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ABSTRACT

2-(2-Acetamido-2-deoxy-a,B-D-glucopyranosyl)cthylamine was prepared
from 2-acetamido-2-deoxy-D-glucose in six steps including a Wittig reaction. Reac-
tion of the amine with p-nitrophenyldiazonium tetrafluoroborate yielded 3-[2-(2-
acetamido-2-deoxy-a, 8-D-glucopyranosyl)ethyl]-1-p-nitrophenyltriazene, a poten-
tial irreversible inhibitor of human B-D-hexosaminidase A.

ZUSAMMENFASSUNG

Ausgehend von 2-Acetamido-2-desoxy-D-glucose wurde iiber eine Wittig-
Olefinierung in einer 6-stufigen Reaktion 2-(2-Acetamido-2-desoxy-a,B-D-gluco-
pyranosyl)ethylamin hergestellt. Durch Umsetzung dieser Verbindung mit p-Nitro-
phenyldiazoniumtetrafluoroborat wurde 3-[2-(2-Acetamido-2-desoxy-a,8-D-gluco-
pyranosyl)ethyl}-1-p-nitrophenyltriazen erhalten, ein potentieller irreversibler In-
hibitor der menschlichen g-p-Hexosaminidase A.

EINLEITUNG

Funktionell substituierte C-Glykosylderivate sind Teilstrukturen zahlreicher
Naturstoffe':2. Sie dienen als chirale Ausgangsprodukte und Enzyminhibitoren®4.
Wihrend Verfahren zur Synthese von C-Glykosylderivaten von Aldohexosen exis-
tieren*—$, wurden bisher nur wenige Methoden zur Herstellung von C-Glykosyl-
derivaten von Aminozuckern beschriebenS-’. C-Glykosylderivate der 2-Acetamido-

2-deoxy-D-glucose sollten als Inhibitoren und Affinititsliganden zur Charak-
terisierung der aktiven Zentren von Hexosaminidasen sehr niitzlich sein.

*Herrn Prof. Saul Roseman zum 65. Geburtstag gewidmet.

0008-6215/87/$ 03.50 (© 1987 Elsevier Science Publishers B.V.
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Abb. 1. Oben: BC-N.m.r. der Verbindung 4 (in CDCl,). Unten: 3C-N.m.r. (Ldsung in CDCl,) nach
Behandlung der Verbindung 4 mit Natriumethylat in Ethanol.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Ausgehend vom leicht erhiltlichen Derivat 2-Acetamido-2-desoxy-4,6-O-
ethyliden-a-D-glucose® (1) wurde ein einfaches Verfahren zur Herstellung von
funktionalisierten C-Glykosylderivaten der 2-Acetamido-2-desoxy-D-glucose ent-
wickelt. Verbindung 1 liefert mit Ethyl-(triphenylphosphoranyliden)acetat [(Carb-
ethoxymethylen)triphenylphosphoran]® in siedendem Acetonitril Ethyl-4-acet-
amido-2,3,4-tridesoxy-6,8-0-ethyliden-D-gluco-oct-2-enoat (2) als E/Z-Gemisch in
ausgezeichneter Ausbeute. Eine in situ-Cyclisierung!® dieser Verbinding wurde
unter den Reaktionsbedingungen nicht beobachtet. Behandlung einer verdiinnten
Losung von 2 in Ethanol mit Natriumethanolat liefert in einer intramolekularen
Michael-Addition  Ethyl-(2-acetamido-2-desoxy-4,6-O-ethyliden-D-glucopyrano-
syl)acetat als a/B-Gemisch 4 and 5. Das o/B-Verhiiltnis hingt dabei stark von der
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Behandlungsdauer mit Natriumethanolat ab: Nach 5-15 Minuten ergibt sich ein
a/B-Verhiltnis von 9:1 und nach 36 h von 3:10 (s. Abb. 1). Die Verbindung 4
wurde in reiner Form durch fraktionierte Kristallisation aus Diethylether—Ethanol
erhalten. Wird sie fiir 36 h mit Natriumethanolat behandelt, so entsteht ebenfalls
das a/B-Gemisch von 3:10.

Die Struktur sowie das a/B8-Verhiltnis der Anomeren 4 und 5 wurden durch
Kombination von 'H-N.m.r.- (400 MHz) und 3C-N.m.r.-Spektroskopie bestimmt.
Die endgiiltige Zuordnung der H-1-Signale im 'H-N.m.r.-Spektrum der Verbin-
dungen 4 and § war durch selektive Entkopplungsexperimente mdglich. Die
thermodynamische Priferenz des B-D-Anomeren spiegelt die Tendenz des C-1-Al-
kyl-Substituenten wieder, die dquatoriale Position zu besetzen. Die Kopplungs-
konstante J, , fiir H-1 des C-Glykosylderivates § liegt mit 9 Hz im normalen Be-
reich. Hingegen wurde fiir das H-1 des C-Glykosylderivates 5 eine auffillig groBe
Kopplungskonstante J, , 5.6 Hz festgestellt, die in ihrer GréB8enordnung der fiir
andere C-a-D-Glykoside beschriebenen entspricht6-11,

Bei der basenkatalysierten Umwandlung von 2 bzw. 4 zu 4 und 5§ entstehen
Nebenprodukte, deren Natur nicht aufgeklirt werden konnte. Das AusmaB ihrer
Bildung hiéngt von der Dauer der Natriumethanolat-Einwirkung ab. Fiir die nach-
folgend beschriebenen Reaktionen wurde 4/5 mit einem a/B-Verhiltnis von 2:1
umgesetzt. Reduktion der Esterfunktion von 4/5 mit LiBH, fiihrt zum entsprechen-
den Alkohol 6. Dabei blieb das a/B-Verhiltnis im Produkt 6 gegeniiber 4/5 un-
veridndert: Offensichtlich reicht die Basizitit des Borhydridanions nicht aus, um
cine Anomerisierung zu bewirken. Die Reduktion von reinem 4 mit LiBH, fihrt
zu 3, wie das 'H-N.m.r.-Spektrum zeigt (Abb. 2). Auch fiir dieses C-a-D-Glykosyl-
derivat wurde eine groBe Kopplungskonstante (J; , 6 Hz) festgestellt. Die selektive
Tosylierung der primiren Hydroxyfunktion von 6 verlief problemlos. Das p-
Toluolsulfonat 7 (a,8) bildet sich ohne erkennbare Nebenprodukte und wird mit
NaN, in N,N-Dimethylformamid zum Azid 8 (a,8), umgesetzt. Abspaltung der
Ethyliden-Schutzgruppe und Reduktion des Azids zum freien Amin 9 (a,8) wird
als Eintopfreaktion durchgefiihrt.

Analog zur Vorschrift von Sinnot und Smith'? bildete das Amin 9 (a,8) mit
p-Nitroanilindiazoniumtetrafluoroborat!®  3-[2-(2-Acetamido-2-desoxy-a,8-D-glu-
copyranosyljethyl-1-p-nitrophenyltriazen (10). Wie fiir andere C-Glykosyl-
Triazene beschrieben!24, ist 10 sehr labil und zerfillt schon bei neutralem pH.
Alle Versuche, das Triazen zu isolieren und zu charakterisieren, schlugen fehl. Ein
Zerfallsprodukt ist p-Nitroanilin, die Identifizierung der anderen ist geplant. Wie
erste Versuche zeigen, werden die beiden Zentren!> der menschlichen -p-Hexo-
saminidase A durch das Triazen 10 bereits bei 0° in einer zeitabhiingigen Reaktion
irreversibel inaktiviert.

EXPERIMENTELLER TEIL

Allgemeine Methoden. — Optische Drehungen: Perkin-Elmer Polarimeter
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Abb. 2. Zweidimensionale Korrelation der Protonen der Verbindung 6 (a-D-Anomer) in CD,0OD.
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241 in 10 cm-Kiivetten bei 589 nm. Sédmtliche Reaktionen wurden diinnschicht-
chromatographisch auf Kieselgel-Fertigplatten (Merck) verfolgt. Detektion: An-
sprithen mit Essigsdure-H,S0O, (9:1, v/v) und anschlieBende Wirmebehandlung.
Séulenchromatographische Trennungen: Lichroprep Si-60 (Korngro8e 4063 um),
Kieselgel 60 (70-230 mesh), Merck. Laufmittel (A): Chloroform—-Methanol (7:1,
v/v); Laufmittel (B): Aceton-Tetrachlorkohlenstoff (3:1, v/v). I.r. Spektren: Pye
Unicam SP 1025. 'H- und 3C-N.m.r.: Bruker WM 400. Innerer Standard: Tetra-
methylsilan. Hochaufgeléste Massenspektren: Kratos MS-50.

2-Acetamido-2-desoxy-4,6-O-ethyliden-a-D-glucose® (1). — Die Verbindung
wurde nach der folgenden modifizierten Vorschrift hergestellt: Fein pulverisierte
und iiber P,O; getrocknete 2-Acetamido-2-desoxy-a,8-D-glucose (11.5 g, 50 mmol)
wird in einer Losung von Acetonitril (140 mL), Paraldehyd (60 mL) und konz.
H,SO, (1 mL) suspendiert und das Gemisch fiir 24 h bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend werden eventuell gebildete unldsliche Produkte durch Zusatz von
wenig Methanol aufgeldst und die Losung mit Dowex 1-X8 (OH-) Anionen-
austauscher neutralisiert. Nach Filtrieren und Abdestillieren des Losungsmittels in
vacuo entsteht ein kristallines Produkt, aus dem sich 1 (11.5 g, 90%) durch Umkris-
tallisation aus Ethanol-Ethylacetat isolieren 148t. Schmp. 205-207° (Zers.); [a]3°
+59° (c 1, Dimethylsulfoxyd); 3C-N.m.r. [((H)Me,SO}: § 20.32, 22.56, 54.73,
61.95, 67.19, 67.74, 81.95, 91.34, 98.68, 169.44; lit.” Schmp. 211-212°, [a]3’ +73°
(c 1, Dimethylsulfoxyd).

Anal. Ber. fir C,jH,;NO,: C, 48.57; H, 6.92; N, 5.66. Gef.: C, 48.24; H,
6.86; N, 5.58.

Ethyl-4-acetarido-2,3,4-tridesoxy-6,8-O-ethyliden-D-gluco-oct-2-(E,Z)-enoat
(2). — 2-Acetamido-2-desoxy-4,6-O-ethyliden-a-D-glucose (1) (4.94 g, 20 mmol)
wird zu einer Losung von Ethyl-(triphenylphosphoranyliden)acetat [(Carbethoxy-
methylen)triphenylphosphoran] (7.65 g, 22 mmol) in absol. Acetonitril (100 mL)
gegeben und das Reaktionsgemisch fiir 4 h unter RiickfluB erhitzt. Nach Abdestil-
lieren des Losungsmittels in vacuo kann durch Flash-Chromatographie an
Lichroprep Si-60 (Laufmittel A) 2 (5.76 g, 92%) als ein 3:1-E/Z-Gemisch gewon-
nen werden; Rg 0.5 (Laufmittel A); 'H-N.m.r. (400 MHz, CDCl,) (E-Isomeres): 8
1.28 (t, 3 H, J 7 Hz, CH,CH,), 1.31 (d, 3 H, J 5 Hz, CH,CH), 2.07 (s, 3 H,
CH,CONH), 3.30-4.18 (m, 10 H), 4.67 (q, 1 H, 7 5 Hz, CH,CH), 6.01 (dd, 1 H,
J,515.5,1,,2 Hz, H-2), 6.36 (d, 1 H, /9 Hz, NH), 6.93 (dd, 1 H, J, 3, 15.5, 7, ,5.8
Hz, H-3); Z-Isomeres, charakteristische Signale: § 1.27 (t, 3 H, J 7 Hz, CH,;CH,),
1.31 (d, 3 H, J 5 Hz, CH;CH), 4.73 (g, 1 H, J 5 Hz, CH;CH), 5.91 (dd, 1 H, J, 5
11.5, J,4 1.5 Hz, H-2), 6.29 (dd, 1 H, J,; 11.5, J; , 8.2 Hz, H-3), 6.61 (d, 1 H,J 9
Hz, NH).

Anal. Ber.. fir C,;H,;NO,: C, 52.98; H, 7.30; N, 4.41; m/z 318.1553 (M +
H)*. Gef.: C, 53.27; H, 7.27; N, 4.18; m/z 318.1534.

Ethyl-(2-acetamido-2-desoxy-4,6-O-ethyliden-a,B-D-glucopyranosyl)acetat (4
und §). — Zur Losung der Verbindung 2 (5 g, 15.77 mmol) in absol. Ethanol (90
mL) wird eine 0.1M ethanolische Natriumethylat-Lésung (10 mL) zugetropft und
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das Reaktionsgemisch fir 10-15 min kréftig gerihrt. Nach Neutralisation mit
Dowex 50W-X2 (H*) Kationenaustauscher, Filtration und Abdestillieren des
Losungsmittels wird 4, 5 (4.9 g, 98%) als o/8-Gemisch im Verhiltnis 9:1 gewon-
nen; Rg 0.57 (Laufmittel A). Die reine Verbindung 4 1dBt sich durch fraktionierte
Kristallisation aus Diethylether—Ethanol isolieren.

Verbindung 4. [a]3® +70° (c 0.51, Methanol); YH-N.m.r. (400 MHz, CDCl,):
81.26(t,3H,J 7.2 Hz, CH,CH,0), 1.38 (d, 3H, J 5.2 Hz, CH,CH), 2.01 (s, 3H,
CH,CONH), 2.62 (dd, 1 H, J,,5.6, J; - 14.4 Hz, H-7), 2.70 (dd, 1 H, J, ;. 8.6 Hz,
H-7'), 3.30 (s, br., 1 H, OH), 3.32 (dt, 1 H, J;, 8, J, s 8 Hz, H-4), 3.45-3.55 (m, 2
H, H-5,6"), 3.77 (dt, 1 H, J, 3 9.6 Hz, H-3), 4.02 (m, 1 H, H-6), 4.10-4.20 (m, 3 H,
CH,;CH,0, H-2), 4.72 (4, 1 H, J, , 5.6 Hz, H-1), 4.73 (q, 1 H, J 5.2 Hz, CH;CH),
6.21 (d, 1 H, J 5§ Hz, NH); 3C-N.m.r. (CDCl,): § 14.21, 20.42, 22.96, 33.09, 54.29,
60.76, 64.55, 68.09, 69.62, 72.23, 81.78, 99.66, 170.90, 171.43.

Verbindung 5. '"H-N.m.r. [400 MHz, ((H)CHCl,-(*H)Me,SO 20:1, v/v): 8
1.24 (t, 3 H, J 7.2 Hz, CH,CH,0), 1.36 (d, 3 H, J 5.2 Hz, CH,CH), 1.98 (s, 3 H,
CH,CONH), 2.42 (dd, 1 H, J,, 16, J,; 9 Hz, H-7), 2.49 (dd, 1 H, J; ; 2.3 Hz,
H-7'), 3.23-3.37 (m, 2 H, H-5,6), 3.46 (t, 1 H, J, 5 = J; , 9.6 Hz, H-4), 3.63-3.70
(m, 1 H, H-6'), 3.70-3.85 (m, 2 H, J,, 9 Hz, H-3,1), 4.04-4.20 (m, 3 H, H-2,
CH;CH,0), 4.75(q, 1 H, J 5.2 Hz, CH,CH), 4.79 (d, 1 H, J 5.6 Hz, OH), 7.52 (d,
1H,J 7.5 Hz, NH); 3C-N.m.r. (CDCl,): 514.16, 20.36, 23.26, 38.07, 55.90, 60.93,
68.16, 70.48, 76.01, 81.31, 99.68, 171.63, 171.95.

Anal. Ber. fiur C, H,NO,: C, 52.98; H, 7.30; N, 4.41; m/z 317.1474 (M*).
Gef.: C, 52.68; H, 7.29; N, 4.49; m/z 317.1472.

Basenkatalysierte Anomerisierung der Verbindung 4. — Eine Losung von 4
(900 mg) in absol. Ethano! (27 mL) wird mit 0.1M Natriumethylat-L5sung in
Ethanol (3 mL) versetzt. Nach 36 h bei Raumtemperatur neutralisiert man mit
Dowex 50W-X2 (H+) Kationenaustauscher. Nach Filtration und Abdestillieren des
Losungsmittels in vacuo wird das Produkt folgendermaBen isoliert: (a) Séulen-
chromatographie an Kieselgel 60 mit Laufmittel B und (b) Sdulenchromatographie
an Kieselgel mit Laufmitte]l A. So wird 4 und 5 (330 mg, 36%) als ein a/8-Gemisch
(a:8 = 3:10) erhalten, R 0.5 (Laufmittel B).

2-(2-Acetamido-2-desoxy-4,6-O-ethyliden-a,8-D-glucopyranosyl)ethanol (6).
— Das Gemisch aus 4 und 5 (4:5 = 2:1; 3.17 g, 10 mmol) wird in absol. Oxolan
(100 mL) gel6st, mit einer M-Lésung von LiBH, in Oxolan (12 mL) versetzt und fiir
6 h unter RiickfluB erhitzt. Der Reaktionsverlauf 148t sich diinnschichtchromato-
graphisch verfolgen. Nach Beendigung der Reaktion wird das tiberschiissige LiBH,
mit 50% Essigsiure zerstort und die Lithiumsalze mit Dowex S0W-X2 (H*)-
Kationenaustauscher entfernt. AnschlieBend entfernt man die fliichtigen Bestand-
teile in vacuo und isoliert die Verbindung 6 (2.37 g, 75%) als a/B-Gemisch (a:8 =
2:1) durch Flash-Chromatographie an Lichroprep Si-60 mit Laufmittel B. Alter-
nativ dazu kann das Produkt durch Kiristallisation aus Methanol gereinigt werden,
Rg 0.32 (Laufmittel A); '"H-N.m.r. (400 MHz, CD,OD): § 1.30 (d, 3 H, J 4.9 Hz,
CH,CH), 1.66 (m, (1 H, H-7), 1.95 (m, 1 H, H-7’), 1.96 (s, 3 H, CH,CONH), 3.26
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t, 1H, J, =J,59 Hz, H-4), 3.39-3.51 (m, 2 H, H-5,6'), 3.53-3.65 (m, 2 H,
CH,CH,0H), 3.72 (t, 1 H, J,; = J,, 9 Hz, H-6), 3.98 (dd, 1 H, J,4 10, J5 4 4 Hz,
H-6), 4.05(dd, 1 H, J, ; 6, J, 3,9 Hz, H-2), 4.20 (ddd, 1 H, J, ; 6 Hz, H-1), 4.76 (q,
1 H, J 4.9 Hz, CH,CH); B-D Anomer [charakteristische Signale, (*H,)Me,SO]: &
1.86 (s, 3 H, CH,CONH), 4.71 (q, 1 H, J 4.9 Hz, CH,CH), 5.08 (d. 1 H, J 6 Hz,
OH), 7.92 (d, 1 H, J 6 Hz, NH).

Anal. Ber. fiir C,H, NO-0.25 H,0: C, 51.51; H, 7.74; N, 5.00; m/z
275.1369 (M*). Gef.: C, 51.50; H, 7.76; N, 4.85; m/z 275.1363.

2-(2-Acetamido-2-desoxy-4,6-Q-ethyliden-a,B-D-glucopyranosyl)ethyl-1-p-
toluolsulfonat (7). — Eine Losung von Verbindung 6 (1.37 g, 5 mmol) in absol.
Pyridin (30 mL) wird mit frisch umkristallisiertem p-Toluolsulfonsdurechlorid (1.14
g, 6 mmol) bei Raumtemperatur unter Riihren versetzt und das Gemisch fiir 4 h bei
50° geriihrt. Nach Beendigung der Reaktion und Neutralisation mit 5% NaHCO;-
Losung sowie Extraktion mit Dichlormethan (dreimal je 50 mL) werden die
organischen Phasen vereinigt, iiber Na,SO, getrocknet und die fliichtigen Bestand-
teile in vacuo abgezogen. Durch Flash-Chromatographie an Lichroprep Si-60 mit
Laufmittel A kann 7 (1.95 g, 91%) als ein 2:1-Gemisch gewonnen werden, R 0.63
(Laufmittel A); 'H-N.m.r. (400 MHz, CDCl,) (a-D Anomer): §1.35(d,3H,J5
Hz, CH;CH), 1.96 (s, 3 H, CH;CONH), 1.50-2.10 (m, 2 H, CH,CHOTs), 2.42 (s,
3 H, CH;—Ph), 3.20-4.80 (m, 11 H), 7.30-7.40 (m, 2 H, arom. H), 7.19(d, 1 H,J
8 Hz, NH), 7.75-7.85 (m, 2 H, arom. H); 8-D Anomer (charakteristische Signale):
81.32(d, 3H,J5 Hz, CH,CH), 2.02 (s, 3 H, CH,CONH), 2.44 (s, 3 H, CH;-Ph),
7.73 (d, 1 H, J 8 Hz, NH).

Anal. Ber. fir C,gH,,0gS: m/z 429.1458 (M+). Gef.: m/z 429.1460.

2-(2- Acetamido-2-desoxy -4,6-O-ethyliden-a,B-D-glucopyranosyl) -1 -azido
ethan (8). — Verbindung 7 (0.64 g, 1.5 mmol) wird zusammen mit Natriumazid
(0.19 g, 3 mmol) in absol. N, N-Dimethylformamid (5 mL) fiir 6 h auf 110° erhitzt.
Das Losungsmittel wird im Hochvakuum abdestilliert und der feste Riickstand
mehrmals mit Dichlormethan extrahiert. Durch Flash-Chromatographie an Li-
chroprep Si-60 mit Laufmittel A wird 8 (0.43 g, 97%) als ein a/B-Gemisch (2:1)
gewonnen, R 0.61 (Laufmittel A); vXBr 840, 890, 1030, 1095, 1150, 1210, 1295,
1390, 1550, 1645, 2110, 2910, 3420 cm~'; 'H-N.m.r. (400 MHz, CD,0D) (a-D
Anomer): §1.31 (d, 3 H, J 5 Hz, CH,CH), 1.97 (s, 3 H, CH;CONH), 1.60-2.10
(m, 2 H, CH,CH,N;), 3.20-4.10 (m, 8 H), 4.16 (ddd, 1 H, J, , 6 Hz, H-1), 4.74 (q,
1 H, J 5 Hz, CH;CH); (B-0 Anomer, charakteristische Signale): § 1.30 (d, 3 H,
CH,CH), 1.98 (s, 3 H, CH,CONH).

Anal. Ber. fiir C;;H,N,Os: m/z 301.1512 (M + H)*. Gef.: m/z 301.1514.

2-(2-Acetamido-2-desoxy-a,B-D-glucopyranosyl)ethylamin (9). — Verbin-
dung 8 (150 mg, 0.5 mol) in 0.2M wiBriger H,SO,-Lsung (1.5 mL) wird mit Aceton
versetzt (1.5 mL) und das Gemisch unter Riihren auf 50° erwirmt. Nach Be-
endigung der Reaktion (46 h, D.C.-Kontrolle) wird mit Dowex 1-X8 (OH-)
Anionenaustauscher neutralisiert und die Losung filtriert. Es werden die fliichtigen
Bestandteile in vacuo abdestilliert, das anfallende Produkt in Methanol (5 mL)
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gelost und in Gegenwart einer katalytischen Menge PtO, unter Normaldruck fiir 24
h hydriert. AnschlieBend wird die Losung iiber Celite abfiltriert, das Methanol in
vacuo abdestilliert und 9 (115 mg, 93%) als a,f-Gemisch (2:1) gewonnen; 'H-
N.m.r. (400 MHz, CD;0D) (a-D Anomer): § 1.65-1.95 (m, 2 H, CH,CH,NH,),
1.98 (s, 3 H, CH,CONH), 2.93-4.02 (m, iibrige H); (8-0 Anomer) charakteris-
tische Signale): 6 1.99 (s, 3 H, CH;CONH).

Anal. (als Pentaacetat): Ber. fiir C;gH,N,Oy: m/z416.1794 (M*). Gef.: m/z
416.1788.

3-[2-(2-Acetamido-2-desoxy-a,B-D-glucopyranosyl)ethyl]-1-p-nitrophenyltri-
azen (10). — Zu einer Losung von Verbindung 9 (60.5 mg, 0.244 mmol) in eiskal-
tem Wasser (1 mL) wird p-Nitrophenyldiazoniumtetrafluoroborat (27 mg, 0.122
mmol) gegeben und die Reaktionsmischung erst fiir 10 min bei 20°, dann fiir 20 min
bei 0° (Eisbad) geriihrt. AnschlieBend wird eiskaltes Wasser (2 mL) zugefiigt und
die unléslichen Feststoffe abfiltriert. Die hellgelbe Reaktionsldsung wird dreimal
(je 3 mL) mit eiskaltem Ether (H,O-gesiittigt) ausgeschiittelt, um das entstandene
Diazoniumhydroxid zu entfernen. Die etherische Phase wird verworfen und die
wiBrige noch dreimal (je 1 mL) mit eiskaltem Butanol ausgeschiittelt. Die
butanolischen Phasen werden vereinigt und lyophylisiert; Ausb. 29 mg (30%). Das
Produkt wird sofort in dest. Wasser geldst und so fiir die enzymatischen Ex-
perimente verwendet; 'H-n.m.r. (D,0, 25°; charakteristische Signale): & 7.48 (m),
7.78 (m), 8.24 (m), 8.74 (m), 8.90 (m).
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