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~ber 2-Deoxy-2,3-dehydro-sialins~iuren, 1. Mitt.: 
S y n t h e s e  u n d  E i g e n s c h a f t e n  y o n  2 - D e o x y - 2 , 3 - d e h y d r o - N -  

a c y l n e u r a m i n s ~ u r e n  n n d  d e r e n  ~ e t h y l e s t e r n  

Von 

P. Meindl und  H.  Tuppy 
Aus dem chemischen Labor  der Arzneimittelforschung Ges. m. b. H. * 

und dem Ins t i tu t  fiir Bioehemie der Universit~tt ~Vien 

(Eingegangen am 11. Juni 1969) 

Wenn nach Behandlung der 2-Chlor-2-deoxy-4,7,8,9-tetra- 
O-acetyl-N-aeetylnem'amins~m'e mit  HCl-abspa]tenden Mitteln 
oder naeh l~ngerem Erhitzelx der in Dioxan gelSsten 2,4,7,8,9- 
Penta-O-acetyl-N-acetylneuramins:s das l%eaktionsprodukt 
O-deacetyliert  wurde, ents tand eine Verbindung, die mit  Resorcin 
die fiir Sialins~urederivate typisehe Farbreakt ion  gab. Sie gab 
mit  CH2N2 einen Methylester, der bei der ka ta ly t .  I-Iydrierung 
1 Mol Iff~ pro Mol aufnahm nnd 2 Mol Nat r iummetaper joda t  
pro Mol verbrauehte.  Diese Eigensehaften sowie die Elementar-  
analyse, das UV-, IR-  und NMR-Spektrum der Verbindung 
wiesen diese als eine 2-Dcoxy-2,3-dehych~o-N-acetylneuramin. 
s~ure aus. 

Analog zur Darstellung des Methylesters der 2-Deoxy-2,3- 
dehydro-N-acetylncuraminsiiure wurdcn yon uns die Methyl- 
ester der 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-glykolyl-, 2-Deoxy-2,3-dehydro- 
N-propionyl-, 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-butyryl-, 2-Deoxy-2,3-de- 
hydro-N-bcnzoyl- und 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-carbobenzoxy- 
neuramins/iure erhMten. 

2-Deoxy-2.3.dehydro-sialic Acids, I: Synthesis and Properties 
o] 2-Deoxy-2.3-dehydro-N-acyl-neuraminic Acids a~nd Their Methyl 
Esters 

When 2-chloro-2-dcoxy-4.7.8.9-tetra-O-acetyl-N-acetylneur. 
aminic acid was t reated with I-ICl-eliminating agents or when 
2.4.7.8.9-penta-O-acetyl-N-acetylneuraminic acid was heated for 
several hours in dioxan solution and the reaction product  was 

* Ansehrif t :  Arzneimittelforschung Ges. m. b . H . ,  A-1120 Wien, Laske- 
gasse 5--11.  
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subsequently O-deaeetylated, a compound was obtained which 
g~ve the resorcinol eolour reaction characteristic of sialic acid 
derivatives. Its methyl ester upon catalytic hydrogenation took 
up 1 mole of hydrogen per mole and upon oxidation with sodium 
metaperiodate consumed 2 moles of the oxidan%. These properties 
as well as the elementary analysis and the UV-, IR- and N1VIR- 
spectra of the new compound showed that it was 2-deoxy-2.3- 
dehydro-N-acetylneuraminic acid. 

The methyl esters of 2-deoxy-2.3-dehydro-N-glycolyl-, 
2-deoxy-2.3-dehydro-N-propionyl-, 2-deoxy-2.3-dehydro-N-butyr- 
yl-, 2-deoxy-2.3-dehych'o-N-benzoyl- and 2-deoxy-2.3-dehydro- 
N-earbobenzoxy-neuraminic acid were obtained by reactions 
analogous to those used lot the preparation of the methyl ester 
of 2-deoxy-2.3-dehydro-N-acetylneuraminic acid. 

W~hrend zahlreiche yon Aldosen abgeleitete Glycale bekannt sind, 
scheinen Derivate yon Ketosen mit Glycalnatur bisher nicht dargestellt 
worden zu sein. Ill der vorliegenden Abhandlung werden Synthese und 
Eigenschaften yon Sialinsiiurederivaten, die struktureU den Glycalen 
nahestehen, beschrieben. Einige yon ihnen sind Inhibitoren der Vibrio 

cholerae- und Influenzavirus-Neuraminidase. 

2- Deo xy-  2,3- d e h y d r  o -N-  a ce t  y l n e  ur  a m i n  s ~ure 

Die 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-~cetylneuramins/iure (4A) wurde bus 
Acetochlor-N-acetylneuramins/iure (2 A) 1 durch Chlorwasserstoffabspal- 
tung und anschlieBende alkalische Verseifung der O-Acetylreste erhalten. 
Die HC1-Abspaltung erfolgte in einem inerten L6sungsmittel (wasserff. 
Dioxan oder Aceton) mit halogenwasserstoffbindenden Stoffen, am besten 

~ COOH 

OH 

2 -Deoxy-2, 3-dehydro-N-acylneuramins/~uren 

Acyl : Acetyl = 4 A 
Glykolyl = 4 B 
Propionyl = 4 C 
Butyryl = 4 D 
Benzoyl = 4 E 
Carbohenzoxy = 4 F 

I 1 ). Meindl  und H.  Tuppy ,  Mh. Chem. 96, 802 (1965). 
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Tri/~thylamin oder Silberc~rbonat. Wurde Tri~thylamin als ehlorwasser- 
stoffbindendes Mittel eingesetzt, so war die Reaktion sehon nach 10 ~in. 
bei Zimmertemp. beendet. Bei Verwendung yon Silberearbonat waren 
erh6hte Temperaturen (80 bis 90 ~ sowie geaktionszeiten zwisehen 
60 und 90 M/n. erforderlich. Das Reaktionsgemisch wurde, ohne die 
2-Deoxy-2,3-dehydro-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-N-aeetylneuramins//ure (3 A) 
zu isolieren, mit verdfinntem w/~Brigen Alkafi bei 40 ~ behandelt, wodurch 
die O-Acetyl-Gruppen abgespalten wurden. Nachdem die K~tionen mit 
HiKe eines Ionenaustauschers aus der L6sung entfernt worden waren, 
lieg sieh die 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-aeetylneuraminsgure (4A) zur 
Kristallisation bringen. 

In wasserffeiem ~ethanol gab die Sgure (4 A) mit einer s 
L6sung yon Diazomethan den iWIethylester (5 A), in Pyridin mit Essig- 
sgureanhydrid die 2-Deoxy-2,3-dehydro-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-N-aeetyl- 
neuraminsgure (3 A). W/~hrend der Nethylester (5 A) gut kristallisierte, 
lieB sieh das Peraeetyl-Derivat (3 A) nieht in kristMliner :Form erhalten. 

Die 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-aeetylneuraminsgure (4 A) entstand aueh 
regelmggig bei der Synthese yon ~-Ketosiden der N-Aeetylneuramin- 
sgure 1 naeh der Methode yon Koenigs und Knots  ~. Ihr Peraeetyl-Derivat 
(3 A) war i~ den iKutterlaugen naeh der Kristallisation der Tetra-O- 
aeetyl-e&etoside a.ngereiehert. Zur Gewinnung der freien Ss (4 A) 
~-arden die in der iKutterlange verbliebenen Stoffe ent,aeetyliert und 
sodann einer ehromatographisehen Tremmng auf Whatman 3 M M  Papier 
unterworfen. 

Es war naheliegend zu untersuehen, ob das Peraeetyl-Derivat (3 A), 
aus dem die 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-aeetylr~euramins/~ure (4 A) dureh 
Verseifung gewonnen wird, nicht aus 2,4,7,8,9-Penta-O-aeetyI-N-aeet.yI- 
neuramins/~ure (1 A) 1 durch Abspaltung yon Essigsgure zugEnglieh ist. 
Eine solche Abspaltung trat bei Zimmertemperatur nieht ein, wohl aber 
bei 90 ~ sowohl in Gegemvart als auch in Abwesenheit yon Trigthylamin. 
Naeh Verseifung der O-AeetylgTuppen mit w//Brigem AlkMi wurde 
2-])eoxy-2,3-dehydro-N-aeetylneuramins//,ure (4 A) erhatten, die als 
~Iethylester (5 A) eharakterisiert wurde. 

Die Abspaltung yon :Essigs/~ure aus Peraeetylneuramins/~ure (1 A) 
1M glatt ~b; a.us dem Methylester der 2,4,7,8,9-Penta-O-acetyl-N-aeetyl- 
neuramins~ure a konnten wir d~gegen unter gleiehartigen Reaktions- 
bedingungen keine 2-Deoxy-2,3-dehyda, o-N-aeetylneuramins/iure (4A) 
erhalten. 

Karkc~ und Charga][ 4 wiesen darauf hin, dab lV[ethylketoside yon 
N-Aeetylneuramins/~ure und N-Glykolylneuramins~iure dutch verdiinute 

2 W. Koenigs und E. Knott ,  Bet. dtseh. Chem. Ges. 34, 957 (1901). 
3 R. Kuhn, P. Lutz und D. L. MacDonald, Chem. Ber. 99, 611 (1966). 
4 I.  D. Karkas und E. Charga]], ft. Biol. Chem. 239, 949 (1964). 
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S//uren raseher gespalten werden als ihre Methylester. Als Ursache ftir 
die erleichterte Spaltung der 1VIethylketoside wurde die Ausbildung einer 
intramolekularen Wasserstoffbrtieke unter Entstehung eines fiinfgliedrigen 
1%inges angenommen 4. Eine solehe Wasserstoffbrtieke kann yon dem 
Ester nieht gebildet werden. Auf Grund der vorliegenden Versuehsergeb- 
nisse ist daher nieht ausgeschlossen, dab erst durch eine Briiekenbildung 
zwischen dem Proton der Carboxylgruppe und einem Sauerstoffatom 
der am C-2 der Neuramins/iure gebundenen AceCylgruppe die Abspaltung 
yon Essigs/iure aus 2,4,7,8,9-Penta-O-acetyl-N-acetylneuramins/~ure (1 A) 
ermSglicht wird. 

Die 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-acetyhmucaminsi~ure und ihr Methylester 
reagierten im Resorein-Test naeh Svennerholm 5 stark positiv, w/~hrend 
sie im Thiobarbiturs/~ure-Test naeh Amino//6 keine lVarbreaktion gaben. 
Das Spektrum des mit Resorcin und dem Methylester der 2-Deoxy-2,3- 
dehydro-lg-aeetylneuramins/~ure unter den Bedingungen der Svennerholm- 
sehen Reaktion 5 erhaltenen Farbs~offes zeigte bei 585 mix ein Maximum 
mi~v einem molaren Extinktionskoeffizienten yon 8200. Zwisehen 620 und 
630 mix beobachteten wir eine Sehulter. Das Spektrum gleicht somit 
in dem yon uns vermessenen Bereieh nahezu jenem, das erhalten wird, 
wenn N-Acetylneuramins/~ure der Resorein-Reaktion unterwoffen wird. 

Die S/~ure hat eine gut titrierbare Carboxylgruppe. Ihr i~[ethylester 
wurde in w~;griger LSsung mit einem Pd-Katalysator hydriert. Wir 
beobaehteten die theoretische Wasserstoffaufnahme (1 Mol H~ je Mol 
Ester). Das Kernresonanzspektrum des Methylesters wurde in D~,O auf- 
genommen und das Signal des olefinisehen K-Atoms bei 6,05 ppm in 
der erwarteten Intensit/~t gefunden. Aueh UV- und IR-Spektrum standen 
mit der vorgeschlagenen Strukturformel in Einklang. Im UV-Spektrum 
des Methylesters der 2-Deoxy-2,3-dehydro-lg-acetylneuramins/iure (in 
Methanol) zeigte sieh ein Maximum bei 243 m~, das somit im Erwartungs- 
bereieh ~iir ~,~-unges~;ttigte Ester lag. ])as IR-Spektrum wurde in einem 
Kt~r-PreBling aufgenommen und zeigte dig fiir ~,~-unges/ittigte Ester 
typisehe C=O-Bande bei 1710 em -1 und die C--O--C-Bande bei 1270 em -1. 
Bei der Perjodatoxidation verbrauehte der ~ethylester der 2-Deoxy-2,3- 
dehydro-N-ace~ylneuraminss 2Mole Natriummetaperjodat je Mol 
Ester (vgl. Tab. 3); dieser Befund steht mit dem Vorliegen eines pyrano- 
iden Ringes, in dem das Kohlenstoffatom 2 tiber eine Sauerstoffbriicke 
mit dem Kohlenstoffatom 6 des Neuramins/iuregertistes verbunden ist, 
in Einklang. Auf Grund der soeben angefiihrten Versuehsergebnisse kann 
als gesiehert angesehen werden, dab der in der vorliegenden Arbeit be- 
sehriebenen S/iure (4A) die Struktur einer 2-Deoxy-2,3-dehydro.N- 
aeetylneuramins/~ure zukommt. 

s L, ~vennerholm, Bioehim. Biophys. Ac~a [Amsterdam] 24, 604 (1957). 
D. A~i,no~, Biochem. J. 81, 38zl (196I). 
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Bei der Behandlung der 2-Chlor-2-deoxy-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-N- 
acetylneuramins/iure (2 A) mit Tri/tthyl~min, ge~olgt yon alkalischer 
Yerseifung, entstand neben der 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-acetylneuramin- 
s/ture (4 A) stats eine ~ zweite Ss Diese lieB sich verestern, gab mit 
Resorcin und Orein Farbreaktionen, wurde jedoch yon Perjodat nur sehr 
langsam angegriffen. Ihre Struktur wurde nicht aufgeklitrt. 

Andere  2- Deoxy-  2,3- d e h y d r  o - N - a c y l n e u r a m i n s i i u r e n  

2-Deoxy-2,3-dehydro-N-glykolylneuramins~iure (4 B) stellten wir aus 
2-Chlor-2-deoxy-4,7,8,9 - tetra - O - acetyl- lq- (O- aeetylglykolyl) -neuramin- 
s/ture (2 B) 7 durch HC1-Abspaltung mit Tri/ithylamin und alkalische 
Verseifung dar. Die S/iure (4 B) wurde in amorpher Form erhalten, 
kom~te aber als gut kristallisierender Methylester (5 B) charakterisiert 
werden. Analog wurden die l~lethylester der 2-Deoxy-2,3-dehydro-N- 
benzoyl- (5 E) und 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-earbobenzoxyneuramins~iure 
(5 F) aus den entspreehenden 2-Chlor-2-deoxy-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-N- 
acylneuramins/iuren (2 E s und 2 F) dargestellt. 

2-Deoxy-2,3-dehydro-N-propionyl- (4C) und 2-Deoxy.2,3-dehyd~o. 
N-butyrylneuraminsiture (4D) ~ ' d e n  aus 2,4,7,8~9-Penta-O-acetyl-N- 
propionyl- (1 C) s und 2,4,7,8,9-Pent~-O-acetyl-N-butyrytneuramins/iure 
(1 D) s (lurch mehrstiindiges :Erwgrmen auf 90--100 ~ in Diox~n und 
ansehlieBende Verseifung der O-Acetylgruppen in amorpher Form or- 
halten. Sie lieBen sich mit CH2N2 in ihre kristallisierenden iKethylester 
iiberffihren (5 C und 5 D). 

Die :Eigensehaften der 1V~ethylester yon 2-Deoxy-2,3-dehydro-N- 
glykolyl- (5 B), 2-Deoxy-2,3-dehydro-N.propiony]- (5C), 2-Deoxy-2,3- 
dehydro-N-butyryl- (SD), 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-benzoyl- (SE) und 
2-Deoxy-2,3-dehydro-N-c~rbobenzoxyneuramins/iure (5 F) sind durchaus 
mit jenen vergleichbar, welehe in dieser Arbeit ffir don Methylester der 
2-Deoxy-2,3-dehydro-N-aeetylneuraminsi~ure (5 A) schon besehrieben 
warden. Un~bh/tngig vo~ der l~Tatur des N-Aeylrestes zeigten die in 
der Resorcin-Reaktion 5 gebildeten Farbstoffe stets das bei 585mlz 
liegende Absorptionsmaximum; die bei dieser Wellenl~inge ermittelten 
Extinktionskoeffizienten sind der Tab. 1 zu entnehmen. 

Einige der hier besehriebenen 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-acylneuramin- 
ss hemmen, wie in sp~iteren Arboiten ausfiihrlieh besehrieben werden 
wird, Vibrio cholera, e- und Influenzavirus-Neuraminidase und beeintr/~ehti- 
gen die Vermehrung yon Myxoviren in der Gewebekultdr. 

Fiir vorziigliehe Mitarb~it danken wit Herrn H. Mahr und Fr/tulein 
T. Frisch. Fiir die Aufnahme uad Auswertung der Kernresonanz-, Infra- 

P. Meindl und H. Tuppy, Mh. Chem. 97, 654 (1966). 
s p .  Meindl und H. Tuppy, M-h. Chem. 97, 1628 (1966). 
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rot- u n d  Ul t rav io le t t -Spekt ren  sind wir Her rn  Dr. A.  Reuter, Dr, Kar l  
Thomae GmbH,  Chemisch-pharmazeutische Fabr ik ,  Biberach a. d. l~iss 
(BleD), aufrichtig verbunden .  

Experimenteller Teil 
Die Sehmelzpunkte wurden mit  einem 3~eiztisehmikrosko10 nach Ko]ler 

bestinm~t. 
Die Elementaranalysen wurden yon ~ e r r n  Dr. J. Zak, Univ. Wien, 

ausgeffihrt; die in der Arbeit angegebenen Werte sind jeweils das 1VIittel aus 
den Ergebnissen einer Doppelbestimmung. 

Ffir die Dfinnschichtchromatographie wurde Xieselgel G nach Stahl 
(Merck) und_ Ms Laufmittel  n-]3utanol--n-Propanol--0,1n-HC1 (1 : 2 : 1, 
v/v/v), fiir die Papierchromatographie Schleieher & Schtill-Papier 2043a und 
als Laufmittel Essigester--Eisessig--~asser  ( 3 : 1 : 3 ,  v/v/v, absteigend) 
verwendet. Urn die Substanzen sichtbar zu machen, wurden die Dfinnschicht- 
chromatogramme mit J-I2SO4--Wasser (1 :1 ,  v/v) besprfiht und erhitzt 9, 
die Papierchromatogramme mit Natriummetaperjodat  und Benzidin behan- 
delt 10. Als /~NA bezeichnen wir die auf den R/-Wert von N-Acetylneuramin- 
sgure ( ~  1,00) bezogenen relativen R/-Werte der Neuramins~iurederivate. 

Die optischen Drehungen wurden mit  einem liehtelektrischen Perkin- 
Elmer Polarimeter in i dm-Polarimeterrohren gemessen. 

Die Ii~-Spektren der Subs~anzen wurden in KBr-PreBlingen mit einem 
Perkin-Elmer Infracord 237 Spektralphotometer, die UV-Spektren in methanol. 
L6sung mit einem Beckman DK-2 Spektralphotometer aufgenommen. Ffir 
die Vermessung der Kernresonanz-Spektren waren die Substanzen in DuO 
gel6st; es wm~de ein Kernresonanzspektrometer Vgrian A 60 verwendet. 

N-Carbobenzoxyneuramins4ure erhielten wit nach der Vorschrif~ von 
Wesemann und Zillilcen n. Schmp. 180--182 ~ u. Zers., [g]24= __36 ~ 
(c = 0,50, Wasser). 

Die Synthesen der 2,4,7,8,9-Penta.O-acetyl-Derivate der N-Acetylneuramin- 
sdure (1 A)1, N-Propionylneuramins~ure (1 C) s und N-Butyrylneuraminsaure 
(1 D) s sowie der 2-Chlor-2-deoxy.4,7,8,9-tetra-O-acetyl-Derivate (,,Acetochlor"- 
Derivate) der N-Acetylneuraminsg~ure (2 A) 1 N- (O-Acetylglylcolyl)neuramin- 
s(ture (2 B) 7 nnd  N-BenzoylneuraminsSure (2 E) s wurden schon an anderer 
Stelle beschrieben. 

2,4,7,8,9-Penta-O.acetyl-N-carbobenzoxyneuraminsdure (1 F) 

2,5 g N-Carbobenzoxyneuramins~ure wurdcn bei 4 ~ unter l~iihren mit 
40 ml Ac20 (dest.) und 25 ml Pyridin (fiber KOH dest.) versetzt. Nach etwa 
1 Stde. war alles gel6s~. Man lieB fiber Naeht im Eisschr~nk stehen und  
dampfte darm das Gemisch bei 40 ~ im Vak. zu einem rot gef/~rbten Sirup ein, 
der in Eiswasser und ~thanol  aufgenommen wurde. Die LSsung wurde zuerst 
mit  55 ml Dowex 50-X 8 (H+-Form) behandelt und sodarm auf 250ml 
Dowex 1-X 8 (Acetatform) aufgebracht. Den Anionenaustauscher wuschen 
wir mit  800 ml X t h a n o ] -  Wasser (2: 1, v/v) nach. 1 F wurde sodann mit 

9 K. l~anderath, Diinnschichtchromatographie, Verlag Chemie, Wein- 
heim/BergstraBe, 1962. 

10 Anf~rbereagentien ffir O/irmschicht- und Papierchromatographie, 
E. Merck AG., Darmstadt-5 (Reagens Nr. 22). 

11 W. Wesemann und F.  Zilliken, Liebigs Ann. Chem. 695, 209 (i966). 
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1200ml 4n-Essigs~ure in X t h a n o l - - W a s s e r  (2: l, v/v) eluiert. Das Eluat  
hinterlieB naeh dem Eindampfen im V~k. bei 40 ~ 3,2 g (84o/o d. Th.) 51ige 
1 F, Rf-~  0,46 (Dfinnschichtchrom~togramm). Das Pr~parat ist ffir die 
weitere Bearbeitung rein genug. 

Wird jedoch auf eine sehr reine Substanz Wert gelegt, so hat  sieh die im 
folgenden besehriebene Umfittlung bewatxrt: l,O8g des 61igen Eindampf- 
riickstandes (siehe oben) wurden in 5 m] Essigester und  10 ml Xther gelbst 
und  in Portionen mit  insgesamt 20 ml PetrolaS~her (PA) versetzt. Eine gelbe 
floekige F~llung wurde abfiltriert und das ldare Fi l t rat  in 200 ml PA ein- 
gegossen. Die nunmetn- reine 1 F (724 rag) fiel als weiBer, amorpher Nieder- 
sehlag an. 

C27HsaO15N. Bet. C 53,03, H 5,44, N 2,29. 
Gel. C 52,72, H 5,40, N 2,12. 

2-Chlor.2-deoxy-g,7,8,9-tetra-O-acetyl.N.carbobenzoxyneuraminsbure (2F) 

2,8 g I F wurden in Essigsi~ure--Essigsi&ureanhydrid (3: 1, v/v) gelbst. 
Bei 4 ~ wurde bis zur S~ttigung trockenes HC1-Gas eingeleitet. Nach be- 
endeter Reaktion wurde am l~otationsverdampfer bei 40 ~ eingedampft und 
der Rfickstand in CHC13 aufgenommen. Naeh dem Einengen blieb ein bri~un- 
]iches Harz zurfiek. Die so erhaltene 2 F (2,7 g) war fiir die folgendenVersuche 
rein genug, Rf ~ 0,50 (DC). 

Fin- die Elementaranalyse wurden 300 mg des obigen Harzes in 5 ml 
Essigester und 40 ml Xther gel6st. Mit 150 ml P ~  erhielt man eine floekige 
brgunliche F~llung, die abfiltriert wurde. Sodann dampften wit das Mare und 
farblose Fi l t rat  zur Trockne ein. Der in 2 ml Essigester trod 8 ml Xther ge- 
15ste Eindampfrest wurde in 100 ml P ~  unter  Sehiitteln eingetragen. 2 F fiel 
amorph an und wttrde bei Zimmertemp. im Vak. fiber PzO5 bis zur Gewichts- 
konstanz getroeknet. 

C25Hs0013NC1. Ber. C 51,07, H 5,14, N 2,38, C1 6,03. 
Gel. C 5t,35, H 5,26, N 2,52, C1 4,49. 

2-Deoxy-2,3-dehydro-N-acetylneuraminsi~ure (4 A) aus 2-Chlor- 2-deoxy-r 
tetra-O-acetyLN-acetylneuraminsi2ure (2 A) 

4,80 g frisch bereitete 2 A wurden in 30 ml wasserfr. Dioxan get6st und 
diese LSsung mit 4,1 ml fiber K 0 H  dest. Tri~thylamin versetzt. Man lieg 
10 Min. bei Zimmertemp. stehen und ffigte dann 36,5 ml 2n-NaOH zu. Zur 
Verseifung der O-Acetylgruppen wurde das Gemisch 20 N~in. auf 40 ~ erw~rmt. 
Aus dem ttydrolysat  entfernten wir die Xationen fiber 70 ml Dowex 59-X 8 
(H+-Form). Das Fil trat  wurde sodann auf eine mit  Dowex 1-X 8 (Formiat- 
Form;  300 ml) beschickte Si~ule aufgebracht. Zuerst wurde mit 6 1 Wasser 
nachgewaschen und anschliegend mit  0,4 n,I~CO0~I eluiert. Das Eluat  wnrde 
in Frakt ionen zu je 20 ml aufgefangen. Die Fraktionen 70--120 und 170--250, 
welche im Res6rcin-Test 5 stark positiv reagierten, win'den bei 40 ~ i. Vak. 
auf ein kleines Volumen eingedampft und dann tyolohilisiert. Die Frakt ionen 
70--120 gaben 1,7 g eines fast farblosen Sehaumharzes, das zum GroBteil aus 
4 A ( R / =  0,18) und sehr wenig N-Aeetylneuramins/~ure (Rj = 0,12, papier- 
ehromatographiseher Naehweis) bestand. Die Frakt ionen 170--250 enthielten 
0,89 g einer Substanz, die am Papierctu'omatogramm mit Natriummetaper- 
jodat- -Benzidin  nieht, mit  Orein--Triehloressigsfi.ure 12 jedoeh naehweisbar 

t~ A.  Gottsehallc, Chemistry and Biology of Sialie Acids and Related 
Substances, S. 61, Cambridge 1960. 
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war (Rj = 0,10). Sie lieferte mit  CH2N2 einennicht kristallisierenden Methyl- 
ester und zeigte, der Oxidation mit Natriummetaperjodat unterworfen, einen 
langsamen und unspezifischen Verbrauch des Oxidationsmittels (s. Tab. 1). 

Das zum GroBteil aus 4 A bestehende Sehaumharz (1,7 g) wurde in 66 ml 
Methanol--Wasser (10:1, v/v) gel6st. Die L6sung wurde mit  wenig Aktivkohle 
behandelt, filtriert und portionenweise mit  insgesamt 180 ml -~ther versetzt. 
Nachdem eine amorphe Fgllung abgetrennt worden war, erhielt man nach der 
Zngabe yon weiteren 300 ml fl_ther 1,57 g (56% d. Th.) 4 A. Schmp. 137--140 ~ 
(Zers.), [~]~):~ = -~- 41,6 ~ (c = 0,25, H20). 

CllH17OsN. ]3er. C 45,36, H 5,88, N 4,81. 
Gef. C 45,50, t t  5,94, N 4,83. 

Tabel te l .  D ie  F a r b r e a k t i o n  de r  2 - D e o x y - 2 , 3 - d e h y d r o - N -  
a c y l - n e u r a m i n s ~ u r e - m e t h y l e s t e r  m i t  l ~ e s o r c i n  5 

2-Deoxy-2,3-dehydro-N-acetylneuraminsaure-methylester (5 A) 8 200 
2-Deoxy-2,3-dehydro-N-glykolylneuraminsaure-methylester (5 B) 9 500 
2.Deoxy-2,3-dehydro-N-propionylneuramins/~ttre-methylester (5 C) 7 800 
2-Deoxy-2,3-dehydro-N-butyrylneuraminsaure-methylester (5 D) 7 500 
2-Deoxy-2,3-dehydro-N-benzoylneuraminsaure-methylester (5 E) 5 300 
2-Deoxy-2,3-dehydro-N-earbobenzoxyneuramins'~ure-methylester (5F) 5 400 

* Quotient aus der Extinkt ion der F~rbung und des Molarit/~t der zur 
Reaktion gebrachten 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-aeylneuramins~ure-methyl- 
esters. Die Messungen erfolgten mit  einem Zeiss PMQ II-Photometer  bei 
585 nm. 

2-Deoxy-2,3-dehydro-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-N-acetytneuraminsdure (3 A) 

0,10 g 4 A wurden in 1 ml Pyridin (fiber K O t t  dest.) und 1,5 ml Ac20 auf- 
genommen und zwei Tage bei 4 ~ stehengelassen. ])as fiberschiissige Essigs~ure- 
anhydrid wurde mit  5 ml Eiswasser zersetzt und die Mare L6stmg sodarm durch 
eine mit  Dowex 50-X 8 (H+-Form) beschickte Chromatographies~ule filtriert. 
])as im Resorcin-Test 5 positiv reagierende Eluat  wurde lyophilisiert. Es 
hinterblieben 160rag einer farblosen, dfirmschiehtchromatographisch ein- 
heitlichen Substanz (3 A), Rf = 0,49, [c~] 23 ~ ~ 25,4 (c = 0,72, H~O). 

C19H25Ol~N. Ber. C 49,68, H 5,49, N 3,05. 
Gef. C 49,35, H 5,68, N 2,88. 

2.Deoxy.2,3.dehydro-N-acetylneuramins~ure-methylester (5 A) 

4 A (3,99g) wurde in 100ml absol. Methanol gel6st und mit  in ~ ther  
(200 ml) gel6stem CH2N2 im UberschuB versetzt. Eine amorphe Fgllung win'de 
sofort abfiltriert. Aus der klaren LSsung kristallisierten in Form yon Nadeln 
3,48 g 5 A aus. Umkristallisiert wurde aus 250 ml sled. absol. Methanol. Wir 
erhielten 2,92 g reinen Methylester (5 A) (s. Tab. 2). 
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2-Deoxy-2,3-dehydro-N-glylcolyIneuramins4ure-methylester (5 B) 

1,08 g frisch bereitete 2-Chlor-2-deoxy-4,7,8,9-~etra-O-acetyl-N-(O-aeetyl- 
glykolyl)neuraminsi~ure (2 B) wurden in 10 ml wasserfr. Dioxan gelSst und 
mit  0,6 ml Trii~thylamin (tiber KOH dest.) versetzt. ~aehdem der Ansatz 
15 Min. bei Zimmertemp. gestanden war, wurden 14 ml 1 n-NaOH hinzugef0gt 
und  das Gemisch 15 Min. auf 40 ~ erw~rmt. Sodann wurde durch 18ml 
Dowex 50-X 8 (H+-Form) filtriert und  das Fi l t rat  auf eine mit  120ml 
Dowex 1-X 8 (Formiat-Form) beschickte S~ule aufgebracht. Zuerst wurde 
mit  1 1 Wasser naehgewasehen und  darm mit 0,4~n-HCOOH eluiert. ]3as 
Eluat  wurde in Frakt ionen zu je 20 ml aufgefangen. I m  Resorcin-Test ~ gaben 
die Frakt ionen 50--70 eine sehr starke, die Fraktione~ 120--170 eine nu t  
sehwaehe Farbreaktion. Die Frakt ionen 50--70 wurden vereinigt und  i. Vak. 
bei 40 ~ auf ein kleines Volumen eingeengt. Nach dem Lyophilisieren erhielten 
wir 0,42 g einer fast farblosen Substanz, die bei der Papierchromatographie 
einheitlieh mit  Rf = 0,25 (N-Glykolylneuraminsi~ure:)~f = 0,18) wanderte. 

]:)as Lyophilisat (0,42 g) wurde nun  in 8 ml absol. Methanol gelSst und  mit  
iibersehfiss., in ~ ther  (20 ml) gelSstem CH2N~ versetzt. Eine flockige F~llung 
wurde abfiltriert und  aus dem klaren Fi l t rat  naeh Zugabe yon insgesamt 36 ml 
absol. ~ ther  und 10ml P ~  0,267 g 5 B erhMten. Zur Analyse wurde noehmals 
aus 15ml absol. Methanol und 50 ml absol. ~ ther  umkristallisiert; Ausb. 
0,176 g (s. Tab. 2). 

Analog dem Methylester der 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-glykolylneuramin- 
s~ure (5 B) wurde aus 2-Chlor-2-deoxy-tetra-O-a~etyl-N-benzoylneuraminsi~ure 
(2 E) der Methylester der 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-benzoylneuraminsaure (5 E) 
erhalten (s. Tab. 2). 

2-Deoxy-2,3-dehydro-N-carbobenzoxyneuramins4ure (4 F) 

9,9 g 2 F wurden in 300 ml wasserfr. Dioxan gelSst trod mit 12,5 ml Tri- 
~thylamin versetzt. Man liel~ das Gemisch 15 Mira bei Zimmertemp. stehen 
und  erw~rmte dann 30 Min. auf 40 ~ Durch Zugabe yon 123 ml l n-NaOI-I 
wurden innerhalb yon 15~r bei 40 ~ die O-Acetylgruppen verseift. Die 
LSsung wurde zur Entfernung der Kat ionen mit  Dowex 50-X 8 (H+-Form; 
150 ml) behandelt und  sodarm auf eine mit  Dowex 1-X 8 (Formiai-Form; 
1000 ml) beschiekte S&ule aufgetragen. Es wurde mit  10 1 Wasser nachge- 
wasehen und 4 F m i t  1 n-Ameisens~ure in Wasser--Alkohol (1 : 1, v/v) in Frak- 
t ionen zu 500 ml eluiert. Die im Resorcintest naeh Svennerholm ~ positiv 
reagierenden Frakt ionen wtu'den vereinigt und  im Vak. bei 40 ~ eingedampft. 

Der Eindampfrfiekstand, ein rStliches Harz (3,8 g}, wurde in 20 ml wasser- 
freiem Methanol gel5st. Auf Zugabe yon 200 ml wasserfr. J~ther ents tand eine 
floekige Fallung, die abfiltriert wurde. Das klare Fi l t rat  wtu'de portionenweise 
mit  insgesamt 200 ml wasserfr. J(ther versetzt. Es kristallisierten 2,12 g 4 F, 
die zur weiteren Reinigung zweimal aus Methanol und  ~ther  umgelSst wurden. 
Nach dem Isolieren und  Troeknen (bei Zimmertemp. im Vak. fiber P205) be- 
trug die Ansbeute an 4 F 1,82 g (29,2% d. Th.). Sehmp. 154--157 ~ (u. Zers.). 
[~]~0 ~ 13,15 ~ (c = 0,57, i 2 0 ) .  UV-Spektrum in ~iethanol (c = 50 ~g/ml): 
)~max. : 242 mi~, ~max. 5750. Dfinnschiehtehroma~ogramm: ~ f  0,48. 

C17H~lOgN. Ber. C 53,26, H 5,52, N 3,65. 
Gef. C 53,37, I~I 5,46, N 3,66. 

Aus der Mu~terlauge naeh der Kristallisation der 4 F isolierten wir naeh 
wiederholter Zugabe kleiner Volumina P ~  (insgesam~ 400 ml) 576 mg eines 
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Tabelle 2. 2 - D e o x y - 2 , 3 - d e h y d r o -  

2 "De~ 2'3 -dehyclr~ Summenformel 
methylester 

2 -Deoxy- 2,3 -dehydro-N-acetylneuramins~ure - 
methyleslber (6 A) 

2-Deoxy-2,3-dehydro-N-glykolylneuramins~ure- 
methylester (6 B) 

2-Deoxy-2,3-dehydro-N-propionylneuramins~ure- 
methyles~er (6 G) 

2-Deoxy-2,3-dehydro-N-butyrylneuramins~ure- 
methylester (6 D) 

2-Deoxy-2,3-dehydro-N-benzoy]neuramins&ure- 
methylester (6 E) 

2-Deoxy-2,3-dehydro-N-carbobenzoxyneuramin- 
s~ure-methylester (6 F) 

CluH10OsN : 

C12I-I1909N 

C13I-I21OsN 

C14H23OsN 
C14H2308 N . 1~ H20 

C17H210sN 

C18I-IeaOgN 

Kristallisates, das noch zweimal aus Methanol, X~her und P ~  umgel6st 
wurde. Ausb. 390rag, Sehmp. 163--167 o (u. Zers.) Dfinnschichtchromato- 
gramm: Rj  0,48 und 0,52. 

2-Deoxy-2,3-dehydro-2V-carbobenzoxyneuraminsdure-methylester (5 F) 

1,45 g 4 F wurden in 20 ml wasserfr. Methanol gel6st tmd mit einer L6- 
sung yon Ctt2N2 in ~ h e r  (150 hal) versetzt. Der Methylester wttrde dureh 
Zugabe yon 50 ml Ather sowie 200 ml PA zur Kristallisation gebracht. Naeh 
dem Troeknen fiber P205 im Vak. bei Zimmertemp betrug die Ausb. 1,2 g 
(s. Tab. 2). 

2-Deoxy-2,3-dehydro-N-acetylneuramins4ure-methylester (5 A) aus 2,4,7,8,9- 
Penta-O-acetyl-N-aeetylneuraminsi~ure (1 A) 

a) 0,93 g 1 A wurden in 10 ml wasserfr. Dioxan gel6st, mit  0,85 mI fiber 
KOI-~ desk. Tri~thylamin versetzt, 3 Sbdn. auf etw~ 90 ~ erw~rmt und an- 
sehliel~end mit  20 ml ln-NaOI-I 15 Min. bei 50 ~ verseif~. Der Ansatz wurde, 
wie vorstehend bei der Darstellung yon 6 B beschrieben, aufgearbeite~. Aus 
der amorph anfallenden 4 A wurden durch Umsetzung mit CH2N2 0,11 g 
Methylester (6 A), d.s .  20%, bezogen auf 1 A, erhalten. Sehmp. 225--227 ~ 
(Zers.), [a]~) 5 -~ 42,3 ~ • 0,5 ~ (c = 5,5, H~O). 

b) Eine L6sung von 0,98 g 1 A in 50 ml wassorfr. Dioxan wurde 5 Stdn. 
auf 90 ~ erw~rmt. Nun wurde der GroBteil des L6sungsmittels im Vale. bei 40 ~ 
abgedampft und der Rfickstand mit  30 ml 0 ,5n-Na0H zur Verseifung der 
O-Aeetylgruppen 15 Min. auf 40 ~ erw~irm~. Aufgearbeitet wurde wie unter a) 
angegeben. Wir erhielten 0,14 g (27%) reinen 6 A. Schmp. 225--227 ~ (Zers.). 

Die unter  a) and  b) dargestellten Methylester der 2-Deoxy-2,3-dehydro- 
N-aeetylneuramins/~ure (5 A) ergaben, mit  dem aus kristalliner 2-I)eoxy-2,3- 
dehydro-N-aeetylneuramins/iure (4 A) erhaltenen 6 A vermisch~, keine 
Depression des Schmelzpunktes. Die von den beiclen Mebhylestern auf dem 
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N - a e y l n e u r a m i n s ~ u r e - m e t h y l e s t e r  

[~]D Ausbeute 
~ ~oI-I % N  Schmp. ~ (c, in I-I~O) R~At % 

Ber. 47,2I 6,27 4,59 225--227 ~- 41,8 ~ ~: 0,5 ~ 
Gef. 47,06 6,57 4,53 Zers. (8,4) 3,66 70 2 

Bet. 44,86 5,96 4,36 @ 35,9 ~ 
Gel. 44,87 6,03 4,38 169---172 (3,95) 2,83 32 a 

Bet. 48,90 6,63 4,38 ~- 41,0 ~ ~: 0,3 ~ 
Gef. 48,71 6,53 4,36 171--172 (5,0) 3,80 19,6 ~ 

Ber. 50,45 6,95 4,20 
Ber. 49,12 7,07 4,09 163--165 + 39'8~ :~ 0'4~ 4,34 15,44 
Gel. 49,19 7,17 4,00 (5,1) 

Ber. 55,58 5,76 3,81 -,~ 33, 70 i 2, 5~ 
Gel. 55,52 5,75 4,12 218--224 (1,0) 6,00 28,1 a 

Bet. 54,41 5,83 3,53 ~ 13,0 ~ 
Gef. 54,53 5,91 3,83 187--189 (0,64) 6,20 23~ 

1 Die R~A-Werte wurden am Papierehromatogramm ermittel t .  
2 Die Ausb. w~trde auf die eingesegzte Menge 2-Deoxy-2,3-dehydro-N- 

aeetylneuramins/~ure (4 A) bezogen. 
3 Die Ausb. wurde auf die eingesetzte Menge der entspreehenden 2-Chlor-. 

2-deoxy-tetra-O-acetyl-N-aeyl~euramins~ure bezogen. 
4 Die Ausb. wurde auf die eingesetzte Menge der entspreehenden Penta-  

O -aeeWI -N-aeyhaeuraminsgure bezogen. 

Tabel le3.  P e r j o d a t o x i d a t i o n  des  2 - D e o x y - 2 , 3 - d e h y d r o - N - a e e t y l -  
n e u r a m i n s ~ u r e - m e t h y l e s t e r s  u n d  e i n e s  b e i  d e r  S y n t h e s e  d i e s e s  

E s t e r s  e n t s t a n d e n e n  N e b e n p r o d u k t e s  

Zeitdauer (Min.) der Ein- 
wirkung des Perjodates  

bei 20 ~ 

NaJOa-Verbraueh (Mole je MoI) 
]Viethylester Nebenprodukt  

15 2,00 0,55 

45 2,00 0,78 

105 2,02 1,00 

225 2,04 1,25 

Papierohromatogramm ermittelten RNA-Werte entspraohen dsn in Tab. 2 
angef~hrten. 

Analog der vorstehenden Vorschrift b) zur Darstellung des Methylesters 
der 2-])eoxy-2,3-dehydro-N-acety]neuramins~iure (~ A) a us 2,4,7,8,9-Penta- 
O-acetyl-N-aeetylneuramins~iure (I A) wurden die -~ethylester der 2-Deoxy- 
2,3-dehydro-N-propionyl-(5 (3) und 2-Deoxy-2,3-dehydro.N-butyrylneuramin- 
s~ture (5 D) aus den entsloreehenden 2,4,7,8,9-Penta-O-acetyl-N-acylneuramin. 
siiuren, 1 C und 1 D, erhalte~ (s. Tab. 2). 

84:* 
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Katalytische Hydrierung der Methylester der 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-aeetyl- 
(S A) und -N-glykolylneuraminsduren (5 B) 

Die Hydr ierung wurde in einer App~ratur  nach Ogg und Cooper 1~ ausge- 
fiihrt. 

a) 59mg  P~lloAiumoxid (Fluk~) warden in 10,0ml W~sser ~us- 
hydrier~ u~d d~nn 53,8 rag 5 A zugegeben. Nueh 12 Min. bei 21 ~ war die 
Wasserstoffaufnahme beendet.  Dio Substanz verbrauoh~o 3,90 ml H2 (red. 
auf Normalbedingungen;  erreehne~ 3,95 ml H~). 

b) 35mg 5 B (40rag Palladiumoxid) ergab die theoret.  Wasserstoff- 
aufnahme yon 2,44 ml t-I~ (rod. auf Normalbedingungen). 

Per]odatoxidation des 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-acetylneuraminsdure-methyl- 
esters (5 A) und eines bei der Synthese dieses Esters entstandenen Neben- 
produktes  (~us Frakt ionen 170--250) (s. Tab. 3). 

Die Versuche wurden nach der von Guthrie 14 beschriebenen Methode 
ausgefffhrt. 20--25 mg Substanz wurden in 10 ml Acetatpuffer  (pH 4,5; 0,2n) 
ge]6st, die L6sung mi t  15 ml einer mir Aceta t  gepufferten 2,8 �9 10-2m-NaJO4 - 
L6sung versetzt  und bei 20 ~ inkubiert .  Nach best immten Zeiten wurden 
Proben (5 ml) er~tnommen, in denen das nicht  verbraucht~ Per jodat  nach 
Fleury und Lange ~5 t i t r ier t  wurde. Dem Nebenprodukt  win'de eia Molekular- 
gewicht yon 309 ffir die Berechmmg des Perjods~ure-Verbrauches zugrunde 
gelegt. 

13 C. L. Ogg und F. J. Cooper, Anal. Chem. 21, 1400 (1949). 
14 R. D. Guthrie, in R. L. Whistler und M. L. Wol]rom, ~e thods  in Carbo- 

hydra te  Chem., Vol. I ,  435, Academic Press, 1962. 
15 p.  F. Fleury und J. Lange, J. pharm, chim. 17, t07, 196 (1933). 


