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ABSTRACT

The synthesis of the trisaccharides O-p-D-galactopyranosyl-(1—3)-O-(2-acet-~
amido-2-deoxy-a-D-galactopyranosyl)-(1—6)-p-galactopyranose (15) and O-§-D-
galactopyranosyl-(1 - 3)-0-(2-acetamido-2-deoxy- « - D - galactopyranosyl)-(1 - 6)-p-
glucopyranose (27) is described and the synthesis of a-D-glycosides by reaction of
3,4,6-tri-O-acetyl-2-azido-2-deoxy-f-D-galactopyranosy! chloride with highly reactive
hydroxyl groups is discussed. The trisaccharide 27 was coupled with serum albumin
by formation of an imine intermediate and reduced to an amine, to yield a synthetic
T-antigen. A similar coupling of 15 was unsuccessful.

ZUSAMMENFASSUNG

Es wird die Synthese der Trisaccharide O-f-p-Galactopyranosyl-(1—-3)-0-
(2-acetamido-2-desoxy-a-D-galactopyranosyl)-(1—6)-D-galactopyranose (15) und O-
B-D-Galactopyranosyl-(1—3)-0-(2-acetamido -2-desoxy - «- D - galactopyranosyl)-(1—
6)-D-glucopyranose (27) beschrieben. Die a-p-Glycosidsynthese von 3,4,6-Tri-O-
acetyl-2-azido-2-desoxy-B-D-galactopyranosylchlorid mit sehr reaktiven Hydroxyl-
gruppen wird diskutiert. Das Trisaccharid 27 148t sich mit Serumalbumin kuppeln
zum synthetischen T-Antigen, durch Bildung eines zu einem Amin-reduzierten Imin-
zwischenproduktes, wodurch ein synthetisches T-Antigen erhalten wird.

EINFUHRUNG
Die Determinante des T-Antigens stellt die Disaccharid-Einheit O-$-D-Galacto-

pyranosyl-(1- 3)-D-2-acetamido-2-deoxy-D-galactose dar, die im Glycoprotein o-
glycosidisch an L-Serin oder L-Threonin gekniipft ist®>. Das T-Antigen ist ein Krypt-

*XLI. Mitteilung der Serie “Bausteine von Oligosacchariden™. XL. Mitteil. siehe Zit. 1.
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antigen. das normalerwerse nicht fret vorliegt, sondern das nut swei V-Acetylneur-
aminsiure-Resten besetzt ist. Dicse Struktur liegt vor in dem Hauntglycoprotein der
Erythrozyten-Oberfliiche?, dem Glycophorin A. Thr wird eine M-Blutgruppenahtivitiit
zugeordnet®. Bei Behandiung der Erythrozyten mit Newramimidase werden schritt-
weise NV-Acctylneuramimsiure-Reste abgespaliten, zunichst zum N-Antigen und dann
zur Asialo-Verbindung. dem T-Antigen”,

I'm gesunden Organismus licgen somit keine T-antigenen Strukturen vor. Diese
werden in kurzer Zeit von der Leber resorbiert. In Tumor-Geweben vonyverschiedenen
Krebsarten lieBen sich jedoch T-untigene Strukturen nachwewen. so dall das T-
Antigen als ein Tumor-assoziiertes Antigen anzuschen ist". Dic T-AntikOrper-
Konzentration im menschlichen Scrum ist ber Tumor-Anwesenhcit testhwelse vertingert.
T-Antikorper werden durch humoraie Immunreaktion von Bakterien der Darmflora
mit T-Antigen-ihnlichen Strukturen gebiddet”  Bestimmte Tumor-Patienten sollen
eine Hautreahtion nach dem Typ der verzdgerten Hypersensibilitit zeigen”. Dic
Synthese einer T-Deternunanten. die an e Protein gehoppelt werden kann. st im
Hinblich aut” die Darstellung cines synthetischen T-Antizens von Interesse Wir
hatten bereits fiir dic Kupplung der T-Determinanten cinen Annd-urtigen Spacer
mit dem 2-(4-Mcthoxycarbonylbutylcarboxyanudo)cethylglyveosid  vorgeschlagen®.
Auch die Verbindung nut einem hydrophoben Spacer wurde als 3-Mecethoxycarbonyl-
octvlglycosid emgesetzt”. Wir herichten jetzt liber Verbindungen mii cinem hydro-
philen Spacer. der eine Polvol-Kctte enthalt. Dazu wurde die T-Determmante an
OH-6 von D-Galactose und p-Glucose gekniipft Diese angekniipften Hevose-Reste
soliten dann als Spacer fur die Kupplung an das Protein dienen.

ERGEBNISSF UND DISKUSSION

Syuthese von 1-D-Galp-(1 = 3)-2-D-GalpN Ac-(]—6)-pD-Galp (15). -- Die primir
zu knlipfende z-glycosidische Bindung swischen dem 2-Amuno-2-desoxy-pD-galactose
und OH-6 der p-Galactose kann nur nach dem Azid-Verfahren'” durchgetfiihrt
werden. Als Ausgangsprodukte fiir die Darstellung des reduzierenden Disacceharid-
Teiles hommen somit dic Halogenide 1 und 2 der 2-Azido-2-desony-p-galactose!!
und das p-Galactose-Derivat'® 3 mn Frage. Bei der primiren OH-0-Gruppe von 3
handelt ¢s sich um cinc reaktive Hydroxvlgruppe. Dieses ergibt. wie wir emgchend
bei der Diskussion der Abhiingigheiten der Reakuvititen gezeigt haben'. Probleme
hinsichtlich der Selektivitiit einer x-Glycosidsynthese mit T und 2.

Die Umsctzung des x-Halogenids 1 mit 3 liefert unter den Bedingungen der
in situ-Anomerisierung mit den Katalysatoren HgBr,. Hg(CN}), und Ag,CO,
AgClO, somit nur unbefricdigende Ergebnisse. Das Anomerem erhitltnis « ./l schwanht
zwischen 1:1 und 2.1. Die in situ-Anomerisicrung mit demi milderen Tetracthyl-
ammoniumbronud st ber 2-Azidozuckern nicht anwendbar. Es mufll daher vom
p-Halogenid 2 ausgegangen werden. das Ieicht durch kontrolhierte Anomerivierung
aus 1 herstellbar ist'

Bei der Umsetzung von 1 mit Ethanolamin hatten wir die Schiff 'schen Basen
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des Ethanolamins eingesetzt®. Hierdurch wurde die Reaktivitit der OH-Gruppe
genligend abgeschwicht, um eine gute Selektivitit zum «-Glycosid zu erreichen. Im
Falle der sehr reaktiven Hydroxyigruppe des Serins konnten wir durch Einsatz des
Ldsungsmittelgemisches Dichlormethan—Toluol eine gute Lenkung zur Bildung eines
hohen Anteiles an o-Glycosid erzielen'”. Der Zusatz von Toluol bewirkt eine be-
triachtliche Abschwichung der Reanomerisierung des -Chlorids 2 zum entsprechen-
den o-Chlorid, die wihrend der Reaktionszeit eintreten kann, und die dann un-
erwiinschtes f-Glycosid liefert. Dieses letzte Verfahren hat sich auch bei der Ver-
kniipfung von 2 mit 3 bewihrt.

Die Optimierung der Bedingungen ergab, daB 2 in Dichlormethan-Toluol 1:1
mit 3 bei Gegenwart des Katalysators Ag,CO;-AgClO, im Verhiltnis 9:1 bei 0°
mit 90°, Gesamtausbeute umzusetzen ist. Das Anomerenverhiltnis «-Form 4 zu
B-Form 5 wird hierbei etwa wie 10: 1 gefunden. Die Strukturen beider Verbindungen
wurden 'H-N.m.r.-spektroskopisch abgesichert. Um den weiteren p-Galactose-Rest
an 4 zu kniipfen, wird zunichst die Azidogruppe mit Natriumborhydrid-Nickel-
chlorid!® reduziert zum Amin 6, das bei Nachacetylierung 7 liefert. Die alkalische
Abspaltung der Acetylgruppen fithrt dann zum teilweise entblockierten Derivat 8.
Zur selektiven Blockierung von OH-4" und -6 erwies es sich am giinstigsten, 8 mit
2,2-Dimethoxypropan in N,N-Dimethylformamid unter kinetisch kontrollierten Be-
dingungen umzusetzen'”’. Man erhilt in 809 die 4’,6’-O-Isopropylidenverbindung 9,
deren Struktur nach Acetylierung zu 10 'H-N.m.r. spektroskopisch abgesichert
wurde. In 10 zeigt H-3' die charakteristische Tieffeld-Verschiebung, Die geschilderte
Blockierung erwies sich als wesentlich giinstiger, als eine Reaktionsfolge {iber die
entsprechende 4',6'-0-Benzylidenverbindung von 8.

Fiir die Glycosylierung von 9 an der OH-3’-Gruppe war das Halogenid'® 11
geeignet. Hierbei erwiesen sich schon frither bei vergleichbaren Komponenten erprobte
Reaktionsbedingungen ebenfalls als giinstig. In Toluol-Nitromethan (1:1) ergibt
die Reaktion von 9 mit 11 bei Gegenwart von Quecksilbercyanid-Quecksilberbromid
(10:1) in dber 709, das reine Trisaccharid 12. Das Anomerenverhéltnis bei der
Verkniipfung betrigt «:f wie 1:8. Die f-Verkniipfung in 12 ergibt sich aus dem
'H-N.m.r.-Spektrum.

Zur Entblockierung von 12 koénnen entweder erst die Acetylgruppen oder erst
die Isopropylidengruppen abgespalten werden. Eine Behandlung von 12 mit Acet-
anhydrid-Trifluoressigsdure (15:1) zeigt, dal nur die Isopropylidengruppe der 2-
Amino-2-dcsoxy-D-galactosc-Einheit hydrolysiert wird. Das hierbei nach Acetylie-
rung erhiltliche Produkt besitzt die Struktur 13, denn nach den 'H-N.m.r.-Daten
sind im Molekiil zwei Isopropylidengruppen und sechs Acetylgruppen vorhanden.
Wihlt man zur Hydrolyse der Isopropylidengruppen stirker saure Bedingungen, so
wird bereits die S-glycosidisch gebundene-D-Galactose-Einheit teilweise abgespalten.

Aus diesem Grunde wurde die Entblockierung in anderer Reihenfolge durch-
gefiithrt. Die Entacetylierung von 12 lieferte zundchst das teilweise entblockierte
Produkt 14. Mit einer Mischung Trifluoressigsdure-Methanol-Wasser (3:1:1) sind
jetzt alle drei Isopropylidengruppen abspaltbar, chne daB eine der glycosidischen
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Bindungen angegrifien wird. In 14 werden offenbar auch die freien Hydroxylgruppen
der O-Galactose-Einheit protoniert, wodurch eine Stabilisierung der glycosidischen
Bindung erfolgt. Damit steht das gewiinschte freie Trisaccharid 15, das die T-Deter-
minante enthilt, fiir Verkniipfungsversuche mit Proteinen zur Verfiigung.

e [y o e i '
N 3 ‘ \A ‘

28 = o8 2o

13k = R = R'=a. roe

1ap = p e W

Svathese des Trisaccharides [-0-Galp-(1—3)-0-D-GalpNAc-(1-6)-D-Glep. -
Die Verkniipfungsversuche von 15 mit Proteinen erwiesen sich jedoch, wie im letzten
Abschnitt beschrieben wird. als duBerst schwierig. Es erschien ratsam, dic reduzierende
D-Galactose-Einheit in 15 durch eine cntsprechende p-Glucose-Einheit zu ersetzen.
Aus diesen Griinden wurde die Synthese eines entsprechenden Trisaccharides mit
reduzierender D-Glucose-Einheit in Angriff genommen. Als Reaktionspartner fiir
den Azido-Zucker 2 kam das p-Glucose-Derivat 17 in Frage, das cinc unsubstituierte
OH-6-Gruppe besitzt. Durch Benzylierung von Benzyl-4.6-0-benzyliden-z-p-gluco-
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TABELLE I

UMSETZUNG VON 2 MIT 17 UNTER VERSCHIEDENEN REAKTIONSBEDINGUNGEN

Losungsmittel (v/v) Katalysator Temp. Verh. Ausb.  Zeit

(Grad) a:f %o (h)
Dichlormethan-Toluol (1:1) Ag2C03-AgClO4 (10:1) 20 4:1 60 8
(1:1) AgoCO; 20 3:1 70 18
(1:1) CdCO3 20 3:1 70 18
(1:2) CdCO3-AgClO4 (10:1) 20 4:1 80 6
1:3) CdCO3-AgaCOs (2:1) 20 6:1 80 2448
(1:3) CdCO3-Ag20 (1:1) 20 7-8:1 80 48-96

pyranosid'® gelangt man zundchst zu 16. Eine reduktive Offnung der 4,6-0-Benzyli-
dengruppe nach Liptak et al.?° ergibt dann den Tribenzylether 17, dessen Acetylierung
zu 18 fiihrt. Das 'H-N.m.r.-Spektrum von 18 zeigt, dal OH-6 acetyliert und daher
in 17 unsubstituiert ist.

Bei der Optimierung der Glycosylierungs-Reaktion von 2 mit 17 zeigt sich,
daf} die bei der Reaktion von 2 mit 3 als optimal ermittelten Bedingungen nicht iiber-
tragbar waren. Aus Tabelle I ist zu ersehen, dal mit dem Verhéltnis « : f-Produkt 4:1
die Selektivitit erheblich schlechter ist. Offenbar ist die Reaktivitdt der OH-6-Gruppe
in 17 groBer als in 3 was zum Absinken der Selektivitdt fiihren miifite. Es konnte
bisher auch bei der Reaktion von 2 mit der sehr reaktiven Hydroxylgruppe des 8-
Methoxycarbonyloctanols keine selektive Glycosylierung erreicht werden®. Es wurden
daher, wie die Tabelle I zeigt, fiir die Reaktion von 2 mit 17 auch andere Katalysatoren
und Katalysator-Mischungen fiir diese diffizile Reaktion iiberpriift. Giinstig erwies
sich, den Toluol-Anteil zu erhdhen. Mit dem Katalysator-Gemisch Cadmium-
carbonat-Silberoxid (1:1) lieB sich die Selektivitdt erheblich verbessern. Das Ano-
merenverhiltnis bei dieser Reaktion betrigt jetzt o : f bis zu 8 : 1, und das Disaccharid
19 ist in 809, Ausbeute zu isolieren und damit gut zugédnglich.

Die weiteren Umsetzungen von 19 lassen sich analog wie bei 4 durchfiihren.
Durch Reduktion der Azidogruppe!® in 19 und anschlieBende Acetylierung gelangt
man zu 20. Die Entacetylierung von 20 liefert das Produkt 21. Auch hier ist es
giinstiger, 21 mit 2,2-Dimethoxypropan umzusetzen, wobei in 76 %, die 4,6-0-Iso-
propyliden-Verbindung 22 erhalten wird. Die isomere Verbindung 23 wird mit 109
nur als Nebenprodukt gefunden. Die Glycosylierungs-Reaktion von 22 mit dem
Pyranosylbromid 11 gelingt unter analogen Bedingungen wie mit 9, und bildet unter
Herstellung der B-glycosidischen Bindung das Trisaccharid 24. Bei der Entblockierung
von 24 ist die Reihenfolge der Entblockierungsschritte von Bedeutung. Zunéchst
muB mit Essigsiure die Isopropylidengruppe hydrolysiert werden zu 25. AnschlieBend
erfolgt die hydrogenolytische Abspaltung aller Benzylethergruppen zu 26. Ab-
schlieBend werden dann mit Natriummethylat die Acetylgruppen entfernt. Man
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gelangt so zu dem vollstindig entblockierten, gewiinschten alternativen Trisaccharid
27.

Herstellung der Verkniipfing zum Protein. -— Fiir dic Kupplung der Trisacchar-
ide an Proteine kommen im wesentlichen zwer Methoden in Betracht Nach Schwartz
und Gray*' kann bei cntblockierten Sacchariden mit freiem anomeren Zentrum
die im Gleichgewicht vorhandene Aldchydo-Form des Saccharides mit den 6-Amino-
gruppen des Lysins cines Proteins reagicren, Das hierber gebildete labile Imin mufy
mit Cyvanoborhydrid zum stabilen Amin reduziert werden. Man erhiilt dann eme
Verkniipfung durch emen stabilen I-Ammohexitol-Spacer Da das Inun stiandig aus
dem Gleichgewicht entfernt wird, st eine weitgehend vollstindige Ankniipfung des
Saccharids moglich. Die zweite Moglichkeit wire cine Oxidation der reduzierenden
Einheit zur Hexonsdurc®®, dic uber Ester, Hydrazid. Azid 1n amidartiger Bindung
an Aminogruppen des Proteins gekniipft werden kann Da dic Onadation Schwierig-
keiten bereitet. und auch die Reaktionsschritte zahlreicher ~sind. wurde das cinfachere
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Verfahren von Schwartz und Gray?! erprobt. Als Protein wurde hierbei das mensch-
liche Serumalbumin (HSA) eingesetzt.

Es zeigte sich, daB® unter den von Schwartz und Gray?' angegebenen Bedin-
gungen das Trisaccharid 15 nicht mit HSA zu kuppeln war. Kontrollversuche zeigten,
daf 15 in dem fiir die Kupplung angegebenen pH-Bereich?! iiber lingere Zeit (zwei
Tage) nicht stabil ist. Dies liegt offenbar an der geringen Basenstabilitit der in 15
enthaltenen terminalen reduzierenden D-Galactose-Einheit. Bei einem schwicher
alkalischen pH-Bereich, in dem die pD-Galactose-Einheit noch stabil sein solite, wurde
aber in keinem Falle eine Kupplung beobachtet. Vergleichende Versuche an D-
Galactose und p-~Glucose ergaben, daB pD-Glucose eine deutlich hohere Basenstabilitiit
besitzt. Aus diesem Grunde wurde, wie beschrieben, das Trisaccharid 27 mit terminaler
reduzierender b-Glucose-Einheit synthetisiert.

Das Trisaccharid 27 148t sich gut nach Schwartz und Gray®! an HSA kuppeln.
Anstelle eines Phosphat-Puffers (pH 12-14) wurde ein Borat-Puffer (pH 10,5) ver-
wendet. Die Aldehydo-Form 27a von 27 reagiert mit dem Protein zum Imin 28, das
dann nach der Reduktion mit Natriumcyanoborhydrid das gekuppelte Produkt 29
liefert. Auf diese Weise gelingt es, etwa 32-35 Aminogruppen des Proteins durch
Kohlenhydrat-Reste zu besetzen. Die Methode von Schwartz und Gray?! 14Bt sich
somit gut auf Saccharide mit reduzierendem, endstindigem D-Glucose-Rest, nicht
dagegen auf Saccharide mit reduzierendem D-Galactose-Rest, anwenden. Das so
dargestelite synthetische T-Antigen 29 reagiert mit menschlichen T-Antikdrpern.

1
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EXPERIMENTFLLER TFIL

Allgemeine Methoden - - Schmelzpunkte wurden mit cinem Mettler FP6I
Apparat bestimmt und sind unkorrigiert. Alic Reaktionen wurden diinnschicht-
chromatographisch auf mit Kiescigel beschichteten Aluminiumfolien (Merck GF.q,)
verfolgt. Laufmittcl: Ethylacetat -Petrolether.  Ether-Petrolether.  Foluol -Aceton,
Chloroform—Mecthanol, Chioroform-Methanol-Wasscr. Detehtions Uy .-Absorption,
10", ethanolische Schwefelsiiure. Priparative Chromatographic. Kiesclgel 60 (70-230
mesh, Merck). Optische Drehungen: Polarimeter Perkin- Elmer 2431 1-dm Kuvetten.
'"H-N.m.r.-Spektren: Bruker WH 270 und WM 400 Apparate. mnerer Standard
Me,Si. Die fir Glyeosidsynthesen verwendeten Silbersalze wurden mit Benzol azeo-
trop entwiissert. mit Pentan gefiillt, unter Stickstoff filtriert und i vacnoe 2ur Gewichis-
konstanz getrocknet.

1.2 3.4-di-O-Isopropyliden-6-0-(3.4,6-1ri-O-ucetvil-2-azido-2-desoxy -y -p-galac-
topyranosyl)-o-pD-galactopyranose (4). - - Zu ciner in cinem lichtgeschiitzten Kotben
befindlichen Losung von 1.2:3.4-di-O-isopropyliden-x-D-galactose (3) (3.6 g. 13.8
mmol) in absol. Toluol -Dichlormethan (1:1. 150 mL) wird Molchulaisich 4A (8 g)
gegeben. Nach einstiindigem Riihren bei 20 * wird Silbercarbonat (3,0 ¢ und Sitber-
perchlorat (0,4 g) hinzugefugt und anschlieBend bei 20 cine Losungyvon 3.4.6-Tri-0-
acetyl-2-azido-2-desoxy-fi-np-galactopyranosylchlorid (2) (4,4 g, 1 2.3 mmol) in absol.
Toluol-Dichlormethan (5:1. 50 mL) innerhalb von 1 h zugetropft. Danach wird noch
24 h bet 20~ geriihrt. Nach Beendigung der Reaktion wird nut Chloroform (200 mL)
verdunnt und durch Celite filtriert, mit Natriumhydrogencarbonatdsung und mit
Wasser bis zur neutralen Reaktion gewaschen, mit MgSQ, getrocknet und 1 vacuo
eingeengt. Der crhaltence Sirup wird siiulenchromatographisch an Kieselgel (100 g,
Ethylacetat--Petrolether 2:3, v 'v) gereimigt. Der Sirup kristallisiert mit Fther-Petrol-
cther (Ausb. 5,2 g,73.3",). Schmp. 947, [2]" - 9.5 (¢ 0.33. chloroform). "H-N.m.r.
(270 MHz, CDCly): 6 550 (dd, 1 H. J;. 4 3.3, J, 5 0% Hz, H-4 ), 347 ¢d. 1 H,
Ji2 50 Hz H-1). 487 (A T H /5 34 Hz, H-1 L 400 ddo T HU T, 5 1120/,
33 Hz, H-3"y, 347 (dd, 1 H. J, 5 24, /3, 7.9 Hz, H-3). 425405 (m. 2 H. H-5'
und -5), 413 ¢dd, 1 H. ./, , 5.0. /5 ; 24 Hz, H-2), 404 (dd. I H. /5, 7.9.7, s 1.8 He
H-4), 3,93 (dd, | H. Js5,, 6.7, /., . 102 Hz, H-60), 371 (dd, | LT o) 53 oy on
10.2 Hz, H-6b), 3,50 (dd. I H. /., 1.2 Hz H-2%). 1,09, 1,62 {2 ~. 9 H. 2 OAc).
1.14, 1,00 (2 s, 12 H, 2 Me,(C).

Anal. Ber. fir C,,H N3O, (573.7): C, 50.24; H. 6.12: NL 7,32, Gef: C, 30.36:
H, 6,29: N. 7.38.

1.2:3,4-Di-O-isopropyliden-6-0-(3,4.6-1ri-O-ucet) - 2-azido- 2~desoxy-fi-D-galac -
topyranosyl)-a-v-galactopyranose (5). - Das f~rAnomere 5 wird chenfalls bei der
Chromatographie von 4 als Sirup isoliert (Ausb. 0,6 g. 85" ). 1] 1317 (¢ 0,33
Chloroform): "H-N.m.r. (270 MHz, CDCl,): & 555 (d. | H. J, , 5.0 Hz, H-1).
533(dd. T H. Jy ; 34, J, - 08 Hz. H-A ) 476 (dd, T HL T, o 108/, 34 Hz
H-3"), 462 (dd. I H, /.y 24 Jy 4 7.9 Hz, H-3), 438 ¢d. | H. /., 7.8 Hz. H-1").
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4,32(dd, 1 H, J, , 5,0, J, 3 2,4 Hz, H-2), 4,27 (dd, 1 H, J; , 7,9, J, 5 1,8 Hz, H-4),
2,15,2,06 (25,9 H, 3 OAc), 1,55, 1,48, 1,37 (3 5, 12 H, 2 Me,C).

Anal. Ber. fir C,,H;5N;0,; (573,7): C, 50,24; H, 6,12; N, 7,32. Gef.: C, 50,18;
H, 6,02; N, 7,21.

1,2:3,4-Di-O-isopropyliden-6-O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-amino- 2-desoxy-o-D-ga-
lactopyranosyl)-a-D-galactopyranose (6). — Verbindung 4 (2 g, 3,5 mmol) wird in
Ethanol (100 mL) gelést und mit einer ethanolischen Nickelchlorididsung (4%
NiCl, - 6 H,0 und 2% H;BO,. 30 mL) versetzt. Man tropft eine Suspension von
Natriumboranat (0,8 g) in Ethanol (6 mL) langsam hinzu. Nach Beendigung der
Reaktion wird mit 30 %iger ethanolischer Essigsdure (10 mL) neutralisiert und die
Losung irn vacuo eingeengt. Es wird in Chloroform-Wasser aufgenommen, die or-
ganische Phase mit MgSO, getrocknet und zum Sirup eingeengt (Ausb. 1,82 g,
95,2%), [«]3° —10,5° (¢ 0,3, Chloroform); '"H-N.m.r. (270 MHz, CDCl,): § 5,52
(d, 1 H, J, ; 5,0 Hz, H-1), 5,38 (dd, 1 H, J;. 4 3,4, J,. 5 0,7 Hz, H-4"), 4,98 (dd,
1 H, J,. 5 108, J3. 4 3,4 Hz, H-3), 495 (d, | H, J;. ,. 3,5 Hz, H-1"), 4,33 (dd,
1H, J, 550, 7,524 Hz, H-2), 424 (dd, 1 H, J; , 7.8, J, 5 1,7 Hz, H-4), 4,12 (dd,
1 H, Js g0 1.2, Jga 61 10,8 Hz, H-6a"), 4,08 (dd, 1 H, Js. 4, 6,0, Jg, 6 10,8 Hz,
H-6b"), 3,99 (ddd, | H, Js ¢, 6,6, Js 6, 5,8, J4 5 1,7 Hz, H-5), 3,85 (dd, 1 H, J5 4,
6,6, Jg, 6 10,5 Hz, H-6a), 3,73 (dd, 1 H, J5 4, 5.8, J¢, ¢ 10,5 Hz, H-6b), 2,13, 2,04,
2,03 (35,9 H, 3 OAc), 1,56, 1,44, 1,35 (35, 12 H, 2 Me,C).

Anal. Ber. fir C,,H;,NO,; (547,6): C, 52,59; H, 6,81; N, 2,56. Gef.. C,
C, 52,57; H, 6,94; N, 2,41.

6-O-(2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl- 2-desoxy- a-D-galactopyranosyl)-1,2 : 3,4-
di-O-isopropyliden-a-D-galactopyranose (1). — Substanz 6 (1,8 g, 3,28 mmol) wird
in absol. Pyridin (20 mL) geldst und mit Acetanhydrid (2 mL) versetzt. Nach 14 h
bei 20° wird in vacuo eingeengt und der Riickstand aus Ether—Petrolether Kristallisiert
(Ausb. 1,85 g, 95,4%); Schmp. 171,0°, [«]2° +17,5° (¢ 1,0, Chloroform); 'H-N.m.r.
(270 MHz, CDCl,): § 5,89 (d, 1 H, J, v 9,7 Hz, NH), 5,55 (d, 1 H, J, , 5,1 Hz, H-1),
538 (dd, 1 H, J5. 4 3,2, J, 5. 0,8 Hz, H-4), 5,19 (dd, 1 H, J,. 5. 3,6, J;. 4- 3,2 Hz,
H-3), 4,90 (d, 1 H, J;.,- 3,6 Hz, H-1"), 4,64 (dd, 1 H, J, ; 2,5, J; 4 7,8 Hz, H-3),
4,60 (ddd, 1 H, J,. 3. 11,3, J,. 5. 3,6, J5- nu 9,7 Hz, H-2'), 4,35 (dd, 1 H, J, , 5,1 Hz,
Jy32,5Hz, H-2),4,20 (dd, 1 H, J5 , 7.8, J, 5 1,8 Hz, H-4), 3,87 (dd, 1 H, J5 6. 7.8,
Joa,60 10,8 Hz, H-6a), 3,70 (dd, 1 H, J5 4, 4.8, Jsa,6» 10,8 Hz, H-6b), 2,20 (s, 3 H,
NAc), 2,09, 2,02, 2,00 (3 s, 9 H, 3 OAc), 1,55, 1,48, 1,37 (3 5, 12 H, 2 Me,C).

Anal. Ber. fiir C,H;4,NO,, (589,6): C, 52,91; H, 6,67; N, 2,38. Gef.: C, 52,48;
H, 6,43; N, 2,19.

6-0-(2-Acetamido-2-desoxy - a-D-galactopyranosyl)-1,2 : 3,4-di-O-isopropyliden-
a-D-galactopyranose (8). — Verbindung 7 (1,6 g, 2,72 mmol) wird in methanolischer
Natriummethoxidldsung (30 mL, 5%ig) 14 h bei 20° geriihrt und anschlieBend mit
Dowex 50W-X8 Ionenaustauscher neutralisiert, filtriert und zum Sirup eingeengt
(Ausb. 1,22 g, 96,7%), [«]2° +33,4° (c 0,5, Methanol); 'H-N.m.r. (270 MHz,
CDCl,): 6 6,30 (d, 1 H, J,. yu 7,4 Hz, NH), 547 (d, | H, J, , 5,0 Hz, H-1), 4,89
@, 1 H, Jy. ;- 40 Hz, H-1"), 4,62 (dd, 1 H, J, 5 2,6, J5 , 7,8 Hz, H-3) 435 (dd,
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I H o Jy 55,00/, 5 2.6 Hzo H-2), 425 (ddd, T HL Jp 5 4007, 5 10200, o 7.4 Ha
H-2), 418 (dd. I H. J+ , 7.8, J, - 1.8 Hz, H-4). 2,06 (s. 3 H. NA¢) 1,49, 143, 1.33,
1.30 (4 5. 12 H. 2 Me,C).

Anal, Ber, fir C, H NGO, (463,5) C, SER3. HL 7180 N, 2,02 Getl: CUS1 4T
H, 7,02: N, 3,00,

6-O-(2- Acetamido-2-desoxy-4.6-O-isopropvliden-a-np-galactopy ranosyl)-1.2: 3.4-
di-O-isopropyliden--p-galactopyranose (9) — Produkt 8 (1 g, 2,15 mmol) wird n
N.N-Dimethylformanud (30 mL) geldst und mit 2.2-Dimethoxypropan (3 mL) sowie
p-Toluolsulfonsiure (30 mg) versetzt. Nach 14 h bei 200 wird mit Amberlite IR-45
Tonenaustauscher nceutralisicrt, filtriert und eingeengt. Das Produkt wird <dulen-
chromatographisch an Kieselgel (40 2. Toluol -Aceton 14 vy ) geremigt und hristalli-
siert beim Einengen (Ausb. 0.88 5. 81,37 ), Schmp 89.6 . [«]2" 128 (1.0, Chloro-
form); "H-N.m.r. (270 MHz, CDCl,)> & 596 (d. 1 H. /5 «; S+ Hz, NH) 352
(d. 1 H.J, 5, 5.0 Hz. H-1), 4,91 (d. 1 H. J; , 3.8 Hz. H-1"), 4.65 (dd. 1 H. /5 2.0,
Jy4 7.6 Hz, H-3), 4do (ddd. | H, J, , 3.8/, 5 106/, o 84 Hzo H-27), 436
(dd, 1 H. J, 5 50, J, ; 2.6 Hz, H-2), 420 (dd, | H, 7., 3.4/, - 0.8 Hz. H-47),
417 (dd, | H. Jy 4 7.6, J, 5 1.8 Hzo H-4), 385 (dd. | H. /o, 800/, o 11O H2z,
H-6a). 3.78 (dd. T H. Js ,, 4.6, J,, o, 11.0 Hz. H-6b), 3.77 (dd. t H, ./, ; 10.0,
Jy oo 3.4 Hzo H-37) 206 (5.3 H, NAc), AT T8 145 134 (45, I8 H, 3 Me,C),

dnal. Ber. fiir C,3H-NO; (303.6): C. 54.86; H, 7.41. N. 27K Gief: C, 534,52,
H. 7.21: N. 2.68.

6-0-(2-Acetamido-3-O-aceryl-2-desoxy-4,6 - O-isopropriiden- y-p-culacropyrano-
syl)-1.2:3.4-di-O-isopropyliden-»-pD-galactopyranose (10). - Verbmdung 9 (10 mg.
0.02 mmol) wird in absol. Pyridin (I mL) gelost und mit Acetanhydnd (0.1 mL)
versetzt. Nach 10 h bei 20" wird im Hochvakuum cingeengt Aus Ether- Petrolether
erhdlt man Kunistalle (Ausb. 10 mg, 96.9°,). Schmp. 195 . [ «]3" +42.0 (¢ LG,
Chloroform): "H-N.m.r. 1270 MHz. CDCl3): 4 6.05 (d. 1 H. ./, «;, 9.6 Hz, NH).
587(d. 1 H.J, ; 30 Hz, H-1), 549 (d. t H.Jy | 34 Hz  J, < 08 Hso H-47), 543
(dd. I H. /5. 5 11,000, 34 Hzo H-3'0 327 (do T HO /50 3.9 Hez, HA1Y), 5,00 (dd.
FHOJ 3.9, J,0 5 110 Hey H-2), 496 (dd0 1 HL 55 225075, 8.0 Hz, H-3), 468
(dd. 1 H. J, , 5,0, /5, 3 2,5 Hz. H-2) 450 (dd, 1 H, J; , SO0/, o 18 Hzo Hehl 4040
(dd, I H. Js o LO0 oy on 130 Hyy H-6%a) 429 (ddo T H, Uy e 160, o 130
Hz, H-6b"). 418 (dd, I H. /5, 7.6, S, o 11,0 Hz, H-6a). 4.05 (dd. | H. J. , 5.0.
Joaon 11,0 Hz, H-6b), 2,40 (s. 3 H. NAc), 2.29 (v, 3 H. OAc). 1,83, L8O, 1.77. 1.74,
1.68, 1,55 (65, I8 H, 3 Me,C)

Anal. Ber. fiir C,iHoNO |, (545.6): C. 55.04; H.7.20: N, 2,57, Gef. C, 55.12:
H., 7.04: N, 2,61.

O-(2,3.4.6-Tctra-O-acetvl-fi-p-galaciopyranosyl)-(1-> 3)- O = ( 2-acetamido-2-de-
s0xy-4.6-O-isopropyliden-x-v-galactopyranosy)-(1—6)-1.2: 3 4-di - O - isopropyvliden- y-
D-galactopyranose (12). - Verbindung 9 (0,6 g. 1.19 mmol) wird i absol. Toluol
Nitromethan (1:1, v v, 30 mL) gelost und mit Quecksitberevanid (450 mg), Queck-
silberbromid (50 mg) und Molckularsich 1A (1 g) versetzt. In diese Mischung wird
ber 60 unter Rithren eine Lésung von 11 (1.1 2. 2,68 mmol) i absol Toluol- Nitro-
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methan (1:1, v/v, 20 mL) innerhalb von 4 h zugetropft. Dann wird auf Raumtemp.
abgekiihlt, mit Chloroform (100 mL) verdiinnt, iiber Celite filtriert, die organische
Phase dreimal mit je 20 mL Wasser gewaschen, mit MgSO, getrocknet und eingeengt.
Das Produkt wird siulenchromatographisch an Kieselgel (20 g, Elutionsmittel
Toluol-Aceton 1:2 v/v) gereinigt (Ausb. 0.71 g, 71,6°,), Schmp. 102°, [«]2° +5.3°
(¢ 0.2, Chloroform); '"H-N.m.r. (270 MHz, CDCl;): § 5,89 (d, 1 H, J,. na 9.0 Hz,
NH), 5,53 (d, 1 H, J, ; 5,0 Hz, H-1), 5,37 (dd, | H. /5. 4- 3,4, J,. 5. 1,0 Hz, H-4"),
519(dd, T H, Jy- ,-8,0,J,. 3. 10,4 Hz, H-2"),4,99 (dd, I H, /,. 5. 10,4, J5. 4~ 3,4 Hz.
H-3"), 4,92 (d, | H, J,., 3,9 Hz, H-1"), 4,65 (dd, | H, J, ; 2,6, J;, 7,8 Hz, H-3),
463 (d. 1 H.J,.,-8,0Hz H-1"),4,34 (dd, | H, J, , 5,0, J, ;5 2,6 Hz, H-2), 4,31 (dd,
I H, J5 4 3.4, J, 5. 0.8 Hz. H-4"), 2,15 (s. 3 H, NAc), 2.07, 2,04, 1,99, 1,96 {4 s,
12 H, 4 OAc). 1,50, 1.49, 1.45, 1.42, 1,32, 1,30 (6 5. 18 H, 3 Me,C).

Anal. Ber. fiir C;,H;5NO,, (833,9): C, 53,30 H, 6,65; N, 1,68, Gef.: C, 53,12;
H, 6,47; N, 1,53,

0-(2,3,4,6-Tetra-O-acet yl-f-b-galactopyranosyl)-(1—3)- O-( 2-acetamido-4,6-di-
O-acetyl-2-desoxy-o-D-galactopyranosyl)-(1-6)-1,2 :3,4-di- O - isopropyliden- x-D- ga-
lactopyranose (13). — Verbindung 12 (20 mg, 0.024 mmol) wird in einer Mischung
aus Acetanhydrid und Trifluoressigsdure (15:1, v/v, 2 mL) gelést und 15 h bei 20°
stehengelassen. Die Losung wird im Hochvakuum zum Sirup eingeengt, der siulen-
chromatographisch an Kieselgel (250 mg, Elutionsmittel Toluol-Aceton 1:1, v/v)
gereinigt wird (Ausb. 15,1 mg, 70,7°;), Sirup, [a]5° +10,2° (¢ 0,33, Chloroform);
"H-N.m.r. (270 MHz, CDCly): 6 5,76 (d, 1 H, J,. ny 7.8 Hz, NH), 5,57 (d, 1 H,
Ji2 5,0 Hz, H-1), 539 (dd, 1 H, J;. 4 3.4, Jy 5+ 0.8 Hz, H-4"), 5,36 (dd, 1 H,
Sy 4 34, 4 5. 08 Hz, H-4"), 5,10 (dd, 1 H, J,-,. 7.8, J,. 5. 10,4 Hz, H-2"), 4,95
(dd, 1 H, J,. 5. 104, J5. 4+ 3.4 Hz, H-3"), 489 (d, 1 H, J,., 3,9 Hz, H-1"), 4,64
(dd, 1 H, J, ;2.4,J, 80Hz H-3),457 (d, 1 H, J;. ,- 7.8 Hz, H-1"),4,37 (dd, 1 H,
Jy 550, J, 5 2,4 Hz, H-2), 2,19 (s, 3 H. NAc), 2,16, 2,13, 2.07, 2,06, 2,00, 1,97 (6 s,
18 H, 6 OAc), 1,50, 1,45, 1,33 (3’5, 12 H, 2 Me,C).

Anal. Ber. fiir C34H5sNO,, (889,9): C, 52,64; H, 6,23; N, 1,57. Gef.: C, 52,61;
H, 6,10; N, 1,40.

O-f-p-Galactopyranosyl-(1—3)-O-(2-acetamido-2 -desoxy-4.6-O-isopropyliden -
a-D-galactopyranosyl)-(1—-6)-1,2:3,4-di-O-isopropyliden-o-p-galactopyranose (14). —
Verbindung 11 (500 mg, 0,6 mmol) wird in Methanol geldst (20 mL) und mit Natrium-
methoxidldsung (5%, 1 mL) versetzt. Nach 24 h bei 20° wird mit Dowex 50W-X8
Tonenaustauscher neutralisiert, filtriert und cingeengt. Dabei werden Kristalle er-
halten (Ausb. 352 mg, 88,29%;), Schmp. 1327, [a]2® +64,7° (¢ 1,0, Methanol);
"H-N.m.r. 270 MHz, CDCl;): 6 6,53 (d. 1 H, J5- ny 9.0 Hz, NH), 5,50 (d, 1 H, J, ,
5,0 Hz, H-1), 484 (d, | H, J,.,- 3,9 Hz, H-1"), 4,59 (dd. 1 H, J, 5 2,5, J; 4 7.8 Hz,
H-3), 4,17 (d, 1 H, J,.,- 8,0 Hz, H-1"), 2,00 (s, 3 H, NAc), 1,47, 1,42, 1,39, 1,28
(4s, 18 H, 3 Me,C).

Anal. Ber. fiir C,oH,,NO,4 (665,7): C, 52,32; H, 7,12; N, 2,10. Gef.: C, 52,29;
H, 7,04; N, 2,02.

O-pB-p-Galactopyranosyl-(1— 3)-O-(2-acetamido-2-desoxy-x-D-galactopyranosy!)-
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(/—6)-D-galactopyranose (15). —- Verbindung 14 (100 mg. 0.15 mmol) wird mn einer
aus Wasser, Methanol und Trifluoressigsdure (1:1:3. v/v) bestehenden Hydrolyse-
mischung (2 mL) geldst und nach 2 h bei 20 im Hochvakuum eingeengt. Das Produkt
wird sdulenchromatographisch an Kieselgel (200 mg, Chloroform -Methanol-Wasser.
841 v/v) gereinigt und ergibt einen hygroskopischen Sirup (Ausb 33.5mg. 65,17 ),
[2]5" 10,17 (¢ 0,33 Wu.ss'cr): "H-N.m.r. (270 MHz, D,O): o 459 ¢d, | H. J, ..
3.9 Hz. H-1", 3.87 (d, I H. 5o 80 Hz, H-17), 3,60 (dd. 1 H. J, 5 R0 J, ..
104 Hz. H-27), 1,80 (s. 3 H, ’\JAC

Anal. Ber. fiir C,,H,<NO,, (545.5): C, 44,04: H, 6.47: N, 2.57. Getl: C, 44.10;
H. 6.532: N, 2,48.

Benzyl-2 3-di-O-benzyvi-4.6-O-benzyiiden--b-glucopyranosid  (16). —  Benzyl
4.6-0-benzyliden-x-p-glucopyranosid’ * (3 g, 13,9 mmol) wird in absol. ¥, N-Dimethyl-
formamid (20 mL) geldst und mut Natriumhydrid (olfrei, 2 g) versetzt. Es wird bel
0" eine Losung von Benzylbromid (3.5 mL, 30 mmol) in absol. A AN-DimethyHorma-
mid (10 mL) zugetropft. Nach 4 h wird in iiblicher Weise aufgearbertet und mit
Ethanol-Ether kristallisiert (Ausb. 6.4¢,85.5°,). Schmp. t46.1 . [+])" 09 (cO.1.
Chloroform). "H-N.m.r. (400 MHz, CDCl;): 4 7.39-7.25 (m. 20 H. Ph). 552 (s. | H.
PhCH) 481 (d. 1 H, J; 5 39 Hzo H-1), 4,72(dd. T HL /- 390, 5 10.2 Hro H-2).
406 (dd, I H. /5 4 9.8, J, < 4.7 Hz. H-4), 4.09 (dd. | H. .I L1027, 9.8 Hy, H-3),
388 (m, 1 H, H-5).

dnal. Ber. fur Cy,H;,0, (538,6): C. 75.81; H. 6,36. Gef.. C. 75,72; H. 6,15,

Benzyl-2.3,4-1ri-O-benzyl-o-0-glucopyranosid (17). -~ Zu ciner Lésung von 16
(6 g, 11.1 mmol) in absol. Ether—Dichlormethan (1:1. v v, 40 mL} wird LIAIH,
{2 g) portionsweise unter Rithren hinzugefiigt. Es wird AICI; (6 g} i absol. Ether
(30 mL) so hinzugetropft. dafl die Reaktionsmischung zum Sieden hommt. Nach
weiteren 60 min zeigt cine D.c.-Kontrolle (Ethvlacetat-Petrolether F: 1. viv) kein
Ausgangsmaterial mehr an. Nach Abkiihlen wird durch Zugabe von Ethylacetat
(10 mL) der LiAIH,-Uberschuf3 vernichtet und mit Wasser (20 mL) Aluminium-
hydroxid ausgeféllt. Die organische Phase wird dreimal mit jo 20 mbL Wasser ge-
waschen, mit MgSO, getrochnet und eingeengt, wobei Kristallisation crfolgt (Ausb.
5.6 g 92.1°,). Schmp. 96.4". [x]3” +12.1 (¢ 0.2, Chloroform): 'H-N.m.r. (400
MHz, CDCl;). o 743-7.25 (m, 20 H, Ph), 5,03 4,55 (m, 8 H, PhC /7). 482 (d. 1 H,
Jy 2 3.6 Hzo H-1), 4.08 (dd. | H, /4, 9.8, J, 5 9.9 Hz. H-4), 3.70 (m, H H-5 und
-6ab). 3.54 (dd, | H. J, 3 9.4 /4, 9.7 Hz, H-3). 348 (dd. T H. ./, - 3.7/, 5 9.4 Hz,
H-2).

Anal. Ber. fiir CyH,,0, (540.7): C, 75,53: H. 6.71. Getl: C. 75,01 H. 6,58,

Benzyl-6-O-aceivi-2.3.4-tri-O-benzvi-a-p-glucopyranosid (18). - Eine Probe
von 17 (10 mg, 0,018 mimol) wird wie bei 10 beschrieben acetyhiert (Ausb. 10 mg,
97.4°,) Sirup. [x]3" +53.1" (¢ 1,1, Chloroform): "H-N.m.r. (406 MHz. CDCl;),
¢ 7.39-7.24 (m, 20 H. Ph). 5.01-4,02 (m, 8 H. PhC{/,). 479 (d. 1 H.J, , 3.8 Hz. H-1),
4.25(dd. 1 HoJs o .20 J0 6 12.0 Hzo H-6a). 4,12 (dd. T HL Je ) 2207, o6 12.0 Hz,
H-6b). 406 (dd. | H. /, , 9.0, J, < 10,0 Hz, H-4). 3.87 (ddd. I H. 2, < 10.0.J ,, 4.2,
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Js.60 2,3 Hz, H-5), 3,52 (dd, 1 H, J, , 39, J, 3 9,8 Hz, H-2), 3,46 (dd, 1 H, J, 5
9,8, J3 .4 9,0 Hz, H-3), 2,00 (s, 3 H, OAc).

Anal. Ber. fiir C34H;30, (554.7): C, 77.95; H, 6,90. Gef.: C, 78,07; H, 6,95.

Benzyl-2,3,4-1ri-O-benzyl-6-0-(3.4,6-tri-O-acety!- 2-azido- 2-desox y-a-D-galacto -
pyranosyl)-o-pD-glucopyranosid (19). — Zu einer in einem lichtgeschiitzten Kolben
befindlichen Ldsung von 17 (5,0 g, 9.2 mmol) in absol. Toluol-Dichlormethan
(1:1, v/v, 170 mL) wird Molekularsieb 4A (5 g) gegeben und 1 h bei 20° geriihrt.
Es wird frisch hergestelltes Silberoxid (3 g) und Cadmiumcarbonat (3 g) hinzugefligt
und nochmals 30 min bei 20° gerithrt. Danach wird eine Ldsung von 2 (3,15 g, 9,0
mmol) in absol. Dichlormethan-Toluol (1:5, v/v, 40 mL) innerhalb von 2 h bei 20°
zugetropft und 24 h bei 20° geriihrt. Es wird mit Chloroform (200 mL) verdiinnt
und durch Celite filtriert. Die weitere Aufarbeitung erfolgt wie bei 4 beschrieben. Nach
Sédulentrennung an Kieselgel (200 g, Toluol-Aceton 9:1, v/v) erhillt man einen Sirup
(Ausb. 6,2 g, 80,1%), [«]3° +30,5° {c¢ 0,3, Chloroform); *H-N.m.r, (400 MHz,
CDCly): 6 7,37-7,25 (m, 20 H, Ph), 540 (dd, | H, J5. 4. 3.4, J,. 5 0,8 Hz, H-4"),
5,31 (dd, 1 H, J,. 3. 9,9, J5. 4 3,4 Hz, H-3"), 5,07 (d, | H, J,.,. 3.4 Hz, H-1"), 4,82
(d, 1 H, J; , 3.6 Hz, H-1), 4,06 (dd, 1 H, J; 4, 9.1, J, 5 9,8 Hz, H-4), 4,02 (m, | H,
H-57),3,85(ddd, | H, J, 5 9.8, J5 ¢, 4.8, J5 ¢ 3.4, Jou 6 11,6 Hz, H-5), 3,75 (dd, 1 H,
Js.60 4.8 Hz, J, o, 11,7 Hz, H-6a), 3,63 (dd, 1 H, J5 ¢y, 3.4, Joa.05 11,7 Hz, H-6b),
3,52 (dd, 1 H, J;. 5. 3,5, J,. 3. 9,9 Hz, H-2"), 2,12, 2,04, 1,99 (3 s, 9 H, 3 OAc).

Anal. Ber. fiir C44H5; N30, (853,9): C, 64,70; H, 6,02; N, 4,92, Gef.: C, 64,75;
H, 6,23; N, 4,69.

Benzyl-6-O-(2-acetamido-3,4,6-tri- O-acetyl- 2 - desoxy- a-D-galactopyranosyl)-
2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-glucopyranosid (20). — Die Verbindung 19 (1,0 g, 1,17 mmol)
wird in Ethanol geldst und mit einer ethanolischen Nickelchloridlésung (15 mL,
495 NiCl, - 6 H,O und 2°9; H3;BO;) versetzt. In die Losung wird eine Suspension
von NaBH, (0,4 g) in Ethanol (4 mL) langsam zugetropft. Nach Beendigung der
Reaktion wird Acetanhydrid (5 mL) hinzugefiigt und 6 h bei 20° weiter geriihrt.
Es wird eingeengt und wie unter 6 beschrieben aufgearbeitet (Ausb. 9,88 g, 86,49,),
Schmp. 76,5°, [2]3° +43,1° (¢ 0,1, Chloroform); 'H-N.m.r. (400 MHz, CDCl;):
4 7,40-7,25 (m, 20 H, Ph), 5,48 (d, I H, J;. nyu 9,6 Hz, NH), 535 (dd, | H, /5. 4-
34, J,. 50,8 Hz, H-4'), 5,07 (dd, 1 H, J,. 3. 10.2, J;. 4 3,4 Hz, H-3"), 4,88 (d, | H,
Ji 5 3,4 Hz, H-17), 479 (d, 1 H, J, , 3,7 Hz, H-1), 4,10 (m, 3 H, H-5 und -6ab),
3,82 (m, 1 H, H-5"), 348 (dd, I H, J, , 3,6, J, 3 9,8 Hz, H-2), 3,43 (dd, 1 H, J, 5
9,8, J5.4 9,0 Hz, H-3), 2,15 (s, 3 H, NAc), 2,01, 1,96, 1.87 (3 5, 9 H, 3 OAc).

Anal. Ber. fiir C;gHsNO, (870,2): C, 66,25; H, 5,39; N, 1,61. Gef.: C, 66,12;
H, 6,12; N, 1,59.

Benzyl-6-O-(2-acetamido-2-desoxy- a- D-galactopyranosyl)- 2,3 ,4-tri-O-benzyl-o-
D-glucopyranosid (21). — Das Produkt 20 (800 mg, 0,91 mmol) wird in methanolischer
Natriummethoxidlosung (1%, 10 mL) 14 h bei 20° geriihrt. Aufgearbeitet wird wie
bei 8 beschrieben (Ausb. 690 mg, 93,99%), Schmp. 178,0°, [«]3° +6.5° (¢ 0,1,
Acetonitril); 'H-N.m.r. (400 MHz, CDCl,): § 7,38-7,23 (m, 20 H, Aromaten),
5,65 (d, 1 H, J,. nu 94 Hz, NH), 4,89 (d, | H, J,,. 3,8 Hz, H-1"), 4,81 (d, I H,
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Ji 2 3.7 Hz, H-1), 3,50 (dd. | H, J, » 3,7.J5 3 9.8 Hz. H-2). 342 (dd. | H. /. ; 9.8.
J3.49.1 Hz, H-3). 1.97 (5. 3 H. NAc).

Anal. Ber. fiir C;,HssNOQ,; (797.9): C, 63,11: H. 6.94: N, 1,70, Gef.: C, 63,28:
H. 6.97: N, 1.78.

Benzyl-6-O-( 2-acetamido-2-deso xy-4.6-O-isopropyiiden - x- p - gulactopyranosyl)-
2.3.4-1ri-Q-henzvl-7-v-glucopyranosid (22). — Substanz 21 (650 mg. 0.81 mmol)
wird in absol. V. AN-Dimethylformamid (20 mL) geldst und mit 2.2-Dimcthoxypropan
(2.5 mL) sowie p-Toluolsulfonsiure (10 mg) versetzt Nach 6 h wird wic ber 9 be-
schrieben aufgearbeitet. Das Produkt wird sdulenchiomatographisch an Kieselgel
(20 g. Elutionsmittel Toluol Aceton [|.1.3,v) gereinigt und ergibt Kristalle (Aush
515 mg, 75.9°,). Schmp. 1414 . [#]3® +154.2 (¢ 1.5, Chioroform): '"H-N.mr.
(400 MHz, CDCl,): 6 7.37-7.25 (m. 20 H, Ph). 5.79 (d. 1 H. 7, (,; 8.8 Hz. NH).
482 (d. | H.J, . 34 Hz, H-1"). 475 (d. | H. ./, ; 3.6 Hz. H-1). 4.35 (ddd. | H.
Jo 50 3k Jy 10,5 J5 oy 8.8 Hz, H-2), 407 (dd, | H. Jy , 34 J, < 0.7 Hz.
H-4"). 4,05 (dd, 1 H.J; 9.0, J, 5 9.9 Hz. H-4), 3.63 (ddd. | H. ./, 9. /5 ., h8 Hz,
o on 34 Joson 11.8 Hz, H-53), 345 (dd. J, , 2.6, J5 : 9.9 Hzo H-2). 342 (dd. | H.
Ja 399,754 9.0 Hz, H-3), 282 (d. | H, J;3.oy4 10.0 Hz, 3"-OH). 1.79 (~. 3 H. NAc).
142, 1,39 (2 5. 6 H. Me, ().

Anal. Ber. fiir C;sHs3yNO,, (790.0) C, 68.41: H. 7.53: N. 1.77. Gef.: C. 68,55;
H, 7.21: N. 178,

Benzyl-6-O-( 2-ucetamido-2-desoxy-3.4-di- O - isopropvliden- x-p-galactopyrano-
syl)-2.3,4-tri-O-henzyl-a-v-glicopyranosid (23). — Beir der Chromatographie von 22
konnte ebenfulls Verbindung 23 isoliert werden (Aush 76 mg. [0.1",): Schmp.
152,67, [2]3" +84.4 (¢ 0,63, Chlorotorm): 'H-N.m.r. (400 MHz, CDCl,): & 7.39-
7.27 (m. 20 H, Ph), 543 (d. [ H. J, y;y 9.0 Hz, NH), 481 (d. | H../; .. 3.4 Hz. H-1"),
479 (d. | H, J, 5 3.6 Hz. H-1), 424 (ddd. 1 H. 7y 5 3.5, 7505 9207, Wy 9.0 He,
H-2"). 4,09 (dd. 1 H. J; 4, 9.0. Jy 599 Hz. H-4). 396 (dd. I H. J, 3 92,75 4. 50
Hz H-3), 348 (dd. I H. J, 5, 3.6. J. ;9.9 Hz. H-2). 340 (dd. | H., J, ; 98..7; , 9.0
Hz. H-3), 1.87 (s, 3 H. NAc). 1.57, 1,33 (2 5. 6 H. Mc.C).

Anal. Ber. fiir C,H<;NO,, (790.0). C. 68,41 H. 7.533: N. 1.77. Gef.: C, 68.K82:
H. 7.40: N, 1.86.

Benzy 1-[O-(2.3.4,6-tetra-O-acetvl- fi-n-galactopyranosyl)-(1- 3)-0-( 2-acetanii-
do-2-desoxy-4,6-O-1soprop) liden-z-v-galactopvranosy [-(1— 6)-2.3 4-tri-OQ-henzy - x-0-
glucopyranosid’] (24). - Eine Lisung von 22 (500 mg. 0.59 mmol) in absol. Toluol -
Nitromethan (1 -1, 20 mL) wird mit Quecksilbercyanid (270 mg), Quechsilberbromid
(30 mg) und Molekularsich 4A (500 mg) versetzt und 1 h bei 60 geruhrt. Es wird
dann bei 60" unter Rithren emne Losung von 11 (493 mg, 1.2 mmol) m absol. Toluol
Nitromethan (1-1, 10 mL.) innerbalb von 3 h zugetropft Fs wird noch weitere 6 h
bei 60" geriihrt Nach Abkiihlung wird wie ber 12 beschricben aufgearbeitet. Eine
Saulentrennung an Kicselgel (10 g, Elutionsmitte]l Toluol-Aceton 3: 1, v.v) liefert
sehr reines Produkt (Ausb. 491 mg. 749°,). Schmp. 56 [7]" 431" (¢ 04,
Chloroform): "H-N m r. (400 MHz, CDCl;): 0 7.35 7.25 (m. 20 H. Ph). 581 (d.
I HoJy 90 Hoo NH) S4qdd. 1 Howy , 3400, 0 08 Hzo H-47), 535 (dd.
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Il H, Js. 434, J,. 5 0,9 Hz, H-4"), 5,30 (dd, 1 H, J;.,- 7.8, J5~ 5. 10,8 Hz, H-2"),
5,02 (dd, 1 H, J, 5. 10,8, J3. 4- 3.4 Hz, H-3"), 4,85 (d, | H, J;. ,. 3.4 Hz, H-1"),
4,76 (d, 1 H, J, , 3,6 Hz, H-1), 4,10 (dd, | H, J,. 5. 10,5, J5. 4. 3.4 Hz, H-3"), 3,95
(dd, 1 H, J, 399, J5 4, 9,0 Hz, H-3), 3,40 (dd, 1 H, J, , 3,6, J, 5 9,8 Hz, H-2), 2,05
(s, 3 H, NAc), 1,95, 1,94, 1,91, 1,87 (45, 18 H, OAc), 1,45, 1,37 (2’5, 6 H, Me,C).

Anal. Ber. fiir C5oH,, NO,, (1114,2): C, 63,60; H, 6,42: N, 1,26. Gef.: C, 63,20;
H, 6,68; N, 1,40.

Benzyl-[0-(2,3,4,6-tetra-O-acety!- f-D-galactopyranosyl)-(1 - 3)-O-( 2-acetami-
do- 2-desoxy- 2-D-galactopyranosyl)-(1— 6)-2,3,4-tri-O-benzyl- o - D- glucopyranosid ]
(25). — Verbindung 24 (480 mg, 0,43 mmol) wird in wissriger Essigsdure (60 9%,
10 mL) gelost und 30 min auf 90° erwdrmt. AnschlieBend wird im Hochvakuum
cingeengt (Ausb. 438 mg, 94,9 %), Schmp. 103,8°, [2]2° +27,1° (¢ 0,2, Chloroform);
'"H-N.m.r. (400 MHz, CDCl,): 6 7,31-7,22 (m, 20 H, Ph), 5,72 (d, | H, J,  yu 9,2
Hz, NH), 535 (dd, 1 H, J;. 4~ 3,4 Hz, J,- 5~ 0,8 Hz, H-4"), 5,22 (dd, 1 H, J;. 5~
7.8, J,» 53+ 10,8 Hz, H-2"), 5,00 (dd, I H, J,. ;. 10,6, J5- 4 3,4 Hz, H-3"), 4,81 (d,
1 H, J;., 3,4 Hz, H-1"), 4,70 (d, 1 H. J, , 3,6 Hz, H-1), 4,60 (d, | H, J,.,- 7,8 Hz,
H-17), 4,15 (dd, 1 H, J5. 4 3,4, J,. 5- 0,8 Hz, H-4"), 4,08 (dd, 1 H, J,. - 10,4, J;. .
3,4 Hz, H-3'), 3,80 (dd, 1 H, J, 5 9,8, J5, 9,0 Hz, H-3), 3,38 (dd, | H, J,, 3,6,
J3,3 9,8 Hz, H-2), 1,99 (s, 3 H, NAc), 1,92, 1,90, 1,85, 1,81 (45, 12 H, OAc).

Anal. Ber. fiir C5oHg,NO,, (1073,2): C, 62,74; H, 6,11; N, 1,31. Gef.: C, 62,31;
H, 6,24; N, 1,45.

0-(2,3,4,6-Tetra-O-acetyl- B-D-galactopyranosyl)-(1 - 3)-O-(2-acetamido- 2-de-
soxy-a-D-galactopyranosyl)-(1 - 6)-pD-glucopyranose (26). — Substanz 25 (420 mg,
0,39 mmol) wird in Methanol (10 mL) geldst und 6 h mit 109, Palladium-Kohle
hydriert. Es wird filtriert und eingeengt (Ausb. 227 mg, 81,6 %), Sirup, [a]2° +25,2°
(c 0,1, Methanol); "H-N.m.r. (400 MHz, D,0): 6 4,58 (d, 1 H, J,. 5, 3,4 Hz, H-1"),
3,64 (d,1 H, J,» ,» 7,8 Hz, H-1"), 1,82 (s, 3 H, NAc). 1,74, 1,70 (2’5, 12 H, 4 OAc).

Anal. Ber. fiir C,gH,3NO,q (713,7): C, 47,12; H, 6,07; N, 1,96. Gef.: C, 47,24,
H, 6,18; N, 2,05.

O-f-p-Galactopyranosyl-(1 — 3)-O-(2-acetamido-2-desoxy - a - D -galactopyrano-
syD)-(1— 6)-D-glucopyranose (27). — Verbindung 26 (100 mg, 0,14 mmol) wird in
Methanol geldst (5 mL) und mit einer methanolischen Natriummethoxidldsung
(1%, 0,1 mL) versetzt. Nach 24 h bei 20° wird mit Dowex 50W-X8 Tonenaustauscher
neutralisiert, filtriert und das Filtrat eingeengt (Ausb. 63 mg, 81,8°/), amorph,
hygroskopisch, [¢]3® +73,6° (¢ 0,75, Methanol); 'H-N.m.r. (400 MHz, D,0):
0448 (d, 1 H, J,., 3.4 Hz, H-1"), 3,57 (d, 1 H, J,. »,~ 7,8 Hz, H-1"), 1,71 (s, 3 H,
NAc).

Anal. Ber. fiir C,,H,;sNO, ¢ (545,5): C, 44,03; H, 6,47; N, 2,57. Gef.: C, 44,51;
H, 6,60; N, 2,62.

Herstellung des Antigens 29. — Eine Losung aus menschlichem Serum Albumin
(HSA, Calbiochem *, Behring-Corp., 40 mg, 0,57 umol) in einer Borat-Puffer-Losung
(8 mL, 0,IM Na,B,0, und 0,3 KHCO;, pH 10,5) wird mit 27 (30 mg, 54 pmol)
und Natriumcyanoborhydrid (40 mg, 0,6 mmol) versetzt. Diese Reaktionsmischung
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wird 10 Tage bei 37 unter Luftabschluly geriihrt. AnschlieBend wird 1n ciner Diaflo-
Ultrafiltrationszelle an einer PM-10-Membran gegen Wasser dialysiert. Der Riick-
stand wird in Wasser {2 mL) aufgenommen und gefriergetrochnet. Man crhiilt 29
als weifics amorphes Produkt (Ausb. 51.0 mg; dies entspricht einer Substitution von
32 bis 35 Aminogruppen des Proteins durch Kohlenhydratreste)
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