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N-Propionyl-, N-Butyryl- und  N-Benzoyl-D-neuramins/~ure 
wurden naeh der Methode yon Kuhn  und Baschang 6 dargestellt 
und in ihre Benzyl-e-ketoside umgewandelt. Das Benzylketosid 
der N-Propionyl-e-D-neuraminsaure war, wenn auch langsamer 
Ms die entsprechenden Ketoside der N-Aeetyl- und N-Glykolyl- 
~-D-neuramins/~ure, sowohl dm'eh Vibrio cholerae.Neuraminidase 
als auch Influenza-A-Virus spaltbar. Die Ketoside der N-Butyryl- 
und Benzoyl-e-D-neuramins/~ure wurden von Neuraminidase 
nieht angegriffen. Fiir Vergleichszweeke wurden aueh die ano- 
meren Methylketoside der N-Benzoyl-D-neuraminsaure sowie 
deren Methylester dargestellt. 

N-Propionyl, N-butyryl  and N-benzoyl-D-neuraminic acid 
were synthesized following the method of Kuhn and Baschang 6 
and converted into their benzyl e-ketosides. The. benzyl ketoside 
of N-pre.pionyl-~.-D-neuraminie acid was hydrolyzed by both 
Vibrio cholerae neuraminidase and influenza A virus, though more 
slowly than the corresponding ketosides of N-aeetyl and N-gly- 
eolyl-e-D-neuraminie acid. The ketosides of N-butyryl  and 
N-benzoyl-e-D-neuraminic acid were resistant to nemlaminidase 
action. For comparative purposes, the anomerie methyl ketosides 
of N-benzoyl-D-neuraminie acid and their methyl esters were 
also prepared. 

* t ter rn  Prof. Dr. E. Klenk zum 70. Geburtstag gewidmet. 
** Arzneimittelforsehung Ges. m. b. H., A-1120 Wien, Belghofergasse 8, 

Osterreich. 
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Wit haben ve t  kurzem fiber die Substratspezifitgt der Vibrio  cholerae- 

Neuraminidase und einer Influenza, virus-Nem'aminidase beriehtet 1. Die 
Enzyme zeigen insofern eine ausgepr/i, gte sterisehe Sloezifit/~t, als sie yon 
Paaren ~, ~-anomerer SiMins/~ure-ketoside jeweils die sehw/ieher links- 
drehenden and dai'um als ~-Ketoside bezeiehneten Verbindungen spMten, 
w&hrend sie die stgrker linksdrehenden ~-Ketoside nieht ~ngreifen 1-3. 
Alle bisher synthetisierten Ketoside der N-Aoetyl-~-D-neuramins/iure 4 
erwiesen sieh als spaltbar; die Natur  des ~-ketosidiseh gebundenen Agly- 
kons ist daker ffir die enzymatisehe Hydrolyse yon untergeordneter Be- 
deutung. Synthetisehe Ketoside der N-Glykolyl-~-D-neuramins/~nre s 
wurden yon den Neuraminidasen ebenfalls gespalten; allerdings war die 
Gesehwindigkeit ihrer Hych'olyse dutch das Enzym yon Influenza-A- 
Virus (Melbourne)  betr/iehtlieh geringer als die der Hydrolyse der ent- 
spreehenden Ketoside der N-Aeetyl-e-D-nearamins//ure 1. 

In  tier vorliegenden Arbeit wird cter EinfluI], den die Natur  des N-Aeyl- 
Restes auf die Spaltbarkeig voJa N-Aeyl-D-nenramins/~nre-c~-ketosiden 
ausfibt, n/~her untersueht. Zu diesem Zweeke warden die Benzyl-~- 
ketoside dreier in der N~tur niekt vorkommender Sialins/iuren, der 
N-Propionyl-, der N-Bntyryl-  und der N-Benzoyl-D-neuramins/inre, 
synthetisiert und auf ihre enzym~tisehe Spaltbarkeit  geprfift. V o n d e r  
N-Benzoyl-D-nenramins/i.ure wur(ten aueh die beiden ~,~-anomerert 
Methylketoside nnd deren Methylester dargestellt. 

N-Propionyl-, N-Butyryl- und N-Benzoyl-D-neuramh~s~ture konnten 
naeh dem Verfahren, das K u h n  und Baschang 6 fiir die Synthese der N-Aeetyl- 
D-neuramins~ture besehrieben haben, hergestellt werden. N-Propionyl- und 
N-]3utyryl-D-glueosamin wurden auf die yon Roseman und Ludow~ieg 7 ftir 
N-Aeetyl-D-glucos~min besehriebene Art, N-Benzoyl-D-glueosmnin naeh 
I n o u y e  s dargestellt (I A bis 1 C, Tab. t) und naeh bewfihrt, er l~[ethode 9 zu 
den entspreehenden 4,6-O-Benzyliden-Derivaten (2 A bis 2 C, Tab. 2) umge- 
setzt. Aus diesen lieBen sieh dureh Kondensation mit dem KMiumsMz des 
Oxaless igsgure-di - ter t . -buty les ters  und dureh naehfolgende Hych'ierung und 
Deearboxylierung die N-Aeyl-D-neuramins~ture-y-laetone erhMten, bei deren 
alkMiseher Verseifung die N-Aeyl-D-neuraminsfiuren (3 A bis 3 C, Tab. 3) ent- 
standen. 

Die optisehen Drehwerte der N-Propionyl-, N-Butyryl- und N-Benzoyl- 
D-neuramins~im~e weiehen nur geringf/igig yon der optisehen I)rehung der 

1 p .  M e i n d l  und H. T u p p y ,  Mh. Chem. 97, 990 (1966). 
o p .  M e i n d l  u n d  H.  T u p p y ,  Mh. Chem. 96, 816 (1965). 
3 R.  K u h n ,  P .  L u t z  und D. L.  JFiacDonald, Chem. Ber. 99, 611 (1966). 

P.  M e i n d l  und H. T u p p y ,  Mh. Chem. 96, 802 (1965). 
5 jp. ~1eindl  und H. T u p p y ,  Mh. Chem. 97, 654 (1966). 
6 R.  K u h n  und G. Baschang,  Ann. Chem. 659, 156 (1962). 
7 S. Roseman  und J .  Ludowieg,  J. Amer. Chem. See. 76, 301 (1954@ 
s y .  Inouye ,  K .  O~)odera, S .  K i t a o k a  und S.  Hirano,  J. Amer. Chem. See. 

78, 4.722 (1956). 
W. Roth  und W. P, ig~an,  J. Amer. Chem. See. 82, 4608 (1960). 
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Tabel le  1. 2 - N - A c y l a m i n o - 2 - d e o x y - D - g l u c o p y r a n o s e n  

N-Acyl-Rest Summen-formel * Schmp.,oc [al D a (Wasser)/~ Ausb'b~% 

185- -188  
1 A  N - P r o p i o n y l e  C9t t1706N (Zers.) + 4 0  ~ (c 5,0)/23 

t 9 4 - - i 9 6  
I B  N - B u t y r y i d  C10HIgO6N (Zers.) -}-37 ~ (e 5,0)/23 

193- -195  
1C N - B e n z o y l e  ClaH1706N (Zers.) + 4 2  ~ (c 2,4)/24 

a Die N-Acylamino-2-deoxy-D-glucopyl"anosen mutarotieren; 
wiehtseinstellung gemessene spezif. Drehung. 

b Ausb. bezogen auf Glucosaminhydrochlorid, 
e ~gl. R. Kuhn und F. Haber, Chem. Bet. 86, 722 (1953). 
d ~r Lit ~ 
e vgl. Lit~. ~ 
* Die C,H- und N-Anaiysenwerte stimmten mit den ber. Werteu sehr gut fiberein. 

Tabel le  2. 2 - A c y l a m i n o -  2 - d e o x y - 4 , 6 - O - b e n z y l i d e n -  
D - g l u e o p y r a n o s e n  

55 

5 i  

60 

[a] D ist die nach Gleicl~ge- 

Summen- Schmp., N-Acyl-l~est formel* ~ [a]D a (Pyridin)/~ Ausb'b' % 

2 1 5 - - 2 2 3  
2 A  N - P r o p i o n y l  C16H2106N (langs. Zers.)  -}-44 ~ (c 5,0)/22 82 

227---236 
2 B  N - B u t y r y l  C17H~306N (langs. Zers.) -}-43 ~ (c 4,05)/24 90 

2 1 1 - - 2 1 6  
2 C  ~N~-Benzoyl c C20H2106~ (langs. Zers.)  + 6 4  ~ (c 5,0)/23 90 

a Die 2-Acylamino-2-deoxy-4,6-O-beazyliden-D-giucol~yranosen mutarotieren; [~]D ist die 
nach Gleichgewichtseinstellung gemessene spezif. Drehung. 

b Ausb. bezogen auf die als Ausgangsmateriat dieneade 2-Acylamino-2-deoxy-D-glucopyranose. 
c vgl. Li~. 13 
* Die C,H- und N-Analysenwerte stimmten mit den bet. Werten sehr gut fibm'ein. 

:N-Aeety l -D-neuramins~ure  ab.  D as  c h r o m a t o g r a p h i s c h e  V e r h a l t e n  e n t s p r i c h t  
ebenfa l l s  d e n  E r w a r t u n g e n  ; m i t  z u n e h m e n d e r  Gr6ile  des N-AcylresiGes is t  eine 
Abna .hme  des h y d r o p h i l e n  C h a r a k t e r s  de r  N-Acy l -D-neuram[ns~uren  u n d  
s o m i t  e~.I~ A n s t i e g  tier R f - W e r t e  v e r b u n d e n  (Tab.  3). Bei  t ier U m s e t z u n g  m i t  
Thiobal :bi turs t~ure n a c h  A m i n o ] ]  le u n d  m i t  l~esorein  n a e h  S v e n n e r h o l m  11 
g a b e n  die N - A e y l - D - n e u r a m i n s ~ u r e n  die e r w a r t e t e n  F a r b r e a k t i o n e n  ; w i th rend  
j edoch  die (auf gleiehe m o l a r e  K o n z e n t r a t i o n e n  der  ~N-Aeyl-D-nem'amins~uren 
bezogenen)  F ~ r b u n g e n  bei  der  T h i o b a r b i t u r s ~ u r e - R e a k t i o n  bei  a l len Verb in -  
d u n g e n  e t w a  gleieh s t a r k  waren ,  n a h m  die In tensi t~V der  F a r b r e ~ k t i o n  m i t  

lo D. A m i n o H ,  Biochem.  J .  81, 384 (1961). 
11 L .  S v e n n e r h o l m ,  Bioehim.  B iophys .  A e t a  [Amste rdam~ 24, 604 (1957). 
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Resorcin v o n d e r  N-Propionyl- 
tiber die N-Butyryl- zur N-Ben- 
zoyl-~)-neuramins~ure stark ab 
(Tab. 10). 

Bei der Synthese der N- 
Benzoyl-D-neuraminsgure (3 C) 
waren kleine Modifikationen 
der yon Kuhn and Baschang ~ 
gegebenen Vorschrift angezeigt. 
So wurde a~f die Abtrennung 
des bei der Kondensation nieht 
ttmgesetzten Oxalessigs//ure-di- 
tert.-butyles~ers mit Ather ver- 
zichtet, da a~eh das N-Bert- 
zoyl- D- nearaminsgure-y-la eton 
etwas gtherlSslieh ist. Das bei 
der Lactonspaltung entste- 
hende, an Dowex l -X8 gebun- 
dene Material m~13te wegen 
seiner geringen WasserlSslich- 
keit vom Ionenaust~seher  mit 
retd.  Athanol, das Ameisen- 
s/~ure in 1 n-Konzentratiort ent- 
hielt, eluiert werden. I)as beim 
Einengen des Eluates ans 
]ende l~ohkristMlis~t liel] sich 
durch fraktioniertes Uml6sen 
ass W~sser in zwei Verbin- 
dungen anftrennen. Diese stehen 
zue inander - -nach  ihren tiber- 
einstimmenden Elementarana- 
lysen za s e h l i e B e n -  im Ver- 
hgltnis der Isomerie. Sie unter- 
seheiden sieh in ihren L6slioh- 
kei~en, Rf-Werten, Sehmelz- 
punkten, spezifisehen Dre- 
hungen und in ihrem reaktive~ 
Verhalten. 

Die leiehter wasserl6sliehe 
und niedriger schmelzende Ver- 
bindung (Sehmp. 192--194 ~ 
[Zers.]), deren op~isc!oe Dre- 
hung in wgl3riger LSsung 

�9 = 
? 

d 

~ o  

z 

I i : 

�9 CD �9 �9 0 �9 

z 
N 

eq 



1632 P. Meindl und H. Tuppy: [Mh. Chem., Bd. 97 

([sold = -  30 ~ sick nicht wesentlich von jener der N-Acetyl-, N-Pro- 
pionyl- un4 N-Butyryl-D-neuramins//ure unterscheidet, ist die N-Benzoyl- 
D-nenramins/inre (3 C). Sie gibt n//mlich, wie weiter unten n/iher erl/intert 
wercten wird, bei der sgmrekatMysierten Umsetznng mit Methanol ein 
Methyl-~-ketosid, das mit  dem aus Metkoxyneuramins/~ure 12 4urck 
Benzoyliernng erkaltenen N-Benzoyl-D-neuraminss 
in allen seinen Eigenschaften iibereinstimmt. N-Benzoy]-D-nenraminsgmre 
wurde vet  knrzem anck yon W e s e m a n n  unct Zi l l i ken  13 syntketisiert. 

Das schwer wasserl6sliche, hSher schmelzende Isomere (Schmp. 211--  
216 ~ [Zers.]), das sowokl mit  Thiobarbiturs~ure l~ als auch mit  gesorcin n 
eine krgftige Farbreakt ion gab, zeigte (in Dimethylmllioxid) eine spezifi- 
sche Drehung yon - - 6 5  ~ gegeniiber einem [z]D-Wert yon ---26 ~ far die 
niedriger sehmelzende N-Benzoyl-D-neur~mins/~ure; mit  beiden Ver- 
bindungen konnte in Dimethylsulfoxi& auch bei vier Wochen langer 
Beobachtung keine Mutarotat ion festgestellt werc[en. Da bei der Synthese 
yon N-Aeyl-D-neuramins~nren n~eh K u h n  nn4 Baschang 6 vier isomere 
N-Acyl-nonnlosamins/inren entstehen k6nnen, die sick hinsioktlich der 
Konfignration an den Kohlenstofis, tomen 4 und 5 voneinander unter- 
sckeiden, ist anzlmehmen, dab fiir die Differenz zwischen dem isolierten 
h6her schme]zenc[en Isomeren der N-Benzoyl-D-nenramins/iure und dieser 
selbst eine verschiedene Konfigur~tion am C-Atom 4 od.er 5 verantwort- 
lieh ist. 

Die N-Acyl-D-nenramins//uren wnrden zur Darstellung ihrer Benzyl-cr 
ketoside zun//chst mittels Essigs/iureanhydrid and  Pyridin aeetyliert, 
wobei die 2,4,7,8,9-Penta-O-aeetyl-derivate (4 A ~ 4  C, Tab. 4) in analysen- 

Tabelle 4. 2,4,7,8,9 - P e n t a -  O- a c e t y l -  N- acy l  -D - n e u r a m i n s g u r e n  

N~Aeyl-l~est Summen- o/ formel /o C % K % N RNA a Ausb'b~ % 

4A 

4B 

4C 

C22H31014N Bet. 49,53 5,86 2,63 
N-Propionyl C22HalO14~N" 1/2H20 Ber. 48,71 5,95 2,58 2,95 62 

Gef. 48,86 6,05 2,46 

C23~-~33014 N Bet. 50,45 6,08 2,56 
N-Butyryl C23H3aO14N' 1/21-I~0 Bet. 49,64 6,16 2,52 3,30 55 

Gel. 49,66 6,30 2,54 

C26H31014~ Ber. 53,70 5,37 2,41 
N-Benzoyl C26H31014~N~-H20 Ber. 52,09 5,55 2,34 3,35 61 

Gel. 52,18 5,86 2,49 

a Dttnnschichtchromatographie auf Kieselgel G mit n-Butanol--n-Propanol--O,ln-ItCl (1 : 2: t). 
b bezogen auf N-Acyl-D-neuramins~ture. 

12 E.  Klenlc, Z. physiol. Chem. 268, 50 (1941). 
13 W. Wesemann und F. Zill iken, Ann. Chem. 695, 209 (1966). 
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reiner Form, wenn auch nicht kristallisierg, erhalten wurden. Diese 
konnten, in Eisessig und Essigs~;ureanhydrid gelSst, mit  troekenem Chlor- 
wasserstoff zu den entspreehenden Aeetoehlorverbindungen (5A--5C, 
Tab. 5) ~mgesetzt werden; die 2-Chlor-2-deoxy-4,7,8,9-tetra-O-aeetyl- 

Tnbelle 5. 2 - C h l o r - 2 - d e o x y - 4 , 7 , 8 , 9 - t e t r a - O - a c e t y I - N - a c y l -  
D - n e u r a m i n s ~ u r e n  

N-Acyl-l~est  Summen-  Schmp. ,  Ausb.  b , 
formel % CI* ~ R2~Aa % 

5A N-Propionyl C20H2s012NC1 Ber. 6,95 
- -  3,35 77 Gef. 7,11 

5B N-Butyryl C21HaoOt2NC1 Ber. 6,77 
- -  3,60 49 Gel. 6,06 

5C N-Benzoyl C24H2aO12XC1 Ber. 6,36 132--134 
Gef. 6,17 (Zers.) 3,80 55 

a Dt innsch ich tchromatograph ie  au f  Kieselgel  G m i t  n - B u t a n o l - - n - P r o p a n o l - - 0 , 1 n  HCI {1 : 2 : ~ ). 

b bezogen auf  die en tspreehende  2,4,7,8,9-Penta-O-acetyl-:K-acyl-D~neuramins~iure. 
* Die C,H- und N-Ana lysenwer te  s~,immten m i t  den bet .  Wer t en  sehr  g u t  t iberein.  

N-benzoyl-D-neuramins/ture (5 C) kristallisierte. Die Acetochlorverbin- 
dungen cter N-Propionyl-, N-Butja'yl- trod N-Benzoyl-D-ne~traminsgm-e 
wurden sod~nn mit  tiberschiissigem wasserfreien Benzylalkohol, der 
zugleich als L6sungsmittel diente, in Gegenwart yon Silbercarbonat zu 
den 4,7,8,9-Tetra-O-acetyl-e-benzyl-ketosiden (6 A - - 6  C, Tab. 6) umge- 
setzt; diese gingen bei milder alkMischer Hydrolyse ia die gut kristalli- 

Tabelle 6. B e n z y l - ~ - K e t o s i d e  der  4 ,7 ,8 ,9 -Te t ra -O-ace ty l -2~ ' . acy l .D.  
n e u r a m i n s / i u r e n  

N-Acyi-l~,est Sammen- Schmp.. [a]D (Essigsre')/~ RNA u Ausb., formel* ~ % 

199--201 
6A N-Propionyl C27H3501aN (Zers.) 

t82--183 
6B N-Butyryl C2S•37013 N (Zers.) 

--17 ~ (c 2,5)/24 4,40 56 b 

--15 ~ (c 2,5)/25 4,61 56 b 

- -  9 ~ (c 5,0)/23 5,40 82e 
i70--t71 

6C-KI N-]3enzoyl C31H3501sN (Zers.) 

6C-K2 N-Benzoyl C31H35013N- 1HsO 120--127 

a Dt innseh ieh tch romatograph ie  auf  Kieselgel G m i t  n-Butanol--n-Propanol--O,lnHCl (1 : 2: 1). 

b bezogen auf  die Ace toch lorverb indung ,  aus  der das  Ke tos id  du tch  U m s e t z u n g  m i t  Bcnzylalkohol  i~i 
Gegenwar t  yon  Ag2COa darges te l l t  worden  ist. 

c bezogen auf  7(I ,  durch  dessert U m s e t z u n g  m i t  Ace tanhydr id  und  Py r id in  6 C  erhai ten  wurde. 
* Die  C,H- und  N-Ana lysemver t c  s t i m m t e n  m i t  den bet. Wer~en sehr  g u t  ~iberein. 
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sierenden Benzyl-cc-ketoside der N-PropionyL, N-Bntyryl- und N- 
Benzoyl-D-neur~mins/inre (7 A- -7  C, Tab. 7) fiber. Das ~-Benzylketosid 
der 4,7,8,9-Tetra-0-~cetyl-N-benzoyl-D-nenramins/gnre (6 C), das bei der 
l~e~ktion yon 5 C mit Benzyl~lkohol als Sirup angefMlen war, kormte 
dutch Aeetylierung der 2-Benzyl-N-benzoyl-~-D-neuramins/inre (7 C)mi t  
Essigs/iure~nhydrid in Pyridin kristallisier~ erhaltelt werden. Je  nach 
den Bedingungen der Kristallisation trat  6 C in versehiedener Form 
anf: w/~hrend beim Uml6sen aus heiBem Aee~on--Wasser die w~sser- 
freie Verbindung isoliert wurde (6 C-K 1, Schmp. 170--171 ~ [Zers.]), 
fiel beim langsamen Kris~a, llisieren ans demselbe~ L6sungsmigtelgemisek 
bei Zimmergemper~tur ein Monohydrat an (6 C-K 2, Sehmp. 120--127 ~ ; 
wie zn erwarten war, s~immten die wasserfreie und die hydratwasser- 
haltige Form im Bezug auf ihr spezifisches Drehverm6gen und ihr chro- 
matographisehes Verhalten miteinander iiberein. 

Tabelle 7. B e n z y l - ~ - X e t o s i d e  der  N - A e y l - D - n e u r a m i n s g u r e n  

N-Acyl-Rest Summen- ~~ C ~erl~. Schmp., [MD (Konz.)/~ R a Ausb., 
formel (Gef.) (Gel.) ~ NA % 

7A 

7B 

7G 

55,20 6,58 162--163 
Propionyl C19H27OgN (55,10) (6,67) (Zers.) --16 ~ (1,25)b/23 3,70 82a 

B u t y r y l  C20H2909 N 56,20 6,84 163--164 --19 ~ (1,25)b/23 4,06 76 a 
(55,90) (6,77) (Zers.) 

59,86 5,90 190--199 
Benzoyl C2sH27OgN (59,59) (5,92) (langs. Zers.) --19~ (2,4)c/22 4,40 40e 

a P ap i e r ch r om a tog raph i e  m i t  X t h y l a c e t ~ t - - E i s e s s i g - - W ~ s s e r  (3 : 1 : 3). 

b I n  Wasser .  

c I n  Dimethylsu l fox id .  

ct bezogen a u f  6 A  bzw. 613, da r ch  deren alk~lische Versei fung das  Ke tos id  erhal ten  
worden  i sk  

e bezogen au l  8C,  aus  dem das  Xe tos id  du t ch  U m s e t z u n g  m i t  Benzylalkohol  in Gegenwar t  
"con A g s e 0 s  und  ~nschlieBende Yersei funa d~rgestel l t  worden  ist.  

Von der N-Benzoyl-D-nenraminsgnre (3 C) wurden ~nch die ~, }-ano- 
meren Methylketoside sowie deren Methyles~er d~rgesCellt (Tab. 8). Das 
Methyl-~-ketosid (8 C ~) war n~ck der Methode yon Koenigs  und Knorr  ~ 

dnrch Umsetznng der 2-Chlor-2-deoxy-4,7,8,9-tetra-O-~eetyl-N-benzoyl- 
D-nenraminsgure (5 C) mit }[ethanol nnd dnrch alkalisehe Verseifnng des 
d~bei entstandenen Per~cetylderivates, rigs aus Aeeton--Wasser bei 
Zimmertemperatur gls Monokych'at kristMlisierte, znggnglieh. Ans dam 
Ketosid 8 C ~ erhielt man mit Diazomethan den 2-Methyl-N-benzoyl- 
~-D-nenrsminsgnre-methylester (8 C ~-Me). Der anomere 2-Methyl-N- 

14 W. Koenigs und E. Knorr,  Ber. dtseh. Chem. Ges. 34, 957 (1901). 
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b e n z o y l - ~ - D - n e u r a m i n s g u r e - m e t h y l e s t e r  ( S C p - M e )  b i lde t e  sich b e i m  

v i e t s t i i nd igen  E r h i t z e n  de r  N-Benzoy l -D-neuramins /~n re  (3 C) m~t l p roz ,  

m e t h a n o l .  HC1; er g ing  bei  m i l d e r  a lka l i seher  Verse i fnng  in das  p -Methy l -  

k e t o s i d  der  N - B e n z o y l - D - n e u r ~ m i n s g u r e  (8 C p) fiber.  

Tabel le  9. S p a l t u n g  d e r  B e n z y l - a - K e t o s i d e  y o n  N - A e y l - n - n e u r a -  
m i n s ~ u r e n  d u r e h  V. c h o l e r a e . N e u r a m i n i d a s e  u n d  I n f l u e n z a - A -  

V i r u s  

Substrate 
Benzyl-a-Ketoside 

v o n :  

[xMole N-Aeyl-D-neuramins~iure, 
freigesetzt dureh 

V. cholerae- Influenza-A-Virus, 
Neuraminidase a Stature Melbourne b 

N:Aeety l -D-neuramins~ure  
N-Glycolyl-D-neuramins~ure  
N-Prop iony l -n -neuraminsgure  

0,087 0,220 
0,057 0,049 
0,019 0,023 

a Anzahl der ,td~Ioie N-Aeyl-D-neuramins~ure, die w~hrend i Stde. bei 37 ~ und pit 6,4 aus 
1 ml einer lnkubationsl6sung, welehe 1 ~xMol Ketosid und 0,30 mi Enzym enthielt, freigesetzt 
worden sind. 

b Anzahl der ~xIv~ole N-AcyI-D-neuramins/~ttre, die w/~hrend 1 Stde. bei 37 ~ and pH 6,5 aus 
1 ml einer Inkubationsl6sung, welche 1 ~Mol Ketosid und 0,05 ml Virus-Suspension enthielt, 
freigesetzt worden sind. 

Tabel le  10. E x t i n k t i o n s k o e f f i z i e n t e n  d e r  i n  d e r  l ~ e s o r e i n -  u n d  
T h i o b a r b i t u r s ~ t u r e - R e a k t i o n  m i t  d e n  s y n t h e t i s c h e n  N - A c y l - D -  

n e u r a m i n s / ~ u r e n  g e b i l d e t e n  F / ~ r b u n g e n  

Thiobarbiturs~ure-Reaktion tl~esor cin-I~eaktion 
N-Aeyl-l)-neuramins~iure ~mol a (546 m,~) Cmol a (578 m~) 

3A N-Propionyl-D-neuramins~iure 66 500 7 900 
3B N-Buty ry l -D-neuramins~ure  57 900 5 000 
3C N-Benzoyl -D-neuramins~ure  61 900 3 340 

a Quotient aus der Extinktion der FSrbung und der Molarit~t der zur I~euktion gebraehten 
N-Acyl-I)-neuramins~ure. Die Messungen erfolgten mit einem Photometer Eppendorf. 

2 -Methy l -N-benzoy l -p -D-nenramins /~u re  (8 C p) u n d  ihr  M e t h y l e s t e r  

(8 C ~-Me)  liel3en siGh a u e h  aus  Me thoxyneur~mins /~u re  dars te l len .  W e n n  

M e t k o x y n e u r a m i n s s  t2 m i t  D i a z o m e t h ~  v e r e s t e r t  u n d  m i t  Benzoe -  

ss N - b e n z o y l i e r t  wurd.e, e n t s t a n d  8 C ~ - M e ,  dessen  a lka l i sehe  

Verse i fung  8 C p l iefer te .  D ie  aus  N e t h o x y n e u r a m i n s / ~ u r e  e r h a l t e n e n  

Pr /~para te  y o n  8 C p und  8 C p - M e  s t i m m t e n  in j ede r  H i n s i e h t  m i t  den  

e n t s p r e e h e n d e n  aus  N - B e n z o y l - D - n e u r a m i n s g u r e  g e w o n n e n e n  P r s  

i ibe re in  u ~ d  gaben ,  m i t e i n a n d e r  gemiseh t ,  a u e h  ke ine  S c h m e l z p n n k t -  

depress ion .  E i n e  , , N - B e n z o y l - m e t h o x y n e u r a m i n s g u r e " ,  die y o n  Paere ls  

und  S ch u t  la d u r e h  d i r ek t e  N-Benzoyl ie r ,  u n g  der  3s  

1~ G. B.  Paerels und J .  Schut,  Bioehem. J .  96, 787 (1965). 



dargestellt worden, jedoch weder durch eine Elementaranalyse noch durch 
Sehmelzpunkt, spezifische Drehung nnd ehromatographisehe Daten 
charakterisiert worder~ ist, diirfte mit tier 2-Methyl-N-benzoyl-~-D- 
neuramins/iure (8 C ~) identisch sein. 

Die ~, ~-anomeren N-Benzoyl-D-neuramins/iure-methylketoside und 
deren Methylester zeigen (Tab. 8) die gleichell Unterschiede der optischen 
D!-elmng, die wir bereits ~iiher 2 
bei den n-Amyl- und n-Hexyl- 
ketosiden und K u h n  3 bei den 
Methylketosiden der N-Aeetyl- 
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Abb. 1 Abb. 2 

Abb. I. Spaltung des 13enzyl-a-Ketosides der N-Propionyl-D-neuraminstim'e (lurch V. cholerae- 
Neuraminidase ( - -  o - -  O - -  o - - )  und durch Influenza-A-Virus, Stamm Melbourne ( - - O - - O - - e - - ) ,  
in Abh~ngigkeit yon der Enzym- bzw. Virus-Menge. Jeder Ansatz enthielt in I ml 1 uMol Benzy!- 
cr und ein variables Volumen (0,10 bis 0,50 ml) Enzyml6sung bzw. Virussuspension. Es 
wurde 2 Stdn. bei pH 6,r bzw. p/~ 6,5 and 37 ~ inkubiert. CNA: ~Mole/m] enzymatisch freigesetzter 

N-Propionyl-D-neuraminsiiure 

Abb. 2. Spaltung des BenzyI-g-Ketosides der N-Propionyl-D-neuraminsgure dutch V. choleras- 
Neuraminidase ( - -  O - -  O - -  O- - )  und durch Influenza-A-Virus, Stamm Melbourne ( - - 0 . - - 0 - - 0 - - ) ,  
in Abh~ingigkeit yon der Inkubationsdauer. Die Ansgtze eDthielten in i ml 0,30 g.gol Benzyl- 
a-Ketosid, 0,60 ml Enzyml6sung bzw. 0,i0 ml u und wurden bei pH 6,4 bzw. 

p g  6,5 und 37 ~ inkubiert. 

D-nenramins/iure festges~ellt haben. Nach dem Glykosidierungsver- 
fahren yon K o e n i g s  und K n o r r  14 werden die weniger stark links- 
drehenden und datum als e-Ketoside bezeiehneten Verbindungen er~ 
halgen, w/~hren4 sieh bei der s//ureka~alysierten Umsegzung der N-Acyl- 
~-neuramins//ureD mit Alkoholen die anomeren ~-Ketoside bilden. 

Die in dieser Arbeit beschriebenen Ketoside tier N-Propionyl-, N- 
Butyryl- und N-Benzoyl-D-neuraminsgure haben eine gut ti~rierbare 
Carboxylgx'nppe. Unter den stark s~uren Bedingungen des Resoreintestes 
hack S v e n n e r h o l m  1~ reagieren sie krgftig positiv; die Fgrbung, die sie bei. 

Mona~shefte ffir Chemie, Bd. 97/6 105 
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der Reaktion mit  Thiob~rbitursgure n~ch Aminoff  1~ geben, ist hingegen 
etw~ 30real sehwgeher als jene, die bei tier Umsetzang gqnivalenter Men- 
g e n d e r  entsprechenclen nichtglykosidierten N-Aoyl-D-nenr~minsgnren 
entsteht. In der Reihe der Benzylketoside nehmen die bei cter Papier- nnct 
Dtinnschichtehrom~tographie beobachteten Rf-Werte veto N-Propionyl- 
tiber das N-Bntyryl- zum N-Benzoyl-~-D-neur~minsgure-Derivat betriieht- 
lich zu. Ein Vergleich der R/-Werte der ~nomeren lV[ethylketoside der 
N-Benzoyl-D-nenr~minsgnre sowie ihrer Methylester zeigt, dal~ die c~-Ver- 
bindungen stets schneller als ihre }-Anomeren w~ndern. 

7 
gA 
J , a  

20,0- 

7J,0 

70,O 

~o 

I ! I i 
o,2o .7oo 7,g doo 

Abb. 3. Spaltung des Benzyl-~-ketosides der ~N'-Propionyl-D-neurarninsiiure duroh V. cholerae, 
Neuraminidase ( - - � 9  und dutch Influenza-A-Virus, Stamrn Melbourne ( - - e - - S - - Q - - ) -  
in Abh~ngigkeit yon der Substratkonzentration c S. aeder Ansatz enthJelt in i ml 0,20 ml 
EnzymlOsung bzw. 0,10 mI Virussuspension. Es wurde .3 Stdn. bzw. 2 Stdn. bei 37 ~ und pit  6,~ 
bzw. pI-I 6,5 inkubiert, cs: ~ o l e / m l  Benzyl-c~-ketosid: CNA: ~lo le /ml  enzymatiseh freige- 

setzter :N-Propionyl-D-neuramins~Jure 

Bei der Untersuchung der SpMtb~rkeit der ~-Ketoside der N-Pro- 
pionyl-, N-Butyryl- und N-Benzoyl-~)-neuramins/~ure dutch V. cholerae- 
Nenre, minidase nnd Influenza-A-Virus, Stature Melbourne, erg~b sieh, dal] 
nnr d~s Benzylketosid der N-Propionyl-0~-D-neur~mins~,ure hydrolysiert 
wurde, ws d~s Benzylketosid der N-Butyryl- sowie d~s Methyl- und 
d~s Benzylketosid der N-Benzoyl-~-~)-neur~mins~nre such n~oh 20sMg. 
Einwirkung de~ Enzyme keine mel~b~re Sp~ltung zeigten. Die Geschwin- 
digkei~ der enzymatisehen Hydrolyse des N-PropionyL~-D-nenr~minss 
benzylketosides wur gering. Es wurde yon tier b~kteriellen Neur~minid~se 
and veto Infl~enz~,virus 5- bzw. 10m~l l~ngs~mer ~ls N-Aoetyl- und 3- bzw. 
2m~l l~ngs~mer ~ls N-Glyko]yl-~-D-neuramins~.nre:benzylketosid ge- 
sp~lten (Tab. 9); diese Versuehe wnrden beJ einer S~bstratkonzentr~tion 
yon ]0 -~ m vo~genommen, bei der die Hydrolysegeschwindigkeit der 
Menge der eingesetzten Enzyme proportional w~r (Abb. 1). Bei geniJgend 
]~nger Einwirkung der Enzyme wurde d~s N-Propionyl-~-D-neur~min- 
s/J, ure-benzylketo~id qn~ntit~tiv in N-Propionyl-~)-neur~mins/~.ure n~d 
Benzylalkohol gesp~lten (Abb. 2). Die Abh~,ngJgkeit der Hydrolyse- 
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geschwindigkeit yon der Snbstratkonzentrat ioa entsprach der Michaelis-- 
Mentensehen Kinetik (Abb. 3); mit  dem Benzy]ketosid der N-Propionyl- 
u-D-nearamins~ure als Subs~rat betrug die Michaeliskonstante (KM), 
nach Lineweaver mad Burlc ~6 graphisch ermittelt, ffir V. cholerae-Neura- 
minidase 1,3 • 10 -2 m und ftir Ilffluenza-A-Virus, S tamm Melbourne, 
1,7 • l0 -3 m; mit  dem Benzy]ketosid der N-Acetyl-e-D-neuraminsg.ure 
als Substrat  sind unter den gleiehen Bedingungen niedrigere KM-Werte, 
4 X 10 -a .m bzw. 1 • 10-~ m best immt worden ~. 

Aus den enzymatischen Untersuehungert geht demnach hervor, da~ 
die A:ffinit/it tier Neuraminidasen far  c~-Ketoside der Sialinsg, nren yon 
deren N-Aeylrest s tark abh//ngig ist und yon N-Aeetyl fiber N-Glykolyl zu 
N-Propionyl abnimmt;  die Abnahme ist bei Influenza-A-Virus, Stature 
Melbourne, grS/?er als bei der V. cholerae-Neuraminidase, deren Substrat,- 
spezifits offenbar geringer ist. Von beiden Enzymen werden Sialins/~nre- 
~.-ketoside mit  N-Butyryl-  oder N-Benzoylresten, die noeh sperriger als 
N-Glykolyl- und N-Yropionylreste sind, nieht mehr gespMten. 

Herrn Dr. H. G. Pereira, World Influenza Center, London, sind wit 
ftir die 1Jberlassung, Herrn Dr. G. Bodo, Arzneimittelforschung Ges. m. b.H., 
Wien, fiir die VermeLrnng und Reinigung yon Influenza-A-Vires, St~mm 
Melbourne, anfriehtig verbunden. Frau A. Edelmann da.nken wir ffir die 
Ausfiihmng der enzymatischen Versuche, Herrn H. Mahr fiir seine aus- 
gezeiehnet.e Nitarbeit, bei der Herstellung der Snbstrate. 

Experimenteller Teil 

Die Schmelzpunkte wurden mit. einem Heizt.isehmikroskop naeh Kofler 
bestimmt. 

Die ElementaranMysen warden yon Herrn Dr. J. Zak, Univ. Wien, aus- 
geffihrt.; die in dieser Arbeit angegebenen -Werte sind jeweils das 51ittel aus 
den Ergebnissen einer Doppelbestimmung. 

Die optisehen Drehungen wurden mit einem Zeiss-Kreispolarimet.er 
0,01 ~ und einem liehtelektrisehen Per]cin-Elmer-Polarimeter in 1 dm-RShren 
gemessen. 

F/it die Diinnsehiehtehromatographie warden Kieselgel G naeh Stahl und 
als Laufmittel n-Butanol--n-Propanol--0,1 n-~C1 ( 1 : 2 : i, v/v/v), fiir die Papier- 
ehromatographie Schleieher & Sehi~ll-Papier 2043 a und als Laufmittel Xthyl- 
aeetat--Eisessig--~u (3 : i : 3, v/v/v, absteigend) verwendet. Um die Sialin- 
s~urederivate siehtbar zu maehen, warden die D/innsehiehtehromatogramme 
mit konz. I-I~S04-Wasser (1:1, v/v) bespriihg und erhitzV 17, die Papierehromato- 
gramme mit Natriummetaper]odat und Benzidin ~s behande]~;. Als RNA be- 

1~ H. Lineweaver und D. Burlc, J. Amer. Chem. Son. 55, 658 (1934). 
~7 K. Randerath, Diinnsehiehtehromatographie, Verlag Chemie, Wein- 

heim/BergstraBe, 1962. 
is Anf/~rbereagentien f~r Dimnsehieht- und Papier-Chromatographie, 

E. Metric A.G., Darmst, adt., 5 (Reagens Nr. 22). 

105 ~ 
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zeichnen wit die auf den Rf-Wert der N-Acetyl-D-neuraminsgure (=  1,00) be- 
zogenen relativen Rf-Werte der Neuramins~urederivate. 

2-Propionylamino-2-deoxy-D-glucopyranose (1 A) 

Eine L6sung yon 64,8 g (0,30 Mole) D-Glucosamin-hydrochlorid in 1500ml 
Wasser and  150 ml Methanol wurde unt  er l~i;lhren bei 0 bis 5 ~ mit 1200 ml 
Dowex l -X8  (CO3"-Form, 0,86Aqu.) versetzt. Nach Zugabe von 54g 
(0,41 Mole) t?ropionsi~ureanhydrid wurde 90 Min. weitergertihrt. Sodann wurde 
das Austauscherharz abgesaugt and mit  Wasser griindlieh ausgewaschen. 
Das Fil trat  und das Waschwasser warden vereinigt und durch eine mit  200 ml 
Amberlite IR-120-H + beschiekte Chromatographiesaule filtriert. 

])as Eluat  wurde kurz auf 80--90 ~ erw~rmt und sodann bei 45 ~ i. Vak. 
eingedampft. Der sirup6se Eindampfrtiekstand wurde in 200 ml 96proz. 
Xthanol bei 50 ~ gelSst und diese L6sung mit Ather bis zur Triibung versetzt. 
Es kristallisierten 38,6 g 1 A, Sehmp. 185--188 ~ [Zers.] (vgl. Tab. 1). Aus den 
Mutterlaugen konnten noch zwei weitere Kristallisate, 16,3 g (Schmp. 176 bis 
187 o [Zers.]) und 4,85 g (Schmp. 175---186 ~ [Zers.]) gewonnen werden. 

2-Butyrylamino-2-deoxy-D-glueopyr (1 B) wurde analog I A aus 
Glucosamin-hydrochlorid und  Butters~ureanhydrid, 2-Benzoylamino-2-deoxy- 
D.glueopyranose (1 C) naeh Inouye s hergestellt (vgl. Tab. 1). 

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

60,7 g (0,26 Mole) 1 A, 210 ml (2,05 Me]e) Benzaldehyd und 38 g (0,28Mole) 
ZnC12 wurden 14 Stdn. bei Zimmertemp. gesch6ttelt. Das Gemisch erwarmte 
sich und erstarrte allm~hlich zu einer lessen Masse. Nach beendeter Reaktion 
wurde das Kristallisat 3real mit  je 250 ml Petro]~ther (PA, 40--60 ~ und 
2real mit je 250 ml Wasser ausgewasehen. Wir erhielten 80 g eines von Benzal- 
dehyd und ZnC12 befreiten Robproduktes, das in 1800 ml Xthanol und 600 ml 
Wasser heiB gel6st wurde. Nun wurde filtriert und das Mare Fil trat  mi~ 
7,5 1 heigem Wasser versetzt. 2 A kristallisierte in farblosen Nadeln, dig naeh 
dem Absaugen, Wasehen und Trocknen 64,2 g wogen. Sehmp. 215--223 ~ 
[langsame Zers.]. Aus der Mutterlauge konnten weitere 4,0 g vom Sehmp. 
205--223 ~ [Zers.] isotiert werden (vgl. Tab. 2). 

Auf analoge Art wig 2 A wm~den 2-Butyrylamino-2.deoxy.g,6-O-benzyliden- 
D.glucopyranose (2 B) und 2-Be~zoylamino-2.deoxy-4,6-O-benzylgden-D-gluco- 
pyq'anose (2 C) dargestellt (vgl. Tab. 2). 

N.Propionyl-D-neuraminsi~ure (3 A) 

5,0 g 2 A und 5,0g Kaliumsalz des Di-tert.-butyl-oxalessigesters 6, 1,~-21 
wurden in 62 ml wasserfr. Dioxan und  62 ml absol. Methanol bei 20 ~ gesehdt- 
telt. Nach 4 Tagen war alles gel6st. Man lieB noch 3 Tage bei 20 ~ stehen und 
stellte dann die L6sung mit Amberlite IR-120-H + (etwa 15 ml, mit absol. 
Methanol gewasehen) auf pI-I 6. Der Austauscher wurde abgesaugt and rni~ 
Methanol gewaschen, Fi l t rat  und Waschfliissigkeit vereinigt und i. Vak. bei 
30 ~ zu einem Sirup eingedampft. Dieser wurde in 25 ml Methanol aufgenom- 

19 R. H. Baker und F. G. Bordwell in: Org. Syntheses, Coll. Vol. I I I ,  141. 
~-o H. Staudinger, Ber. dtseh. Chem. Ges. 41, 3558 (1908). 
~1 H . J .  Backer und J. D. H. Homan, l~ec. Tray. Chim. Pays-Bas 58, 

1048 (1939). 
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men und 2 Tage bei -- 4~ aufbewahrt. Ein Kristallisat, 0,35 g 2 A, wurde 
abgetrennt und die nunmehr klare L6sung zur Entfernung der restliehen 
K+-Ionen noehmals mit  Amberlite IR-120-H+ (45 ml) behandelt. Die Eluate; 
die eine positive !gesorein-geakgion n gaben, wurden gesammelt (etwa 400 ml) 
und i. Vak. bei ~0 ~ auf 80 ml eingeengt. Dann wurde (bei 20 ~ naeh Zusatz yon 
Wasser (2,5 ml} rnit Pd (aus 0,5 g Palladiumoxid) hydrier~. Na,eh 6 S~dm 
war die Wasserstoffaufnahme, 387 ml (unter Normalbedinguagenl, beendeb. 
Naeh Abfiltrieren des Katatysators wurde i. Vak. bei 30 ~ eingedampft und der 
R.heksband in 80 mi Wasser aufgenommen. Die w~13rige Phase wurde 3mal 
mit  Xther, die Xtherextrakte einmal mit  Wasser ausgesehiittelt. Die ver- 
einigten w~iflrigen Phasen wurden sodann am siedenden Wasserbad erwttrmt 
und naeh beendeter Gasentu:ieklung (etwa 20 Min.) mit  etwas Aktivkohle 
versetzt. 1Viam lieB I S~de_ bei Zimmertemp. stehen und filtrierte dann dureh 
eine Sehicht aus Hyflo-SupereeL Die rosa gefiirbte L6sung wurde mit 2 n-NaOtt 
auf pH 9 gestellt und im Eissehrank bei -}- 4 ~ 24 Stdn. a.ufbewM~rt. Der AlkMi- 
verbraueh (Verseifung der gebildeten Laetone) wurde dutch regelmttl~ige Zu- 
gabe yon 2 n-NaOtt  kompensiert. Naeh beendeter Laeton-SpMtung wurde die 
L6sung zuerst mit  20 ml Dowex 50-X8 (H+-Form) behandelt und dann auf 
eine mit Dowex l - X 8  (Formiat-Form; 150 ml) besehiekte Sfiule aufgebraeht. 
Mm~ wuseh mig 3000 ml Wasser naeh und eluierte 3 A mit. 0,4 ~)-Ameisens~ure. 
Die mit Besorein positiv reagierenden Fraktionen (Fraktionen Nr. 25 50; 
20 ml Eluat  pro Fraktion) wurden vereinigt und i .  Vak. bei 30 ~ eingedampft. 
Der rot gefgrbte lgiiekstand (1,75 g) wurde in wenig ~rasser gel6st und dutch 
eine 3,5 em hohe Sehieht aus Aktivkohle und Hyflo-Supereel (5:3, gig) fil- 
~riert. Der nun farblose Eindampfrest  (1,70 g) wurde in Wasser (2 ml) gel6st 
und dureh Zugabe yon Eisessig (35 ml) zur Kristallisation gebraeht. Wir er- 
hielten 1,00 g 3 A (vgl. Tab. 3). 

Analog 3 A wurde aus dem X-Salz des Oxalessigs~iure-di-tert.-butylest.er 
und 2 B N-Buty~yl-D-neuramir~s~ure (3 B) erhMten (vgl. Tab. 3). 

N-BenzoyLD-neuraminsdur~ (3 C) 

50 g 2 (3 und 40 g K-Salz des Oxaiessigsfiure-di-tert.-butylesters wurden in 
480 ml wasserfr. Dioxan und 480 ml absol. ~iethanol 5 Tage bei 2,0 ~ gesehfit- 
telt. Man lieg noeh 2 Tage stehen und versetzte da.nn mit 64 m] Amberlite 
IR-120-I-t+. Der Austauseher wurde abgesaugt und die schwaeh sauer rea,gie- 
rende Lhsung (pH 6) i. Vak_ bei 35 ~ zu einem Sirup eingedampft. Er  win'de in 
150 ml Methanol aufgenomrnen und 2 Tage im K0.hlsehrank aufbewahrt. Ein 
Kristallisat, 6 g 2 C, wurde abgetrennt und das Mare Fi l t ra t  zur Ent%rnung 
der restdiehen K+-Ionen noehmMs mit 350 ml Amberlite IN.-120-H + behandelt. 
l)~.nn wurde auf 350 ml eingeengg u~d (bei 20 ~ mit Pd (aus 4 g Pallad/~mqoxid) 
hydrierK Die Wassersteffaufnahme war nach 8 Stdn. beendet. Naehdem der 
Katalys~r abfilt.riert war, wurde die L6sung i. Vak, bei 30 ~ auf ca. 200 mi 
eingedampft, mit  300 ml Dioxan/~Vasser (1:1, v/v) versetzt und am siedenden 
Wasserbad erwttrmt. Die Oasentwieklung war naeh 90 l~Iin, beendet. Die nun- 
mehr dunkelrot gefttrbte L6sung wurde mit  Aktivkohle nahezu entf/irbt. Zur 
Spaltung der Laetone waren 130 ml 1 r~,-NaOtt erforderlieh (vgl. Laeton- 
spa,ltung bei der Synthese von 3 A). Die LOsung wurde sodarm dureh eine mit  
Dowex l -X8 0_~'ormiat-Form; 1000ml) beschiekte Chromatographies~iule 
(15--20 Tropfen pro Min.) filt.riert. Man wuseh zuerst mit 10 1 Wasser und dann 
mit 5 1 Wasser/Xthanol (1: 1, v/v) naeh; eluierv wurde mit  1 n-I-ICOOH in 
Wasser/Xthanol (1:1, v/v). Das Eluat  wurde in l~'raktffonen zu "),0 mt aufge- 
fangen und in regelm~tgigen Zeitabstiinden dem tlesorein-Test naeh Svenner. 
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holm n unterworfen. Die Fraktionen 240--390 wurden vereinigt und i. Vak. 
bei 40 ~ auf etwa 600 ml eingedampft, wobei eine F/illung (7,2 g) yore Schmp. 
204--208 ~ [Zers.] anfiel. Die rStlich gef~rbte Mutter]auge wurde durch Aktiv- 
kohle filtriert und das farblose Fi l t rat  i. Vak. bei 40 ~ bis zur beginnenden 
Krista]lisation eingedampft. Naeh mehrmaligem Einengen der Mutterlaugen 
erhielten wir 6,78 g 3 C1 vom Sehinp. 192--194 ~ [Zers.] (vgl. Tab. 3). 

Die Kristalle (s. o.) vom Schmp. 204--208 ~ [Zers.] (7,2 g) wurden in 22 mt 
l n - N a O H  und 1000 ml Wasser gel6st, die LSsung sodann mit  Ameisens~ure 
neutralisiert und zuerst dureh Aktivkohle, dann zur Entfernung der Na+-Ionen 
dureh fiberschfissiges Dowex 50-X 8 (I-I+-Form) filtriert. ])as farblose Fi l t rat  
wurde i. Vak. bei 40 ~ bis zur Ausseheidung eines Kristallisates, das abgesaugt 
wurde, eingeengt. Diese Operation wurde mehrere Male wiederholt, wobei 
sich 5,81 g einer sehwer wasserlSsliehen, kristallinen Substanz mit  einem 
Sehmp. yon 211--216 o [Zers.] sowie 0,95 g eines gut wasserl6sliehen Kristalli- 
sates (3 C) vom Sehmp. 192--194 ~ [Zers.] absehieden. Die Substanz mit 
Schmp. 211--216 ~ [Zers.], die in einer Ausb. yon 12% (bezogen auf 2 C) er- 
halten wurde, besaB die gleiche Elementarzusammensetzung wie 3 C: 

Q6H~lO9N. Ber. C 51,75, H 5,70, N 3,77. 
Gel. C 51,48, H 5,73, N 3,92. 

[~]~6 = 65 ~ ( c -  5,0, Dimethylsulfoxid). Papierehromatographie: 
R~-A = 2,72. 

2,4,7,8,9-Penta-O-acetyl-N-propionyLD-neuramins(iure (4 A) 

500 mg 3 A wurden mit 5 ml Pyridin (tiber K 0 H  destill.) und 8 ml frisch 
destill. Ac~O unter R/ihren und Eiskfihlung versetzt. Nach 2 Stdn. war alles 
gel6st. Man liel? etwa 12 Stdn. bei -}- 4 ~ stehen, gob dann die klare gelbe LSsung 
auf 50 g zerkleinertes Eis und rtihrte die Mischung 1 Stde. Das Pyridin wurde 
mit  der entsprechenden Menge eines Kationenaustauschers (Dowex 50-X8, 
H+-Form) entfernt und die nun farblose L6sung lyophilisiert. Der Riickstand 
(1,10 g) wurde in 10 ml Essigester und 60 Inl ~ ther  gelSst. Nach der Zugabe 
yon 40 ml P ~  t ra t  eine gelbliche amorphe F/tllung (118 rag) auf, die abfil- 
tr iert  und verworfen wurde. Die Mutterlauge wurde i. Vak. bei 30 ~ eingedampft 
urld der Eindampfriickstand, ein farbloses Harz, in 10 rnl ~ ther  aufgenommen. 
Aus dieser LSsung wurde nach portionenweiser Zugabe von etwa 200 ml P]f  
eine flockige F/illung erhalten, die nach dem Troeknen fiber PuO5 i. Vak. bei 
Zimmertemp. 510 mg wog. Die Substanz war diinnschichtehromatographisch 
zmheitlich. In  der Mutterlauge war neben 3 A eine zweite, im Dfinnsehicht- 
ehromatogramm sehneller wandernde Substanz (J~A = 5,0) nachweisbar 
(vgl. Tab. 4). 

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

2,4,7,8,9-Penta-O-acetyl-N-benzoyl-D.neuraminsiture (4 C) 

Man liel~ 500 mg 3 C in 5 ml Pyridin mit 8 ml Ac20 unter R/ihren bei 
4 ~ 16 Stdn. reagieren. Die klare gelblieh gef~rbte ReaktionslSsung wurde 

in 50 ml Wasser/J~thanol (1:1, v/v) von 0 ~ eingegossen, das Gemisch 1 Stde. 
geriiha.t und sodann auf eine mit  45 ml Dowex 50-X8 (H+-Form) beschiekte 
Chromatographies~ule ~ufgebracht. Die Eluate, welche die Peraeetylverbin- 
dung enthielten, wurden gesamme]t und lyophilisiert. Der amorphe R~iek- 
stand wurde in 10 ml Essigester und 30 ml J~ther gelSst und mit etwa 30 ml PA 
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bis zum Auf t r e t en  einer Trf ibung versetzt .  Naeh  l~ngerem Stehen floekge 
eine vo lumin6se  F~l lung aus, die abge t renn t  und  verworfen wurde. N a c h  
Zugabe yon wei teren 80 ml  P ~  erhie l ten wir  4 C als gut. f i l t r ierbare amorphe  
Substanz,  welehe im Df innseh ieh~chromatogramm einhei t l ieh war (R~A = 3, 35) 
und  nach  dem Troeknen  tiber P205 i. Vak. bet Z immer temp.  418 mg  wog. 
Aus der Mut te r lauge  konn ten  noch wei tere  63 mg  4 (3 isoliert werden (vgl. 
Tab.  4). I n  der Mut ter lauge  waren  neben  4 C zwei weitere Substanzen diinn- 
sch ich tehromatographiseh  (RheA = 5,26 und  6,10) naehweisbar .  

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

450 mg  4 A wurden  ha 21 ml  Eisessig und  7 ml  Ae20 gel6st. Die auf 0 bis + 4 ~ 
gekfihlte LSsung wurde  mi t  t rockenem HCl-Gas ges~ttigt .  Sodann wurden  das 
LSsungsmi t te l  und  die fibersehfiss. Salzsaure i. Vak. bei 35 ~ ent fern t  und  der 
E indampfr f i cks tand  in 1 ml  Essigester  und  10 ml  :~ther gel6st. Nach  Zugabe 
yon  10 ml  P A  t r a t  eine 61ige F/illu:ag auf, die verworfen wurde. Die nunmehz'  
klare L6sung wurde  in 100 mI Pz{ eingegossen. 5 A fieI als amorphe  F/~llung 
an, die gut  f i l t r ierbar  war. Sie wurde  1 Stde. i. Vak. fiber P205 ge t rockne t ;  
Ausb. 333 nag. Die Substanz  war  d i innschichtehromatographiseh  einheit l ieh 
(vgl. Tab.  5). 

Auf gleiche Weise wie 5 A erhiel ten wir aus 4 B und HC1 2-Chlor-2-deoxy- 
4,7,8,9-tetra-O-aeetyl-N-butyryl-o-neuramins~ure (5 B) (vgl. Tab. 5). 

2-Chlor-2.deoxy-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-N-benzoyl-D-neuramins~ure (5 C) 

300 mg  4 C wurden  in 15 ml  Eisessig und 5 ml  AczO gelSs~. I n  diese L6- 
sung wurde  bei 0 ~ t rockenes  ttC1-Gas bis zur  S~t t igung eingeleitet .  Das L6- 
sungsmit te l  und  die fibersehiiss, tIC1 wurden  sodann i. Vak. bei 40 ~ abgedampf t .  
Der  E indampfr i i eks tand ,  ein farbloses 01, wurde in 5 ml  Essigester  und 40 ml  
Xther  gelSst. Nach  Zugabe yon 75 ml Pfi~ erhiel t  m a n  eine flockige Fal lung,  
die verworfen  win'de. D e m  klaren F i l t r a t  wurden  wei tere  75 ml  PAl zugesetz~. 
5 G kristalt isierte in farblosen Nade ln  aus und  wog nach dem Isolieren und  
Trocknen  (i. Vak. fiber PuO5 bei Z immer temp. )  170 rag. Zur  Analyse wurde 
die S~iure aus 5,5 ml  Essigester,  35 ml  "~ther und  70 ml  P~]" umkrista]l isiert .  
Ausb. 157 mg (vgl. Tab. 5). 

2-Benzyl-4, 7,8,9.tetra-O.acetyl-N-propionyl. a.D.neuraminsaure (6 A) 

2,58 g 5 A (4,5 �9 10 -3 Mole) und 1,8 g Si lbercarbonat  (6,5 �9 10 -3 Mole) 
wurden  mi t  18 ml  wasserfr. Benzyla lkohol  14 Stdn. bet Z immer temp.  un te r  
Lichtausschlul~ geschfit telt .  Nacb  beendeter  Reak t ion  wurde  mit. 50 ml  Ace ton  
verse tz t  und  das Silbersalz iiber Hyflo-Supercel  abfil tr iert .  Die nunmehr  
klare und schwaeh gelb gefgrbte  L6sung wurde  mi t  50 ml  Wasser  versetzr  
und  auf  eine mi t  Dowex l - X 8  ( F o r m i a t - F o r m ;  300 ml) beschickte S~ule auf- 
getragen.  N a c h d e m  die L6sung eingesiekert  war, wurde  zuerst  mi t  5 1 Wasser /  
Aee ton  (1:1, v/v) naehgewaschen,  dann mi t  0 , 4 n - H C O O H  in Aee ton /Wasser  
(1:1, v/v) das perace ty l ie r te  Benzylke tos id  der AX-Propionyl-D-neuramins~ure 
eluiert .  Die im Resorcin-Test  posi t iv  reagierenden F rak t ionen  win-den ge- 
sammel t  und  i. Vak. bei 40 ~ einged&mpft. Der  kristal l ine E indampf re s t  
(2,3 g) wurde  in 50 ml  Ace ton  und  20 ml  "Wasser gelSst, m i t  e twas Tierkoble  
behandel t ,  die nahezu farblose L6sung am siedenden ~Vasserbad bis zur 
beginnenden Trfibmng eingeengt  und fiber lkZacht b e i +  4 ~ stehengelassen.  
Dabei  kris tal l is ier ten 1,65 g 0 A  (Schmp. 199--20i~ die aus 15 ml  Ace ton /  
Wasser  (2 : i ,  v/v) nochmals  umgelSst  wurden.  Ausb. 1,45 g (vgl. Tab. 6). 
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2-Benzy l .N -prop iony l -  Ct-D.neuramins(ture (7 A) 

1,3 g 6 A (2,2 �9 I0 -a Mole) wurden  mi t  20 ml  l n - N a O t t  (20 - l0 -a Mole) 
15 Min. bei 40 ~ verseift .  Zur En t f e rnung  der Na+-Ionen  wurde  mi t  iibersehfiss. 
Ka t ionenaus tauscher  Dowex 50-X8 (I t+-Form) versetz t ,  der Aus tauseher  
ausgewaschen und das F i l t r a t  lyophil isiert .  Den  ]=tfiekstand (998 rag) ]6sten 
wir in 0,5 ml  Wasser  und 5 ml  Methanol ;  sodann wurden  55 ml ~ t h e r  zuge- 
geben und  fil triert .  Nach  Zugabe yon insgesamt 80 ml  Nther  und  50 ml  P A  
isolierten wir 834 mg  7 A ;  Sehmp. 160--163 ~ Zur Analyse  wurde  noehmals  
aus Wasser  (0,4 ml) + Methanol  (3,5 ml) § Nther  (90 ml) umkris tal l is ier t  ; 
Ausb. 761 mg  (vgl. Tab. 7). 

Auf analoge Ar t  wie 6 A und 7 A wurde aus 5 B~ Benzylalkoho]  und  
Si lbercarbonat  2 - Benzy l -4 ,7 ,8 ,9 . te t ra .O-ace ty l -  N . b u t y r y l  . e-D - neuramins(~ure 
(5 B) (vgl. Tab. 6) und  nach  deren alkaliseher Verseifung 2-Benzy l -N-bu tyry l -~ -  
D-neuramins~ture (7 B) erhal ten  (vgl. Tab.  7). 

2-Benzy l -N-benzoy l -  e -D-neuraminsaure  (7 C) 

Aus 2,6 g 5 C, 20 ml  wasserfr. Benzyla lkohol  und  1,5 g Si lberearbonat  
wurde un te r  den fiir 6 A besehr iebenen Versuehsbedingungen ein Reakt ions-  
p roduk t  (2,I g) erhal ten,  das n ieht  zur  Kris ta l l isa t ion zu br ingen war. Das 
Harz  wurde  daher  zur Verseifung der O-Aeety lgruppen in 60 ml  Wasser  auf-  
genommen  und  langsam mi t  30 ml  1 n - N a O t t  versetzt .  Die Na+-Ionen  wurden  
mi t  iibersehiiss. Dowex 50-X8 (H+-Form) ent fern t  und die L6sung bet r ~ 
i. Vak. auf  ein kleines Volumen eingeengt.  Es kristal l is ier ten 1,09 g 7 C aus. 
Das Kris ta l l i sa t  wurde in e i n e m  Gemisch aus Aceton  (28 ml), Wasser  (22 ml) 
und  Methanol  (40 ml) gel6st und  die LSsung bet 40 ~ i. Vak. bis zur beginnenden 
Kris ta l l isa t ion (auf e twa 20 ml) eingeengt.  7 C wog naeh  dem Absaugen und 
Troeknen  (i. Vak. fiber P205) 856 mg  (vgl. Tab. 7). 

2-Benzyl -4 ,7 ,8 ,9- te tra-O-acety l -N-benzoyl -~-D-neuraminsaure  (6 C) 

206 nag 7 C wurden  bei e twa 20 ~ mi t  1,5 ml  Pyr id in  (tiber K 0 H  destill.) 
und 2,5 Inl friseh destill. A c 2 0  unte r  kr~f t igem Rfihren versetzt .  Naeh  1 Stde. 
war das Reakt ionsgemiseh  klar ;  man  lieg nun 15 Stdn. bet + 4 ~ stehen. 
Sodann wurden  10 ml  Wasser /Alkohol  (1:1, v/v) yon 0 ~ zugegeben und das 
Pyr id in  fiber Dowex 50-X8 (H+-Form) entfernt ,  das Ketos id  aus dem Aus- 
tauseher  mi t  Alkohol /Wasser  (1:1, v/v) ausgewasehen und die im Resorcin- 
Test  posi t iven F rak t ionen  des E lua t s  i. Vak. bet 40 ~ e ingedampft .  Der  Rfiek- 
s tand  wurde  in 5 ml  Aeeton  gel6st und auf dem sied. Wasserbad  mi t  Wasser  
bis zur beginnenden Tr i ibung versetz t .  Es  kristal l is ier ten Mlm~hlieh 188 mg  
6 13. Die Substanz wurde  aus heiBem Aeeton/W'asser  umgel/3st. Sie fiel in 
F o r m  kubiseher  Krist/~llehen v o m  Sehmp. 170--171 ~ [Zers.] (6 C-K 1) an 
(129 mg). Die vere in ig ten  Mut te r l augen  hinterl ieBen naeh dem Ein-  
dampfen  einen teilweise kristMlinen Rf ieks tand  (144mg),  der in Aeeton  
(15 ml) gel6st wurde. N u n  wurde  bet Z immer temp.  Wasser  bis zur Trf ibung 
zugegeben und  die L6sung in e inem offenen Gef/~l~ stehengelassen, wobei  ein 
Teil des LSsungsmit te ls  al lm~hlieh verdunste te .  Naeh  3 Tagen wurden  101 mg 
6 C - K  2 isoliert. Die Substanz kristal l is ierte nadelf6rmig,  zeigte ein Sehmelz- 
in terval l  yon 120--127 ~ und  war  ehromatographiseh  einheitlieh. K 1 und  K 2 
wurden  ffir die E lemen ta rana lyse  2 Stdn. i. Vak. bet 100 ~ fiber P205 getroek- 
ne t  (vgl. Tab.  6). 
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2 - M  ethyl .4 ,  7 , 8 ,9-tetra-O-acetyl-  N - b e ~  zoyL  ~- D . n e u r a m  in s~ ure  

1,61 g 5 C, 1,12 g Silbercarbonat und 50 ml wasserfr. Methanol wurden 
13 Stdn. unter LichtaussehluB geschfitteR. Nach beendeter Reaktion wurde 
dureh Hyflo-Supercel filtriert und das klare Fi l t ra t  auf eine mit  Dowex 50-X 8 
(H+-Form; 10 ml) beschiekte Chromatographies~iule aufgebracht. Das Aus- 
tauseherharz wurde mit  Methanol nachgewaschen und das Eluat  i. Vak. bei 
40 ~ eingedampft. Der ~fiekstand (1,51 g) wurde in 10 ml Methanol und 200 ml 
-~[ther gelSst. Auf die Zugabe yon 400 ml PA entstand eine F~llung, die nach 
einiger Zeit abfiltriert wurde. Aus dem Filtra~ wurden naeh portionenweiser 
Zugabe yon insgesamt 425 ml P ~  785 mg 2-Methyl-4,7,8,9-tetra~O-acetyl-N- 
benzoyl-~-D-neuramins~ure zur Kristallisation gebracht. Naeh dem UnflSsen 
aus Methanol (2 ml), ~-ther (60 ml) und Pz~ (140 ml) betrug die Ausb. 603 mg 
(38%, bez. auf 5 C). Sehmp. t10 ~ [~]~  = -  19 ~ c = 5,0, AcOH). Zur 
Analyse wurde i. Vak. fiber P20~ getroeknet. 

C~H3~O~N �9 H20. Ber. C 52,54, H 5,82, N 2,45. 
Gel. C 52,35, H 5,78, N 2,58. 

2 - M e t h y l - N - b e n z o y l . z . - D - n e u r a m i n s ~ u r e  (8 C ~) 

Zu 502rag 2-Methyl-4,7,8,9-tetra-O-aeetyl-N-benzoy]-~-D-neuramins~ure 
wurden 50 ml Wasser und 10 ml i n  NaOH zugegeben. Man liel~ 15 Min. bei 
40 ~ stehen. Naeh Entfernung der Na+-Ionen mit  Dowex 50-X8 (H+-Form) 
wurde die LSsung lyophilisiert. Das Ketosid fiel als farbloses Harz (352 rag) an 
und wurcle aus Wasser (t ml), 5[ethanol (18 ml), J~ther (100 ml) und PJl  
(40 ml) zur Kristallisation gebracht (304 rag) ; Schmp. 172--182 ~ (Zers. ; naeh 
Umwandlung bei 145~ Analyse wurde aus Wasser (1,5 ml) + Methanol 
(5 m l ) ~  ~ ther  (20 m]) umkristallisiert und 2 Stdn. i. Vak. bei 100 ~ fiber 
P205 getroeknet (vgl. Tab. 8). 

2 - M e t h y l - N - b e n z o y l - ~ - D - n e u r a m i n s ~ . u r e - m e t h y l e s t e r  (8 C ~- -Me)  

79 mg 8 C ~ wurden in 5 ml wasserfr. Methanol warm gelSst und mit 
einer LSsung yon CHIN2 in ~ ther  (15 ml) versetzt. Naeh der Zugabe yon 
35 ml ~ ther  t rat  eine floekige F~llung auf, die abgetrennt wurde. Dem klaren 
Fi l t ra t  wurden noehmals 20 ml ~ ther  hinzugeffigt, worauf die Kristallisation 
des Esters (8 C ~ e )  einsetzte. Er  wurde aus Methanol (3 ml) und ~_ther 
(18 ml) umkristallisiert. Vor der Elementaranalyse wurde 2 Stdn. i. Vak. bei 
100 ~ fiber P205 getroeknet (vgl. Tab. 8). 

2-~Y ie thy l -N-benzoy l -~ -D-neuramins~ure -me thy l e s t e r  (8 C } - -Me)  

a) D a r s t e l l u n g  aua 3 C : 1,5 g 3 C wurden in 500 ml lproz, absol, methanol. 
HC1 11 8tdn. unter Rfiekflui~ gekoeht, wobei es langsara in LSsung ging. Zur 
Entfernung der C1--Ionen liel~ man die L5sung durch Dowex I -X 8 (Formiat- 
Form;  80 ml) siekern und wuseh sodann das Austauscherharz mit Methanol 
aus. Die Eluate und Waschflfissigkeiten wurden vereinigt trod im Vak. bei 40 ~ 
eingedampft. Der teilweise kristalline Rfiekstand (1,7 g) win'de mit 10ml 
MeVhanol digeriert. Die unlSslichen Kristalle wogen nach Wasehen mit Metha- 
nol und Troclmen 262 rag; Schmp. 210--217 ~ [Zers.]. Bei diesem /~ristallisat 
dfirfte es sich mit groBer Wahrseheinliehkeit um den Me-Ester yon 3 C 
hande]n. 

Die Mutterlauge lind die Waschfliissigkeiten (zusammen 22 ml) wurden 
mit  250 ml ~ ther  und 40 ml P_4 versetzt. Eine sehmierige Fgl]ung wurde ab- 
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getrennt und zu dem nunmehr  klaren Fil trat  Xther (60 ml) und P ~  (100 ml) 
zugegeben. Die Kristallisation yon 8 C ~ - -Me  setzte sofort ein. Das X.ristallisat 
(810 mg) wurde aus Methanol (6 ml) und  Xther (55 ml) umkristaIlisiert. Die 
ehromatographiseh einheitliehe Substanz wurde ffir die Analyse 2 Stdn. im 
Vak. bei 100 ~ fiber P2Oa getroeknet (vgh Tab. 8). 

b) Darstellung aus Methoxyneuraminsi~ure: 746mg Methoxyneuramin- 
s~ure (Sehmp. ab 200 ~ [Zers.]; [~]i~ 7 = - -52~  aus l~indersubmaxillarismucin 
dargestellt 22, wurden bei 50 ~ in 250 ml absol. Methanol gel6st und nach dem 
Erkalten mit fiberschfiss. ~ther. CI-I2N~ versetzt. Eine Trfibung wurde ab- 
filtriert und das Fi]trat im Vak. bei 30 ~ eingedampft. Den zurfickbleibenden 
Methylester der Methoxyneuraminsgure, ein farbloses 01, 15sten wir in 80 ml 
Methanol, versetzten dann mit  1,21 g Benzoes~tureanhydrid und erhitzten das 
Gemisch 1 Stde. am siedenden Wasserbad. Nun wurde im Vak. bei 50 ~ ein- 
gedampft. Eine papierehromatographisehe Prfifung ergab, dag die N-Benzoy- 
lierung quant i ta t iv  verlaufen war. Das t~eaktionsprodukt wurde in 100 ml 
Wasser aufgenommen und 4rnM mit Ather ausgeschfittelt. Die w~grige Phase, 
welche 8 C ~ - -Me  enthielt, wurde sodmm im Vak. bei 40 ~ eingedampft und 
hinterlieg ein rotgelbes Harz (937 rag). Dieses wurde in 30 ml Methanol gelbst 
und mit  250 ml Nther versetzt. Eine floekige F/illung wurde abfiltriert, das 
klare Fi l t rat  mit  l l 0  ml Pz{ versetzt und yon einem 5ligen Niedersehlag ab- 
dekantiert. Aus der Mutterlauge kristallisierten naeh portionenweiser Zugabe 
von insgesamt 190 ml PA 362 mg 8 (3 ~--Me.  Beim Uml6sen aus Methanol 
(7 ml) + ~ther  (70 ml) erhielten wit schlieglich 284 rag, die f/ir die Analyse 
2 Stdn. im Vak. bei 100 ~ fiber P205 getrocknet wurden (vgl. Tab. 8). 

2-Methyl-N-benzoyl-~-D-neuraminsi~ure 8 C 

Zu einer LSsung yon 500 mg 8 C ~- -Me in 14: ml Wasser wurden 2 ml 
1 n-NaOH hinzugeffigt. 2vIan lieg 15 Min. bei 40 ~ stehen und entfernte dann 
die Na+-Ionen fiber Dowex 50-X 8 (H+-Form). Die LSsung wurde im Vak. bei 
40 ~ eingedampft und hinterlieg eine farblose, amorphe Substanz (558 rag). 
Diese wurde aus Wasser (0,5 ml), Methanol (8 ml) und ~_ther (200 ml) zur 
Kristallisation gebraeht. Ausb.: 347mg; Sehmp. 144:--145 ~ [Zers.]. Zur 
Analyse wurde aus Wasser, Methanol und Nther umkristallisiert und 2 Stdn. 
im Vak. bei 100 ~ fiber P205 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 NaC1 und 1 mg/ml 
CaCI2 enthielt, gel6st und  besal3 laut Angabe der Erzeugerfirma eine Aktivit~tt 
yon 500 Einheiten/ml. 1 ml dieser Lbsung wurde mit  4 ml eines 0,1 m-Malein- 
s~ure--NaOH Puffers ~ pII  6,4, der 0,02m CaC12 enthielt, auf 5 ml gebraeht. 
0,30 ml der auf diese Weise erhMtenen EnzymlSsung setzten aus 1 ml 10-3m 
N_Aeetylneuraminyl.lactose 1, 2a in 1 Stde. bei pI-I 6,4: und 37 ~ 0,152 ~Mole 
N-Aeetyl-D-neuramins~ure in Freiheit. 

Influenza-A-Virus, Stature Melbourne, stammte yore World Influenza 
Center, London. Die in unsere Versuche eingesetzten Virus-Pri~parate ~ ent- 

22 1~. Weygand und H. Rinno, Z. physiol. Chem. 306, 173 (1957). 
23 ,,Methods in Enzymology" (Hrsg.: S. P. Colowiek und N.  O. Kaplan), 

Vol. I, 14:2, Academic Press, New York, 1955. 
2~ M. Schneir, R. J. Winzler, M.  E. RaHelson, Biochem. Preparations 9, 1 

(1962). 
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hielten 215 hi~magglutinierende Einheiten pro ml. 0,05 ml der Virussuspension 
setzten aus 1 ml 10-3m N-AeetyIneuraminyldaetose in 1 Side. bei p H  6,5 und 
37 ~ 0,285 l~3{ole N-Aeetyl-D-neuramins~ure in Freiheit .  

Die Spaltungsversuehe mit  V. cholerae.Enzym wurden bei p H  6,4~ in einem 
0,1 m-Maleinsfiure--NaOtt-Puffer ,  der O,02m CaC12 enthielt,  mit  Ilffluenza-A- 
Vh~us, S tamm Melbourne, hingegen bei p H  6,5 in einem 0,067m-Phosphat- 
puffer ausgefiihrt. Die Inkubat ions tempera tur  betrug immer 37 ~ Wurde 
l~nger Ms 3 Stdn. inkubiert ,  so enthielt  1 ml der InkubationslSsung neben dem 
Substrat  und dem Enzym bzw. Virus noeh ~0 Einheiten Penicillin. Jeder  
Versuch wurde als Doppelbest immung ausgef/ihrt trod yon einem gleieh 
behandelten Kontrollansatz,  der kein Enzym enthielt,  begleitet. 

Die Best immung der enzyma~isch freigesetzten Sialins~uren erfolgte naeh 
einer unseren Erfordernissen angepaBten Thiobarbiturs/~ure-Reaktion 1, 10. Es 
wurden Eiehkurven f/Jr die N-Propionyl- ,  N-But.yryl- und N-Benzoyl-D- 
neuramins~ure im Maleinsgure--NaOH-Puffer  und Phosphatpuffer  auf- 
genommen. 


