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Wprowadzenie

I. WPROWADZENIE

Bakterie Gram-ujemne juz od wielu lat interesuja badaczy z wielu dziedzin: medycyny ,
biologii i chemii. Spowodowane jest to glownie tym, ze bakterie te powoduja wiele groznych
choréb jak np. zakazenia przewodu pokarmowego, zakazenie jelit czyli czerwonke bakteryjna
(Shigella), zatrucia pokarmowe (Salmonella., Escherichia coli ), zakazenia drog moczowych,
zakazenia drog oddechowych, zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych (Neisseria meningitidis) i
inne. Ponadto sa odpowiedzialne za powstawanie ropni skornych, oraz ropni narzadow
wewnetrznych, czesto wywoluja wstrzas septyczny, goraczke i leukocytoze.

Od 0k.100 lat wiadomo, ze za biologiczng aktywno$¢ bakterii powodujaca wigkszosc¢
objawow klinicznych odpowiedzialne sa endotoksyny, wystepujace w $cianie komorkowej tych
bakterii'. Bardzo doktadne, szczegétowe badania mikrobiologiczne pozwolily ustali¢, jaka czes¢
mikroorganizmu jest odpowiedzialna za wywotlanie choroby.

Sciana komorkowa bakterii Gram-ujemnych skiada si¢ z blony plazmatycznej wewngtrznej
zawierajacej biatka i fosfolipidy otaczajacej cytoplazme wraz z nukleoidem (DNA i rybosomami),
cienkiej warstwy peptydoglikanu i zewngtrznej blony komérkowej zbudowanej z lipoprotein i
lipopolisacharydow (LPS).

Lipopolisacharydy wszystkich bakterii Gram-ujemnych maja podobny schemat budowy’.
Gtownymi sktadnikami LPS sa cukry polaczone wiazaniami glikozydowymi. Biorac pod uwage
whasciwosci genetyczne, strukture chemiczna i cechy biologiczne polisacharyd ten mozna
podzieli¢ na trzy czesci. Pierwsza, skiadajaca si¢ z powtarzajacych jednostek cukrowych stanowi
tzw. fancuch O-specyficzny. Druga, to heterooligosacharyd zawierajacy nie wigcej niz 15

jednostek cukrowych, zwana czescia rdzeniows. Trzecia to lipid A.

Lancuch O-specyficzny — Rdzen zewngtrzny | Rdzen wewnetrzny |— Lipid A

Rys 1.
Budowa fancucha O-specyficznego zmienia si¢ w szerokim zakresie w zaleznosci od
rodzaju bakterii z jaka mamy do czynienia. Lancuch ten zbudowany jest z kilku, kilkunastu lub
nawet kilkudziesigciu jednostek oligosacharydowych i jest odpowiedzialny za O-antygenowe

wlasciwosci LPS. Wykazuje on ogromng strukturalng zmienno$¢ w réznych bakteriach. Ustalono
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Wprowadzenie

W ciagu ostatnich lat zbadano molekularng strukture LPS réznych bakterii 1 porownano
z ich aktywnoscig biologiczna a w szczegdlnosci, z ich wilasciwosciami immunologicznymi.
Wiozono wiele wysitku w poznanie budowy i sktadu chemicznego LPS. Stwierdzono, ze za
chorobotworcze wiasciwosci bakterii  odpowiedzialny jest lipopolisacharyd’, natomiast za
whasciwosci endotoksyczne odpowiedzialny jest jeden sktadnik: lipid A'®. Podawanie jako
szczepionek lipopolisacharydow pozbawionych lipidu A droga chemiczng lub biologiczna
prowadzito do otrzymania nietoksycznych szczepionek, lecz o matej skutecznosci.

Badania nad otrzymaniem szczepionek skutecznych w leczeniu wielu chorob
wywolywanych przez spokrewnione szczepy bakterii zostaly skierowane w kierunku czesci
rdzeniowej LPS, ktora jest podobna u wielu bakterii, a nie ma whasciwosci toksycznych.

Znaczenie immunologiczne czesci rdzeniowej nie jest do tej pory doktadnie zbadane
Badania immunologiczne wskazuja, ze okreslniki odpowiedzialne za immunospecyficznos¢ i
krzyzowa reaktywnos$¢ sa ulokowane w rejonie rdzenia wewnetrznego'"'>. Brade i Galanos'
obserwowali antygenowsa specyficzno$¢ w rdzeniu wewnetrznym LPS, ktora by¢ moze byta
zwigzana z obecnoscia L-glicero-D-mannoheptozy. Stwierdzono'®, ze wydzielanie interleukin
przez ludzkie monocyty moze by¢ indukowane przez disacharyd ztozony z L-glicero-D-
mannoheptozy 1 Kdo polaczony wiazaniem a (1-5) glikozydowym, bardzo czesto wystepujacym

w regionie rdzenia wewnetrznego.

Lipopolisacharydy czgsto zawieraja ugrupowania fosforanowe. Liczba i pozycje tych
ugrupowan w strukturach rdzeniowych nie sa dobrze ustalone. Stwierdzono, ze nie wystepuja w
czesci O-specyficznej, lecz lokuja sie w wewnetrznej czesci oligosacharydu rdzeniowego i w
lipidzie A.

Najtatwiej mozna bylo okreslic pozycje grup fosforanowych w lipidzie A. Zbadano, ze
zawiera on dwie reszty fosforanowe. Jedna znajduje si¢ przy weglu C-4 2-amino-2-deoksy-D-
glukopiranozy, natomiast druga znajduje si¢ w potozeniu anomerycznym 2-amino-2-deoksy-D-
glukozy "redukujacej".

Najczesciej fosforany wystepuja w rejonie heptozowym rdzenia wewngtrznego, duzo
rzadziej sa odnajdywane w Kdo. W tym rejonie heptozy sa czesto podstawione nie tylko reszta
kwasu fosforowego, ale rowniez resztami kwasu pirofosforowego, B-aminoetylofosforowego lub
B-aminoetylopirofosforowego. Grupy fosforanowe moga znajdowac si¢ przy réznych grupach

hydroksylowych L-glicero-D-manno-heptozy. Sciste stwierdzenie lokalizacji reszt fosforanowych
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Wprowadzenie

w tym oligosacharydzie nie jest latwe. Zastosowanie tradycyjnych metod analizy
lipopolisacharydow opartych o metylowanie, hydrolize i widma NMR nie daje czesto
jednoznacznych odpowiedzi na pytanie o miejsce podstawienia fosforanami. W warunkach reakcji
hydrolizy grupa fosforanowa moze migrowac lub ulec odszczepieniu. W konsekwencji okreslenie
pozycji reszt fosforanowych w natywnym oligosacharydzie nie jest na ogot jednoznaczne. Tego
typu ustalenia strukturalne nie moga uchodzic za wiarygodne. A trzeba podkresli¢, ze do tej pory
brak jest badan dotyczacych migracji grup fosforanowych w heptozach.

Rola biologiczna fosforanow jest nadal mato okreslona. Zsyntetyzowano wiele
oligosacharydow rdzeniowych zawierajacych heptozy', jednak zaden z nich nie byl dobrym
inhibitorem dla wzajemnego oddziatywania pomiedzy przeciwcialem i lipopolisacharydem z
roznych mutantow bakterii. Jedng z przyczyn takiego zachowania mogt by¢ brak fosforanow w
syntetycznych oligosacharydach. Inng przyczyna mogt by¢ z kolei rozmiar antygenu lub pewna
heterogennosc naturalnego materialu nieobecna w syntetycznych antygenach. Obecnos¢
fosforanow w naturalnych LPS ma istotne znaczenie w oddziatywaniu antygenowym'®. Dazac do
otrzymania syntetycznych antygenow nalezy zsyntetyzowac zwiazki zblizone budowg do

naturalnych, czyli zawierajacych fosforany.
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Cze$¢ literaturowa. Heptozy w rdzeniu wewnetrznym lipopolisacharydéw.

II. CZESC LITERATUROWA

1I. 1. Heptozy w rdzeniu wewnetrznym lipopolisacharydow.

Struktura rdzenia wewnetrznego od dawna wzbudzata duze zainteresowanie badaczy, ze
wzgledu na to, ze jak wspomniano, ulega ona niewielkim zmianom w wielu réznych LPS.°
Prowadzac badania strukturalne odnajdywano poczatkowo pojedyncze jednostki cukrowe, potem
sekwencje 1 pozycje podstawienia. Badania byly przewaznie przeprowadzane za pomoca
metylowania, utleniania nadjodanem, degradacji Schmidta lub badan enzymatycznych. Stosujac te
metody nie zawsze mozna bylo otrzymac jednoznaczne wyniki. Wiele pytan pozostawalo bez
odpowiedzi. Otrzymywano niepelne struktury lub struktury, w ktérych miejsca podstawienia nie
byly dokladnie okreslone. Dopiero uzupelnienie badan nowoczesnymi technikami analitycznymi
NMR pozwolito na lepsza identyfikacje jednostek cukrowych (COSY, TOCSY, NOESY)" oraz
pozycji podstawienia'®

Do tej pory zostal zebrany obszerny material dotyczacy badania czgsci rdzeniowe]
lipopolisacharydow, jej struktury i funkcji ®°. Stwierdzono, ze istnieje wiele roznych typow
rdzeni bakteryjnych. Heptozy wystgpujace w lipopolisacharydach znajduja si¢ przewaznie w
rdzeniu wewnetrznym. Znacznie rzadziej mozna je odnalezé w rdzeniu zewnetrznym.?**"?2. Na
przyktad w lipopolisacharydach bakterii Aeromonas hydrophila pasozytujacej na cziowieku
stwierdzono obecnos§¢ disacharydu zlozonego z dwoch jednostek heptozy o konfiguracji D-
glicero-D-manno, ktéry znajdowal si¢ w rdzeniu zewnetrznym”. Podobnie w rdzeniu
zewngtrznym LPS bakterii Profeus mirabilis wykazano obecno$¢ heptozy o tej samej
konfiguracji.* Znane sa tylko trzy przykfady, kiedy jednostki heptozowe wystepuja w czesci O-
specyficznej. W lipopolisacharydach bakterii Pseudomonas cepacja - LDmanHepp™, i w dwoch

24,25

szczepach 0:21 i 0:3 bakterii Vibrio cholerae - DDmanHepp™~. W niekt6rych rdzeniach heptozy
sq zastapione przez D-mannoz¢”®, w innych sa nieobecne”. W czeéci rdzeniowej
lipopolisacharydow heptozy wystepuja w konfiguracji L-glicero-D-manno i wyjatkowo, D-
glicero-D-manno. W rdzeniu wewnetrznym moze znajdowaé si¢ od jednej do pigciu jednostek
heptozy, ktore wystgpuja w formie piranozowej i s polaczone miedzy soba wiazaniami
glikozydowymi, przewaznie o konfiguracji o. Heptozy sa podstawione, przewaznie D-
glukopiranoza (D-Glcp), D-galaktopiranoza ( D-Galp), 2-amino-2-deoksy-D-galaktoza, N-
acetylo-D-galaktozamina, 2-amino-2-deoksy-D-glukoza, N-acetylo-D-glukozaming wzglednie

-5-
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Czesé literaturowa. Heptozy w rdzeniu wewnetrznym lipopolisacharydow.

kwasem D-galakturonowym. Grupy hydroksylowe w heptozach moga by¢ takze podstawione
resztami kwasu fosforowego, B-aminoetylofosforowego lub B-aminoetylopirofosforowego.
Aby ulatwié przeglad struktur regionu heptozowego ponumerowatam jednostki heksozy,

heptozy i Kdo tak jak jest to pokazane na schemacie 1A.

HeplIl
[
|

|
HexIll— HexIl— HexI— Hepll— Hepl — Kdol — Lipid A

Kdoll
]

|
Kdolll
Schemat 1A

II. 1. 1. Jedna jednostka heptozy w rdzeniu wewnetrznym lipopolisacharydow.

Poczatkowo sadzono, ze nawet jedna jednostka I.-glicero-D-manno-heptozy stanowi
rdzen bakteryjny, okazalo si¢ jednak w dokladniejszych badaniach, ze jest to rdzen niepelny. W
rdzeniu wewngtrznym lipopolisacharydow wyizolowanych z bakterii Pseudomonas aeruginosa
PAC 1R* odnaleziono jednak tylko jedna heptozg. Nie wiadomo, czy ma ona konfiguracj¢ L-
glicero-D-manno czy D-glicero-D-manno. Heptoza ta jest polaczona wigzaniem glikozydowym z
grupg hydroksylowa znajdujaca si¢ przy atomie wegla C-4 lub C-5 w Kdo. Kdo wystepuje tu w
formie furanozowej (Rys 3).

Hepl— (1-4/5)Kdo

Rys 3
W mutantach PAC 556, 557 i PACIR do grupy hydroksylowej znajdujace;j si¢ przy atomie
wegla C-7 jest dolaczona D-glukopiranoza. Pozycja podstawienia rdzenia zewnetrznego nie
zostala ustalona.
Podobnie w lipopolisacharydach bakterii Vibrio cholerae 05R* stwierdzono obecnosé tylko jednej
heptozy potaczonej z regionem Kdo wigzaniem 1-5 glikozydowym o konfiguracji a. Doktadna
struktura regionu rdzeniowego niektorych lipopolisacharydow wyizolowanych z bakterii Hafhia

1

alvei*™' nie zostala do tej pory okreslona. Zidentyfikowano natomiast fragment nietypowego

-6-
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(zes¢é literaturowa. Heptozy w rdzeniu wewnetrznym lipopolisacharydéw.

rdzenia w ktorym L-glicero-D-manno-heptoza jest potaczona z Kdo wiazaniem o(1-4)

glikozydowym, a nie najczesciej spotykanym wiazaniem a(1-5).
II. 1. 2. Rdzen wewngtrzny zawierajqcy dwie jednostki heptozy.

Jednym z bardziej rozpowszechnionych rdzeni bakteryjnych jest rdzen zbudowany z
dwoch jednostek L-glicero-D-manno-heptozy potaczonych wiazaniem a(1-3) glikozydowym.
Mozna odnalez¢ kilka schematow, wedlug ktorych heptozy znajdujace si¢ w rdzeniu
wewnetrznym sa polaczone z heksozami. Disacharyd heptozowy jest w przewazajacej liczbie
przypadkdw potaczony wiazaniem glikozydowym o konfiguracji oo z grupa hydroksylowa
znajdujaca si¢ przy atomie wegla C-5 kwasu 2-keto-3-deoksyoktonowego. Najprostszym
rdzeniem zawierajacym dwie jednostki L-glicero-D-manno-heptozy potaczone wigzaniem o(1-3)
glikozydowym jest rdzen (Rys.4), w ktorym do grupy hydroksylowej znajdujacej si¢ przy atomie
wegla C-3' przylaczona jest jedna reszta heksozy. Heptoza I jest potaczona z regionem Kdo

wigzaniem o(1-5).
Hex o(1-3) Hepll a(1-3) Hepl o (1-5) Kdo

Rys. 4
Taki typ potaczen w rdzeniu wewnetrznym wystepuje w lipopolisacharydach wyizolowanych ze
szczepu ATCC 49271 bakterii Pseudomonas fluorescens™, z serotypu 06 bakterii Pseudomonas
aeruginosa > oraz z bakterii Pseudomonas aeruginosa AK 1401 **
W bardziej rozgatezionym rdzeniu (Rys. 5) znajduja si¢ dwa miejsca podstawienia resztami
heksozowymi. Pozycja C-4 w heptozie I jest podstawiona heksoza (przewaznie jest to D-
glukopiranoza pofaczona wiazaniem glikozydowym o konfiguracji B). Grupa hydroksylowa

znajdujaca si¢ przy atomie wegla C-2’w heptozie I1 jest rowniez potaczona z heksoza.

HexII(1-4) 1
HexI o (1-2) Hepll o(1-3) Hepl o(1-5) Kdo

Rys 5.

2
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Czesc literaturowa. Heptozy w rdzeniu wewnetrznym lipopolisacharydow.

Taki schemat pofaczen jest dos¢ rozpowszechniony i wystgpuje w bakteriach Neisseria
meningitidis chemotypy L-1, L-3, L-4, L-6, L-7 333637383940 Neisseria meningitidis 608 B serotyp
L3, L9, L7, L4*', Neisseria meningitidis B szczep 6275% Neisseria gonorrhoeae szczep MS
1 1mk* Campylobacter jejuni serotyp 0:23 i 0:36 **.

W lipopolisacharydach wyizolowanych z bakterii Neisseria do grupy hydroksylowej znajdujacej
si¢ przy atomie wegla C-2 wiazaniem glikozydowym o konfiguracji o jest przytaczona N-
acetyloglukozamina. Rdzen zewnetrzny sktadajacy si¢ z heksoz, w ktorych wiazanie glikozydowe
w wigkszosci przypadkow ma konfiguracje B, jest takim samym wiazaniem przylaczony do grupy
hydroksylowej znajdujacej si¢ przy atomie wegla C-4. Natomiast w lipopolisacharydach
wyizolowanych z serotypow 0:23 i 0:36 bakterii Campylobacter jejuni** jest odwrotnie: rdzen
zewnetrzny jest zwiazany z grupa hydroksylowa znajdujaca si¢ w potozeniu 2  L-glicero-D-
manno-heptozy 1I. W potozeniu 4 heptozy 1 znajduje si¢ D-glukopiranoza.

Inny schemat potaczen wystepujacych w rdzeniu wewnetrznym LPS jest przedstawiony na

rys 6.

Hex (1-4)
Hex a(1-3) Hepll a(1-3) Hepl o(1-5) Kdo

Rys. 6.
Disacharyd ztozony z dwoch heptoz o konfiguracji L-glicero-D-manno jest potaczony tak jak w
poprzednich przypadkach wiazaniem o (1-5) glikozydowym z regionem Kdo. Reszta heksozy
(przewaznie BDGlcp) jest potaczona wiazaniem glikozydowym z grupa hydroksylowa znajdujaca
si¢ przy atomie wegla C-4 w heptozie 1. Reszta heksozy jest rowniez podstawiona grupa
hydroksylowa znajdujaca si¢ przy atomie wegla C-3° w heptozie II. Polaczenia takie wystepuja w
lipopolisacharydach wyizolowanych z serotypu 0:19 bakterii Campylobacter jejuni®*. Rdzen
zewngetrzny jest polaczony wiazaniem glikozydowym o konfiguracji B z grupa hydroksylowa
znajdujaca si¢ przy atomie wegla C-3° w heptozie I1.
Wyodrebnienie z rdzenia wewngtrznego oligosacharydu wspolnego dla wszystkich immunotypow
wystepujacych w lipopolisacharydach bakterii Neisseria meningitidis nasunefo koncepcje™*
otrzymania szczepionek. Przygotowano i uzyto jako sztuczng szczepionk¢ konjugat typu
sacharyd-peptyd zlozony z disacharydu heptozowego o wiazaniu a(1-3) wystepujacego w tych

bakteriach podstawionego w pofozeniu C-4 heptozy I czyli w miejscu przylaczenia rdzenia
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Czes¢ literaturowa. Heptozy w rdzeniu wewnetrznym lipopolisacharydéw.

zewnetrznego glukopiranozq. Przy heptozie II w polozeniu C-3 znajdowat si¢ B-
aminoetylofosforan i w potozeniu C-2  N-acetyloglukozamina.

W kolejnym typie rdzenia wewnetrznego (Rys.7), oprocz potaczenia disacharydu
heptozowego a(1-5) z Kdo, znajduja si¢ trzy miejsca potaczenia grup heksozowych: w potozeniu
C-4 heptozy I i w potozeniach C-3 i C-2 heptozy II.

Potaczenia takie wystepuja w lipopolisacharydach wyizolowanych z chemotypu L-5 *> *"

oraz
L-2" bakterii Neisseria meningitidis, wyizolowanych z lipopolisacharydéw bakterii Neisseria

meningitidis B LOS* i z serotypow 0:1, 0:2, 0:4 bakterii Campylobacter jejuni.**

Hex (1-4)
Hex (1-3) Hepll a(1-3) Hep I a (1-5)Kdo
Hex (1-2)——I

Rys 7.

W LPS wyizolowanych z bakterii Neisseria meningitidis rdzef zewngtrzny jest przylaczony do
grupy hydroksylowej znajdujacej si¢ przy atomie wegla C-4 w heptozie I. W potozeniu C-3’
heptozy I znajduje si¢ D-glukopiranoza, a w polozeniu C-2° aDGlcpNAc. Natomiast w
lipopolisacharydach wyizolowanych z serotypow 0:1, 0:2, 0:4 bakterii Campylobacter jejuni
rdzen zewngtrzny jest polaczony z grupa hydroksylowa znajdujaca sie przy atomie wegla C-3 w
L-glicero-D-manno-heptozie 11, a w potozeniu C-4 znajduje si¢ BDGlcp.

Dalszy schemat pofaczen w rdzeniu wewnetrznym (Rys. 8) wystepuje tylko w
lipopolisacharydach bakterii Bordetella pertussis 1414,

Hex (1-4)
Hex (1-2) Hepll a (1-3) Hepl a (1-5) Kdo
Hex( 1-7)—]
Rys 8.

Grupa hydroksylowa znajdujaca si¢ w potozeniu 4 heptozy I jest potaczona z heksoza. W drugiej
jednostce L-glicero-D-manno-heptozy 11 sa podstawione dwie reszty heksozy: jedna w potozeniu
C-2 idruga w potozeniu C-7".

Szosty typ polaczen jest przedstawiony na rysunku 9. Disacharyd zlozony z dwoéch
jednostek L-glicero-D-manno-heptozy jest potaczony z Kdo typowym wiazaniem o(1-5)

0.
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Czesé literaturowa. Heptozy w rdzeniu wewnetrznym lipopolisacharydéw.

Hex (1-4)
Hex (1-2) HepllI o(1-3) Hepl o(1-5) Kdo
Hex (1-2) _J

Rys.9.
W tym przypadku reszty heksozowe znajduja si¢ w pozycjach 4 i 2 heptozy 1. Obecnos¢ trzeciej
grupy heksozowej stwierdzono w potozeniu C-2° w heptozie II. Ten typ podstawienia zostat
odnaleziony w lipopolisacharydach wyizolowanych z serotypu 0:12 bakterii Vibrio
parahaemolyticus’.
W rdzeniu wewngtrznym wykazano obecno$¢ jeszcze innego potaczenia dwoch heptoz, a
mianowicie dwie jednostki L-glicero-o-D-manno-heptopiranozy byly potaczone wigzaniem (1-4)

(Rys 10).

HepllI a(1-4) HepI o (1-5) Kdo
Hex (1-3) —J

Rys 10.
Reszta heksozy jest tu polaczona z grupa hydroksylowa znajdujaca si¢ przy atomie wegla C-3
heptozy 1. Heptoza ta jest polaczona typowym wigzaniem o (1-5) z regionem Kdo. Takie
potaczenie dwoch heptoz zostato udowodnione dla lipopolisacharydéw szczepu R4/028 bakterii

Proteus mirabilis’*

W rdzeniu wewnetrznym lipopolisacharydéw stwierdzono takze obecnos¢ disacharydu ztozonego

z dwoch jednostek heptozy polaczonych wigzaniem a(1-2) (Rys. 11).
Hex (1-4)
Hex (1-6) HepIla (1-2) Hepl o(1-5)Kdo

Hex(1-3) J

Rys 11.
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W tym przypadku wszystkie trzy podstawniki heksozowe znajduja si¢ przy L-glicero-D-manno-
heptozie 11, w polozeniach C-6, C-4 . C-3". Obecnos¢ takiego potaczenia dwoch heptoz zostata
jak do tej pory stwierdzona tylko w rdzeniu wewngtrznym lipopolisacharydow wyizolowanych z
chemotypu 111 bakterii Aeromonas hydrophila ™.

Ciekawej obserwacji dokonali badacze japonscy analizujac fancuch cukrowy wyizolowany
z serotypu 02 bakterii Vibrio parahaemolyticus.”* W rdzeniu wewngtrznym oprocz heptozy o
konfiguracji L-glicero-D-manno znajdowata si¢ druga o konfiguracji D-glicero-D-manno. Obie
heptozy byly potaczone wiazaniem glikozydowym a(1-3). Heptoza o konfiguracji D-glicero-D-
manno zostata odnaleziona dotad tylko w jednym serotypie 02 bakterii Vibrio parahaemolyticus.
D-glicero-D-manno-heptoza jest biosyntetycznym prekursorem L-glicero-D-manno-heptozy.
Obecnosc tej heptozy w rdzeniu bakteryjnym jest spowodowana najprawdopodobniej
zahamowaniem enzymatycznej epimeryzacji na atomie wegla C-6, wowczas cukier ten zostaje
wlaczony do lipopolisacharydu i dalsze przylaczanie cukrow do czgsci rdzeniowej zostaje
zahamowane. Wykazano, ze odwrocenie konfiguracji na atomie wegla C-6 nastepuje przy udziale

ADP-D-glicero-D-manno epimerazy.
1. 1. 2. 1. Podstawienie fosforanami.

W diheptozowym regionie rdzenia wewnetrznego LPS oprécz reszt heksozowych znajduja
si¢ zwigzane estrowo reszty fosforanowe. Znaleziono caly szereg rdzeni bakteryjnych, w ktorych
wystepuja fosforany. Grupy te znajduja si¢ w rejonie heptozowym i w rejonie Kdo.

W rdzeniu o typie podstawienia resztami heksozowymi przedstawionym na rys 4 grupy
hydroksylowe znajdujace si¢ przy atomach wegla C-2 i C-4 w heptozie I sa podstawione resztami
fostoranowymi. Takie potozenie grup fosforanowych zostato stwierdzone w lipopolisacharydach
bakterii Pseudomonas aeruginosa AK 1401,

W rdzeniu wewnetrznym, w ktorym podstawniki heksozowe znajduja sie w potozeniach 4
heptozy 1 i 2 heptozy II, grupy fosforanowe sq zwiazane wylacznie z heptoza 1l. Zostato to
zaobserwowane w lipopolisacharydach réznych chemotypow bakterii Neisseria meningitidis.
Reszta [-aminoetylofosforanowa znajduje si¢ w czesci heptozowej LPS wyizolowanych z
chemotypu L-3**, L-1**" i L-7*” w polozeniu C-3. W potozeniu C-6 grupa ta zostata znaleziona
w chemotypie L-4* oraz w potozeniu C-7 chemotypu L-6" bakterii Neisseria meningitidis. W

takim samym schemacie podstawienia resztami heksozowymi (Rys.5) grupa fosforanowa moze

=]11-
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Czes¢ literaturowa. Heptozy w rdzeniu wewnetrznym lipopolisacharydow.

znajdowac si¢ przy heptozie I potaczonej z regionem Kdo w potozeniu C-6. Takie podstawienie
zaobserwowano w lipopolisacharydach wyizolowanych z serotypow 0:23 i 0:36 bakterii
Campylobacter jejuni**. W potozeniu 6 znajduje si¢ grupa B-aminoetylofosforanowa. W takim
samym polozeniu lecz w innym serotypie 0:19% tej bakterii znajduje si¢ reszta P-
aminoetylofosforanowa (trzeci typ podstawienia reszt heksozowych, rys 6). W OH 4382 (-
aminoetylofosforan znajduje si¢ w ilosciach niestechiometrycznych. Nie udowodniono jednak
dokfadnego potozenia tej grupy. W niektorych oligosacharydach znajdowata si¢ ona w potozeniu
C-6, a w innych oligosacharydach tej samej bakterii w potozeniu C-7. Tak samo w
lipopolisacharydach bakterii Campylobacter jejuni O:19 OH 4384 stwierdzono obecno$¢ grupy
fosforanowej*’. Nie udowodniono réwniez doktadnego potozenia tej grupy, ktora wystepuje w
ilosciach niestechiometrycznych. Zasugerowano, ze moze si¢ ona znajdowac przy C-6 lub przy C-
7.

W innym schemacie podstawienia heptoz przez reszty heksozowe (Rys 7) reszta fosforanowa
znajduje si¢ w polozeniu 6 L-glicero-D-manno-heptozy 1. W lipopolisacharydach bakterii

*33 grupa hydroksylowa znajdujaca si¢ przy atomie

Campylobacter jejuni serotyp 0:1, 0:2, 0:4
wegla C-6 w heptozie 1 jest zestryfikowana B-aminoetylofosforanem. W tym typie podstawienia
resztami  heksozowymi  obecnos¢ grupy fosforanowej wystepujacej w ilosciach
niestechiometrycznych zostata stwierdzona w niektorych oligosacharydach przy OH-6, a w innych
oligosacharydach wyizolowanych z tego samego szczepu bakterii - przy OH-7. Taki sposob
podstawienia zaobserwowano badajac lipopolisacharydy wyizolowane z serotypu L-2 bakterii
Neisseria meningitidis **. W heptozie I grupa hydroksylowa znajdujaca si¢ przy atomie wegla C-
7 moze by¢ zestryfikowana B-aminoetylofosforanem*’. Badajac lipopolisacharydy wyizolowane z
bakterii Proteus mirabilis R4/028 stwierdzono, ze reszta kwasu B-aminoetylofosforowego byta

56,52

podstawiona przy grupie hydroksylowej OH-7 w heptozie II
II. 1. 3. Rdzen wewnetrzny zawierajqcy trzy jednostki heptozy
Sposrod rdzeni bakteryjnych zawierajacych 3 heptozy nalezy wyrdzni¢ duza grupe, w

ktorej trzy jednostki L-glicero-a-D-manno-heptopiranozy sa potaczone wiazaniami o(1-7) i ou(1-

3) glikozydowymi. Taki uktad heptoz wystepuje w catej rodzinie bakterii Enterobacteriaceae.
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HeplII o(1-7) Hepll a(1-3) Hepl a(1-5) Kdo
Hex (1-3) |

Rys 12.
W wiekszosci rdzeni tego typu trisacharyd heptozowy jest potaczony wiazaniem a(1-5) z kwasem
2-keto-3-deoksyoktonowym.
Najprostszym schematem podstawienia reszt heksozowych jest uktad (Rys.12), w ktorym oprocz
polaczenia z Kdo wystepuje tylko jedna reszta heksozowa. Reszta ta jest dotaczona do grupy
hydroksylowej OH-3 w heptozie II.
Ten schemat potaczen mozna znalezé oligosacharydzie rdzeniowym wyizolowanym z bakterii

57.58.59.60

v i 5 v . v 62 v
Salmonella typhimurium Salmonella minnesota *' Salmonella godesberg™  Salmonella

landau® Escherichia coli®*®®, Erwinia carotovora®, Erwinia chrysantemi B 374% Citrobacter
PCM 1487°7 Hafnia alvei®®.

Fragmentaryczne struktury regionu rdzeniowego lipopolisacharydow wyizolowanych z szorstkich
mutantow bakterii Salmonella byly ustalone juz wczesniej* *>"”'. Budowa trisacharydu
heptozowego wystepujacego w lipopolisacharydach bakterii Sa/monella minnesota zostala
potwierdzona analiza metylacyjna i przez porownanie metylowanego trisacharydu ze standardem
syntetycznym’

Doktadne badania lipopolisacharydow wyizolowanych z bakterii Fscherichia coli K12 pozwolity
zwerytikowa¢ wczesniejsze doniesienia™’*”* dotyczace budowy rdzenia zewnetrznego. Z rdzenia
tej bakterii wyizolowano 4 jednostki L-glicero-D-manno-heptozy™*. Analiza produktu degradacji
Schmidta prowadzita do struktury regionu heptozowego, ktora byta taka sama jak w catej rodzinie
Lnterobacteriaceae 1 skladala si¢ z trisacharydu heptozowego polaczonego wiazaniami
glikozydowymi o(1-7) i a(1-3). Rdzen zewnetrzny byl polaczony z grupa hydroksylowa
znajdujaca si¢ przy atomie wegla C-3 w heptozie II. Czwarta jednostka L-glicero-D-manno-
heptozy znajdowata si¢ w rdzeniu zewnetrznym i byla polaczona z grupa hydroksylowa OH-6 w
glukopiranozie wigzaniem glikozydowym o konfiguracji o. Struktura tego rdzenia zostala
potwierdzona przez porownanie wyizolowanego z chemotypu K12 lipopolisacharydow bakterii
Lischerichia  coli  disacharydu LDmanHeppo(1-6)D-Glcp z  disacharydem  otrzymanym
syntetycznie.” Jest to jeden z niewielu poznanych do tej pory przykladow wystepowania L-

glicero-D-manno-heptozy w rdzeniu zewnetrznym.

-13-
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Drugi schemat podstawienia rdzenia wewnetrznego resztami heksozowymi przedstawia

Rys.13.

Hex(1-7) HeplII(1-7) HeplI(1-3)Hepl(1-5) Kdo
|
Hex(1-3)~

Rys 13.
Grupa hydroksylowa znajdujaca si¢ przy atomie wegla C-7 w heptozie 1l oraz grupa
hydroksylowa usytuowana przy atomie wegla C-3 w heptozie Il sa podstawione resztami
heksozowymi.

Taki schemat podstawienia resztami heksozowymi udowodniono dla rdzeni wewngtrznych
lipopolisacharydow wyizolowanych z bakterii Shigella flexneri”’, Shigella sonnei™, Citrobacter
023, Escherichia coli”*. W lipopolisacharydach wyizolowanych z bakterii Shigella™ rdzen
zewnetrzny jest polaczony z grupa hydroksylowa OH-3 w LDmanHepp 11, a do grupy
hydroksylowej znajdujacej si¢ przy atomie wegla C-7° LDmanHepp 111 jest przytaczona 2-amino-
2-deoksy-D-glukoza.

W trzecim schemacie (rys 14) stwierdzono obecnos¢ trzech miejsc podstawienia resztami
heksozowymi. Reszty heksozowe zwiazane sa z atomami wegla C-4 heptozy I, C-3 heptozy II i
C-7 heptozy III.

Hex(1-4)
Hex (l-7)Heplll(1-7)Hepll(1-3);Lepl (1-5) Kdo
Hex (1-3) —

Rys 14

Ten typ podstawienia zauwazono tylko w lipopolisacharydach wyizolowanych z bakterii Proteus
mirabilis szczep R 110/1959%'. Trisacharyd heptozowy jest zbudowany podobnie jak u innych
przedstawicieli z rodziny Enterobacteriaceae z ta tylko rdoznica, ze wiazanie (1-7) glikozydowe
ma konfiguracj¢ f3, a nie a tak jak w wigkszosci przypadkoéw. W rdzeniu zewngtrznym, ktory jest
potaczony wiazaniem glikozydowym o konfiguracji o z grupa hydroksylowa OH-3" w heptozie 11
znajduje si¢ D-glicero-D-manno-heptoza.

W rdzeniu wewngtrznym wyizolowanym z lipopolisacharydow bakterii  Yersinia

... 81 x o e . , -
enterocolitica™ stwierdzono obecnos¢ takiego samego trisacharydu heptozowego jak w innych
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bakteriach z rodziny FEnterobacteriaceae. Rdzen zewnetrzny jest przylaczony do grupy
hydroksylowej znajdujacej si¢ w potozeniu C-3 heptozy II. W potozeniu C-4 znajduje si¢ a-D-
Glep, a w potozeniu C-2 o-D-Glep w ilosciach niestechiometrycznych. W regionie heptozowym
znajduje si¢ jeszcze jedna heptoza lecz o konfiguracji D-glicero-D-manno. Heptoza ta jest
polaczona z grupa hydroksylowa znajdujaca sie¢ w potozeniu C-7 heptozy III. Takie potaczenie

jest niezwykle rzadko spotykane w enterobakteryjnym rdzeniu wewnetrznym.

Rdzen wewnetrzny moze by¢ zbudowany z trzech jednostek L-glicero-D-manno-heptozy,
polaczonych rowniez w inny sposob. Heptoza I jest polaczona z heptoza 11 wiazaniem (1-3). Do
heptozy II jest przylaczona heptoza IIl wiazaniem (1-2). Wszystkie wiazania glikozydowe maja

konfiguracje o.. W rdzeniu tym (rys 15) reszty heksozowe znajduja sie przy C-4 w heptozie II.

Hex (1-4)
Hepllla(1-2) Hepllo(1-3)Hepla(1-5)Kdo

Rys. 15.
Ten typ rdzenia wystgpuje w lipopolisacharydach wyizolowanych z bakterii Haemophilus
influenzae® Rdzen zewnetrzny jest potaczony wiazaniem B(1-4) glikozydowym z heptoza II.
Podobnie w LPS wyizolowanym ze szczepu 3500 bakterii Haemophilus ducreyi® rdzen
zewnetrzny jest przylaczony do grupy hydroksylowej OH-4 w heptozie 1 W rdzeniu tym
stwierdzono obecnos¢ disacharydu L(D)glicero-a.-D-manHepp-(1-6)B-D-Glep. Konfiguracja przy
atomie wegla C-6 w heptozach nie zostata ustalona.

W innym schemacie podstawienia (Rys 16) reszty heksozowe sa potaczone z heptoza I w
potozeniu C-4 i z heptoza II w potozeniu C-3. Heptoza I jest zawsze w pozycji anomerycznej
potaczona z Kdo.

Hex(1-3) -, Hex(1-4)
HeplII(1-2)HeplI(1-3)HeplI(1-5)Kdo

Rys.16.
Taki typ podstawienia znajduje si¢ w LPS wyizolowanych z bakterii Haemophilus influenzae typ
b szczep A2% i szczep RM 7004*
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Kolejny schemat podstawienia trisacharydu heptozowego ukfadami heksozowymi (Rys.17)
zostal stwierdzony w rdzeniu wewnetrznym lipopolisacharydow wyizolowanych ze szczepu AH

1-3 bakterii Haemophilus influenzae typ b.*’

Hex (1-4)
Hex(1-2)HeplII(1-2)HeplI(1-3)Hepl(1-5)Kdo

Rys.17.
W potozeniu C-4 znajduje si¢ tu B-D-glukopiranoza, a w potozeniu C-2° B-D-galaktopiranoza.
W dalszym typie podstawienia tego rdzenia resztami heksozowymi stwierdzono obecnos¢
czterech miejsc, gdzie te podstawniki wystepuja, mianowicie w potozeniach C-4 i C-6 heptozy I

oraz w potozeniu C-3"i C-7" heptozy I1I (Rys.18).

Hex(1-7)— Hex(1-6)—
|

HepllI(1-2)HepII(1-3)Hepl(1-5)Kdo

Hex(1-3)-! Hex(1-4)

Rys. 18

Taki uktad podstawnikow wystepuje w lipopolisacharydach wyizolowanych z bakterii Vibrio
cholerae szczep H11%.

Z LPS bakterii Areomonas salmonicida®’ wyizolowano oligosacharyd ztozony z trzech jednostek
L-glicero-D-manno-heptozy potaczonych wigzaniami (1-2) i (1-3) glikozydowymi. Region
heptozowy jest w tym rdzeniu polaczony z atomem wegla C-6 w Kdo.

Rdzen wewnetrzny o podobnej budowie wystepuje w lipopolisacharydach wyizolowanych z
bakterii Pasteurella multocida®™, ale kolejnosé wiazan glikozydowych moze byé rowniez

odwrocona (Rys. 19).

HepllI(1-3)HeplI(1-2)Hepl(1-5)Kdo

Rys. 19.

-16-

http://www.rcin.org.pl



Czes¢ literaturowa. Heptozy w rdzeniu wewnetrznym lipopolisacharydow.

Kolejny przyklad rdzenia wewnegtrznego zlozonego z trzech jednostek L-glicero-D-
manno-heptozy jest przedstawiony na rys.20. Rdzen ten jest podstawiony w dwoch miejscach

resztq heksozowa 1 reszta heptozowa.

He(1-7) -ﬂ|
HepllI(1-3)HeplI(1-3)Hepl(1-4/5)Kdo
Hex( 1-3)—4!

Rys.20.
o . ’ - .. : . . 89
Taki rdzen zaobserwowano w LPS bakterii Phenylobacterium immobile szczep K2©° W

potozeniu C-7 znajduje si¢ 2-deoksyheptopiranoza, natomiast w potozeniu C-3" D-glukopiranoza.

II. 1. 3. I Podstawienie fosforanami

Takze 1 w trojheptozowym regionie oprocz reszt heksozowych znajduja si¢ polaczone
estrowo reszty fosforanowe W pierwszym typie podstawienia rdzenia wewngtrznego grupami
heksozowymi (Rys 12) reszty fosforanowe znajduja si¢ w potozeniu C-4 heptozy | (przewaznie
jest to reszta kwasu -aminoetylopirofostorowego) oraz w roznych potozeniach w heptozie I1. W
rdzeniu wewnetrznym wyizolowanym z lipopolisacharydow bakterii Hafiia alvei ATCC 13337
reszta fosforanowa znajduje si¢ przy OH-4, a reszta B-aminoetylopirofosforanowa w potozeniu 4.
W innym szczepie tej samej bakterii Hafnia alvei 1211°°  stwierdzono reszte p-
aminoetylofosforanowa w potozeniu C-6 w heptozie Il i reszte P-aminoetylopirofosforanowa
znajdujaca si¢ w potozeniu C-4 heptozy 1. W lipopolisacharydach wyizolowanych z bakterii

v ; . 503
Salmonella — typhimurium®*

tak, jak w  poprzednich przykfadach reszta -
aminoetylopirofosforanowa znajduje si¢ w potozeniu C-4 heptozy I, natomiast pozycja grupy
fostoranowej, ktora znajduje si¢ przy heptozie Il nie zostata ustalona. W bakterii Citrobacter
PCM 1487" odnaleziono dwie reszty B-aminoetylopirofosforanowe, ktore znajdujg sie w
potozeniu C-4 heptozy 1i C-7 heptozy II.

W innym schemacie podstawienia resztami heksozowymi (Rys. 13) grupy fosforanowe znajduja si¢
przy heptozie I w pofozeniu C-4 lub w tym samym potozeniu heptozy II. Wystepuja tez w

obydwu pozycjach jednoczesnie .\W lipopolisacharydach bakterii Shigella flexneri serotyp 6''

wystgpowanie reszty [-aminoetylopirofosforanowej nie jest stechiometryczne. W niektorych

e
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oligosacharydach znajduje si¢ ona w potozeniu C-4 heptozy 1. W innych oligosacharydach tej
samej bakterii zostata odnaleziona w C-4 heptozy I1. W chemotypie R1 bakterii FZscherichia coli”!
grupa hydroksylowa OH-4 L-glicero-D-manno-heptozy 1 zwiazanej z Kdo jest podstawiona [3-
aminoetylopirofosforanem, a ta sama grupa hydroksylowa OH-4 w nastgpnej jednostce
LDmanHepp 11 jest podstawiona reszta fosforanowa. W lipopolisacharydach bakterii Shigella
sonnei 9773" znajduja si¢ dwie reszty B-aminoetylopirofosforanowe obie w potozeniu C-4 z tym,
ze jedna zwiazana jest z heptoza I, a druga z heptoza Il. Z lipopolisacharydow bakterii
Citrobacter 023”* wyizolowano rdzen wewnetrzny, w ktorym heptoza I jest podstawiona w
potozeniu 4 -aminoetylopirofosforanem.

W rdzeniu wewngtrznym zawierajacym trzy jednostki L-glicero-D-manno-heptozy
polaczone wiazaniami (1-2) i (1-3) glikozydowymi grupy fosforanowe znajduja si¢ przewaznie
przy heptozie II. W lipopolisacharydach bakterii Haemophilus influenzae mutant GalEgalK™
(Rys.16) stwierdzono obecnos¢ reszty B-aminoetylofosforanowej w potozeniu C-6 heptozy 11. W
szczepie AH 1-3 (lic 3+) tej bakterii*’ uktad B-aminoetylofosforanu znajduje si¢ rowniez w
pofozeniu C-6. W lipopolisacharydach bakterii Haemophilus ducreyi 35000 odnaleziono grupg f3-
aminoetylopirofosforanowa, lecz jej potozenie przy LDmanHepp II nie zostalo do tej pory

ustalone
1. 1. 4. Rdzen wewnetrzny zawierajqcy cztery jednostki heptozy
W lipopolisacharydach niektorych bakterii udowodniono wystgpowanie rdzenia wewnetrznego
zlozonego z czterech jednostek L-glicero-D-manno-heptozy. Rdzen taki wystepuje w LPS
bakterii Aeromonas hydrophila A6™ i w szczepie NCM B 86 tej samej bakterii” (Rys. 21). Reszty
heksozowe znajduja si¢ w potozeniu C-7 heptozy IV, oraz w potozeniu C-4 heptozy II.
Hex(1-7)HepIV(1-3) —
HeplII(1-6)HeplI(1-2)Hepl(1-?) Kdo
Hex (1-4)

Rys. 21.
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W rdzeniu zewngtrznym wyizolowanym z LPS tych bakterii znajduja si¢ dodatkowo dwie reszty
heptozy o konfiguracji D-glicero-D-manno.
Inny typ polaczen czterech jednostek L-glicero-D-mannoheptozy zostat wykryty w

lipopolisacharydach wyizolowanych z bakterii Vibrio ordalii® (Rys.22).

W

Hex(1-7)Hepll(1-4)Hepl(1-?) Kdo

HepIV(1-6)

|
Hex(1-3) HepllI(1-3) -
|

Hex(1-6)-.

Rys 22.
Heptoza potaczona z regionem Kdo jest podstawiona w potozeniach C-6, C-3 i C-4 resztami
LDmanHepp Do grupy hydroksylowej znajdujacej si¢ w polozeniu C-7 heptozy Il jest
przytaczona B-D-glukopiranozyloamina, a w potozeniach C-3 i C-6" L-glicero-D-manno-

heptopiranozy 11 znajduja si¢ reszty o-D-glukopiranozy.

II. 1. 5. Rdzenie wewngtrzne zawierajqce piec jednostek heptozy.

Z lipopolisacharydow bakterii Aeromonas salmonicida ssp salmonicida® wyizolowano rdzen

' wewngtrzny w ktorym stwierdzono obecno$¢ az pigciu jednostek LDmanHepp (Rys 23.)

‘ Do heptozy potaczonej z Kdo w polozeniach C-6 i C-4 sa przylaczone nastepne heptozy, a w
potozeniu C-3 disacharyd zlozony z dwoch LDmanHepp potaczonych wiazaniem of1-2).
Wiazanie glikozydowe w heptozie 11 ma konfiguracje B. Rejon heptozowy jest przytaczony do
grupy hydroksylowej znajdujacej si¢ przy atomie wegla C-6 w Kdo. Rdzen zewnetrzny jest
polaczony z grupa hydroksylowa w potozeniu C-4 heptozy IV. Grupy heksozowe znajduja sie w
polozeniu C-7 heptozy II i w polozeniu C-4 heptozy IV.
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HepV(1-6) —‘

Hex(1-7)HepII(1-4)HepI(1-6)Kdof

Hex(1-4)HepIV(1-2)HepIII(1-3) J
Rys.23.

W lipopolisacharydach szczepu 3661 bakterii Rhodospirillum tenue” znajduje sie pieé
heptoz przy czym trzy maja konfiguracj¢ L-glicero-D-manno, a dwie konfiguracj¢ D-glicero-D-
manno (Rys 24.)

DDmanHep(1-2)DDmanHep(1-4)

W

HeplIII(1-7)HeplII(1-3)HepI(1-?)Kdo

Rys 24.
W szczepie 2761 tej bakterii, z pigciu jednostek heptozy obecnych w rdzeniu wewngtrznym cztery
maja konfiguracj¢ L-glicero-D-manno, a jedna D-glicero-D-manno. W rdzeniu tym stwierdzono

obecnos¢ grupy fosforanowej, ktora znajdowata si¢ przy heptozie II w niestechiometrycznej ilosci.

Jednym z aktualnych probleméw w badaniach biochemicznych jest antygenowe
oddzialywanie cukrow znajdujacych si¢ w btonie komorkowej bakterii Gram-ujemnych. Bardzo
wazna jest struktura znajdujacych si¢ tam oligosacharydow, gdyz nawet zmiany w odpowiednim
utozeniu  sktadnikow zewnetrznej blony komoérkowej uniemozliwiaja jej prawidlowe
funkcjonowanie. Jak zostalo juz wczesniej pokazane budowa regionu heptozowego rdzenia
wewnetrznego zmienia si¢ w ograniczonym zakresie. Znajdujace si¢ tu oligosacharydy heptozowe
mogga by¢ podstawione tylko resztami heksozowymi lub resztami fosforanowymi.

Reszty heksozowe znajduja si¢ w roznych potozeniach w rdzeniu wewnetrznym. W

rdzeniach bakteryjnych zawierajacych dwie jednostki heptozy Hep(1-3)Hep reszty heksozowe
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moga znajdowaé sie w potozeniu C-4 lub C-4 i C-2 heptozy 1. Natomiast przy heptozie Il znajduja
si¢ przewaznie w 2  badz w 3 oraz dodatkowo w 4., 6, 7 czyli we wszystkich mozliwych
potozeniach. Rdzen zewnetrzny moze by¢ potaczony z grupa hydroksylowa znajdujaca si¢ przy C-
4 w heptozie I, lub w C-3" w heptozie I, lub C-2  w heptozie 1.

W rdzeniach zawierajacych trzy jednostki heptozy pofaczone wigzaniami (1-7) 1 (1-3)
reszty heksozowe sa podstawione w polozeniu C-3 heptozy II, jest to miejsce przylaczenia
rdzenia zewnetrznego. W innych oligosacharydach stwierdzono obecnos¢ reszt heksozowych w
potozeniach C-3 heptozy 11 i C-7 heptozy III. W rdzeniu wewnetrznym, w ktorym wystepuje
trisacharyd  Hep(1-2)Hep(1-3)Hep stwierdzono obecnos¢ ugrupowan heksozowych w
potozeniach C-4 heptozy 1 i C-3 heptozy Il lub C-2" heptozy IIl. W innym rdzeniu reszty
heksozowe sa podstawione w C-4 i C-6 heptozy I oraz w C-7 i C-3 heptozy I11. Dalszy rdzen
zawiera dwie reszty heksozy jedna w polozeniu C-7 heptozy I1 i druga w potozeniu C -3 heptozy
[1I. W rdzeniach bakteryjnych zbudowanych z czterech lub pigciu jednostek heptozy nie mozna
podac uogolnien.

Ustalenie pozycji fosforanow znajdujacych si¢ w rdzeniu wewngtrznym LPS jest, jak juz
wcezesnie] zostalo powiedziane, bardzo trudne. Czesto odnajdywane sg tam grupy fosforanowe
jednak ich dokladne potozenie nie zostaje ustalone. Fosforany wystepujg niekiedy w ilosciach
niestechiometrycznych, co jeszcze bardziej utrudnia analiz¢. W rdzeniu wewngtrznym
zawierajacym disacharyd heptozowy polaczony wigzaniem of(1-3) grupy fosforanowe, a w
zasadzie najczesciej B-aminoetylofosforany znajduja sie w potozeniach 3, 6 lub 7 heptozy 111 w 6
lub 6\7 heptozy I. Tylko w lipopolisacharydach bakterii Psedomonas aeruginosa AK 1401
stwierdzono obecnos¢ reszt fosforanowych w potozeniu C-2 i C-4 heptozy 1. W rdzeniu
wewnetrznym, w ktorym dwie heptozy sg polaczone wigzaniem o 1-4) wykazano obecnosc jedne;
reszty -aminoetylofosforanowej w potozeniu C-7 .

W rdzeniach wewngtrznych zbudowanych z trzech jednostek heptozy potaczonych
wigzaniami o(1-7) i a(1-3) grupy fosforanowe znajduja si¢ przy atomie C-4 heptozy I
(przewaznie sa to PB-aminoetylopirofosforany) i w polozeniu C-4 lub C-6 heptozy II, lub w
polozeniu C-7 heptozy I11. Czasem znajduja sie tylko w polozeniu C-6 heptozy 1. W rdzeniach
wewnetrznych, gdzie trzy jednostki heptozy sa potaczone wiazaniami a(1-2) i o(1-3) reszty
fosforanowe zostaty odnalezione tylko w potozeniu C-6 heptozy 1. W rdzeniach bakteryjnych

zawierajacych wigcej reszt heptozowych, jak do tej pory stwierdzono obecnos¢ tylko jednej grupy
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tfosforanowej przy heptozie Il w pentasacharydzie heptozowym wyst¢pujacym w LPS szczepu;
3661 bakterii Rhodospirillum tenue.

W nie wymienionych tutaj rdzeniach bakteryjnych tez moga znajdowac si¢ reszty
fosforanowe. Dla ulatwienia badan strukturalnych czgsto pracuje si¢ na materiale
zdetosforylowanym, gdyz grupy fosforanowe komplikuja separacje¢ i oczyszczanie LPS. W
rezultacie struktura oligosacharydow rdzeniowych nie jest wyjasniona do konca. Precyzyjne
badania schematu podstawienia fosforanami pozwola zrozumie¢ ich rolg biologiczna. Aby to bylo
mozliwe trzeba zbada¢, jak reszty fosforanowe zachowuja si¢ w warunkach degradacji.

stosowanych przy ustalaniu struktury.

=29=

http://www.rcin.org.pl



Czes¢ literaturowa. Metody syntezy mannoheptopiranoz.

I1. Metody syntezy mnnoheptopiranoz
1. 2. 1. Metody syntezy L-glicero-D-manno-heptopiranozy

L-Glicero-D-manno-heptoza jest cukrem rzadko wystepujacym w przyrodzie. Praktycznie
znajduje si¢ tylko w blonie komorkowej bakterii Gram-ujemnych. Wyizolowanie jej jest mozliwe
za pomocy specyficzne] enzymatycznej degradacji LPS. Jest to proces zmudny i malo wydajny.
Otrzymuje si¢ wtedy niewielkie ilosci czystego materiatu potrzebnego do badan biologicznych. W
tej sytuacji jedyna metoda otrzymania wystarczajacej ilosci czystej L-glicero-D-manno-heptozy
jest synteza organiczna. Planujac synteze trzeba uwzgledni¢ nastgpujace warunki:

-wprowadzenie nowego centrum chiralnosci powinno przebiega¢ wysoce selektywnie,
-wyjsciowy material powinien by¢ tatwo dostepny,
-LLDmanHepp powinna by¢ od razu przygotowana do nastgpnych przeksztalcen w

syntezie oligosacharydow

Najprostsza metoda otrzymywania heptoz jest przeprowadzenie homologowania heksoz o
. jeden atom wegla. Do syntezy najlepiej jest wybra¢ taka heksoze, ktora miata by taka sama
- konfiguracj¢ wigkszosci atomow wegla w czasteczce jaka posiada L-glicero-D-manno-heptoza.

Konfiguracja atomow wegla od 3-6 L-glicero-D-manno-heptozy jest identyczna z konfiguracja

odpowiednich atomow wegla 2-5 L-galaktozy.

CHO
HO— CHO CHO
HO— HO— —OH
— OH —OH HO—
— OH —OH HO—
HO— HO— —OH
CH,OH CH,OH CH,OH
L-glicero-D-manno L-galaktoza D-galaktoza
heptoza

Jest to wigc dobry substrat do syntezy wykorzystujacej przedtuzanie fancucha od strony
atomu wegla C-1. Niestety, L-galaktoza nie jest tatwo dostepna, gdyz nie wystepuje w
przyrodzie, natomiast jej enancjomer, D-galaktoza jest cukrem dostgpnym bez trudnosci. Zostata
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http://www.rcin.org.pl



Czes¢ literaturowa. Metody syntezy mannoheptopiranoz.

ona wykorzystana w syntezie enancjomeru mannoheptozy. Do syntezy zastosowano
kondensacje D-galaktozy z nitrometanem (reakcja Sowdena) (Schemat 1), ktora prowadzi do
mieszaniny dwoch zwiazkow, a mianowicie 1-deoksy-1-nitro-D-glicero-L-manno-heptitolu (1) i
I-deoksy-1-nitro-D-glicero-L-gluko-heptitolu (2). Zwiazki te rozdzielono przez frakcjonowana
krystalizacj¢ i otrzymano 1 z wydajnoscia 18.4%, a 2 z wydajnoscia 24.8%. Grupe¢ nitrowg w 1

przeksztatcono do aldehydu w reakcji Nefa otrzymujac D-glicero-L-manno-heptozg (3).

CH,NO, CH,NO,
CHO —OH HO—
—OH —OH —OH
HO— CH;NO, HO—] 5 HO—
HO— MeOH HO— HO—
—OH —OH — OH
CH,OH CH,OH CH,OH
D-galaktoza 1 2
NaOH
CH=NO,Na CHO
—OH LOH
—OH —OH
HO— S0, HO—
HO— HO—
— OH — OH
CH,OH CH,OH
3
Schemat 1

L-Glicero-D-manno-heptoza zostala po raz pierwszy otrzymana w 1968 roku przez
Teubera, Bevilla i Osborna® metoda Sowdena. L-Galaktoze (5) (Schemat 2) otrzymano z kwasu
D-galakturonowego, ktory po przeksztaiceniu do L-galaktono-1,4-laktonu (4) zredukowano
borowodorkiem sodowym. Nastepnie 5 poddano reakcji z nitrometanem otrzymujac dwa zwiazki

rozniace si¢ konfiguracja na jednym atomie wegla, 1-deoksy-1-nitro-L-glicero-D-gluko-heptitol

24.-
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"(7) i 1-deoksy-1-nitro-L-glicero-D-manno-heptitol (6). Zwiazki te rozdzielono przez wielokrotna
krystalizacj¢. Reakcja Nefa heptitolu 6 prowadzita do wlasciwej L-glicero-D-manno-heptozy (8).
Glowng trudnoscia w tej syntezie jest otrzymanie L-galaktozy co jest procesem zmudnym i

-mato wydajnym.

CHO COOH CHO
—OH HO— HO HO—
OH
B NaBH, —OH | 0 NaBII, —OH
Ty — =0 T
HO— 1.pH 9.5 —OH HO, —OH
2IR120H |
- OH HO HO—
COONa CH,OH OH CH,OH
4 5
CH,NO, )
CH,NO, CH,NO,
OH HO— —OH
OH HO— HO—
0 H,S0 — -
OH & 2904 OH & OH
HO —OH —OH
L HO— HO—
e CH,OH CH,OH
6 7
Schemat 2

Reakcja wydluzania lancucha w metodzie nitrometanowej Sowdena nie przebiega
stereoselektywnie. Badania nad stereoselektywng i wysokowydajng metoda otrzymywania heptoz
.byly wigc kontynuowane.

Metode syntezy wykorzystujaca rowniez homologowanie tancucha cukrowego od strony

1% (Schemat 3). Substratem w tej syntezie jest tatwo dostepna

‘wegla C-1 zaproponowat Paulsen
<2,3:5,6-di-O-izopropylidenomannofuranoza (9) do ktorej stereoselektywnie zostata dotaczona
‘litowa pochodna ditianu.

W reakcji otrzymano pochodng heptozy o konfiguracji D-glicero-D-galakto 10. W celu

otrzymania zwiazku o pozadanej konfiguracji L-glicero-D-manno nalezato catkowicie ,, odwroci¢”

-25-

http://www.rcin.org.pl



Czgs¢ literaturowa. Metody syntezy mannoheptopiranoz.

konfiguracj¢ cukru poprzez zamiang redukujacego i nie redukujacego konca. Hydroliza grup

S S S S
N/ N/
Me,cig /\ —OH —OH
5o
\ Li _0— LH'  HO— . (McO),CMe,
o8 Me,C 2. PivCl o 2. Mel
HO
CMe, —OH —OH
9 _O\CM —OQOH
c
—0” —OPiv
10 11
CHO CH,OR CH,OR
—OR —OR OR
ao= I.NaBH,CN RO I.NaOMe  RO—
RO— 2. (Me0),CMe, RO— 2.10] RO—
—OR —OR —OR
—OR —OR —OR
—OPiv —OPiv CHO
12 R = 2xCMe,, 1xH 13A R = 3xCMe, 14 R = 3~CMe,
13B R = 2xCMe,, 1 <H
1. H
2. Ac,0
I—OAc
OAc
@)
OAC o »0AC
AcO
15

Schemat 3
izopropylidenowych w zwiazku 10, a nastgpnie zabezpieczenie pierwszorzedowej grupy

hydroksylowej reszta piwaloilowa dato pochodng 11. Ponowne zablokowanie drugorzedowych
grup hydroksylowych resztami izopropylidenowymi, nastgpnie usuniecie maskujacego ditianu za

pomocg jodku metylu wobec 2,4,6-trimetylopirydyny prowadzito do aldehydu 12. Redukcja
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aldehydu cyjanoborowodorkiem sodowym i zabezpieczenie otrzymanego heptitolu resztami
izopropylidenowymi daly mieszaning pochodnych izopropylidenowych 13, ktore musialy byc
rozdzielone przez chromatografie. Odblokowanie I-rzedowej grupy hydroksylowe]
zabezpieczonej reszta piwaloilowa w zwigzku 13A, a nast¢pnie jej utlenienie prowadzito dc
aldehydu 14, w ktorym grupa aldehydowa znajduje si¢ na przeciwnym koncu czasteczki niz w
 zwiazku 12. Hydroliza grup izopropylidenowych, a nastgpnie acetylowanie daly oba anomery
1,2,3,4,6,7-heksa-O-acetylo-L-glicero-D-manno-heptozy (15).

Uzytecznos¢ tej metody jest ograniczona koniecznoscig przeprowadzenia wielokrotne]
zmiany zabezpieczen. Synteza jest wieloetapowa, a na niektorych etapach otrzymuje si¢ ponadtc

mieszaning produktow.

Syntezy mannoheptoz przedstawione do tej pory sa klopotliwe i wymagaja trudnc
dostepnych substratow. Wigkszos¢ z nich wykorzystuje homologowanie faficucha od strony

atomu wegla C-1.

Przez prawie 20 lat nie zostal uczyniony zaden znaczacy postgp w syntezie heptoz
Opracowano niewiele bardzo pracochtonnych metod, a w niektorych z nich postugiwano sig
trudno dostgpnymi substratami.

Przetomem w syntezie heptoz bylo catkiem nowe podejscie opracowane w 1986 roku w
naszym laboratorium. Nowa metoda polegata na przedtuzeniu fancucha od strony atomu wegla C-

: - 101, 10
6w D-mannoplran021e1 Ve

. D-mannoza zostata wybrana jako dobry substrat do elongacji, gdyz
zawiera cztery atomy wegla majace identyczng konfiguracje jak L-glicero-D-manno-heptoza (8).
Metoda homologowania polegata na wykorzystaniu w syntezie weglowodanow reakcji Grignarda
chlorkow alkoksymetylomagnezowych'” z aldehydami i ketonami.

Jako substrat zostata wybrana pochodna D-mannozy z grupa aldehydowa w potozeniu 6
(16).

Przeprowadzono reakcj¢ benzylo 2,3.4-tri-O-benzylo-oi-D-manno-heksodialdo-1,5-
piranozydu (16) z chlorkiem alkoksymetylomagnezowym (Schemat 4) ktora prowadzila w
przewadze do pochodnej L-glicero-D-manno-heptozy (17). W reakcji tej w mniejszej ilosci
powstawal rowniez drugi diastereoizomer: heptoza o konfiguracji D-glicero-D-manno.

Stereoselektywno$¢ reakcji Grignarda byta wysoka, gdyz przebiegata ona najprawdopodobnie;

wedlug cyklicznego modelu Crama dla indukcji asymetrycznej. Atak nukleofila nastepowat od
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mniej zatloczonej strony (Schemat 4) co prowadzito w przewadze do zwiazku o konfiguracji L-

glicero-D-manno.

OR
CHO OH
(0
()Bn R ()Bn
BnO BnO
BnO OBn OBn BnO OBn
16 17

Schemat 4

Proporcja diastereoizomeréw LD-manHepp do DD-manHepp w reakcji aldehydu 16 z
chlorkiem alliloksymetyomagnezowym wynosita 3 : 1. Wyzsza stereoselektywnos¢, 28 : 1
otrzymano, gdy do reakcji z chlorkiem benzyloksymetomagmezowym uzyto aldehyd, ktory byt
zabezpieczony w polozeniu C-3 grupa allilowa, a pozostatle grupy hydroksylowe miat
zablokowane resztami benzylowymi. Po rozdzieleniu diastereoizomerow i uwolnieniu grup
hydroksylowych otrzymano z wysokimi wydajnosciami obie heptozy. Wykorzystanie do reakc;i
homologowania chlorku alliloksymetylomagnezowego Ilub benzyloksymetylomangnezowego
pozwalalo na ominigcie etapu blokowania grupy hydroksylowej na C-7, gdyz grupa
zabezpieczajaca byla od razu wprowadzona w czasie reakcji przedluzania tancucha. Inne grupy
zabezpieczajace potrzebne w syntezie oligosacharydow moga by¢ w tej metodzie wprowadzone
do D-mannozy przed reakcja homologowania.

Jest to bardzo wygodna, prosta i wysokowydajna metoda otrzymywania heptoz. Spetnia

ona wszystkie trzy warunki przedstawione dla metody dogodnej preparatywnie.

W tej samej pracy"', do reakcji homolowania atomu wegla C-6 zastosowano metode
cyjanohydrynowa Kilianiego i Fischera. Reakcja ta byta juz uzywana do przediuzania tancucha
weglowego cukrow od atomu wegla C-1. Reakcja benzylo 2,3,4-tri-O-benzylo-o-D-manno-
heksodialdo-1,5-piranozydu (16) z cyjanowodorem w pirydynie (Schemat 5) prowadzita do
stereoizomerycznych cyjanohydryn z wydajnoscia 54%. Powstaly one w proporcjach 1.8 : 1, a po

rozdzieleniu chromatograficznym zostaly scharakteryzowane w postaci octanow. W oparciu o
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Czes¢ literaturowa. Metody syntezy mannoheptopiranoz.

widma NMR ustalono, ze zwiazek 18 mial konfiguracj¢ L-glicero-D-manno, natomiast zwiazek,

ktory powstal w mniejszej ilosci 19 mial zmieniong konfiguracje na atomie wegla C-5.

CN
CHO OAc
(@) o)
OBn lLCN/E OBn +
BnQ 2. Ac,0/Py BnQ
BnO OBn BnO OBn
16 18 19
I.LiAIH,
2. NaNO,
OH CH,
OH o)
(o) O
OBn A OBn
BnO BnO
BnO OBn BnO OBn
20 21
Schemat 5

Cyjanohydryna 18 zostata zredukowana za pomoca LiAIH,, a nastepnie przeprowadzono
reakcj¢ deaminowania wobec azotynu sodowego, otrzymano dwa zwiazki 20 (36%) i 21 (18%).
Zwiazek 20 poddano reakcji hydrogenolizy otrzymujac L-glicero-D-manno-heptoze (8). Jednak

wydajnos¢ reakcji byta niska i nie przekroczyla 6%.

W oparciu o metode przedtuzania taficucha weglowego od strony atomu wegla C-6 w D-
mannozie przy wykorzystaniu reakcji Grignarda opracowano dwie dalsze metody otrzymywania
L-glicero-D-manno-heptozy. ~ Pierwsza,  wykorzystujaca  chlorek  izopropoksydimetylo-
sililometylomagnezowy'™, druga wykorzystujaca bromek winylomagnezowy'”.

Taka sama pochodna L-glicero-D-manno-heptozy 20 jak w metodzie cyjanohydrynowej
byla otrzymana'™ w dwuetapowej metodzie polegajacej na reakcji Grignarda aldehydu
mannozowego 16 z chlorkiem izopropoksydimetylo-sililometylomagnezowym (22) (Schemat 6), a
nastepnie utlenieniu przejSciowego silanu 23 nadtlenkiem wodoru. W syntezie tej zostata

106

wykorzystana metoda Tamao " nukleofilowego hydroksymetylowania aldehydow i ketonow.
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\Si/—0—< OH

CHO OH OH
o 0]

22 o) OBn
oy —  PBho S BnO
BnO OBn BnO OBn BnO OBn
16 23 20

|
>—0—?1-CH2MgCl
22
Schemat 6

Po utlenieniu otrzymano oba diastereoizomery L-glicero-D-manno-heptoze i D-glicero-D-
manno-heptoze w proporcjach 20 : 1. Konfiguracja glownego produktu zostata potwierdzona
przez otrzymanie ditioacetalu dietylowego. Zmiana glikozydu benzylowego na metylowy'®” w D-
mannozie spowodowata zwigkszenie stereoselektywnosci i diastereoizomer o konfiguracji D-
glicero-D-manno w ogoble nie powstat. Wydajnos¢ reakcji elongacji wynosita 60%.

Badanie wplywu innych grup zabezpieczajacych na stereoselektywnos¢ reakcji elongacji
przeprowadzono na metylo 2,3-O-izopropylideno-4-O-(4-metoksybenzylo)-o.-D-manno-
heksodialdo-1,5-piranozydzie. Po reakcji Grignarda i utlenieniu otrzymano mieszaning
diastereoizomerow (LaDmanHepp i DaDmanHepp) w proporcjach 5 : 1, jednak wydajnos¢ tej
reakcji byla o potowg nizsza niz w poprzednich przypadkach (31%).

Zastosowanie bardziej stabilnej grupy fenylodimetylosililowej'®® w reakcji Grignarda
(Schemat 7) spowodowato zwigkszenie stereoselektywnosci i trwatosci zwiazku 26a, ktory mogt
by¢ wyodrebniony i poddany dalszym przemianom. W reakcji otrzymano tylko jeden wiasciwy
diastereoizomer z wydajnoscia 70%. Przeksztalcenie grupy sililowej do hydroksymetylowej
metoda Fleminga'®” (kwas nadoctowy w obecnosci KBr) prowadzito do pochodnej L-glicero-D-
manno-heptozy 27. Acydoliza 26a kwasem tetrafluoroborowym w chlorku metylenu prowadzita
do ilosciowego otrzymania produktu eliminacji Petersona'’’ 28. Elektrofilowe warunki
Fleminga'"' uzywane do przeksztatcania grupy fenylosililowej do hydroksymetylowej nie moga
by¢ zastosowane w obecnosci grup bogatych w elektrony np. podwdjne wiazanie lub grupy

aminowe.
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\/
Si—R OH
CHO OH OH
O I OBnO 1 lub 2 OBnO
01133?] o) + R—?i-CHZMgCl —_— BnO — BnO
OMe BnO OMe BnO OM

24 25a R, =Ph 26a R=Ph 27
25b R, =PhSCH, 26b R = PhSCH,

BnO

1. H,0, KF.KHCO,
HBF, 2. KBr, AcOH, AcOOH
Ac,0
H,SO,

-

o)
OBn
BnO

BnO OMe

28
Schemat 7

Chcac omina¢ te niedogodnosci do reakcji Grignarda zastosowano jeszcze jeden reagent,

" a mianowicie (chlorometylo)dimetylo(fenylotiometylo)silan''?

(25b). Reagent ten dawat (Schemat
7) w reakcji z aldehydem 24 stabilny addukt 26b. Utlenienie adduktu metoda Tamao'®® dato
podobnie jak w innych przypadkach pochodna L-glicero-D-manno-heptozy 27.

Ta metoda otrzymywania LDmanHepp jest metoda dwuetapowa (elongacja i utlenienie)
wymaga ponadto dodatkowego wprowadzania zabezpieczen na grupy hydroksylowe znajdujace
si¢ w potozeniach C-6 i1 C-7. W czasie niektorych reakcji obserwuje si¢ powstawanie ubocznego
produktu eliminacji Petersona.

Jeszcze jedna metode syntezy L-glicero-D-manno-heptozy przedstawili badacze francuscy'®.
Metoda ta polegala, podobnie jak w opisanych syntezach, na przedtuzeniu tancucha cukrowego
od strony atomu wegla C-6 w D-mannopiranozie. Aldehyd otrzymany metoda Swerna z
pochodnej D-mannozy 29 poddano reakcji Grignarda z dostgpnym handlowo bromkiem
winylomagnezowym (Schemat 8). Reakcja byta wykonana wg. metody Irleanda'" dla wrazliwych
zwiazkow karbonylowych. Otrzymano pojedynczy alkohol allilowy 30 z wydajnoscia 83%.

Nastepnie grupa hydroksylowa w potozeniu C-6 zostata zabezpieczona reszta benzylowa.
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— OH
OH —OR OR
0 1. ult. Swerna —O0 I. BaCI/DMF 0
O O i s O O == O O
2.CH,=CHMgBr 2.0,
BnO OMe = BnO OMe 3.NaBH, BnO OMe
CMe, CMe, CMe,

Schemat 8

Podwojne wiazanie poddano ozonolizie lub reakcji z nadjodanem sodowym w obecnosci
tetratlenku osmu, a otrzymany aldehyd bez wyodrgbniania redukowano borowodorkiem
sodowym. Pochodna L-glicero-o-D-manno-heptozy 31 odbezpieczono. Sumaryczna wydajnosc
procesu wynosita 38%.

Przeksztalcenie olefiny do grupy hydroksymetylowej wymaga ostrych warunkow, ktore
moga powodowac usunigcie innych grup zabezpieczajacych.

Bimacombe i Kabir''* zaproponowali synteze LDmanHepp, ktora polegata rowniez na
przedtuzaniu cukru od strony koncowego atomu wegla. Substratem w tej syntezie byta pochodna
pigcioweglowego cukru D-liksozy, a elongacja tancucha polegata na jednoczesnym dotaczeniu

dwoch atomow wegla (Schemat 9).

CH,OH
OH
CH,OH =Y (0]
CHO O
- ] OBn
1. Ph,P=CH-CHO 0sO,/NMMO CMe
2. DIBAL :
OBn OBn 34
CMe, CMe,

32 33 CH,OH

Schemat 9

Reakcja Wittiga aldehydu liksozowego 32 z formylometylidenotrifenylofosforanem

prowadzita do olefiny o konfiguracji E.
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W wyniku redukcji otrzymano E-allilowy alkohol 33, ktory poddano reakcji cis-

hydroksylacji katalizowanej tetratlenkiem osmu i zgodnie z regutami Kishiego'"

otrzymano
stereoizomeryczne triole o konfiguracji L-glicero-D-manno 34 i D-glicero-L-gulo 35 w proporcji
7:1. Heptofuranozyd 34 dat sie fatwo oddzieli¢ od towarzyszacego izomeru 35 przez utworzenie
krystalicznego trioctanu. Katalityczne debenzylowanie i hydroliza kwasna zwiazku 34 prowadzita
do L-glicero-D-manno-heptozy (8).

Substratem w tej syntezie jest furanoza i aby heptoza byla uzyteczna w syntezie

oligosacharydow trzeba jq przeksztalci¢ w wieloetapowej syntezie do formy piranozowe;.

II. 2. 2. Metody syntezy D-glicero-D-manno-heptozy

Drugi stereoizomer, heptoza o konfiguracji D-glicero-D-manno byt otrzymany wczesniej z

D-altrozy metoda Kilianiego i Fishera''® oraz metoda Sowdena'"”.

(IIHO
@)
OBn H
gi S R W
BnO OBn 0
16
CH,
/
O
OAc =
AcO AcO
B 1.0,
OBn 2. PPh, OBn
BnOQ 3. LIAIH,/Et,0 BnQ
BnO OBn 4. Ac,0/Py BnO OBn
39 37
Schemat 10
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Czesé literaturowa. Metody syntezy mannoheptopiranoz.

Wspomniana wczesniej reakcja chlorkow alkoksymetylomagnezowych z aldehydami
prowadzita rowniez do niewielkich ilosci tej heptozy.

Inna metoda otrzymywania D-glicero-D-manno-heptozy wykorzystujaca homologowanie
od strony atomu wegla C-6 byta reakcja aldehydu 16 z 2-metylofuranem'®' (Schemat 10).

Reakcja ta prowadzita do mieszaniny diastereoizomerow 36 w proporcjach 3 : 1. Po
zabezpieczeniu wolnej grupy hydroksylowej reszta acetylowg produkty te zostaly rozdzielone.
Zwiazek 37 poddano ozonolizie i po roztozeniu ozonku za pomoca tifenylofosfiny otrzymany
aldehyd bez wyodrebniania redukowano do alkoholu i acetylowano otrzymujac pochodng D-
glicero-D-manno-heptozy 39. Niska wydajnos¢ produktu 38 nie pozwalala na jego
przeksztalcenme do L-glicero-D-manno-heptozy. Metoda ta nie byla zbyt uzyteczna ze wzgledu na
niskie wydajnosci reakcji kondensacji aldehydu mannozowego z 2-metylofuranem, jak rowniez
reakcji ozonolizy.

Ciekawa metoda otrzymywania D-glicero-D-manno-heptozy byta metoda wykorzystujaca
substraty niecukrowe''®. Kondensacja furanu z izopropylidenowa pochodna aldehydu D-
glicerynowego 40 prowadzita do dwoch diastereoizomeréow 41 w proporcjach 85 : 15,

Katalizatorem w tej reakcji byt kwas chlorooctowy (Schemat 11).

-
CHO ~ %
0 -
oo, + LY = oo
0
O\CMe
40 '
41

Schemat 11

Konfiguracja absolutna R nowego centrum chiralnosci na atomie wegla C-1 w izomerze
erytro zostala ustalona za pomoca reakcji degradacji do znanego''’ 2-(D-glicero-1.2-
dihydroksyetylo)furanu. Zwiazek 42 zostal przeksztalcony za pomoca bromu w metanolu
(Schemat 12) do 1-C-(2,5-dihydro-2,5-dimetoksy-2-furylo)-2,3-O-izopropylideno-D-glicerolu
(43). Kwasowa hydroliza tego produktu prowadzita do ulozy 44, ktora po reakcji metylowania

jodkiem metylu wobec tlenku srebra data mieszanine dwoch anomerow 45 i 46.
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Czgs¢ literaturowa. Metody syntezy mannoheptopiranoz.

Zwiazek 45 zredukowano borowodorkiem sodowym w tetrahydrofuranie otrzymujac
mieszaning metylo 2,3-dideoksy-6,7-O-isopropylideno-a-D-rybo  (47) i -arabino-hept-2-
enopiranozydu (48) w proporcji 5 : 1. Zwiazek 47 po acetylowaniu poddano reakcji cis
hydroksylacji tetratlenkiem osmu wobec Kkatalitycznych ilosci N-tlenku-N-metylomorfoliny
otrzymujac  metylo  4-O-acetylo-6,7-O-izopropylideno-o.-D-glicero-D-manno-heptopiranozyd
(49). Po hydrolizie grup zabezpieczajacych otrzymano heptoze o konfiguracji D-glicero-D-
manno.

* mozna rowniez otrzymaé heptoze o konfiguracji D-glicero-D-

Metoda Brimacombe''
manno przy zastosowaniu innej metody funkcjonalizacji podwojnego wiazania w E-olefinie 33.
Reakcja epoksydowania Sharplessa tego zwiazku (Schemat 13) [t-BuOOH-L(+)-winian
dizopropylowy Ti(OiPr),], a nastepnie hydroliza otrzymanego epoksydu za pomoca wodorotlenku

sodowego prowadzita do heptozy o konfiguracji D-glicero-D-manno S2.

CH,OH ,
4 HOHQCK? O{,J\(OH
o 0O t-BuOOH 0) 0
o L(+)-DIPT o) S— 9)
OBn Ti(OiPr), OBn OBn

CMe, CMe, CMe,
i i 51
33 50
/\laOH
CH,OH
HO"" OH
(0
(0
OBn
CMe,
52
Schemat 13

Zastosowanie [(metkosykarbonylometylideno)trifenylofosforanu], innego odczynnika

120

Wittiga (Schemat 14) do reakcji z aldehydem liksozowym 32~ prowadzito do olefiny Z 53.
Redukcja wodorkiem diizobutyloglinowym data benzylo (Z) 5,6-dideoksy-2,3-O-izopropylideno-
a-D-likso-hept-5-enofuranozyd 54. Katalityczna cis-hydroksylacja tetratlenkiem osmu dafa
mieszaning heptofuranozydow o konfiguracji D-glicero-D-manno 52 i L-glicero-L-gulo 55 w

proporcjach 6 : 1.
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HO
CHO MeO,C™ XX X
0 O
Ph,P=CH-CO,CH, DIBAI
OBn = OBn OBn
CMe, CMe, CMe,
32 53 54
0s0,
CH,0H CH,0H
HO” \.. OH HO' \OH
(0] 0]
OBn OBn
CMe, CMe,
55 52
Schemat 14

II. 2. 3. Synteza oligosacharydow heptozowych

Po opracowaniu dogodnych metod syntezy L-glicero-D-manno-heptozy rozpoczgly si¢
badania nad synteza fragmentow rdzenia wewngtrznego lipopolisacharydow, w ktorym jak juz
wczesniej wspomniano, glownymi skladnikami sa oligosacharydy L-glicero-D-manno-heptozy.
Jednym z najczgsciej wystepujacych potaczen w lipopolisacharydach bakterii Gram-ujemnych jest
disacharyd ztozony z dwoch jednostek L-glicero-D-manno-heptozy potaczonych wigzaniem o(1-

3).

OAll

OH | BncINaHDMF

Op0  2Ac0.HSO, 1.NH, MeOH
BnO AcOEt OAc . I\ICaH,(C:}3CCN
BnO OBn BnO aCh
56 57

Schemat 15
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Przeprowadzono'’’ synteze tego disacharydu specyficznego dla regionu rdzeniowego
bakterii Neisseria meningitidis. Preferencyjne tworzenie wiazania glikozydowego o konfiguracji
o w metodzie trichloroacetiminowej Schmidta'”', jak rowniez stabilno$¢ trichloroacetimin
glikozylowych miaty decydujacy wplyw na wybor tej metody kondensacji. Czynnik glikozylujacy
byl otrzymany w nastgpujacy sposob (Schemat 15). Pochodna L-glicero-D-manno-heptozy 56,
otrzymanga w reakcji Grignarda-Sommeleta z aldehydu 16 i chlorku alliloksymetylomagnezowego,
poddano benzylowaniu, a nastgpnie przeprowadzono reakcje acetolizy otrzymujac 1-O-acetylowg
pochodng 57. Lagodna hydroliza grupy 1-OAc amoniakiem w metanolu, a nastgpnie reakcja z
trichloroacetonitrylem prowadzity do trichloroacetiminoeteru 58 2z wydajnoscia 90%.
Kondensacja 58 wobec bezwodnego kwasu p-toluenosulfonowego (p-TSA) z wczesniej
przygotowang pochodna heptozy 59 majaca wolng grupe hydroksylowa w potozeniu C-3
prowadzita do disacharydu 60 (50%) (Schemat 16).

OBn
OBn
OH p-TSAhcm
BnO
BnO OBn
59
1. p-TSA.Pd/C
2.H.Pd/C
HO
Schemat 16
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W reakcji tej powstaje tylko anomer o. Usunigcie grup zabezpieczajacych tzn.
deallilowanie, a nastgpnie uwodorowanie daty wlasciwy disacharyd 61.

Nastepnym disacharydem, ktory zostat zsyntetyzowany ta sama metoda byl disacharyd
ztozony z dwoch jednostek L-glicero-D-manno-heptozy potaczonych wiazaniem a(1-7).

Heptoza majaca wolna grupe hydroksylowa w potozeniu C-7 62 zostata skondensowana z
trichloroacetiminoeterem 58 wobec bezwodnego kwasu p-toluenosulfonowego (Schemat 17). W
tej samej reakcji otrzymano dwa disacharydy 63 i 64 rozniace sie¢ konfiguracja wiazania

glikozydowego w proporcji 3.5 : 1. Wydajnos¢ reakcji kondensacji wynosita 98%.

Schemat 17

Metoda trichloroacetiminowa byla wykorzystana réowniez do syntezy'"

najbardziej
rozpowszechnionego trisacharydu ztozonego z trzech jednostek L-glicero-D-manno-heptozy i
potaczonego wiazaniami au(1-7) i a(1-3) (Schemat 18). Kondensacja trichloroacetiminoeteru 58 z
disacharydem 65 majacym wolng grupe hydroksylowa w potozeniu C-7 prowadzita do tylko

jednego trisacharydu 66 (52%), ktory po deallilowaniu i hydrogenolizie dat trisacharyd 67
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wystepujacy w rdzeniu wewnetrznym lipopopolisacharydow wyizolowanych z catej rodziny

bakterii Lnterobacteriaceae .

(0]
\fNH OBn
0
3 OBn
58 BnO

65 BnO OBn

OAll OH
OBn OH

(0) (0)
OBn OH
BnO HO

BnO HO
o, i
—O0

I. Pd/C,pTSA OH
OBn T 0

2.1, Pd/C
0
OBn HO OH
0

BnO \ OBn HO OH
(o) < HO

BnO
66 BnO OBn 67

Schemat 18

122

Disacharyd potaczony wiazaniem a(1-7) zostat zsyntetyzowany rowniez inna metoda
Kondensacja bromku peracetylowanej heptozy 69 z druga jednostka heptozy majaca wolna grupe
hydroksylowa w potozeniu C-7 68 wobec tryflanu srebra i kolidyny prowadzita do disacharydu
a(1-7) 70. W zaleznosci od ilosci zastosowanej kolidyny gtéwnym produktem byt ortoester, lub

otrzymywano mieszaning produktéw (Schemat 19).
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Schemat 19

Najczescie] wystepujacy w rdzeniu bakteryjnym trisacharyd ztozony z trzech jednostek L-
glicero-D-manno-heptozy zostat zsyntetyzowany rowniez inng droga'>. Pochodna heptozy 27 po
acetylowaniu zostata poddana fagodnej acetolizie dajac 71. Reakcja z bromowodorem w kwasie
octowym prowadzita do bromku 72. Nastgpnie dotaczono spacer, ktorym byt 2-(4-
trifluoroacetamidofenylo)etanol otrzymujac zwiazek 73 (Schemat 20). Reakcja byla szybka i
wysokowydajna, lecz jej stereoselektywnos¢ byta niska, otrzymano dwa anomery w proporcjach
of 1:1. Zmieniono wigc metode syntezy zwiazku 75. Z bromku 72 otrzymano tioglikozyd 74,
ktory kondensowano z 2-(4-trifluoroacetamiodofenylo)etanolem w obecnosci tryflanu metylu'*.
Uzyskano wyzsza stereoselektywnos¢ reakcji o : B 5 : 1, a wydajnos¢ pozadanego glikozydu

wynosita 55%.
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OH
OH
0
OBn HBr/AcOH
BnO c
BnO
BnO
27 71
AgTf
HO(CH,),PhNHCOCF, tSH/ZnCl,
NHCOCEF,
74
HO(CH,),PhNHCOCF,
CH,Tf
EL,0
(0)
NHCOCF,
Ow[j Emo
75 o:pBs:1
Schemat 20

Zmieniajac promotor na reakcji na N-jodosucinimid(NIS)/tryflan srebra otrzymano lepsz:
wydajno$¢ lecz nizsza stereoselektywnos¢. Najlepsza wydajnos¢ o-glikozydu 75 (70%
otrzymano dzialajac na mieszaning anomerow o3 eteratem trifluorku boru w acetonitrylu, ab
zmieni¢ konfiguracj¢ na weglu anomerycznym w zwiazku . Katalityczna hydrogenoliza 75 da
2,3,4-triol (Schemat 21), ktory poddano reakcji z ortooctanem trimetylowym wobec pTS
otrzymujac 2,3-ortoester. Grupe hydroksylowa w potozeniu C-4 zabezpieczono resz
wodnym roztworem kwa

chloroacetylowa, a nastgpnie potraktowano ortoester'”’

trifluorooctowego otrzymujac pochodna 76 z wolna grupa hydroksylowa w potozeniu C-3.

-42-

http://www.rcin.org.pl



Czesé literaturowa. Metody syntezy mannoheptopirano:.
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3. CICH,CO,Py CICH.COO OR
. CF,COOH : 76
R = (CH,),PhNHCOCF,
OH
OH
CH,ONa OBn 1. tBuDMSICl
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Schemat 21
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Hydroliza grup acetylowych w tioglikozydzie 74 data 6,7-diol 77 (Schemat 21). Nastgpnie
I-rzgdowa grupe hydroksylowa zabezpieczono selektywnie resztg tert-butylodimetylosilylowa, a
po benzoilowaniu otrzymano donor glikozylowy 78.

Reakcja glikozydowania wobec tryflanu dimetylo(metylotio)sulfonowego (DMTST) data
disacharyd 80 (73%) (Schemat 21). W tej reakcji otrzymano wytacznie anomer a. Grupa silylowa
zostata usunigta wodnym roztworem kwasu octowego i otrzymano zwiazek 81 z wolng grupa
hydroksylowa w potozeniu C-7.

Kondensacja 81 z bromkiem 2,3,4,6,7 penta-O-acetylo-L-glicero-o-D-manno-

126

heptopiranozylowym *” (69) wobec tryflanu srebra data skomplikowang mieszaning produktow.

+
82
81
| AgTf
OBn
OB O
n
BnO OAc
BnO OAc
0]
(0]
AcO
83 CICH,COO OR

Schemat 22
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Zastosowanie do tej reakcji zamiast bromku glikozylowego acetylowanego tioglikozydu
prowadzito glownie do ortoestrow. Dopiero zamiana grup acetylowych na grupy benzoilowe w
donorze glikozydowym doprowadzita do trisacharydu 83 (Schemat 22), a hydrogenoliza i
odblokowanie grup estrowych data wiasciwy trisacharyd zawierajacy spacer, czyli odpowiednio

przygotowany do polaczenia z biatkiem

Przeprowadzono synteze¢'?’ disacharydu ztozonego z dwoch jednostek L-glicero-D-
manno-heptozy potaczonych wiazaniem o(1-6) glikozydowym. Disacharyd ten wystepuje w
regionie rdzenia wewngtrznego wyizolowanego z LPS bakterii Aderomonas hydrophila.(Schemat

23)

2
BnO
84 85
AgTf
OH
OH
0)
OH
HO
HO
1.[0O]
—_—
2 CH.0%s OH
3.H,.P
G o)
0)
0)
OBn OH

AcO HO

BnO OMe HO OMe
Schemat 23

Donorem byt chlorek heptozylowy posiadajacy grupe acetylowa w potozeniu C-2 84,

ktory potaczono z akceptorem glikozylowym 85, pochodna heptozy majaca wolna grupe
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hydroksylowa w pofozeniu C-6. Reakcja byla katalizowana tryflanem srebra. W czasie
kondensacji oprocz wiasciwego disacharydu powstawatl rowniez produkt eliminacji Petersona.
Uzycie suchego i wysokiej jakosci tryflanu prowadzito do otrzymania catkowicie
zabezpieczonego disacharydu z wydajnoscia 45%. Przeksztalcenie grupy silylowej w

hydroksymetylowa, a nastepnie deacetylowanie i hydrogenoliza daty disacharyd 87.

Zsyntezowano'** rozgaleziony trisacharyd w ktorym centralna jednostka LDmanHepp

polaczona jest z dwiema resztami heptozowymi w pozycji o(1-3) 1 o(1-7).

ll’h
Sic. OH
CHO OBn OBn
(0] o
OAll OH (O] OH
nO BnO BnO
BnO BnO OMe BnO OMe
88 89 90 91
I\IAc
R ~H,C-Si~Ph
Me
OH
OBn
OH o
AgTf
BnO i —E
BnO OMe
91 84

Schemat 24

Trisacharyd ten, jak rowniez jego partner w formie liniowej moze wystepowac w rdzeniu

wewnetrznym lipopolisacharydéw bakterii Citrobacter PCM 1487. Nie jest pewne czy heptoza 111
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jest polaczona z heptoza 1 czy z heptoza Il tak jak we wszystkich bakteriach z rodziny
Enterobacteriaceae. Cykl reakcji wygladat nastepujaco (Schemat 24).

Przeprowadzono reakcje Grignarda aldehydu mannozowego 88 z chlorkiem
dimetylo(fenylosilylo)metylomagnezowym i otrzymano pochodng silylowa heptozy 89. Zwiazek
ten poddano reakcji benzylowania, a nast¢pnie usunigto grupe allilowa otrzymujac 90. W trakcie
reakcji odblokowania otrzymano ok.6% produktu eliminacji Petersona. Akceptor glikozylowy

otrzymano ze zwiazku 90 utleniajac grupe dimetylofenylosililowa (PDMSi) metoda Fleminga'''

126

Chlorek heptozylowy 84 zsyntetyzowano podobnie jak Paulsen ™. Kondensacja zwiazku 91 z

. . . - 9
nadmiarem donora 84 w warunkach opisanych przez Hanessiana i Banouba'

prowadzita do
trisacharydu 92 z 71% wydajnoscia. Deacetylowanie i hydrogenoliza daty wiasciwy zwiazek,

ktorego struktura zostata potwierdzona przez homo i heteronuklearne widma korelacyjne NMR.

Ostatnio  zostala zsyntetyzowana’ czes¢ heptozowa rdzenia wewnetrznego
wystepujacego w lipopolisacharydach bakterii Haemophilus influenzae. Trisacharyd znajdujacy
si¢ w tym rdzeniu jest ztozony z trzech jednostek L-glicero-D-manno-heptozy potaczonych
wigzaniami oi( 1-2) 1 a(1-3).

Reakcja pochodnej 93'*° w obecnosci duzych ilosci merkaptanu etylowego i tryflanu
trimetylosililowego prowadzita do 2-O-acetylowanego tioglikozydu 94 z wydajnoscia 76%. W
celu uzyskania odpowiedniego donora glikozydowego 95, ze zwigzku 94 usuni¢to reszty

acetylowe, a nastgpnie w potozeniu C-2 wprowadzono grupe p-metoksybenzylowg (Schemat 25).

OBn OBn
OBn
- 1. NaOMe 0
S MeOH
TMSOTT S
e - pMBBr RO
BnO SEt DMF BnO SEt
94
95 R =pMB
Schemat 25

Kondensacja tioglikozydu 95 z reszta L-glicero-D-manno-heptozy posiadajaca wolng

131

rupe hydroksylowa w potozeniu C-3 96~ wobec DMTST jako katalizatora prowadzita do
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disacharydu 97 (89%) Usunigcie grupy p-metoksybenzylowej za pomoca 2,3-dichloro-5,6-
dicyano-1,4-benzochinonu (DDQ) ze zwiazku 97 (Schemat 26) datlo nowy akceptor. Ponowna
reakcja z tioglikozydem heptozylowym 95, w takich samych warunkach jak poprzednio
(DMTST) prowadzita do wlasciwego fancucha trisacharydowego 98 z wydajnosciag 89%.
Hydrolityczne usunigcie grup zabezpieczajacych, a nastgpnie deacetylowanie metoda
Zemplena dato trisacharyd przygotowany do pofaczenia z biatkiem. W obu reakcjach kondensacji

otrzymano wylacznie wigzanie o konfiguracji o.

OAc
OAc
+ o0 ° DMSTST
AcO CH,Cl,
AcO OR,
95 926

/DDQ/CH:(‘IJH:O
2. 95 + DMSTST

(0]
OBn O OAC
BnO OAc
s Y ig
(@)
AcO
98 AcO OR,

R, =pMB
R, = (CH,),PhNHCOCF,

Schemat 26

Oprocz oligosacharydow ztozonych wytacznie z jednostek L-glicero-D-manno-heptozy do

tej pory zostaly zsyntetyzowane rowniez takie fragmenty rdzenia wewnegtrznego bakterii, w
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ktorych  heptoza lub  oligosacharyd  heptozowy jest  polaczony z  resztami

heksozowymi.'*>" 1132 przeprowadzono rowniez syntezy, w ktorych oligosacharyd heptozowy

‘jest potaczony z Kdo 41

Dopiero prosta i wysokowydajna synteza L-glicero-D-manno-heptozy poprzez reakcj¢
Grignarda stworzyla szerokie mozliwosci syntezy fragmentow rdzenia wewngtrznego
‘wyizolowanych z lipopolisacharydow. Do tej pory zostaly zsyntetyzowane fragmenty rdzenia
‘wewngtrznego wystepujace w bakteriach Salmonella, Citrobacter, Neisseria 1 Haemophilus.
Synteza oligosacharydow byla tak zaplanowana, aby byly one przygotowane do potaczenia z
‘biatkiem Majac opracowana dobra metode syntezy L-glicero-D-manno-heptozy mozna
przeprowadzi¢ syntezg¢ wszystkich fragmentow rdzenia wewnetrznego wyizolowanych z

lipopolisacharydow réznych bakterii.
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IIT1 BADANIA WEASNE

III. 1. Synteza

1. 1. Synteza “uniwersalnej” pochodnej L-glicero-D-manno-heptozy.

Fosforany cukrowe sa powszechnie znanymi zwiazkami przejsciowymi w wielu procesach
biologicznych, dlatego ich synteza jest interesujaca i wazna.

Do tej pory zrealizowano wiele syntez tych zwiazkow'**'**. Zsyntetyzowano jednak tylko"
kilka fosforanow  L-glicero-D-manno-heptozy:  1-fosforan LDmanHepp”’,  7-fosforan
DLmanHepp'** (enancjomer naturalnej LDmanHepp) oraz pochodne disacharydu ziozonego z
dwoch jednostek LDmanHepp potaczonych wigzaniem a(1,3). 7 -(2-aminoetylofosforan)'**, 4 lub
4 fosforan i 4.4 difosforan'®’.

Aby zbada¢ zachowanie si¢ fosforanow L-glicero-D-manno-heptozy w warunkach
eksperymentalnych stosowanych w analizie strukturalnej lipopolisacharydow podjetam synteze
modelowych monofosforanow tego cukru podstawionych w pozycjach 2, 3,4, 61 7.

Do syntezy ukfadu L-glicero-D-manno-heptozy zastosowalam metode¢ wykorzystujaca
dobudowanie grupy CH,OR w tancuchu D-mannozy opracowana wczesniej w naszym
laboratorium'"' (patrz rozdziat 11). Metoda elongacji od strony atomu wegla C-6 umozliwia
zastosowanie roznego rodzaju grup zabezpieczajacych, ktore sa wprowadzone do czasteczki D-
mannopiranozy przed reakcja homologowania.

W celu wprowadzenia reszt fosforanowych do poszczegolnych grup hydroksylowych
nalezalo tak dobra¢ grupy zabezpieczajace, aby mozna je bylo odblokowac¢ selektywnie przed
kolejna reakcja np. glikozydowania. Opracowatam metode syntezy tzw. ,uniwersalnej” pochodnej,
heptozy'**, ktora pozwala na odblokowanie pozadanych grup hydroksylowych pojedynczo, przy
pozostawieniu innych zabezpieczen.

Zwiazkiem wyjSciowym byt benzylo a-D-mannopiranozyd (98) (Schemat 27). Reakcja z
trifenylochlorometanem w pirydynie, a nastgpnie izopropylidenowanie daly benzylo 2,3-O-
izopropylideno-6-O-trytylo-o.-D-mannopiranozyd (99) (84%).

Grupa izopropylidenowa zostata wprowadzona w reakcji z 2,2-dimetoksypropanem
wobec katalitycznych ilosci kwasu p-toluenosulfonowego. Dodanie wigkszych ilosci kwasu
powodowato usunigcie grupy trifenylometylowej i utworzenie podwojnego acetalu. W przewadze

powstawal wowczas benzylo 2,3:4,6-di-O-izopropylideno-a-D-mannopiranozyd.
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Schemat 27.

Jako podstawnik zabezpieczajacy grupe hydroksylowa w potozeniu C-4 wybratam resztg p-
metoksybenzylowa (pMB), ktora jest usuwalna w warunkach utleniajacych. Moze ona byc
zastosowana w obecnosci grup blokujacych obecnych juz w czasteczce mannopiranozydu, a
usuwanych w inny sposob. Po zabezpieczeniu pozycji 4 zwiazek 100 poddatam reakcji
detrytylowania. Poniewaz w czasteczce oprocz reszty trifenylometylowej, znajdowata si¢ rowniez
kwasowo-labilna grupa izopropylidenowa, niezbgdne bylo przeprowadzenie kilku prob
odbezpieczenia. W niektorych reakcjach (50% kwas octowy, p-TSA, PPTS) usuwane byly
obydwie kwasowo-labilne grupy zabezpieczajace. Natomiast w reakcji w eterze etylowym z
dodatkiem kwasu mrowkowego'*’ ulegla odszczepieniu grupa trifenylometylowa i p-
metoksybenzylowa. Najlepsze rezultaty otrzymatam prowadzac reakcje deprotekcji zwiazku 100
‘W mieszaninie rozpuszczalnikow octan etylu-kwas mrowkowy 1.4 : 1. Reakcja przebiegata w
ciggu jednej godziny w temperaturze pokojowej i z wydajnoscia 60% otrzymywatam 101.
Zwiazek ten zostat utleniony metoda Swerna'** do aldehydu, ktory po doktadnym osuszeniu byt
uzyty bez dodatkowego oczyszczania do reakcji elongacji. Uzycie chlorku
alliloksymetylomagnezowego do reakcji Grignarda-Sommeleta prowadzilo w jednym etapie do
‘heptozy posiadajacej reszte allilowa w potozeniu C-7. W reakcji homologowania powstaty dwie
stereoizomeryczne heptozy o konfiguracjach L-glicero-D-manno (102) i D-glicero-D-manno

(103) w proporcjach 3.5 : 1 i z catkowita wydajnoscia 81%. Konfiguracj¢ gldwnego produktt
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102 jako L-glicero-D-manno potwierdzitam otrzymujac ditioacetal dietylowy o stalych fizycznych

identycznych z wzorcem.

W ten sposob zostata otrzymana pochodna L-glicero-D-manno-heptozy (102) majaca

wolna tylko jedna grupe hydroksylowa w potozeniu C-6.

Benzylowanie 102 w typowych warunkach (Schemat 28) prowadzito do zwiazku 104

(70%). Reakcje deallilowania zwiazku 104 przeprowadzitam w dwoch etapach. Najpierw za

pomocy katalizatora Wilkinsona przebiegla izomeryzacja podwojnego wiazania, a nastgpnie

hydroliza grupy propenylowej. Z wydajnoscia 50% otrzymatam zwiazek 105 z wolng grupa

hydroksylowa w potozeniu C-7.

OAll OH
OH OBn
1 (PPh.),RhCI O
BnBr,NaH Ml kel A b
Q 0 T Q  O) 2 HgClL, HeO QO 0
pMBO CMezOBn pMBO CMeZOBn pMBO CMeZOBn
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EtOAc
MeOH
OAll OAll
OBn OBn
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OHio 0 O
MBO OB
P n HO  Cvje OBn
107 106
1. Bu,SnO BnBr,NaOH
2, BnB/ \\Bu‘,NCl.CH:Cl:
OAll
OBn
(0
OBn OH
HO BnO + M2
pMBO OBn pMBO OBn
109 108

Schemat 28
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Aby otrzymac¢ zwiazek z wolna grupa hydroksylowa w potozeniu C-4 z tej samej
pochodnej  mannoheptozy = 104  usungtam  reszt¢  p-metoksybenzylowa  wobec
dichlorodicyjanochinonu jako utleniacza'”’. Wtasciwy zwiazek 106 otrzymatam z 86%
wydajnoscia. Reakcja hydrolitycznego odszczepienia grupy izopropylidenowej z syntonu 104
przebiegala w 2% kwasie p-toluenosulfonowym w mieszaninie rozpuszczalnikow octan etylu -
metanol 1 : 1. Otrzymatam z 72% wydajnoscig 2,3-diol (107). Zgodnie z danymi literaturowymi
reakcja benzylowania w uktadzie dwufazowym'" 5% roztwér wodny wodorotlenku sodowego -
dichlorometan przebiega z wysoka regioselektywnoscia. Zastosowanie tej reakcji do zwiazku 107
dato z 77% wydajnoscia zwiazek 108 z grupa benzylowa w potozeniu C-2. W mniejszej ilosci 6%
powstal zwiazek 109 z zablokowana pozycja C-3, dajacy sie fatwo oddzieli¢ chromatograficznie.
Zwiazek 108 byt zatem pochodng benzylo L-glicero-o-D-manno-heptozydu majaca grupe OH w
potozeniu C-3.

Chcac otrzymaé zwiazek z wolna pozycja C-2 skorzystatam z danych literaturowych®', z
ktorych wynikalo, ze grupe hydroksylowa przy atomie wegla C-3 mozna selektywnie
zabezpieczy¢ poprzez dibutylostannan. Reakcja diolu 107 z tlenkiem dibutylocynowym w
benzenie data cykliczny 2,3-dibutylostannan. Bezposrednie otwarcie pierscienia stannanu poprzez
reakcje z bromkiem benzylu przebiegalo z oczekiwang wysoka regioselektywnoscia prowadzac
do zwiagzku 109.

Uniwersalna pochodna heptozy byta dogodnym substratem w reakcjach glikozydowania lub
podstawienia, lecz nie mogta zosta¢ zastosowana do syntezy fosforanéw ze wzgledu na kwasne
warunki hydrolityczne stosowane podczas reakcji deprotekcji. W tych warunkach mogta
nastgpowac bowiem migracja reszty fosforanowej.

Nalezato zatem tak zaprojektowac synteze heptoz, aby deprotekcja przebiegata w mozliwie
obojetnych warunkach. Najwlasciwszym wydawato si¢ zastosowanie grup benzylowych do
blokady wszystkich grup hydroksylowych, gdyz grupy te sa usuwane w neutralnych warunkach

152,153

droga hydrogenolizy, co jak udowodniono nie powoduje migracji.
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1. 2. Synteza i charakterystyka monofosforanéw L-glicero-D-manno-heptopiranozy

Zwiazkiem wyjsciowym w syntezie pigciu monofosforanéw L-glicero-D-manno-heptozy
byt rowniez benzylo a-D-mannopiranozyd (98). Reakcje trytylowania, benzylowania, a nastgpnie
usunigcie grupy trytylowej daty alkohol 110 (Schemat 29). W celu otrzymania fosforanu w
pozycji C-7 alkohol 110 utlenitam metoda Swerna, i przeprowadzitam reakcj¢ homologowania

tancucha uzywajac szesciokrotnego nadmiaru chlorku alliloksymetylomagnezowego.

OH OH
OH Q CPy OB g
1. Trl / n
HO 2.BnCIDMF BnQ
HO OBn 3 HBE, BnO OBn
08 110

1. utl. met. Swerna
2. AlIOCHMgCl

AOH,C~__OBn

S ~0 B
HO\MQ "

OBn
112

Schemat 29

Gtownym  produktem reakcji byla pochodna benzylo L-glicero-a-D-manno-
heptopiranozydu 111 (52.4%), a produktem ubocznym zwiazek, ktoéry mial zmieniong
konfiguracj¢ na atomie wegla C-5, 112 (23.6%). Powstanie tego zwigzku bylo spowodowane
epimeryzacja przebiegajaca na atomie wegla C-5 w aldehydzie przed reakcja ze zwiazkiem
magnezoorganicznym. W reakcji aldehydu z odwrocong konfiguracja z odczynnikiem Grignarda -
zgodnie z cyklicznym modelem Crama dla stanu przejsciowego - atak nukleofila nastgpowat od
mniej zattoczonej strony. Prowadzito to do powstania w przewadze zwigzku o konfiguracji D-
glicero-L-gulo. Zmiana konformacji, a co za tym idzie przeksztatcenie pierscienia z formy “C, do
'C,, byta potwierdzona przez widmo 'H NMR. Swiadczyta o tym duza warto$é stalej sprzezenia
pomigdzy protonami przy pierwszym i drugim atomie wegla (J;, 8,1 Hz). Konfiguracja absolutna

na atomie wegla C-6 byla okreslona za pomocg widm CD. W tym celu usungtam reszte allilowg z
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potozenia C-7 w 112, otrzymujac benzylo 2,3,4-tri-O-benzylo-o.-D-manno-heptopiranozyd. Po
wykonaniu widm CD tego zwiazku stwierdzono'**, ze atom wegla C-6 ma konfiguracje R, a atom
wegla C-5 konfiguracje S.

Aby wprowadzi¢ reszt¢ fosforanowa w pozycje C-7, wolng grupe hydroksylowa w
zwigzku 111 zabezpieczylam grupa benzylowa (Schemat 30). Po usunigciu reszty allilowe]
przeprowadzitam fosforylacje difenylochlorofosforanem i z wydajnoscia 71.5% otrzymatam
zwiazek 113.

Proba przeprowadzenia dwuetapowego odblokowania tego zwigzku (hydrogenoliza
wobec katalizatora Adamsa, nastepnie uwodorowanie wobec palladu na weglu) nie prowadzita do

wlasciwego produktu.

OAll OH
OBn
1. (PPh,),RhCI
BnCl DABCO, OBn fosforylacja
NaH ,DMF 2. HgCl, HgO BnQ
OBn BnO OBn BnO OBn
111 56 62
OR OPOZ (CH,,NH, )*'
OBn OH
OBn " 0O
n 1. H,. Pd/C OH
BoOsl S Ch N HO,/~OH
BnO OBn HO
_ 115
/(,)-}’h
113 R=—P=0
\
O-Ph
,0
114R = —P:—“(DQ
0
Schemat 30

Sposrod wielu dostgpnych odczynnikéw fosforylujacych do reakcji fosforylacji musiatam
wybra¢ taki, w ktorym ukfad estrowy byt zabezpieczony jednakowymi grupami blokujacymi,
latwo usuwalnymi w tych samych warunkach, co grupy benzylowe. Takim odczynnikiem
wydawat si¢ by¢ tatwo dostepny, trwaly i wysoce efektywny w reakcji fosfitylacji 2-
dimetyloamino-5,6-benzo-1,3,2-dioksafosfepan (DMABDP)'*’. Fosforylacja tym odczynnikiem
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zwiazku 62 w obecno$ci tetrazolu dala fosforyn, ktory po utlenieniu kwasem m-
chloronadbenzoesowym prowadzit do fosforanu 114.

Reakcja uwodorowania wobec palladu na weglu prowadzita w jednym etapie zarowno
do usunigcia zabezpieczen na grupach hydroksylowych, jak rowniez do usunigcia zabezpieczenia
ukladu estrowego w reszcie fosforanowej. Catkowicie odblokowany 7-O-fosforan L-glicero-D-
manno-heptozy przeprowadzitam w sol dicykloheksyloamoniowa, 115.

Najprostsza droga do fosforanu w potozeniu C-6 bylo uzycie pochodnej L-glicero-D-
manno-heptozy 111  otrzymanej  bezposrednio z reakcji  elongacji.  Fosforylacja
difenylochlorofosforanem zwiazku 111 data pochodng heptozy majaca reszt¢ fosforanowa przy 6
atomie wegla. Odblokowanie tego zwiazku nie powiodto si¢. W trakcie reakcji usuwania grupy
alliowej przebiegata jednoczesnie migracja reszty fosforanowej. Przeprowadzitam szereg prob
odbezpieczenia tej grupy (PdCl, i AcONa; Pd/C i pTSA, katalizator Wilkinsona, a nastgpnie
HgCl, 1 HgO). Udato mi si¢ przeprowadzic tylko jej izomeryzacje do propenylu. Usunigcie reszty
propenylowej byto potaczone z eliminacja fenolu z reszty fosforanowej. Aby otrzyma¢ pozadany
fosforan w potozeniu C-6 nalezato wigc zmienic¢ grupe zabezpieczajaca w potozeniu C-7 na grupe
benzylowa. Wychodzac z benzylo  2,3,4-tri-O-benzylo-o-D-mannopiranozydu  (110)

przeprowadzitam reakcj¢ homologowania tancucha (Schemat 31).

OBn
OH OH
O 0)
OBn L. utl. met. Swerpa  /OBn
BnO/ 2. BnOCH,MgCl BnO +
BnO OBn BnO OBn
110 116
1 DMABDP
2 MCPBA
OPO(OH),
OBn 1.H,, Pd/C
BnOQ 2.C.H, NH, OH
Bn 3. GPC
/(i)
118R = [):(D@
\
@)
Schemat 31
-56-

http://www.rcin.org.pl



Badania wlasne Synteza

Tym razem jako odczynnik Grignarda byt uzyty chlorek benzyloksymetylomagnezowy, a
reakcja byla prowadzona w wyzszej temperaturze. Gtownym jej produktem byla, tak jak
poprzednio, pochodna benzylo L-glicero-a-D-manno-heptopiranozydu 116 (46%), a w mniejszej
ilosci powstal zwiazek o konfiguracji D(L)-glicero-L-gulo 117 (17.5%). Wolna grupe
hydroksylowa przy atomie wegla C-6 w zwiazku 116 fosforylowatam DMABDP w obecnosci
tetrazolu. Otrzymany fosforyn bez wyodrebniania utlenitam kwasem m-chloronadbenzoesowym i
z wydajnoscia 70% otrzymatam fosforan 118

Uwodorowanie, a nastgpnie dodanie wodnego roztworu cykloheksyloaminy prowadzito do
mieszaniny produktow, ktore byly rozdzielone za pomoca chromatografii permeacyjnej.
Pierwszym zwiazkiem eluowanym byt 6-O fosforan w formie wolnego kwasu 119, a drugim
fosforan pochodnej ketozy w formie soli dicykloheksyloamoniowej. Identyfikacja tej pochodnej
byta oparta o dane NMR. W widmie '"H NMR nie byto sygnatow odpowiadajacych protonowi
anomerycznemu, nie byly rowniez widoczne state sprzezenia w widmie GATED. W widmie "*C
NMR wykonanym technika DEPT sygnal pochodzacy od wegla anomerycznego rowniez nie byl
widoczny. Powstawanie ketozydowego produktu moze by¢ wytlumaczone przegrupowaniem
Amadoriego fosforanu heptozyloaminy. Byl on utworzony z fosforanu cukrowego i
cykloheksyloaminy w trakcie reakcji zobojetniania. Takie przegrupowania byly obserwowane
wiele lat temu, w rezultacie dziatania cykloheksyloaminy na cykliczny 4,6-fosforan o-D-
glukopiranozy."*®

Fosforan w potozeniu C-4 otrzymatam wychodzac, tak jak poprzednio, z benzylo a-D-
mannopiranozydu (98). Zabezpieczenie (Schemat 32) grup hydroksylowych w potozeniach C-4 i
C-6 acetalem p-metoksybenzylowym i benzylowanie dato zwiazek 120.
| Nastgpnie otwarcie acetalu cyjanoborowodorkiem sodowym z dodatkiem chlorku
trimetylosililowego w acetonitrylu w temperaturze 0°C dato mieszaning zwiazkow 121 i 122 w
proporcjach 4.5 : 1. Po rozdzieleniu chromatograficznym zwiazek 121 utlenitam metoda Swerna i
przeprowadzitam reakcj¢ elongacji otrzymujac zwiazek o konfiguracji L-glicero-D-manno (123)
(87,9%) 1 niewielka ilos¢ produktu inwertowanego” 125 (7.3%). Grupa hydroksylowa w
potozeniu C-6 byla w tym produkcie 125 zabezpieczona reszta benzyloksymetylowa. Obecnos¢
takiej grupy ochronnej byta spowodowana alkilowaniem .in situ” wolnej grupy hydroksylowej w
zwigzku 124 spowodowanym obecnoscig nadmiaru chlorku benzyloksymetylomagnezowego w
mieszaninie reakcyjnej. Zwiazek 123 benylowatam, a nastepnie w reakcji z azotanem amonowo-

cerowym zostata usunigta reszta p-metoksybenzylowa co prowadzito do pochodnej heptozy 127.
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OH
127 O
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O-Ph H OH
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Schemat 32

Zwiazek ten fosforylowatam zaréwno za pomoca chlorodifenylofosforanu jak réwniez

DMABDP. Hydrogenolityczne odblokowanie wszystkich grup zabezpieczajacych w 128, a
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nastepnie dodatek cykloheksyloaminy dat mieszanine produktow. Chromatografia permeacyjna na
zelu data dwa zwiazki, przy czym jeden 131 zawierat reszte¢ fosforanowa na C-4 w formie
wolnego kwasu, a drugi 130 byl znowu pochodng fosforanu ketozy w formie soli
dicykloheksyloamoniowe;.

Metoda otrzymywania pochodnej L-glicero-D-manno-heptozy z reszta fosforanowg w

potozeniu C-3 jest przedstawiona na schemacie 33.

(0) HO
/O LiAIH ph(ﬁ _]: 0; AlIBr.NaH.DMF
5 1/ v 1.4 r.NaH., et
Al | AICK \ O%HO 2 LIAIH AICL,
U p 0 OBn BnO
endo-132 133 134

1. utl. met. Swerna
2. BnOCH,MgCl

1.BnCl,NaH,DMF
2.(PPh,),RhCl
3.HgCl, HgO

OH
OH
fosforylacja 1. H,,Pd/C OR O
2. C,H, NH, HO/™OH
OBn OBn HO
- (@]
138 R = OAll 140 R = o 142
139R=H \() R =PO;*(C,H,,NH;)*

O-Ph
= —P=0
141 R <
O—Ph

Schemat 33
W reakcji benzylo o-D-mannopiranozydu (98) z dimetoksytoluenem otrzymatam dwa
acetale 2,3:4,6-di-O-benzylidenowe o konfiguracji egzo i endo. 1zomery te rozdzielitam. Redukcja
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157

izomeru 132 endo metoda Liptaka”' data benzylo 4,6-O-benzylideno-2-O-benzylo-o-D-
mannopiranozyd (133), ktory po zabezpieczeniu reszta allilowg w pozycji O-3, a nastgpnie po
redukcyjnym (LiAIH;-AICl;) otwarciu acetalu 4,6 utworzyl zwiazek 134.

Utlenienie 134 metoda Swerna, a  nastepnie reakcja z  chlorkiem
benzyloksymetylomagnezowym prowadzita do mieszaniny trzech heptoz (lacznie 65.5%).
Glownym produktem byla pochodna benzylo L-glicero-a-D-manno-heptozydu 135, poza tym
otrzymatam zwiazek o konfiguracji D-glicero-D-manno 136 oraz zwiazek o zmienionej
konfiguracji na atomie wegla C-5 majacy najprawdopodobniej konfiguracje D-glicero-L-gulo
137. Mieszaning t¢ rozdzielitam chromatograficznie, a zwiazek 135 poddatam benzylowaniu, a
nastgpnie deallilowaniu. Usuniecie reszty allilowej za pomoca katalizatora Wilkinsona oraz
chlorku i tlenku rteci, prowadzito do wyzszych wydajnosci niz uzyskiwane przy zastosowaniu
palladu na weglu i kwasu p-toluenosulfonowego. Reakcja 139 z 2-dimetyloamino-5,6-benzo-
1,3,2-dioksafosfepanem w obecnosci tetrazolu data fosforyn, ktory byl utleniony kwasem m-
chloronadbenzoesowym do fosforanu 140 z wydajnoscia 86%. Nastepnie w tagodnych warunkach
redukcyjnych usungtam wszystkie zabezpieczenia 1 fosforan przeprowadzitam w sl
dicykloheksyloamoniowa 142. Zwiazek 139 fosforylowatam réwniez difenylochlorofosforanem
do 141.

Wychodzac ze zwiazku egzo 132 otrzymatam pochodna heptozy majaca wolng grupe
hydroksylowa w potozeniu C-2 143. Przeprowadzitam analogiczng seri¢ reakcji jak poprzednio.
(Schemat 34).

Po redukcyjnym otworzeniu acetalu 2,3 i zabezpieczeniu zwigzku 143 reszta allilowa,
rowniez redukcyjnie zostal otworzony acetat 4,6. W ten sposob uzyskano zwiazek 144, ktory po
utlenieniu i reakcji Grignarda dat mieszaning zwiazkow 145 : 146 : 147 w proporcjach 4.2 : 1.2 :
I (tacznie 85%). Mieszaning te rozdzielitam chromatograficznie, a zwiazek 145 benzylowatam.
Nastepnie taka sama metoda jak poprzednio usunetam grupe allilowa (96%) otrzymujac 148, (n.b.

P prowadzito do nizszych wydajnosci).

usunigcie reszty allilowej metoda Scheffolda
Przeprowadzitam fosforylacje 148 stosujac opisana dla poprzednich zwiazkow metode co dato
pochodna 149 zawierajaca reszte fosforanowa przy atomie wegla C-2. Nastepnie w jednym etapie
usungtam  wszystkie  grupy zabezpieczajace i fosforan przeprowadzitam w  sol
dicykloheksyloamoniowa 151. Fosforylacja zwiazku 148 za pomocg difenylochlorofosforanu data

150.
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Schemat 34

W ten sposob wykonalam synteze wszystkich pieciu fosforanow wolnej L-glicero-D-

5
manno-heptozy"*’.

9

Fosforany wystepuja w roztworze wodnym w formie piranozowej jako mieszaniny o i f3

anomerow.

' Swiadczyly o tym stale sprzezenia Je.iy. ok.170 Hz dla anomerow o i Jeiiw

ok.160 Hz dla anomeréw [ (tabela 8) Fosforany zostaly scharakteryzowane za pomoca widm

NMR ('H, "C, i *'P). W widmach 'H NMR obserwowatam po fosforylacji przesuniecie sygatow

protonow przy fosforylowanych grupach hydroksylowych (od +0.2 do +0.3 ppm) w kierunku

nizszych pol. Podobnie w widmach “C NMR na skutek podstawienia resztami tosforanowymi

pojawia si¢ znaczacy o efekt (+3.0 + 0.5 ppm). Poza tym znalez¢ mozna bylo charakterystyczne
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state sprzezenia Jcp ok 6 Hz swiadczace o obecnosci wigzania P-C, ktore byly widoczne na
atomach wegla ulegajacych fosforylacji i sasiadujacych z nimi. W widmach *'P NMR wykonanych
w obecnosci EDTA znajdowaly si¢ sygnaly charakterystyczne dla monofosforanow. W kazdym z
widm monofosforanéow widoczne byly dwa sygnaly (jeden dla anomeru o i drugi dla B).
Regioizomeryczne fosforany byly rozroznione za pomoca czasow retencji w wysokocisnieniowej
chromatografii anionowymiennej (Tabela 2). Tylko fosforany znajdujace si¢ w potozeniach C-3 i
C-4 nie mogty by¢ rozroznione, gdyz ich czasy retencji byly bardzo zblizone.

Badania nad migracjqa reszt fosforanowych w ukfadzie heptozy nie mogly byc
przeprowadzone na tych zwiazkach. W warunkach zasadowych, ze wzgledu na obecnos¢ wolnej
grupy hydroksylowej na centrum anomerycznym, nastepowato otwarcie pierscienia cukrowego.
Zdecydowatam si¢ dlatego na synteze fosforanow metylo L-glicero-o-D-manno-

heptopiranozydu, gdyz reszta metoksylowa nie jest usuwana w warunkach reakcji hydrogenolizy.

III. 1. 3. Synteza i charakterystyka monofosforanow metylo L-glicero-o-D-manno-

heptopiranozydu

Przeprowadzitam analogiczny cykl reakcji jak poprzednio stosujac jako substrat
dostepny handlowo metylo a-D-mannopiranozyd.

Zwiazkiem wyjsciowym do fosforanu w potozeniu C-2 byl metylo 2,3:4,6-di-O-
benzylideno-o-D-mannopiranozyd. Redukcja acetalu egzo-152 metoda Liptaka data zwiazek 153,
ktory po zabezpieczeniu reszta allilowg i redukcyjnym otworzeniu acetalu 4,6 utworzyt 154
(Schemat 35). Po utlenieniu metoda Swerna i przeprowadzeniu reakcji Grignarda-Sommeleta z
2,5 krotnym nadmiarem chlorku benzyloksymetylomagnezowego powstat jako gléwny produkt
zwigzek o konfiguracji L-glicero-D-manno 155. Z reakcji mozna bylo wydzieli¢ rowniez
stereoizomer D-glicero-D-manno 156 oraz zwiazek 157 majacy odwrdcona konfiguracje na

atomie wegla C-5 (najprawdopodobniej byta to pochodna D-glicero-L-gulo-heptozy).
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Schemat 35

Zwiazek 155 benzylowatam, nastepnie usunetam reszte allilowa otrzymujac 159.
Fosforylacja 159 przy wykorzystaniu dwuetapowej metody opisanej dla poprzedniej serii
zwigzkow prowadzita do 160. Reakcja hydrogenolizy data w jednym etapie catkowicie
odblokowany zwiazek 161. Metylo 2-O-fosforylo-L-glicero-a-D-manno-heptopiranozyd (161)
zobojetnitam wodnym roztworem wodorotlenku sodowego przeprowadzajac go w sol disodowa.

Metode otrzymywania zwigzku 171 zawierajacego reszte fosforanowa w potozeniu C-3

metylo L-glicero-a-D-manno-heptopiranozydu przedstawia schemat 36.
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Schemat 36

I-rzgdowa grupe hydroksylowa w metylo a-D-mannopiranozydzie (162) zabezpieczytam
resztg trifenylometylowa i po reakcji z tlenkiem dibutylocynowym w benzenie otrzymatam 2,3
dibutylostannan. Otwarcie pierscienia stannanu za pomoca bromku allilu prowadzito z wysoka
regioselektywnoscia do zwiazku 163 zawierajacego grupe allilowa w potozeniu C-3.

W  wyniku benzylowania i usunigcia grupy trifenylometylowej za pomoca kwasu
tetrafluoroborowego otrzymatam zwiazek 164, ktory utlenitam metoda Swerna, a nastgpnie
przeprowadzitam reakcj¢ homologowania z chlorkiem benzyloksymetylomagnezowym. (2,5-
krotny nadmiar tego odczynnika w stosunku do aldehydu.) Otrzymatam mieszaning produktéw o
konfiguracji L-glicero-D-manno 165, D-glicero-D-manno 166, i zwiazku z odwrocona
konfiguracja na atomie wegla C-5 167 w proporcjach 4 : 1.3 : 1. Pochodng 165 benzylowatam, a
nastgpnie usungtam grupe allilowa otrzymujac 169. Zwiazek 169 fosforylowatam za pomocsa 2-

dimetyloamino-5,6-benzo-1,3,2-dioksafosfepanu w obecnosci tetrazolu. Otrzymany fosforyn
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utlenitam in situ do fosforanu 170 kwasem m-chloronadbenzoesowym. Hydrogenoliza wobec
palladu na weglu prowadzita do zwiazku 171 zawierajacego reszte fosforanowa w potozeniu C-3,

ktory przeprowadzitam w sol disodowa.

OpMB
OB .
n
OH L MeOCHCHOH oy 0 NaBH,CN Al
O O\ 2 BaCLNaH.DMF RO Messic 174 OMe
HO MeOC H; RO
HO 162 OMe (0) OBn g
172R=H OB O
173 R =Bn BhO
pMBO 175 OMe
1. utl. Swerna
2. BhOCH,MgCl
OBn
pMBO
1.BnCLNalL,DMF
2.<;Nll,):cc(N<))/
| DMADp
2 MCPBA

OMe OMe
:;g ﬁi poI;AJB 180 R =—p<:0<;© 181 R = PO(OH),
Schemat 37 o

Syntezg¢ pochodnej metylo L-glicero-o-D-manno-heptopiranozydu z reszta fosforanows

w polozeniu C-4 przedstawia schemat 37. Proba otrzymania monoacetalu 4,6 w reakcji z
aldehydem p-metoksybenzoesowym i ZnCl, nie powiodia si¢. W tej reakcji otrzymatam bisacetal,
metylo 2,3:4,6-di-O-p-metoksybenzylideno-a-D-mannopiranozyd jako gtowny produkt. Reakcja
metylo a-D-mannopiranozydu (162) z niewielkim nadmiarem aldehydu p-metoksybenzoesowego
w dimetylosulfotlenku w obecnosci p-TSA prowadzita do zwiazku 172, ktoéry benzylowatam

otrzymujac 173 (Schemat 37).
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Nastgpnie otworzylam acetal 4,6 stosujac cyjanoborowodorek sodowy 1
trimetylochlorosilan w acetonitrylu w temperaturze 0°C otrzymujac dwa zwiazki 174 1 175 w
proporcji 1 : 1.7. Zwiazek 175 utlenitam metoda Swerna, a nastgpnie przeprowadzitam reakcje
Grignarda z chlorkiem benzyloksymetylomagnezowym stosujac 2.5-krotny nadmiar zwiazku
magnezoorganicznego w temperaturze -20°C. Otrzymatam tylko dwa zwiazki, w tym jako
gtéwny produkt zwiazek o konfiguracji L-glicero-D-manno (176) oraz produkt majacy zmieniong
konfiguracj¢ na atomie wegla C-5 (177). Pochodna 176 benzylowatam, nastgpnie w warunkach
utleniajacych usungtam grupe p-metoksybenzylowa. Reakcja zwiazku 179 z DMABDP i
utlenienie fosforynu do fosforanu prowadzity do 180, ktory po redukcji dat catkowicie
odblokowany metylo 4-O-fosforylo-L-glicero-o.-D-manno-heptopiranozyd (181).

Pozycja grupy fosforanowej zostala potwierdzona zaréwno przez widma “C NMR jak
rowniez poprzez widma 'H NMR.

Do otrzymania fosforanéw w potozeniach C-6 i C-7 wykorzystalam taki sam substrat, a
mianowicie metylo 2,3,4-tri-O-benzylo-a-D-mannopiranozyd (182). Zwiazek ten otrzymatam w
reakcjach trytylowania metylo o-D-mannopiranozydu, nastepnie benzylowania i usunigcia reszty

trifenylometylowej kwasem tetraﬂuoroborowym.

OH
OB nO L. utl. met Swerna OBn OBn 6%?
BnO,) 2. BnOCH Mgd’ BnO BnO BnO
BnO Bn OMe
185

BnO OMe OMe BnO

182 184
l DMABDP
2 MCPBA
OBn H, Pd/C
BnO
/o 187 R = PO(OH)2
186 R =—r=o0
\
0
Schemat 38
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W celu otrzymania metylo L-glicero-o-D-manno-heptopiranozydu zawierajacego reszte
fostoranowa w polozeniu C-6 zwiazek 182 utlenitam metoda Swerna i przeprowadzitam
elongacj¢ (Schemat 38).

Otrzymatam z sumaryczng wydajnoscia 81% trzy zwiazki: pochodng metylo LDmanHepp
183, metylo DDmanHepp 184, oraz zwiazek ,inwertowany” 185 w proporcjach 3.75 : 1 : 1.4
(HPLC). Po rozdzieleniu chromatograficznym pochodna 183 przeprowadzitam w fosforyn, ktory
in situ utlenitam do fosforanu 186. Po odblokowaniu otrzymatam zwiazek 187.

Chcac otrzyma¢ pochodng metylo L-glicero-o-D-manno-heptopiranozydu z reszta

fosforanowa w potozeniu C-7 korzystatam z tego samego substratu 182 (Schemat 39).

OH
OBn Q Lutl. met.Swerna_ OBn OBn Of;{lo
BnQ/| 2. AllOCI—IMgCl BnQO BnO BnO OBn
BnO OMe OMe BnO
182
BnCl.NaH.DMF
OH
OBn
L. ®PyRAC1_ 5O
2. HgCl, HgO BnO
OMe BnO OMe
68
1 DMABDP
2 MCPBA
BnO
()
{03 R = _l<_() 193 R = PO(OH),

O

Schemat 39
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Utlenienie metoda Swerna i reakcja Grignarda z czterokrotnym nadmiarem chlorku

alliloksymetylomagnezowego data z sumaryczng wydajnoscia 69,4% trzy produkty.

Po rozdzieleniu chromatograficznym otrzymatam w proporcjach 3.3 : 1 : 1.3 pochodne heptozy
o konfiguracji L-glicero-D-manno 188, D-glicero-D-manno 189 i zwiazek ,inwertowany” 190.
Gtowny produkt 188 poddatam reakcji benzylowania, a nastgpnie przeprowadzitam deallilowanie
otrzymujac zwiazek 68 z wolng grupa hydroksylowa w potozeniu C-7. Fosfitylacja 68 i utlenienie
otrzymanego fosforynu kwasem m-chloronadbenzoesowym do fosforanu datlo 192. Reakcja
uwodorowania tego produktu prowadzita do odblokowania wszystkich grup zabezpieczajacych.
Otrzymatam  metylo 7-O-fosforylo-L-glicero-a-D-manno-heptopiranozyd (193), ktory
przeprowadzitam rowniez w sol disodowa.

Wszyskie fosforany byly tak jak poprzednio scharakteryzowane za pomoca widm 'H, “*C i

1P NMR.
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I11. 2. Migracje reszty fosforanowej w uktadzie metylo L-glicero-o.-D-manno-

heptopiranozydu

1. 2. 1. Wprowadzenie

Migracja reszty fosforanowej w estrach fostorowych zwiazkow polihydroksylowych jest

161 162,163

znana od bardzo dawna . Byla obserwowana w kwasach nukleinowych , fosfoinozytolach'**
i fosfolipidach'®’.
Po raz pierwszy migracj¢ t¢ zaobserwowat Octav Bailly w roku 1916 na przykladzie 2-

161

fosfoglicerolu™. Stwierdzit on, ze w srodowisku kwasnym reszta fosforanowa migruje z pozycji

2 do 1. Hydroliza estrow fosforanowych byla wolniejsza w porownaniu reakcja izomeryzacji.
Badania nad migracja reszty fosforanowej w fosfoglicerolach byly kontynuowane przez wiele lat.
Wykazano ze, sol sodowa 2-fosfoglicerolu gotowana z rozcienczonym kwasem siarkowym
tworzy mieszaning rownowagowa z 1-fosfoglicerolem'®. Zbadano stabilnos¢ 1- i 2- fosfogliceroli
w srodowisku zasadowym i1 kwasnym. Stwierdzono, ze sole sodowe | i 2 fosfogliceroli sg trwale
podczas ogrzewania w silnych alkaliach, natomiast izomeryzuja podczas ogrzewania w kwasie
starkowym. W srodowisku kwasnym (pH 0.9) dwa izomeryczne fosforany znajduja si¢ w
proporcji 8:1'%7.

Po uptywie pigcdziesigciu lat od pierwszego doniesienia o migracji reszty fosforanowej w
fosfoglicerolach Fordham i Wang zbadali mechanizm tej reakcji'®*. Przeprowadzili badania
kinetyczne izomeryzacji katalizowanej kwasem. Szybkos¢ tego procesu byla zmierzona zarowno
przez utlenienie kwasem nadjodowym jak rowniez za pomocg technik NMR. Wykazano, ze w
srodowisku kwasnym szybkos$¢ izomeryzacji jest ok. 10° razy wigksza niz szybkos¢ hydrolizy.
Szybkosci izomeryzacji i hydrolizy zwigkszaly si¢ przy zmianie rozpuszczalnika z H,O na D,0.

lzomeryzacja fosfogliceroli polega na wewnatrzczasteczkowej migracji  grupy
tosforanowej 1 moze przebiegac przez utworzenie cyklicznego diestru, a nastgpnie jego otwarcie
do monoestru lub poprzez mechanizm uzgodniony tzn. bezposredni atak nukleofilowy atomu
tlenu sasiadujacej grupy hydroksylowej na atom fosforu z jednoczesnym rozerwaniem wiazania P-
O, lub tez przez kombinacj¢ obu mechanizméw (Schemat 40). Poniewaz szybkos¢ hydrolizy
cyklicznego fosfodiestru do niecyklicznego fosfomonoestru jest znacznie wigksza niz szybkosc¢

reakcji izomeryzacji, st¢zenie cyklicznego diestru w czasie reakcji izomeryzacji jest bardzo niskie.

Aby uzyska¢ doktadne informacje na temat mechanizmu reakcji, pomiary byly wykonane w
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wodnym roztworze mocnego kwasu wzbogaconym woda H,0'. Jezeli izomeryzacja
fosfoglicerolu przebiegata z utworzeniem cyklicznego zwiazku przejsciowego, obserwowano
wprowadzenie znaczonego atomu tlenu O'* z rozpuszczalnika do fosfoglicerolu. Jezeli natomiast
izomeryzacja przebiegala bez utworzenia cyklicznego zwiazku przejsciowego (czyli bez udziatu
wody jako reagenta) nie obserwowano wprowadzenia znaczonego atomu tlenu O'®. Stwierdzono,
ze izomeryzacja przebiega zarowno poprzez cykliczny produkt posredni jak i bez utworzenia tego

produktu (Schemat 40).

OH OH OH
: H
o  _E 0 HH .0
oL 7 oL 7 — o /7
0 OH 0 OH 0 OH
-H\O‘ H zwiqzek cykliczny HO
- || tH,0 +H,0
—OH I——OH
—(}i;OHt OH
OH Q
—OH M
OH,
o TH
H H
OH OH OH OH
(0] . HO -H*
1 +H 4+ n
OPOH == O-POH OH . OH
OH = Ol X 9 +H 9
OH OH O-P-OH O-P-OH
H oH OH
2-fosfoglicerol 1-fosfoglicerol
Schemat 40

Pigtnascie lat pozniej S.L.Buchwald, D.H.Pliura i J.R Knowles'” przeprowadzili
stereochemiczne badania migracji reszty fosforanowej na zwiazkach modelowych, ktorymi byty 2-
fosfopropano-1,2-diol i 1-fosfopropano-1,2-diol. Potwierdzono mechanizm zaproponowany

8

ML . 16 . ¥ i 3 g s " .
wczesniej przez Fordhama i Wanga ™ stwierdzajacy, ze migracja przebiega dwiema drogami
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(Schemat 41). Dokfadnie zbadano przebieg bezposredniej izomeryzacji bez utworzenia zwiazku
cyklicznego. Stwierdzono, ze izomeryzacja przebiega z retencja konfiguracji na atomie fosforu.
Bylo to w zgodzie z zalozeniem, ze reakcja ta biegnie przez pigciokoordynacyjny zwiazek

przejsciowy z jedng pseudorotacja na atomie fosforu.

0]
O\ lél
/ ~OH
0)
zwiazek
/ cykliczny \
OH 0]
Ol
0 P—OH
/P\ H
0~ "\ OH on °
OH
2-fosfopropanol,2-diol 1-fosfopropano 1,2-diol
Schemat 41

Ze wzgledu na znaczaca role jaka odgrywa wigzanie fosfodiestrowe w biochemii wiazac
jednostki nukleozydowe do kwasow nukleinowych, wazne jest doktadne zrozumienie zachowania
si¢ tego wigzania. Stwierdzono, ze 2’ i 3° monofosforany nukleozydow ulegaly izomeryzacji w
rozcienczonych kwasach'”’. Postulowano utworzenie cyklicznego produktu przejsciowego, ktory
nastepnie wyizolowano. Internukleotydowe wiazanie 3’5" fosfodiestrowe ulegalo czesciowej
izomeryzacji do wiazania 2’, 5° w czasie chemicznej syntezy oligorybonukleotydow, podczas
usuwania w warunkach kwasnych (pH=1) 2’ grupy zabezpieczajacej'’'. Zbadano mechanizm
migracji reszty fosforanowej w nukleotydach'®’. Stwierdzono, ze w srodowisku kwasnym (pH <
2) migracja reszty fosforanowej przebiegata przez pigciokoordynacyjny zwiazek przejsciowy,
ktory ulegat jednej pseudorotacji na atomie fosforu (Schemat 42).

W Srodowisku kwasnym nastgpowato szybkie protonowanie neutralnego fosfodiestru 194.
Nastepnie, nukleofilowy atak sasiadujacej grupy hydroksylowej znajdujacej si¢ w pozycji 3’
prowadzit do utworzenia pigciokordynacyjnego zwiazku przejsciowego 195a, gdzie atom tlenu

znajdujacy si¢ w potozeniu 3 byt apikalny, a atom tlenu w potozeniu 2’ byt ekwatorialny.

o T
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o) HO® 0° 0o O°
| | \ 7/ \P/
0=P—OH HLO=II’—OH o "o 1o T ~oH
194 OR OR OR OR
/ 195a
O -+ a
| OH [ +OH eO\ le.H eO\ s
HO—]I):O H0—1|’=O-H /]|)\OH /IT\OH
- OR HO™ | HO Lo
195b

Schemat 42

Zgodnie z koncepcja Westheimera'”” wejscie i odejscie ligandu jest mozliwe tylko z
pozycji apikalnej. Musiata zatem nastapi¢ pseudorotacja zwiazku 195a powodujaca powstanie
zwiazku 195b, w ktorym atom tlenu 2 byt apikalny, a atom tlenu 3 ekwatorialny. Protonowanie
atomu tlenu 2, a nastepnie odejscie grupy hydroksylowej prowadzito do zwiazku zawierajacego
reszte fosforanowa w potozeniu 3 .

Zbadano réwniez migracje grupy fosforanowej w fosfoinozytolach.'” Stwierdzono, ze
proces migracji przebiega fatwiej pomigdzy grupami cis hydroksylowymi niz miedzy grupami
rans'™. Przebieg reakcji byt taki sam jak w przypadku fosforanow innych zwiazkow
polihydroksylowych.

Stwierdzono, ze podczas reakcji hydrolizy monobenzylowych estrow fosforowych cis i
trans cykloheksanodioli 1, 2 przebiega migracja reszty fosforanowej'’’. Wykazano, ze w
warukach kwasnych zaréwno dla pochodnej cis jak i dla pochodnej frans przebiega ona przez
pigciocztonowy zwiazek przejsciowy.

142

5 . s 7 36- o ;
Jakkolwiek zrealizowano wiele syntez fosforanow cukrowych'**'** w literaturze niemal

brak doniesien na temat migracji reszty fosforanowej w tego typu zwiazkach. Do nielicznych prac

7

z tego zakresu nalezy doniesienie Levene i Raymonda'’ o fosforylacji 5-O-benzoilo 1,2-O-

izopropylideno-a-D-ksylofuranozy za pomoca POCl; w pirydynie. Po hydrolizie produktu
kwasem octowym 1 kwasem siarkowym otrzymali wylacznie 5-O-fosforylowa pochodna zamiast
79
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oczekiwanego 3-O-fosforanu. Baddiley, Buchanan i Cars'"*” ogrzewali 5-fosforan D-rybitolu w IN
HCI co powodowato migracje reszty fosforanowej z pozycji 5 do 2 lub 3. Badana'”® byta rowniez
katalizowana pirydyna migracja grupy tiofosforanowej w B-hydroksyfosfoditianach cukrowych.
W wielu pracach nie obserwowano migracji grupy fosforanowej’ % 140 142 143 136
Badano natomiast'' delokalizacje tej grupy w 4-O-fosforylo lub 6-O-fosforylo metylo o-D-
mannopiranozydzie. Oba zwiazki byly stabilne i nie obserwowano migracji grupy -PO(OH), ani w
warunkach zasadowych (0,5M NaOH, 100°C, 4 h) ani w warunkach kwasnych (2M HCI, 100°C,

2 h).

111 2.2. Migracje reszt fosforanowych w ukiadzie metylo L-glicero-D-manno-heptopiranozydu.

Migracja reszt fosforanowych w uktadzie L-glicero-D-manno-heptozy nie byta dotad w
ogole badana.

Do moich badan wykorzystatam pig¢ monofosforanow L-glicero-o, B-D-manno-heptozy
oraz pig¢ monofosforanow metylo L-glicero-o-D-manno-heptopiranozydu i ich sole sodowe.
Badania przeprowadzitam w warunkach stosowanych do degradaciji lipopolisacharydow. Byly to
nastgpujace warunki hydrolityczne:

1. IM roztwor kwasu solnego; ogrzewanie w 100°C przez dwie godziny (warunki A).

o

. 4M roztwor kwasu trifluorooctowego; ogrzewanie w 100°C przez cztery godziny
(warunki B).
3. 4M roztwor wodorotlenku potasowego, ogrzewanie w 120°C przez 16 godzin

(warunki C).

Wszystkie reakcje przeprowadzitam w termostatach w szczelnie zamknigtych
naczyniach. Reakcje z wodorotlenkiem sodowym byly ponadto przeprowadzone w atmosferze
azotu. Analizy produktow zostaly przeprowadzone przy wykorzystaniu wysokocisnieniowej
chromatografii anionowymiennej (HPAE). Analiza byta mozliwa, ze wzgledu na dobry podziat
monofosforanéw L-glicero-D-manno-heptozy na kolumnie oraz dlatego, ze fosforany heptozy
byty stabilne w Srodowisku zasadowym, w ktorym wykonywano analizy.

Pierwsza seri¢ badan przeprowadzitam na kolumnie CarboPac Pa-100 (Dionex) stosujac

liniowa zmiang gradientu eluentow 0,1M NaOH i IM NaOAc/0,1M NaOH w przedziale 1-50%.
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Czasy retencji monofosforanow L-glicero-a.,B-D-manno-heptopiranozy przedstawione sa w tabeli
I. Fosforany 151, 119 i 115 dawaty dobrze rozseparowane sygnaty, natomiast fosforany 142 i 131

dawaly jeden wspdlny sygnat.

TABELA 1
Czasy retencji monofosforanow L-glicero-o.,3-D-manno-heptozy w wysokocisnieniowe]

chromatografii anionowymiennej.(Gradient 1-50%)

Fosforany Kolumna CarboPac PA 100 Kolumna CarboPac PA 10
151 17.53 20.67
142 18.13 21.47
131 18.00 21.47
119 16.87 20.20
115 15.73 18.87

Roznice w  czasach retencji monofosforanow metylo  L-glicero-o-D-manno-
heptopiranozydu na tej kolumnie byly bardzo mate. Zmiana kolumny na CarboPac PA-10
(Dionex) pozwolita na lepsza separacje. Chromatografia byta prowadzona przy liniowej zmianie
gradientu eluentéw 0,1M NaOH i 1M NaOAc/0,1M NaOH w przedziale 1-20%.

Analiza  roznych  mieszanin  monofosforanow  metylo  L-glicero-o.-D-manno-
heptopiranozydu i ich soli disodowych pozwolita wysnu¢ wniosek, ze mozna rozrozni¢ heptozydy
zawierajace reszty fosforanowe w pozycjach C-2 lub C-3 lub C-7, ktore dawaly jeden wspolny
sygnat od zwiazkow zawierajacych reszty fosforanowe w pozycjach C-4 lub C-6 (Tabela 2).

Okazato si¢, ze przy zastosowaniu metody chromatografii anionowymienne] mozna
zbadac migracj¢ pomiedzy grupami OH-6 i OH-7 zarowno w warunkach kwasnych jak i
zasadowych. Migracja pomigdzy innymi grupami mogta by¢ zbadana, przy uzyciu tej metody, w
srodowisku kwasnym, wtedy bowiem przebiegata hydroliza glikozydu metylowego, a
monofosforany L-glicero-D-manno-o.,3-heptopiranozy byly dobrze rozrézniane za pomoca

HPAE.
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TABELA 2
Czasy retencji monofosforanéw metylo L-glicero-o-D-manno-heptopiranozydu w

wysokocisnieniiowej chromatografii anionowymiennej. Kolumna CarboPac PA 10.

Fosforany Gradient 1-20% Gradient 1-50%
161 19.60 12.53
171 19.67 12.73
181 20.40 13.20
187 20.40 13.07
193 19.53 12.53

Badania migracji grup fosforanowych w monofosforanach metylo L-glicero-a-D-manno-
piranozydu w warunkach zasadowych (4M KOH) byly przeprowadzone przy wykorzystaniu
spektroskopii NMR.

Aby przeprowadzi¢ badania przygotowatam odpowiedni zestaw wzorcow. W jednakowych
warunkach tzn. na takiej samej kolumnie CarboPac PA 10 i przy zastosowaniu gradientu 1-50%
okreslitam czasy retencji monofosforanow L-glicero-o,3-D-manno-heptopiranozy (Tabela 1)
oraz monofosforanow metylo L-glicero-o-D-manno-heptopiranozydu (Tabela 2).

Majac tak przygotowany zestaw wzorcow mogtam przystapi¢ do analizy stabilnosci grup
fosforanowych w metylo L-glicero-o-D-manno-heptopiranozydzie w réznych warunkach
hydrolitycznych.

W celu zbadania migracji reszt fosforanowych pomigdzy potozeniami C-2 i C-3 fosforan
161 rozpuscitam w 1M kwasie solnym, i ogrzewatam w 100°C przez dwie godziny. Analiza
wykazata, ze w tych warunkach przebiega migracja reszty fosforanowej z potozenia C-2 do C-3.
Reszta fosforanowa na skutek migracji przechodzita z pozycji aksjalnej do bardziej
uprzywilejowanej pozycji ekwatorialnej. Swiadczyta o tym proporcja fosforanow 141 : 151 (2 : 1,
Tabela 3). Obecnosc¢ fosforanow 151 i 142 (131) w mieszaninie reakcyjnej dowodzita ponadto, ze
hydroliza grupy metoksylowej przebiega szybciej niz hydroliza reszty fosforanowej. W warunkach
kwasnych przebiegata rowniez hydroliza glikozydu jak 1 hydroliza reszty fosforanowe.
Otrzymywatam bowiem jako glowny produkt 58-71% wolna L-glicero-D-manno-heptozg (8)
(Tabela 3).
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TABELA 3

Przeksztatcenia metylo 2-O-fosforylo-L-glicero-o-D-manno-heptopiranozydu (161).

Warunki forma Produkty (%)
reakcji 161 151 142(131) 115 8
IM HCI, 100°C H 10.1 1.2 11.8 - 70.9
Na’ 16.1 8.9 16.5 - 585
4M TFA, 100°C H 14.6 2.6 7.8 2.0 73.5
Na’ 15.4 32 9.5 2.0 71.9
4M KOH 120°C Na’ 100 - - - -

Potwierdzala to obecnos¢ bardzo intensywnego sygnatu pojawiajacego si¢ po 4,67
minutach, co odpowiadato L-glicero-D-manno-heptozie (8). Porownanie czasu retencji wzorca
4.67 min. z czasem retencji gtdownego produktu otrzymanego w reakcji 161 z 1N HCI nie budzito
watpliwosci. Poza tym pozostato ok.10-16% niezmienionego substratu 161.

Dziatanie na zwiazek 161 zawierajacy reszt¢ fosforanowa w potozeniu C-2 kwasem
trifluorooctowym (Warunki B) rowniez powodowato migracje. Potwierdzata to obecno$¢ 3- 1 2-
fosforanow 142 i 151 w proporcji 3 : 1. Nieoczekiwang nowoscia byta obecnos¢ niewielkiej ilosci
7-fosforanu (2%) 115. Mogto to swiadczy¢ o tym, ze grupa PO(OH), migruje poprzez caly
szkielet weglowy i tworzy stabilny fosforan w potozeniu C-7. Innym wytlumaczeniem mogta by¢
bezposrednia estryfikacja 7-OH przez uwolniony kwas fosforowy. Ta hipoteza zostala odrzucona
po wykonaniu eksperymentu modelowego. Ogrzewanie metylo L-glicero-o-D-manno-
heptopiranozydu z kwasem fosforowym w 4M roztworze kwasu trifluorooctowego, w takich
samych warunkach jak podczas badan migracji, prowadzito do L-glicero-o-D-manno-heptozy,
ktora powstata na skutek hydrolizy glikozydu metylowego. Na chromatogramie (HPAE) nie byt
widoczny zaden inny sygnat pochodzacy od fosforanu heptozy. Na skutek hydrolizy glikozydu i
fosforanu powstata rowniez L-glicero-D-manno-heptoza (8) (73.5%) (Tabela 3). W mieszaninie
pozostato tylko 14.6% niezmienioniego substratu 161.

W warunkach zasadowych C zwiazek 161 pozostawal niezmieniony, co prowadzito do

wniosku, ze w tych warunkach zwigzek ten jest stabilny i grupa fosforanowa nie ulega migracji.
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Reszta fosforanowa znajdujaca si¢ przy atomie wegla C-3 w metylo 3-O-fosforylo-L-
glicero-a-D-manno-heptopiranozydzie 171 w warunkach kwasnych (warunki A) rowniez ulegata

migracji podobnie jak w zwiazku 161 (Tabela 4).

Tabela 4

Przeksztatcenia metylo 3-O-fosforylo-L-glicero-o-D-manno-heptopiranozydu (171)

Warunki forma Produkty (%)
reakcji 171 151 142(131) 11§ 8
IM HCI 100°C H 16.2 9.5 19 - 553
Na’ 13.3 7.4 16.5 - 62.7
4M TFA 100°C H 14.9 3.5 8.8 2.6 70.1
Na’ 12.7 2.7 1.2 2.6 74.7
4M KOH 120°C Na’ 100 - - - -

W mieszaninie znajdowaly si¢ dwie fosforylowane heptozy 151 (9,5%) i 142 (19%).
Potwierdzato to migracje reszty PO(OH), z potozenia C-3 do C-2. Proporcja fosforanow byta
podobna jak podczas hydrolizy 2-fosforanu (161). Poza tym stwierdzitam obecnos¢ substratu 171
(13.3-16.2%) 1 duzej ilosci L-glicero-D-manno-heptozy (8) (55.3-62.7%) pochodzacej z pelnej
hydrolizy substratu

Dzialanie 4M kwasem trifluorooctowym (warunki B) na 171 powodowato migracje
reszty fosforanowej z potozenia C-3 do C-2. Tak jak poprzednio, stwierdzitam rowniez obecnos¢
zwigzku 115 zawierajacego reszte fosforanowa w potozeniu C-7 (2.6%) 115. W mieszaninie
reakcyjnej znajdowat si¢ ponadto substrat 171, w podobnej ilosci jak w przypadku 2-fosforanu.
Gtownym produktem byta L-glicero-D-manno-heptoza (8) (74.7%).

W warunkach hydrolizy zasadowej rowniez zwiazek 171 pozostawat niezmieniony.

Rezultaty osiagnigte dla 161 i 171 $wiadczg o tym, ze w warunkach kwasnych przebiega
najpierw hydroliza glikozydu, nastepnie migracja reszty fosforanowej, a potem odszczepienie
hydrolityczne grupy PO(OH),.

Analiza zachowania si¢ grupy fosforanowej przy atomie wegla C-4 w metylo 4-O-fosforylo-

L-glicero-o-D-manno-heptopiranozydzie (181) w warunkach hydrolizy kwasnej pozwala

iy s
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stwierdzi¢, ze reszta ta migruje prawie do wszystkich grup hydroksylowych w czasteczce

heptozydu (Tabela 5).

TABELA 5

Przeksztatcenia metylo 4-O-fosforylo-L-glicero-o-D-manno-heptopiranozydu (181)

Warunki forma Produkty (%)
reakgji 181 151 142(131) 115 8
IM HCI 100°C H - 6.7 19.3 11.2 62.8
Na’ - 10.8 33.9 12.1 432
4M TFA 100°C H - 32 15.5 11.1 70.2
Na’ 3.3 33 16.3 11.6 65.5
4M KOH 120°C Na' 100 - - - -

Dziatajac na fosforan 181 kwasem solnym (warunki A) obserwowatam pojawienie si¢
zwiazku 115, ktory zawierat reszte fosforanowa w potozeniu C-7 (12.1%), oraz zwiazkow 151,
142 1 131 z reszta fosforanowa w potozeniu C-2 (10.8%) lub w C-3 lub w C-4 (33.9%).
Oznaczato to, ze reszta fosforanowa moze migrowac¢ zarowno w kierunku OH-2 jak i OH-7
(Tabela 5). W mieszaninie reakcyjnej znajdowata si¢ tak jak w poprzednich przypadkach L-
glicero-D-manno-heptoza (8) jako wynik reakcji hydrolizy glikozydu i fosforanu.

Dzialanie na fosforan w pofozeniu C-4 kwasem trifluorooctowym (warunki B)
prowadzito do jeszcze wigkszego “rozproszenia” reszty fosforanowej po calej czasteczce. W
mieszaninie reakcyjnej znajdowaty si¢ zwiazki z reszta fosforanowa w potozeniu C-7 (12%), w
potozeniu C-2 (3.4%) oraz majace reszte fosforanowa w potozeniu C-3 (lub C-4) (16.9%).
Zaobserwowaftam réwniez niewielki sygnal pochodzacy od zwiazku zawierajacego reszte
fosforanowa w potozeniu C-6. Glownym produktem reakcji - tak jak i w poprzednich
przypadkach- byta wolna L-glicero-D-manno-heptoza (8) (67.8%).

W srodowisku zasadowym (warunki C) tak jak we wczesniejszych doswiadczeniach
metylo 4-O-fosforylo-L-glicero-o-D-manno-heptopiranozyd (181) pozostawat niezmieniony.

Zachowanie si¢ metylo 6-O-fosforylo-L-glicero-a-D-manno-heptopiranozydu (187) byto
inne niz pozostatych. Po wodorowaniu pochodnej 186 otrzymatam czysty zwiazek 187, co

zostato potwierdzone przez widma 'H i “C NMR. Gdy zwiazek ten zostal pozostawiony w
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roztworze wodnym, nastegpowata spontaniczna migracja reszty fosforanowej do I-rzedowej grupy
hydroksylowej przy C-7. Po dwéch tygodniach proporcja fosforanow 187 i 193 wynosita 62% do
38%. W miare uplywu czasu zawartos¢ zwiazku 193, w ktorym reszta fosforanowa znajdowala
si¢ w pozycji C-7 wzrastata. Mozna sadzi¢, ze kwasowos¢ 187 (wyzsza niz kwasu fosforowego
pH 1.3'"") wystarczala, aby spowodowaé autokatalityczna migracje reszty fosforanowej z Il-

rzedowej na I-rzgdowa grup¢ hydroksylowa.

TABELA 6

Przeksztatcenia metylo 6-O-fosforylo-L-glicero-o.-D-manno-heptopiranozydu (187)

Warunki forma Produkty (%)
reakcji 187 119 115 8
IM HCI 100°C H 1.0 20.5 63.5 15.0
4M TFA 100°C H - 9.7 80.9 94
4M KOH 120°C H 100 - - -

Dziatanie kwasu na 187 powodowato usunigcie grupy metoksylowej i migracje reszty
fosforanowej z potozenia C-6 119 do C-7 115 (Tabela 6).

W warunkach zasadowych (warunki C) tak samo jak inne monofosforany zwiazek 187
pozostawal niezmieniony.

Szerzej przebadatam mozliwos¢ migracji reszty fosforanowej w metylo 7-O-fosforylo-L-
glicero-o-D-manno-heptopiranozydzie (193) (Tabela 7). Byto to mozliwe ze wzgledu na dobry
podzial pomigdzy zwiazkami 187 i 193 w chromatografii anionowymienne;.

Zwiazek 193 zawierajacy reszte fosforanowg w potozeniu C-7 potraktowatam 1%
kwasem octowym w 100°C przez dwie godziny. Otrzymatam wytacznie niezmieniony substrat. W
stabym kwasie nie przebiegata migracja reszty fosforanowej. Podobnie w warunkach zasadowych
(warunki C) zwiazek 193 pozostawat niezmieniony.

W warunkach kwasnych (A) grupa metoksylowa w zwiazku 193 ulegata hydrolizie z
utworzeniem ponad 80% zwiazku 115 zawierajacego reszt¢ fosforanowa w potozeniu C-7
(87.9%) oraz 10% zwiazku 119 zawierajacego reszt¢ fosforanowa w potozeniu C-6. Poza tym

stwierdzitam obecnos$¢ niewielkiej ilosci L-glicero-D-manno-heptozy (8) (2.5%)

T
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TABELA 7

Przeksztatcenia metylo 7-O-fosforylo-L-glicero-a-D-manno-heptopiranozydu (193)

Warunki forma Produkty (%)
reakcji 193 119 115 8
IM HC1 100°C H - 10 84.7 53
Na’ - 9.6 87.9 2.5
4M TFA 100°C H - 11.4 81.6 7.0
Na' - 9.6 80.5 9.9
4M KOH 120°C H 100
Na’ 100
1% AcOH 100°C H 100
Na’ 100 - - -

Podobnie, potraktowanie zwiazku 193 4 M kwasem trifluorooctowym (warunki B)
prowadzilo glownie do hydrolizy grupy metoksylowej z centrum anomerycznego. Reszta
fosforanowa ulegata tylko niewielkiemu przemieszczeniu w potozenie C-6 (ok. 10%). Przebiegata
rowniez hydroliza grupy fosforanowej, o czym swiadczyta obecnos¢ L-glicero-D-manno-heptozy
(8) (9.9%).

Utworzenie 6-fosforanu 119 ze zwiazku 193 swiadczyto o tym ze mozliwa jest rOwniez
migracja reszty fosforanowej z pozycji I-rzedowej do 1l-rzgdowej tzn. O-7 do O-6.

Potozenie reszty fosforanowej przy pierwszorzedowej grupie hydroksylowej jest
termodynamicznie uprzywilejowane. Po wykonaniu obliczen za pomoca mechaniki

molekularnej'™ okazalo sie, Ze nizsza energie ma 7-fosforan 193 niz 6-fosforan 187.

Na podstawie przedstawionych danych mozna wysnu¢ wniosek, ze fosforany zarowno w
formie soli disodowych jak i wolnych kwasoéw zachowuja si¢ tak samo. W $rodowisku
zasadowym w zadnym z monofosforanow metylo L-glicero-D-manno-heptopiranozydu nie

obserwowalam przemieszczania si¢ reszty fosforanowej ani degradacji zwiazku. W silnie
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kwasnych warunkach przebiegata migracja, jakkolwiek glownym produktem reakcji byta L-
glicero-D-manno-heptoza (8) (dla zwiazkow 161, 171, 181) powstajaca wskutek hydrolizy
zarOwno grupy metoksylowej na centrum anomerycznym jak rowniez reszty fosforanowej.
Hydroliza glikozydu byta procesem szybszym niz hydroliza reszty fosforanowej, co pozwalato na
sledzenie delokalizacji za pomocg HPAE.

Tylko grupa fosforanowa znajdujaca si¢ przy atomie wegla C-7 w 193 byta stabilna i
migrowata tylko w niewielkim stopniu w warunkach stosowanych do badan lipopolisacharydow.
Obserwowana byla niewielka delokalizacja tej grupy w srodowisku kwasnym (ok. 9% zwiazku
zawierajacego reszte fosforanowa w potozeniu C-6).

Natomiast reszty fosforanowe znajdujace si¢ w polozeniach C-2 lub C-3 migrowaly w
warunkach kwasnych. Reszta fosforanowa zajmowata w przewadze polozenie ekwatorialne bez
wzgledu na to ktory z substratow byl uzyty do reakcji: majacy reszte fostoranowa w potozeniu
aksjalnym 161 lub w polozeniu ekwatorialnym 171. Ustalata si¢ rownowaga 1 proporcja
fosforanow 151 do 142 byla praktycznie taka sama 2-3:1 w obydwu reakcjach.

Migracja przebiegata najprawdopodobniej poprzez utworzenie cyklicznego zwiazku
przejsciowego, zgodnie z mechanizmem wczesniej zaproponowanym przez Fordhama i Wanga'®®
dla fosfogliceroli.

Najmniej stabilny w warunkach silnie kwasnych byt zwiazek 181 zawierajacy reszte
fostoranowa w potozeniu C-4. Obserwowatam migracje pomiedzy O-4 i O-6 przebiegajace
najprawdopodobniej poprzez szesciocztonowy stan przejsciowy. Stwierdzitam rowniez
przemieszczanie si¢ reszty fosforanowej pomiedzy dwiema ekwatorialnymi grupami
hydroksylowymi znajdujacymi si¢ w potozeniu trans. Migracja ta przebiegata najprawdopodobniej
rowniez poprzez pigcioczlonowy zwiazek przejsciowy. Istnienie tego typu zwiazku bylo
udowodnione wczesniej przez Browna i Higson'” na przykladzie monofosforanow
cykloheksanodiolu 1,2.

Na uwage zastuguje autokatalityczna samoistna migracja reszty fosforanowej w
monofosforanie 187 z potozenia C-6 do C-7. W tym przypadku, ze wzgledu na tatwos¢

utworzenia cyklicznego fosforanu rowniez obserwowatam migracje typu ,,1,2-cis”.
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V. PODSUMOWANIE

Zachodzaca w trakcie wyodrebniania i degradacji produktow naturalnych migracja reszt
fosforanowych jest czesto przyczyna trudnosci w badaniach strukturalnych. Aby ufatwic
interpretacj¢ wynikow tych badan otrzymatam syntetycznie pig¢ monofosforanow L-glicero-D-
manno-heptopiranozy i metylo L-glicero-D-manno-heptopiranozydu oraz zbadalam migracje
grup fosforanowych w ukladzie L-glicero-D-manno-heptozy podstawowego sktadnika rdzenia
wewnetrznego lipopolisacharydow.

Do syntezy ukladu L-glicero-D-manno-heptozy zastosowatlam metode elongacji
wykorzystujaca dobudowanie grupy CH,OR do atomu wegla C-6 w D-mannozie. Jest to bardzo
wygodna, prosta 1 selektywna metoda otrzymywania heptoz. Korzysta si¢ w niej z latwo
dostgpnej D-mannozy, do ktorej przed reakcja homologowania wprowadzane sa grupy
zabezpieczajace. ~Wprowadzenie nowego centrum chiralnosci przebiega z  dobra
stereoselektywnoscia. Glownym produktem reakcji byla zawsze LDmanHepp odpowiednio
przygotowana do dalszych przeksztalcen.

Stosujac  t¢ metod¢ opracowalam synteze¢ tzw. “uniwersalnej” pochodnej heptozy.
Zastosowatam takie grupy zabezpieczajace, aby mozna bylo odblokowaé poszczegolne grupy
hydroksylowe pojedynczo przy pozostawieniu innych zabezpieczen. Uzyskany synton moze byc
dogodnym substratem w reakcjach glikozydowania lub podstawienia.

W celu zbadania migracji reszty fosforanowej zsyntetyzowatam monofosforany
benzylowych pochodnych LDmanHepp, gdyz deprotekcja grup benzylowych przebiega w
obojetnych warunkach nie powodujacych migracji. Do reakcji fosforylacji wybratam 2-
dimetyloamino-5,6-benzo-1,3,2-dioksafosfepan, odczynnik w ktorym ukfad estrowy byl
zabezpieczony jednakowymi grupami estrowymi usuwanymi w tych samych warunkach co grupy
benzylowe.

Zsyntetyzowalam  pig¢  monofosforanow  L-glicero-D-manno-heptozy  oraz  pigc
monofosforanow metylo L-glicero-D-manno-heptopiranozydu. Jest to pierwsza synteza kompletu
tych zwigzkow.

Zbadatam przemieszczanie si¢ reszty fosforanowej w metylo L-glicero-o-D-manno-
heptopiranozydzie w warunkach zasadowych i w warunkach kwasnych. Stwierdzitam, ze w
warunkach zasadowych monofosforany LDmanHepp sa trwate i migracja reszt fosforanowych nie

przebiega. Natomiast w warunkach kwasnych glownym procesem byla hydroliza grupy
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metoksylowej jak rowniez reszty fosforanowej. Na skutek tego, ze hydroliza reszt fosforanowych
przebiegala wolniej niz hydroliza glikozydu mozna bylo obserwowac przebieg migracji.
Zaobserwowatam migracje typu ,,1,2-cis” (pomiedzy grupami OH-2 i OH-3 oraz pomigdzy OH-6
1 OH-7) oraz 1,2-frans pomigdzy dwiema grupami ekwatorialnymi (OH-4 i OH-3). Migracje te
przebiegaly najprawdopodobniej poprzez pigcioczionowy zwiazek przejsciowy. Stwierdzitam
ponadto, ze przemieszczanie si¢ reszty fosforanowej moze rowniez przebiegac poprzez
szesciocztonowy zwiazek przejsciowy (migracje pomigdzy grupami OH-4 i OH-6).

Jedyna grupa fosforanowa ktora nie migrowata lub migrowata w bardzo niewielkim
stopniu w warunkach stosowanych do badan LPS byla grupa fosforanowa znajdujaca si¢ przy
atomie wegla C-7. Wazng obserwacja byla samoistna migracja reszty fosforanowej znajdujacej sie
przy ll-rzgdowej grupie hydroksylowej w polozeniu C-6 do pierwszorzgdowej grupy
hydroksylowej (OH-7).

Obserwacje te pozwola na dokladniejsze wyjasnienie budowy rdzenia wewnetrznego
lipopolisacharydow, a dokfadniej rzecz biorac, regionu heptozowego tego rdzenia. Poznanie
rzeczywistego potozenia grup fosforanowych przyczyni si¢ zapewne do syntezy takich
fragmentow oligosacharydow zawierajacych heptozy, ktore bedq zblizone swa budowa do

uktadow naturalnych, a tym samym wykaza specyticzng czynnosc biologiczna.
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V. CZESC DOSWIADCZALNA

Przebieg reakcji kontrolowano za pomoca chromatografii cienkowarstwowej (TLC) na
ptytkach firmy Merck (Silica Gel HF-254). Produkty wydzielano 1 oczyszczano za pomoca
chromatografii kolumnowej typu “flash”'” uzywajac zelu krzemionkowego firmy Merck
(Kieselgel 60, 230-400 mesh lub 70-230 mesh). Chromatografia permeacyjna byta wykonana na
kolumnach (165 x 1.5 c¢cm) z Bio-zelu P2 (Bio-Rad, Niemcy) w wodzie. Badania migracji grup
fosforanowych przeprowadzono w termostatach w szczelnie zamknigtych naczyniach. Analizy
produktow zostaly przeprowadzone przy wykorzystaniu wysokocisnieniowej chromatografii
anionowymiennej (HPAE). Badania zostaly przeprowadzone na dionexie. System Dionex DX 300
byl wyposazony w AS 3500 autoinzektor (Thermo Separation Products) i kolumny (4 x 250)
CarboPac Pa 100 (Dionex) lub CarboPac Pa 10 (Dionex). Eluentem byta mieszanina roztworow
0,1M NaOH i IM NaOAc/0,IM NaOH przygotowanych ze zdejonizowanej, pozbawionej CO,
wody, przechowywanych nad helem. Skiad eluenta zmieniat si¢ liniowo poczawszy od 0-50%
przez 30 minut lub 0-20% przez 30 minut. Do kontroli sktadu frakcji byt uzywany pulsacyjny
detektor amperometryczny (Dionex).

Widma IR wykonano na aparacie Perkin - Elmer 1640 FT-IR. Widma 'H NMR
wykonano na aparacie Bruker AM-500 (500 MHz) i Varian AC-200 (200 MHz). Widma Bc
NMR byty wykonane technika DEPT na tych samych aparatach odpowiednio przy 125 MHz 1 50
MHz, stosujac tetetrametylosilan (TMS) jako wzorzec wewnetrzny. Sygnaty pochodzace od grup
CH> w resztach benzylowych, allilowych znajdowaly si¢ we wlasciwych potozeniach i zostaly w
wigkszosci przypadkow pominigte przy opisie widm NMR. Widma fosforylowanych
odblokowanych heptoz byly mierzone w D,O w 23°C na aparacie Bruker 360 MHz w
nastepujacych warunkach 'H, 360 MHz wobec acetonu (8 2.225), *C, 90.6 MHz wobec acetonu
(6 31.45), *'P, 145 MHz wobec kwasu fosforowego jako standardu wewnetrznego.

Widma masowe i widma wysokiej rozdzielczosci mierzono na spektrometrze masowym AMD-
604. Pomiary skrecalnosci optycznej wykonano za pomoca polarymetru JASCO DIP-360 w
temperaturze pokojowej 20 + 2°C. Temperatury topnienia mierzono na aparacie Koflera i nie
korygowano ich.

Wszystkie rozpuszczalniki byly oczyszczane wedlug ogolnie znanych metod'®’. Acetylowanie

prowadzono najczesciej w pirydynie za pomoca bezwodnika octowego z dodatkiem
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katalitycznych ilosci 4- N,N-dimetyloaminopirydyny. Roztwory zwiazkow byly suszone za

pomoca bezwodnego siarczanu magnezowego.

Benzylo 2, 3-O-izopropylideno-6-O-trytylo- a-D-mannopiranozyd (99).

Benzylo 6-O-trytylo-o-D-mannopiranozyd'®' (10.1 g) rozpuszczono w 2,2-dimetoksypropanie
(70 ml) i dodano kwas p-toluenosulfonowy (0.108 g), mieszano w temperaturze pokojowej przez
dwie godziny. Po zakonczeniu reakcji (TLC ligroina-eter dietylowy 1 : 1) zobojetniono
mieszaning reakcyjng trietyloamina, rozcienczono chloroformem i osuszono. Po odparowaniu
otrzymano surowy produkt (11.2 g) w postaci biatej pianki. Chromatografia w uktadzie ligroina -
eter dietylowy 9 : 1 -4 : 1 data 99 (9.1 g, 83.6%).

[a]p+ 14° (1.7, CHClLy),

Analiza dla C3sH3606 (552.6); obl.: C 76.06, H 6.57; otrzym.: C 76.23, H 6.63.

IR (KBr) 3450, 1070 cm’'

'H NMR (CDCls): § 5.12 (s, | H, H-1), 4.84-4.54 (ABq, 2 H, CH,Ph), 4.18 (d, 1 H, J,; 6.2 Hz,
H-2), 4.13 (t, 1 H, Js4 5.8 Hz, H-3), 3.80 (ddd, 1 H, J45 9.6, Jyon 3.6 Hz, H-4), 3.69 (ddd, 1 H,
Jsoa 3.7, Jsen 6.0 Hz, H-5), 3.42 (dd, 1 H, Jsaes 10.0 Hz, H-6A), 3.35 (dd, 1 H, H-6B), 1.48,
1.33 (25, 6 H, 2 x CMe).

Benzylo 2,3-O-izopropylideno-4-O-(p-metoksybenzylo)-6-O-trytylo- a-D-mannopiranozyd (100)

Benzylo 2,3-O-izopropylideno-6-O-trytylo-o-D-mannopiranozyd (99) (9.3 g), rozpuszczono w
dimetyloformamidzie (80 ml). Po ochtodzeniu do 0°C dodano 50% wodorek sodowy (1.459 g) i
mieszano przez ok. 0.5 godz., a nastgpnie wkroplono roztwor chlorku p-metoksybenzylowego
(4.12 ml) w absolutnym tetrahydrofuranie (4 ml). Reakcj¢ kontynuowano przez 2 godziny w
temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu reakcji (TLC ligroina - eter dietylowy 1 : 1) dodano
metanol (I ml), mieszano przez 15 minut, nastgpnie mieszaning reakcyjna wylano do wody z
lodem (250 ml) i ekstrahowano eterem dietylowym. Po wysuszeniu i odparowaniu bezbarwny olej
chromatografowano w uktadzie ligroina - eter dietylowy 95 : 5. Otrzymano 100 z wydajnoscia
11.0 g (97%).

[a]p +19° (1.1, CHCIs)

Analiza dla C43H4407 (672.8); obl.: C 76.76, H 6.59; otrzym.: C 76.88, H 6.73;
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IR (film) 1513, 1246, 1081 cm’™;

'H NMR (CDCL) &: 5.18 (s, 1 H, H-1), 4.77 (ABq, 2 H, CH,Ph), 4.30 (dd, 1 H, J34 6.6, J3, 6.2
Hz, H-3), 4.21 (dd, 1 H, H-2), 3.91 (m, 1 H, Js4 10.2, Js¢s 6.0 Hz, H-5), 3.78 (s, 3 H, OCHz),
3.51(dd, 1 H, H-4), 3.44 (dd, 1 H, Jsas 1.6, Jsasn 10.5 Hz, H-6A), 3.22 (dd, 1 H, H-6B), 1.52,
1.37 (2 s, 6 H, CMe,).

Benzylo 2, 3-O-izopropylideno-4-O(-p-metoksybenzylo)-a-D-mannopiranozyd (101)

Benzylo 2,3-O-izopropylideno-4-O-(p-metoksybenzylo)-6-O-trytylo-a-D-mannopiranozyd (100)
(4.34 g) rozpuszczono w octanie etylu (20 ml) i w kwasie mrowkowym (14 ml), mieszano w
temperaturze pokojowej 1 godzing (TLC ligroina : octan etylu 1 : 1). Nastgpnie mieszaning
reakcyjng zobojetniono nasyconym roztworem weglanu potasowego, rozdzielono warstwy, a
warstwe wodna dodatkowo ekstrahowano octanem etylu. Po wysuszeniu i odparowaniu olej
chromatografowano w uktadzie heksan - eter dietylowy 9 : 1 - 3 : 1. Otrzymano produkt 101
(1.68g, 60.4%) w postaci biatych krysztatkow.

tt 85-86°C (heksan : eter dietylowy 4 : 1); [a]p +61° (1.2, CHCL);

Analiza dla C24H3007 (430.5); obl.: C 66.96, H 7.02; otrzym.:.C 67.15, H7.17

IR (KBr) 3400, 1510, 1245, 1070 cm’

'H NMR (CDCl3) &: 5.12 (d, 1 H, J;, 0.5 Hz, H-1), 4.83-4.49 (2 x ABq, 4 H, 1 x CH,Ph, 1 x
CH,CsHsOCH3), 4.34 (t, 1 H, J5, 6.0, J54 6.8 Hz, H-3), 4.19 (dd, 1 H, H-2) 3.79 (s, 3 H, OCH5)
3.84-3.78 (m, 1 H, H-5), 3.75-3.68 (m, 2 H, H-4, H-6A), 3.54 (dd, 1 H, Jsgea 9.9, Jens 7.0 Hz,
H-6B), 1.55, 1.36 (2 s, 6 H, CMey).

Benzylo 7-O-allilo-2,3-O-izopropylideno-4-O-(p-metoksybenzylo)-D i L-glicero-a-I)-manno-
heptopiranozyd (102 i 103).

Roztwor chlorku oksalilu (0.94 ml) w dichlorometanie (23.7 ml) silnie mieszano i ochtodzono do
-60"C, nastepnie dodano roztwor dimetylosulfotlenku (1.62 ml) w dichlorometanie (45 ml). Po 5
minutach bardzo wolno wkroplono roztwor 101 (2.05 g) w dichlorometanie (19 ml). Reakcje¢
kontynuowano w temperaturze -60°C przez 1 godz., nastepnie wkroplono trietyloaming (6.6 ml),
mieszano jeszcze 5 min. w tej temperaturze i bardzo powoli ogrzano mieszaning reakcyjng do

temperatury pokojowej. Dodano wode (50 ml) i ekstrahowano dichlorometanem. Warstwe
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organiczng wysuszono i odparowano. Otrzymany olej po doktadnym wysuszeniu przez trzykrotne
odparowanie z benzenem byt uzywany do nastepnej reakcji bez dodatkowego oczyszczania.

W kolbie z mieszadtem magnetycznym umieszczono wiorki magnezowe (0.694 g) i chlorek
rteciowy (26 mg), dodano $wiezo destylowany z nad LiAlH, tetrahydrofuran (1.5 ml), tak aby
wiorki byly pokryte rozpuszczalnikiem. Podczas intensywnego mieszania wkroplono niewielka
ilos¢ czystego eteru chlorometylowoallilowego (destylowanego bezposrednio przed reakcja)
obnizajac temperaturg poczatkowo do -10°C, a nastepnie do -20°C. Reakcje kontynuowano w tej
temperaturze jeszcze przez dwie godziny. Po obnizeniu temperatury do -30°C wkroplono benzylo
2,3-O-1zopropylideno-4-O-(p-metoksybenzylo)-a-D-manno-heksodialdo-1,5-piranozyd (2.04 g)
rozpuszczony w absolutnym tetrahydrofuranie (11 ml). Po 2 godzinach mieszaning reakcyjna
ogrzano do temperatury pokojowej i reakcj¢ kontynuowano jeszcze przez 12 godzin. Nast¢pnie
roztwor wytrzasano z ochtodzonym do 0°C nasyconym roztworem chlorku amonowego (120 ml)
i ekstrahowano eterem dietylowym. Po wysuszeniu i odparowaniu surowy produkt
chromatografowano w ukladzie heksan - eter dietylowy 9 : 1 otrzymujac mieszaning pochodnych
D-glicero-D-manno (103) i L-glicero-D-manno-heptopiranozy (102) (1.931 g, 81%).

Analiza surowego produktu za pomoca chromatografii wysokocisnieniowej (HPLC) wskazywata
na powstawanie dwoch diastereoizomerow w proporcji 3.5 : 1.

Ponowna chromatografia w ukladzie heksan : eter dietylowy 9 : 1 dafa jako pierwszy zwigzek
pochodng D-glicero-D-manno-heptopiranozy (103) 0.186 g.

[o]p + 55° (1.25, CHCLy)

Analiza dla C,3H3605 (500.6); obl.: C 67.18, H 7.25, otrzym.: C 66.78, H 7.53.

IR (film) 3450, 1456, 1084 cm’!

'H NMR (CDCls) &: 5.99 -5.79 (m, 1 H, CH=CH,), 5.34-5.09 (m, 2 H, CH=CH-) 5.07 (s, 1 H,
H-1), 4.92-4.41 (2 x ABq, 4 H, 1 x CH,Ph, 1 x CHCsH;OCH3), 4.36 (t, 1 H, J:, 6.4 J54 6.8 Hz,
H-3), 4.18 (dd, 1 H, H-2) 4.06-3.92 (m, 3 H, H-6, CH,-CH=CH,), 3.92-3.46 (m, 4 H, H-4, H-5,
H-7A, H-7B), 3.79 (s, 3 H, OCHs), 3.34 (d, 1 H, OH) 1.53, 1.36 (2's, 6 H, 2 x CH5)

“C NMR (CDCLy) &: 117.25 (-CH=CH,), 96.1 (C-1), 78.85 (C-3), 78.15 (C-2), 76.78 (C-4),
72.63 (C-5), 69.13 (C-7), 67.29 (C- 6), 76.63, 72.58,72.42 (CH,Ph, CH,CsH,OCH;, CH,-
CH=CH,) 55.32 (OCHs;) 28.06, 26.34 (2 x CMe,).

Otrzymano ponadto mieszaning obu heptoz 102 i 103 (0.417 g) oraz pochodng L-glicero-D-

manno-heptozy (102) (1.262 g) w postaci krystalizujacego oleju.
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[a]p +49° (1.2, CHCL), t.t. 60-61°C

Analiza dla C3H3605 (500.6); obl.: C 67.18, H 7.25; otrzym.: C 66.91, H 7.41.

IR (KBr) 3480, 1510, 1240, 1080 cm™

'H NMR (CDCl;) §: 6.0-5.76 (m, 1 H, CH=CH,), 5.35-5.16 (m, 2 H, CH=CH,), 5.13 (s, 1 H, H-
1), 490 -439 (2x ABq, 4 H, 1 x CH,Ph, 1 x CH,C¢H4sOCHs), 435 (t, 1 H, J5,7.0, J34 6.0 Hz,
H-3) 4.38-4.26 (m, 1 H, H-6), 4-23 - 3,90 (m, 4 H, H-2, H-5, CH,=CH-CH>-), 3.79 (s, 3 H,
OCHz3), 3.69 (m, 1 H, H-4), 3.67-3.48 (AB, 2 H, J7a78 9.3, J7a6 7.0, J786 6.1 Hz, H-7A, H-7B),
1.51,1.36 (2 s, 6 H, CMe,).

“C NMR (CDCl;) &: 96.38 (C-1), 79.02 (C-3), 75.70 (C-2), 74.89 (C-4), 67.81* (C-5), 67.76*
(C-6), 69.11 (C-7), 71.32, 73.01, 72.41 (2 x CH,Ph, CH,-CH=CH,), 55.33 (OMe), 28.07, 26.48,
(CMe>).

Acetylowanie pochodnej L-glicero-D-manno-heptozy (102) w standartowych warunkach
prowadzito do otrzymania pochodnej acetylowej (102Ac).

[a]p +56° (1.5, CHCl:)

Analiza dla C3yH330 (542.6); obl.: C 66.40, H 7.06; otrzym.: C 66.27, H 6.94.

IR (film) 1750, 1510, 1240, 1370, 1080 cm™

'H NMR (CDCl;) &: 5.98-5.70 (m, 1 H, -CH=CH,), 5.51 (dt, 1 H, Jo7a 7.7, Jos 7.8, Jos 1.5 Hz,
H-6) 5.25-5.09 (m, 2 H, CH=CH,), 5.18 (ps, 1 H, H-1), 4.80-4.41 (2 x ABq, 4 H, 1 x CH,Ph, 1 x
CH,C¢HsOCHa), 438 (t, 1 H, J3, 6.2, J54 6.3 Hz, H-3) 4.18 (dd, 1 H, J,,; 0.7 Hz, H-2), 4.01 (dd,
I H, Js4 10.3 Hz, H-5), 4.0-3.98 (m, 2 H, CH,-CH=CHy), 3.79 (s, 3 H, OCH3) 3.69 (dd, 1 H,
J7a7s 9.5 Hz, H-7A), 3.63 (dd, 1 H, H-7B), 3.47 (dd, 1 H, H-4), 2.02 (s, 3 H, OAc), 1.51, 1.37,
(25,6 H, 2 x CMe,).

C NMR (CDCls) §: 96.27 (C-1), 79.18 (C-3), 75.62 (C-2), 74.00 (C-4), 68.94 (C-6), 66.25 (C-
5), 67.01 (C-7), 69.14, 72.17, 72.29, (2 x CH,Ph, CH,-CH=CH,), 55.33 (OMe), 28.14, 26.47,
(C-Mey), 20.99 (OAc).

Benzylo  7-O-allilo-6-O-benzylo-2, 3-O-izopropylideno-4-O-(p-metoksybenzylo)-L-glicero-a-D-
manno-heptopiranozyd (104).

Benzylo 7-0-allilo-2,3-0-izopropylideno-4-O-(p-metoksybenzylo)-L-glicero-a-D-manno-

heptopiranozyd (102) (0.403 g) rozpuszczono w dimetyloformamidzie (9 ml) i ochtodzono do

0°C, a nastgpnie dodano wodorek sodowy (0.089 g). Mieszano ok. 0.5 godziny i wkroplono
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roztwor chlorku benzylu (1.58 ml) w dimetyloformamidzie (1 ml). Reakcj¢ prowadzono w
temperaturze pokojowej 4 godziny. Po zkonczeniu reakcji (TLC heksan : eter dietylowy 4 : 1)
wylano mieszanine reakcyjna do wody z lodem i ekstrahowano eterem dietylowym. Po
wysuszeniu i odparowaniu surowy produkt chromatografowano w uktadzie ligroina : eter
dietylowy 4 : 1. Otrzymano 104 (0.320 g, 69%) w postaci bezbarwnego oleju.

[a]p +61° (1.1, CHCl3)

Analiza dla C3;sH4,05 (590.7); obl.: C 71.15, H 7.17; otrzym.: C 70.95, H 7.44.

IR (film) 1510, 1240, 1070 cm™

'H NMR (CDCl3) 8: 5.97-5.75 (m, 1 H, CH=CH,), 5.35-5.10 (m, 2 H, CH=CH,), 5.20 (s, 1 H,
H-1),4.90 - 423 (3 x ABq, 6 H, 2 x CH,Ph, 1 x CH,C¢HsOCHz), 4.18 (pd, 1 H, J>3 5.9, H-2);
4.09 (bt, 1 H, Jo74 6.2, Jo78 6.8 Hz, H-6), 4.02-3.93 (m, 2 H, CH,-CH=CH,), 3.92-3.61 (m, 4 H,
H-4, H-S, H-7A, H-7B), 3.77 (s, 3 H, OCH3;) 1.56, 1.38 (2 s, 6 H, CMe>).

“C NMR (CDCl:) 8: 96.44 (C-1), 79.27 (C-3), 75.75 (C-4), 75.18 (C-6), 74.80 (C-2), 69.04 (C-
7), 68.09 (C-5), 69.67, 71.89, 72.58, (3 x CH,Ph, CH,-CH=CH,), 55.33 (OMe), 28.03, 26.52
(CMe»).

Benzylo-6-O-benzylo-2, 3-O-izopropylideno-4-O-(p-metoksybenzylo)-L-glicero-a-I)-manno-

heptopiranozyd (105).

Zwiazek 104 (0.126 g) rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikow etanol : benzen : woda (8 :
3 : 1), a po podgrzaniu dodano katalizator Wilkinsona (0.014 g) 1 1.4-diazabicyklo[2.2.2]oktan
(6.6 mg). Ogrzewano do wrzenia przez 3 godziny. Po ochtodzeniu mieszaning przesaczono przez
Celit 1 odparowano rozpuszczalniki. Surowy produkt rozpuszczono w mieszaninie
rozpuszczalnikow aceton : woda 10 : 1, dodano chlorek rteciowy (0.058 g) i tlenek rtgciowy
(0.046 g). Mieszano w temperaturze pokojowej 1 godzing, nastgpnie odsaczono katalizatory na
warstwie Celitu, przesacz rozcienczono octanem etylu i przemyto 50% roztworem jodku
potasowego oraz 1% roztworem wodorosiarczynu sodowego i 1% roztworem wodoroweglanu
sodowego. Po wysuszeniu i odparowaniu surowy produkt chromatografowano w uktadzie heksan
- octan etylu 4 : 1. Otrzymano 105 (0.059 g, 50%) w postaci bezbarwnego oleju.

[a]p +64° (1.5, CHCls)

IR (film) 3480, 1515, 1077 cm™
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'H NMR (CDCls) &: 5.17 (s, 1 H, H-1), 4.37 (t, 1 H, Jz4 6.2, J:, 5.8 Hz, H-3), 4.19 (d, 1 H, H-
2), 3.96-3.72 (m, 5 H, H-4, H-5, H-6, H-7A, H-7B), 3.76 (s, 3 H, OCH3), 1.56, 1.37 (25, 6 H, 2
x CMe,).

3C NMR (CDCls) &: 96.44 (C-1), 78.99 (C-3), 76.67 (C-6), 75.60 (C-4), 75.00 (C-2), 69.76 (C-
5), 62.54 (C-7), 69.33, 71.96, 73.08 (2 x CH,Ph, CH,CH=CH,), 55.33 (OMe), 28.00, 26.41
(CMe>).

Pochodng acetylowa 105Ac otrzymano w warunkach standardowych.

[a]p + 60° (0.84, CHCL).

Analiza dla C33H400o (592.7); obl.: C 68.90, H 6.80; otrzym.: C 68.81, H 7.02.

IR (film) 1742, 1514, 1247, 1077 cm™

'H NMR (CDCl;) &: 5.19 (s, 1 H, H-1), 4.94-4.34 (m, 8 H, 2 x CH,Ph, 1 x CH,CcH,;OCH3;, H-
7A, H-7B), 4.34-3.78 (m, 5 H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6), 3.76 (s, 3 H, OCH;), 1.91 (s, 3 H,
OAc), 1.56, 1.37 (2 s, 6 H, CMey).

C NMR (CDCl) 8: 96.54 (C-1), 79.21 (C-3), 75.74 (C-4), 75.63% (C-2), 74.09 (C-6), 67.88 (C-
5), 62.53 (C-7), 69.08, 71.96, 73.52 (2 x CH,Ph, CH,CH=CH,), 55.30 (OMe), 28.02, 26.50
(CMe>), 20.86 (OAc).

Benzylo 7-0-allilo-6-0-benzylo-2, 3-O-izopropylideno-L-glicero- a-D-manno-heptopiranozyd
(106).

Benzylo 7-O-allilo-6-O-benzylo-2,3-O-izopropylideno-4-O-(p-metoksybenzylo)-L-glicero-a-D-
manno-heptopiranozyd (104) (0.031 g) rozpuszczono w dichlorometanie (1.4 ml), dodano wode
(0.2 ml), a nastgpnie DDQ (0.018 g) i mieszano w temperaturze pokojowej w ciemnosci przez 3
godziny. Po zakonczeniu reakcji (TLC heksan : eter dietylowy 1 : 1) przesaczono mieszaning
reakcyjng przez warstwe Celitu. Przesacz rozcienczono dichlorometanem, przemyto nasyconym
roztworem wodoroweglanu sodowego i woda. Po wysuszeniu i odparowaniu surowy produkt
chromatografowano w ukladzie heksan : eter dietylowy 85 : 15 otrzymujac 106 (0.0217 g, 87%)
w postaci bezbarwnego oleju.

[a]p +54° (2.0, CHCI;)

Analiza dla C»7H3507 (470.5); obl.: C 68.92, H 7.28; otrzym.: C 69.01, H 7.15.

IR (film) 3445, 1455, 1085 cm’
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'H NMR (CDCl:) &: 5.91-5.84 (m, 1 H, CH=CH,), 5.28-5.15 (m, 2 H, CH=CH.), 5.13 (s, 1 H,
H-1), 4.83-4.42 (2 x ABq, 4 H, 2 x CH,Ph), 4.13 (dd, 1 H, J,53 5.7 J>, 0.6 Hz, H-2), 4.1-3.99 (m,
3 H, H-3, CH,CH=CHy), 3.91 (pt, 1 H, Js7a, 6.1 Js78 6.1 Hz, H-6), 3.77-3.70 (m, 4 H, H-5, H-
7A, H-7B), 1.51, 1.32 (2 s, 6 H, CMe,).

C NMR (CDCls) 8: 96.47 (C-1), 78.56 (C-3), 75.74 (C-2), 74.36 (C-6), 69.18 (C-7), 69.10 (C-
5). 68.71 (C-4), 69.08, 71.96, 73.55 (2 x CH,Ph, CH,CHCH,), 28.16, 26.37 ((CMey).

Po acetylowaniu w warunkach standartowych otrzymano krystaliczny zwiazek 106Ac.

[a]p + 41° (1.9, CHCL:)

Analiza dla CyH360g (512.6); obl.: C 67.95, H 7.08, otrzym.: C 67.82, H 7.22.

IR (KBr) 1750, 1370, 1220, 1080 cm™

'H NMR (CDCl;) 8: 5.97-5.75 (m, 1 H, CH=CH,), 5.40 (dd, J,5 6.8 Js5 10.5 Hz, H-4), 5.28-5.14
(m, 2 H, CH=CH>), 5.2 (s, 1 H, H-1) 4.75-4.43 (2 x ABq, 4 H, 2 x CH,Ph) 4.26 (dd, 1 H, J3, 5.5
Hz, H-3), 4.15 (dd, 1 H, J,, 0.7 Hz, H-2), 4.02-3.95 (m, 3 H, H-5, CH,CH=CH,), 3.76-3.67 (m,
3 H, H-6, H-7A, H-7B), 2.05 (s, 3 H, OAc) 1.59, 1.33 (25, 6 H, CMe»).

C NMR (CDCls) &: 96.21 (C-1), 76.87 (C-3), 75.68 (C-2), 74.39 (C-6), 69.09 (C-4), 68.59 (C-
7), 66.74 (C-5), 69.13, 72.36, 73.58 (2 x CH,Ph, CH,CH=CH,), 27.51, 26.50 (CMe,), 21.12
(OAc).

Benzylo  7-O-allilo-6-O-benzylo-4-O-(p-metoksybenzylo)-1.-glicero- a-D-manno-heptopiranozyd

(107)

Benzylo 7-O-allilo-6-O-benzylo-2,3-0-izopropylideno-4-O-(p-metoksybenzylo)-L-glicero-a-D-
manno-heptopiranozyd (104) (0.325 g) rozpuszczono w octanie etylu (5 ml), dodano metanol (5
ml) oraz kwas p-toluenosulfonowy (0.209 g). Po dwodch godzinach mieszania w temperaturze
pokojowej reakcje zobojetniono za pomoca trietyloaminy i odparowano. Surowy produkt
chromatografowano w ukfadzie heksan : octan etylu 7 : 3 i otrzymano 107 (0.220 g, 73%) w
postaci bezbarwnego oleju.

[o]p +77.5° (1.0, CHCls)

Analiza dla C;,H3305 (550.6); obl.: C 69.80, H 6.96. otrzym.: C 69.70, H 7.19.

IR(film) 3430, 1510, 1090 cm™

'H NMR (CDCls) &: 5.97-5.77 (m, 1 H, CH=CH,), 5.52-5.10 (m, 2 H, CH=CH,), 4.91 (d, 1 H,
Ji2 1.5 Hz, H-1), 4.74-4.34 (m, 6 H, 2 x CH,Ph, 1 x CH,CsHsOCHj3), 4.09 (pt, Jo74 6.4, Jo713 6.2
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Hz, H-6), 4.03-3.96 (m, 2 H, CH,CH=CH,), 3.96-3.62 (m, 6 H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-7A, H-
7B), 3.77 (s, 3 H, OCH3), 2.67 (d, 1 H, J 2.7 Hz, OH), 2.45 (d, 1 H, J 7.0 Hz, OH).

3C NMR (CDCly) & 98.62 (C-1), 75.22° (C-6), 75.07° (C-4), 72.34 (C-5), 70.58 (C-2), 69.07
(C-7), 69.74, 72.34, 73.00, 73.93, (3 x CH,Ph, CH,CH=CH,), 55.32 (OMe).

Po acetylowaniu w warunkach standardowych otrzymano pochodna 2,3-O-acetylowa 107Ac.
[a]p +76° (2.1, CHCI5)

Analiza dla C34H42010 (634.7); obl.: C 68.12, H 6.67 otrzym.: C 67.86, H 6.77.

IR (film) 1750, 1514, 1246, 1087 cm*

'H NMR (CDCl;) §: 6.0-5.77 (m, 1 H, CH=CH,), 5.42 (dd, 1 H, J;5 3.4, J34 9.5 Hz, H-3), 5.29
(dd, 1 H, J,,; 1.9 Hz, H-2), 5.28-5.15 (m, 2 H, CH=CH,), 490 (d, 1 H, H-1), 4.09 (t, 1 H, J45 9.7
Hz, H-4), 4.08 (dt, 1 H, Js74 6.5 Jo78 6.3, Js5s 1.3 Hz, H-6), 3.97 (dd, 1 H, H-5), 3.78 (dd, 1 H,
J7a78 9.6 Hz, H-7), 3.76 (s, 3 H, OCH5), 3.68 (dd, 1 H, H-7B), 2.1, 1.97 (2's, 6 H, 2 x OAc).

3C NMR (CDCls) &: 96.50 (C-1), 74.75 (C-6), 72.60 (C-4), 72.49 (C-3), 71.22 (C-5), 70.17 (C-
2), 69.70 (C-7), 69.15, 72.43, 72.87, 7401 (3 x CH,Ph, CH,CH=CH;), 55.33 (OMe), 21.03
(OAc).

Benzylo 7-O-allilo-2, 6-di-O-benzylo-4-O-(p-metoksybenzylo)-L-glicero- a-D-manno-

heptopiranozyd (108)

Benzylo 7-O-allilo-6-O-benzylo-4-O-(p-metoksybenzylo)-L-glicero-a-D-manno-heptopiranozyd
(107) (0.139 g) rozpuszczono w dichlorometanie (3 ml), dodano 5% roztwér wodorotlenku
sodowego (2 ml), bromek tetrabutyloamoniowy (0.014 g) i bromek benzylu (0.039 ml).
Intensywnie mieszano i ogrzewano do wrzenia przez 5 godzin. Po zakonczeniu reakcji (TLC
heksan: octan etylu 7 : 3) mieszaning reakcyjng ochtodzono, warstwe organiczng wysuszono
bezwodnym siarczanem magnezowym i odparowano otrzymujac surowy produkt, ktory
chromatografowano w ukladzie heksan : octan etylu 9 : 1. Otrzymano pierwszy zwiazek 108 w
postaci bezbarwnego oleju (0.125 g, 77%).

[a]p +33° (1.1, CHCl5).

Analiza dla C30H,405 (640.7); obl.: C 73.10, H 6.92 ,otrzym.: C 73.32, H 6.65.

IR (film) 3450, 1458, 1061 cm™
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'H NMR (CDCls) &: 6.0-5.89 (m, 1 H, CH=CH,), 5.33-5.12 (m, 2 H, CH=CH>), 5.11 (d, 1 H, J.,
1.5 Hz, H-1), 4.92-4.31 (3 x ABq, 8 H, 3 x CH,Ph, 1 x CH,CsH;OCH:), 4.10 (pt, Jo74 6.3, Jom
7.5 Hz, H-6), 4.05-3.99 (m, 2 H, CH-CH=CH,) 3.93 (t, 1 H, J,5 8.2, J,5 9.5 Hz, H-4), 3.88-3.68
(m, 5 H, H-2, H-3, H-5, H-7A, H-7B), 3.76 (s, 3 H, OCH:), 2.36 (d, 1 H, ] 9.5 Hz, OH).

"C NMR (CDCly) 8: 95.6 (C-1), 78.41 (C-2), 75.87 (C-4), 75.09 (C-6), 72.30 (C-3), 70.81 (C-
5), 69.91 (C-7), 68.96, 72.41, 72.71, 72.92, 74.09 (4 x CH,Ph, CH,CH=CH,), 55.32 (OMe).

Drugim produktem otrzymanym z chromatografii byt zwiazek 109 (0.010 g, 6.2%).
[a]n +49° (1.4, CHCL)

Zwiazek 108 acetylowano w warunkach standardowych otrzymujac pochodna 108Ac.

[o]nt 44° (1.8, CHCI,).

Analiza dla C41H4600 (682.8); obl.: C 72.12, H 6.79; otrzym.: C 72.10, H 6.86.

IR (film) 1742, 1514, 1454, 1247 cm’*

'H NMR (CDCl;) &: 5.98-5.75 (m, 1 H, CH=CH,), 5.24 (dd, 1 H, Js, 3.4 J;4 8.4 Hz, H-3),
CH=CH>), 499 (d, 1 H, J,, 2.3 Hz, H-1), 4.89-4.22 (m, 8 H, 3 x CH,Ph, 1 x CH-CcH,;OCHs),
417 (t, 1 H, J45 9.5 Hz, H-4), 4.07-3.94 (m, 3 H, H-6, CH,CH=CHs), 3.94-3.73 (m, 3 H, H-2,
H-5, H-7A), 3.75 (s, 3 H, OCHs;), 3.68 (dd, 1 H, J7 6 6.4, Js74 9.6 Hz, H-7B), 1.96 (s, 1 H,
OAc).

“C NMR (CDCl;) &: 97.08 (C-1), 75.95 (C-4), 75.01 (C-6), 73.99 (C-2), 73.07 (C-3), 71.40 (C-
5), 69.94*(C-7), 68.98" ,72.41, 72.80, 72.80, 73.57 (4 x CH,Ph, CHCH=CH,), 55.33 (OCH3),
21.22 (OAc).

Benzylo 7-0-allilo-3, 6-di-O-benzylo-4-O-(p-metoksybenzylo)-1.-glicero-a-1-manno-
heptopiranozyd (109).

Benzylo 7-O-allilo-6-O-benzylo-4-O-(p-metoksybenzylo)-L-glicero-a-D-manno-heptopiranozyd
(107) (0.221 g) rozpuszczono w benzenie (15 ml) i ogrzewano z nasadka azeotropowa az 7 ml
rozpuszczalnika oddestyluje, nastgpnie dodano tlenek dibutylocynowy (0.110 g) i kontynuowano
ogrzewanie przez dwie godziny. Po ochfodzeniu do temperatury pokojowej wkroplono roztwoér

bromku benzylu (0.048 ml) w benzenie (1 ml). Zatezono mieszaning reakcyjna do ok. 3 ml i

ogrzewano do wrzenia przez 6 godzin. Po ostudzeniu odparowano, surowy produkt
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chromatografowano w ukladzie heksan : octan etylu 4 : 1. Otrzymano 109 w postaci
bezbarwnego oleju (0.181 g, 66%).

[a]p +49° (1.4, CHCI;).

Analiza dla C39H4405 (670.4); obl.: C 73.10, H 6.92, otrzym.: C 73.00, H 6.89.

I.R. (film) 3452, 1514, 1248, 1085, 1056 cm™

'HNMR (CDCl;) 8: 5.98-5.75 (m, 1 H, CH=CH,), 5.32-5.08 (m, 2 H, CH=CH.), 5.0 (s, 1 H, ],
1.5 Hz, H-1), 4.16-3.84 (m, 7 H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, CH,CH=CH.), 3.84-3.66 (AB, 2 H,
J7a6 6.2, J7a789.4, J7s6 6.8 Hz, H-7A, H-7B), 3.77 (s, 3H, OCH).

“C NMR (CDCl;) &: 98.43 (C-1), 80.92 (C-3), 74.87 (C-4), 73.41 (C-6), 70.90 (C-5), 69.01 (C-
7), 68.22 (C-2), 69.74, 71.83, 72.41, 72.83, 74.44, (4 x CH,Ph, CH,CH=CH,), 55.34 (OMe)

Probke analityczng acetylowano w warunkach standardowych i otrzymano 109A w postaci
bezbarwnego oleju.

[a]n +34° (0.9, CHCI3)

Analiza dla C4;H4s00 (682.8); obl.: C 72.12, H 6.79; otrzym.: C 72.29, H 6.92.

IR (film) 1742, 1514, 1239, 1066 cm™

'H NMR (CDCl;) §: 5.98-5.77 (m, 1 HCH=CH,), 542 (t, 1 H, J,; 1.9, J,5 2.1 Hz, H-2), 5.34 -
510 (m, 2 H, CH=CH.), 496 (d, 1 H, H-1), 4.17-3.84 (m, 6 H, H-3, H-4, H-5, H-6,
CH,CH=CH,), 3.84-3.63 (AB, 2 H, Ja6 6.8, J7o 78 9.6 Hz, H-7A, H-7B), 3.77 (s, 3 H, OCH}),
2.14 (s, 3 H, OAc).

“C NMR (CDCls) 8: 96.94 (C-1), 78.93 (C-3), 74.86 (C-4), 73.58 (C-6), 71.28 (C-5), 69.18 (C-
7), 68.65 (C-2), 69.75, 71.85, 72.43, 73.06, 74.52 (4 x CH,Ph, 1 x CH,CH=CH,), 55.33 (OMe),
21.21 (OAc).

Benzylo  7-O-allilo-2, 3,4-tri-O-benzylo-1L-glicero-a-D-manno-heptopiranozyd, — benzylo  7-O-

allilo-2, 3,4-tri-O-benzylo-D(L)-glicero-B-L-gulo-heptopiranozyd (111 i 112).

Roztwor chlorku oksalilu (0.816 ml) w dichlorometanie (10.2 ml) silnie mieszano i ochtodzono
do -60"C, nastepnie dodano roztwor dimetylosulfotlenku (1.38 ml) w dichlorometanie (4 ml). Po
5 minutach bardzo wolno wkroplono roztwér benzylo  2.3,4-tri-O-benzylo-o.-D-

101

mannopiranozydu ™ (110) (2.206 g) w dichlorometanie (5 ml). Reakcje kontynuowano w

temperaturze - 60'C przez | godzing nastepnie wkroplono trietyloamine (5.71 ml), mieszano

-94.-
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jeszcze 5 minut w tej temperaturze i bardzo powoli ogrzano mieszaning do temperatury
pokojowej. Dodano wode (50 ml) i ekstrahowano dichlorometanem. Warstwe organiczna
wysuszono i odparowano. Otrzymano olej, ktory po dokfadnym wysuszeniu przez kilkakrotne
odparowanie z benzenem uzyto do dalszej reakcji bez dodatkowego oczyszczania.

W kolbie z mieszadtem magnetycznym umieszczono wiorki magnezowe (0.595 g) 1 chlorek
rtgciowy (26 mg), dodano swiezo destylowany tetrahydrofuran (1.5 ml). Podczas intensywnego
mieszania dodano niewielka ilos¢ eteru chlorometylowoallilowego (destylowanego bezpsrednio
przed reakcja) obnizajac temperature od 0°C do -15°C. Po zapoczatkowaniu reakcji wkroplono
pozostalg cze$¢ eteru chlorometylowoallilowego utrzymujac temperature -18°C do -20°C.
Reakcj¢ kontynuowano w tej temperaturze jeszcze przez dwie godziny. Po obnizeniu temperatury
do -30°C wkroplono roztwoér benzylo 2,3.4-tri-O-benzylo-a-D-manno-hecksodialdo-1.5-piranozydu
(2.198 g) w absolutnym tetrahydrofuranie (10 ml) i mieszano dwie godziny w tej temperaturze,
nast¢pnie mieszaning bardzo powoli ogrzano do temperatury pokojowej. Reakcje kontynuowano
jeszcze przez 12 godzin. Potem roztwor wytrzasano z ochtodzonym do 0°C nasyconym
roztworem chlorku amonowego (120 ml) i ekstrahowano eterem dietylowym. Po odparowaniu,
wysuszeniu i1 chromatografii w ukladzie heksan : octan etylu 85 : 15 otrzymano pochodna 112
(0.586 g, 24%)

[a]p +5.3° (2.5, CHCL).

HR MS (LSIMS) dla [M+Na] (CssHs,0,Na) obl.: 633.2828, otrzym.: 633.2827.

'H NMR (CDCLy): inter alia & 4.93 (d, 1 H, J,, 8.1 Hz, H-1), 3.81 (dd, 1H, Js4 9.0, Js, 1.1 Hz,
H-5). 3.63 (dd, 1 H, J43 3.2 Hz, H-4), 3.56 (dd, 1 H, J;s 9.7 Hz, H-7B).

“C NMR (CDCls) &: 100.6 (C-1), 76.09, 74,96, 73.83, 72.70, 67.91 (C-2, 3, 4, 5, 6), 71.5 (C-7).
Drugim zwiazkiem wymytym z kolumny byta pochodna L-glicero-D-manno-heptopiranozy 111
(1.302 g, 52%).

[ot]y + 40°(2.6, CHCly), lit."" [ou]p + 35° (1.1, CHCL).

'H NMR (CDCl;) 8: 5.99-5.75 (m, 1 H, CH=CH,), 5.26-5.04 (m, 2 H, CH=CH.), 4.86 (d, 1 H.
Ji2 1.9 Hz, H-1), 5.01-4.25 (m, 8 H, 4 x CH,Ph), 4.19 (t, 1 H, J43 9.6, J,5 9.5 Hz, H-4), 4.85 (pt,
I H, H-6) 4.25-3.86 (m, 3 H, OCH-CH=CH,, H-3), 3.81 (dd, 1 H, J,3 2.8 Hz, H-2), 3.68 (dd, Js,
1.1 Hz, H-5), 3.60 (dd, 1 H, J7a7 9.4, Joas 7.3 Hz, H-7A), 3.50 (dd, 1 H, Js 6.2 Hz, H-7B),
1.80 (ps, 1 H, OH).

“C NMR (CDCLy): & 117.17 (CH=CH.), 97.49 (C-1), 80.40 (C-3), 74.83, 74.40 (C-2,C-4), 71.19
(C-5), 68.94 (C-7), 67.93 (C-6).
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Probke analityczng zacetylowano w warunkach standardowych 111Ac.

[a]p + 19° (1.7, CHCLy), 1it""" [a]p +18 (1.5, CHCL5).

'H NMR (CDCl;) &: 5.95-5.72 (m, 1 H, CH=CH,), 5.63 (pt, 1 H, Js74 5.9, Js78 7.0, Jo5 1.1 Hz,
H-6), 4.05-3.86 (m, 5 H, H-3, H-4, H-5, CH,CH=), 3.82 (dd, 1 H, J; 1.9, J,3 2.4 Hz, H-2),
3.72-3.62 (m, 2 H, H-7A, H-7B), 3.09 (s, 3 H, OAc).

3C NMR (CDCls) &: 96.94 (C-1), 80.64 (C-3), 74.07, 73.91 (C-2,C-4), 69.72 (C-5), 68.88 (C-
6), 67.55 (C-7), 134.42 (CH=CH,), 117.23 (CH=CH,), 75.39, 72.47, 2 x 72.16, 69.0]1 (4 x
CH,Ph, 1 x OCH,CH=).

Benzylo 7-O-allilo-2, 3,4-tri-O-benzylo-6-O-difenylofosforylo-1.-glicero- a-D-manno-

heptopiranozyd.

Triazol (0.098 g) rozpuszczono w absolutnym tetrahydrofuranie (1 ml), dodano trietyloaming
(0.197 g), ochtodzono mieszaning reakcyjng do 0°C, a nastgpnie wkroplono roztwor
difenylochlorofosforanu (0.295 ml) rozpuszczony w tetrahydrofuranie (1 ml). Mieszano 10 minut
w tej temperaturze i | godzing w temperaturze pokojowej. Odsaczono chlorowodorek
trietyloammy. Do wysuszonego benzylo 7-O-allilo-2,3,6-tri-O-benzylo-L-glicero-o-D-manno-
heptopiranozydu (111) przesaczono bis triazolid i mieszaning reakcyjng ogrzewano przez dwie
godziny w temperaturze 40°C. Po zakonczeniu reakcji (TLC heksan : eter dietylowy 1 @ 1),
dodano wodg, mieszano przez 0.5 godziny, a nastepnie ekstrahowano dichlorometanem. Po
wysuszeniu 1 odparowaniu surowy olej chromatografowano w ukladzie heptan : octan etylu 85 :
15. Otrzymano (0.341 g) w postaci bezbarwnego oleju.

[o]p +25° (1.2, CHCLR)

Analiza dla CsoHs;O10P (842.9); obl.: C 71.24, H 6.10; otrzym.: C 71.09, H 6.18.

'H NMR (CDCl;) 8: 5.88-5.66 (m, 1 H, CH=CH,), 5.32-5.02 (m, 3 H, H-6, CH=CH.), 5.04 (d, 1
H, J:,1.7 Hz, H-1), 4.09 (t, | H, Js3 9.2, J459.5 Hz, H-4), 4.0-3.87 (m, 2 H, H-3, H-5), 3.83 (dd,
I H, J,53 3.0 Hz, H-2), 3.81 (dd, 1 H, J7a6 6.6, J7a78 9.7 Hz, H-7A), 3.74 (dd, 1 H, Jms 7.0 Hz,
H-7B).
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Benzylo 7-O-allilo-2, 3,4, 6-tetra-O-benzylo-1.-glicero-a-D-manno-heptopiranozyd (56)

Zwiazek 111 (1.123 g) rozpuszczono w absolutnym dimetyloformamidzie (10 ml) i po ochtodzniu
do 0°C dodano wodorek sodowy (0.176 g), mieszano ok.10 minut, dodano roztwor chlorku
benzylu (0.424 ml) w dimetyloformamidzie (1 ml). Reakcj¢ kontynuowano przez 8 godzin w
temperaturze pokojowej, nastepnie roztozono wodorek metanolem i wylano mieszaning reakcyjna
do wody z lodem. Produkt ekstrahowano eterem dietylowym i suszono siarczanem magnezowym.
Otrzymano 56 (1.107 g, 86%) w postaci biatych krysztatow.

t.t. 60-61°C [a]p +45° (1.4, CHCL); lit.""' [o]p+ 43°(2.0, CHCly)

IR (film) 1500, 1450, 1100 cm"

'H NMR (CDCl;) &: 5.28-5.10 (m, 2 H, CH=CH,), 5.02 (d, 1 H, J,, 1.7 Hz, H-1), 4.92-4.35 (m,
10 H, S x CH,Ph, CH,CH=CH,), 4.24 (t, 1 H, J43 9.5, J45 9.6 Hz, H-4), 4.12 (dt, H-6), 4.04-3.93
(m, 3 H, H-3, CH,CH=CH,), 3.87 (dd, 1 H, Js; 1.3 Hz, H-5), 3.83 (dd, 1 H, J,3 3.0 Hz, H-2),
3.79 (dd, 1 H, J74.78 9.6, J7a6 6.3 Hz, H7A), 3.72 (dd, 1 H, Js6 6.5 Hz, H-7B).

“C NMR (CDCls) &: 117.05 (CH=CH,), 97.03 (C-1), 80.8 (C-3), 75.04 (C-6), 74.62 (C-2),
74 49 (C-4), 71.63 (C-5), 69.86 (C-7), 74.63, 72.77, 72.42, 72.32, 72.05, 68.81 (5 x CH,Ph,
('H,CH=CH,).

Benzylo-2, 3,4, 6-tetra-O-benzylo-1.-glicero- a-D-manno-heptopiranozyd (62)

Zwiazek 56 (0.459 g) rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikow etanol : benzen : woda 9 :
3 1, nastgpnie dodano DABCO (0.015 g), podgrzano mieszaning reakcyjna i w temperaturze
bliskiej wrzenia dodano katalizator Wilkinsona (0.042 g). Ogrzewano do wrzenia 3 godziny.
Pozostawiono mieszaning reakcyjna na noc w temperaturze pokojowej. Nastgpnie przesaczono
przez Celit 1 odparowano. Otrzymany olej rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikow aceton
: woda 15 : 1, dodano tlenek rteciowy (0.149 g) i chlorek rteciowy (0.187 g), mieszano w
temperaturze pokojowej przez | godzing. Po zakonczeniu reakcji katalizatory odsaczono na
warstwie Celitu, a przesacz odparowano i rozpuszczono w eterze dietylowym. Przemyto 50%
jodkiem potasowym, 1% wodorosiarczynem sodowym i 1% wodoroweglanem sodowym. Po

wysuszeniu 1 odparowaniu, chromarografowano w ukladzie ligroina : eter dietylowy 7 : 3.

Otrzymano 62 (0.373 g) w postaci bezbarwnego oleju (83%).
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[o]p +48° (1.3, CHCIy), lit.""": [a]p + 83° (0.9, CHCl;).

'H NMR (CDCl3) &: 5.0 (d, 1 H, J;5 1.9 Hz, H-1), 4.82-4.36 (5 x ABq, 10 H, 5 x CH>Ph ), 4.23
(t, 1 H, J43 9.2, J45 9.5 Hz, H-4), 4-02-3.85 (m, 5 H, H-3, H-5, H-6, H-7A, H-7B), 3.83 (dd, 1 H,
J25 3.0 Hz, H-2).

3C NMR (CDCl3) & : 97.26 (C-1), 80.48 (C-3), 76.05 (C-6), 74.51 (C-2), 74.46 (C-4), 73.54 (C-
5), 62.59 (C-7), 74.76, 72.59, 72.23, 72.12, 69.25, (5 x CH,Ph).

Pochodna acetylowa zostata wykonana w warunkach standardowych 62Ac.

[a]p +30° (1.0, CHCls).

HR MS (LSIMS) dla [M+Na] (C44H4s0s) obl.: 725.3090, otrzym.: 725.3083.

'H NMR (CDCl;) &: 5.02 (d, 1 H, J,, 1.7 Hz, H-1), 4.53 (dd, 1 H, Jsa7s 11.1, J7a 6.0 Hz, H-
7A), 4.27 (dd, Jos6 7.3 Hz, H-7B), 4.22 (t, 1 H, J,5=J45=9.4 Hz, H-4), 4.11 (dt, 1 H, Js 1.5 Hz,
H-6). 3.93 (dd, 1 H, J5, 3.0 Hz, H-3), 3.82 (dd, 1 H, H-2), 3.81 (dd, 1 H, H-5), 1.96 (s, 3 H,
OAc)

3C NMR (CDCls) &: 97.01 (C-1), 80.61 (C-3), 74.29 (C-6), 74.09 (C-2), 73.84 (C-4), 71.27 (C-
5), 62.54 (C-7).

Benzylo  2,3,4,6-tetra-O-benzylo-7-O-(3, 6-benzo-2-okso- 1, 3, 2,-dioksafosfepan-2-ylo)-L-glicero-

a-D-manno-heptopiranozyd (114).

Zwiazek 62 (0.373 g) rozpuszczono w absolutnym dichlorometanie (10 ml) i dodano tetrazol
(0.119 g). Mieszano w temperaturze pokojowej przez ok. 10 minut. Nastgpnie wkroplono
roztwor 2-dimetyloamino-5,6-benzo-1,3,2-dioksafosfepanu (0.143 g) w dichlorometanie (1 ml) 1
mieszano w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu reakcji (TLC heksan : eter dietylowy 1 : 1)
ochtodzono mieszaning reakcyjna do -60°C i dodano kwas metachloronadbenzoesowy (0.175 g)
w dichlorometanie. Po zakonczeniu reakcji (TLC heksan : octan etylu 1 : 1) dodano octan etylu
(20 ml) 1 przemyto 1% wodnym roztworem wodorosiarczynu sodowego 1 1% wodnym
roztworem wodoroweglanu sodowego. Warstwe organiczng wysuszono 1 odparowano,
otrzymano surowy produkt (0.813 g), ktory chromatografowano w uktadzie heksan : octan etylu
4 : 1. Otrzymano 114 (0.465 g, 98%) w postaci bezbarwnego oleju.

[a]p +31° (1.4, CHCI5).
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Analiza dla CsoHs;010P (842.9); obl.: C 71.24, H 6.10; otrzym.: C 71.06, H 6.06.

'H NMR (CDCls) &: 5.24-4.27 (m, 16 H, 5 x CH,Ph, H-7A, H-7B), 5.03 (d, 1 H, J;> 1.9 Hz, H-
1), 4.22(t, 1 H, J45 9.4 Hz, H-4), 4.18 (dt, 1 H, H-6), 4.0 (dd, 1 HJ3, 3.0, J34 9.1 Hz, H-3), 3.87
(dd, 1 H, Jss 1.3 Hz, H-5), 3.82 (dd, 1 H, H-2).

“C NMR (CDCl;) 8. 97.14 (C-1), 80.60 (C-3), 74.80 (d, Jop 7.7 Hz, C-6), 74.25, 74.01 (C-4,C-
2) 70 94 (C-5), 66.06 (d, Jcp 5.7 Hz, C-7).

Sol di(cykloheksyloamoniowa) 7-O-fosforanu L-glicero-a, f-1D-manno-heptopiranozy (115)

Zwiazek 114 (0.693 g) rozpuszczono w mieszaninie etanolu (10 ml) i octanu etylu (5 ml), a
nastgpnie dodano 10% pallad na weglu (0.690 g), wodorowano przez noc w temperaturze
pokojowej. Po zakonczeniu reakcji mieszaning przesaczono przez warstwe Celitu. Po
odparowaniu otrzymano biala pianke, ktorg po przemyciu eterem dietylowym i acetonem oraz
wysuszeniu rozpuszczono w 0.3 M roztworze cykloheksyloaminy (3 ml), mieszano 5 godzin w
temperaturze pokojowej. Wode zliofilizowano, otrzymano 115 (0.298 g) w postaci bialej pianki
(74%).

[a]pt 7.5° (0.9, H,0), wartos¢ rownowagowa.

“C NMR, '"HNMR i *'P NMR znajduja si¢ w tabeli 8.

Benzylo  2,3,4, 6-tetra-O-benzylo-7-O-(difenylofosforylo)-L-glicero-a-D-manno-heptopiranozyd
(113)

Triazol (0.064 g), rozpuszczono w absolutnym tetrahydrofuranie (1.5 ml), dodano trietyloaming
(0.128 ml), a nastgpnie wkroplono roztwor difenylochlorofosforanu (0.19 ml) w tetrahydrofuranie
(I ml) w 0°C. Mieszano 20 minut w obnizonej temperaturze i 40 minut w temperaturze
pokojowej. Nastepnie podgrzano reakcje do 40°C i kontunuowano przez 4 godziny. Po
zakonczeniu reakcji (TLC, heksan : eter dietylowy 1 : 1), do mieszaniniy rakcyjnej dodano wody i
ekstrahowano dichlorometanem. Otrzymany olej chromatografowano w ukfadzie heksan : eter
dietylowy 3 : 1. Otrzymano 113 (0.196 g) w postaci bezbarwnego oleju (72%).

[o]p +31° (1.0, CHCIS).

Analiza dla Cs;Hs3040P (893.0); obl.: C 72.63, H 5.98; otrzym.: C 72.22, H 5.93.
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'"H NMR (CDCl) 8: 5.0 (d, 1 H, J,, 1.6 Hz, H-1), 4.96-4.27 (m, 12 H, 5 x CH,Ph, H-7A, H-7B),
421 (t, 1 H, J43 9.3, Jus 9.5 Hz, H-4), 4.20-4.12 (pt, 1 H, H-6), 3.97 (dd, 1 H, Js, 3.1Hz, H-3),
3.88-3.80 (dd, 1 H, Js¢ 1.4 Hz, H-5), 3.80 (dd, 1 H, H-2).

*C NMR (CDCl) &: 97.19 (C-1), 80.60 (C-3), 74.99 (d, Jop 8.1 Hz, C-6), 74.35" (C-2), 74.04°
(C-4), 71.18 (C-5), 67.67 (d, Jep 6.5 Hz, C-7), 74.59, 73.11, 72.57, 72.06, 69.21 (5 x CH,Ph).

Benzylo 2,3,4,7-tetra-O-benzylo-L-glicero-o-D-manno-heptopiranozyd i benzylo 2,3,4,7-tetra-O-
benzylo-D(L)-glicero-B-L-gulo-heptopiranozyd (116 1 117).

Roztwor chlorku oksalilu (1.5 ml) w dichlorometanie (36.4 ml) silnie mieszano i ochtodzono do -
60°C, nastepnie dodano roztwor dimetylosulfotlenku (2.48 ml) w dichlorometanie (7.3 ml). Po 5
minutach bardzo powoli wkroplono benzylo 2,3,4-tri-O-benzylo-o.-D-mannopiranozyd (110)
(3.93 g) rozpuszczony w dichlorometanie (10 ml). Reakcje kontynuowano w temperaturze -60°C
przez dwie godziny. Nastepnie wkroplono trietyloaming (10.2 ml), mieszano jeszcze S minut w tej
temperaturze 1 bardzo powoli ogrzano do temperatury pokojowej. Dodano wode¢ (73 ml) i
ekstrahowano dichlorometanem. Warstwe organiczna wysuszono i odparowano. Otrzymano olej,
ktory po dokfadnym wysuszeniu przez kilkukrotne odparowanie z benzenem uzyto do nastgpne)
reakcji bez dodatkowego oczyszczania.

W kolbie z mieszadlem magnetycznym umieszczono wiorki magnezowe (1.05 g) i chlorek
rtgciowy (50 mg), dodano $wiezo destylowany z nad LiAlH, tetrahydrofuran (1.5 ml), tak aby
wiorki byly przykryte rozpuszczalnikiem. Podczas intensywnego mieszania wkroplono niewielka
ilos¢ czystego eteru chlorometylowobenzylowego (destylowanego bezposrednio przed reakcja)
obnizajac temperatur¢ do ok. 0°C. Po zapoczatkowaniu reakcji bardzo powoli wkroplono
pozostaly roztwor eteru chlorometylowobenzylowego (6.84 g) w tetrahydrofuranie (3 ml)
utrzymujac temperature¢ 0-5°C. Reakcje¢ kontynuowano w tej temperaturze przez 2 godziny, po
obnizeniu temperatury do -20°C wkroplono roztwor benzylo 2,3.4-tri-O-benzylo-o.-D-manno-
heksodialdo-1,5-piranozydu (3.92 g) w absolutnym tetrahydrofuranie (10 ml). Reakcje
kontynuowano w temperaturze -20°- -10°C przez dwie godziny i przez 12 godzin w temperaturze
pokojowej. Nastgpnie roztwor wytrzasano z ochtodzonym do 0°C nasyconym roztworem chlorku
amonowego (150 ml) i1 ekstrahowano eterem dietylowym. Po wysuszeniu i odparowaniu surowy
produkt chromatografowano w uktadzie heksan : octan etylu 9 : 1 do 85 : 15 otrzymujac jako

pierwszy zwiazek pochodna 117 (0.709 g, 17.5%).
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Produkt 117 zostat scharakteryzowany w postaci pochodnej acetylowej.

6-O-acetylo-2, 3,4, 7-O-tetra-O-benzylo-D(L)-glicero-B-L-gulo-heptopiranozyd (117 Ac),

[o]p +18° (1.1, CHCly);

'H NMR (CeDy): inter alia §: 5.71 (ddd, 1 H, Jss 8.6, Js74 2.0, Js78 4.8 Hz, H-6), 5.25 (d, 1 H,
Ji> 8.1 Hz, H-1), 3.89 (dd, 1 H, Js4 1.2 Hz, H-5), 3.99 (dd, 1 H, Js> 3.3, Js4 3.3 Hz, H-3), 3.94
(dd, 1H, H-2), 3.91 (dd, 1H, J;a7s 1 1.1 Hz, H-7A), 3.82 (dd, 1 H, H-7B).

“C NMR (CDCL): inter alia, 5 100.80 (C-1), 75.97, 74.38, 73.63, 70.31, 70.10 (C-2, 3, 4, 5, 6),
68.30 (C-7)

Drugim zwiazkiem otrzymanym z chromatografii byt 116 (3.997 g, 46%).

[a]p +24° (1.14, CHCIL)

Analiza dla C4;H4407 x 0.5 H,0 (660.77 + 9.0); obl.: C 75.31, H 6.62; otrzym.: C 75.65, H 6.69.
'H NMR (CDCls) 8: 4.89 (d, 1 H, J;, 1.6 Hz, H-1), 4.19 (dt, 1 H, Js7x 7.3, Jsss 6.1 Hz, H-6),
421 (t, 1 H, J45 9.8 Hz, H-4), 3.96 (dd, 1 H, J32 3.0 J549.5 Hz, H-3), 3.80 (dd, 1 H, H-2), 3.74
(dd, 1 H, H-5), 3.64 (dd, 1 H, J;4789.4 Hz, H-7A), 3.55 (dd, 1 H, H-7B).

“C NMR (CDCls) 8: 97.49 (C-1), 80.40 (C-3), 74.70 (C-2), 74.37 (C-4), 71.21 (C-5), 67.98 (C-
0), 71.51 (C-7).

Benzylo 2,34, 7-tetra-O-benzylo-6-O-(5, 6-benzo-2-okso- 1, 3, 2-dioksafosfepan-2-ylo)-1.-glicero-

a-D-manno-heptopiranozyd (118)

Zwiazek 116 (0.477 g) rozpuszczono w dichlorometanie (8 ml), dodano tetrazol (0.153 g),
mieszano w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Nastepnie wkroplono roztwor 2-
dimetyloamino-5,6-benzo-1,3,2-dioksafosfepanu  (0.183 g) w dichlorometanie (I ml) i
pozostawiono mieszaning reakcyjng na noc w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu reakcji
(TLC heksan : octan etylu 7 : 3) mieszaning reakcyjna ochtodzono do -60°C i wkroplono roztwor
kwasu m-chloronadbenzoesowego (0.224 g) w dichlorometanie. Po 15 minutach reakcja byta
zakonczona (TLC, heksan : octan etylu 1 : 1). Ogrzano mieszaning¢ reakcyjng do temperatury
pokojowej, dodano octan etylu (20 ml) i przemyto 50% wodnym roztworem jodku potasowego,

1% roztworem wodorosiarczynu sodowego oraz 1% roztworem wodorowgglanu sodowego. Po
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wysuszeniu i odparowaniu olej chromatogratowano w uktadzie heksan : octan etylu 9 : 1 do 85 :
15. Otrzymano 118 (0.427 g) w postaci krystalizujacego oleju (70%).

t.t. 138° - 139°C [a]p+ 6.4° (0.7, CHCL:).

Analiza dla CsoHs;0,0P. (842.9); obl.: C 71.24, H 6.10; otrzym.: C 71.16, H 5.97.

'H NMR (CDCl;) &: 4.4-4.3 (m, 11 H, 5 x CH>Ph, H-6), 498 (d, 1 H, J;, 1.9 Hz, H-1), 4.17 (t, 1
H, J45=J45= 9.4 Hz, H-4), 4.04 (dd, 1 H, J;, 2.8 Hz, H-3), 3.98-3.74 (m, 4 H, H-2, H-5, H-7A,
H-7B),

“C NMR (CDCl;) &: 97.15 (C-1), 80.87 (C-3), 75.11*(C-4), 74.67 (d, Jop 5.5 Hz C-6), 73.97°
(C-2), 70.31 (d, Jcp 5.9 Hz, C-5), 68.8 (d, Jcp 1.6 Hz, C-7) 75.30, 73.36, 72.96, 72.30, 69.14 (5
x CH->Ph)

a) przypisania moga by¢ zamienione

Sol di(cykloheksyloamoniowa) 6-O-fosforanu L-glicero-o.,3-D-manno-heptopiranozy (119).

Zwiazek 118 (0.383 g) rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikow etanol : octan etylu 1 : 1.
Dodano 10 % pallad na weglu (0.383 g) i wodorowano przez cata noc w temperaturze
pokojowej. Po zakonczeniu reakc;ji katalizator odsaczono na warstwie Celitu, przemyto etanolem.
Po wysuszeniu otrzymano biala pianke (0.133 g), ktora przemyto acetonem i eterem dietylowym.
Nastgpnie dodano 0.3 M roztwodr cykloheksyloaminy (3 ml), mieszano 40 minut w tej
temperaturze 1 liofilizowano. Otrzymano mieszaning produktow (0.208 g, 94%). Po
przeprowadzeniu chromatografii permeacyjnej otrzymano 119 i pochodna ketozy w formie soli
dicykloheksyloamoniowe;.

[a]p +6° (0.2, H,0)

'HNMR i “C NMR, *'P NMR w tabeli 8.

Benzylo 2, 3-di-O-benzylo-4,6-O-(p-metoksybenzylideno)-a-D-mannopiranozyd (120).

Do aldehydu p-metoksybenzoesowego (100 ml) dodano bezwodny chlorek cynkowy (10 g) i
intensywnie mieszano przez 10 minut. Nastepnie dodano benzylo-o-D-mannopiranozyd (98) (10
g) 1 mieszano 4 doby w temperaturze pokojowej. Po tym czasie mieszaning reakcyjna wylano do
wody z lodem i ekstrahowano chloroformem. Warstwe organiczng przemyto 5% roztworem

wodorotlenku sodowego, a nastgpnie woda. Po wysuszeniu i odparowaniu surowy produkt
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chromatografowano w uktfadzie heksan : octan etylu 9 : 1 otrzymujac benzylo 2,3:4,6-di-O-(p-
metoksybenzylideno)-a.-D-mannopiranozyd (1.3 g) {[a]p +25.5° (1.0, CHCIl;) mieszanina egzo i
endo 1:1} i benzylo 4,6-O-(p-metoksybenzylideno)-o-D-manno-piranozyd (6.55 g).

[ot]n + 71° (1.9, CHCLy)

Analiza dla C»;H>407 x 0.5 H>0 (276.4 +9.0); obl.: C 63.46, H 6.34; otrzym.: C 63.32, H 6.32.
'H NMR (CDCl;) 8: 5.53 (s, 1H, H-acetalowy), 4.96 (d, 1 H, J,» 1.1 Hz, H-1), 4.64 (ABq, 2 H,
('H>Ph), 4.3-3.82 (m, 6 H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6A, H-6B), 3.80 (s, 3 H, OCHz).

Benzylo 4,6-O-(p-metoksybenzylideno)-a-D-mannopiranozyd (5.4 g) rozpuszczono w
absolutnym dimetyloformamidzie (90 ml), po ochtodzeniu do 0°C, dodano wodorek sodowy (2
g). Mieszano 10 minut i wkroplono roztwor bromku benzylu (5 ml) w dimetyloformamidzie (10
ml). Po zakonczeniu reakcji (TLC heksan : eter dietylowy 1 : 1) wylano mieszaning reakcyjng do
wody 1 ekstrahowano eterem dietylowym. Po wysuszeniu i odparowaniu surowy produkt
chromatogratowano w ukladzie heksan : eter dietylowy 4 : 1 otrzymujac 120 (6.12 g).

[o]n +58 (1.7, CHCly)

Analiza dla C;sH307 (568.6); obl.: C 73.92, H 6.38; otrzym.: C 73.86 H 6.35.

'"H NMR (CDCl;) &: 5.61 (s, 1 H, CH-acetalowe), 4.88 (d, 1 H, J;, 1.5 Hz, H-1), 4.86-4.39 (3 x
ABq, 6 H, 3 x CH,Ph), 4.32-4.18 (m., 2 H, H-6A, H-6B), 4.01 (dd, 1 H, J;23.3 Hz, J;4 9.8 Hz,
H-3), 3.95-3.83 (m,, 3 H, H-2, H-4, H-5), 3.80 (s, 3H, OCHs;).

Benzylo 2,3-di-O-benzylo-4-O-(p-metoksybenzylideno)-a-D-mannopiranozyd (121).

Zwiazek 120 (3.2 g) rozpuszczono w acetonitrylu (115 ml) i dodano sita 3 A i mieszano 5-10
minut. Nastgpnie ochlodzono mieszaning reakcyjna w tazni woda - 16d i dodano
cyjanoborowodorek sodowy (2.17 g). Po rozpuszczeniu dodano roztwor trimetylochlorosilanu
(4.36 g) w acetonitrylu (4.4 ml) ochtodzony do 0°C. Po zakonczeniu reakcji (TLC w ukladzie
heksan : eter dietylowy 1 : 1) przesaczono mieszaning reakcyjng przez Celit i wylano do roztworu
wodoroweglanu  sodowego. Warstwe wodna ekstrahowno dichlorometanem i suszono
bezwodnym siarczanem magnezowym. Po odparowaniu otrzymano surowy produkt (4.7 g), ktory
chromatografowano w ukfadzie heksan : eter dietylowy 4 : 1. Otrzymano pierwszy zwiazek 122

zawierajacy wolna grupe hydroksylowa w potozeniu C-4 (0.35 g, 11%).
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[o]p +25.5° (0.5, CHCIs)

Analiza dla C3sH3307 (570.6), obl.: C 73.66, H 6.71; otrzym.: C 73.65, H 6.79.

'H NMR (CDCL) &: 4.97 (d, 1 H, J;5 1.3 Hz, H-1), 4.80-4.40 (4 x ABq, 8 H, 4 x CH,Ph), 4.07
(t, 1 H, J43 9.0, J45 9.0 Hz, H-4), 3.90-3.68 (m., S H, H-2, H-3, H-5, H-6A, H-6B).

Drugim produktem wymytym z kolumny byt zwiazek 121 (1.57 g 49%).

[a]p +49° (0.6, CHCI5)

Analiza dla C3sH3307 (570.6), obl.: C 73.66, H 6.71; otrzym.: C 73.78, H 6.55.

'H NMR (CDCL;) &: 489 (d, 1 H, J,, 1.9 Hz, H-1), 4.84-436 (m., 8 H, 3 x CH,Ph, 1 x
CH,pMB), 4.0-3.6 (m., 6 H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6A, H-6B).

Benzylo 2,3, 7-tri-O-benzylo-4-O-(p-metoksybenzylo)-L-glicero-o-D-manno-heptopiranozyd,
Benzylo 2,3, 7-tri-O-benzylo-6-benzyloksymetylo-4-O-(p-metoksybenzylo)-D(L)-glicero-p-L-gulo-
heptopiranozyd (123 i 125).

Roztwér chlorku oksalilu (0.304 ml) w dichlorometanie (7.5 ml) ochtodzono do -60°C. Nastepnie
dodano roztwor dimetylosulfotlenku (0.517 ml) w dichlorometanie (1.5 ml). Po 5 minutach
bardzo wolno wkroplono roztwor 121 (0.864 g) w dichlorometanie (7 ml). Reakcje
kontynuowano w temperaturze -60°C przez 40 minut. Wkroplono trietyloaming (2.1 ml),
mieszano jeszcze 5 minut w tej temperaturze i powoli ogrzano mieszaning reakcyjng do
temperatury pokojowej. Dodano wode (15 ml) i ekstrahowano dichlorometanem. Warstwe
organiczna wysuszono i odparowano. Produkt (0.860 g) po osuszeniu przez kilkakrotne
odparowanie z benzenem byl uzywany do nastepnej reakcji bez dodatkowego oczyszczania.

W kolbie z mieszadlem magnetycznym umieszczono wiorki magnezowe (0.220 g) i chlorek
rtgciowy (50 mg), dodano $wiezo destylowany tetrahydrofuran (1 ml). Podczas intensywnego
mieszania wkroplono niewielka ilo$¢ czystego eteru chlorometylowobenzylowego obnizajac
temperatur¢ do 0°C. Po zapoczatkowaniu reakcji temperature obnizono do -10°C i wkroplono
pozostala ilos¢ eteru chlorometylowobenzylowego rozpuszczonego w  absolutnym
tetrahydrofuranie (1 ml). Reakcje¢ kontynuowano w tej temperaturze przez 2 godziny. Nastgpnie
ochtodzono mieszaning reakcyjna do -20°C i wkroplono benzylo 2,3-di-O-benzylo-4-O-(p-
metoksybenzylo)-a-D-manno-heksodialdo-1,5-piranozyd rozpuszczony w tetrahydrofuranie (10
ml). Mieszano 2 godziny w obnizonej temperaturze i cala noc w temperaturze pokojowej.

Mieszaning reakcyjng wylano do ochtodzonego do 0°C nasyconego roztworu chlorku
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amonowego i ekstrahowano eterem dietylowym. Po wysuszeniu i odparowaniu surowy produkt
chromatografowano w ukfadzie heksan : eter dietylowy 4 : 1. Otrzymano mieszaning 123 i 125
(1.007 g, 95%).

Ponowna chromatografia w tym samym ukfadzie data benzylo 6-O-benzyloksymetylo-4-O-(p-
metoksybenzylo)-D(L)-glicero-B-L-gulo-heptopiranozyd (125) (0.079 g, 7.3%)

[a]p +6° (0.78, CHCI3)

MS/LSIMS dla [M + Na] (Cs;HssO9Na) 833

'H NMR (CsDy): inter alia : 5.23 (d, 1 H, J,, 8.1 Hz, H-1), 4.37 (ddd, 1 H, J65 8.9 J6.743.2, Jo.7
5. 6 Hz, H-6), 4.15 (dd, 1 H, Js4 1.4 Hz, H-5), 4.00 (dd, 1 H, J,3 3.0 Hz, H-2), 3.95 (t, 1 H,
J:43 8 Hz, H-3), 3.96, 3.87 (ABq, 2 H, Jsz 9.8 Hz, OCH-OBn), 3.64 (dd, 1 H, J7.78 9.9 Hz, H-
7A), 3.59 (dd, 1 H, H-7B).

“C NMR (CDCl3): § 100.6 (C-1), 76.13, 74.92, 73.36, 72.29, 68.04 (C-2, 3, 4, 5, 6), 71.58 (C-
7).

Drugim zwiazkiem otrzymanym z chromatografii byl benzylo 2,3,7-tri-O-benzylo-4-(p-
metoksybenzylo)-L-glicero-a-D-manno-heptopiranozyd (123) (0.925 g, 88%)

[ +28° (1.1, CHCl5)

Analiza dla C43H4507 (676.8), obl.: C 74.76, H 6.71; otrzym.: C 74.36, H 6.74.

'H NMR (CDCl;) 8: 4.89 (d, 1 H, J;, 1.8 Hz, H-1), 4.19 (t, 1 H, J;59.6 Hz, H-4), 4.19 (pt, 1 H,
H-6), 3.94 (dd, 1 H, J:, 3.0, Js4 9.4 Hz, H-3), 3.80 (dd, 1 H, J,3 3.1 Hz, H-2), 3.78 (s, 3 H,
OCHz), 3.77-3.70 (m., 1 H, H-5), 3.64 (dd, 1 H, J7a7 9.4, J7as 7.2 Hz, H-7A), 3.54 (dd, | H,
Jm 6.2 Hz, H-7B).

“C NMR (CDCl;) 8: 97.42 (C-1), 80.36 (C-3), 74.65" (C-2), 74.06 (C-4), 71.17 (C-5), 68.92 (C-
7), 67.91 (C-6), 55.26 (OCHs).

Benzylo  2,3,6,7-tetra-O-benzylo-4-O-(p-metoksybenzylo)-L-glicero-o.-D-manno-heptopiranozyd
(126).

Zwiazek 123 (0.778 g) rozpuszczono w dimetyloformamidzie (8 ml) i po ochtodzeniu do okoto
0°C dodano wodorek sodowy (0.108 g). Nastepnie wkroplono roztwor chlorku benzylu (0.258 g)
w dimetyloformamidzie (1 ml). Po 5 godzinach reakcje zakonczono przez dodanie kilku kropel

metanolu. Mieszaning reakcyjng wylano do wody i ekstrahowano eterem dietylowym. Po
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wysuszeniu i odparowaniu otrzymano surowy produkt (1.51 g). Chromatografia w ukladzie
heksan : octan etylu 9 : 1 data 126 (0.724 g, 83%).

[a]p +30° (1.1, CHCl)

Analiza dla CsyHs>Og (780.9) obl.: C 76.90 H 6.71; otrzym.: C 76.95 H 6.67.

'H NMR (CDCly) &: 5.01 (d, 1 H, J,, 1.7 Hz, H-1), 4.23 (t, 1 H, J45 9.6 Hz, H-4), 4.15 (bt, 1 H,
H-6), 3.97 (dd, 1 H, J3, 3.0, J34 9.2 Hz, H-3), 3.90-3.71 (m., 4 H, H-2, H-5, H-7A, H-7B), 3 .81
(s, 3 H, OCH;).

“C NMR (CDCls) 8: 96.96 (C-1), 80.73 (C-3), 75.03 (C-2), 74.32 (C-4), 73.96 (C-6), 71.73 (C-
5), 68.85 (C-7).

Benzylo 2,3,6,7-tetra-O-benzylo-L-glicero-o.-D-manno-heptopiranozyd (127).

Zwiazek 126 (0.464 g ) rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikow acetonitryl : woda 9 : 1
(10 ml) 1 dodano azotan amonowo-cerowy (0.669 g). Mieszano 1 godzing w temperaturze
pokojowej. Po zakonczeniu reakcji (TLC heksan : eter dietylowy 2 : 1) dodano dichlorometan (15
ml) 1 wylano do nasyconego roztworu wodoroweglanu sodowego. Chromatografia w ukladzie
heksan : eter dietylowy 3 : 1 data 127 w postaci bezbarwnego oleju (0.331 g, 84%).

[o]p + 17° (1.3, CHCI)

Analiza dla C4;H4507 (660.7); obl.: C 76.34 H 6.71; otrzym.: C 75.89 H 6.89.

'H NMR (CDCls) 8: 5.04 (d, 1 H, J,5 1.3 Hz, H-1), 4.85-4.24 (m., 10 H, 5 x CH-Ph), 4.31 (t, 1
H, Ju5 9.0, J45 9.6 Hz, H-4), 4.10 (dt, 1 H, Jss 1.8, Js7a 6.3, Js8 8.3 Hz, H-6), 3.88-3.68 (m, 5
H, H-2, H-3, H-5, H-7A, H-7B), 2.35 (d, 1 H, Ji ou 2.4 Hz, OH).

C NMR (CDCl3) 8: 97.16 (C-1), 80.08 (C-3), 74.95 (C-2), 73.76 (C-6), 71.71 (C-5), 68.88 (C-
7), 68.27 (C-4), 73.67, 73.43, 72.47, 71.87, 69.61 (5 x CH-Ph).

Probke analityczng acetylowano w warunkach standardowych (127Ac).

[a]p +37° (1.0, CHCI5).

Analiza dla C44H4505 x H>O (702.8 +18.0); obl.: C 74.23; H 6.66; otrzym.: C 74.23; H 6.69.

'H NMR (CDCL) 8: 5.77 (t, 1 H, J;5 9.8, 143 9.6 Hz, H-4), 3.92 (pd, 1 H, H-6), 3.88 (dd, 1 H,
J:23.0 Hz, H-3), 3.79 (dd, 1 H, J,; 1.8 Hz, H-2), 3.75-3.63 (m, 3 H, H-5, H-7A, H-7B), 1.96 (s,
3 H, OAc).
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“C NMR (CDCl;) &: 97.20 (C-1), 77.79 (C-3), 74.88 (C-2), 73.72 (C-6), 69.68 (C-5), 68.86 (C-
7), 67.79 (C-4), 73.58, 73.54, 72.41, 71.58, 69.21 (5 x CH,Ph), 21.06 (OCH3).

Benzylo 2,3, 6, 7-tetra-O-benzylo-4-O-difenylofosforylo-L-glicero-o-D-manno-heptopiranozyd

(129).

Triazol (0.079 g) rozpuszczono w absolutnym tetrahydrofuranie (1.5 ml), dodano trietyloaming
(0.159 ml). Nastepnie wkroplono roztwér difenylochlorofosforanu (0.236 ml) w tetrahydrofuranie
(0.1 ml) w 0°C. Mieszano 20 minut w obnizonej temperaturze 1 40 minut w temperaturze
pokojowej. Do  wysuszonego benzylo  2,3,6,7-tetra-O-benzylo-L-glicero-a-D-manno-
heptopiranozydu (127) przesaczono bis triazolid i pozostawiono na noc w temperaturze 40°C. Po
zakonczeniu reakcji (TLC heksan : octan etylu 7 : 3) dodano wodg¢ (0.5 ml) i mieszano 0.5
godziny. Mieszaning reakcyjng rozcienczono wodg, ekstrahowano dichlorometanem, suszono i
odparowano. Otrzymany olej chromatografowano w uktadzie heksan : octan etylu 85 : 15.
Otrzymano 129 (0.307 g, 91%) w postaci bezbrwnego oleju.

[o]n + 359 (1.2, CHCI)

Analiza dla CssHs30,0P (892.9); obl.: C 72.63; H 5.98; otrzym.: C 72.48 ; H 5.97.

'H NMR (CDCl;) &: 5.38 (q, 1 H, J35 9.5, Jep 9.6 Hz, H-4), 501 (d, 1 H, J,, 1.8 Hz, H-1),
4.48-4.30 (m, 10 H, 5 x CH,Ph), 4.16-3.99 (m., 2 H, H-5, H-6), 4.10 (dd, I H, J;2 3.2, J549.2
Hz, H-3), 3.79 (t, 1 H, H-2), 3.78-3.96 (m., 1 H, H-7A), 3.64 (dd, 1 H, J73749.2, J756 5.8 Hz, H-
7B)

“C NMR (CDCly) 8: 97.09 (C-1), 78.22 (d, Jep 7.1 Hz, C-4), 74.49 (C-6), 74.47 (C-2), 70.48 (d,
Jep 7.3 Hz, C-5), 68.69 (C-7), 73.40, 73.40, 72.70, 71.89, 69.07 (5 x CH,Ph).

Benzylo 23,6, 7-tetra-O-benzylo-4-O-(5, 6-benzo-2-okso- 1, 3, 2-dioksafosfep-2-ylo)-1.-glicero-a.-

D-manno-heptopiranozyd (128).

Zwiazek 127 (0.378 g) rozpuszczono w bezwodnym dichlorometanie (10 ml), dodano tetrazol
(0.120 g) 1 mieszano ok. 10 minut, az utworzyla si¢ drobna zawiesina, nastgpnie dodano roztwor
2-dimetyloamino-5,6-benzo-1,3,2-dioksafosfepanu (0.145 g) w dichlorometanie (1 ml). Mieszano
w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu reakcji (TLC w ukladzie heksan : eter dietylowy 2 :

I) ochlodzono mieszaning reakcyjng do -60°C i wkroplono kwas metachloronadbenzoesowy
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(0.179 g) rozpuszczony w dichlorometanie (I ml). Po 1 godzinie dodano octan etylu (20 ml),
przemyto warstwe organiczng 1% roztworem wodorosiarczynu sodowego i 1 % roztworem
wodoroweglanu sodowego. Po wysuszeniu i odparowaniu otrzymano surowy prudukt (1.014 g),
ktory chromatografowano w uktfadzie heksan : octan etylu 95 : 5. Otrzymano 128 (0.466 g, 97%).
[a]p +27° (0.9, CHCL).

Analiza dla CsoHs;040P.(842.9); obl.: C 71.24 H 6.10; otrzym.: C 70.87, H 5.94.

'H NMR (CDCls) inter alia 6: 5.27 (q, 1 H, J43 9.2, Jyap 9.4 Hz, H-4), 4.25 (pt, 1 H, Js74 7.1,
Jo 6.2 Hz, H-6), 4.08 (pd, 1 H, Js4 9.7 Hz, H-5), 4.06 (dd, 1 H, Js» 3.0 Hz, H-3), 3.83 (t, 1 H,
J1 2.4 Hz, H-2).

C NMR (CDCL) &: 96.84 (C-1), 78.34 (d, C-3), 74.29" (C-6), 74.26 (d, Jc.ap. 3.4 Hz, H-4),
73.76" (C-2), 70.53 (d, Je-sp. 5.7 Hz, C-5), 68.84 (C-7).

4-O-fosforan-L-glicero-a.,3-D-manno-heptopiranozy (131).

Zwiazek 128 (0.466 g) rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikow etanol (7 ml) i octan etylu
(3.5 ml). Dodano pallad na weglu (0.466 g) i wodorowano w temperaturze pokojowej cata noc.
Katalizator odsaczono na warstwie Celitu, odparowano, otrzymano produkt w postaci bialej
pianki (0.190 g). Po przemyciu eterem dietylowym i wysuszeniu produkt rozpuszczono w 0.3 M
roztworze cykloheksyloaminy (2 ml), mieszano 1 godzing w temperaturze pokojowej, nastgpnie
odparowano i otrzymano mieszaning produktow (131 i 130) (0.227 g, 84%). Chromatografia
permeacyjna dafa czysty 131.

[a]p -14.2° (0.9, H,0O) wartos¢ rGwnowagowa

'HNMR, “C NMR i *'P NMR tabela 8.

Benzylo 3-O-allilo-2,4, 7-tri-O-benzylo-D i -L-glicero-a-D-manno-heptopiranozyd, benzylo 3-O-
allilo-2,4, 7-tri-O-benzylo-D(L)-glicero-B-L-gulo-heptopiranozyd (135, 136 i 137).

Roztwor chlorku oksalilu (0.428 ml) w dichlorometanie (10.7 ml) silnie mieszano i ochtodzono
do -60°C, nastepnie dodano roztwor dimetylosulfotlenku (0.728 ml) w dichlorometanie (2.14 ml).
Po 5 minutach bardzo wolno wkroplono roztwoér zwiazku 134"’ (1.05 g) w dichlorometanie (10
ml). Reakcje¢ kontynuowano w tej temperaturze -60°C przez 1 godzing. Wkroplono trietyloaming

(3.0 ml), mieszano jeszcze 5 min. w tej temperaturze i bardzo powoli ogrzano mieszaning
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reakcyjna do temperatury pokojowej. Dodano 20 ml wody i ekstrahowano dichlorometanem.
Warstwe organiczna wysuszono i odparowano. Olej (1.04 g) po dokiadnym osuszeniu przez
trzykrotne odparowanie z benzenem byl uzywany do nastgpnej reakcji bez dodatkowego
oczyszczania.

W kolbie z mieszadlem magnetycznym umieszczono wiorki magnezowe (0.312 g) i chlorek
rteciowy (50 mg), dodano $wiezo destylowany tetrahydrofuran (1 ml) tak, aby wiorki byly
pokryte rozpuszczalnikiem. Podczas intensywnego mieszania wkroplono niewielka ilos¢ czystego
eteru chlorometylowobenzylowego (destylowanego bezposrednio przed reakcja) obnizajac
temperatur¢ do 0°C. Po zapoczatkowaniu reakcji, ochtodzono mieszaning reakcyjng do -20°C i
wkrolono  pozostata ilos¢ eteru  chlorometylowobenzylowego rozpuszczonego w
tetrahydrofuranie (1 ml). Reakcj¢ kontynuowano w tej temperaturze przez 1.5 godziny, a
nastgpnie ochtodzono mieszaning reakcyjng do -30°C i dodano benzylo 3-O-allilo-2,4-di-O-
benzylo-o-D-manno-heksodialdo-1,5-piranozyd (1.04 g) rozpuszczony w tetrahydrofuranie (14
ml). Mieszano jeszcze 3 godziny w tej temperaturze. Po ogrzaniu mieszaniny reakcyjnej do
temperatury pokojowej kontynuowano mieszanie przez 12 godzin. Wylano mieszaning¢ reakcyjna
do ochtodzonego do 0°C nasyconego roztworu chlorku amonowego (100 ml) i ekstrahowano
eterem dietylowym. Po wysuszeniu i odparowaniu surowy produkt chromatografowano w
uktadzie heksan : octan etylu 98 : 2 otrzymujac: pochodng D-glicero-D-manno-heptozy (136)
(0.075 g, 5.3%), pochodng L-glicero-D-manno-heptozy (135) (0.881 g, 61.8%) oraz zwiazek
137 (0.084 g, 5.9%).

Benzylo-3-O-allilo-2,4, 7-tri-O-benzylo-D(L)-glicero-f-L-gulo-heptopiranozyd (137).

[o]p +7.5° (0.95, CHCIs)

'H NMR (CDCl3) &: 4.84 (d, 1 H, J;, 8.2 Hz, H-1), 4.1-3.91 (m, 3 H, H-6, CH,CH=CH,), 3.79
(dd, 1 H, Js.4 1.4, J56 9.1, H-5), 3.72 (dd. 1 H, J43 3.7 Hz, H-4), 3.69 (dd, 1 H, J7a6 3.1, J7a3 9.6
Hz, H-7A), 3.65 (t, 1 H, H-3), 3.63 (dd, 1 H, J,3 3.3 Hz, H-2), 3.61 (dd, 1 H, J:56 5.5 Hz, H-7B)
“C NMR (CDCl3) &: 100.6 (C-1), 75,76 (C-3), 74.96 (C-2), 73.80 (C-4), 72.60 (C-5), 71.13 (C-
7), 67.95 (C-6), 73.30, 73.24, 72.87, 72.27, 70.83 ( 4 x CH,Ph, 1 x CH,CH=CH,).

Pochodna D-glicero-D-manno-heptopiranozy (136) zostala scharakteryzowana w postaci

pochodnej acetylowe;.

-109-

http://www.rcin.org.pl



Czes¢é doswiadczalna

Benzylo 6-O-acetylo-3-O-allilo-2,4, 7-tri-O-benzylo-D-glicero-o.-D-manno-heptopiranozyd (136
Ac)

[o]p +45° (0.6, CHCls)

HR MS (LSIMS) dla C4Hy4Os obl.: [M+Na] 675.2934, otrzym.: 675.2931.

'H NMR (CDCl;) 8: 5.56 (ddd, 1 H, Js5 2.0, Js74 4.7, Js7 6.9 Hz, H-6), 490 (d, 1 H, J;> 1.9 Hz
H-1),3.97 (dd, 1 H, J439.0, J459.9 Hz, H-4), 3.89 (dd, Jss 2.0 Hz, H-5), 3.81 (dd, J:23.1 Hz, H-
3),3.77(dd, 1 H, H-2), 3.74 (dd, 1 H, J;a7s 10.7 Hz, H-7A), 3.70 (dd, 1 H, H-7B)

“C NMR (CDCl;) 8: 97.00 (C-1), 80.12 (C-3), 74.87 (C-2), 74.74 (C-4), 71.96 (C-6), 71.92 (C-
5), 68.32 (C-7), 74.74, 72.95, 72.59, 71.10, 68.87 (4 x CH,Ph, 1 x CH,CH=CH>)

Benzylo 3-O-allilo-2,4, 7-tri-O-benzylo-L-glicero-o.-D-manno-heptopiranozyd (135)

[a]p + 31° (0.9, CHCL), 1it."** +39 (0.9, CHCls).

Analiza dla C33H4,07 (610.7); obl.: C 74.73, H 6.73; otrzym.: C 74.32, H 6.84.

'H NMR (CDCl;) &: 6.04-5.08 (m, 1 H, CH=CH,), 5.40-5.11 (m, 2 H, CH=CH.), 4.89 (d, 1 H
Ji2> 1.5 Hz, H-1), 4.26-4.03 (m, 3 H, H-6, CH-CH=), 4.16 (t, 1 H, J45 9.5 Hz, H-4), 3.83 (dd, '
H, Js, 3.0, J34 9.2 Hz, H-3), 3.78 (dd, 1 H, H-2), 3.78 - 3.70 (m, 1 H, H-5), 3.64 (dd, 1 H, J74,
7.2)7a89.4 Hz, H-7A), 3.54 (dd, 1 H, J7s6 6.3 Hz, H-7B)

“C NMR (CDCly) &: 134.89 (CH=CH,), 116.4 (CHCH,), 97.4 (C-1), 80.0 (C-3), 74.50* (C-2)
74.18" (C-4), 71.00 (C-5), 67.82 (C-6), 75.32, 73.28, 72.79, 71.37, 71.11 (5 x CH.Ph).

Benzylo 3-O-allilo-2,4, 6, 7-tetra-O-benzylo-L-glicero-o.-D-manno-heptopiranozyd (138).

Zwiazek 135 (0.593 g) rozpuszczono w absolutnym dimetyloformamidzie (5 ml) i ochtodzono d«
ok. +5°C. Nastepnie dodano wodorek sodowy (0.093 g), a po 10 minutach roztwor chlork
benzylu (0.224 ml)) w dimetyloformamidzie (1 ml). Po zakonczeniu reakcji (TLC heksan : octar
etylu 7 : 3) dodano parg kropel metanolu, a nast¢pnie wylano do wody z lodem. Ekstrahowanc
eterem dietylowym i suszono bezwodnym siarczanem magnezowym. Po odparowaniu
chromatografii otrzymano 138 (0.586 g) w postaci bezbarwnego oleju (86%).

[o]n +33° (0.81, CHCLy); lit.'" [o]p +44° (0.7, CHCI5).

Analiza C4sH4307 (700.8); obl.: C 77.12, H 6.9; otrzym.: C 77.00 H 6.81.
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'"H NMR (CDCl) §: 6.02-5.80 (m, 1 H, CH=CH,), 5.38-5.13 (m, 2 H, CH=CH>), 5.0 (s, | H, J;
1.7 Hz, H-1), 4.19 (t, 1 H, Ju5 9.6, Ju 9.3 Hz, H-4), 4.17-3.94 (m, 3 H, H-6, OCH,CH=CH,),
3.90-3.72 (m, S H, H-2, H-3, H-5, H-7A, H-7B).

3C NMR (CDCls) &: 134.83 (CH=CH,), 116.65 (CH=CH>), 96.91 (C-1), 80.42 (C-3), 74.94 (C-
2), 74.17 (C-4), 74.07 (C-6), 71.53 (C-5), 68.81 (C-7).

Benzylo 2,4,6, 7-tetra-O-benzylo-L-glicero-a-D-manno-heptopiranozyd (139).

Zwiazek 138 (0.544 g) rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikow etanol: benzen: woda
9:3:1 (5 ml), dodano 1.4-diazabicyklo[2.2.2]oktan (0.017 g) i w temperaturze bliskiej wrzenia
katalizator Wiklinsona (0.047 g). Ogrzewano do wrzenia przez 3 godziny i mieszano 12 godzin w
temperaturze pokojowej. Nastepnie mieszaning przesaczono przez Celit i odparowano otrzymujac
jasnobrazowy olej, ktory rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikow aceton : woda 15:1.
Dodano tlenek rtgciowy (0.117 g) i chlorek rteciowy (0.211 g). Po 1 godzinie intensywnego
mieszania reakcja byla zakonczona (TLC heksan : eter dietylowy 1:1). Odsaczono katalizatory na
Celicie, przesacz odparowano, rozpuszczono w eterze dietylowym, przemyto 50% roztworem
jodku potasowego oraz 1% roztworem wodorosiarczynu sodowego i 1% roztworem
wodorowgglanu sodowego. Po wysuszeniu i odparowaniu otrzymano surowy produkt (0.531 g),
ktory chromatografowano w uktadzie heksan : eter dietylowy 4 . 1 otrzymujac 139 (0.414 g) w
postaci bezbarwnego oleju (71%).

[a]p+34° (0.98, CHCly); lit.""* +29° (1.4, CHCI,).

Analiza dla C4,H4,07 (660.8) obl.: C 76.34 H 6.71, otrzym.: 75.92, H 6.70.

'H NMR (CDCl;) 8: 5.07 (s, 1 H, J15 1.3 Hz, H-1), 4.14 (dt, 1 H, Js74=Js.7= 6.3 Hz, H-6), 4.06
(dd, 1 H, J34 8.8, J3, 3.7 Hz, H-3), 391 (t, 1 H, H-4), 3.85 (dd, 1 H, Js4 8.6, Jscs1.1 Hz, H-5),
3.83 (dd, 1 H, J746 6.3, J7a78 9.6 Hz, H-7A), 3.76 (dd, 1 H, J736 6.5 Hz, H-7B), 3.74 (dd, 1H, H-
2).

“C NMR (CDCls) &: 95.96 (C-1) 78.36 (C-2), 76.20 (C-4), 75.12 (C-6), 72.25 (C-3), 70.84 (C-
5), 70.10 (C-7).

Malq probke acetylowano w warunkach standardowych otrzymujac bezbarwny olej (139Ac).
[CX.]]) +20° (2.0, CHC]})
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Analiza dla C44H4605 (702.8) obl.: C 75.19, H 6.60; otrzym.: C 74.92, H 6.64.

'H NMR (CDCl;) &: 5.29 (dd, 1 H, J32 3.3, Js.4 8.7 Hz, H-3), 498 (d, 1 H, J,, 2.2 Hz, H-1), 4.18
(t, 1 H, H-4), 4.06 (dt, 1 H, Js5 1.4, Js74 6.4, Js78 6.3 Hz, H-6), 3.92 (dd, 1 H, Js¢ 1.4, J54 9.7
Hz, H-5), 3.87 (dd, 1 H, H-2), 3.84 (dd, 1 H, J7a7s 9.6, J7a6 6.3 Hz, H-7A), 3.74 (dd, 1 H, Jss
6.1 Hz, H-7B).

C NMR (CDCL) &: 96.97 (C-1), 75.84 (C-2), 75.00 (C-6), 73.93 (C-3), 73.44 (C-4), 71.43 (C-
5), 70.09 (C-7), 73.96, 73.52, 2 x 72.74, 68.99 (5 x CH,Ph).

Benzylo  2,4,6,7-tetra-O-benzylo-3-O-difenylofosforylo-L-glicero-a.-D-manno-heptopiranozyd
(141)

Osuszony triazol (0.057 g) rozpuszczono w absolutnym tetrahydrofuranie (1 ml), dodano
trietyloaming (0.115 ml) 1 ochtodzono do 0°C, nastgpnie wkroplono roztwor
difenylochlorofosforanu (0.171 ml) w tetrahydrofuranie (1 ml) i mieszano 10 minut w obnizone;j
temperaturze, a nastgpnie 1 godzing w temperaturze pokojowej. Do wysuszonego benzylo
2,4,6,7-tetra-O-benzylo-L-glicero-a-D-manno-heptopiranozydu (139) (0.182 g) przesaczono bis-
triazolid 1 pozostawiono na noc w temperaturze 30°C. Po zakonczeniu reakcji (TLC, heksan :
octan etylu 7 : 3) dodano wode (0.5 ml) i mieszano 0.5 godziny. Nastgpnie po rozcienczeniu
mieszaniny reakcyjnej woda, ekstrahowano dichlorometanem, suszono i odparowano. Otrzymano
surowy produkt (0.207 g). Po chromatografii w ukladzie heksan : eter dietylowy 85 : 15
otrzymano 141 (0.154 g, 63%) w postaci bezbarwnego oleju.

[a]p +30° (1.0, CHCI5).

Analiza dla CssHs30,0P (893.0), obl.: C 72.63, H 5.98; otrzym.: C 72.52, H 6.04.

"H NMR (CDCl;) 8: 5.11 (ddd, 1 H, Jusp 7.4 Hz, H-3), 4.98 (d, 1 H, J;,2.0 Hz, H-1), 429 (t, 1
H, J,39.4 Hz, H-4), 4.09 (bt, 1H, H-6), 4.09 (t, 1 H, J,5 3.1 Hz, H-2), 3.92 (dd, 1 H, Js; 1.2, Js.4
9.6 Hz, H-5), 3.83 (dd, 1 H, J7a6 6.2, J7a789.6 Hz, H-7A), 3.73 (dd, Jss6 6.5 Hz, H-7B).

C NMR (CDCl) &: 96.81 (C-1), 80.54 (d, J., 6.9 Hz, C-3), 77.09 (C-6), 75 (C-2), 71.55 (C-5),
69.15 (C-7), 73.85 (d, Jc.ap. 7.0 Hz C-4).
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Benzylo 2,4,6,7-tetra-O-benzylo-3-0-(5,6-benzo-2-okso- 1, 3, 2-dioksafosfo-2-ylo)-L-glicero-o-D-

manno-heptopiranozyd (140).

Zwiazek 139 (0.414 g) rozpuszczono w dichlorometanie (10 ml), dodano tetrazol (0.132 g) i
mieszano 15 min. Nastepnie wkroplono roztwor 2-dimetyloamino-5,6-benzo-1,3,2-
dioksafosfepanu (0.159 g) w absolutnym dichlorometanie (1 ml) i pozostawiono mieszaning
reakcyjng na noc w temperaturze pokojowej. Ochfodzono mieszaning reakcyjng do -60°C,
dodano kwas metachloronadbenzoesowy (0.195 g) w dichlorometanie (1 ml), po 15 minutach
dodano nowg porcje kwasu. Po dalszych 15 minutach reakcje zakonczono przez dodanie octanu
etylu (20 ml). Warstwe organiczng przemyto 1% roztworem wodorosiarczynu sodowego i 1%
roztworem wodoroweglanu sodowego. Po wysuszeniu chromatografowano w uktadzie heksan :
octan etylu 95 : S otrzymujac 140 (0.459 g) w postaci bezbarwnego oleju (86%).

[a]n +36° (0.9, CHCls)

Analiza dla CsoHs;0,0P (842.9); obl.: C 71.24, H 6.10, otrzym.: C 71.35, H 6.25.

'H NMR (CDCl3) &: 4.96 (ddd, 1 H, J32 3.2 J348.8 Jusp 6.9 Hz, H-3), 474 (d, 1 H, J,, 2.1 Hz,
H-1),4.28 (t, 1 H, Js5 9.5 Hz, H-4), 4.12 (dd, 1 H, H-2), 4.65 (bt, 1 H, Js74 6.2 Hz, H-6), 3.89
(dd. 1 H Js 1.3, Js49.6 Hz, H-5), 3.86 (dd, 1 H, J7a6 6.2, Joa7s 9.8 Hz, H-7A), 3.74 (dd, 1 H,
Jm 6.3 Hz, H-7B).

“C NMR (CDCl;) &: 97.24 (C-1), 79.05 (d, Jeap. 5.8 Hz, C-3), 76.98 (d, C-2), 75.13 (C-6),
74.09 (d, Jeap. 6.5 Hz, C-4), 71.50 (C-5), 69.10 (C-7).

Sol di(cykloheksyloamoniowa) 3-O-fosforanu-L-glicero-a.,3-D-manno-heptopiranozy (142).

Zwiazek 140 (0.459 g) rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikow etanol : octan etylu 2 : 1
(1.5 ml), dodano 10% pallad na weglu (0.459 g) i wodorowano w temperaturze pokojowej.
Nastepnego dnia przesaczono przez Celit, przemyto etanolem, odparowano, otrzymano produkt
(0.167 g), ktoéry doktadnie przemyto eterem dietylowym. Po wysuszeniu produkt rozpuszczono w
0.3 M roztworze cykloheksyloaminy (2 ml), mieszano 45 minut i liofilizowano. Otrzymano 142
(0.220 g) w postaci biatej pianki (83%).

[o]p +12.5° (0.25, H0), wartos¢ rownowagowa.

'"H NMR., “C NMR i *'P NMR w tabeli 8.
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Benzylo 2-O-allilo-3,4, 7-tri-O-benzylo-D i -L-glicero-a.-D-manno heptopiranozyd, benzylo 2-O-
allilo-3,4, 7-tri-O-benzylo-D(L)-glicero-o-L-gulo-heptopiranozyd (145, 146 1 147).

Roztwor chlorku oksalilu (0.84 ml) w dichlorometanie (21 ml) silnie mieszano i ochtodzono do -
60°C, nastepnie dodano roztwor dimetylosulfotlenku (1.43 ml) w dichlorometanie (4.2 ml). Po 5
minutach wkroplono 144" (2.07 g) w dichlorometanie (15 ml). Reakcj¢ kontynuowano w
temperaturze -60°C przez 1 godzing. Wkroplono trietyloaming (5.9 ml) i mieszano jeszcze 5
minut w tej temperaturze. Bardzo powoli ogrzano mieszaning reakcyjna do temperatury
pokojowej. Dodano wode (42 ml) i ekstrahowano dichlorometanem. Warstwe organiczna
wysuszono i odparowano. Olej po doktadnym wysuszeniu przez kilkakrotne odparowanie z
benzenem byt uzywany do dalszych reakcji bez dodatkowego oczyszczania.

W kolbie z mieszadlem magnetycznym umieszczono wiorki magnezowe (0.615 g) i chlorek
rtegciowy (50 mg), dodano swiezo destylowany z nad LiAlH, tetrahydrofuran (1.5 ml), tak aby
wiorki byly przykryte rozpuszczalnikiem. Podczas intensywnego mieszania wkroplono niewielka
ilos¢ czystego eteru chlorometylowobenzylowego (destylowanego bezposrednio przed reakcja) w
temperaturze 0°C. Po zapoczatkowaniu reakcji temperatur¢ obnizono do -10°C i1 wkroplono
pozostalag ilo$¢ eteru chlorometylowobenzylowego w tetrahydrofuranie (2 ml). Reakcje
kontynuowano w tej temperaturze przez 2 godziny, a nastgpnie po obnizeniu temperatury do -
20°C wkroplono benzylo 2-0O-allilo-3,4-di-O-benzylo-a-D-manno-hexodialdo-1,5-piranozyd
(2.04 g) rozpuszczony w absolutnym dichlorometanie (10 ml), i mieszano dwie godziny w tej
temperaturze. Mieszaning powoli ogrzano do temperatury pokojowej, reakcj¢ kontynuowano
przez 12 godzin. Roztwor wytrzasano z ochtodzonym do 0°C roztworem chlorku amonowego
(120 ml.) 1 ekstrahowano eterem dietylowym. Po wysuszeniu i odparowaniu surowy produkt
chromatografowano w ukladzie heksan : octan etylu 9 : 1 otrzymujac mieszaning pochodnych D-
glicero-D-manno (146), L-glicero-D-manno-heptopiranozy (145) oraz zwiazku 147 ze zmieniona
konfiguracja na atomie wegla C-5 (2.2 g, 85%).

Ponowna chromatografia w ukladzie heksan : eter dietylowy 9:1 pozwolita na otrzymanie 145

(1.45 g), 146 (0.406 g), 147 (0.348 g).
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Benzylo-2-0-allilo-3,4, 7-tri-O-benzylo-D(L)-glicero-B-L-gulo-heptopiranozyd (147).

[a]p +6.0° (c 1.6 CHCI,);,

'H NMR (CDCy) inter alia §: 4.84 (d, 1 H, J,, 8.2 Hz, H-1), 3.82 (dd, 1 H, J56 9.3, Js4 1.3 Hz,
H-5), 3.81 (t, 1 H, Jz; 3.2, Ja4 3.6 Hz, H-3), 3.74 (dd, 1 H, H-4), 3.67 (dd, 1 H, J7a6 3.1, Joam
9.6 Hz, H-7A), 3.60 (dd, 1 H, Jss6 5.4 Hz, H-7B), 3.53 (dd, 1 H, H-2).

*C NMR (CDCl:): & 100.6 (C-1), 76.37, 75.11, 74.20, 72.68, 68.07 (C-2, 3, 4, 5, 6), 71.23 (C-
7).

Benzylo 2-O-allilo-3,4, 7-tri-O-benzylo-D-glicero-a-D-manno-heptopiranozyd (146).

[a]p + 34° (0.9, CHCls)

'H NMR (CDCLy) &: 4.875 (d, 1 H, J;» 1.9 Hz, H-1), 4.20-4.04 (m., 3 H, CH,CH=CH,, H-6),
3.74 (t, 1 H, Jo3 2.5 Hz, H-2), 3.67 (dd, 1 H, J746 6.7, J7a7s 10.1 Hz, H-7A), 3.60 (dd, 1 H, J,
3.1 Hz, H-7B).

3C NMR (CDCls) &: 97.40 (C-1), 80.38 (C-3), 76.37 (C-2), 74.92 (C-4), 72.29 (C-5), 70.96 (C-
7), 71.36 (C-6), 74.92, 73.51, 72.23, 72.20, 69.10 (4 x CH,Ph, 1 x CH,CH=CH,).

Benzylo 2-O-allilo-3,4, 7-tri-O-benzylo-L-glicero-a-D-manno-heptopiranozyd (145).

[a]p +39° (1.5, CHCI;)

Analiza dla C33H4,07 x H,O (610.7 + 18) obl.: C 72.59 H 7.06; otrzym.: C 72.69, H 6.86.

I.R. (film) 3450, 1450, 1100 cm™

'H NMR (CDCL) 8: 6.0-5.78 (m, 1 H, CHCH,), 5.30-5.11 (m, 2 H, CH,=CH), 4.99-4.30 (m, 8
H, 4 x CH;Ph), 4.89 (d, 1 H, J,> 1.8 Hz, H-1), 4.18 (dt, 1 H, Js78 6.1 Hz, H-6), 4.13 (t, 1 H, J4s
9.5 Hz, H-4), 3.95 (dd, 1 H, J3, 3.2, J34 9.5 Hz, H-3), 3.76 (dd, 1 H, H-2), 3.75 (dd, 1 H, Js5 1.0
Hz, H-5), 3.64 (dd, 1 H, J7a6 7.3, J7a78 9.4 Hz, H-7A), 3.55 (dd, 1 H, H-7B).

C NMR (CDCly) &: 134.88 (CH,CH), 117.66 (CH=CH), 97.60 (C-1), 80.12 (C-3), 74.70 (C-
2), 74.23 (C-4), 71.06 (C-5), 68.95 (C-7), 67.81 (C-6), 75.32, 73.30, 2 x 72.35, 71.36 (4 x
CH,Ph, OCH,CH=CH,).

Benzylo-3,4,6, 7-tetra-O-benzylo-L-glicero-oi-D-manno-heptopiranozyd (148).

Zwiazek 145 (0.496 g) rozpuszczono w absolutnym dimetyloformamidzie (5 ml), schfodzono w

wodzie z lodem, dodano wodorek sodowy (0.078 g), a po 10 minutach roztwor chlorku benzylu
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(0.187g) w dimetyloformamidzie (1 ml.). Po zakonczeniu reakcji (TLC heksan : eter dietylowy 1 :
1) wylano mieszaning reakcyjng do wody z lodem i ekstrahowano eterem dietylowym. Po
wysuszeniu bezwodnym siarczanem magnezowym i odparowaniu, produkt chromatografowano w
ukladzie heksan : octan etylu 9 : 1 otrzymujac benzylo 2-O-allilo-3,4,6,7-tetra-O-benzylo-L-
glicero-a.-D-manno-heptopiranozyd (0.410 g) w postaci bezbarwnego oleju (72%).

[a]p + 45° (2.1, CHCl;).

Analiza dla C4sHys07 x 0.5 H;0 (700.8 + 9) obl.: C 76.14, H 6.96; znal.: C 75.97, H 6.83.

'H NMR (CDCl) 8: 6.0-5.75 (m, 1 H, CH=CHy), 5.32-5.10 (m, 2 H, CH=CH), 4.97 (d, 1 H, J,,
1.9 Hz, H-1), 4.24-4.08 (m, 6 H, CH,CHCH:0, H-4, H-6), 3.97 (dd, 1 H, J32 3.1, J43 9.3 Hz, H-
3), 3.92-3.71 (m, 4 H, H-2, H-5, H-7A, H-7B).

C NMR (CDCls) 8: 97.08 (C-1), 80.49 (C-3), 74.91 (C-2), 74.22 (C-4), 74.16 (C-6), 71.54 (C-
5), 68.86 (C-7), 134.94 (CH=CH_), 117.6 (CH=CH,).

Benzylo 2-O-allilo-3,4,6,7-tetra-O-benzylo-L-glicero-o.-D-manno-heptopiranozyd (0.410 g)
rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikow etanol : benzen : woda 18 : 3 : 1 i dodano 1,4-
diazabicyklo[2.2.2]oktan (0.013 g). W temperaturze bliskiej wrzenia dodano katalizator
Wilkinsona (0.036 g) i ogrzewano do wrzenia przez 5 godzin. Nastepnie odsaczono katalizatory
na Celicie, a przesacz odparowano, otrzymano brazowy olej, ktory rozpuszczono w mieszaninie
rozpuszczalnikow aceton : woda 15 : 1 (8 ml). Do roztworu dodano tlenek rteciowy (0.133 g) i
chlorek rteciowy (0.167 g), mieszano w temperaturze pokojowej przez 0.5 godziny. Po
zakonczeniu reakcji (TLC heksan : eter dietylowy 1 : 1), przesaczono mieszaning reakcyjng przez
Celit, przesacz odparowano, rozpuszczono w eterze dietylowym i przemyto 50% roztworem
jodku potasowego, 1% roztworem wodorosiarczynu sodowego i 1% roztworem wodoroweglanu
sodowego. Po wysuszeniu bezwodnym siarczanem magnezowym, odparowano i
chromatografowano w ukiadzie heksan : octan etylu 9 : 1 do 4 : 1. Otrzymano 148 (0.372 g) w
postaci bezbarwnego oleju (96.5%).

[a]p +55.5° (1.1, CHCl)

Analiza dla C4;Hy4O7 (660.8); obl.: C 76.34, H 6.71; otrzym.: C 76.23, H 6.80.

'H NMR (CDCl;) 8: 4.99 (d, 1 H, J;, 1.5 Hz, H-1), 4.14 (dt, 1 H, Js7 6.6, Js78 6.0 Js5s 1.2 Hz,
H-6), 4.16-3.89 (m, 4 H, H-2, H-3, H-4, H-5), 3.83 (dd, 1 H J;a78 9.6 Hz H-7A), 3.78 (dd, 1 H,
H-7B)
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“C NMR (CDCl;) &: 98.45 (C-1), 80.86 (C-3), 74.91" (C-4), 73.74* (C-6), 70.96 (C-5), 69.10
(C-7), 68.21 (C-2).

Pochodng acetylowa wykonano w warunkach standardowych 148Ac

[ot]y +24°(1.0, CHCL).

Analiza dla C44H460s x H,O (702.8 +18) obl. C 73.31, H6.71, otrzym.: C 73.51, H6.51.

L.R. (film) 1740, 1260, 1060 cm™

'H NMR (CDCl;) 8: 5.44 (t, 1 H, J,: 2.1 Hz, H-2), 4.96 (d, 1 H, J,, 1.7 Hz, H-1), 4.95-4.28 (m,
10 H, 5 x C'H,Ph), 4.38 (bt, 1 H, J,7: 6.2, Hz H-0), 4.33-3.90 (m, 3 H, H-3. H-4, H-5), 3.84 (dd,
I H, Joa78 9.6 Hz, H-7A), 3.79 (dd. | H, Jos, 6.8 Hz, H-7B), 2.16 (s, 3 H, OAc).

“C NMR (CDCl;) 8: 96.97 (C-1), 78.86 (C-3). 74.88 (C-4), 73.85 (C-6), 71.33 (C-5), 69.26 (C-
7), 68.60 (C-2), 74.84, 73.59, 74.12, 71.85, 69.95 (5 x C'H,Ph), 21.22 (OAc).

Benzylo  3,4,6,7-tetra-O-benzylo-2-0-(35, 6-benzo-2-okso- 1, 3, 2, -dioksafosfepan-2-ylo)-L-glicero-
o-D-manno heptopiranozyd (149).

Zwiazek 148 (0.326 g) rozpuszczono w absolutnym dichlorometanie (10 ml) i dodano tetrazol
(0.104 g), mieszano 10 minut w temperaturze pokojowej, nastepnie wkroplono roztwor 2-
dimetyloamino-5,6-benzo- 1,3,2-dioksafostepanu (0.125 g) w dichlorometanie (1 ml) i mieszano 2
godziny w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu reakcji (TLC ligroina: octan etylu 7 : 3)
obnizono temperature do -60°C i wkroplono roztwér kwasu metachloronadbenzoesowego (0.153
g) w absolutnym dichlorometanie (7 ml). Po 10 minutach reakcj¢ zakonczono, rozcienczono
octanem etylu (10 ml). Warstwe organiczng przemyto 1% roztworem wodorosiarczynu
sodowego 1 1% roztworem wodoroweglanu sodowego. Po wysuszeniu i odparowaniu
chromatgrafowano w ukfadzie heksan : octan etylu 7 : 3 otrzymujac 149 (0.379 g) w postaci
biatych krysztatkow (91%) .

t.t. 128-129°C [a]p -2.3° (1.44, CHCl;).

Analiza dla CsoHs;O040P (842.9); obl.: C 71.24, H 6.10; otrzym.: C 71.04, H 6.14.

'H NMR (CDCly) 8: 5.22 (d, 1 H, J,, 1.7 Hz, H-1), 5.03 (dt, 1 H, Jo5 2.1 Jpi2 8.0 Hz, H-2), 4.16
(dt, I H, Jo74 6.4, Jo5 1.2 Hz, H-6), 4.15-4.08 (m, 2 H, H-4, H-3), 3.97-3.93 (m, 1 H, H-5), 3.87
(dd, 1 H, J7a.78 9.6, J7a6 6.2 Hz, H-7A), 3.76 (dd, | H, Jz 6.4 Hz, H-7B).
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“C NMR (CDCls) &: 97.71 (d, Jo-p 3.3 Hz, C-1), 78.65 (d, Jsp 4.5 Hz, C-3), 75.3 (C-6), 73.8 (C-
4). 73.4 (d, Jeop 5.4 Hz, C-2), 71.60 (C-5), 69.76 (C-7), 75.07, 73.65, 73.02, 71.89,70.05 (5 x
('H,Ph).

Benzylo  3,4,6,7-tetra-O-benzylo-2-O-difenylofosforylo-L-glicero-o.-D-manno  heptopiranozyd

(150).

Osuszony triazol (0.027g) rozpuszczono w absolutnym tetrahydrofuranie (1 ml), dodano
trietyloaming (0.054 ml) i ochtodzono do 0°C, nastgpnie wkroplono difenylochlorofosforan
(0.080 ml) rozpuszczony w tetrahydrofuranie (1 ml), mieszano 10 minut w obnizonej
temperaturze, a nastgpnie 1 godzing w temperaturze pokojowej. Do wysuszonego benzylo
3.,4,6.7-tetra-O-benzylo-L-glicero-o.-D-manno-heptopiranozydu (148) (0.085g) przesaczono bis-
triazolid 1 pozostawiono na noc w temperaturze 30°C. Po zakonczeniu reakcji (TLC heksan -
octan etylu 7 . 3) dodano wodg (0.5 ml) i mieszano 0.5 godz. Nast¢pnie, po rozcienczeniu
mieszaniny reakcyjnej woda, ekstrahowano dichlorometanem, suszono i odparowano. Otrzymano
surowy produkt (0.201 g), ktéry chromatografowano w ukladzie heksan : octan etylu 85 : 15.
Otrzymano 150 (0.0945 g, 82%) w postaci bezbarwnego oleju.

[o]n +167 (1.3, CHCIy).

Analiza dla Cs;Hs3040P (893.0); obl.: C 72.63, H 5 98; otrzym.: C 72.64, H 6.01.

'H NMR (CDCls) 8: 5.04 (dt, 1 H J,52.1 Hz, H-2). 5.15 (s, 1 H, H-1), 4.90-4.18 (m, 10 H, 5 x
('H>Ph), 4.13 (dt, 1 H, Js74 6.5, Jos 6.2, Jo5s 0.9 Hz, H-0), 4.60-3.87 (m, 3 H, H-3, H-4, H-5),
3.80 (dd, I H, J7s7a. 9.5 Hz, H-7B), 3.75 (dd. 1 H, H-7A).

"C NMR (CDCl3) 8: 97.20 (d, Je1p 5.2 Hz, C-1), 78.87 (d, Jesp 4.0 Hz, C-3), 74.98 (C-6), 74.74
(d. Jeop 5.9 Hz, C-2), 73.48 (C-4), 71.58 (C-5), 69.86 (C-7), 74.90, 73.57, 72.90, 71.87, 69.32 (5
x ('H,Ph).

Sol di(cykloheksyloamoniowa) 2-O-fosforanu L-glicero-o.,3-D-manno heptopiranozy (151).

Zwiazek 149 (0.422 g) rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikow etanol (6 ml) i octan etylu
(3 ml). Dodano 10% pallad na weglu (0422 g¢) i wodorowano cala noc w temperaturze
pokojowej. Po zakonczeniu reakcji mieszaning przesaczono przez warstwe Celitu. Po

odparowaniu otrzymano produkt (0.164 g) w postaci bialej pianki, ktorg przemyto doktadnie
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eterem dietylowym 1 wysuszono, a nastgpnie dodano do niej 0.3M wodny roztwor
cykloheksyloaminy (3 ml) i mieszano 40 minut. Wode zliofilizowano 1 otrzymano 151 (0.199 g,
84%).

[o]n +2.6° (1.1, H,O) warto$¢ rownowagowa.

'HNMR, "C NMR i *' P NMR w tabeli 8.
Metylo 2-O-allilo-3,4-di-O-benzylo-o-D-mannopiranozyd (154).

Do roztworu metylo 3-O-benzylo-4,6-O-benzylideno-o-D-mannopiranozydu (153)"™' (9.0 g) w
dimetyloformamidzie (26 ml) ozigbionego do 0°C dodano 50 % wodorek sodowy (3.48 g). Po 20 min
wkroplono roztwor bromku allilowego (6 ml) w dimetyloformamidzie (6 ml). Po 3 godzinach nadmiar
wodorku rozlozono metanolem, mieszaning wylano do wody z lodem, ekstrahowano
dichlorometanem, suszono i odparowano. Po chromatografii w ukfadzie heksan - eter dietylowy 4 : 1
otrzymano metylo 2-O-allilo-3-O-benzylo-4,6-O-benzylideno-o.-D-mannopiranozyd (9.89 g, 99%).
[an +51.3° (2.1, CHCL).

Analiza dla CH3O6 (412.46) obl.C, 69.88, H, 6.84; otrzym. C, 69.44, H, 6.62.

'H NMR (C Ds ): inter alia, 5: 5.38 (s, | H, PhCH), 4.66 (d, 1 H, J,, 1.6 Hz, H-1), 442 (t, | H, H-
4),4.19(dd, 1 H, Jeas4.8, Joaen 10.2 Hz, H-6A), 4.07 (dd, 1 H, J:23.2, J349.9 Hz, H-3), 3.86 (ddd,
I H,J549.8, Js6a 5.0 Hz, H-5), 3.76 (dd. 1 H, H-2), 3.69 (t, 1 H, H-6B).

Do roztworu metylo 2-O-allilo-3-O-benzylo-4,6-O-benzylideno-oi-D-mannopiranozydu (5.8 g) w
mieszaninie rozpuszczalnikow eter dichlorometan 1 : 1 (100 ml) dodano LiAlH, (2.26 g) i wkroplono
roztwor AlCl; (6.8 g) w eterze dietylowym (20 ml). Mieszaning ogrzewano do wrzenia przez 45
minut. Po zakonczeniu reakcji nadmiar wodorku roztozono octanem etylu (10 ml) i woda (10 ml).
Produkt ekstrahowano eterem dietylowym,  wysuszono  siarczanem  magnezowym |
chromatografowano w ukladzie heksan : octan etylu otrzymujac 154 (5.6 g, 96%).

[o]nt 45° (1.2, CHCL).

Analiza dla C4H30O06 x 0.5 H,O (414.5 +9.0) obl. C, 68.06, H, 7.38; otrzym. C 68.28, H 7.13

'H NMR (CDCL; ): inter alia, §4.71 (s, 1 H, J,, 1.8 Hz, H-1), 3.75 (dd, 1 H, J,3 2.6 Hz, H-2),
3.060 (ddd, 1 H, Js64 2.8, Js,54.9, J5.49.0 Hz, H-5).
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Metylo 2 -O-allilo-3,4, 7-tri-O-benzylo D i -glicero-oi-D-manno-heptopiranozyd i metylo 2-O-allilo-
3.4, 7-tri-O-benzylo-D (L)-glicero-B-L-gulo-heptopiranozyd (155, 156, 157).

Roztwor chlorku oksalilu (2.5 ml) w dichlorometanie (63 ml) ozigbiono do -60°C 1 wkroplono roztwor
dimetylosulfotlenku (4.3 ml) w dichlorometanie (12.6 ml). Po 5 minutach bardzo powoli wkroplono
roztwor 154 (5.2 g) w dichlorometanie (20 ml). Reakcj¢ kontynuowano w temperaturze -60°C przez |
godzing, wkroplono trietyloaming (17.7 ml) i mieszano jeszcze 5 minut w tej temperaturze. Bardzo
powoli ogrzano mieszaning reakcyjng do temperatury pokojowej, dodano wode (126 ml) i
ekstrahowano dichlorometanem. Warstwe organiczng suszono i odparowano otrzymujac olej (5.19 g),
ktory po dokfadnym wysuszeniu poprzez kilkakrotne odparowanie z benzenem uzyto do nastgpnej
reakcji bez dodatkowego oczyszczania.
Do wiorek magnezowych (0.757 g) i chlorku rteciowego (50 ml) dodano destylowany bezposrednio
przed reakcja tetrahydrofuran (1.5 ml). Temperature obnizono do 0°C i dodano kilka kropel czystego
eteru chlorormetylowobenzylowego. Po zapoczatkowaniu reakcji wkroplono roztwor eteru
chlorometylowobenzylowego (4.94 g) w tetrahydrofuranie (5 ml) obnizajac temperatur¢ do -5°C -
10°C . Mieszanie kontynowano w tej temperaturze przez | godzing, a nastgpnie po obnizeniu
temperatury do -30 °C wkroplono roztwor benzylo 2-O-allilo-3,4-di-O-benzylo-oi-D-manno-
heksodialdo-1,5-piranozydu (5.19 g) w tetrahydrofuranie (20 ml). Mieszano dwie godziny w tej
temperaturze, mieszaning bardzo powoli ogrzano do temperatury pokojowej i reakcj¢ kontynuowano
jeszcze przez 12 godzin. Dodano ochtodzony do 0°C nasycony roztwor chlorku amonowego (200 ml)
1 ekstrahowano eterem etylowym. Po wysuszeniu, odparowaniu i chromatografii w uktadzie heksan :
octan etylu 85 : 15 otrzymano mieszaning (155, 156, 157) (5.4 g, 80.5 %). Ponowna chromatografia
tej mieszaniny data :

Metylo 2-O-allilo-3,4, 7-tri-O-benzylo-D(L)-glicero-f-L-gulo-heptopiranozyd (157) (0.831 g,
12,4%).
[a]p + 11°(1.25, CHCL).
HR MS (LSIMS) dla [M+Na] (Cs,H3305Na), obl.: 557.2515, otrzym.: 557.2509
'H NMR (CDCly): inter alia, &: 4.62 (d, 1 H, J,,8.2 Hz, H-1), 3.82 (dd, 1 H, Js59.0, Js4 1.2 Hz, H-5),
379 (t, 1 H, J:23.4, J343.5 Hz, H-3), 3.75 (dd, 1 H, H-4), 3.70 (dd, 1 H, J716 3.1, J7as 9.6 Hz, H-
7A), 3.62(dd, 1 H, J7s65.4 Hz, H-7B), 3.50 (dd, 1 H, H-2).
“C NMR (CDCL): & 101,7 (C-1), 76.14, 74.56, 73.98, 72.45, 68.01 (C-2, 3, 4, 5, 6), 71.23 (C-7).
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Drugim zwiazkiem otrzymanym z chromatografii byt metylo 2-O-allilo-3,4,7-tri-O-benzylo-L-glicero-
2-D-manno-heptopiranozyd (155) (1.906 g, 32.0%).

[a] +24° (1.2, CHCI).

HR MS/LSIMS dla [M+Na] (CsH:307Na), obl.: 557.2515; otrzym.: 557.2509.

'H NMR (CDCl;): § 4.85(d, 1 H, J,, 1.8 Hz, H-1), 4.18 (dt, 1 H, Js747.2, Js786.1 Hz, H-6), 4.13 (t, |
H. J459.5 Hz, H-4), 3.95 (dd, 1 H, J;49.5 Hz, H-3), 3.76 (dd, 1 H, J,533.0 Hz, H-2), 3.75 (dd, 1 H, Js4
1.0 Hz, H-5), 3.64 (dd, 1 H, J;4789.4 Hz, H-7A), 3.55 (dd, 1 H, H-7B).

“C NMR (CDCl): 8: 99.45 (C-1), 80.03 (C-3), 74.46 (C-2), 74.18 (C-4), 71.44 (C-7), 70.70 (C-5),
67.89 (C-6).

Trzecim zwiazkiem wymytym z kolumny byt metylo 2-O-allilo-3,4,7-tri-O-benzylo-D-glicero-o-D-
manno-heptopiranozyd (156) (0.827 g, 15.8%).

[oc]ny +55° (1.18, CHCI;).

'"H NMR (CDCL): inter alia, & 4.68 (d, 1 H, J,,2.1 Hz, H-1), 3.94 (t, 1 H, J,32.5 Hz, H-2), 3.67 (dd,
I H, J7066.7, J7a73 10.1 Hz, H-7A), 3.60 (dd, 1 H, J7s43.1, H-7B).

“C NMR (CDCls): 8 99,09 (C-1), 80.25 (C-3), 76.07, 74.40, 71.99, 71.01 (C-2, 4, 5, 6), 70.82 (C-7).
Pochodng acetylowa tego zwiazku otrzymano w warunkach standartowych 156Ac

[a]nt 31°(0.87, CHCL)

HR MS/LSIMS dla [M+Na] (CisH4OsNa), obl.: 599.2621; otrzym.: 599.2626.

'"H NMR (CDCl3) 8:4.70 (d, 1 H, J;, 1.9 Hz, H-1), 5.55 (ddd, 1 H, Jg5 2.0, Js74 4.6, Jos 7.2 Hz, H-6)
392(t, 1 H, J459.8, 14392 Hz, H-4), 384 (dd, | H, Jx, 3.1 Hz, H-3), 3.79 (dd, 1 H, H-5), 3.75 (dd,
Jaa7s 10.7 Hz, H-A), 3.69 (dd, 1 H, H-2), 3.68 (dd, 1 H, H-7B).

“C NMR (CDCl;) 8: 98.84 (C-1), 80.10 (C-3), 74.77, 74.46 (C-2, 4), 71.74, 71.58 (C-5, C-6), 68.13
(C-7).

Metylo 2-O-allilo-3,4,6, 7-tetra-O-benzylo-L-glicero-a-D-manno-heptopiranozyd (158).

Do ozigbionego do 0°C roztworu 155 (1.78 g) w dimetyloformamidzie (15 ml) dodano wodorek
sodowy (0.32 g). Mieszano 10 minut i wkroplono roztwor chlorku benzylu (0.77 ml) w
dimetyloformamidzie (5 ml). Po 2 godzinach nadmiar wodorku zostat roztozony za pomoca metanolu i
mieszaning reakcyjna wylano do wody z lodem, ekstrahowano eterem etylowym, wysuszono i

odparowano. Chromatografia w ukiadzie heksan : octan etylu 9 : 1 dafa 158 (1.822 g, 88%).
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[o]p +45° (1.1, CHCL).

HR-MS /LSIMS: dla [M+Na] (Czo Hyi4O7Na), obl: 647.2985. otrzym.: 647.2951.

'H NMR (CDCl) 8: 4.77 (d, 1 H, J;5 1.7 Hz, H-1), 4.12 (, 1 H, J,5 9.5 Hz, H-4), 3.88 (dd, 1 H, J3»
3.2, J34 9.2 Hz, H-3), 3.84 (dd, 1 H, J7a6 6.3, J2a7s 9.6 Hz, H-7A), 3.77 (dd, 1 H, Jms6 6.2, H-7B),
3.73 (dd, 1 H, Jes5 1.3 Hz, H-5), 3.73 (dd, 1 H, H-2).

' C NMR (CDCL): § 90.05 (C-1), 80.40 (C-3), 74.94 (C-2), 74.13, 74.10 (C-4, C-6), 71.24 (C-5),
70.15 (C-7).

Metylo 3,4,6, 7-tetra-O-benzylo-L-glicero-o-D-manno-heptopiranozyd (159).

Zwiazek 158 (1.75 g) rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikow etanol : benzen : woda 18 : 3 : 1.
Nastepnie dodano 1.4-diazabicyklo[2.2.2]-oktan (0.064 g), mieszaning reakcyjna podgrzano i w
temperaturze bliskiej wrzenia dodano katalizator Wilkinsona (0.176 g). Ogrzewano do wrzenia przez 3
godziny 1 pozostawiono na noc w temperaturze pokojowej. Nastgpnie przesaczono przez Celit i
odparowano. Produkt rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikow aceton : woda 15 : 1. Dodano
tlenek rtgciowy (0.637 g ) i chlorek rteciowy (0.798 g), mieszano w temperaturze pokojowej przez |
godzing. Po zakonczeniu reakcji katalizatory odsaczono na warstwie Celitu, przesacz odparowano i
rozpuszczono w eterze dietylowym. Warstwe organiczng przemyto 50% roztworem jodku
potasowego, 1% roztworem wodorosiarczynu sodowego, 1% roztworem wodoroweglanu sodowego.
Po wysuszeniu i odparowaniu chromatografowano w ukladzie ligroina : eter dietylowy 7 : 3.
Otrzymano 159 (1.489 g, 91%)).

[a]p +59° (0.97, CHCl).

HR-MS /LSIMS dla [M+Na]" (CssH40O7Na), obl.: 607.2672 . otrzym.: 607.2672.

"HNMR (CDCl) §: 4.79 (d, 1 H, J15 1.5 Hz, H-1), 4.10 (dt, 1 H, Jg5 1.5, Js7a 6.2 Hz, H-6), 4.01 (dd,
1 H, H-2),4.00 (t, 1 H, J45 9.6, H-4), 3.88 (dd, 1 H, J:2 3.3, J:49.1 Hz, H-3), 3.83 (dd, 1 H, J7a78 9.7
Hz, H-7A), 3.79 (dd, 1 H, H-5), 3.78 (dd, 1 H, J;z¢ 6.4 Hz, H-7B).

“C NMR (CDCL): &: 100.39 (C-1), 80.59 (C-3), 74.80, 73.57 (C-4, 6), 70.57 (C-5), 69.98 (C-7),
67.94 (C-2).

Pochdna acetylowa wykonano w warunkach standardowych metylo 2-O-acetylo-3.4,6,7-tetra-O-
benzylo-L-glicero-o-D-manno-heptopiranozyd (159Ac).

[a]p +30° (1.0, CHCL);
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HR MS /LSIMS dla [M+Na] (Cs;sHj2 OgNa) .obl.: 649.2777; otrzym.: 649.2762.

'H NMR (CDCl3) 6: 532 (dd, 1 H, Jo; 1.9, J,3 2.1 Hz, H-2), 4.71 (d, 1 H, H-1), 4.09 (dt, 1 H,
Jso 1.3, Js74 6.3 Hz, H-3), 3.79 (dd, 1 H, J7o78 9.6 Hz, H-7A), 3.77 (dd, 1 H, H-5), 3.72 (dd, 1
H. Jos6 6.4 Hz, H-7B).

“C NMR (CDCly) &: 98.71 (C-1), 78.57 (C-3), 74.82 (C-4), 73.69 (C-6), 70.93 (C-5), 69.98 (C-7),
68.37 (C-2).

Metylo 2-0-(5, 6-benzo-2-okso- 1, 3, 2-dioksafosfep-2-ylo)-3,4, 6, 7-tetra-O-benzylo-L-glicero-a.-D-
manno-heptopiranozyd (160).

Do roztworu zwiazku 159 (1.37 g) w dichlorometanie (15 ml) dodano tetrazol (0.496 g) 1 mieszano 10
minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie wkroplono roztwor 2-dimetyloamino-5,6-benzo-1,3,2-
dioksafosfepanu (0.594 g) w dichlorometanie (1 ml) i mieszano 1.5 godziny w temperaturze
pokojowej. Po zakonczeniu reakcji (TLC heksan : octan etylu 7 : 3) mieszaning reakcyjng ochtodzono
do -60°C 1 dodano roztwor kwasu metachloronadbenzoesowego (0.311 g) w dichlorometanie (5 ml).
Po 15 minutach reakcja byta zakonczona. Mieszaning reakcyjng rozcienczono octanem etylu (40 ml),
przemyto 1% roztworem wodoroweglanu sodowego, 1% roztworem wodorosiarczynu sodowego,
wysuszono 1 odparowano. Chromatografia w ukfadzie heksan : octan etylu 4 : 1 dafta 160 (1.655 g,
92%).

t.t 83-86°C, [a]p -11° (6.9, CHCI;).

HR MS/LSIMS dla [M+Na] (C4H470,0PNa) obl.: 789.2805 otrzym: 789.2780.

'H NMR (C¢Dq) 8: 5.30 (ddd, 1 H, J»; 2.2, 1,3 2.7, Juap 7.5 Hz, H-2), 5.12 (bs, 1 H, H-1), 4.41 (t, |
H, H-4), 428 (ddd, 1 H, Js5 1.7 Hz, H-6), H-3 (dt, 1 H, J34 9.2, Jyzp 2.8 Hz, H-3), 4.03 (dd, 1 H, Js,4
9.6 Hz, H-5), 3.86 (dd, 1 H, J746 6.3, J7a7 9.3 Hz, H-7A), 3.80 (dd, 1 H, J;s6 6.5 Hz, H-7B).

“C NMR (CDCL): &: 99.04 (d, 1 H, Jo1p 2.8 Hz, C-1), 78.34 (d, Jesp 4.6 Hz, C-3), 75.23 (C-6),
73.64 (C-4), 73.01 (d, Jc2p 5.4 Hz, C-2), 71.16 (C-5), 70.05 (C-7).

Metylo 2-O-fosforylo-L-glicero-o-D-manno-heptopiranozyd (161).

Do roztworu zwiazku 160 (0.5 g) w mieszaninie rozpuszczalnikow etanol (9 ml), octan etylu (3 ml)

dodano 10% pallad na weglu (0.5 g) i wodorowano cala noc w temperaturze pokojowej. Po
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zakonczeniu reakcji mieszaning reakcyjng przesaczono przez cienka warstwe Celitu. Przesacz
odparowano, otrzymano 161 (0.196 g, 99%).

[a]p +27.5° (0.52, HyO).

'HNMR, “C NMR, *'P NMR w tabeli 9.

Metylo-3-O-allilo-2,4, 7-tri-O-benzylo-D i L-glicero-o-D-manno-heptopiranozyd i metylo 3-O-allilo-
2,4, 7-tri-O-benzylo D(L)-glicero-B-L-gulo-heptopiranozyd (165, 166, 167)

Roztwor chlorku oksalilu (2.8 ml) w dichlorometanie (70 ml) ozigbiono do -60°C i wkroplono roztwor
dimetylosulfotlenku (4.8 ml) w dichlorometanie (14 ml). Po 5 minutach bardzo powoli wkroplono

roztwor 164'%

(5.8 g) w dichlorometanie (20 ml). Reakcje kontynuowano w temperaturze -60°C
przez 1 godzing nastgpnie wkroplono trietyloaming (19.7 ml) i mieszano jeszcze 5 minut w tej
temperaturze. Bardzo powoli ogrzano mieszaning reakcyjna do temperatury pokojowej, dodano wode
(140 ml) 1 ekstrahowano dichlorometanem. Warstwe organiczna suszono i odparowano otrzymujac
olej, ktory po dokladnym wysuszeniu poprzez kilkakrotne odparowanie z benzenem uzyto do
nastepnej reakcji bez dodatkowego oczyszczania.

W kolbie z mieszadlem magnetycznym umieszczono wiorki magnezowe (0.845 g ) i chlorek
rteciowy (50 mg), dodano swiezo destylowany z nad LiAlH, tetrahydrofuran (1.5 ml). Podczas
intensywnego mieszania dodano niewielka ilo$¢ czystego eteru chlorometylowobenzylowego
(destylowanego bezposrednio przed reakcja) obnizajac temperature do 0°. Po zapoczatkowaniu reakcji
wkroplono pozostata ilo$¢ eteru chlorometylowobenzylowego (4.41 g) w tetrahydrofuranie (4 ml)
utrzymujac temperature 0° -10°C. Reakcje kontynuowano w tej temperaturze przez jedng godzing. Po
obnizeniu tempetatury do -20°C wkroplono roztwor metylo 3-O-allilo-2,4-O-benzylo-a.-D-manno-
heksodialdo-1.5-piranozydu (5.8 g) w absolutnym tetrahydrofuranie (20 ml). Mieszano w tej
temperaturze przez 2 godziny, a nastgpnie mieszaning bardzo powoli ogrzano do temperatury
pokojowej 1 reakcje kontynuowano jeszcze przez 12 godzin. Dodano ochtodzony do 0°C wodny
roztwor chlorku amonowego (200 ml) i ekstrahowano eterem dietylowym. Po wysuszeniu, i
odparowaniu surowy produkt chromatografowano w uktadzie heksan : octan etylu 4 : 1 otrzymujac
mieszaning 167, 166, 165 (5.7 g 76%). Ponowna chromatografia w tym samym ukladzie dafa jako
pierwszy zwiazek :
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Metylo 3-O-allilo-2,4, 7-tri-O-benzylo-D(L)-glicero-B-L-gulo-heptopiranozyd (167) (0.676 g, 9.0%),

[a]) +2,2° (0.94, CHCL),

HR MS/LSIMS dla [M+Na] (Ci;H3:30sNa) obl.: 557.2515; otrzym.: 557.2515.

'H NMR (CDCly): § 4.62 (d, 1 H, J,,8.2 Hz, H-1), 3.78 (dd, 1 H, J559.0, Js4 1.3 Hz, H-5), 3.71 (dd,
I H,Jus1.4,J,53,7Hz, H-4), 3.71 (dd, 1 H, J7x6 3.1, J72a:9.8 Hz, H-7A), 3.63 (t, 1 H, J:23.3 Hz, H-
3),3.63 (dd, 1 H, Js65.5 Hz, H-7B), 3.53 (dd, 1 H, H-2).

“C NMR (CDCl;): § 101.8 (C-1), 75.85, 74.88, 73.79, 72.48, 68.00 (C-2, 3, 4, 5, 6), 71.17 (C-7).
Drugim zwiazkiem otrzymanym z chromatografii byt metylo 3-O-allilo-2,4,7-tri-O-benzylo-L-glicero-
o-D-manno-heptopiranozyd (16S) (2.737 g, 36,3%).

[a]n +25°(0.9, CHCL).

HR MS/LSIMS dla [M+Na] (Cs;Hsz O;Na) obl.: 557.2515, otrzym.: 557.2509.

'H NMR (CDCls): 8 4.69 (bs, 1 H, H-1), 4.12 (t, | H, H-4), 3.76 (dd, 1 H, Js,3.1, Js4 9,3 Hz, H-3),
3.74 (dd, J..; 1.8 Hz, H-2), 3.65 (dd, 1 H, J746 7.2, J7a7s 9.5 Hz ,H-7B) 3.63 (dd, 1 H, Jss 1.0 Jsg4
9.8 Hz, H-5) 3.57 (dd, J7s6 6.0 Hz, 1 H, H-7B).

C NMR (CDCls) &: 99.39 (C-1), 79.90 (C-3), 74.46 (C-3), 74.14 (C-4), 71.06 (C-7), 70.70 (C-5),
67.92 (C-6).

Trzecim zwiazkiem byt metylo 3-O-allilo-2,4,7-tri-O-benzylo-D-glicero-o-D-manno-heptopiranozyd
(166) (0.870 g. 11.5%) nie byt to jednak zwiazek czysty analitycznie.

Metylo 3-O-allilo-2,4,6,7-tetra-O-benzylo-L-glicero-a-D-manno-heptopiranozyd (168).

Do ozigbionego do 0°C roztworu 165 (2.326 g) w dimetyloformamidzie (15 ml) dodano wodorek
sodowy (0.416 g) 1 mieszano 10 minut. Nastepnie wkroplono roztwor chlorku benzylu (1.0 ml) w
dimetyloformamidzie (5 ml), mieszano 12 godzin w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu reakcji
nadmiar wodorku rozlozono metanolem, a mieszaning reakcyjng wylano do wody z lodem i
ekstrahowano eterem dietylowym. Po wysuszeniu i odparowaniu surowy produkt chromatografowano
w ukladzie heksan : eter dietylowy 4 : 1 otrzymujac 168 (2.326 g, 86%).

[a]h +34° (1.1, CHCL).

HR-MS /LSIMS: dla [M+Na] (C1yH,;07Na) obl.: 647.2985. otrzym.: 647.2981.

'HNMR (CDCl:) 8: 4.80 (d, 1 H, J,,1.7 Hz, H-1), 4.15 (t, | H, H-4), 4.12 (dt, 1 H, Jg5 1.5 Hz, H-6),
3.84 (dd, 1 H, J7a6 6.3, J7am 9.6 Hz, H-7A), 3.79 (dd, 1 H, J3, 3.0, J;4 9.0 Hz, H-3), 3.77 (dd, 1 H,
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I 6.3, Jam 9.6 Hz, H-TA), 3.79 (dd, 1 H, Js, 3.0, Js4 9.0 Hz, H-3), 3.77 (dd, 1 H, J7 6.2 Hz, H-
7B), 3.75 (dd, 1 H, H-2), 3.73 (dd, 1 H, Js4,9.8 Hz, H-5).

3C NMR (CDCls): &: 98.97 (C-1), 80.30 (C-3), 74.97 (C-2), 74.16 (C-4), 74.12 (C-6), 71.27 (C-5),
70.15 (C-7).

Metylo 2,4,6,7-tetra-O-benzylo-L-glicero-o.-D-manno-heptopiranozyd (169).

Do roztworu 168 (2.256 g) w mieszaninie rozpuszczalnikow etanol : benzen : woda 18 : 3 : 1 dodano
1.4-diazabicyklo[2.2.2]-oktan (0.0825 g) i roztwor ogrzano do 80°C. Dodano katalizator Wilkinsona
(0.227 g), mieszaning reakcyjng ogrzewano do wrzenia przez 3 godziny. Nastepnie przesaczono przez
Celit 1 odparowano. Otrzymany olej rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikow aceton : woda
15:1, dodano tlenek rtgciowy (0.149 g) oraz chlorek rteciowy (0.187 g). Mieszano 1 godzing w
temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu reakcji odsaczono katalizatory na warstwie Celitu, przesacz
odparowano 1 rozpuszczono w eterze dietylowym. Przemyto 50% roztworem jodku potasowego, 1%
roztworem wodorosiarczynu sodowego oraz 1 % roztworem wodoroweglanu sodowego. Po
wysuszeniu, odparowaniu i chromatografii otrzymano 169 (0.373 g, 83%).

[a]p +20° (1.3, CHCL).

HR MS /LSIMS dla [M+Na]" (C3sH4ONa); obl.: 607.2672, otrzym: 607.2672.

'HNMR (CDCl:) 8: 4.87 (d, 1 H, J;5 1.3 Hz, H-1), 4.12 (dt, 1 H, Js5 1.4, Js74 6.3, Js7s 6.3 Hz, H-6),
3.99(dd, 1H, J323.7, J;4 8.9, H-3), 3.87 (t, 1 H, H-4), 3.84 (dd, 1 H, J;a78 9.6 Hz, H-7A), 3.77 (dd,
| H, H-7B), 3.73 (dd, 1 H, Js4 9.6 Hz, H-5), 3.70 (dd, 1 H, H-2).

“C NMR (CDCly): 8: 97.85 (C-1), 78.29 (C-2), 76.05 (C-4), 75.05 (C-6), 72.07 (C-3), 70.42 (C-5),
70.12 (C-7).

Pochodng acetylowa wykonano w warunkach standardowych metylo 2,4,6,7-tetra-O-benzylo-L-
glicero-a-D-manno-heptopiranozyd (169Ac).

[a]p +20° (1.8, CHC).

HR MS/LSIMS dla [M+Na]" (C3sH4,0gNa), obl.: 649.2777. otrzym.: 649.2774.

'H NMR (CDCl) 8: 5.22 (dd, 1 H, J3, 3.3, J3.4 8.7 Hz, H-3), 4.80 (d, 1 H, J,, 2.2 Hz, H-1), 4.16
(t, 1 H, J45 9.4 Hz, H-4), 4.05 (dt, 1 H, Js¢ 1.5 Hz, H-6), 3.85 (dd, 1 H, J7a6 6.3, J7a78 9.6 Hz,
H-7A), 3.85 (dd, 1 H, H-2), 3.82 (dd, 1 H, H-5), 3.77 (dd, 1 H, J;z6 6.2 Hz, H-7B).

“C NMR (CDCly): &: 98.99 (C-1), 75.74 (C-2), 74.89 (C-6), 73.86, 73.24 (C-3, 4), 71.08 (C-5),
70.03 (C-7).
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Metylo 3-0-(3,6-benzo-2-okso- 1, 3, 2-dioksafosfep-2-ylo)-2,4, 6, 7-tetra-O-benzylo-L-glicero-o-1D-
manno-heptopiranozyd (170).

Zwiazek 169 (1.05 g) rozpuszczono w dichlorometanie (20 ml), dodano tetrazol (0.379 g) i mieszano
10 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie wkroplono roztwoér 2-dimetyloamino-5,6-benzo-
[.3.2-dioksafosfepanu (0.455 g) w dichlorometanie (1 ml). Mieszano 2 godziny w temperaturze
pokojowej. Po zakonczeniu reakcji mieszaning reakcyjna ochtodzono do -60°C i dodano kwas
metachloronadbenzoesowy (0.557 g) w dichlorometanie (5 ml). Po 20 minutach reakcja byla
zakonczona (TLC heksan : octan etylu 1 :1). Dodano 20 ml octanu etylu, przemyto 1% roztworem
wodoroweglanu  sodowego 1 1% roztworem wodorosiarczynu sodowego. Po wysuszeniu i
odparowaniu chromatografowno w ukladzie heksan : octan etylu 7 : 3 otrzymujac 170 (1.01 g, 73%).
[a]n +18° (1.1, CHCL);

HR- MS/LSIMS dla [M+Na] (C44H47PONa) obl: 789.2805, otrzym.: 789.2780.

'H NMR (CDCl;) 8: 4.91 (ddd, 1 H, Jz, 3.0, Jz4 8.4, J5.» 7.1 Hz, H-3), 4.78 (dd, 1 H, J,, 2.2 Hz,
H-1), 426 (t, 1 H Js5 9.2 Hz, H-4), 4.08 (t, 1 H, H-2), 4.05 (bt, 1 H, H-6), 3.86 (dd, 1 H, J7a,
0.3, Joa7s 9.6 Hz, H-7A), 3.80 (dd, | H, Js, 1.3 Hz, H-5), 3.77 (dd, 1 H, J7546.1 Hz, H-7B).

“C NMR (CDCL): &: 99.16 (C-1), 78.86 (d, C-3), 76.82 (C-2), 75.01 (C-6), 73.89 (d, Joup 6.4 Hz, C-
4), 71.12 (C-5), 69.88 (C-7).

Metylo 3-O-fosforylo-L-glicero-a-D-manno-heptopiranozyd (171).

Zwiazek 170 (0.418 g) rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikow etanol : octan etylu 2 : 1 (10.5
ml), dodano 10% palllad na weglu (0.418 g) i wodorowano calag noc w temperaturze pokojowej.
Nastepnie katalizator odsaczono na Celicie, przesacz odparowano. Otrzymano 171 (0.157 g, 94.6%)
[a] +40° (0.5, H0).

'HNMR, "C NMR *'P NMR w tabeli 9.

Metylo 4,6-O-(p-metoksybenzylideno)-a-D-mannopiranozyd (172).

Do roztworu metylo o-D-mannopiranozydu (19.4 g) w dimetylosulfotlenku (120 ml) dodano sita
molekularne 3 A i mieszano 20 minut. Nastepnie dodano chlorek cynku (15.7 g) i kwas p-

toluenosulfonowy (2.07 g) mieszanie kontynuowano przez 6 dni. Po zakonczeniu reakcji mieszani¢
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zobojetniono 25% wodnym roztworem amoniaku (57 ml) i przesaczono przez warstwg Celitu. Po
wylaniu do wody ekstrahowano chloroformem. Warstwe organiczna wysuszono i odparowano.
Surowy produkt chromatografowano w uktadzie heksan - octan etylu 9 : 1. Otrzymano metylo
2,3:4,6-di-O-(p-metoksybenzylideno)-a-D-mannopiranozyd  (13.4 g) {[alp -8.6° (0.5, CHCL),
mieszanina exo:endo 1:1} 1 (172) (6.8 g),

[a]p +60° (1.6, CHCL).

Analiza dla C,sH»07 x 0.25 H,O (312.3) obl.: C, 56.86, H, 3.32; otrzym.: C 56.98, H 6.80.

'H NMR (200 MHz) (CDCl): inter alia, d 5.50 (s, 1 H, MeOCsH4CH), 4.69 (s, 1 H, H-1), 3.8 - 43
(m, 6 H, H-2, 3, 4, 5, 6A, 6B), 3.79 (s, 3 H, OMe), 3.37 (s, 3 H, OMe),

Metylo 2, 3-di-O-benzylo-4-O-(p-metoksybenzylo)-a-D-mannopiranozyd (175).

Zwiazek 172 (13.9 g) byt benzylowany standartowa metoda (NaH, BnBr, DMF, 0°C) otrzymano 173
(20.7 g, 95.1%).

Roztwor zwiazku 173 (9.8 g) w acetonitrylu (160 ml) mieszano z sitami molekularnymi 3 A przez 10
minut Nastgpnie ochlodzono mieszaning reakcyjna w tazni woda-l6d i dodano cyjanoborowodorek
sodowy (4.81 g). Po kilku minutach wkroplono roztwor chlorku trimetylosililowego (9.7 ml) w
acetonitrylu (20 ml). Po zakonczeniu reakcji (TLC heksan : eter dietylowy 1 : 1) przesaczono
mieszaning reakcyjna przez Celit i wylano do roztworu wodoroweglanu sodowego. Warstwe wodna
ekstrahowano dichlorometanem, suszono i odparowano. Chromatografowano w uktadzie heksan - eter
dietylowy 9 : 1.

Pierwszym zwiazkiem otrzymanym z chromatografii byt metylo 2,3-di-O-benzylo-6-O-(p-
metoksybenzylo)-a-D-mannopiranozyd (3.13 g) (174).

[a]p -6.3° (1.7 CHCL,),

'H NMR data (CDCL): inter alia, 5: 4.77 (d, 1 H, J121.7 Hz, H-1), 4.03 (t, 1 H, J43 J45 9.4 Hz, H-4).
Drugim produktem wymytym z kolumny byt zwiazek 175 (5.2 g).

[a]p +32° (1.2, CHCL).

Analiza dla C»H3407(494.6) obl.: C, 70.42; H, 6.93, otrzym: C, 70.25; H, 7.03.

'"HNMR (CDCly). inter alia, 8: 4.70 (d, 1 H, J,51.8 Hz, H-1), 4,27 (t, 1 H, J 45=J 45= 9.6 Hz, H-4),
4.04 (dd, 1 H, J;,3,1 Hz, H-3).
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Metyvlo 2,3, 7-tri-O-benzylo-4-O-(p-metoksybenzylo)-L-glicero-ai-D-manno-heptopiranozyd i metylo

2.3, 7-tri-O-benzylo-4-O-(p-metoksybenzylo)-D(L)-glicero-B-L-gulo-heptopiranozyd (176 1 177)

Do roztworu chlorku oksalilu (1.6 ml) w dichlorometanie (40 ml) ozigbionego do -60°C dodano
roztwor dimetylosulfotlenku (2.7 ml) w dichlorometanie (8 ml). Po S minutach powoli wkroplono
roztwor 175 (3.8 g) w dichlorometanie (15 ml). Mieszano 1 godzing w temperaturze -60°C, nastgpnie
wkroplono trietyloaming (11 ml) i mieszano jeszcze 5 minut w tej temperaturze. Bardzo powoli
ogrzano mieszaning reakcyjna do temperatury pokojowej, dodano wodg (79 ml) i ekstrahowano
dichlorometanem. Warstwe organiczng suszono i odparowano otrzymujac olej, ktory po dokladnym
wysuszeniu poprzez kilkakrotne odparowanie z benzenem uzyto do nastgpnej reakcji bez
dodatkowego oczyszczania.

W kolbie z mieszadtem magnetycznym umieszczono wiorki magnezowe (0.475 mg) i chlorek rtgciowy
(50 mg), dodano swiezo destylowany z nad LiAlH, tetrahydrofuran (1.0 ml). Podczas intensywnego
mieszania dodano niewielka ilos¢ czystego eteru chlorometylowo benzylowego (destylowanego
bezposrednio przed reakcja) obnizajac temperature do 0°C. Po zapoczatkowaniu reakcji wkroplono
pozostalq ilos¢ eteru chlorometylowobenzylowego (3.1 g) w tetrahydrofuranie (1.5 ml) utrzymujac
temperaturg -10° 0°C. Reakcj¢ kontynuowano w tej temperaturze przez jedna godzing. Po obnizeniu
temperatury do -30°C wkroplono roztwor metylo 2,3-di-O-benzylo-4-O-(p-metoksybenzylo)-o-D-
manno-heksodialdo-1,5-piranozydu (3.9 g) w absolutnym tetrahydrofuranie (15 ml). Mieszano w tej
temperaturze przez 2 godziny, a nastgpnie mieszaning bardzo powoli ogrzano do temperatury
pokojowej i reakcje kontynuowano jeszcze przez 12 godzin. Dodano ochtodzony do 0°C nasycony
roztwor chlorku amonowego (100 ml) i ekstrahowano eterem dietylowym. Po wysuszeniu i
odparowaniu surowy produkt chromatografowano w ukfadzie heksan : octan etylu 9 : 1 otrzymujac
mieszaning 176 1 177 (2.985 g, 61.2%).

Ponowna chromatografia w tym samym ukfadzie data jako pierwszy zwiazek metylo 2,3, 7-tri-O-
benzylo-4-O-(p-metoksybenzylo)-D(L)-glicero-B-L-gulo-heptopiranozyd (177) (1.014 g, 20.2%).

[a]i +6° (1.07, CHCI;).

HR MS /LSIMS dla [M+Na] (Cs7Hs,0gNa) obl.: 637.2777, otrzym.:637.2768.

'"H NMR (CDCL) inter alia, §: 4,67 (d, 1 H, J,28.2 Hz, H-1), 4.02 (ddd, 1 H, J58.7, J6743.1, Jo7 5.4
Hz, H-6), 3.81 (dd, 1 H, Js4 1.0 Hz, H-5), 3.97 (t, 1 H, J;43.6 Hz, H-3), 3.71-3.66 (m, 2 H, H-4, H-
7A), 3.62(dd, 1 H, Jss74 9.7 Hz, H-7B), 3.53 (dd, 1 H, J,5 2.7 Hz, H-2).
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C NMR (CDCls): 8 101.8 (C-1), 76.10, 74.81, 73.25, 72.41, 68.06 (C-2, 3, 4, 5, 6), 71.16 (C-7).
Drugim zwigzkiem otrzymanym z chromatografii byl metylo 2,3,7-tri-O-benzylo-4-O-(p-

metoksybenzylo)-L-glicero-a-D-manno-heptopiranozyd (176) (1.396 g, 28,6%).

[a]p +13° (1.2, CHCL);

HR MS/LSIMS dla [M+Na]" (C3;H420gNa) obl.: 637.2777, otrzym.: 637.2792.

'HNMR (CDCL): 8 4.62 (d, 1 H, J;,1.7 Hz, H-1), 4.09 (dt, 1 H, Js5 1.1 Hz, H-6), 4.08 (t, 1 H, J45

9.6 Hz, H-4), 3.79 (dd, 1 H, J5» 3.1 J 34 9.5 Hz, H-3), 3.70 (dd, 1 H, H-2), 3.58 (dd, 1 H, J7a6 7.3,

Jia7s 9.4 Hz, H-7A) 3.55 (dd, 1 H, H-5), 3.49 (dd, 1 H, J15¢5.9 Hz, H-7B).

“C NMR (CDCLy): &: 99.33 (C-1), 80.26 (C-3), 74.59 (C-2), 74.01 (C-4), 71.49 (C-7), 70.80 (C-5),

67.94 (C-6).

Metylo 2,3, 6, 7-tetra-O-benzylo-4-O-(p-metoksybenzylo)-L-glicero-a-D-manno-heptopiranozyd (178).

Roztwor zwiazku 176 (0.606 g) w dimetyloformamidzie (10 ml) ozigbiono do 0°C i dodano wodorek
sodowy (0.095 g). Mieszano 10 minut, a nastgpnie wkroplono roztwor chlorku benzylu (0.27 ml ) w
dimetyloformamidzie (5 ml). Reakcje kontynuowano przez 8 godzin, roztozono nadmiar wodorku
metanolem i wylano mieszaning reakcyjna do wody z lodem. Produkt ekstrahowano eterem etylowym,
po wysuszeniu odparowano. Chromatografia w ukfadzie heksan : octan etylu 9 : 1 data 178 (0.507 g,
73%).

[o]p +23° (0.53, CHCL).

HR-MS/LSIMS: dla [M+Na] (CsH430sNa), obl.: 727.3247, otrzym.: 727.3255.

"HNMR (C¢Ds) 8: 4.79 (d, 1 H, J;, 1.7 Hz, H-1), 4.62 (t, 1 H, H-4), 437 (dt, 1 H, Js75 6.4, Jo 6.4,
H-6), 4.13 (dd, 1 H, J32 3.0 J34 9.3 Hz, H-3), 4.05 (dd, 1 H, J549.7, Js61.7 Hz, H-5), 3.93-3.86 (m, 2
H, H-7A, H-7B), 3.82 (dd, 1 H, H-2).

“C NMR (CDCL): 8: 99.23 (C-1), 81.19 (C-3), 75.58 (C-2), 75.42 (C-4), 74.41 (C-6), 71.83 (C-5),
69.45 (C-7).

Metylo 2, 3,6, 7-tetra-O-benzylo-L-glicero-oi-D-manno-heptopiranozyd (179).

Do roztworu 178 (466 mg) w mieszaninie rozpuszczalnikow acetonitryl : woda (9 : 1, 10 ml) dodano
azotan amonowo cerowy (743 mg) 1 mieszano w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu reakcji

(TLC heksan : eter dietylowy 2 : 1) mieszaning rozcienczono dichlorometanem (15 ml) i wylano do
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nasyconego roztworu wodoroweglanu sodowego (30 ml). Warstwe organiczng wysuszono i
odparowano, a surowy produkt chromatografowano w ukladzie heksan-eter dietylowy 3 : I.
Otrzymano 179 (336 mg, 87%).

[o]ny -5.1° (1.84, CHCL,).

HR-MS /LSIMS dla [M+Na]" (C3s H40O7Na), obl.: 607.2672, otrzym.: 607.2672.

'HNMR (CDCly) 8: 4.81 (d, 1 H, J,5 1.5 Hz, H-1), 4.25 (t, 1 H, H-4), 4.05 (dt, 1 H, J552.0, Js7a=Js.m
=63 Hz, H-6). 3.78 (dd, 1 H, J;am 9.7 Hz, H-7A), 3.77 (dd, 1 H, H-2), 3.73 (dd, 1 H, H-7B), 3.69
(dd, 1 H, Js49.6 Hz, H-5),3.67 (dd, 1 H, J:,3.1, J:4 9.6 Hz, H-3).

“C NMR (CDCL): 8: 99.15 (C-1), 79.94 (C-3), 70.01 (C-2), 73.75 (C-6), 71.35 (C-5), 69.65 (C-7),
66.17 (C-4).

Pochodng acetylowa wykonano w warunkach sandardowych 179 Ac.

[a]p +16° (1.3 CHCI;).

HR MS/LSIMS dla [M+Na] (CisHz,03Na), obl: 649.2777, otrzym.: 649.2780.

'HNMR (CDCLy) &: 5.73 (t, 1 H, H-4), 4.80 (d, 1 H, J,2 1.9 Hz, H-1), 3.83 (dd, 1 H, H-5), 3.80 (dd,
I H, J:49.3, J:,3.0 Hz, H-3), 3.76 (dd, 1 H, H-7A), 3.77 (dd, 1 H, H-2), 3.74 (dd, 1 H, J 5.8, Jm7a
9.3 Hz, H-7B), 3.67 (dt, 1 H, Jss 1.5, Jo71 6.7 Hz, H-0).

“C NMR (CDCLy): 8: 99.27 (C-1), 77.75 (C-3), 74.99 (C-2), 73.72 (C-6), 69.38 (C-5), 69.33 (C-7),
67.82 (C-4).

Metylo 4-0~(3, 6-benzo-2-okso- 1, 3, 2-dioksafosfep-2-ylo)-2, 3,6, 7-tetra-O-benzylo-L-glicero-o-DD-
manno-heptopiranozyd (180).

Do roztworu zwiazku 179 (0.289 g) w dichlorometanie (5 ml), dodano tetrazol (0.105 g) i mieszano w
temperaturze pokojowej przez 10 minut. Nastepnie wkroplono roztwor 2-dimetyloamino-5,6-benzo-
1,3,2-dioksafosfepanu (0.125 g) w dichlorometanie (1 ml), mieszano dwie godziny. Po zakonczeniu
reakcji (TLC toluen : aceton 9 :1) ochtodzono mieszaning reakcyjna do -60°C oraz dodano roztwor
kwasu metachloronadbenzoesowego (0.153 g) w dichlorometanie (1 ml). Po 15 minutach zakonczono
reakcje, dodano octan etylu (20 ml) i przemyto 1% roztworem wodoroweglanu sodowego i 1%
roztworem wodorosiarczynu sodowego. Po wysuszeniu i odparowaniu surowy produkt
chromatografowano w ukfadzie heksan : octan etylu 4 : 1. Otrzymano 180 (0.334 g, 88%)

[a]y +11° (1.0, CHCL).
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HR MS/LSIMS dla [M+Na]" (C4sH470,0PNa) obl: 789.2805, otrzym: 789.2788.

'"H NMR (CDCl;) 8:5.23 (q, 1 H, Jusp 9.6 Hz, H-4), 4.82 (bs, 1 H, H-1), 4.22 (bt, 1 H, Js5 1.0 Hz, H-
6), 4.00 (dd, 1 H, J32 3.0, J34 9.3 Hz, H-3), 3.96 (dd, 1 H, Js4 9.7 Hz, H-5), 3.81 (dd, 1 H, J,; 2.3 Hz,
H-2), 3.77 (dd, 1 H, Jsp6 7.3, J1a789.4 Hz, H-7A), 3.74 (dd, 1 H, J;z6 5.6 Hz, H-7B).

C NMR (CDCly), &: 98.93 (C-1), 78.35 (C-3), 74.35 (C-2), 74.27 (d, Jcup 6.3 Hz, C-4), 73.84 (C-
6), 70.30 (d, Jep 5.5 Hz, C-5), 69.02 (C-7).

Metylo 4-O-fosforylo-L-glicero-oi-D-manno-heptopiranozyd (181).

Zwiazek 180 (0.294 g) rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikow etanol :octan etylu 2 :1 (9 ml),
dodano 10% pallad na weglu (0.294 g) i wodorowano cata noc w temperaturze pokojowej. Po
zakonczeniu reakcji mieszaning przsaczono przez warstwe Celitu, przesacz odparowano i otrzymano
181 (0.115 g, 99%) w postaci biatej pianki.

[a]p +60° (0.22, H,0).

'HNMR, “C NMR, *' P NMR w tabeli 9.

Metylo 2,3,4,7-tetra-O-benzylo-D i L-glicero-a-D-manno-heptopiranozyd, metylo 2,3,4,7-tetra-O-
benzylo-D(L)-glicero-B-L-gulo-heptopiranozyd (183, 184, 18S).

Roztwor chlorku oksalilu (2 ml) w dichlorometanie (30 ml) ochtodzono do -50° -60°C i wkroplono
roztwor dimetylosulfotlenku (3.4 ml) w dichlorometanie (10 ml). Po 5 minutach bardzo powoli
wkroplono roztwor 182'% (4.6 g) w dichlorometanie (20 ml). Reakcje kontynuowano w -60°C przez
1 godzing. Wkroplono trietyloaming (14 ml) i mieszano jeszcze 5 minut w tej temperaturze -60°C.
Nastgpnie bardzo powoli ogrzano mieszaning reakcyjng do temperatury pokojowej, dodano wodeg (100
ml) i ekstrahowano dichlorometanem. Warstwe organiczng wysuszono i odparowano otrzymujac olej
(4.6 g), ktory po dokladnym wysuszeniu poprzez kilkakrotne odparowanie z benzenem uzyto do
dalszych reakcji bez dodatkowego oczyszczania.

W kolbie z mieszadlem magnetycznym umieszczono wiorki magnezowe (0.958 g) i chlorek rtgciowy
(50 mg), dodano swiezo destylowany z nad LiAIH, tetrahydrofuran (1.5 ml). Podczas intensywnego
mieszania dodano niewielka ilos¢ czystego eteru chlorometylowobenzylowego (destylowanego
bezposrednio przed reakcja) obnizajac temperature do 0°C. Po zapoczatkowaniu reakcji wkroplono

pozostala ilos¢ eteru chlorometylowobenzylowego (6.3 ml) w tetrahydrofuranie (4 ml) utrzymujac
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-emperature -10 - 0°C. Reakcje kontynuowano w tej temperaturze przez jedna godzing. Po obnizeniu
-empetatury do -30°C wkroplono roztwér metylo 2.3 .4-tri-O-benzylo-o-D-manno-heksodialdo-1,5-
viranozydu (4,6 g) w absolutnym tetrahydrofuranie (14 ml). Mieszano w tej temperaturze przez 2
godziny, a nastgpnie mieszaning bardzo powoli ogrzano do temperatury pokojowej i1 reakcjg
contynuowano jeszcze przez 12 godzin. Dodano ochlodzony do 0°C wodny roztwor chlorku
amonowego (100 ml) i ekstrahowano eterem dietylowym. Po wysuszeniu, 1 odparowaniu surowy
produkt chromatografowano w ukladzie heksan : octan etylu 4 : 1. Otrzymano mieszaning¢ 183, 184,
185, (4.768 g, 80.9%).

Ponowna chromatografia w tym samym ukladzie data jako pierwszy zwiazek metylo 2,3,4,7-tetra-O-
henzylo-D(L)-glicero-B-L-gulo-heptopiranozyd (185) (0.893 g,, 15.2%),

[a] +0,0° (1.3 CHCL);

HR MS (LSIMS) dla [M+Na] (CzsHsONa), obl.: 607.2672, otrzym.: 607, 2694.

'H NMR (CDCLy): inter alia, 8 4,68 (d, 1 H, J,» 8.2 Hz, H-1), 4,04 (ddd, 1 H, Js743.1, J6.78 5.3, Js.:
9.0 Hz, H-6), 3.82 (dd, 1 H, H-5) 3.65 (dd .1 H, J;47 9.5 Hz, H-7B).

“C NMR (CDCl): 8 101.9 (C-1), 76.07, 74.84, 73.69, 72.43, 68.03 (C-2, 3, 4, 5, 6), 71.12 (C-7)
Drugim zwiazkiem otrzymanym z chromatografii byt metylo 2,3,4,7-tetra-O-benzylo-L-glicero-o-D-
manno-heptopiranozyd 183 (2.397 g, 40,7%).

[ot] +18° (1.0, CHCL).

HR MS/LSIMS dla [M + Na] (CssHO7Na), obl.: 607.2672; otrzym.: 607.2672.

'H NMR (CDCLy): 8: 4.70 (d, 1 H, H-1), 4.17 (dt, 1 H, H-6), 4.17 (t, 1 H, J45 9.6 Hz, H-4), 3.88 (dd.
I H,J:23.1,J:49.4 Hz, H-3), 3.77 (dd, J,1, 1.9 Hz, 1 H, H-2), 3.56 (dd, 1 H, J7a67.2, J7a7 9.5 Hz, H-
7A), 3.65 (bd, 1 H, H-5), 3.57 (dd, 1 H, J;3,6.0 Hz, H-7B)

C NMR (CDCL) &: 99.34 (C-1), 80.23 (C-3), 74.51 (C-2), 74.23 (C-4), 71.47 (C-7), 70.76 (C-5),
67.93 (C-6).

Pochodna acetylowa tego zwiazku otrzymano w warunkach standartowych 183Ac.

Metylo 6-O-acetylo-2, 3,4, 7-tetra-O-benzylo-1-glicero-o-D-manno-heptopiranozyd (183Ac).

[a]n -20.5° (1.4, CHCI,)

HR MS/LSIMS dla [M + Na]  (C33sH4,03Na), obl.: 649.2777; otrzym.: 649.2774.

'"H NMR (CsDg) 8: 6.03 (dt, 1 H, Js5 1.5, Jo7 7.1 Hz, H-6), 4.72 (d, 1 H, J;, 1.7 Hz, H-1), 4.23 (t, |
H, Ji5 9.5 Hz, H-4), 4.08 (dd, 1 H, H-5), 4.07 (dd, 1 H, J:4 9.6, J:, 3.1 Hz, H-3), 3.83 (dd, 1 H, Js7.
6.8, J7am 6.4 Hz, H-7A), 3.80 (dd, 1 H, H-7B), 3.78 (dd, 1 H, H-2).
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“C NMR (CDCls) &: 98.91 (C-1), 80.48 (C-3), 73.09 (C-2), 73.77 (C-4), 69.43 (C-5), 68.80 (C-6),
67.83 (C-7).

Trzecim zwiazkiem otrzymanym z chromatografii byt metylo 2,3,4,7-tetra-O-benzylo-D-glicero-o.-D-
manno-heptopiranozyd (184) (0.971 g, 16.5%), zostal on scharakteryzowany w postaci pochodnej
acetylowej 184Ac.

Metylo 6-O-acetylo-2, 3,4, 7-tetra-O-benzylo-D-glicero-o-D-manno-heptopiranozyd (184Ac).

+34° (1,0 CHCI,).

HR MS/LSIMS dla [M + Na]" (CasH4,0sNa), obl.: 649.2777; otrzym. 649.2774.

'H NMR (CDCl): inter alia, 5: 4.71 (bs, 1 H, H-1), 5.56 (ddd, 1 H, Js52.0, Js7a 4.6 Hz, H-6) 3.98
(t, 1 H, H-4), 3.86 (dd, 1 H, J349.0, J:,3.0 Hz, H-3), 3.80 (dd, 1 H, J549.9 Hz, H-5), 3.76 (dd, 1 H,
J2a7810.7 Hz, H-7A), 3.74 (dd, 1 H, H-2), 3.68 (dd, 1 H, J;s67.2 Hz, H-7B).

“C NMR (CDCly): &: 98.69 (C-1),80.22 (C-3), 74.74, 74.66, 71.76, 71.67, (C-2, 4, 5, 6), 68.18 (C-
7.

Metylo 6-0-(5, 6-benzo-2-okso- 1, 3, 2-dioksafosfep-2-ylo)-2, 3,4, 7-tetra-O-benzylo-L-glicero-o-D-
manno-.heptopiranozyd (186).

Do roztworu zwiazku 183 (1.0 g) w dichlorometanie (7 ml) dodano tetrazol (0.361 g) i mieszano
przez 10 minut w temperaturze pokojowej, nastepnie wkroplono roztwor 2-dimetyloamino-5,6-benzo-
1,3,2-dioksafosfepanu (0.433 g) w dichlorometanie (1 ml.). Po zakonczeniu reakcji (TLC heksan : eter
dietylowy 1 : 1) ochlodzono mieszaning reakcyjna do -60°C i dodano kwas
metachloronadbenzoesowy (0.531 g) rozpuszczony w dichlorometanie (2 ml). Po 15 minutach
mieszaning reakcyjng rozcienczono octanem etylu (40 ml), przemyto 1% roztworem wodoroweglanu
sodowego 1 1% roztworem wodorosiarczynu sodowego. Po wysuszeniu, odparowaniu i
chromatografii w ukladzie heksan : octan etylu 1 : 1 otrzymano 186 (1.116 g, 85%)).

[o]p -3.5° (1.14, CHCL),

HR MS /LSIMS dla [M+Na]" (C4sH47010PNa) obl.:789.2805, otrzym.: 789.2795.

"H NMR (C¢Ds) 8: 5.77 (q, 1 H, Jop 7.8 Hz, H-6), 4.75 (d, 1 H, J;5 1.7 Hz, H-1), 4.56 (t, 1 H, J,5
10.0 Hz, H-4) 4.12 (dd, 1 H, J34 9.2, J35 3.0 Hz, H-3), 4.07 (dd, 1 H, J7a6 6.9, J7a7s 9.7 Hz, H-7A),
4.03 (bt, I H, H-5), 5.83 (dd, 1 H, Jss¢ 7.2 Hz, H-7B), 3.77 (dd, 1 H, H-2).
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“C NMR (CDCl;): &: 98.93 (C-1), 80.68 (C-3), 74.91 (C-4), 74.60 (d, Jesp 5.6 Hz, C-6), 73.81 (C-
2), ()9.90 (d, J(‘-slp 56 HZ, C-S), 6874 (d, J('_7.p 17 HZ, C-7)

Metylo 6-O-fosforylo-L-glicero-o-D-manno-heptopiranozyd (187)

Zwiazek 186 (0.467 g) rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikow etanol : octan etylu, dodano
10% palllad na weglu (0.467 g) i wodorowano cata noc w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu
reakcji mieszaning przesaczono przez warstwe Celitu i odparowano. Otrzymano 187 (0.180 g, 97%) w
postaci biatej pianki.

[a]n +49.5° (0.5, H,0).

'HNMR, “C NMR, *'P NMR w tabeli 9.

Metylo 7-O-allilo-2, 3,4-tri-O-benzylo D i L-glicero-o-D-manno-heptopiranozyd i metylo-7-O-allilo-
2,3.4-tri-O-benzylo-D(L)-glicero-B-L-gulo-heptopiranozyd (188, 189, 190).

Roztwor chlorku oksalilu (1.8 ml) w dichlorometanie (22 ml) ochtodzono do -50° , -60°C i wkroplono
roztwor dimetylosulfotlenku (3.0 ml) w dichlorometanie (9.0 ml). Po 5 minutach bardzo powoli

wkroplono roztwor 182'%

(4.1 g) w dichlorometanie (20 ml). Reakcje¢ kontynuowano w temperaturze
-60°C przez 1 godzing. Wkroplono trietyloaming (12.4 ml) i mieszano jeszcze 5 minut w tej
temperaturze. Nastgpnie bardzo powoli ogrzano mieszaning reakcyjna do temperatury pokojowej,
dodano wode¢ (88 ml) i1 ekstrahowano dichlorometanem. Warstwe organiczng wysuszono i
odparowano otrzymujac olej (4.1 g), ktory po dokladnym wysuszeniu poprzez kilkakrotne
odparowanie z benzenem uzyto do nastepnej reakcji bez dodatkowego oczyszczania.

W kolbie z mieszadtem magnetycznym umieszczono wiorki magnezowe (0.848 g) i chlorek rteciowy
(58 mg), dodano swiezo destylowany z nad LiAlH, tetrahydrofuran (1.5 ml). Podczas intensywnego
mieszania dodano niewielka iloS¢ czystego eteru chlorometylowoallilowego (destylowanego
bezposrednio przed reakcja) obnizajac temperatur¢ do -10°C. Po zapoczatkowaniu reakcji wkroplono
pozostala ilos¢ eteru chlorometylowoallilowego (3.8 g) w tetrahydrofuranie (2 ml) utrzymujac
temperatur¢ -18 - -20°C. Reakcje kontynuowano w tej temperaturze przez jedna godzing. Po
obnizeniu tempetatury do -30°C wkroplono roztwor metylo 2,3,4-tri-O-benzylo-ai-D-manno-
heksodialdo-1,5-piranozydu (4.1 g) w absolutnym tetrahydrofuranie (15 ml). Mieszano w tej

temperaturze przez 2 godziny, a nastgpnie mieszaning bardzo powoli ogrzano do temperatury
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pokojowej i reakcje kontynuowano jeszcze przez 12 godzin. Dodano ochfodzony do 0°C wodny
roztwor chlorku amonowego (200 ml) i ekstrahowano eterem etylowym. Po wysuszeniu 1
odparowaniu surowy produkt chromatografowano w ukfadzie heksan : octan etylu 7 :3. Otrzymano
mieszaning produktow: 188, 189, 190, (3.776 g, 80%).

Ponowna chromatografia w tym samm ukladzie data:

Metylo-7-O-allilo-2, 3, 4-tri-O-benzylo-D(L)-glicero-B-L-gulo-heptopiranozyd (190) (0.651g, 13,8%)

[a]p +3,2° (1.3, CHCL).

HR MS/LSIMS dla [M+Na]" (C3;H3307Na) obl.: 557.2515, otrzym.: 557.2520.

'"H NMR (CDCl): inter alia, 8: 4.70 (d, 1 H, J,>8.1 Hz, H-1), 3.80 (dd, 1 H, Js59.0, Js4 0.9 Hz, H-
5),3.71 (t, 1 H, J 343.8 Hz, H-3), 3.70 (dd, 1 H, H-4), 3.66 (dd, | H, J7a63.1, J7a78 9.7 Hz, H-7A),
3.57 (dd, 1 H, Jss65.7 Hz, H-7B), 3.56 (dd, 1 H, J,32.7 Hz, H-2).

“C NMR (CDCl3) &: 101.9 (C-1), 76.10, 74.88, 73.76, 72.56, 67.94 (C-2, 3, 4, 5, 6), 71.10 (C-7),
Drugim produktem otrzymanym z chromatografii byt metylo 7-O-allilo-2, 3,4-tri-O-benzylo-L-glicero-
o-D-manno-heptopiranozyd (188) (1.628 g, 34,5%).

[a]p +21,3° (1.0 CHCL).

HR MS/LSIMS dla [M+Na]" (C3;H3307Na), obl.: 557.2515, otrzym.: 557.2509.

'H NMR (CDCly): 8 4.71 (bs, 1 H, H-1), 4.17 (t, 1 H, H-4), 4.14 (bt, 1 H, H-6), 3.88 (dd, 1 H, Js
3.1,J549.5 Hz, H-3), 3.78 (dd, 1 H, J,; 1.9 Hz, H-2), 3.64 (dd, 1 H, Js5 1.0 J549.8 Hz, H-5), 3.60
(dd, 1 H, J7467.3, J7a9.5 Hz, H-7A), 3.52 (dd, 1 H, J7346.0 Hz, H-7B).

C NMR (CDCL) §: 99.33 (C-1), 80.24 (C-3), 74.56 (C-2), 74.21 (C-4), 71.32 (C-7), 70.70 (C-5),
67.87 (C-6).

Trzecim zwiazkiem otrzymanym z chromatografii byta pochodna D-glicero-D-manno heptozy (189)
(0.981 g, 20.8%). Zwiazek ten zostat scharakteryzowany w postaci pochodnej 6-O-acetylowe;.
Metylo 6-O-acetylo-7-O-allilo-2, 3, 4-tri-O-benzylo-D-glicero-oi-D-manno-heptopiranozyd (189Ac)

[a]b © (1,0 CHCLy)

HR MS/LSIMS dla [M+Na]" (CssH4OgNa), obl.: 559.2621, otrzym.: 559.2620.

'H NMR (CDCL), 8: 5.50 (ddd, 1 H, J 552.1, Js714.8, Js.756.9 Hz, H-6), 4.72 (bs, 1 H, H-1), 3.99 (t,
I H, H-4), 3.87 (dd, 1 H, J:23.1, J34 9.1 Hz, H-3), 3.79 (dd, 1 H, J549.9 Hz, H-5), 3.75 (dd, 1 H, J»;,
1.8 Hz, H-2), 3.74 (dd, 1 H, J;a7 10.7 Hz, H-7A), 3.64 (dd, 1 H, H-7B).

“C NMR (CDCl) 8: 99.06 (C-1), 80.64 (C-3), 75.14, 75.06 (C-2, 4), 72.12, 72.04 (C-5,6), 68.34 (C-
7)
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Metylo 7-O-allilo-2, 3,4, 6-tetra-O-benzylo-L-glicero-a.-D-manno-heptopiranozyd (191)

Do ozigbionego do 0°C roztworu 188 (2.168 g) w dimetyloformamidzie (10 ml) dodano
wodorek sodowy (0.389 g). Mieszano 10 minut i dodano roztwor chlorku benzylu (1.0 ml) w
dimetyloformamidzie (1 ml). Po 4 godzinach mieszania, nadmiar wodorku roztozono metanolem i
mieszaning wylano do wody z lodem. Produkt ekstrahowano eterem dietylowym, suszono i zatgzono.
Po chromatografii w uktadzie heksan : octan etylu 95 : S otrzymano 191 (2.459 g, 97%)

(o] +38° (1.4, CHCL);

HR MS/LSIMS dla [M+Na] (CioH4s07Na), obl: 647.2985, otrzym.: 647.2981.

'H NMR (CDCl;) 6: 4.83 (d, 1 H, J;, 1.7 Hz, H-1), 420 (t, 1 H, H-4), 4.09 (t, 1 H, Js5 1.5 Hz, H-6),
3.90 (dd, 1 H, Jz:2 3.1, J34 9.2 Hz, H-3), 3.79 (dd, 1 H, J7a6 6.2, J7as 9.7 Hz, H-7A), 3.79 (dd, 1 H,
H-2),3.74 (dd, 1 H, Js4 9.8, H-5), 3.72 (dd, 1 H, Js 6.4 Hz, H-7B).

“C NMR (CDCls):8: 98.95 (C-1), 80.64 (C-3), 74.92, 74.27, 74.19 (C-2, 4, 6), 71.20 (C-5), 69.88
(C-7)

Metylo 2,3,4,6-tetra-0-benzylo-L-glicero-o-D-manno-heptopiranozyd (68),
Do roztworu 191 (2.46 g) w mieszaninie rozpuszczalnikow etanol (36 ml), benzen (6 ml) i

temperaturze dodano katalizator Wilkinsona (0.246 g). Mieszaning ogrzewano do wrzenia przez 5
godzin. Nastgpnie odsaczono katalizatory na Celicie, a przesacz odparowano. Otrzymano brazowy
olej, ktory rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikow aceton : woda 15 : 1 (15 ml). Do roztworu
dodano tlenek rteciowy (0.897 g) i chlorek rteciowy (1.123 g). Mieszano 0.5 godziny w temperaturze
pokojowej, katalizatory odsaczono na Celicie, a przesacz odparowano. Produkt rozpuszczono w
eterze dietylowym 1 przemyto 50% roztworem jodku potasowego, 1% roztworem wodorosiarczynu
sodowego, 1% roztworem wodoroweglanu sodowego, suszono i zatezono. Surowy produkt
chromatografowano w uktadzie ligroina : eter dietylowy 4 : 1. Otrzymano 191 (1.756 g, 76.2%).

[a] +38° (1.0 CHCLy); lit."** [o]p +37.8° (1.1, CHCl).

'H NMR (CDCls) 8: 4.81 (d, 1 H, J;, 1.9 Hz, H-1), 4.20 (t, | H, Js4=J5 9.4 Hz H-4), 3.95-3.86 (m,
4 H, H-3,6,7A, 7B), 3.80 (dd, 1 H, J,52.9 Hz, H-2), 3.78 (dd, 1 H, Js¢ 1.4, J549.7 Hz, H-S).

“C NMR (CDCl;), 8: 99.12 (C-1), 80.34 (C-3), 75.83, 74.80, 74.23 (C-2, 4, 6), 73.09 (C-5), 69.52
(C-7).

-137-

http://www.rcin.org.pl



(zes¢ doswiadczalna

Pochodna acetylowa otrzymano w warunkach standartowych metylo 7-O-acetylo-2,3,4,6-tetra-O-
benzylo-L-glicero-a-D-manno-heptopiranozyd (68Ac).

[a]p +32° (1.6, CHCL);

'H NMR (CDCl) 8: 4.83 (d, 1 H, J;, 1.5 Hz, H-1), 4.51 (dd, J7a6 6.2, J7a7s 11.6 Hz, H-7A), 4.27
(dd, 1 H, Jms6 6.9 Hz, H-7B), 4.18 (t, J45 9.5, J139.4 Hz, H-4), 4.09 (ddd, 1 H, Jss 1.3 Hz, H-6), 3.90
(dd, 1 H, J:49.2, J3, 3.0 Hz, H-3), 3.80 (dd, 1 H, H-2),3.70 (dd, 1 H, Js6 1.3, Js4 9.7 Hz, H-5).

“C NMR (CDCly): &: 99.05 (C-1), 80.54 (C-3), 74.15, 73.98, 73.83 (C-2, 4, 6), 70.99 (C-5), 62.87
(C-7).

Metylo 7-O-(5,6-benzo-2-okso- 1, 3, 2-dioksafosfep-2-ylo)-2, 3,4, 6-tetra-O-benzylo-L-glicero-o.-
D-manno-heptopiranozyd (192).

Do roztworu 68 (0.859 g) w absolutnym dichlorometanie (8 ml) dodano tetrazol (0.310 g) i mieszano
10 minut w temperaturze pokojowej. Nastgpnie wkroplono roztwor 2-dimetyloamino-5,6-benzo-
1,3,2-dioksafosfepanu (0.372 g) w dichlorometanie (1 ml) i mieszano 2 godziny w temperaturze
pokojowej. Po zakonczeniu reakcji (TLC heksan-eter dietylowy 1:1) ochfodzono mieszaning reakcyjna
do -60°C 1 dodano kwas metachloronadbenzoesowy (0.456 g) w dichlorometanie (5 ml). Po 15
minutach mieszaning reakcyjna rozcieficzono octanem etylu (40 ml) przemyto 1 % roztworem
wodoroweglanu  sodowego i1 1% roztworem wodorosiarczynu sodowego. Po wysuszeniu,
odparowaniu 1 chromatografii otrzymano 192 (0.992 g, 88 %).

[a]n +16° (0.91, CHCL).

HR- MS /LSIMS dla [M+Na]" (C4;H470,0PNa), obl.: 789.2805. otrzym.: 789.2788.

"H NMR (CDCls) &: 4.82 (d, 1 H, J;, 1.8 Hz, H-1), 4.50 (ddd, 1 H, J14p6.5, J7a7s 10.5, J756 6.6 Hz,
H-7A), 4.39 (ddd, 1 H, J7sp 6.6, J7ss 7.8 Hz, H-7B), 4.17 (pt, 1 H, H-6), 4.17 (t, 1 H, H-4), 3.91 (dd,
1 H, J:492, J3,3.0 Hz, H-3), 3.79 (dd, 1 H, H-2), 3.73 (dd, 1 H, Js¢ 1.3, J54 9.7 Hz, H-5),

“C NMR (CDCL): & 99.11 (C-1), 80.48 (d, Jop 7.6 Hz, C-6), 74.15, 73.90 (C-2, 4), 70.70 (C-5),
66.40 (d, Jop 5.7, C-7).
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Metylo 7-O-fosforylo-L-glicero-o.-D-manno-heptopiranozyd.(193) .

Do roztworu 192 (0.459 g), w mieszaninie rozpuszczalnikow etanol : octan etylu 7 : 3 dodano 10%
pallad na weglu (0.459 g), i wodorowano przez cala noc. Po zakonczeniu reakcji mieszaning reakcyjna
przesaczono przez Celit 1 odparowano. Otrzymano 193 (0.188 g, 98.9%).

[a]n +32° (0.8, Hy0).

'HNMR, “C NMR, *'P NMR w tabeli 9.

-139-

http://www.rcin.org.pl



Tabela 8

Dane NMR dla monofosforanow L-glicero-D-manno-heptopiranozy *

Przesuni¢cia chemiczne (3)

Fosforan
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-7a H-Tb
G-I C-2 C-3 C4 C-5 Cc-6 c7
2-P 3-P 4-P 6-P 7-P
o Hep 2P (151) 5.26 428 3.80 3.90 3.73 4.02 3.64 3.64
9447° 7483  71.73 68.04 72.50 69.92 64.23
3.34
B Hep 2P. (151) 491 438 3.62 3.83 3.32 3.99 3.68 3.68
9574 7535 7441 67.50 76.00 69.89 64.03
4.99
a-Hep3P (142) 5.17 408 426 3.97 3.81 4.04 3.69 3.69
95217 71.40 7543 6726 72.29 70.14 64.25
2.95
B-Hep 3P (142) 491 408 408 3.92 3.39 4.04 3.73 3.73
95.06"  71.82 77.78 66.94 75.73 70.05 63.98
3.11
a-Hep 4P (131) 5.15 3.92 3.97 425 3.79 4.12 3.66 3.66
93.13'  71.88 71.88 7074 7168  69.64 63.76
4.60
B-Hep 4P (131) 4.86 3.93 3.82 420 3.38 4.07 3.70 3.70
9528™  71.47 74.56 70.40"  75.65°  69.54 63.50
479
a-Hep 6P (119) 5.16 3.90 3.86 3.92 3.84 4.40 3.66 3.66
9569°  71.04% 7245 6716 7422 7263  63.18
5.04
B-Hep 6P (119) 485 3.93 3.67 3.89 3.37 435 3.74 3.74
95.56' 71919  73.55 66.87 7623 W 87
5.14
o-Hep 7P (115) 5.17 3.91 3.84 18 3.92 4.16 3.88 3.88
95.50%  71.89°  71.82° 6744 72.42 68.99  66.66
3.13
B-Hep 7P (115) 4.89 3.94 3.65 3.79 3.38 4.12 3.88 3.88
9515  71.73* 7450 67.13 75.63 6891  66.69%
3.05

a. Probki posiadaly nastgpujace pD: Hep 2P (151): 6.6 Hep 3P (142): 6.5; Hep 4P (131): 7.0, Hep 6P (119): 7.0;

(115): 6.6. W pomiarach *'P NMR probki zawicraly 2 M EDTA.

b. Joaya 173.8Hz. Joyp 2.8 Hz..C. Jeap 3.9 Hz. d. Joy 5 163.2 Hz €. Joap 3.2 Hz f. Jey gy 1712 Hz. g. Jo3p 2.1 H
1.1 160.5 Hz. 1. J(,,‘-I,H-] 169.8 HZ_] Nie przypisanejednoznacznie: k. J(_~_1_P 53Hz. 1. JQ.;pG() Hz. m. J(‘-I,I]-l 160.6 H
ap 40 Hz 0Jcs p 6.6 Hz. p. Jo 10 171.2 Hz. q.X.y przypisania moga by¢ zamienione. r. Josp 5.3 Hz. s. Josp 5.3 F
1 H-1 161.0 Hz. u. J(V‘.ip 53Hz v. J(‘_(.‘p_ 5.3Hz w. J 1. H-1 171.2 Hz. z. J@_:y 5.3 Hz. aa. J(j.]v}{_] 160.6 Hz. ab. J(i‘_f"])_ 53
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TABELA Y
Dane NMR dla monofosforanéw metylo L-glicero-a-D-manno-heptopiranozydu i ich soli sodowych

ab

Przesunigcia chemiczne (3)

Fosforan
H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-7a H-7b
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
2-P 3-P 4-P 6-P 7-P
2P (161HH’ 4.984 4.370 3.854 3.895 3.598 4.063 3.745 3.745

10048 7440  7120°  67.10 72.00 69.53 63.73
c 1007 74100 71395 6726 72.06 69.56 63.76
0.81

Na' 4952 4339 3.811 3.920 3.595 4.065 3.750 3.750
100.12  75.17" 70.828 66.84 71.97 69.47 63.66

1.99
3P(171) H 4.799 4.143 4.308 3.985 3.641 4.074 3.995 3.995
101.01  69.75 73.63" 66.18' 71.31 69.72 63.21

0.66

Na 4840 4.102 4219 4.019 3.641 4.094 3.774 3.774
10092 69.82 77.36" 65.83' 71.82 69.01 63.65

4.20
4P (181) H’ 4782  3.968 3.943 4.386 3.704 4.082 3.754 3.754
101.49  70.52 71.18 71.53"  71.00" 69.25 63.29

1.41

Na" 4830  3.968 3.972 4317 3.673 4.169 3.766 3.766
101.56  70.72 71.05° 72.39 70.82" 69.23 63.28

3.65
oP (187) H’ 4773 3.935 3.783 3.870 3.731 4.581 3.808 3.896
102.05 70.79 71.04 66.64 71.94" 72.91° 6231

1.44

Na' 4826  3.946 3.852 3.989 3.712 4.524 3911 3.786
101.99  70.64 71.30 66.71 71.17 74.49" 61.55
4.03

7P (193) H 4.780 3.928 3.771 3.868 3.628 4216 4.059 4.059
101.80  70.79 71.67 66.85 71.51 68.49%  66.57
1.04

Na' 4797  3.945 3.791 3.889 3.647 4.220 3.989 3.989
101.80  70.75 71.61 66.73 71.28 68.00" 67.17
2.50
a. Sygnaly grupy OCH; wystepowaly przy & 3.38-3.42 (‘H) i 54.98-55.69 (**C). b. Probki posiadaly nastepujace pH: 2P (161):
1.3:s01 Na' 5.3, 3P (171): 1.5: Na' s61 6.6. 4P (181): 1.4; Na" s61 6.0, 6P (187): 1.2; Na" s6l 5.9, 7P (193): 1.3: Na' sdl:
6.0. c. prébka po hydrolizie w warunkach C. d. Joop 5.1 Hz: € Je3p 5.4 Hz: f. Joop 3.7 Hz, g. Joap 44 Hz h. Jo3p 5.5
Hz: i. J 4P, 58 H7._| Jc.g_‘p_ 2.2Hz k. J 3P, 33Hz 1L J(j_.;_p 1.9 Hz; m. J( 4P 5.6 Hz; n. Jc.5'pv 6.4 Hz; o. J(‘.\z‘pv 43 Hz; p. Jo.
sp 0.1 Hz: 1. Josp 5.7 Hz, s. Josp 5.3 Hz: t Jesp 42 Hzow. Joop 4.0 Hz: W. Josp, 8.5 Hz: v. Joap 4.7 Hz: X. Joop 7.6 Hz:
v. Joeop 4.1 Hz
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