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RICHARD KUHN und HERBERT WIEGANDT 

Die Konstitution der Ganglio-N-tetraose und des Gangliosids GI 

Aus dem Max-Planck-Institut fi Medizinische Forschung, Institut f i r  Chemie, Heidelberg 

(Eingegangen am 21. September 1962) 

Aus Rinder- und Menschenhirn wurden fUnf Ganglioside isoliert, die je 1 Mol. 
Glucose, 2 Moll. Galaktose und 1 Mol. N-Acetyl-galaktosamin enthalten. Das 
aus diesen vier Zuckern aufgebaute Tetrasaccharid (Ganglio-N-tetraose) lie8 sich 
in Substanz gewinnen und seine Struktur kliiren; dabei wurden auch beide Tri- 
saccharide (Ganglio-N-triose I und 11) sowie alle drei Disaccharide (Ganglio-N- 
biose I und 11, Lactose) erhalten, die am Aufbau des Tetrasaccharids beteiligt 
sind. - Die Ganglioside GI[ und GIII, die je 2 Moll. Lactaminsaure (N-Acetyl- 
neuraminsaure) enthalten, und das Gangliosid GIV werden durch RDE (Neura- 
minidase) nur bis zum Gangliosid GI abgebaut. Die Unspaltbarkeit des letzteren 
(Forrnel S. 875) wird darauf zuriickgeftrt, da0 des Ferment die ketosidische 
Bindung an C-3 nicht zu lasen vermag, wenn sich an C-4 des Galaktoscrestes 
(in cis-Stellung) der raumbeanspruchende Rest der Ganglio-N-biose 1 befindet. 
Die aus dem unspaltbaren Gangliosid GI erhaltene 3-Lactaminyl-galaktose ist 

durch RDE leicht spaltbar *). 

Vor einem Jahr haben wir k u n  uber eine Gruppe von Gangliosiden berichtet, die 
vier Zuckerreste pro Mol. enthaltenl). Die seither gewonnenen Einblicke in deren 
Konstitution werden hier beschrieben*). Vor kurzem haben J. A.DAIN, H. WEICKER, 
G. SCHMIDT und S. J. TANNHAUSER~) durch Fraktionierung von Gangliosiden aus 
Rinderhirn an Kieselgel-Saulen vier Komponenten erhalten, deren Bausteinanalysen 
wie die unsrigen fur ein molares Verhiiltnis von Glucose: Galaktose: Galaktosamin 
= 1 : 2 : 1 sprechen. Auch die fur den Gehalt an Lactaminsaure (N-Acetyl-neuramin- 
saure) angegebenen Zahlen stimmen mit den von uns ermittelten weitgehend iiberein. 
Es ist daher wahrscheinlich, daB die in beiden Laboratorien isolierten vier Ganglioside 
hinsichtlich des Kohlenhydratbereichs identisch sind. E. KLENK, dem man die Grund- 
lagen der Chemie der Ganglioside verdankt, kam in Einzelheiten zu andersartigen 
Ergebnissen, auf die S. 870 eingegangen wird. 

ISOLIERUNG DER GANOLIOSIDE 

Die Ganglioside wurden sowohl aus Menschen- wie aus Rinderhirn auf drei ver- 
schiedenen Wegen erhalten: A. Extraktion mit Phosphatpuffer und Chromatographie 

*) Die hauptsachlichen Ergebnisse dieser Arbeit wurden vorgetragen von R. Kum auf dem 
Internat. Symposium on Carbohydrate Chemistry in Birmingham, England, am 17. Juli 
1962. 

1)  R. KUHN und H. WIEGANDT, gem. mit H. EGGE, Angew. Chem. 73, 580 [1961]. 
2) Cerebral Sphingolipidoses A Symposium on Tay Sachs’ Disease and Allied Disorders, 

Academic Press, New York, 1962, S. 289. H. WEICKER, I. A. DAM, G. SCHMIDT und 
S. J. TANNHAUSER, Federat. Proc. 19A, 21 g [1960]. 
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an Calciumphosphat-Saulen, B. Phenolextraktion, C. Extraktion mit Chloroform/ 
Methanol. Die Auftrennung in die einzelnen Komponenten erfolgte im Falle B und C 
an Silicagel-Saulen. 

Aus beiden Ausgangsmaterialien wurden, neben einem als Go bezeichneten, sialin- 
saurehaltigen Sphingolipid, das nur in geringer Menge anfiel, funf Ganglioside rein 
dargestellt (Dunnschichtchromatogramme in Abbild. 1). Sie werden, nach der Auf- 
einanderfolge auf dem Chrornatogramm, bezeichnetl) als: Go, GI, GII, GIII, GIv 
und G,. 

Abbild. 1 .  Diinnschichtchromatogramme der Ganglioside auf Kieselgel G (nach E. STAHL; 
E. Merck, 3 Stdn. bei 130" aktiviert) in Propanol/Wasser (7 : 3)  *). Laufzeit 5 Stdn., Anfarbung 

mit Ehrlich-Reagenz bei 1 loo 

Die Aufbereitungsmethoden A und B ergaben praktisch kein GI, sondern nur die 
hoheren Ganglioside. Das Gangliosid GI, auch mittlere Ganglioside, konnen aus 
hoheren wahrend der Extraktion mit CHC13/CH3OH in der Hitze (Methode C) ent- 
standen sein. Es wurde gefunden, daB schon geringe Mengen Wasser bei hoherer 
Temperatur mit Leichtigkeit aus GI,, GI,,, Glv und Gv Lactaminsaure (N-Acetyl- 
neuraminsaure) abspalten, wobei GI entsteht. Von diesem leiten sich alle hoheren 
Ganglioside, die hier beschrieben werden, ab. Die Unterschiede zwischen den einzel- 
nen Komponenten beruhen auf der Zahl bzw. Stellung der Lactaminsaure-Reste. 
Die Elementaranalysen und den Gehalt an Lactaminsaure (LS) findet man in Tab. 4 
(S. 878). Danach sind die Ganglioside GI, und GIJ1 Isomere, die je zwei LS-Reste 
enthalten, wahrend Glv drei LS-Reste enthalt. 

In waBrigen Medien spalten die freien Ganglioside, die stark sauer reagieren, Lac- 
taminsaure ab. Die ,,Eigenhydrolyse" ist von der Temperatur und von der Konzen- 
tration der Losungen bzw. vom pH-Wert abhangig. In Form ihrer Sake bzw. in neu- 
tralen waBrigen Losungen sind auch die LS-reichen Ganglioside bei Raumtemperatur 
stabil. 

SPALTUNG DER GANGLIOSIDE DURCH RDE 

Bei pH 5 -6 werden die Ganglioside I1 -V durch das receptor destroying enzyme aus 
Choleravibrionen (RDE, Neuraminidase) leicht unter Freisetzung von Lactamin- 
saure bis zu GI gespalten, das auch bei hoher Dosierung des Enzyms unverandert 

* )  E. STAHL, Angew. Chem. 73, 646 [1961]. 
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bleibt. Es wurde gefunden (Abbild. 2), daD bei der enzymatischen Hydrolyse von GV 
neben LS zunachst GIV entsteht, das seinerseits durch RDE zu LS und GIII, und dieses 
weiter zu LS und GI gespalten wird; das intermediare Auftreten von GII I&Bt sich 

Abbild. 2. Diinnschichtchromatogramme (Technik vgl. Abbild. 1) des RDE-Abbaus der 
Ganglioside 11-V. Je 2 mg Gangliosid in 150 vl Wasser, mit NaZC03 auf pH 5.5 gebracht. 
Davon je 100 PI mit 10 PI Enzymltisung (1 Ampulle RDE, Behring-Werke/Marburg, Op. Nr. 
21 A, mit Glucose. und Lactose stabilisiert; geltist in 2.5 ml 0.01 m CaCIZ) bei 37" inkubiert. 

Die 50 PI-Blindproben (ohne Enzym) wurden in gleicher Weise inkubiert. 

1 : Gangliosid GI, (Blindprobe nach 11/2 Stdn.) 
2: G ~ I  nach 11/2stdg. Einwirkung von RDE; Bildung von GI und LS. Nach 12stdg. Ein- 

3: Gemisch von GI und GII 
4: Gangliosid GI11 (Blindprobe nach l l / z  Stdn.) 
5 :  GIII nach Il/lstdg. Einwirkung von RDE; Bildung von GI und LS. Nach 12stdg. Ein- 

wirkung war alles GI], verschwunden 
6: Gemisch von GI und GII 
7: Gemisch von Gll1 und Gtv 
8: Gangliosid GI, (Blindprobe nach l l / z  Stdn.) 
9: GIV nach I l / z  stdg. Einwirkung von RDE; Bildung von GI, GIII und LS. Nach 12stdg. 

10: Gangliosid Gv (Blindprobe nach 11/2 Stdn.) 
11 : Gemisch von GII1 und Gtv 
12: Gv nach Il/pstdg. Einwirkung von RDE; neben etwas unangegriffenem Gv sind zu 

erkennen GIV, GIII, G I  und LS. Mit nur 2 statt 1 0 ~ 1  Enzymlosung beobachtete man 
nach 3/4 Stdn. noch kein GI und GI]], aber schon stark G I ~  und LS; nach 41/4 Stdn. war 
Gv verschwunden, Glv nur noch schwach, GIII und GI stark sichtbar 

wirkung war kein GI[ mehr sichtbar 

Einwirkung waren nur noch GI und LS sichtbar 

13: Gemisch von GI und GI[ 

dabei nicht nachweisen. Die Ganglioside GIV und Gv leiten sich demnach von GJII ab. 
Im Gangliosid GII ist die Stellung des zweiten LS-Restes offenbar eine andere als 
in GIII: 

GII + GI + GIII * GIV * Gv 

Die Einwirkung von RDE auf die LS-haltigen Oligosaccharide, die aus den Gang- 
liosiden GI bis GI, nach Entfernung von Fettsaure und Sphingosin erhalten wurden 
(vgl. S. 871 ff.), ergab ein genau analoges Bild der wechselseitigen Beziehungen. 
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BFSTIMMUNG DER ZUCKFX-BAUSTEINE NACH TOTALHYDROLYSE 

Zur Spaltung diente 80-proz. Ameisensaure bei 100'. Nach diesem Verfahren, 
das die Zucker schont aber wegen des Eintritts von Forrnylgruppen eine Nach- 
hydrolyse mit 0.2 n HC1 erfordert (S. 879), fand Herr E. ROHM, daB die Ganglioside 
GI bis Glv je vier Moll. Zucker enthalten, namlich Glucosk, Galaktose und 
Galaktosamin im Molverhaltnis 1 : 2 : 1 (Tab. 1). 

Tab. 1. Quantitative Bestimmung der Zucker in den Gangliosiden GI bis e v .  Angegeben 
sind mg Zucker, die einerseits nach Spaltung rnit Ameisensaure gefunden wurden. anderer- 
seits aus den Einwagen berechnet waren, wenn man die in Tab. 4 angegebenen Mol.-Gewichte 

und ein Verhiiltnis G1: Gal : GalN = 1 : 2 : 1 annahm 

G1 Gal GalN G1: Gal : GalN 
_. 

GI Ber. 3.12 6.24 3.10 

GI, Ber. 3.44 6.88 3.42 
Gef. 2.32 4.84 2.52 . . . . . . 1.00: 2.08: 1.08 

Gef. 3.42 6.10 2.29 . . . . . .  1.00:1.79:0.67 
Gef. 3.00 5.94 2.37 . . . . . . 1.00: 1.98: 0.79 

Gef. 2.98 5.90 2.71 . . . . . . 1.00: 1.98: 0.90 

Gef. 0.62 1.28 0.97 . . . . . . 1.00: 2.06: 0.97 

G ~ I I  Ber. 2.97 5.94 2.95 

GI" Ber. 0.71 1.43 0.71 

In obereinstimmung rnit diesen Verhaltniszahlen stehen diejenigen, die fur Ganglio- 
N-tetraose (gef. 1.00: 1.86:0.73) in gleicher Weise ermittelt wurden. Fur Lacto-N- 
tetraose ergab eine Parallelbestimmung G1: Gal : GN = 1.00 : 1.82 : 0.96. 

PARTIELLE ~AUREHYDROLYSE 

Das Gangliosid GI verliert beim Erwarmen mit verd. Mineralaure (z. B. n/loo 
H2SO4) die durch RDE nicht abspaltbare Lactaminsaure, wodurch das Des-LS- 
gangliosid in Substanz erhaltlich ist. Dieses enthllt, neben Fettsauren und Sphingosin, 
noch alle vier Zucker, gibt aber keine Sialinsaure-Reaktionen mehr. Mit stiirkerer 
Saure (z. B. n/lo HzS04bei l00qwird Sphingosin abgespaltenundes treten freie Zucker 
auf, darunter zwei Disaccharide. Das eine davon ist Lactose ([a]&4: +53.6' in Wasser, 
RpWert, spaltbar durch krist. P-Galaktosidase zu Glucose und Galaktose). Das 
zweite Disaccharid, die Ganglio-N-biose I, kristallisiert aus wlBrigem Methanol 
in strahligen Kristallbundeln, [a]g4: +No (in Wasser), und gibt bei der Saurehydrolyse 
Galaktose und Galaktosamin. 

KONS'ITTWTION DER GANOLIO-N-BIOSE I 

Fur die Struktur Gal -+ GalNAc < rnit reduzierendem Aminozucker sprechen: 
a) Das Disaccharid wird durch krist. P-Galaktosidase, wenn auch bedeutend lang- 
samer als Lactose, gespalten ; dabei treten Galaktose und N-Acetyl-galaktosamin auf. 
b) Nach Hydrierung mit NaBH4 oder mit Pt/H2 und saurer Hydrolyse findet man als 
einzige anilinphthalat-positive Substanz Galaktose. c) Bei Einwirkung von verd. 
Alkali wird das N-Acetyl-galaktosamin schon bei Raumtemperatur unter Chromo- 
genbildung zerstort und es ist nur noch Galaktose rnit Anilinphthalat nachweisbar. 
Die Struktur GalNAc + Gal < ist nach diesen Befunden auszuschlieBen. 
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Hinsichtlich der Verknupfungsstelle ergab sich : d) Beim Perjodat-Abbau der Gang- 
lio-N-biose I bleibt N-Acetyl-galaktosamin erhalten, sofern man das Perjodat nicht 
zu langej) einwirken laBt; dies spricht gegen 5- oder 6-Stellung von Galaktose am 
Galaktosamin. e) Die Morgan-Elson-Reaktion wird vom Disaccharid schon in der 
Kidte gegeben, wobei freies Chromogen (nicht Galaktosido-Chromogen) auftritt ; 
bei 6-Stellung des Galaktoserestes war, erst in der Wanne, die Bildung von Galak- 
tosido-Chromogen zu erwarten ; bei CStellung sollte die Morgan-Elson-Reaktion 
ausbleiben4). Der Galaktoserest kann demnach nur in 3-Stellung stehen, worauf 
schon die unter c) angefuhrte Alkalilabilitiit hinwies. 

Die Ganglio-N-biose I bildet mit KzB407-Losung bei 100" Chromogens), was den 
Nachweis geringer Mengen auf Papier (vgl. S. 879) erlaubt. Lacto-N-tetraose, 
Ganglio-N-tetraose, Lacto-N-triose I und I1 und Ganglio-N-biose I1 geben die 
Reaktion nicht, obwohl sie nach Erhitzen mit Na2CO3-Losung mit Ehrlich-Aldehyd 
Farbstoff liefern. Mit KzB407 bilden Chromogene : N-Acetyl-glucosamin und N-Ace- 
tyl-galaktosamin sowie Oligosaccharide, welche diese Acetaminozucker, die nicht 
in 4Stellung substituiert win durfen, als reduzierendes Ende tragen: Gal(l-+6)GNAc, 
Lacto-N-biose I, Ganglio-N-biose I. Daraus und aus der Spaltbarkeit durch P-Galak- 
tosidase sowie dem geringen Drehungsvermogen ([a]~:  +24") folgt, daB die Ganglio- 
N-biose I das folgende B-Disaccharid ist : 

P Gal(1 + 3)GalNAc< 

Das entsprechende a-Disaccharid war als Spaltstuck von Blutgruppensubstanzen 
kun  erwghnt6). Eine von Herrn Prof. W. T. J. MORGAN freundlichst uberlassene 
Probe (amorph) war mit unserem, aus Gangliosiden erhaltenen, krist. P-Disaccharid 
nach dem Verhalten gegen Alkali, der K2B407-Reaktion und dem RF-Wert (RLactosc = 
1.22 in Essigester/Pyridin/Eisessig/Wasser = 5 : 5 : 1 : 3) identisch. Neuerdings7) wur- 
de die Substanz auch am Lister-Institut kristallisiert erhalten. 

Einem alkalilabilen Disaccharid der Struktur GalNAc (1 + 3) Gal, das E. K L E N K ~  
als Produkt der partiellen Hydrolyse von Gangliosiden beschreibt, sind wir nicht 
begegnet. Unter den von uns isolierten Gangliosiden befindet sich auch keines, das 
frei von Galaktosaming) ist. Eine weitere Diskrepanz besteht darin, daB wir unter 
den durch verschiedene Abbaureaktionen gewonnenen Oligosacchariden in keinem 
Falle eine Galaktosido-galaktose 8) erkennen konnten. Die von E. KLENK9) angenom- 
mene Bindung von N-Acetyl-neuraminsaure an N-Acetyl-galaktosamin kommt aus 
den S. 876 erorterten Griinden fur das Gangliosid GI nicht in Betracht. - Unser GI 
ist ohne Zweifel identisch mit der friiher als G2 bezeichneten Komponente, die nur 

3) VgI. R. KUHN, H. H. BAER und A. GAUHE, Chem. Ber. 8;. 292, 1556 [1954]. 
4) R. KUHN, A. GAUHE und H. H. BAER, Chem. Ber. 87, 1138 [1954]. 
5) J. L. REISSIC, J. L. STROMINGER und L. F. LELOIR, J. bid. Chemistry 217, 959 [1955]. 
6 )  W. T. J. MORGAN, Naturwissenschaften 46, 187 [1959]; W. T. J.  MORGAN, Proc. Roy. 

7) Briefliche Mitteil. von Prof. W. T. J. MORGAN (14. Aug. 1962), in der dieverbindung als 

8) E. KLENK und W. GIELEN, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 326. 144 [19611. 
9 )  E. KLENK und W. GIELEN, Hoppe Seyler's Z. physiol. Chem. 319, 283 [1960]; 323, 126 

SOC. [London] Ser. B. 151, 320 (19601. 

P-Disaccharid bezeichnet wird. 

[1961]. 
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einen Galaktoserest zu enthalten schien und f i r  die eine Bindung von N-Acetyl- 
galaktosamin an Glucose angenommen worden war 10). 

Die Bildung von Gal(l+3)GalNAc [Ganglio-N-biose I] und von Gal( l4)GI  
[Lactose] bei der partiellen Saurehydrolyse beweist, daB damit beide Gal-Reste der 
von uns isolierten Ganglioside erfaDt sind. Ein und derselbe Gal-Rest kann nicht 
Baustein der beiden Disaccharide sein. Das Ergebnis der Bausteinanalyse (2 Moll. 
Galaktose) wird somit durch dasjenige der partiellen Saurehydrolyse bestiitigt. In 
welcher Weise die Ganglio-N-biose I mit der Lactose zur Ganglio-N-tetraose vereinigt 
ist, Eel3 sich durch weitere Abbaureaktionen klaren. 

ACETOLYSE 

Beim Abbau mit Eisessig/Acetanhydrid und etwas konz. Schwefelsaure wird nur 
teilweise Lactaminsaure abgespalten, so daB LS-haltige Oligosaccharide auftreten 11). 

Durch verd. MineraLsi4uren (2. B. O.ln H2SO4 bei 803 lassen sich daraus die LS- 
Reste abspalten, so daD auch die entsprechenden freien Oligosaccharide erhdtlich 
sind; darunter das intakte Tetrasaccharid, das wir in Analogie zur Lacto-N-tetraose12) 
als Ganglio-N-tetraose bezeichnen, sowie weitere Bruchstucke, in denen die gegen 
saure Hydrolyse anfdlige Bindung zwischen Lactose und Ganglio-N-biose I noch 
intakt ist. 

Die erhaltenen LS-haltigen Zucker sind in Tab. 2 geordnet nach ihren R-Werten, 
bezogen auf LS(2-+3’)Lactose (RLs-L = 1 .OO) in Essigesterlqridin/Eisessig/Wasser = 
5 :  5 :  1 : 3 (Laufmittel A). In dieser Reihenfolge wurden gefunden: 

1) LS(2-3)Galaktose als einziges LS-Monosaccharid. Dieselbe Substanz, die bei 
der Hydrolyse nur LS und Gal liefert, konnten wir auch durch Acetolyse von LS(2+3‘)- 

Tab. 2. LS-haltige Zucker aus den Gangliosiden GI-GIV 

Nr. Substanz % LS RDE- Perjodat- 
RLS-L Ber. Gef. Spaltung Abbau 

Lactaminsaure (LS) 1.66 
1 LS(2-+3)Galaktose 1.33 65.6 55.3 ++++ Lyxose 

3 LS(2+3’)Lactose 1 .oo +++ Gal 

5 LS-Ganglio-N-tetraose 0.56 31.0 30.1 (-) Gal, GalN 
6 LS.LS-Ganglio-N-tetraose 0.47 47.8 46.9 +++ **)  Gal, GalN 

7 LS.LS-Ganglio-N-tetraose ca. 0.20 47.8 44.4 ++ + **) Gal, GalN 

8 LS.LS.LS-Ganglio-N-tetraose ca. 0.12 55.3 53.2 + + + **) Gal, GalN 

*) Aus Gangliosid Go: aus GI wurdc durch Acetolysc bishw nur cin Gcrnisch dcr LSTrioscn 1 und 11 mit cincrn 

7- LS-Ganglio-N-biose 11 1.08 (-1 

4 LS-Ganglio-N-triose I1 0.85 *) (-1 

aus Gangliosid GII 

aus Gangliosid GIII 

aus Gangliosid GIv 

Doppclfleck von 0.76-0.93 crhaltcn. 
**) Spaltbar nur bis zu LS-Ganglio-N-tctraooe. 

10) R. KUHN und Mitarbb., Angew. Chem. 72.805 [1960]. Die dort S. 809 angegebene Struk- 
turformel ist zu ersetzen durch diejenige auf S. 875 dieser Arbeit. 

11) Diese lassen sich zum Teil auch durch Ozon-Abbau der Ganglioside gewinnen. Auf die 
Technik des Abbaus, die Theorie der Fragmentierungsreaktion und Haitere Beispiele 
wird H. WIEGANDT gesondert eingehen. 

12) R. KUHN, A. GAUHE und H. H. BAER, Chem. Ber. 86, 827 [1953]. 
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Lactose (aus Frauenmilch bzw. Kuhcolostrum) 13) gewinnen. Da die LS-Galaktose 
nach Abbau mit Perjodat und Saurehydrolyse Lyxose liefert, steht die Lactamin- 
saure in 3-Stellung der Galaktose. Sie wird durch RDE (Neuraminidase) sehr leicht 
abgespalten. 

In Tab. 2 folgen die beiden LS-Disaccharide Nr. 2 und 3, deren Trennung schwierig 
ist, wahrend die daraus durch partielle Saurehydrolyse hervorgehenden Disaccharide 
gut trennbar sind. 

2) LS-Ganglio-N-biose I1 uberwiegt bei weitem im Gemisch der LS-Disaccharide. 
Sie ist durch RDE nicht spaltbar, liefert aber rnit verd. Saure ein anilinphthalat- und 
Morgan-Elson-positives Disaccharid, dessen RpWert zwischen dem der Lactose 
und der Ganglio-N-biose I liegt. Die Ganglio-N-biose I1 gibt bei 7stdg. Hydrolyse 
mit 1 n H2SO4 bei 100" Galaktose und Galaktosamin. Ihre Stabilitat gegen Alkali ist 
sehr viel grofler als die der N-Biose I (nach 1 Stde. rnit 0.1 n Na2CO3 bei 100" war noch 
nicht alle N-Biose I1 zerfallen; man fand daneben GalNAc und dessen drei Chromo- 
gene, aber keine Galaktose). Mit K~B407-LSsung bei 100" bildet die N-Biose I1 kein 
Ehrlich-positives Chromogen. 

3) LS(2+3')Lactose entsteht bei der Acetolyse nur in geringen Mengen. 

4) LS-Ganglio-N-triose I1 entsteht aus dem Gangliosid GI neben LS-Ganglio- 
N-triose I, deren vollige Abtrennung noch nicht gelang. In Tab. 2 ist unter Nr. 4 ein 
R-Wert angegeben fur ein Praparat von LS-Ganglio-N-triose 11, das aus dem S. 876 
erwahnten Gangliosid Go gewonnen war. Da in GO der endstandige Galaktoserest der 
Tetraose fehlt, tritt hier die LS-Triose I1 frei von LS-Triose I auf. 

Die beiden LS-freien Ganglio-N-triosen lassen sich gut trennen. Sie sind anilin- 
phthalat- und Morgan-Elson-positiv, geben aber kein Chromogen rnit K2B407- 

Losung bei 100". Die N-Triose I bildet im Gegensatz zur N-Triose I1 bei der Saure- 
hydrolyse keine Glucose. 

5 )  LS-Ganglio-N-tetraose. Diese ist gut in grokren Mengen darstellbar. Sie setzt 
sich aus 1 Mol. Glucose, 2 Moll. Galaktose, 1 Mol. N-Acetyl-galaktosamin und 1 Mol. 
Lactaminsaure zusammen. Durch Saurehydrolyse (nicht durch RDE-Einwirkung) 
geht aus ihr das LS-freie Tetrasaccharid, die Ganglio-N-tetraose, hervor. 

6) Die aus GI, erhaltene LS.LS-Ganglio-N-tetraose ist isomer mit der 

7) LS.LS-Tetraose, die aus GIIl erhalten wurde. Der Unterschied der R-Werte 

8) Eine LS.LS.LS-Tetraose, die durch Abbau von GIv gewonnen werden konnte. 
Durch RDE werden nur zwei von den drei LS-Resten abgespalten. 

Fur die aus den 8 LS-haltigen Zuckern durch verd. Saure erhaltenen LS-freien 
Zucker bringt Abbild. 3 die chromatographische Charakteristik. Es sei hervorge- 
hoben, daR die Ausbeuten an Ganglio-N-tetraose und an den beiden N-Triosen bei 
partiellen Hydrolysen sehr viel geringer sind, solange das Oligosaccharid noch an 
Sphingosin gebunden ist. 

ist betrachtlich. 

131 R. KUHN und R. BROSSMER, Chem. Ber. 92, 1667 [1959]. 
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Tab. 3. Die aus Gangliosid GI erhaltenen Oligosaccharide 

Name Formel R G ~ )  [alD 

+ 13.9" P a a Ganglio-N-tetraose Gal(l+3)GalNAc(l-+4)Gal(l+4)Gl 0.20 
Ganglio-N-triose I Gal( 1 +3)GalNAc( 1 4 ) G a l  0.38 +120 
Ganglio-N-triose I1 GalNAc(l4)Gal(14)Gl 0.52 i- 17" 
Ganglio-N-biose I Gal(] 43)GalNAc 0.85 + 24" 
Ganglio-N-biose I1 GalNAc(l4)Gal  0.78 
Lactose G a l ( l 4 ) G l  0.70 + 54" 

*) in Laufmittel A. 

1 und 9: Glucose, Galaktose und Lactose 
(zur Markierung) 
2 Ganglio-N-tetraose 
3 Ganglio-N-triose I 
4 Ganglio-N-triose 11 
5 Lactose 
6 Ganglio-N-biose 11 
7 Ganglio-N-biose I 
8 Glucose und Galaktose (durch Abbau gewonnen) 

. . .  . .  

Abbild. 3. Papierchromatogramm [Schleicher & Schiill 2043 b mgl, in EssigesterlPyridinlEis- 
essig/Wasser (5  : 5 : 1 : 3); Laufzeit 42 Stdn., Anfarbung mit Anilinhydrogenphthalat] der 

aus dem Gangliosid GI gewonnenen lactaminsaurefreien Oligosaccharide 

PERJODAT-SPALTUNQEN 

Im Gangliosid GI wird ein Gal-Rest (rasch) und der G1-Rest (langsamer) von Per- 
jodat =tort. Abgesehen vom Cstandigen Gal-Rest (Lactose) tragt also die Glucose 
keinen weiteren Substituenten in 2- oder 3-Stellung. Der andere Gal-Rest von GI 
bleibt bei der Perjodat-Spaltung erhalten. Auch in der LS-Ganglio-N-tetraose wird 
ein Gal-Rest nicht angegnffen. 

Wird jedoch Ganglio-N-tetraose mit Perjodat behandelt (und anschlieknd mit 
S a m  hydrolysiert), so werden neben GI beide Gal-Reste gespalten und man findet 
nut noch Galaktosamin unverandert. Letzteres hat durch die Substitution in 3- 
Stellung (vgl. die Konstitution der Ganglio-N-biose I, S. 869) keine Glykol-Grup- 
pierung mehr. Dan Galaktose im Falle der LS-Ganglio-N-tetraose ubrig bleibt, 
nicht aber im Falle der Ganglio-N-tetraose, ist ein weiterer Beweis fur die Bindung 
von LS an Galaktose. 

Wurde nach Perjodat-Spaltung der N-Tetraose mit KBH4 reduziert, so fand man 
an weiteren Bruchstucken: Erythrit (aus dem G1-Rest, der in 4-Stellung substituiert ist; 
vgl. die Isolierung von Lactose), Glycerin (aus dem endstiindigen Gal-Rest) und 
Threit, der nur dem mittelstiindigen Gal-Rest entstammen kann. Reduzierte man 
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die N-Tetraose schon vor der Perjodat-Spaltung mit KBH4, so trat nach erfolgtem Ab- 
bau und neuerlicher Reduktion rnit KB& erwartungsgemaD kein Erythrit mehr auf, 
sondern nur Glycerin und Threit. Auch aus Ganglio-N-triose I und Ganglio-N-biose 
I1 wurden rnit KJ04/KBH4 Glycerin und Threit erhalten. Der zur chromatographischen 
Identikierung dienende Threit war aus (+)-Weinsiiure-diiithylester durch Reduktion 
mit LiAlH4 gewonnen worden. Zum Vergleich haben wir auch G1(1+4)Gal (Lyco- 
biose) 14) gespalten, die gleichfalls Threit lieferte. 

STRUKTUR DER GANGLIO-N-TETRAOSE 

Die Bildung von Threit aus Ganglio-N-tetraose usw. zeigt, daD die Ganglio-N- 
biose I mit dem GAtom 4 im Galaktoserest der Lactose mm Tetrasaccharid ver- 
einigt ist. Die Drehwerte von Ganglio-N-tetraose und von Ganglio-N-triose I1 spre- 
chen dafur, daB diese zentrale Bindung in der Tetraose P-glykosidisch ist : 

Gleichgewichts- [alo ber. fi [a]D ber. fur [ab 
Lasung von a-Bindung P-Bindung gef. 

Ganglio-N-triose 11 +121.5' +29.7' + 17.3" 
Ganglio-N-tetraose + 93.6" +22.9" + 13.9' 
Berechnet wurden d i m  [al~-Werte nach C. L. HUDSON aus folgenden M[,l-Werten: 

Lactose = + 18 468" (Gleichgewichtslosung), a- bzw. fJ-khy1-2-acetamino-2-des- 
oxy-galaktopyranosid = +47 750 bzw. -2 520°, Ganglio-N-triose I1 = + 16 218" 
(Gleichgewichtslosung) und P-Methyl-galaktopyranosid = 0". 

So gelangt man zu den in Tab. 3 angegebenen Formeln der Oligosaccharide und 
fur die Tetraose zum Strukturbild I. 

14) R. KUHN und 1. Low, Chem. Ber. 86, 1027 [1953]. 
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DIE KONSTITUTION DES GANGLIOSIDS GI 

Die beschriebenen LS-haltigen Zucker sowie die Abbauversuche rnit Perjodat 
zeigen, daB die Lactaminsaure rnit dem C-Atom 3 derjenigen Galaktose verbunden 
ist, die zur Lactose-Halfte der Tetraose gehort. Dem Gangliosid GI kommt daher 
Formel I1 zu. Der LS-Rest steht somit in cis-Stellung zum Rest der Ganglio-N- 
biose I, die mit dem C-Atom 4 derselben Galaktose verkniipft ist. Auf die dadurch 
bedingte raumliche Nahe grokr  Substituenten fiihren wir die Unspaltbarkeit des 
Gangliosids GI durch RDE zuriick. Fur diesevorstellung spricht, daB nicht nur GI, 
sondern auch die daraus erhaltenen LS-haltigen Oligosaccharide, soweit sie noch 
Substituenten an C-4 diem Galaktose tragen, von RDE nicht angegriffen werden, 
wahrend LS(2+3)Galaktose und LS(2+3')Lactose, die keinen Substituenten in 4- 
Stellung besitien, leicht enzymatisch gespalten werden. 

Die Verkniipfung der Ganglio-N-tetraose rnit der endstandigen Hydroxylgruppe 
des Sphingosins hat sich durch Ozonisierung und anschlieknde Fragrnentierung be- 
weisen lassen 11). So wie die von E. KLENK beschriebenen Ganglioside, enthalten auch 
die von uns isolierten als Fettsaure ganz uberwiegend Stearinsaure. 

Das eingangs erwahnte Gangliosid Go, das nur in sehr geringer Menge erhalten 
wurde, ist durch RDE ebenfalls unspaltbar. Der dem Go zu Grunde liegende Zucker- 
teil konnte als LS-Ganglio-N-triose I1 (vgl. Tab. 3) identifiziert werden. Go unter- 
scheidet sich von GI nur durch das Fehlen der endstandigen Galaktose. Ob es sich 
um ein Zwischenprodukt beim physiologischen Aufbau bzw. Abbau der Ganglioside 
handelt, ist noch unbekannt. 

BINDUNG VON TETANUSTOXIN 

Die hier beschriebenen Ganglioside hat W. E. VAN HEYNINGEN, Oxford, auf ihr 
Bindungsvermogen gegeniiber Tetanustoxin in der Ultrazentrifuge untersucht. Er 
fand *), daB folgende Toxinmengen von je 1 mg Gangliosid gebunden werden: 

Gl:2.59mg Gl1:3.64mg Glll:19.3 mg Glv:19.0mg 

G, und GI, entsprechen in ihrem Bindungsvermogen Gangliosid-Gemischen iib- 
licher Aufarbeitung, die ca. 4 mgToxin je mg binden. GIII und Glv binden vie1 mehr 
Toxin als es ihrem LS-Gehalt entspricht. 

Fraulein Dr. A. GAUHE sind wir fur vielfaltige Beratung und hilfsbereite Unterstiitzung 
zu groDem Dank verpflichtet. Herrn B. KUCHLER haben wir fur eifrige experimentelle Mit- 
arbeit und Herrn E. R ~ H M  ftir die Ausfiihrung der Bausteinanalysen zu danken. 

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE 
Laufmittel fiir Papierchromatographie waren Essigester/Pyridin/Eisessig/Wasser-Ge- 

mische: Awie 5:5:1:3, B wie5:5:1:4. 

DarsteIIung der Rohganglioside 
Methode A :  Frisches, von anhaftendem Blut moglichst befreites Rinder- bzw. Menschen- 

him wurde mit dem doppelten Vol. 0.01 m Phosphatpuffer von pH 7 im Starmix und an- 
schlieDend im Glashomogenisator homogenisiert und 2 Stdn. bei 21 OOO U/Min. in einer 
Spinco-Zentrifuge zentrifugiert ; die abgesetzte, salbenartige Masse nochmals mit dem glei- 

*) Personliche Mitteilung vom 3. 8. 1962. 
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chen Vol. Buffer homogenisiert und bei 30 000 U/Min. abzentrifugiert. Die ilberstehenden 
Lbsungen wurden vereinigt, etwa 2 Tage bei +4" gegen dest. Wasser dialysiert und ausge- 
flocktes Globulin abgetrennt. Bei 35" wurde i. Vak. eingeengt und zuletzt gefriergetrocknet. 
Der Ruckstand (ca. 4 g aus 1 kg Frischhirn) wurde in wenig Wasser aufgenommen und an 
einer Calciumphosphatsaule *), mit steigenden Phosphatpuffer-Konzentrationen (0.003 m bis 
0.01 m). chromatographiert. DieGangliosid enthaltenden Fraktionen.die nicht frei vonEiweiD- 
stoffen waren, wurden gegen Wasser dialysiert und i. Vak. zur Trockne gebracht. GI konnte 
nicht beobachtet werden, sondern nur die hbheren Ganglioside. 

Methode B: Acetongetrocknetes Hirnpulver wurde mit dem 5 fachen Gewicht an 50-proz. 
wlSr. Phenol 12 Stdn. geschuttelt. Daraufhin wurde 1 Stde. bei ca. 3000 U/Min. zentrifu- 
giert, die waBr. Schicht dekantiert und gegen mehrfach gewechseltes dest. Wasser in Cello- 
phanschlluchen (Kalle, Wiesbaden) bis zur vblligen Entfernung des Phenols dialysiert. Nach 
Einengen i. Vak. wurde lyophilisiert. Man erhielt z. B. aus 42 g Hirnpulver 0.34 g Rohgang- 
liosid, welches ca. 10 % Ganglioside enthielt. 

Methode C: Acetongetrocknetes Hirnpulver (z. B. 322 g aus 1078 g frischem Rinderhirn) 
wurde rnit CHC13/CH,OH (1 : 1) im Soxhlet heiB extrahiert (ca. 72 Stdn.) und der Extrakt 
nach einer von H. FOLCH**) entwickelten Art in Cellophanschliiuchen ca. 2-3 Tage gegen 
Wasser verteilt. Die gesammelten wiU3r. Schichten wurden i.Vak. weitgehend eingedampft und 
gegen dest. Wasser dialysiert. Nach weiterem Eindampfen i.Vak. wurde gefriergetrocknet. 
Zum Entfernen von Cholesterin und Fettstoffen wurde heiD rnit Aceton extrahiert. Das so ge- 
wonnene Rohprodukt (z. B. 3.5 g) enthalt ca. 10% an Gangliosiden, unter denen GI vor- 
herrscht: G I > G I I ~  GIII>GIV>GV. 

Trennung der Ganglioside 

Die Rohpraparate wurden an unvorbehandeltem Kieselgel (,,Zur Chromatographie" 
0.05 -0.2 mm, E. Merck) mit Propanol/Wasser (8 : 2) und an Cellulosepulver mit Butanoll 
Pyridin/Wasser (6:2: 2) in die einzelnen Komponenten aufgetrennt. Es war zur Gewinnung 
reiner Praparate notwendig, mehrere Male zu chromatographieren. Die eluierten Fraktionen 
wurden zur Trockne gebracht, nach Behandeln mit bither rnit Wasser aufgenommen und iiber 
MIH-CH3. C02e-Austauscherharz, das rnit etwa der doppelten Menge IR-120-He ilber- 
schichtet war, gegeben. Ganglioside werden nur in Spuren von MIH-CH3. COze zuruck- 
gehalten. Nach dem Konzentrieren der Lbsungen i. Vak. wurde gefriergetrocknet. 

Gangliosidsalze wurden aus Methanol, das ca. 1 % Wasser und sehr wenig Octylalkohol 
enthielt, kristallisiert erhalten. Es kristallisieren sowohl reine Ganglioside, Gangliosidge- 
mische als auch mit Cerebrosid verunreinigte Praparate. Die freien, gefriergetrockneten 
Gangliosidsauren wurden zur Analyse (Tab. 4) aus Methanol/hher umgefillt und quanti- 
tativ bei 85-90"/10-3 Torr iiber KOH/PzOs/Paraffin getrocknet. Die freien Sguren waren 
aschefrei. Zur Reinheits- und Einheitlichkeitskontrolle wurde an Papier (Schleicher & Schiill 
2043 b mgl) mit Butanol/Pyridin/Wasser (6:4: 3) oder auf Diinnschichtplatten (vgl. Abbild. 1) 
chromatographiert. Die Indikation auf Papier geschah mit Ehrlich- bzw. JOsO-Reagenz; auf 
den DLLnnschichtchromatogrammen rnit Bromthymolblau, Schwefelsaure oder Ehrlich- 
Reagenz. Das Ehrlich-Reagenz laOt sich auch bei den schon rnit Bromthymolblau angefbbten 
Platten benutzen und erlaubt hierdurch die sofortige Unterscheidung von LS-haltigen und 
LS-freien Lipiden. 

*) A. TISELIUS, Arch. Biochem. Biophysics 65, 132 [1956]. (Celite Nr. 535 als Filterhilfe). 
** )  J. FOLCH, S. ARSOVE und J. A. MEATH, J. biol. Chemistry 191, 819 [1951]. 
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Tab. 4. Elementaranalysen der Ganglioside GI bis Gv 

Gangliosid 

GI C73H131N3031 (1546.8) Ber. 56.68 8.54 2.72 5.56 19.98 1547 
Gef. 56.30 8.33 2.56 5.47 19.78 1613 

Grr C84H148N4039 (1838.2) Ber. 54.88 8.13 3.05 7.03 33.6 919 
Gef. 55.1 7.82 2.98 7.4 28.16 967 

Giii C84H148N4039 (1838.2) Ber. 54.88 8.13 3.05 7.03 33.6 919 
Gef. 54.91 8.04 2.94 6.87 27.7 866 

GIV C ~ S H ~ ~ S N S O ~ ~  (2129.3) Ber. 53.58 7.81 3.29 8.09 43.54 710 
Gef. 52.68 8.3 3.12 7.8 37.4 715 

*) Pokntiornetrische Titration mit n/lW NaOH. 

Parrielle Saurehydrolyse 
Des-Lactaminyl-gangIiosidIs): 250 mg Gangliosid GI wurden in 100 ccm 0.01 n H2S04 bei 

85" hydrolysiert (1 Stde.) und uber MIH-Austauscher (Acetat-Form) gegeben, die durch- 
laufende LBsung wurde eingedampft und lyophilisiert (1 87 mg). Die Chromatographie an 
einer Silicagel-Saule mit tert.-Amylalkohol/Isopropylalkohol/Wasser (8 : 2: 3) lieferte ca. 
50 mg Des-LS-gangliosid. Von dem MIH-Austauscher konnte anschlieBend mit 0.1 n Natrium- 
acetat und Na@-Austausch an IR 120 (H@-Form) reine Lacraminsaure (58 mg) eluiert werden. 

Ganglio-N-biose I undlacrose: 300 mg Gangliosid GI wurden in 30 mlO.1 n H2SO4 bei 100" 
hydrolysiert (1 Stde.). Nach dem Abkuhlen wurde rnit Ba(OH)2 versetzt, das Bas04 abzen- 
trifugiert und mit Wassei zweimal gewaschen. Dann wurde uber IR 120/MIH (Acetat) ge- 
geben, das Durchlaufende eingedampft und auf Cellulosepulver rnit Laufmittel A chromato- 
graphiert. Die nur Lactose wie auch die nur N-Biose I enthaltenden Fraktionen wurden ver- 
einigt, uber IR 120/IR 45 gereinigt und gefriergetrocknet: 18.2 mg N-Biose 1(25 % d.Th.) und 
ca. 20 mg Lactose. Die Ganglio-N-biose I kristallisierte aus wPBr. Methanol in strahligen 
Nadeln. 

Redukrionen 
a) 6 mg Ganglio-N-biose I, gelBst in 70 pl Wasser + 30 pl Methanol. wurden unter Eis- 

kuhlung mit 5 mg NaBH4 in 40 pl Wasser + 360 p1 Methanol versetzt und 4 Stdn. bei 
20" belassen. Mit Essigsaure wurde dann auf pH 6 gebracht, ilber IR 120 gegeben und nach 
dem Eindampfen die Borsaure durch Abdampfen rnit Methanol entfernt. Anschlieaend wurde 
7Stdn.mit 100p11 nHzS04 bei IOO'hydrolysiert, HzS04mitBa(OH)2entfernt,gefriergetrocknet 
und chromatographiert. Als einzige anilinphthalat-positive Substanz wurde Galakrose gefunden. 

b) 3 mg Ganglio-N-biose I, in 50-proz. Essigsaure gelast, wurden mit 100 mg Pt02,  das 
vorhydriert war, 2 Tage hydriert. Es wurde abfiltriert, verdampft und 7 Stdn. bei 100" mit 
I n HzS04 hydrolysiert. Nach dem Entfernen der SchwefelsLure wurde gefriergetrocknet und 
chromatographiert : Man fand 2-Desoxy-tamino-dulcit (hfilrbung mit Ninhydrin ; Ver- 
gleichspraparat aus N-Acetyl-galaktosamin durch NaBH4-Reduktion und Entacetylierung) 
und als einzige anilinphthalat-positive Substanz Galaktose. 

Alknlischer Abbau: 10 p1 einer 5-prOZ. waBr. Losung von Ganglio-N-biose I wurden mit 
5 p1 0.2n NazC03 10 Min. auf 100" erhitzt. uberschiiss. NazC03 wurde rnit IR 120 entfemt 
und nach dem Eindampfen chromatographiert : Galakrose war als einzige anilinphthalat- 
positive Substanz zu erkennen, (neben 3 Morgan-Elson-positiven Chromogenen aus N- 
Acetyl-galaktosamin). - Die Reaktion laBt sich mit sehr geringen Substanzrnengen auch 

1 s )  Vgl. S. BOGOCH, Biochem. J. 68, 319 [1958]. 
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direkt auf dem Chromatogramm ausfuhren: Die Substanz wird auf dem Startfleck alkalisch 
abgebaut durch Aufgeben eines Tropfens athanol. Kalilauge (1 Vol. 50-proz. Kalilauge + 
4 Vol. khanol ;  davon 1 ccrn verdtinnt mit 20 ccm Butanol) und Erhitzen des ganzen Bogens 
fur etwa 10 Min. auf 110". Hiernach werden in tiblicher Weise durch Chromatographie die 
entstandenen Substanzen identifiziert. 

Spaltung durch &Galaktosidase: Einige Kristalle @-Galaktosidase (K. WALLENPELS) wur- 
den in 1 ccm m/30 PhosphatpufFer pH 6.0, der 5 %  NaCl enthielt, bei 0" innerhalb von ca. 
12 Stdn. gelbst. Der Puffer wurde nach Bedarf mit m/l5 Phosphatpuffer pH 6.8 (4.17 % NaCl 
enthaltend) verdUnnt. - 5 mg Lactose, gelbst in 50 pl Wasser, wurden mit 25 pl Enym- 
l6sung bei 37" inkubiert. - 1.4 mg Gunglio-N-biose Z in 30 pl Wasser wurden rnit 30 PI einer 
lOmal stiirkeren Emymlbsung bei 37" inkubiert. - Man verfolgte die Spaltung mittels 
Dunnschichtchromatographie an aktiviertem Silicagel mit Propanol/Wasser (7 : 3). Nach 
1 Tag war die Lactose vbllig, nach 2 Tagen die Ganglio-N-biose I etwa zur HZUfte gespalten. 
Der pH-Wert hatte sich wahrend dieser Zeit nicht veriindert. Ansiltze ohne Enzymzugabe 
blieben unverlndert. 

Bausrefnanalysenlo) (ausgefllhrt von Herrn E. R ~ H M ) :  10-30 mg Subst. werden mit 25 ccrn 
80-proz. Ameisensaure 40 Stdn. bei 100" gespalten. die ilberschuss. Ameisensilure wird im 
Exsikkator Uber KOH entfernt. Zur Entformylierung wird in 3 ccm O.2n HCI aufgenommen 
und 4 Stdn. bei 100" belassen. Mit 80 p1 Pyridin wird daraufhin neutralisiert und das Gewicht 
der UIsung bestimmt. Aliquote Teile werden in Laufmittel A chromatographiert und die 
Zucker mit TTC . - unter Verwendung eingewogener Zuckergemische, die wie oben rnit 
Ameisensaure usw. behandelt wurden - quantitativ bestimmt. 

Perjodat-Oxydarion der Ganglio-N-biose I (in ilhnlicher Weise wurden auch die JO4-Spal- 
tungen der iibrigen Substanzen ausgeftihrt): 5 mg Subst., in 140 pl Wasser gelbst, wurden 
mit 280 ~1 0.5 m Acetatpuffer pH 4.6 versetzt und unter KUhlung 560 p1 0.25 m NaJO4 zu- 
gegeben. Es wurde im Eisschrank bei 4" belassen. Nach geeigneten Zeiten, hier nach 6, 12 
und 24 Stdn., wurden je 300 p1 entnommen, das tiberschllss. Perjodat mit einem Mikro- 
tropfen Glykol entfernt und uber IR 120/IR 45 gegeben. Nach dem Eindampfen wurde 
7 Stdn. bei 100" mit 1 n H2S04 hydrolysiert, die Schwefelslureentfernt undchromatographiert: 
Anilinphthalat-positiv war nur Gulakrosamin. Die Galaktose war schon nach 6 Stdn. ver- 
schwunden. 

Alkalischer Abbau mit K2E407 5): Das Papierchromatogramm wird bespriiht rnit einer 
Lbsung von 611 mg K~B407-4HzO in IOccm Wasser und 10 Min. auf 100" erhitzt. An- 
schlieBend bespriiht man mit p-Dimethylamino-benzaldehyd (400 mg Aldehyd in 15 ccm 
konz. SalzsBure + I5 ccm khanol ;  davon 5 ccm mit 15 ccm Butanol verdilnnt). Ergebnis: 
Ganglio-N-biose I reagiert positiv. 

Acerolyse der Ganglioside 
50 mg Gangliosid m d e n  bei 0" rnit 2.5 ccm eines eiskalten Gemisches von 5 ccm Acer- 

anhydrid, 5 ccrn Eisessig und 0.5 ccm konz. SchwefeWure versetzt und 3 Tage bei Raumtem- 
peratur belassen. AnschlieBend wurde auf 50 g Eis gegossen und sofort rnit festem NazCO3 
auf pH ca. 4 gebracht. Nach 1 stdg. Stehenlassen im Eisschrank wurde dreimal rnit Chloro- 
form ausgeschuttelt; der Extrakt mit Wasser gewaschen, mit NazS04 getrocknet undverdampft. 
Zum Entfernen von Essigsilure wurde einige Male mit Toluol/Essigester nachgedampft. Nun 
wurde in 20 ccrn bei -20" mit NH3 gesattigtem absol. Methanol aufgenommen und unter 
WasserausschluB 3 Tage stehengelassen. Dann wurde i. Vak. abgedampft und mehrmals mit 
Methanol/Essigester/Toluol nachgedampft. Der Rilckstand wurde in Wasser aufgenommen 
und Uber IR I20/MIH (Acetat) gegeben, wobei die LS-haltigen Bruchstucke festgehalten 
werden und die neutralen durchlaufen. Die am MIH adsorbierten Produkte wurden rnit 
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0.1 m Natriumacetat eluiert, aus den Eluaten wurde das Na@ rnit IR 120 entfernt, i.Vak. ein- 
gedampft und gefriergetrocknet. Aus 670 mg Gangliosid GI erhielt man z. B. 256 mg LS- 
Aaltige Acetolyseproduktr. Dieses Gemisch wurde auf Schleicher & Schiill Papier ,,2043 b 
ausgew." in Laufmittel B chromatographiert und ergab : LS-Ganglio-N-tetraose *I, 27 mg 
LS-Ganglio-N-biose I1 (NANA-GNB 11; verunreinigt durch LS(2-+3')Lactose) und 26 mg 
LS(2+3)Galaktose. Analyse der LS-Ganglio-N-tetraose : 

C37H62N2029 (998.9) Ber. C 44.49 H 6.26 N 2.81 CH3CO 8.62 
Gef. C 44.78 H 6.32 N 3.03 CH3CO 8.28 

Ganglio-N-biose 11: 27 mg der durch Acetolyse von GI gewonnenen LS-Ganglio-N-biose I1 
wurden 3 Stdn. mit 4 ccm 0.1 n H2S04 bei 80" hydrolysiert. Die Schwefelsaure wurde rnit 
Ba(OH)2 entfernt, die Lasung iiber 1R 120/MIH (Acetat) gegeben, eingeengt und gefrier- 
getrocknet. Der Riickstand wurde auf einem Papier-Streifenchromatogramm (Laufmittel A) 
gereinigt, vom Papier rnit Wasser eluiert, iiber IR 120/1R 45 von Resten des Laufmittels 
befreit und zur Trockne gebracht: Es resultierten 3.9 mg Ganglio-N-biose II. 

LS/2+3)Galakrose: 200 mg J'-LS-Lactose (aus Colostrum) wurden in der oben geschil- 
derten Weise mit 10 ccm Acetolysiergemisch 2 Tage acetolysiert. Man erhielt I36 mg LS- 
haltige Acetolyseprodukte und hieraus 10.8 mg chromatographisch reine LS/2+3)Gal. 

Ganglio-N-tetraose: 459 mg LS-Ganglio-N-tetraose wurden 4 Stdn. in 100 ccrn 0.1 n H2SO4 
bei 80" hydrolysiert. Nach dem Abkiihlen wurde mit Ba(OH)2 die Schwefelsaure entfernt 
und iiber IR 12O/MIH (Acetat) gegeben. Der vom Austauscher festgehaltene, mit O . l n  
Natriumacetat eluierte und iiber 1R 120 gegebene Anteil(258 mg) bestand praktisch nur aus 
LS. Das entstandene Gemisch neutraler Zucker (212 mg) wurde auf Streifenchromatogram- 
men getrennt und ergab nach Reinigung der Eluate ILber 1R 120/1R 45: 150 mg Ganglio-N- 
tetraose, 15 mg Ganglio-N-triose I, 28 mg Gangliu-N-triose I I  und 10 mg Ganglio-N-biose I, 
deren Eigenschaften in Tab. 3 und Abbild. 3 angegeben sind. Die Ganglio-N-tetraose wurde 
analysiert. 

C26H45N021 (707.6) Ber. C 44.13 H 6.41 N 1.98 CH3CO 6.08 NaOJ-Titr. 707 
Gef. C 44.50 H 6.70 N 1.92 CH3CO 6.29 NaOJ-Titr. 755**) 

0 ' )  Parallel wurds Lacto-N-tetraose titricrt: bcr. 707, gef. 748. 

Abbuu mit Perjodat 
Perjodat-Oxvdutionen rnit anschlieJender NoBH4-Reduktion: 5 mg Zucker wurden, wie 

S. 879 beschrieben, mit Perjodat oxydiert, mit Glykol wurde das iiberschiiss. Jo4e zerstart 
und nach Behandeln mit IR 120/1R 45 gefriergetrocknet. Der Riickstand wurde in 200 pl 
Wasser aufgenomrnen und unter Eiskiihlung NaBH4 (5  mg) zugegeben. Es wurde 4 Stdn. 
bei Raurntemperatur belassen, dann wie ublich aufgearbeitet und 7 Stdn. rnit 1 n H2S04 bei 
100" hydrolisiert. Die gebildeten Produkte wurden, nach Entfernen der Schwefelsaure rnit 
Ba(OH)2, chromatographisch identifiziert. 

NaBH4-Reduktion vor der Perjodat-Oxydation: 5 mg Zucker in 700 pl Wasser versetzte 
man unter Eiskiihlung mit 5 mg NaBH4, lie8 4 Stdn. bei Raumtemperatur stehen, zerstarte 
iiberschiiss. NaBH4 mit AcOH und entfernte Na@ mit IR 120 und die Borsaure mit Methanol. 
Der gefriergetrocknete Riickstand wurde dann wie oben der J04'3-Oxydation und der an- 
schlie8enden NaBHcReduktion untenvorfen. 

*) Zur Gewinnung von Ganglio-N-tetraose wurde nur 48 Stdn. acetolysiert. 




