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ABSTRACT 

Condensation of Z-amino-2-deoxy-D-glucose hydrochloride mth D-giucuromc 
acid m methanol containmg a trace of pyndme gave crystalhne 2-deoxy-2-[(l-deoxy- 
D-fructofuranuronrc acid)-i-yi]anuno-a-D-giucopyranose (2) m a yield of 34%. The 
compound was charactemed by anaiwcai and spectroscopic data and by its hepta- 
O-acetyl denvatlve At pH 6 5, 2 was spht quantltativeiy Into 2-ammo-2-deoxy-D- 
glucose and D-giucuromc acid 

ZUSAMMENFASSUNG 

2-Ammo-2-desoxy-D-giucosehydrochiond ergbt nut D-Giucuronsaure oder 
D-Mannurons&re m pyndmhaltrgem Methanol knstalhne 2-Desoxy-2-[(l-desoxy- 
D-fructofuranuronsaure)-l-yi]ammo-a-D-giucopyranose (2) m 34 % Ausbeute. Die 
Verbindung wurde durch anaiytlsche und spektroskoplsche Daten und ~hr Hepta- 
acetat charaktenslert. BeI pH 6,5 zerfaiit 2 quantltatlv unter Blidung von 2-Ammo- 
Zdesoxy-D-glucose und D-Giucuronsaure 

EINLEll-UNG 

Kurzhch beschrieben we? s ’ dxe Synthese von 2-Desoxy-2-(D-giucoftiranosyi- 
urono-6,3-iacton)ammo-D-galaktopyranose (1). Kenntms uber die Blidung und &e 
chemlschen Elgenschaften dleses Giykosyiamins - msbesondere seme Tendenz zur 
Amadonumlagerung - smd van besonderem Interesse 

Wt der Umiagerung von 2-Desoxy-2-(D-giucopyranosyi)ammo-D-glucose 
befaI3ten such berelts Micheei und MitarbeIter3. In Athanoi rnlt wasserfreler OxaisZure 
ais Kataiysator konnten sie keine Umiagerung eruelen. Es entstanden nn wesentiichen 
D-Glucose und 2-Ammo-2-desoxy-D-glucose-oxaiat. Erst nach En&.&rung eines 
Benzyhdenrestes m die 4,6-Steilung des D-Glucose-Tells lhres Giykosylamms geiang 
die Umlagerung m Elsesslg mrt moiaren Mengen Tnathylamm ais Kataiysator. 

*Reakbonen von 2-Ammo-2-desoxy-hexosen mrt Alduronslnren. Tell IV. 
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Umlagerungen von verschledenen emfachen GlucopyranosyluronsZue-ammen 
fuhrten Heyns und Mltarbelter4 durch Sle fanden, dal3 nur die Verbmdungen nut 
freler Uronsauregruppe (oder deren Salve) nicht aber die Lactone umgelagert werden 
konnen Aus Ammosauren und D-GlucuronsZure lie5en sich &rekt Amadorlprodukte 
m guten Ausbeuten gemmnen’ 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Alle Versuche zur Umlagerung unseres Glykosylarnms (1) nach den ubhchen 
Methoden verhefen ergebmslos ’ Uberraschend gut setzen such Jedoch 2-Ammo- 
2-desoxy-D-hexosen mit D-Hexuronsauren m pyndmhaltlgem Methanol dlrekt zu 
den betreffenden Amadonverbmdungen urn Fur dre Beurtellung der Baustem- 
analysen von Kohlenhydrat-ElwelDverbmdungen 1st dleser Befund von gro5er 
WlchtlgkeIt*, well berm Arbelten unter dlesen Bedmgungen, die blsher elgenthch fur 
mdlfferent gehalten wurden, vollrg falsche Ammozucker- und Uronsaurewerte 
resultleren mussen Im Folgenden benchten wlr uber die Darstellung von ZDesoxy- 
2-~(l-desoxy-D-fructofuranuronsaure)-l-yl]armno-cr-D-giucopyranose (2) aus 2-Ammo- 
2-desoxy-D-glucose und D-Glucuronsaure Wle &e Produktanalysen verscbedener 
Aasatze am Ammosaureanalysator zelgten, entsteht 2 nahezu quantltatlv helm 
kurzzeitlgen Erhltzen der Komponenten in Methanol rmt 10 % Pyndm, wahrend eme 
Verrmgerung des Pyndmgehaltes deuthch zu emer Ausbeutevermmderung fuhrt 
In allen Fallen waren au5er 2 und mcht umgesetzter 2-Ammo-2-desoxy-D-glucose 
keme welteren nmhydrmposltlven Substanzen nachzuweisen 

Fur dre Isoherung von 2 durch Austauscherchromatographle bewghrten such 
AnsZtze mlt hochstens 1% Pyndm am besten, well groDere Mengen der Base beI der 
Aufarbeltung storten Als Ehuerungsmlttel drente Tnchloresags~ure, die such 
anschhe5end durch Extraktion mlt &her weeder entfernen he5 Das Amadomprodukt 
konnte in remer, krlstallmer Form und emer Ausbeute von ca 34% gewonnen 
werden 

HO 

Die Strukturaufklarung von 2 bereltete erhebhche Schwengkelten, da die 
melsten Befunde die lsomere Glykosylamm-Struktur mcht ausschlossen Die C,H,N- 
Werte entsprechen der angegebenen Struktur Die Verbmdung verhalt such wre eme 
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Monoammo-monocarbonsaure, wle elektrophoretlsche Untersuchungen be1 ver- 
scledenen pH-Werten und ~hr Verhalten lrn Ammosaureanalysator (Retentlons- 
zelt 45 mm) zelgten Sle reduvert spontan Methylenblau oder 1,2-Dlmtrobenzol 
Da Jedoch aus der bei dleser Reaktion zum Ted entstehenden D-Glucuronsaure rm 
alkahschen Berelch Verbmdungen rmt ahnhchem Reduktlonsvermogen entstehen 
konneng lo, 1st die Zuordnung von 2 auf dleser Basis unslcher Aus dem 1 r -Spektrum 
von 2 Iassen such folgende Aussagen machen Es fehlt die C=O-Bande beI 1755 cm- 1 ; es 
hegt also - wle berelts gezelgt - keme Lactonstruktur vor Ebenso fehlt die C=O- 
Bande beI 1720 cm- I, demnach hegt ken offenkettlges Fructuronsauredenvat var. 

Femer fehlt die fur furanolde Amadonverbmdungen sehr haufig zu findende typlsche 
Bandell hex 3570 cm- ’ Das n m r -Spektrum von 2 zelgt nut emem Doublett beI 
T 4,3 und emer Kopphngskonstante J 3 Hz eme a-Konfiguration des 2-Ammo- 
%desoxy-D-glucose-Tells an’ 2. 

Auf Grund semer Instablhtat hel3 such 2 trotz schonender Bedmgungen nur 
wemg befnedlgend m sem Acetat, 1,3,4,6-Tetra-O-acetyE2-desoxy-2-[(2,3,4-tn- 
~-acetyl-l-desoxy-D-fructofuranuronsaure)-l-y~]armno-D-giucopyranose (3), uber- 
fuhren Immerhm konnte nach verlustrelchem Remlgen fast remes 3 m IO-prozentiger 
Ausbeute erhalten werden Das I r -Spektrum von 3 zelgt keme Saurearmdbanden, 
der Stlckstoff hegt demnach mcht acetyhert vor. Das n m r -Spektrum bestatlgt &esen 
Befund Es werden dre Methylprotonen von sleben O-AcetyIgruppen beI z 8,0 
gef unden 

Insgesamt heD such eme slchere Entscherdung zwlschen emer Amadon- und 
emer Glykosylanunstruktur auf spektroskoplschem Wege mcht treffen 

Wle aus zahlrelchen Untersuchungen bekannt lst6 13, lassen such Amadon- 
verbmdungen m der Regel auf Grund lhrer Stab&at gegenuber verdunnten Sauren 
von den betreffenden isomeren Glykosylammen unterschelden Ledlghch emrge 
Keturon-Ammosauren bllden eme Ausnahme5 Sle unterhegen wahrschemhch 
tellwelse emer ,, Retro-Amadon-Umlagerung “, wle aus der Ruckblldung der be- 
treffenden Ammosaure und emer mcht naher untersuchten Uronsaure geschlossen 
wurde Auch die Verbmdung 2 1st mstabxl Durch Produktanalysen xm Ammo- 
saureanalysator wurde gezelgt, da13 aus 2 bei 70” In waBnger Losung beI pH 6,5 
2-Ammo-2-desoxy-D-glucose fast quantitativ zuruckgeblldet wlrd 

Zur Ident&zlerung des welteren Spaltproduktes denten Paplerchromatographle 
und Elektrophorese Es he13 sich emdeutlg und ausschhefihch D-GhIcuronsiiure 
nachwelsen Als Verglelchssubstanzen dlenten D-Glucuronsaure, D-Fructuronsaure’ 4 
und D-Mannuronsaure, wobel w1r uns durch emen Testversuch uberzeugten, da13 unter 
den betreffenden Bedmgungen weder D-Fructuronsiiure noch D-Mannuronsaure zu 
D-Glucuronsaure lsomermert werden Die Stablhtatselgenschaften und die Struktur 
der Hydrolysenprodukte sprechen also mehr fur eme Glykosylamm- als fur eme 
Amadonstruktur, denn beI emer Retro-Amadorl-Umlagerung, wle sle berelts dls- 
kutlert wurde’, sollte man zummdest germge Mengen D-Mannuronsaure als Spalt- 
prod&t erwarten Trotzdem 1st 2 emdeutig eme Amadorl-Verbmdung Dies konnten 
wlr durch dxe Synthese emes m alIen Punkten mlt 2 ldentlschen Produktes ausgehend 
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von D-Mannuronsaure und 2-Ammo-2-desoxy-D-glucose bewetsen Wtederum 
uberzeugten wu uns zuvor, da13 D-Mannuronsaure unter den Synthese-Bedmgungen 
ntcht m emer vorgelagerten Reaktton zu D-Glucuronsaure epimerlsrert wlrd 

ExPERIMENTELLEF2 TEIL 

Ah’gememe Methoden - Das Emengen von Losungen erfolgte un Rotattons- 
verdampfer bei 40-50” Schmelzpunkte wurden nut emem Thermopan-Hetzttschmt- 
kroskop der Firma C Relchert, Wien, bestrmmt, Drehwerte mu emem Peikm-Elmer 
Polarmeter 141 rmt emer 1 dm-Kuvette 

Samthche Papierchromatograrnme wurden nach der abstergenden Methode 
hergestellt Als Laufmtttel l4 diente Athylacetat-Emessig-Wasser (3 1 1), Laufzelt 
15 h, Strelfeuliinge 41 cm Ammozucker-Denvate wurden nut Nmhydnn bet 120”, 
reduzierende Zucker nut Amlmphthalat bei 120” angefarbt 

Elektrophoretische Untersuchungen wurden an emem Gerat der Fir- 
ma Hormuth-Vetter, Wiesloch, Model164 durchgefuhrt , Laufzeit 2 h, Papter Whatman 
3 MM, Feldstarke 20 V/cm, Kuhlstufe 4, Stromstarke 5-50 mA/cm (Je nach Puffer), 
Puffersysteme (a) pH 1,9, Essigsaure-Ameisensaure-Wasser (3 l-16), (b) pH 3,6 
Esslgsaure-Pyndm-Wasser (10 1 S9), (c) pH 5,6 Essigsaure-Pyridm-Wasser (1 10 89) 

Qualitative und quantitative Untersuchungen der ninhydrmposmven Sub- 
stanzen wurden am Ammosaureanalysdtor der Firma Beckman, Model1 Unichrom, 
nach Werksangaben vorgenommen (A) fur Kurzmformatronen Saulenfullung 
0,9 cm x 6,8 cm, Harzsorte M 8 1, Analysendauer his 45 mm, Puffersystem Natnum- 
citrat 0,s~ an Natrnunronen, pH 5,28 &0,02, (B) aile anderen Messungen. Saulen- 
fullung 0,9 cm x 45,5 cm, Harzsorten M 72 bzw UR 30, Analysendauer bls 4 h; 
Puffersystem Natrmmcitrat O,~M an Natrmmionen, pH 3,25&0,01, bzw. Natrmm- 
&rat 0.2&r an Natrnuruonen, pH 4,25+0,02, Puflerwechsel nach 87 nun Alle 
welteren Parameter stimmten wahrend der Untersuchungen nut den vorgeschrlebenen 
uberem Jede Analyse wurde so vorbereitet, da13 - abgepuffert auf pH 2,2_+0,03 - 
etwa 0,5-1,5 ml aufgetragener Losung 0,2-1,5 pmol Substanz enthtelten 

Zur Aufnahme der 1 r -Spektren wurde em Perkm-Elmer Infracord-Spektro- 
meter vom Typ 257 benutzt. Die Substanzen wurden in Kahumbronud-PreDhngen 
gegen Kahumbromrd gemessen Die n m r -Spektren wurden an emem Vanan A 
56160 Spektrometer gemessen Als Losungsrmttel dlenten Deutenumoxid bzw. 
Chloroform-d und Tetramethylsrlan als mnerer Standard 

2-Desoxy-2-[(I-desoxy-D-fructofuranurons~ure)-I-yl]an?mo-a-D-glucopyranose 
(2) - A. Aus 2-Ammo-2-desoxy-D-glucose-hydroch Iond und D- Giucurons&tre 2- 
Amino-2-desoxy-D-glucose-hydrocblorid (2,15 g) und D-Glucuronsaure (4 g) wurden 
m absolutem Methanol (300 ml) und Pyndm (3 ml) 30 mm unter Ruckfluzj gekocht 
Nach 5 mm losten die Substanzen sich auf. Nach Hmzugabe von Eisessig (8 ml) 
wurde die dunkelbraune Losung auf etwa 30 ml emgeengt und an Dowex 50W (X8, 
Hf, mesh 2OmO) Ionaustauscherharz chromatograpmert (Saule 3,0 cm x 44 cm). 
Mlt Wasser (300 ml) und 0,5h1 Essigsaure (300 ml) wurden nicht umgesetzte D- 
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Glucuronsaure und Hummprodukte elulert Verbmdung 2 wurde sodann rmt 0,25M 

Tnchloresslgsaure nach 600 ml Vorlauf desorbxert (Geschwmdlgkelt 1 Tropfen/sec) 
Mlt Hdfe emes Perforators nach Kutscher und Steudel’ ’ wurde die Trlchloressigs~ure 
III 20 h nnt Ather extrahlert Die wzI3nge, gelbgefarbte Losung, die auI3er 2 gennge 
Mengen 2-Ammo-2-desoxy-D-glucose und D-Glucurons&re enthlelt, wurde bls auf 
30 ml m vacua bei 25” emgedampft und nochmals am glelchen Austauscherharz rmt 
0,05M TnchIoressigsgure unter Kuhlung der Sgule und des Perforators auf 10” 
chromatographlert Die dann erhaltene farblose, klare wgI3nge Losung wurde in vacua 
beI 25” zur Trockne emgedampft Durch mehrfaches Aufnehmen nut absolutem 
Methanol und Emdampfen wurden die letzten Wasserreste entfemt, und die 
zuruckblelbende slmpose Masse m helBem absolutem Methanol (200 ml) gelost 
Belm langsamen Abkuhlen der Losung fiel 2 als wed3es, knstalhnes Produkt 
aus. Durch fraktlomerte Fallung konnten zwel weltere lelcht gelbgefarbte, aber 
emhelthche Fraktlonen erhalten werden (Gesamtausbeute 1,20 g, 33,s % bezogen auf 
2-Ammo-%desoxy-D-glucose), Schmp 115-120” (Zers ), [OiJ Es +49,6 -+ +28,5” 
(c 1, Wasser, nach 45 mm), 1 r -Spektrum 3500-2500 (OH), 2970-2920 (CH), 
1600 cm- ’ (C=O), n m r -Spektrum (Deutenumoxld) z 4,3 (d, J,,, 3 Hz, H-l) 

AnaZ Ber fur C,2H,,N0,, C, 40,56, H, 5,96, N, 3,94. Gef. C, 40,49, 
H, 6,14; N, 3,49. 

B Aus Z-Ammo-2-desoxy-D-glucose-hydrochlorrd und D-Mannrtronsriure D- 
Mannuronsaure (2 g) und 2-Ammo-2-desoxy-D-glucose-hydrochlond (1 g) wurden 
wle unter A beschneben umgesetzt und aufgearbeltet Das lsoherte Produkt 1st 
ldentlsch mit 2 (Ausb 340 mg, 21% bezogen auf 2-Ammo-2-desoxy-D-glucose), 
Schmp 114-l 18” (Zers ), [a]$’ +49,0+ i-28,4” (c 1, Wasser, nach 45 mm) Alle 
welteren Daten smd ldentlsch mlt denen des nach Methode A dargestellten Produktes 

Anal Ber. fur C,,H,,NO,,. C, 40,56, H, 5,96, N, 3,94 Gef C, 40,64, 
H, 6,16; N, 3,53 

Hydrolyse ton 2 beI pH 6,5 - Eme Probe von 2 (8-10 mg) wurde genau 
emgewogen und m Wasser (10 ml) be1 70” 20 h hydrolyslert Die lelcht gelb gefarbte 
Losung wurde zn vacua uber Kahumhydroxld emgedampft Der Ruckstand wurde lm 
Cltratptier (0,2M an Natrmnuonen, pH 2,2) aufgenommen, auf 10 ml aufgefullt und 
gemessen Die quantitative Auswertung des Spektrums ergab, da13 aus 1 pmol 2 
0,98 pmol 2-Ammo-2-desoxy-D-glucose entstanden war Eme 1% waBnge Losung 
wurde wle zuvor hydrolyslert und 2-Ammo-2-desoxy-D-glucose und D-Glucuronsaure 
durch abstelgende Paplerchromatographle’4 nachgewlesen RGIucuronlr6 9_Iomon von 
2-Ammo-2-desoxy-D-glucose aus 2. O&l, 2-Ammo-2-desoxy-D-glucose als Verglelch 
0,40, D-Glucuronsaure aus 2 0,54, D-Glucuronsaure als Verglelch O,54, D-Fructu- 
ronsgure14. 0,66, D-Mannuronsaure- 0,60 

1,3,4,6-Tefra-O-acetyZ-2-desoxy-2-~(2,3,4-trr-O-acetyl-I-desoxy-D-fructofuran- 
uronsk-e)-I-y&zmzno-D-gh.XopyraIzose (3). - Verbmdund 2 (400 mg) wurde in emer 
mschung von Pyndm (6 ml) und Acetanhydrrd (5 ml) bei 0” gelost und anschhef3end 
24 h bei 5-7” stehengelassen, wobel starke Braunfarbung em&at Das Reaktlons- 
germsch wurde auf EIS (100 g) gegossen und mehrere Male rmt Chloroform (je 10 ml) 
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extratiert Die Extrakte wurden rmt Wasser gewaschen, uber Natnumsulfat getrocknet 
und ZTZ uacuo beI 0” emgeengt. Der zunickblelbende dunkelbraune, nach Pyndm 
nechende Sri-up wurde m vlel Wasser aufgenommen und gefnergetrocknet, wonach 
480 mg (63,6%) emes braunen, amorphen Pulvers erhalten wurde. Zusammen- 
setzung hochstens 50% der Verbmdung 3, sonst Abbauprodukte und acetolytlsche 
Spaltprodukte Aus warmen Dusopropylather hel3en such durch Abkuhlen auf 
Raumtemperatur 40 mg amorphes, Ielcht braungefarbtes 3 m chromatographxsch 
emhelthcher Form gewmnen, Schmp 172-175” (Zers ), [or] p f79 0” (c 1, ChIoroform) , 
1-r -Spektrum 3500-3300 (NH, OH), 2960-2860 (CH), 1760 cm- ’ (C--O)), n m r.- 
Spektrum (Chloroform-6) T 7,9-8,0 (COCH,) 

Anal Ber fur C26H35N018. C, 47,98, H, 5,39, N, 2,16 Gef C, 46,74, 
H, 5,08, N, 2,24. 
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