Chemie und Biologie der Acylneuraminsiiuren

Von Roland Schauer!”

In Gangliosid- und in vielen Glykoproteinmolekiilen nehmen Acylneuraminsiuren eine
sowohl rdumlich als auch biologisch-funktionell herausragende Stellung ein. Acylneuramin-
sduren sind N- und zum Teil auch O-acylierte Derivate der Neuraminsiure, einer Polyhydroxy-
amino-ketosiure, welche die Eigenschaften eines Kohlenhydrats besitzt und daher zur
glykosidischen Bindung fihig ist. In diesem Fortschrittsbericht wird ein Uberblick iiber unsere
Kenntnisse von der Chemie und der Biologie der vor allem im Tierreich weit verbreiteten

Acylneuraminsiuren gegeben.

1. Entdeckung und Strukturaufklirung der Acyl-
neuraminsiuren

Den ersten Hinweis auf die Existenz der hier besprochenen
Substanzen hatten 1927 Walz'!! sowie Levene und Land-
steiner'?! erhalten, als sie Glykolipide mit Orcin in eisen-
chloridhaltiger Salzsdure erhitzten und eine rotviolette
Firbung beobachteten (siche Abschnitt 2), 1936 isolierte
Blix'® aus dem ,.Submaxillarismucin“, dem Glykoprotein
der Unterkieferspeicheldriise (Glandula submaxillaris oder
submandibularis) vom Rind, eine Monocarbonsidure in
kristalliner Form, deren mogliche Zusammensetzung mit
C14H;sNO; angegeben wurde und welche sich mit dem
Orcin/Salzsdurereagens ebenfalls rotviolett firbte. Durch
salzsaure Methanolyse von Gangliosiden des Gehirns
erhielt Klenk'™ 1941 eine sauer reagierende Substanz, die er
wegen ihrer Herkunft aus dem Nervengewebe ,,Neuramin-
siure” nannte. Sie wurde ein Jahr spiter als ,Methoxy-
neuraminsiure” (Neuraminsdure-B-methylglykosid), das
Derivat einer Polyhydroxyaminosdure, mit der Zusam-
mensetzung C,H,,NOj identifiziert'>.

N-Acetylneuraminsiure wurde in kristalliner Form erst-
mals von Klenk und Faillard'® bzw. Klenk, Faillard und
Lempfrid' aus Submaxillarismucin vom Rind durch
Siurehydrolyse bzw. aus Harnmucin nach Einwirkung von
Influenzaviren (siehe Abschnitt 7) isoliert. 1956 gelang der
Arbeitsgruppe um Blix®und 1957 Klenk und Uhlenbruck'®
die Reindarstellung der N-Glykoloylneuraminsdure aus
Schweine-Submaxillarismucin. Di- und Triacetylneuramin-
siduren wurden von Blix®® 1% aus dem Submaxillarismucin
von Rind und Pferd gewonnen (siche Abschnitt 4; dort
werden auch weitere Acylneuraminsiduren beschrieben).

Die Aufkldrung der Konstitution der Neuraminsiure hat
lange Zeit in Anspruch genommen, da sie nur in Form von
Acylderivaten, welche nach Blix, Gottschalk und Klenk
auch Sialinsduren genannt werden''!! in der Natur vor-
kommt. Lediglich die funktionellen Gruppen der Neuramin-
siure - eine Carboxygruppe, eine reduzierende (glykosi-
dische) Gruppe, eine Aminogruppe und finf Hydroxy-
gruppen — sind rasch!® 12! bekannt geworden. Weiteres
Licht in die Chemie der Neuraminsiure brachten die ersten
Synthesen der N-Acetylneuraminsidure ( /), welche Corn-
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Jorth et al. aufgrund der Vermutung von Gottschalk!'®,
N-Acetylneuraminsidure sei ein Aldolkondensat aus N-
Acetylglucosamin und Brenztraubensédure. aus N-Acetyl-
glucosamin und Oxalessigsdure (,.aktivierte Brenztrauben-
siaure”) gelangen!* 31 Dabei wurde ein mit der aus Natur-
stoffen isolierten Substanz villig identisches Produkt er-
halten. Diese Experimente wiesen auf N-Acetylglucosamin
als einen der Bausteine der N-Acetylneuraminsiiure hin.
Als aber Comb und Roseman''®! durch Einwirkung einer
Aldolase (siche Abschnitt 7) auf N-Acetylneuraminsiure
(1) N-Acetylmannosamin (2) und Brenztraubenséure (3)
erhielten, war gezeigt, daB die Konfiguration der Substi-
tuenten an den C-Atomen 5 bis 8 der Neuraminsédure der
des N-Acetylmannosamins entsprach (Abb. 1). Die erfolg-
reichen Synthesen der N-Acetylneuraminsiure aus N-
Acetylglucosamin!*# 51 finden in der im alkalischen
Milieu erfolgenden leichten Epimerisierung von N-Acetyl-
glucosamin zu N-Acetylmannosamin eine Erklirung!*”- 181,
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Abb. 1. Reversible Spaltung der N-Acetylneuraminsdure (/) in N-
Acetylmannosamin (2) und Brenztraubensiure (3) durch die Aldolase
wAcylneuraminat-Pyruvat-Lyase” (siche Abschnitt 7). Darstellung der
Zucker (Keto-Formen) in Fischerschen Projektionsformeln.

Nach Bestimmung der Konfiguration der OH-Gruppe an
C-4 (in der Fischerschen Projektionsformel Stellung auf
der rechten Seite: siche Abb. 1) durch Kuhn et all'®-2
war die Stereochemie der Neuraminsidure weitgehend be-
kannt, und der N-Acetylneuraminsiure (/) konnte fol-
gender systematischer Name zugeordnet werden: 5-
Acetamido-3,5-didesoxy-D-glycero-p-galaktononulosamin-
sdure. Sie liegt wie alle Acylneuraminsduren in der Pyra-
nose-Form vor (siche dazu Abb. 2, 6, 7)!2!1. Die absolute
Konformation der N-Acetylneuraminsiure konnte in jiin-
gerer Zeit durch NMR-spektroskopische Untersuchungen
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des N-Acetylneuraminsidure-methylesters'??! sowie durch
Rontgen-Strukturanalyse von Kristallen des Neuramin-
siure-B-methylglykosids'?®! ermittelt werden. Sie ent-
spricht der 1C-Konformation nach der Reevesschen
Nomenklatur (Abb. 2). Nach diesen Untersuchungen ist
die anomere Hydroxygruppe der nicht glykosidisch ge-
bundenen Neuraminsédure an C-2 axial angeordnet (Abb. 2).
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Abb. 2. N-Acetylneuraminsiure (I) in der Pyranose-Form; 1 C-Kon-
formation. Schreibweise nach Reeves.

2. Eigenschaften und Nachweismethoden der Acyl-
neuraminsiuren

Die unsubstituierte Neuraminsdure (4) ist nicht existenzfi-
hig, da sie durch Kondensation der Aminogruppe an C-5
mit der Carbonylgruppe an C-2 sofort zu einer inneren
Schiffschen Base, der 4-Hydroxy-5-(1,2,3,4-tetrahydroxy-
butyl)-A'-pyrrolin-2-carbonsiure (5, cyclisiert[241(Abb. 3),
Dieser RingschluB wird durch die glykosidische Bindung
z.B. einer Methylgruppe an C-2 (,,Neuraminsiure-f-
methylglykosid“}*! oder durch Acylierung der Amino-
gruppe, wie dies bei den natiirlich vorkommenden oder
synthetisch gewonnenen Neuraminsiure-Derivaten der
Fall ist, verhindert (siche Abschnitte 4 und 5).
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Abb. 3. Spontane Cyclisierung der nicht existenzfihigen Neuraminséure
(4) zur 4-Hydroxy-5-(1,2,3,4-tetrahydroxybutyl)-A*-pyrrolin-2-carbon-
sdure (5).

Die Acylneuraminsiuren sind farblose, aus Essigsdure-,
Athanol- oder Dioxan-Wassergemischen kristallisierbare
Substanzen, die in trockenem Zustand bestdndig sind und
noch unterhalb 200°C unter Zersetzung schmelzen!?!- 2],
Sie losen sich leicht in Wasser und drehen in wéBriger Lo-
sung die Ebene des polarisierten Lichtes nach linkst?! 251,
sie sind schlecht 16slich in Methanol (mit Ausnahme der
Oligoacetylneuraminsiuren; Abschnitt 4) und unloslich
in Ather. Als a-Ketosduren sind sie relativ starke Sduren,
deren pK-Werte je nach Art der N- oder O-Substituenten
zwischen 1.8 und 2.6 liegen[2: 27],
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Waihrend freie Acylneuraminsiduren sowohl in alkalischer
als auch in saurer LOsung leicht zersetzt werden, sind
glykosidisch gebundene Acylneuraminsduren gegeniiber
Alkalien einigermallen bestdndig. In alkalischem Milieu
erfolgt eine Realdolisierung der freien Acylneuramin-
sduren zu Pyruvat und N-Acylmannosaminen oder -glucos-
aminen® 29! (vgl. Abb. 1), oder es entstehen Pyrrol-
Derivate3°!. In einer fiir a-Ketosiuren typischen Reaktion
werden Acylneuraminsduren in 12-proz. HCI bei 100°C
decarboxyliert ; mit konzentrierter H,SO, liefern sie Koh-
lenmonoxid®®. In verdiinnten Sauren erfolgt die Zersetzung
langsam!®!], wobei sich allmihlich kirschrote bis dunkel-
braune Produkte bilden3?!, Der Abbau wird entweder
durch Desacylierung der Aminogruppe mit folgendem
intramolekularem Ringschlull der entstandenen freien
Neuraminsiure eingeleitet, oder es kommt {iber Enoli-
sierungs-, Dehydratisierungs- und Eliminierungsreaktionen
zur Cyclisierung und Polymerisation der Molekiile zu
braunen ,,Huminsubstanzen“!*%,

Die durch Sduren entstandenen Abbauprodukte der Acyl-
neuraminsiuren bilden die Grundlage der quantitativen
Bestimmung von Acylneuraminsduren nach der Ehrlich-
und nach der Svennerholm/Bial-Methode: Bei der ,,direk-
ten* Ehrlich-Reaktion entsteht beim Erhitzen von Acyl-
neuraminséuren in Salzsdureldsung mit p-Dimethylamino-
benzaldehyd ein purpurroter Farbstoffi?!-321; das Chro-
mogen dieser Reaktion ist vermutlich die aus Neuramin-
siure entstandene S5-Tetrahydroxybutyl-2-pyrrolcarbon-
sdurel?!] die vom Aldehyd abgefangen wird. Bei der
Svennerholm/Bial-Methode bildet sich durch Erhitzen von
Acylneuraminsduren in Salzsiure mit Resorcin#! oder
mit Orcin®®3! und Fe*-Ionen ein violetter Farbstoff. Es
handelt sich wahrscheinlich um einen Methinfarbstofft¢!,
der fiir Neuraminséure spezifisch ist und aus ihr in einer
komplizierten, noch nicht ganz aufgeklidrten Reaktions-
folge entsteht.

Die beiden genannten Methoden sind sowohl zum
Nachweis glykosidisch gebundener als auch freier Acyl-
neuraminsduren geeignet. Im Gegensatz dazu erfalt die
Perjodsiure/Thiobarbitursiure-Methode nach Warren!3"
sowie Aminoff®® nur freie Acylneuraminsiuren. Bei
dieser sehr empfindlichen und am hiufigsten gebrauch-
ten Analysenmethode (Erfassungsgrenze 2-5 pg N-Ace-
tylneuraminséure) entsteht durch Perjodat-Oxidation
von Acylneuraminsiuren B-Formylbrenztraubensiure
(COOH—CO—CH,—CHOB?), welche mit 2-Thiobar-
bitursdure zu einem roten Farbstoff kuppelt.

3. Isolierung der Acylneuraminsduren

Acylneuraminsduren kommen in der Natur gréBtenteils
nicht frei, sondern in a-glykosidischer, sdurelabiler Bindung
an Makromolekiile vor (siehe Abschnitt 4). Die Spaltung
der glykosidischen Bindung erfolgt entweder besonders
schonend durch das im Handel befindliche Enzym Neur-
aminidase (siche Abschnitt 7149 32 411 pder mit verdiinnten
Sduren®!! z. B. mit 0.05-0.1 N H,SO, oder HCI (80°C,
1 Std.[21.32:42.43h) (Zur Abspaltung von Acylneuramin-
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sduren mit leicht verseifbaren O-Acetylgruppen miissen
die Hydrolysebedingungen noch milder sein: 0.01 N HC],
70°C, 1 Std."°1) Die abgelosten Acylneuraminsiuren
werden gegen Wasser ausdialysiert, durch lonenaustausch-
chromatographie gereinigt und auf Cellulosepulver in
Butanol/Propanol/Wasser fraktioniert!* (vgl. Abb. 4),
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Abb. 4. Sdurehydrolytisch aus Rinder-Submaxillarismucin freigesetzte
Acylneuraminsiuren. Fraktionieren des Acylneuraminséure-Gemi-
sches durch Chromatographie auf Cellulose in Butanol/Propanol/
Wasser (1 : 2 : 1) [40]. Bestimmen des Acylneuraminsduregehalts ein-
zelner Fraktionen mit Orcin/Fe3* (@ — o) oder mit Perjodsdure/Thio-
barbitursiure { x — x ). pmol Estergruppen pro pmol Acylneuramin-
siuren (o - o). Fraktionen 60-75: N-Acetyl-tri-O-acetyl- und N-
Acetyl-di-O-acetylneuraminsduren; 76-85: N-Acetyl-8-O-acetylneur-
aminsdure (10); 86-95: N-Acetyl-7-O-acetylneuraminsdure (9); 96—
108: N-Acetylneuraminsiure (/); 109-123: N-Glykoloylneuramin-
sdure (7). (Ndhere Erlduterung sieche Abschnitt 4.)

Die Identifizierung der Acylneuraminsiuren gelingt durch
Diinnschicht-(Radio-)Chromatographie auf Kieselgel und
Cellulose in mehreren Systemen!*® 441, Die Zahl der Ester-
gruppen wird mit Hydroxylamin nach Hestrin!*>1und deren
Position am Neuraminsaureskelett mit Perjodsdure polaro-
graphisch ermittelt!*?), Die Entwicklung gaschromato-
graphischer Methoden zur quantitativen und qualitativen

Analyse der Acylneuraminsduren macht gute Fortschrit-
tel46],

Die Isolierung der Neuraminsdure als Neuraminsdure-{-
methylglykosid, das als Ausgangsmaterial fiir die Synthese
von Acylneuraminsduren gebraucht wird (Abschnitt 5),
erfolgt in Anlehnung an bekannte Verfahren!*”! auf ein-
fache Weise mit ca. 80% Ausbeute durch Methanolyse
(1 N~ H,S0, in wasserfreiem Methanol) von Acylneuramin-
sduren, welche in Glykoproteinen aus Unterkieferspeichel-
driisen des Rindes oder aus Nestern orientalischer Schwal-
ben reichlich vorkommen[23-48),

4. Natiirlich vorkommende Acylneuraminsiuren

Acylneuraminsduren wurden bisher nur in tierischem Ma-
terial und in einigen Bakterien, aber niemals in Pflanzen
gefunden'*®!. Sie sind als Komponenten von Glykopro-
teinen und Glykolipiden sowohl bei Wirbellosen als auch
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bei Wirbeltieren in Zellen und in Korperfliissigkeiten weit
verbreitett?!: 321 (Abschnitt 8). Freie, nicht glykosidisch ge-
bundene Acylneuraminsduren konnen im Gewebe jedoch
nur in geringen Mengen nachgewiesen werden!*? *!1, Die
von Montreuil et al.!®?! beobachtete Ausscheidung von
tiglich bis zu 7.2 g freier N-Acetylneuraminséure bei einem
dreijihrigen Patienten (,,Sialuria“) ist bisher ein Einzelfall
geblieben.

Die Acylneuraminsduren nehmen im allgemeinen das nicht
reduzierende Ende der Heterooligosaccharidketten in
Glykoproteinen®?! und in Gangliosiden'*® ein und sind
dort glykosidisch an Hydroxygruppen der Galaktose, des
N-Acetylgalaktosamins oder eines zweiten N-Acetylneur-
aminsiuremolekiils gebunden. Als Bindungsarten kommen
z.B. N-Acetylneuraminsiure(2— 3)galaktosel 154~ 561 in 3.
Sialyllactose und in Gangliosiden, N-Acetylneuramin-
sdure(2—6)-N-acetylgalaktosamin!®"1 im Submaxillarismu-
cin vom Schaf und N-Acetylneuraminsdure(2—8)-N-ace-
tylneuraminsiure in Gangliosiden!®® sowie in der Colo-
minsaure (s. unten)!*! vor. In allen bisher untersuchten
natiirlichen Neuraminsidureglykosiden hat die ketosidische
Verkniipfung der Acylneuraminsduren unter der Annahme
der Zugehorigkeit der N-Acetylneuraminsiure zur D-
Seriel®* 60-611 K onfiguration. Diese Bindung ist — wie in
Abschnitt 3 schon erwihnt — sdurelabil und enzymatisch
leicht angreifbar¢!! (Abb. 5).
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Abb. 5. Ausschnitt aus einem Glykoproteinmolekiil (6, des Sub-
maxillarismucins vom Schaf zur Demonstration der a-glykosidischen
Bindung der N-Acetylneuraminsdure an andere Kohlenhydratreste,
hier an C-6 des N-Acetylgalaktosamins. Die Disaccharidgruppe ist
O-glykosidisch an Hydroxygruppen von Serin- oder Threoninresten
der Proteinkette gebunden (aus [32, 57]).

Das am weitesten verbreitete natiirliche Derivat der Neur-
aminsiure ist die N-Acetylneuraminsiure (7). Sie kommt
als Polymer, Colominsiure genannt, im Kulturfiltrat von
Escherichia coli K-235"% vor. Auch die Acylneuramin-
sdure-Fraktion aus dem Submaxillarismucin vom Schaf!!
und aus Glykoproteinen menschlicher Organe sowie
Erythrocyten!®- 7> 82 enthilt hauptsichlich N-Acetyleur-

[*] Diese Schreibweise bedeutet z.B. eine Verkniipfung der glykosi-
dischen Hydroxygruppe an C-2 der N-Acetylneuraminsiure mit der
Hydroxygruppe an C-3 der Galaktose.
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aminsdure. In vielen tierischen Materialien kommt jedoch
ein Gemisch von Acylneuraminsiuren vor. Neben der
auffallenderweise nie fehlenden N-Acetylneuraminsdure
(1) handelt es sich dabei um die N-Glykoloylneuramin-
sdure (7) (Abb. 6) und um mehrere hoher acetylierte
Neuraminsduren wie (8)—(11) (Abb. 7). Die letzteren tra-
gen neben der N-Acetylgruppe einen oder mehrere Essig-
sdurereste esterartig gebunden.
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Abb. 7. Strukturformeln einiger N-Acetyl-O-acetylneuraminsiuren:
N-Acetyl-4-O-acetylneuraminsiure (8), N-Acetyl-7-O-acetylneuramin-
sidure (9), N-Acetyl-8-0O-acetylneuraminsiure (10) und N-Acetyl-78-
di-O-acetylneuraminséure (/7).

Die N-Glykoloylneuraminsiaure (7) ist relativ weit ver-
breitet. Das Organ mit einem besonders hohen Anteil von
N-Glykoloylneuraminsidure ist die Unterkieferspeichel-
driise vom Schwein, deren Acylneuraminsduren aus ca.
90°% N-Glykoloylneuraminsiure bestehen'3-5%% AuBer-
dem kommt N-Glykoloylneuraminsdure beispielsweise in
Rindererythrocyten!?!], in Serumglykoproteinen!®3), im
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Submaxillarismucin von Rind und Pferd®®), in der Haut
von Kilberfoeten®*, in Gangliosiden aus Pferdeerythro-
cyten!®®] und in Gangliosiden aus dem Gehirn des Huh-
nes'®® in unterschiedlichen Mengen vor.

Reiche Quellen fiir N-Acetyl-O-acetylneuraminsduren sind
die Submaxillarismucine von Rind und Pferd, deren Acyl-
neuraminsdure-Fraktion aus 60-70% O-acetylierter N-
Acetylneuraminsidure besteht. Wie Tabelle 1 zeigt, ent-
halten die Diacetylneuraminsiuren aus dem Submaxil-
larisglykoprotein des Rindes je eine O-Acetylgruppe in den
Positionen 7 oder 8 [(9) bzw. (10)]™® %67 wihrend die
Diacetylneuraminséure aus dem entsprechenden Glyko-
protein vom Pferd an C-4 O-acetyliert ist [(8)]® 4%, Die
Stellung der beiden O-Acetylgruppen der Triacetylneur-
aminséure (11) des Rindes ist bekannt (Tabelle 1), dagegen
muB die Position der zweiten 0-Acetylgruppe in der Tri-
acetylneuraminsiure des Pferdes® noch aufgeklirt wer-
den. Eine vierfach acetylierte Neuraminsdure (N-Acetyl-
tri-O-acetylneuraminsiure!®®l) wurde in geringen Mengen
aus dem Submaxillarisglykoprotein des Rindes isoliert.
N-Acetyl-O-acetylneuraminsduren kommen auch in an-
deren Glykoproteinen animalischen!5®? oder menschlichen
Ursprungs!”®! sowie in Oligosacchariden, z. B. 0-Acetyl-
lactaminsiure-lactose!’!! vor. Wiegandt!’?! isolierte aus
Gangliosiden des Gehirns mehrerer Knochenfische die
N-Acetyl-8-O-acetylneuraminsiure (10).

Tabelle 1. Zusammensetzung der Acylneuraminsiure-Fraktion der
Submacxillarismucine von Rind und Pferd. -— bedeutet : nicht nachweis-
bar (aus [68]).

P Submaxillarismucin
Acylneuraminsiure Rind [%] Plerd [%]
N-Glykoloylneuraminséure (7) 15 1-2
N-Acetylneuraminsiure (1) 20-25 15-20
N-Acetyl-4-0-acetylneuraminsiure (8) — 70-75
N-Acetyl-7-0-acetylneuraminséure (9) ca. 25 —

N-Acetyl-8-0-acetylneuraminséure (10) ca. 25 —
N-Acetyl-7,8-di-O-acetyl-

neuraminsiure (17) 5-10 —
N-Acetyl-4,7-di-O-acetylneuraminsiure — 2-5
N-Acetyl-?-tri-O-acetylneuraminséure ca.3 —_

Die isomeren N-Acetyl-O-acetylneuraminsiuren verhalten
sich bei der Perjodsiure/Thiobarbitursiure-Reaktion an-
ders als N-Acetylneuraminsiure (1) ; dagegen besteht bei
der Orcin/Fe?*-Reaktion kein Unterschied. Wihrend das
4-Isomere (8) mit Perjodsdure/Thiobarbitursdure prak-
tisch die gleiche Farbausbeute wie (1) liefert, betrigt die
molare Extinktion des 8-Isomeren (/0) nur 479 derjenigen
von (1). Das 7-Isomere (9) setzt sich dagegen mit diesem
Reagens) iiberhaupt nicht um (Abb. 4), was bereits Pae-
rels®®) beschrieb und begriindete.

Als beste Methode zur Ermittlung der Position der O-
Acetylgruppen erweist sich die polarographisch verfolgte
Perjodsidure-Oxidation (Abb. 8). Der Schnellverbrauch an
Perjodsidure betrdgt 2 mol pro mol Acylneuraminsiure,
wenn die drei benachbarten Hydroxygruppen an C-7 bis
C-9 unbesetzt sind [(1) und (8)]; er betrigt nur 1 mol,
wenn die OH-Gruppe an C-7 verestert ist [ (9)]. Bei (10)
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sind keine vicinalen OH-Gruppen mehr vorhanden, was
sich in der besonders langsamen Oxidation durch Perjod-
sdure duBert™).
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Abb, 8. Ermittlung der Lokalisation von O-Acetylgruppen am Neur-
aminsiureskelett mehrerer isomerer N-Acetyl-mono-O-acetylneur-
aminsduren durch polarographische Messung des Perjodséurever-
brauchs bei 0°C [40]. x— x N-Acetylneuraminsiure (1); c—o N-
Acetyl-4-O-acetylneuraminsiure (8); ®—e N-Acetyl-7-O-acetylneur-
aminsdure (9); m—m N-Acetyl-8-O-acetylneuraminséure (10).

Seltenere Acylneuraminsiuren sind die N-Glykoloyl-8-0-
methylneuraminsiure, welche im Seestern Asterias forbesi
gefunden wurde!’?), sowie die kiirzlich in der Eihiille des
Seeigelst*4 entdeckte N-(O-Acetylglykoloyl)-4-methyl-4,9-
didesoxyneuraminsdure (vermutliche Struktur). Hakomori
und Saizo'"¥ beschreiben eine N-Glykoloyl-O-acetyl-
neuraminsgure in Glykosphingolipiden der Membran von
Pferdeerythrocyten; ohne jedoch entscheiden zu kénnen,
ob es sich dabei um die N-Glykoloyl-4-0O-acetylneuramin-
sdure oder um die N-(O-Acetylglykoloyllneuraminsiure
handelt.

5. Synthetisch gewonnene Acylneuraminsiiuren

Die Entwicklung der bereits in Abschnitt 1 beschriebenen
Synthese der N-Acetylneuraminsédwre (1) aus N-Acetyl-
glucosamin!'4151bzw. N-Acetylmannosamin!’%?und Oxal-
acetat bot die Moglichkeit, mit verschiedenartig N-acylier-
tem Glucosamin bzw. Mannosamin auch N-Glykoloyl-
neuraminsiure (7) sowie mehrere, nicht in der Natur vor-
kommende N-Acylneuraminsduren herzustellen (zusam-
mengestellt in Tabelle 2). Durch Verwendung der von Kuhn
und Baschang!”® eingefiihrten Derivate der oben angege-
benen Kupplungskomponenten (4,6-Benzyliden-N-acyl-
glucosamin und Oxalessigsdure-di-tert.-butylester) konnte
die Ausbeute an N-Acylneuraminsduren wesentlich ge-
steigert werden (maximal 34%,). Ein neues Verfahren
ergibt N-Acetyl- und N-Glykoloylneuraminsdure sogar
mit Ausbeuten von 70-80%4- 251, Es geht von der leicht
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darstellbaren Methoxyneuraminsiure (siche Abschnitt 3)
aus, die mit Essigsdureanhydrid, O-Carboxy-glykolséure-
anhydrid (1,3-Dioxolan-2,4-dion) oder auch mit Fluoressig-
siure- oder Chloressigsiureanhydrid N-acyliert wird.
Durch anschlieBende Glykosidspaltung in schwach saurem
Medium werden die N-Acylneuraminsduren freigesetzt
(Abb. 9, Tabelle 2). Diese Methode eignet sich besonders
zur Gewinnung von radioaktiv markierten N-['*C,*H]-
Acyl-neuraminsiuren mit hoher spezifischer Radioaktivi-
tat, welche zu biochemischen Studien bendtigt werden
(Abschnitt 6).

T
H3;CO- (IT-COOH H3CO-(F-COOH
H-C-H 0 H-C-H
B- Cl- OH +R'C\x (,']) H-CI-OH
HzN—(I:—H T R C—HN—CI—H
O-CI—H O‘?'H
H-(;—OH H-C'-OH
H-C-OH H—CI—OH
H,C-OH H,C-OH
HO-C-COOH
H-C-H
11,0/H® ?é) H-¢-OH
m R{- -HN‘('J—H
_O—Q—H
H-C-OH
H'(;'OH
H,C-OH

Abb. 9. Synthese von N-Acylneuraminsiduren aus Neuraminsiure-B-
methylglykosid und Sidureanhydriden oder Siurechloriden iiber N-
Acylneuraminsiure-p-methylglykoside als Zwischenprodukte.

Tabelle 2. Synthetisch gewonnene N-Acylneuraminsduren.

N-Acylneuraminséure Lit.

N-Acetylneuraminsiure (/) [14, 15, 48, 56, 75]

N-Glykoloylneuraminsiure (7) [25, 48, 77]
N-Benzyloxycarbonylneuraminséure [78, 79]
N-Athoxycarbonylneuraminsiure [79]
N-Benzoylneuraminsiure [79,80]
N-Propionylneuraminsiure [80]
N-Butyrylneuraminsdure [80}
N-Succinylneuraminsiure [81]
N-Formylneuraminssure [81]
N-Chloracetylneuraminsiure [25]
N-Fluoracetylneuraminsiure [25]

6. Biosynthese der Acylneuraminsiiuren

Die erste enzymatische Synthese sowohl von N-Acetyl-
neuraminsdure (1) als auch von N-Glykoloylneuramin-
sdure (7) gelang Comb und Roseman'® aus Pyruvat und
N-Acetyl-D-mannosamin bzw. N-Glykoloyl-D-mannos-
amin in guter Ausbeute durch Umkehr der von Heimer
und Meyer'®! entdeckten, bereits in Abschnitt 1 (Abb. 1)
beschriebenen Aldolspaltung der Acylneuraminsiuren
durch die Acylneuraminat-Pyruvat-Lyase. Die biologische
Aufgabe dieses in verschiedenen Bakterien und in Siuge-
tierorganen vorkommenden Enzyms besteht jedoch nur
im Abbau freier Acylneuraminsduren (Abschnitt 7) und
nicht in deren Biosynthese. Zum Aufbau der N-Acetyl-
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neuraminsiure benutzen der Bakterien- und der Sduge-
tierorganismus verschiedene Wege. Der einfachere wird
2. B. im Bakterium Neisseria meningitidis'®* beschritten,
in dem aus N-Acetyl-D-mannosamin und Phosphoenol-
pyruvat in einem Schritt N-Acetylneuraminat entsteht :

N-Acetyl-D-mannosamin + Phosphoenolpyruvat + H,O

Mn?*, —SH

N-Acetylneuraminat + Phosphat

Im Sdugetierorganismus dagegen (siche Abb. 10) muf vor
dieser Kondensation eine Phosphorylierung des Acetyl-
mannosamins durch eine spezifische Kinase erfolgen!®%l.
Das dabei entstehende N-Acetyl-D-mannosamin-6-phos-
phat reagiert unter Einflul der aus mehreren Organen
(Leber, Unterkieferspeicheldriise) angereicherten N-Acetyl-
neuraminat-9-phosphat-Synthetase®5-37) mit Phospho-
enolpyruvat zum N-Acetylneuraminat-9-phosphat, das
dann durch eine spezifische Phosphatase'®® in freies N-
Acetylneuraminat iiberfilhrt wird. Diesen Reaktionen, die
in partikelfreien Homogenaten der Rattenleber!®®l, der
Colonschleimhaut des Schafes’®¥! und der Unterkiefer-
speicheldriisen* ! beobachtet wurden, ist die Biosynthese

Hexosen

l

D-Glucosamin

Acetyl-CoA

CoA

N-Acetyl-D-glucosamin

l

N-Acetyl-D-mannosamin

- ATP
\h ADP

N-Acetyl-D -mannosamin-6-phosphat

CPEP
P

N-Acetylneuraminat-9-phosphat
C H,O

P
N-Acetylneuraminat

CcTP

Pp
N-Acetylneuraminat-C MP-glykosid

Heterosaccharid
C CMP

N -Acetylneuraminatheterosaccharid

{Glykoproteine, Glykolipide etc, )

Abb. 10. Biosynthese der N-Acetyineuraminsdure (,,N-Acetylneur-
aminat“) in Séugetiergeweben und glykosidische Bindung der Séure.
Abkiirzungen: CoA = Coenzym A; ATP (ADP) = Adenosintri(di)-
phosphat ; PEP = Phosphoenolpyruvat ; P = anorganisches Phosphat ;
CTP (CMP)=_Cytidintri(mono)phosphat; PP= Pyrophosphat. (Sche-
ma bis zum N-Acetyl-D-mannosamin vereinfacht).
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des N-Acetylmannosamins aus N-Acetylglucosamin durch
epimerisierende Enzyme vorgeschaltet™? 1 Das N-Ace-
tylglucosamin seinerseits entsteht aus D-Glucosamin und
Acetyl-Coenzym A%, Hier werden enge Zusammenhiinge
zwischen dem Hexose- und dem Neuraminsiure-Stoff-
wechsel deutlich!®31.

Fiir die Ubertragung der N-Acetylneuraminsiure auf
Glykoproteine oder Ganglioside ist eine Aktivierung der
glykosidischen Hydroxygruppe erforderlich. Das geschieht
durch eine sdureglykosidische Verkniipfung der N-Acetyl-
neuraminsdure mit einem Phosphorsédurerest des Cytidin-
triphosphats unter Abspaltung von Pyrophosphat (Abb.
10). Die dabei entstehende Cytidin-5'-monophospho-N-
acetylneuraminsidure (12) (Abb. 11) wurde erstmals in
Escherichia coli gefunden!®*! und spiter mit Hilfe eines aus
Unterkieferspeicheldriisen des Schweines angereicherten
Enzyms synthetisiert!®s). Sie ist das Substrat fiir Sialyl-
Transferasen, Enzyme, welche die glykosidische Ver-
kniipfung der N-Acetylneuraminséure mit anderen Koh-
lenhydraten besorgen.

o
Popou
COOH OH O=CC-H
Q—o-r"’-o—CH2 O
H-C-H O H H
o} H-C-OH H H
I OH OH
' Ac-HN-C-H
C-H
H-C-OH
H-C-OH
H-C-OH (12)
H

Abb. 11. Strukturformel der Cytidin-5-monophospho-N-acetylneur-
aminsiure (12).

Sialyl-Transferasen aus verschiedenen Organen besitzen
eine unterschiedliche Spezifitdt hinsichtlich des N-Acetyl-
neuraminsiure-Acceptors. Wihrend eine Transferase aus
Milchdriisen der Ratte N-Acetylneuraminat nur auf end-
stindige B-Galaktopyranosylgruppen von Oligosacchari-
den, z.B. der Lactose, iibertrigt'%, verkniipft eine andere
Sialyl-Transferase aus der Schilddriise des Kalbes N-
Acetylneuraminat zwar ebenfalls mit Galaktose, aber nur,
wenn diese endstindig an Glykoproteine oder Glyko-
peptide gebunden ist (Lactose ist in diesem Fall kein
Acceptor!®®). In der Unterkieferspeicheldriise vom Schaf
wird N-Acetylneuraminat mit N-Acetylgalaktosaminresten
des Glykoproteins durch eine andere spezifische Trans-
ferase verbunden, welche im Gegensatz zu den oben er-
wihnten Enzymen ihr Substrat nicht auf Galaktose iiber-
tragen kann!®”, Weitere Beispiele hierfiir lieBen sich leicht
anfiigen.

Eine strenge Acceptorspezifitit auch fir die durch spezi-
fische Transferasen iibertragenen Hexosen oder N-Acetyl-
hexosamine wird iiberall bei der Biosynthese der Oligo-
saccharidkette von Glykoproteinen beobachtet. So kommt
esnach den Vorstellungen der Arbeitsgruppe um Eylart®®-°%!
durch die Spezifitit jeder Glykosyl-Transferase fiir den
zuvor eingebauten Zuckerrest zu einer charakteristischen
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und immer wieder reproduzierbaren Struktur des Oligo-
saccharidanteils eines bestimmten Glykoproteins. Da aber,
wie Gottschalk!'°® annimmt, diese Acceptorspezifitit nicht
ganz unfehlbar ist, weil der stufenweise Einbau der Zucker
nicht wie bei der Proteinsynthese durch einen gen-gesteuer-
ten, Fehler weitgehend ausschlieBenden Matrizen-Mecha-
nismus erfolgt, konnen durch den gelegentlichen Einbau
von falschen Kohlenhydraten Fehler im Aufbau der Oligo-
saccharidketten bei einer bestimmten Glykoproteinart
entstehen (,Mikroheterogenitiit der Glykoproteine™).

[1-1%C]Acetat COOH
. |
N-l[1-"ClAacetyl]- N\ c=0
. . H-C-H
D-glucosamin 1

ITI H-C-OH

N-[[1-*Clacetyl]- — |H-'°0-C-"¢I-HN-C-H

D-mannosamin H © HO_(T‘ “H
H-C-OH

1
N-|[1-ClAcetyli- H‘(,:'OH

. H-C-OH
neuraminsdure IlI

Abb. 12. Biosynthese der N-Glykoloylneuraminsiure (7) durch direkte
Oxidation der N-Acetylneuraminsiure. Das Angebot von radioaktivem
Acetat oder von Vorstufensubstanzen der N-Glykoloylneuraminsaure
mit N-[1-'4C]Acetylgruppen an iiberlebende Schnitte der Unterkiefer-
speicheldriise vom Schwein fithrt zur radioaktiven Markierung aus-
schlieBlich der N-Glykoloylgruppe der Neuraminsiure. AuBerdem
wird 180, als Beweis fiir die Hydroxylierungsreaktion spezifisch in die
N-Glykoloylgruppe eingebaut. (Im Gegensatz dazu kénnen die **C-
Atome von Glucosamin oder Glucose nach der Inkubation sowohl in
der N-Acylgruppe als auch in der 9-C-Kette nachgewiesen werden.)

Im Gegensatz zur N-Acetylneuraminsédure (1) gelang die
Aufklirung der Biosynthese der N-Glykoloylneuramin-
sdure (7) sowie der N-Acetyl-O-acetylneuraminséuren erst
in den vergangenen vier Jahren. N-Glykoloylneuramin-
sdure entsteht — entsprechend einer zuerst von Mdrtensson
et al!'®!! ausgesprochenen Vermutung — direkt aus der
N-Acetylneuraminsiure durch Oxidation43-30:102. 1031
Durch Inkubation von iiberlebenden Schnitten der Unter-
kieferspeicheldriise des Schweines mit [1-'*CJAcetat oder
mit mehreren N-{1-'*C]lacetylierten Vorstufen der N-
Acetylneuraminsiure sowie mit 80, konnte gezeigt wer-
den, daB die N-Glykoloylgruppe der N-Glykoloylneur-
aminsidure direkt aus der N-Acetylgruppe durch ein hy-
droxylierendes Enzym entsteht[43:50-1031 (Apb, 12). Diese
Hydroxylierungsreaktion benétigt neben  Sauerstoff
NADPH oder Ascorbat; in Gegenwart dieser Cosubstrate
wird in Homogenaten der Unterkieferspeicheldriise des
Schweines N-[1-*C]Acetylneuraminat in N-[1-'*C]Gly-
koloylneuraminat umgewandelt, und zwar durch ein En-
zym, das vorldufig N-Acetylneuraminat-, Ascorbat- oder
NADPH : O,-Oxidoreduktase (N-Acetyl-hydroxylierend)
(E.C. 1.14.1 oder 2) genannt wird[°?],

N-Acetylneuraminsidure fungiert auch als Vorstufe der
N-Acetyl-(oligo)-0O-acetylneuraminsduren!' 8], In Unter-
kieferspeicheldriisen des Rindes werden Acetylgruppen
von Acetyl-Coenzym A spezifisch auf die Hydroxygruppen
in den Positionen 7 und/oder 8 der N-Acetylneuramin-
sdure iibertragen, wihrend in der entsprechenden Pferde-
driise N-Acetyl-4-O-acetylneuraminsiure entsteht. Die so-
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wohl mit {iberlebenden Gewebsschnitten als auch mit
Homogenaten durchgefiihrten Experimente beweisen die
Existenz positionsspezifischer O-Acetyl-Transferasen in den
beiden Tieren. Sie heiBen ,Acetyl-CoA : N-Acetylneur-
aminat-7- und/oder -8-0-acetyl-Transferase(n)“ (Rind) bzw.
»Acetyl-CoA : N-Acetylneuraminat-4-0O-acetyl-Transfera-
se* (Pferd); (E.C. 2.3.1.7151.68]),

Die N-acetylneuraminsiure-hydroxylierenden oder -O-
acetylierenden Enzyme sind groBtenteils an die subzellu-

7 e [1-C]p-Glucose
=~ [1-"C}p-Glucosamin

liren Membranen (,,Mikrosomen*)des Unterkieferspeichel-
driisengewebes gebunden!'°* 195 Sie gehdren dort zu
einer Gruppe von strukturgebundenen Enzymen, welche
fiir den Aufbau der Oligosaccharidkette des in diesen
Driisen produzierten Glykoproteins verantwortlich ist,
Die chemischen Reaktionen dieses ,,Multienzymkomple-
xes” werden am Beispiel der Unterkieferspeicheldriise des
Rindes erldutert (Abb. 13): Die Kohlenhydratgruppen des
Submaxillarisglykoproteins vom Rind bestehen iiberwie-
gend aus Disaccharideinheiten!!°®1: N-Acetyl-, N-Glyko-
loyl- oder N-Acetyl-(oligo)-O-acetylneuraminsiuren (siche
Tabelle 1) sind an N-Acetylgalaktosaminreste gebunden,
welche iiber Serin oder Threonin mit der Peptidkette ver-
kniipft sind'°"], Bei der Biosynthese dieses Glykoproteins
(Abb. 13) werden zunichst N-Acetylgalaktosaminreste

Transportrichtung des wachsenden Glykoproteing —
A VI VI VT VAV YA YT YA T4 VA TA VA VA VA YA P T

Emnl 1 5/

Abb. 13. ,,Multienzymkomplex“ in den subzelluliren Membranen der
Unterkieferspeicheldriise des Rindes, der fiir die Biosynthese des
Oligosaccharidteils der Glykoproteinmolekiile des Submaxillaris-
mucins verantwortlich ist. Das Diskussionsmodell wird im Text er-
klirt, o N-Acetyl-, O N-Glykoloyl-, o N-Acetyl-7(8)-mono- und
-di-O-acetylneuraminsiiuren ; o N-Acetylgalaktosamin; @ Serin- und
Threoninreste der Proteinkette. 1 N-Acetylgalaktosamin-Transferase;
2 N-Acetylneuraminat-, Ascorbat- oder NADPH: Oxidoreduktase;
3 Sialyl-Transferase(n); 4 N-Acetylneuraminat-7(8)-O-acetyl-Trans-
ferase(n); 5 subzellulire Membran. (Abkiirzungen: CMP =Cytidin-
monophosphat; UDP = Uridindiphosphat; NADPH = reduziertes
Nicotinsidureamid-adenin-dinucleotid-phosphat.)

durch eine spezifische N-Acetylgalaktosamin-Trans-
ferase!!%8] auf Proteinketten iibertragen, welche durch
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»Kanile* des endoplasmatischen Reticulums (isolierbar als
eine bei 10000 x g sedimentierbare Fraktion membran-
artiger Partikeln!®*)) von ihrem ribosomalen Syntheseort
herantransportiert werden. Dann erfolgt die Ubertragung
(als Cytidinmonophosphat-glykoside) der N-Acetylneur-
aminsdure sowie deren — vermutlich an der Membran-
oberfliche — hydroxylierter oder O-acetylierter Derivate
auf die N-Acetylgalaktosaminreste; fiir diesen Transfer
werden acylneuraminsiure-spezifische Transferasen dis-
kutiert® %!l Ein Teil der bereits in das Glykoprotein der
subzelluliren Membranen eingebauten N-Acetylneuramin-
sdure-Molekiile wird erst jetzt, wie Versuche mit N-[1-'*C]-
acetylneuraminsdure-markierten Mikrosomen gezeigt ha-
ben, durch die Hydroxylase bzw. O-Acetyltransferase modi-
fiziert[194.103.1091 Nach der Inkorporation der Acyl-
neuraminsduren wird das fertige Glykoprotein von den
Membranen abgeldst, im Cytosol gespeichert!s!'1°%) und
bei Bedarf von der Speicheldriise nach auBen in hoch-
viskoser Losung abgegeben.

Bei der geschilderten Biosynthese des Submaxillaris-Glyko-
proteins vom Rind ist ein Mechanismus sichtbar geworden,
der bei der Biosynthese von Glykoproteinen allgemeine
Giiltigkeit zu haben scheint: Nach Fertigstellen des Pro-
teinanteils der Glykoproteine beginnt bereits an den Ri-
bosomen (im Bereich der ,rauhen Mikrosomen*) die An-
lagerung der ersten Zucker zur Bildung einer Oligo-
saccharidkette!! 1%l Nach Abldsung von den Ribosomen
wandert die Proteinkette zum ,glatte Mikrosomen* ge-
nannten Bereich des endoplasmatischen Reticulums, wo
die Oligosaccharidkette durch Ubertragung von Hexosen
oder von deren Derivaten weiter aufgebaut und durch
Anfiigen von Acylneuraminsiduren oder auch von Fucose
fertiggestellt wird!®8-100-111-1151 Die fiir den Aufbau des
Oligosaccharidteiles des Glykoproteins verantwortlichen
spezifischen Glykosyl-Transferasen sind vermutlich Teile
eines Multienzymkomplexes'®®), welcher sich in den glatten
Mikrosomen oder auch im Golgi-Apparat!!®! befindet.

7. Enzymatischer Abbau der Acylneuraminsiuren

Die meisten Acylneuraminsiuren lassen sich durch ein von
Gottschalk'"  Neuraminidase“ genanntes Enzym
(E.C.3.2.1.18; vorgeschlagener systematischer Name!!1#!:
»Acylneuraminid-Acylneuraminosyl-Hydrolase*)  leicht
aus ihrer a-ketosidischen (siehe Abschnitt 4) Bindung an
Glykoproteine oder Ganglioside 16sen. Damit wird der Ab-
bau der Glykoproteine bzw. der Ganglioside eingeleitet.
Neuraminidase ist in Lysosomen von Wirbeltierorga-
nen!19~121) gowie in Bakterien!'??! weit verbreitet und
kann aus Kulturfiltraten von Vibrio cholerae''?*® oder
Clostridium perfringens''24! isoliert und kristallisiert wer-
den#!-12%]. Neuraminidasen kommen auch in manchen
Virusarten (,Myxoviren“), so auch in Influenzaviren,
vor[126],

Vergleichende Untersuchungen iiber die Wirkungsspezifi-
tit der Neuraminidase aus Vibrio cholerae haben gezeigt,
daB die Natur des glykosidischen Bindungspartners der
Neuraminsdure einen weit geringeren EinfluB auf die
enzymatische Spaltbarkeit von Acylneuraminsiureglykosi-
den hat als die GroBe des Stickstoffsubstituenten der Neur-
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aminséure oder als chemische Verdnderungen an der Neur-
aminsdure in der Néhe der Glykosidbindung. Wihrend
synthetische Glykoside der N-Propionyl- und N-Glyko-
loylneuraminsiure bereits schwerer durch Neuraminidase
spaltbar sind als die der N-Acetylneuraminséiure, kdnnen
die entsprechenden Glykoside der N-Benzyloxycarbonyl-
oder N-Butyrylneuraminséure durch Neuraminidase nicht
hydrolysiert werden!!27 129, Die Veresterung der Carb-
oxylgruppe der Neuraminsdure blockiert die Wirkung der
Neuraminidase vollstindig{!3°), ebenso eine Peracetylie-
rung des Molekiils!!?>"3. Eine partielle O-Acetylierung der
N-Acetylneuraminsdure in den Positionen 7 oder 8, wie
z.B. bei den Diacetylneuraminsduren des Submaxillaris-
Glykoproteins vom Rind, vermindert — erkennbar daran,
daB3 die Michaelis-Konstante groBer als bei N-Acetyl-
neuraminsdure ist (Tabelle 3) — die Geschwindigkeit der
hydrolytischen Freisetzung dieser Acylneuraminsduren
durch Neuraminidase!*?.. Eine Veresterung der Hydroxy-
gruppe an C-4 der N-Acetylneuraminsiure mit Essigsdure
hebt sogar die Wirkung der Neuraminidase auf die glyko-
sidische Bindung vollig auf (Tabelle 3°%), Die biologische
Bedeutung der Resistenz der N-Acetyl-4-O-acetylneur-
aminsdure gegeniiber Neuraminidase diirflte in einem
Schutz der Glykoproteinmolekiile, welche diese Acyl-
neuraminsidure enthalten, vor dem Angriff durch Neur-
aminidase und damit auch vor dem weiteren Abbau durch
andere Glykosidasen bestehen.

Die aus ihrer glykosidischen Bindung geldsten Acylneur-
aminsduren werden durch eine Aldolase, die Acylneur-
aminat-Pyruvat-Lyase!'31 (E.C. 4.1.3.3), abgebaut. Dabei
entstehen in reversiblen Reaktionen Brenztraubensiure
und Acylmannosamine, wie bereits in Abbildung 1 am
Beispiel der N-Acetylneuraminsiure gezeigt wurde!'32!,
O-Acetylgruppen haben auch auf diese Spaltungsreaktion
teilweise eine starke Wirkung. Wie aus den Ky-Werten der
Tabelle 3 hervorgeht, beeinfluit eine O-Acetylgruppe in

Tabelle 3. EinfluB von O-Acetylgruppen am Neuraminsdureskelett bei
N-Acetyl-mono-0O-acetylneuraminsiureglykosiden auf die Michaelis-
Konstanten der Acylneuraminid-Acylneuraminosyl-Hydrolase (,,Neur-
aminidase* [40]) und der Acylneuraminat-Pyruvat-Lyase (,Neur-
aminsiure-Aldolase” [131]).

Michaelis-Konstanten (Ky,)

getestete Acylneuraminsiure [mmol/1]
Neuraminsiure- Neuraminidase
Aldolase , [a]
N-Acetylneuraminat 1.85 2.5
N-Acetyl-8-0-acetylneuraminat 2.00 } 16.0
N-Acetyl-7-O-acetylneuraminat 4.55 -
N-Acetyl-4-O-acetylneuraminat 12.50 ©

[a] Als Bindungspartner dienten Glykoproteine der Submaxillaris-
driise des Rindes oder Pferdes.

Position 8 die Enzymaktivitdt nur unbedeutend, wihrend
sie in Position 7 die Spaltungsgeschwindigkeit um ca. 409,
und in Position 4 sogar um ca. 809, senkt. Es gibt bis jetzt
noch keine experimentellen Hinweise, welche Rolle die
(unbesetzte) Hydroxygruppe an C-4 der Neuraminsiure
bei der enzymatischen Katalyse sowohl der Aldolase als
auch der Neuraminidase spielt.

Die beschriebenen Untersuchungen wurden mit Acyl-
neuraminat-Pyruvat-Lyase aus Clostridium perfringens
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durchgefiihrt!**Y). Das Enzym ist wie die Neuraminidase
weit verbreitet; es wurde sowohl in mehreren Bakterien
nachgewiesen als auch aus Siugetierorganen isoliert
(Literaturzitate befinden sich in [131-133.134))

Bei der Katalyse der Aldolase aus Cl. perfringens wurde
die Teilnahme von Lysinresten unter intermedidrer Bil-
dung von Schiffschen Basen zwischen Enzym- und Sub-
stratmolekiilen sowie von Histidinresten nachgewiesen!'341

8. Biologische Funktionen der Acylneuraminsiiuren

Die weite Verbreitung der Acylneuraminsduren legt die
Vermutung nahe, daB ihnen eine groBe biologische Bedeu-
tung zukommt, In den letzten Jahren sind in der Tat eine
Reihe von lebenswichtigen Vorgingen gefunden worden,
bei denen Acylneuraminsiuren eine entscheidende Rolle
spielen. Einige Beispiele, geordnet nach Funktionsgruppen,
sollen hier gebracht werden (Ubersichten siche {13%)),

8.1. Erhihung der Viskositiit von Glykoproteinen in
wiibriger Losung (,,Schleime*)

An Glykoproteine gebundene Acylneuraminsiuren sind
fir die hohe Viskositdt von schleimigen Sekretionen der
Atemwege, des Verdauungskanals, des Urogenitaltrakts
und der AugenhGhle mitverantwortlich. Thre Carboxy-
gruppen sind wegen des niedrigen pK-Wertes (siche Ab-
schnitt 2) bei physiologischen pH-Werten (ca. 7.4) weit-
gehend dissoziiert, so daB die fadenformigen Glykoprotein-
molekiile durch den reichen Besatz mit negativ geladenen,
einander abstoBenden Acylneuraminséure-Resten gestreckt
werden. Die Folge davon und des sehr hohen Molekular-
gewichts (bis zu mehreren Millionen) ist eine hohe Vis-
kositdt von wilrigen Losungen dieser neuraminsdure-
reichen Glykoproteine, wie sie z.B. als Schleimhaut-
sekretionen vorkommen!!36],

Die schleimigen Glykoproteinlosungen sind lebensnot-
wendig!'3%): Sie dienen als Schmiermittel fiir die Dreh-
bewegungen des Augapfels und schiitzen die Hornhaut vor
dem Austrocknen und vor Verletzungen durch Staub-
korner etc. In der Mundhéhle und im Gastrointestinal-
trakt hiillen sie Nahrungsstoffe ein, machen sie dadurch
gleitfihig und schiitzen die zarten Schleimhiiute vor mecha-
nischen und chemischen (Magensiure, Verdauungsenzyme
etc.) Beschddigungen. Auf diese Weise wirkt die Neuramin-
siure der Entstehung von Magengeschwiiren entgegen.
Die stidndig nach auBlen transportierte Schleimschicht auf
dem Epithel der Atemwege feuchtet die Atemluft an, faingt
Bakterien und andere z.T. dtzende Luftverunreinigungen
ab und hilt auf diese Weise die Lungen steril. In dhnlicher
Weise werden durch einen hochviskosen Schleimpfropf im
Halskanal der Gebirmutter Bakterien von der Uterus-
hohle und damit von der Bauchhohle ferngehalten. Diese
Viskosititsbarriere wird nur zum Zeitpunkt der Ovulation
fiir den EinlaB von Spermien erniedrigt. Von Schleimdriisen
der Vagina sezernierte neuraminsiurereiche Glykoproteine
sind fiir die Fortpflanzung insofern bedeutsam, als sie
sowohl den Coitus als auch den Geburtsvorgang erleich-
tern!1331,
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8.2. Weitere Funktionen bei der Fortpflanzung

Neuraminsdure ist auch bei der Ausbildung eines eine
Befruchtung garantierenden Spermareservoirs in der Va-
gina des Schweines direkt beteiligt: Im Ejakulat des Ebers
kommt ein 25% N-Acetylneuraminsiure enthaltendes,
hochmolekulares, saures Glykoprotein vor (isoelektrischer
Punkt: pH = 1.1), das mit einem basischen Protein zu
einem Netzwerk verklumpt, aus dem Spermien iiber ldn-
gere Zeit abgegeben werden!*?”]. Neuraminsiurereiche
Glykoproteine, ,,Fertilisin“ genannt, sind in der Hiille von
ins Wasser abgegebenen Eiern mancher Tiere, z.B. von
Secigeln!'3%), enthalten, und binden spezifisch Spermato-
zoen. Hierbei spielt Neuraminsdure eine entscheidende
Rolle und erméglicht eine sichere Befruchtung. Auch als
Bestandteil der Zona pellucida der Eizelle von Sdugetieren
scheint Neuraminsiure fiir den Befruchtungsvorgang un-
entbehrlich zu sein: Nach enzymatischem Abspalten der
Acylneuraminsiure verliert die Eizelle vom Kaninchen
ihre Elastizitdt, und Spermatozoen konnen nicht mehr in
sie eindringen!!3%.,

8.3. Bindung und Transport von Molekiilen und Viren

Einige Virusarten k6nnen sich an Zellen mit Hilfé¢ mem-
brangebundener Acylneuraminséiuren anlagern : Rote Blut-
korperchen werden durch Myxovirent*4%} zu denen auch
einige fiir Tiere oder Menschen pathogene Arten, z. B. In-
fluenza-Viren, gehoren, zusammengeballt!32- 1411421 .
sache dieser ,Hdmagglutination® sind die Neuraminidase,
das einzige Enzym dieser Viren, sowie vermutlich noch ein
zweites spezifisches Virusprotein, das Himagglutinin!!4?,
welche aufgrund einer hohen Affinitit zur Neuraminsdure
die Adsorption der Viren an die Erythrocyten und damit
deren Agglutination ermoglichen. Mit Neuraminidase be-
handelte Erythrocyten zeigen dieses Phdnomen nicht mehr.
(In menschlichen Erythrocytenmembranen ist ein Teil der
als Virusreceptor dienenden N-Acetylneuraminsiure Be-
standteil von M- und N-Blutgruppensubstanzen!!43L) Es
wird diskutiert!'42-144]1 daB die zellstindige Neuramin-
sdure bei der Infektion der Zellen mit Myxoviren eine
allerdings noch nicht ganz verstandene Rolle spielt.

An der Oberfliche von Zellen gebundene Acylneuramin-
sduren sind am Kaliumtransport durch Zellmembranen
beteiligt!'#>! und dienen in der glatten Muskulatur als
Receptoren fiir die erregende Substanz Serotonin[!4é),
Plasmapexin, ein Neuraminosyl-Glykoprotein des Blut-
plasmas, bindet die Base Histamin!!4"],

8.4. Einfliisse auf Oberfléichenladung, Aggregation und
Form von Zellen

Negativ geladene Acylneuraminsiuren verleihen Zellhiillen
aufgrund ihrer gegenseitigen AbstoBungskrifte eine ge-
wisse Festigkeit{!48) und beeinflussen den Zusammenhalt
von Zellen im Organverband. Wihrend Neuraminsdure
die Aggregation von embryonalen Muskelzellen des Huh-
nes erméglicht, vermutlich iiber Ca2*-Briicken"4?), ver-
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hindert sie eine spontane Zusammenlagerung von Blut-
plittchen%% 1511 ynd wirkt dadurch einer unerwiinschten
Entstehung von Blutgerinnseln entgegen.

8.5. Schutz von Makromolekiilen vor proteolytischem
Angriff

N-Acetylneuraminsdure schiitzt den ,,Intrinsic Factor®, ein
Neuraminsdureglykoprotein, das von der Magenschleim-
haut sezerniert wird, vor der Einwirkung proteolytischer
Enzyme. Der Intrinsic Factor bindet mit der Nahrung auf-
genommenes Vitamin B,, und erméglicht in den unteren
Darmabschnitten dessen Resorption. Wie Faillard und
Pribilla gezeigt haben, bleibt nach Ablosen der Neuramin-
sdure zwar die Fihigkeit des Intrinsic Factor zur Bindung
des Vitamins B, , erhalten, aber die Resorption des Vitamins
aus dem Darmlumen ist nicht mehr méglich!32- 1531 Die
Ursache fiir diesen Verlust der biologischen Funktion im
Darm ist eine — auch im Reagensglas leicht demonstrier-
bare — Zerstorung des neuraminsidurefreien Intrinsic Factor
durch proteolytische Enzyme auf dem Wege zur Resorp-
tionsstitte des Vitamins B,,. Wahrscheinlich bewahrt
N-Acetylneuraminsidure den Intrinsic Factor allein auf-
grund ihrer relativ stark sauren Carboxygruppe vor der
proteolytischen Zerstorung, da ein Ersatz der N-Acetyl-
neuraminsdure durch Polyacrylsdurevinylpyrrolidin, eben-
falls eine starke Sdure, den raschen Abbau des neuramin-
sdurefreien Intrinsic Factor durch Trypsin verhindert.

Freie N-Acetyl- und N-Glykoloylneuraminsdure wirken
hemmend auf das fibrinolytische Enzym Plasmin ein und
verzogern dadurch die Auflosung von Fibrin und eine
gefihrliche Loslésung von Blutgerinnseln!* 541,

8.6. Regulation des ,,normalen® Verhaltens und der
Lebenszeit von Zellen und Makromolekiilen

Die Geschwindigkeit des invasiven Wachstums von Krebs-
gewebe scheint auch vom Neuraminsduregehalt der Zell-
oberfliche beeinfluBt zu werden: Durch Abspalten der
Neuraminsidure wird die Ausbreitungsgeschwindigkeit von
Miuse-Tumorzellen in Gewebekulturen wesentlich ver-
mindert!'*5], An der Zellmembran gebundene Neuramin-
sdure schiitzt Erythrocyten vor rascher Phagocytose durch
Makrophagen!'®*%). Vor einem #hnlichen Schicksal be-
wahrt N-Acetylneuraminséure im Blutplasma vorkommen-
de Makromolekiile wie o,-Glykoprotein, Coeruloplasmin,
Haptoglobulin, Lactoferrin, menschliches Choriongonado-
tropin, Follikel-stimulierendes Hormon etc. Diese Glyko-
proteine, welche wichtige biologische Funktionen ausiiben,
werden nach dem Verlust der Acylneuraminsdure durch
Leberparenchymzellen rasch aus der Blutbahn entfernt!? 7],
Die erwihnten Glykoproteine werden nach Abspalten der
Acylneuraminsdure von Plasmamembranen der Leber-
zellen adsorbiert!**®! und wahrscheinlich auf diese Weise
dem Blutstrom entzogen. Diese Bindung ist jedoch nur
moglich, solange die Plasmamembranen selbst Acylneur-
aminsiduren enthalten.

DaB der Neuraminsdure auch im Erythropoietin, welches
die Bildung von roten Blutk&rperchen im Knochenmark
stimuliert, eine #hnliche Wirkung im Blutkreislauf zu-
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kommt, darf vermutet werden. Es hat sich ndmlich gezeigt,
daf} N-Acetylneuraminsdure am Erythropoietin gebunden
bleiben muB, wenn es nach Injektion in den Blutkreislauf
am Ganztier seine biologische Wirkung entfalten sollt!%°];
fir eine Wirkung des Hormons in Knochenmark-Zell-
kulturen ist dagegen keine N-Acetylneuraminsiure er-
forderlich!5°),

Neuraminsdure an der Oberfliche von Lymphocyten regu-
liert die normale Verteilung dieser Zellen im Korper auf
eine allerdings noch nicht bekannte Weise. Nach Verlust
der Neuraminséure werden die Zellen nicht wie normaler-
weise in den Lymphknoten oder in der Milz, sondern in der
Leber angereichert!161],

8.7. Maskierung zelluliirer Antigene

Von groBer biologischer Tragweite diirfte die Beobachtung
sein, daB Acylneuraminsduren der Zellmembranen die
immunochemischen Reaktionen von gesunden sowie von
carcinomatds entarteten Zellen vermindern!!®2-1631 Ein
Foetus in der Gebdrmutterhohle beispielsweise ist — im-
munologisch gesehen — ein Fremdkérper (ein ,,Transplan-
tat®) fiir die Mutter, da die Zusammensetzung seiner Pro-
teine auch vom Vater bestimmt ist. Eine histochemisch
nachweisbare Glykoproteinschicht an der Oberfliiche von
Trophoblastzellen, der Grenzzone zwischen Mutter und
Kind, stellt vielleicht eine Immunobarriere zwischen beiden
Organismen dar, welche die Entstehung von miitterlichen
Antikorpern gegen das Kind verhindert. Diese Annahme
beruht auf der Beobachtung, daB erst nach enzymatischem
Abspalten der Acylneuraminsiure von der Oberfliche von
Miuse-Trophoblastzellen von der miitterlichen Maus
Antikorper gegen diese Zellen gebildet werden konnen. Als
Folge davon wird kindliches Gewebe (gepriift mit Haut-
transplantaten) vom miitterlichen Organismus nicht mehr
toleriert, sondern abgestoBen!!641,

Werden methylcholanthren-induzierte Sarkomzellen von
Méiusen mit Neuraminidase behandelt und dann erb-
gleichen Méusen injiziert, so entstehen Antikorper, welche
die Entwicklung massiver Tumoren verhindern (ohne diese
Neuraminsdure-Abspaltung entstehen mit Sicherheit tod-
liche Geschwiilste!*6),- Ahnliche Beobachtungen wurden
mit Leukdimiezellen!'®® sowie mit Landschiitz-Ascites-
Tumor-Zellen!'57) bei Miusen gemacht. Ob dieses Phiino-
men fiir eine Krebstherapie beim Menschen ausgenutzt
werden kann, ist noch Gegenstand von Spekulationen.

Wihrend manche der hier geschilderten Wirkungen der
Acylneuraminséuren, z.B. die Viskositdtserh6hung, die
Bindung von Basen und zum Teil auch der Schutz vor
Proteasen durch ihre physikalischen Eigenschaften, ins-
besondere die negative Ladung, erklirt werden konnen,
gibt es fiir viele andere, hier erwdhnte biologische Effekte
der Acylneuraminsiduren noch keine befriedigeriden Deu-
tungen.

Es ist noch unbekannt, warum so viele Enzyme Acyl-
neuraminosyl-Glykoproteine sind!** 158), Es fillt auf, daB
vor allem Hydrolasen, z.B. Phosphatasen aus Lysosomen
von Siugetieren, Neuraminsdure besitzen, welche den
Enzymmolekiilen Elektronegativitit verleiht. (Daher #n-
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dert sich nach Abspalten der Neuraminséduredieelektropho-
retische Beweglichkeit dieser Enzyme erheblich!*¢:1701)
Der beobachtete erhohte Widerstand dieser Enzyme gegen-
iber proteolytischer Zersetzung wird — in Analogie zum
Intrinsic Factor — mit dem Besitz von Acylneuraminsiure-
resten in Zusammenhang gebracht!!’%, Abgesehen von
der sauren Phosphatase aus der menschlichen Prostata,
bei der ein Verlust der Neuraminsiure sowohl das pH-
Optimum der Enzymaktivitat als auch die Affinitdt zum
Substrat leicht erhoht!! 7'l wurden bisher keine Einfliisse
der gebundenen Acylneuraminsduren auf die Enzym-
aktivitit gefunden.

Erst im Stadium der Spekulation befindet sich auch die
Rolle der Acylneuraminsduren wie auch die der iibrigen
Kohlenhydratkomponenten bei vielen anderen biologisch
wichtigen Glykoproteinen!!33!: Immunoglobuline, Basal-
membranen (diese haben Stiitzfunktionen fiir Zellen im
Organverband oder Filtrationsaufgaben wie in den Glo-
meruli der Niere! 7%, Glykoproteine und Ganglioside des
Nervengewebes (diese sind iiberwiegend an partikulidren
Elementen wie Mikrosomen und Synaptosomen lokalisiert
und vielleicht an der Erregungsleitung oder sogar an der
Gedichtnisleistung des Gehirns beteiligt!! 73 1741), metall-
ionen-bindende Glykoproteine des Blutes und des Kno-
chengewebes, hormon-transportierende Makromolekiile
und Proteaseninhibitoren des Blutplasmas, Komponenten
des Blutgerinnungssystems usw.

Es gibt wohl keinen Zweifel daran, daB es sich lohnen wird,
die Aufkldrung aller Funktionen der N-Acetyl-, N-Glyko-
loyl- sowie der N-Acetyl-O-acetylneuraminsiduren, welche
Bauelemente von Molekiilen sehr verschiedenartiger Her-
kunft und mit so unterschiedlichen biologischen Aufgaben
sind, voranzutreiben. Dasselbe gilt auch fiir die Struktur
und Funktion der Kohlenhydratbindungspartner der Acyl-
neuraminsiuren in den genannten Molekiilen.

Der in diesem Aufsatz zitierte eigene Anteil an Untersuchun-
gen iiber die Biochemie von Acylneuraminsiuren wurde in
den Laboratorien von Herrn Prof. Dr. H. Faillard durch-
gefiihrt, dem ich fiir die stets fordernde Anteilnahme an
meinen Experimenten sehr danke. Fiir wertvolle Zusammen-
arbeit danke ich auch Herrn Dr. F. Wirtz-Peitz. Besonderer
Dank gebiirt Frau Margret Wember fiir die ausgezeichnete
technische Assistenz. Die Untersuchungen wurden durch die
Deutsche Forschungsgemeinschaft und den Fonds der Che-
mischen Industrie finanziell unterstiitzt.
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Direkter Beweis der Nicht-Aromatizitiit von
Phospholen und Arsolen!'!

Von Werner Schiifer, Armin Schweig, Gottfried Markl,
Hagen Hauptmann und Frangois Mathey™

Physikalisch-chemische  (Réntgen-Strukturanalyse!?< 9},
Uv_[Zafd.o]’ NMR-[“‘d~f-h'""~“1, Dipolmoment-[“"”’],
Reaktionskinetik -Messungen 2 ™), theoretisch-chemi-
sche®*~<1 und chemischel?2~4-*>42 b1 Untersuchungen
iiber die Beteiligung der einsamen Heteroatom-Elektro-
nenpaare an einer cyclischen Konjugation (Aromatizitit)
in Phospholen und Arsolen fiihrten bisher zu wider-
spriichlichen Ergebnissen. Hier beschreiben wir nun einen
direkten Beweis fiir die Nicht-Aromatizitit dieser Systeme.

Abbildung 1 zeigt die Photoelektronenspektren!s! von
1-Phenylphosphol (1}, 1-Phenylphospholan (2), 1-Phenyl-
2,5-dimethylphosphol (3) sowie 1-Phenyl-2,5-dimethyl-
arsol (5) und Abbildung 2 das aus diesen Spektren und
dem Spektrum von 1-Phenyl-2,5-dimethylphospholan (4)
abgeleitete Korrelationsdiagramm der obersten besetzten
MOs in (1) bis (5). Das Spektrum von (/) weist im
Bereich niedriger lonisierungspotentiale (IP) zwei Banden
im Intensitidtsverhiltnis 1:1 auf Aus Lage (9.25 eV;
€1,(m-MO in Benzol: 9.24 V) und Form der zweiten
Bande (keine Aufspaltung) geht hervor, daB zwischen
Phenyl-Substituent und Phosphol-System in (/) keine
Wechselwirkung besteht!s). Die relative Intensitit der
ersten Bande bedeutet, daB zwei Ionisationen 'in diesem
Bereich liegen miissen, die nur dem antisymmetrischen
MO (a,(r) in Cyclopentadien: 8.57 eV!")) und dem ein-
samen Elektronenpaar am Phosphoratom (8.35eV in (2))
zugeordnet werden konnen. Diese Zuordnung wird beim
Vergleich mit den Spektren von (3) und (4) voll bestitigt.
Durch die Methyl-Substitution in 2,5-Stellung wird das
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-MO auf 8.0 eV angehoben ™ (Folge der hyperkonjugati-
ven Kopplung zwischen CH;-Gruppe und n-MO), das
einsame Elektronenpaar bleibt praktisch unbeeinfluBt.
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Abb. 1. PE-Spektren der Heterocyclen (/), (2), (3) und (5).

Alle verfiigbaren Argumente — die einsamen Elektronen-
paare in PH;: 10.59 eVI'® und in AsH,: 10,58 eVI'®
liegen bei gleicher Energie, das n-HOMO (,highest
occupied MO*) in (3) ist praktisch ein 1,4-Dimethyl-
cis-butadien-MO sowie quantenchemische Niherungs-
rechungen®?! — legen fiir (5) die gleiche Zuordnung wie
fiir (3) nahe.

Unsere Resultate zeigen, daf bei allen untersuchten Ver-
bindungen keine konjugativen Wechselwirkungen zwi-
schen Fiinf- und Sechsring bestehen (die €,,(m)-MOs in
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