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ABSTRACT

The synthesis of 2-acetamido-1,4-imino-1,2,4-trideoxy-p-galactitol (1; 2-acetamido-4-amino-1,4-
anhydro-2,4-dideoxy-D-galactitol) by two different routes starting from 2-acetamido-2-deoxy-p-glucose is
described. Compound 1 is a competitive inhibitor of human lysosomal B-hexosaminidase A with K;
values of 18 uM (B-subunit) and 220 uM (a-subunit). Similiar properties were found for the already
known 2-acetamido-2-deoxy-p-gluco-hydroximo-1,4-lactone.

ZUSAMMENFASSUNG

Die Synthese von 2-Acetamido-1,4-imino-1,2,4-tridesoxy-p-galaktitol 1 auf zwei voneinander
unabhingigen Wegen, ausgehend von 2-Acetamido-2-desoxy-D-glucose, wird beschrieben. Die
Verbindung ist ein kompetitiver Inhibitor der menschlichen lysosomalen B-Hexosaminidase A mit
K-Werten von 18 M (B-Untereinheit) bzw. 220 M (a-Untereinheit). Ahnliche Eigenschaften besitzt
auch das bekannte 2-Acetamido-2-desoxy-D-gluco-hydroximo-1,4-lacton.

EINLEITUNG

Die menschlichen lysosomalen Hexosaminidasen (EC 3.2.1.52) Kkatalysieren die
Abspaltung B-glykosidisch gebundener 2-Acetamido-2-desoxy-p-galaktose- und 2-
Acetamido-2-desoxy-p-glucosereste von einer Reihe von Glykokonjugaten. Sie sind
sowohl an dem intrazelluliren Abbau von Glykolipiden wie GM2 und seinem
Asialoderivat GA2, als auch am Abbau von Glykoproteinen, Glykosaminoglykanen
und Oligosacchariden beteiligt!. Gegeniiber 2-Acetamido-2-desoxy-B8-p-galaktosi-
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den besitzen sie eine hohere Affinitit als gegeniiber den entsprechenden p-Gluco-
saminiden?.

Die beiden Hauptisoenzyme, B-Hexosaminidase A (Hex A) und B-Hexosa-
minidase B (Hex B), bestehen aus zwei etwa gleich groBen, nicht kovalent gebun-
denen Untereinheiten. Wiahrend die Hex A aus zwel unterschiedlichen Ketten
(aB) besteht, stellt die Hex B ein Homodimeres aus zwei B-Untereinheiten® dar
(BB). Jede Untereinheit der Hex A besitzt ein aktives Zentrum mit unter-
schiedlichen Substratspezifititen. Neutrale, wasserlosliche Substrate werden von
dem aktiven Zentrum auf der B-Kette sehr viel schneller hydrolysiert, wihrend die
«-Kette fiir negativ geladene Oligosaccharide oder fiir synthetische 2-Acetamido-
2-desoxy-B-p-glucosid-6-sulfate spezifisch ist*. Der Ausfall der 8-Hexosaminidasen
aufgrund von erblichen Defekten fithrt zur Tay-Sachs-Krankheit (Defekt in der
a-Untereinheit) bzw. zur Sandhoff’schen Krankheit (Defekt in der 8-Untereinheit),
wobei vor allem das Gangliosid GM2 massiv in den Lysosomen akkumuliert?.

Um Einblicke in den enzymatischen Mechanismus der Hexosaminidasen zu
gewinnen, wurden in den vergangenen Jahren verschiedene Verbindungen, sowohl
natiirlich vorkommende als auch chemisch synthetisierte, als Inhibitoren dieser
Enzyme cingesetzt®. Darunter sind auch die Piperidin- und Pyrrolidinanaloga der
2-Acetamido-2-desoxy-p-glucose und 2-Acetamido-2-desoxy-p-Galaktose 2 (ref 7),
3 (ref 8), und 4 (ref 9) (Schema 1).

Verbindung 2 ist ein potenter S-Hexosaminidase-Inhibitor. Fiir die Verbindun-
gen 3 und 4 liegen keine Daten fiir eine Hemmung vor. Vor dem Hintergrund, da3
2-Acetamido-B-p-Galaktoside eine hohere Affinitit zu diesen Enzymen besitzen
und um den FEinfluB der RinggroBe auf die inhibitorischen Eigenschaften zu
untersuchen, synthetisierten wir das Pyrrolidinderivat 1 als ersten Inhibitor seiner
Art fiir lysosomale pB-Hexosaminidasen. Als Ausgangsmaterial diente 2-
Acetamido-p-glucose, welches unter Ausnutzung des gesamten Kohlenstoffgeriistes
in die Zielverbindung 1 umgewandelt wurde.
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Synthese von 1 wurde auf zwei voneinander unabhingigen Wegen
durchgefiihrt. Beiden Wegen gemeinsam ist das aus 2-Acetamido-2-desoxy-p-glu-
cose erhiltliche a-Benzylglykosid'® 5. Aus 5 148t sich in drei Stufen die Verbindung
6 herstellen!!, die anschlieBend iiber die Zwischenstufe des Azids 7 die
Zielverbindung 1 ergibt (Schema 2, Weg A, Gesamtausbeute bezogen auf 2-
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Schema 2. Synthesewege fiir 2- Acetamido-1,4-imino-1,2,4-tridesoxy-p-galaktitol 1. [a: BzCl-Pyridin, 2 h
—45°C, 8 h RT, 50%; b: p-CH,OC-H ,CH(OMe),-H"*, 70°C, 91%; c: BnBr-Ba(OH),, RT, 82%; d:
NaCNBH;-CF,;COOH, RT, 70%; e: (CF;80,),0-Pyridin, —30°C; f: NaN;-DMF, RT, Weg A 50%,
Weg B 80%; g: H,-Pd-C, RT, Weg A 50%, Weg B 60%; h: NaOMe-MeOH, RT, 90%].
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Schema 3. Stereoansicht von 2-Acetamido-1,4-imino-1,2,4-tridesoxy-p-galaktitol 1. Die Numerierung
der Atome ist willkiirlich und entspricht nicht den ITUPAC-Regeln.

Acetamido-2-desoxy-D-glucose 6.5%). Alternativ (Schema 2, Weg B) 148t sich aus 5
nach einer selektiven Benzoylierung!? das 2-Acetamido-2-desoxy-p-glucosederivat
8 gewinnen, welches in das Azid 9 umgewandelt wird. Nach Abspaltung der
O-Benzoyl-Schutzgruppen und anschlieBender Hydrierung erhilt man ebenfalis
Verbindung 1 (Gesamtausbeute bezogen auf 2-Acetamido-2-desoxy-p-glucose
11%).

Die Verbindung 8 148t sich mit 50% zwar nur in miBigen Ausbeuten erhalten,
jedoch erfolgt die Umsetzung zum 4-Azido-Derivat 9 i{iber einen einheitlicheren
Reaktionsverlauf als bei Verbindung 7. Durch einfache Umkristallisation aus
Ethanol-Wasser 148t sich 9 in reiner Form erhalten. Zur Reinigung von 7 muf3
hingegen an Kieselgel chromatographiert werden. Bei der katalytischen Hy-
drierung der Verbindungen 7 bzw. 10 in Ethanol wurde das gewiinschte Prokukt 1
erhalten.

Durch zweimaliges Umkristallisieren aus Methanol lassen sich Einkristalle von
Verbindung 1 in ausreichender GroBe erhalten, so dal eine Rongtenstrukturana-
lyse durchgefithrt werden konnte. Eine Stereoansicht des Pyrrolidinderivates 1
zeigt das Schema 3. Im Kristall liegt die Verbindung als verdrillter Briefumschlag
(envelope) vor.

Die Inhibitionswirkung von 1 auf die verschiedenen aktiven Zentren der Hex A
wurde mit den synthetischen Substraten 4-Methylumbelliferyl-2-acetamido-2-des-
oxy-B-p-glucopyranosid'® (Muf-GIcNAc) und 4-Methylumbelliferyl-2-acetamido-2-
desoxy-B-p-glucopyranosid-6-sulfat* (Muf-GlcNAc-6-SO,) gemessen (Abb. 1).

In Tabelle I sind die K-Werte fiir die kompetitive Inhibition der Hex A durch
Verbindung 1 wiedergegeben. ErwartungsgemaB wird durch diese Verbindung die
B-Untereinheit der Hex A stirker gehemmt als die a-Untereinheit.

Nachdem sich der fiinfgliedrige Heterozyklus 1 als wirksamer B-Hexosamini-
dase-Inhibitor erwiesen hat, wollten wir entsprechend das schon bekannte 2-
Acetamido-2-desoxy-p-gluco-hydroximo-1,4-lacton 11 iiberpriifen'* (Schema 4).
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Abbildung 1. Dixon-Plot: Bestimmung der Hemmkonstanten K; der Verbindung 1 fiir die lysosomale
B-Hexosaminidase A in Gegenwart verschiedener Substratkonzentrationen. [a) Muf-GlcNAc: (.25 mM
(m), 0375 mM (+), 0.5 mM (%), 0.75 mM (0O), 1.25 mM (X), 1.75 mM ({), 2.5 mM (a); b)
Muf-GlcNAc-6-SO,: 0.1 mM (m), 0.15 mM (+), 0.2 mM (), 0.3 mM (3), 0.5 mM (X), 0.7 mM (),
1.0 mM (a), Zur Messung der Enzymaktivitit siehe Experimenteller Teil].

Die nach Originalvorschrift synthetisierte Verbindung 11 ist ein strukturelles
Analogon des 2-Acetamido-2-desoxy-p-glucono-1,4-lactons 12. In der Literatur
wurde die Frage nach der inhibitorischen Wirkung von Verbindung 12 kontrovers
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TABELLE I
Hemmkonstanten fiir die kompetitive Inhibition der 8-Hexosaminidase A durch Verbindung 1 bzw. 11
Inhibitor K-Wert [uM]
a-Untereinheit B-Untereinheit
1 220 18
11 245 20

diskutiert. Es wurde einerseits behauptet, da die Hemmung auf das darin in
Spuren vorhandene 2-Acetamido-2-desoxy-p-glucono-1,5-lacton 13 zuriickzufiihren
ist’>. Im Gegensatz dazu vertreten andere Autoren die Ansicht, daB auch das
1,4-Lacton 12 die B-Hexosaminidase A hemmt!®. Wir konnten nun zeigen, daB die
unter physiologischen Bedingungen stabile Verbindung 11 ebenfalls ein kompeti-
tiver Inhibitor der B-Hexosaminidase A ist (Tabelle I und Abb. 2). Die K;-Werte
liegen in demselben Bereich, wie die fiir das Pyrrolidin-Derivat 1 ermittelten.
Somit ist das Ergebnis ein Hinweis darauf, daf8 auch das 1,4-Lacton 12 ein
Inhibitor der B-Hexosaminidase A sein kann.

Vergleicht man die Hemmwirkungen der Verbindungen 1 und 11 mit denen der
Lactone 12 und 13, so scheint die RinggroBe der Inhibitoren entgegen der in
Literatur® vertretenen Ansicht fiir ihre inhibitorische Eigenschaften nicht
entscheidend zu sein.

Verbindung 1 kann am Stickstoffatom leicht funktionalisiert werden. Zur weite-
ren Verwendung fiir die affinititschromatographische Reiningung!’ oder fiir die
geplante Photoaffinitatsmarkierung der S-Hexosaminidasen ist dies ein Vorteil.

EXPERIMENTELLER TEIL

Allgemeine Methoden.—Alle Reaktionen wurden dinnschichtchromatogra-
phisch (DC) auf Glasplatten (Kieselgel 60, Merck) verfolgt. Die Detektion erfolgte
durch Ansprithen mit einer Lésung aus 500:10:2, konz. Essigsdure, konz. Schwe-
felsdure und Anisaldehyd und anschlieBender Entwicklung im HeiBluftstrom. Die
siulenchromatographischen Trennungen erfolgten an Kieselgel (Korngrosse 40-63
um, Merck) bei Normaldruck.

OH
AcHN, oH AcHN, OH Acv-mrj:ou
LOH JOH
HON/(O_X\[' Ux;j\“ 07 0" CH,0H
CH,OH CH,OH
1 12 13

Schema 4.
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Abbildung 2. Dixon-Plot: Bestimmung der Hemmkonstanten K; der Verbindung 11 fiir die lysosomale
B-Hexosaminidase A in Gegenwart verschiedener Substratkonzentrationen. [a) Muf-GlcNAc: 0.25 mM
(m), 0375 mM (+), 0.5 mM (%), 0.75 mM (O), 1.25 mM (x), 1.75 mM (), 2.5 mM (a); b)
Muf-GlcNAc-6-SO,: 0.5 mM (+), 0.75 mM (*), 1.25 mM (), 1.75 mM (X), 2.5 mM (), Zur Messung
der Enzymaktivitit sieche Experimenteller Teil].

Benzyl-2-acetamido-4-azido-3-O-benzyl-2,4-didesoxy-6-O-(p-methoxybenzyl)--a-p-
galaktopyranosid (7).—In einer ausgeheizten und mit Argon gespiilten Apparatur
wurde eine Losung aus Benzyl-2-acetamido-3-O-benzyl-2-desoxy-6-0-( p-methoxy-
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benzyl)-a-D-glucopyranosid'! 6 (1.06 g, 2.04 mmol, 1.00 Aquiv.), absolutem Pyridin
(0.63 mL) und CH,Cl, (15 mL) auf —40°C abgekiihlt. Innerhalb von 10 min wurde
Trifluormethansulfonsiureanhydrid (0.52 mL, 3.06 mmol, 1.5 Aquiv.) zugetropft.
Die Lisung farbte sich gelb. Das Reaktionsgemisch wurde iiber Nacht bei —30°C
gelagert. Diinnschichtchromatographische Kontrolle (2:1 CCl,—Aceton) zeigte
vollstindige Umsetzung (R p 0.64). Nach Hydrolyse des iiberschiissigen Tf,O
(MeOH, 1 mL) wurde das Reaktionsgemisch mit CH,Cl, (50 mL) verdiinnt und so
schnell wie moglich aufgearbeitet. Hierzu wurde die organische Phase 5 X mit
gesittigter NaHCO,-Losung (je 50 mL) und 2 X mit H,O (je 50 mL) gewaschen,
anschlieBend iiber MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel in vacuo abdestilliert.
Ohne weitere Reinigung wurde der Riickstand in trockenem DMF (25 mL) gelost,
mit Natriumazid (0.268 g, 4.08 mmol) versetzt und 8 h gerithrt. Nach Verdiinnung
mit CH,Cl, (100 mL) wurde 5 X mit gesittigter NaHCO;-Losung (je 50 mL)
extrahiert und die organische Phase tiber MgSO, getrocknet (DC: 2:1 CCl,—
Aceton, R, 0.58). Das Losungsmittel wurde in vacuo abdestilliert und der
Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel mit 2:1 CCl,—Aceton gereinigt.
Ausb. 555 mg (50% iiber zwei Stufen), farbloser Feststoff; Schmp. 188-189°C;
[a]® +100.4° (¢ 0.25, CHCl,); IR (KBr): » 2110 (N,) em !, 1645 (C=0) cm™!; 'H
NMR (200 MHz, CDCl5): 6 1.70 ppm (s, 3 H, CH,), 345-3.65 (m, 1 H, H-2), 3.71
(dd, 1 H, J,5 10.5, J,, 3.6 Hz, H-3), 3.80 (s, 3 H, O-CH), 3.95 (m, 1 H, H-5), 4.09
(dd, 1 H, J54 3.6, J, 5 1.5 Hz, H-4), 4.40 und 4.63 (2d, 2 H, J 12 Hz, Ph-CH,), 4.45
und 4.75 (2d, 2 H, J 12 Hz, Ph-CH,), 4.40-4.70 (m, 4 H, H-6,6’, Ph-CH,), 4.90
(d, 1H, J,, 3.6 Hz, H-1),5.25(d, 1 H, J, gy 9 Hz, NH), 6.90-7.40 (m, 14 H, ArH);
FABMS (m-Nitrobenzoesiure): m/z 547.2 [M + H]*. Anal. Ber fiir C;,H;,N,O,
(546.6): C, 65.92; H, 6.27; N 10.25. Gef.: C, 65.79; H, 6.39; N, 9.99.
Benzyl-2-acetamido-2-desoxy-3, 6-di-O-benzoyl-a-p-glucopyranosid (8).—Zu einer
auf —45°C gekiihlten Losung von Benzyl-2-acetamido-2-desoxy-a-p-glucopyrano-
sid'? 5 (6.22 g, 20 mmol, 1.0 Aquiv.) in absolutem Pyridin (75 mL) wurde innerhalb
von 20 min frisch destilliertes Benzoylchlorid (5 mL, 44 mmol, 2.2 Aquiv.)
zugetropft. Es wurde noch 2 h bei dieser Temperatur geriihrt, anschlieBend das
Kiltebad entfernt und 8 h bei Raumtemperatur weitergerihrt (DC: 40:1 CHCl ;-
MeOH, R, 0.91). Wihrend der Reaktion fiel Pyridinhydrochlorid aus. Nach
Zugabe von MeOH (0.5 mL) wurde mit CH,Cl, (150 mL) verdiinnt und die
Losung mit 1 N HCI (5 X 100 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde iiber
MgSO, getrocknet und das Losungsmittel abdestilliert. Der Riickstand wurde
sdulenchromatographisch mit 40:1 CHCI;—MeOH als Elutionsmittel gereinigt.
Ausb. 5.19 g (50%), farbloser Feststoff; Schmp. 77-80°C; [a]® +117.7° (¢ 0.485,
CHCl,); '"H NMR (200 MHz, CDCl;): 6 1.60 ppm (s, 3 H, CH;), 3.24 (d, 1
H, J,on 4.5 Hz, OH), 3.84 (ddd, 1 H, J,5=J;,=9 Hz, J, oy 4.5 Hz, H-4), 4.05
(m, 1 H, H-5), 4.46 und 4.78 (2dd, 2 H, Jg4 12.9, J54 2.1, J54 3.9 Hz, H-6, H-6"),
4.47 (ddd, 1 H, J,, 10.5,J 9.6, J;, 3.6 Hz, H-2), 454 und 4.77 (2d,2 H, J 12
Hz, Ph-CH,), 497 (d,1 H, J,, 3.6 Hz, H-1), 538 (dd,1 H, J,; 105, J;, 9
Hz, H-3), 5.78 (d, 1 H, J,y 9.6 Hz, NH), 7.30-8.20 (m, 15 H, ArH); FABMS
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(m-Nitrobenzoesiure): m/z 520.2 [M + H]*. Anal. Ber. fiir C,oH,,NO, (519.6):
G, 67.04; H, 5.63; N, 2.70. Gef.: C, 66.60; H, 5.57; N, 2.43.

Benzyl-2-acetamido-4-azido-2,4-didesoxy-3,6-O-dibenzoyl-a-p-galaktopyranosid
(9).—In ciner ausgeheizten und mit Argon gespiilten Apparatur wurde Benzyl-2-
acetamido-2-desoxy-3,6-O-dibenzoyl-a-p-glucopyranosid 8 (3.83 g, 7.4 mmol) in
absolutem CH,Cl, (40 mL) gel6st und mit absolutem Pyridin (2.6 mL) versetzt.
AnschlieBend wurde die Losung auf —30°C abgekiihlt und innerhalb von 1 h
Trifluormethansulfonsaureanhydrid (1.82 mL, 11.09 mmol) hinzugetropft. Das
Reaktionsgemisch wurde iber Nacht bei —30°C gelagert.

Nach Methanolyse (6 mL) wurde die Losung mit CH,Cl, (60 mL) verdiinnt und
anschlieBend 4 X mit gesittigter NaHCO;-Losung (je 100 mL) und 2 X mit H,O
(je 100 mL) extrahiert. Nach Trocknen der organischen Phase iiber MgSO, wurde
das Losungsmitte]l abgedampft. Das zuriickbleibende Ol wurde nicht weiter
aufgearbeitet, sondern direkt umgesetzt (DC: 2:1 Toluol-Essigsiureethylester, R s
0.39). Das Rohprodukt wurde in absolutem DMF (100 mL) geldst, mit Natrium-
azid (1.69 g, 25.9 mmol) versetzt und 8 h bei Raumtemperatur gerithrt (DC: 2:1
Toluol-Essigsdureethylester, R, 0.31). Nach Zugabe von CH,Cl, (150 mL) wurde
3 X mit gesittigter NaHCO,-Losung (je 100 mL) und 2 X mit H,O (je 100 mL)
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen wurden iiber MgSO, getrocknet
und das Losungsmittel abdestilliert. Der so erhaltene Feststoff wurde in heilem
EtOH gel6st und gerade soviel H,O zugegeben, bis eine leichte Trilbung entstand.
Zur vollstindigen Kristallisation wurde {iber Nacht bei 4°C stehengelassen. Ausb.
3.2 g (80%), farblose Kristalle; Schmp. 160-165°C; [a]3 —13.5° (¢ 0.445, CHCl5);
IR (KBr): v 2110 (N;) cm™%, 1720 (C=0) cm™!'; 'H NMR (200 MHz, CDCl,): 8
1.63 ppm (s, 3 H, CH;), 422 (dd, 1 H, J,, 3.6, J,5 1.5 Hz, H-4), 435 (m, 1 H,
H-5), 4.50 (m, 2 H,H-6, H-6"), 4.50 und 4.73 (2d, 2 H, J 12 Hz, Ph-CH,), 4.85
(m, 1 H, H-2), 498 (d, 1 H, J;, 3.6 Hz, H-1), 555 (dd, 1 H, J,; 105, J;, 3.6
Hz, H-3), 5.65 (d, 1 H, J,y 9.6 Hz, NH), 7.25-8.15 (m, 15 H, ArH); FABMS
(m-Nitrobenzoesiure): m/z 545.2 [M + H]". Anal. Ber. fir C,(H,4N,O,-H,0
(562.6): C, 61.91; H, 5.37; N, 9.96. Gef.: C, 62.26; H, 5.40; N, 9.35.

Benzyl-2-acetamido-4-azido-2,4-didesoxy-a-p-galaktopyranosid (10).—Benzyl-2-
acetamido-4-azido-2,4-didesoxy-3,6-di-O-benzoyl-a-p-galaktopyranosid 9 (2.64
g, 4.85 mmol) wurde in MeOH (100 mL) suspendiert. Nach Zugabe von 0.1 N
Natriummethanolat (14.8 mL, 14.8 mmol) ging das Ausgangsprodukt in Lésung. Es
wurde 4 h bei Raumtemperatur gerithrt (DC: 14:1 CH,Cl,-MeOH, R/ 0.45). Die
basische Losung wurde mit Kationenaustauscher (Amberlite IR 120, H*-Form)
versetzt und bei Raumtemperatur gerithrt. Nach Neutralisation (pH-Kontrolle)
wurde der Kationenaustauscher entfernt und das Losungsmittel abgedampft. Der
zuriickbleibende Feststoff wurde mit Hexan gewaschen, um den bei der Reaktion
enstandenen Benzoesduremethylester abzutrennen. Ausb. 1.47 g (90%), farbloser
_ Feststoff; Schmp. 225-227°C; [a]® +122.5° (¢ 0.2, MeOH); 'H NMR (400
MHz, Me,SO-d,): 8 1.85 ppm (s, 3 H, CH,), 3.42-3.54 (m, 2 H, H-6, H-6"), 3.79
(t, 1 H, Jsg=Js 5 = 6.5 Hz, H-5), 4.0 (m, 3 H, H-2, H-3, H-4), 4.40 und 4.63 (2d, 2
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H, J 123 Hz, Ph-CH,), 470 (d, 1 H, J;, 2.4 Hz, H-1), 492 (t, 1 H, Json=Js 0on
=5.7 Hz, OH), 541 (d, 1 H, J5 4 4.5 Hz, OH), 7.25-7.40 (m, 5 H, ArH), 7.85
(d, 1 H J,y 7.5 Hz, NH); FABMS (m-Nitrobenzoesiure): m/z 337.1 [M + H]*.
Anal. Ber. fiir CsH,,N,0; (336.4): C, 53.57; H, 5.99; N, 16.66; Gef.: C, 53.34; H,
6.01; N, 16.70.

2-Actetamido-1,4-imino-1,2, 4-tridesoxy-p-galaktitol (1).—Weg A: Fine Suspen-
sion aus Benzyl-2-acetamido-4-azido-3-0O-benzyl-2,4-didesoxy-6-O-( p-methoxy-
benzyl)-a-p-galaktopyranosid 6 (550 mg, 1 mmol) in EtOH (60 ml) wurde mit
Palladium-Kohle-Katalysator (50 mg, 10%ig) versetzt. In einem Autokiaven wurde
das Gemisch bei 2 atii und Raumtemperatur zunichst 6 h hydriert. AnschlieBend
wurde der Katalysator erncuert und bei gleichem Druck und Temperatur eine
Woche weiter hydriert. Nach Beendigung der Reaktion (DC: 2:1:0.01 CH,Cl,—
MeOH-wissr. NH; 25%ig, Rf 0.24) wurde der Katalysator abfiltriert und das
Losungsmittel abdestilliert. Saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel mit
2:1:0.01 CH,Cl,-MeOH-wissr. NH, 25%ig ergab 1. Ausb. 200 mg (50%),
farblose Kristalle.

Weg B: In EtOH (60 mL) wurde Benzyl-2-acetamido-4-azido-2,4-didesoxy-a-D-
galaktopyranosid 10 (550 mg, 1.64 mmol) suspendiert, mit 80 mg Palladium—-Kohle
(10%ig) versetzt und im Autoklaven bei Raumtemperatur und 2 atii hydriert. Nach
4 h wurde der Katalysator erncuert und drei Tage bis zum polarsten Produkt
weiterhydriert (DC-Kontrolle). Die Aufarbeitung erfolgte wie unter Weg A
beschrieben. Die spektroskopischen Daten beider Produkte sind identisch. Ausb.
201 mg (60%); Schmp. 145-150°C (Zersetzung); [«]F +4.1° (¢ 0.365, MeOH); IR
(KBr): v 3600-3200 (br, NH und OH) cm™!; 'H NMR (250 MHz, D,O): § 1.95
ppm (s, 3 H, CH;), 2.73 (dd, 1 H, J, ;, 11.8, J,, 5.7 Hz, H-1), 2.86 (dd, 1 H, J,,
6.8, J,s 4.8 Hz, H-4), 3.15 (dd, 1 H, J, 118, J;,, 7.3 Hz, H-1'), 3.53 (dd, 1
H, Js 11.7, J5¢ 7.7 Hz, H-6"), 3.65 (dd, 1 H, Js4 11.7, J5¢ 4 Hz, H-6), 3.77 (m, 1
H, H-5), 3.93 (dd, 1 H, J,; 5.8, J;, 6.8 Hz, H-3), 405 (m,1 H, J,, 57, J,,
7.3, J,3 5.8 Hz, H-2); FABMS (m-Nitrobenzoesiure): m/z 204.7 [M + H]*. Anal.
Ber. fur CgH, 4 N,O, - H,O (222.24): C, 43.24; H, 8.16; N, 12.60. Gef.: C, 43.20; H,
8.21; N, 12.56.

Réntgenstrukturanalyse von 1.—Die Intensititsmessung erfolgte mit graphit-
monochromatischer CuK-Strahlung (A =1.5418 A) auf einem Enraf-Nonius-
CAD4-Diffraktometer. Die Strukturlésung erfolgte mittels Direkter Methoden.
Alle Nicht-Wasserstoffatome wurden anisotrop, die H-Atome isotrop mit einem
Reiter-Modell verfeinert. Es wurde eine Extinktionskorrektur durchgefithrt. Die
absolute Konfiguration 28, 35, 45, und SR wurde bestitigt.

Summenformel: CgH (N,0O,, KristallgroBe: 0.25 X 0.30 X 0.35 mm, Kristallsys-
tem: monoklin, Raumgruppe: P2, (Nr. 4), Elementarzelle: a = 5.597(1) A, b=
8.599(1) A, ¢ = 10.228(1) A, B = 92.09(1)°, Volumen: 491.9(1) A, Z: 2, F(000): 220,
Scan Typ: o, Scan Bereich: (0.70 + 0.15 tan @)°, 20,,,: 120°, u(CuK,): 0.89
mm ™!, Anzahl gemessener Reflexe: 1545, Anzahl unabhingiger Reflexe: 1453,
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Anzahl beobachter Reflexe mit |F|> 4o(F): 1424, L.S. Parameter: 151, Tempera-
tur: 193 K, R: 0.036, R : 0.040, Gewichtungsschema: w1 =¢%(F) + 0.0005F2.

Weitere Einzelheiten zur Kristallstrukturuntersuchung kénnen beim Fachinfor-
mationszentrum Karlsruhe, Gesellschaft fiir wissenschaftlich-technische Informa-
tion mbH, D-76344 Eggenstein-Leopoldshafen, unter Angabe der Hinter-
legungsnummer CSD-57276, der Autoren und des Zeitschriftenzitats angefordert
werden.

Enzymatik.—Zur Bestimmung der B-Hexosaminidase-Aktivitit wurden 20 uL
einer geeignet verdiinnten Enzymprobe (max. 1 mU pro Ansatz), 10 nL Rinder-
serumalbumin (1 mg/mL), 100 uL 2 mM Muf-GIcNAc-6-SO, (ref 4) bzw. Muf-
GIcNAc (ref 13) (in 100 mM Citratpuffer, pH 4.4) und 70 L H,O zusammen-
pipettiert. Nach Inkubation (30 min, 37°C) wurde die enzymatische Reaktion
durch Zugabe von 1 mL einer wiBrigen Losung aus 0.2 M Na,CO; und 02 M
Glycin angehalten. Die Menge an freigesetztem 4-Methyllumbelliferon wurde
fluorimetrisch bestimmt. Eine Enzymeinheit (U) entspricht unter diesen Bedingun-
gen der Hydrolyse von 1 pmol Muf-GlcNAc-6-SO, bzw Muf-GlcNAc pro Minute.

Die Bestimmung der K;-Werte erfolgte nach der Methode von Dixon'®, Hierzu
wurde in verschiedenen MeBreihen das entsprechende Enzym unter den oben
beschriecbenen Bedingungen mit verschiedenen Konzentrationen von Muf-
GIcNACc-6-SO, bzw. Muf-GlcNAc in Abwesenheit und in Gegenwart steigender
Konzentrationen des Inhibitors inkubiert.

Die lysosomale menschliche B-Hexosaminidase A wurde aus postmortaler Leber
extrahiert und durch Ammoniumsulfatfiliung, Chromatographie an Concanavalin
A-Sepharose und Ionenaustauschchromatographie teilgereinigt'®. Die spezifische
Aktivitat betrug 9.7 U/mg Protein.

DANK

Die Autoren bedanken sich bei der Deutschen Forschungsgemeinschaft (Gi
204 /1-1) fir die finanzielle Unterstiitzung.
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