Uber die Spaltung synthetischer Sialinsiure-o.-Ketoside
durch Neuraminidase

Von
P. Meindl und H. Tuppy

Aus dem chemischen Laboratorium der Arzneimittelforschung Ges.m.b. H.*
und dem Institut fur Biochemie der Universitit, Wien

Mit 7 Abbildungen

( Eingegangen am 29. April 1966)

Von den synthetischen Ketosiden der N-Acetyl-D-neuramin-
saure werden nur die weniger stark linksdrehenden, als «-Ketoside
bezeichneten Anomeren durch die Neuraminidasen von Vibrio
cholerae und Influenzavirus hydrolysiert. Die Natur des «-keto-
sidisch gebundenen Restes ist fir die Spaltbarkeit von untergeord-
neter Bedeutung. Die Michaelis-Konstanten fiir die enzymatische
Hydrolyse von 2-Alkyl- und 2-Aralkyl-N-acetyl-«-p-neuramin-
séiuren liegen ebenso wie fiir die des mnatiirlich vorkommenden
Trisaccharides N-Acetylneuraminyl-lactose in der GréBenordnung
von 1073 m. Fiir quantitative Bestimmungen der enzymatischen
Wirksamkeit von Neuraminidase-Préparaten ist die gut kristalli-
sierende und rasch spaltbare 2-m-Nitrobenzyl-N-acetyl-«-D-neura-
minsgure besonders geeignet. o-Ketoside der N-Glykolyl-p-neu-
raminséure werden von V. cholerae-Neuraminidase ebenfalls, wenn
auch langsamer, hydrolysiert. Die Methylester der «-Methyl-keto-
side von N-Acetyl- und N-Glykolyl-D-neuraminséure sind
enzymatisch nicht spaltbar.

Among the synthetic ketosides of N-acetyl-p-neuraminic acid.
only the less levorotatory anomers, which have been designated
as the a-ketosides, are hydrolyzed by the neuraminidase of Vibrio
cholerae and. influenza virus. The o-ketosides are prone to be
cleaved by the neuraminidase irrespective of the nature of their
aglyeon. The Michaelis constants have been determined for the
enzymatic hydrolysis of several 2-alkyl and 2-aralkyl N-acetyl-n-
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neuraminic acids as well as for the cleavage of the naturally oceur-
ring trisaccharide, N-acetylneuraminyl-lactose, and have been
found to be of the order of 103 m. The crystalline and readily
‘hydrolyzable substrate, 2-m-nitrobenzyl-N-acetyl-«-D-neuraminic
acid, has proved to be particularly suited for quantitative estima-
tions of the enzymatic activity of neuraminidase preparations.
o-Ketosides of N-glycolyl-p-neuraminic acid are also cleaved by
V. choleraeneuraminidase, though somewhat more slowly. The me-
thyl esters of the methyl ketosides of N-acetyland N-glycolyl-a-D-
neuraminic acid are resistant to neuraminidase.

Aus zahlreichen Glykoproteiden, Glykolipiden und Oligosacchariden
werden ketosidisch gebundene Sialinsdurereste durch Neuraminidasen
enzymatisch jn Freiheit gesetzt!s 2. Neuraminidase-Aktivitit wurde zuerst
als eine charakteristische Eigenschaft von Influenza- und anderen Myxo-
viren entdeckt? 4. Spéter fand man, daB Enzyme mit einer sehr dhnlichen
Spezifitit von Cholera-Vibrionen® und einer Reihe anderer Mikroorganis-
men produziert werden und in geringer Menge auch in tierischen Geweben
anzutreffen sind.

Die natiirlich vorkommenden, durch Neuraminidasen spaltbaren Sialin-
siure-Ketoside sind von Kuhn und Brossmer$ zunichst auf Grund eines Ver-
gleiches der optischen Drehung der N-Acetyl-neuraminyl-lactose mit den
Drehungen der N-Acetyl-p-neuraminséiure und der Lactose als «-Ketoside
angesprochen worden. Eine verldBlichere Konfigurationsbestimmung hatte
eine Gegeniiberstellung anomerer Paare von Sialinsidure-Ketosiden zur Voraus-
setzung. Wir haben in einer vorhergehenden Arbeit? Synthese und Eigen-
schaften der «,B3-anomeren n-Amyl- und n-Hexyl-Ketoside der N-Acetyl-n-
neuraminsgiure beschrieben, wahrend Kuhn et al.8 kiirzlich iiber die beiden
anomeren Methyl-Ketoside und deren Methylester berichteten. Von den
anomeren Paaren wurde jeweils die weniger stark linksdrehende Verbindung,
die somit nach der Hudsonschen Regel® — unbeschadet der noch nicht ge-
sicherten absoluten Konfiguration am C-Atom 2 — als das «-Ketosid zu be-
zeichnen war, durch Vibrio cholerae-Neuraminidase gespalten.
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Auler den schon genannten Amyl- und Hexyl-Ketosiden haben wir
noch eine Reihe weiterer a-Ketoside der N-Acetyl- und auch der N-Gly-
kolyl-p-neuraminséure!® 11 synthetisch gewonnen. In der vorliegenden
Arbeit wird dariiber berichtet, wie sich diese a-Ketoside als Substrate der
V. cholerae- und der Influenzavirus-Neuraminidase verhalten. In den Kreis
der enzymatisch untersuchten Verbindungen sind auch die Methylester
der Methyl-«-ketoside der N-Acetyl- und N-Glykolyl-b-neuraminséure
einbezogen worden.

Material und Methoden

N-Acetylneuraminyl-lactose wurde nach Angaben von Schneir et al.'? aus
Frauenmilch in einer Menge von ungefihr 0,30 g je Liter gewonnen. Da das
Natriumsalz des Trisaccharides bestandiger als die freie Séure ist, wurde deren
wifirige Losung mit 0,1 n-NaOH auf pH 7 gebracht und sodann lyophilisiert.
Der nach Svennerholm® bestimmte N-Acetylneuraminsiure-Gehalt unserer
Priparate betrug im Mittel 45%, (ber. 47,1%).

2-Benzyl-N -acetyl-o-D-neuraminsiure, fritherl® nicht kristallin erhalten,
konnte nunmehr zur Kristallisation gebracht werden. Das durch Verseifung
der 2-Benzyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-N-acetyl-«-D-neuraminsdure gewonnene,
zu einem Harz erstarrte Ol (780 mg) wurde in einer Mischung von 10 ml absol.
Methanol und 0,5 ml Wasser gelost. Die Losung wurde mit 50 ml Ather ver-
setzt und filtriert. Wenn zum Filtrat insgesamt 100 ml Petrolither (P4, 40 bis
60°) portionenweise zugegeben wurden, kristallisierten 703 mg o-Benzyl-
ketosid (Schmp. 155—162° [Zers.]) aus. Zur Apalyse wurde nochmals aus
Methanol, Wasser und Ather umkristallisiert. Schmp. 162—164° (Zers.).
[€]gl: — 16° (¢ = 2,4; H20).

C13H2500N, Ber. € 54,13, H 6,31, N 3,51.
Gef. C 53,77, H 6,42, N 3,71.

2-Methyl-N -acetyl-o-D-neuraminsiure- meth,ylester Zu einer Losung von
402 mg 2-Methyl-N-acetyl-a-D-neuraminsidure’® in 7,5 ml absol. Methanol
wurde eine #ther. Losung von Diazomethan (50 ml) zugefiigt. Nachdem eine
flockige Fallung abfiltriert und das Filtrat portionenweise mit 50 ml PA
(40 biz 60°) versetzt worden war, kristallisierte der Ester aus (279 mg) und
wurde aus Methanol (8,5 ml), Ather (40 ml) und PA (35 ml) umgelost. Ausb.
201 mg (48% d. Th.), Schmp. 167—169°. [¢]23: — 12° (¢ = 4,7; H20).

013H2909N. Ber. 046,29, H 6,87, N4:,15.
Gef. C 46,24, H 6,93, N 3,99.

2-Methyl-N -glykolyl- a-p-neuraminsiure-methylesier. Auf analoge Weise er-
hielten wir aus 300 mg 2-Methyl-N.glykolyl-o-D-neuraminsgure!* mit CHoNp

1 P, Meindl und H. Tuppy, Mh. Chem. 96, 802 (1965).
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110 mg des entsprechenden Methylesters, der aus Methanol (8 ml), Ather
(50 ml) und P4 (50 ml) umgeldst wurde. Ausb. 103 mg (349, d. Th.), Schmp.
165—168°. [o]24: — 13° (¢ = 4,0; H,0).

Ci1sH23010N. Ber. C 44,19, H 6,56, N 3,97.
Gef. C 44,04, H 6,56, N 4,30,

Die tibrigen «-Ketoside der N-Acetyl- und N-Glykolyl-p-neuraminsiure, die
in dieser Arbeit als Neuraminidase-Substrate dienten, wurden nach?®. 11 dar-
gestellt.

Neuraminidase aus Vibrio cholerae wurde von den Behringwerken A.G.,
Marburg/Lahn, bezogen. Das Enzym war in einem 0,05 m-Acetatpuffer
(pH 5.5), der 9 mg/ml NaCl und 1 mg/ml CaCly enthielt, gelést und besaB
laut Angabe der Erzeugerfirma eine Aktivitit von 100 Einheiten/ml. 0,30 ml
Enzymlésung setzte aus 1ml 1073 m-N-Acetylneuraminyl-lactose in 1 Stde.
bei pH. 6,4 und 37° 0,128 yMol N-Acetyl-p-neuraminsiure in Freiheit.

Influenza-A-Virus, Stamm Melbourne, stammte vom World Influenza
Center, London. Es wurde in Hiithnereiern vermehrt und durch Adsorption
an Hihnererythrocyten und nachfolgende Desorption gereinigt. Durch
Zentrifugieren bei 100000 g wurde das Virus in Form eines ,,Pellet* erhalten.
Nach Suspendieren in phosphatgepufferter physiologischer Kochsalzlésung
wurde der Hémagglutinationstiter nach Salk* bestimmt; er betrug 212 Bin-
heiten/ml. 0,30 ml Virussuspension setzte aus 1ml 10-3 m-N-Acetylneura-
minyl-lactose in 1 Stde. bei pH 6,5 und 37° 0,162 yMole N-Acetyl-p-neuramin-
sdure frei.

Spaltung der Sialinsiure-Ketoside durch Vibro-cholerae-Neuraminidase. Die
chromatographisch einheitlichen Ketoside wurden, wenn nicht anders ange-
geben, in einem 0,1 m-Maleat-Puffer1s, der 0,02 m-CaCly enthielt, geldst. Kri-
stallisierende und nicht hygroskopische Ketoside wurden eingewogen, die
Konzentrationen der iibrigen Ketoside wurden in der Pufferlésung durch
quantitative Sialinsdure-Bestimmungen nach der Resorcin-Methode!® er-
mittelt. — Die Inkubationsansétze enthielten in der Regel 0,70 ml gepufferte
Ketosid-Lésung und 0,30 ml (ca. 30 Einh.) Neuraminidase-Lésung. Die Inku-
bation wurde bei 37° vorgenommen. Jeder Versuch wurde als Doppelbestim-
mung ausgefiibrt und von einem gleich behandelten Kontrollansatz, der kein
Enzym enthielt, begleitet.

Spaltung der Sialinsdure-Ketoside durch Influenzavirus-Newraminidase.
Die Ketoside wurden in 0,067 m-Phosphatpuffer pH 6,5 (nach Sorensen'6) ge-
16st, mit Influenzavirus-Suspension (0,20 bis 0,40 ml) versetzt, mit Phosphat-
puffer auf 1 ml aufgefiillt und bei 87° inkubiert. ‘

Bestummung der freigesetzten Sialinsdure. Die Thiobarbitursiure-Methode 17
wurde folgendermafBen unseren Erfordernissen angepalBt: 0,2855 g Acidum
periodicum (Merck, p. a.) wurden in 50 ml 0,2 m-H2SO04 gelbst. Zu jedem Ver-
suchsansatz (1 ml) wurde am Ende der Inkubationszeit 0,5 ml saures Perjod-
sdurereagens zugegeben. Die Mischung blieb 30 Min. bei 37° und wurde dann
mit 0,50 ml Natriumarsenitlosung?” versetzt. Wenn nach einigen Min. die
durch ausgeschiedenes Jod verursachte Braunfirbung verschwunden war,

1t J. E. Salk, J. Immunol. 49, 87 (1944).

18 ,Meth. in Enzymol.“ (Hrsg.: S. P. Colowick und N. 0. Kaplan), Vol. T,
S. 142, Acad. Press, New York 1955.

16 ,Biochem. Taschenbuch®, 8. 652; Springer Verlag 1956.

17 D. Aminoff, Biochem. J. 81, 384 (1961).
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wurden 4,0 ml Thiobarbitursidure-Losung? hinzugefigt. Nach 7,5 Min. Er-
hitzen im siedenden Wasserbad wurde in Eiswasser abgekiihly, mit 10,0 ml
1-Butanol/HC11? ausgeschiittelt und zur Trennung der Phasen kurz zentri-
fugiert. Zur Messung des rosaroten Farbstoffes in der Butanolschicht diente
ein Photometer Eppendorf (1 cm Schichtdicke, Filter Hg 546 mp.). Es wurden
Eichkurven fiir die Farbreaktion von N-Acetyl- und N-Glykolyl-p-neuramin-
siure sowohl im Maleat- als auch im Phosphat-Puffer hergestellt. Sie ver-
laufen etwas steiler als die nach der urspriinglichen Methodel? erhaltenen
Kurven. Die Methylester der N-Acetyl- und N-Glykolyl-p-neuraminséure
geben im Thiobarbitursiure-Test eine éhnliche Farbausbeute wie die nicht
veresterten Séuren.

Ergebnisse und Diskussion

Wie schon eingangs erwihnt, haben wir festgestellt, dal von den
a,B-anomeren n-Amyl- und n-Hexyl-Ketosiden der N-Acetyl-p-neuramin-
sdure” die stirker linksdrehenden Isomeren weder von Vibrio-cholerae-
noch von Influenzavirus-Neuraminidase angegriffen werden, wihrend die
schwicher linksdrehenden und darum als o-Ketoside bezeichneten Iso-
meren gute Neuraminidase-Substrate sind. In Ubereinstimmung damit
steht der von Kuhn et al.8 vor kurzem verdffentlichte Befund, daf das
stirker linksdrehende Methyl-Ketosid der N-Acetyl-pD-neuraminsdure
gegen V. cholerae-Neuraminidase resistent ist, wihrend das schwécher
linksdrehende Anomere hydrolysiert wird. Die bakterielle und die virale
Neuraminidase sind demnach beziiglich der Konfiguration am C-Atom 2
der ihnen als Substrate angebotenen Sialinséure-Glykoside spezifisch und
zu Recht als «-Ketosidasen bezeichnet worden®: 7.

Alle von uns untersuchten und nachstebend angefithrten a-Ketoside
der N-Acetyl- und der N-Glykolyl-p-neuraminsédure haben sich als durch
V. cholerae-Neuraminidase spaltbar erwiesen: 2-Methyl-, 2-n-Amyl-,
2-n-Hexyl-, 2-n-Decyl-, 2-Benzyl-, 2-m-Nitrobenzyl-, 2-m-Chlorbenzyl-,
2.m-Brombenzyl-, 2-m-Jodbenzyl-, 2-p-Methoxybenzyl-, 2-(3'-Hydroxy-
propyl)- und 2-(5'-Hydroxypentyl)-N-acetyl-«-p-neuraminsiure'® sowie
2-Methyl-, 2-n-Amyl-, 2-n-Decyl-, 2-Benzyl- und 2-m-Nitrobenzyl-N-
glykolyl-a-D-neuraminsiure!’. Eine Auswahl von «-Ketosiden der N-Ace-
tyl-D-neuraminsdure, ndmlich deren 2-n-Amyl-, 2-n-Decyl-, 2-Benzyl- und
2.m-Nitrobenzyl-Derivate, wurden auch der Einwirkung der Influenza-
virus-Neuraminidase ausgesetzt und ausnahmslos als spaltbar befunden.
Fiir die Angreifbarkeit der Sialinséiure-Ketoside durch die bakterielle und
die virale Neuraminidase ist demnach die Natur des glykosidisch gebun-
denen Restes von geringer Bedeutung; dieser Rest mul} keineswegs so wie
in N-Acetylneuraminyl-lactose und anderen natiirlichen Neuraminidase-
Substraten ein Kohlenhydrat, sondern kann auch ein einfacher Alkyl-
oder Aralkylrest sein. Wie man schon von der Einwirkung der Neuramini-
dasen auf natiirliche Substrate weiB' 2, ist es fiir die enzymatische Spalt-
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barkeit auch nicht belangvoll, ob die Sialinsdure-Komponente der Ver-
bindungen eine N-Glykolyl-Gruppe trigt.

Die in kristallisierter, analysenreiner Form dargestellten Methyl-
ester der 2-Methyl-N-acetyl- und der 2-Methyl-N-glykolyl-u-b-neuramin-
sdure erlitten weder bei pH 6,4 (Maleatputfer mit 0,02 m-CaClg) noch bei
pH 5,5 (Acetatpuffer mit 0,19, CaCly) eine Spaltung durch V. cholerae-
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Abb. 1. pH-Abhiingigkeit der durch V. cholerge-Neuraminidase katalysierten Hydrolyse des

m-Nitrobenzyl-a- Ketosides der N-Acetyl-D-neuraminsiure, Jeder Ansatz enthielt in 1ml 1,0 yMol

a-Ketosid, 30 Einheiten Neuraminidase und 70 pMole Maleat-Puffer. Es wuarde 30 Min. bei 87°
inkubiert. ¢y 4 : uMole/ml enzymatisch freigesetzter N-Acetyl-D-neuraminsiiure

Abb. 2. Spaltung des m-Nitrobenzyl-a-Ketosides der N-Acetyl-D-neuramingiure durch V. cholerae-
Neuraminidase als Funktion der zugesetzien Enzymmenge. Jeder Ansatz enthielt in 1 m! 0,68
uMole a-Ketosid, eine variable Menge V. cholerae-Neuraminidase und Maleat-Puffer, pH 6,4; es wurde
30 Min. bei 37° inkubiert. ey 4: w Mole/ml enzymatisch freigesetzter N-Acetyl-D-neuraminsiure

Neuraminidase, selbst wenn sie 24 Stdn. bei 37° mit 30 Enzym-Ein-
heiten inkubiert wurden. Dieser Befund steht in Widerspruch zu der von
Kuhn et al 8 beschriebenen guantitativen Spaltung des von thnen analysen-
rein, aber nicht kristallin erhaltenen 2-Methyl-N-acetyl-a-D-neuramin-
sdure-methylesters.

Mit der gut kristallisierenden 2-m-Nitrobenzyl-N-acetyl-«-p-neuramin-
sdure als Substrat wurde die enzymatische Hydrolyse niher untersucht.
Das pH-Optimum der Spaltung durch das V. cholerae-Enzym liegt im Be-
reich von 6,0 bis 6,5 (Abb. 1). Bei einer Substratkonzentration von 0,68
- 1073 m war die Spaltung der eingesetzten Enzymmenge in weiten Grenzen
proportional (Abb. 2). Dieses synthetische Substrat 148t sich also vorteil-
haft an Stelle der iiblicherweise gebrauchten natiirlichen Substrate, wie
z. B. N-Acetylneuraminyl-lactoge, Submaxillarismucin oder Erythrocyten-
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Abb. 3. Spaltung des m-Nitrobenzyl-a-Ketosides der N-Acetyl-D-neuraminsfiure durch V. cholerae-
Neuraminidase als Funktion der Substratkonzenfration. Jeder Amnsatz enthielt in 1 ml 0,30 il
Enzym. Es wurde 30 Min. bei pH 6,4 und 37° inkubiert. c¢g: pMole/ml Ketosid; ¢y 4: v Mole/ml

enzymatisch in Freiheit gesetzter N-Acetyl-D-neuraminsiure
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Abb. 4. Spaltung des m-Nitrobenzyl-a-Ketosides der N-Acetyl-D-neuraminsiure und der N-Glykolyl-
p-neuraminsiure durch V. cholerae-Neuraminidase als Funktion der Inkubationsdauer. Die Ansitze
enthielten im mi 0,68 wMole (O—0—0) bzw. 0,30 pMole (9—@—®) o-Ketosid der N-Aceiyl-
D-neuraminsiure oder 0,65 uMole (A—A-—A) bzw. 0,30 pMole (A—A-—4A) «-Ketosid der
N-Glykolyl-D-neuraminsiure sowie 0,30 mi (fir 0—0—0 uwnd A—A—A) bzw. 0,60 ml Enzym
(fir @—0-—® und A—A—A). % Spaltung = ¢y 4/cg - 100, ¢g: pMole/ml Ketosid am Beginn
der Inkubation; ep 4: wMole/ml N-Acetyl- bzw. N-Glykolyl-D-neuraminggure, die aus dem
Ketosid nach ¢ Stdn. Inkubation bei pH 6,4 und 37° enzymatisch in Freiheit gesetzt worden sind

stromata, zur Aktivititsbestimmung von Neuraminidasepréparaten heran-
ziehen. Die Abhingigkeit der Spaltungsgeschwindigkeit von der Substrat-
konzentration entsprach der Michaelis- Mentenschen Kinetik; wenn nach
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Lineweaver und Burk'® die Reziprokwerte der Reaktionsgeschwindigkeit
gegen die Reziprokwerte der Substratkonzentration aufgetragen
wurden, erhielt man erwartungsgemill eine Gerade (Abb. 3). Wie
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Abb. 5. Abb, 8.

Abb. 5. Spaltung des m-Nitrobenzyl-o-Ketosides der N-Acetyl-D-neuraminsiure durch Influenza-

virus A, Stamm Melbourne, als Funktion der Inkubationsdauer. Der Versuchsansatz enthielt im

ml 1,35 uMole «-Ketosid und 0,20 ml Virus-Suspension. ey4: wMole/ml N-Acetyl-D-neuramin-

sdure, die in der Zeit { bei 837° und pH 6,5 enzymatisch aus dem Ketosid in Freiheit gesetzt
worden sind

Abb. 6. Spaltung des m-Nitrobenzyl-a-Ketosides der N-Acetyl-D-neuraminsiure durch Influenza-
virus A, Stamm Melbourne, als Funktion der zugesetzten Virusmenge, Jeder Ansatz enthielt in
1 ml 1,35 pMole a-Ketosid. Es wurde 30 Min. bei 37° und pH 6,5 inkubiert

Tabelle 1. Spaltung einiger «-Ketoside der N-Acetyl-D-neuramin-
sdure durch V. cholerae-Neuraminidase und Influenzavirus A,
Stamm Melbourne: Michaelis-Konstanten (Ky) in Mol/l

o LY

Ketomdlscﬁesgtebundener V. cholerae- Influenza-

Neuraminidase virus A

Methyl 2.10-3 *
n-Amyl 4-10-8 2-10-3
n-Decyl 7103 9104
Benzyl 4-10-3 1-10-3
m-Nitrobenzyl 9.10-4 1-10-3
Lactosyl 3-10-3 2-10-3

* Wurde nicht bestimmi

"Abb. 4 zeigt, wurden die m-Nitrobenzyl-a-Ketoside der N-Acetyl- und
der N-Glykolyl-p-neuraminséure bei einer geniigend langen Einwirkung
der V. cholerae-Neuraminidase vollstindig in Sialinsiure und Aglykon ge-
spalten; die Hydrolyse der 2-m-Nitrobenzyl-N-acetyl-«-D-neuraminsiure
verlief unter sonst gleichen Bedingungen schneller als die des entsprechen-
den N-Glykolyl-D-neuraminsiure-Derivates.

18 H. Lineweaver und D. Burk, J. Amer. Chem. Soc. 56, 658 (1934).
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Abb. 5 bis 7 stellen die Spaltung der 2-m-Nitrobenzyl-N-acetyl-o-D-
neuraminsiure durch Influenzavirus A, Stamm Melbourne, als Funktion
der Einwirkungsdauer, der eingesetzten Virusmenge und der Substrat-
konzentration dar.

In Tab. 1 sind die nach Lineweaver und Burk'® ermittelten Michaelis-
Konstanten (Ky) fiir die enzymatische Hydrolyse einiger synthetischer
N-Acetyl-a-D-neuraminsiure-Ketoside sowie vergleichsweise auch fiir die
Spaltung des natiirlichen Trisaccharid-Substrates N-Acetylneuraminyl-

lactose zusammengestellt. Sie unterscheiden
Y sich nicht stark voneinander; die Affinitdt der
- Enzyme zu den Substraten scheint durch die
L Natur der an die Sialinsiure ketosidisch
gebundenen Reste nicht wesentlich beeinflulft
zu werden.

Fiir die Einwirkung der V. cholerae-Neura-
minidase auf N-Acetyl-neuraminyl-lactose fan-
den wir (bei einem pH-Wert von 6,4) eine
Ky von 3-10-3m, wihrend Ada et al.1®
(beipH 5,6) einen Wert von 1 - 108 m bestimm-
ten. Vom Methyl- iiber das n-Amyl- zum
n-Decyl-a-Ketosid, also mit zunehmender
GroBe des in den synthetischen Substraten
vorhandenen aliphatischen Aglykons, steigt

U 1 1 1 I |
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Abb. 7. Spaltung des m-Nitro-
benzyl-a-Ketosides der N-Acetyl-
p-neuraminsiure durch Infiu-
enzavirus A, Stamm Melbourne,
als Funktion der Substratkon-
zentration. Jeder Ansatz enthielt
in 1 ml 0,20 ml Virus-Suspension.
Bs wurde 30 Min. bei pH 6,5

und 87° inkubiert. eg: pMole/ml
Ketosid; ¢y 4: wMole/mi enzy-

matisch in Freiheit gesetzter
N-Acetyl-D-neuraminsiure

Ky von 2:10-8 auf 7-103m an. Ver-
glichen mit allen {ibrigen untersuchten
Ketosiden, darunter auch dem Benzyl-a-

Ketosid, zeichnet sich das m-Nitrobenzyl-«-
Ketosid durch eine besonders niedrige Michaelis-Konstante (9 - 10=4m)
aus; es zeigte sich, daB bei einer Substratkonzentration von 1- 10-3m
das m-Nitrobenzyl-a-Ketosid vom V. cholerae-Enzym etwa 5mal
so rasch wie die N-Acetylneuraminyl-lactose und 8,6mal so rasch
wie das Benzyl-a-Ketosid der N-Acetyl-D-neuraminsiure gespalten
wird.

Fiir die Wechselwirkung der Influenzavirus-Neuraminidase mit ihren
synthetischen Substraten fanden wir Ku-Werte, die ausnahmslos in der
GréBenordnung von 10-3 m und in der Regel etwas niedriger als die ent-
sprechenden Werte fiir die V. cholerae-Neuraminidase lagen. Mit N-Acetyl-
neuraminyl-lactose als Substrat erhielten wir Ky = 2-:-103m. Die
in der Tab. 1 angefiihrten Werte gelten fiir den uns zur Verfiigung stehen-
den Stamm Melbourne des Influenzavirus A. In der Literatur? sind fiir ver-

18 . L. Ada, E.L. French uvnd P. E. Lind, J.Gen. Microbiol. 24, 409
(1961).



H. 3/1966) Spaltung synthetischer Sialinsdure-o-Ketoside 999

schiedene Influenzavirus-Stdmme mit N-Acetylneuraminyl-lactose als
Substrat Ky-Werte zwischen 2 - 10-* und 3 - 10-3 m zu finden.
Uber die Abhéngigkeit der enzymatischen Spaltung von Neuramin-

sdure-Ketosiden von der Art ihres N-Acyl-Restes soll in einer folgenden
Arbeit berichtet werden. '

Herrn Dr. H. G. Pereira, World Influenca Center, London, sind wir
tiir die Uberlassung, Herrn Dr. Q. Bodo, Arzneimittelforschung Ges. m.
b. H., Wien, fiir die Vermehrung und Reinigung von Influenzavirus A,
Stamm Melbourne, aufrichtig verbunden. Frau A. Edelmann danken wir
fiir ihre ausgezeichnete Mitarbeit.
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