Uber synthetische Ketoside der N-Aecetyl-p-neuraminsiiure,
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Darstellung des Phenyl-a-ketosides der N-Acetyl-
D-neuraminsdure und seines B-Anomeren
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Das Phenyl-«- und -B-ketosid der N-Acetyl-D-neuraminsiure
wurden durch Umsetzung von 2-Chlor-2-desoxy-4,7,8,9-tetra-
O-acetyl-N-acetyl-p-neuraminsgure mit Phenol in Gegenwart von
Silbercarbonat und nachfolgende Entfernung der O-Acetyl-
gruppen dargestellt. Dem weniger stark linksdrehenden, durch
Neuraminidase spaltbaren Phenylketosid wird die «-glykosidische
Konfiguration zugeschrieben. Beide Anomeren gaben gut kristal-
lisierende Methylester und 4,7,8,9-Tetra-O-acetyl-Derivate.

The phenyl «- and B-ketosides of N-acetyl-p-neuraminic acid
have been synthesized by the reaction of 2-chloro-2-deoxy-
4,7,8,9-tetra-O-acetyl-N-acetyl-n-neuraminic 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 anomers gave readily crystallizing methyl
esters and 4,7,8,9-tetra-O-acetyl derivatives.

Chber die Darstellung einer Reihe durch Vibrio cholerae-Neuraminidase
spaltbarer o-Ketoside der N-Acetyl-1. 2 und der N-Glykolyl-p-neuramin-
sdure® wurde kiirzlich berichtet. Als Aglycon enthielten sie aliphatische
oder araliphatische Reste. Die enzymatische Hydrolyse der Ketoside?
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wurde durch Bestimmung der freigesetzten Sialinsduren mit der Thio-
barbitursiure-Reaktion nach 4minoff® verfolgt.

In der vorliegenden Arbeit beschreiben wir die Synthese des durch
V. cholerae-Neuraminidase spaltbaren Phenyl-a-ketosides der N-Acetyl-
D-neuraniinsdure und des anomeren enzymatisch nicht spaltbaren p-Keto-
sides, das als Nebenprodukt anfiel. Acetochlorneuraminsgure® wurde mit
iiberschiissigem Phenol bei 40° in Gegenwart von Silbercarbonat zur Re-
aktion gebracht. Diinngchichtchromatographisch konnten wir nachweisen,
daB die Umsetzung zu den anomeren Phenylketosiden der Tetra-O-acetyl-
N-acetyl-D-peuraminsdure schon nach 2 Stunden im wesentlichen be-
endet war; wurde linger erwirmt, so nahm die Menge des Phenyl-B-keto-
sides auf Kosten seines a-Anomeren zu. Die Reinigung der acetylierten
Phenylketoside erfolgte durch Adsorption an einem Dowex 1-X8 Ionen-
austauscher in der Acetat-Form und nachfolgende Elution mittels 4n-
Essigsdure. Die im Resorcin-Test® positiv reagierenden Eluate hinter-
lieBen, im Vakuum bei 40° eingedampft, einen teilweise kristallinen Riick-
stand, der mit wenig Wasser digeriert wurde. Die nicht wasserldslichen
Kristalle waren ein Anomerengemisch, dessen Auftrennung auf einfache
Weise gelang. 2-Phenyl-4,7.8,9-tetra-O-acetyl-N-acetyl-«-p-neuramin-
séure war in heiem Wasser viel schwerer 1oslich als sein f-Anomeres. Aus
ihren O-Acetyl-Derivaten waren das Phenyl-«- und -3-ketosid der N-Acetyl-
p-neuraminsdure durch milde alkalische Verseifung zugédnglich. Nur das
a-Anomere konnte kristallisiert erhalten werden; beide Ketoside gaben
jedoch mit Diazomethan gut kristallisierende Methylester.

Der Thiobarbitursiure-Reaktion nach Aminoff® unterworfen, welche
in der Regel die freie, nicht jedoch die ketosidisch gebundene N-Acetyl-
D-neuraminsdure erfaft, gab die 2-Phenyl-N-acetyl-o-D-neuraminsiure
eine intensive Firbung; sie war etwa halb so stark wie die unter gleichen
Bedingungen mit einer dquivalenten Menge freier N-Acetyl-D-neuramin-
sidure entstehende Firbung. Dieser itberraschende Befund erklédrt sich
durch die Geschwindigkeit der sauren Hydrolyse der 2-Phenyl-N-acetyl-
o-D-neuraminsiure. Es zeigte sich ndmlich, daf das Ketosid bei pH 1
und 37°, also unter Bedingungen, wie sie etwa bei der Inkubation eines
Neuraminsiurederivates mit Perjodsdure/Schwefelsdure (pH 1,2)5 in der
ersten Phase der Thiobarbitursdure-Reaktions vorliegen, innerhalb von
30 Min. zur Hilfte in N-Acetyl-p-neuraminsiure und Phenol gespalten
wird (Abb. 1).

In Tab. 1 sind die Schmelzpunkte, optischen Drehwerte und chromato-
graphischen Daten der anomeren Phenylketoside, ihrer Methylester und
O-Acetyl-Derivate zusammengestellt. Sowohl bei den Methylestern als
auch bei den O-Acetylderivaten unterscheiden sich die Schmelzpunkte

5 D. Aminoff, Biochem. J, 81, 384 (1961).
s L. Svennerholm, Biochim. Biophys. Acta [Amsterdam] 24, 604 (1957).
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der Anomeren signifikant. Das optische Drehvermogen der Ketoside ent-
sprach insoferne den Erwartungen, als das durch V. cholerae-Neuramini-
dase in N-Acetyl-D-neuraminsdure und Phenol spaltbare Phenylketosid
stérker nach rechts drehte als sein enzymatisch nicht spaltbares Anomeres.
Unter der Voraussetzung, daf3 die Regel von Hudson? auch fiir Glykoside
der N-Acetyl-p-neuramin.-
sdure giiltig ist, mull man
Voas das durch Neuraminidase
spaltbare und eine geringere
Livoratation aufweisende
Phenylketosid als das a-,
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Abb. 1. Abb. 2.

Abb. 1. Hydrolytische Spaltung des Phenyl-a-ketosides der N-Acetyl-v-neuraminsiure bei 37° in
wiBriger Losung (—e—@-—e—) und in 0,1#-HCl (—0—0—0—). t: Inkubationsdauer in Min.

Abb. 2. Spaltung des Phenyl-a-ketosides der N-Acetyl-D-neuraminssiure durch V. cholerge-Neura-
minidase als Funktion der Enzymmenge. 1 ml Inkubationslosung enthielt 1 sMol Phenyl-«-

ketosid und eine variable Menge (0,10 bis 0,50 ml) Enzymlésung. Es wurde 30 Min. bei pH 6,4
und 87° inkublert. ¢ppop: rMol/ml enzymatisch freigesetztes Phenol.

sein Anomeres als das B-Ketosid bezeichnen. In Ubereinstimmung
mit der nach Hudson? getroifenen Zuordnung fanden wir auch fiir die
von uns untersuchten Derivate des Phenyl-a-ketosides - im Gegensatz
zu den frither gepriiften O-Acetylderivaten des n-Amyl-a-ketosides® —
durchwegs positivere spezifische Drehwerte als fiir die Verbindungen, die
sich vom B-Ketosid ableiten. Bei der Papier- und Diinnschichtchromato-
graphie zeigten die a-Ketoside stets groBere Ry-Werte als die 8-Ketoside.

Wie schon erwihnt, ist das Phenyl-a-ketosid der N-Acetyl-b-neuramin-
siure durch Vibrio cholerae-Neuraminidase und Influenza-A-Virus,
Stamm Melbourne, in N-Acetyl-p-neuraminséure und Phenol spaltbar.

7 C. 8. Hudson, J. Amer. Chem. Soc. 31, 66 (1909); Adv. Carbohydr.
Chem. 3, 15 (1948).
8 P. Meindl und H. Tuppy, Mh. Chem. 96, 816 (1965).
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Sein $-Anomeres sowie die Methylester des Phenyl-a- und Phenyl-3-keto-
sides sind hingegen nicht spaltbar. Die enzymatische Hydrolyse wurde
durch Bestimmung des freigesetzten Phenols verfolgt. Bei 1-10-3m
Substratkonzentration war die Spaltungsgeschwindigkeit in weiten Gren-
zen der zugesebzten Enzymmenge proportional (Abb. 2). Das Phenyl-a-
ketosid wurde, wie aus Abb. 3

ersichtlich ist, durch Vibrio

o = . cholerae-Neuraminidase vollstén-
g dig gespalten. Die Abhingigkeit
der Spaltungsgeschwindigkeit von

- der Substratkonzentration ge-

7o Spaltvry
g

Abb, 3. Abb. 4.

ADbb. 3. Spaltung des Phenyl-a-ketosides der N-Acetyl-D-neuraminsiure durch V. cholerae-Neura-
minidase als Funktion der Inkubationsdauer. 1 ml Inkubationslésung enthielt 1 pMol Phenyl-o-
ketosid und 0,30 m! Enzymlosung. Es wurde bei pH 6,4 und 37° inkubiert. £: Inkubationsdauer in Min,

Abb. 4. Spaltung des Phenyl-a-ketosides der N-Acetyl-D-neuraminsiure durch V. cholerae-Neura-
minidase als Funktion der Substratkonzentration. 1 ml Inkubationslosung enthielt 0,30 ml Enzym-
I9sung. Es wurde 30 Min. bei pH 6,4 und 37° inkubiert. cgt uMol/ml Phenyl-a-ketosid; CPRoE -

nMol/ml enzymatisch freigesetztes Phenol. [In der Ordinatenbeschriftung lese man {(statt 0,10 bzw.
0,50} 1.0 bzw. 5,01

horchte der Michaelis—Mentenschen Kinetik (Abb. 4). Wurden nach
Lineweaver und Burk? die Reziprokwerte der Substratkonzentration
gegen die Reziprokwerte der Reaktionsgeschwindigkeit aufgetragen, so
erhielt man erwartungsgemifl eine Gerade. Die Michaelis-Konstante
betragt 2 - 103 m.

Das Phenyl-o-ketosid der N-Acetyl-p-neuraminsiure ist tiir die Be-
stimmung der Aktivitdt von Neuraminidase-Priparaten bestens geeignet.
Die Verwendung synthetischer Sialinsdure-Arylketoside sollte auch die
Moglichkeit erdffnen, Neuraminidaseaktivitdt histochemisch darzustellen.

® H. Lineweawver und D. Burk, J. Amer. Chern. Soc. 56, 658 {1934),
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Herrn Dr. . Bodo, Arzneimittelforschung, Wien, sind wir fiir die
Vermehrung und Reinigung von Influenza-Virus, Stamm Melbourne, auf-
richtig verbunden. ¥Frau 4. Edelmann und Herrn H. Mahr danken wir
fiir ausgezeichnete technische Mitarbeit.

Experimenteller Teil

Die Schmelzpunkte wurden mit einem Heiztischmikroskop nach Kofler
bestimmt.

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

Die optischen Drehungen wurden mit einem lichtelektrischen Perkin-
Elmer Polarimeter in 1-dm-Polarimeterrohren gemessen.

Fir die Dinnschichtchromatographie wurden Kieselgel G nach Stail und
das Laufmittel n-Butanol—n-Propanol—0,1n-HCl (1:2:1, v/v/v), fur die
Papierchromatographio Schleicher & Schiill-Papier 2043 a und als Laufmittel
Athylacetat—REisessig—Wasser (3: 1: 3, v/v/v) verwendet. Um die Neuramin-
sdurederivate sichtbar zu machen, wurden die Diinnschichtchromatogramme
mit konz. HoSOs—Wasser (1:1, v/v) bespritht und erhitzt1?, die Papier-
chromatogramme mit Natriummetaperjodat und Benzidin'® behandelt. Als
Rxa bezeichnen wir die auf den Rp-Wert der N-Acetyl-D-neuraminsédure
(= 1,00) bezogenen ,,relativen’ Rp-Werte der Neuraminséurederivate.

Darstellung der anomeren 2-Phenyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-N -acetyl-D-newramin-
sduren

5,8 g Acetochlorneuraminsiure® wurden mit 19 g geschmolzenem Phenol
(etwa 45—50°) und 4 g Silbercarbonat versetzt. Das Gemisch blieb 2 Stdn.
bei 40—45°. In den ersten 10 Min. der Reaktion beobachteten wir eine starke
Gasentwicklung. Nach beendeter Reaktion wurde in 50 ml Aceton aufgenom-
men, durch Hyflo-Supercel filtriert, die nunmehr klare, aber dunkelrot geférbte
Losung mit etwa 30 ml Wasser versetzt und auf Dowex 1-X8 (350 ml Ionen-
austauscher, Acetat-Form) gebracht. Man liel die Losung langsam einsickern
und wusch sodann das Austauscherharz mit 31 Aceton: Wasser (2: 1, v/v)
nach. Die O-acetylierten Phenylketoside der N-Acetyl-p-neuraminséure wur-
den mit 4n-Essigsdure in Aceton : Wasser (1: 1, v/v) eluiert. Die im Resorcin-
Test® positiv reagierenden HEluat-Fraktionen wurden vereinigt und hinter-
lieBen nach dem Eindampfen im Vak. bei 40° einen teilweise kristallinen Riick-
stand, der mit wenig Wasser verrieben wurde. Das Kristallisat wurde isoliert,
in 40 ml Wasser und 10 ml Aceton wieder geldst und etwas Aktivkohle zuge-
setzt. Nachdem filtriert und die Lésung auf ein Volumen von etwa 30 ml ein-
geengt worden war, konnten 1,6 g eines farblosen Kristallisates erhalten wer-
den, das aus einem Gemiseh der beiden anomeren 2-Phenyl-4,7,8,9-tetra-O-
acetyl-N-acetyl-D-neuraminsiuren (Dunnschichtchromatogramm: Rp = 0,49
und 0,45 fir das «- bzw. B-Anomere) bestand. Das Substanzgemisch wurde
4mal mit je 30 ml heilern Wasser (80-—90°) digeriert. Nach dieser Behandlung

10 K. Randerath, Dinnschichtchromatographie, Verlag Chemie G. m. b. H.
1t Anfarbereagentien fiir Dinnschicht- und Papier-Chromatographie,
E. Merck A. G., Darmstadt, 5 (Reagens Nr. 22).
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blieben 980 mg reine 2-Phenyl-4,7,8,9-tetra-0-acetyl-N-acetyl-o«-D-newramiit-
sGure zuriick (vgl. Tab. 1). Die vereinigten wéafirigen Ausziige (zusanimen
etwa 120 ml) wurden im Vak. bei 40° eingedampft. Wir erhielten ein Kristal-
lisat (441 mg), das im Diinnschichtchromatogramm als Hauptmenge 2-Phenyl-
4,7,8,9-tetra-0O-acetyl-N-acetyl-8-D-neuraminsaure und nur wenig vom «-Ano-
meren aufzeigte. Das Gemisch wurde in 55 ml Aceton : Wasser (1:1, v/v)
gelost. Nach dem Einengen am siedenden Wasserbad auf etwa 25 ml wurde die
Losung bei Zimmertemperatur stehengelassen. Es kristallisierte zuerst das
schwerer 19sliche Tetra-O-acetyl-phenyl-«-ketosid, das mit 8-Anomerem ver-
mischt war. Sodann konnten wir aus der Mutterlauge 300 mg reine 2-Phenyl-
4,7,8,9-tetra-0-acetyl-N -acetyi-B-D-neuraminsiure isolieren (vgl. Tab. 1).

2-Phenyl-N -acetyl-«-D-neuraminsiure

980 mg 2-Phenyl-4,7,8,9-tetra-0O-acetyl-N-acetyl-«-D-neuraminsidure wur-
den in 20 ml Wasser aufgenommen und nach Zugabe von 9,8 ml 1n-NaQH
15 min. bei 40° verseift. Die Na+-Tonen wurden mit Amberlite IR 120 (H+-
Form) bei 0° entfernt und die nun sauer reagierende Losung lyophilisiert. Das
a-Ketosid wurde in Wasser (0,8 ml) und Methano! (10 ml) gelést. Nach der
Zugabe von Ather (140 ml) wurde eine dlige Fallung (336 mg) abgetrennt und
mit Petroldther (P4, 130 ml) das a-Ketosid langsam zur Kristallisation ge-
bracht. Ausb. 292 mg (vgl. Tab. 1).

In einem anderen Versuch wurde 2-Phenyl-4,7,8,9-tetra-0O-acetyl-N-acetyl-
o-D-neuraminsdure nach Zemplén'? verseift. Das Phenyl-a-ketosid fiel in
259, Ausb. an.

2- Phenyl-IN -acetyl- «-D-nevwraminsiwre-methylester

50 mg 2-Phenyl-N-acetyl-a-bD-neuraminsdure wurden in 1 ml absol.
Methanol gelést und mit einer dther. Losung von Diazomethan (4 ml) versetzt.
Von einer flockigen Féllung wurde abfiltriert und zu der Lésung Ather (30 ml)
und P4 (30 ml) bis zur bleibenden Tritbung hinzugegeben. Nach einigen
Stdn. bei 4° war der Ester vollkommen suskristallisiert. Er wurde fiir die
Elementaranalyse aus Methanol und Ather umgeldst. Die Ausb. betrug 37 mg
(vgl. Tab. 1).

2-Phenyl-N-acetyl-p-D-neuraminsiure

Aus  2-Phenyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-N-acetyl-f-p-neuraminsdure wurde
das Phenyl-$-ketosid der N-Acetyl-p-neuraminséiure nach der fiir das Phenyl-
«-ketosid gegebenen Vorschrift erhalten (vgl. Tab. 1).

2-Phenyl-N -acetyl-B-D-neuraminsture-methylester

Auf die gleiche Weise wie den Methylester des Phenyl-a-ketosides der
N-Acetyl-n-neuraminsgure erhielten wir aus 274 mg 2-Phenyl-N-acetyl-8-n-
neuraminsdure mit CHyNz den entsprechenden Methylester (158 mg), der fur
die Analyse aus Methanol (4 ml) und Ather (37 ml) umkristallisiert wurde.
Ausb. 140 mg (vgl. Tab. 1).

12 @. Zemplén und 4. Kunz, Ber. dt. chem. Ges. 56, 1705 (1923).
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Saure Hydrolyse des Phenyl-x-ketosides der N-Acetyl-p-neuraminsiure

Je 10,0 ml einer 5,02 - 10-4m-Losung von 2-Phenyl-N-acetyl-o-b-neura-
minséure in Wasser und in 0,1n-HCl (pH = 1) wurden bei 37° inkubiert.
In regelméfigen Zeitabsténden wurden Proben (0,50 ml) entnommen und fir
die Bestimmung des freigesetzten Phenols verwendet.

Jede Probe warde mit 0,50 ml Wasser und nacheinander mit 3,5 ml kalt
gesatt. NagCOz-Losung, 5,0 ml Wasser und unter Schiitteln mit 1,0 ml Folin—
Crocalteu-Reagens® versetzt. Die Kolbchen lieB man sodann 25 Min. bei
Zimmertemp. stehen. Die Extinktion der entstandenen Farbungen wurde mit
einem Zeiss-Spektralphotometer PMQ IT bei 750 my gegen einen Reagens-
Blindwert gemessen. Aus einer mit p. a. Phenol erstellten Eichkurve lie§ sich
die hydrolytisch freigesetzte Menge Phenol ermitteln.

Versuche mit Neuraminidase

Neuraminidase aus Vibrio cholerae (Behringwerke A. G., Marburg/Lahn)
war in einem 0,05m-Acetatpuffer (pH 5,5), der 9 mg/ml NaCl und 1 mg/ml
CaCls enthielt, gelost und besaB laut Angabe der Erzeugerfirma eine Aktivitit
von 500 Einheiten/ml. 1 ml dieser Losung wurde mit 4 ml eines 0,1m-Malein-
siure-—NaQH-Puffers4, pH 6,4, der 0,002m CaCls enthielt, auf 5 m! gebracht.
0,30 ml der auf diese Weise erhaltenen Enzymlosung setzten aus 1 ml 10-3m-
N-Acetylneuraminyl-lactose?, '3 in 1 Stde. bei pH 6,4 und 37° 0,152 uMole
N-Acetyl-D-neuraminsiure in ¥Freiheit.

Influenza-A-Virus, Stamm Melbourne, stammte vom World Influenza
Center, London. Die in unsere Versuche eingesetzten Virus-Préparate? ent-
hielten 2% hdmagglutinierende Einheiten/ml.

Die Spaltungsversuche mit V. cholerae-Enzym wurden bei pH 6,4 in einem.
0,1 m-Maleinsiure—NaOH-Puffer, der 0,002m CaCls enthielt, mit Influenza-
A-Virus, Stamm Melbourne, hingegen bei pH 6,5 in einem 0,067 m-Phosphat-
puffer ausgefiihrt. Die Inkubationstemp. betrug immer 37°. Wurde linger als
3 Stdn. inkubiert, so enthielt 1 ml der Inkubationsldsung neben dem Substrat
und dem Enzym (bzw. Virus) noch 50 Einheiten Penicillin. Jeder Versuch
wurde als Doppelbestimmung ausgefihrt und von einem gleich behandelten
Kontrollansatz, der kein Enzym enthielt, begleitet. Nach beendeter Inkubation
wurden die Spaltungsansdtze (1,0 ml) in kochendes Wasser gebracht, dort
3 Min. belassen und nach dem Abkiihlen mit 1,0 ml Puffer versetzt. War die
Losung triib, so wurde 5 Min. bei 4000—5000 Umdr./min. zentrifugiert. Aus
der Losung bzw. aus dem klaren Uberstand nach dem Zentrifugieren wurde
sodann 1ml entnommen und darin das enzymatisch aus dem Ketosid frei-
gesetzte Phenol bestimmt (s. o.). Eine Kontrelle, die Enzym bzw. Virus allein
enthielt, gab auf Zugabe von Folin—Ciocalteu-Reagens® keine Farbung.

18 0. Folin und V. Ciocalteu, J. Biol. Chem. 73, 627 (1927); ,,Methods in
Enzymology* (Hrsg.: S. P. Colowick und N. O. Koplan) 3, 448, Academic
Press 1957.

1 Methods in Enzymology* (Hrsg.: S. P. Colowick und N. 0. Kaeplan} 1,
142, Academic Press 1955,

15 M. Schneir, R. J. Winzler und M. E. Rafelson, Biochem. Prepar. 9, 1
(1962).



