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406 SCHMIDT UND FRIEBOLIN 

I n  der  vor l iegenden A r b e i t  beschreiben w i r  d i e  q u a n t i t a t i v e n  Aspek- 

t e  der Markierung von NeuAc an C-3 r n i t  Deuterium, sowie d i e  
schon i n  L i t .  1 erwahnte Dars te l l ung  der  f u r  biochemische Unter -  

suchungen in te ressan ten  t r i t i u m m a r k i e r t e n  NeuAc. S c h l i e R l i c h  w i r d  

noch e i n  Vorschlag f u r  den Mechanismus zu r  D iskuss ion  g e s t e l l t .  

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
1 I n  F ig .  2 s i n d  Ausschn i t te  der  H-NMR-Spektren (300 MHz) 

von NeuAc r n i t  den fur d iese  Untersuchungen w i c h t i g e n  S igna len  

von H-3a, H-3e und NCOCH3 wiedergegeben, d i e  b e i  einem pD-Wert 

von 11,3 zu den Ze i ten  2, 30 und 110 Minuten, sowie nach 55 
Stunden aufgenommen wurden. Der F i g u r  i s t  zu entnehmen, daR d i e  
S igna le  von H-3a s c h n e l l e r  verschwinden a l s  d i e  von H-3e. Der 

nach 110 Minuten aufgenommene Spekt renausschn i t t  e n t s p r i c h t  p rak-  
t i s c h  dem der i n  A x i a l p o s i t i o n  an C-3 monodeuter ier ten NeuAc. 

Fur H-3e e r s c h e i n t  nu r  noch e i n  D u b l e t t  i n f o l g e  Kopplung r n i t  

H-4a. Bed ing t  durch den I s o t o p e n s h i f t  u b e r l a g e r t  s i c h  d ieses  
D u b l e t t  z u f a l l i g  exak t  m i t  dem rechten  T e i l  des D u b l e t t s  von 

D u b l e t t s  von H-3e der  n i c h t - d e u t e r i e r t e n  NeuAc und i s t  daher vo r  
a l l e m  b e i  noch geringem Deuter ierungsgrad i n  der  Anfangsphase 

n i c h t  d e u t l  i c h  erkennbar. 

F ig .  3 g i b t  an, wie s i c h  d i e  S i g n a l i n t e n s i t a t e n  von H-3a 
und H-3e beim pD=11,3 m i t  der Z e i t  andern. M i t  den diesem Dia- 

gramm zugrundeliegenden Daten bestimmten w i r  d i e  Geschwindig- 
ke i t skons tan ten  k(H-3a) und k(H-3e) f u r  den Austausch de r  a x i a l -  

und a q u a t o r i a l  s tand igen Protonen an C-3 gegen Deuter ium ( s  .Ex- 
p e r i m e n t e l l e r  T e i l ) .  I n  g l e i c h e r  Weise wurden auch d i e  ub r igen  
i n  Tabe l l e  1 angegebenen Geschwindigkeitskonstanten f u r  andere 
pD-Werte ermi t t e l  t. 

und d i e  Abnahme des Quo t ien ten  k(H-3e) :k(H-3a) r n i t  steigendem pD: 
Be i  pD = 9 i s t  e r  ungefahr 1 : 5, b e i  pD = 12 ungefahr 1 : 25. 

Bei  pD)12 s i n d  d i e  Austauschgeschwindigkeiten f u r  q u a n t i t a t i v e  

D ie  Ergebnisse zeigen anschau l ich  d i e  Zunahme der  k-Werte 
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ABSTRACT 

K i n e t i c  da ta  f o r  t h e  d e u t e r a t i o n  o f  N-acetyl-D-neuraminic 
a c i d  a t  C-3 i n  bas i c  s o l u t i o n  a t  d i f f e r e n t -  pD v a l u k  a re  g iven 
and discussed. Wi th  t h e  same method T r i t i u m  has been in t roduced .  
A mechanism i s  proposed f o r  t h e  exchanqe r e a c t i o n .  

EINFUHRUNG 

1 1 I n  e i n e r  f ruheren A r b e i t  konnten w i r  m i t  H i l f e  der  H-NMR- 
Spektroskopie zeigen, da8 d i e  Protonen am C-Atom 3 der - N-Acetyl-D- - 
neuraminsaure (NeuAc) i n  a1 k a l  i s c h e r  D20-Losung rasch durch Deu- 
t e r i u m  e r s e t z t  werden, wobei 1 )  der  Austausch des a x i a l s t a n d i g e n  

Protons schnel l e r  e r f o l g t  a l s  de r  des aqua to r ia l s tand igen ,  2) d i e  
Austauschgeschwindigkei t e n  s t a r k  vom pD-Wert abhangen und 3) i m  
sauren M i l i e u  k e i n  Austausch beobachtbar i s t .  
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COO’ coo- 
0 D- 

D20 

H H-3a 

FIG. 1: Austausch der  H-Atome an 0, N und am C-Atom 3 der 
- N-Acetyl-B-D-neuraminsaure i n  a l k a l i s c h e r  Losung. - 

TABELLE 1 

b e i  verschiedenem pD. 
Geschwindigkeitskonstanten f u r  den Austausch von H-3a und H-3e 

8 -1 PD k(H-3e) - 10 [ s  1 k (  H-3a). 1O8[s-’1 k (  H-3e) : k(H-3a) 

890 10 
9,0 41 
994 75 

10 ,o 205 
10,7 90 3 

11,3 1590 
12,o 7780 

17 1 : 1,7 
196 1 : 4,8 
397 1 : 5,3 

1920 1 : 9,4 
11000 1 : 12,2 
32 100 1 : 20,2 

192500 1 : 24,7 

Auswertungen der  NMR-Messungen zu groB. Bei  pD(7 kann k e i n  Aus- 
tausch mehr beobachtet  werden. 

D ie  Experimente zeigen, daB e i n  q u a n t i t a t i v e r  Austausch 
be ide r  Protonen an C-3 problemlos e r r e i c h t  werden kann. Wegen 

der  b e t r a c h t l i c h e n  Dif ferenzen der  zwei k-Werte f u r  den Austausch 
von H-3a und H-3e kann be i  gesch ick te r  Versuchsfuhrung bevorzugt 

das Proton i n  A x i a l p o s i t i o n  ( H-3a ) durch Deuterium s u b s t i t u i e r t  
werden. E i n  ausschl  i e B l  i c h  s t e r e o s e l e k t i v e r  Austausch nur  dieses 
Protons, wie e r  k u r z l i c h  von V l i e g e n t h a r t  e t  a1 .2 b e r i c h t e t  wurde, 
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t = 5 5  h 

SCHMIDT UND FRIEBOLIN 

t=110 m i n  

t = 3 0  rnin 

t =  2 min 

LA 

I I  

H 3 e  

4 

I A c  

A 

H 3 a  
Neu A c  

H 3a 

FIG. 2: 300 MHz Spektrenausschnitte von NeuAc in D20, p D = l l , 3 ,  
200 C, aufgenommen nach 2, 30, 110 min. und 55 h; 8k, 600 Scans, 
gleiche Verstarkung fur alle vier Spektren. 
bander und Verunreinigungen. 

r:Rotationsseiten- 

D
o
w
n
l
o
a
d
e
d
 
A
t
:
 
1
2
:
3
1
 
2
3
 
J
a
n
u
a
r
y
 
2
0
1
1



'H-NMR-UNTERSUCHUNGEN AN SIALINSAUREN IV 409 

FIG. 3: Zeit-Umsatz-Kurve fur den H-D-Austausch am C-Atom 3 der 
BNeuAc bei pD= 11,3 . 0-0-0 : Abnahme des H-3a-Signals; 
x-x-x : Abnahme des H-3e-Signals. 

ist jedoch nicht moglich. Eine Oberprufung der Intensitat des 
H-3e-Signals hatte leicht gezeigt, dab unter den in Lit. 2 ange- 
gebenen experimentellen Bedingungen auch schon ein Teil der H-3e- 
Protonen gegen Deuterium ausgetauscht war. 

Effekte auch an den Signalen von H-3e der aNeuAc zu beobachten 
sind. Eine quantitative Auswertung fuhrten wir nicht durch. 

In gleicher Weise konnten wir, wie schon in Lit. 1 vorge- 
schlagen, den schwachen 8-Strahler Tritium einfuhren, wobei die 
spezifische Aktivi tat der 3H-markierten NeuAc von der Aktiv tat 
des verwendeten tritiumhaltigen Wassers abhangt. In unserem Ex- 
periment erhielten wir eine spezifische Aktivitat von 3,95. 0 Bq 
(=10,7 pCi/mMol). Diese einfache Methode zur Markierung von NeuAc 

Den Spektren in Fig. 2 ist zu entnehmen, da8 die gleichen 
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410 SCHMIDT UND FRIEBOLIN 

Ke t o  f o r m  - 
B NeuAc - u NeuAc 

Enol form 

FIG. 4: Mechanismus ( s c h e m a t i s i e r t )  f u r  d i e  M u t a r o t a t i o n  von NeuAc 

2 m i t  T r i t i u m  wurde i n  der  Zwischenzei t  auch von anderen Autoren 

ausgenutzt, um m a r k i e r t e  NeuAc a l s  Ausgangsprodukt f u r  d i e  Syn- 
these von t r i t i u m h a l t i g e n  Glykokonjugaten zu e rha l ten .  

Den Mechanismus f u r  den H-D-Austausch an C-3 der  NeuAc e r -  
k la ren  w i r  wie f o l g t :  3,495 

I n  a l k a l i s c h e r  Losung u n t e r l i e g t  NeuAc e i n e r  raschen Mutarota- 
t i ~ n . ~ ’ ~  Dabei mu8 d i e  o f f e n k e t t i g e  Ketoform durch lau fen  werden, 
d i e  i m  dynamischen Gle ichgewich t  m i t  de r  Enolform s t e h t  (s.Fig.4). 
Be i  der  Umwandlung des Enols zuruck i n  das Keton w i r d  dann i m  
Losungsmit te l  D20 Deuterium e inge fuh r t .  Da d i e  Geschwindigkei t  

der Tautomeris ierung m i t  steigendem pD groBer ~ i r d , ~  e rhoh t  s i c h  
gleichermaBen d i e  Austauschgeschwindigkeit. AuBerdem s i n d  d i e  
beiden Protonen an C-3 d ias te reo top ,  i h r  Austausch kann f o l g l i c h  

auch u n t e r s c h i e d l i c h  schne l l  e r fo lgen .  
Nach dem h i e r  angegebenen Mechanismus w i r d  auch verstand- 

l i c h ,  daB be i  k e t o s i d i s c h  gebundener NeuAc k e i n  H-D-Austausch 

mehr s t a t t f i n d e n  kann. 

D ie  exper imen te l l  f u r  k(H-3a) gefundenen hoheren Werte i m  
Ve rg le i ch  zu k(H-3e) ( s .  Tab. 1 )  werden v e r s t a n d l i c h ,  wenn man 

f u r  d i e  Keto-Enol-Tautomerie e inen a h n l i c h  s t e r e o e l e k t r o n i s c h  be- 

guns t i g ten  Obergangszustand annimmt, w ie  i h n  Corey e t  a1 .8 fur 

d i e  Deuter ie rung i m  Cyclohexanonsystem vorschlugen. D o r t  z e i g t e n  
d i e  Autoren, daB bevorzugt - wenn auch n i c h t  a u s s c h l i e B l i c h  - das 
zu r  Ketogruppe a-s tand ige  a x i a l e  Pro ton  b e i  de r  B i l dung  des Enols 
oder Eno la ts  abgespal ten w i rd .  Ganz entsprechend l a g e r t  s i c h  e i n  
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'H-NMR-UNTERSUCHUNGEN AN SIALINSAUREN . IY 411 

COO' r, 1 

FIG. 5: S te reoe lek t ron i sch  beguns t ig te r  Ubergangszustand b e i  der  
P r o t o t r o p i e  des a x i a l e n  Protons an C-3 i n  der  o f f e n -  
k e t t i g e n  Form der  NeuAc. 

Proton oder Deuterium wieder bevorzugt aus a x i a l e r  Richtung an. 
Fur d i e  NeuAc-Deuterierung konnen w i r  den Mechanismus ubertragen. 

Auch h i e r  i s t  der  bevorzugte Obergangszustand f u r  d i e  P r o t o t r o p i e  

des a x i a l e n  Protons a u f  e i n e  besonders guns t i ge  Uberlappung des 
p - O r b i t a l s  von C-3 und des n - O r b i t a l s  der Carbonylgruppe zuruck- 
zufuhren (s. FIG. 51. 
Weiteren A rbe i ten  i s t  vorbeha l ten  zu k la ren ,  warum k(H-3a) m i t  

steigendem pD s c h n e l l e r  a n s t e i g t  a l s  k(H-3e). 

EXPERIMENTELLER TEIL 

Fur d i e  Messungen verwendeten w i r  das Sa lz  der  NeuAc, das 
w i r  durch Neu t ra l  i s i e r e n  der  f r e i e n  NeuAc (Kan to i sh i  Pharmaceuti- 
c a l  Co. LTD, Japan) m i t  NaOH i n  H20 e r h i e l t e n .  Es e m p f i e h l t  s i c h  

a u f  d i e s e r  Stufe noch k e i n  D20 zu benutzen, um b e i  einem Uber- 
t i t r i e r e n  e inen v o r z e i t i g e n  H-D-Austausch an C-3 zu vermeiden. 
Danach werden a l l e  OH- und NH-Protonen durch mehrmaliges G e f r i e r -  
t rocknen m i t  D20 ( 99,75%, Fa. Merck, Darmstadt ) gegen Deuterium 

ausgetauscht. 3-5 mg der so v o r b e r e i t e t e n  NeuAc wurden b e i  20' C 

i n  D20 und Glycin/NaOD-Puffer m i t  exak t  e i n g e s t e l l t e m  pD-Wert 
ge los t .  Nach Beendigung der  b e i  20' C durchgefuhr ten  Reakt ion  
wurden d i e  e inze lnen Proben durch schwaches Ansauern m i t  D2S04 
a u f  pDsr3 b i s  5 abgestoppt. 
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412 SCHMIDT UND FRIEBOLIN 

Zur Messung der pD-Werte verwendeten wir Mikro-pH-Einstab- 
mebketten (Glaselektroden der Firmen Schott, Mainz und Ingold, 
Frankfurt). Der am pH-Meter abgelesene Wert wurde entsprechend: 
pD = abgelesener Wert + 0,4 korrigiert. 

WH 300 (MeBfrequenz 300 MHz) der Fa. Bruker, Karlsruhe, bei 22' C 
aufgenommen. Die Mengenverhal tnisse bestimmten wir aus den Inte- 
gralen der Signale von H-3aY H-3e und NCOCH3, wobei die Intensitat 
des N-Acetyl-Signals als Standard 3 Protonen entspricht. Bei der 
Auswertung der N-Acetyl-Signale muBte die mit 8% im Mutarotations- 
gleichgewicht vorliegende Menge an aNeuAc berucksichtigt 
werden. 

aktion 1. Ordnung zugrundegelegt: A = A; e-kt, wobei A. und A 
die durch Integration der H-3a- bzw.H-3e-Signale bestimmten Kon- 
zentrationen zur Zeit t=O bzw. t bedeuten. Durch Auftragen von 
ln(A/Ao) gegen t laRt sich aus der Steigung der Geraden die Ge- 
schwindigkeitskonstante k fur den Austausch von H-3a und H-3e 
gegen Deuteri um ermi ttel n. 

9 

1 Die H-NMR-Spektren wurden an einem Spektrometer vom Typ 

8 9 9  

Zur Bestimmung der Geschwindigkei tskonstanten wurde eine Re- 

Zur Darstellung der tritiierten NeuAc wurden 20 mg NeuAc in 
1 ml tritiumhaltigem Wasser gelost und mit festern NaOH ein pH- 
Wert von ungefahr 13 eingestellt. Nach 2 h wurde mit Essigsaure 
neutralisiert und uber die Ionenaustauscher Amberli te IR 120 ( H + )  
und Dowex 1 x 8 (HCOO-) gereinigt. Die NeuAc wurde mit 0,3 M 

HCOOH von der Dowexsaule eluiert und durch Gefriertrocknen rein 
erhalten. Ihre spezifische Aktivitat bestimmten wir mit einem 
Beckmann LS-7000 F l u s s i g k e i t s - S z i n t i l l a t i o n s z a h l e r .  
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