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ABSTRACT 

Condensatton of 2-ammo-2-deoxy-D-galactopyranose with D-glucuromc actd 
or D-mannurono-6,3-lactone m the presence of hydrochloric acid gave the corre- 

spondmg 2-ammo-2-deoxy-6-O-(D-glycofuranosylurono-6,3-lactone)-D-galactopy- 
ranoses The c(-D configuration of the dlsacchartde derrved from D-g1ucuromc acid 

was determmed by Its reslstance towards B-D-glucuronldase 

ZUSAMMENFASSUNG 

Aus 2-Ammo-2-desoxy-D-galaktopyranose und D-GlucuronsZure oder D- 
Mannurono-6,34acton wurden durch Kondensatlon In Gegenwat t von Salzsaure die 
entsprechenden 2-Ammo-2-desoxy-6-O-(D-glykofuranosylurono-6,3-lacton)-D-galak- 
topyranosen erhalten und m rhre Hexaacetate ubergefuhrt Die or-D-Kontlguratron des 
such von der D-Glucuron&ure ableltenden Disaccharides ergtbt srch aus der 
Resistenz gegeniiber /I-D-Glucuromdase 

EINLEITUNG 

Wie berlchtet’, fanden wrr rm Hydrolysat von Chondron.msulfatpeptlden aus 
menschhcher Aorta aul3er Ammosauren und 2-Ammo-2-desoxy-D-galaktose drew 
unbekannte Komponenten, die war semerzelt als U1, U, und Us bezelchneten 
(Abb 1) Modellversuche zu dlesem Befund zelgten, dal3 zwel davon (U, und U,) 
such aus 2-Ammo-2-deoxy-D-galaktose- und D-Glucuronsaure unter den Bedingungen 
der sauren Hydrolyse des Mucopolysacchands und der Aufarbeltung ffir die Ammo- 

&ire-Analyse entstehen (Abb 2) Es handelt such also beI U, und U, um Sekundir- 
produkte, die die Baustemanalyse der ChondroltmschwefelsZure verfalschen Wertere 
Versuche ergaben, da13 die Ausbeute an U1 auf etwa 50% und an Us auf 25% 
bezogen auf die emgesetzte 2-Ammo-2-desoxy-D-galaktose gestelgert werden kann, 
wenn man von emem Genusch aus Ammozucker (1 Tell) und GlucuronsHure (3 Teile) 

*Reaktlonen von 2-Ammo-2-desoxyhexosen rmt AIduronsPuren Tell II 
tD1p1 Chem A Ludmg verstarb unerwartet am 23 November 1973 Dxese Veroffenthchung 1st dem 
Andenken dleses begabten Mrtarbelters gewrdmet 
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Abb 1 Ammosaurespektrum des Hydrolysats von Chondroltmsiiurepeptld aus menscbbcher 
Aorta 

Abb 2 Ammosaurespektrum der Reaktlon von 2-Ammo-2-desoxy-n-galaktose mlt D-GIucuron- 
Sure 

ausgeht, dzeses mlt 6~ SalzsHure beI 40” zn uacuo emengt und den Rtickstand zn uacuo 
be1 Raumtemperatur volhg zur Trockne dampft2_ Die Verbmdungen U, und U3 
bllden such also unter den bekannten Bedmgungen der Hf-katalyslerten Dehydratl- 
slerung 

Auf dlesem Wege 15l3t such 2-Ammo-2-desoxy-D-galaktose such mlt D- 

MannuronGure umsetzen. Es werden ebenfalls zwel neue Produkte geblldet, die in 
lhren Retentlonszelten etwa U, und U3 entsprechen Wesenthch schxmenger 1st es, 

2-Ammo-%deoxy-D-glucose zur Reaktlon zu brmgen Hlerfiir muD man erne 
Temperatur von 100” w5hlen Dabel trltt aber schon Zersetzung em, und man findet 
unter einer Relhe von Produkten nur sehr kleme Mengen von U,- und U,-Analogen 

Hqy4+QH 
N H;Cl- 

1 R’=H , R”=OH 

2 R’= OH, R”= H 
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Wle lm Folgenden gezelgt wlrd, handelt es such be1 den Verbmdungen des 
Typs U, um (I+@-verkniipfte Daaccharlde und zwar urn 2-Ammo-2-desoxy-6- 
(a-D-g~ucofuranosy~urono-6,3-lacton)-D-ga~~topyranose (1) und 2-Ammo-2-desoxy- 
6-(D-mannofuranosylurono-6,3-Iacton)-D-gaIaktopyranose (2) 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Wle man dem Ammosgurespektrum entnehmen kann (vgl Abb 2), haben U, 
und U3 und 2-Ammo-2-desoxy-D-galaktose recht verschledene Retentlonszelten 
Entsprechendes glt fur die D-mannuronszurehaltlgen Produkte Wlr fuhrten deshalb 
die prgparative TreMUng unter iihnhchen Bedmgungen durch, wle sle Irn Ammo- 
sgure-Analysator vorhegen Am besten gehngt die Trennung an stark sauren Katlonen- 
Austauschern mlt 0, I&I Salzsiiure oder emem Pyndm-Esslgsiiure-Puffer Die Ver- 
bmdungen 1 und 2 wurden so als amorphe, aber analytlsch reme und chromato- 
graptisch emhelthche Substanzen m Form lhrer Hydrochloride oder Acetate erhalten 
(iiber die Isoherung und die Struktur von U, und semem Mannuronsiiure-Analogen 
wlrd spiiter benchtet) 

Die Verbmdungen 1 und 2 verhalten such m den melsten Punkten glelchartlg 
Belde reduzleren Fehhng’sche Losung Sle smd recht stab11 gegeniiber wiil3ngen 
SBuren Mlt 2h1 SaIzsiiure trltt her Raumtemperatur nach emlgen Stunden noch keme 
Spaltung em, erst mehrstfindxges Erhltzen mlt 2M Salzsgure auf 100” fiihrt zur voll- 
stiindlgen Hydrolyse unter Blldung von molaren Mengen 2-Ammo-%desoxy-D- 
galaktose und der betreffenden Uronsiiure Elektrophoretlsche Untersuchungen 
zeigen, daf3 der Uronsiiure-Rest lactomslert vorhegt, denn 1 und 2 verhalten such wle 
Basen, die etwa halb so welt \ve 2-Ammo-2-desoxy-D-galaktose wandern Mlt O,~M 
Natrmmhydroxyd ulrd ohne weltere Schiidlgung des Kondensatlonsproduktes der 
Lactonrmg geoffnet Die Dlsaccharld-Siiuren erschemen Im Anunos~ure-Analysator 
und Elektropherogram als emhelthche Substanzen, die such wle Monoammo-mono- 
carbonsguren verhalten Durch Zugabe von 2~ Salzsiiure Iii& such ohne welteres der 
Lactonrmg weeder schIref3en und man erhi%lt den Typ U, zurfick Insgesamt zeigen 
dlese Befunde, da13 es such beI 1 und 2 urn reduzlerende Dlsacchande aus Ammo- 
zucker und Uronsiiurelacton handelt 

Die Verbmdungen 1 und 2 lassen such rmt Pyndm-Acetanhydrxd m guten 
Ausbeuten m rhre knstalhnen Acetate 3 und 4 uberfuhren Dlese enthalten sechs 
4cetylgruppen Das bedeutet, da13 der Lactonrmg bei der Acetyherung geschlossen 
bheb Dleszelgt such das 1 r -Spektrum mlt der C=O-Bande ber 1825cm- ’ Im ‘Hn m r - 
Spektrum erkennt man funf O-Acetylgruppen Irn Berelch von ?: 7,9-8 und eme 
iiquatorlale N-Acetylgruppe be1 7 8,17 (cf Zlt 3) 

Aus den Massenspektren der belden Dlsacchand-Acetate 3 und 4 fiir deren 
Deutung die gut untersuchten Fragmentlerungswege von acetyherten Ammo- 
zuckern4 und acetyherten Hexose-Denvaten’ herangezogen werden konnten, ergibt 
slch, daB mlt Slcherhelt der UronGure-Rest mcht am C-l oder C-3 des Ammozuckers 
angrelft (Schema 1) Vielmehr welsen die Bruchstiicke mlt den Massenzahlen 316, 
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256, 214, dxe tiberwregend nut hohen Intensrtaten m glercher Werse m dem Massen- 
spektrum von 3 und 4 auftreten, auf eme (I-&)-Verkniipfung hm Zur Absrcherung 
dreser Aussage haben wtr dre Struktur der Dlsaccharrde (1, 2) auf chemrschem Wege 

bewresen 

~ -CH3CO$-l oAC -CHSO_ L 

NHAc NHAC NHz 

m/e 316 m/e 256 m/e 214 

R = ~-D,-0-acetyt-o-glykofuranosylurono-~-lacton 

Schema 1 

Dre Reduktion von 2 mrt Natrmmborhydnd verhef vollstandrg und ergab 
2-Ammo-2-desoxy-6-(D-mannofurannofuranosyl)-~-galaktrtol (5) Verbmdung 5 erwres such 

rm Ammos~ureanalysator und im Elektropherogramm als emherthche. Substanz, die 
deuthch vom Ausgangs-Drsaccharrd 2 verschreden hegt. Die Hydrolyse von S heferte 
2-Ammo-2-desoxy-D-galaktrtol und D-Mannose Damrt 1st srcher, da13 m 2 dre 
Drsacchand-Bmdung am C-l des Mannuronsaure-lactons nngreift 

Nrcht ganz so glatt heD such das analog aufgebaute 1 reduzreren Stets fanden 
wrr rm Hydrolysat auDer den erwarteten Produkten (2-Ammo-2-desoxy-D-galaktltol 
und D-Glucose) noch etwas D-Glucuronsaure (bzw das Lacton), was auf eme mcht 
vermerdbare partrelle Verselfung des Lactonrmges unter den Reduktronsbedmgungen 
hmwerst Auch dre Reduktron des Drsaccharrd-Methylesters heferte kem besseres 
Resultat (fur dre Beurterlung der Struktur von 1 1st dreser Befund Jedoch ohne 

Bedeutung) 
Dre (1 +6)-Drsaccharrd-Bmdung m 1 wurde werterhm durch Methyherung 

bestatrgt Wrr gmgen dazu von 3 aus und methyherten zunachst mrt Methyljodrd- 
Srlberoxrd ledlghch an der IV-Acetylgrupprerung Anschheflend wurden unter starker 
basrschen Bedmgungen mrt Barmmoxrd-Barmmhydroxrd-MethylJodrd alle Hydroxyl- 
gruppen frergelegt und vollstandrg verathert ’ Die Hydrolyse des permethyherten 1 
heferte m uberemstrmmung mlt der aus dem Massenspektrum abgelelteten (l-+6)- 
Verkniipfung 2-Desoxy-3,4-d~-O-methyl-2-methylamino-D-galaktopyranose, die wlr 
Irn Ammos&reanalysator bestimmten’ 

Die Konfiguratlon der glykosldlschen Bmdung in 1 Iii& such sehr emfach aus 
dem Verhalten gegenfiber /3-D-Glucuromdase ablaten Wle die Untersuchungen von 
Yoshlda und Katog zelgten, werden /3-D-Glykoslde der pyranolden und furanolden 
GlucuronsCiure m glelcher Welse gespalten, mcht aber die Glykoslde des Glucurono- 
lactons Es wurde daher zuniichst nut Base der Lactonrmg von 1 verselft An- 
schhel3end wurde mlt /I-D-Glucuromdase beI pH 4,5 mkublert Es trat keme Spaltung 
em Zur Abslcherung dleses Befundes iiberzeugten w1r uns, da13 Methyl-B-D-gluco- 
furanosylurono-6,3-lacton nach analoger Vorbehandlung gespalten wlrd 
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Wle bekannt, zexgen 2-Ammo-2-desoxyhexosen m saurer Losung gegeniiber 
Hydroxylverbmdungen eme sehr germge Tendenz zur GlykosIdbddung” Dies 1st 
auf den Abschlrmeffekt zuriickzufiihren, den &e protonierte Ammogruppe auf das 
Glykosldzentrum ausiibt So 1st es mcht moghch, 2-Ammo-2-desoxyzucker mlt 
methanohscher Salzsiiure m Glykoslde zu uberfuhren ’ ’ Ebenso erfolglos verhefen 
Versuche zur Hf-katalyslerten Selbstkondensatlon von 2-Ammo-2-desoxy-D- 
glucose l2 I3 Auch eme Umsetzung nut D-Galaktose zu &Ammo-%desoxy-D-glucose- 
haltlgen Ohgomeren he13 such mcht erzlelen I3 Demgegeniiber zelgen unsere Versuche, 
da13 die C-6-Hydroxylgruppe der 2-Ammo-2-desoxy-D-glucose unter shnhchen 
Bedmgungen durchaus zur Reaktlon mlt dem C-1-Carbomumlon des D-Gluco- oder 
D-Mannuronsiiurelactons befiihlgt 1st Der Befund steht III gewlsser AnaloBe zu emer 
Umsetzung von 2-Ammo-2-desoxy-D-glucose mlt D-Mannose, wobel allerdmgs unter 
drastlschen Bedmgungen (Erhltzen auf 130”) unter anderem 2-Ammo-2-desoxy-6- 
(D-mannosyl)-D-glucopyranose entstand14 

EXE’ERIhlENTELLER TEIL 

Allgelnerne MetIzod’err - Das Emengen von Losungen erfolgte Irn Rotatlons- 
verdampfer beI 40-50”, falls mcht anders vermerkt Schmelzpunkte wurden nut 
emem Thermopan-Helztlschmlkroskop der Fn-ma C Relchert, Wlen, bestrmmt, 
Drehwerte mit emem Perkm-Ehner Polaruneter 141 mlt emer 1 dm-Kuvette 
Siimthche Paplerchromatogramme wurden nach der abstelgenden Methode herge- 
stellt Als Laufmlttel15 dlente l’yrldm-Athylacetat-Elsesslg-Wasser (5 5 1 3) und 
zur Kammersiittlgung dlente Pyrndm-Athylacetat-Wasser (11 40 6)) Laufzelt 9 h, 
Strelfenliinge 40 cm Sonstlge reduzlerende Ammozucker-Denvate wurden mlt 
Nmhydrm be1 120”, Zucker mlt Amhnphthalat be1 120” angefarbt Analytlsche 
elektrophoretlsche Untersuchungen wurden an emer Apparatur nach Wleland und 
Pilelderer durchgefiihrt 

Die Untersuchungen der mnhydrmposltlven Substanzen wurden an den Ammo- 
siiureanalysatoren Spmco und Umchrom der FKma Beckman vorgenommen 
Programm fiir baslsche Komponenten SBulenfullung 0,9 cm x 6,8 cm, Harzsorte 
M 81, Puffersystem Natrmmcltrat-Salzsiiure, 0,5hf an Natrmmlonen, pH 5,28 +0,02 
Programm fur (a) saure und (b) neutrale Komponenten Siiulenfiillung 0,9 cm x 
45,5 cm, Harzsorte M 72, (a) Puffer Natrmmcltrat-Salzs?ture O,~M an Natrmnuonen, 
pH 3,25+0,01, (b) Puffer Natrmmcltrat-Salzsiiure O,~M an Natrmrmonen, pH 4,25+ 
0,02, PufYerwechsel nach 87 mm 

Die Analyse von 2-Desoxy-2-methylammo-D-galaktopyranose wurde am 
Ammosiiureanalysator, Model1 Umchrom, vorgenommen’ Unter dlesen Bedm- 
gungen betrug die Retentlonszelt des Phenylalamns 195 mm 

Dre Kohlenhydratspektren wurden an emem Auto-Analyser der FIrma 
Techmcon, DRW 0048, aufgenommen Zur Aufnahme der 1 r -Spektren wurde em 
Perkm-Elmer-Infracord-Spektrometer vom Typ 257 benutzt Die Substanzen 
wurden m Kahumbronud-PreDhngen gegen Kahumbronud gemessen Die ‘H- 
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Kernresonanzspektren wurden an Varmn A 56160 und HA 100 Spektrometern 
gemessen Als Losungsmrttel drente Chloroform-d und Tetramethylsrlan als mnerer 
Standard 

Massenspektren wurden nut emem Gerat Typ SM 1 B der Ftrma Vartan-MAT 
aufgenommen Fur dte photometr:sche Bestnnmung wurde das Photometer Spectromc 
20 der Firma Bausch und Lomb verwendet Die Messung erfolgie m Glaskuvetten 
von I x I1 cm Querschmtt 

2-Amzno-2-desoxy-6-O-(u-n-giucofuranosylrcrono-6,3-lacton)-~-galaktopyrcno- 

se-h~droclzlorzd (1) - 2-Ammo-2-desoxy-D-galaktose-hydrochlortd (500 mg) und 
D-Glucuronsiiure (I,0 g) wurden in 6~ Saizsaure (IO ml) gelost, bet 40” und 18 Torr 
volhg zur Trockne emgedampft und 15 mm unter dtesen Bedmgungen belassen. 
Sodann wurde der Riickstand erneut mtt 6~ Salzsaure (10 ml) aufgenommen und das 
Emdampfen und Trocknen wtederholt Nach dem Aufnehmen m Wasser und Klgren 
mrt KohIe wurde von emem ahquoten Tell dte Zusammensetzung des Reakttons- 
gemtsches im Ammosiiure-Analysator quantttattv bestmunt. Die Ausbeute an 1 
schwankte zwrschen ca 20% und 25% 

Die wal3rrge Losung des Reakttonsgemlsches wurde fiber den Ionenaustauscher 
Dowex 50 W-X2 (He, mesh 200-400, Saule 2,2 cm x 120 cm), gegeben und mlt 0,lnr 
Salzsaure ehuert Die Durchllul3geschwmdrgkett betrug 100 mg/h Nach 12 h wurde 1 
aufgefangen Die P-enthaltende Fraktlon wurde mlt Dowex 1 X2 (AC-, mesh 50-100) 
behandelt, wobet fur 5 ml Losung 1 ml Harz verwendet wurden Das Eluat wurde mrt 
2~ Salzszure (2 ml) versetzt, her 1 Torr und emer Badtemperatur von IO” auf 20 ml 
emgeengt und 1 wurde dann mit Athanol(lO0 ml) als amorphes Monohydrat gefallt 
(65 mg, 7,3 %), [a];’ + 78” (c 1, Wasser) 

AnaZ Ber fur C1,H,,CINOI1 C, 36,79, H, 5,66, N, 3,57 Gef C, 36,68, 
H, 5,87, N, 3,57 

2- Amrno-2 -desoxy-6- 0 -(D -mannojiiranosylurozzo-6,34acton)- D -galaktopyrano- 

se-acetat (2) - 2-Ammo-2-desoxy-D-galaktose (300 mg) und D-Marmurono-6,3-lacton 
(500 mg) wurden m 6~ Salzsiiure (5 ml) gelost, be1 18 Torr und 50” weltgehend 
emgedampft und uber Phosphorpentaoxld im Vakuumexstkkator getrocknet Der 
halbkrrstalhne Riickstand wurde m 2~ Esstgssure (5 ml) gelost und mtt Aktrvkohle 
geklart (Ausbeute-Bestnnmung von 2 rm Ammo&ure-Analysator 30%) Zur 
Isoherung von 2 wurde die Losung an Beckman Katronenaustauscher 50 A (SBule 
1,9 cm x 50 cm, Saulentemperatur 35”) rmt emem Pyridm-Acetat-Puffer pH 5 
(0,455hi an Esslgsiiure) chromatographlert Die DurchfMmenge betrug etwa 
I10 ml/h Die 2-enthaltende Fraktlon erscken nach 260 mm Sle wurde m tiaczzo 

emgeengt und gefrlergetrocknet (40 mg, 6,5 O/o), [a]c2 + 11” (c 1, Wasser) 
Anal Ber fur C,4H23N0,2 _ C,42,30, H, 5,80, N, 3,52 Gef . C,41,80, H, 6,16; 

N, 3,58 
Baustem-Analysetl - Ftir die Ammozucker-Bestmnnung wurden die Ver- 

bmdungen 1 und 2 (Je 5 mg) genau emgewogen und rmt 2M Salzsi!uue (5 ml) 2 h unter 
Rfickflul3 hydrolysrert, die Lbsung bet 18 Torr rm Exstkkator uber Kahumhydroxyd 
eingedampft, der R&&stand m Cltratptier (0,2~ an Natnunuonen, pH 2,28) auf- 
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genommen und im MeDkolben auf 5 ml aufgefiillt Der Ammozuckergehalt wurde 
von 1 ml dleser Losung nn Ammosgureanalysator Beckman Spmco oder Umchrom 
bestimmt 

Fiir die UronsBure-Bestnnmung nach DIsche’ ’ wurden 1 und 2 tie 1,0 mg) 
eingewogen und Irn MeBkolben m Wasser (10 ml) gelost Fiir die Bestnnmung wurde 
Je 1 ml verwendet Die Elchkurve wurde mlt D-Glucurono-6,3-lacton gemessen. 

2-Acetamzdo-1,3,4-trz-O-acetyI-2-desoxy-(2,5-dz-O-acetyI-~-glykofrrranosyIuro- 
no-6,3-Zacton)-a-D-gaZaktopyranose (3 zznd 4) - Verbmdungen 1 oder 2 (200 mg) 
wurden rn absolutem Pyrldm (6 ml) gelost, gekiihlt und unter Elskuhhmg Acetan- 
hydrld (6 ml) hmzugegeben Nach anfgnghchem Riihren bls zur vollstsndlgen Losung 
wurde 24 h beI Raumtemperatur stehengelassen und sodann m Elswasser (50 ml) 
gegossen Verbindung 3 fiel aus Wasser amorph aus Nach dem Absaugen, Waschen 
mrt Wasser und Trocknen zn vaczzo iiber Kahumhydroxld und Schwefeldure wurde 
aus Acetomtrd (ca 10 ml) umkrlstalhslert (180 mg, 67X,), Schmp 278”, [a];2 + 135” 
(c I, Acetomtnl), 1 r -Spektrum 3400 (NH), 1825 (C=O, Lacton), 1750 (OAc), 1675 u 
1560 (Amid I, Anud 11) cm- * , m s (Kathode 300 A, Quelle 200”) m/e 546 (26), 
529 (27), 487 (27), 470 (lo), 427 (31), 367 (14). 316 (II), 303 (lo), 286 (il), 256 [50), 
243 (32), 214 (28), 114 (100) 

Anal Ber fur C24H31N016 C, 48,89, H, 5,30, N, 2,37 Gef C, 49,07, H, 5,17, 
N, 2,25 

Azrfarbettung van 4 Die wgJ3nge Losung wurde mehrmals mlt Esslgester extra- 
hxert, die Extrakte mlt Natrmmsulfat getrocknet und zrz vacua emgedampft Der 

trockene Ruckstand wurde m wemg Aceton aufgenommen und durch Zugabe von 
Ather wurde knstallines 4 erhalten (80 mg, 33 %), Schmp 136-138”, [a];” + 67,8” (c 1, 
Esugester) ,1 r -Spektrum In den angegebenen Banden Identisch mt 3, m s nrfe 589 
(1,5), 546 (27); 529 (3); 487 (66); 469 (77), 316 (39), 256 (97), 214 (87), 156 (48). 

126 (IOO), 114 (120). 

Anal Ber fiir C24H31N016- C, 48,89, H, 5,30, N, 2,37 Gef C, 48,30, H, 5,32, 
N, 2,38 

Z-A??zmo-Z-desoxy-6-O-(D-nlmmofuranofurano~~-D-ga~ac~z~o~ (5) - Verbmdung 2 
(50 mg) wurde m Wasser (5 ml) gelost und langsam mlt Natrmmborhydrxd (40 mg) 
versetzt Nach mehrstiinlgem Steheniassen ber Raumtemperatur wurde mlt 
Essq@ure angesauert, die Losung emgeengt und mehrmals nut Methanol m vacua 
abgedampft Em Elektropherogramm m Pyndm-Acetat-Puffer, pH 3,6 (10 ml Pyndm, 
100 ml Elsesslg, auf I I mrt Wasser afillen) zelgte be1 5 V/cm nach 90 mm emen Fleck 
mlt emem RF 0,48 (2-Ammo-2-desoxy-D-galaktose wurde als Bezugssubstanz, RF 1, 
aufgetragen) Im Ammos~urespektrum (Programm fur baslsche Ammosguren) hatte 5 
eme Retentlonszelt von 18 mm (2 zum Verglelch 29 mm) 

Verbmdung 5 (20 mg) wurde nut 6b1 Salzs&re (5 ml) fiir 15 mm be1 100” 
hydrolyslert Das Hydrolysat zelgte eine negative Fehhng’sche Probe Das Hydro- 
lysenprodukt 2-Ammo-2-desoxy-D-galaktltol wurde nn Ammos&ueanalysator (Pro- 
gramm fiir baslsche Ammos&uren) als emge mnhydrmposltlve Substanz erfaDt 
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(Retentionszelt 22 mm) Mit dem Kohlenhydratanalysator konnte m Hydrolysat 
D-Mannose nachgewresen werden (Retentronszelt 4,5 h) 

Redzzction von 2-Amzzzo-2-desoxy-6-O-(methyI-~-D-glucofuranosyZuronat)-D-gaZac- 

topyranose - Verbmdung 1 (10 mg) wurde in Wasser (1 ml) gelost, Methanol (5 ml) 
hmzugefiigt und langsam eme athensche Losung von Drazomethan zugetropft Die 
Hauptreaktion war nach 10 mm beendet (Verschwmden der gelben Farbe) Nach 1 
und nach 6 h wurde noch Jeweds Dmzomethanlosung (2 ml) zugefiigt Nach wetteren 
3 h wurde in uacuo brs auf ca. 3 ml emgeengt Die wzl3rrge Losung des Esters wurde 
unter Erskfihlung m eme Losung von Natrmmborhydnd (50 mg) m Wasser (2,5 ml) 
getropft Nach 12-stiindigem Stehenlassen wurde, wre her 5 beschrreben, auf- 
gearbeitet und hydrolysiert Die Bestlmmung des 2-Ammo-2-desoxy-D-galactitol 
erfolgte wre bei 5 beschrieben rm Ammos%ureanalysator Der Nachwers van D- 
Glucose, D-Glucuronszure und D-Glucuronsaurelacton wurde papierchromato- 
graphrsch im beschrtebenen Laufmtttel durchgefiihrt 

2-Desoxy-3,4-dz-O-methyl-2-methyZam~no-D-galactopyr~ose - Verbmdung 3 
(SO mg) wurde m NJV-Dimethylformamrd (1 ml) gelost, rmt Methyllodid (0,5 ml) 
versetzt und ber hochstens 30” unter Ruhren Srlberoxrd (400 mg) emgetragen 
Nach 1Zstiindrgem Ruhren wurde mrt Chloroform (50 ml) versetzt, die ausgefallenen 
Srlbersalze wurden unter Zugabe von etwas Aktrvkohle abhltnert Dre Chloro- 
formlosung wurde 3 mal mrt Wasser Qe 5 ml) gewaschen, mit Natrmmsulfat ge- 
trocknet und zn uacuo auf 2-3 ml emgeengt Anschhegend wurde mrt Methyljodrd 
(0,s ml) und Barmmhydroxrd-Octahydrat (150 mg) ber 0” 5 h methyhert, danach 
werteres MethylJodid (0,2 ml) und Barmmoxrd (200 mg) hinzugeffigt und unter 
Riihren 2 h bet 0” und sodann 20 h bei Raumtemperatur umgesetzt Nach Zusatz von 
NJ%Drmethylformamrd und wemg Aktrvkohle wurde filtrrert, mrt dem gleichen 
Losungsmrttel gewaschen und zn vaczlo emgedampft Der Ruckstand wurde nut 2M 
Salzsaure (2 ml) bet iO0” 1 h hydrolystert, dre S%ure her 413” abgezogen und der 
Rfickstand m 2,5 ml Puffer, pH 2,28, gelost und em ahquoter Ted zur Bestrmmung tm 
Ammos&rre-Analysator entnommen 2-Desoxy-3,4-dr-O-me thyl-2-methylammo-D- 
galactopyranose wurde rm Ammosiiureanalysator durch die Retenttonszert von 
+ 12 mm (Standard Phenylalamn) rdentmztert 

Eznzuzrkzazg uon /3-D-Glucuronzdase azzf 2-Ammo-2-desoxy-6-O-(a-D-gizzcofurano- 

sybtrono-6,3-lacton)-D-galactopyranose (1) - Das Drsacchartd !1(5 mg) wurde m Wasser 
(1 ml) gelost und mrt verdunnter Natronlauge deuthch alkahsch gemacht (pH- 
Paprer) Danach wurde rmt verdunnter EsslgsHure em pH-Wert von 4-5 emgestellt, 
O,~M Acetatpuffer (3,5 ml) zugegeben und die Losung getetlt Der eme Tell wurde nut 
emer Suspension von fi-D-Glucuromdase (Fa Boehrmger, Mannherm Nr 15472) 
15 mm her 37” mkubrert, der andere zum Verglerch ohne Enzymlosung den glerchen 
Bedmgungen unterworfen Es trat keme Spaltung em Bestmung Im Ammosaure- 
Analysator he13 such kern D-Galaktosamm nachwersen 

Die Akttvitat des Enzyms wurde an Methyl-/?-D-glucofuranosrd-6,3-lacton 
nach analogen Vorbehandlungen gepruft Es trat vollstandrge Spaltung em 
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