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Synthese und Eigenschaften von 2-Deoxy-
2,3-dehydroneuraminsiure sowie neuer N-Acylderivate

Uber 2-Deoxy-2,3-dehydro-sialinsaure, 3. Mitt.
Von
P. Meindl und H. Tuppy

Aus dem chemischen Labor der Arzneimittelforschung Ges. m. b. H.* und
dem Institut fiir Biochemie der Universitit Wien, Osterreich

( Eingegangen am 26. Juli 1972)

2-Deoxy-2.3-dehydrosialic acids. II1.: Synthesis and properties
of 2-deoxy-2.3-dehydroneuraminic acid and of new N-acyl deriva-
tives

2-Deoxy-2.3-dehydroneuraminic acid was obtained in good
yield by hydrogenolytic cleavage of 2-deoxy-2.3-dehydro-N-
benzyloxycarbonylneuraminic acid. Elemental analysis, UV-,
IR- and NMR-spectra of the acid are in full agreement with
the proposed structure. The benzhydryl ester of 2-deoxy-2.3-
dehydroneuraminic acid was formed by reaction of the acid
with diphenyldiazomethane. Both the acid and its ester allowed
the synthesis of a series of N-acyl-derivatives which otherwise
would be difficult to obtain.

Wurde 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-benzyloxycarbonylneura-
minsgure mit He in Gegenwart von Pd/BaS04 behandelt, ent-
stand in guter Ausbeute 2-Deoxy-2,3-dehydroneuraminséure.
Elementaranalyse, UV-, IR- und NMR-Spektren der Siure
stehen mit der vorgeschlagenen Struktur im Einklang. Mit
Diphenyldiazomethan gab 2-Deoxy-2,3-dehydroneuraminséure
den Benzhydrylester. Sowohl die Sdure als auch ihr Ester
dienten zur Darstellung einer Reihe sonst nur schwer zugéing-
licher N-Acyl-2-deoxy-2,3-dehydroneuraminséuren.

Unter den bisher von wuns beschriebenen 2-Deoxy-2,3-dehydro-
sialinsduren befanden sich kompetitive Inhibitoren fiir Vibrio cholerae-
und Influenzavirus-Neuraminidasen'—¢. Als besonders wirksam erwies
sich 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-acetylneuraminséure. Hingegen waren Deri- -
vate mit groBen N-Acylresten, wie beispielsweise mit dem Benzoylrest,
unwirksam3 Die N-Acylderivate der 2-Deoxy-2,3-dehydroneuramin-
sidure hatten sich aus den entsprechenden N-Acylneuraminsiuren, die
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nach Kuhn und Baschang® hergestellt worden waren, iiber deren Aceto-
chlorverbindungen erhalten lassen. Dieser Syntheseweg ist miihsam
und. eignet sich nicht fiir die Gewinnung von Verbindungen mit labilen
N-Acylresten. In der vorliegenden Arbeit wird die Synthese der am Stick-
stoff nicht acylierten 2-Deoxy-2,3-dehydroneuraminsiure (1) und deren
Verwendung als vielseitiges Ausgangsmaterial fiir die Herstellung von
N-Agcylderivaten beschrieben.

2-Deoxy-2,3-dehydroneuraminséure (1) 1aBt sich aus ihrem N-
Benzyloxycarbonylderivat® durch hydrogenolytische Abspaltung des
Benzyloxycarbonylrestes mit Pd/BaS0s als Katalysator herstellen.
Fir die Gewinnung der 2-Deoxy-2,3-dehydroneuraminséure in. hoher
Ausbeute (739%,) ist ausschlaggebend, daf bei etwa 20°, unter Ausschlufl
von Feuchtigkeit, gearbeitet und die HMydrogenolyse micht bis zum
(chromatographischen) Verschwinden des Ausgangsmaterials ausge-
fithrt wird. Wenn diese Bedingungen nicht eingehalten wurden, ent-
standen neben der gewiinschten 2,3-ungesittigten wechselnde Mengen
der gesattigten Saure, die sich dann weder durch wiederholtes Kristal-
lisieren noch durch chromatographische Verfahren abtrennen lief3.

Es empfahl sich, 2-Deoxy-2,3-dehydroneuraminsdure aus Wasser
und Methanol bis zur Konstanz ihrer Extinktion bei 231 nm umzu-
kristallisieren. Préparate mit einem Extinktionskoeffizienten emo =
4500 waren analysenrein; Schmelzpunkt oder spezifische Drehung
waren als Mal fiir die Reinheit der Aminoséure nicht geeignet. Die
Struktur der 2-Deoxy-2,3-dehydroneuraminséiure wurde durch das
UV-Spektrum (Maximum 231 nm fiir die in Konjugation stehende
Carboxylatgruppe), IR-Spektrum (C=C bei 1650 cm~!, COO- bei
1580—1600 cm—1) und NMR-Spektrum (ein olefinisches H-Atom bei
5,8 ppm) bestatigt. In der Farbreaktion mit Resorcin nach Svennerholm®
gab die Aminosdure, dhnlich wie N-Acetylneuraminsiure, eine stahl-
blaue Farbung, deren Absorptionsmaximum bei 585 nm (ene1 = 8300)
lag. Wahrend die am Stickstoff nicht acylierte Neuraminsiure unbe-
sténdig ist und bei Versuchen zu ihrer Synthese das Cyclisierungs-
produkt, 4-Hydroxy-5-11,2,3,4-tetrahydroxybutyl]-Al-pyrrolin-2-carbon-
séure, entstand’, ist eine solche Labilitét bei der 2.Deoxy-2,3-dehydro-
neuraminsiure nicht gegeben, da ihr eine fiir den RingschluB exforder-
liche Ketogruppe am Kohlenstoffatom 2 fehlt.

2-Deoxy-2,3-dehydroneuraminsure erwies sich als brauchbares
Zwischenprodukt zur Darstellung einer Reihe sonst nur schwer zu-
ganglicher 2-Deoxy-2,3-dehydrosialinséuren.

Wurde 2-Deoxy-2,3-dehydroneuraminséure (1) in walriger Losung
bei pH 5,0—5,56 mit {iberschiissigem Kaliumeyanat behandelt, erhielt
man in guter Ausbeute 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-carbamoylneuramin-
siure (2), die in Form ihres Methylesters (2 a) charakterisiert wurde.
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Kocht man den Methylester der 2-Deoxy-2,3-dehydroneuraminsiure,
aus 1 mit Hilfe von Diazomethan erhiltlich, mit Ameisensduremethyl-
ester mehrere Stunden unter RiickfluB, fallt in 209, Ausbeute der Methyl-
ester der 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-formylneuraminséure (3 a) an. Der
Formylrest lief sich sowohl durch Siuren als auch durch Alkali leicht
abspalten.

Mehrere N-Acylderivate von 1 wurden nach der Methode von Staab 8- ®
mit Hilfe von Siureimidazoliden dargestellt. Solche Acylierungsreak-
tionen werden gewdhnlich in Tetrahydrofuran (THF), Benzol oder
einem Gemisch der beiden Losungsmittel ausgefiihrt. Eine direkte
Umsetzung der 2-Deoxy-2,3-dehydroneuraminsiure mit Siureimida-
zoliden war jedoch nicht méglich, da die Séure sowohl in THF als auch
Benzol nahezu unloslich ist und iiberdies mit einer Nebenreaktion,
der Bildung eines gemischten Anhydrides durch Acylierung der Car-
boxylgruppe der 2-Deoxy-2,3-dehydroneuraminsidure bzw. ihres N-
Acylderivates, gerechnet werden mufi. Geht man jedoch von einem
lipophilen Ester der 2-Deoxy-2,3-dehydroneuraminséure aus, so fallen
diese Schwierigkeiten weg; der mit Diphenyldiazomethan aus 1 gewon-
nene Benzhydrylester (1 a) war fiir die Versuche bestens geeignet.

Wenn man den Benzhydrylester der 2-Deoxy-2,3-dehydroneuramin-
siure (1 @) mit den Imidazoliden der Fluor-, Difluor- und Trifluoressig-
sdure umsetzte, wurden auller der Aminogruppe auch Hydroxylgruppen
acyliert (chromatographischer Befund). Um zu der 2-Deoxy-2,3-dehy-
dro-N-fluoracetyl- (4), 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-difluoracetyl- (5) und
2-Deoxy-2,3-dehydro-N-trifluoracetylneuraminsaure (6) zu gelangen,
muBte man nach beendeter Reaktion nicht nur den Benzhydrylrest
von der Carboxylgruppe, sondern anch die O-Acylreste mit verdiinntem
Alkali entfernen. Besondere Vorsicht war bei der alkalischen Behand-
lung des Trifluoracetylderivates geboten, da iiber etwa pH 12 auch
der an Stickstoff gebundene Trifluoracetylrest abgespalten wurde.
Die Methylester der 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-flucracetyl- (4 a), 2-Deoxy-
2.3-dehydro-N-difluoracetyl- (5 a) und 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-trifluor-
acetylneuraminsdure (6 a) wurden aus den Sduren (4—6) mit Diazo-
methan gewonnen.

Auch die Darstellung der 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-(B3-aminopropi-
onyl)-neuraminsiure (8) erfolgte nach der Imidazolidmethode; dabei
wurde das Imidazolid des N-Benzyloxycarbonyl-8-alanins verwendet.
Das Benzyloxycarbonylderivat der 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-(3-amino-
propionyl)neuraminsiure (7) wurde sodann durch Hydrogenolyse in
8 iibergefilhrt. Diese Verbindung liel sich mit Essigsdureanhydrid
und Tristhylamin glatt zu 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-(B-acetylamino-
propionyl)-neuraminséure (9) acylieren.

In Dioxan—Wasser geloste 2-Deoxy-2,3-dehydroneuraminsiure (1)
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gab mit Chloressigsaureanhydrid in Gegenwart von Tridthylamin
2-Deoxy-2,3-dehydro-N-chloracetylneuraminsiure (10); fiir das Ge-
lingen der Reaktion war ein 10facher UberschuB des Saurechlorides
erforderlich, weil dieses unter den Reaktionsbedingungen rasch hydro-
lysiert wurde. Die Reinigung der Séure erfolgte durch Adsorption an
einem Anionenaustauscher und nachfolgende Elution mit Essigsfure.
Anf zhnliche Weise erhielten wir 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-(B-carboxy-
propionyl)- (11) und 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-(B-carboxyacrylyl)neunr-
aminsdure (12) aus 2-Deoxy-2,3-dehydroneuraminsiure (1) mit Hilfe
der entsprechenden S#dureafihydride in Gegenwart von NaHCOs.

Aus 10 konnten weitere 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-acylneuramin-
sduren durch Ersatz des Chloratoms dargestellt werden. LieB man KJ
in Dimethylformamid mehrere Tage auf 10 einwirken, erhielt man
2-Deoxy-2,3-dehydro-N-jodacetylneuraminsiure (13); wurde 10 in
wiBr. Lésung mit Kaliumeyanid erwirmt, fiel 2-Deoxy-2,3-dehydro-
N-cyanacetylneuraminsdure (14) in guter Ausbeute an. Die Methyl-
ester 10 a, 13 a und 14 a wurden aus den entsprechenden Sduren mittels
Diazomethan gewonnen.

Mit willr. NHg erhielten wir aus 10 die 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-
aminoacetylneuraminsiure (15), die mit Hilfe von Essigsdureanhydrid
in ihr N-Acetylderivat (16) umgewandelt wurde; 2-Deoxy-2,3-dehydro-
N-dimethylaminoacetylneuraminsdure (17) entstand aus 10 bei Be-
handlung mit einer wiflr. Losung von Dimethylamin. Wurde schlieB-
lich 10 mit NaHS zur Reaktion gebracht, erhielten wir das Thiol,
2-Deoxy-2,3-dehydro-N-mercaptoacetylneuraminsiure (18) (in nur 29,
Ausbeute), wihrend daneben der Thiodther, N,N’-Thiodiacetyl-bis
(2-deoxy-2,3-dehydroneuraminsdure) (19), in 369, Ausbeute anfiel.

Die in dieser Arbeit beschriebenen 2-Deoxy-2,3-dehydrosialin-
sduren und ihre Hster reagieren — mit Ausnahme von 2a — im Re-
sorcin-Test nach Svennerholm® positiv, wahrend sie im Thiobarbitur-
sduretest nach Aminoff10 keine Farbreaktion geben. Die Spektren der
unter den Bedingungen der Swennerholmschen Reaktion erhaltenen
Farbstoffe zeigen Absorptionsmaxima um 500 nm, epe & 8000. Die
UV-Spektren (Tab. 1) zeigen die fiir «,B-ungesittigte Sauren typische
Absorption bei etwa 240 nm. Uber die Beeinflussung verschiedener
Neuraminidasen durch solche Verbindungen soll an anderer Stelle
berichtet werden.

Fiir vorziigliche Mitarbeit danken wir Herrn H. Mahr und Frl
J. Hantschel. Fiir die Aufnahme und Auswertung der Kernresonanz-,
Infrarot- und Ultraviolettspektren sind wir Herrn Dr. A. Reuter, Dr.
K. Thomae GmbH, Chemische Fabrik, Biberach an der Riss (BRD),
aufrichtig verbunden.
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Experimenteller Teil

Die Methoden zur Charakterisierung der im folgenden angefiihrten Ver-
bindungen mittels Elementaranalysen, Schmelzpunkt, optischer Drehung,
UV-Spektren und Chromatographie waren die gleichen, wie in einer vorher-
gehenden Arbeit? beschrieben.

2-Deoxy-2,3-dehydroneuraminsdure (1)

4,05 g 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-benzyloxyecarbonylneuraminséure? wur-
den in 900 ml Methanol (wasserfr.) geldst und mit 2,6 g Pd (10%) auf
BaSQ4 versetzt. Nun wurde bei Zimmertemp. unter kréftigem Riihren
wahrend 1 Stde. Wasserstoffgas (iilber Magnesiumperchlorat getrocknet)
durch die Losung geleitet. In dieser Zeit wurden etwa 85—959%; des Aus-
gangsmaterials umgewandelt und in der gebildeten 1 «,3-Doppelbindungen
nur im geringen Mafle hydriert (dinnschichtchromatographischer Befund).
Sodann wurde der Katalysator abfiltriert und das Filtrat auf etwa 50 ml
im Vak. bei 40° eingeengt. Uber Nacht kristallisierten aus dieser Lésung
1,55 g 1. Die Mutterlauge wurde weiter (15 ml) eingeengt und weitere 0,53 g 1
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isoliert. Die vereinigten Kristallisate wurden aus 20 ml Wasser und 30 ml
Methanol umgelost. Man erhielt 1,771 g 1. Amax 231 nm, eme; = 4660 (CH3OH).
Schmp.: Zers. ab 270°, [oc]%o = —12,5° (¢ = 0,50; Hq0).

CgH1507N * % Hzo. Ber. C 41,86, H 6,25, N 5,4:2.
Gef. C 41,59, H 6,53, N 5,49.

AnschlieBend wurde die Mutterlauge mit Dowex 50 x 8 (H+) behandelt.
Neben 0,335 g  2-Deoxy-2,3-dehydro-N-benzyloxycarbonylneuraminséure,
die von dem Austauscherharz nicht zuriickgehalten wurde, konnten nach
Elution mit viel Wasser (5—61) im Resorcin-Test® positiv reagierende
Fraktionen erhalten werden, die nach dem Aufarbeiten noch 0,145 g reine 1
ergaben (Amax 231 nm, emer = 4760). Die Gesamtausbeute an 1 betrug
demmnach 72,89%, d. Th.

Das Infrarotspektrum der Substanz wurde in einem KBr-Prefiling mit
einem Perkin-Elmer Infracord 237 Spektralphotometer aufgenommen.
Zur Vermessung der Kernresonanz wurde 1 in D20 gelést; Kernresonanz-
spektrometer Varian A 60.

2-Deoxy-2,3-dehydroneuraminsiure-benzhydrylester (1 a)

6,72 g 1 wurden in 1150 ml Methanol geldst und mit 14,4 g Diphenyl-
diazomethan in 300 ml Methanol versetzt. Das Gemisch wurde 21 Stdn.
unter Rickflul gekocht -und darauf 15 Stdn. bei Zimmertemp. stehen-
gelassen. Der Umsatz war nahezu quantitativ (Dunnschichtchromatogramm).
Sodann wurde im Vak. bei 40° eingedampft und der Rickstand zur Ent-
fernung des iiberschiiss. Diphenyldiazomethans mehrere Male mit Petrol-
ather (PA, Sdp. 40°) digeriert. Der zuriickbleibende Benzhydrylester (1 a)
wurde in Methanol heil gelést, die Lésung auf etwa 350 ml eingeengt und
portionenweise mit insgesamt 1000 ml Ather versetzt. Nach einigen Tagen
wurden 7,82 g 1 a, Schmp. 148-—152°, isoliert.

Die Mutterlauge wurde eingedampft und der Eindampfrest in 50 ml
Methanol gelést. Nach Zugabe von 150 ml Ather und 500 ml PA erhielten
wir weitere 1,49 g 1 a; gesamte Ausb. an 1a 86% d. Th., [«]3} = — 2,4°
(c = 0,50; CH3OH).

022H2507N. Ber. N3,37. Gef. N3,11.

2-Deoxy-2,3-dehydro-N -carbamoylneuraminsdure-methylester (2 a)

Eine Losung von O,51§‘g 1 in 50 ol H30 wurde mit 1,62 g KOCN ver-
setzt und der pH-Wert mit: IN-Essigsdure auf 4,5 gebracht; wihrend der
Reaktion wurde durch wiederholte Zugabe von Essigsdure dieser Wert
gehalten. Nach 2 Stdn. wurde nochmals 1,62 ¢ KOCN hinzugefiigt und
weitere 4 Stdn. bei pH 4,5 stehengelassen.

Sodann wurden zur Entfernung der Kationen 60 ml Dowex 50 x 8 (Ht)
in das Reaktionsgemisch eingerithrt, das Austauscherharz nach einigen
Minuten abfiltriert und mit Wasser ausgewaschen. Das Filtrat wurde auf
eine mit Dowex 1x8 (Formiat-Form) beschickte Chromatographiesiule
aufgetragen. Nachdem mit Wasser ausgewaschen worden war, eluierte
man 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-carbamoylneuraminsgure - (2) mit 0,4N-Amei-
sensdure. Die mit Natriummetaperjodat und Benzidin!' positiv reagieren-
den Fraktionen wurden vereinigt und im Vak. bel 40° eingedampft. Der
Rickstand wog 0,665 g. 2 liefl sich, obwohl dinnschichtchromatographisch
rein, auch nach wiederholten Versuchen nicht zur Kristallisation bringen.
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Zur Darstellung des Methylesters (2a) wurde die Siure {0,665g) in
66 ml Methanol geldst mit iiberschiiss. CHoNy in Ather versetzt. Nach
Zugabe von 130 ml Ather wurde eine flockige Fallung abgetrennt und das
Filtrat nach und nach mit 120 ml Ather versetzt. Es kristallisierten 0,342 g
2 a (Tab. 2). 2 und 2 a gaben mit Resorcin® keine Farbung.

2-Deoxy-2,3-dehydro-N -formylnewraminsiure-methylester (3 a)

0,250 g 1 wurden in 50 ml Methanol suspendiert, mit einem UberschuB
CH:N; in Ather versetzt und nach 45 Min. im Vak. bei 40° eingedampft.

Der Eindampfriickstand wurde sodann in 10 ml Methanol geldst, 25 ml
Ameisensiuremethylester hinzugefiigt und 6 Stdn. unter Rickflufl gekocht.
Nach Zugabe katalytischer Mengen Tridthylamin wurde wieder 3 Stdn.
gekocht. Nun wurde im Vak. bei 40° eingedampft, der Riickstand (0,225 g)
in 5 ml Methanol gelsst und langsam 60 ml Ather zugegeben. Eine amorphe,
schmierige Fiallung wurde abgetrennt und ans dem Filtrat durch portionen-
weise Zugabe von 22 ml Ather 3 a zur Kristallisation gebracht. Das Roh-
kristallisat (0,092 g) wurde fiir die Elementaranalyse aus Methanol (4 ml)
und Ather (5 ml) umkristallisiert (Tab. 2).

3 a lieB sich auch aus 1 a mittels N-Formylimidazol in Tetrahydrofuran
(THF) gewinnen. Die Reaktionsbedingungen entsprachen jenen, die fir
die Darstellung von 4 a angewandt wurden.

2-Deoxy-2,3-dehydro-N -fluoracetylneuraminsdure (4)

In eine Suspension von 13,0 g N,N’-Carbonyldiimidazol (8 x 102 Mole)

in 20 ml Benzol wurde bei 5° unter Riithren 5,6 g Fluoressigsdure (16 X 10-2
Mole), gelést in 40 ml Benzol, eingetragen. Nach etwa 1 Stde. wurde von
dem ausgeschiedenen Salz des Imidazols abgesaugt und das Filtrat tropfen-
weise zu einer Suspension von 1,70 g 1a (4,1 x 1073 Mole) in THF zuge-
geben. Man lie 30 Min. nachreagieren und gab dann zur Zersetzung des
tiberschiiss. Fluoracetylimidazolides 10 ml Wasser zu. Das Gemisch wurde
im Vak. bei 40° eingedampft, der Riickstand in THF heil} gel68t und mit
dem 3fachen Volumen Ather versetzt. Eine Féllung (das Salz des Tmidazols)
wurde abgesaugt und mit Ather nachgewaschen. Die vereinigten Filtrate
wurden wieder eingedampit, der Rickstand in 100 ml Methanol und 30 ml
Wasser gelést und mit 1¥-NaOH die Losung auf pH 11,5 gebracht. Zur -
Verseifung benotigte man 29,5 ml IN-NaOH. Die Kationen wurden sodann
iiber Dowex 50X 8 (H*, 50 ml) entfernt und die Sdure (4) an Dowex 1X8
(Acetat-Form, 200 ml) adsorbiert. Die Elution erfolgte mit 4N-Essigsdure.
Die im Resorcin-Test® positiv reagierenden Fraktionen wurden vereinigt
und zur Trockne eingedampft. Der Rickstand, 1,5g 4, wurde in 33 ml
Wasser—Methanol (1:10, vfv) gelost und durch portionenweise Zugabe
von 150 ml Ather zur Kristallisation gebracht. Nach dem Absaugen und
Trocknen betrug die Ausbeute 1,004 g 4 (Tab. 1).

2-Deoxy-2,3-dehydro-N -fluoracetylneuraminsdure-methylester (4 a)

Eine Losung von 500 mg 4 in 20 ml Methanol wurde mit berschiss.
in Ather geléstern CHoNy versetzt. Nach Zugabe von Ather und P4 schied
sich 4 a ab (Tab. 2).
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Analog wurden aus 1a nach der Imidazolid-Methode die folgenden
Sduren (und aus diesen mittels CHoN2 die entsprechenden Methylester)
dargestellt:

2-Deoxy-2,3-dehydro-N-difluoracetylneuraminsiure (5; Methylester 5 a),
2-Deoxy-2,3-dehydro-N-trifluoracetylneuraminsdure (6; Methylester 6 a)
sowie  2-Deoxy-2,3-dehydro-N-[B-(N’-benzyloxycarbonyl)aminopropionyl]-
neuraminsdure (7)* (Tab. 1 und 2).

2-Deoxy-2,3-dehydro-N - ( B-aminopropionyl ) -neuraminsdure (8)

Eine Losung von 0,264 g 7 in 42 ml Methanol wurde tiber 0,179 g Pd
(109%,) auf BaSO,4 unter starkem Rithren' 30 Min. im Durchstromverfahren
hydriert. Nach beendeter Reaktion wurde der Katalysator abgesaugt
und das Filtrat im Vak. eingedampft.

Der® Riickstand wurde in Wasser gelést und die Lésung auf Dowex
50 x 8 (H*, 7ml) aufgetragen. Sodann wurde mit Wasser eluiert, die im Re-
sorcin-Test® positiv reagierenden Fraktionen vereinigt und im Vak. einge-
dampft. Der Rickstand wog 0,123 g und wurde aus Wasser—Methanol
(1: 3, v/v) umkristallisiert (Tab. 1).

2-Deoxy-2,3-dehydro-N - ( B-acetylaminopropionyl ) -neuraminsdure (9)

0,080 g (2,35x 10-4 Mole) 8, 0,66 ml Tridthylamin (4,69 x 10-3 Mole)
und 6 ml Wasser wurden bei 0° innerhalb 1 Stde. mit 0,22 ml (2,35x10-3
Mole) Essigsdureanhydrid in 3 ml Dioxan versetzt. Man lieB 30 Min. nach-
reagieren, versetzte dann mit 6 ml IN-NaOH, erwérmte 10 Min. auf 40°,
filtrierte den Ansatz durch eine mit 10 ml Dowex 50x 8 (H*) beschickte
Saule und dampfte im Vak. ein. Der Eindampfrickstand (0,097 g) wurde
in 4 ml Methanol heiBl gelést und 9 mit 8 ml Ather zur Kristallisation ge-
bracht (Tab. 1).

2-Deoxy-2,3-dehydro-N -chloracetylneuraminsiure (10)

Unter Eiskﬁhlung und kréftigem Rithren wurden zu einer Losung
von 1,99 g 1 in 50 ml Wasser und 25.ml Dioxan in Gegenwart von 22,4 ml]
Trlathylamm 13,68 g Chloressigsdureanhydrid in 60 ml Dioxan tropfen-
weise zugegeben. Man lie 30 Min. nachreagieren und behandelte sodann
die Lisung mit Dowex 50X 8 (H*, 250 ml) und Dowex 1x 8 (Acetat-Form,
650 ml). 10 wurde von dem Anionenaustauscher mit 4x-Essigsdure eluiert;
Ausb. 2,5 g. Zur Analyse wurde aus Methanol (73 ml) und Ather (460 ml)
umgefillt. Man erhielt 1,86 g 10 (Tab. 1).

Das Elutlonsdlagramm zeigte, dafl neben 10 auch andere Séuren eluiert
wurden, deren UV-Absorption ebenfalls bei 245 nm lag und die eine posi-
tive Resorcin-Reaktion® gaben; sie wurden von uns jedoch nicht néher
untersucht.

2-Deoxy-2,3-dehydro-N-chloracetylneuraminsdure-methylester (10 a)
wurde aus 10 mit CHoNy analog 4 a dargestellt (Tab. 2).
* Das fiir die Herstellung von 7 erforderliche N-Benzyloxycarbonyl-3-

alanin wurde von der Ega-Chemie K@, Keppler und Reif, Steinheim bei
Heidenheim, BRD, bezogen.
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2-Deoxy-2,3-dehydro-N - ( 8-carboxypropionyl ) -neuraminsdure (11)

Zu 0,249 ¢ (1x 1073 Mole) 1 und 1,09 g (13x10-3 Mole) NaHCOg3 in
40 ml Wasser wurden 0,605 g (6x10-3 Mole) Bernsteinsdureanhydrid in
40 ml Dioxan wihrend 75 Min. zugegeben. Anschliefend wurde das Reak-
tionsgemisch zur Entfernung der Kationen mit Dowex 50x 8 (H*, 25 ml)
behandelt. Nach dem Eindampfen verblieb ein Rickstand (1,048 g), der
aus Methanol (10 ml) und Ather (200 ml) umkristallisiert wurde. Nach
dem Absaugen und Trocknen erhielt man 0,236 g 11 (Tab. 1).

Analog 11 wurde aus I und Maleinsdureanhydrid die 2-Deoxy-2,3-
dehydro-N-(B-carboxyacrylyl)-neuraminsgure (12) hergestellt (Tab. 1).

2-Deoxy-2,3-dehydro-N -jodacetylneuraminsdure (13)

v 0,325 g 10 wurden in 0,4 ml Dimethylformamid (DM F) gelost und mit
5 ml einer kalt gesdtt. Losung von KJ in DMF versetzt. Man lLiel 5 Tge.
bei Zimmertemp. stehen. Sodann wurde der Ansatz auf ein mit Dowex
1x 8 (Acetat-Form, 105 ml) beschicktes Chromatographierohr gebracht,
das Austauscherharz mit Wasser (500 ml) ausgewaschen und 13 mit 4x-
Essigsdure eluiert. Die bei 254 nm absorbierenden Fraktionen wurden
‘verelnigt und zur Trockne eingedampft. Der Riickstand (0,357 g) wurde
aus Methanol (10 ml) und Ather (130 ml) kristallisiert. Man erhielt 0,199 g
13, die nochmals aus Methanol (6 ml) und Ather (35 ml) umkristallisiert
wurden; Ausb. 0,129 g (Tab. 1).

Der 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-jodacetylneuraminsdure-methylester (13 a)
wurde aus 13 mit CHzNs analog 4 a dargestellt (Tab. 2). '

2-Deoxy-2,3-dehydro-N -cyanacetylneuraminsiure (14)

0,326 ¢ 10 wurden in 0.5 ml Wasser gelést und mit 0,084 g NaHCO3
neutralisiert. Nach Zugabe von 0,098 ¢ KCN lief man- die klare Losung
75 Min. bei 20° und 1 Stde. bei 50° reagieren. AnschlieBend wurde mit
5 ml Wasser verdiinnt und die Losung tber Dowex 50 x 8 (H+, 6 ml) sowie
Dowex 1X 8 (Acetat-Form, 20 ml) filtriert. Mit 4n-Essigsdure wurde von
dem Anionenaustauscher eluiert, die bei 254 nm absorbierenden Fraktionen
vereinigt und im Vak. eingedampft. Ein sirupdser Rickstand, 0,289 g 14,
wurde aus Methanol (8 ml) und Ather (70 ml) zur Kristallisation gebracht.

Der Methylester der 2-Deoxy-2,3-dehydro-N-cyanacetylneuraminsiure
(14 a) wurde aus 14 mit CHoNg analog 4 a erhalten (Tab. 2).

2-Deoxy-2,3-dehydro-N -aminoacetylneuraminsdure (15)

Eine Lésung von 0,972 g (3 X 10-3 Mole) 10 in 90 ml 25proz. NHs wurde
2 Stdn. auf 50° erwdrmt, sodann im Vak. zur Trockne eingedampft und der
Rickstand in 120 ml Wasser heil gelost. Diese Losung wurde auf ein mit
30 ml Dowex 50x 8 (H*) beschicktes Chromatographierohr aufgetragen.
Es wurde mit Wasser eluiert und Fraktionen zu 20 ml abgenommen. Die
Fraktionen 240--1240, die bei 254 nm hohe Extinktionswerte gaben, wur-
den vereinigt und im Vak. eingedampft. Man erhielt aus dem Riickstand
(0,700 g), der aus Wasser (33 ml) und Methanol (80 ml) umkristallisiert
wurde, 0,607 g 15 (Tab. 1).

Aus 15 lief sich mit AceO in Gegenwart von Tridthylamin 2-Deoxy-
2,3-dehydro-N-acetylaminoacetylneuraminsdure (16) unter den gleichen
Versuchsbedingungen, wie fir 9 schon beschrieben, darstellen (Tab. 1).
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2-Deoxy-8,3-dehydro- N -dimethylaminoacetylneuraminsdure (17)

wurde aus 10 und einer 40proz. war. Losung von Dimethylamin analog
15 hergestellt {Tab. 1).-

2-Deoxy-2,3-dehydro-N -mercaptoacetylnevraminsiure (18)
wund N,N’-Thio-diacetyl-bis-(2-deoxy-2,3-dehydronevuraminsiure) (19)

0,650 g 10 und 0,168 g NaHCO3; wurden in 1 ml Wasser nach Zugabe
von 1,5 ml einer 48proz. wilr. Lésung von NaHS 45 Min. auf 50° erwarmt.
Nach dem Erkalten wurde mit 10 ml Wasser verdunnt und die Lésung
durch Dowex 50x 8 (H+, 35 ml) sowie Dowex 1 X8 (Acetat-Form, 120 ml)
filtriert. Vom Anionenaustauscher wurde mit 4N-Essigsdure eluiert und die
bei 254 nm absorbierenden Fraktionen (& 15 ml) gesammelt.

Die Fraktionen 40—70 enthielten 18. Sie wurden im Vak. bei 40° ein-
gedampft und der Rickstand (0,052 g) aus Methanol (4,5 ml), Ather (40 ml)
und wenig P4 kristallisiert. Fiir die Elementaranalyse wurde 18 aus Metha-
nol und Ather umkristallisiert; Ausb. 0,0147 g (Tab. 1).

Die Fraktionen 240—400 ergaben nach dem Eindampfen im Vak.
bei 40° einen Rickstand (0,465 g), der in Methanol (40 ml) gelgst wurde.
Auf Zugabe von Ather {170 ml) kristallisierten 0,261 g 19 aus. Dieses wurde
zur weiteren Reinigung aus Wasser (3 ml), Methanol (20 mil) und Ather
(100 ml) umkristallisiert (Tab. 1).
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