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H-NMR-UNTERSUCHUNGEN AN SIALINSAUREN, IV
KINETIK UND MECHANISMUS DES AUSTAUSCHS VON PROTONEN AN C-3 DER
N-ACETYL-D-NEURAMINSAURE GEGEN DEUTERIUM ODER TRITIUM

Hermann Schmidt und Horst Friebolin™

Organisch~Chemisches Institut der Universitdt Heidelberg
Im Neuenheimer Feld 270, D-6900 Heidelberg, Fed.Rep.of Germany

Received June 24, 1983

ABSTRACT

Kinetic data for the deuteration of N-acetyl-D-neuraminic
acid at C-3 in basic solution at different pD values are given
and discussed. With the same method Tritium has been introduced.
A mechanism is proposed for the exchange reaction.

EINFOHRUNG

In einer friiheren Arbeit1 konnten wir mit Hilfe der 1H—NMR-
Spektroskopie zeigen, daB die Protonen am C-Atom 3 der N-Acetyl-D-
neuraminsdure (NeuAc) in alkalischer D,0-L8sung rasch durch Deu-
terium ersetzt werden, wobei 1) der Austausch des axialstdndigen
Protons schneller erfolgt als der des dquatorialstdndigen, 2) die
Austauschgeschwindigkeiten stark vom pD-Wert abhdngen und 3) im
sauren Mjlieu kein Austausch beobachtbar ist,
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In der vorliegenden Arbeit beschreiben wir die quantitativen Aspek-
te der Markierung von NeuAc an C~3 mit Deuterium, sowie die
schon in Lit, 1 erwdhnte Darstellung der flir biochemische Unter-
suchungen interessanten tritiummarkierten NeuAc. SchlieBlich wird
noch ein Vorschlag fiir den Mechanismus zur Diskussion gestellt.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

In Fig, 2 sind Ausschnitte der 1H-NMR-Spektren (300 MHz)
von NeuAc mit den fiir diese Untersuchungen wichtigen Signalen
von H-3a, H~3e und NCOCH3 wiedergegeben, die bei einem pD-Wert
von 11,3 zu den Zeiten 2, 30 und 110 Minuten, sowie nach 55
Stunden aufgenommen wurden. Der Figur ist zu entnehmen, daB die
Signale von H-3a schneller verschwinden als die von H-3e. Der
nach 110 Minuten aufgenommene Spektrenausschnitt entspricht prak-
tisch dem der in Axialposition an C-3 monodeuterierten NeuAc.
Fiir H-3e erscheint nur noch ein Dublett infolge Kopplung mit
H-4a. Bedingt durch den Isotopenshift liberlagert sich dieses
Dublett zufd1lig exakt mit dem rechten Teil des Dubletts von
Dubletts von H-3e der nicht-deuterierten NeuAc und ist daher vor
allem bei noch geringem Deuterierungsgrad in der Anfangsphase
nicht deutlich erkennbar.

Fig. 3 gibt an, wie sich die Signalintensitdaten von H-3a
und H-3e beim pD=11,3 mit der Zeit andern. Mit den diesem Dia-
gramm zugrundeliegenden Daten bestimmten wir die Geschwindig-
keitskonstanten k(H-3a) und k{H-3e) fiir den Austausch der axial-
und dquatorialstdndigen Protonen an C-3 gegen Deuterium (s.Ex-
perimenteller Teil). In gleicher Weise wurden auch die iibrigen
in Tabelle 1 angegebenen Geschwindigkeitskonstanten fir andere
nD-Werte ermittelt.

Die Ergebnisse zeigen anschaulich die Zunahme der k-Werte
und die Abnahme des Quotienten k(H-3e):k({H-3a) mit steigendem pD:
Bei pD = 9 ist er ungefdhr 1 : 5, bei pD = 12 ungefdhr 1 : 25.
Bei pD>12 sind die Austauschgeschwindigkeiten fiir quantitative
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FIG. 1: Austausch der H-Atome an 0, N und am C-Atom 3 der
N-Acetyl-B-D-neuraminsgure in alkalischer Losung.

TABELLE 1

Geschwindigkeitskonstanten flir den Austausch von H-3a und H-3e
bei verschiedenem pD.

oD k(H-3e)-10%1s™11  k(H-32)-10%1s™M1  K(H-3e):K(H-3a)
8,0 10 17 117
9,0 41 19 1. 4.8
9,4 75 397 1 : 5,3
10,0 205 1920 1 : 9,4
10,7 903 11000 12,2
11,3 1590 32100 1 ;20,2
12,0 7780 192500 1o: 24,7

Auswertungen der NMR-Messungen zu groB. Bei pD<:7 kann kein Aus-
tausch mehr becbachtet werden,

Die Experimente zeigen, daB ein quantitativer Austausch
beider Protonen an C-3 problemlos erreicht werden kann., Wegen
der betrachtlichen Differenzen der zwei k-Werte flir den Austausch
von H-3a und H-3e kann bei geschickter Versuchsfihrung bevorzugt
das Proton in Axialposition ( H-3a ) durch Deuterium substituiert
werden. Ein ausschlieBlich stereoselektiver Austausch nur dieses
Protons, wie er kiirzlich von Vliegenthart et a].z berichtet wurde,
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FIG. 2: 300 MHz Spektrenausschnitte von NeuAc in DZO’ pD=11,3,
200 C, aufgenommen nach 2, 30, 110 min. und 55 h; "8k, 600 Scans,
gleiche Verstdrkung fiir alle vier Spektren. e:Rotationsseiten-
bander und Verunreinigungen.
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FIG. 3: Zeit-Umsatz-Kurve fir 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 Uberprifung der Intensitdt 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.

Den Spektren in Fig. 2 ist zu entnehmen, daB die gleichen
Effekte auch an den Signalen von H-3e der aNeuAc zu beobachten
sind. Eine quantitative Auswertung fiihrten wir nicht durch.

In gleicher Weise konnten wir, wie schon in Lit. 1 vorge-
schlagen, den schwachen B-Strahler Tritium einfiihren, wobei die
spezifische Aktivitat der 3H—markierten NeuAc von der Aktivitat
des verwendeten tritiumhaltigen Wassers abhdngt. In unserem Ex-
periment erhielten wir eine spezifische Aktivitdt von 3,95-105 Bg
(=10,7 uCi/mMo1). Diese einfache Methode zur Markierung von NeuAc
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FIG. 4: Mechanismus (schematisiert) fir die Mutarotation von NeuAc

mit Tritium wurde in der Zwischenzeit auch von anderen Autoren2
ausgeniitzt, um markierte NeuAc als Ausgangsprodukt flr die Syn-
these von tritiumhaltigen Glykokonjugaten zu erhalten,

Den Mechanismus flr den H-D-Austausch an C-3 der NeuAc er-

klaren wir wie folgt:3’4’5

In alkalischer Losung unterliegt NeuAc einer raschen Mutarota-

tion.6’7 D

abei muB die offenkettige Ketoform durchlaufen werden,
die im dynamischen Gleichgewicht mit der Enolform steht (s.Fig.4).
Bei der Umwandlung des Enols zuriick in das Keton wird dann im
Losungsmittel D20 Deuterium eingefiihrt. Da die Gesc?windigkeit
der Tautomerisierung mit steigendem pD groBer wird,” erhoht sich
gleichermaBen die Austauschgeschwindigkeit. AuBerdem sind die
beiden Protonen an (-3 diastereotop, ihr Austausch kann folglich
auch unterschiedlich schnell erfolgen.

Nach dem hier angegebenen Mechanismus wird auch verstdnd-
lich, daB bei ketosidisch gebundener NeuAc kein H-D-Austausch
mehr stattfinden kann.

Die experimentell fiir k(H-3a) gefundenen hoheren Werte im
Vergleich zu k(H-3e) (s. Tab. 1) werden verstdndlich, wenn man
fiir die Keto-Enol-Tautomerie einen &hnlich sterecelektronisch be-
glinstigten Obergangszustand annimmt, wie ihn Corey et a1.8 flir
die Deuterierung im Cyclohexanonsystem vorschlugen. Dort zeigten
die Autoren, daB bevorzugt - wenn auch nicht ausschlieBlich - das
zur Ketogruppe a-stdndige axiale Proton bei der Bildung des Enols
oder Enolats abgespalten wird, Ganz entsprechend lagert sich ein
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FIG. 5: Stereoelektronisch begiinstigter Ubergangszustand bei der
Prototropie des axialen Protons an C-3 in der offen-
kettigen Form der NeuAc.

Proton oder Deuterium wieder bevorzugt aus axialer Richtung an.
Fir die NeuAc-Deuterierung konnen wir den Mechanismus iibertragen.
Auch hier ist der bevorzugte Obergangszustand fiir die Prototropie
des axialen Protons auf eine besonders glinstige Uberlappung des
p-Orbitals von C-3 und des n-Orbitals der Carbonylgruppe zuriick-
zufiihren (s. FIG. 5).

Weiteren Arbeiten ist vorbehalten zu kldren, warum k(H-3a) mit

steigendem pD schneller ansteigt als k(H-3e).

EXPERIMENTELLER TEIL

Fiir die Messungen verwendeten wir das Saiz der NeuAc, das
wir durch Neutralisieren der freien NeuAc (Kantoishi Pharmaceuti-
cal Co. LTD, Japan) mit NaOH in HZO erhielten. Es empfiehlt sich
auf dieser Stufe noch kein D20 zu beniitzen, um bei einem Uber-
titrieren einen vorzeitigen H-D-Austausch an C-3 zu vermeiden.
Danach werden alle OH- und NH-Protonen durch mehrmaliges Gefrier-
trocknen mit D 0 ( 99,75%, Fa. Merck, Darmstadt ) gegen Deuterium
ausgetauscht. 3 5 mg der so vorbereiteten NeuAc wurden bei 20° ¢
inD 0 und Glycin/NaOD-Puffer mit exakt eingestelltem pD-Wert
gelost Nach Beendigung der bei 20° ¢ durchgefithrten Reaktion
wurden die einzelnen Proben durch schwaches Ansduern mit D2504
auf pD=~3 bis 5 abgestoppt.
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Zur Messung der pD-Werte verwendeten wir Mikro-pH-Einstab-
meRketten (Glaselektroden der Firmen Schott, Mainz und Ingold,
Frankfurt). Der am pH-Meter abgelesene Wert wurde entsprechend:
pD = abgelesener Wert + 0,4 korrigiert. 9

Die 1H—NMR-—Spektren wurden an einem Spektrometer vom Typ
WH 300 (MeBfrequenz 300 MHz) der Fa. Bruker, Karlsruhe, bei 22° ¢
aufgenommen. Die Mengenverhdltnisse bestimmten wir aus den Inte-
gralen der Signale von H-3a, H-3e und NCOCH3, wobei die Intensitdt
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 beriicksichtigt
werden, 8,9

Zur Bestimmung der Geschwindigkeitskonsﬁinten wurde eine Re-

aktion 1. Ordnung zugrundegelegt: A = AO- e

die durch Integration der H-3a- bzw. H-3e-Signale bestimmten Kon-

, wobei A0 und A

zentrationen zur Zeit t=0 bzw. t bedeuten. Durch Auftragen von
1n(A/AO) gegen t 1dBt sich aus der Steigung der Geraden die Ge-
schwindigkeitskonstante k fiir den Austausch von H-3a und H-3e
gegen Deuterium ermitteln.

Zur Darstellung der tritiierten NeuAc wurden 20 mg NeuAc in
1 ml tritiumhaltigem Wasser geldst und mit festem NaOH ein pH-
Wert von ungefdhr 13 eingestellt. Nach 2 h wurde mit Essigsdure
neutralisiert und iber die Ionenaustauscher Amberlite IR 120 (HV)
und Dowex 1 x 8 (HCOO™) gereinigt. Die NeuAc wurde mit 0,3 M
HCOOH von der Dowexsdule eluiert und durch Gefriertrocknen rein
erhalten. Ihre spezifische Aktivitdt bestimmten wir mit einem
Beckmann LS-7000 Flissigkeits-Szintillationszahler.
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