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ABSTRACT

Condensation of 2-amino-2-deoxy-D-galactopyranose with D-glucuronic acid
or D-mannurono-6,3-lactone 1n the presence of hydrochloric acid gave the corre-
sponding 2-amino-2-deoxy-6-0-(D-glycofuranosylurono-6,3-lactone)- n-galactopy-
ranoses The «-D configuration of the disaccharide derived from b-glucuromc acid
was determined by 1ts resistance towards f-D-glucuronidase

ZUSAMMENFASSUNG

Aus 2-Amino-2-desoxy-p-galaktopyranose und bp-Glucuronsdure oder bD-
Mannurono-6,3-lacton wurden durch Kondensation in Gegenwait von Salzsaure die
entsprechenden 2-Amino-2-desoxy-6-O0-(D-glykofuranosylurono-6,3-lacton)-pD-galak-
topyranosen erhalten und 1n thre Hexaacetate ubergefuhrt Die a-D-Konfiguration des
sich von der bD-Glucuronsdure ableitenden Disaccharides ergibt sich aus der
Resistenz gegeniiber f-pD-Glucuronidase

EINLEITUNG

Wie berichtet?, fanden wir 1m Hydrolysat von Chondroitinsulfatpeptiden aus
menschlicher Aorta auBer Aminosauren und 2-Amino-2-desoxy-D-galaktose drei
unbekannte Komponenten, die wir seinerzeit als U,, U, und U; bezeichneten
(Abb 1) Modellversuche zu diesem Befund zeigten, daBB zweir davon (U; und U;)
auch aus 2-Amino-2-deoxy-D-galaktose- und p-Glucuronsiure unter den Bedingungen
der sauren Hydrolyse des Mucopolysaccharids und der Aufarbeitung fiir die Amino-
sdure-Analyse entstehen (Abb 2) Es handelt sich also bet U, und U; um Sekundar-
produkte, die die Bausteinanalyse der Chondroitinschwefelsdure verfalschen Wettere
Versuche ergaben, dal die Ausbeute an U, auf etwa 50% und an U; auf 25%
bezogen auf die eingesetzte 2-Amino-2-desoxy-D-galaktose gesteigert werden kann,
wenn man von eimnem Gemisch aus Aminozucker (1 Teil) und Glucuronsaure (3 Teile)

*Reaktionen von 2-Amino-2-desoxyhexosen mut Alduronsiuren Teil II
tDipl Chem A Ludwig verstarb unerwartet am 23 November 1973 Diese Veroffenthichung 1st dem

Andenken dieses begabten Mitarbeiters gewidmet
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Abb 1 Aminosaurespektrum des Hydrolysats von Chondromtinsaurepeptid aus menschhicher
Aorta
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Abb 2 Ammosaurespektrum der Reaktion von 2-Amino-2-desoxy-D-galaktose mit p-Glucuron-
sdure

ausgeht, dieses mit 6M Salzsdure be1 40° in vacuo emengt und den Riickstand 7 vacuo
ber Raumtemperatur vollig zur Trockne dampft?. Die Verbindungen U, und U,
bilden sich also unter den bekannten Bedingungen der H*-katalysierten Dehydrati-
sierung

Auf diesem Wege 1aBt sich 2-Amino-2-desoxy-D-galaktose auch mit D-
Mannuronsiure umsetzen. Es werden ebenfalls zwer neue Produkte gebildet, die in
1ihren Retentionszeiten etwa U, und Uj; entsprechen Wesentlich schwieniger 1st es,
2-Amino-2-deoxy-D-glucose zur Reaktion zu bringen Hierflir muB man eine
Temperatur von 100° wihlen Dabei tritt aber schon Zersetzung ein, und man findet
unter einer Rethe von Produkten nur sehr kleine Mengen von U,- und Uz-Analogen
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Wie 1m Folgenden gezeigt wird, handelt es sich ber den Verbindungen des
Typs U; um (1—-6)-verkniipfte Disaccharide und zwar um 2-Amino-2-desoxy-6-
(o-D-glucofuranosylurono-6,3-lacton)-b-galaktopyranose (1) und 2-Amino-2-desoxy-
6-(p-mannofuranosylurono-6,3-lacton)-p-galaktopyranose (2)

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Wie man dem Aminosiurespektrum entnehmen kann {vgl Abb 2), haben U,
und U; und 2-Amino-2-desoxy-D-galaktose recht verschiedene Retentionszeiten
Entsprechendes gilt fur die D-mannuronsiurehaltigen Produkte Wir fuhrten deshalb
die praparative Trennung unter dhniichen Bedingungen durch, wie sie 1m Amino-
sdure-Analysator vorliegen Am besten gelingt die Trennung an stark sauren Kationen-
Austauschern mit 0,IM Salzsdure oder emem Pyridin-Essigsdure-Puffer Die Ver-
bindungen 1 und 2 wurden so als amorphe, aber analytisch reine und chromato-
graphisch emheitliche Substanzen in Form 1hrer Hydrochloride oder Acetate erhalten
(tiber die Isolierung und die Struktur von U, und seinem Mannuronsiure-Analogen
wird spiter berichtet)

Die Verbindungen 1 und 2 verhalten sich in den meisten Punkten gleichartig
Beide reduzieren Fehling’sche Losung Sie sind recht stabil gegeniiber waBrigen
Sduren Mit 2m Salzsdure tritt ber Raumtemperatur nach emigen Stunden noch keine
Spaltung ein, erst mehrstiindiges Erltzen mit 2M Salzsdure auf 100° fiihrt zur voll-
stindigen Hydrolyse unter Bildung von molaren Mengen 2-Amino-2-desoxy-D-
galaktose und der betreffenden Uronsiure Elektrophoretische Untersuchungen
zeigen, daf} der Uronsidure-Rest lactonisiert vorliegt, denn 1 und 2 verhalten sich wie
Basen, die etwa halb so weit wie 2-Amino-2-desoxy-p-galaktose wandern Mit 0,1m
Natriumhydroxyd wird ohne weitere Schidigung des Kondensationsproduktes der
Lactonring geoffnet Die Disaccharid-Sauren erschemen im Amunosiure-Analysator
und Elektropherogram als einheitliche Substanzen, die sich wie Monoamino-mono-
carbonsduren verhalten Durch Zugabe von 2M Salzsdure 148t sich ohne weiteres der
Lactonring wieder schlieen und man erhilt den Typ U; zuriick Insgesamt zeigen
diese Befunde, daB es sich bet 1 und 2 um reduzierende Disaccharide aus Amino-
zucker und Uronsaurelacton handelt

Die Verbindungen 1 und 2 lassen sich mut Pyridin—Acetanhydrid in guten
Ausbeuten in thre knistallinen Acetate 3 und 4 uberfuhren Diese enthalten sechs
Acetylgruppen Das bedeutet, daB der Lactonring ber der Acetyhierung geschlossen
bhieb Dieszeigtauch dasi r -Spektrum mit der C=0-Bandebe11825cm™* Im*Hnmr -
Spektrum erkennt man funf O-Acetylgruppen im Bereich von 7 7,9-8 und emne
aquatoriale N-Acetylgruppe be1 = 8,17 (¢f Zit 3)

Aus den Massenspektren der beiden Disaccharid-Acetate 3 und 4 fiir deren
Deutung die gut untersuchten Fragmentierungswege von acetyherten Amino-
zuckern* und acetylierten Hexose-Derivaten® herangezogen werden konnten, ergibt
sich, daB mut Sicherheit der Uronsiure-Rest nicht am C-1 oder C-3 des Aminozuckers
angreift (Schema 1) Vielmehr weisen die Bruchstiicke mit den Massenzahlen 316,
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256, 214, die iiberwiegend mit hohen Intensitidten in gleicher Weise in dem Massen-
spektrum von 3 und 4 auftreten, auf eine (1—»6)-Verkniipfung hin Zur Absicherung
dieser Aussage haben wir die Struktur der Disaccharide (1, 2) auf chemischem Wege

bewiesen

CH,OR +-
AcO o « AcO 3 CHaCOm AcO S AcO S
— CHOR = -
Oac QAc | —2- " OAC A ZCHICOMH_ \ AAc CHLCO < "
]
NHAC NHACc NHAC NH,

mle 316 mle 256 mle 214
R = 25-D:-0O-acetyi-p-glykofuranosylurono-6,3-iacton

Schema 1

Die Reduktion von 2 mut Natriumborhydrid verbef vollstindig und ergab
2-Amino-2-desoxy-6-(D-mannofuranosyl)-p-galaktitol (5) Verbindung 5 erwies sich
1m Amnosaureanalysator und im Elektropherogramm als emnheithiche Substanz, die
deutlich vom Ausgangs-Disaccharid 2 verschieden liegt. Die Hydrolyse von 5 Leferte
2-Amino-2-desoxy-bD-galaktitol und p-Mannose Damit ist sicher, dal in 2 die
Disaccharid-Bindung am C-1 des Mannuronsiure-lactons angreift

Nicht ganz so glatt lieB sich das analog aufgebaute 1 reduzieren Stets fanden
wir 1m Hydrolysat auBer den erwarteten Produkten (2-Amino-2-desoxy-D-galaktitol
und D-Glucose) noch etwas D-Glucuronsiure (bzw das Lacton), was auf eine nicht
vermeidbare partielle Verseifung des Lactonringes unter den Reduktionsbedingungen
hinweist Auch die Reduktion des Disaccharid-Methylesters lieferte kein besseres
Resultat (fir die Beurtelung der Struktur von 1 1st dieser Befund jedoch ohne
Bedeutung)

Die (1-6)-Disaccharid-Bindung in 1 wurde werterhin durch Methyherung
bestdtigt Wir gingen dazu von 3 aus und methylierten zuniZchst mit Methyljodid-
Silberoxid ledighch an der N-Acetylgruppierung AnschhieBend wurden unter starker
basischen Bedingungen mit Barrumoxid—-Bariumhydroxid—Methyljodid alle Hydroxyl-
gruppen freigelegt und vollstindig verdthert” Die Hydrolyse des permethylierten 1
heferte 1n Uberemnstimmung mut der aus dem Massenspektrum abgeleiteten (1—6)-
Verkniipfung 2-Desoxy-3,4-di-O-methyl-2-methylamno-p-galaktopyranose, die wir
1m Aminosaureanalysator bestimmten®

Die Konfiguration der glykosidischen Bindung in 1 146t sich sehr einfach aus
dem Verhalten gegeniiber f-D-Glucuronidase ableiten Wie die Untersuchungen von
Yoshida und Kato® zeigten, werden g-pD-Glykoside der pyranoiden und furanoiden
Glucuronsiure n gleicher Weise gespalten, nicht aber die Glykoside des Glucurono-
lactons Es wurde daher zunichst mit Base der Lactonring von 1 verseift An-
schhieBend wurde mit 8-pD-Glucuromidase ber pH 4,5 inkubiert Es trat keine Spaltung
ein Zur Absicherung dieses Befundes iiberzeugten wir uns, dal Methyl-§-p-gluco-
furanosylurono-6,3-lacton nach analoger Vorbehandlung gespalten wird
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Wie bekannt, zeigen 2-Amino-2-desoxyhexosen in saurer Losung gegeniiber
Hydroxylverbindungen emne sehr geringe Tendenz zur Glykosidbildung?® Dies 1st
auf den Abschirmeffekt zuriickzufiihren, den die protonierte Aminogruppe auf das
Glykosidzentrum ausiibt So 1st es nicht moglich, 2-Amino-2-desoxyzucker mit
methanolischer Salzsaure in Glykoside zu uberfuhren'! Ebenso erfolglos verliefen
Versuche zur HT7-katalysierten Selbstkondensation von 2-Amino-2-desoxy-p-
glucose!? 13 Auch eine Umsetzung mit D-Galaktose zu 2-Amino-2-desoxy-D-glucose-
haltigen Oligomeren lieB sich nicht erzielen!® Demgegeniiber zeigen unsere Versuche,
daBl die C-6-Hydroxylgruppe der 2-Amino-2-desoxy-D-glucose unter dhnlichen
Bedingungen durchaus zur Reaktion mit dem C-1-Carbomumion des D-Gluco- oder
p-Mannuronsédurelactons befdahigt 1st Der Befund steht 1n gewisser Analogie zu einer
Umsetzung von 2-Amino-2-desoxy-D-glucose mit b-Mannose, wober allerdings unter
drastischen Bedingungen (Erhitzen auf 130°) unter anderem 2-Aminc-2-desoxy-6-
(p-mannosyl)-pD-glucopyranose entstand**

EXPERIMENTELLER TEIL

Allgemeine Methoden — Das Emengen von Losungen erfolgte 1m Rotations-
verdampfer ber 40-50° falls nicht anders vermerkt Schmelzpunkte wurden mit
emnem Thermopan-Heiztischmikroskop der Firma C Reichert, Wien, bestimimnt,
Drehwerte mit emnem Perkin-Elmer Polarimeter 141 mit emner 1 dm-Kuvette
Samtliche Papierchromatogramme wurden nach der absteigenden Methode herge-
stellt Als Laufmittel'® diente Xyridin-Athylacetat—Eisessig-Wasser (551 3) und
zur Kammersittigung diente Pyridin-Athylacetat—Wasser (11 40 6), Laufzeit 9 h,
Streifenldnge 40 cm Sonstige reduzierende Aminozucker-Derivate wurden mit
Ninhydrin ber 120°, Zucker mut Anilinphthalat ber 120° angefarbt Amnalytische
elektrophoretische Untersuchungen wurden an emer Apparatur nach Wieland und
Pfleiderer durchgefiihrt

Die Untersuchungen der minhydrinpositiven Substanzen wurden an den Amino-
sdureanalysatoren Spmmco und Unichrom der Firma Beckman vorgenommen
Programm fiir basische Komponenten Sdulenfullung 0,9 cm x 6,8 cm, Harzsorte
M 81, Puffersystem Natriumcitrat—Salzsaure, 0,5M an Natriumionen, pH 5,28 40,02
Programm fur (a) saure und (b) neutrale Komponenten Saulenfiillung 0,9 cm x
45,5 cm, Harzsorte M 72, (a) Puffer Natriumcitrat—Salzsiure 0,2m an Natriumionen,
pH 3,254+0,01, (b) Puffer Natriumcitrat-Salzsdure 0,2M an Natriumionen, pH 4,254
0,02, Pufferwechsel nach 87 min

Die Analyse von 2-Desoxy-2-methylamino-D-galaktopyranose wurde am
Aminosiureanalysator, Modell Unichrom, vorgenommen® Unter diesen Bedin-
gungen betrug die Retentionszeit des Phenylalanins 195 min

Die Kohlenhydratspektren wurden an eimnem Auto-Analyser der Firma
Technicon, DRW 0048, aufgenommen Zur Aufnahme der 1 r -Spektren wurde ein
Perkin—-Elmer—Infracord-Spektrometer vom Typ 257 benutzt Die Substanzen
wurden in Kalumbromid-PreBhngen gegen Kalumbromud gemessen Die H-
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Kernresonanzspektren wurden an Varian A 56/60 und HA 100 Spektrometern
gemessen Als Losungsmittel diente Chloroform-d und Tetramethylsilan als innerer
Standard

Massenspektren wurden mit einem Gerat Typ SM 1 B der Firma Varian-MAT
aufgenommen Fiir die photometrische Bestimmung wurde das Photometer Spectromc
20 der Firma Bausch und Lomb verwendet Die Messung erfolgie m Glaskuvetten
von 1 x 11 cm Querschnitt

2-Amino-2-desoxy-6-O-(o-D -glucofuranosylurono- 6,3 -lacton)- D -galaktopyrano-
se-hydrochlornnd (1) — 2-Amino-2-desoxy-D-galaktose-hydrochlorid (500 mg) und
p-Glucuronsiure (1,0 g) wurden 1n 6M Salzsaure (10 ml) gelost, bet 40° und 18 Torr
vollig zur Trockne eingedampft und 15 min unter diesen Bedingungen belassen.
Sodann wurde der Riickstand erneut mit 6M Salzsaure (10 ml) aufgenommen und das
Eindampfen und Trocknen wiederholt Nach dem Aufnehmen in Wasser und Kiiren
mit Kohle wurde von emnem aliquoten Teil die Zusammensetzung des Reaktions-
germisches 1m Aminosdure-Analysator quanfitativ bestimmt. Die Ausbeute an 1
schwankte zwischen ca 20% und 25%

Die wiBrige Losung des Reaktionsgemisches wurde iiber den Ionenaustauscher
Dowex 50 W-X2 (H*, mesh 200-400, Saule 2,2 ¢cm x 120 cm), gegeben und mit 0,IMm
Salzsidure elutert Die Durchfluflgeschwindigkert betrug 100 mg/h Nach 12 h wurde 1
aufgefangen Die 1-enthaltende Fraktion wurde mut Dowex 1 X2 (Ac™, mesh 50~100)
behandelt, wobe: fur 5 ml Losung 1 ml Harz verwendet wurden Das Eluat wurde mit
2M Salzsaure (2 ml) versetzt, ber 1 Torr und emner Badtemperatur von 10° auf 20 mi
eingeengt und 1 wurde dann mit Athanol (100 ml) als amorphes Monohydrat gefallt
(65 mg, 7,3%), [«]22 +78° (¢ 1, Wasser)

Anal Ber fir C,,H,,CINO,, C, 36,79, H, 5,66, N, 3,57 Gef C, 36,68,
H, 5,87, N, 3,57

2- Amino-2 -desoxy-6- O -(D -mannofuranosylurono-6,3-lacton)- o -galaktopyrano-
se-gcetat (2) — 2-Amino-2-desoxy-D-galaktose (300 mg) und b-Mannurono-6,3-lacton
(500 mg) wurden m 6M Salzsiure (5 ml) gelost, ber 18 Torr und 50° weitgehend
eingedampft und uber Phosphorpentaoxid im Vakuumexsikkator getrocknet Der
halbkristalline Riickstand wurde in 2M Essigsdure (5 ml) gelost und mut Aktivkohle
geklirt (Ausbeute-Bestimmung von 2 1m Amnosiure-Analysator 30%) Zur
Isolierung von 2 wurde die Losung an Beckman Kationenaustauscher 50 A (Siule
1,9 cm x50 cm, Saulentemperatur 35°) mut einem Pyridin—Acetat-Puffer pH 5
(0,455M an Essigsiure) chromatographiert Die DurchfluBmenge betrug etwa
110 mi/h Die 2-enthaltende Fraktion erschien nach 260 min Sie wurde in vacuo
emngeengt und gefriergetrocknet (40 mg, 6,5 %), [6]3%? +11° (¢ 1, Wasser)

Anal Ber fiir C, ,H,,NO,,.C, 42,30, H, 5,80, N, 3,52 Gef.C, 41,80, H, 6,16;
N, 3,58

Baustemm-Analysen — Fiir die Aminozucker-Bestimmung wurden die Ver-
bindungen 1 und 2 (je 5 mg) genau emngewogen und mit 2M Salzsdure (5 ml) 2 h unter
RiickfluB hydrolysiert, die Losung be1 18 Torr im Exsikkator uber Kallumhydroxyd
eingedampft, der Riickstand in Citratpuffer (0,2n an Natrrumionen, pH 2,28) auf-
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genommen und im MeBkolben auf 5 ml aufgefiilit Der Aminozuckergehalt wurde
von 1 ml dieser Losung im Amnosdureanalysator Beckman Spinco oder Unichrom
bestimmt

Fiir die Uronsdure-Bestimmung nach Dische!? wurden 1 und 2 (je 1,0 mg)
eingewogen und 1m MeBkolben in Wasser (10 ml) gelost Fiir die Bestimmung wurde
je 1 ml verwendet Die Eichkurve wurde mit p-Glucurono-6,3-lacton gemessen.

2-Acetamido- 1,3 ,4-tr1-O-acetyl-2-desoxy-(2,5-di-O-acetyl-p-glykafiranosyluro-
no-6,3-lacton)-a-p-galaktopyranose (3 und 4) — Verbindungen 1 oder 2 (200 mg)
wurden in absolutem Pyridin (6 ml) gelost, gekiihlt und unter Eiskuhlung Acetan-
hydrid (6 ml) hinzugegeben Nach anfianghichem Riihren bis zur vollstindigen Losung
wurde 24 h ber Raumtemperatur stehengelassen und sodann in Eiswasser (50 ml)
gegossen Verbindung 3 fiel aus Wasser amorph aus Nach dem Absaugen, Waschen
mut Wasser und Trocknen i vacuo iiber Kalmmhydroxid und Schwefelsiure wurde
aus Acetomtril (cz 10 ml) umkristallisiert (180 mg, 67%), Schmp 278°, [«]32 +135°
(c 1, Acetonitril), 1 r -Spektrum 3400 (NH), 1825 (C=0, Lacton), 1750 (OAc), 1675u
1560 (Amud I, Anud 1I) cm™ !, m's (Kathode 300 A, Quelle 200°) m/e 546 (26),
529 (27}, 487 (27), 470 (10), 427 (31), 367 (14), 316 (11), 303 (10), 286 (11), 256 (50),
243 (32), 214 (28), 114 (100)

Aral Ber fur C,,H;,NO,¢ C, 48,89, H, 5,30, N, 2,37 Gef C,49,07,H, 5,17,
N, 2,25

Aufarbertung von 4 Die willrige Losung wurde mehrmals mit Essigester extra-
hiert, die Extrakte mut Natriumsulfat getrocknet und mn vacuo emngedampft Der
trockene Ruckstand wurde m wenig Aceton aufgenommen und durch Zugabe von
Ather wurde kristallines 4 erhalten (80 mg, 33 %), Schmp 136-138°, [oz],’,2 +67,8°(c 1,
Essigester), 1 r -Spektrum In den angegebenen Banden identisch mit 3, ms nife 589
(1,5), 546 (27); 529 (3); 487 (66); 469 (77), 316 (39), 256 (97), 214 (87), 156 (48),
126 (100), 114 (120).

Anal Ber fiir C,,H3,NQ, 4" C, 48,89, H, 5,30, N, 2,37 Gef C, 48,30, H, 5,32,
N, 2,38

2-Armino-2-desoxy-6-O-(D-mannofuranosyl)-D-galactitol (5) — Verbindung 2
(50 mg) wurde 1n Wasser (5 ml) gelost und langsam mit Natriumborhydrid (40 mg)
versetzt WNach mehrstiindigem Stehenlassen ber Raumtemperatur wurde muit
Essigsaure angesauert, die Losung eingeengt und mehrmals mit Methano! in vacuo
abgedampft Ein Elektropherogramm in Pyridin—Acetat-Puffer, pH 3,6 (10 ml Pyridin,
100 mi Eisessig, auf 11 mut Wasser auffullen) zeigte bei 5 V/cm nach 90 min einen Fleck
mt emmem Ry 0,48 (2-Amino-2-desoxy-D-galaktose wurde als Bezugssubstanz, R 1,
aufgetragen) Im Aminosidurespektrum (Programm fur basische Aminosiuren) hatte §
eme Retentionszeit von 18 min (2 zum Vergleich 29 min)

Verbmdung 5 (20 mg) wurde mut 6Mm Salzsidure (5 ml) fiir 15 min be: 100°
hydrolysiert Das Hydrolysat zeigte eine negative Fehling’sche Probe Das Hydro-
lysenprodukt 2-Amino-2-desoxy-p-galaktitol wurde 1m Aminosdureanaiysator (Pro-
gramm fiir basische Amunosduren) als emnzige mmhydrinpositive Substanz erfaBt
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(Retentionszeit 22 min) Mit dem Kohlenhydratanalysator konnte 1m Hydrolysat
p-Mannose nachgewiesen werden (Retentionszeit 4,5 h)

Reduction von 2- Ammo-2-desoxy-6-O-(methyl-a-D-glucofuranosyluronat)-p-galac-
topyranose — Verbindung 1 (10 mg) wurde in Wasser (1 ml) gelost, Methanol (5 ml)
hinzugefiigt und langsam eine dtherische Losung von Diazomethan zugetropft Die
Hauptreaktion war nach 10 min beendet (Verschwinden der gelben Farbe) Nach 1
und nach 6 h wurde noch jeweils Diazomethanlosung (2 ml) zugefiigt Nach weiteren
3 h wurde in vacuo bis auf ca. 3 ml eingeengt Die waBrige Losung des Esters wurde
unter Eiskiihlung in eine Losung von Natriumborhydrid (50 mg) in Wasser (2,5 ml)
getropft Nach 12-stiindigem Stehenlassen wurde, wie bet 5 beschrieben, auf-
gearbeitet und hydrolysiert Die Bestimmung des 2-Amino-2-desoxy-D-galactitol
erfolgte wie be1 5 beschrieben 1m Aminosdureanalysator Der Nachwels von D-
Glucose, D-Glucuronsdure und D-Glucuronsiurelacton wurde papierchromato-
graphisch im beschriebenen Laufmittel durchgefiihrt

2-Desoxy-3,4-di-O-methyl-2-methylanuino-p-galactopyranose — Verbindung 3
(50 mg) wurde in N,N-Dimethylformamid (1 ml) gelost, mit Methyljodid (0,5 ml)
versetzt und ber hochstens 30° unter Ruhren Silberoxid (400 mg) eingetragen
Nach 12-stiindigem Ruhren wurde mit Chloroform (50 ml) versetzt, die ausgefallenen
Silbersalze wurden unter Zugabe von etwas Aktivkohle abfiltriert Die Chloro-
formlosung wurde 3 mal mit Wasser (Je 5 ml) gewaschen, mit Natriumsulfat ge-
trocknet und mn vacuo auf 2-3 ml eingeengt AnschlieBend wurde mit Methyljodid
(0,5 ml) und Barmumhydroxid—Octahydrat (150 mg) bet 0° 5 h methylert, danach
werteres Methyljodid (0,2 ml) und Bariumoxid (200 mg) hinzugefiigt und unter
Riihren 2 h be1 0° und sodann 20 h be1 Raumtemperatur umgesetzt Nach Zusatz von
N,N-Dimethylformamid und wemg Aktivkohle wurde filtriert, mit dem gleichen
Losungsmittel gewaschen und i vacuo emngedampft Der Ruckstand wurde mit 2m
Salzsdure (2 ml) ber i00° 1 h hydrolysiert, die Siure ber 40° abgezogen und der
Riickstand in 2,5 ml Puffer, pH 2,28, gelost und ein aliquoter Teil zur Bestimmung 1m
Aminosidure-Analysator entnommen 2-Desoxy-3,4-di-O-methyl-2-methylamino-p-
galactopyranose wurde mm Amnosdureanalysator durch die Retentionszeit von
412 min (Standard Phenylalanin) identifiziert

Emwirkung von B-p-Glucuronidase auf 2-Anuno-2-desoxy-6-O-(a-D-glucofurano-
sylurono-6,3-lacton)-D-galactopyranose (1) — Das Disaccharid 1 (Smg) wurde in Wasser
(1 ml) gelost und mit verdunnter Natronlauge deutlich alkalisch gemacht (pH-
Papier) Danach wurde mit verdunnter Essigsiure eimn pH-Wert von 4-5 eingestellt,
0,2m Acetatpuffer (3,5 ml) zugegeben und die Losung geteilt Der eine Teil wurde mit
emer Suspension von f-D-Glucuromdase (Fa Boehringer, Mannheim Nr 15472)
15 min ber 37° inkubiert, der andere zum Vergleich ohne Enzymlosung den gleichen
Bedingungen unterworfen Es trat kemne Spaltung ein Bestimmung Im Aminosiure-
Analysator lieB sich kein pD-Galaktosamin nachweisen

Die Aktivitit des Enzyms wurde an Methyl-§-p-glucofuranosid-6,3-lacton
nach analogen Vorbehandlungen gepruft Es trat vollstindige Spaltung ein
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