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Von den synthetischen Ketosiden der ~q-Acetyl-D-neuramin- 
s~ure werden nur die weniger stark linksdrehenden, Ms ~-Ketoside 
bezeichneten Anomeren durch die •euraminidasen yon Vibrio 
cholerae und Influenzavirus hydrolysiert. Die Natur des ~-keto- 
sidisch gebundenen Restes ist fiir die Spaltbarkeit von untergeord- 
netcr Bedeutung. Die Michaelis-Konstanten fiir die enzymatische 
Hydro]yse yon 2-Alkyl- und  2-Aralkyl-N-acetyl-~-D-neuramin- 
s~uren liegen ebenso wie fiir die des natiirlich vorkommenden 
Trisaccharides N-Acetylneuraminyl-lactose in der GrSDenordnung 
yon l0 - sm.  Fiir quanti tat ive Bestimmungen der enzymatischen 
Wirksamkeit von Neuraminidase-Pr~paraten ist die gut kristalli- 
sierende und  rasch sp~ltbare 2-m-Nitrobenzyl-N-acetyl- ~-D-neura- 
mins~ure besonders geeignet. ~-Ketoside der N-Glykolyl-D-neu- 
ramins~ure werden von V. cholerae-Neuraminidase ebenfMls, wenn 
auch langsamer, hydrolysiert. Die Methylestor der ~-Methyl-keto- 
side yon N-Acetyl- und  N-GlykolyLD-neuramins~ure sind 
enzymatisch nicht spMtbar. 

Among the synthetic ketosides of N-acetyl-D-neuraminic acid 
only the less levorotatory anomers, which have been designated 
as the ~-ketosides, are hydrolyzed by the neuraminidase of Vibrio 
cholerae and influenza virus. The ~-ketosides aie prone to be 
cleaved by the neuraminidase irrespective of the nature of their 
aglycon. The Michaelis constants have been determined for the 
enzymatic hydrolysis of several 2-alkyl and 2-aralkyl N-acetyl-D- 
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neuraminie acids as well as for the cleavage of the natural ly  occur- 
ring trisaccharide, N-aeetylneuraminyl-lactose,  and have been 
found to be of ~he order of 10 s m. The crystalline and readily 
~hydrolyzable substrate,  2-m-nitrobenzyl-N-aeetyl-  ~-D-neuraminie 
acid, has proved to be par t icular ly  suited for quant i ta t ive  estima- 
t.ions of the enzymatic  ac t iv i ty  of neuraxninidase preparations.  
a-Ketosides of N-glycolyl-D-neuraminie acid are also cleaved by  
V. eholeraeneuraminidase, though somewhat more slowly. The me- 
thyl  esters of the methyl  ketosides of N-aeetyl  and N-gls~eolyl-e-D- 
neuraminie acid are resistant  to neuraminidase. 

Aus zahlre iehen Glykopro te iden ,  Glyko l ip iden  und Oligosaechar iden 
werden ketos idisch gebundene  Sialins/~urereste du tch  Neuramin idasen  
enzymat i sch  in F re ihe i t  gesetz t  1, 2. Neuramin idase -Ak t iv i t / i t  wurde  zuers t  
als eine charakter i s t i sehe  Eigenseh~ft  yon  Inf luenza-  und  anderen  Myxo-  
v i ren  en tdeek t  s, 4. Sp/~ter fand  man,  dal~ E n z y m e  mi t  e iner  sehr / ihn l i ehen  
Spezifit / / t  von  Cholera-Vibr ionen 5 und  einer t~eihe andere r  Mikroorganis-  
men p roduz ie r t  werden und  in ger inger  Menge such  in t ier ischen Geweben 
anzutref fen  sind. 

Die natiirlieh vorkommenden,  dureh Neuraminidasen spal tbaren Sialin- 
sgure-Ketoside sind yon K u h n  and  Brossmer 6 zuni~chst auf Grund eines Ver- 
gleiehes der optisehen Drehung der N-Aeetyl-neuraminyl-lactose mit  den 
Drehungen der N-Acetyl-D-neuramins/~ure und der Lactose als ~-Ketoside 
angesproehen worden. Eine verl/igliehere Konfig~drationsbestimmung hat te  
eine Gegenfiberstellung anomerer Pas t e  yon Sialins~ture-Ketosiden zur Voraus- 
setzung. Wir  haben in einer vorhergehenden Arbei t  7 Synthese und Eigen- 
schaften der ~,~-anomeren n-Amyl- und n-I-Iexyl-Ketoside der N-Aeetyl-D- 
neuraminsaure beschrieben, wghrend K u h n  et al. s kiirzlieh fiber die beiden 
anomeren Methyl-Ketoside und deren Methylester  beriehteten. Von den 
anomeren Paaren wurde jeweils die weniger s tark linksdrehende Verbindung, 
die somit nach der Hv,ltsonsehen l~egel 9 - -  unbeschadet der noch nieht ge- 
sieherten absoluten Konfigurat ion am C-Atom 2 - -  als das ~-Ketosid zu be- 
zeichnen war, dutch Vibrio cholerae-Neuraminidase gespMten. 
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spectives of Biol. and Med. 5, 327 (1962). 
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Auger  den schon genann ten  Amyl-  und  H e x y l - K e t o s i d e n  haben  wir  
noch eine Reihe  wei te rer  ~-Ketos ide  der  N-Acety l -  u n d  auch der  N-Gly-  
kolyl .D.neuramins~urel0 ,  n syn the t i sch  gewom]en. I n  der  vor l iegenden 
Arbe i t  wird  dar i ibe r  ber ichte t ,  wie sieh diese :r  als Subs t r a t e  der  
V. cholerae- und  der  In f luenzav i rus -Neuramin idase  verha l ten .  I n  den  Kre i s  
der  enzymat i sch  un te r such ten  Verb indungen  sind auch die Methyles te r  
der  Methyl -~-ke tos ide  der  N-Aeety l -  und  N-Glykoly l - ] ) -neuramins~ure  
e inbezogen worden.  

M a t e r i a l  u n d  M e t h o d e n  

N-Acetylneuraminyl-lactose wurde nach Angaben yon Schneir e ta l .  12 aus 
Frauenmilch in einer Menge yon ungef~hr 0,30 g jo Liter  gewonnen. Da das 
Natrit tmsalz des Trisaccharides best~ndiger als die freie S~ure ist, win'de deren 
w~flrige L6sung mi t  0,1 n-NaOH auf p H  7 gebraeht  und sodann lyophilisiert.  
Der nach Svennerholm ~a best immte N-Acetylneuramins~ure-Gehalt  unserer 
Pr~parate  betrug im Mittel  45% (ber. 47,1%). 

2-Benzyl-N.acetyl-a-])-neuraminsdure, friiher 1~ nieht kristallin erhalten, 
kormte nunmehr  zur Kristal l isat ion gebracht  werden. ])as durch Verseifung 
dor 2-Benzyl-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-N-acetyl-a-D-ne~ramins~uro gowonnene, 
zu einem Harz  erstarr to 01 (780 rag) wurde in einer Mischung yon 10 ml absol. 
Methanol und 0,5 ml  Wasser  gelSst. Die LSsung wurde mit  50 ml ~ the r  ver- 
setzt und filtriert.  Wenn zttm F i l t r a t  insgesamt 100 ml Petrol~ther (PA ,  40 bis 
60 ~ portionenweise zugegeben wurden, kristall isierten 703rag ~-Benzyl- 
ketosid (Sehmp. 155--162 ~ [Zers.]) aus. Zur Analyse wurde nochmMs aus 
Methanol, Wasser und Jkther umkrlstall isiert .  Schmp. 162--164 ~ (Zors.). 
[co]21 : -  16 ~ (c = 2,4; H20).  

C18:I-I2509N. Ber. C 54,13, H 6,31, N 3,51. 
Gel. C 53,77, H 6,42, N 3,71. 

2.Methyl-N-acetyl-a-D-neuraminsgture-methylester. Zu einer LSsung yon 
402 mg 2-Methyl-~q-acetyl-~-D-neuraminsaure 1~ in 7,5 ml abso!. Methanol 
wurde eine ather. L6sung von Diazomethan (50 ml) zugefiigt. Nachdem eine 
flockige Fal lung abfi l tr iert  und das F i l t r a t  portionenweise mit  50 ml P.~ 
(40 bis 60 ~ versetzt  worden ~var, kristall isierte der Ester  aus (279 rag) und 
wurde aus Methanol (8,5 ml), ~ the r  (40 ml) und P A  (35 ml) umgel6st. Ausb. 
201 mg (48% d. Th.), Schmp. 167--169 ~ [~]]3 : __ 12 ~ (c = 4,7 ; H20). 

C13H2909N. Bet. C 46,29, H 6,87, N 4,15. 
Gel. C 46,24, H 6,93, N 3,99. 

2-Methyl.N-glykolyl-~-D-neuraminsi~ure-methylester. Auf analoge Weiso er- 
hielten wir aus 300 mg 2-MethybN-glykolyl-~-D-neuramins~ure n mi t  CH2N2 
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l l 0 m g  des eatsprech~nden Mothylesters, der aus Methanol (8 ml), ~ t h e r  
(50 ml) und Pe{ (50 ml) umgelSst wurde. Ausb. 103 mg (34% d. Th.), Schmp. 
165--168 ~ [ ~ ] ~ :  - -  13 ~ (c = 4,0; t t20) .  

C,aH2aO10N. Ber. C 44,19, K 6,56, N 3,97. 
Get. C 44,04, H 6,56, N 4,30. 

Die ~brigen ~-Ketoside der N-Acetyl- mid N-Glylcolyl-D-neuraminsSure, die 
in dieser Arbei t  als Nem'aminidase-Substrate dienten, warden nach ~~ 1~ dar- 
gestellt. 

Neuraminidase aus Vibrio cholerae wurdo yon den Behringwerken A,G., 
Marburg/Lalm, bezogen. ])as Enzym war in einem 0,05m-Acetatptfffer 
(p i t  5,5), der 9 mg/ml NaC1 und 1 mg/ml CaC12 enthielt,  gelSst und besal3 
laut  Angabe der Erzeugerfirma eine Akt iv i tgf  yon 100 Einheiten/ml.  0,30 ml 
EnzymlSsung setzte aus 1 ml 10 -a m-N-Aeetylneuraminyl-lactose in 1 S~de. 
bei pI:[ 6,4 und 37 ~ 0,128 ~Mel N-Acetyl-I)-netlramins~ure in Freiheit .  

In]luenza-A-Virus, Stamm ;gfelbourne, s~ammte veto ~World Influenza 
Center, London. Es wurde in Hiihnereiern vermehrt  und durch Adsorption 
an I-Iiihnerery~hrocyten und nachfolgende Desorption gereinigt. Durch 
Zengrifugieren bei 100 000 g wurde das Virus in Form eines , ,Pallet" erhalten. 
Nach Suspendieren in phosphatgepufferter  physiolo~scher  KochsalzlSsung 
wurde der Hgmagglut inat ionst i ter  nach Sall~ ~ bes t immt;  er betrug 212 Ein- 
heiten/ml. 0,30 ml Virussuspension setzte aus 1 ml 10-a m-N-Acetyhleura- 
minyl-laetose in 1 Side. bei pI-[ 6,5 mad 37 ~ 0,162 ~Molo N-Acetyt-D-neuramin- 
sgure frei. 

Spaltung der Sialins4ure-Ketoside durch Vibro-cholerae.Neuraminidase. Die 
chromatographisch einheitlichen Ketoside wurden, wenn nicht anders ange- 
geben, ill einem 0,1 m-Maleat-Puffer 15, der 0,02 m-CaCl~ enfhielf, gel6st. Kri-  
stallisierende und nicht hygroskopisehe I~etoside wurden eingewogen, die 
Konzentra t ionen der iibrigen Ketoside wurden in der l%~fferl6sung durch 
quant i ta t ive  Sialinsgure-Bestimmungen naeh der Resorcin-Methode ~a er- 
mit te l t .  - -  Die Inkubat ionsansgtze enthielten in der l~egel 0,70 ml gepufferte 
Ketosid-Lbsung und 0,30 m] (ca. 30 Einh.) Nem'aminidase-LSsung. Die Inku-  
bat ion wurde bei 37 ~ vorgenommen. Jeder  Versueh wurde als Doppelbestim- 
mung ausgefiihrt und yon einem gleich behandelten Kontrollansatz,  der kein 
Enzym enthielt,  begleitet. 

Spaltung der Sialinsiiure-Ketosicle dutch In]luenzavirus-Neuraminidase. 
Die Ketoside wurden in 0,067 m-Phosphatpuffer  p H  6,5 (nach S6rense~ 1~) ge- 
16sb, mit  Influenzavirus-Suspension (0,20 bis 0,40 ml) versetzt,  mit  Phosphat-  
puffer auf 1 ml aufgefiillt und bei 37 ~ inkubiert.  

Bestimmung der ]reigesetzten Sialinsdure. Die Thiobarbitursgure-Methode 17 
wurde folgendcrmaBen unsercn Erfordernissen angepaBt: 0,2855 g Acidum 
periodicum (Merck, p. a.) wurden in 50 ml 0,2 m-H~SO4 gelSst. Zu jedem Ver- 
suchsansatz (1 ml) wurde am Ende der Inkubat ionszei t  0,5 ml saures Perjod- 
sgurereagens zugegeben. Die Mischung blieb 30 Min. bei 37 ound  wurde dana  
mit  0,50 ml Natriumarsenit16sung17 versetzt.  Wenn naeh einigen Min. die 
durch ausgesehiedenes Jod  verursachte ]3ramafiirbung versehwunden war, 

14 j .  E. Sallc, J. Immuno].  49, 87 (1944). 
i5 ,,Mefh. in Enzymol ."  (ttrsg. : S. P. Colowick und N. O. Kaplan), Vol. I,  

S. 142. Acad. Press, New York 1955. 
16 ,,Biochem. Taschenbuch",  S. 652; Springer Verlag 1956. 
1~ D. Amino]], Biochem. J. 81, 384 (1961). 
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wurden 4,0 mI Thiobarbiturs/~ure-LSsung 17 hinzugeffigt. Naeh 7,5 Min. Er- 
hitzen im siedenden Wasserbad wurde in Eiswasser abgekflhlt, mit 10,0 ml 
1-Butanol/HC117 ausgesehfittelt und zur Trennung der Phasen kurz zentri- 
fugiert. Zur Messung des rosaroten Farbstoffes in der Butanolsehicht diente 
ein Photometer Eppendorf (1 cm Schiehtdicke, Filter Hg 546 m~). Es wurden 
Eichkurven fiir die Farbreaktion von N-Aeetyl- trod N-Glykolyl-D-neuramin- 
s~ure sowohl im Maleat- als auch ira Phosphat-Puffer hergestellt. Sie ver- 
laufen etwas steiler als d{e nach der ursprfinglichen Methode 17 erhaltenen 
Kurven. Die !V[ethylester der N-Acetyl- und N-Glykolyl-n-neuramins/~ure 
geben im Thiobarbiturs/~ure-Test eine /~hnliche Farbausbeute wie die nicht 
veresterten S/~uren. 

E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n  

Wie schon eingangs erw/s haben wit festgestellt, dalt yon den 
r162 n-Amyl- und n-ttexyl-Ketosiden der •-Acetyl-D-neuramin- 
s/~ure 7 die st/~rker linksdrehenden Isomeren weder yon Vibrio-cholerae- 
noch yon Influenzavirus-Neuraminidase angegriffen werden, w/~hrend die 
schw/s linksdrehenden und durum als ~-Ketoside bezeichneten Iso- 
meren gute Neuraminidase-Substrate sind. In  Ubereinstimmung damit 
steht der yon K u h u  et al. s vor kurzem verSffentlichte Befund, da$ das 
st/~rker ]inksdrehende Methyl-Ketosid der N-Acetyl-D-neuramins~ure 
gegen V. cholerae-Neuraminidase resistent ist, w/~hrend das schw/icher 
linksdrehende Anomere hydrolysiert wird. Die bakterielle und die virale 
Neuraminidase sind demnach beziiglieh der Konfiguration am C-Atom 2 
der ihnen als Substrate angebotenen Sialins/~ure-Glykoside spezifisch und 
zu Recht als ~-Ketosidasen bezeichnet worden 6, 7 

Alle yon uns untersuchten und nachstehend angefiihrten ~-Ketoside 
der N-Acetyl- und der N-Glykolyl-D-neuramins~ure haben sich als durch 
V. cholerae-Neuraminidase spaltbar erwiesen: 2-Methyl-, 2-n-Amy1-, 
2-n-Hexyl-, 2-n-Deeyl-, 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-aeetyl-~-D-neuramins/~ure 1~ sowie 
2-Methyl-, 2-n-Amyl-, 2-n-Decyl-, 2-Benzyl- und 2-m-Nitrobenzyl-N- 
glykolyl-~-D-neuramins/s n. Eine Auswahl yon ~-Ketosiden der N-Ace- 
tyl-D-neuramins/~ure, n/~mlich deren 2-n-Amyl-, 2-n-Deeyl-, 2-Benzyl- und 
2-m-Nitrobenzyl-Derivate, wurden auch der Einwirkung der Influenza- 
virus-]ffeuraminidase ausgesetzt und ausnahmslos als spaltbar befunden. 
Fiir die Angreifbarkeit der Sialins~ure-Ketoside durch die bakterielle und 
die virale Neuraminidase ist demnach die Natur  des glykosidisch gebun- 
denen Restes yon geringer Bedeutung; dieser Rest muft keineswegs so wie 
in N-Acetylneuraminyl-lactose und anderen natiirlichen ~euraminidase- 
Substraten ein Kohlenhydrat,  sondern kann auch ein einfacher Alkyl- 
oder Aralkylrest sein. Wie man schon yon der Einwirkung der Neuramini- 
dasen auf natiirliche Substrate wei$1, 2, ist es ffir die enzymatische Spalt- 
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barkeit aueh nicht belangvol], ob die Sialinsg.ure-Komponente der Ver- 
bindungen eine N-Glykolyl-Gruppe tr/igt. 

Die in kristallisierter, analysenreiner Form dargestellten Methyl- 
ester der 2-Methyl,N-aeetyl- und der 2-Methyl-N-glykolyl-e,D-neuramin- 
stare erlitten weder bei pH 6,4 ()~aleatpuffer mit 0,02 m-CaC]~) noeh bei 
pH 5,5 (Acetatpuffer mit 0,1% CaC1.)) eine Spaltung dureh V. cholerae- 
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Abb. 1. Abbo 2. 

Abb. 1. pH-Abh~ngigkeit der dutch V. cholerae-Neuraminidase kat~lysierten Hydrolyse des 
m-Nitrobenzyl-u-Ketosides der N-Acetyl-D-neuramins~illre. Jeder Ansatz enthieli in I ml 1,0 ~zMol 
~-Ketosid, 30 Einheiten Neuraminidase und 70 ~zMole lgaleat-Puffer. Es wurde 30 Min. bei 37 ~ 

inkubiert, c u  A : ~Mole/ml enzymatisch freigesetzter Ig-Acetyl-D-neuramins~iure 

Abb. 2. Spaltung des m-iNitrobenzyl-a-Ketosides der N-Acetyl-D-neuramins/iure durch V. cholerae- 
Neuraminidase als Funktion der zugesetztez~ Enzymmenge. Jeder Ansatz enthiel~ in t ml 0,68 
,uMole a-Ketosid, eine variable M:enge V. cholerae-Neuraminidase und ~Iatea.t-Paffer, pH 6,4; es wurde 
30 Min. bei 37 ~ inkubiert. CNA: ~ Mote/ml enzymatisch freigesetzter N-Acetyl-D-neuraminsgure 

Neuraminidase, selbst wenn sie 24 Stdn. bei 37 ~ mit 30 Enzym-Ein- 
heiten inkubiert wurden. Dieser Befund steht in Widerspruch zu der yon 
K u h n  et al. s besehriebenen quantitativen Spaltung des yon ihnen analysen- 
rein, aber nieht kristallin erhaltenen 2-Methyl-N-aeetyl-~-D-neuramin- 
s/~ure-methylesters. 

Mit der gut kristallisierenden 2-m-Nitrobenzyl-N-acetyl-~-D-neuramin- 
s/~ure als Substrat wurde die enzymatische Hydrolyse n/~her untersueht. 
Das pH-Optimum der Spaltung dutch das V. cholerae-Enzym liegt im Be- 
reich yon 6,0 bis 6,5 (Abb. 1). Bei einer Subst,ratkonzentrationvon 0,68 
�9 10 -3 m war die Spaltung der eingesetzten Enzymmenge in weiten Grenzen 
proportional (Abb. 2). Dieses synthetisehe Substrat 1/~l]t sich also vorteil- 
haft an Stelle der fiblicherweise gebrauehten natiirlichen Substrate, wie 
z. B. N~ Submaxillarismuein oder Erythrocyten~ 
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Abb. 3. Spal~ung des m-1%itrobenzyl-c~-Ketosides der l~-Ace~yl-D-neuramins~iure durch V.  chol~rae- 
i~euraminidase als Funktion de~ SubsSratkonzentrution. 5eder Ansatz en~hielt in 1 ml 0,30 ml 
Enzym. ]~s wurde 30 Min. bei p]~ 6,4 und 37 ~ inkubiert, cs:  ~Mole/ml Ketosid; CNA: ~Mole/ml 

enzymatisch in Freiheit gesetzter l~-• 
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Abb. 4. Spaltung des m-l~itrobenzyl-c~-]~etosides der ~-Acetyl-D-neuramins~ure und der 1%-Glykolyl- 
D-neuramins~ture dutch V, cholerae-Neuraminidaae als Funktion der Inkubationsdauer. Die Ans~tze 
enthielten im ml 0,68 ~Mole ( o - - o - - o )  bzw, 0,30 ~zMole ( Q - - O - - O )  ~-Ketosid des N-Acotyl- 
D-neuramins~ure oder 0,65 ~Mole ( A - - A - - ~ )  bzw. 0,30 ~Mole ( & - - A - - A )  ce-Ketosid der 
N-Glykolyl-D-neur~mins~ure sowie 0,30 ml (fiir o - - � 9  und / ~ , - - ~ - - A )  bzw. 0,60 ml Enzym 
(fiir O- -@--@ und A - - A - - A ) .  % Spaltung ~ CjyA/C S �9 100. cS: p.Mole]ml Ketosid am Beginn 
des Inkubation; elTA: ~.~ole/mt N-Aeetyl- bzw. N-Glykolyl-D-neuraminsfiure, die aus dem 
Ketosid nach t Stdn. Inkubation bei pH 6,4 und 37 ~ enzymatisch in Freiheit gesetzt worden sind 

stromata, zur Aktivits  von Neuraminidasepr~paraten heran- 
ziehen. Die Abh~ngigkeit der Spaltungsgeschwindigkeit yon der Substrat- 
konzentr~tion entspraeh der Michaelis-Mentenschen Kinetik; wenn nach 
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Lineweaver und BurklS die Reziprokwerte der t~eaktionsgesehwindigkeit 
gegen die Reziprokwerte der Substratkonzentration aufgetragen 
wurden, erhielt man erwartungsgem~g eine Gerade (Abb. 3). Wie 

H 
c-/g A 

gsoo i o,~o0 
r L gz~ 

4/o0 y /od 

Abb. 5. Abb. 6. 

Abb. 5. Spaltung des m-Ni~robenzyl-ct-Ketosides der N-Acetyl-D-neuraminsiiure dureh Influenza- 
virus A, Stature Melbourne, als Funktion der Inkubationsdauer. Der Versuchsansatz en~hielt im 
ml 1,35 /xMole c~-:Ketosid und 0,20 ml Virus-Suspension. CNA: ~zMole/ml N-Acetyl-D-neuramin- 
s~ure, die in der Zeit t bei 37 ~ und pH 6,5 enzymatiseh aus dem :Ketosid in Frelheit geset~zt 

worden sind 

Abb. 6. Spaltung des m-lgitrobenzyl-~-:Ketosides der N-Acetyl-l)-neuraminsiiure durch Influenza- 
virus A, Stamm Melbourne, als Funktion der zugesetzten Virusmenge. Jeder Ansatz enthielt in 

1 ml 1,35 ~N[ole a-Ketosid. Es wurde 30 Min. bei 37 ~ und p i t  6,5 inkubiert 

Tabelle 1. S p a l t u n g  e i n i g e r  a - K e t o s i d o  de r  N - A e o ~ y l * D - n e u r a m i n -  
s / iure  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 v i r u s  A, 

S t a m m  M e l b o u r n e :  M i c h a e l i s - K o n s t a n t e n  (K~) in Mol/1 

Ketosidisch gebundener 
l~est V. eholerae- Influenza- 

Neuraminidase virus A 

Methyl 2 �9 10 -a * 
n-Amyl 4 . 1 0  -a 2 .  10-~ 
n-Deeyl 7.  10 -3 9 .  10 -4 
Benzyl 4 .  10 -3 1 �9 10 -3 
m-Nitrobenzyl 9.  10 -4 1 �9 10 -~ 
Lactosyl 3" 10 -a 2 .  10 -~ 

* Wurde nicht best immt 

A b b .  4 zeigt, warden die m-Nitrobenzyl-e-Ketoside der N-Acetyl-  und  
der N-Glykolyl-D-neuraminsiiure bei einer geniigend langen Einwirkung 
der V. cholerae-Neuraminidase vollst/~ndig in Sialinsgure und  Aglykon ge- 
spal~en; die Hydrolyse  der 2-m-NitrobenzyLN-acetyl-e-D-neuramins/~ure 
verlief unter  sonst gleiehen Bedingungen sehneller als die des entspreehen- 
den N-Glykolyl-D-neuramins/iure-Derivates.  

is H. Lineweaver urM D. BurlQ J. Amer. Chem. Soe. 56, 658 (~ 934). 
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Abb. 5 bis 7 stellen die Sp~ltung der 2-m-Nitrobenzyl-N-acetyl-~-n- 
neuramins~ure durch Influenzavirus A, Stature Melbourne, als Funktion 
der Einwirkungsdauer, der eingesetzten Virusmenge und der Substrat- 
konzentration dar. 

In  Tab. 1 sind die nach Lineweaver und Burk 18 ermittelten Michaelis- 

Konstanten (KM) fiir die enzymatische Hydrolyse einiger synthetische r 
N-Aeetyl-~-D-neuramins~ure-Ketoside sowie vergleiehsweise ~uch ffir die 
Spaltung des natiirlichen Trisaceharid-Substrates N-Aeetylneuraminyl- 

Abb. 7. Spaltung des m-Nitro- 
benzyl-a-Ketosides der N-Acetyl- 
D-neuramins~iure dutch Influ- 
enzavirus A, Stature Melbourne, 
als Funktion der Substratkon- 
zentration, ffeder Ansatz enthiel$ 
in 1 ml 0,20 ml Vires-Suspension. 
:Es wurde 30 ~in. bei DR 6,5 
und 37 ~ inkubiert, c S: ~ Mole/ml 
Ketosid; CNA: ~Ylole]ml enzy- 
matisch in Freiheit gesetzter 

N-Acetyl-D-neuramins~ure 

lactose zusammengestellt. Sie unterscheiden 
sich nicht stark voneinander; die Affinit~t der 
Enzyme zu den Substraten scheint durch die 
Natur der an die Sialinss ketosidisch 
gebundenen Reste nicht wesentlich beeinflul~t 
zu werden. 

Ffir die Einwirkung der V. cholerae-Neura- 

minidase auf N-Acetyl-neuraminyl-laetose fan- 
den wir (bei einem pH-Wert  yon 6,4) eine 
K~ yon 3 .  lO-3m, w~hrend Ada et aI. ~9 

(bei pH 5,6) einen Wert yon 1. i0 -3 m bestimm- 
ten. Vom Methyl- fiber das n-Amyl- zum 
n-Decyl-~-Ketosid, also mit zunehmender 
Gr61]e des in den synthetischen Substraten 
vorhandenen Miphatischen Aglykons, steigt 
K~ yon 2 . 1 0 - s  auf 7 . 1 0  - 3 m  an. Ver- 
glichen mit allen fibrigen untersuchten 
Ketosiden, darunter auch dem Benzyl-~- 
Ketosid, zeichnet sich das m-Nitroben~yl-~- 

Ketosid durch eine besonders niedrige Michaelis-Konstante (9 �9 I0 -a m) 
aus; es zeigte sich, da6 bei einer Substratkonzentration yon 1" 10-3m 
das m-Nitrobenzyl-~-Ketosid yore V. cholerae.Enzym etwa 5real 
so rasch wie die N-Acetylneuraminyl-luctose und 8,5mal so raseh 
wie das Benzyl-~-Ketosid der N-Acetyl-D-neuramins/iure gespalten 

wird. 
Fiir die Weehselwirkung der Influenzavirus-Neuraminidase mit ihren 

synthetischen Substraten fanden wir K•-Werte, die ausnahmslos in tier 
Gr66enordnung yon 10 -3 m nnd in der Regel etwas niedriger als die ent- 
spreehenden Werte fiir die V. cholerae-~euraminidase l~gen. Mit ~-Aeetyl- 
neuraminyl-]actose als Substrat erhielten wit K~ ~ - 2 . 1 0  -3 m. Die 
in der Tab. 1 angeftihrten Werte gelten ffir den uns zur Verfiigung stehen- 
den Stamm Melbourne des Influenzavirus A. In  der Literatur 2 sind fiir vet- 

i~ G. L. Ada, E. L. French, m~d P. E. Lind, J. Gen. Microbiol. 24, 409 
0961). 
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sehiedene Influenzavirus-St/Cmme mit N-Acetylneur,minyl-luctose Ms 
Substr~t K~-Werte zwischen 2 �9 10 -~ und 3 �9 10 -3 m zn finden. 

Ober die Abh~ngigkeit der enzymatisehen SpMtung yon Neur,min- 
s~ure-Ketosiden yon der Art ihres N-Acyl-Restes soll in einer folgenden 
Arbeit berichtet werden. 

Herrn Dr. H. G. Pereira, World Influenca Center, London, sind wir 
fiir die ~dberlassung, Herrn Dr. G. Bodo, Arzneimittelforschung Ges. m. 
b. H., ~Vien, fiir die Vermehrung und Reinigung yon Influenzuvirus A, 
Stature Melbourne, ~ufriehtig verbunden. Frau A. Edelmann danken wit 
fiir ihre ausgezeichnete Mit~rbeit. 

~onatshefte ftir Chemie, Bd. 97/3 r 


