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DANIEL BROWN, MME. FRANCOISE HAYES und SIR ALEXANDER TODD 

DER ABBAU VON GLUCOSE-3-PHOSPHAT DURCH ALKALI 

Aus dem University Chemical Laboratory, Cambridge, England, 
und dem 

lnstitut du Cancer, Villejuif (Seine), Frankreich 
(Eingegangen am 21. Januar 1957) 

Herrn Professor Dr. B. H e l f e r i c h  zum 70. Ceburtstag 

Aus einer Diskussion uber den Abbau von Zuckerphosphaten wird gefolgert, 
daB die durch Alkali bewirkte schnelle Zersetzung von Zuckerphosphaten 
mit freier reduzierender Gruppe in bestimmten Fallen auf Eliminierungs- 
reaktionen und nicht auf einfache Hydrolyse zuruckzufuhren ist. - So wird 
Glucose-3-phosphat ( I ) ,  fur das eine bequeme Synthese beschrieben wird, 
durch Alkali zu Glucometasaccharinsaure (IV) umgesetzt. In analoger Weise 

wird Ribose-3-phosphat in eine Cs-Saccharinsaure umgewandelt. 

Die Einwirkung von Basen auf Zuckerphosphate und ihre Derivate wurde schon 
vie1 bearbeitetl) ; die Ergebnisse konnen wie folgt zusammengefaBt werden: Bei Ver- 
bindungen mit freier reduzierender Gruppe verlauft der Abbau unter Bildung anor- 
ganischen Phosphats schnell. So wird Glucose-6-phosphat durch O.2n Alkali bei 100” 
in 3 Min. zu 60% abgebaut2). Zu den schnell umgesetzten Verbindungen gehoren 
auch Glucose-2-phosphat3), Ribose-2-, -3- und -5-phosphat48, Fructose-! .ddiphos- 
phatz) und Glycerinaldehyd-3-phosphat%7). Ganz anders verhalten sich Phosphate 
von Glucosiden. So werden z. B. Methylglucosid-3- und -6-phosphat g), 1 .2-Isopropy- 
liden-glucose-3- und -bphosphate”,, Glucose-I-phosphatz) und - I  .6-diphosphat9) und 
die Nucleotidelo) vergleichsweise erheblich weniger leicht hydrolysiert. lhre Stabilitat 
nahert sich der von Alkyl- und Hydroxyalkylphosphaten. Diese Tatsachen sind 
jedoch wenig diskutiert worden. H. M. K A L C K A R ~ ~ )  hat darauf hingewiesen, daB viele 
labile organische Phosphate, wie Enolphosphate, Acylphosphate und Amidinophos- 

phate die Gruppierung - C-X-POJH~ aufweisen. K. R. FARRAR3) rnachte darauf auf- 
merksarn, daB Glucose-2-phosphat in seiner Enolform diesem Typ angehiirt (X = 0, 
X’ = CHOH) und sprach die Vermutung aus, daB das Verhalten der Verbindung beirn 
alkalischen Abbau damit zusarnmenhangt. Das mag in der Tat so sein. aber uns schien, 

X’ 
I1 
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daD fur den Abbau anderer Zuckerphosphate eine andere Erklarung erforderlich sei, 
obgleich es denkbar ist, daD eine basenkatalysierte Wanderung ein Enolsystem in Be- 
ziehung zu einem Phosphorsaurerest an jedem Punkt der Zuckerkette bringen konnte. 
Dagegen spricht jedoch, daB Glucose-6-phosphat, und, wie wir nun fanden, Glucose- 
3-phosphat gegen Alkali erheblich labiler sind als Glucose-Zphosphat. Neuere Arbei- 
ten ergaben, daD auch Ribose-3- und -5-phosphat erheblich schneller anorganisches 
Phosphat abspalten als Ribose-2-phosphat43). 

Wir 4) sprachen die Vermutung aus, daR die Labilitat von Ribose-3-phosphat gegen 
Alkali analog derjenigen von Glycerinaldehyd-3-phosphat12) auf eine P-Eliminierungs- 
reaktion anstatt auf einfache Hydrolyse zuriickzufuhren sei. Im letzteren Fall ist das 
organische Produkt Milchsaure, deren Bildung einwandfrei auf eine wohlbekannte 
basenkatalysierte Umlagerung 6)  aus dem Eliminierungsprodukt Brenztrau benaldehyd 
zuriickzufuhren ist. J. KENNER und G. N.  RICHARDS^^) haben kn Rahmen einer um- 
fassenderen Untersuchung gezeigt, daD aus 3-Methyl-glucose (V) in verdunntem 
Kalkwasser unter Eliminierung von Methanol a- und P-Glucometasaccharinsaure 
gebildet werden und haben den Mechanismus der Reaktion (V-VJ-111-1V) klaribe- 
schriebenl4). Die hier veroffentlichte Arbeit iiber Glucose-3-phosphat zeigt, daB dieses 
ebenfalls in Glucometasaccharinsaure umgewandelt wird. 
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Glucose--l-phosphat, das bereits von P. A. LEVENE und A. L. RAYMOND]~) sowie von 
PERCIVAL und PERCXVAL~) erhalten worden war, wurde bequemer und in hoher Aus- 
beute durch Phosphorylierung von 1.2,5.6-Di-isopropyliden-glucose mit Phosphor- 
saure-diphenylester-chlorid und anschlieknde Hydrogenolyse zur Entfernung der 
Phenylreste dargestellt. Die 5.6-Isopropylidengruppe wutde durch die Aciditat der 

12) D. M. BROWN, M. FRIED und A. R. TODD, J.  chem. SOC. [London] 1955, 2206; R. P. 

13) J. chem. SOC. [London] 1954, 278. 
14) Siehe auch A. L. RAYMOND in Organic Chemistry ed. H. Gilman. 11, S. 1605 (2nd ed.), 

15) J. biol. Chemistry 89, 484 [19301. 

LINSTEAD, L. N. OWEN und R. F. WEBB, ebenda 1953, 1211. 

Wiley & Sons Inc., New York 1942. 
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Losung abgespalten, der zweite Isopropylidenrest durch kurzes Kochen einer wa8ri- 
gen Losung mit dem Sulfonsaureharz DowexJO entfernt. Das Pr3dukt lief3 sich als 
kristallines Cyclohexylaminsalz leicht charakterisieren. 

Da Hydroxyalkylphosphate in saurem Milieu zu Phosphorylwanderungen neigenlo), 
wurde das Produkt auf Einheitlichkeit gepruft. Es ergab auf Papierchromatogrammen 
einen Fleck, dessen R, -Wert dem eines nach der Methode von PERCIVAL und PERCI- 
VAL dargestellten Vergleichspraparats entsprach und von denen von Glucose-2-, -4- 16) 

und -dphosphat, die alle durch Ionenaustausch-Chromatographie im Borat-System 
voneinander getrennt werden konnten, verschieden war. Wir fanden, daR die saure- 
katalysierte Phosphatwanderung bei Glucose-3-phosphat weniger leicht erfolgt als bei 
den Ribosephosphatens). 

Glucose-3-phosphat wird durch Natrium- oder Bariumhydroxydlosung rasch in 
ein einziges saures Produkt umgewandelt (100% in 3 Min. mit 0.2nNaOH bei 100"). 
Dieses wurde in hoher Ausbeute als Calciumsalz isoliert und envies sich als eine 
Mischung der GI- und P-Glucometasaccharinsauren (IV). Das reine p-Isomere wurde 
durch fraktionierte Kristallisation erhalten und als Anilid charakterisiert. Zum wei- 
teren Beweis, daD es sich um eine geradkettige Saccharinsaure handelte, wurde das 
Produkt durch RuFFschen Abbau in 2-Desoxy-D-ribose iibergefuhrt, die als kristal- 
lines Anilid charakterisiert wurde. 

Diese Experimente zeigen, daR unter den angewandten Bedingungen eine basen- 
katalysierte Eliminierung von Phosphat aus Glucose-3-phosphat unter Bildung von 
Glucometasaccharinsaure als stabilem Endprodukt stattfindet, analog zum Abbau 
der 3-Methyl-glucose. Es ist von einigem Interesse, daD das Zuckerphosphat nicht in 
derselben Weise abgebaut wird wie 3-Methansulfonyl-glucose, die unter Einwirkung 
von Alkali (schon bei Zimmertemperatur) in 2-Desoxy-~-ribose iibergefuhrt wird. Wir 
glauben, daD die Eliminierung von Phosphat aus Glucose3-phosphat durch Entfer- 
nung eines Protons von C-2 eingeleitet wird und so das offenkettige Enolation 11 ent- 
steht, wahrend D. C. C.  SMITH^^) aus gutem Grund annimmt, daB der Abbau der 
3-Methansulfonyl-glucose durch Verlust des Protons der Hydroxylgruppe an C-1 der 
Pyranoseform des Zuckerderivats VII verursacht wird. Es ist unklar, welche Faktoren 
den Verlauf der Reaktion in jedem Fall bestimmen, und es mag sein, daB, wie bei der 
Einwirkung von Alkali auf die freien Zucker selbst, geringe Anderungen der Reak- 
tionsbedingungen zu anderen Produkten fuhrenW9W. 

Nach Behandlung von Ribose-3-phosphat mit Alkali ergab die papierchromato- 
graphische Untersuchung, dal3 eine einzige saure Substanz entstanden war, die sich 
von Milchsaure und Ribonsaure unterschied, jedoch die gleichen Charakteristika auf- 
wies wie 2.4.5-Trihydroxy-valeriansaure, die durch Oxydation von 3-Desoxy-~-xylose 20) 

dargestellt worden war. Das Produkt wurde als amorphes Bariumsalz isoliert. Die 
Analyse ergab nahezu die fur eine Cs-Saccharinsaure berechneten Werte. Wegen der 

16) F. J. REITHEL und C. K. CLAYCOMB, J. Amer. chem. SOC. 71, 3669 (19491. 
17) Chem. and Ind. 1955, 92. 
18) A. KUSIN, Ber. dtsch. chem. Ges. 69, 1 0 4 1  [1936]. 
19) W. L. EVANS, Chem. Reviews 31. 537 [19421. 
20) S. MUKHERJEE und A. R. TODD, J .  chem. SOC. [London] 1947,969. 
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relativen Unzuganglichkeit des Ribose-3-phosphats war es nicht moglich, die Struk- 
tur ihres Abbauprodukts vollstandig sicherzustellen, aber es spricht alles dafiir, daR 
auch die alkalische Dephosphorylierung von Ribose-3-phosphat ein P-Eliminierungs- 
prozeR ist. 

Glucosed-phosphat und Ribose-5-phosphat werden durch Alkali etwa ebenso 
schnell entphosphoryliert wie die entsprechenden 3-Phosphate. Obgleich wir sie noch 
nicht untersucht haben, mijchten wit vermuten, da8 auch sie im wesentlichen nach 
dem gleichen Schema abgebaut werden, da8 jedoch eine Wanderung der Carbonyl- 
funktion in die @-Stellung zur Phosphatgruppe oder, wahrscheinlicher, eine Retro- 
aldolspaltung der Zuckerkette vorangehen mu& 

B E S C H R E I B U N G  D E R  V E R S U C H E  

Glucose-3-phosphat: Eine Lbsung von 36ccm Phosphorsaure-diphenylester-chlorid in IOOccm 
trockenem Pyridin wurde bei Zimmertemperatur langsam einer Losung von 38 g 1.2.5.6- 
Di-isopropyliden-glucose in trockenem Pyridin (200 ccm) zugefiigt. Nach zweitagigem Stehen- 
lassen bei Zimmertemperatur unter AusschluD von Feuchtigkeit wurde Pyridin-hydrochlorid 
abfiltriert und die Lbsung in Eiswasser gegossen. Die Mischung wurde mit Chloroform 
extrahiert, der Extrakt mit Wasser gewaschen, iiber Na2S04 getrocknet und i. Vak. unterhalb 
von 40" zum Sirup konzentriert. Der Sirup (72 g) wurde zweimal mit wlI3r. k h a n 0 1  einge- 
dampft und schlieDlich in 200 ccm Athanol gelbst. Die Lbsung wurde bei Zimmertemperatur 
unter Druck iiber Platinoxyd (1.8 g )  hydriert, bis keine Wasserstoffaufnahme mehr erfolgte 
(32 I). Nach Entfernung des Katalysators wurde mit Wasser versetzt und der grol3te Teil des 
Athanols i. Vak. entfernt. Die wUr .  Lasung wurde mit einem uberschul3 von Dowex-50 
(H-Form) 5 Min. auf 100" erhitzt. Nach Abkiihlen und Entfernung des lonenaustauschers 
wurde die Losung mit methanol. Brucin auf PH 5.4 gebracht. Das sofort auskristallisierende 
Brucinsalz, 123 g (90% d. Th.), wurde umkristallisiert und nach LEVENE und R A Y M O N D ~ ~ )  
in das Bariumsalz umgewandelt. 

BaC6H1109P (395.5) Ber. P 7.8 Gef. P 7.4 

Das Bariumsalz (0.27 g) wurde in Wasser gelbst und die Lbsung durch eine Saule mit 
Dowex-50 (Cyclohexylammonium-Form) gegeben. Durch Eindampfen des Durchlaufs und 
der waDrigen Waschfliissigkeiten i. Vak. wurde Cyclolie.uylammanium-glucose-3-p/iosphat 
(0.17 g) erhalten, das aus waI3r. Methanol umkristallisiert wurde. Schmp. 144". Zur Analyse 
wurde das Material bei 5O0/O.l Torr getrocknet. 

C18H3709N2P(465.5) Ber.C47.4 H8.2  N6.1 P6.8 Gef.C47.5 H8 .0  N6 .3  P6.8 

Wenn man eine Lbsung direkt nach der Hydrierung in der ilblichen Weise mit Barium- 
hydroxyd behandelte, auf ein kleines Volumen eindampfte und 4 Vo1.-Tle. khan01  zusetzte, 
so erhielt man Barium-1.2-isopropyliden-glucose-3-phosphar~~ in hoher Ausbeute. Dieses 
wurde aus waI3r. Lbsung durch Aceton als amorphes Pulver gefallt. 

BaCgH1409P (434.5) Ber. P 7.1 Gef. P 6.9 

Die Salze des Glucose-3-phosphats wurden durch Papierchromatographie im System 
Propanol-(2)-Ammoniak-Wasser (70: 10:20)mit einem nachder Methodevon PERCIVAL und 
PERCIVAL~) gewonnenen Prlparat verglichen. Es trat nur je ein Fleck mit identischen RP- 
Werten (0.17) auf. Die Mono- und Di-isopropylidenderivate hatten Rp-Werte von 0.36 und 
0.48. 
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Glucose-2-phosphat wurde aus einem von K. R. FARRAR)) freundlicherweise zur Ver- 
fugung gestellten Praparat von 1.3.4.6-Tetraacetyl-glucose-2-diphenylphosphat dargestellt. 

Glucose-4-phosphat wurde freundlicherweise von Dr. F. J. REITHEL als Natriumsalz zur 
Verfugung gestellt 16). 

Die Glucosephosphate konnten durch Papierchromatographie im System PropanoL(2) - 
1-proz. waDr. Borsaure- 10-proz. waDr. Ammoniak (50: 25: 1) getrennt werden. Die 2-, 3- und 
4-Phosphate hatten in dieser Reihenfolge RF 0.19, 0.11 und 0.21. 

Anionen-Austauscher-Analyse der Glucose-phosphate: Die angewandten Methoden waren 
den in einer fruheren Untersuchung der Ribose-phosphate41 beschriebenen ahnlich. Eine Slule 
(1 cm Querschnitt, 9 cm Lange) mit Dowex-2 (Chlorid-Form) wurde benutzt, 10-ccm-Frak- 
tionen wurden gesammelt. Die Glucose-Derivate wurden in jeder Fraktion nach der Anthron- 
Methodezl) bestimmt. Glucose-2- und -4-phosphat (Maxima in Frakt. 27 bzw. 22) wurden 
durch 0.05 m Ammoniumchlorid- 0.01 m Borax (Losung A) eluiert. 

Glucose-3-phosphat wurde nach Durchlauf von 500 ccm Losung A durch 0.06 rn Ammoni- 
umchlorid (Losung B) (Maximum in Frakt. I 1  von Losung B) eluiert. Glucose-6-phosphat 
wurde nach Durchlauf von 500 ccm Losung A durch 0.05 m Ammoniumchlorid-0.001 m 
Borax (Losung C) (Fraktion 18 von Losung C)  eluiert. 

Die Analysen zeigten, daR Glucose-3-phosphat weder durch -2- noch -4- oder -6-phosphat 
verunreinigt war. 

In einem Versuch, bei dem 150 mg reines Barium-glucose-3-phosphat in 30 ccm Wasser 
unter Ruhren mit Dowex-50 (H-Form) 2 Stdn. auf 100- erhitzt wurden, zeigte die Ionen- 
austauscher-Analyse, daD 44 % zu Glucose hydrolysiert worden waren, 49 % unverlndert 
waren und die iibrigen 6 :(, aus einer Mischung von Glucose-2- und -4-phosphat bestanden. 

Alkalischer Abbau von Glucose-3-phosphni 

a) Kinetik der Phosphatabspalrung: Das reine Cyclohexylaminsalz wurde in Natronlauge 
auf IOO' erhitzt; nach bestimmten Zeitabstanden wurden aliquote Teile zur Bestimmung von 
anorganischem Phosphat entnommen. In 0.2 n Alkali war die Abspaltung von anorgani- 
schem Phosphat nach 3 Min. vollstandig, in 0.01 n Alkali wurden 50% nach 6 Min., 100% 
nach 80 Min. abgespalten. 

b) Isolierung der Glrrcometasaccharitisaurc: Barium-glucose-3-phosphat (2 I .5 g) wurde mit 
0.2 n Bariumhydroxyd 1 Stde. auf 100" erhitzt. Nach Abfiltrieren von Bariumphosphar wurde 
die phosphatfreie Losung zunlchst zur Entfernung der Bariumionen mit Dowex-50 (H- 
Form), anschlieoend mit Tierkohle behandelt. Die Losung, die auf Papierchromatogrammen 
n u r  einen, der Metasaccharinsaure entsprechenden Fleck lieferte, wurde mit gesatt. Kalk- 
wasser neutralisiert und zur Trockne eingedampft. Aus dem siruposen Ruckstand wurde 
durch Behandlung mit Athano1 ein weiOes Pulver (9 g; 83 % d. Th.) erhalten, das aus wlDr. 
Methanol frdktioniert umkristallisiert wurde. Die erste Fraktion (3.2 g) lieferte nach zwei 
Umkristallisationen 1.8 g CaIcium-~-glucometasaccharinat, [a# : ~- 25.5" (c = 2, in Wasser) 
(Lit. : - 22.5" 1 3 )  bzw. - 23.25" 22)). 

CaC12H22012.2H20 (465.5) Ber. C 33.2 H 6.0 Gef. C 33.05 H 6.25 

Die ubrigen Fraktionen. Mischungen des a- und p-Isomeren, wurden als amorphe Pulver 
erhalten. 

21) D. L. MORRIS, Science [New York] 107, :!54 (19481. 
22) J .  U. NEF, Liebigs Ann. Chem. 376, 1 [1910]. 
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Anilid der ~-G'lucometusaccharinsaure: Dieses wurde nach der Methode von J.  W. GREENZ3) 
aus dem krist. Calciumsalz (0.6 g) dargestellt. Es wurde aus Athylacetat-Athanol umkristalli- 
siert (0.35 9); Plattchen vomSchmp. 126- 127";[a]g: -60" (c = 1.55, in 95-proz. Athanol). 

C ~ ~ H ~ ~ O S N  (155.0) Ber. C 56.7 H 6.7 N 5.5 Gef. C 56.4 H 7.0 N 5.7 

2-Desoxy-N-phenyl-ribosylnmin: Die Losung von 2 g Bariumacetat und 0.5 g Eisen(I11)- 
sulfat in 25 ccm Wasser wurde mit 5 g des oben beschriebenen amorphen Calcium- 
salzes in 400 ccm Wasser versetzt und auf 100" erhitzt. Nach Filtrieren und Abkiihlen wurden 
5 ccm 30-proz. Wasserstoffperoxyd hinzugefiugt. Die Temperatur stieg auf 5 5 " .  Nach 30 Min. 
wurden noch 5 ccm Wasserstoffperoxyd zugesetzt. Die Lasung wurde uber Nacht stehen- 
gelassen, filtriert. nacheinander mit Dowex-50 (H-Form) und Amberlite IR-4B behandelt 
und i. Vak. zum Sirup konzentriert. 125 g Anilin in 50 ccm Athanol wurden hinzugefdgt und 
die Losung 5 Stdn. unter RiickfluR gekocht. Uber Nacht schieden sich bei Zimmertem- 
peratur 1.6 g Z-Desoxy-N-phen)~l-ribosylamin, Schmp. 166 - 170", ab. Nach dreimaligem 
Umkristallisieren wurden 0.4 g Plattchen vom Schmp. 171 - 173" erhalten (Lit.24): 172- 173"). 

CllHlSOJN (209.0) Ber. C 63.1 H 7.2 H 6.7 Gef. C 62.7 H 7.2 N 6.75 

Alkalischer Abbau von Ribose-3-phosphut 
a) Chromatographische Untersuchung: 1 1 mg Barium-ribose-3-phosphat wurden mit 1 ccm 

0.2 n Ba(OH)2 1 Stde. auf 100" erhitzt. Nach Entfernung der Barium-lonen rnit Dowex-50 
(H-Form) wurde rnit Ammoniak neutralisiert. DiePapierchromatographie in Athanol -Ammo- 
niak-Wasser (80:4: 16) ergab einen Fleck (RP 0.38), der durch Bespruhen rnit Bleitetra- 
acetat oder Perjodat sichtbar gemacht wurde. Milchsaure (Rr 0.48), Brenztraubensiure 
(RF 0.22). Ribonsaure (RP 0.24) und ~-erythro-2.4.5-Trihydroxy-valeriansaure ( R ~ 0 . 3 8 )  wurden 
als Vergleichssubstanzen chromatographiert. 

b) Isolierung von Ribosocckarinsaure: 220 mg Dibrucin-ribose-3-phosphat wurden mit 12ccm 
0.2 n Ba(OH)2 behandelt. Das Brucin schied sich sofort ab; die Mischung wurde 1 Stde. 
auf 100" erhitzt, der unlasliche Ruckstand durch Zentrifugieren entfernt, der uberstand mit 
Kohlendioxyd neutralisiert und das Bariumcarbonat entfernt. Das Filtrat wurde i. Vak. 
konzentriert und das Bariumsalz rnit 4 Vo1.-Tln. Athanol gefallt. Das hygroskop. amorphe 
Pulver wurde durch Umfallen gereinigt und bei 50" getrocknet. 

BaCloHIBOlo.3H20 (489.5) Ber. C 24.5 H 4.9 Gef. C 24.8 H 4.6 

Ein kleinerTei1 der Substanz wurde nach J .W.GREEN~~)  Uber das Lacton in dasAnilid Uber- 
gefilhrt und chromatographiert. Im System Aceton-Wasser-Benzol(19: 1 :2) wurde ein ein- 
ziger Fleck beobachtet. Den gleichen Rp-Wert migte ein bei der Chromatographie der rohen 
SaccharinsBuren, die durch die Einwirkung von Alkali auf D-Ribose erhalten worden waren, 
auftretender Fleck. 

23) J. Amer. chem. SOC. 76, 5791 [1954]; 78, 1894 [1956]. 
24) G. N. RICHARDS, Chem. and Ind. 1953, 1035. 




