~8 mmol) in absolutem Dimethylsulfoxid (3 mL)
hinzu und lieB 2 h bei Raumtemperatur reagieren. AnschlieBend wurde die Losung
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mit Wasser auf ein Volumen von 250 mL verdiinnt und 2 mal mit Dichlormethan
(je 150 mL) ausgeschiittelt. Die vereinigten Dichlormethanphasen wurden mit
Wasser (50 mL) gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingeengt. Zur Entfer-
nung restlichen Dimethylsulfoxids wurde der Riickstand noch einmal in Dichlor-
methan (100 mL) aufgenommen und 2 mal mit Wasser (je 50 mL) gewaschen. Zur
weiteren Reinigung wurde das aus der Dichlormethanphase erhaltene Reaktions-
produkt auf eine mit neutralem Al O; gefiilite Sdule (Lange 50 cm; Durchm. 1 cm)
gegeben. Es wurde mit Chloroform-Ether 1:1 (v/v) eluiert. Man erhielt 7 (180 mg)
als farbloses Ol; "H-N.m.r. (220 MHz, CDCl,): §5.70 (m, 1 H, H-5), 4.84 (d, 1 H,
Ji9.3.5Hz, H-92), 4.24 (dd, 1 H,J4-6 Hz), 4.12(d, 1 H, J}, 1»- 12 Hz, H-12),3.93
(dd, 1 H, J 6 und 8 Hz), 3.86 (bs, 1 H), 3.80-3.63 (m, 4 H), 3.5-3.3 (m, 19 H, u.a.
6 OCH;), 3,1 (dd, 1 H, J 5.5, 7.5 Hz, H-3), 1.2 (d, 3 H, J19.1; 6 Hz, H-11); M.s.:
miz 387 (8), 372 (13), 356 (100), 328 (32), 184 (32), 129 (95), 101 (11). 97 (27), 75
(45), 45 (13).

Anal. Ber. fur C;oH33NO; (387.47): C, 58.90; H, 8.58; N, 3.16. Gef.: C,
58.74; H, 8.52; N, 3.54,

(IR,2S,3R,4aS,7R,88,9aR )-1,2,7,8- Tetraacetoxy-3-| (IR )- I -acetoxyethyl]-6-
acetoxymethyi-1,2,3,4a,7,8a,9a-octahydropyrrolo|2,1-blbenzoxazol (8). — Verbin-
dung 6 (150 mg) wurde in Acetanhydrid—Pyridin 1:1 (v/v, 50 mL) unter Eiskiihlung
geldst und 1 h bei 0° geriihrt. Man lie8 24 h bei Raumtemperatur stehen und engte
am Rotationsverdampfer ein. Der Riickstand wurde in Chloroform aufgenommen,
die Losung mit verd. wiBriger HCI, wiBriger NaHCQO;-Ldsung und schlieBlich mit
Wasser gewaschen, getrocknet und abgedampft; farbloses amorphes Harz, [a]3
+314° (¢ 0.2, CHCl,); '"H-N.m.r. (250 MHz, CDCl;): 6 5.94 (bs, 1 H, H-5), 5.53
(dd, 1 H, J,,5,J,37Hz, H-2), 5.34 (m, 2 H, H-7,8), 5.11 (m, 2 H, H-1,9a), 4.96
(9, 1 H, J3.16 = J10,11 6 Hz, H-10), 4.61 (bd, 1 H, J}; 1»- 13 Hz, H-12), 4.50 (bd, 1
H, J15.12» 13 Hz, H-12"), 4.22 (bt, | H, J4,.84 ~ Js.8. ~5 Hz, H-8a), 3.75 (m. 1 H,
H-4a), 3.32 (dd, L H, J3 7, J3 40 6 Hz, H-3), 2.12-2.02 (6 s, 18 H, 6 OAc), 1.35
(d, 3 H, Jy0,1; 6 Hz, CH3-10); M.s. (hochaufgelost): m/z 555 (2.0), 496 (100), 312
(21), 204 (16), 192 (15), 185 (37), 166 (33), 150 (30), 143 (21), 43 (100).

Anal. Ber. fiir C,sH33NO;; (555.53): C, 54.05; H, 5.99; N, 2.52. Gef.: C,
54.02; H,6.02; N, 2.49.

(IR,2S,3R,4aS,7R,8S,9aR )-1,2,7,8-Tetrabenzoyloxy-3-[(IR)-1-benzoyloxy-
ethyl]- 6 - benzoyloxymethyl-1,2,3,4a,7,8a,9a- octahydropyrrolo[2,1 - blbenzoxazol
(9). — Zu einer Lésung von 6 (100 mg) in absolutem Pyridin (10 mL) wurde Ben-
zoylchlorid (0.46 mL) gegeben. Die Mischung wurde 48 h bei Raumtemperatur ge-
rithrt, Dann wurde mit wenig Wasser versetzt und 2 h stehengelassen. Anschlie-
Bend gab man weiteres Wasser und gesattigte NaHCQO3-Losung hinzu und riihrte
1 h. Die wiBrige Phase wurde dann abdekantiert, das ausgefallene Ol in Ether auf-
genommen und mit Hydrogencarbonatlosung gewaschen. Die Etherldsung wurde
getrocknet und eingeengt. Riickstand: 310 mg. Zur Reinigung wurde der Rick-
stand aus Ethanol umgefillt. Das erhaltene weiBe, amorphe Festprodukt war
diinnschichtchromatographisch einheitlich; TH-N.m.r. (220 MHz, CDCl,): § 8.1
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7.1 (m, 30 H, arom.), 6.30 (d, 1 H, J4, 5 3.5 Hz, H-5), 6.12 (dd, 1 H, J; 5, J, 3 ~8
Hz, H-2), 5.88, 5.83 (m, 2 H, H-7,8),5.76 (dd, 1 H, J; » 8, J; 6, 3.5 Hz, H-1), 5.41
(d, 1 H, J; g2 3 Hz, H-9a), 5.38 (dq, 1 H, J3 10 ~ Ji0.11 ~6 Hz, H-10), 4.92, 4.84
(AB-System, 2 H, J5 1> 13 Hz, H-12,12"), 4.57 (dd, 1 H, J5 ga, J4a 82 ~4-6 Hz, H-
8a), 4.15 (m, 1 H, H-4a), 3.66 (dd, 1 H, J,3 8, J5 10 6 Hz, H-3), 1.57 (d, 3 H, J;0 14
6 Hz, CH;-10); M.s. (hochaufgelost): m/z 927 (0.2), 806 (6), 683 (100), 578 (13),
439 (35), 424 (28), 334 (56), 318 (54), 230 (23), 213 (65) (im unteren Massenbereich
ist das Spektrum wegen thermisch gebildeter Benzoeséure nicht auswertbar).

(IR,2S,3R,4aS,6(R,S),7R,8S,8aS,9aR ) - Dekahydro - 1,2,7,8 - tetrahydroxy -
3-[(IR)-1-hydroxyethyl]-6-hydroxymethylpyrrolo[2,1-blbenzoxazol ~ (23) und
(IR,2S,3R,4aS,6(R,S),7R,8S,8aS,9aR ) -dekahydro-1,2,7,8-tetrahydroxy-3-[(IR)-
1-hydroxyethyl]-6-methylpyrrolo[2,1-blbenzoxazol (24). — Verbindung 6 (1 g) in
Wasser (40 mL) und Methanol (40 mL) wurde mit PtO,-Katalysator (400 mg) 4 h
bei Raumtemperatur und 0.2 MPa H,-Druck hydriert. Der Katalysator wurde
anschlieBend abzentrifugiert und die Losung eingeengt. Der Riickstand wurde in
Wasser aufgenommen und auf eine mit Dowex 50W-X4 (H*) Ionenaustauscher-
harz gefillte Saule aufgetragen. Man eluierte zuerst mit Wasser und dann mit
50mM HCI. Das salzsaure Eluat wurde mit basischen Austauscher (OH™) neutrali-
siert und eingeengt. Der Riickstand (670 mg) wurde auf eine mit Cellulose (Avicel,
Merck) gefiillte Saule aufgetragen. Es wurde mit 1-Butanol, das mit Wasser gesit-
tigt war, eluiert. Man erhielt 180 mg nicht kristallines 24 und 150 mg nicht kristalli-
nes 23. Verbindung 23 gab ein Hexaacetat; 'H-N.m.r. (100 MHz, CD;0D): § 5.17
(d, Jy 62 3.7 Hz, H-9a), 5.03 (d, J, 9, 3.8 Hz, H-9a), 1.29 (d, 3 H, J,y 1; 6 Hz, CH3-
10); M.s.: m/z 557 (0.1), 498 (43), 354 (10), 314 (22), 185 (31), 143 (14), 134 (13),
107 (12), 83 (70), 43 (100). Verbindung 24 gab ein Pentaacetat; '"H-N.m.r. (100
MHz, CD;0D): 6 5.18 (d, J, 9, 3.8 Hz, H-9a), 5.03 (d, J, g, 3.8 Hz, H-9a), 1.30 (d,
3 H, Ji0,11 6 Hz, CH-3-10, bei 220 MHz 2 Dubletts), 1.02 (d, Jg 12 6 Hz, CH;-6),
1.00 (d, J6 12 6 Hz, CH3-6); M.s. (hochaufgelost): m/z 499 (0.1), 440 (40), 296 (10),
256 (14), 185 (22), 143 (14), 136 (18), 109 (25), 83 (68), 43 (100).

(2R,35,45)-1-[(1S)-(1,4,6/5)-6-Hydroxy-4,5-dimethoxy-3-methoxymethyl-2-
cyclohexenyl]-3,4-dimethoxy-2-[(IR)-1-methoxyethyl|pyrrolidin (14). — Verbin-
dung 7 (300 mg) wurde in destilliertem Wasser (15 mL) gel6st und mit NaBH, (60
mg) versetzt. Nach 1 h wurde nochmals NaBH, (30 mg) zugegeben und das Ge-
misch 48 h bei Raumtemperatur gerithrt. Dann wurde mit 40%iger NaOH (15 mL)
versetzt und 1 h stehengelassen. Die Losung wurde mehrmals mit CHCl; extra-
hiert, die vereinigten Chloroformextrakte wurden mit Wasser gewaschen, iiber
Na,SO, getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Es wurden 330 mg des
nicht kristallinen Reduktionsproduktes erhalten. Nach D.c. war das Produkt ein-
heitlich und lief in Chloroform—Ethylacetat 1:2 (v/v) auf Kieselgel etwas niedriger
als 7; M.s.: m/z 387 (0.5), 330 (100), 286 (15), 130 (55), 101 (32), 75 (44), 71 (41),
59 (54), 45 (80), 43 (37).

Anal. Ber. fir C;gH3sNO;: C, 58.59; H, 9.06; N, 3.60. Gef.: C, 57.98; H,
8.98; N, 3.51.
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(2R,3S,48,55)-5-Cyano-1-[(1S)-(1,4,6/5)-6-hydroxy-4,5-dimethoxy-3-me-
thoxymethyl-2 - cyclohexenyl)- 3,4 - dimethoxy -2 -[(IR) - I - methoxyethyl|pyrrolidin
(15). — Verbindung 7 (100 mg) wurde unter Eiskiihlung mit Blausiure (2mL) 3 h
geriihrt. Man lieB noch 12 h bei Raumtemperatur nachrithren und entfernte
anschlieBend die iiberschiissige Blausiure durch Uberleiten eines N,-Stroms. Der
Rickstand wurde iiber eine mit neutralem Al,O, gefiillte Saule (Linge: 30 cm;
Durchm. 1 cm) gegeben. Laufmittel: zuerst Chloroform, dann Chloroform—Ethyi-
acetat 1:1 (v/v). Das so erhaltene nicht kristalline Reaktionsprodukt war diinn-
schichtchromatographisch einheitlich und lief in Chloroform-Ethylacetat 1:2 (v/v)
etwas hoher als das Ausgangsprodukt; M.s.: m/z 414 (0.8), 382 (15), 355 (100), 281
(13), 169 (80), 155 (25), 137 (18), 109 (26), 75 (22), 45 (17).

(2R,3S,48,55)-1-[(1S)- (1,4,6/5)-6- Benzoyloxy -4,5-dimethoxy- 3 -methoxy-
methyl-2-cyclohexenyl)-3,4-dimethoxy-2-[ (IR )-1-methoxymethyl]-5-methylpyrro-
lidin (17). — Verbindung 7 (360 mg) in absolutem Ether (20 mL) wurde mit einer
frisch hergestelltem Grignard-Losung (3,6 mL) aus Mg-Spanen (2.4 g) und Methyl-
jodid (6.5 mL) in Ether (45 mL) versetzt und 15 h unter RickfluB erhitzt. Dann
wurde Wasser und gesittigte NH,Cl-Lésung hinzugegeben und die org. Phase ab-
getrennt. Das Reaktionsprodukt aus der Etherphase wurde in absolutem Benzol
(6.5 mL) geldst, mit Pyridin (90 xL) und Benzoylchlorid (0.12 mL) versetzt und 2
h unter Riickfluf} erhitzt. Dann wurde am Rotationsverdampfer zur Trockene ein-
geengt, der Riickstand in Chloroform—Wasser aufgenommen, die Chloroformpha-
se gut mit Wasser gewaschen, getrocknet (Na,SO,) und eingeengt. Der Riickstand
wurde mit Benzol auf eine mit neutralem Al,O; gefiillte Saule (Linge: 50 cm;
Durchm. 1 cm) aufgetragen und mit Benzol, dann mit Benzol-Chloroform 2:1
(viv) eluiert. Es wurden 140 mg des nicht kristallinen Reaktionsprodukts 17 isoliert.
Die weniger einheitlichen Fraktionen wurden noch einmal durch priparative
Schichtchromatographie gereinigt. Man erhielt noch einmal 60 mg des Reaktions-
produkts; 'H-N.m.r. (90 MHz, CDCl;): §8.2-7.2 (m, 5 H, arom. H), 5.8 (m, 1 H,
H-2a), 5.37 (dd, 1 H, J; ¢ 5, J5 6 8 Hz, H-6a), 4.5-3.2 (m, 27 H, davon 6 OCH3),
3.04 (dq, 1 H, J; 5, J5 § ~6 Hz, H-5b), 1.12 (d, 3 H, Js s 6 Hz, CH;-5), 1.08 (d, 3
H, Js 7 6 Hz, CH;-6); M.s. (hochaufgeldst): m/z 507 (0.3), 448 (100), 270 (10), 203
(11), 188 (17), 144 (26), 105 (92), 77 (35), 75 (46), 45 (17).

Anal. Ber. fir C,;HyNO;g (507.62): C, 63.89; H, 8.14; N, 2.76. Gef.: C,
63.24; H,8.24;N,2.71.

(2R,3S,4S)-2-[(IR)-1-Hydroxyethyl]-1-[1S)-(1,4,6/5)-4,5,6-trihydroxy-3-
hydroxymethyl-2-cyclohexenyl}-3,4-pyrrolidindiol(18)und(2R, 3S,4S,5S)-2-[ (IR)-1-
hydroxyethyl]-1-]1S)-(1,4,6/5)-4,5,6-trihydroxy-3-hydroxymethyl-2-cyclohexenyl}-
3,4-(H-5)pyrrolidindiol (21). — Eine Lésung von 6 (100 g, 0.33 Mol) in Wasser
(1200 mL) wurde durch Zugabe von NaOH auf einen pH-Wert von 10 eingestellt.
Zu dieser Losung wurde NaBH, (15 g, 0.4 Mol) gegeben und der Ansatz 64 h bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde nochmals NaBH, (7.5 g, 0.2 Mol)
hinzugegeben und weitere 12 h geriithrt. Danach wurde der Ansatz mit M H,SO,
neutralisiert und langsam auf eine Saule mit 3 kg Amberlite IR-120 (H*) Ionenaus-
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tauscherharz gegeben. Zur Entfernung der Salze wurde mit H,O (4 L) gewaschen
und anschlieBend die Substanz 18 mit einer 2% waBrigen Ammoniak-Ldsung
eluiert (Ausbeute 93 g, 92%); [a]3’ +44.5° (c 0.5, H,0); 'H-N.m.r. (250 MHz,
D,0, I.S. HOD): 85.66 (m, 1 H, H-2a), 4.15 (dd, 1 H, J, 5 6.0, J5 , 4.0 Hz, H-3b),
4.11 (bd, 1 H, J7 ;- 13.5 Hz, H-7a), 4.03 (bd, 1 H, J; - 13.5 Hz, H-7'a), 3.99 (ddd,
1H,75,4.0,7,55.3,J, 5 4.0 Hz, H-4b), 3.92 (dq, 1 H, J, 6 4.3, J5 7 6.5 Hz, H-6b),
3.89 (bd, 1 H, J, 5 5.5 Hz, H-4a), 3.81 (dd, 1 H, J, 6 5.2, J5 5 8.7 Hz, H-6a), 3.73
(dd, 1 H, J,55.5, Js 8.7 Hz, H-5a), 3.67 (m, 1 H, H-1a), 3.32 (dd, 1 H, J, 5 5.3,
Js s 11.0 Hz, H-5b), 3.22 (dd, 1 H, J, 36, J, ¢ 4.3 Hz, H-2b), 2.81 (dd, 1 H, J, 54,
Jss 11.0 Hz, H-5'b), 1.29 (d, 3 H, J, 7 6.5 Hz, CH;3-6b); *C-N.m.1. (15.08 MHz,
D,0, 1.S. TDPNa): é 139.32 (C-3a), 120.96 (C-2a), 77.19, 74.68, 72.53, 69.09,
67.28, 64.48, 61.57 (C-7a), 57.49 (C-1a), 56.38 (C-5b), 19.31 (C-7b).

Anal. Ber. fur C;3H,;NO; (303.3): C, 51.48; H, 6.98; N, 4.62. Gef.: C,
50.96; H, 7.08; N, 4.56.

Die Darstellung von 21 erfolgte analog durch Verwendung von NaBD,.

Das Heptaacetat (19) zeigte: 'H-N.m.r. (250 MHz, CDCl3): § 5.80 (d, 1 H,
J12 4 Hz, H-2a), 5.56 (d, 1H, J, 5 7 Hz, H-4a), 5.41 (dd, 1 H, J, 57, J5 5 10.5 Hz,
H-5a), 5.34 (dd, 1 H, J, 3 8.5, J3 4 7.5 Hz, H-3b), 5.10 (ddd, 1 H, J5 4 7.5, J4 5 6.5,
Ji5 7.0 Hz, H-4b), 4.83 (dq, 1 H, J,42.2, J6 ;6.5 Hz, H-6b), 4.68 (d, 1 H, J; ;- 13
Hz, H-7a), 4.39 (d, 1 H, J; »» 13 Hz, H-7'a), 4.13 (dd, 1 H, J; , 4, J; 4 6 Hz, H-1a),
3.55(dd, 1H,J,58.5,J,62.2 Hz, H-2b), 3.45 (dd, 1 H, J, 5 6.5, J5 5 8.5 Hz, H-
5b),2.90 (dd, 1 H, J, 5 7.0, Js 5 8.5 Hz, H-5'b), 2.02 (m, 21 H, 7 OAc), 1.2 (d, 3
H, Js 7 6.5 Hz, CH;-6b); M.s. (hochaufgeldst): m/z 540 (1.0), 512 (52), 410 (27),
350 (23), 332 (10), 290 (17), 207 (17), 165 (100), 123 (92), 43 (100).

Die durch Reduktion von 6 mit NaBH, oder NaBD, erhaltenen Produkte (18
und 21) wurden in Pyridin mit Benzoylchlorid zu den Heptabenzoaten 20 und 22
verestert. M.s. von 20: m/z 1033 (0.2), 911 (10), 884 (100), 790 (19), 640 (12), 518
(18), 292 (14), 122, 105, 77 (>100). "H-N.m.r. (220 MHz, CDCl,) von 22: 6 8.1-7.0
(m, 35 H, arom. H), 6.35 (m, 1 H, H-2a), 6.22 (bd, 1 H, J, 5 6 Hz, H-4a), 6.06 (dd,
1H,J;56,J5,9Hz, H-5a), 5.80 (dd, 1 H, J, 5.5, Js 4 9 Hz, H-6a), 5.82 (t, 1 H,
J>37.5,J34 ~6 Hz, H-3b), 5.66 (t, 1 H, J5 4, J; s ~5-6 Hz, H-4b), 5.45 (dq, 1 H,
J263.5, Js7 6.3 Hz, H-6b), 4.97 (s, 2 H, H-7,7'a), 4.62 (m, 1 H, H-1a), 4.0 (dd, 1
H, J;3, /26 7.5Hz, H-2b), 3.49 (d, 1 H, J4 5 5.8 Hz, H-5'b), 1.47 (d, 3 H, J5 7 6.3
Hz, CH-;-6b). Das Spektrum der nicht deuterierten Verbindung 20 zeigte folgende
Unterschiede: 6 5.66 (q, 1 H, J5 4, J4 5, J4 s ~5~6 Hz, H-4b), 4.0 (m, 2 H, H-2b,5b)
und 3.49 (dd, 1 H, J4 5- 5.8, J5 5 9 Hz, H-5’b). In der deuterierten Verbindung ent-
spricht das Integral des Signals bei 3.49 etwas weniger als 1 H und das Signal bei
4.0 etwas mehr als 1 H. Dies ist der Hinweis auf eine weitgehend aber nicht voll-
stindig stereoselektive Offnung des Oxazolidinrings.

(4aS,7R,8S,8aS) - 7,8 - Diacetoxy -3-[(IR) -1 - acetoxyethyl]-6 - acetoxymethyl -
4a,7,8,8a-tetrahydro-pyrrolo[2,1-b]benzoxazol (13). — Bei der Pyrolyse von 8 im
Kugelrohr (350°) oder bei der Acetylierung von 6 unter drastischen Bedingungen
(Pyridin—Acetanhydrid 1:1, v/v, 100°) trat ein extrem labiles Produkt auf, das beim
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Ansprithen der D.c.-folien mit p-Dimethylaminobenzaldehyd/Salzsdure sofort
durch eine rotviolette Anfarbung zu erkennen war. Durch praparative Sdulenchro-
matographie iber Kieselgel (Laufmittel Toluol-Ethylacetat 6:1, v/v) konnten ge-
ringe Mengen dieser Substanz erhalten und spektroskopisch untersucht werden;
"H-N.m.r. (250 MHz; C¢D¢ I.S. C¢Hg, 67.15): 8 6.90 (d, 1 H, J, 5 ~2 Hz, H-2),
5.84 (dd, 1 H, J,», J1.10 ~2 Hz, H-1), 5.67 (bs, 1 H, H-5), 5.56 (m, 2 H, H-7,8),
4.71 (d, 1 H, Jy2,12>» 12 Hz, H-12), 4.39 (q, 1 H, J19,1; 5,5 Hz, H-10),4.14 (d, 1 H,
Ji2.12 12 Hz, H-12'), 3.92 (m, 1 H, H-8a), 3.75 (m, 1 H, H-4a), 1.81, 1.66, 1.61,
1.56 (4 s, 12 H, 4 OAc), 1.26 (d, 3 H, Jy9,1; 5.5 Hz, CH;-10); M.s.: m/z 435 (40)
, 393 (100), 378 (23), 273 (21), 229 (21), 216 (28), 188 (22), 166 (28), 125 (27), 43
(100).

Hydrierung von Acarbose (1). — Acarbose (1, 5 g) wurde in Wasser (200
mL) 7 h bei Raumtemperatur und 0.4 MPa H,-Druck mit PtO, (2.5 g) als Katalysa-
tor hydriert. Der Katalysator wurde abgesaugt, die willirige Losung eingeengt. Der
Riickstand wurde in wenig Wasser geldst und auf eine mit Dowex S0W-X4
Ionenaustauscherharz (H*) gefillte Saule (40 X 2.4 cm) aufgetragen. Es wurde
mit Wasser eluiert und es wurden Fraktionen von ~7 mL aufgefangen.

1L-(1,2,4/3)-1-Hydroxymethyl-2,3,4-cyclohexantriol (Validatol) (25). — Die
Fraktionen 25 und 26 lieferten 25 (~350 mg), Festpunkt 119-121° (2-Propanol),
[a]5 —39.1° (H,0); '"H-N.m.r. (250 MHz, CD;0D, 1.S. CD,HOD, §3.30): §3.81
(dd, 1 H, J, 5.8, J; - 11 Hz, H-7"), 3.65(dd, 1 H, J, , 4.5, J 3 7.5 Hz, H-2), 3.52
(dd, 1 H, J, ; 8, J; ;- 11 Hz, H-7), 3.55-3.40 (m, 2 H, H-3,4), 2.06 (m, 1 H, H-1),
1.86-1.70 (m, 2 H, H-5,6), 1.64-1.45 (m, 1 H, H-5"), 1.44-1.26 (m, 1 H, H-6');
M.s. (vom Tetraacetat): m/z 330 (0), 288 (2.1), 168 (85), 150 (24), 126 (62), 125
(33), 112 (32), 108 (97), 84 (22), 70 (30), 43 (100).

11-(1,2,4/3)-1-Methyl-2, 3, 4-cyclohexantriol (26). — Fraktion 33-34 lieferten
26 (78 mg), Schmp. 85-87° (Aceton-Ether), [@]3 —15.3°(c 0.9, H,0); 'H-N.m.r.
(250 MHz, CD50D), 1.S. CH,0D, 63.30): 6 3.47-3.33 (m, 3H, H-2,3,4), 2.02 (m,
1H, H-1),1.78-1.64 (m, 1 H), 1.64-1.4 (m, 3 H), 0.94 (d, 3 H, J; ; 7 Hz, CHj-1);
durch Einstrahlen bei 8§ 0.94 wurde aus dem Multiplett bei 6 2.02 ein ~12-13-Hz
breites Signal mit Quartettstruktur; dies bewies die ido-Konfiguration an C-1; M.s.
(von Triacetat): m/z 272 (0), 230 (3,8), 170 (46), 152 (43), 127 (44), 112 (45), 110
(53), 84 (44), 70 (45), 43 (100).

ID-(1,3/2,4)-1-Methyl-2,3,4-cyclohexantriol (27). —— Die Fraktionen 3541
lieferten ein Substanzgemisch (86 mg), das durch Chromatographie iiber eine
Merck—Kieselgel-Fertigsiule mit Ethylacetat-Methanol 9:1 (v/v) als FlieBmittel
weiter gereinigt wurde. Neben 26 (17 mg) wurde das D-gluco-Isomer (23 mg) (27)
erhalten; Schmp. 113-115° (Ether-Aceton), [@]% —25.4° (¢ 0.3, H,0); ' H-N.m.r.
(250 MHz, CD;0D, 1.S. CH,0D, & 3.30; Die Zuordnung wurde durch Spinent-
kopplungsexpernmente abgesichert: § 3.32 (ddd, 1 H, /549, J454.5, J, 5 11 Hz, H-
4; teilweise verdeckt durch CH;OD), 3.07 (t, 1 H, J, 3, J» 4 9 Hz, H-3), 2.84 (dd,
1H,J,,10,J,59 Hz, H-2), 1.84 (dq, 1 H, J5 5 12.5, J4 5. Js 6, Js.¢ ~4 Hz, H-5),
1.62 (dq, 1 H, J. ¢, J5 6, J5: 6 ~3.5, J6.¢ 13.5 Hz, H-6), 1.46-1.20 (m, 2 H, H-1,5"),
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1.00 (dq, 1 H,Js6 3.5, )5 ¢, J6.6', J1.60 ~12-13 Hz, H-6"),0.97 (d, 3 H, J, ; 6.5 Hz,
CH,-1).

ID-(1,3/2,4)-1-Hydroxymethyl-2,3,4-cyclohexantriol (28) und 1D-(1,2,3/4)-1-
Hydroxymethyl-2,3,4-cyclohexantriol (35). — Die Fraktionen 27-28 lieferten ein
noch nicht einheitliches Produkt (96 mg), das auch noch 25 enthielt. Dieses wurde
weiter durch Chromatographie an einer Merck-Kieselgel-Fertigsaule mit Ethylace-
tat-Methanol 9:1 (v/v) als FlieBmittel gereinigt. Es wurden zwei Fraktionen iso-
liert, die beide aus einem Gemisch zweier Isomerer des Validatols (25), 28 und 35,
in unterschiedlichem Mengenverhiltnis bestanden. Von beiden Fraktionen wurden
'H-N.m.r.-Spektren gemessen, die die folgenden N.m.r.-Daten fiir die beiden Iso-
meren lieferten:

28 (250 MHz, CD;0D, § 3.30):  3.73 (dd, 1 H, J, ; 4, J; 7 10.5 Hz, H-7),
3.37(dd, 1 H, J, » 5,7, J; 7 10.5 Hz, H-7"), 3.38-3.26 (verdeckt durch LM, 1 H,
H-4), 3.20-3.08 (m, 2 H, H-2,3),1.90 (dq, 1 H,J5 5- 12, J4 5, J5 6, J5 6 ~3—4 Hz, H-
5), 1.76 (dq, 1 H, Je ¢ 13, J1 4, J56, J5 .6 34 Hz, H-6), ~1.5 (m, 1 H, H-1), 1.32
(dq, 1H,Js ¢34, Js ¢, J5 57,05 5 ~12Hz, H-5'), 1.13(dq, 1 H, Js - 34 Hz, Js ¢,
Ji6s s ~12Hz, H-6").

Tetraacetat von 28 (250 MHz, CDCl;): §5.05 (t, 1 H, J, 3, J3 4 ~9-10 Hz, H-
3),4.94 (t, 1H,J,5,J,5 ~10 Hz, H-2), 4.84 (dt, 1 H, J, 54,7, J34, J4 5 ~10 Hz,
H-4),4.04 (dd, 1 H, J,; 5, J;7 11 Hz, H-7),3.94 (dd, 1 H, J, - 3.5, J; 7 11 Hz,
H-7").

35 (250 MHz, CD,0D, 5 3.30): 5 4.01 (1, 1 H, J, ,, J, 5 2-3 Hz, H-2), 3.69
(ddd, J549.3,7J,54.7,J, 5 11 Hz, H-4), 3.61 (dd, J, ; 7, J;- ; 10.5 Hz, H-7), 3.47
(dd,1H,J, 76, J;,10.5Hz, H-7"),3.21 (dd, 1 H, J, 33, J3 4 9.3 Hz, H-3), 1.97-
1.85 (m, 1 H, H-5), 1.65-1.5 (m, 1 H, H-1), ~1.52-1.4 (m, 2 H, H-6,6"), ~1.3 (m,
1 H, H-5"); durch Einstrahlen auf H-3 wurde das Signal bei 8 4.01 zu einem Dublett
(J 2-1.5 Hz) und das Signal bei 3,69 zu einem Doppeldublett. Durch Einstrahlen
bei & 4.01 wurde das Signal bei 3.21 zu einem Dublett (J 9 Hz) und das Multiplett
bei 1.65-1.5 vereinfacht.

Ab Fraktion 70 wurde die Saule mit 25mM HCl eluiert:

O-4-Amino-(4,6-didesoxy-a-D-glucopyranosyl)-(1—-4)-O-a-D-glucopyra-
nosyl-(1—4)-D-glucopyranose (29). — Die Fraktionen 850-970 lieferten nach Neu-
tralisation nicht kristallines 29 (1.2 g), das wegen seiner geringen Stabilitidt nur
schwer ganz sauber zu erhalten ist; '"H-N.m.r. (220 MHz, D,0, 1.S. TDPNa): §
5.39(d, 1H,/J,,3.8Hz, H-1¢), 533 (d, 1 H, J, , 3.6 Hz, H-1b), 5.21 (d, 0.4 H,
J123.8Hz, H-1ad), 4.63 (d, 0.6 H, J; , 8 Hz, H-18d), 4.07-3.41 (m, 15 H, H-2ad),
3.25(t, 0.6 H, Jy 5, J3 ~8-9 Hz, H-2pd), 2.48 (t, 1 H, J3 4, J4 5 ~9.5 Hz, H-4b),
1.23 (d, 3 H, J5¢ 6.3 Hz, CH3-5b); *C-N.m.r. (25.2 MHz, D,0, E.S. Me,Si): §
101.34-100.66 (C-1 (b und c), 96.98 (C-18d), 93.11 (C-1ad), 78.52-70.38 (11 C-
Atome, z.T. getrennt fiir - und B-Form), 62.00-61.86 C-6 (¢ und d), 58.85 (C-4b),
18.19 (C-6b); M.s. (Dekaacetat, hochaufgeldst): m/z 907 (0.1), 803 (10), 733 (16),
619 (22), 560 (20), 331 (44), 272 (100), 184 (27), 169 (38), 109 (80), 43 (100).

O-{4,6-Didesoxy-4-[(1S)-(1,2,4/3,5)-2,3,4-trihydroxy-5-hydroxymethyl-1 -
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cyclohexyllamino-a-D-glucopyranosyl} -(1—-4) -O-a-D-glycopyranosyl- (1--4) -D-
glucopyranose (31). — Die Fraktionen 516-536 wurden zusammengefaBt, mit basi-
schem Ionenaustauscher Amberlite IR A-400 (OH ™) neutralisiert und zur Trocke-
ne eingeengt. Es wurde nicht kristallines 31 (100 mg) als Schaum erhalten (a- und
B-Gemisch); [a]3’ +141.3° (¢ 0,3, H,0); 'H-N.m.r. (250 MHz, D,0, 1.S. HOD):
85.26 (d,1H,J;,4Hz, H-1boder¢), 5.16 (d, 1 H, J, , 3.5 Hz, H-1b oder ¢), 5.08
(d,0.4H,J,,3.5Hz, H-1ad), 4.50 (d, 0.6 H, J, , 8 Hz, H-18d), 3.9-3.3 (m, 18 H
und H-2ad), 3.21-3.06 (m, H-4a,2pd,1a), 2.26 (t, 1 H, J34, Jy s 9 Hz, H-4b), 1.77
(dt, 1 H,J;6,J:6 3, Jo s 14 Hz, H-6a), 1.65 (m, 1 H, H-5a), 1.23 (dt, 1 H, J; ¢ 3,
Js¢, Jos 13 Hz, H-6'a), 1.16 (d, 3 H, J5 ¢ 6.3 Hz, CH5-5b); M.s. (Tridekaacetat,
hochaufgelost): m/z 1193 (4.0), 1133 (35), 619 (58), 558 (98), 469 (92), 429 (70),
387 (100), 169 (95), 109 (65), 43 (100).

Anal. Ber. fur C,sHysNO,5 (647.62): C, 46.37; H, 7.00; N, 2.16. Gef.: C,
45.82; H,7.19; N, 2.01.

0-{4,6-Didesoxy-4-[(1S)-(1,2,4,5/3)-2,3,4-trihydroxy-5- hydroxymethyl-1 -
cyclohexyllamino-a-D-glucopyranosyl} - (1—4) - O-a-D-glucopyranosyl- (1->4)-D-
glucopyranose (33). — Die Fraktionen 566-601 lieferten Verbindung 33 (318 mg)
als a- und B-Gemisch; [a]5’ +114.8° (¢ 0.4, H,0); '"H-N.m.r. (250 MHz, D,0, 1.S.
HOD): 6 5.27 (d, 1 H, J;, 3.5 Hz, H-1b oder ¢), 5.20 (d, 1 H, J, , 3.5 Hz, H-1b
oder¢), 5.10(d, 0.4 H, J, , 3.5 Hz, H-1ad), 4.52 (d, 0.6 H, J, , 8 Hz, H-15d), 3.98
(t, 1 H, J, 3, J5 4 ~3 Hz, wahrscheinlich H-3a), 3.92-3.32 (m, 18 H, H-2ad), 3.14
(dd, 0.6 H, J,, 8, J,3 9 Hz, H-28d), 2.78 (dt, 1 H, J, 5, J1 6 ~3.5, J1 ¢ 13 Hz, H-
la), 2.22 (t, 1 H, J3 4, J4 5 9.5 Hz, H-4b), 1.88 (m, 1 H, H-5a), 1.45 (dt, 1 H, J; 6,
Jse~3.5,Js¢ 13 Hz, H-6a),1.29 (q, 1 H, J, ¢, J5 ¢, J6 & ~13 Hz, H-6a), 1.16 (d,
3 H, Js 6 6.3 Hz, CH;-5b); M.s. (Tridekaacetat): m/z 1193 (3.0), 1133 (33), 619
(46), 558 (98), 498 (62), 469 (80), 429 (65), 387 (100), 169 (62), 43 (100).

O-{4,6-Didesoxy-4-((1S)-(1,2,4,5/3) -2,3,4- trihydroxy - 5 - methyl - 1 - cyclo-
hexyllamino-a-D-glucopyranosyl} - (1—4)-O-a-D-glucopyranosyl-(1—4)-D-gluco-
pyranose (34). — Die Fraktionen 726-800 lieferten ein Gemisch zweier Verbindun-
gen (530 mg), das durch schnelle Chromatographie an einer Merck-Kieselgel-Fer-
tigsdule Typ B mit einem FlicBmittelgemisch Ethylacetat-Methanol-Wasser—25%
Ammoniak 50:30:40:1 (v/v) getrennt wurde. Es wurde nicht kristallines 34 (171
mg) als a- und B-Gemisch erhalten; "H-N.m.r. (250 MHz, D,0, I.S. HOD): 8 5.25
(d, 1H, J; ;3.7 Hz, H-1b oder ¢), 5.22 (d, 1 H, J;; 3.7 Hz, H-1b oder ¢), 5.08 (d,
0.4 H, J; , 3.7 Hz, H-1ad), 4.50 (d, 0.6 H, J; , 7.8 Hz, H-18d), 3.97 (t, 1 H, J, 3,
J3.4 3.1 Hz, wahrscheinlich H-3a), 3.90-3.39 (m, 16 H und H-2ed), 3.12 (dd, 0.6 H,
lez 8, 12,3 9.5 I'{Z, H-2/3d), 3.01 (dt, schlecht aufgelést, 1 H, J1'2, J1,6 "'3—4, 11,6’
~10-11 Hz, H-1a), 2.47 (m, 1 H, H-4b), 1.83 (m, 1 H, H-5a), 1.57-1.28 (m, 2 H,
H-6,6'a),1.20(d, 3 H, J5 6 6.5 Hz, CH3-5b), 0.86 (d, 3H, J5 ; 7.0 Hz, CH;-5a).

O-{4,6-Didesoxy-4-[(1S)-(1,2,4/3,5)-2,3,4-trihydroxy-5-methyl-1-cyclohex-
yllamino-a-D-glucopyranosyl} - (1->4)-O-a-D-glucopyranosyl-(1—4)-D-glucopyra-
nose (32). — Ein weiterer Hydrierungsansatz mit Acarbose (1, 10 g) lieferte nicht
kristallines 32 (133 mg) als @- und 8-Gemisch. Die Trennung erfolgte wie fiir 34 be-
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schrieben; "H-N.m.r. (250 MHz, D,0, 1.S. HOD): §5.24 (d, 1 H, J1,3.7Hz, H-
1b oder ¢), 5.16 (d, 1 H, J, ; 3.8 Hz, H-1b oder ¢), 5.06 (d, 0.4 H, J; , 3.7 Hz, H-
lad), 4.48 (d, 0.6 H, J, , 8 Hz, H-18d), 3.9-3.3 (m, 16 H und H-2ad), 3.17 (q, 1
H, Ji5, )16, J1, ~3 Hz, H-1a), 3.11 (dd, 0.6 H, J; , 8, J> 3 9.5 Hz, H-28d), 2.86
(dd, 1H,J 8.5, 10 Hz, H-4a), 2.44 (t, 1 H, J5 4, J4 5 ~10 Hz, H-4b), 1.72 (dt, 1 H,
Ji6, 5.6 ~3.5, Jee 13 Hz, H-6a), 1.52 (m, 1 H, H-5a), 1.18 (teilweise verdeckt, 1
H, H-6'a), 1.17 (d, 3 H, J5 6 6.2 Hz, CH;-5b), 0.83 (d, 3 H, J5 ; 6.7 Hz, CH;-5a).

4-Acetamido-1,2,3-tri-O-acetyl-4,6-didesoxy-a-D-glucopyranose (37). — Ver-
bindung 29 (1 g) wurde mit Acetanhydrid (40 mL) und Pyridin (40 mL) 48 h bei
Raumtemperatur gerithrt. Das Reaktionsgemisch wurde am Rotationsverdampfer
eingeengt. Durch mehrmaliges Einrotieren mit Benzol wurden Reste von Pyridin
und Eisessig entfernt. Die peracetylierte Verbindung 30 wurde anschlieBend in
Eisessig (80 mL)-Acetanhydrid (80 mL)-konz. H,SO, (8 mL) gelost und 24 h auf
60° erhitzt. AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch bei 60° am Rotationsver-
dampfer auf das halbe Volumen eingeengt. Der Riickstand wurde unter Kithlen in
Eiswasser (1 L) und NaHCO; (~200 g) unter Riihren eingetropft. Dann wurde 4
mal mit Chloroform (je 500 mL) ausgeschiittelt. Die Chloroformextrakte wurden
getrocknet und eingeengt. Der Riickstand (1.3 g) wurde in Chloroform (5 mL) auf
eine Merck-Fertigsiule (Kieselgel 60, GroBe 3) aufgetragen, die vorher mit Chlo-
roform-Methanol (700 mL; 10:1 v/v) und anschlieBend mit Chloroform (800 mL)
durchgespiilt worden war. Es wurde mit Chloroform eluiert. Zuerst erschien
1,2,3,4 6-Penta-O-acetyl-a-D-glucopyranose (36), die Fraktionen 201-273 lieferten
anschlieBend 37 (150 mg), Schmp. 149-150°; [a]3’ +130.9° (¢ 0.9, CHCL,); 'H-
N.m.r. (200 MHz, CDCl;): § 6.33 (d, 1 H, J, , 3.6 Hz, H-1), 5.64 (d, | H, J, ny
~9-10 Hz, NHAc), 5.28 (t, 1 H, J, 3, J3 4 10-10.5 Hz, H-3), 5.10 (dd, 1 H, J; , 3.6,
153 10.2 Hz, H-2), 4.06 (q, 1 H, J3 4, J4 5, Janu ~10 Hz, H-4), 3.86 (dq, 1 H, Js ¢
6.1, J45 10.4 Hz, H-5), 2.18, 2.08, 2.03 und 1.98 (4 s, 12 H, 4 OAc), 1.25(d, 3 H,
Js6 6.1 Hz, CH3-5); M.s.: m/z 331 (0), 272 (12), 228 (21), 212 (25), 186 (71), 143
(36), 113 (62), 101 (64), 68 (69), 60 (77), 43 (100).

Hydrierung der a- und B-Glycoside des Acarviosins (10 und 11). — Methyl-
acarviosin (10 und 11; a- und B-Gemisch; 5 g) wurde in Wasser (280 mL) 7 h bei
Raumtemperatur und 0.35 MPa H,-Druck mit PtO, (2.5 g) als Katalysator hy-
driert. Der Katalysator wurde abgesaugt, die wiBrige Lésung in vacuo eingeengt,
der Riickstand in Methanol aufgenommen und zur Entfernung restlichen Katalysa-
tors die methanolische Losung tiber eine kurze mit Kieselgel gefiillte Saule filtriert.
Das Filtrat wurde erneut in vacuo eingeengt und der Riickstand als wéBrige Losung
auf eine mit Amberlite IR-120 (H ) Ionenaustauscherharz gefiillte Saule aufgetra-
gen. Durch Eluation mit Wasser wurden die nichtbasischen Hydrierungsprodukte
entfernt. Die basischen Hydrierungsprodukte wurden mit 4% Ammoniak eluiert.
Nach Einengen des ammoniakalischen Eluats wurden basische Hydrierungspro-
dukte (3.7 g) erhalten. Die basischen Hydrierungsprodukte (3 g) wurden an zwei
hintereinandergeschalteten Merck-Kieselgel-Fertigsaulen (Typ C) weiter aufge-
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trennt. Als FlieBmitte]l wurde Ethylacetat-Methanol-Wasser-25% Ammoniak
50:30:10:1 (v/v) verwendet.

Methyl-4-amino-4,6-didesoxy-a,B-D-glucopyranosid  (Methyl-D-viosaminid)
(39, 40). — Aus den Fraktionen 223-319 wurde das rohe Methyl-a,8-glycosid (39,
40) (900 mg) erhalten. Durch erneute Chromatographie iiber eine Merck-Kiesel-
gel-Fertigsaule (FlieBmittel: Ethylacetat-Methanol-Wasser-25% Ammoniak
100:50:10:1, v/v) erhielt man reines 39, 40 (631 mg); es erfolgte keine Trennung
der Anomeren; ‘H-N.m.r. (250 MHz, CD;0D, 1.S. CHD,OD, 8 3.30): é 4.62 (d,
~0.45H,J, ;3.7 Hz, H-1a), 4.13 (m, ~0.55 H, J, , 7.3 Hz, H-1B), 3.62 [dq, ~0.45
H,J566.2,7,59.5Hz, H-5 (a)], 3.48{t, ~0.45 H, J5 3, J34 ~9.5 Hz, H-3 (a)], 3.40
[dd, ~0.45H, J, ,3.6,7,39.5Hz, H-2 (a)], 3.29 [dq, ~0.55H, J5 4 ~6,J4 5 ~9 Hz,
H-5 (8)], 3.24-3.11 [m, ~1.1 H, H-2,3(8)], 2.39[t, ~0.55 H, J5 4, J4 5 ~9.2 Hz, H-
4 (B)], 2.38 [t, ~0.45 H, J3 4, J4 s ~9 Hz, H-4 (a)], 1.27 [d, ~1.65 H, J5 5 6.2 Hz,
CH,-5(B)], 1.22[d, ~1.35H, J5 6.2 Hz, CH;3-5 (a)).

Methyl-4-acetamido-2,3-di-O-acetyl-4,6-didesoxy-a-D-glucopyranosid ~ (41)
und Methyl-4-acetamido-2,3-di-O-acetyl-4,6-didesoxy-B-D-glucopyranosid (42). —
Das Gemisch (39, 40; 250 mg) wurde mit Pyridin—Acetanhydrid (60 mL, 2:1) ace-
tyliert und, wie beschrieben, aufgearbeitet. Durch Chromatographie iber eine
Merck-Kieselgel-Fertigsdule (Typ B) mit Chloroform-2-Propanol 30:1 (v/v) als
FlieBmittel wurden die acetylierten anomeren Glykoside getrennt (Ausb.: 41, 113
mg; 42, 93 mg).

41: Schmp. 169-170° (Chloroform-Ether), [a]3 +170° (c 0.4, CHCl;); 'H-
N.m.r. (250 MHz, CDCl,; die Zuordnung wurde durch Spinentkopplung besta-
tigt): 8 5.66 (d, J, Nyt 9-10 Hz, NH), 5.26 (m, 1 H, H-3), 4.95-4.88 (m, 2 H, H-1,2),
4.00(q, 1 H,J3 4, /45, Janu ~10Hz, H-4),3.71 (dq, 1 H, J5 6 6.3, J4 5 10 Hz, H-5),
3.40 (s, 3 H, OCHj;), 2.08,2.04 und 1.96 (35, 9 H, 3 Ac), 1.25(d, 3 H, J 6.3 Hz,
CH3-5); M.s.: m/z 303 (0), 272 (7.0), 199 (21), 184 (24), 157 (26), 156 (19), 129
(24), 114 (20), 101 (41), 74 (27), 43 (100); Lit.': Schmp. 169-170°, [a]3® +190°
(Chloroform).

42: Schmp. 198-199° (Chloroform-Ether), [a]3 +6° (c 0.3, CHCl,); 'H-
N.m.r. (250 MHz, CDCls; die Zuordnung wurde durch Spinentkopplung besti-
tigt):  5.74 (d, 1 H, J4 ny 9-10 Hz, NH), 5.06 (t, 1 H, J, 3, J5 4 ~9.5 Hz, H-3), 4.98
(dd, 1H,J,,7.8,J,3~9.5Hz,H-2),4.38(d,1H, J, ,7.8 Hz, H-1),3.96 (g, L H,
T34, Ja s, Janm ~9.8 Hz, H-4), 3.51 (s, 3 H, OCH3;), 3.49 (dq, L H, J56 6.2, J4 5 10
Hz, H-5), 2.06, 2.04 und 1.96 (3 s, 9 H, 3 Ac), 1.31 (d, 3 H, Js ¢ 6.2 Hz, CHs-5);
M.s.: m/z 303 (0), 272 (10), 199 (14), 184 (35), 157 (19), 156 (14), 129 (14), 114
(21), 101 (39), 74 (21), 43 (100).

Methyl-4,6-didesoxy-4-[(1S)-(1,2,4/3,5)-2,3,4-trihydroxy-5-hydroxymethyl-1-
cyclohexyllamino-a,B-D-glucopyranosid (43). — Die Fraktionen 163-200 lieferten
rohes 43 (276 mg) das, wie fiir 45 beschrieben, durch Chromatographie weiter ge-
reinigt wurde (Ausb. 102 mg); amorph; 'H-N.m.r. (250 MHz, CD;OD, L.S.
CHD,0D, & 3.30): § 4.58 [d, 0.25 H, J, , 3.8 Hz, H-1b ()], 4.09 [d, 0.75 H, J; >
7.8 Hz, H-1b (8)], 3.67 (dd, 1 H, J5 ; ~4, J; ;- 10.5 Hz, H-7a), 3.58 (dd, 1 H, J5 7+
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~5.5, J7.7 10.5 Hz, H-7'a), ~3.56 [H-3b (a)], 3.55 (t, J ~ 9 Hz, H-3a), 3.47 [s,
~2.25 H, OCH; (B)], ~3.46 [H-5b (a)], ~3.37 (teilweise verdeckt, H-2b (a)], 3.35
[s, 0.75 H, OCH; (@)}, 3.34 (dd, 1 H, J, ; ~4, J, 3 9 Hz, H-2a), ~3.31 (teilweise
verdeckt, H-1a), 3.30 [t, ~0.75 H, J, 3, J5 4 9.3 Hz, H-3b (B)], 3.21 [dq, ~0.75 H,
Js66,J:59.5Hz, H-5b (B)], 3.15(t, 1 H, J3 4, J4 5 ~9.5 Hz, H-4a), 3.12 [dd, ~0.75
H, J;,~7.5,1,3~9Hz, H-2b (B)], 2.25[t, ~0.75 H, J3 4, J4 5 ~9.5 Hz, H-4b (B)],
2.23[t, ~0.25H, J3 4, J4 5 ~9.7 Hz, H-4b (a)], 1.88-1.75 (m, 2 H, H-5a,6a), 1.30
[d, ~2.25 H, J5 4 6.2 Hz, CH3-5b (B)], 1.27 (verdeckt, H-6"a), 1.25 (d, ~0.75 H,
J566.3 Hz, CH;-5b (a)].

Das Hexaacetat (47) von 43 (50 mg) wurde, wiefiir 45 beschrieben, mit Pyri-
din~Acetanhydrid bereitet und durch Chromatographie gereinigt. (Ausb. 54 mg;
a- und B-Gemisch), amorph; '"H-N.m.r. (250 MHz, CDCl5): §5.38 (t, 1H, J5 3, /34
~10 Hz, H-3a), 5.104.77 [m, ~4.25 H, H-2a,4a,2b,3b,1b (a)], 4.36 [d, 0.75 H,
Ji, 7.8 Hz, H-1b (8)], 4.12-3.92 (2 H, H-7,7'a als AB-Teil cines ABX-Systems),
3.67 [dq, ~0.25 H, J5 6 6.2, 1,5 9.7 Hz, H-5b (B)], 3.52 (verdeckt, H-1a), 3.51 [s,
~2.25H, OCH; (B)], 3.41 [d, ~ 0.75 H, OCH; (a)], 3.35 {dq, ~0.75S H, J5 4 6.2,
J45 9.7 Hz, H-5b(B)], 2.58-2.40 (m, 2 H, H-5a,4b), 2.08-1.98 (6 5, 18 H, 6 OAc),
~2.0 (verdeckt, H-6a), 1.45 [dt, 1 H, J, - ~34,J5 ¢, J6 ¢ ~14 Hz, H-6'a), 1.40{d,
~2.25H, J5 6 6.2 Hz, CH3-5b (8)], 1.35 [d, ~0.75 H, J5 ¢ 6.3 Hz, CH3-5b (a)].

Methyl-4,6-didesoxy-4-[(1S)-(1,2,4/3,5)-2,3,4-trihydroxy-5-methyl-1-cyclo-
hexyllamino-a,B-D-glucopyranosid (44). — Die Fraktionen 91-105 lieferten rohes
44 (365 mg). Durch erneute Chromatographie iiber eine Merck-Kieselgel-Fertig-
siule (Typ B) mit Ethylacetat-Methanol-Wasser-25% Ammoniak 100:50:5:1 (v/
v) wurde reines 44 (269 mg) erhalten; amorph; '"H-N.m.r. (250 MHz, CD,0D, LS.
CHD,0D, § 3.30): & 4.58 [d, ~0.35 H, J,, 3.7 Hz, H-1b (@)], 4.10 [d, ~0.65 H,
J12 7.8 Hz, H-1b (B)], 3.48 [s, ~2 H, OCH; (B)], 3.59-3.43 [m, ~1.7 H, H-3a, -
5b(a),3b (a)], 3.36 (5, ~1 H, OCH; (a)], 3.42-3.34 [m, ~1.35 H, H-2a,2b ()],
330[t,0.65H,J55,J54~93Hz, H-3b (8)], 3.25 (q, 1 H, J1 2, J1 6, 1 ¢ ~34 Hz,
H-1a), 3.22 [dq, ~0.65 H, J5 6.3, J,59.5 Hz, H-5b (8)], 3.13 [dd, 0.65H, J, , 7.8,
J>3 9 Hz, H-2b (8)], 2.84 (t, 1 H, J3 4, J4 5 ~9.3 Hz, H-4a), 2.24 [t, ~0.65 H, J5 4,
J459.5Hz, H-4b (8)], 2.22 [t, ~0.35 H, J3 4, /4.5 9.5 Hz, H-4b (a)], 1.85-1.63 (m,
2 H, H-5a,6a), 1.29 [d, ~2 H, J5 6 6.2 Hz, CH;-5b (8)], 1.24 [d, ~1 H, J5 4 6.3 Hz,
CH-5b (a)], 1.16 (dt, Jy ¢ ~3, Js ¢, Jo ¢ 14 Hz, H-6'a), 0.98 (d, 3 H, J5; 6.3 Hz,
CH3'68).

Anal. Ber. fir C,;H,,NO; (321.37): C, 52.32, H, 8.47; N, 4.36. Gef.: C,
51.76; H, 8.59; N, 4.24.

Methyl-4,6-didesoxy-4-[(1S)-(1,2,4,5/3)-2,3,4-trihydroxy-5-hydroxymethyl-
1-cyclohexyllamino-a.,8-D-glucopyranosid (45). — Die Fraktionen 128-145 erga-
ben rohes 45 (315 mg}, das Gber eine Merck-Kieselgel-Fertigsdule (Typ B) (Flie8-
mittel: Ethylacetat-Methanol-Wasser-25% Ammoniak 100:50:10:1, v/v) weiter
gereinigt wurde (Ausb. 150 mg); amorph; 'H-N.m.r. (250 MHZ, CD;0D, LS.
CHD,0D, 63.30): 64.60[d, ~0.3H,J;,3.1 Hz, H-1b (o)], 4.11 [d, ~0.7H, J; »
7.4 Hz, H-1b (8)], 403 (1, 1 H, J5 5, J5 4 ~3.4 Hz, H-3a), 3.95 (dd, 1 H, J; , 4.3,
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J23~3 Hz, H-2a),3.82 (t, 1 H, J3 4, J, s ~3 Hz, H-4a), 3.66 (dd, 1 H, J5 ; ~7, J; »
10.5 Hz, H-7a), ~3.55 [H-5b (a)], 3.50 (dd, 1 H, J5 7 ~6.5, J; »» 10.5 Hz, H-7'a),
3.48 [s, ~2 H, OCHj; (B)], 3.47 [t, ~0.35 H, J, 3, J3. 4 ~9 Hz, H-3b ()], 3.40 [dd,
~0.35H,J,, ~2.3,7,53 ~9Hz, H-2b (a)], 3.37 [s, ~1 H, OCHj; ()], ~3.29 [H-5b
(B), stark verdeckt durch LM}, ~3.2{t, ~0.65 H, J, 5, J5 , ~9 Hz, H-3b (8)], 3.15
[dd, ~0.65H, J,, ~7.5,J,3~9 Hz, H-2b (B)],2.93 (ddd, J, , 2.8, ], 6 4.3, J, ¢ 12
Hz, H-1a), 2.23 (t, 1 H, J3 4, J4 5~9 Hz, H-4b), 2.00 (m, 1 H, H-5a), 1.54 (dt, 1 H,
Ji6,I564, Joo ~13 Hz, H-6a), 1.40 (q, 1 H, J, ¢, J5s ¢, Js 6 ~12 Hz, H-6'a), 1.28
[d, ~2H,Js¢6.3 Hz, CHs-5b (8)], 1.23 [d, ~1 H, J5 4 6.3 Hz, CH3-5b (a)].

Anal. Ber. fur C,HyNOg (337.37): C, 49.84; H, 8.07; N, 4.15. Gef.: C,
49.22; H, 8.19; N\, 4.07.

Das Hexaacetat (48) von 45 (50 mg) wurde mit Pyridin-Acetanhydrid (25
mL, 2:1) 24 h bei Raumtemperatur bereitet. AnschlieBend wurde auf Eiswasser
gegeben und mit Chloroform extrahiert. Die Chloroformphase wurde mit verdiinn-
ter HCI, dann mit NaHCO;-Lésung und schlieflich mit Wasser gewaschen. Nach
dem Trocknen wurde das Lésungsmittel entfernt und der Riickstand durch Chro-
matographie iiber ecine Merck-Kieselgel-Fertigsaule (Typ A) gereinigt (Ausb. 30
mg), amorphes - und a-Gemisch; 'H-N.m.r. (250 MHz, CHCl;, 8-D-Anomeres):
8519(t,1H,J. 5,75, ~3 Hz, H-3a), 5.01 (t, 1 H, J, ,, J, 5 ~3 Hz, H-2a), 4.95-
4.82 (m,2H, H-2b,3b), 4.80(t, 1 H, J5 4, J4 5 ~3 Hz, H-4a), 4.34 (m, 1 H, J, , ~7.7
Hz, H-1b), 4.08 (dd, 1 H, J5; ~8.3, J; »» 11 Hz, H-7a), 3.94 (dd, 1 H, J5 7 ~6.3,
J;7 11 Hz, H-7'a), 3.50 (s, 3H, OCHj3), 3.29 (dq, 1 H, J5 6 6.3, J4 5 9.8 Hz, H-5b),
3.03-2.92 (m, 1 H, H-1a), 2.52 (m, 1 H, H-4b), 2.35-2.17 (m, 1 H, H-5a), 2.12-
2.04 (65, 18 H, 6 OAc), 1.72-1.56 (m, 2 H, H-6a,6'a), 1.37 (d, 3 H, J5 ¢ 6.3 Hz,
CHs;-5b).

Methyl-4,6-didesoxy-4-[(1S)-(1,2,4,5/3)-2,3,4-trihydroxy-5-methyl-1-cyclo-
hexyllamino-a ,B-D-glucopyranosid (46). — Die Fraktionen 76-86 lieferten nicht
kristallines 46 (363 mg) als @ und B-Gemisch; 'H-N.m.r. (250 MHz, CH,;0D, 1.S.
CHD,OD, 8 3.30): §4.61[d, 0.35 H, J, , 3.2 Hz, H-1b ()], 4.10 [m, 0.65H, J, ,
7.8 Hz, H-1b (B)]. 4.05 (t, 1 H, J» 3, J3.4 ~3.3 Hz, H-3a), 3.93 (dd, 1 H, J,5 ~3,
112 5 Hz, H-2a), 3.59 [dq, ~0.35 H, Js ¢ 6.3, J4 5 9.5 Hz, H-5b ()], 3.52 (t, 1 H,
T3 4,445 ~3 Hz, H-4a), 3.49 [s, ~2 H, OCH; (B)], ~3.45 [m, ~0.7 H, H-2b (),3b
()], 3.35[s, ~1 H, OCH; (@)], 3.26 [dq, ~0.65 H, J5 ¢ 6.3, J, 5 9.5 Hz, H-5b (B),
teilweise verdeckt], 3.24-3.13 [m, ~1.3 H, H-2b (B), 3b (8) [,2.93-2.81 (m, 1 H, H-
1a), 2.31-2.15 (m, 1 H, H-4b), 2.05-1.85 (m, 1 H, H-5a), 1.43-1.29 (m, 2 H, H-
6a,6'a), 1.28 [d, ~2 H, J5 6.2 Hz, CH3-5b (8)],1.23 (d, ~1 H, /5 4 6.5 Hz, CH;-5b
(2)],0.96(d,3H, Js ; 7Hz, CH;-5a).

Katalytische Hydrierung von 18. -—— Verbindung 18 (6.5 g) in Wasser (200
mL) wurde mit PtO, (3 g) als Katalysator 7 h bei 0.35 MPa H,-Druck und Raum-
temperatur hydriert. AnschlieBend wurde der Katalysator abgesaugt und die wa8-
rige Losung in vacuo eingeengt. Der Riickstand wurde in Methanol aufgenommen
und tber eine kurze Kieselgelsiule filtriert. Das Filtrat wurde erneut eingeengt und
der Riickstand als wiBrige Losung auf eine mit Amberlite IR-120 (H") lonenaus-
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tauscherharz gefiillte Séule aufgetragen. Die nichtbasischen Hydrierungsprodukte
wurden mit Wasser von der Séule eluiert (2.9 g). Es handelt sich nach D.c. Unter-
suchung um das gleiche Cyclitolgemisch, das bei der Hydrierung von Acarbose (1)
gebildet wird. Die basischen Hydrierungsprodukte wurden mit 4% wibBrigem Am-
moniak eluiert (2.7 g) und weiter itber eine Merck-Kieselgel-Fertigsiule (Typ C)
aufgetrennt  (FlieBmittel:  Ethylacetat-Methanol-Wasser-25%  Ammoniak
100:60:20:1, v/v). Es wurden Fraktionen von ~5 mL abgenommen. Die Fraktio-
nen 181-300 lieferten ein Produkt (1.74 g), das sich bei genauerer Untersuchung
als noch nicht einheitlich erwies. Dieses Produktes (600 mg) wurde erneut iiber
eine Merck-Kieselgel-Fertigsiule (Typ B) mit Ethylacetat-Methanol-Wasser-25%
Ammoniak 50:30:20:1 aufgetrennt. Es wurden nicht kristallines 49 (137 mg) und
52 (83 mg) erhalten.

(2R,3S,4S)-2-[(IR)-1-Hydroxyethyl)-pyrrolidin-3,4-diol  (49). — [a]5
—24.3° (c 0.8, H,0); 'H-N.m.r. (250 MHz, D,0, 1.S. HOD): § 4.25-4.20 (m, 2 H,
H-3,4),4.05(dq, 1 H, J,68.7,J6 7 6.3 Hz, H-6), 3.53 (dd, 1 H, J, 5 4.3, Js 5- 13 Hz,
H-5),3.41(dd, 1H, J,,3.0,J,8.7Hz, H-2),3.10(d, 1 H, J5 5 13 Hz, H-5"), 1.23
(d, 3H, Js 7 6.3 Hz, CH3-6); >C-N.m.1. (50.32 MHz, D,0, L.S. CD;0D, & 49.0):
875.410 (d, 2 C), 66.949 (d), 63.997 (d), 52.253 (C-5, t), 21.014 (C-7, q); M.s. (ho-
chaufgelost): m/z 147 (0), 103 (72), 102 (98), 69 (33), 68 (30), 60 (68), 45 (82), 43
(100), 42 (26), 31 (27), 30 (49).

(2R, 3S,4S)-2-[(IR)-1-Acetoxyethyl]-1,3,4-tri-N,O-acetylpyrrolidin-3,4-diol
(50). — Verbindung 49 wurde mit Acetanhydrid-Pyridin ins Tetraacetat 50 tiber-
fihrt; 'H-N.m.r. (220 MHz, CDCl,): 8 5.5-5.3 (m, 2 H, H-3,4), 5.20 (dq, 0.7 H,
Ja6 4, Jo7 6.5 Hz, H-6), 5.09 (dg, 0.3 H, J,¢ 2.5, Js; 6.5 Hz, H-6), 4.58 (dd, 0.7
H,J,575,J,54Hz, H-2),4.39 (dd, 0.3 H, J,5 7.5, J, ¢ 2.5 Hz, H-2), 3.95 (dd,
0.7H, J,57,Jss 12.5 Hz, H-5), 3.80 (dd, 0.3 H, J, 5 7, J5 5 12.5 Hz, H-5), 3.58
(dd, 0.3H, J,5 5,Js 5 12.5 Hz, H-5"), 3.38 (dd, 0.7 H, J, 5 4.5, J5 5 11.5 Hz, H-
5'),2.15-2.01 (m, 12 H, 4 Ac), 1.25 (d, 0.9 H, Js ; 6.5 Hz, CH;-6), 1.24 (d, 2.1 H,
Jo 7 6.5 Hz, CH3-6) (das nicht kristalline Tetraacetat 50 liegt in Losung bei Raum-
temperatur als Gemisch zweier Rotamerer vor); M.s.: m/z 315 (0.8), 225 (10), 228
(33), 195 (14), 168 (45), 126 (92), 110 (15), 84 (85), 68 (18), 43 (100).

Anal. Ber. fir C4H,NO;: (315.32): C, 53.33; H, 6.71; N, 4.44. Gef.: C,
53.26; H,6.73; N, 4.45.

(2R, 3S,4S)-1-N-Acetyl-2-[(IR ) I-hydroxyethyl|pyrrolidin-3,4-diol (51). —
Rohes Tetraacetat 50 (1.1 g) wurde in einer verdiinnten Natriummethanolatlésung
(40 mL, 0.1 g Na auf 150 mL Methanol) 12 h bei Raumtemperatur geriihrt. An-
schlieBend wurde mit Wasser auf 100 mL verdiinnt und die Losung auf eine mit
Dowex 50 WX-4 (H*) Ionenaustauscher gefiillte Saule aufgetragen. Es wurde mit
Wasser eluiert und die 51 enthaltenden Fraktionen wurden eingeengt (300 mg),
amorph, [a]3 —39.2° (¢ 1.3, H,0); 'H-N.m.r. (100 MHz, CD,0D): & 4.69 (dq, 1
H, J,62-2.5, J67 6.5 Hz, H-6), 4.28 (dd, 1 H, J, 5 ~6, J3 4 ~3 Hz, H-3), ~4.1 (1
H, H-4 verdeckt), 4.04 (dd, 1 H, J, 3 ~6, J, 6 2-2.5 Hz, H-2), 3.79 (dd, 1 H, J, 5
4.2, Jss 11 Hz, H-5), 3.49 (dd, 1 H, J, 5 ~2, J5 s 11 Hz, H-5'), 2.12 (5, 3 H,
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NCOCH3;), 1.26 (d, 3 H, Je 7 6.5 Hz, CH3-6); >C-N.m.r. [25.2 MHz, D,0, E.S.
CeDyg, 6 128.5; die Zahlen in Klammern geben die Shiftwerte fiir das Rotamere mit
der geringeren Konzentration (~20%) an]: & 175.8 (175.5), 77.7 (78.6), 75.3
(74.7), 68.6 (69.7), 65.2 (65.9), 54.8 (52.4), 23.6 (22.8), 20.6; M.s.: m/z 189 (0), 145
(32), 144 (16), 127 (29), 102 (100), 85 (27), 68 (29), 60 (37), 59 (30), 43 (90), 30
(34).

(2R,3S,4S)-2-[(IR)-1-Hydroxyethyl]-1-[(1S)-1,2,4/3)-2,3,4-trihydroxy-1-
cyclohexanylmethyllpyrrolidin-3,4-diol (52). — 'H-N.m.r. (250 MHz, D,0, LS.
HOD); die Zuordnung wurde durch Spinentkopplungsexperimente bestiitigt): &
4.19 (dd, 1 H, J ~2.5, 5 Hz, H-3b), 4.11-3.98 (m, 2 H, H-4b,6b), 3.50 (dd, 1 H,
J125.2,J,39.8 Hz, H-2a), 3.43 (dd, 1 H, J; 5 5.2 J5 5» 11.6 Hz, H-5b), ~3.34 (m,
1 H, H-4a),3.16 (t, 1 H, J, 3, J5 4 ~9 Hz, H-3a), 2.82 (dd, 1 H, J, ; ~9, J; 7» ~13
Hz, H-7a), ~2.80 (H-2b, verdeckt), 2.71 (dd, 1 H, J; 7 ~2-3, J; 7 ~13 Hz, H-7'a),
2.46 (dd, 1 H, J, 5 ~3, J5 5» 11.6 Hz, H-5'b), 2.11 (m, 1 H, H-1a), 1.79-1.59 (m,
2 H, H-5a,6a), 1.45-1.27 (m, 2 H, H-5'a,6’a), 1.24 (d, 3 H, J 7 6.3 Hz, CH;-6b);
M.s.: m/z 291 (0), 246 (100), 160 (20), 116 (23), 102 (26), 60 (40), 45 (58), 44 (17),
43 (64), 30 (11).

(2R,38,4S.)-3,4- Diacetoxy - 2[ (IR ) -1 - acetoxyethyl]1 -[(1S)- (1,2,4/3) - 2,3,4-
triacetoxy-1-cyclohexanylmethyl]-pyrrolidin (53). — Verbindung 52 (80 mg) wurde
acetyliert und das Produkt durch Chromatographie iiber eine Merck-Kieselgel-Fer-
tigsaule (Typ A, FlieBmittel: Toluol-Ethylacetat 3:1, v/v) gereinigt (90 mg), Harz;
"H-N.m.r. (250 MHz, CDCls; die Zuordnung wurde durch Spinentkopplungsexpe-
rimente abgesichert): § 5.44 (dd, 1 H, J,57.7, J; 4 5§ Hz, H-3b), 5.11 (t, 1 H, J, 5,
J348.8Hz, H-3a), 5.05(q, 1 H, J3 4, Jy 5, J4 5 ~5-6 Hz, H-4b), ~4.95 (m, 1 H, H-
6b, verdeckt), 4.93 (dd, 1H, J, ,4.8,J, 3 8.8 Hz, H-2a), 4.85 (dt, 1H, J; 5 4.5, J, 5,
J34 ~89.5 Hz, H-4a), 3.42 (dd, 1 H, J, 5 5.8, J5 5 10.3 Hz, H-5b), 3.15 (dd, 1 H,
J>37.7,J,63.8 Hz, H-2b), 2.97 (t, 1 H, J, 5, J; » ~12 Hz, H-7a), 2.55 (dd, 1 H,
J173.7,J77 12 Hz, H-7'a), 2.36-2.22 (m, 1 H, H-1a), 2.25(dd, 1 H, J, 5- 5.8, Js 5-
10.3 Hz, H-5'b), 2.09-2.02 (6 s, 18 H, 6 OAc), ~2.03-1.86 (m, 2 H, H-5a,6a),
1.82-1.63 (m, 1 H, H-5'a), 1.62-1.46 (m, 1 H, H-6'a), 1.31 (d, 3 H, Js; 6.3 Hz,
CH3;-6b); M.s.: m/z 543 (0), 484 (0.2), 456 (28), 354 (26), 294 (4), 286 (11), 234 (4),
192 (5), 174 (6), 96 (13), 43 (100).

Anal. Ber. fiir C,sH37NO,, (543.57): C, 55.24; H, 6.86; N, 2.58. Gef.: C,
55.18; H, 6.89; N, 2.60.

Methylierungsanalyse von Acarbose (1). — Natriumhydrid (220 mg, 80% Ol-
suspension) wurde in abs. Dimethylsulfoxid (5 mL) 1 h auf 60-70° erhitzt. Dann
gab man zu dieser Losung gut getrocknete Acarbose (1, 260 mg) in abs. Dimethyl-
sulfoxid (7 mL) und rithrte 4 h bei Raumtemperatur. AnschlieBend tropfte man
CH3J (0.62 mL) in absolutem Dimethylsulfoxid (3 mL) zu und riihrte 12 h bei
Raumtemperatur. Man verdiinnte die Losung mit Wasser (400 mL) und extrahier-
te 3 mal mit Dichlormethan (je 150 mL). Die vereinigten Dichlormethan-Ausziige
wurden getrocknet und am Rotationsverdampfer zur Trockene gebracht. Den
Riickstand nahm man in Dichlormethan (100 mL) auf, die Lésung wurde 2 mal mit
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Wasser (je 50 mL) gewaschen, getrocknet (Na,SO,) und am Rotationsverdampfer
eingeengt. Der Riickstand (380 mg) wurde mit Benzol auf eine Al,O;-Saule (Lan-
ge: 50 cm, Durchmesser: 1.7 cm) aufgetragen. Es wurden Fraktionen von je 4 mL,
gesammelt. Zuerst wurde mit Benzol eluiert, ab Fraktion 10 mit Chloroform. Die
Fraktionen 69-77 wurden vereinigt (Riickstand: 350 mg). Eine weitere Reinigung
des Methylierungsproduktes 3 erfolgte durch Chromatographie auf Kieselgel-
Dickschichtplatten (Laufmittel: Ethylacetat—-Chloroform—Methanol 120:60:7, v/
v). Man erhielt 140 mg an permethylierter Acarbose (3); M.s.: m/z 827 (1.5), 739
(26), 535 (30), 356 (12), 284 (13), 171 (39), 101 (34), 88 (25), 75 (100), 45 (43).

Die permethylierte Acarbose (3, 80 mg) wurde in 98%iger Ameisensiure (6
mL) 3 h auf 90-100° erwiarmt. AnschlieBend wurde die Losung am Rotationsver-
dampfer eingeengt, der Riickstand wurde in Wasser (8 mL) aufgenommen und am
Rotationsverdampfer erneut zur Trockene gebracht. Der Riickstand wurde mit
125mM H,SO, (8 mL) versetzt und 12 h auf 70-80° erwiarmt. Nach dem Abkiihlen
wurde mit BaCO; neutralisiert, der Niederschlag wurde abzentrifugiert und die
willrige Losung eingeengt. Man nahm den Rickstand in Wasser (10 mL) auf und
versetzte die filtrierte Losung mit NaBH, (100 mg) in 10mM NaOH (4 mL). Nach
12-h Stehen wurde die Losung mit waBriger HCl angesiuert und am Rotationsver-
dampfer zur Trockene gebracht. AnschlieBend wurde 3 mal mit Methanol (je 20
mL) verdampft. Der Kolbeninhalt wurde mit Acetanhydrid (10 mL) und Pyridin
(10 mL) 48 h bei Raumtemperatur gerithrt. Die Losung wurde am Rotationsver-
dampfer zur Trockene gebracht, es wurde in Chloroform aufgenommen, die Lo-
sung wurde filtriert und erneut eingeengt.

Der Riickstand (49 mg) wurde auf den Saulen Nr. 66 (1.8 m, Glas; Trager-
material: Chromosorb WAw DMCS; Stationire Phase: 4% Silicondl M 2000) und
Nr. 77 (1.8 m, Glas; Tragermaterial: Chromosorb WAw DMCS; Stationire Phase:
10% XE 60) gaschromatographisch untersucht. Auf der Siule Nr. 66 (Ofen iso-
therm: 220°) wurde das Abbauprodukt nach 3.1 min und auf der Siule Nr. 77
(Ofen isotherm: 200°) nach 2.2 min als scharfer Peak eluiert. Es handelte sich um
1,4,5-Tri-O-acetyl-2,3,6-tri-O-methyl-D-glucitol, wie der gaschromatographische
Vergleich mit authentischem Material auf beiden Séulen ergab. Die Chromato-
gramme zeigten als Untergrund noch einige kleine Peaks bei kiirzeren Retentions-
zeiten. 1,5-Di-O-acetyl-2,3,4,6-tetra-O-methyl-D-glucitol (Retentionszeit: 1.6 min,
Saule Nr. 77, Ofen 200°; 1.3 min, Saule Nr. 66, Ofen 220°) und 1,3,5-Tri-O-acetyl-
2,4,6-tri-O-methyl-D-glucitol (Retentionszeit: 2.5 min, Sdule Nr. 66, Ofen 220°)
waren im Abbauprodukt nicht vorhanden.
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