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Abstract: The synthesis of 2-acetamido-2-deoxy-3-thio-D-mannose (11) is described. Chain elongation
of thiazoline 10 with potassium-di-O-rbutyl-oxaloacetate yields epimeric 6-thiosialic acids 14 and 15.
Chain extension of 18 with oxaloacetate/Ni™ results in the formation of N-acetyl-6-thioneuraminic acid
(21). Starting from 21 synthesis of a-azide 25 and dehydro-compound 27 was accomplished by
treatment of 23 with sodium azide. On the other hand lewis acid catalyzed azidation of 22f with
azidotrimethylsilane afforded B-azide 29. © 1998 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.

Zahireiche Sialinsdureanaloga' sind in den letzten Jahren als Substrate oder potentielle Inhibitoren fiir
Schliisselenzyme des katabolen und anabolen Sialinsiuremetabolismus untersucht worden’. In diesem
Zusammenhang sind solche Strukturanaloga der N-Acetylneuraminséure (NeuSAc) von besonderem Interesse,
bei welchen der Ringsauerstoff durch Schwefel, Stickstoff oder Kohlenstoff ersetzt ist. So zeigen auch andere
ringhomologe Kohlenhydrate, wie S5-Thiogiucose® oder Desoxynojirimycin (1,5-Didesoxy-1,5-imino-p-
glucit)* interessante biologische Eigenschafien. Die von Vasella et al.® synthetisierte 2-Desoxy-piperidinose M-
Acetyl-6-aza-2,6-didesoxy-neuraminsgure hat sich als Inhibitor von bakteriellen Sialidasen erwiesen. Das
carbocyclische Analogon von NeuSAc ist {iber eine komplizierte Synthese zugénglich®. Uber die Synthese von
6-Thiosialinsduren bzw. deren Synthesevorstufen wurde von uns in zwei kurzen Verdffentlichungen
berichtet™. Unter Bezugnahme auf das dort verwendete Verfahren wurde kiirzlich von v. Itzstein et al.” eine
Synthese von N-Acetyl-6-thioneuraminsiure (6-Thio-NeuSAc) veréffentlicht.

Zur Synthese von Ringhomologen von Neu5Ac konnen grundsétzlich zwei verschiedene Methoden in
Betracht gezogen werden, némlich entweder die strukturelle Transformation des ringbildenden 6-OH in einem
offenkettigen Sialinsiurederivat, oder Kettenverldngerung von geeigneten, strukturell verinderten Hexosen.
Uber die Synthese einer 6-epi-N-Acetylneuraminsiure wurde von uns kiirzlich berichtet’. Die synthetische
Vorstufe zu diesem Sialinsiureanalogon, welche im Multigramm-MaBstab zuginglich ist, ist ein offenkettiges
Sialinsiurederivat in Form eines 1,4-Lactons, bei welchem die 6-OH-Funktion im Vergleich zu NeuSAc
invers steht und selektiv als Oxazolin geschiitzt ist’. Versuche, die Hydroxylfunktion an C-6 nach
Uberfihrung in das Triflat durch nucleophilen Austausch gegen die Thioacetyl- oder Azid-Funktion aus-
zutauschen, scheiterten an der benachbarten (nachbargruppenaktiven) N-Acetylgruppe und an der schwierigen
Schutzgruppenchemie. In der hier vorliegenden ausfiihrlichen Versffentlichung soll iiber die Ketten-
verlangerung von 10, 11 und 18 mit Hilfe der Aldolkondensation''*'""" berichtet werden. Nach dieser Methode
sind N-Acetyl-6-thioneuraminséure (21), sowie die entsprechenden epimeren Thiosialinsduren 14 und 15
zugénglich.

Uber synthetische Verfahren zur Herstellung von Derivaten von 11 ist mehrfach berichtet worden’*™>.
Wir wihlten das geschiitzte Methyl-2-azido-altrosid 1" als Ausgangsprodukt, welches leicht in gréBeren
Mengen zuginglich ist. Umsetzung von 1 mit Tf,O/Pyridin ergab das Triflat 1a, welches mit Kaliumthioacetat
in fast quantitativer Ausbeute in das Azido-thiomannose-derivat 2 iibergefiihrt wurde. Die Reduktion der
Azidofunktion, Spaltung der Benzylidenschutzgruppe durch Natrium/NH; und Acetylierung ergab 3, welches
mit den von Miljkovic et al.** angegebenen Daten tibereinstimmte. Durch Reduktion von 2 mittels LiAlH, und
anschlieBender Acetylierung erhielt man 4 neben Verbindung § nur in miBiger Ausbeute. Versuche zur
Spaltung der glykosidischen Bindung von 3, 4 und 5 durch Einwirkung von starken Siuren bei héheren
Temperaturen verliefen unter teilweiser Zersetzung und waren unbefriedigend. Eine glatte Spaltung der
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glykosidischen Bindung durch Acetolyse gelingt nur dann, wenn die vicinale Aminothiofunktion durch
Thiazolinringbildung geschiitzt wird. Zu diesem Zweck wurde 2 durch Einwirkung von Triphenylphosphin in
das Phosphinimin 6 iibergefiihrt, welches in einer 15sungsmittelabhéingigen, intramolekularen Wittig-Reaktion
in 7 dberging. Die Umwandlung 2 = 6 > 7 verlief quantitativ. Eine andere Synthese von 7 ist von Bognar
beschrieben worden®.
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Die Acetolyse von 7 ergab ein Gemisch der anomeren Triacetate 9o und 9B in einer Ausbeute von 63%
(60% bez. auf 2). Die Abinderung des hier beschriebenen Verfahrens durch v. Itzstein und al.” ergab 9a
lediglich in einer Ausbeute von 31% (bez. auf 2). Die Entacetylierung von 9o und 9 mittels Diethylamin in
Methanol ergab das Thiazolin 10. Wie H-D-Austauschversuche (‘H NMR-Spektrum in [D,]DMSO) zeigen,
koppelt das Proton von 5-OH mit 5-H, wihrend 4-H eine solche Kopplung nicht zeigt; daher muf} 10 in der
Furanoseform vorliegen. Dementsprechend ist auch die Kopplungskonstante J;, = 5.4 Hz gegeniiber
Mannopyranosen stark erniedrigt. Die Thiazolinspaltung von 10 durch verd. wiBrige Salzsdure ergibt jetzt 2-
Acetamido-2-desoxy-3-thio-D-mannose (11), welche nach Lyophilisieren als Anomerengemisch (a:p = 1:1)
erhalten wurde.
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11 wurde zwecks Charakterisierung in die beiden o/B-Acetate 120 und 12 iibergefithrt, welche durch
Kieselgel-Chromatographie trennbar sind. Durch Einwirkung von konz. Salzsiure auf 7 bei héheren
Temperaturen und nachfolgender Acetylierung erhielt man das Anomerengemisch 12a, 12P lediglich in
schlechter Ausbeute von 34%, die Einwirkung von konz. Salzs#ure bei -15 °C fithrte nur unter Abspaltung der
Benzylidenschutzgruppe zu Verbindung 8.

Die Kettenverlidngerung von 11 mit dem Kaliumsalz des Di-O-rbutyloxalessigesters entsprechend dem
Verfahren nach Kuhn und Baschang''"® ergab infolge der extremen Basenlabilitit von 11 Verbindung 21 nur in
dusserst geringer Ausbeute (1-2%). Da dieses Verfahren priparativ unbrauchbar ist, wurde 10, in welchem die
Schwefelfunktion in Form eines basenstabilen Thiazolinrings geschiitzt ist, als Ausgangsprodukt fiir eine
Aldolkondensation verwendet. Anstelle von 10 kann auch 9a oder 98 verwendet werden, da unter den
wasserfreien, basischen Bedingungen der Kuhn-Baschang-Synthese''® immer Entacetylierung erfolgt. Man
erhielt so ein Gemisch von epimeren Kondensationsprodukten 13a, welche infolge der basischen Bedingungen
teilweise in die entsprechenden Lactone 13b umgewandelt wurden.
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Die Deblockierung von 13a und 13b und Lactonringdffnung nach bekannten Methoden'* fithrte
schliefilich zu einem Gemisch der epimeren Thiosialinsduren 14 und 15, welche durch Cellulose-
Verteilungschromatographie gut getrennt werden konnten. Die Gesamtausbeute betriigt 40% (14:15 = 3:5).
Die Interpretation der '"H NMR-Parameter von 14 zeigt fiir die Kopplung J, ;= 3.5 Hz und J; ;= 2 Hz, woraus
eine Axialstellung der Acetamido-Funktion resultiert. 15 liegt in Form eines Konformerengleichgewichts vor,
welches die Konformeren 15a und 15b im Verhtiltnis 57:43 enthilt. Das 'H NMR-Spektrum von 15 kann mit
Hilfe eines zweidimensionalen 'H,'H-COSY-Spektrums vollstindig interpretiert werden (Abb. 1).
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So zeigt z.B. 15a durchwegs kleine Kopplungen fir J,, .= 3.5 Hz, J,,, = 3.5 Hz und J, ; = 4.0 Hz. Die
dadurch bewiesene Axialposition von 4-OH und 5-NAc fiihrt zu einer derartigen Destabilisierung von 15a,
daB auch 15b mit *C,-Konformation und axialer Glycerolseitenkette energetisch nahezu gleichwertig wird.
Die Existenz des Konformeren 15b wird durch die Kopplungen J,,, = 9.5 Hz, J,5 = 9.5 Hz und J;,= 5.5 Hz
belegt.

9-Ha
7-Ha
S-Ha 6-Ha 6-Hb 3Hpa
4Hb 5Hb 4Ha 7Hb 9Hb [8HD BHa 9-HbFHa  3Hb 3Hp 3Ha

il MM M e e ™

[T T T T T [ T T T T I O T T T T I (TP T [T T T (o pee oo or e
430 425 420 415 410 405 400 395 390 385 380 375 370 365 360 245 240 235 230 225 220
PPM PPM

Abb.1. '"H NMR-Spektrum (500 MHz, D,0) von Verbindung 15. Die mit a und b bezeichneten Signale sind
den Konformeren 154 und 156 zuzuordnen. Die Spektrenanalyse erfolgte mit Hilfe eines zweidimensionalen
(‘H,'H-COSY) Spektrums. Die mit * gekennzeichneten Signale werden durch Anomere von 15¢ und 156
verursacht.
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Daraus folgt, daB 10 nicht aus der D-manno-, sondern aus der D-gluco-Form 10a reagiert hat. Die
epimere D-gluco-Form 10a wird im Gegensatz zu 10 nicht durch Zucker-Ringbildung stabilisiert und kann so
aus dem Epimerengleichgewicht eine Aldolkondensation eingehen.
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In den ">C NMR-Spektren von 14 und 15 stehen die beobachteten Hochfeldverschiebungen von C-2 und
C-6 mit der verlangten Thiopyranose-Struktur in Ubereinstimmung. 15 kann nach Veresterung mit
Diazomethan und Acetylierung in die konformeren Pentaacetylderivate 16a und 16b libergefiihrt werden,
welche sich jetzt nicht mehr ineinander umwandeln und daher durch HPLC-Chromatographie teilweise
voneinander getrennt werden konnen. Auch hier zeigen die 'H NMR-Daten Ubereinstimmung mit den
Strukturen von 16a und 16h und bestitigen daher zusitzlich, da 154 und 156 in einem Konformeren-
gleichgewicht vorliegen. Eine Bestimmung der anomeren Konfiguration von 16a und 165 ist aus den 'H
NMR-Daten nicht moglich. Zwecks massenspektrometrischer Analyse wurden 14 und 15 mit Diazomethan
verestert und mit N,O-Bis(trimethylsilyl)-acetamid silyliert. Die erhaltenen persilylierten Hexatrimethylsilyl-
oder Pentatrimethylsilylderivate zeigen im Massenspektrum die verlangten Massen bzw. die entsprechenden
Fragmente [M", M"-CH,, M"-Si(CH,),].

Kiirzlich wurde von uns liber eine einfache Synthese von 2-Acetamido-2-desoxy-D-gluco- und -D-
mannofuranose berichtet'”. Diese Furanosen sind hochreaktive Verbindungen und kénnen selbst unter sehr
schwach basischen Bedingungen mit Oxalacetat-Ni""-Komplex in die entsprechenden Sialinsiuren umgesetzt
werden". Wir verwendeten dieses Syntheseprinzip fiir die Synthese von 21, da Versuche zur Kettenver-
lingerung von 11 infolge dessen Basenlabilitdt unbefriedigend verlaufen waren (siehe zuvor). Die Umsetzung
von 10 mit Aceton/konz. Schwefelsdure ergab in quantitativer Ausbeute die Isopropylidenverbindung 17,
deren Kopplungen im 'H NMR-Spektrum (J,, = 0, J,, = 8.5 Hz) in Ubereinstimmung mit der D-manno-
Furanose-Struktur stehen. Das Massenspektrum von 17 zeigte erwartungsgemil das Fragment 1017
(C,Hy0,)". Die selektive Spaltung des Thiazolinrings durch 0.5proz. Essigsdure ergab die instabile
Thiofuranose 18, welche als Anomerengemisch (a:f3 = 75:25) vorliegt.

HaC ><O H30><O
HiC” Yo o HC” Yo 0]
H*/Aceton CH} 0.5 proz. HOAC OR
A >
S” Ny SR NHAc
17 18 R=H
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Nach Acetylierung konnten die beiden Anomeren (19, 19B) getrennt und charakterisiert werden. Die
Umsetzung von 18 mit Oxalacetat-Ni**-Komplex'" unter schwach basischen Bedingungen fiihrte zunéchst zur
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Dicarbonséure 20a (64%), welche nach Deblockierung mit saurem Ionenaustauscher in 20 iiberging und durch
Cellulose-Chromatographie gereinigt wurde. Die 'H NMR-Daten von 20 belegen eine #quatoriale Position der
Carboxylgruppe an C-3 der Dicarbonsiure. Zur Gewinnung von 21 wird 20a deblockiert und in siedendem
Wasser decarboxyliert. Nach Anionenaustausch erhilt man 6-Thio-NeuSAc 21 in einer Ausbeute von 49%;
eine Feinreinigung kann tiber Cellulosechromatographie durchgefiihrt werden. Nach dieser Methode ist 21 im
Gramm-Maf3stab zugénglich.

Oxalacetat/Ni2+
18

21 R'=R*=H R?=OH (B)
220/p R'=Ac, R?=0Ac R®=CH, (a.p)
23 R'=Ac, R?=ClI R® = CH, (B)

Wihrend die 'H NMR-Parameter von 21 Ahnlichkeit mit denen von NeuSAc'® zeigen, findet man C-2
und C-6 im *C NMR-Spektrum bei niedrigen 5-Werten'®, was mit der Thiopyranose-Struktur in Uberein-
stimmung steht. Nach Veresterung von 21 mittels Diazomethan und anschlieBender Persilylierung fand sich
im Massenspektrum das Fragment mit der Masse 684" (M*-CH,). Die Thiosialinssuren 14 und 15 zeigten im
Gegensatz zu 21 beim diinnschichtchromatographischen Test mit Nitroprussid-Natrium eine Rotfirbung.
Dieses Verhalten zeigt die verminderte Ringstabilitit von 14 und 15 gegeniiber 21, was vermutlich durch die
axialen Substituenten begriindet ist.

N-Acetyl-2-azido-2-desoxy-o-neuraminsiure ist ein ausgezeichnetes Substrat fiir Sialidasen'’'™ und N-
Acetyl-2,3-didehydro-2-desoxy-neuraminsidure (NeuSAc-2-en) ist ein sehr wirksamer Sialidase-Inhibitor'.
Die Synthese der entsprechenden Sialinsiure-Analoga 25 und 27, welche sich nach bekannten Verfahren
richtet'™, war daher von erheblichem Interesse. Dazu kann man entweder von dem o/B-Anomerengemisch
220/f oder von dem reinen P-Acetat 22f3 ausgehen. Die Peracetylierung von 21 mit Pyridin/Essig-
siureanhydrid und nachfolgender Veresterung mit Diazomethan ergab das fB-Pentaacetylderivat 22 in hoher
Reinheit, wihrend die umgekehrte Verfahrensweise ein weniger reines o/p-Acetatgemisch lieferte; daher
wurde das zu 22 fithrende Verfahren benutzt. Die nach Umsetzung von 22p mit HCI erhaltene 2-Chloro-
Verbindung 23 wurde mit Natriumazid in Aceton zu einem Gemisch von 24 und 26 umgesetzt, welches nur
durch zweifache Kieselgelchromatographie von Beimengungen abgetrennt werden konnte. Verseifung von 24
und 26 ergab die Sduren 25 und 27, welche jetzt durch Cellulose-Verteilungschromatographie getrennt werden
konnten. Fiir 25 ist die groBe Tieffeldverschiebung von 3-H,, im 'H NMR-Spektrum in Ubereinstimmung mit
der von Friebolin et al."” gefundenen Regel, daB némlich 3-H,, von a-Glykosiden der Neuraminséure nach
tiefem Feld verschoben werden. Auch 25 und 27 wurden zwecks massenspektrometrischer Analyse in die
persilylierten Methylester iibergefithrt. Um die Struktur der biologisch interessanten Verbindung 25 abzu-
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sichern, wurde die Pentaacetylverbindung 22p durch Lewis-Siure-katalysierte Umsetzung mit Trimethyl-
silylazid in das B-Azid 28 iibergefiihrt.

rio OR

NaN
23 23

24 R=CH, R'=Ac 26 R=CH, R'=Ac
25 R=R'=H 27 R=R'=H

SnCig/TMSN
22p —W/TIN

28 R=CH,R'=Ac
29 R=R'=H

Das Azid 28 ergab nach Verseifung N-acetyl-2-azido-2-desoxy-6-thio-B-neuraminsiure (29), dessen
spezifische Drehung ([a],” = -229) im Vergleich zu 25 ([a],* = -28) eindeutig die p-Konfiguration belegt. In
Ubereinstimmung damit liegt 3-H,, im 'H NMR-Spektrum von 29 im Vergleich zu 25 im hohen Feld (8 =
2.38)°. Die Verbindungen 21, 25 und 27 sind von erheblichem biologischem Interesse und werden derzeit als
Substrate gegeniiber anabolen und katabolen Enzymen des Sialinsduremetabolismus untersucht.

Experimenteller Teil

Wo nicht anders erwihnt, wurden alle Reaktionen diinnschichtchromatographisch auf Aluminiumfertig-
folien (Merck oder Riedel-de Haen, Kieselgel 60 F,,,) verfolgt. Fiir Cellulose-Diinnschichtchromatographie
wurden DC-Fertigfolien (Schieicher und Schiill, Fi,,, LS,;, Cellulose, ochne Bindemittel) verwendet. Die
Detektion erfolgte durch Ansprithen mit Losungen von Schwefelsdure (10 proz.) oder durch Ehrlich-Reaktion
mit p-Dimethylaminobenzaldehyd/HC] und anschlieBende Wirmebehandlung. Fiir die polaren Verbindungen
14, 15, 21, 25, 27 und 29 wurde auch Cellulose-Diinnschichtchromatographie benutzt; Detektion durch Iodan-
farbung, Ehrlich-Reaktion oder Nitroprussidnatrium. Adsorptionschromatographische Trennungen erfolgten
an Kieselgel 60 (Merck, 70-230 mesh), verteilungschromatographische Trennungen iiber eine Cellulose-Saule,
Cellulose-Material: Whatman CF,,. Die nach Cellulose-Siulenchromatographie erhaltenen Fraktionen wurden
schonend (Wasserbadtemperatur maximal 35-40 °C) mehrfach i. Vak. in einem Biichi- oder Heidolph-
Rotationsverdampfer eingeengt, um z.B. Essigsdure, Pyridin oder n-Propanol vollstindig zu entfernen. Reste
von Pyridin wurden auch mittels Amberlite (IR 120, H") entfernt.- Die Drehwerte wurden mit einem Perkin-
Elmer 141 Polarimeter (1-dm-Kiivette) bestimmt. - Die Schmelzpunkte sind unkorrigiert und wurden mit
einem Totolli-Biichi-Apparat bestimmt. - Infrarotspektren wurden mit einem Perkin-Elmer 297-
Spektrophotometer aufgenommen. - Zur Aufnahme der NMR-Spektren wurden die Spektrometer Varian EM
390 (90 MHz), Bruker 300 (300 MHz) oder Bruker 500 (500 MHz) benutzt. Bei Messungen in organischen
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Losungsmitteln diente Tetramethylsilan als innerer Standard. bei Messungen in D,0 wurde auf 8, = 4.8
bezogen, bei '"C NMR-Spektren auf Methanol. Die Auswertung der Kopplungskonstanten erfolgte nach erster
Ordnung. Bei den Verbindungen 14 und 21 wurden die exakten 'H NMR-Parameter durch Computer-
simulationsverfahren ermittelt. Die 'H NMR-Spektren von 14, 16a und 166 wurden durch Entkopplungs-
experimente und von 15 durch zweidimensionale NMR-Spektroskopie ('H,'H-COSY) analysiert. - Die
Massenspektren wurden mit einem Finnigan MAT- und mit einem Dupont-21-492 Massenspektrometer
gemessen.

Methyl 2-azido-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-3-O-trifluormethansulfonyl-a-D-altropyranosid (1a): Das
Altrosid 1'° (15.9 g, 51.8 mmol) 16st man in einer Mischung aus 1,2-Dichlorethan (230 ml) und trockenem
Pyridin (55 ml). Zu der auf 0 °C gekiihlten Lésung gibt man tropfenweise unter Riihren Trifluormethansulfon-
sdureanhydrid (9 ml), geldst in 1,2-Dichlorethan (65 ml). Nach 1 h Riihren bei 0 °C wird mit 1,2-Dichlorethan
(65 ml) verdiinnt und die Mischung auf Eiswasser (260 ml) gegeben. Nach dreimaligem Extrahieren der
kalten, wissrigen Losung mit Chloroform werden die vereinigten Extrakte zweimal mit kaltem Wasser,
mehrfach mit 5proz. Natriumhydrogensulfat-Lésung, mit Natrimhydrogencarbonat-Losung und zum Schlufl
nochmals mit Wasser ausgewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Entfernung der Lésungs-
mittel bei Raumtemp. i. Vak. erhélt man nach mehrfacher Behandlung mit wenig eiskaltem Diethyleter 16.4 g
(72%) 1a, Schmp. 113 °C (Diethylether), R, = 0.48 (Chloroform). {a],” = +34 (c = 1.4, CHCL,). - '"H NMR
(300 MHz, CDCL,): 8 =3.44 (s, 3 H, OCH,;), 3.79 (dd, 1 H, J,, = 9.5 Hz, 6'-H), 4.01 (dd, 1 H, J,;=9.2 Hz, 4-
H), 4.07 (dd, 1 H, J,,= 2.5 Hz, 2-H), 423 (dd, 1 H, J,, = 9.5 Hz, 6-H), 4.32 (ddd, 1 H, J;,=5 Hz, J,; = 9.5
Hz, 5-H), 4.76 (d. 1 H, J,,~ 1 Hz, 1-H), 5.08 (dd. t H, J;,= 2.5 Hz, 3-H), 5.62 (s, 1 H, OCHO), 7.33 - 7.48
(m, 5 H, arom. H). - C;H,(F.N;0,S (439.3) Ber. C 41.00 H 3.67 N 9.56 S 7.29. - Gef. C 40.82 H3.45 N
9.30 S7.15.

Methyl 3-S-acetyl-2-azido-4,6-0-benzyliden-2-desoxy-3-thio-a-D-mannopyranosid (2): Das Triflat 1a
(10.0 g, 22.76 mmol) und trockenes Kaliumthiocetat (10.0 g, 87.7 mmol) werden in DMF (30ml) geldst und
bei ca. -15 °C AuBenkiihlung 15 h intensiv geriihrt. Man gibt auf Eiswasser (1.2 1) und extrahiert fiinfmal mit
Dichlormethan. Die dreimal mit Wasser ausgewaschenen vereinigten Extrakte ergeben, nach Trocknen iiber
Magnesiumsulfat und Abdampfen der Lésungsmittel, ca. 20 g eines Ols, welches noch DMF enthilt. Der
grofBere Teil des DMF wird durch Verdampfen i. Vak. entfernt und der Rest iiber Kieselgel (450 g)
chromatographiert. Mit Petrolether/ Ethylacetat (95:5 und 90:10, v/v) eluiert man 8.1 g (97%) 2, Sirup, R, =
0.13 (Hexan/Ethylacetat 9:1, v/v), [a],® = -49 (¢ = 1.0, CHCL,). - IR (Film): v = 2120 cm™* (N,), 1700 (SAc). -
'H NMR (300 MHz, CDCl,): § = 2.35 (s, 3 H, SAc), 3.45 (s, 3 H, OCH,), 3.75 (dd, 1 H, J,; = 9.2 Hz, 6-H),
3.76 (dd, 1 H, J, 5= 10.3 Hz, 4-H), 3.96 (ddd, 1 H, J;,= 3.4 Hz, 5-H), 3.98 (dd, 1 H, J,,= 4.7 Hz, 2-H), 4.23
(dd, J;,= 103 Hz, 3-H), 4.33 (dd, 1 H, J,, = 11.5 Hz, 6-H). 4.77 (s. 1 H, 1-H), 5.52 (s, 1 H, OCHO), 7.3 - 7.5
(m, 5 H, 5 arom. H). - MS (100 eV), m/z (%): 364.096311 (5.1) [M"-1, C,,H,;)N,0,S"], m/z:,, 364.0966. -
C,HjN;OS (365.4) Ber. C52.59 H524 N 1149 S8.77.-Gef. C52.31 H533 N11.26 S8.52.

Methyl 2-acetamido-4,6-di-O-acetyl-3-S-acetyl-2-desoxy-3-thio- a-D-mannopyranosid (3): Zu fliissigem,
getrocknetem Ammoniak (180 ml) gibt man unter Reinstickstoff Natrium (2.0 g, 90 mmol), rithrt 30 min. und
tropft langsam eine Losung der Azidoverbindung 2 (1.65 g, 4.5 mmol) in DME (35 ml) zu. Unter Rithren LBt
man einen Teil des Ammoniaks verdampfen und gibt Ammoniumchlorid zu, bis gerade Entfirbung eintritt.
Nach Zugabe von absol. Methanol (60 ml) entfernt man restliches Ammoniak und die Lésungsmittel und
trocknet den Riickstand iiber Phosphorpentoxid i. Vak. Das Rohprodukt wird in Essigsdureanhydrid/Pyridin
(1:1, v/v) gelost, 12 h bei Raumtemp. stehen gelassen und 1 h auf 60 °C erhitzt. Nach Entfernung von
Essigsdureanhydrid und Pyridin durch Abdestillieren i. Vak. erhdlt man 1.64 g oliges Produkt. Die
sidulenchromatographische Reinigung tiber Kieselgel (160 g) mit Petrolether/Ethylacetat (3:7, v/v) ergibt 0.7 g
(41%) der Verbindung 3; Schmp. 153 °C, R; = 0.18 [Hexan/Ethylacetat (3:7, v/v)], [a],® = +47 (c = 1.4,
CHCI,). - IR (KBr): v = 1740 cm™ (OAc), 1700 (SAc), 1650/1530 (NHACI/IT). - 'H NMR (300 MHz, CDCl,):
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8§=2.03,.2.05,2.10 (35,9 H, 3 Ac), 2.31 (s, 3 H, SAc), 3.42 (s, 3 H, OCH,), 4.02 - 4.09 (m, 2 H), 4.28 (dd, 1
H, J,,=11.5 Hz, 3-H), 4.52 (ddd, 1 H, J,,=4.5 Hz, 2-H), 4.58 (d. 1 H, J,,= 1 Hz, 1-H), 497 (dd, 1 H, J,s=9
Hz, 4-H), 6.04 (d, 1 H, J,,, = 10 Hz, NH). Diese Daten stimmen mit den von Miljkovic angegebenen Werten
iiberein™. - C;;H,;NO,S (377.4) Ber. C47.73 H 6.14 N 3.71 S849.-Gef. C47.65 H 6.09 N334 S
8.42.

Methyl  2-N-acetyl-2-amino-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-2-N, 3-S-ethyliden-3-thio- a-D-mannopyranosid
(4) und Methyl 2-acetamido-3-S-acetyl-4,6-O-benzyliden-2-desoxy-3-thio-a-D-mannopyranosid (8): Das Azid
2 (1.32 g, 3.6 mmol) l6st man in absol. Diethylether (40 ml) und gibt unter Rithren zu der auf -35 °C
gekiihlten Losung Lithium-tetrahydridoaluminat (1.10 g, 29 mmol). Nach 15 min. wird Methanol/Diethyleter
(30 ml, 1:2, v/v) vorsichtig zugegeben und anschlieBend mit ges. Ammoniumchlorid-Lésung (100 ml) 1 h
intensiv gerithrt. Nach dreifacher Extraktion mit Ethylacetat wird die vereinigte org. Phase mit Wasser
ausgewaschen, {iber Magnesiumsulfat getrocknet und die Losungsmittel i. Vak. entfernt. Den Riickstand (1.1
g Harz) acetyliert man bei 0 °C (12 h) in Pyridin/Essigsidureanhydrid (20 ml, 1:1, v/v). Nach Entfernen der
fliichtigen Reagenzien i. Vak. wird das erhaltene 6lige Produkt {iber Kieselgel (80 g) chromatographisch
aufgetrennt. Mit Chloroform/Diethylether/Methanol (500 ml, 90:9:1, v/v/v) eluiert man zunéchst 0.16 g (12%)
4, Schmp. 151 °C, R; = 0.35 [Chloroform/Diethylether/Methanol (85:14:1, v/v/v)]. [a],® = -178 (¢ = 1.2,
CHC,) und 0.51 g (37%) 5, Sirup, R; = 0.08 [Chloroform/Diethylether/Methanol (85:14:1, v/v/iv)], [a]” = -
17 (¢ = 1.0, CHCL,). - 4: IR (KBr): v = 1650 cm™ (NAc). - 'H NMR (90 MHz, CDCl,): = 1.76 (d. J = 6.6 Hz,
CH,). 2.19 (s, 3 H, NAc), 3.40 (s, 3 H, OCH,), 5.00 (d, 1 H, J,,= 1.2 Hz, 1-H), 5.24 (g, 1 H, SCHN), 5.59 (s,
1 H, OCHO). - C jH,;NO,S (365.4) Ber. C59.15 H6.34 N3.83 S8.77. - Gef. C58.88 H6.16 N3.54 S
8.18.

5: IR(Film): v = 1700 cm™ (SAc), 1650/1530 (NHACI/II). - 'H NMR (300 MHz, CDCL,): & = 2.05 (s, 3 H,
NAc), 2.30 (s. 3 H, SAc), 3.68 (dd, 1 H. J,, = 12 Hz, 6-H), 3.75 (dd, 1 H. J,;= 10 Hz, 4-H), 4.01 (m, 1 H, J;
=9.6 Hz, J,, = 4.5 Hz. 5-H), 424 (dd. 1 H, J,,= 10.2 Hz. 3-H), 4.29 (dd, 1 H, 6"-H), 4.58 (s, 1 H. 1-H), 4.60
(dd, 1 H, Juyy, = 10 Hz, J,, = 4 Hz, 2-H), 5.52 (s, 1 H, OCHO). - MS (100 eV), m/z (%): 380.117723 (5.2)
[M'-1, C,;H,,NO,S™}, m/z:,,, 380.1168. - C,{H,,NOS (381.4) Ber. C 56.68 H 6.07 N 3.67 S 8.40. - Gef. C
56.51 H6.25 N 3.84 S 8.16.

2-Methyl-4,5-dihydro-(4,6-O-benzyliden-2, 3-didesoxy- 1-O-methyl-a-p-mannopyranoso) {2, 3-d]-1, 3-thia-
zol (7): Das Azid 2 (4.07 g, 11.13 mmol) l6st man in absol. Diethylether (70 ml) und gibt Triphenylphosphin
(4.20 g, 16.0 mmol) zu. Nach 3 h ist die N,-Entwicklung beendet und die Bildung des Phosphinimis 6
vollstindig. Nach Verdampfen des Diethylether bei Raumtemp. i. Vak. 16st man den 6ligen Riickstand in
Chloroform (70 ml) und 148t 24 h stehen. Die Chloroformlésung wird unter mehrfacher Diethyletherzugabe
eingeengt, in absol. Diethylether geldst und gekiihlt; nach Abfiltrieren von ausgefallenem Triphenyl-
phosphinoxid und Einengen des Filtrats chromatographiert man iiber Kieselgel (150 g). Mit Petrol-
ether/Diethylether (4:6 und 2:8, v/v) eluiert man 3.53 g (96%) 7, Sirup, R; = 0.40 [Petrolether/Diethylether
(2:8, v/v)), [, = -148 (¢ = 0.75, CHCL,). - IR (Film): v = 1630 cm™ (C=N). - 'H NMR (300 MHz, CDCL,): §
=2.29(d, 3 H, Joy3, = 2.2 Hz, CH;), 3.43 (s, 3 H, OCH;,), 3.46 (dd, 1 H, J, ;=10 Hz, 4-H), 3.69 (dd, 1 H, J; =
10.2 Hz, J,, = 10.2 Hz, 6-H), 3.79 (dd, 1 H, J,,= 9.9 Hz, 3-H), 3.84 (ddd, ! H, J;, = 4.9 Hz, 5-H), 4.16 (dd. 1
H, J,,= 7 Hz, 2-H), 428 (dd, 1 H, 6'-H), 5.40 (s, 1 H, 1-H), 5.52 (s, 1 H, OCHO), 7.33 - 7.50 (m, 5 H, arom.
H). - “C NMR (74.47 MHz, CDCl,): & = 20.86 (1 C, CH,), 51.28, 54.95, 61.75 (3 C, C-2, C-3, OCHy,), 69.01
(1 C, C-6), 79.45, 80.63 (2 C, C-4, C-5), 99.20, 102.17 (2 C, C-1, OCHO), 126.18, 128.26, 129.10, 137.26 (6
arom. C), 168.39 (1 C, C=N). - MS (100 eV), m/z (%): 321.103370 (17.2) [M’, C,H,;NO,S"}, m/z:,,
321.1034. - C,(H,,NO,S (321.4) Ber. C 59.79 H 596 N 4.36 S 9.98. - Gef. C59.88 H598 N 447 S
9.90.
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2-Methyl-4, 5-dihydro-(2, 3-didesoxy- 1-O-methyl-a-D-mannopyranoso)[2,3-d]-1, 3-thiazol (8): Das Thia-
zolin 7 (500 mg, 1.55 mmol) wird zusammen mit konz. Salzsdure (1.5 ml) bei -10 bis -15 °C AuBlenkiihlung
ca. 20 h intensiv geriihrt. Nach Zugabe von Wasser (6 ml) unter guter Kiihlung neutralisiert man sofort mit
einem UberschuB an Dowex 1x4, HCO,, und extrahiert die eingeengte, wissrige Phase mehrfach mit
Ethylacetat. Nach Entfernung des Lésungsmittels wird der Riickstand aus Wasser lyophilisiert und eine Probe
aus Ethylacetat umkristallisiert; man erhilt Verbindung 8 (300 mg, 82%), Schmp. 139 °C, R, = 0.43
[Ethanol/Ethylacetat (7:3. v/v)], [a],® = -36 (¢ = 0.51, CH;OH).- IR (KBr): v = 1625 ¢cm™ (C=N). - 'H NMR
(300 MHz, [D,]JDMSO): § = 2.14 (d, 3 H, J,y; = 2 Hz, N=C-CH,), 2.98 (dd, 1 H, J,, = 10 Hz, 4-H), 3.23 -
3.43 (m, 2 H, 5-H, 6'-H), 3.28 (s, 3 H, OCH,), 3.47 (dd, 1 H, J,,= 10 Hz, 3-H), 3.61 (dd, 1 H, J,, = 11 Hz, J,,
=1 Hz, 6-H), 3.87 (dd. 1 H, J,;= 6 Hz, 2-H), 4.52 (dd. 1 H, J; o = 6 Hz, 6-OH), 5.18 (s, 1 H, 1-H), 5.24 (d, 1
H, Jyou = 6 Hz, 4-OH). - C,H;O,NS (233) Ber. C46.33 H6.48 N 6.00 S 13.74. - Gef. C46.13 H6.70 N
5.70 S 13.38.

2-Methyl-4,5-dihydro-(1,4,6-tri-O-acetyl-2, 3-didesoxy-a- und [(-D-mannopyranoso)[2,3-d]-1,3-thiazol
(9c., 9B): Das Thiazolin 7 (11.90 g, 37.07 mmol) wird in kaltem Essigsédureanhydrid (590 ml) gel8st und unter
Kiihlung mit Eis-Kochsalz-Mischung mit konz. Schwefelsdure (12.9 ml) tropfenweise versetzt. Man 148t 1 d
bei 0 °C und einen weiteren Tag bei Raumtemp. stehen, gibt zur Neutralisation unter Kithlung und Riihren
einen UberschuB an Natriumacetat (wasserfrei) zu und entfernt Essigsdureanydrid durch Destillation i. Vak.
méglichst vollstindig. Den in Ethylacetat (300 ml) aufgenommenen Riickstand rithrt man mit Kalter,
gesiittigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung (1.2 1) und filtriert vom Salzbrei ab. Nach dreimaliger
Extraktion mit Ethylacetat trocknet man die vereinigten Extrakte iiber Magnesiumsulfat und entfernt das
Losungsmittel i. Vak. Aus dem 6ligen Riickstand kristallisieren nach Versetzen mit Diethylether 4.73 g o-
Triacetat 9a., Schmp. 135 °C, R, = 0.20 (Diethylether), [a],” = -60 (¢ = 2.3, CHCL,). Die saulenchromato-
graphische Auftrennung der Mutterlauge {iber Kieselgel mit Diethylether als Elutionsmittel ergibt weitere 0.88
g 9a, sowie 2.51 g oliges B-Triacetat 9B, R, = 0.08 (Diethylether), [a],® = -15 (¢ = 1.0, CHCL,).
Gesamtausbeute an 9a und 9B: 8.12 g (63%). - 9o: IR (KBr): v = 1750 cm™ (C=0), 1630 (C=N). - '"H NMR
(300 MHz, CDCl,): 6 =2.05,2.08,2.14 (3 s, 9 H, 3 Ac), 2.29 (d, 3 H, J, ¢y = 2 Hz, N=C-CH,), 3.79 (dd, J,, =
10.2 Hz, 3-H), 3.95 (ddd. 1 H, J; = 5.1 Hz, J, = 3 Hz, 5-H), 4.04 (dd, 1 H, J,, = 12.3 Hz, 6-H), 4.09 (qd, 1
H..J,,= 6.3 Hz, 2-H), 4.14 (dd, 1 H, 6-H), 4.84 (dd, 1 H, J,s=9.9 Hz, 4-H), 6.80 (s, 1 H, 1-H). - C,(H;;NO,S
(345.3) Ber. C48.68 H 5.54 N4.05 S9.28. - Gef. C48.44 HS5.60 N 3.81 S9.36.

9: IR (Film): v = 1750 cm™ (C=0), 1630 (C=N). - 'H NMR (90 MHz. CDCl,): § = 2.03,2.08, 222 (3 5, 9 H,
3 Ac), 2.30 (s, 3 H, J, s = 2 Hz, N=C-CH,), 4.50 (m, 1 H, 2-H), 5.06 (dd, 1 H, J,,= 9 Hz, 4-H), 6.16 (d, 1 H,
Ji,=3 Hz, 1-H).

2-Methyl-4,5-dihydro-(2, 3-didesoxy-a-D-mannofuranoso)[2,3-d]-1. 3-thiazol (10): o- oder B-Triacetat
9a oder 98 (2.43 g, 7.04 mmol) 16st man unter Riihren in absol. Methanol (125 ml) und gibt zu der gekiihlten
Losung Diethylamin (13 ml). Nach 12 h bei 0 °C ldsst man weitere 2 d bei -14 °C stehen. Der iiber eine
Glasfritte abfiltrierte Niederschlag wird mit wenig kaltem Methanol nachgewaschen und i. Vak. getrocknet,
1.03 g 10; aus der Mutterlauge werden noch weitere 0.18 g gewonnen, Gesamtausbeute: 1.21 g (78%) 10,
Schmp. 192-195 °C (H,0), R; = 0.5 [n-Propanol/Ammoniak/Wasser (6:1:1, v/v/v)], [a],™ = -63 (¢ = 0.23.
H,0). - IR (KBr): v = 3300 cm™ (OH), 1630 (C=N). - '"H NMR (300 MHz, [D,]DMSO, H-D-Austausch): § =
2.10 (d, 3H, J, 43 = 0.9 Hz, CH,), 3.38 (dd, 1 H, 6-H), 3.50 (ddd, J;,= 1.8 Hz, J,; = 5.7 Hz, 5-H), 3.61 (dd, 1
H, J,¢ = 11.1 Hz, 6'-H), 4.19 (dd, 1 H, J,5=9.3 Hz, 4-H), 4.53 (dd, 1 H, J;,= 5.4 Hz, 3-H), 4.88 (qd, | H, J, ,
= 8.4 Hz, 2-H), 5.14 (s, 1 H, 1-H). Nach H-D-Austausch wird 5-H zu einem Signal der Multiplizitit ddd
vereinfacht. - CgH,;NO,S (219.26) Ber. C 43.82 H5.97 N 6.38 S 14.62. - Gef. C 43.55 H5.98 N628 S
14.41.
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2-Acetamido-2-desoxy-3-thio-D-mannopyranose (11): Das Thiazolin 10 (100 mg, 0.456 mmol) 15st man
unter Durchleiten von Reinstickstoff in 0.1 N Salzsaure (20 ml) und lésst etwa 20 h bei Raumtemp. unter
Ausschluss von Luftsauerstoff stehen. Unter Kiihlung wird mit Dowex 1x4, (HCO,-Form) entionisiert,
gefriergetrocknet und anschlieBend tber Phosphorpentoxid i. Vak. getrocknet; 98 mg (90 %) 11. R; = 0.57
[Pyridin/Ethylacetat/Eisessig/Wasser (2:5:1:1, v/v/iviv)], {al,”® = -2.4 (¢ = 1.1, H,0). Die Substanz ist ein
Anomerengemisch (o:p = 1:1) und enthdlt geringe Mengen an Disulfid. - IR (KBr): v = 1640/1550 cm™
(NHACcHIID). - '"H NMR (300 MHz, D,0): 6 = 2.09, 2.13 (2 s, 3 H, NHAc o/B), 3.22 (dd. 0.5 H, J,,= 10.5 Hz,
3-H), 3.43 (dd, 0.5 H, J, ,= 10.5 Hz, 3-H), 3.52 (dd, 1 H, J, ;= 10 Hz, 4-H). 4.29 (dd, 0.5 H, J,,= 4 Hz, 2-Ha),
4.41 (dd, 0.5 H, J,,= 4 Hz, 2-HB), 5.06 (d, 0.5 H, J,, = 1.5 Hz, 1-HB), 5.09 (s, 0.5 H, 1-Ha). - FAB(-)-MS:
mizy, 237, miz:,; 236 (M-1). - Disulfid von 11: FAB(+)-MS: m/z:, 472, m/z: . 473 (M+1). - C;H|(NO,S +
0.5 H,0 (237.25) Ber. C39.00 H 6.50 N 5.69 S 13.00. - Gef. C 38.61 H6.63 N5.55 S 12.79.

2-Acetamido-1.4,6-tri-O-acetyl-3-S-acetyl-2-desoxy-3-thio- o und -f-D-mannopyranose (12a, 12p): Die
Thiopyranose 11 (300 mg, 1.27 mmol) wird unter Reinstickstoff und Kihlung in Pyridin (5 ml) und
Essigsduranhydrid (5 ml) geldst. Man ladsst 3 d bei 0 °C stehen und entfernt Pyridin und Essigsdureanhydrid
durch mehrfache Kodestillation mit Toluol i. Vak. Das Rohprodukt wird siulenchromatographisch iiber
Kieselgel gereinigt: Elution mit einem Chloroform/Ethanol-Gradienten [Chloroform: 50 ml, Chloroform/Etha-
nol (100:1, v/v) 700 ml, (80:1, v/v) 500 ml, (60:1, v/v) 500 ml] ergibt 12p (134 mg, 26%), Sirup, R, = 0.4
(Ethylacetat), {a],° = -22 (¢ = 5.54, CHCl,), 125 mg (24%) gemischte Fraktion aus 12a und 128 und 12a
(110 mg, 21%), Sirup, R; = 0.32 (Ethylacetat), [a],®® = +39 (¢ = 2.85, CHCI,), Gesamtausbeute: 369 mg
(71%). - IR (Film): v = 1750 cm™ (OAc), 1700 (SAc), 1660/1540 (NHACI/I). - 12B: 'H NMR (90 MHz,
CDCl,): & = 2.03,2.09.2.55 (35, 15 H, 1 SAc, 3 OAc, 1 NAc), 4.72 (ddd, 1 H, 2-H), 5.01 (dd, 1 H, J,;=9.5
Hz, 4-H), 5.95 (d, 1 H,J,,= 1.5 Hz, 1-H), 6.42 (d. 1 H, Jy,,, = 10 Hz, NH). - 12a.: 'H NMR (90 MHz, CDCl,):
8=2.04,2.08,2.20,2.34 (4 s, 15 H, 1 SAc, 3 OAc, 1 NAc), 4.58 (ddd. 1 H, 2-H), 5.08 (dd, 1 H, J,5=9.5 Hz,
4-H),5.94 (d, l H,J,,=1.5 Hz, 1-H), 6.58 (d, 1 H, Jyu 5 = 10 Hz, NH). - MS (70 eV), m/z (%): 346.0939 (1.0)
[M*-C,H,0,], m/z:,,, 346.0960. - C,;H,;NO,S (405.4) Ber. C47.40 H5.71 N 345 S 7.90. - Gef. C 47.23
H5.92 N3.52 S7.66.

5-Acetamido-3. 5-didesoxy-6-thio-D-glycero-p-gulo-2-nonulopyranosonsdure (14) und 5-Acetamido-3,5-
didesoxy-6-thio-D-glycero-D-ido-2-nonulopyranosonsdure (15). Das Thiazolin-a-acetat 9o (5.61 g, 16.26
mmol) wird in absol. Methanol/Dioxan (240 ml, 2:1, v/v) gel6st und unter Durchleiten von Reinstickstoff auf
0 °C gekithlt. Kalium-di-O-sbutyl-oxalacetat'™ (20 g, 71 mmol) wird unter Rithren zugegeben und unter
Lichtausschluss 5 d geriihrt. Die diinnschichtchromatographische Kontrolle des Reaktionsansatzes mit 10 als
Referenz [n-Propanol/Ammoniak/Wasser (6:1:1, v/v/v)] zeigt, dass vollstindige Umsetzung erfolgt war. Man
filtriert die gekiihite Losung iiber eine Glasfritte, wischt mit wenig kaltem, absol. Methanol nach und
entionisiert die auf -10 °C gekiihlte Losung mit saurem Ionenaustauscher (Amberlite IR 120, H*, mit absol.
Methanol ausgewaschen). Nach Abfiltrieren wird die methanolische Losung mit wasserfreiem Natrium-
carbonat geschiittelt, um Sédurespuren zu entfernen. AnschlieBend entfernt man die Losungsmittel und rithrt
intensiv den oligen Riickstand mit absol. Diethylether. Es bleibt ein amorphes Pulver, welches aus einem
Gemisch der diastereoisomeren Kondensationsprodukte 13a und 13b besteht. Nach Trocknen iiber Phosphor-
pentoxid i. Vak. 7.08 g, R, = 0.40 [n-Propanol/Ammoniak/Wasser, (6:1:1,v/v/v)], chromatographisch
einheitlich. - IR (KBr): v = 1760 cm™ (C=0), 1630 (C=N). - Die Silylierung von 13a und 13b ergibt ein
Pentatrimethylsilyl- und ein Tetratrimethylsilylderivat: m/z:,; 824.48 und m/z:,; 749.31. - Das Konden-
sationsprodukt 13a, 13b (2.0 g) wird unter Zugabe von einigen ml Dioxan in Wasser (800 ml) unter Rithren
gelost. Unter Durchleiten von Reinstickstoff erhitzt man 30-40 min. unter Riickflufl, kithit sofort im Eisbad
und bringt mit wassrigem Alkali auf pH 9-10. Nach ca. 12 h wird die kalte Lésung mit Kationentauscher (H"-
Form) behandelt und lyophilisert. Man erhilt 1.36 g Rohprodukt, welches im Diinnschichtchromatogramm
[Cellulose-Folie, Pyridin/Ethylacetat/Eisessig/Wasser (5:5:1:2.5, v/v/v/v), lodanfirbung] die beiden Nonulo-
sonsiuren 14 und 15, sowie unpolarere Verunreinigungen zeigt. Die Abtrennung erfolgt durch Cellulose-
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Saulenchromatographie mit obigem Laufmittel. Dabei eluiert man nach mehreren unpolareren Beimengungen
zuerst Verbindung 15 und anschlieBend 14. Man vereinigt alle 14 und 15 enthaltenden Fraktionen und entfernt
den groBten Teil von Pyridin und Essigsdure durch schonende Kodestillation mit Wasser i. Vak. Der Rest des
Pyridins wird mittels saurem Ionenaustauscher (wie bei 21) entfernt und aus Wasser lyophilisiert. Man erhilt
0.37 g (25% bez. auf 9at) 15, amorph, R, = 0.36 [Pyridin/Ethylacetat/Eisessig/Wasser (5:5:1:2.5, v/v/viv),
Cellulose-Folie, lodanfirbung], R, = 0.35 (wie zuvor, Kieselgelfolie), [a],™ = -63.6 (¢ = 1.37. H,0). - IR
(KBr): v = 1725 cm” (COOH), 1640/1535 (NHAcI/ID). - 15 ist als freie Saure instabil und zersetzt sich
langsam zu einem weniger polaren Produkt. - Von 14 erhélt man 0.22 g (15% bez. auf 9a), amorph, R, = 0.21
[Laufmittel wie bei 15, Cellulose-Folie. lodanfirbung], [a],” = -77.8 (c = 0.81, H,0). - IR (KBr): v = 1725
cm’” (COOH), 1640/1535 (NHACI/II). - 14 und 15 zeigen auf dem DC eine positive Nitroprussid-Anfirbung. -
14: 'H NMR (500 MHz, D,0): 8 =2.09 (s, 3 H, NAc), 2.16 (m, | H, J,,, = 2.0 Hz, 3-H,),2.18 (m, 1 H, J,, 4, =
13.5Hz, J,,, = 9.5 Hz, 3-H,), 3.58 (dd. 1 H, J; = 7 Hz, 9"-H). 3.69 (ddd, 1 H, J,;,= 3 Hz, 8-H), 3.78 (dd, 1 H,
Jye = 12 Hz, 9-H), 3.80 (dd. 1 H, J,3= 7 Hz. 7-H), 3.85 (dd. 1 H. J,;=4.5 Hz, 6-H), 4.13 (ddd, 1 H, J, ;= 3.5
Hz, 4-H), 4.59 (dd, 1 H, J;,= 2 Hz, 5-H). - *C NMR (74.47 MHz, D,0): = 25.1 (1 C, CH,), 41.0 (1 C, C-3),
479 (1C,C-6),54.7(1 C,C-5),65.1 (1 C,C-9),703 (1 C,C-4),748(1 C.C-7),759 (1 C, C-8).85.2 (1 C.
C-2), 177.8, 178.5 (2 C, 2 C=0). - Veresterung und Silylierung von 14: Die Séure 14 (0.01 g) wird in absol.
Methanol (1 ml) geldst und mit Diazomethan verestert und silyliert, wie bei 21 beschrieben; MS (70 eV), m/z
(%): 772 (1) [M’, Hexatrimethylsilylderivat], 757 (8) [M’-CH,], 684 (35) [M'-SiMe,]. - 15: 'H NMR (500
MHz, D,0): & = 2.05 (s, 1.7 H. NAc), 2.07 (s, 1.3 H, NAc), 2.20 [dd, 0.57 H, J,, , = 15.2 Hz, J,,,= 3.4 Hz, 3-
H,a]. 2.38 [dd. 0.43 H. J,,,, = 13.7 Hz, J,,, = 9.8 Hz. 3-H,b], 2.43 [dd. 0.57 H, J,,,= 3.2 Hz, 3-H,q], 2.47 [dd.
0.43 H, J,,, = 4.2 Hz, 3-H,], 3.60 {dd, 0.57 H, J,, = 11.8 Hz, J;, = 6.8 Hz, 9'-Ha], 3.64 [dd, 0.43 H. J,, =
11.8 Hz, J;, = 6.1 Hz. 9-Hb], 3.70 [ddd. 0.57 H, 8-Ha], 3.77 [ddd, 0.43 H, 8-Hb], 3.80 [dd, 0.57 H, J;,= 2.9
Hz, 9-Ha], 3.81 [dd, 0.57 H, J,,= 7.5 Hz, 7-Ha], 3.83 [dd, 0.43 H. J;,~ 2.8 Hz, 9-Hb], 3.87 [dd, 043 H, J,,=
2.5 Hz, 6-Hb], 3.90 [dd, 0.43 H, J,;= 8.8 Hz, 7-Hb], 4.07 [ddd, 0.57 H, J, ;= 3.8 Hz, 4-Ha], 4.20 [dd, 0.57 H,
J,;=4.2 Hz, 6-Ha}, 4.23 [dd, 0.43 H, J; (= 5.2 Hz, 5-Hb], 4.25 [dd, 0.57 H, J;,= 2.2 Hz, 5-Ha], 4.30 [dd, 0.43
H. J,;= 9.6 Hz, 4-Hb]. - *C NMR (75.47 MHz, D,0/CD;0OD 1:1, v/v) von 15a: & = 22.98 (CH,), 36.03 (C-3),
40.09 (C-6). 52.19 (C-5), 63.26 (C-9), 69.17, 72.69, 73.96 (C-4, C-7. C-8), 82.78 (C-2), 174.73, 17513 (2
C=0); 15b: 5 = 22.85 (CH,). 45.48 (C-3), 45.66 (C-6), 56.44 (C-5), 63.74 (C-9), 65.10, 69.45, 72.85 (C-4. C-
7. C-8), 81.15 (C-2), 174.82, 175.49 (2 C=0). - C,\H;,;NO,S (325.3) + 0.5 H,0 Ber. C 39.52 H5.99 N4.19
S 9.58. - Gef. C39.31 HS5.62 N4.28 S9.71.

Veresterung und Silylierung von 15: Die Sdure 15 (0.05 g) wird in absol. Methanol (2.0 ml) gelost und mit
Diazomethan wie bei 21 verestert. Nach Entfernung der Losungsmittel wird iiber Kieselgel (6 g) chromato-
graphiert. Elution mit dem Laufmittelsystem Pyridin/Ethylacetat/Eisessig/Wasser (10:50:5:3, v/v/v/v) ergibt
nach Entfernung der Losungsmittel, Gefriertrocknung und Trocknen i. Vak. 0.018 g Methylester. Die
Silylierung erfolgt wie bei 21 und ergibt ein Pentatrimethylsilylderivat. - MS (100 eV), m/z (%): 684.2710
(11) [M™-CH,, C,;H;;O,NSSi,*], m/z:,,, 684.2729.

5-Acetamido-2.4, 7,8, 9-penta-O-acetyl-3, 5 -didesoxy-6 - thio-a/-p-glycero-p-ido-2-nonulopyranoson-
sdure-methylester (16a, 16b): Die Séure 15 (250 mg, 0.769 mmol) wird in absol. Methanol (5 ml) gelost und
unter Kiihlung mit einem UberschuB etherischer Diazomethan-Losung versetzt. Nach Zugabe von 1 Tropfen
Eisessig werden die Losungsmittel i. Vak. entfernt, der Riickstand in Wasser gelost und lyophilisiert. Der rohe
Methylester (256 mg) wird in Pyridin/Essigsdureanhydrid (14 ml, 12:10, v/v) 2 d bei 0 °C acetyliert. Nach
Entfernung der Reagentien durch schonendes Verdampfen i. Vak. und Kodestillation mit Toluol wird der
Riickstand iiber Kieselgel vorgereinigt. Man eluiert mit einem Chloroform-Methanol-Gradienten: [Chloroform
- Chloroform/Methanol (50:1, v/v)] und erhdlt 310 mg (73%) Gemisch von anomeren und konformeren
Acetylderivaten. Das erhaltene Produkt zeigt im DC iiberwiegend 2 Spots: R, = 0.28 (16a) und R; = 0.33 (165)
[Chloroform/Methanol (30:1.v/v)]. Ein kleiner Teil wird durch HPLC getrennt: ERC-HPLC-Pumpe 64 mit
RI-Detektor [ERC-7520], Elutionsmittel: Chloroform/Methanol(100:1, v/v), Elutionsgeschwindigkeit 23
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ml/min. 7.5 bar, Trennséule: Lichrosorb S 60, 7 pum. Man erhélt zuerst 44 mg 165 und nachfolgend 32 mg
16a; die Substanzen enthalten noch ca. 15% an isomeren Acetaten, welche nicht abgetrennt werden konnten. -
16a: 'H NMR (500 MHz, CDCl,): & = 2.06, 2.07, 2.08, 2.10, 2.11 (5 5, 15 H, 5 OAc), 2.14 (s, 3 H, NAc), 2.22
(dd, 1 H, J,,, = 3.3 Hz, J,, 4, = 15 Hz, 3-H,), 2.79 (dd, 1 H, J;,,= 3.1 Hz, 3-H,), 3.78 (s, 3 H, OCH,), 3.98 (dd.
1 H, J,,= 6.8 Hz, 6-H), 4.19 (dd, 1 H, 9"-H), 4.31 (dd, 1 H, J,, = 12.3 Hz, 9-H), 4.45 (ddd. 1 H, J;,= 2.3 Hz,
Jswn = 8.6 Hz, 5-H), 5.02 (ddd, 1 H. J,;= 3.5 Hz, 4-H), 5.20 (ddd, 1 H, J;,= 2.9 Hz, J;;, = 6.7 Hz, 8-H), 5.29
(dd, 1 H, J,,= 5.1 Hz, 7-H), 6.25 (d, 1 H, J;,, = 8.6 Hz, NH). - 165: 'H NMR (500 MHz, CDCl,): 8 = 2.05,
2.06,2.07,2.14,2.20 (5 s, 18 H, 5 OAc. 1 NAc), 2.51 (dd, 1 H, J,,,= 8.5 Hz, J,, 5, = 14.3 Hz, 3-H,), 2.57 (dd,
1 H, Jy, = 4.0 Hz, 3-H,), 3.79 (s, 3 H, OCH,), 3.89 (dd, | H, J_,=5.2 Hz, 6-H), 4.19 (dd, 1 H, 9'-H), 4.39 (dd.
1 H, J,4 = 12.5 Hz, 9-H), 4.58 (ddd, 1 H, J;,=4.7 Hz, 5-H), 5.15 (ddd, 1 H, J,,= 4.0 Hz, J, ;= 8.4 Hz, 4-H).
5.19 (ddd, 1 H, J;,= 2.7 Hz, Jg, = 5.2 Hz, 8-H), 5.46 (dd, 1 H, J,5= 6.8 Hz, 7-H), 6.28 (d. 1 H. Jy,;s = 9 Hz,
NH).

2-Methyl-4,5-dihydro-(2.3-didesoxy-5,6-O-isopropyliden-a-D-mannofuranoso){2,3-d /-1, 3-thiazol (17):
Das Thiazolin 10 (4.52 g, 20.6 mmol) wird in absol. Aceton (220 ml) unter Kithlung und Riihren suspendiert
und tropfenweise konz. Schwefelsdure (7.9 ml) zugeben. Nach 1-2 h wird eine klare Losung erhalten, welche
man zu kalter, gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Ldsung (900 ml) gibt. Man extrahiert fiinfmal mit
Ethylacetat und trocknet die vereinigten Extrakte iber Magnesiumsulfat. Nach iiblicher Aufarbeitung erhilt
man einen Sirup (6.4 g), welcher iiberwiegend aus 17 besteht. Chromatographie tiber Kieselgel (60 g) und
Elution mit Diethylether ergibt 4.50 g (82.5%) 17, Sirup, R, = 0.23 (Ethylacetat), [a],? = -20 (¢ = 0.9, CHCL,).
- IR (Film): v = 3150 cm™ (OH), 1630 (C=N). - 'H NMR (300 MHz, CDCl,): § = 1.34, 1.41 (25, 6 H. 2 CH,),
2.11 (d. 3 H. J, s = 1.5 Hz, N=C-CH,), 3.94 (dd, 1 H, J,; = 9 Hz, 6'-H), 4.09 (dd, 1 H, 6-H), 4.22 (ddd, 1 H,
J;,=6Hz,J;,=45Hz 5-H),4.36 (dd, 1 H, J,;=8.5 Hz, 4-H), 4.56 (dd, | H, J,,= 6 Hz, 3-H), 5.08 (dd, 1 H,
J,,= 8.5 Hz, 2-H), 5.41 (s, 1 H, 1-H), 5.71 (1-OH). - MS (70 eV), m/z (%): 259.0890 (1.9) [M'], m/z:,.,
259.0878: m/z (%): 244.0631 (15.3) [M"-CH,}, m/z:,., 244.0643. - C, H,;NO,S (259.3) Ber. C 50.95 H 6.60
N 540 S 12.36. - Gef. C60.21 H6.53 N 5.27 S 12.22.

2-Acetamido-2-desoxy-35,6-O-isopropyliden-3-thio-D-mannofuranose (18): Das Thiazolin 17 (4.52 g,
17.4 mmol) wird in Methanol (200 ml) geldst und unter Kiihlung und Reinstickstoff Wasser (200 ml) und
Essigsdure (2.0 ml) zugegeben. Die diinnschichtchromatographische Kontrolle des Ansatzes [Diethyl-
ether/Methanol (10:1, v/v)] zeigt nach 24 h weitgehenden Umsatz zur Thiofuranose 18 neben wenigen Prozent
Edukt. Essigsdure wird unter Eiskiihlung durch Dowex 1x4 (HCO,- Form) entfernt. Nach Abfiltrieren wird
mit Wasser nachgewaschen, die vereinigten Filtrate eingeengt und lyophilisiert; 4.44 g (91%) Lyophilisat.
welches nach DC wenige Prozent Edukt enthdlt und zur weiteren Umsetzung geniigend rein ist. Das
lyophilisierte Produkt (0.2 g) wird in Wasser (10 ml) gelost, zweimal mit Diethylether extrahiert und die
wiissrige Phase erneut lyophilisiert. Man erhilt 18 (0.18 g) als diinnschichtchromatographisch einheitliches
Produkt, welches im 'H NMR als Anomerengemisch (o: = 75:25) vorliegt; R, = 0.43 [Diethylether/Methanol
(10:1, viv)}, [a]p,?® = +44 (c = 0.58, CH,0H). Die Thiofuranose 18 ist instabil und wird sofort weiter-
verarbeitet. - IR (Film): v = 2550 cm™ (SH), 1640/1540 (NHACcI/ID). - 'H NMR (300 MHz, {D,]JDMSO): 3 =
1.28.1.33 (25,6 H.2 CH,a.,8), 1.89 (s, 2.25 H, NAca), 1.94 (s, 0.75 H, NAceB), 3.55 (dd, 0.25 H, J= 4.9 Hz,
J =6.6 Hz, 3-HB), 3.71 (dd, 0.75 H, J,,= 6.2 Hz, J;,= 3.6 Hz, 3-Ha), 3.83 (dd, 0.75 H, J,-= 8.4 Hz, J; ;= 4.9
Hz, 6-Ha), 3.93 (dd, 0.25 H, J,,-= 8.4 Hz, J, .= 5.7 Hz, 6’-Hp), 4.04 (dd, 0.75 H, J;, = 5.7 Hz, 6'-Ha), 4.17
(dd, 0.75 H, J,, = 3.6 Hz, J,; = 7.5 Hz, 4-Haw), 4.20-4.27 (2 x ddd, 2-Ha, 5-Ha), 4.41 (ddd, 0.25 H, J,5 ~ 7
Hz, J;, ~ 5 Hz, 5-HB), 5.14 (dd, 1 H, J, oy ~ 6.6 Hz, J,, ~ 5.3 Hz, 1-Ha,1-HP; 1-HP ist {iberdeckt von 1-Ha),
6.45 (d, 1 H, J, 4 = 6.6 Hz, 1-OHo,, 1-OHP), 7.28 (d, 0.25 H, Jyy, = 7.1 Hz, NHB), 8.08 (d, 0.75 H, Jyy, = 7.9
Hz, NHa). - ([D,]DMSO + D,0, HD-Austausch): & = 5.18 (d, 0.75 H , J,, = 5.3 Hz, 1-Ha), 5.19 (d, 0.25 H,
J,, = 5.2 Hz, 1-HB). - Die Signale bei 8 = 6.45, 7.28 und 8.08 verschwinden nach HD-Austausch.
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2-Acetamido- 1-O-acetyl-3-S-acetyl-5,6-O-isopropyliden-2-desoxy-3-thio-a- und -p-D-mannofuranose
(19a, 19B): Die Thiofuranose 18 (170 mg, 0.61 mmol) wird unter Reinstickstoff in Pyridin/Essigséureanhy-
drid (10 ml, 1:1, v/v) geldst und 3 d bei 0 °C stehen gelassen. Man entfernt Essigsdureanhydrid und Pyridin
durch fiinfmalige Kodestillation mit Toluol i. Vak. Siulenchromatographie {iber Kieselgel und Gradienten-
Elution mit Diethylether/Methanol [Diethylether 100 ml, Diethylether/Methanol (200:1, v/v) 100 ml, (100:1,
v/v) 300 ml, (50:1, v/v) 100 ml, (30:1, v/v) 100 ml, (10:1., v/v) 200 ml] ergibt zunéchst 19a (50 mg, 23%),
Schmp. 140 °C, R, = 0.24 [Diethylether/Methanol (30:1, v/v)], [a],” = +26 (¢ = 0.5, CHCI,). - IR (KBr): v =
1750 cm™ (OAc), 1710 (SAc), 1680/1520 (NHAcI/IT).- Weitere Elution ergibt eine Fraktion, welche aus 19a
und 19p besteht (40 mg, 18%), sowie 198 (42 mg, 19%), Sirup, R; = 0.17 [Diethylether/Methanol (30:1,v/v)],
[o]p® = -31 (c = 2, CHCI,), Gesamtausbeute: 60%. - 190.: 'H NMR (300 MHz, CDCl,): 8 = 1.36, 1.58 (2 s, 6
H,2CH,),1.99,2.12 (25,6 H, 1 OAc, 1 NAc), 2.40 (s, 3 H, SAc), 3.87(dd, 1 H, J,;= 7.5 Hz, 4-H), 4.03 (dd,
1 H, J;,= 8 Hz, 3-H), 4.42 (ddd, 1 H, J;,= 3.5 Hz, J;; = 7.5 Hz, 5-H), 4.50 (ddd, 1 H, J,;=7.5 Hz, Jy;, = 7.6
Hz, 2-H), 4.69-4.76 (m. 2 H, 6-H, 6'-H), 6.01 (d, 1 H, J,, =1 Hz, 1-H), 6.66 (d, 1 H, Jy;, = 7.6 Hz, NH). -
C;H;NO,S (361.4) Ber. C49.85 H6.41 N 3.87 S 887 -Gef. C49.77 H6.25 N3.85 S8.97.

198: 'H NMR (300 MHz, CDCl,): 8 =129, 1.37 (25, 6 H, 2 CH,) 2.01, 2.12 (2 s, 6 H, 1 OAc, 1 NAc), 2.42
(s, 3 H, SAc), 3.94 (dd, 1 H. J,, = 8.8 Hz, 6-H), 4.05 (dd, 1 H, J, ¢ = 5.5 Hz, 6'-H), 4.08-4.13 (m, 1 H, J, = 4
Hz, 5-H), 433 (dd. 1 H. J, .= 7.5 Hz. 4-H). 4.63 (dd, 1 H, J,,= 5.2 Hz, 3-H), 5.06 (ddd, 1 H, J,, =7 Hz, Ju,
= 8.8 Hz, 2-H), 5.77 (d. 1 H. Jy;, = 8.8 Hz, NH), 6.09 (d. 1 H, J,,= 4.7 Hz, 1-H).

3-Acetamido-3, 5-didesoxy-6-thio-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosonsdure (21), a) 20: Natrium-
hydroxid (855 mg, 21.37 mmol) und Nickel-II-acetat (855 mg, 3.42 mmol) werden zusammen in Wasser (12
ml) gelost, auf 0 °C gekiihlt und Oxalessigsédure (906 mg, 6.84 mmol) zugegeben. Der pH-Wert der Losung
wird durch vorsichtige Zugabe von Oxalessigsdure auf etwa 7.5 gebracht. Dazu wird unter Durchleiten von
Reinstickstoff eine Lasung von Verbindung 18 (630 mg, 2.27 mmol) in Wasser (12 ml) schnell zugegeben.
Man 14Bt langsam auf Raumtemp. erwirmen und stellt den pH-Wert der Losung durch Zugabe von
Oxalessigsdure auf etwa 8 ein. Nach 12 h zeigt die diinnschichtchromatographische Kontrolle des Reaktions-
ansatzes [Laufmittelsystem: n-Propanol/Ammoniak (2:1, v/v)], dafl die Umsetzung beendet ist. Die Abtren-
nung der Dicarbonsidure 20a von iiberschiissigem Oxalacetat und von daraus durch Decarboxylierung
entstandenem Pyruvat erfolgt durch Anionen-Austausch-Chromatographie mittels AG-MP-1 (Anionen-
Austauscher der Firma BIORAD, 200-400 mesh) in der Bicarbonat-Form. Man eluiert zuerst mit Wasser (200
ml) und danach mit einem Ammoniumbicarbonat-Gradient (H,O > NH,HCO,-L6sung, 2 M). Zuerst werden
Pyruvat und Oxalacetat, sowie schlieBlich die Dicarbonsiure 20a eluiert. Nach Lyophilisieren erhilt man 650
mg (64%) 20a (Ammoniumsalz), welches in Wasser (100 ml) gelost und durch dreistiindiges Rithren mit
saurem lonenaustauscher (Amberlite IR 120, H'-Form) deblockiert und entionisiert wird. Ca. 10% dieser
Loésung werden lyophilisiert und die Dicarbonséure 20 durch Cellulose-Chromatographie rein isoliert. Man
eluiert mit dem Laufmittelsystem: Pyridin/Ethylacetat/Eisessig/Wasser (5:5:1:2.5, v/v/v/v); Detektion erfolgt
per DC auf Kieselgelfolie mit dem Laufmittelsystem: n-Propanol/Ammoniak (2:1, v/v). Die vereinigten
Fraktionen werden durch wiederholtes Kodestillieren mit Wasser von der Hauptmenge Pyridin und Essigsiure
befreit und das restliche Pyridin mit Hilfe von saurem Ionenaustauscher (Amberlite IR 120, H", Eiskiihlung,
Bad) entfernt. Nach Lyophilisieren erhalt man sehr reine Dicarbonséure 20 (20 mg), [a],” = -109.5 (¢ = 0.85,
H,0). - '"H NMR (300 MHz, D,0): 8 = 2.15 (s, 3 H, NAc), 3.46 (d, 1 H, J,,, = 10.2 Hz, 3-H,), 3.62-3.72 (m, 3
H, 7-H, 9-H, 9-H), 3.86 (m, 1-H, 8-H), 3.96 (dd, 1 H, J,,= 1.8 Hz, 6-H) 4.23 (dd, 1 H, J;,= 9.3 Hz, 5-H),
429 (dd, 1 H, J,s = 10 Hz, 4-H). - b) 21: Die nach a) erhaltene Dicarbonsdure 20a wird, wie zuvor
beschrieben, deblockiert. Unter pH-Kontrolle (Zugabe von verd. Essigsdure) wird 5 h auf ca. 95 °C erhitzt. Im
Eisbad wird mittels saurem Ionenaustauscher (Amberlite IR 120, H") entionisiert und lyophilisiert: 425 mg
(57%) Rohprodukt. Das DC auf Cellulose-Folie [Pyridin/Ethylacetat/Eisessig/Wasser (5:5:1:2.5, v/v/v/v),
Iodanfirbung] zeigt als Hauptprodukt 6-Thio-Neu5Ac 21, R; = 0.21. Anionenaustausch-Chromatographie
[Dowex 1x4 HCOO" - Form) oder Amberlite IRA-400 (HCOO' - Form)] und Elution mit einem Ameisensiure-
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Gradienten (H,0 - Ameisensdure, 2 M) ergibt nach Lyophilisieren 21 (361 mg, 49%). Eine Feinreinigung
kann iiber eine Cellulose-Siule (wie bei 20) durchgefiihrt werden, ist jedoch verlustreich. Man erhilt so sehr
reine 6-Thio-NeuSAc 21 (175 mg), [a],” = -82 (¢ = 1.0, H,0). - IR (KBr): v = 1730 cm” (COOH), 1640/1540
(NHAcI/ID). - '"H NMR (500 MHz, D,0): & = 2.08 (s, 3 H. NAc), 2.29 (dd. 1 H, J,,,, = 13 Hz, J,,,= 11 Hz, 3-
H,), 2.51 (dd. 1 H, Jy,,= 4 Hz, 3-H,), 3.56 (dd, 1 H. J;,. 2 Hz, 6-H), 3.58 (dd, 1 H, J,,= 11.5 Hz, 9-H). 3.63
(ddd, 1 H, J;, = 2.5 Hz, 8-H), 3.78 (dd. | H, J;, = 6.2 Hz, 9-H), 3.87 (dd, | H, J;5=9.5 Hz, 7-H), 3.97 (ddd, 1
H. J,,= 10.5 Hz, 4-H), 4.07 (dd, 1 H. J;,= 11 Hz, 5-H). - "C NMR (75.47 MHz, D,0): 6 = 22.1 (CH,). 44.3
(C-6), 44.9 (C-3), 55.9 (C-5), 63.2 (C-9), 68.6 (2 C, C-4, C-T), 70.1 (C-8), 82.4 (C-2), 174.1, 175.1 2 C,
C=0). - FAB(-)-MS, m/z:,,, 325, miz:,; 324 (M-1). - C,\H;(NO,S (325.3) + 0.5 H,O Ber. C39.52 H5.99 N
4.19 S$9.58. - Gef. C39.21 H5.86 N4.31 S9.66.

Veresterung und Silylierung von 21: Die Sdure 21 (2 mg) wird in absol. Methanol geldst und mit einem
UberschuB etherischer Diazomethanlésung verestert. Nach Zugabe von 1 Tropfen Eisessig und Entfernung der
Losungsmittel wird aus Wasser lyophilisiert. Der Methylester wird durch Erwérmen auf 50 °C mit einer
Mischung aus N,O-Bis-Trimethylsilylacetamid und N.,O-Bis-Trimethylsilyl-trifluoracetamid (3:1, v/v)
persilyliert. - MS (100 eV), m/z (%): 684 (8) [M'-CH,; Pentatrimethylsilylderivat, C,;HNOgSSis}, m/z:,,,
684.

S-Acetamido-2,4.7,8,9-penta-O-acetyl-3. 5-didesoxy-6-thio-D-glycero- avf-D-galacto-2-nonulopyranoson-
sciure-methylester (220, 22B): Die Sdure 21 (240 mg, 0.74 mmol) wird in absol. Methanol (5 ml) geldst und
unter Kithlung auf 0 °C mit einem Uberschuss an etherischer Diazomethanlésung versetzt. Nach Zugabe von
einem Tropfen Essigsdure wird unter Zugabe von Wasser Methanol entfernt und gefriertrocknet. Das
Lyophilisat wird in Pyridin/Essigsdureanhydrid (10 ml, 2:1.5, v/v) geldst, 4 d bei 0 °C stehen gelassen und
unter mehrfachem Zusatz von Toluol die Reagentien i. Vak. abdestilliert. Im Laufmittelsystem Toluol/Ethanol
(18:1, v/v, zweimal entwickelt) sind die beiden a/B-Acetate diinnschichtchromatographisch gerade noch
unterscheidbar. R; = 0.07-0.08. Beimengungen werden durch wiederholte Reinigung mittels HPLC-S4ulen-
chromatographie entfernt (siehe 16a und 165). Mit Toluol/Ethanol (30:1, v/v), Chloroform/Methanol (70:1,
v/v) und (90:1, v/v) eluiert man schlieBlich 105 mg (26%) 22« 22B als Anomerengemisch (o:p = 1:1), Harz. -
'H NMR (300 MHz, CDCl,): & = 1.94, 1.97, 2.05, 2.08, 2.10, 2.11, 2.18 (7 s, 18 H, 12 Ac), 2.33 (dd. 0.5 H,
Jusw =13 Hz, J,,, = 11.5 Hz, 3-H,B), 2.44 (dd, 0.5 H, J,, 5, = 13 Hz, J;,, = 8 Hz, 3-H,), 2.76 (dd, 0.5 H, J,,, =
4.5 Hz, 3-H,B), 2.80 (dd, 0.5 H. J,,, = 4.5 Hz, 3-H,a), 3.28 (dd, 0.5 H, J;,= 8.2 Hz, 6-Ha), 3.58 (dd, 0.5 H,
Jso= 10 Hz, 6-HB), 3.78 (s, 1.5 H, CH,a), 3.80 (s, 1.5 H, OCH,p), 4.04 (dd, 0.5 H, J;, = 6 Hz, J,, = 12 Hz,
9'-HB), 4.13 (dd, 0.5 H, Jy, = 6 Hz, J,, = 12 Hz, 9'-Ha), 4.26 (dd, 0.5 H, J;,= 3 Hz, 9-Hp), 4.31 (dd, 0.5 H,
Jso= 3.5 Hz, 9-Ha), 4.44 (ddd, 0.5 H, J,;= 9 Hz, Jys = 9 Hz, 5-Ha), 5.16 (ddd, 0.5 H, J,;= 7.5 Hz, Jg,=3
Hz, 8-Hp), 5.50 (dd, 0.5 H, J,,= 2.3 Hz, 7-HB), 5.55 (d, 0.5 H, Jyus = 9 Hz, NHB), 5.64 (dd, 0.5 H, J,,=52
Hz, 7-Ha), 5.85 (d, 0.5 H, Jy, s = 9 Hz, NHa). - Die Zuordnung der Signale ist moglich, da das 'H NMR der
B-Form (22p) bekannt ist. - 22f3: Die Siure 21 (550 mg, 1.69 mmol) wird in Essigsdureanhydrid/Pyridin (20
ml, 8:12,v/v) gelést und 2 d bei 0 °C stehen gelassen. Die diinnschichtchromatographische Kontrolle des
Reaktionsansatzes [R; = 0.37 (n-Propanol/Wasser, 27:3, v/v)] zeigt, daf} die Umsetzung nach 20 h beendet ist.
Man entfernt die Reagentien i. Vak., kodestilliert dreimal mit Toluol, 16st in Wasser, entfernt mit saurem
Jonenaustauscher (Amberlite IR 120, H") restliches Pyridin und lyphilisiert; 790 mg, diinnschichtchromato-
graphisch (wie oben) einheitlich. Die Veresterung erfolgt durch Lésen in absol. Methanol (5 ml) mit einem
Uberschuss einer etherischen Diazomethan-Lésung. Nach Zugabe eines Tropfens Eisessig wird i. Vak.
eingedampft. Man erhlt 807 mg (87%) B-Acetat 22B, Harz, diinnschichtchromatographisch und 'H NMR-
spektroskopisch einheitlich; R, = 0.47 [Chloroform/Methanol (10:1, v/v)]. Die Substanz ist geniigend rein zur
weiteren Umsetzung. Eine Probe von ca. 30 mg wird zusitzlich @iber Kieselgel gereinigt [Chloroform/Me-
thanol (50:1, v/v) 50 ml und (30:1, v/v) 100 ml]; Harz, [a],® = -96.5 (¢ = 1.7, CHCL,).- 'H NMR (300 MHz.



4536 H. Mack, R. Brossmer / Tetrahedron 54 (1998) 4521-4538

CDCl,): & = 1.94,2.04, 2.05, 2.09, 2.10, 2.17 (6 s, 18 H, 6 Ac), 2.33 (dd, | H. J,,,, = 13.7 Hz, J,,, = 11 Hz, 3-
H,), 2.76 (dd, 1 H. J,,, = 4.9 Hz, 3-H,). 3.58 (dd. 1 H, J,,=2.2 Hz. 6-H), 3.80 (s, 3 H, OCH,), 4.04 (dd, 1 H.
Jog = 12 Hz, 9"-H), 4.13 (dd, 1 H. J;s= 9.7 Hz, 5-H), 4.26 (dd, 1 H, 9-H), 5.17 (ddd, 1 H, J;5=3 Hz, J;, = 6
Hz, 8-H), 5.35 (ddd. 1 H.J,,= 9 Hz. 4-H), 5.51 (dd, 1 H. J, ;= 7.5 Hz, 7-H), 5.55 (d, 1 H, Jyy5 = 9 Hz. NH). -
MS (100 eV), m/z (%): 489.1307 (16) [M"-AcOH, C,,H,,NO,,S"], m/z:,,. 489.1304. - C,,H,,NO,,S (549.5)
Ber. C 48.08 H5.68 N2.54 S 5.83.-Gef. C47.86 H5.82 N2.30 S5.81.

Azido 5-acetamido-2,3, 5-tridesoxy-6-thio-D-glycero- a-D-galacto-2-nonulopyranosonsdure (25) und 5-
Acetamido-2,6-anhydro-3, 5-didesoxy-6-thio-D-glycero-p-galacto-non-2-ensdure (27): Das B-Acetat 223 (640
mg, 1.17 mmol) wird mit absol. Toluol i. Vak. dreimal kodestilliert und in einer Mischung aus Essigséurean-
hydrid (9.0 ml) und Eisessig (18.0 ml) geldst. Unter Eiskithlung wird trockenes HCI-Gas bis zur Sattigung
eingeleitet und 24 h bei 0 °C unter AusschluB von Feuchtigkeit stehengelassen. Die Reagentien werden i. Vak.
schonend unter Toluolzusatz vollstindig abdestilliert; das erhaltene, teilweise verschiumte Harz ist die 2-
Chloro-Verbindung 23, die ohne Reinigung sofort weiter umgesetzt wird. Dazu 16st man in absol. Aceton (25
ml), gibt unter Kiihlung Natriumazid (800 mg) zu und rithrt 12 h bei Raumtemp. Nach Verdiinnen mit
trockenem Ethylacetat auf das doppelte Volumen wird von den Salzen abfiltriert. Ein zweidimensionales DC
des eingeengten Filtrats [1. Toluol/Ethanol (30:2, v/v), 2. Chloroform/Methanol (30:1. v/v), zweifache
Entwicklung] zeigt die Verbindungen 24 und 26, sowie eine Beimengung unbekannter Natur. Eine teilweise
Abtrennung derselben gelingt durch Saulenchromatographie iiber Kieselgel. Elution mit Toluol/Ethanol (30:2,
v/v) ergibt Fraktion /, 241 mg (24, 26 und Beimengung), sowie Fraktion 2, 170 mg (24 und 26). Fraktion /
wird erneut iiber Kieselgel mittels Gradienten-Elution von der restlichen Beimengung abgetrennt: Toluol 2
Toluol/Ethanol (15:1, v/v). Man erhilt 190 mg, vereinigt mit Fraktion 2 insgesamt 360 mg einer Mischung,
bestehend aus 24 und 26. - 'H NMR von 24 und 26 (300 MHz, CDCl,): & = 2.05, 2.06, 2.07, 2.10, 2.12, 2.12
[6s, 15 H, 10 Ac (24, 26)], 2.18 [dd, 0.5 H. J,,,, = 13.7 Hz, J,,, = 10.6 Hz, 3-H, (24)], 2.60 [dd, 0.5 H, J,, , =
4.9 Hz, 3-H, (24)], 3.82, 3.88 [2 s, 3 H, 2 OCH, (24, 26)], 5.34 [ddd, 0.5 H, J, ;=10 Hz, 4-H (24)], 6.88 [d, 0.5
H. J,,= 4.5 Hz. 3-H (26)).- Das Gemisch von 24 und 26 (360 mg) wird in Methanol (5.0 ml) gelst und 1 N
wissrige Natronlauge (25 ml) unter Eiskiihlung zugegeben. Man 14t 12 h bei Raumtemp. riihren, verdiinnt
mit Wasser auf 150 ml und behandelt in der Kilte mit saurem Ionenaustauscher (Amberlite IR 120, H"). Nach
Abfiltrieren und Auswaschen wird lyophilisiert; man erhilt 190 mg eines Gemischs von 25 und 27, sowie 2
Nebenprodukte in geringen Mengen. Die Trennung erfolgt iiber eine Cellulose-Sdule, man eluiert mit
folgenden Laufmittelsystemen: 1. Pyridin/Ethylacetat/Eisessig/Wasser (6:10:2:3, v/v/v/v) 150 ml, 2. (3:5:1:2,
viviviv) 100 ml, 3. (3:5:1:2.5, v/v/viv) 100 ml. Die Detektion erfolgt durch DC auf Kieselgelfolie,
Laufmittelsystem wie zuvor (5:5:1:2.5,v/v/v/v). Die Isolierung erfolgt, wie zuvor beschrieben. Nach
Lyophilisieren erhélt man 25 (90 mg, 22%), Zers.P. 160-170 °C (aus H,0), R; = 0.62 [Laufmittel wie zuvor
(5:5:1:2.5. viviviv)], [a)p™ = -28 (¢ = 0.7, H,0) und 27 (90 mg, 25%), Schmp. 175 °C, R; = 0.43 (Laufimittel
wie zuvor), [a],™ = +5.7 (¢ = 0.45, H,0). - 25: IR (KBr): v = 2110 cm™ (N,), 1720 (COOH), 1630/1540
(NHAcI/ID). - 'H NMR (300 MHz, D,0): § = 2.11 (dd, 1 H, Jy,, = 13.2 Hz, J,,, = 10 Hz, 3-H,), 2.14 (s, 3 H,
NAc), 2.84 (dd, 1 H, J,,, = 4.2 Hz, 3-H,), 3.56 (dd, 1 H, J;,= 10.6 Hz, J,,= 1.7 Hz, 6-H), 3.65 (dd. 1 H, J,, =
11.5 Hz, 9-H), 3.73 (ddd, 1 H, Jyy= 5.7 Hz, J;, = 2.3 Hz, 8-H), 3.86 (dd, 1 H, 9"-H), 3.91 (dd, 1 H, J,;=9.2
Hz, 7-H), 4.06 - 4.18 (m, 2 H, 4-H, 5-H). - FAB(-)-MS, m/z:,,, 350, m/z:,; 349 (M-1). - C,,H;N,0,S (350.3)
Ber. C37.71 H5.17 N 15.99 S9.15. - Gef. C37.46 H5.32 N 15.81 $9.34.

Veresterung und Silylierung von 25: Die Séure 25 (5 mg) wird in absol. Methanol (1.5 ml) gel6st und analog
21 verestert und silyliert. MS (70 eV), m/z (%): 636.2358 (6) [M'-SiMe,, C,;H,N,0,SSi,"], m/z:,,, 636.2321.

27: '"H NMR (300 MHz, D,0): § = 2.17 (s, 3 H, NAc), 3.71 (dd, 1 H, J,, = 11.5 Hz, 9-H), 3.79 (ddd, 1 H, J;,
=6 Hz, J;, = 2.2 Hz, 8-H), 3.86 (dd, 1 H, J,,= 1.7 Hz, 6-H), 3.92 (dd, 1 H, 9'-H), 4.01 (dd, 1 H, J,;,= 9.5 Hz,
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7-H), 4.23 (dd. 1 H, J,,= 10.5 Hz, 5-H), 4.58 (dd. 1 H, J,5= 8.5 Hz, 4-H), 6.92 (d. 1 H. J,,= 3.1 Hz, 3-H). -
FAB(-)}-MS, m/z:y,. 307, m/z:,,; 306 (M-1). - C, H,,NO,S (307.3) Ber. C 42.99 H 5.57 N 4.55 S 10.43. -
Gef. C43.16 H5.27 N4.55 S 10.36.

Veresterung und Silylierung von 27: Die Séure 27 (5 mg) wird analog 21 verestert und silyliert. - MS (70 eV),
m/z (%Y. 593.2176 (3) [M"-SiMe,, C,;H,;NO,SSi,"}, m/z:,,, 593.2150.

Azido 3-acetamido-4,7,8.9-tetra-O-acetyl-2, 3, 5-tridesoxy-6-thio-D-glycero- F-D-galacto-2-nonulopyra-
nosonsdure-methylester (28): Das B-Acetat 22f (200 mg, 0.364 mmol) wird in absol. Dichlormethan (4.0 ml)
geldst und Trimethylsilylazid (0.17 ml), sowie Zinntetrachlorid (0.14 ml) zugegeben. Man 48t 12 h bei
Raumtemp. stehen, verdiinnt mit der flinffachen Menge Dichlormethan und gibt unter Riihren und Eiskiihlung
zu einer ges. Natriumbicarbonat-Lésung (20 ml). Nach dreifacher Extraktion mit Chloroform werden die
organischen Phasen vereinigt, eingeengt und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Entfernung der
Losungsmittel wird das erhaltene Harz iiber Kieselgel chromatographiert. Elution mit Toluol/Ethanol (30:1,
v/v) 600 ml und (30:2, v/v) 500 ml ergibt 28 (171 mg, 88%), Zers.P. 90-100 °C (Diethylether), R; = 0.13
[Toluol/Ethanol (15:1, v/iv)], [a]p® = -211 (¢ = 0.5, CHCL,). - IR (KBr): v = 2120 cm™ (N,), 1740 (C=0),
1660/1530 (NHACHII). - 'H NMR (300 MHz, CDCl,): § = 1.93, 2.03, 2.06, 2.11, 2.13 (5 5, 15 H, 5 Ac), 2.35
(dd, 1 H. J,,5, = 13.5 Hz, J,,, = 4.8 Hz, 3-H,), 2.46 (dd, | H, J;,, = 11.5 Hz, 3-H,), 3.59 (dd, 1 H, J;,= 11 Hz,
Jy»= 2.2 Hz, 6-H), 3.87 (s, 3 H, OCH,), 4.02 (dd, 1 H, J;,, = 5.3 Hz, J;, = 12.5 Hz, 9"-H), 423 - 437 (m, 2 H,
8-H, 9-H), 5.11 - 5.21 (m, 2 H, 4-H, 5-H), 5.45 (d, 1 H, J,,s = 10 Hz, NH), 5.63 (dd. 1 H, J, 4= 8.5 Hz, 7-H). -
CyHyN,0,,S (532.5) Ber. C45.10 H5.30 N 10.52 S6.02. - Gef. C44.95 H5.10 N 10.37 S 6.24.

Azido 5-acetamido-2,3,5-tridesoxy-6-thio-D-glycero-f-D-galacto-2-nonulopyranosonscure (29): Das
Azid 28 (150 mg, 0.282 mmol) wird in absol. Methanol (4.0 ml) geldst und unter Kithlung mit 1 N
Natronlauge (8 ml) versetzt. Nach 1 h bei Raumtemp. wird mit saurem lonenaustauscher (Amberlite IR 120,
H") entionisiert und lyophilisiert. Man erhalt 29 (60 mg, 61%) als Lyphilisat, Rf = 0.58 [Pyridin/Ethyl-
acetat/Eisessig/Wasser (5:5:1:2.5.v/v/v/v), Kieselgelfolie], [o]p2 = -229 (¢ = 0.51, H,0). - IR (KBr): v = 2110
cm (N,), 1720 (C=0), 1630/1540 (NHAcI/II). - 'H NMR (300 MHz. CD,0D + 5% D,0): 8 = 2.08 (s, 3 H,
NAc), 2.23 (dd. 1 H, J,,5, = 13.5 Hz, J,,, = 11 Hz, 3-H,), 2.38 (dd, 1 H, J,,, = 4.5 Hz, 3-H,), 3.50 (dd, 1 H, J,
= 1.7 Hz, 6-H), 3.60 (dd, 1 H. J;¢ = 11 Hz, 9-H), 3.67 (ddd, 1 H, J;,=5 Hz, J;,, = 2.5 Hz, 8-H), 3.77 (dd, 1 H,
9'-H), 3.84 (ddd, 1 H, J, ;= 10.5 Hz, 4-H), 3.85 (dd, 1 H, J;,=9.2 Hz, 7-H), 3.99 (dd, 1 H, J;,= 11 Hz, 5-H). -
FAB(-)-MS, m/z:,,, 350, m/z:,; 349 (M-1). - C; H;jN,O,S + 1 H,0 (350.3) Ber. C35.87 H5.47 N 1522 §
8.71. - Gef. C35.58 HS5.61 N 15.14 S 8.66.
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