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Die Eigenschaften anomerer n-Amyl- und n-IKexyl-ketoside 
der N-Aeetyl-D-neuramins~ure und ihrer kristallisierenden Tetra- 
O-acetyl-derivate wurden miteinander verglichen. Den durch 
Neuraminidase nieht spaltbaren Glykosiden, die dutch Erhitzen 
yon N-Aeetyl-n-neuramins~ure mit chlorwasserstoff-haltigem 
Amyl- bzw. I-Iexylalkohol erhalten werden konnten und eine 
starkere Linksdrehung zeigen, wird die ~-Konfigm'ation, den 
frfiher i naeh dem Verfahren von Koenigs  und K n o r r  fiber die 
Pentaaeetyl- 2-chlorneuramins/iure dargestellten und dureh 
Neuraminidase spaltbaren Anomeren die u-Konfiguration zu- 
gesehrieben. 

A comparison has been made of the properties of the anomeric 
n-amyl and n-hexyl ketosides of N-aeetyt-D-neuraminie acid and 
of their crystalline peraeetyl derivatives. The more levorotatory 
~nomers, which have been prepared by heating N-aeetyl-D- 
neuraminie acid with amyl or hexyl alcohol containing dry 
hydrogen chloride and which are not attacked by neuraminidase, 
are assigned the ~/eonfiguration, whereas the ~-configuration is 
at tr ibuted to ~he anomers which have previously a been obtained 
via pentaaeetyl-2-chloro-neuraminie acid by the method of 
Koe~igs  and K~)orr and have proved to be cleaved by neuramin- 
idase. 

Die I%ezeptoren, die fiir die B indung  yon  Viren der Inf luenzagruppe  
~n Zelloberflgehen verantwort l ieh  sind, en tha l t en  N-Aeyl-neuraminsgure  

i p .  ~llei~dl und H. T u p p y ,  Mh. Chem. 96, 802 (1965). 



P. 3[eindl u.a.:  Synthetisehe Ketoside der N-Aeetyl-D-neuramins~iure $1'7 

und werden dureh Fermente. die diese Aeyl-nonulosamins/iure-Reste ab- 
spalten, inaktiviert. Zahlreiche Glykolipide, Glykoproteine, 01igo- und 
Polysaccharide sind gleichfalls dutch den Besitz yon Neuramins~iure- 
Resten, die yon Neuraminidasen in Freiheit gesetzt werden, ausgezeichnet ~. 
Die Frage, ob die Verkniipfung der Neuramins~ure in diesen Verbindungen 
eine ~- oder ~-ketosidische ist und ob dementsprechend Neuraminidasen 
als x- oder ~-Ketosidasen wirken, konnte bisher nicht zweifelsfrei gekI~.rt 
werden. K u h n  und Bross~ner, die in der N-Aeetylneuraminyl-lactose der 
Frauenmilch ein verh~;ltnism~/3ig einfach gebautes natiirliches Neuramini- 
dase-Substrat gefunden bat ten 3, verglichen deren optisches I)rehvermS- 
gen mit jenem von freier Neuramins/ture und yon Lactose und spraehen 
auf Grund des optisehen Vergleiches die Vermutung aus, da/? die Verknfip- 
lung der Neuramins/~ure eine ~.-glykosidische und die Spezifit/~t des En- 
zyms somit die einer ~-Ketosidase sei *, 5. Die Antoren betonten jedoeh aus- 
driieklieh, da~ derartigen optisehen Vergleiehen keine Beweiskraft zu- 
kommt,  solange nicht Paare yon epimeren c~- und ~-Ketosiden in der geihe 
der Nonnlosaminsguren bekannt  sind ~. 

Bis vor kurzem war nut  ein einziges synthetisehes N-Acyl-D-neuramin- 
ss verftigbar. Dutch Erhitzen yon N-Aeetyl-D-neuraminss 
mit  trockenem Methanol in Gegenwart yon Dowex 50 (I-I+) als saurem 
Katalysator  hat ten Blix  et al. 6 vet  einigen Jahren den kristallisierten Me- 
thylester eines N-Acetyl-D-neuraminsb;ure-methylketosids dargestellt; auf 
analoge Weise gelangten Karlcas und Charga[f 7 im vergangenen Jahr,  aus- 
gehend yon einem Gemiseh aus N-Glyeolyl- und N-Acetyl-D-neuramin- 
s/iure, zu einer Mischung yon zwei Methylketosid-methylestern, aus denen 
bei milder alkalischer Verseifung ein nicht kristallisierendes N-Acyl-D- 
neuramins~ure-methylketosid (,,Methoxysialins/~ure") entstand. Die ste- 
rischen Verhgltnisse am glykosidischen C-Atom 2 der dutch Neuraminidase 
nieht spaltbaren , ,Methoxysialinsgure" blieben ungelds die Frage, ob 
die Methylketoside veto Enzym nicht a.ngegrif~en wurden, well sic desser: 
optischer Spezifit/~t oder well sic dessen Substratspezifit~;t nieht Geniige 
taten, wurde nieht beantwortet.  

Zusammenfassende Literatur: A. Gottsehalt:, ,,Chemistry and Biology 
of Sialie Acids and Rel. Subst.", Cambridge 1960; A. GottschaUc, Advane. 
Enzyme1. 20, 135 (1958); F. Zillike~ und M. W. IVhite]~ouse, Advane. Carbo- 
hydr. Chem. 13, 237 (1958); A. Gott.schaUc, Perspectives of Biol. and 5{ed. 
5, 327 (1962); A. Gottschalk, l~ev. Pure and Appl. Chem. 12, 46 (1962). 

a t?. Kuhn und R. Bross~ner, Angew. Chemie 68, 211 (1956); Chem. 
Bet. 89, 2013 (1956). 

R. Kuhn  und R. Brossmer, Chem. Bet. 92, 1667 (1959). 
R. Kuh~l und R. Brossmer, Angew. Chemie 70, 25 (1958). 

6 G. Blix, E. Li~dberg, L. Odb~ und I. Wer~er, Aeta See. Med. UppsaL 
61, 1 (1956). 

J. D. Karl,'as und E. C]~ar,qa//, J. B~ot. Chem. 239. 9~9 (1.q64). 
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In der vorhergehenden Arbeit 1 haben wir die Anwendung des Gly- 
kosidierungsverfahrens von Koenigs und Knott  s a u f  N-Aeetyl-D-neura- 
minsgure besehrieben; es wurden eine Reihe einfaeher, dureh Neuramini- 
dase spaltbarer Glykoside synthetisiert, darunter aueh ein n-Amyl- und 
ein n-I-Iexyl-ketosid der N-Aeetyl-D-neuraminsgure. Es hat sieh nunmehr 
als m6glich erwiesen, mit Hilfe eines Verfahrens, das dem yon Blix zur 
Darstellung des N-Aeetyl-D-neuraminsgure-methylketosid-methylesters 
verwendeten ghnlich ist, ein n-Amyl- und ein n-Hexyl-ketosid der N-Aee- 
tyt-D-neuramins//ure zu synthetisieren, die zu den nach der Methode yon 
Koenigs und Knorr hergestellten Glykosiden im Verh/~ltnis der Anomerie 
stehen und yon Neuraminidase nieht angegriffen werden. Die vorliegende 
Arbeit hat die Darstellung dieser neuen Ketoside, den Vergleieh ihrer 
Eigensehaften mit denen ihrer Anomeren und insbesondere die K1/irung 
der sterisehen Verh/iltnisse am C-Atom 2 der glykosidisch gebundenen Neu- 
raminsgure zum Inhalt. 

13eim Erhitzen mit ehlorwasserstofl-haltigem n-Amyl- oder n-Hexyl- 
alkohol geht N-AeetyLD-neuraminsgure naeh und naeh in L6sung; dabei 
entsteht zun/~ehst ein N-Aeetyl-D-neuramins/~ure-ester, der dann allmgh- 
lieh in sein Glykosid tibergeht. Die Amyl- bzw. Hexyl-ester der Amyl- 
bzw. Itexyl-ketoside wurden als Ole gewonnen, die nieht zur Kristallisation 
zu bringen waren. Fiir die Spaltung der Esterbindung eignete sieh iiber- 
sehiissiges Alkali 'in w/~13rigem Aeeton. Naeh s/~ulenehromatographiseher 
1geinigung wurde das Amylglykosid der N-Aeetyl-I)-neuramins/~ure kri- 
stallisiert und einheitlieh gewonnen; das I-Iexylglykosid kristallisjerte 
nieht und blieb, wie eine ehromatogmphisehe Prtifung zeigte, mit einer ge- 
ringen Menge einer Begleitsubstanz, vermutlieh des Anomeren, verur- 
reinigt. Peraeetylierung der Glykoside mit Essigs//ureanhydrid in Pyridin 
fiihrte zu kristallisierenden Tetra-O-aeetyl-N-aeetyl-D-neuramins/~ure- 
ketosiden. 

Die dureh direkte Glykosidierung dec N-Aeetyl-D-neur~minsgure mit 
Alkohol/HC1 dargestellten Ketoside sind ihren zuvor 1 mit Hilfe des Ver- 
fahrens yon Koenigs und Knorr synthetisierten Anomeren in vieler 
Hinsieht ghnlich. Sie sind gleiehfalls im [Besitz einer weder veresterten 
noeh dutch Laetonisierung maskierten, sondern stark sauren, quantitativ 
titrierbaren Carboxylgruppe. Der Ninhydrinreaktion unterworfen, geben 
sie keine F/irbung, in f3bereinstimmung damit, dal3 die Aminogruppe der 
Nonulosamins/~ure nieht frei, sondern aeyliert ist. Beim Thiobarbitur- 
s~ure-Test naeh Aminoff  9, der freie, nieht jedoeh die in Glykoproteinen 
und Glykolipiden glykosidiseh gebundene N-Aeetyl-neuramins/~ure er- 
faint, ist die yon den Amyl- und Hexyl-glykosiden der N-Aeetyl-D- 
neuramins/iure gegebene Fgrbung erwartungsgem/~f] gul]erst gering. I-Iin- 

W. Koe~zig8 und E. K~orr, Ber. dtsch. Chem. Ges. 34, 957 (1901). 
9 D. Amino]/, Biochem. J. 81, 384 (1961). 
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gegen reagieren die beiden anomeren Amyl- und die beiden Hexyl-ketoside 
bei der in st/~rker saurem Medium ausgeffihrten Farbreaktion mit Resorein 
naeh S v e n n e r h o l m  lo so wie freie N-Aeet.yl-D-neuramins/iure kr/iftig positiv; 
dieser Befund entsprieht den Erwartungen, da, bekannt  ist, dal3 Aeyl- 
neuramins//ure-l~este bei niedrigem pH-gre r t  aus ihrer ketosidisehen Bin- 
dung leieht entlassen werden. (Aller- 
dings werden die ~-Ketoside d e r  
N-Acetyl-D-neuraminsgure dutch 
S/iure um ein mehrfaehes raseher 
gespMten als die entspreehenden 
}-Ketoside, wie Abb. 1 zeigt; eine 
grSl3ere Sgmrelabilitgt der ~-Keto- 
side ist aueh bei den Fruetopyrgno- 
siden gefunden worden 11. Die in sau- 
rer L6sung so leiehte Abtrennung 
der Neuraminsgure-Reste voa  Gly- 
kolipiden, glykoproteinen und Oli- 
gosaeehariden erklgrt si.eh demnaeh 
zum Teil dureh deren ~-ketosidisehe 
Verkntipfung.) Der Naehweis, da./3 
ans den beiden anomeren n-Amyl- 
ketosiden bei der sauren Hydrolyse 
(pH I, 80 ~ 60 Min.) gleieherweise 
freie N-Acetyl-D-neuraminsgnre ent- 
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Abb. J.. ~'ergleieh der  l~ydrolysegesehwindigkeiten 
des a- and des ~-n-Amyl-ketosides der N-Acetyl- 

D-neuraminsfiure in 0,In-tIOl bei 60 ~ 

steht, wurde auf papierehromatographischem Wege gefiihrt. Bei der 
Perjodat-Oxydation verbranehten die zwei anomeren n-Amyl-ketoside 
der N-Aeetyl-D-neuraminsgure ohne Untersehied 2 Mole Natr iumperjodat  
je Mol Zuekerderivat (Tab. 1); dieser Befund steht mit  dem Vorliegen 
eines pyranoiden Ringes, in dem das glykosidisehe Kohlenstoffatom 2 mit  
diem Kohlenstoffatom 6 fiber eine Sauerstoffbriieke verbunden ist, in Ein- 
kl~ng. 

"s ~. P o r j o d a t - o x y d a t i o n  des z.- und  des ~ - n - A m y l - k e t o s i d e s  
der  N - A e e t y l - D - n e u r a m i n s g u r e  

NaJO4-Verbra.uch 
Zeitdauer  (Min.) der ~ inwi rkung  (3I~le je 5Iol) 

des Perjodats  (bei 20 ~ 
n-Amyl-~-ketosid n-Amyl-,3-ke~osid 

15 1,81. 2,00 
45 1,82 2,08 

105 1,87 2,02 
225 1,95 2,04 

2o L .  S v e ~ e r h o l m ,  Biochim. J3iophys. Acta [Amsterdam] 24, 604 (1957). 
n L . J .  H e i d t  und C. ]3. P u r v e s ,  .T. Amer. Chem. Soc. 60, 1206 (1938); 

ibid. 66, 1385 (1944). 
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Von den beiden anomeren Tetra-O-acetyl-N-acetyl-D-neurmminsgure- 
amyl-ketosiden wurden in Methylenehloridl6sung und in Kaliumbromid- 
PreBlingen Infrarotspektren aufgenommen (Abb. 2). Dabei zeigten sich 
nur im Gebiete der C--O--C-Sehwingungen (1000 his 1250 em-1) merk- 
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Abb. 2. I:g-Spektren der anomeren n-_A_mylketoside der 4,7,8,9-Tetra-O-acetyl-N-ace6yl- 
D-neuraminstiuren (K]Sr-Preglinge) 

lithe Unterschiede. Die Ahnlichkeit der Spektren widerspiegelt die Iso- 
merie der miteinander verglichenen Verbindungen; eine I~-spektroskopi- 
sche Erkennung anomerer Glykoside auf Grund von C--H-Schwingungen 
am glykosidischen C-Atom 1~ ist bei Aldosiden, nicht jedoch bei Ketosiden, 
deren C-Atom 2 kein Wasserstoffatom tr/tgt, m6glich. 

In den Tab. 2 und 3 sind Schmelzpunkte, chromatographische Daten 
sowie DrehwerLe der anomeren Ketoside und ibrer Peracetylderivate 
einander paarweise gegentibergestellt. Die Schmelzpunkte der zwei Tetra- 

12 S . A .  B a r k e r ,  E . J .  B o u r n e  und D.  H .  W h i i ] e n ,  Methods of Bioehem. 
_A_nalysis 3, 213 (1956). 



H. 3/1965] Synthe t i s ehe  Ketoside der X-Acetyl -9-nem'aminsM~re ~2~_ 

�9 

4.a 

< 

z 

- j  

X 
C 

.A 
>~ 

0 

t ;  
" X  

% 

;> 

M 
O 

.e'N ~',1 r ~'q 

o 

[ 

r  

N 

mm, 

-~om~tshefte f~lr Chemie, Bd. 96/3 

_5 

~3 

? 

.~ 

2 

C~ 

f3  . - -  

~ e  

c 

~ 2  

;> - . _  

- - , - -  

ejq r  

~ 1"2. 

, ! 

M 

co �9 C 

~2 

~2 

- 5  

- } 

-3. 

i5  c~ , .  

A 



822 P. Meindl und It. Tuppy: [Mh. Chem., Bd. 96 

O-aeetyl-N-aeetyl-D-neuraminsaure-amylglykoside unterseheiden sich von- 
einander signifikant; die peraeetylierten Hexyl-glykoside sehmelzen wohl 
bei nahezn gleieher Temperatur, haben ihre Nieht-Identitat  jedoch dutch 
einen stark erniedrigten lVfischsehmelzpunkt bewiesen. Dureh Papier- und 
Diinnsehicht-Chromatographie liegen sieh bei allen vier untersuehten 
Paaren die anomeren Ketoside auf Grund versehiedener R/-Werte unter- 
seheiden. 

Von besonderem Interesse war natiirtich der Vergleich des optischen 
Drehverm6gens der anomeren Glykoside; sowohl bei den Amyl- als auch 
bei den Hexyl-ketosiden der N-Acetyl-D-neuraminsaure zeigte die naeh 
Koenigs und K n o t t  dargestellte Verbindung eine geringere Linksdrehung 
gls ihr Anomeres (Tab. 2)' Naeh Hudson i3 kommt bei einem Paar ano- 
merer AbkSmmlinge eines Zuekers der D-l~eihe dem starker naeh reehts 
(oder weniger stark nach links) drehenden Isomeren die ~-Konfigaration 
zu. Wenn Hudsons l~egel auf die Ketoside der N-Aeetyl-D-neuraminsaure 
angewendet wird, ergibt sieh, dal] die naeh dem Verfahren yon Koenigs 

und Knorr  dargestellten Glykoside ~-Ketoside, die naeh dem Verfahren 
der direkten sgurekatalysierten Umsetzung yon N-Aeetyl-D-neuramin- 
saure mit Alkoholen synthetisierten Anomeren ~-Ketoside sind. Hudsons 

]geget hat sieh bei vielen Anomerenpaaren als giiltig erwiesen; es sind je- 
doeh aueh einige Ausnahmen gefunden worden. In Anbetraeht des iiber- 
waltigenden Eriahrungsmaterials, das die l~egel stiitzt, haben Zuordnun- 
g e n d e r  ~-Konfiguration an das weniger stark und der ~-Konfiguration 
an das starker naeh links drehende D-Zueker-Derivat einen sehr hohen 
Wahrseheinliehkeitswert, in Anbetracht der bestehenden Ausnahmen 
jedoeh keine unbedingte Beweiskrait. - -  Im vorliegenden Fall wird ein 
Zweifel an der Giiltigkeit yon Hudsons l~egel insbesondere dutch die merk- 
wiirdige Beobaehtung geweekt, dal] das Tetra-O-aeetyl-derivat des starker 
linksdrehenden Amylketosides der N-Aeetyl-D-neuraminsanre paradoxer- 
weise ein geringeres Linksdrehverm6gen besitzt als das Peraeetyl-derivat 
ihres sehwaeher lavorotatorischen Anomeren (Tab. 3). Eine Verletzung 
yon Hudsons gege] dureh Umkehrung der normalen Drehungsbeziehungen 
ist ve t  kurzem yon Horton ~4 iiir ein anderes Paar peraeetylierter anomerer 
Aminozuekerderivate (1,3,4,6- Tetra- 0 - aeetyl - 2 - deoxy- 2 - dinitrophenyl- 
amino-D-glueopyranosen) und sehon frtiher fiir einige 2'-Deoxypentose- 
nucleoside, deren anomeres C-Atom einem nieht-asymmetrisehen Kohlen- 
stoff benachbart ist, besehrieben worden ~a. 

~s C. S. Hudson, J. Amer. chem. Soc. 31, 66 (1909); Advanc. Carbohydr. 
Chem. 3, 15 (1948). 

i4 D. Horton, J. Org. Chem. 29, 1776 (1964). 
i5 j . j .  Fox und I.  Wempen, Advanc. Carbohydr. Chem. 14, 340 (1959); 

R. U. Lemieux und M. HoMer, C~nad. J. Chem. 39, 110 (1961); R. U. Lemieux, 
ibid. $9, 116 (196t). 
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Die st~rker linksdrehenden und datum yon uns als ,3-Glykoside be- 
zeiehneten Amyt- und Hexyl-ketoside der N-Aeetyl-D-neuraminsgure, 
deren Synthese im Exper. Teil dieser Arbeit besehrieben wird, lassen sigh 
weder dutch bakterielle noeh dureh virale Neuraminidase spalten, w~hrend 
die Irfiher besehriebenen ~.-Anomeren sieh als gut spaltbar erwiesen haben. 
Diese Ergebnisse stehen mit der yon Kuh~z und Bros.smer ~, ~ ver~retenen 
Ansieht in Einklang, dal3 die Neuraminidasen aus ihren Substraten ~-keto- 
sidiseh gebundene terminale N-Aeetyl-~)-neuramins~ure-geste abzuspalten 
imstande und demnaeh ~-Ketosidasen sind. Diese Ubereinstimmung ist 
um so erfreulieher, als sie auf Zufall beruht; denn die D'berlegungen, die 
~(-uh~ und B~ossmer veranlaBten, der dutch Neuraminidase spaltbaren 
glykosidisehen Bindung in der N-Aeetyl-D-neuraminyl-laetose die ~.-Kon- 
figuration und infolgedessen dem Enzym den Charakter einer ~-Ketosidase 
zuzusehreiben, stiitzten sieh auf nicht zutreffende Voraussetzungen. 

Die (~berlegungen dieser Autoren 4 gingen davon aus, dab r 
fructopyranosid ([~]D -- 44~ nieht unbetrS~ehtlieh naeh reehts mad ~-Methyl- 
D-fructopyranosid ( [ ~ ] o -  172~ sehr stark und noeh bedeutend starker als 
freis ~-n-Fruetose ([~-]D--134 ~ naeh links dreht. Daraus zogen sie den 
AnalogiesehluB, dab einem ~-ketosidiseh gebtmdenen N-Aeetyl-D-neuramin- 
saute-Rest ebenfalls ein starkes und vermutlieh noeh sta.rkeres Linksdreh- 
verm6gen zukommen sollte Ms der freien N-Acetyl-~.-D-neuraminsaure 
( [ ~ ] D -  150 ~ bis --200~ w~hrend yon einem a-ketosidisehen N-Acetyl-D- 
neuraminsaure-Rest ein geringer lave- oder sin dextrorosatorisehsr Beitrag 
zu erwart, en wfi.re. Unter solchen Voraussetzungen ffihrte ein Vergteich des 
Drehverm6gens der N-Aeetyl-D-neuraminyl-laetose (in Dimethylsulfoxid) 
([~]n + 6 ~ mit demjenigen der Lactose ([ct]D ~- 53 ~ zur Vermutung, dal~ 
die N-Aeetyl-D-neuramins~ure mit. der Lactose e-ketosidiseh verkn(ipft sei; 
bei ~-ketosidiseher Bindung, meinten dis Autoren, k6nnte die N-Acetyl-D- 
neuraminyl-laetose linksdrehend sein 4. - -  Wie dis Oegen~iberstellung der 
Drehverm6gen der yon uns synthetisJerten anomersn N-Aeetyl-D-neura~nin- 
s/il~'e-ketoside (Tab. 2) zeigt, war der Analogiesehlu13 yon den optisehen 
Drehungen der Derivate der Fructose auf jene der N-Aeetyl-D-neuraminsaure 
nieht gereehtfertigt; denn ~-Ketosids der N-Acetyl-h-neuraminsgure drehen 
weit weniger stark naeh links als freie N-Aeetyl-D-neuramins~ure und nut 
geringffigig st/~rker als die ebenfalls linksdrehenden -momeren ~-Ketoside. 
Ein Vergleich der ~,on K u h n  und Brossmer 4 ermittelte~ Molekularrotationen 
yon Neuraminyl-laetose und Lactose (in Dimethylsutfoxid) mit den yon uns 
bestimmten !Violekularrotationen des ~.- und ~-Amylketosids der N-Aeetyl- 
D-neuraminsaure (ebenfalls in Dimethylsulfoxid) gestattet es nieht, einer 
~-ketosidischen Bindung der N-Aeetyl-n-neuraminsaure an die Lactose im 
Trisaceharid den Vorzug vet einer ~-ketosidisehen Bindung zu geben. 

Somit ]iefert gegenw/~rtig nur der einfache optische Vergleich der 
anomeren Amyl- und Hexyl-ketoside der N-Aeetyl-D-neuraminsgure unter 
Heranziehung yon H u d s o n s  Regel ein stichhaltiges Argument daftir, dab 
die durch Neuraminidase spaltbaren Verbindungen ~.-ketosidisch gebundene 
Nonulosamins~ure-l%este enthalten und die Neuraminid~sen b~kteriellen 
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und  vi ra len Ursprungs  demnaeh  als ~-Ketosidasen wirken. Doeh k o m m t  

aueh diesem Argumen t  keine unbedingte  Beweiskraf t  zu. 

Ftir  die Aufnahme  der In f ra ro tspekt ren  danken  wir Her rn  Univ. -Doz.  

Dr. J. Derkosch, Org~nisch-Chemisehes In s t i t u t  der Univers i tg t  Wien, f/it 

vorziigliehe Mitarbei t  I-Ierrn H. Mahr und F rau  A. Edelmann. 

Experimenteller Tell 

Die Schmelzpunkte wurden mit einem Heiztisehmikroskop naeh Ko/ler; 
bestiramt. 

Die ElementaranMysen wurden yon I-term Dr. J. Zak, Univ. Wien, 
ausgefiihrt; die in dieser Arbeit angegebenen Werte sind jeweils das Mitre[ 
aus den Ergebnissen einer Doppelbestimmung. 

Die optisehen Drehungen wurden mit  einem Zeiss-Kreispolarimeter 
0,01 ~ in 1-dm-Polarimeterrohren gemessen. 

Die Diinnsehieht- und P~pierehromatogr~phie wurde auf die in der 
vorhergehenden Arbeit 1 besehriebene Weise ausgefiihrt. Als RlVA bezeiehnen 
wir auf den Rf-Wert  der N-Aeetyl-D-neuraminsgure ( ~  1,00) bezogene 
relavive Rf-VVerte der Neurarains~urederivate. 

Infrarotspektren wurden yon festen Substanzen in Form yon I~lalium- 
broraidpreglingen und in MethylenehloridlSsung rait einem Perkin-Elmer- 
Spektrometer Modell 21 aufgenommen; die Konzentrat ion der L6sunge~i 
betrug etwa 10 rag/era a. 

2- (n-Amyl ) -iV.acetyl- ~-1) -neuramins(ture 

927mg N-Aeetyl-D-neurarainsi~ure wurden in 80ml  absol, n-Amyl- 
alkohol suspendiert und rait 3 ml n-AraylMkohol, der 270/0 KC1 enthielt, 
versetzt. Das Geraisch wurde 2 �89 Stdn. unter krgftigem Riihren auf 70--80 ~ 
erwgrrat, wobei die N-Aeetyl-D-neuraminsgure langsam in L6sung ging. Die 
erkaltete geaktionsl6sung wurde mit 50 ml eines sehwach basisehen Ionen- 
austauschers (Merck Ionenaustauseher I I ,  OH--Form) sowie mit  100 ral 
Wasser versetzt  und krgftig gesehiittelt. Sodann wurde Aeeton zugegeben 
und yon der nunmehr horaogenen Fliissigkeitsmischung der Ionenaustauscher 
abgesaugt. Das ann/thernd neutral  reagierende Fi l t ra t  wurde im Vak. bei 
40--50 ~ auf ein kleines Volumen (ca. 50 ral) eingeengt und der dunkelbraun 
gef/irbte Eindampfrest  zur Entfernung noeh vorhandener Salzsfiurespuren 
rait 1 bis 2 Spatelspitzen Silberearbonat und zur Esterverseifung mit  5 ml 
b~-NaOIf versetzt. Man lieB nun 15 1Kin. bei 40 ~ stehen, filtrierte dureh eine 
etwa 1 cm dicke Schich~ yon ttyflo-Supereel und versetzte das klare Fi l t ra t  
mit  10 ml D O W E X  50-X 8 (H+-Form). Der Austauscher wurde abfiltriert, 
naehgewaschen und das klare Fi l t ra t  durch eine mit  deaktiviertem Aluminium- 
oxid beschickte Chromatographiesgule gegossen. (tiiezu wurde Aluminiura- 
oxid WOELM ,,neutral" rait reiehlieh V~asser aufgeschl/immt, 1 Stde. stehen 
gelassen und in ein 2 em weites Chromatographierohr 21 ern hoeh eingefiillt.) 
Die bei der Farbreaktion nach Svennerholm 1~ positiv reagierenden Fraktionen, 
die bei der Elution der Alurainiuraoxids/~ule rait Wasser anfielen, wurden ver- 
einigt, rait einer kleinen Menge D O W E X  50-X 8 (H+-Form) behandelt und 
nach Abfiltrieren des Austausehers ira Vak. bei 40--50 ~ eingedampft. Der 
l%iiekstand (473 rag), ein farbloses I-Iarz, wurde in 4- -5  ml Wasser gel6st, 
diese L6sung mit  20 ml absol. Methanol und 80 ml absol. Xther versetzt. 
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Die nach der Zugabe des JJ[thers auf t re tende  flockige F~illung wurde  mi t  
FIilfe yon Hyf lo-Superce l  abge t rennt ,  das klare t f iRrat  soda.nn m i t  absol. 
Xther  bis zur ble ibenden Trf ibung verse tz t  und im Eissehrank aufbewahr t .  
Die  m m m e h r  ]angsam einsetzende Kris ta l l i sa t ion  war  naeh  einigen Tagen  
abgesehlossen. Na.eh Absaugen  des Kris ta l I isats  wurde  die Mut te r lauge  noeh- 
reals rnit 50 ml absot. ~ t h e r  verse]z].. Auf  diese ~Veise konn ten  insgesam~ 
300rag  (24~o d. Th.)  2-(n-Amyt)-N-aeetyl-[3-D-neuraminsS~ure m i t  e inem 
Sehmp. yon  124--125 ~ und  in ehromatograph iseh  einhei t l ieher  F o r m  isoliert  
",~erden (siehe Tab.  2). 

C16HzgOgN - 2 H 2 0  (415,4). Bet .  C 4,6,26, H 8,01, N 3,37. 
Get. C 4~6,07, H 7,87, N 3,35. 

2- (~.-Amyl )-4,7,8,9-tetra-O-a.eetyl-N-acetyL ~-D-~eurami~si~.re 

300 mg krist .  2- (n-Amyl)-N-aeetyL~-D-neuraminsgure  wurden  mi t  3 ml  
Pyr id in  und  4,,5 ml  Ess igs~ureanhydr id  verset.zt. Man lieB fiber Naeht. bei 
4, ~ s tehen,  zersetzte  dann  das fibersehfissige AegO mi t  Eiswasser  und  ent- 
fernte  das Pyr id in  aus der wiil]rigen L6sung mi t  fiberseh/issigem D O W E X  
50-X 8 ( t t+-Form).  Der  Aus tauseher  wurde  abf i l t r ier t  und das F i l t r a t  bei 
4,0 ~  Vak.  auf ein kleines Vo lumen  eingedampf~. ~Es kristal l is ier ten 194 mg  
(49O/o d. Th.) 2 - (n -Amyl )  - 4,,7,8,9-tetra- O- aeetyt  -N-aeetyl-  ,~ - D- neuramin-  
siiure yore  Sehmp. 199--200 ~ aus;  der Misehsehmp. mi t  2-(n-Amyl)- 
4,7,8,9-tetra-O-aeetyl-N-aeet.yl-~.-D-neuramins~ure 1 be t rug  160--195 ~ Fi i r  
;lie E lemen ta rana lyse  wurde die Substanz bei 100 ~  Vak. fiber P205 bis 
zur Gewiehtskonstanz  get roeknet  (vgl. Tab.  3). 

2- ('n-Hexyt ) -N-acetyl- ~- J)-~eu'~oa, mins~i ure 

i ,0 g N-Aeetyl -Dmeuramins&ure  wurde  in 50 ml  absol, n -Hexyla lkohol ,  
der 0,5~) HC1 enthiel t ,  3 Stdn. un te r  kr/~ftigem ]Ziihren attf 70 ~ erwfirmt.  
Die e rka l te te  ~Reaktionsl6sung wurde  ]nit  50 ml  sehwaeh bas isehem Anionen-  
aus tauseher  (Merck Ionenaus tauseher  I I ,  O H - - F o r m )  und  100 ml  ~Va.sser 
verse]z]  und  gu t  durehgesehi i t te l t .  Der  Aus tauseher  wurde  abgesaugt ,  m i t  
~Vasser - -Aeeton  (2:1, v/v) naehgewasehen  und  das F i l t r a t  bn  Vak. bei 60 ~ 
,Angedampft .  Es  blieb ein ro tbraunes  Harz  zurfiek, das in ~u  
(2:1) gel6st und zur Es te rverse i fung  mi t  1 0 m l  l n - N a 0 H  verse]z]  wurde.  
Man erwgzmte  30 Min. im Wasserbad  auf 50- -60  ~ Zur  E n t f e r n u n g  der Na  ~- 
Ionen  wurde  die L6sung, yon  600 ml  Wasser  gefolgt,  du tch  eine mi t  D 0 ~ V E X  
50-X 8 (H+-Form) besehiekte  SS~ule fi l tr iert .  Die bei der Fa rb reak t ion  naeh 
Sven'~erholm ~~ posRiv reagierenden E lua t f r ak t ionen  wurden  mRe inande r  
vere in ig t  und bei 50 ~ im Vak. e ingedampft .  Der  b raunro te  P~iiekstand wurde  
in 30 ml  ~,Vasser gel6st und  an einer mi t  deak t iv i e r t em Alumin iumox id  
besehiekten S~,ule (1,8 • 9,0 era) ehromatographie r t .  Die  Eluate ,  die be im 
Naehwasehen  der S~ule mi t  viel  ~Vasser gesammel t  wurden  und  eine fiir 
Neuraminsf iureder iva te  spezifisehe Fa rb reak t ion  gaben,  wurden  vereinigt ,  
mi t  einigen mI D O , V E X  50-X 8 (~+-Form)  durehgesehSt te l t  und  nach  dem 
Abfi l t r ieren des Ionenaus tausehers  bei 50 ~ im Vak. e ingedampft .  Die  
2-(n-Hexyt)-N-aeety]-~-D-neuramins~iure,  ein fast farbloses ~[arz, wurde  bei 
Z immer t emp .  im Vak. i iber P20~ bis zur Gewiehtskonstanz  ge t roekne t ;  die 
Ausb.  be]rug 640 tag (50~ d. Th.) (siehe Tab.  2). 

2- (~-Hexyl)-4, 7,g,9-tetra-O-aeetyLN-aeetyL ~-D-~e.uram.i~]sfi~z~'e 

256 mg  2-(n-Hexyl)-N-acetyl-~-D-neuraminsf iure  wurden  in 3,4 ml  absol. 
Py r id in  gel6st und naeh Zugabe yon 5 ml Ace tanhydr id  4,8 Stdn. bei 4 ~ s tehen 
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gelassen. Daaxn wurde iiberseh/issiges Ae20 mit Eiswasser zersetzt und das 
Pyridin mit  Hilfe yon 40 ml D O W E X  50-X 8 (H+-Form) entfernt. Naehdem 
das Fi l t ra t  mit  Tierkohle entfarbt und bei 40 ~ im Vak. eingedampft worden 
war, wurde der br~unliehe Rfiekstand in wenig ~rasser~Aeeton  (2:1, v/v) 
gel6st. Bei langsamem Eindunsten bei ~aumtemp.  entstand im Verlaufe 
einer ~u eine 61ige F~llung, die teilweise kristMlisierte. Die festen Anteile 
wurden isoliert, mit  Eiswasser gewasehen und getroeknet. Die so gewom~ene 
rohe 2-(n-Ilexyl)-r (40 mg} 
erwies sieh bei dfinnsehiehtehromatographiseher Prfifung als einheitlieh und 
sehmolz naeh Sintern (ab 160 ~ bei 174--i75 ~ Durch Umkristallisierert aus 
wenig Aeeton--VVasser konnten 22 m g u n d  dureh Einengen der Mutterlauge 
weitere 7 mg eines farblosen KristMlisates erhalten werden. Sehmp. 174--176 ~ 
(Sintern ab 165~ Misehsehmp. mit  2-(n-Hexyl)-l,7,8,9-tetra-O-aeetyl-N- 
aeetyl-~-D-neuramins~urel: 150~175 ~ Ffir die Analyse wurde das mn- 
kristallisierte Material bei 100 ~ im Vak. fiber P~O5 bis zur Gewiehtskonstanz 
getroeknet (siehe Tab. 3). 

Saure Hydrolyse der anomeren n-Amyl-ketoside der N-Acetyl-D-neuramins4ure 

a) 12apierehromatographisehe Identifizierung der bei der Hydrolyse ilx 
Freiheit  gesetzten N-Acetyl-D-neuramins~ure: 8 mg n-Amyl-~-ketosid, 8 mg 
n-AmyL~-ketosid und (zum Vergleich) 8 mg freie N-Acetyl-D-neuramins~ure 
wurden in je 4 ml verd. Schwefels~ure (pH t,3) gelSst. Die drei L6sungen 
wurden 1 Stde. im Wasserbad auf 80 ~ erhitzt. Nach dem Erkalten wurden sie 
durch Zusatz yon ges~tt. Barytwasser neutralisiert, die BaSO4-F~llungen 
abzentrifugiert, die klaren ~berst~nde abdekantiert  und mit  den beim 
~u der Niederschl~tge anfallenden Wasehflfissigkeiten vereinigt. Jedes 
der drei ~ydrolysa te  wurde sodann dutch eine mit  3 ml D O W E X  50-X 
(H+-Form) beschiekte Chromatographiesfiule filtriert und mi t  150 ml Wasser 
naehgewasehen. Dann lie[~ man die drei Filtrate,  yon 150 ml Wasser gefolgt, 
dutch je eine D O W E X  t -X 8-S~ule (5 ml, Formiat-Form) fliegen. Die bei 
der Elut ion der Anionenaustauschers~ulen mit  0,r anfallen- 
den, durch eine positive Farbreaktion mit  l%esorcin naeh Svennerholm le 
ausgezeichneten Eluate wurden im Vak. bei 40 ~ eingedampft. Die nicht 
kristallisierenden Rfickst~nde, deren Gewieht 4,7 rag, 6,1 mg bzw. 7,8 mg 
betrug, wurden in Wasser gelSst und papierehromatogr~phisch gepriift, 
wobei eine nieht mit  S~ure vorbehandelte Probe yon N-Aeetyl-D-neuramh]- 
siiure als Vergleiehssubstanz diente. In  den drei Hydrolysaten bildete otme 
Unterschied eine mit  Orein anf~rbbare und yon N-Aeetyl-D-neuraminsfiure 
ununterseheidbare Substanz die Hauptkomponente ;  bei der Entwieklung der 
Chromatogramme mit  Natr iumperjodat  und Benzidin maehte sieh auBerdem 
noeh in den drei Hydrolysaten eine etwas sehneller als N-Aeetyl-D-neuramm- 
s-~ure wandernde Nebenkomponente (R:vA 1,66) bemerkbar. 

b) AnMytiseher Vergleieh der Hydrolysegesehwindigkeiten: Je  2 mg 
n-Amyl-e-ketosid,  n-Amyl-~-ketosid und (als Kontrolle) freie N-Aeetyl-D.- 
neuraminsgure wurden in je 4 ml 0,1n-I-IC1 gelSst und bei 60 ~ inkubiert. 
In regelm~gigen Zeitabstanden wurden Proben (0,I0 ml) entnommen und ffir 
die Best immung freier N-Aeetyl-neuramins~ure naeh Amino/] 9 verwendet. 
Das Versuehsergebnis ist in der Abb. 1 graphiseh dargestellt. Freie N-AeetyL 
D-neuraminsaure wird bei der Inkubation mit  verd. HC1 unter den Bed/n,. 
gungen dieses Experiments insoferne nieht ver~ndert, als ihre Farbreakt ion 
mit  Thiobarbiturs/~ure naeh Amino]/konstan~ bleibt. 
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Per]odat-oxydation der anomeren n-A,myLketoside der X.Acetyl.D.t~eurami~rts(~ur6 
(Tab. 1) 

Die Versuehe wurden nach der yon Guthrir ~6 besehriebenen Methode 
ausgeffihrt. 23rag Ketos id  wurden in 10ml  Aeetatpuffer  (pI{~,5;  0,2n) 
getSst, die L6sung mi t  15 ml einer mi t  Acetat gepufferten 2,8 �9 10-2m-NaJO~ 
7.5sung versetzt und bei 20 ~ inkubiert. Naeh bestimmten Zeiten wurden 
Proben (5 ml) entnommen, in clenen das nicht verbrauchte Perjodat ha.oh 
Fleury und Lange ~7 t i t r ier t  win'de. 

16 R. D. Guthrie, Z,[eth. Carbohydr.  Chem., Vol. I,  435 (1962). 
17 p .  F. Eleury und J. Lange, J. pharm, ehim. 17, 107, 196 (]933). 


