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Synthese yon 7-epi-, 8-epi- und 7,8-Bis-epi-N-Acetylneuramin- 
s~iure - ihr Verhalten gegeniiber Cytidin-Monophosphat- 

Sialins~iuresynthetase 
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Transformations with N-Acetylneuraminic Acid, 3 ~. 
Synthesis of 7-epi-, 8-epi- and 7,8-bis-epi-N-Acetylneuraminic Acid and their 

Behaviour Towards the Cytidin Monophosphate Sialic Acid Synthetase 

From methyl-5-acetylamino-7,8-anhydro-4,9- O-bis-(t-butyldimethylsilyl)- 
3,5-dideoxy-fi-D-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosidonic acid methylester (1) 
the derivatives 1 a and 1 b were obtained by removing the 9-O-(t-butytdimethyl- 
silyl)group with Bu4NF, followed by acetylation. Treatment of 1 b with 80% acetic 
acid and acetanhydride/pyridine yields the 8-epi-N-acetylneuraminic acid deriva- 
tive 2 a and the 7-epi-N-acetylneuraminic acid derivative 3 a in a ratio of 3 : 1 
(Scheme 1). The structure elucidation of 2 b was achieved by converting 2 b via the 
4,9-bis-O-(tBDMSi)-8-O-tosyl-derivative 2 d into the epoxide 1 (Scheme 2). Using 
the same sequence the epoxides 4 and 5 were transformed into the N- 
acetylneuraminic acid derivative 6 a and the 7,8-bis-epi-N-acetylneuraminic acid 
derivative 7 a (Scheme 3). After treatment with sodium hydroxide and 0.025 m HC1 
and Dowex 50 H + the 8-epi-, 7-epi- and 7,8-bis-epi-N-acetylneuraminic acids 2, 3, 
and 7 were obtained. These three compounds were tested with CMP~N-acetyl- 
neuraminic acid synthetase. 

[Keywords: Acetolysis of methy#9-O-acetyl-5-acetylamino-7,8-anhydro-4-O- 
(tBDMSi)-3,5-dideoxy-~-D~(and L)-glycero~D-galacto-2-nonulosidonic acid 
methylester, methyl-9-O-acety#5-acetylamino-7,8-anhydro~4-O-(tBDMSi)-3,5~ 
dideoxy-fl~D~glycero~L-altro-2~nonulosidonic acid methylester; Configurational 
changes of sialie acid] 

Einleitung 

N-Acetylneuraminsfiure und  seine verschiedenartigsten Acylderivate,  
die sogenannten Sialins~iuren, stellen wichtige terminale Einheiten vieler 
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bedeutsamer Oligosaccharidsequenzen in biologischen Matritzen dar. 
Uber die vielf~iltigen Funktionen, die mit diesen Verbindungen in 
Zusammenhang gebracht werden k6nnen, findet man ausfiihrliche Infor- 
mationen in zwei kiirzlich erschienenen Monographien 2'3. Eine bemer- 
kenswerte Rolle bei der Verwirklichung verschiedenster biologischer 
Funktionen f~illt nicht nur der Carboxylgruppe sondern auch der 
,,Glycerin"-Seitenkette zu, die ihrerseits etwa ffir das Zustandekommen 
intramolekularer H-Brficken mit dem pyranoiden Ring ben6tigt wird. Bei 
der Koordination mit dem Ca-Ion, welche im Verlauf der elektrischen 
Impulsiibertragung eine Rolle spielt 4, sind gleichzeitig Carboxylfunktion, 
der pyranoide Sauerstoff und die beiden Hydroxylgruppen von C-7 und 
C-8 involviert. Bemerkenswerterweise scheint hingegen der OH-Gruppe 
am C-9 nicht eine derart bedeutsame Rolle zuzukommen. So konnte sogar 
die N-Acetyl-9-azido-9-desoxyneuramins~iure enzymatisch ohne Schwie- 
rigkeit aus Phosphoenolpyruvat und 2-Acetamido-2,6-didesoxy-D-man- 
nose aufgebaut werden 5. Kiirzlich wurde zudem festgestellt, dab die 
verschiedenartigsten N-Acetyl-gX-9-desoxyneuramins~iurederivate (J( 
= F 6'7, N H J ,  NHCOCH37) sowie NANA selbst mit Cytidin-Monophos- 
phat-Sialins/iure-synthetase aktiviert werden k6nnen. Dies ist zwar eine 
notwendige aber keine hinreichende Voraussetzung ffir eine Einbringung 
in biologische Matritzen. 

Vor diesem Hintergrund ergab sich fiir uns die interessante Frage nach 
einer iibersichtlichen spezifischen Umkehr der Konfigurationen yon N- 
Acetylneuramins~iure an C-7, C-8 sowie des gleichzeitigen Konfiguration- 
wechsels von C-7 und C-8. In der vorliegenden Arbeit berichten wir fiber 
einen einfachen Zugang zu den drei unten angeffihrten Stereoanalogen. 

Ergebnisse und Diskussion 

Bei 7-epi-N-Acetylneuraminsiiure handelt es sich demnach um die D- 
glycero-L-altro-nonulosonsiiure, die 8-epi-Form repr~isentiert die L- 
glycero-D-galacto-nonulosons~iure und die 7,8-,,bis-epi"-Form stellt die 
L-glycero-L-altro-nonulosons/iure dar. Ffir die Synthese der beiden 
erstgenannten Epimeren yon N-Acetylneuramins~iure griffen wir auf das 
erst kfirzlich yon uns aus NANA dargestellte 1 cis-konfigurierte 7,8- 
Epoxyneuramins[iurederivat 1 (Schema 1) zurfick. 

Der urspriinglich ins Auge gefal3te Plan, nach einer selektiven Deblockierung, 
bei der 1 in 1 a fiberfiihrt wird, die freie C-90H-Gruppe fiber das Payne- 
Gleichgewicht 8 (7,8-Epoxy-NANA ~__ 8,9-Epoxy-8-epi-NANA) in das terminale 
Oxiran umzuwandeln und mit OH-Ionen am C-9-Terminus ausschliel31ich zum 8- 
epi-NANA-Derivat zu 6ffnen, liel3 sich nicht verwirklichen, obwohl eine derartige 
Strategie im Bereich der N-freien Zucker von Sharpless mit grol3em Erfolg 
angewendet wurde 9. 
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Abb. 1. 250-MHz PMR-Spektren der Verbindungen 2 a, 3 a, 6 a und 7 a in CDCI 3 
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Wir wandelten daher 1 a zun/ichst in das 9-O-Acetylderivat 1 b um, um 
auf diese Weise den Nachbargruppeneffekt der Acetoxygruppe bei der 
Acetolyse ausniitzen zu k6nnen. Eine analoge Strategie wurde iibrigens 
erst kfirzlich auch yon einem anderen Arbeitskreis publiziert 9a. Wir 
erhielten nach Solvolyse mit 80%iger Essigsiiure und Acetylierung ein 
Gemisch der peracetylierten Derivate 2 a und 3 a i m  Verh~iltnis 3:1 
(Schema 1). Dem Hauptprodukt 2 a ordneten wir zuniichst die aus einer 5- 
Ring-Acetoxoniumionzwischenstufe resultierende 8-epi-Struktur zu, 
wfihrend dann das in geringerer Menge vorliegende 7-epi-NANA-Derivat 
aus einer 6-Ringacetoxoniumionzwischenstufe entstanden sein mu6te. 
Beide epimeren NANA-Derivate lie6en sich leicht chromatographisch 
trennen. Die NMR-Spektren beider Verbindungen zeichnen sich durch 
charakteristische Unterschiede aus (Abb. 1). Zum Vergleich wurde in die 
Abb. 1 auch das Spektrum yon peracetyliertem NANA-methylester-~- 
methylketosid 6 a aufgenommen. 

Dal3 die eben erw~ihnte Zuordnung tatsfichlich auch zutrifft, konnten 
wir mit Hilfe der im Schema 2 aufgezeigten Sequenz beweisen. 

Schema 2 
OH OCH 3 OH OCH3 

HN H - Imidazot  H N f 0 s i +  - 

A c 2__b A c 2__0 

TsCt /Py r  

CH 3 0 e 

OTs OCH 3 

Ac 2d 

Aus 2 a wurde via Zemplen-Verseifung das 8-epi-N-Acetylneuramin- 
s~iuremethylester-/?-methylketosid 2 b hergestellt und in das entsprechen- 
de 4,9-bis-O-t-butyldimethylsilyletherderivat 2e umgewandelt. Daraus 
lieB sich - allerdings in schlechter Ausbeute - d a s  entsprechende 4,9-bis- 
O-t-butyldimethylsilyl-8-O-tosylderivat 2 d herstellen, dessen 8-O-Tosyl- 
funktion aus dem NMR-Spektrum eindeutig abgelesen werden konnte. 
Daraus folgt aber auch die Struktur des Oxirans, welches bei der 
Methoxydioneinwirkung gebildet wird. Sie entspricht niimlich derjenigen 
des eingesetzten Ausgangsmaterials 1. 
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Wfiren hingegen die Zuordnungen von 2 a und 3 a zu vertauschen 
gewesen, dann h/itte bei der aufgezeigten Reaktionsfolge das zweite 
m6gliche, cis-konfigurierte diastereomere Oxiran entstehen miissen. 

Schema 3 
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AcO 0A._I. ~ OjC% AcO OA~ OCH3 
A~O~f~CO0 OH 3 ACuO I~COOCH3 

HN OAc 
Ac 6..-Aa A c 7~a 

=peracetytiertes C7 und C8 
NANA-Derivat gegen0ber NANA invertiert 

Die eben referierten Acetolyseergebnisse von ! b waren auch der AnlaB 
daffir, die beiden schon friiher I0 dargestellten trans-konfigurierten diaste- 
reomeren 7,8-Epoxynonulosolaesterderivate 4 und 5 (Schema 3) derselben 
Reaktionsfolge zu unterwerfen. 
Das Oxiran 4 weist sich gegeniiber NANA durch eine Konfigurationsum- 
kehr am C-8 aus, w~ihrend das Oxiran 5 am C-7 die umgekehrte 
Konfiguration besitzt. Dementsprechend fiihrt die Ubertragung dieser 
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Reaktionsfolge auf 4 bei der fiber das 5-Ringacetoxoniumion verlaufen- 
den Acetolyse unter Inversion am C-8 erwartungsgem~i6 zum peracety- 
lierten N-Acetylneuramins~iurederivat 6 a, w~ihrend aus 5 das Nonuloson- 
s/iurederivat 7 a gebildet wird, das nun bezfiglich C-7 und C-8 gegenfiber 
NANA umgekehrte Konfiguration aufweist. Es handelt sich also urn das 
peracetylierte L-glycero-L-altro-nonulosons~iuremethylester-/%methyl- 
ketosid. Zum Vergleich wurde auch das 250 PMR-Spektrum von 7 a (in 
der Abb. 1 neben 2 a und 3 a) aufgenommen. Bemerkenswert erscheint, 
dal3 4 b fast ausschliel31ich fiber die 5-Ringacetoxoniumionzwischenstufe 
unter Inversion am C-8 in die stereochemische Ausgangsposition, n~imlich 
das peracetylierte NANA-Derivat 6 a zurfickgeffihrt wird. Nut in gering- 
ffigigen Spuren wird hier - wie man es gerade noch dem 250PMR- 
Spektrum entnehmen kann - via 6-Ringacetoxoniumionzwischenstufe 
das andere Stereoisomere 7 a gebildet. Bei der Umwandlung von 5 b in 7 a 
wird hingegen in deutlich stiirkerem Ausmag auch die 6-Ringacetoxonium- 
ionzwischenstufe durchlaufen, wie man es aus einer Beimengung von bis 
zu 25% an 6 a entnehmen kann. Beide Isomeren 6 a und 7 a lieBen sich 
jedoch chromatographisch gut voneinander trennen. Die Oberffihrung 
von 2 a, 3 a und 7 a in die freien Nonulosons~iuren 2 (8-epi-NANA), 3 (7- 
epi-NANA) und 7 (7,8-,,bis-epi"-NANA) (Schema 4) wurde in Analogie 
zu einer yon R. Schauer fiir N-Acetylneuramins~iuremethylester-/~-me- 
thylketosid angeffihrten Verseifung und p/cGradientenelution durchge- 
ffihrt 11. Eine weitere Reinigung wurde durch Mitteldruckchromatogra- 
phie fiber Cellulose erreicht. 

Schema 4 
QH OH OH OH OH OH 

H 0 ' ."-./X'U-]"~- 0 -"'~ C O 0 H H O ~ o ~ c o 0  H H 0 "vJ"~."7"~- 0 /~ "  C 0 0 H 
HO 

HN OH I I 
Ac Ac Ac 
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Alle Stereoisomeren zeigen fast gleiche RF-Werte wie NANA und geben 
erwartungsgem/il3 die gleichen Farbreaktionen (Bial's Test 2, Thiobarbi- 
tursguretest2). Wit werden an anderer Stelle ausffihrlich fiber die CMR- 
und PMR-Spektren von 2, 3 und 7 sowie auch fiber die daraus ableitbaren 
Konformationen und Anomerenverh~iltnisse berichten. 

Um eine erste Information fiber das biochemische Verhalten dieser 
neuen bezfiglich der Seitenkette stereochemischen Varianten zu NANA zu 
erhalten, untersuchten wir die M6glichkeit der biochemischen Aktivie- 
rung mit Hilfe yon Cytidin-Monophosphat-Sialins~iure-Synthetase aus 
Rattenleber, also jener Reaktion, welche die Voraussetzung ffir die 
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terminale Aufpfropfung auf Oligosaccharidsequenzen darstellt 2a'6. Ein 
interessanter Aspekt dieser Aktivierung ist, dab dieses Enzym in der Lage 
ist, sehr unspezifisch NANA-Derivate mit den verschiedenartigsten Sub- 
stituenten (vgl. oben) am C-9 zu aktivieren 6,7. Wir registrierten jedoch bei 
unseren Stereoanalogen 2, 3 und 7 eine markante Substratspezifitfit. Zu 
unserer l~berraschung stellten wit fest, dal3 2 (8-epi-NANA) fiberhaupt 
nicht aktiviert wird, wfihrend 3 (7-epi-NANA) und 7 (7,8-,,bis-epi"- 
NANA) im Vergleich zu NANA selbst in einem AusmaB bis zu etwa 50% 
aktivierbar sind. Wie ein Blick auf die entsprechenden Tabellen im exp. 
Teil zeigt, verl/iuft die Aktivierung bei 3 (7-epi-NANA) eher langsamer 
und in geringerem Ausmal3 als diejenige yon 7 (7,8-,,bis-epi"-NANA). 
Bemerkenswert erscheint, dab bei steigender Enzymmenge die Aktivie- 
rung von 3 diejenige von 7 einholt. Sehr interessant ist auch die Tatsache, 
dab - obwohl 8-epi-NANA der Aktivierung nicht zug/inglich ist - die 
zus~itzliche Umkehr am C-7 in der 7,8-,,bis-epi"-NANA eine bessere 
Aktivierbarkeit ermSglicht. Eine mSgliche Erkliirung fiir diesen interes- 
santen Effekt bietet sich bei genauerer Betrachtung der internen H- 
Br/icken in 7 und bei einem Vergleich derselben mit denen von NANA an. 
Bekanntlich kommt es durch diese zu einer ausgepriigten konformationel- 
len Determinierung yon NANA und mSglicherweise spielt dies eine nicht 
unbedeutende Rolle bei der Kontaktnahme mit dem Enzym. Man kann an 
Hand von Dreiding-Modellen leicht feststellen, dab bei Verbindung 7 mit 
ihren beiden umgekehrten Chiralitfitszentren C-7 und C-8 durch eine 
einfache Rotation um die Bindungen C-6--C-7 und C-7--C-8 eine 
Anordnung der Seitenkette verwirklicht werden kann, bei welcher nahezu 
dieselben internen H-Briicken zustandekommen kSnnen, wie bei NANA 
selbst. 
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Experimenteller Tell 

Die Schmelzpunkte wurden auf einem Kofler-Apparat (Thermometer- 
ablesung) bestimmt und sind unkorrigiert. Ffir die Dfinnschichtchromatographie 
(DC) wurden Fertigplatten mit Kieselgel 60 F254 der Fa. Merck verwendet. Die 

7 Monatshefte fiir Chemie, Vol. 116/1 



94 E. Zbiral und H. H. Brandstetter: 

Sichtbarmaclmng der Substanzen erfolgte unter der UV-Lampe (254nm) und 
durch BespriJhen mit 2% Ce(NO3)m-L6sung in 2NH2SO 4 und anschlieBendes 
Verkohlen auf einer Heizplatte. Die S~tulenchromatographie unter Normaldruck 
wurde mit Kieselgel (Korngr6Be 0,063- 0,200 nm) durchgefiihrt. Die 250-MHz- 
1H-NMR-Spektren wurden mit einem WM-250-Ger~it der Fa. Bruker aufgenorn- 
men; als L6sungsmittel diente CDC13, als innerer Standard TMS. Die chemischen 
Verschiebungen werden in ppm, die Kopplungskonstanten (J) in Hertz angege- 
ben. Die Massenspektren wurden auf einem Spektrometer Varian CH-7 aufge- 
nommen. 

N-Acetyl-D-neuramins/iure wurde nach leicht modifizierten Angaben nach 
Lit. 12 aus Meconium isoliert und aus Wasser-Methanol-Ethylether (10 : 110 : 380) 
umkristallisiert. 

Darstellung der Verbindungen 2 a und 3 a 

0,1 mmol Epoxid 1 b (Lit.l) wurde mit 5 ml 80% Essigs~iure 1 h auf 100 °C 
erhitzt. AnschlieBend wurde i.Vak, das L6sungsmittel abgedampft und der 
Rfickstand mit 1 ml Pyridin und 1 ml Acetanhydrid 16 h bei Raumtemp. belassen. 
Das fiberschfissige Acetanhydrid und Pyridin wurde im Hg-Vakuum unter 
Vorschaltung einer K~ltefalle entfernt. Das Reaktionsgemisch wurde durch 
Chromatographie fiber Kieselgel mit Essigester/Dichlormethan 3 : 1 getrennt. 2 a: 
R F -- 0,24, 3 a: R F = 0,34. 

Methyl-4, 7,8,9-tetra-O-acetyl-5-acetylamino~3 ,5~didesoxy-~-L-glycero~D- 
galacto~2-nonulopyranosidonsiiuremethylester (2 a) 

Ausb. 34,5mg (68,4%). 1H-NMR: 6 = 1,9, 2,05, 2,06, 2,11 und 2,18 (5s, je 
3 H, COCH3), 1,91 (dd, 1 H, 3-Hax ), 2,64 (dd, 1 H, 3-Heq), 3,35 (s, 3 H, OCH3), 3,84 
(s, 3 H, COOCH3), 3,91 (dd, 1 H, 6-H), 4,20 (ddd, 1 H, 5-H), 4,46 (ABX-System, 
2H, 9-H), 5,26 (dd, 1 H, 7-H), 5,27 (ddd, 1 H, 4-H), 5,37 (d, 1 H, NH), 5,47 (ddd, 1 H, 
8 - H ) .  J3ax,3eq = 13,4Hz, J3ax4 = 10,5Hz, J3e~4=5Hz, J45= 10,5Hz, JSNH 
= 9,5 Hz, Js, 6 10Hz J67='2Hz, J78=6,7~'Z, Js ,9=42~z,  J89,=6,5Hz. 

C21H31NO13 (505,47). Bet. C49,90 H6,18 N2,77. 
Gef. C50,33 H6,19 N2,74. 

Methyl-5-acetylamino~3,5-didesoxy-fl-L~glycero-D~galacto-2- 
nonulopyranosidonsiiuremethylester (2 b) 

(Zemplen-Verseifung yon 2 a): 
83 nag (0,16 retool) 2 a wurden mit 0,04 mmol CH3ONa in 5 ml CH3OH 1 h bei 

Raumtemp. gerfihrt, danach wurde etwas festes CO2 zugegeben, der Niederschlag 
abfiltriert und das L6sungsmittel entfernt. Die Substanz wurde 6 him Hg-Vakuum 
bei 45 °C getrocknet. Ausb. 54mg (98%). 

Methyl~5~acetylamino-4,9-bis-O- ( t-butyldimethylsilyl)-3,5-didesoxy-~L- 
glycero~D-galacto-2-nonulopyranosidonsiiuremethylester (2 c) 

54 nag (0,16 retool) 2 b wurden analog Lit. 10 bei 0 °C mit 1,2 ml einer L6sung 
von 409 mg (6 retool) Imidazol und 452 mg (3 retool) t-Butyldimethylchlorsilan in 
10 ml DMF versetzt. Die L6sung wurde 16 h gerfihrt und dabei auf Raumtemp. 
gebracht. Nach Entfernen des DMF im Hg-Vakuum wurde der Riickstand fiber 
10g Kieselgel mit Petrolether/Essigester 2:1 (R F = 0,14) chromatographiert. 
Ausb. 47 mg (52%). 
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MethyL 5-acetylamino-4,9-bis-O-( t-butyldimethylsilyl)-3 ,5-didesoxy-8-O-tosyl- 
fl-L-glycero-D-galacto-2monu/opyranosidonsiiuremethylester (2 d) 

Zu einer L6sung von 47 mg (0,09 retool) 2 e in 0,5 ml Pyridin und Molsieb 4 
wurde unter Eiskfihlung 0,25 ml einer L6sung von 64 nag Toluolsulfonsfiurechto- 
rid in 2 ml Pyridin, welche 3 h fiber Molsieb 4 A geriihrt wurde, zugegeben. Die 
Reaktionsmischung wurde 4 Tage bei + 4 °C belassen. Dann wurde das Pyridin 
unter Vorschaltung einer K~iltefalle bei 0,01 Torr entfernt und der Riickstand fiber 
4 g Kieselgel mit Petrolether/Essigester 3 : 1 als Laufmittel chromatographiert. 
DC: Petrolether/Essigester 2 :1 .2  c: R F = 0,14, 2 d: R F = 0,55. Ausb. 3 mg (5%). 
lH-NMR: c~ = - 0,90, - 0,94, 0,08 und 0,14 (4s, je 3H, SiCH3), 0,76 und 0,87 
[2 s,je 9 H, SiC(CH3)3], 1,75 (dd, 1 H, 3-Ha×), 2,05 (s, 3 H, COCH3) , 2,35 (dd, 1 H, 
3-Heq), 2,45 (s, 3 H, CH3-Ar), 3,29 (s, 3 H, OCH3), 3,78 (s, 3 H, COOCH3), 3,83 (dd, 
1 H, 6-H), 3,87 (ddd, 1 H, 5-H), 4,05 (ABX-System, 2H, 9-H), 4,14 (ddd, 1 H, 
4-H), 4,67 (dd, 1 H, 7-H), 4°73 (ddd, 1 H, 8-H), 5,32 (d, 1 H, N - H ) ,  7,29 (m, 3 H, 
Ar), 7,81 (d, 2H, Ar). J3ax3eq - 12,5Hz, J3,×4 = 10,5Hz, J3eo4 = 4,2Hz, J45 
= 10,5Hz, JSNH = 9,5Hz ~r56 = 10,5Hz, J67 1,5Hz, 3"78 = 6,2~z, J89 = 6,5H~, 
J89' = 2Hz. I~IS (150 , 70eVt gef.: 662 [71§257 = (M+'-tert. Butyl)]. 

Verbindung 2 d konnte nun durch Umsetzen mit CH3ONa in Methanol bei 
Raumtemp. in einer Stunde quantitativ in 1/ibergeffihrt werden. Dies folgt aus der 
Identit/it der 250-MHz-PMR-Spektren. 

Methyl-4, 7,8,9-tetra-O-acetyl-5-acetylamino-3 ,5-didesoxy~fl~D-glycero-L-altro- 
2-nonulopyranosidonsiiuremethylester (3 a) 

Ausb. 11,6 mg (23%). DC (Essigester/Dichlormethan 3 : 1.2 a: R e = 0,24, 3 a: 
R e = 0,34. Schmp. 120-123 °C (aus Petrolether). 1H-NMR: c~ = 1,90 (dd, 1 H, 
3-Hax), 1,98, 2,02, 2,05, 2,11 und 2,13 (5s, je 3H, COCH3), 2,35 (dd, 1 H, 3-Heq ), 
3,19 (s, 3 H, OCH3), 3,72 (dd, 1 H, 6-H), 3,82 (s, 3 H, COOCH3), 4,24 (ddd, 1 H,5-  
H), 4,29 (d, 2H, 9-H), 5,13 (dd, 1 H, 7-H), 5,19 (ddd, 1 H, 4-H), 5,68 (d, 1 H, N 
- H ) ,  5,79 (ddd, 1 H, 8-H). J3ax 3eq ~> - -  12,6Hz, J3ax4  = 10 8Hz, J3eq4  = 4,8 Hz, 
J45 = 10Hz, JSNH = 9Hz J5,6 22 10Hz. J67 = 1,8Hzl J78---3 6Hz, Js' 9 = 5,4Hz, 
J819' = 5,4 Hz, J99' nicht bestlmmbar. • ~ ' ' 

C21H31NO13 (505,47). Ber. C49,90 H6,18 N2,77. 
Get'. C49,30 H6,41 N2,86. 

Die Darstellung von 4 a, 4 b bzw. 5 a und 5 b 

erfolgte analog Lit. 1.4 a und 5 a wurden nicht isoliert, sondern gleich in 4 b und 5 b 
umgewandelt. 

Methyl~9-O-acetyl-5-acetylamino- 7,&anhydro-4-O~( tert.-butyldimethylsilyl)- 
3,5~didesoxy-fl-L-glycero-D-galacto-2-nonulopyranosidonsiiuremethylester 
(4b) 
Aus 150 mg (0,27 mmol) 4 erhfilt man 90 mg (71%) 4 b. IH-NMR: c5 = 0,02 I-s, 

6 H, Si(CH3)2J, 0,82 I-s, 9 H, SiC(CH3)3], 1,72 (dd, 1 H, 3-H~x ), 1,98 und 2,06 (2 s, je 
3 H, COCH3) , 2,23 (dd, 1 H, 3-Heq), 3,07-3,25 (m, 3 H, 6-H, 7-H, 8-H), 3,16 (s, 
3 H, OCH3), 3,7 (ddd und dd, 2 H, 5-H und 9-H), 3,75 (s, 3 H, COOCH3), 4,0 (ddd, 
1 H, 4-H), 4,41 (dd, 1 H, 9-H), 5,54 (d, 1 H, H - N ) .  J3ax,3eq = - -  12,6Hz, J3ax,4 
= 10,8Hz, J3eq4 = 5,4Hz, J 4 5  = 9Hz, JSNH = 8Hz, J5,6 = 9Hz, J6,7 und J7,8 

nicht mel3ba~', J8.9 = 1,8 Hz, J8.9' = 6 5Hz J9.9' = - 12Hz. 
Die Acetolyse von 4b fiihrte zu 6a, dem in ganz geringer Menge 7a 

beigemengt war. Die Identitfit von 6 a ergab sich aus dem Vergleich des 250-MHz- 

7* 



96 E. Zbiral und H. H. Brandstetter: 

PMR-Spektrums mit dem des Methyl-4,7,8,9-tetra-O-acetyl-5-acetylamino-3,5- 
didesoxy-D-glycero-/~-D-galacto-2-nonulopyranosidonsiiuremethylester (6 a). 

1H-NMR: 6 = 1,82, 2,01, 2,04, 2,07 und 2,15 (5 s, je 3 H, COCH3), 1,82 (dd, 
1 H, 3-Hax), 2,40 (dd, 1 H, 3-Heq), 3,24 (s, 3 H, OCH3), 3,75 (s, 3 H, COOCH3) , 3,93 
(dd, 1 H, 6-H), 4,14 (ddd, 1 H, 5-H), 4,12 (dd, 1 H, 9-H), 4,81 (dd, 1 H, 9-H), 5,23 
(ddd, 1 H, 8-H), 5,25 (ddd, 1 H, 4-H), 5,34 (d, 1 H, N - H ) ,  5,41 (dd, 1 H, 7-H). 
J3ax,3eq -~ - 12,6Hz, J3a×4 = 10,6Hz, J3eq,4 = 5,3Hz, J45 = 10,0Hz, JS.NH 
=10,0Hz,  Js ,6=10,6H),  J 6 7 = 2 , 6 H z  J78 = 4 0 H z ,  ' J 8 9 = 8 ,  0Hz, Ja,9' 
= 2,7Hz, J9,9' = - 12,7Hz. ' 

Methyl-9-O~acetyL 5-acetylamino- 7,8-anhydro-4-O-( tert. butyldimethylsilyl)- 
3,5-didesoxy-~-D-glycero-L-altro-2-nonulopyranosidonsiiuremethylester (5 b) 

Aus 170 mg (0,3 retool) 5 erh~ilt man 101 mg (71%) 5 b. 1H-NMR: 6 = 0,03 [s, 
6 H, Si(CH3)2], 0,83 [s, 9 H, SiC(CH3)3], 1,77 (dd, 1 H, 3-Hax), 2,0 und 2,07 (2 s, je 
3H, COCH3), 2,24 (dd, 1H, 3-He~), 3,13 (dd, 1H, 7-H), 3,17 (s, 3H, OCH3), 
3,20-3,33 (m, 2H, 6-H, 8-H), 3,78 (s, 3H, COOCH3), 3,83 (dd, 1 H, 9-H), 3,87 
- 4 , 0  (m, 2H, 4-H, 5-H), 4,52 (dd, 1 H, 9-H), 5,19 (d, 1 H, N - H ) .  J3ax,3eg = 
- 1 2 , 7 H z ,  J3ax,4 = 10Hz, J3~q,4 = 4,1 Hz, JS,NH = 8,3Hz, J5,6 = nicht meBbar, 
J67 = 4,5 Hz, J78 = 2,2 Hz, J8,9 = 6,8 Hz, ,/8,9' = 2,7 Hz, J9,9' = - 11 3 Hz. 

' Die Acetob;se (analog zu 2b) yon 5 b ergab als Hauptmenge 7 a und als 
Nebenprodukt 6a*. 6a  und 7a  konnten durch Chromatographie fiber die 
150fache Menge Kieselgel mit Ameisensgureethylester/Dichlormethan 2 : 1 ge- 
trennt werden. Die R F-Werte der beiden Verbindungen unterscheiden sieh kaum! 
6 a: R F = 0,29, 7 a: R F = 0,31. 

Methyl-4, 7,8,9-tetra-O-acetyl-5-acetylamino-3 ,5-didesoxy-i% L-glycero-L-altro- 
2-nonulopyranosidonsiiuremethylester (7 a) 

1H-NMR: 6 = 1,89 (dd, 1 H, 3-Hax), 2,0, 2,03, 2,06, 2,10 und 2,13 (5 s, je 3 H, 
COCH3), 2,36 (dd, 1 H, 3-HeQ), 3,23 (s, 3 H, OCH3), 3,74 (dd, 1 H, 6-H), 3,80 (s, 
3 H, COOCH3), 4,14 (ddd, 1 H, 5-H), 4,24 (dd, 1 H, 9-H), 4,66 (dd, 1 H, 9-H), 5,23 
(ddd, 1 H, 4-H), 5,30 (dd, 1 H, 7-H), 5,47 (ddd, 1 H, 8-H), 5,76 (d, 1 H, N - H ) .  
J3ax3eq = --  12,8Hz J3ax4 "= 1 0 , 5 H z ,  J3e 4 = 4 , 9 H z ,  J45 = 10Hz, JS,NH = 9,5Hz, 
J 5 6 ' =  l l H z ,  J 6 , 7 =  1,8t2Iz, J 7 , 8 =  5,2~-~z, J a , 9=2 ,212 [z ,  J s , 9 , = 7 , 0 H z ,  J9,9 , =  
- '  12,2 Hz. 

C21H31NO13 (505,47). Bet. C49,90 H6,18 N2,77. 
Gef. C49,42 H6,12 N2,93. 

Die Darstellung der freien N-Acetylneuraminsiiure-Stereoanalogen 2, 3 und 7 

15 - 30 mg Verbindung 2 a, 3 a oder 7 a wurden mit 0,5 ml 1N NaOH 2 h bei 
40 °C gerfihrt, anschliel3end entfernt man die Na + Ionen mit einem Kationenaus- 
tauscher (Dowex 50H +) und bringt die Lfsung i.Vak, zur Trockene. Der 
Riickstand wurde in 15ml 0,025ml HC1 aufgenommen und in Gegenwart 
von 0,12g Dowex 50H + 100rain auf 80°C erhitzt. Nachdem man den Aus- 
tauscher abfiltriert hat, wurde die L6sung auf ca. 10 g Dowex 2 x 8 (100 mesh, in 
HCOO-forrn,  S~iule 300ram x 10ram) aufgetragen und mit einem Gradienten 
von 0 - 2N HCOOH eluiert. (Eventuell noch vorhandenes Methylketosid kommt 

* In einem Fall isolierten wir fast ausschlieBlich 7 a, in einem weiteren Fall 
traten ungef~hr 25% Nebenprodukt 6 a auf. 
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nach den gewfinschten Verbindungen 2, 3 und 7 aus der S/iule.) DC: Kieselgelplat- 
ten mit n-Propanol/Wasser/Eisessig = 15 : 4 : 0,5. Anf~irben mit Bial's Reagens/E- 
thanol 3 : 1 und ErwS.rmen auf 140 °, wobei die DC-Platte mit einer Glasplatte 
abgedeckt wurde. Die freien Verbindungen zeigen einen RF-Wert bei ca. 0,1; 
wfihrend die entspreehenden nichtgespaltenen Methylketoside ungef'fihr bei R e 
= 0,2 liegen. Ausb. ca. 80%. 

Aktivierungsversuche an 7-epi, 8-epic, 7,8-,,bis-epi"-NANA 

(vgl. ~bersicht fiber Aktivierung yon NANA in Lit. 2a 203 ff.). 

Die Preparation der CMP-Neu Ac-Synthetase erfolgte nach Lit. t3 aus 
Rattenleber. Die Chromatographie fiber DEAE-Cellulose entfiel. 

Die Aktivit~itstests erfolgten analog Lit. 14. Es wurde sowohl die Abh/ingigkeit 
der CMP-Neu Ac-Bildung von der Enzymkonzentration (Serie a) als auch vonder 
Inkubationszeit (Serie b) bestimmt. 

Serie a) 20 #1 1 M Tris(hydroxymethyl)aminornethan. HC1 pH = 8,5; 20 #1 
0,25 M Mg(CH3COO)2; 20 #1 0,125 M 2-Mercaptoethanol; 20 #1 25 mmol CTP; 
100 #ol 5 mmol N-Acetylneuramins~iure bzw. das Na-Salz von Verbindung 3 oder 
7 und 20 #1, 40 #1, 60 #1 und 80 #1 Enzym. Nach einer Inkubationszeit yon 1 h bei 
37 °C wurde auf 0 °C abgekfihlt und 20rain mit 100 #1 (1,6 M NaBH4 in 1 mmol 
NaOH) belassen; 10rain bei 37°C mit 10#1 20NH3PO4; 10rain bei 20°C mit 
100 #1 (0,2 M NaIO4 in 9 M H3PO4), diese Zeit und Temp. mug genau eingehalten 
werden; 3rain bei 37°C mit 1 ml (0,19M Na-Arsenit, 0,56M Na2SO 4 in 2,3N 
H2SO4); 1,5ml 1M Na2SQ-L6sung und 15min bei 100°C mit 1,5ml (1,2% 
Thiobarbiturs~iure in 80 mmol NaOH) behandelt. Nach dem Abkiihlen wurde 
jeweils 2 ml Cyclohexanon zugegeben, 2mal in einer Schiittelapparatur (Vortex) 
geschiittelt und dann 3 min bei 2 000 vpm zentrifugiert. Die Cyclohexanonphase 
wurde nun bei 550 nm vermessen. 

Serie b) wurde analog durchgeffihrt: 100 #1 N-acetylneuramins~iure, bzw. das 
Na-Salz yon 3 oder 7 wurden mit 50 #1 Enzym 20, 40, 60 bzw. 120 rain inkubiert. 

#1 Enzym OD NANA OD 3 OD 7 

20 0,298 0,087 0,108 
40 0,374 0,133 0,121 
60 0,610 0,164 0,182 
80 0,541 0,179 - 

Zeit (rain) 

20 0,255 0,088 0,118 
40 0,259 0,099 0,132 
60 0,420 0,122 0,248 

120 1,040 0,208 0,261 

Die Blindwerte enthielten alle Komponenten jedoch ohne NANA, 3 oder 7. 
Verbindung 2 gab keinen positiven Test. Mel3genauigkeit __ 20%. 
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