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ABSTRACT 

Incubation of 2-deoxy-D-ly,ro-hexose with /I-galactosidase, gave 2 in small 
(-2%) yield a compound which was shown to be 3,6-anhydro-2-deoxy-D-lyxo-hexose 
(“D-isogalactal” 2), identified by comparison of the reduced and acetylated product 
with an authentic sample of 2,3,6-tri-O-acetyl-l.4-anhydro-5-deoxy-D-arabino- 
hexitol. Enzymic synthesis of 2 is likely to start from the Zdeoxy-n-lyxo-hexo- 
pyranosyl cation (10) which undergoes /Lelimmation to give 2,3-dideoxy-mthreo- 
hex-Zenose (12, Spontaneous intramolecular then 
yields This pathway support the of a occurring forma- 

of a cyclic carboxonium in the of P-galactosidase sterically 
suitable and aldohexopyranosides. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Bei Inkubation von 2-Desoxy-D-lyxo-hexose mit /Galaktosidase 1ZiBt sich 
3,6-Anhydro-2-desoxy-D-lyxo-hexose (,.D-Isogalaktal“ 2) nachweisen und in 
geringer Ausbeute (ca. 2 %) isolieren. Verbindung 2 wurde durch Vergleich der durch 
Reduktion und anschliel3ende Acetylierung erhaltenen Verbindung mit authentischem 
2,3,6-Tri-O-acetyl-l,4-anhydro-5-desoxy-D-arabina-hexitol identifiziert. Die enzy- 
mat&he Synthese von 2 wird wahrscheinlich durch Bildung des 2-Desoxy-D-lyxo- 
hexosyl-Kations (10) eingeleitet, das durch /I-Eliminierung in 2,3-Didesoxy-D-fhreo- 
hex-2-enose (12, ,,D-Pseudogalaktal“) umgewandelt wird. Durch spontane intra- 
molekulare Addition ensteht daraus 2. Diese Reaktionsfolge wiirde die Hypothese 
stiitzen, da13 allgemein bei Eipwirkung von ji-Galaktosidase auf sterisch geeignete 
Aldohexopyranosen und Aldohexopyranoside ein freies, cyclisches Carboxonium- 
Ion entsteht. 

l Reaktionen enolischer Zuckerderivate. Teil ex. Filr Teil VIII, siehe Zit. I. 
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EINLEITUNG 

In einer friiheren Arbeit’ wurde die Hydratisierung von D-Glucal und D- 

Galaktal zu den entsprechenden 2-Desoxy-D-hexosen durch -/?-Glucosidase bzw. 
@-Galaktosidase beschrieben. 

Beide Reaktionen hatten sich aIs nicht reversibel erwiesen. Bei lgngerer 
Inkubation von 2-Desoxy-D-Zyxo-hexose (%Desoxy-D-gahrktose, 1) mit hohen 
Konzentrationen an /3-Galaktosidase war zwar ein Produkt entstanden, das %n.liche 
chromatographische Eigenschaften hatte wie D-Galaktal, mit diesem jedoch nicht 
identisch war. Die Behandlung von %Desoxy-D-arabino-hexose (2-Desoxy-D-glucose) 
mit &Glucosidase ergab iiberhaupt keine Umsetzung. 

In der vorliegenden Arbeit wird iiber die Identifizierung des bei Einwirkung von 
/I-Galaktosidase auf 2-Desoxy-D-Z’xo-hexose (1) entstehenden Prod&es berichtet 
und dessen Bildung diskutiert. 

ERGEBNISSE 

Bei Inkubation von 2-Desoxy-D-lyxo-hexose (1) mit p-Galaktosidase entsteht 
eine diinnschichtchromatographisch und papierchromatographisch nachweisbare 
Verbindung, deren Wanderungsgeschwindigkeiten etwa denen des D-Galaktals 
entsprechen. Jedoch kormte durch Cokristahisation einer 14C-markierten Probe mit 
authentischem D-Galaktal sichergestellt werden, da13 die beiden Verbindungen nicht 
identisch sind’. 

Die Verbindung entsteht aus 2-Desoxy-D-Zyxo-hexose (1) such spontan oder 
in Gegenwart von unspezifischem Protein, jedoch langsamer als bei Inkubation mit 
/3-Galaktosidase (Tabelle I). Die enzymatische Reaktion wird durch Isopropyl- 
l-thio-/3-D-galaktopyranosid gehemmt. Der Umsatz ist der Enzymkonzentration 
proportional (Tabelle II). 

TABELLE I 
UMSETZUi4G VON 2-DESOXY-D-Ij’XO-HEXOSE (1) ZU $6ANHYDRO-2-DESOXY-D-&X0-HEXOSE (2)= 

Ansatzb Umsatz (%) 

1. 1, &Galaktosidase, Puffer 31 
36 31 
26 I 

2. 1, Albumin, Puffer 330 
3,l 

1 
3,0 

3,o 
3. I, Puffer 

“III 0,2M Natriumphosphat-PufFer, pH6,8. nach 11 Wochen bei 35”. “Ansltze: (1.) 1 (50 nCi, 
16 nMol), j?-Galaktosidase (20 ~1, 100 og), Puffer (30 pl); (2.) 1 (50 nCi, 16 nMol), Albumin (0,5 mg), 
Puffer (50 fi); (3.) 1 (50 nCi, 16 nMol), Puffer (50 ,QI). 
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TABELLE II 

UMSETZUNGFIN VON 2-DESOXY-D-&X0-HEXOSE (1) IN GEGENWART VERSCHIEDENER 

ENZYMKONZ ENTRATIONEN UND IN GEGWART VON ISOPROPYL-I-THIO+D-GALAKTOSID” 

fl- Galaktosidase 011) Inhibitor (mg) Urnsat. (%) 

5 0 10,3 
10 0 14.6 
20 0 26,4 
20 294 670 

0 0 439 

‘%(30nCi, IOnMol); Puffer (ad5Od);5 Wochen bei35”. 

Die Verbindung wurde als 3,6-Anhydro-Z-desoxy-D-lyxose (,, D-Isogalaktal“) 
(2) wie folgt identifiziert: Sowohf Peracetylierung aIs such Pertrimethylsilylierung 
der diinnschichtchromatographisch einheitlichen Verbindung lieferten jeweils zwei 
gaschromatographisch trennbare Acetyl- bzw. Trimethylsilyl-Derivate. Dies IX% auf 
ein Anomeren-Paar schlieBen. Nach Behandeln von 2 mit Natriumborhydrid waren 
sowohl das stabile und destillierbare Polyol-Acetat 5 als such der entsprechende 
Trimethylsilyl%her gaschromatographisch einheitlich. Verbindung 5 wurde nach 
Entacetylierung in das kristahine p-Phenylazobenzoat 6 iibergefiihrt. Dem Kernreso- 
nanzspektrum zufolge ist 5 2,3,6-Tri-O-acetyl-l,Panhydro-5-desoxy-D-~~u~~~zo- 
hexitol. Diese Struktur ist in Einklang mit den Ergebnissen der Elementaranalyse 
von 5 und 6. Wichtiger zusatzlicher Beweis fiir die Struktur von 5 ist ihre Identitat 
mit dem auf bekanntem chemischem Wege gewonnenen 2,3,6-Tri-U-acetyl-l&ax&y- 
dro-5-desoxy-D-arablo-hexitol. 

HCOAc 

7 

. &OAc 

5 R=Ac 9 

6~ = P - C&N&H4C0 
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Verbindung 2, aus der durch Reduktion und Acetylierung 5 entsteht, war 1935 
von Lohaus und Widmaier’ aus 3,4,6-Tri-U-acetyl-D-galaktal (S) iiber die Zwischen- 
stufe 4,6-Di-O-acetyl-2,3-didesoxy-y-D-z/zreo-hex-2-enose (4,6-Di-O-acetyl-D-pseudo- 
galaktal, 3) dargestellt und ,,Isogalaktal” genamt worden. Foster ef aL3 gewannen 2 
spzter auf anderem Wege und sicherten damit die Struktur. 

Die organisch-chemische Synthese von 5 erfolgte durch Reduktion von roher 
3,6-Anhydro-2-desoxy-D-Z’xo-hexose (D-Isogalaktal, 2), die unter Modifizierung des 
Verfahrens von Lohaus und Widmaier’ aus Tri-0-acetyl-D-galaktal (8) dargestellt 
worden war, mit Natriumborhydrid und durch anschliefiende Acetylierung. Als 
Hauptprodukt eustand in guter Ausbeute eine eiuheitliche Substauz, die in alien 

Eigenschaften mit 5 iibereinstimmt. Als Nebenprodukte fielen das bei Glykalum- 
lagerungen regelmlbig auftretende Furanderivat 4 7* und 1 2 3 4 6-Penta-O-acetyl- , 2 2 , 
5-desoxy-o-arabizzo-hexitol** (9) an. Verbindung 9 entstand durch Reduktion der 
3,4,6-Tri-0-acetyl-2-desoxy-D-lyxo-hexose (4), die beim Kochen von 3,4,6-Tri- O- 
acetyl-D-galaktal (8) mit Wasser durch die als Nebenreaktion ablaufende Hydrati- 
sierung gebildet wurde. 

DISKUSSION 

Auf chemischem Wege5 entstehen die Isoglykale aus den entsprechenden 
2:Desoxyhexosen durch /3-Eliminierung unter Bildung des Pseudoglykals, gefolgt von 
einem nucleophilen Augriff der Hydroxyl-Grnppe von C-6 an C-3 (Schema 1). 

Schema 1 

Die einleitende Ablosung des Protons von C-2 ist nur in der Carbonylform 
moglich. 2-Desoxy-D-arabizzo-hexose und 2-Desoxy-o-lyxo-hexose tauschen bei 
pH 6,8 Tritium aus’, nicht aber Phenyl-2-desoxy-cc,D-lyxo-hexopyranosid. Selbst in 
Gegenwart von Alkali (pH 13) findet bei dem 2-Desoxyglykosid kein Tritium- 
Austausch statt. 

Da der einzige plausible Weg von der enzymgebundenen ZDesoxy-D-fyxp- 
hexose (1) zur 3,6-Anhydro-2-desoxy-D-lyxo-hexose (2) fiber eine Deprotonierung 
am C-2 fiihrt, mu13 die C-2-H-Bindung labilisiert sein. Labihsierung des C-2-Protons 
bei der.Enzymreaktion durch eine benachbarte Carbonyl-Gruppe ist ausznkchliel3en; 

*Die Autoren danken Hen-n Dr. R. J. Ferrier fiir die Uberlassung des Kemresonanz- und des 
i.r.-Spektrums. _. 

**Verbindung 9 wurde durch Vergleich mit authentischem Material identifiziert. 
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da die acyclische Form der Aldose kein Sub&at der /I-Galaktosidase ist6. Die 
Labilisierung karm jedoch ermijglicht werden durch die Bildung eines cyclischen 
Carbonium-Oxonium-Ions (10) nach Protonierung des Lactolsauerstoffs durch das 
Enzym und anschlieBenden Wasseraustritt. 

Von dem Z-Desoxyhexopyranosyl-Kation 10 kann man drei Realctionen 
erwarten (Schema 2) : 

10 10 11 

“@ _ yo _ ‘eC3 +HzOj -H@_ ‘5 H,OH _ 2 

10 
H 

Schema 2 

1. 
2. 
3. 

Riickreaktion mit Wasser aus dem Medium. 
Stabilisierung zu D-Galaktal (11) unter Abgabe eines Protons von C-2. 
Abgabe eines Protons von C-2 und Austritt der Hydroxyl-Gruppe von C-3 unter 
Bildung von 2,3-Didesoxy-D-tlzreo-hex-2-enose (12). 

Die Wasseranlagerung an 10 (Weg 1) ist die ,, natiirliche“ Reaktion. D-Galaktal 
(ll)-Bildung (Weg 2) findet nicht statt, denn such bei Inkubation hoher Aktivitaten 
an 2-Desoxy-D-l’xc-hexose- 14C (1) mit /I-Galaktosidase konnte kein D-Galaktal (11) 
nachgewiesen werden’. Die enzymatische Hydratisierung des D-G-alaktals (Xl) ist 
irreversibel. Die 3,6-Anhydro-2-desoxy-D-Z’xo-hexose (2) ist ein Folgeprodukt der 
vinylogen Reaktion (Weg 3). Sie entsteht durch Isomerisierung aus der instabilen 
2,3-Didesoxy-D-three-hex-2-enose (12). 

EXPERIMFS-IELLER TEIL 

Papierchromatographie. - Papierchromatogramme wurden auf Whatman Nr. 1 
Chromatographiepapier absteigend mit l-Butanol-Pyridin-Wasser (6:4:3, v/v) 
angefertigt. Inaktive Substanzen wurden mit Anilinphthalat entwickelt, radio- 
aktive Substanzen durch Auszahlen im Radiopapierchromatographen (47r, fensterlos) 
lokalisiert. 

Diinnschichtchromatographie. - Verwendet wurden DC-Fertigplatten Kieselgel 
F 254 (Merck, Darmstadt). Laufmittel : Benzol-Methanol (I : 1, v/v) fiir Verbindungen 
mit freien Hydroxylgruppen, Ather-Petrolather (Sdp. 60-70°) (9:1, v/v) fiir acylierte 
Verbindungen. 

Gaschromatographie. - Trennungen wurden in Glassaulen vorgenommen. 
Paclctmg: Silicongummi SE 52 (3 %) auf Chromosorb G; TrZgergas: Stickstoff; 
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FID. Acetylierungen mit Acetanhydrid in Pyridin; Trimethylsilylierungen mit 
Hexamethyldisilazan-Trimethylchlorsilan (21, v/v) in Pyridin. 

Enzymatische Umsetzungen. - A. Materialien. B-Galaktosidase aus E. coli 
(Boehringer, Mannheim); Kristallsuspension, 5 mg/ml; spez. Aktivitiit N 30 U/mg 
(Lactose). 0.2M Natriumphosphat-Puffer, pH 6,8. Albumin aus Eiem, trocken 
(Merck, Darmstadt). Isopropyl-1-thio-/?-D-galaktopyranosid (Serva, Heidelberg). 

B. AnsCtze. (a) 2-Desoxy-D-Zyxo-hexose-l-‘4C (1) (Zit. 1, 50 nCi, 16 r&lol), 
Putter (30 PI), Enzym (20 ~1); (b) 2-Desoxy-D-Zyxo-hexose-I-14C (1) (50 nCi, 
16 nMol), Albumin (0,5 mg), Puffer (50 ,~l); (c) 2-Desoxy-D-Zyxo-hexose-l-14C (1) 

(50 nCi, 16 nMol), Puffer (50 ~1) Je drei Proben wurden 11 Wochen bei 35’ inkubiert 
und nach Denaturierung des Proteins (5 min bei 90°) auf Papier chromatographiert. 
Die Chromatogramme wurden im Radiopapierchromatographen ausgezahlt (1, 
RF 0,47; 2, RP 0,69), die Diagramme planimetriert (Tabelle I)*. 

(d) 2-Desoxy-D-Zyxo-hexose-I- ’ 4C (1) (30 nCi, 10 nMol), Isopropyl-l-thio- 
P-D-galaktopyranosid (2,4 mg), Enzym (20 PI), Puffer (30 ~1); (e) 2-Desoxy-D-lyxo- 
hexose-I-‘“C (1) (30 nCi, 10 nMol), Puffer (50 ~1); (f) 2-Desoxy-D-lyxo-hexose- 
1-14C (1) (drei Proben, je 30 nCi, 10 nMol), Enzym (5 ,ul, 10 ~1, 20 pl), Puffer (45 ~1, 
40~1, 30~1). Die Proben wurden 5 Wochen bei 35” inkubiert und dann wie unter 
(a)-(c) weiterbehandelt (Tabelle II). 

(g) 2-Desoxy-D-lyxo-hexose (1, 5 g) wurden in Puffer (100 ml) gel&t, mit 
/?-Galaktosidase (30 mg) versetzt und 12 Wochen bei 35“ inkubiert. Nach Denaturie- 
rung des Proteins (5 min bei 90”) wurde filtriert, lyophilisiert, in Benzol-Methanol 
(l:l, v/v) aufgenommen und auf eine Saule (100 x 6 cm) mit Kieselgel(O,O5-0,2 mm, 
Merck) gegeben. Eluiert wurde mit Benzol-Methanol (l:l, v/v). Die Fraktionen, die 
ausschliel3lich 2 enthielten, wurden vereinigt und bei vermindertem Druck ein- 
gedampft; Ausbeute**, 98 mg (2% d. Th.); farbloser Sirup. 

2,3,6-Tri-O-acetyl-I,4-a~itydro-5-desoxy-D-arabino-/texitol (5). - (a) Aus dem 
Prodrtkt der Enzymreaktion. Der farblose Sirup (2, 100 mg) wurde in Wasser (1 ml) 
aufgenommen, mit Natriumborhydrid (50 mg) versetzt und iiber Nacht stehen ge- 
lassen. Das Gemisch wurde dann mit Essigsaure schwach angesauert, unter ver- 
mindertem Druck eingedampft, dreimal mit Methanol (je 10 ml) abgedampft, in 
Pyridin (50 ml) aufgenommen, unter Eiskiihlung mit Acetanhydrid (25 ml) behandelt 
und 10 h bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wurde in Eiswasser (300 ml) 
eingeriihrt und sechsmal mit Chloroform (je 60 ml) extrahiert. Die vereinigten 
Chloroformphasen wurden iiber Calciumsulfat (Sikkon) getrocknet und unter 
vermindertem Druck eingedampft. Destillation des Riickstandes im Vakuum 
(to,01 mm Hg, Bad 160-170”, Sdp. 122’) ergab 145 mg (79% d. Th) farbloses 01; 

*Zur Bestgtigung der Ergebnisse wurden die Ansltze (a) bis (d) mit kristalliner, hochreiner /3- 
Galaktosidase aus einem E. c&i K IZ-Stamm wiederholt. Die Autoren danken den Herren Prof. 
K. Wallenfels und Dr. G. Kua fiir die uberlassung einer Enzym-Probe. 
**Wegen des veriinderten Enzym:Substrat-Verhlhnisses ist die Ausbeute sehr vie1 geringer als hei den 
Ansltzen mit 14C-markierter %Desoxy-D-lyxo-hexose (1). Zudem wurden nach der Slulenchro- 
matographie nur die einheitlichm Fraktionen aufgearbeitet. 
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[&s -41” (c 2,4, Chloroform); n.m.r.-Daten*, 6 I,88 (qu, 2 H, H-5, J4,5 = J5,6 
6,7 Hz); 2,05, 2,11, 2,13 (3 s, 9 H, Acetyl); 3,65 (qu, 1 H, H-lb, Jlnslb 10,5Hz, 
J lb.2 3 Hz): 400-439 ( m, 4 H, H-la, H-4 und H-6); 5,ll (qu, 1 H, H-2, JIa,+. = 
J lb,2 = J2,3 3 Hz); 5,25 (d, 1 H, H-3). 

Anal. Ber. fiir C,,H,,O,: C, 52,55; H, 6,62. Gef.: C, 52,44; H, 6,38. 
(b) Azts 3,4,6-Tri-O-acetyl-D-galaktal (8). 3,4,6-Tri-0-acetyl-D-galaktal (roh, 

10 g) wurde mit Wasser (300 ml) 30 min unter Riickffuf3 gekocht, mit Aktivkohle 
versetzt, nochmals aufgekocht, titriert und bei vermindertem Druck eingedampft. 
Der Riickstand wurde in O,~M methanol&he Natriummethylat-Losung (40 ml) 
aufgenommen und bei Raumtemperatur 15 min stehengelassen, wobei intensive 
Dunkelfarbung eintrat. AnschlieDend wurde eine Losung von Natriumborhydrid 
(1,3 g) in Wasser (20 ml) zugefiigt, worauf sich die Liisung allmghlich aufhellte. 
Nach 3 h wurde mit Eisessig schwach angesauert und unter vermindertem Druck 
eingedampft. Der sirupbse Riickstand wurde mit Pyridin (35 ml) und Acetanhydrid 
(35 ml) versetzt und fiber Nacht bei Raumtemperatur stehengelassen. Danach wurde 
in Eiswasser (500 ml) eingertihrt, dreimal mit Chloroform (je 100 ml) extrahiert und 
die Chloroformphase iiber Calciumsulfat (Sikkon) getrocknet. Nach dem Ein- 
dampfen verblieb ein siruposer Riickstand, der im Vakuum (to,01 mm Hg, Bad 
130-170”) destilliert wurde. Die Hauptfraktion (122-124”) wurde nochmals destilliert 
(x0,01 mm Hg, Bad 160-167”, Sdp. 122-124”); Ausbeute: 4,2 g (41%) 5. Aus 
dem Vorlauf der ersten Destillation wurden 0,3 g 7 isoliert (identifiziert durch 
Vergleich der n.m.r.- und i-r.-Spektren), der Destillationsriickstand enthielt haupt- 
sachlich 9 (identifiziert durch diinnschicht- und gaschromatographischen Vergleich 
mit einer authentischen Probe). N.m.r.- und i.r.-Spektren der auf verschiedenen 
Wegen gewonnenen Proben von 5 stimmen iiberein. 

1,4-An~zydro-5-deso_ry-2,3,6-tri-O-p-phe~zyZa~obenzoyZ-D-arabino-~zexitoZ (6)_ - 

2,3,6-Tri-O-acetyl-l,4-anhydro-5-desoxy-~-arabino-hexitol (5, 275 mg, 1 mMo1) wur- 
de 1 h mit 0,02~ Natriummethylat-Liisung (3 ml) behandelt, unter vermindertem 
Druck eingedampft, mit p-Phenylazobenzoylchorid (800 mg, 3,3 mMo1) in Pyridin 
(5 ml) versetzt und 2 h auf 100” erhitzt. Darauf wurde Wasser (10 Tropfen) zugefiigt, 
weitere 25 min bei 100” gehalten, in Eiswasser (150 ml) eingeriihrt, abgesaugt und mit 
Wasser gewaschen. Das feste Produkt wurde in Chloroform (50 ml) aufgenommen, 
filtriert, durch eine Saule (5 x 2 cm) mit Aluminiumoxid (neutral) trocken filtriert und 
das Filtrat eingedampft. Der Riickstand wurde aus Benzol-Chloroform (l:l, v/v) 
umkristallisiert; Ausbeute: 310 mg (40%); Schmp. 198”. 

Anal. Ber. ftir C45H36N607: C, 69,94; H, 4,70; N, 10,87. Gef.: C, 70,21; 
H, 4,61; N, 11,03. 

Die Operation wurde mit Proben der Verbindung 5 verschiedener Herkunft 
ausgefiihrt. Die Azoate zeigten gleiches chromatographisches Verhalten, die i.r;- 
Spektren waren identisch, Mischschmelzpunkt: 198”. 

*Die Autoren danken Herrn Dr. Englert (Hoffmann-ka Roche, Basel) fiir die Aufnahme eines 
90 MHz Fourier-Spektrums. 
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