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N-Propionyl-, N-Butyryl- und N-Benzoyl-D-neuraminséure
wurden nach der Methode von Kuhn und Baschang® dargestellt
und in ihre Benzyl-a-ketoside umgewandelt. Das Benzylketosid
der N-Propionyl-a-D-neuraminsdure war, wenn auch langsamer
als die entsprechenden Ketoside der N-Acetyl- und N-Glykolyl-
a-D-neuraminséure, sowohl durch Vibrio cholerae-Neuraminidase
als auch Influenza-A-Virus spaltbar. Die Ketoside der N-Butyryl-
und Benzoyl-a-D-neuraminsiure wurden von Neuraminidase
nicht angegriffen. Fir Vergleichszwecke wurden auch die ano-
meren Methylketoside der N-Benzoyl-pD-neuraminsdure sowie
deren Methylester dargestelit.

N-Propionyl, N-butyryl and N-benzoyl-p-neuraminic aeid
were synthesized following the method of Kuhn and Baschang®
and converted into their benzyl a-ketosides. The benzyl ketoside
of N-propionyl-a-D-neuraminic acid was hydrolyzed by both
Vibrio cholerae neuraminidase and influenza A virus, though more
slowly than the corresponding ketosides of N-acetyl and N-gly-
colyl-¢-D-neuraminic acid. The ketosides of N-butyryl and
N-benzoyl-a-D-neuraminic acid were resistant to neuraminidase
action. For comparative purposes, the anomeric methyl ketosides
of N-benzoyl-D-neuraminic acid and their methyl esters were
also prepared.

* Herrn Prof. Dr. B. Klenk zum 70. Geburtstag gewidmet.

** Arzneimittelforschung Ges. m.b. H., A-1120 Wien, Belghofergasse 8,
Osterreich.
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Wir haben vor kurzem itber die Substratspezifitiit der Vibrio cholerae-
Neuraminidase und einer Influenzavirus-Neuraminidase berichtet!. Die
Enzyme zeigen insofern eine ausgeprigte sterische Spezifitdt, als sie von
Paaren «, 3-anomerer Sialinsfure-ketoside jeweils die schwicher links-
drehenden und darum als a-Ketoside bezeichneten Verbindungen spalten,
wihrend sie die stdrker linksdrehenden (-Ketoside nicht angreifen!-3.
Alle bisher synthetisierten Ketoside der N-Acetyl-o-p-neuraminsiuret
erwiesen sich als spaltbar; die Natur des «-ketosidisch gebundenen Agly-
kons ist daher fiir die enzymatische Hydrolyse von untergeordneter Be-
deutung. Synthetische Ketoside der N-Glykolyl-a-D-neuraminséure?
wurden von den Neuraminidasen ebenfalls gespalten; allerdings war die
Geschwindigkeit ihrer Hydrolyse durch das Enzym von Influenza-A-
Virus (Melbourne) betréchtlich geringer als die der Hydrolyse der ent-
sprechenden Ketoside der N-Acetyl-«-D-neuraminsdurel.

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluf}, den die Natur des N-Acyl-
Restes auf die Spaltbarkeit von N-Aeyl-pD-neuraminséure-o-ketosiden
ausiibt, néher untersucht. Zu diesem Zwecke wurden die Benzyl-a-
ketoside dreier in der Natur nicht vorkommender Sialinsduren, der
N-Propionyl-, der N-Butyryl- und der N-Benzoyl-p-neuraminséure,
synthetisiert und auf ihre enzymatische Spaltbarkeit gepriift. Von der
N-Benzoyl-p-neuraminsiure wurden auch die beiden «, -anomeren
Methylketoside und deren Methylester dargestellt.

N-Propionyl-, N-Butyryl- und N-Benzoyl-pD-neuraminsdure konnten
nach dem Verfahren, das Kuhn und Baschang® fiir die Synthese der N-Acetyl-
D-neuraminséure beschrieben haben, hergestellt werden. N-Propionyl- und
N-Butyryl-p-glucosamin wurden auf die von Roseman und Ludowieg? fur
N-Acetyl-D-glucosamin beschriebene Art, N-Benzoyl-D-glucosamin nach
Inouye® dargestellt (1 A bis 1 G, Tab. 1) und nach bewéhrter Methode? zu
den entsprechenden 4,6-O-Benzyliden-Derivaten (2 A bis 2 G, Tab. 2) umge-
setzt. Aus diesen lieBen sich durch Kondensation mit dem Kaliumsalz des
Oxalessigsdure-di-tert.-butylesters und durch nachfolgende Hydrierung und
Decarboxylierung die N-Acyl-p-neuraminsédure-y-lactone erhalten, bei deren
alkalischer Verseifung die N-Acyl-p-neuraminsduren (3 A bis 3 G, Tab. 3) ent-
standen.

Die optischen Drehwerte der N-Propionyl-, N-Butyryl- und N-Benzoyl-
D-neuraminsdure weichen nur geringfiigig von der optischen Drehung der
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Tabelle 1. 2-N-Acylamino-2-deoxy-D-glucopyranosen

N-Acyl-Rest Sflgr“n’ﬁjg‘ SClolglp., [alDa (Wasser)/°C Aug/b.b,
4 185—
1A N-Propionyle  CoHis0N Ezgmlis 140° (c 5,0)/23 55
19
1B N-Butyryl¢  CioH;s0eN I?ém }6 +37° (¢ 5,0)/23 51
1C  N-Benzoyle C13H1706N 1?;;;?5 142° (c 2,4)/24 60

% Die N-Acvlamino-2-deoxy-D-glucopyranosen mutarotieren; falp ist die nach Gleichge-
wichtseinstellung gemessene spezif. Drehung.

b Ausb. bezogen auf Glucosaminhydrochlorid,

® vgl. R. Kuhn und F. Haber, Chem. Ber, 86, 722 (1953).

2 vel Lits

€ vel. Lit.®

* Die C,H- und N-Analysenwerte stimmten mit den ber. Werten sehr gut iiberein.

Tabelle 2. 2-Acylamino-2-deoxy-4,6-O-benzyliden-
D-glucopyranosen

N-Acyl-Rest S?OTI;H’SQ' Scl}l(r}lp., [a] Da (Pyridin)/°C Auas/i).b,
2A N-Propionyl CigHzO6N (1ai?s._§§i.) 440 (¢ 5,022 82
227-—236 o
2B N-Butyryl C17Ha306N (langs. Zers.) +43° (¢ 4,05)/24 90
211—216

2C N-Benzoylc CooH210sN +64° (¢ 5,0)/23 90

(langs. Zers.)

a.l)?2-A?:ylamino~2-deoxy-4,6-O-benzyliden-D—g,'lucopyranosen mutarotieren; [aly, ist die
nach Gleichgewichtseinstellung gemessene spezif. Drehung.

b Aush. bezogen auf die als Ausgangsmaterial dienende 2-Acylamino-2-deoxy-D-glucopy ranose.

C vgl. Lit®

* Die O,H- und N-Analysenwerte stimmten mit den ber. Werten sehr gut iihexein.

N-Acetyl-D-neuraminsiure ab. Das chromatographische Verhalten entspricht
ebenfalls den Erwartungen ; mit zunehmender Grofie des N-Acylrestes ist eine
Abnahme des hydrophilen Charakters der N-Acyl-D-neuraminsiuren und
somit ein Anstieg der Ry-Werte verbunden (Tab. 3). Bei der Umsetzung mit
Thiobarbiturséure nach Aminoff1® und mit Resorcin nach Svennerholn™
gaben die N-Acyl-D-neuraminsiuren die erwarteten Farbreaktionen ; wihrend
jedoch die (auf gleiche molare Konzentrationen der N-Acyl-D-neuraminsiuren
bezogenen) Fiarbungen bei der Thiobarbitursiure-Reaktion bei allen Verbin-
dungen etwa gleich stark waren, nahm die Intensitét der Farbreaktion mit

10 D, Aminoff, Biochem. J. 81, 384 (1961).
1 f, Spennerholm, Biochim. Biophys. Acta [Amsterdam}] 24, 604 (19867).
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Resorcin von der N-Propionyl-
iiber die N-Butyryl- zur N-Ben-
zoyl-D-neuraminsidure stark ab
(Tab. 10).

Ausb b’
%
20
3
16

a

1,28
1,75
2,08

Bei der Synthese der N-
Benzoyl-p-neuraminsédure (3 C)
waren kleine Modifikationen
der von Kuhn und Baschang®
gegebenen Vorschrift angezeigt.
So wurde auf die Abtrennung
des bei der Kondensation nicht
umgesetzten Oxalessigséure-di-
tert.-butylesters mit Ather ver-
zichtet, da auch das N-Ben-
zoyl- D -neuraminséure-v-lacton
etwas #therloslich ist. Das bei
der Lactonspaltung entste-
hende, an Dowex 1-X8 gebun-
dene Material mullte wegen
seiner geringen Wasserlslich-
keit vom Tonenaustauscher mit
verd. Athanol, das Amsisen-
sdure in 1n-Konzentration ent-
hielt, eluiert werden. Das beim
Einengen des FEluates anfal-
lende Rohkristallisat liel sich
durch fraktioniertes Umlésen
aus Wasser in zwei Verbin-
dungen auftrennen. Diese stehen
zueinander — nach ihren iiber-
einstimmenden Elementarana-
lysen zu schliefen — im Ver-
héltnis der Isomerie. Sie unter-
scheiden sich in ihren Loslich-
keiten, Ry-Werten, Schmelz-
punkten, spezifischen Dre-
hungen und in ihrem reaktiven
Verhalten.

Die leichter wasserlosliche
und niedriger schmelzende Ver-
bindung (Schmp. 192—194°
[Zers.]), deren optische Dre-
hung in wilriger Losung

Bya

(c 5,0)/23

(¢ 5,0)/23
(c 2,0)/26

[l (Wasser)/°C

38°
- 36°
-~ 30°

Schmp.,
(Zers.)
(Zers.)

°C
175—178
165-—168

192194
(Zers.)

o N

% I
13),

b pezogen auf die entsprechende 2-Acylamino-2-deoxy-4,6-0-benzyliden-p-glucopyranose.

¢ vgl, Lit.®

N-Acyl-D-neuraminsiuren

45,09 6,99 4,04
51,75 5,70 3,77
51,63 5,72 3,99

3.
9, C

Cef. 45,21 7,03 4,06

Ber.

Bor. 46,30 6,87 4,16

Gof. 44,42 6,65 4,09
Ber.

Ber. 44,58 6,55 4,33

Tabelle.
Gef.

1, Ha0

Summenformel
C12H2:1 09N
13H2309N -

CraHa30N
C1aH2100N

C

N-Acyl-Rest

N-Butyryl

& pupierchromatographie mit Wssigester—REisessig—Wasser (3: 1

3 A N-Propionyl
3 C N-Benzoyle

3B
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{[o]Jp = — 30°) sich nicht wesentlich von jener der N-Acetyl-, N-Pro-
pionyl- und N-Butyryl-p-neuraminsgure unterscheidet, ist die N-Benzoyl-
p-neuraminsdure (3 G). Sie gibt ndmlich, wie weiter unten néher erléutert
werden wird, bei der sidurekatalysierten Umsetzung mit Methanol ein
Methyl-B-ketosid, das mit dem aus Methoxyneuraminsiure!? durch
Benzoylierung erhaltenen N-Benzoyl-n-neuraminséure-3-methyl-ketosid
in allen seinen Kigenschaften iibereinstimmst. N-Benzoyl-p-neuraminsdure
wurde vor kurzem auch von Wesemann und Zilliken1® synthetisiert.

Das schwer wasserlosliche, hoher schmelzende Isomere (Schmp. 211—
216° [Zers.]), das sowohl mit Thiobarbitursdure!? als auch mit Resorcin!!
eine kréftige Farbreaktion gab, zeigte {in Dimethylsulfoxid) eine spezifi-
sche Drehung von — 65° gegeniiber einem [o]p-Wert von — 26° fiir die
niedriger schmelzende N-Benzoyl-p-neuraminséure; mit beiden Ver-
bindungen konnte in Dimethylsulfoxid auch bei vier Wochen langer
Beobachtung keine Mutarotation festgestellt werden. Da bei der Synthese
von N-Acyl-p-neuraminsduren nach Kuhn und Baschang® vier isomere
N-Acyl-nonulosaminséuren entstehen konnen, die sich hinsichtlich der
Konfiguration an den Kohlenstoffatomen 4 und 5 voneinander unter-
scheiden, ist anzunehmen, da§ fiir die Differenz zwischen dem isolierten
hoher schmelzenden Isomeren der N-Benzoyl-p-neuraminsiure und dieser
selbst eine verschiedene Konfiguration am C-Atom 4 oder 5 verantwort-
lich ist.

Die N-Acyl-p-neuraminsduren wurden zur Darstellung ihrer Benzyl-«-
ketoside zunichst mittels Essigsdureanhydrid und Pyridin acetyliert,
wobei die 2,4,7,8,9-Penta-O-acetyl-derivate (4 A—4 G, Tab. 4) in analysen-

Tabelle 4. 2,4,7,8,9-Penta-0-acetyl- N-acyl-D-neuraminsiuren

- Summen- a b
N-Acyl-Rest lflérme] %wC % H %N Ryy Au‘i}) s
022H31014N Ber. 49,53 5,86 2,63

4A N-Propionyl CooH31014N - 1/2 HoO  Ber. 48,71 5,95 2,58 2,95 62
Gef. 48,86 6,05 2,46

CoaH33014N Ber. 50,45 6,08 2,56

4B N-Butyryl C23H33014N - 1/2 Ho0 Ber. 49,64 6,16 2,52 3,30 55
Gef. 49,66 6,30 2,54
C26H31014N Ber. 53,70 5,37 2,41

4C  N-Benzoyl CogH31014N - HsO  Ber. 52,09 5,55 2,34 3,35 61

Gef. 52,18 5,86 2,49
# Dinnschichtchromatographie auf Kieselgel G mit n-Butanol—n-Propanol—0,1n-HCl (1:2: 1).
D bezogen auf N-Acyl-D-neuraminsidure.

12 E. Klenk, Z. physiol. Chem. 268, 50 (1941).
B W. Wesemann und F. Zilliken, Ann. Chem. 695, 209 (19686).
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reiner Form, wenn auch nicht kristallisiert, erhalten wurden. Diese
konnten, in Eisessig und Essigsdureanhydrid geldst, mit trockenem Chlor-
wasserstoff zu den entsprechenden Acetochlorverbindungen (5A—5C,
Tab. 5) umgesetzt werden; die 2-Chlor-2-deoxy-4,7.8,9-tetra-O-acetyl-

Tabelle 5. 2-Chlor-2.deoxy-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-N-acyl-
D-neuraminsiuren

N-Acyl-Rest Summen- o C1* Sehmp, Ry 2 Auos/lo.b,
5A N-Propionyl CgeHggQ1aNC1 Ber. 6,95 33 e
" — ,35 77
Gef. 7,11
5B N~Butyryl CQ1H30012NCI Ber. 6,77
Gef. 6,06 - 3,60 49
5C N-Benzoyl C?_4H23012N01 Ber. 6,36 132—134 3.80 55

Gef. 6,17 {Zers.)

a Diinnschichtchromatographie auf Kieselgel G mit #-Butanol—n-Propanol—0,1n HCI (1:2:1).

b bezogen auf die entsprechende 2,4,7,8,9-Penta-0-acetyl-N-acyl-D-nenraminsiure.
* Die C,H- und N-Analysenwerte stimmben mit den ber. Werten sehr gnt iibersin.

N-benzoyl-p-neuraminsiure (5 Q) kristallisierte. Die Acetochlorverbin-
dungen der N-Propionyl-, N-Butyryl- und N-Benzoyl-D-neuraminsiure
wurden sodann mit tiberschiissigem wasserfrejen Benzylalkohel, der
zugleich als Lésungsmittel diente, in Gegenwart von Silbercarbonat zu
den 4,7,8,9-Tetra-O-acetyl-a-benzyl-ketosiden (6 A—6 C, Tab. 6) umge-
setzt; diese gingen bei milder alkalischer Hydrolyse in die gut kristalli-

Tabelle 6. Benzyl-a-Ketoside der 4,7,8,9-Tetra-0-acetyl-N-acyl-p-

neuraminsiuren
N-Acyi-Rest Sflgrr;lﬁ?? Sclgrém, lelp (Bssigsre)/°C R, 2 A\})Zb.,
. 199-—201
6A N-Propionyl CarHgs5013N ?gers ) —17° (¢ 2,5)/24 4,40 560
- . 182-—183
6B N-Butyryl CogH37,013N (Zers.) —15° (¢ 2,5)/25 4,81 560
! 170—171
~Ki N- , .l }
6C-K N Benzoyl 031H300131\ (Zers.) g (c 5’0)/23 5,40 82¢

6C-K2 N-Benzoyl C31H3z;0:13N-1H:0 120—127 J

a Diinnschichtchromatographie auf Kieselgel G mit #-Butanol—n-Propanol—0,1nHCI (1:2; 1),

b bezogen auf die Acetochlorverbindung, aus der das Ketosid durch Umsetzung mit Benzylalkohol in
Gegenwart von Ag,CO, dargestelit worden ist.

¢ bezogen aut 7C, durch dessen Umsetzung mit Acetanhydrid und Pyridin 6 C erhalten wurde.
* Die C,H- und N-Analysenwerte stimmten mit den ber. Werten sehr gut iiberein,
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sierenden Benzyl-a-ketoside der N-Propionyl-, N-Butyryl- und N-
Benzoyl-p-neuraminsdure (7 A—7 G, Tab. 7) iiber. Das o-Benzylketosid
der 4,7,8,9-Tetra-0-acetyl-N-benzoyl-p-neuramingdure (6 C), das bei der
Reaktion von 5 C mit Benzylalkohol als Sirup angefallen war, konnte
durch Acetylierung der 2-Benzyl-N-benzoyl-«-p-neuraminséure (7 C) mit
Essigsureanhydrid in Pyridin kristallisiert erhalten werden. Je nach
den Bedingungen der Kristallisation trat 6 G in verschiedener Form
auf: wihrend beim Uml6sen aus heiBem Aceton—Wasser die wasser-
freie Verbindung isoliert wurde (6 C-K 1, Schmp. 170—171° [Zers.]),
fiel beim langsamen Kristallisieren aus demselben Lésungsmittelgemisch
bei Zimmertemperatur ein Monohydrat an (6 C-K 2, Schmp. 120—127°);
wie zu erwarten war, stimmten die wasserfreie und die hydratwasser-
haltige Form im Bezug auf ihr spezifisches Drehvermégen und ihr chro-
matographisches Verhalten miteinander {iberein.

Tabelle 7. Benzyl-ao-Ketoside der N-Acyl-D-neuraminsiuren

% C % H

Benzoyl  CosH2r05N (59 50) (5,92) (langs. Zers.) —19° (24)9/22 4,40

& Papierchromatographie mit Athylacetat—Bisessig—Wasser (3:1:3).
b In Wasser.
C In Dimethylsulfoxid.

4 bezogen auf 6A bzw. 6B, durch deren alkalische Verseifung das Ketfosid erhalten
worden ist.

€ bezogen auf 5C, aus dem das Ketosid durch Umsetzung mit Benzylalkohol in Gegenwart
von Ag,C0; und anschlieBende Verseifung dargestellt worden ist.

Von der N-Benzoyl-p-neuraminsidure (3 C) wurden auch die «, $-ano-
meren Methylketoside sowie deren Methylester dargestellt (Tab. 8). Das
Methyl-o-ketosid (8 C «) war nach der Methode von Koenigs und Knorrit
durch Umsetzung der 2-Chlor-2-deoxy-4,7,8,9-tetra-0O-acetyl-N-benzoyl-
p-neuraminsdure (5 C) mit Methanol und durch alkalische Verseifung des
dabei entstandenen Peracetylderivates, das aus Aceton—Wasser bei
Zimmertemperatur als Monohydrat kristallisierte, zuginglich. Aus dem
Ketosid 8 C o erhielt man mit Diazomethan den 2-Methyl-N-benzoyl-
o-D-neuramingdure-methylester (8 C «-Me). Der anomere 2-Methyl-N-

14 W, Koenigs und K. Knorr, Ber. dtsch. Chem. Ges. 34, 957 (1901).

N-Acyl-Rest Sl%g:gz{l' ((geefr'.) (]?}Z]}‘_) Schmp., [alp (Konz.)/°C Ry 42 A%Zb-’

. 55,20 6,58 162163
7A Propionyl Ci9Ha2709N (55,10)  (6,67) (Zers.) —16° (1,25)b/23 3,70 8§24
7B  Butyryl CaoHzoOsN (gg’gg) (2’33‘) 16(;;;‘;4 —19° (1,25)5/23 4,06 764
G 59,86 5,90 190199 106
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benzoyl-B-p-neuraminsiure-methylester (8 G f-Me) bildete sich beim
vielstiindigen Erhitzen der N-Benzoyl-p-neuraminséure (3 G) mit 1proz.
methanol. HCL; er ging bei milder alkalischer Verseifung in das B-Methyl-
ketosid der N-Benzoyl-pD-neuraminséure (8 G ) iiber.

Tabelle 9. Spaltung der Benzyl-o-Ketoside von N-Acyl-p-neura-
minsduren durch V. cholerae-Neuraminidase und Influenza-A-

Virus
uMole N-Acyl-D-neuraminsiure,
B Sl%bstlr{atf a freigesetzt durch

Ay L eroside V. cholerae- Influenza-A-Virus,
Neuraminidase Stamm Melbourne ®

N-Acetyl-p-neuraminsdure 0,087 0,220

N-Glycolyl-p-neuraminsgure 0,057 0,049

N-Propionyl-p-neuraminsiure 0,019 0,023

2 Anzahl der uMole N-Acyl-D-neuraminsiure, die wihrend 1 Stde. bei 37° und pH 6,4 aus
1 ml einer Tnkubationslosung, welche 1 uMol Ketosid und 0,30 ml Enzym enthielt, freigesetzt
worden sind.

P Anzahl der ubfole N-Acyl-D-neuraminsiure, die wahrend 1 Stde. bel 87° und pH 86,5 aus
1 ml einer Inkubationslésung, welche 1 pMol Ketosid und 0,06 ml Virus-Suspension enthielt,
freigesetzt worden sind.

Tabelle 10. Extinktionskoeffizienten der in der Resorcin- und
Thiobarbitursdure-Reaktion mit den synthetischen N-Acyl-D-
neuraminséuren gebildeten Féarbungen

Thiobarbitursiure-Reaktion  Resorcin-Reaktion

N-Acyl-D-neuraminsiure Emor® (546 my) Emo1® (578 mp)
3A N-Propionyl-p-neuraminséure 66 500 7 900
3B N-Butyryl-p-neuraminséure 57 900 5 000
3C N-Benzoyl-p-neuraminsgure 61 900 3 340

& Quotient aus der Extinktion der Firbung und der Molaritit der zur Reaktion gebrachten
N-Acyl-D-neuraminsdure. Die Messungen erfolgten mit einem Photometer Eppendorf.

2-Methyl-N-benzoyl-3-D-neuraminsdure (8 G £) und ihr Methylester
(8 C B-Me) lielen sich auch aus Methoxyneuraminsédure darstellen. Wenn
Methoxyneuraminsdurel? mit Diazomethan verestert und mit Benzoe-
sdureanhydrid N-benzoyliert wurde, entstand 8 G 3-Me, dessen alkalische
Verseifung 8 G B lieferte. Die aus Methoxyneuraminsdure erhaltenen
Priparate von 8 C B und 8 G p-Me stimmten in jeder Hinsicht mit den
entsprechenden aus N-Benzoyl-p-neuraminséure gewonnenen Priparaten
iiberein und gaben, miteinander gemischt, auch keine Schmelzpunkt-
depression. Eine , N-Benzoyl-methoxyneuraminsdure”, die von Paerels
und Schut'® durch direkte N-Benzoylierung der Methoxyneuraminsiure

15 @. B. Paerels und J. Schut, Biochem. J. 96, 787 (1965).
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dargestellt worden, jedoch weder durch eine Elementaranalyse noch durch
Schmelzpunkt, spezifische Drehung und chromatographische Daten
charakterisiert worden ist, diirfte mit der 2-Methyl-N-benzoyl-8-p-
neuraminsdure (8 C ) identisch sein.

Die «, B-anomeren N-Benzoyl-p-neuraminsiure-methylketoside und
deren Methylester zeigen (Tab. 8) die gleichen Unterschiede der optischen
Drehung, die wir bereits frither?®

bei den n-Amyl- und n-Hexyl- Wﬁ
ketosiden und Kuhn® bei den
Methylketosiden der N-Acetyl- Y
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Abb. L. Spaltung des Benzyl-a-Ketosides der N-Propionyl-D-neuraminsiure durch V. cholerae-
Neuraminidase (— 0— O0—0--) und durch Influenza-A-Virus, Stasnm Melbourne (—@—@-—@-),
in Abhingigkeit von der Enzym- bzw. Virus-Menge. Jeder Ansatz enthielt in 1 ml 1 uMol Benzyl-
«-Ketosid und ein variables Volumen (0,10 bis 0,50 ml) Enzymlésung bzw, Virussuspension. Es
wurde 2 Stdn, bei pH 6,4 bzw. pH 6,5 und 37° inkubiert. ey a ¢ wMole/ml enzymatisch freigesetszter

N-Propionyl-D-neuraminsiure
Abb. 2. Spaltung des Benzyl-a-Ketosides der N-Propionyl-D-neuraminsiure durch V. cholerae-
Neuraminidase (— O0— 0—0—) und durch Influenza-A-Virus, Stamm Melbourne (—@—@—8—),
in Abhiingigkeit von der Inkubationsdauer. Die Ansiitze enthielten in 1 ml 0,30 yMol Benzyl-
«-Ketosid, 0,60 ml Enzymldsung bzw, 0,10 ml Virussuspension und wurden bei pH 6.4 bzw.

pH 6,5 und 37° inkubiert.
D-neuraminsdure festgestellt haben. Nach dem Glykosidierungsver-
fahren von Koenigs und Knorr'*t werden die weniger stark links-
drehenden und darum als «-Ketoside bezeichneten Verbindungen er-
halten, wéhrend sich bei der sdurekatalysierten Umsetzung der N-Acyl-
p-neuraminsduren mit Alkoholen die anomeren {-Ketoside bilden.
Die in dieser Arbeit beschriebenen Ketoside der N-Propionyl-, N-
Butyryl- und N-Benzoyl-b-neuraminsiure haben eine gut titrierbare
Carboxylgruppe. Unter den stark sauren Bedingungen des Resorcintestes
nach Svennerholm ! reagieren sie kréftig positiv; die Firbung, die sie betl

Monatshefte fiir Chemie, Bd. 97/6 105
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der Reaktion mit Thiobarbitursdure nach Aminoff'® geben, ist hingegen
etwa 30mal schwécher als jene, die bei der Umsetzung dquivalenter Men.-
gen der entsprechenden nichtglykosidierten N-Acyl-D-neuraminstiuren
entsteht. In der Reihe der Benzylketoside nehmen die bei der Papier- und
Diimnschichtchromatographie beobachteten Ry-Werte vom N-Propionyl-
iiber das N-Butyryl- zum N-Benzoyl-«-D-neuraminsgure-Derivat betrécht-
lich zu. Ein Vergleich der Ry-Werte der anomeren Methylketoside der
N-Benzoyl-p-neuraminsidure sowie ihrer Methylester zeigt, dafl die «-Ver-
bindungen stets schneller als ihre B-Anomeren wandern.

L}m
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Abb. 3. Spaltung des Benzyl-a-ketosides der N-Propionyl-D-neuraminsiure durch V. cholerae,

Neuraminidase (— O— 0— O0—) und durch Influenza-A-Virus, Stamm Melbourne (—— @ —@—@—)-
in Abhingigkeit von der Substratkonzentration cg. Jeder Ansatz enthielt in 1 ml 0,20 ml

Enzymlosung bzw. 0,10 ml Virussuspension. Es wurde -3 Stdn. bzw. 2 Stdn. bei 37° und pH 6,4
bzw. pH 6,5 inkubiert. ¢g: nMole/ml Benzyl-a-ketosid: ey o: wuMole/ml enzymatisch freige-

setzter N-Propionyl-D-neuraminsiure

Bei der Untersuchung der Spaltbarkeit der «-Ketoside der N-Pro-
pionyl-, N-Butyryl- und N-Benzoyl-D-neuraminsdure durch V. cholerae-
Neuraminidase und Influenza-A-Virus, Stamm Melbourne, ergab sich, dafl
nur das Benzylketosid der N-Propionyl-a-D-neuraminsdure hydrolysiert
wurde, wihrend das Benzylketosid der N-Butyryl- sowie das Methyl- und
das Benzylketosid der N-Benzoyl-a-D-neuraminsdure auch nach 20stdg.
Einwirkung der Enzyme keine meBbare Spaltung zeigten. Die Geschwin-
digkeit der enzymatischen Hydrolyse des N-Propionyl-a-b-neuraminséure-
benzylketosides war gering. Es wurde von der bakteriellen Neuraminidase
und vom Influenzavirus 5- bzw. 10mal langsamer als N-Acetyl- und 3- bzw.
2mal langsamer als N-Glykolyl-a-p-neuraminsdure-benzylketosid ge-
spalten (Tab. 9); diese Versuche wurden bei einer Substratkonzentration
von 1073 m vorgenommen, bei der die Hydrolysegeschwindigkeit der
Menge der eingesetzten Enzyme proportional war (Abb. 1). Bei geniigend
langer Einwirkung der Enzyme wurde das N-Propionyl-o-D-neuramin-
siure-benzylketosid quantitativ in N-Propionyl-p-neuraminsiure und
Benzylalkohol gespalten (Abb. 2). Die Abhingigkeit der Hydrolyse-
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geschwindigkeit von der Substratkonzentration entsprach der Michaelis—
Mentensehen Kinetik (Abb. 3); mit dem Benzylketosid der N-Propionyl-
o-D-neuraminséure als Substrat betrug die Mickaeliskonstante (Kp),
nach Lineweaver und Burk'® graphisch ermittelt, fiir V. cholerne-Neura-
minidase 1,3 X 102m und fiir Influenza-A-Virus, Stamm Melbourne,
1,7 X 1078 m; mit dem Benzylketosid der N-Acetyl-o-D-neuraminsiure
als Substrat sind unter den gleichen Bedingungen niedrigere K p-Werte,
4 x 1073 m bzw. 1 X 1073 m bestimmt worden®.

Aus den enzymatischen Untersuchungen geht demmach hervor, daf
die Affinitét der Neuraminidasen fir «-Ketoside der Sialinsiuren von
deren N-Acylrest stark abhéngig ist und von N-Acetyl iiber N-Glykolyl zu
XN-Propionyl abnimmt; die Abnahme ist bei Influenza-A-Virus, Stamm
Melbourne, grofler als bei der V. cholerae-Neuraminidase, deren Substrat-
spezifitdt offenbar geringer ist. Von beiden Enzymen werden Sialinsaure-
a-ketoside mit N-Butyryl- oder N-Benzoylresten, die noch sperriger als
N-Glykolyl- und N-Propionylreste sind, nicht mehr gespalten.

Herrn Dr. H. G. Pereira, World Influenza Center, London, sind wir
tiir die Uberlassung, Herrn Dr. G. Bodo, Arzneimittelforschung Ges. m. b.H.,
Wien, fir die Vermehrung und Reinigung von Influenza-A-Virus, Stamm
Melbowrne, aufrichtig verbunden. Frau 4. Edelmann danken wir fir die
Ausfiithrung der enzymatischen Versuche, Herrn H. Mahr fiir seine aus-
gezeichnete Mitarbeit bei der Herstellung der Substrate.

Experimenteller Teil

Die Schmelzpunkte wurden mit einem Heiztischmikroskop nach Kofler
bestimmt.

Die Elementaranalysen wurden von Herrn Dr.J. Zak, Univ. Wien, aus-
geftihrt; die in dieser Arbeit angegebenen Werte sind jeweils das Mittel aus
den Ergebnissen einer Doppelbestimrnung.

Die optischen Drehungen wurden mit einem Zeiss-Kreispolarimeter
0,01° und einem lichtelektrischen Perkin-Elmer-Polarimeter in 1 dm-Rdéhren
gemessen.

Fir die Dinnschichtchromatographie wurden Kieselgel G nach Stahl und
als Laufmittel n-Butanol—n-Propanol—0,1 »-HCl (1:2:1,» /v/v), fiir die Papier-
chromatographie Schleicher & Schill-Papier 2043 a und als Laufmittel Athyl-
acetat—FEisessig—Wasser (3:1:3, v/v/v, absteigend) verwendet. Um die Sialin-
sdurederivate sichtbar zu machen, wurden die Diinnschichtchromatogramme
mit konz. HySO4-Wasser (1:1, v/v) bespritht und erhitzt 17, die Papierchromato-
gramme mit Natriummetaperjodat und Benzidin!® behandelt. Als Ry, be-

18 H. Lineweaver und D. Burk, J. Amer. Chem. Soc. 56, 658 (1934).

¥ K. Randerath, Dimnschichtchromatographie, Verlag Chemie, Wein-
heim/Bergstrafe, 1962.

'8 Anférbereagentien fiir Dinnschicht- und Papier-Chromatographie,
E. Merck A.G., Darmstadt, 5 (Reagens Nr. 22).

105+
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zeichnen wir die auf den Ry-Wert der N-Acetyl-p-neuraminséure (= 1,00) be-
zogenen relativen Ry-Werte der Neuraminsédurederivate.

2- Propronylamino-2-deoxy-p-glucopyranose (1 A)

Eine Losung von 64,8 g (0,30 Mole) p-Glucosamin-hydrochlorid in 1500ml
Wasser und 150 ml Methanol wurde unter Rihren bei 0 bis 5° mit 1200 ml
Dowex 1-X8 (CO3”-Form, 0,86 Aqu.) versetzt. Nach Zugabe von 54 g
(0,41 Mole) Propionsdureanhydrid wurde 90 Min. weitergeriihrt. Sodann wurde
das Austauscherharz abgesaugt und mit Wasser griindlich ausgewaschen.
Das Filtrat und das Waschwasser wurden vereinigt und durch eine mit 200 ml
Amberlite IR-120-H* beschickte Chromatographiessule filtriert.

Das Eluat wurde kurz auf 80—90° erwédrmt und sodann bei 45° 1. Vak.
eingedampit. Der sirupése Bindampfriickstand wurde in 200 ml 96proz.
Athanol bei 50° geldst und diese Losung mit Ather bis zur Trilbung versetzt.
Es kristallisierten 38,6 g 1 A, Schmp. 185—188° [Zers.] (vgl. Tab. 1). Aus den
Mutterlaugen konnten noch zwel weitere Kristallisate, 16,3 g (Schmp. 176 bis
187° [Zers.]) und 4,85 g (Schmp. 175—186° [Zers.]) gewonnen werden.

2-Butyrylamino-2-deoxy-p-glucopyrancse (1 B) wurde analog 1A aus
Glucosamin-hydrochlorid und Buttersdureanhydrid, 2-Benzoylamino-2-deoxy-
»-glucopyranose (1 C) nach Inouye® hergestellt (vgl. Tab. 1).

2. Propionylamino-2-deoxy-4,6-0-benzyliden-D-glucopyranose (2 A)

60,7 g (0,26 Mole) 1 A, 210 mi (2,056 Mole) Benzaldehyd und 38 g (0,28 Mole)
ZnCly wurden 14 Stdn. bei Zimmertemp. geschiittelt. Das Gemisch erwarmte
sich und erstarrte allméhlich zu einer festen Masse. Nach beendeter Reaktion
wurde das Kristallisat 3mal mit je 250 ml Petrolither (P4, 40—60°) und
2mal mit je 250 ml Wasser ausgewaschen. Wir erhielten 80 g eines von Benzal-
dehyd und ZnCly befreiten Rohproduktes, das in 1800 ml Athanol und 600 ml
Wasser heiB gelost wurde. Nun wurde filtriert und das klare Filtrat mit
7,5 1 heifern Wasser versetzt. 2 A kristallisierte in farblosen Nadeln, die nach
demn Absaugen, Waschen und Trocknen 64,2 g wogen. Schmp. 215—223°
[langsame Zers.]. Aus der Mutterlauge konnten weitere 4,0 g vom Schmp.
205-—223° {Zers.] isoliert werden (vgl. Tab. 2).

Auf analoge Art wie 2 A wurden 2-Butyrylamino-2-deoxy-4,6-0-benzyliden-
p-glucopyranose (2 B) und 2-Benzoylamino-2-deoxy-4,6-0-benzyliden-n-gluco-
pyranose (2 C) dargestellt (vgl- Tab. 2).

N -Propionyl-p-neuraminsdure (3 A)

5,0g 2A und 5,0 g Kaliumsalz des Di-fert.-butyl-oxalessigesterss: 12!
wurden in 62 ml wasserfr. Dioxan und 62 ml absol. Methanol bei 20° geschiit-
telt. Nach 4 Tagen war alles gelost. Man lieB noch 3 Tage bei 20° steben und
stellte dann die Losung mit Amberlite TR-120-Ht (etwa 15 ml, mit absol.
Methanol gewaschen) auf pH 6. Der Austauscher wurde abgesaugt und mit
Methanol gewaschen, Filtrat und Waschflissigkeit vereinigt und i. Vak. bei
30° zu einem Sirup eingedampft. Dieser wurde in 25 ml Methanol aufgenom-

1Y R. H. Baker und F. G. Bordwell in: Org. Syntheses, Coll. Vol. ITI, 141.
20 H. Staudinger, Ber. dtsch. Chem. Ges. 41, 3558 (1908).
2 H.J. Backer und J.D. H. Homan, Rec. Trav. Chim. Pays-Bas 58,

1048 (1939).
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men und 2 Tage bel + 4° aufbewahrt. Ein Kristallisat, 0,35 g 2 A, wurde
abgetrennt und die nunmehr klare Losung zur Entfernung der restlichen
K +-Tonen nochmals mit Amberlite IR-120-H+ (45 ml) behandelt. Die Eluate,
die eine positive Resorcin-Reaktion ! gaben, wurden gesamimelt (etwa 400 ml)
wnd 1. Vak. bei 30° auf 80 ml eingeengt. Dann wurde (bei 20°) nach Zusatz von
Wasser (2,5 ml) mit Pd (aus 0,5 g Palladiumoxid) hydriert. Nach 8 Stdn.
war die Wasserstoffaufnahme, 387 mi (unter Normalbedingungen}, beendet.
Nach Abfiltrieren des Katalysators wurde i. Vak. bei 30° eingedampft und der
Riickstand in 80 ml Wasser aufgenommen. Die wifirige Phase wurde 3mal
mit Ather, die Atherextrakte einmal mit Wasser ausgeschiittelt. Die ver-
einigten wafirigen Phasen wurden sodann am siedenden Wasserbad erwirmt
und nach beendeter Gasentwicklung (etwa 20 Min.) mit etwas Aktivkohle
versetzt. Man lell 1 Stde. bet Zimmertemp. stehen und filtrierte dann durch
eine Schicht aus Hyflo-Supercel. Die rosa gefirbte Losung wurde mit 2 n-NaOH
auf pH 9 gestellt und im Eisschrank bei + 4° 24 Stdn. aufbewahrt. Der Alkali-
verbrauch (Verseifung der gebildeten Lactone) wurde durch regelmiBige Zu-
gabe von 2 n-NaOH kompensiert. Nach beendeter Lacton-Spaltung wurde die
Lésung zuerst mit 20 mi Dowex 50-X8 (H*-Form) behandelt und dann auf
eine mit Dowex 1-X 8 (Formiat-Form; 150 ml) beschickte Siule aufgebracht.
Man wuseh mit 3000 ml Wasser nach und eluierte 3 A mit 0,4 n-Ameisensiure.
Die mit Resorcin positiv reagierenden Fraktionen (Fraktionen Nr.25—50;
20 ml Eluat pro Fraktion) wurden vereinigt und i. Vak. bei 30° eingedampft.
Der rot gefdrbte Riickstand (1,75 g) wurde in wenig Wasser gelést und durch
eine 3,5 cm hohe Schicht aus Aktivkohle und Hyflo-Supercel (5:3, g/g) fil-
triert. Der nun farblose Eindampfrest (1,70 g) wurde in Wasser (2 ml) geldst
und durch Zugabe von Eisessig (35 ml) zur Kristallisation gebracht. Wir er-
hielten 1,00 g 3 A (vgl. Tab. 3).

Analog 3 A wurde aus dem K-Salz des Oxalessigsaure-di-tert.-butylester
und 2 B N-Butyryl-D-neuraminsgure (3 B) erhalten (vgl. Tab. 3).

N-Benzoyl-D-neuraminsiure (3 C)

50 g 2 C und 40 g K-Salz des Oxalessigsiure-di-tert.-butylesters wurden in
480 ml wasserfr. Dioxan und 480 ml absol. Methanol 5 Tage bei 20° geschiit-
telt. Man liel noch 2 Tage stehen und versetzte dann mit 64 ml Amberlite
IR-120-H*. Der Austauscher wurde abgesaugt und die schwach sauer reagie-
rende Losung (pH 6} 1. Vak. bei 35° zu einem Sirup eingedampfs. Er wurde in
150 m! Methanol anfgenommen und 2 Tage im Kithlschrank aufbewahrt. Ein
Kristallisat, 6 g 2 C, wurde abgetrennt und das klare Filtrat zur Entfernung
der restlichen K+*-Tonen nochmals mit 350 ml Amberlite IR-120-H+ behandslt.
Dann wurde auf 350 ml eingeengt und {bei 20°) mit Pd (aus 4 g Palladinmoxid)
hydriert. Die Wasserstoffaufnahme war nach 8 Stdn. beendet. Nachdem der
Katalysator abfiltriert war, wurde die Losung 1. Vak. bei 30° auf ca. 200 ml
eingedampft, mit 300 m! Dioxan/Wasser (1:1, vjv) versetzt und am siedenden
Wasserbad erwarmt. Die Gasentwicklung war nach 90 Min. beendet. Die nun-
mehr dunkelrot gefarbte Losung wurde mit Aktivkohle nahezu entfarbt. Zur
Spaltung der Lactone waren 130 ml 1#-NaOH erforderlich {vgl. Lacton-
spaltung bei der Synthese von 3 A). Die Lasung wurde sodann durch seine mit
Dowex 1-X8 (Formiat-Form; 1000 ml) beschickte Chromatographiesiule
(15—20 Tropfen pro Min.) filtriert. Man wusch zuerst mit 10 1 Wasser und dann
mit 51 Wasser/Athanol (1:1, v/v) nach; eluiert wurde mit ! »-HCOOH in
Wasser/Athanol (1:1, v/v). Das Eluat wurde in Fraktionen zu 20 ml aufge-
fangen und in regelméBigen Zeitabstinden dem Resorcin-Test nach Svenner-
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holm1! unterworfen. Die Fraktionen 240—390 wurden vereinigt und i. Vak.
bei 40° auf etwa 600 ml eingedampft, wobel eine Féllung (7,2 g) vom Schmp.
204—208° [Zers.] anfiel. Die rétlich gefdrbte Mutterlauge wurde durch Aktiv-
kohle filtriert und das farblose Filtrat i. Vak. bei 40° bis zur beginnenden
Kristallisation eingedampft. Nach mehrmaligem Einengen der Mutterlaugen
erhielten wir 6,78 g 3 G vom Schmp. 192—194° [Zers.] (vgl. Tab. 3).

Die Kristalle (s. 0.) vom Schmp. 204—208° [Zers.] (7,2 g) wurden in 22 ml
1n-NaOH und 1000 ml Wasser geldst, die Losung sodann mit Ameisenséure
neutralisiert und zuerst durch Aktivkohle, dann zur Entfernung der Nat-Tonen
durch tberschiissiges Dowex 50-X.8 (H+-Form) filtriert. Das farblose Filtrat
wurde i. Vak. bei 40° bis zur Ausscheidung eines Kristallisates, das abgesaugt
wurde, eingeengt. Diese Operation wurde mehrere Male wiederholt, wobei
sich 5,81 g einer schwer wasserloslichen, kristallinen Substanz mit einem
Schmp. von 211—216° [Zers.] sowie 0,95 g eines gut wasserloslichen Kristalli-
sates (3 C) vom Schmp. 192—194° [Zers.] abschieden. Die Substanz mit
Schmp. 211—216° [Zers.], die in einer Ausb. von 129, (bezogen auf 2 C) er-
halten wurde, besal die gleiche Elementarzusammensetzung wie 3 G:

Ci16H2109N. Ber. C 51,75, H 5,70, N 3,77.
Gef. C 51,48, H 5,73, N 3,92.

[«]26 = — 65° (¢ = 5,0, Dimethylsulfoxid). Papierchromatographie:
Rys = 2,72.

2,4,7,8,9-Penta-O-acetyl-N -propionyl-D-neuraminsiure (4 A)

500 mg 3 A wurden mit 5 ml Pyridin (itber KOH destill.) und 8 ml frisch
destill. 4c¢20 unter Rithren und Eiskithlung versetzt. Nach 2 Stdn. war alles
gelost. Man lieB etwa 12 Stdn. bei 4+ 4° stehen, goB dann die klare gelbe Losung
auf 50 g zerkleinertes Eis und rithrte die Mischung 1 Stde. Das Pyridin wurde
mit der entsprechenden Menge eines Kationenaustauschers (Dowex 50-X8,
H+-Form) entfernt und die nun farblose Losung lyophilisiert. Der Riickstand
(1,10 g) wurde in 10 ml Essigester und 60 ml Ather geldst. Nach der Zugabe
von 40 ml P4 trat eine gelbliche amorphe Fillung (118 mg) auf, die abfil-
triert und verworfen wurde. Die Mutterlauge wurde i. Vak. bei 30° eingedampft
und der Eindampfriickstand, ein farbloses Harz, in 10 ml Ather aufgenommer.
Aus dieser Losung wurde nach portionenweiser Zugabe von etwa 200 ml PA
eine flockige Féllung erhalten, die nach dem Trocknen uber P20; i. Vak. bei
Zimmertemp. 510 mg wog. Die Substanz war dimnschichtchromatographisch
sinheitlich. In der Mutterlauge war neben 3 A eine zweite, im Dinnschicht-
chromatogramm schneller wandernde Substanz (Rya = 5,0) nachweisbar
(vgl. Tab. 4).

Auf analoge Art wie 4 A wurde 2,4,7,8,9-Penta-O-acetyl-N -butyryl-D-
neuraminsdure (4 B) aus 3 B, Pyridin und Ac20 erhalten (vgl. Tab. 4).

2,4,7,8,9-Penta-0-acetyl- N -benzoyl-D-neuraminsiure (4 G)

Man lieB 500 mg 3 C in 5 ml Pyridin mit 8 ml AcsO unter Riihren bei
+ 4° 16 Stdn. reagieren. Die klare gelblich gefirbte Reaktionslosung wurde
in 50 ml Wasser/Athanol (1:1, v/v) von 0° eingegossen, das Gemisch 1 Stde.
geriihrt und sodann auf eine mit 45 ml Dowex 50-X 8 (H*-Form) beschickte
Chromatographiesidule aufgebracht. Die Eluate, welche die Peracetylverbin-
dung enthielten, wurden gesammelt und lyophilisiert. Der amorphe Riick-
stand wurde in 10 ml Essigester und 30 ml Ather geldst und mit etwa 30 ml PA
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bis zum Auftreten einer Tribung versetzt. Nach lingerem Stehen flockte
eine volumindse Fillung aus, die abgetrennt und verworfen wurde. Nach
Zugabe von weiteren 80 ml PA erhielten wir 4 C als gut filtrierbare amorphe
Substanz, welche im Diinnschichtchromatogramm einheitlich war (Ry 4 = 3,35)
und nach dem Trocknen tiber P3Os 1. Vak. bei Zimmertemp. 418 mg wog.
Aus der Mutterlauge konnten noch weitere 63 mg 4 G isoliert werden (vgl.
Tab. 4). In der Mutterlauge waren neben 4G zwei weitere Substanzen diinn-
schichtchromatographisch (Rwa = 5,26 und 6,10) nachweisbar.

2-Chlor-2-deoxy-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-N-propionyl-D-neuraminsdure (5 A)

450 mg 4 A wurden in 21 ml Eisessig und 7ml A¢20 gelost. Die auf 0 bis - 4°
gekihlte Losung wurde mit trockenem HCl-Gas gesdttigt. Sodann wurden das
Losungsmittel und die iberschiiss. Salzséure i. Vak. bei 35° entfernt und der
Eindampiriickstand in 1 ml Essigester und 10 ml Ather gelést. Nach Zugabe
von 10 ml P4 trat eine élige Féllung auf, die verworfen wurde. Die nunmehr
klare Lésung wurde in 100 ml P4 eingegossen. 5 A fiel als amorphe Fillung
an, die gut filtrierbar war. Sie wurde 1 Stde. i. Vak. itber P205 getrocknet;
Ausb. 333 mg. Die Substanz war diinnschichtchromatographisch einheitlich
(vgl. Tab. 5).

Auf gleiche Weise wie 5 A erhielten wir aus 4 B und HCI 2-Chlor-2-deoxy-
4,7,8,9-tetra-0-acetyl-N -butyryl-D-neuraminsdure (5 B) (vgl. Tab. 5).

2-Chlor-2-deoxy-4,7,8,9-tetra-0 -acetyl-N -benzoyl-D-neuraminsdiure (5 Q)

300 mg 4 C wurden in 15 ml Eisessig und 5 ml 4¢;0 gelost. In diese Lo-
sung wurde bei 0° trockenes HCI-Gas bis zur Sittigung eingeleitet. Das Lo-
sungsmittel und die {iberschiiss. HCl wurden sodann i. Vak. bei 40° abgedampft.
Der Eindampfriickstand, ein farbloses Ol, wurde in 5 ml Essigester und 40 ml
Ather gelést. Nach Zugabe von 75 ml PA erhielt man eine flockige Fallung,
die verworfen wurde. Dem klaren Filtrat wurden weitere 75 ml P4 zugesetzt.
5 C kristallisierte in farblosen Nadeln aus und wog nach dem Isolieren und
Trocknen (i. Vak. tiber P20 bei Zirnmertemp.) 170 mg. Zur Analyse wurde
die Sdure aus 5,5 ml Essigester, 35 ml Ather und 70 ml P4 umkristallisiert.
Ausb. 157 mg (vgl. Tab. 5).

2-Benzyl-4,7,8,9-tetra-0 -acetyl-N -propionyl- o-D-neuraminsiure (6 A)

2,58g 5A (4,5 1073 Mole) und 1,8 g Silbercarbonat (6,5« 10-3 Mole)
wurden mit 18 ml wasserfr. Benzylalkohol 14 Stdn. bei Zimmertemp. unter
Lichtausschlufl geschiittelt. Nach beendeter Reaktion wurde mit 50 ml Aceton
versetzt und das Silbersalz iber Hyflo-Supercel abfiltriert. Die nunmehr
klare und schwach gelb gefirbte Losung wurde mit 50 ml Wasser versetzt
und auf eine mit Dowex 1-X 8 (Formiat-Form; 300 ml) beschickte Séule auf-
getragen. Nachdem die Losung eingesickert war, wurde zuerst mit 51 Wasser/
Aceton (1:1, v/v) nachgewaschen, dann mit 0,4n-HCOOH in Aceton/Wasser
(1:1, v/v) das peracetylierte Benzylketosid der N-Propionyl-D-neuraminsiure
eluiert. Die im Resorcin-Test positiv reagierenden Fraktionen wurden ge-
sammelt und i. Vak. bei 40° eingedampft. Der kristalline Eindampfrest
(2,3 g) wurde in 50 ml Aceton und 20 ml Wasser gelést, mit etwas Tierkohle
behandelt, die nahezu farblose Lésung am siedenden Wasserbad bis zur
beginnenden Tritbung eingeengt und lber Nacht bei + 4° stehengelassen.
Dabei kristallisierten 1,65 g 6 A (Schmp. 199—201°), die aus 15 ml Aceton/
‘Wasser (2:1, vfv) nochmals umgeldst wurden. Ausb. 1,45 g (vgl. Tab. 6).
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2-Benzyl-N-propionyl- «-D-neuraminsiure (7 A)

1,3g 6 A (2,2 1073 Mole) wurden mit 20 ml 1%-NaOH (20 - 10-3 Mole)
15 Min. bei 40° verseift. Zur Entfernung der Na*-Tonen wurde mit iiberschiiss.
Kationenaustauscher Dowex 50-X8 (H+*.-Form) versetzt, der Austauscher
ausgewaschen und das Filtrat lyophilisiert. Den Riickstand (998 mg) l6sten
wir in 0,56 ml Wasser und 5 ml Methanol; sodann wurden 55 ml Ather zuge-
geben und filtriert. Nach Zugabe von insgesamt 80 ml Ather und 50 ml PA
isolierten wir 834 mg 7 A; Schmp. 160—163°. Zur Analyse wurde nochmals
aus Wasser (0,4 ml) 4+ Methanol (3,5 ml) + Ather (90 ml) umkristallisiert ;
Ausb. 761 mg (vgl. Tab. 7).

Auf analoge Art wie 6 A und 7 A wurde aus 5 B, Benzylalkohol und
Silbercarbonat 2 - Benzyl-4,7,8,9-tetra-0-acetyl - N -butyryl - o-D - neuraminsdure
(6 B) (vgl. Tab. 6) und nach deren alkalischer Verseifung 2-Benzyl-N-butyryl-«-
D-neuraminsdure (7 B) erhalten (vgl. Tab. 7).

2-Benzyl-N -benzoyl-a-p-neuraminsdure (7 C)

Aus 2,6 g 5C, 20 ml wasserfr. Benzylalkohol und 1,5 g Silbercarbonat
wurde unter den fiir 6 A beschriebenen Versuchsbedingungen ein Reaktions-
produkt (2,1 g) erhalten, das nicht zur Kristallisation zu bringen war. Das
Harz wurde daher zur Verseifung der O-Acetylgruppen in 60 ml Wasser auf-
genommen und langsam mit 30 ml 1rn-NaOI versetzt. Die Na*-Tonen wurden
mit iiberschiiss. Dowex 50-X 8 (H+-Form) entfernt und die Losung bei 40°
i. Vak. auf ein kleines Volumen eingeengt. Es kristallisierten 1,09 g 7 G aus.
Das Kristallisat wurde in einem Gemisch aus Aceton (28 ml), Wasser (22 ml)
und Methanol (40 ml) gelést und die Losung bei 40° i. Vak. bis zur beginnenden
Kristallisation (auf etwa 20 ml) eingeengt. 7 G wog nach dem Absaugen und
Trocknen (i. Vak. iiber P2035) 856 mg (vgl. Tab. 7).

2-Benzyl-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-N -benzoyl- o-D-neuraminsdure (6 G)

206 mg 7 C wurden bei etwa 20° mit 1,5 ml Pyridin (itber KOH destill.)
und 2,5 ml frisch destill. A¢20 unter kraftigem Rihren versetzt. Nach 1 Stde.
war das Reaktionsgemisch klar; man lie nun 15 Stdn. bei 4 4° stehen.
Sodann wurden 10 ml Wasser/Alkohol (1:1, »/¢) von 0° zugegeben und das
Pyridin iiber Dowex 50-X8 (H+-Form) entfernt, das Ketosid aus dem Aus-
tauscher mit Alkohol/Wasser (1:1, v/v) ausgewaschen und die im Resorcin-
Test positiven Fraktionen des Eluats i. Vak. bei 40° eingedampft. Der Riick-
stand wurde in 5 ml Aceton geldst und auf dem sied. Wasserbad mit Wasser
bis zur beginnenden Tritbung versetzt. Es kristallisierten allméihlich 188 mg
6 C. Die Substanz wurde aus heilem Aceton/Wasser umgeldst. Sie fiel in
Form kubischer Kristdllchen vom Schmp. 170—171° [Zers.] (6 G-K 1) an
(129 mg). Die vereinigten Mutterlaugen hinterlieen nach dem Ein-
dampfen einen teilweise kristallinen Rickstand (144 mg), der in Aceton
(15 ml) geldst wurde. Nun wurde bei Zimmertemp. Wasser bis zur Triibung
zugegeben und die Lésung in einem offenen Geféfl stehengelassen, wobei ein
Teil des Losungsmittels allméhlich verdunstete. Nach 3 Tagen wurden 101 mg
6 C-K 2 isoliert. Die Substanz kristallisierte nadelférimig, zeigte ein Schmelz-
intervall von 120—127° und war chromatographisch einheitlich. K 1 und K 2
wurden fiir die Elementaranalyse 2 Stdn. i. Vak. bei 100° tiber P205 getrock-
net (vgl. Tab. 6).
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2-Methyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl- N -benzoyl-o-D-neuraminsdure

1,61 g 5C, 1,12 g Silbercarbonat und 50 ml wasserfr. Methanol wurden
13 Stdn. unter Lichtausschluff geschiittelt. Nach beendeter Reaktion wurde
durch Hyflo-Supercel filtriert und das klare Filtrat auf eine mit Dowex 50-X 8
(H+-Form; 10 ml) beschickte Chromatographieséule aufgebracht. Das Aus-
tauscherharz wurde mit Methanol nachgewaschen und das Eluat i. Vak. bei
40° eingedampft. Der Riickstand (1,51 g) wurde in 10 ml Methanol und 200 ml
Ather gelost. Auf die Zugabe von 400 ml P4 entstand eine Fillung, die nach
einiger Zeit abfiltriert wurde. Aus dem Filtrat wurden nach portionenweiser
Zugabe von insgesamt 425 ml PA 785 mg 2-Methyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-N-
benzoyl-«-D-neuraminsdure zur Kristallisation gebracht. Nach dem Umldsen
aus Methanol (2 ml), Ather (60 ml) und P4 (140 ml) betrug die Ausb. 603 mg
(38%, bez. auf 5C). Schmp. 110° [«]26 = —19° ¢ = 5,0, AcOH). Zur
Analyse wurde i. Vak. {iber P20Oj5 getrocknet.

Oo5H3;013N - HeO. Ber. C 52,54, T 5,82, N 2,45.
Gef. C 52,35, H 5,78, N 2,58.

2-Methyl-N-benzoyl- o-D-newraminsiure (8 G a)

Zu 502 mg 2-Methyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-N-benzoyl- «-D-neuraminséure
wurden 50 ml Wasser und 10 ml 1n NaOH zugegeben. Man lieB 15 Min. bei
40° stehen. Nach Entfernung der Nat-Tonen mit Dowex 50-X8 (H*-Form)
wurde die Losung lyophilisiert. Das Ketosid fiel als farbloses Harz (352 mg) an
und wurde aus Wasser (1 ml), Methanol (18 ml), Ather (100 ml) und PA
(40 ml) zur Kristallisation gebracht (304 mg); Schmp. 172—182° (Zers. ; nach
Umwandlung bei 145°). Zur Analyse wurde aus Wasser (1,5 ml) + Methanol
(5 ml) - Ather (20 ml) umkristallisiert und 2 Stdn. i. Vak. bei 100° tiber
P205 getrocknet (vgl. Tab. 8).

2-Methyl-N -benzoyl-o-D-neuraminsiure-methylester (8 G «—Me)

79mg 8 G « wurden in 5ml wasserfr. Methanol warm gelost und mit
einer Losung von OHaNj in Ather (15 ml) versetzt. Nach der Zugabe von
35 ml Ather trat eine flockige Fallung auf, die abgetrennt wurde. Dem klaren
Filtrat wurden nochmals 20 ml Ather hinzugefiigt, worauf die Kristallisation
des Esters (8 C a—Me) einsetzte. Er wurde aus Methanol (3 ml) und Ather
(18 ml) umkristallisiert. Vor der Elementaranalyse wurde 2 Stdn. i. Vak. bei
100° iiber P20j5 getrocknet (vgl. Tab. 8).

2-Methyl-N -benzoyl-B-D-neuraminsivre-methylester (8 C B—Me)

a) Darstellung aus 3 G: 1,6 g 3 G wurden in 500 ml 1proz. absol. methanol.
HCI 11 Stdn. unter Riickflul gekocht, wobei es langsam in Ldsung ging. Zur
Entfernung der Cl--Ionen lie man die Losung durch Dowex 1-X8 (Formiat-
Form; 80 ml) sickern und wusch sodann das Austauscherharz mit Methanol
aus. Die Eluate und Waschflissigkeiten wurden vereinigt und im Vak. bei 40°
eingedampft. Der teilweise kristalline Rickstand (1,7 g) wurde mit 10 ml
Methanol digeriert. Die unléslichen Kristalle wogen nach Waschen mit Metha-
nol und Trocknen 262 mg; Schmp. 210—217° [Zers.]. Bei diesem Kristallisat
diirfte es sich mit groBer Wahrscheinlichkeit um den Me-Ester von 3 C
handeln.

Die Mutterlauge und die Waschflissigkeiten (zusammen 22 ml) wurden
mit 250 ml Ather und 40 ml P4 versetzt. Eine schmierige Fallung wurde ab-
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getrennt und zu dem nunmehr klaren Filtrat Ather (60 ml) und P4 (100 ml)
zugegeben. Die Kristallisation von 8 G f—Me setzte sofort ein. Das Kristallisat
(810 mg) wurde aus Methanol (6 ml) und Ather (55 ml) umkristallisiert. Die
chromatographisch einheitliche Substanz wurde fur die Analyse 2 Stdn. im
Vak. bei 100° iiber P30;5 getrocknet (vgl. Tab. 8).

b) Darstellung aus Methoxyneuraminsiure: 746 mg Methoxyneuramin-
saure (Schmp. ab 200° [Zers.]; [a]27 = — 52°), aus Rindersubmaxillarismuecin
dargestellt 22, wurden bei 50° in 250 ml absol. Methanol gelést und nach dem
Erkalten mit {iberschiiss. dther. CHoNy versetzt. Eine Trubung wurde ab-
filtriert und das Filtrat im Vak. bei 30° eingedampft. Den zuriickbleibenden
Methylester der Methoxyneuraminsiure, ein farbloses Ol, 16sten wir in 80 ml
Methanol, versetzten dann mit 1,21 g Benzoesiureanhydrid und erhitzten das
Gemisch 1 Stde. am siedenden Wasserbad. Nun wurde im Vak. bei 50° ein-
gedampft. Eine papierchromatographische Prifung ergab, daB die N-Benzoy-
lierung quantitativ verlaufen war. Das Reaktionsprodukt wurde in 100 ml
Wasser aufgenommen und 4mal mit Ather ausgeschiittelt. Die wiBrige Phase,
welche 8 C B—Me enthielt, wurde sodann im Vak. bei 40° eingedampft und
hinterlieB ein rotgelbes Harz (937 mg). Dieses wurde in 30 ml Methanol geldst
und mit 250 ml Ather versetzt. Eine flockige Fillung wurde abfiltriert, das
klare Filtrat mit 110 ml P4 versetzt und von einem o6ligen Niederschlag ab-
dekantiert. Aus der Mutterlauge kristallisierten nach portionenweiser Zugabe
von insgesamt 190 ml P4 362 mg 8 G p—Me. Beim Umlésen aus Methanol
(7ml) -+ Ather (70 ml) erhielten wir schliefilich 284 mg, die fiir die Analyse
2 Stdn. im Vak. bei 100° tiber P205 getrocknet wurden (vgl. Tab. 8).

2- Methyl-N -benzoyl- B-D-neuraminsiure 8 G

Zu einer Lésung von 500 mg 8 C 8—Me in 14 ml Wasser wurden 2ml
1 n-NaOH hinzugefigt. Man lief 15 Min. bei 40° stehen und entfernte dann
die Nat-Ionen iiber Dowex 50-X 8 (H+-Form). Die Losung wurde im Vak. bei
40° eingedampft und hinterlieB eine farblose, amorphe Substanz (558 mg).
Diese wurde aus Wasser (0,5 ml), Methanol (8 ml) und Ather (200 ml) zur
Kristallisation gebracht. Ausb.: 347 mg; Schmp. 144—145° [Zers.]. Zur
Analyse wurde aus Wasser, Methanol und Ather umkristallisiert und 2 Stdn.
im Vak. bei 100° iber P2O5 getrocknet (vgl. Tab. 8).

Versuche mit Neuraminidase

Neuraminidase aus Vibrio cholerae (Behringwerke A. G., Marburg/Lahn)
war in einem 0,05 m-Acetatpuffer (pH 5,5), der 9 mg/ml NaCl und 1 mg/mil
CaCly enthielt, gelést und besaB laut Angabe der Erzeugerfirma eine Aktivitét
von 500 Einheiten/ml. 1 ml dieser Losung wurde mit 4 ml eines 0,1m-Malein-
siure—NaOH Puffers2s, pH 6,4, der 0,02m CaCls enthielt, auf 5 ml gebracht.
0,30 m! der auf diese Weise erhaltenen Enzymldsung setzten aus 1 ml 10-3m
N-Acetylneuraminyl-lactose®: 2 in 1 Stde. bei pH 6,4 und 37° 0,152 pMole
N-Acetyl-p-neuraminségure in Freiheit.

Influenza-A-Virus, Stamm Melbourne, stammte vom World Influenza
Center, London. Die in unsere Versuche eingesetzten Virus-Priparate! ent-

2 F, Weygand und H. Rinno, Z. physiol. Chem. 306, 173 (1957).

28 Methods in Enzymology* (Hrsg.: 8. P. Colowick und N. O. Kaplan),
Vol. I, 142, Academic Press, New York, 1955.

2 M. Schneir, R.J. Winzler, M. E. Raffelson, Biochem. Preparations 9, 1
(1962).
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hielten 215 hamagglutinierende Einheiten pro ml. 0,05 ml der Virussuspension
setzten aus 1 ml 10-3m N-Acetylneuraminyl-lactose in 1 Stde. bei pH 6,5 und
37° 0,285 yMole N-Acetyl-p-neuraminsédure in Fretheit.

Die Spaltungsversuche mit V. cholerae-Enzym wurden bei pH. 6,4 in einem
0,1m-Maleinsdure—NaOH-Puffer, der 0,02m CaClz enthielt, mit Influenza-A-
Virus, Stamm Melbourne, hingegen bei pH 6,5 in einem 0,067m-Phosphat-
puffer ausgefiihrt. Die Inkubationstemperatur betrug immer 37°. Wurde
langer als 3 Stdn. inkubiert, so enthielt 1 ml der Inkubationslésung neben dem
Substrat und dem Enzym bzw. Virus noch §0 Einheiten Penicillin, Jeder
Versuch wurde als Doppelbestimmung ausgefithrt und von einem gleich
behandelten Kontrollansatz, der kein Enzym enthielt, begleitet.

Die Bestimmung der enzymatisch freigesetzten. Sialinsduren erfolgte nach
einer unseren Erfordernissen angepalten Thiobarbitursiure-Reaktion?® *°. Hs
wurden Eichkurven fir die N-Propionyl-, N-Butyryl- und N-Benzoyl-p-
neuramingdure im Maleinsiiure—NaOH-Puffer und Phosphatpuffer auf-
genommen.



