
i J b e r  s y n t h e t i s c h e  K e t o s i d e  d e r  N - A c e t y l - D - n e u r a m i n s ~ i u r e ,  

3. Mitt.: 
D a r s t e l l u n g  d e s  P h e n y l - ~ - k e t o s i d e s  d e r  N - A c e t y l -  

I ) - n e u r a m i n s g u r e  u n d  s e i n e s  ~ - A n o m e r e n  

Von 

P. Meindl und H. Tuppy 
_~us dem ehemisehen Laborator ium der Arzneimittelforschung Ges. m. b. I-I. * 

und dem Ins t i tu t  ffir Biochemie der lZniversitfit ~; ien 

5{it 4 Abbildungen 

(Ei~zgega~.ge~, am 11. Oktobe,r 1966) 

Das Phenyl-~- und -~-ketosid der N-Aeetyl-D-neuraminsi~ure 
wurden dutch Umsetzung yon 2-Chlor-2-desoxy-4,7,8,9-tetra- 
O-aeetyl-N-acetyl-I)-ne~traminsi~ure mit  Phenol in Gegenwart yon 
Silberearbonat und nachfolgende Entfernung der O-Acetyl- 
ga'uppen dargestellt.  Dem weniger s tark  linksdrehenden, durch 
Neuraminidase spal tbaren Phenylketosid wird die ~-glykosidische 
Konfigurat ion zugeschrieben. Beide Anomeren gaben gut kristal- 
lisierende Methylester trod 4,7,8,9-Tetra-O-acetyl-Derivate. 

The phenyl ~.- and ~-ket.osides of N-acetyl-I)-nem-aminic acid 
have been synthesized by  the react ion of 2-chloro-2-deoxy- 
4,7,8,9-Letra-O-aeetyl-N-aeetyl-D-neuraminie acid with phenol in 
the presence of silver carbonate and subsequent removal  of the 
O-acetyl groups. The ketoside which is less laevorotatory and is 
cleaved by  neuraminidase has been assigned the a-glycosidic 
configuration. Both m~omers gave readily crystallizing methyl  
esters and 4,7,8,9-tetra-O-acetyl derivatives. 

L'ber die Darsgel lung einer Reihe  du tch  Vib~'io c h o t e r a e - N e u r a m i n i d a s e  

spa l tba re r  ~.-Ketoside der N-Acetyl-1,  2 und  der N-Glykoly l -D-neurumin-  
sgure a wurde  ki irzl ieh ber iehte t .  Als Aglyeon  e l t th ie l ten  sic a l iphat i sehe  
oder a ra l ipha t i sehe  ge s t e .  Die enzym~t isehe  Hydro ly se  der  KeLoside 4 

�9 A-1121 Wien, Laskegasse 5--11. 
1 p .  iVleindl und H. T u p p y ,  Mh. Chem. 96, 802 (1965). 
2 R.  K u h n ,  P .  L u t z  und. D. L. fVlacDonald, Chem. Bet. 99, 611 (1966). 
3 p .  M e i n d l  und  H. T u p p y ,  NIh. Chem. 97, 654 (1966). 

P. 2]r und H. T u p p y ,  Mh. Chem. 97, 990 (1966). 
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wurde dutch Bestimmung der freigesetzten Sialins/~uren mit der Thio- 
barbiturs/~ure-t~eaktion nach Amino/] a verfolgt. 

In der vorliegenden Arbeit besehreiben wir die Synthese des dureh 
V. cholerae-Neuraminidase spaltbaren Phenyl-e-ketosides der N-Aeetyl- 
D-neuraminsgure und des anomeren enzymatiseh nieht spaltbaren ~-I(eto- 
sides, das als Nebenlorodukt aiffiel. Aeetoehlorneuramins/~ure 1 wurde mit 
tibersehiissigem Phenol bei 40 ~ in Gegenwart yon Silberearbonat zur Re- 
aktion gebraeht. Diinnsehiehtehromatographiseh konnten ~dr naehweisen, 
dal~ die Umsetzung zu den anomeren Phenylketosiden der Tetra-O-aeetyl- 
N-aeetyl-D-neuramins/~nre sehon naeh 2 Stunden im wesentliehen be- 
endet war; wnrde lgnger erw/~rmt, so nahm die Menge des Phenyl-~-keto- 
sides auf Kosten seines ~-Anomeren zu. Die I~einigung des aeetylierten 
Phenylketoside erfolgte dureh Adsorption an einem Dowex l-X8 Ionen- 
austauseher in der Aeetat-Form und naehfolgende Elution mittels 4n- 
Essigs/iure. Die im Resorein-Test 6 positiv reagierenden Eluate hinter- 
lieBen, im Vakuum bei 40 ~ eingedampft, einen teilweise kristallinen Rfiek- 
stand, der mit wenig Wasser digeriert wurde. Die nieht wasserlSslichen 
Kristalle waren ein Anomerengemiseh, dessen Auftrennung auf einfaehe 
Weise gelang. 2-Phenyl-4,7,8,9-tetra-O-aeetyl-N-aeetyl-e-D-neuramin- 
s/~ure war in heiBem Wasser viel sehwerer 16slich ats sein ~-Anomeres. Aus 
ihren O-AeetyI-Derivaten waren das Phenyl-c~- nnd-~-ketosid der N-Acetyl- 
D-neuraminsaure dureh milde alkalisehe Verseifung zuganglieh. Nut  das 
e-Anomere konnte kristallisiert erhalten werden; beide Ketoside gaben 
jedoch mit ])i~zomethan gut kristallisierende Methylester. 

Der Thiobarbiturs/~ure-l~eaktion nach Aminof f  5 unterworfen, welehe 
in der Regel die freie, nicht jedoeh die ketosidiseh gebundene N-Aeetyl- 
D-neuramins/iure erfag~, gab die 2-Phenyl-N-aeetyl-~-D-neuraminsgure 
eine intensive F//rbung; sie war etwa halb so stark wie die unter gleichen 
Bedingungen mit einer gquivalenten Menge freier N-Aeetyl-D-neuramin- 
s/~nre entstehende F//rbung. Dieser iiberrasehende Befund erklgrt sieh 
dureh die Geseh~dndigkeit der saure~ tIydrolyse der 2-Phenyl-N-aeetyl- 
e-D-neuramins/iure. Es zeigte sieh n'gmlieh, dag das Ketosid bei pH 1 
nnd 37 ~ also unter Bedingnngen, wie sie etwa bei der Inkubation eines 
Neuramins~iurederivates mit Perjods/iure/Sehwefelsaure (pH 1,2) 5 in der 
ersten Phase der Thiobarbitursgure-Reaktion 5 vorliegen, innerhalb yon 
30 Min. zur Halite in N-Aeetyl-D-neuraminsgure und Phenol gespMten 
wird (Abb. 1). 

In Tab. 1 sind die Sehmelzpunkte, optisehen Drehwerte und ehromato- 
graphisehen Daten der anomeren Phenylketoside, ihrer Methylester und 
O-Aeetyl-Derivate zusammengestellt. Sowohl bei den Methylestern als 
aueh bei den O-Aeetylderivaten unterseheiden sich die Schmelzpnnkte 

D. AminoH, Bioehem. J. 81, 384 (1961). 
6 L. Svennerholm, Bioehim. Biophys. Aeta [Amsterdam] 24, 604 (1957). 
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der Anomeren signifikant. ])as optisehe Drehverm6gen der Ketoside ent- 
spraeh insoferne den Erwartungen, als das dureh V. cho le rae -Neuramin i -  

dase in N-Aeetyl-D-neuraminsgure und Phenol spaltbare Phenylketosid 
stgrker naeh reehts drehte als sein enzymagiseh nieht spaltbares Anomeres. 
Unter  der Voraussetzung, dab die I~egel yon H u d s o n  7 aueh fiir Glykoside 

der N-Aeetyl-D-neuramin- 
sgure giiltig ist, muB man 

7oo das dureh Neuraminidase 
spaltbare und eine geringere 
Lgvoratat ion aufweisende 
Phenylketosid als das ~-, 

~5o 

_c---.---o----'- 

I t r i [ ! I , 
C0 78 300 /~Z,9 

Q~ 

~z 

0,/ 
y 

I i I I 
#1 o,E g,J ~ ~5/zZ 

Abb. 1. Abb.  2. 

Abb. 1. Itydrolytisehe Spaltung des Phenyl-c~-ketosides der N-Aeetyl-D-neuramins~ure bei 37 ~ in 
wgBriger LSsung ( - - O - - $ - - e - - )  und in 0,1n-I=[C1 ( - - � 9 1 6 9  t: Inkubationsdauer in i~Iin. 

Abb. 2. Spaltung des Phenyl-a-ketosides der N-Aeetyl-D-neuraminsgure dutch V. cholerae-Neura- 
minidase als Funktion der ]~nzymmenge. 1 ml InkubationslSsung enthielt 1 ~Mol Phenyl-~- 
ketosid und eine variable Menge (0,10 bis 0,50 ml) ]gnzyml6sung. Es wurde 30 Min. bei p i t  6,4 

und 37 ~ inkubiert. CPhOti: IxMol/ml enzymatisch freigesetztes Phenol. 

sein Anomeres als das ~-Ketosid bezeichnen. In  L'bereinstimmung 
mit  tier naeh H u d s o n  7 getroffenen Zuordnnng fanden wit aueh fiir die 
yon uns untersuehten Derivate des Pheny l -~ -ke to s ide s -  im Gegensatz 
zu den Irtiher gepriiften O-Aeetylderivaten des n-Amyl-e-ke~osides s - -  
durehwegs positivere spezifisehe Drehwerte als fiir die Verbindungen, die 
sieh vom ~-Ketosid ableiten. Bei der Papier- und Diinnsehiehtehromato- 
graphic zeigten die e-Ketoside stets grSBere Rf-Werte als die ~-Xetoside. 

Wie sehon erwghn~, ist das Phenyl-~-ketosid der N-Aeetyl-n-neuramin- 
s/~ure dutch Vibr io  cho lerae -Neuramir f idase  und Influenza-A-Virus, 
S t amm Melbourne ,  in N-Aeetyl-D-neuramins/~ure und Phenol spaltbar. 

7 C. S.  H ~ l s o n ,  J. Amer. Chem. Soc. 31, 66 (1909); Adv. Carbohydr. 
Chem. 3, 15 (1948). 

s p .  13/ieindl und H. T u p p y ,  Mh. Chem. 96, 816 (1965). 
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Sein ~-Anomeres sowie die Methylester des Phenyl-a- und Phenyl-~-keto- 
sides sind hingegen nicht spaltbar. Die enzymatische t[ydrolyse wurde 
durch Bestimmung des freigesetzten Phenols verfolgt. Bei 1 . 1 0  -3 m 
Substratkonzentration war die Spaltungsgeschwindigkeit in weiten Gren- 
zen der zugesetzten Enzymmenge proportional (Abb, 2). Das Phenyl-~- 

ketosid wurde, wie aus Abb. 3 
ersichtlieh ist, dutch Vibr io  

c h o I e r a e - N e u r a m i n i d a s e  vollst~n- 
dig gespMten. Die Abh/~ngigkeit 
der Spaltungsgeschwindigkeit yon 
der Substra.tkonzentration ge- 

i 

g ~  

.._r 

I J i I I ! ~. 
&9 s 7ZO 7B0 Z~O 

i J 
0,7 ~5 /,o ),-. 

~5 

Abb.  3. Abb.  4. 

Abb.  3. Spa l tung  des Phenyl-~-ketosides  der N-AeeKvl-D-neur~minsfiure d~lreh V. cholerae-Neura. 
minidase  Ms Funk t ion  der  Inkuba t ionsdauer .  I ml  Inkuba t ions l6sung  en~hielt 1 [~h[ol Phenyl-~-  
ke tos id  und  0,30 ml  EnzymlSsung .  Es wurde  bei p H  6,4 und 37 ~ inkuMert ,  t :  I nkuba t ionsduue r  in Min, 

Abb: 4. Spaltung des Yhenyl-~-ketosides der N-Acetyl-D-ne~lraminsS.ure dutch V.  cholerae-Neura-  
minidase als Funktion der Substratkonzentration. 1 ml InkubaMonsl6sung enthielt 0,30 ml Enzym- 
16sung. :Es wurde 30 lVIin, bei pH 6,4 und 37 ~ inkubiert, cS: ,~l~Iol/ml Phenyl-a-ke~osid; C p h o H  : 

!tMollmI enzymstiseh freigesetztes Phenol. [In der Ordinatenbeschriftung lese man (statt 0,10 bzw. 
0,50) 1.0 bzw. 5,0]. 

horchte der M i c h a e l i a - - M e n t e n s c h e n  Kinetik (Abb. 4). Wurden naeh 
L i n e w e a v e r  und Bur lc  9 die Reziprokwerte der Substratkonzentr~tion 
gegen die Reziprokwerte der Reaktionsgeschwindigkeit aufgetr&gen, so 
erhielt man erwartungsgem.~B eine Gerade. Die M i c h a e l i s - K o n s t a n t e  

betr~gt 2 �9 10-3 m. 
Das Phenyl-a-ketosid der N-Acetyl-D-neuraminss ist fiir die Be- 

stimmung der Aktivit~t yon Neuram~nidase-Pr~paraten bestens geeignet. 
Die Verwendung synthetischer Sialins~ure-Arylketoside sollte auch die 
M5gliehkeit erSffnen; Neuraminidase&ktivit~t histoehemiseh darzustellen. 

9 H ,  L ineweaver  und D, Bur/c, J. Amer. Chem. See. 56, 658 (1934). 
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Her rn  Dr. G. Bodo, Arzneimit te l forschung,  Wien, sind wir fiir die 

Vermehrung  und Rein igung yon Influenza-Virus,  S t a m m  Melbourne, auf- 

r ieht ig verbunden,  l~rau A.  Edelmann und  Her rn  H. Mahr  danken  wir 

fiir ausgezeiehne~e teehnisehe Mitarbeit .  

Experimenteller Teil 

Die Sehmelzpunkte wurden mit  einem I~eiztisehmikroskop nach Ko/ler 
bestimmt. 

Die Elementaranalysen wurden yon Herrn Dr. J.  Zak, Univ. W'ien, aus- 
gefiihrt ; die in dieser Arbeit angegebenen Werte sind jeweils das Mittel aus den 
Ergebnissen einer Doppelbestirnmung. 

Die optischen Drehungen wurden mit  einem lichtelektrisehen Perkin- 
Elmer l~olarimeter in 1-dm-Polarimeterrohren gemessen. 

Fiir die Diinnschiehtchromatographie wurden Kieselgel G naeh Stahl und 
das Laufmittel  n-Butanol--n-Propanol--O,ln-I-IC1 ( 1 : 2 : 1 ,  v/v/v),  fiir die 
Papierehromatographie Schleicher & Schitll-Papier 2043 a und als Laufmittel  
Xthylaeeta t - -Eisess ig--Wasser  (3 : 1 : 3, v/v/v)  verwendet. Um die Neuramin- 
s~turederivate sichtbar zu maehen, wurden die D/innschiehtehromatogramme 
mit  konz. H2SO4--~u (1 :1 ,  v/v) besprtiht und erhitzt 1~ die Papier- 
ehromatogramme mit  Natr iummetaper jodat  und Benzidin ~ behandelt. Als 
R~A bezeichnen wir die auf den RF-Wert  der N-Acetyl-D-nem'amins~ure 
(=  t,00) bezogenen ,,reIa,tiven" RFAYerte der Neuramins~urederivate. 

Darstellung der anomeren 2-Phenyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-zN'-aeetyl-D-neuramin- 

5,8 g Aeetochlorneuramins~ure 1 wurden mit 19 g geschmolzenem Phenol 
(etwa 45--50 ~ und 4 g Silbercarbonat versetzt. Das Gemisch blieb 2 Stdn. 
bei 40--r  ~ In  den ersten 10 Min. der ~eakt ion  beobachteten wir eine starke 
Gasentwicklung. Nach beendeter Reaktion wurde in 50 ml Aeeton aufgenom- 
men, durch Hyflo-Supereel filtriert, die nunmehr klare, aber dunkelrot gef/~rbte 
L6sung mit etwa 30 ml Wasser versetzt und' auf Dowex 1-X8 (350 ml lonen- 
austauscher, Aeetat-Form) gebracht. Man lieI~ die L6sung langsam einsiekern 
und wuseh sodann das Austauseherharz mit  3 1 Aeeton : Wasser (2: 1, v/v) 
naeh. I)ie O-acetylierten Phenylketoside der N-Acety]-D-neuraminsaure wur- 
den mit  4n-Essigs~ure in Aeeton : Wasser (1 : 1, v/v) eluiert. Die im Resorcin- 
Test~ positiv reagierenden Eluat-Frakt ionen wurden vereinigt und hinter- 
liegen naeh dem Eindampfen im Vak. bei 40 ~ einen teilweise krista]linen l~iiek- 
stand, der mit  wenig Wasser verrieben wurde. Das Kristallisat wurde isoliert, 
in 40 ml Wasser und 10 ml Aceton wieder gel6st und etwas Aktivkohle zuge- 
setzt. :Nachdem filtriert und die LSsung auf ein Volumen yon etwa 30 ml ein- 
geengt worden war, konnten 1,6 g eines farblosen Kristallisates evhalten wer- 
den, das aus einem Gemisch der beiden anomeren 2-Phenyl-4,7,8,9-tetra-O- 
aeetyLN-aeetyl-D-neuraminsauren (Diinnschiehtchromatogramm: RE = 0,49 
und 0,45 fiir das ~.- bzw. ~-Anomere) bestand. Das Substanzgemisch wurde 
4real mit  je 30 ml heiBem Ygasser (80--90 ~ digeriert. Nach dieser Behandlung 

lo K.  Randerath, I)iinnschiehtchromatographie, Verlag Chemie G. m. b. I-t. 
li Anf~rbereagentien ffir D6nnsehicht- und Papier-Chromatograph~e, 

E. 3/ierclc A. G., Darmstadt,  5 (Reagens Nr. 22). 
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blieben 980 nag reine 2.Phenyl.d,7,8,9.tetra-O-acetyl.N-acetyl-c~-D-neurami~t. 
si~ure zur/ick (vgl. Tab. 1). Die vereinigten wfiBrigen Auszfige (zusamxnen 
etwa 120 ml) wurden im Vak. bei 40 ~ eingedampft. Wir erhielten ein Kristal- 
]isat (441 rag), das im D/innsehiehtehromatogramm als I-Iauptmenge 2-Phenyl- 
4, 7, 8,9-tetra- O-aeegyl -N-aeetyl- ~ 4)-neuramins~iure und nur  wenig yore ~-Ano- 
meren aufzeigte. Das Gemiseh wu_rde in 55 ml Aeeton:grasser  ( t : 1 ,  v/v) 
gelSst. Nach dem Einengen am siedenden Wasserbad auf etwa 25 ml wurde die 
L6sung bei Zimmertemperatur stehengelassen. Es kristallisierte zuerst das 
schwerer 16sliehe Tetra-O-acetyl-phenyl-a-ketosid, das mit  ,~-Anomerem ver- 
miseht war. Sodann konnten wir aus der Mutterlauge 300 mg reine 2-Phenyl- 
g,7,g,9-tetra-O-acetyl-N-aeetyl-~-D-neura~insiiure isolieren (vgl. Tab. 1). 

2-Phenyl-ALacetyl- c(-D-neuraminsdure 

980 mg 2-Phenyl-4,7,8,9-tetra-O-aeetyl-N-aeegyl-~-D-neuramins~ure wur- 
den in 20 ml Wasser aufgenommen und naeh Zugabe yon 9,8 ml ln-NaOt:I 
t5 rain. bei 40 ~ verseift. Die Na+-Ionen wurden mit  Axnberlite I g  120 (H +- 
Form) bei 0 ~ entfernt und  die nun  sauer reagierende L5sung lyophilisiert. Das 
~-Ketosid wurde in Wasser (0,8 ml) und Methanol (10 ml) gel6st. Naeh der 
Zugabe yon Ather (140 ml) wurde eine 51ige FNlung (336 rag) abgetrennt und 
mit  Petrolfither (P~,  130 ml) das ~-Ketosid langsam zur Kristallisation ge- 
braeh~. Ausb. 292 mg (vgl. Tab. 1). 

In  einem anderen Versueh wurde 2-Phenyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl.N-aeetyl- 
~.-D-neuramins/iure naeh Zempldn 12 verseift. Das PhenyL~-ketosid fiel in 
25% Ausb. an. 

2..Phenyl-.N-ac6tyl- ~.-D-neuram~:~sglu~oe-methylester 

50 mg 2-Phenyl-N-acetyl-c~-D-neuramins/~m.e wurden in 1 ml absol. 
2r gel6st und mit  einer/tther. LSsung yon Diazomethan (4 ml) versetzt. 
Von einer flockigen F~llung wurde abfiltriert und zu der LSsnng ~_ther (30 ml) 
und i~  (30 ml) his zt~r bleibenden Tr/ibung hinzugegeben. Naeh einige~ 
Stdn. bei 4 ~ war der Ester vollkommen auskrist.allisiert. Er wurde far die 
Elementaranalyse aus Methanol und Nther umgelSst. Die Ausb. betrug 37 mg 
(vgl. Tab. 1). 

2-Phenyl-Ar-acetyl - ~-D -neuraminsi~ure 

Aus 2-Phenyl-4,7,8,9-tetra-O-aeetyl-N-acetyl-~-n-neuramhls~iure wurde 
das Pheny]-~-ketosid der N-Acetyl-D-neuramins~ure nach der fi~r das Phenyl- 
x-ketosid gegebenen Vorsehrift erhalten (vgl. Tab. i). 

2-Phe'nyl-~r-acetyl - ~-~)-neuraminsi~ure-methylester 

Auf die gleiehe Weise wie den Methylester des Phenyl-~-ketosides der 
N-Aeetyl-D-neuramins/~m'e erhfelten wir aus 274 mg 2-Pheny]-N-acetyl-~-i)- 
neuramins/im~e mit CI-I21~2 den entspreehenden Methylester (158 nag), der ffir 
die Analyse aus Methanol (4 ml) und Ather (37 ml) umkristallisiert wurde. 
Ausb. 140 mg (vgl. Tab. i). 

i~ G. Zempldn und A. Kunz, Bet. dr. chem. Ges. 56, 1705 (1923). 



60 P. Meindl u .a . :  Ke~oside der N-Acetyl-D-neuramins~ure 

Saute HydroIyse des JPhenyt-~-ketoxides der N-Acetyl-D-neuraminsi~ure 

Je 10,0ml einer 5,02. 10-4m-L6sung yon 2-Phenyl-N-acetyl-a-D-neura- 
mins~ure in Wasser und  in 0,1n-IZIC1 (pie = 1) wurden bei 37 ~ inkubiert. 
I n  regelm~gigen Zeitabst~nden wurden Proben (0,50 ml) entnommen und fiir 
die Bestimmtmg des freigesetzten Phenols verwendet. 

Jede Probe wurde rnit 0,50 ml Wasser und  nacheinander mit  3,5 mI kalt 
ges~itt. NaaCOs-L6sung, 5,0 ml Wasser und unter Schiitteln mit  1,0 ml Folin--~ 
Ciocalteu-Reagens i3 versetzt. Die K61bchen lieB man sodann 25Min. bei 
Zimmertemp. stehen. Die Ext inkt ion der entstandenen F~rbungen wurde mit  
einem Zeiss-Spektralphotometer PMQ I I  bei 750 m~l gegen einen Reagens- 
Blindwe~t gemessen. Aus einer mit  p. a. Phenol erstellten Eichkurve lieg sieh 
die hydrolytisch freigesetzte Menge Phenol errnit~e]n. 

Ve~'suche mit Neuraminidase 

Neuraminidase aus Vibrio cholerae (Behringwerke A. G., Marburg/Lahn) 
war in einem 0,05m-Ace~atpuffer (pPI 5,5), der 9 ~ng/m[ N~CI and 1 mg/ml 
CaCI2 enthielt, gel6st und  besaB taut Angabe der Erzeugerfh'ma eine Aktivitgt 
yon 500 Einheiten/ml. 1 ml dieser L6sung wtu'de mit  4 m] eines 0,1m-Malein- 
sSure--NaOH-Puffers i~, pH 6,4, der 0,002m CaCle enthielt, auf 5 ml gebraeht. 
0,30 ml der auf diese Weise erhaltenen Enzyml6sung setzten aus 1 ml 10-3m- 
N-AcetylneuraminyLlactose% l~ in 1 Stde. bei pH 6,4 and 37 ~ 0,152 ~Mole 
N-Aeetyl-D-neuraminsiiure in Freihei~. 

Influenza-A-Virus, S~amm Melbourne, stammte torn World Influenza 
Center, London. Die in unsere Versuehe eingesetzten Virus-Prfiparate ~ ent- 
hielten 2 ~2 h~imagglutinierende Einheiten/ml. 

Die Spaltm~gsversuche mi~ V. cholerae.Enzym wurden bei pie 6,4 in einem 
0,1m-Maleins~ure--:NaOI-I-Puffer, der 0,002m CaCle enthielt, mit  Influenza- 
A-Virus, Stamm Melbourne, hingegen bei pie 6,5 in einem 0,067 ~n-Phosphat- 
puffer a.usgefiihrt. Die Inkubationstemp. betrug immer 37 ~ Wurde l~inger als 
3 Stdn. inkubiert,  so enthie]t 1 ml der Inkubationsl6sung neben dem Substrat 
und dem Enzym (bzw. Virus) noch 50 Einheiten Penicillin. Jeder Versuch 
wurde Ms Doppelbestimmung ausgefiihrt und yon einem gleich behandelten 
Kontrollansatz, der kein Enzym enthielt, begleitet. Nach beendeter Inkubat ion  
wurden die Spa]tungsansitze (1,0 m]) in kochendes Wasser gebracht., dort 
3 Min. belassen und naeh dem Abktihlen mit 1,0 ml Puffer versetzt. War die 
LSstmg triib, so wurde 5 Min. bei 4000--5000Umdr./min. zentrifugiert. Aus 
der L6sung bzw. aus dem klaren l~-berstand naeh dem Zentrifugieren wurde 
sodann I ml entnommen und darin das enzymatiseh aus dem K.etosid frei- 
gesetzte Phenol bestimmt (s. o.). Eine IKontrolle, die Enzym bzw. Virus all6in 
enthielt, gab auf Zugabe yon Folin--Uiocalteu-Reagens 13 keine F~irbung. 

iz O. ~olin und V. Ciocalteu, J. Biol. Chem. 73, 627 (1927); ,,Methods in 
Enzymology" (Hrsg. : S. P. Uolowick und N. O. Kaplan) 3, 448, Academic 
Press 1957. 

i~ ,,l~{ethods in Enzymology" (Hrsg. : S. P. Uolowiek and N.  O. Ka~lan) 1, 
142, Academic Press 1955. 

i~ M. Schneir, R. J. Winzler und 1~i. E. Ra]elson, Bioehem. Prepar. 9, 1 
(1962). 


