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ABSTRACT

Condensation of 2-amino-2-deoxy-D-galactopyranose with p-glucuronic acid
or p-mannurono-6,3-lactone gave, after 1on-exchange chromatography, the 2-deoxy-
2-(D-glycofuranosylurono-6,3-lactone)amino-p-galactose derivatives 1 or 2, respec-
tively, characterized as crystalline hexaacetates

ZUSAMMENFASSUNG

2-Amino-2-desoxy-D-galaktopyranose reagiert mut D-Glucuronsiure oder
D-Mannurono-6,3-lacton und fuhrt zu den entsprechenden 2-Desoxy-2-(p-glyko-
furanosylurono-6,3-lacton)amino-D-galactopyranosen 1 und 2, die durch Ionen-
austauscherchromatographie 1n reiner Form isoliert wurden Mit Pynidin—Acetan-
hydrid wurden kristalline Hexa-acetate erhalten

EINLEITUNG

2-Desoxy-2-(glykosyl)amino-aldosen sind bisher kaum bekannt Uber den
ersten Vertreter dieser Stoffklasse berichteten Stacey und Mitarbeiter in emer
Kurzmitterlung! Sie erhielten beim Erhitzen emes Gemusches aus D-Mannose,
2-Amino-2-desoxy-D-glucopyranose-hydrochloridd und Cellulosepulver ua emn
Kondensationsprodukt, dem sie auf Grund der raschen Hydrolyse 1 neutraler
Losung unter Ruckbildung der Ausgangszucker die Struktur einer 2-Desoxy-2-
(p-mannosyl)amino-D-glucopyranose zuordneten Micheel und Mitarbeiter? syn-
thetisierten 2-Desoxy-2-(D-glucopyranosyl)amino-b-glucopyranose und emige threr
Derivate mim Rahmen ihrer Untersuchungen zum Mechanismus der Amadori-
Umlagerung. Sie setzten 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-amino-2-desoxy-D-glucopyranose
mit 2,3,4,5 6-Penta-O-acetyl-aldehydo-D-glucose zu emem XKondensationsprodukt
vom Typ emer Schiffschen Base um, welches sich be:r der Zemplén-Verseifung spontan
zum genannten N-Glykosyl-aminozucker cyclisierte.

*Reaktionen von 2-Amino-2-desoxy-hexosen mut Alduronsduren Ted IIT
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Wir stieBen auf diese Stoffklasse 1m Rahmen unserer Untersuchungen an
Chondroitinsulfat-peptiden. Wie fruher berichtet3+4, treten 1m Aminosiurespektrum
dieses Mucopolysaccharids unbekannte Komponenten (U,, U, und U,) auf. Zwel
davon (U; und U,) sind Artefakte, die in guten Ausbeuten auch aus p-Glucuronsiure
und 2-Amino-2-desoxy-D-galaktose mit Salzsdure durch Dehydratisierung entstehen
Analoge Produkte wurden ber der Umsetzung von D-Mannurono-6,3-lacton mut
2-Amino-2-desoxy-D-galaktose erhalten Die Verbindungen des Typs U; wurden
1soliert und aufgeklart* 5 Es handelt sich um Disaccharide und zwar um 2-Amino-
2-desoxy-6-[D-gluco(bzw D-manno)furanosylurono-6,3-lacton}-p-galactopyranosen

Im Folgenden berichten wir uber die Isohierung und Strukturaufklirung von
U; (1) und seinem Mannuronsiure-Analogen (2) Diese Stoffe gehoren zur Gruppe
der N-Glykosyl-aminozucker U, st emne 2-Desoxy-2-(p-glucofuranosylurono-
6,3-lacton)amino-D-galaktopyranose® (1) und 2 hat entsprechend die Struktur einer
2-Desoxy-2-(D-mannofuranosylurono-6,3-lacton)amino-p-galaktopyranose

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Kondensation von 2-Amino-2-desoxy-D-galaktose mit D-Glucuronsiure
bzw D-Mannurono-6,3-lacton fuhrten wir, wie beschrieben?, durch. Wie die Produkt-
analysen 1m Aminosdure-Analysator ergaben, entstanden hierbe: 1 und 2 in Ausbeuten
bis zu 50% bezogen auf den eingesetzten Aminozucker. Fur die Isoherung, die
allerdings auf Grund der Instabilitit von 1 und 2 ziemlich verlustreich war, wihlten
wir die Chromatographie an Kationenaustauschern, die sich auch fur die Remndar-
stellung der Disaccharide (Typ Us;) bewihrt hatte Die Verbindungen 1 und 2 wurden
auf diese Weise 1n etwa 20-prozemtiger Ausbeute in analytisch und chromato-
graphisch reiner Form erhalten

Hinweise auf emne von den Disacchariden vollig abweichende Struktur ergaben
sich schon aus dem Verhalten von 1 und 2 iz wiBnger Losung beir verschiedenen
pH-Werten Zwar sind die Verbindungen bei Raumtemperatur gegenuber O,IM
Salzsaure recht stabil, aber Einwirkung von 2m Salzséiure ber 50° fuhrt schon rasch zu
vollstindiger Hydrolyse. Hierber werden molare Mengen Aminozucker und Uron-
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saure 1n Fretheit gesetzt. Im Gegensatz zu den Disacchariden zerfallen 1 und 2 auch
m schwach basischen Bereich (ber pH 8) und zwar ebenfalls unter Bildung der
Ausgangsstoffe Dieses Verhalten spricht fur emen Glykosylamin-Typ

Die clektrophoretischen Untersuchungen bel verschiedenen pH-Werten
(pH 1,9-5,6) zeigen, daB 1 und 2 als Lactone vorhegen Sie wandern als emheithiche
Substanzen und unterscheiden sich in 1thren Wanderungsgeschwindigkeiten nur
unbedeutend von den genannten Disacchariden, deren Lactonstruktur bereits
bewiesen 1st. Die 1.r-Spektren von 1 und 2 besitzen in Uberemsttmmung mit der
Lactonstruktur eine C=0-Bande ber 1870 cm™*!. Mit wiaBrigem Pynidin kann der
Lactonnng von 1 1 begrenztem Umfange geoffnet werden, wobei jedcch bereits
Hydrolyse unter Bildung der Ausgangsstoffe vorherrscht Die result.erende N-
Glucosyluronsiure verhilt sich deutlich saurer als 1 Dies 148t sich aus der erheblich
kurzeren Retentionszeit im Aminosaureanalysator 1m Vergleich zu 1 ableiten

Auf Grund der Instabilitdt von 1 und 2 wurde die Strukturaufklarung sehr
erschwert So konate keine Natriumborhydrid-Reduktion oder eine Methylierungs-
analyse durchgefuhrt werden Immerhin gelang die Darstellung kristalliner Acetate
mit Pyridin—Acetanhydrid ber 0° bis +5° Aber selbst unter diesen milden
Bedingungen war emne Spaltung der Kondensationsprodukte nicht volistindig zu
vermelden Auch mehrfach umkristallisierte Acetyherungsprodukte enthielten immer
noch geringe Mengen 2-Acetamido-1,3,4,6-tetra-O-acetyl-2-desoxy-p-galakto-
pyranose. Die 1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-(2,5-di- O-acetyl-D-glykofuranosyl-
urono-6,3-lacton)amino-p-galactopyranosen 3 und 4 zeigen ungewohnliche Loslich-
keitseigenschaften Im Gegensatz zu den erwahnten Disaccharndacetaten oder den
vollacetylierten 2-Amino-2-desoxyhexosen sind sie auler in Chloroform auch gut 1in
Wasser loshch

Das 1 r -Spektrum von 3 (oder 4) gibt AufschluB3 uber analoge und abweichende
Strukturelemente mm Vergleich zu den Spektren der Disaccharidacetate vom
Typ Us. Die CH-Banden und die C=0-Banden des Lactonringes und der O-Acetyl-
gruppen stimmen genau mut den Spektren der Disaccharidacetate uberein. Danach
folgt eine wesentliche Abweichung Die erste Saureanudbande und die NH-Defor-
mationsschwingung sind nur sehr schwach vorhanden und die zweite Amidbande bei
1550 cm ™ * fehlt véllig Der Stickstoff der Acetate 3 und 4 1st demnach nicht acetyliert
Die n m r.-Spektren von 3 bzw. 4 stehen 1n Ubereinstimmung mit diesem Befund. Sie
weisen die Methylprotonen von sechs O-Acetylgruppen auf

Aus den Massenspektren von 3 und 4 (Schema 1) lassen sich folgende Angaben
zur Struktur machen: Es findet sich deutlich der Molekulionenpeak ber 589. In
Analogie zu bekannten Fragmentierungen von acylerten 2-Anuno-2-desoxyhexosen®
wird daraus nach Aufspaltung der Bindung zwischen C-1 und C-2, Wanderung der
C-3-Acetylgruppe an C-1 und Abspaltung von Acetanhydrid das Ion mit der
Massenzahl 487 gebildet. Eme 1,3-Verknupfung liegt also mit Sicherheit micht vor.
Dieser Befund ist wichtig, weil 1,3-verknupfte Disacchanide ebenfalls alkalilabil
sind. Ebenfalls auszuschliefen 1st die Struktur emner Schiffschen Base, da diese sieben
O-Acetylgruppen enthalten muBte
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Schema 1

EXPERIMENTELLER TEIL

Allgememe, analytische und prdparative Methoden — Die meisten der an-
gewendeten Methoden sind mit den bereits beschriebenen* identisch Die Papier-
elektrophorese wurde mit dem Papier Whatman 3 MM bei der Feldstarke 20 V/cm,
Stromstirke 2-10 mA/cm (Je nach Puffer), Kuhlstufe 0°, Laufzeit 90 mun durch-
gefuhrt. Entwickelt wurde mit Anihinphthalat, Puffersysteme* pH 1,9, Essigsdure—
Ameisensaure-Wasser (3 1-16); pH 3,6, Essigsaure-Pyridin—-Wasser (10 1 89), pH 5,6,
Essigsiiure-Pyndin~Wasser (1.10.89)

2-Desoxy- 2-(D -glucofuranosylurono-6,3-lacton)armino-0 -galaktopyranosehydro-
chlorid dihiydrar (1) — 2-Amino-2-desoxy-D-galaktose-hydrochlorid (500 mg) wurde
wie beschrieben* mit pD-Glucuronsiure (1,0 g) umgesetzt und aufgearbeirtet. Die
Produktanalyse des Reaktionsgemisches am Aminosdure-Analysator ergab 1 (42—
52%) Die waBrige Losung des Reakfionsgemisches wurde am Ionenaustauscher
Dowex 50 (WX-8, H*, mesh 200-400), in emner Sdule 2,2 cmx 100 cm mit 0,1m
Salzsdure ber Raumtemperatur chromatographiert. Die DurchfluBmenge betrug etwa
100 mi/h Verbindung 1 wurde nach etwa 10 h aufgefangen und die gesammelten
Fraktionen (insgesamt 500 ml) auf Dowex 1 (X-2, Ac™, mesh 50-100) zum Austausch
des Chlorid-Ions gegeben Das nunmehr essigsaure Eluat wurde nach Zusatz von 2M
Salzsdure 2 vacwo be1 1 Torr und einer Badtemperatur unter 10° auf 20 ml eingeengt,
wobei 1 als weilles amorphes Pulver ausfiel (120 mg, 18,9%), ein groBer Teil von 1
befand sich noch 1n der Mutterlauge Eine Aufarbeitung war nmicht smnvoll, da 1 sehr
mnstabil ist, [a]3% +17° (¢ 1, Wasser)

Anal. Ber. fur C;,H,,CINO,,-2H,0. C, 35,17; H, 5,90, N, 3.41. Gef
C, 35,19; H, 541, N, 3,11

Anal. Ber fur das wasserfreie1 C,,H,,CINO,,° C, 38,52, H, 5,39, N, 3,75

2-Desoxy-2-(D-mannofuranosylurono-6,3-lacton)amino-p-galaktopyranose-hydro-
acetat (2) — 2-Amino-2-desoxy-p-galaktose (300 mg) und p-Mannurono-6,3-lacton
(500 mg) wurden wie beschrieben® umgesetzt, aufgearbeitet und chromatographiert.
Daie 2-enthaltende Fraktion wurde nach 180 min aufgefangen, iz vacuo eingeengt und
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gefriergetrocknet, wobet 2 als hellgelbes Pulver anfiel (100 mg, 17 %), [¢]2° +10°
(c 1, Wasser)

Anal Ber fur C,,H,3;NO,, C, 42,30, H, 580, N, 3,52 Gef - C, 41,60,
H, 5,77, N 3,48

1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-(2,5-di-O-acetyl-D-glucofuranosylurono-0,3-
lacton)amino-p-galaktopyranose (3) — Verbindung 1 wurde wie beschrieben® mit
Acetanhydrid und Pynidin acetyliert und in Eiswasser getropft Zur Aufarbeitung
wurde dremmal mit Chloroform (je 39 ml) ausgeschuttelt, die Chloroformauszuge
drermal mut Wasser (Je 10 ml) gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und ber 20°
m racuo zur Trockne gedampft Das Rohprodukt wurde mn wenig Acetonitril ber 40°
gelost. Ber Raumtemperatur kristalhisierte zunachst reine 2-Acetamido-1,3,4,6-tetra-
O-acetyl-2-desoxy-D-galaktose Aus der Mutterlauge kristallisierte 3 beim weiteren
Abkuhlen auf 0° (10%), Schmp 206°, [«}32 +115° (¢ 1, Acetonitril), 1 r -Spektrum
3450 (NH), 1840 (C=O Lacton), 1780 cm~! (C=0), m's (Kathode 300 A, Quelle
165°). mfe 546 (25), 530(35), 487 (22), 441 (100), 399 (48), 381 (25), 356 (18),
304 (20), 288 (25), 243 (78)

Anal Ber. fur C,,H,;,NO, C, 48,89, H, 530, N, 2,37. Gef C, 48,35,
H, 5,30, N, 2,45

1,3,4,6-Tetra-O-acetyl-2-desoxy-2-(2,5-di-O-acety -D-mannofuranosylurono-6,3-
lacton)amino-D-galaktopyranose (4) — Verbindung 2 wurde wie fur 1 beschrieben
acetyllert Das wiBrige Reaktionsgemisch wurde vier—funfmal miut Chloroform
(e 10 ml) extrahiert und die veremmgten Extrakte mut Natriumhydrogencarbonat-
losung (10 ml) ausgeschuttelt, mit Natriumsulfat getrocknet und die Chloroform-
losung in vacuo eingedampft Der Ruckstand wurde 1n wenig Athanol gelost und 4
durch Zugabe von Ather knstallin erhalten (28%), Schmp 155°, [a]3> +48,6°
(¢ 1, Chloroform), 1r-Spektrum 3440 (NH), 1800 (C=O Lacton), 1750 cm™?
(C=0), ms mje 589 (1,0), 546 (8), 530 (11), 487 (12), 441 (63), 399 (28), 288 (5),
243 (220), 146 (170), 126 (100)

Anal Ber fur C,,H;,NO,¢. C, 48,89, H, 530, N, 2,37 Gef C, 48,40,
H, 4,79, N, 2,39
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