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J. CARBOHYDRATE CHEMISTRY, 2 ( 4 ) ,  415-425 ( 1 9 8 3 )  

'H-NMR-UNTERSUCHUNGEN AN SIALINSRJREN, v1  
- N-ACETYL-a-D-NEURAMINSRURE: - 

CHEMISCHE VERSCHIEBUNGEN UND KOPPLUNGSKONSTANTEN; KONFIGURATION 

UND KONFORMATION I N  LUSUNG 

R.  Rensch, W. Baumann und H. F r i e b o l i n *  

Organisch-Chemisches I n s t i t u t  der U n i v e r s i t a t ,  
I m  Neuenheimer Fe ld  270, D-6900 He ide lberg  1 

Received June 24, 1983 

AESTRACT 

The enzymatic cleavage o f  N-acetyl-2-azido-2-deoxy-a-_D- 
neuraminic a c i d  i n  t h e  probe of-the NMR spectrometer a l l ows  t h e  
accumulat ion o f  1H NMR spec t ra  o f  t h e  re leased a anomer o f  t h e  
N-acetyl-D-neuraminic a c i d  be fo re  i t  mutaro ta tes  t o  t h e  R anomer. 
The a n a l y s i s  and computer s i m u l a t i o n  o f  t h e  spec t ra  y i e l d  t h e  
1H NMR da ta  s e t  o f  chemical s h i f t s  and coup l i ng  cons tan ts  o f  
- N - a c e t y l - a -  D -neuraminic ac id .  Using t h i s  da ta  se t ,  c o n f i g u r a t i o n  
and conformat-ion i n  s o l u t i o n  are  discussed by comparing i t  w i t h  
t h e  1H NMR da ta  s e t  o f  t h e  R anomer, t he  s t r u c t u r e  o f  which i s  
known f rom an X-ray study. 

EINFOHRUNG 

- N- oder - 0 - s u b s t i t u i e r t e  Neuraminsauren - sogenannte S i a l i n -  
sauren - s i n d  i n  Mikroorganismen und i m  T i e r r e i c h  w e i t  v e r b r e i t e t .  
S ie  s i n d  m e i s t  an andere Zucker gebunden und bes i t zen  w i c h t i g e  

b i o l o g i s c h e  Funktionen. Am hau f igs ten  trifft man i n  der  Natur d i e  
- N-Acetyl -D-neuraminsaure - (NeuAc) an, deren Pyranose-Ring nach 
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416 RENSCH, BAUMANN, UND F R I E B O L I N  

aNeuAc (8 % )  DNeuAc (92 %) 

FIG. 1. Muta ro ta t i onsg le i chgew ich t  von aNeuAc und 8 NeuAc 

Rontgendaten in der ‘C5-Konformation vorl iegt.* Man unterscheidet 
daher zwischen der a- Konfiguration mit aquatorialer und der 8- 
Konfiguration mit axialer OH-Gruppe am anomeren C-Atom 2 (FIG. 1). 

H-NMR-Spektroskopie konnte man 1 Mit Hilfe der I3C- und der 
zeigen, da8 die freie NeuAc in wassriger Losung in einem Muta- 
rotationsgleichgewicht von 92 % des 8-Anomers und 8 % des a- Ano- 
mers ~ o r l i e g t . ~ ’ ~ ’ ~  Durch Analyse des ’H-NMR-Spektrums dieses Ano- 
merengemisches erhielten We1 tner et a1 .3y6 die chemischen Verschie- 
bungen und die Kopplungskonstanten fur die BNeuAc. 

der NeuAc ketosidisch an Galactose, - N-Acetylgalactosamin, - N-Ace- 
tylglucosamin oder ein weiteres NeuAc-Molekul gebunden. Die a- ke- 
tosidische Bindung der NeuAc-Derivate wird durch Sialidasen aus 
Bakterien, Viren und auch aus tierischen Organismen unter Frei- 
setzung von NeuAc gespalten. Wir konnten in diesem Zusammenhang 
zeigen, da8 die NeuAc nach der Abspaltung zunachst wie im Sub- 
strat die a-Konfiguration an C-2 b e ~ i t z t . ~  Erst durch Mutarota- 
tion entsteht daraus das 8-Anomer. 

In den naturlichen Derivaten findet man immer das a- Anomer 

8 

Zum qualitativen und quantitativen Nachweis der aNeuAc nutz- 
ten wir bei unseren Untersuchungen zur enzymatischen Spaltung der 
a- Ketoside die Kenntnis der Signallagen von H-3aY H-3e und - N-Ace- 
tyl aus. Die Resonanzen der anderen Protonen H-4 bis H-9’ waren 
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'H-NMR-UNTERSUCHUNGEN AN SIALINSAUREN, v 417 

stets von Signalen des im Spaltansatz noch vorhandenen Substrats 
und der durch Mutarotation schon entstandenen BNeuAc uberlagert. 
Ein Gesamtspektrum der aNeuAc war uns daher nicht bekannt. 

Ziel der hier beschriebenen Untersuchungen war, durch Opti- 
mieren der enzymatischen Spaltreaktion an geeigneten Substraten 
und Enzymen moglichst hoch an aNeuAc angereicherte Proben zu er- 
ha1 ten , deren 'H-NMR-Spektren aufzunehmen und durch Simulation 
exakt zu analysieren. Die aus der Spektrensimulation gewonnenen 
chemischen Verschiebungen und Kopplungskonstanten sollen als 
Grundlage fur die Diskussion von Konformation und Konfiguration 
der a NeuAc verwendet werden. 

ERGEBNISSE 

Fur unsere Untersuchungen zur Kinetik der Mutarotation hatte 
sich als Substrat vor allem ein synthetisches Derivat der aNeuAc, 
die - N-Acetyl-2-azido-2-desoxy- a -D-neuraminsaure (a Azid) , als ge- 
eignet erwiesen,' weil es problemios durch Sial idasen gespal ten 
wird und keine storenden Signale durch weitere Abbauprodukte auf- 
treten. Wir erhielten von einem Spaltansatz (s. Experimenteller 
Teil) mit aAzid und der Sialidase aus Clostridium perfringens im 
Zeitraum von 8 -16 min nach Inkubation das in FIG. 2 wiedergegebene 
300-MHz-Spektrum. Aus den Integralen 1aBt sich entnehmen, dab mehr 
als 80 % aNeuAc neben wenig aAzid und 10 bis 15 % BNeuAc vorlie- 
gen. Dieses Spektrum verwendeten wir zur Spektrenanalyse. In 
FIG. 3 ist zum Vergleich das Spektrum der BNeuAc wiedergegeben; 
es enthalt zusatzliche Signale der im Mutarotationsgleichgewicht 
vorhandenen aNeuAc. 

Schon eine oberflachliche Betrachtung der FIG. 2 und 3 
zeigt, dab die Analyse des Spektrums der BNeuAc relativ einfach 
durchzufuhren ist, denn die jeweils einem Proton zuzuordnenden 
Multipletts des 9-Spin-Systems sind recht deutlich voneinander 
abgesetzt. Daher konnte das Spektrum der BNeuAc schon fruher 
nach 1. Ordnung ausgewertet werden, so daB sehr gute Naherungs- 
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I HOO H-5. H-4 
H-8. H-9 

a NeuAc 

NAc 

H-3a 

FIG. 2.  'H-NMR-Spektrum (300 M H t )  der  aNeuAc i n  D20-Acetat- 
P u f f e r ;  pD = 5,4; 22°C; 16 K Datenpunkte, 200 Scans; 
aufgenommen i m  Inkuba t ionsze i t raum von 8 b i s  16 min 
des Spa l tansatzes  aus a A z i d  und der  S i a l i d a s e  aus 
C l o s t r i d i u m  per f r ingens .  

H-4, H-6. H-5. H-9. H-8 BNeuAc 

ti-3e 

MAC 

JL 
FIG. 3 .  'H-NMR-Spektrum (300 MHz) der  BNeuAc i n  D20- Aceta t -  

Puffer; pD = 5,4; 22°C; 16 K Datenpunkte, 300 Scans. 
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wer te  f u r  d i e  chemischen Verschiebungen a l l e r  9 Protonen und der  
Kopplungskonstanten vorhanden waren. Wesent l ich k o m p l i z i e r t e r  i s t  

d i e  Analyse dagegen beim a-Anomer. H i e r  uber lagern  s i c h  d i e  M u l t i -  
p l e t t s  der  s t a r k  koppelnden Protonen des Ringes und der  Se i ten-  
ke t te .  Nur d i e  S igna le  von H-3a und H-3e s i n d  d e u t l i c h  ge t renn t ;  

das M u l t i p l e t t  f u r  H-3a z e i g t  jedoch s t a r k e  Abweichungen vom e r -  
war te ten  Dubl e t t  von Dubl e t t s .  

Spek t rens imu la t ion .  Dazu b e d u r f t e  es mog l i chs t  g u t e r  Ausgangsda- 

t e n  f u r  d i e  chemischen Verschiebungen und d i e  Kopplungskonstanten. 
Da d iese  n i c h t  wie b e i  der  BNeuAc durch e i n e  Analyse 1. Ordnung zu 

gewinnen waren, gingen w i r  von Datensatzen aus, d i e  w i r  durch 

Spekt rens imu la t ion  von syn the t ischen Der i va ten  der  aNeuAc e r h a l  t e n  
ha t ten ,  4 y 1 0  

gelangen, der  d i e  bes te  Obereinstimmung von berechnetem und ex- 
per imente l lem Spektrum l i e f e r t  (s .  expe r imen te l l e r  T e i l ) .  

fundenen ''besten'' Datensatze. D ie  damit  berechneten und i n  den 

FIG. 4 und 5 wiedergegebenen Spekt renausschn i t te  zeigen e i n e  sehr 

gu te  Anpassung an d i e  exper imen te l l en  Spektren; da s i c h  d i e  Rnde- 
rung i n  den chemischen Verschiebungen um 0,005 ppm (1,5 Hz) und i n  
den Kopplungskonstanten urn 0,2 Hz a l s  s i c h t b a r e  Verschlechterung 

de r  Anpassung der  ausgeschriebenen Spektren auber t ,  s i n d  d i e  Wer- 

t e  i m  Rahmen d i e s e r  F e h l e r b r e i t e  a l s  s i c h e r  zu be t rach ten .  
Durch d i e  Spekt rens imu la t ion  und Modellrechnungen konnen w i r  

Um d ieses  Spektrum exak t  zu ana lys ie ren ,  versuchten w i r  e i n e  

um dann durch " t r i a l  and e r r o r "  zu dem Datensatz zu 

D ie  Tabe l len  1 und 2 e n t h a l t e n  d i e  fu raNeuAc  und BNeuAc ge- 

e r k l a r e n ,  w a r m  das S igna l  von H-3a der bNeuAc a l s  D u b l e t t  von 
D u b l e t t s  e rsche in t ,  das von H-3a der  aNeuAc dagegen a l s  Mu l t i -  

p l e t t ,  obschon s i c h  d i e  Kopplungskonstanten de r  beiden Anomeren 
n i c h t  wesen t l i ch  unterscheiden. Unsere Modellrechnungen zefgen, 
dab d i e  M u l t i p l i z i t a t  des S igna ls  von H-3a n i c h t  n u r  durch d i e  
Wechselwirkung m i t  den Protonen H-3e und H-4 bestimmt w i rd ,  son- 
dern auch durch d i e  m i t  dem Proton H-5. D ie  Wechselwirkung m i t  

H-5 macht s i c h  i m  Spektrum jedoch nu r  dann bemerkbar, wenn d i e  
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TABELLE 1 

Berechnete 1H-chemische Verschiebungen von aNeuAc und BNeuAc i n  
D20-Acetat-Puffer;  pD = 5,4; Temperatur 22'C 

Chemi sche 
Verschie- H-3a H-3e H-4 H-5 H-6 H-7 H-8 H-9 H-9' 
bung ( 6 1  

aNeuAc 1,633 2,750 3,800 3,828 3,536 3,549 3,878 3,868 3,625 

BNeuAc 1,833 2,223 4,063 3,925 3,995 3,519 3,773 3,853 3,620 

TABELLE 2 

Berechnete 1H-Koppl ungskonstanten von aNeuAc und BNeuAc 

Koppl ungs- 
Konstante 3al3e 3a l4  3e l4  415 516 617 718 819 819'  919' 
J (Hz) 

aNeuAc -12,6 11,3 4,5 10,l 10,6 1,3 9,5 3,O 6,8 -11,s 
BNeuAc -13,2 11,6 4,9 9,7 10,4 1,5 9,2 2,6 6,5 -11,9 

H-9, H-5 

* *  d b  *** 

FIG. 4. Ausschn i t t e  aus dem exper imen te l l en  (oben) und dem be- 
rechneten Spektrum (un ten)  de r  aNeuAc; m i t  S te rn  (*) 
m a r k i e r t :  S igna le  de r  BNeuAc; m i t  K r e i s  ( 0 )  m a r k i e r t :  
Verunreinigungen oder Seitenbanden; exper imente l  l e  Da- 
t e n  s iehe Legende von FIG. 2 und e x p e r i m e n t e l l e r  Teil. 
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'H-NMR-UNTERSUCHUNGEN AN SIALINSAUREN . v 421 

FIG. 5. Ausschnitte aus dem experimentellen (oben) und dem be- 
rechneten Spektrum (unten) der BNeuAc; mit Stern (*)  
markiert: Signale der aNeuAc; mit Kreis ( 0 )  markiert: 
Verunreinigungen oder Seitenbanden; experimentelle Da- 
ten siehe Legende von FIG. 3 und experimenteller Teil. 

Differenz der chemischen Verschiebungen Au = u(H-5) - v(H-4) 
zwischen H-4 und H-5 kleiner ist als 15 Hz. Bei der BNeuAc wird 
die Wechselwirkung rnit H-5 nicht beobachtet, da Av = 33,3 Hz be- 
tragt (Dublett von Dubletts in FIG. 5). Bei der aNeuAc mit Au = 

7,2 Hz fuhrt die Wechselwirkung mit H-5 zur komplizierteren Auf- 
spaltung (Multiplett in FIG. 4). Dies erklart, warum wir bei fru- 
heren Untersuchungen zur enzymatischen Abspal tung von aNeuAc in 
den Spektren fur H-3a oft ein nur durch das Integral lokalisier- 
bares Multiplett erhielten, da sich die Intensitat des Signals 
auf die vielen Linien des Multipletts verteilt. 

H-3a als Test fur die richtige Zuordnung von H-4 und H-5 im Be- 
reich von 6 = 3,7 bis 4; eine Vertauschung von H-4 und H-5 odernur 
eine geringfugige Verschiebungsanderung verandern die Multiplett- 
Struktur von H-3a so sehr, da8 es fur die aNeuAc offenbar keinen 

Wir betrachten die Multiplett-Aufspaltung fur das Signal von 
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422 RENSCH, BAUMANN, UND FRIEBOLIN 

anderen " r i c h t i g e n "  Datensatz auBer dem i n  den Tabe l len  1 und 2 
g i b t .  

DISKUSSION 

2 D i e  S t r u k t u r  der BNeuAc wurde von F l i p p e n  durchRontgenstruk- 

t u rana lyse  bestimmt; durch d iese  Untersuchung s i n d  Konformat ion 

und Kon f igu ra t i on  von Ring und S e i t e n k e t t e  der  k r i s t a l l i n e n  BNeuAc 

bekannt. Die S t r u k t u r  i s t  i n  FIG. 1 wiedergegeben, und wie d i e  
D iskuss ion  der  H-Kopplungskonstanten von Weltner e t  a l  . 3 y 6  e r -  

gab, g i l t  s i e  auch f u r  d i e  BNeuAc i n  Losung. 
B isher  konnte nach unserer  Kenntnis r e i n e  aNeuAc weder i n  Lo- 

sung noch i n  k r i s t a l l i s i e r t e r  Form e r h a l t e n  werden. Daher s i n d  d i e  
h i e r  i n  den Tabe l len  1 und 2 angegebenen v o l l s t a n d i g e n  'H-NMR-Pa- 

rameter d i e  e inz igen  f u r  d i e  D iskuss ion  von Konformat ion und Kon- 
f i g u r a t i o n  verfugbaren Daten der aNeuAc. 

Der Verg le i ch  der  berechneten chemischen Verschiebungen von 

aNeuAc und BNeuAc z e i g t  nur  f u r  H-3a, H-3e, H-4 und H-6 groBere 
Unterschiede a l s  0,2 ppm; d i e  s i c h  j e w e i l s  entsprechenden Kopp- 

lungskonstanten von a- und B-Anomer weichen maximal um O,6 Hz von- 
einander ab. Le tz te res  l a B t  den SchluB zu, dab Konformat ion und 
K o n f i g u r a t i o n  von Ring und S e i t e n k e t t e  - abgesehen von der Konf i -  

g u r a t i o n  an C-2 - be i  beiden Anomeren g l e i c h  s ind .  D ie  Unter -  
schiede i n  den chemischen Verschiebungen der dem anomeren C-Atom 
d i r e k t  benachbarten Protonen H-3a und H-3e s i n d  durch d i e  u n t e r -  

1 

deuten , 
2 syn- 

s c h i e d l i c h e  S t e l l u n g  von COOH- und OH-Gruppe an C-2 zu 
w ie  auch d i e  der  zum a x i a l s t a n d i g e n  Subs t i t uen ten  an C 

a x i a l e n  Protonen H-4 und H-6. 
D ie  i n  der  FIG. 1 vorweggenommene S t r u k t u r v o r s t e l  

d i e  aNeuAc be t rach ten  w i r  dami t  a l s  b e s t a t i g t .  

EXPERIMENTELLER TEIL 

ung f u r  

Subs t ra te  -~ und Enzyme. D ie  - N-Acety l -2-az ido-2-desoxy-u-~-  - 

neuraminsaure ( d z i d )  wurde von Brossmer und Rose s y n t h e t i s i e r t  
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'H-NMR-UNTERSUCHUNGEN AN SIALINSAUREN . v 423  

und uns z u r  Verfugung g e s t e l l t .  D ie  BNeuAc stammte von der  Kan to i -  
s h i  Pharmaceutical Co. LTD, Japan; d i e  S i a l i d a s e  aus C l o s t r i d i u m  

p e r f r i n g e n s  (EC 3.2.1.18) von der Fa. Boehr inger Mannheim; Na- 
t r i u m a c e t a t  und D20 (99,75 % D) von der Fa. Merck, Darmstadt. 

Der Spa l tansatz  

e n t h i e l t  2 mg a A z i d ,  g e l o s t  i n  0,5 m l  D 2 0 - A c e t a t - P u f f e r  vom 
pD = 5,4 und 2 E inhe i ten  der  S i a l i d a s e  aus C. p e r f r . .  I n k u b i e r t  

wurde b e i  22°C i m  NMR-Spektrometer. 

einem Spektrometer vom Typ WH 300 (MeBfrequenz 300 MHz) der  Fa. 
Bruker, Kar lsruhe, i n  D20 b e i  22°C m i t  16 K Datenpunkten und 200 
b i s  400 Scans aufgenommen. A l s  i n t e r n e r  Standard d i e n t e  T r i m e t h y l -  

s i l y l -Na-p rop iona t -d6  m i t  6 = 0. A l l e  austauschbaren Protonen 

(OH und NH) von Subs t ra t  und P u f f e r  waren durch D e r s e t z t .  D ie  

MeBzeit f u r  das wahrend der  enzymatischen Abspaltung der  aNeuAc 

aufgenommene Spektrum be t rug  ca. 8 min (200 Scans, 16 K Daten- 

punkte);  s i e  f i e 1  i n  den Inkubat ionsze i t raum von 8 - 16 min. 
Das aus den I n t e g r a l e n  e r m i t t e l t e  Mengenverhal tn is von Subs t ra t  
( a A z i d ) ,  aNeuAc und BNeuAc e n t s p r i c h t  somit einem M i t t e l w e r t  

uber den MeBzeitraum. DieaNeuAc l a g  beim pD = 5,4 a l s  Sa lz  vor;  
da d i e  H-NMR-Verschiebungen der NeuAc-Protonen pD-abhangig s ind ,  

wurde auch d i e  BNeuAc a l s  Sa lz  b e i  pD = 5,4 gemessen, um d i e  Spek- 

t r e n  von aNeuAc und BNeuAc d i r e k t  ve rg le i chen  zu konnen. 

Spa l tansatz  - zur Fre ise tzung der  aNeuAc. 

1 1 Aufnahme - der H-NMR-Spektren. D ie  H-NMR-Spektren wurden m i t  

1 

1 Berechnung - der H-NMR-Spektren. Das NeuAc-Molekul e n t h a l t  

9 gekoppel te Protonen, so dab d i e  chemischen Verschiebungen und 
d i e  Kopplungskonstanten e ines  9-Spin-Systems zu berechnen s ind ,  
was m i t  den uns z u r  Verfugung stehenden ProzeBrechnern n i c h t  mog- 

l i c h  war. Da d i e  Programme maximal 7 n i c h t a q u i v a l e n t e  Spins be- 
r u c k s i c h t i g t e n ,  versuchten w i r  das 9-Spin-System i n  Te i l sys teme 

zu zer legen, was noch den V o r t e i l  ha t ,  daB d i e  Rechenzeit ku rze r  

w i rd .  A l l e r d i n g s  konnte durch d i e  Trennung i n  T e i l s p e k t r e n  n i c h t  
von der  M o g l i c h k e i t  der  rechner ischen I t e r a t i o n  Gebrauch gemacht 

werden, da i n  den T e i l s p e k t r e n  Obergange des 9-Spin-Systems feh -  
len.  
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Die  Analyse des Spektrums der  BNeuAc nach 1. OrdnungY6 sowie 

d i e  von uns an we i te ren  sechs Der i va ten  deraNeuAc und der  BNeuAc 

durchgefuhrten Auswertungen ze ig ten ,  lo daB d i e  Koppl ungskonstan- 
t e  zwischen H-6 und H-7 s t e t s  k l e i n e r  a l s  1,5 Hz i s t .  Daher wurde 

das 9-Spin-System f u r  d i e  Rechnung i n  e i n  5-Spin-System m i t  den 

Ringprotonen H-3aY H-3e, H-4, H-5 und H-6 und e i n  4-Spin-System 

r n i t  den Protonen H-7, H-8, H-9 und H-9' der  S e i t e n k e t t e  z e r l e g t .  
Diese T e i l s p e k t r e n  konnten w i r  r n i t  H i l f e  des Programmes SIMEQ am 

Datensystem des Var ian CFT 20 Spektrometers bearbe i ten .  
Fur d i e  BNeuAc wurden d i e  T e i l s p e k t r e n  ausgehend von dem von 

Weltner e l  a1.6 p u b l i z i e r t e n  Datensatz berechnet und r n i t  den ex- 

pe r imen te l l en  Spektren ve rg l i chen .  Darauf wurde der Datensatz b i s  

zu r  bestmogl ichen Anpassung verbesser t .  Um auch d i e  Aufspa l tung 
von H-6 und H-7 zu e rha l ten ,  wurden d i e  T e i l s p e k t r e n  u n t e r  Hinzu- 
fugen der  j e w e i l i g e n  Nachbarprotonen H-7 bzw. H-6 zum 6- bzw. 5-  
Spin-System e r w e i t e r t  und s i m u l i e r t .  D i e  T e i l s p e k t r e n  wurden dann 
i m  Rechner a d d i e r t  und so zusammengesetzt, dab das i n  FIG. 5 ab- 
g e b i l d e t e  s imul i e r t e  Spektrum a l l e  Kopplungen des 9-Spin-Systems 
en tha l  t. 

Bei der A u f s t e l l u n g  des Ausgangsdatensatzes f u r  d i e  aNeuAc 

g r i f f e n  w i r  a u f  d i e  Erfahrungen b e i  der  Analyse der Spektren de r  
anderen Der i va te  der aNeuAc zuruck und schatz ten  Werte f u r  d i e  

chemischen Verschiebungen und d i e  Kopplungskonstanten ab. Danach 
war es i m  ProzeB der  Anpassung n o t i g ,  besonders d i e  chemischen 
Verschiebungen i n  einem we i ten  Bere ich  zu v a r i i e r e n .  Zur Wieder- 

gabe der  Aufspa l tung von H-6 und H-7 durch d i e  k l e i n e  Kopplung 
J (6 /7 )  = 1,3 Hz wurde r n i t  dem Datensatz der aNeuAc e i n  7-Spin- 
System r n i t  den Protonen H-4, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9 und H-9' 

s i m u l i e r t .  Fur  d i e  FIG. 4 (un ten )  wurden 5- und 4-Spin-System i m  

Rechner a d d i e r t  und r n i t  dem Ausschn i t t  von H-6, H-7 und H-9' aus 
dem 7-Spin-System komb in ie r t ,  so daB auch h i e r  a l l e  Kopplungen 
des 9-Spin-Systems vorhanden s ind .  

D i e  sehr gu te  Anpassung von exper imen te l l en  und s i m u l i e r t e n  
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Spektren r e c h t f e r t i g t  n a c h t r a g l i c h  d i e  Trennung des 9-Spin-Systems 
b e i  der rechner ischen Analyse und Anpassung. 

DANKSAGUNG 

W i r  danken Herrn Pro f .  R. Brossmer und Frau U. Rose, I n s t i -  

t u t  f u r  Biochemie 11, Med. Fak. der U n i v e r s i t a t  Heidelberg,  f u r  

d ie.  - N-Acetyl-2-azido-2-desoxy- a-D-neuraminsaure - ( a Azid)  . Der 

Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der  Chemischen I n -  
d u s t r i e  danken w i r  f u r  d i e  f i n a n z i e l l e  Unters tu tzung d i e s e r  A r b e i t .  

L I TERATU R 

1. I V .  M i t t e i l u n g :  H. Schmidt und H. F r i e b o l i n ,  J .  Carbohydr. 
Chem., preceding paper. 

2. J .  L. F l ippen,  Acta Cryst . ,  - 29, 1881 (1973). 

3. L. W .  Jaques, E. B. Brown, J. M. B a r r e t t ,  W .  S. Brey und 

4. U. Dabrowski, H. F r i e b o l i n ,  R. Brossmer und M. Supp, 

W. Weltner, J. B i o l .  Chem., - 252, 4533 (1977). 

Tetrahedron Le t t . ,  - 20, 4637 (1979). 

5. J .  Haverkamp, L. Dorland, J .  F. G. V l i  gen thar t ,  
J .  Mont reu i l  und R. Schauer, IUPAC I X t E  I n t .  Symp. 
Carbohydrate Chem., Loncion, Abstr .  - D /, 281 (1Y/81. 

6. E. B. Brown, W. S. Brey und W. Weltner, Biochim. Biophys. 
Acta, 399, 124 (1975). - - 

7. R. Brossmer, G. K e i l i c h ,  0. Z i e g l e r  und M. Supp, Hoppe- 
S e y l e r ' s  Z. Phys io l .  Chem., - 361, 697 (1980). 

8. H. F r i e b o l i n .  M. SUDD. R. Brossmer. G. K e i l i c h  und D. 
I , .  

Z i e g l e r ,  Angew. Chem., 92, 200 (1980) und Angew. Chem. 
I n t .  Ed. h g l . ,  92 , 20871980).  

9. H. F r i e b o l i n ,  P. Kunzelmann, M. Supp, R. Brossmer, G. 

10. R. Rensch und H. F r i e b o l i n ,  X I t h  I n t .  Carbohydr. Symp., 

K e i l i c h  und D. Z i e g l e r ,  Tetrahedron Le t t . ,  - 22, 1383 (1981). 

Vancouver, Abstr .  11-21 (1982). 

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


