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Abstract: An efficient method for the deuteration of N-acetyl-D-neuraninic- 

acid (NeuAc) at C-3 is described. In alkaline D20 solution both 

protons of NeuAc (H3a and H3e) will be substituted by deuterium, 

whereby the substitution effect was found to be faster for H3a than 

for H3e . The rate of this exchange depends strongly on the 

pD value: the rate increases with increasing pD value. In acidic 

solution no effect could be observed. The process of H-D-exchange 

is reversible. 

Einfiihrung. Wit Hilfe der 
1 
H-NMR-Spektroskopie konnten wir zeigen, dai3 die 

Mutarotationsgeschwindigkeit der N-Acetyl-D-neuraminsaure (NeuAc) eine aus- 

gepragte Abhangigkeit vom pH- bzw. pD-Wert aufweist [1,2]. Im Rahnen dieser 
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Untersuchungen, bei welchen wir aus mentechnischen Griinden stets D20 als 

Losungsmittel verwendeten, stellten wir fest, da8 in alkalischer Lijsung die 

Signale von H3a und H3e verschwanden, und zwar urr/so schneller, je hijher der 

pD-Wert war. Die Resonanzen der anderen Protonen der NeuAc blieben dabei 

+ III. Mitteilung; I. und II. Mitteilung s. [1,2]. 
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nahezu unbeeinfluBt, wenn man von kleinen Verschiebungsanderunqen und einer 

Vereinfachunq des filr Hqa reqistrierten Multipletts absieht [3]. Die vor- 

lieqende Arbeit befaBt sich mit der Ursache dieses Effektes. 

Substanzen und Methoden. Die Isolierunq der NeuAc aus Meconium erfolqte am 

Institut fiir Biochemie II (Med. Fak.] der Universitat Heidelberg; es wurde 

hierfiir die Vorschrift von F. Zilliken und P.J.O'Brien [4] modifiziert. Alle 

austauschbaren OH- und NH-Protonen wurden durch mehrmaliqes Auflijsen in D20 

(99,75% D, Fa. Merck, Darmstadt) und Gefriertrocknen durch Deuterium ersetzt. 

Zur Messunq der pD-Werte verwendeten wir Mikro-pH-EinstabmeBketten (Glas- 

elektroden) der Firmen Schott, Mainz, bzw. Inqold, Frankfurt. Den am pH-Meter 

abqelesenen Wert korriqierten wir entsprechend den Anqaben in [5] : 

pD = abqelesener Wert + 0,4. 

Die 'H-NMR-Spektren wurden an einem Spektrometer vom Typ WH 300 (MeBfrequenz 

300 MHz) der Fa. Bruker, Karlsruhe, bei 22OC in D20 aufqenommen. Jede Einzel- 

messunq dauerte durchschnittlich 5-10 Minuten bei 400 bis 800 Pulsen und 

8k Datenpunkten. Als Bezuqspunkt diente uns das NCOCH3-Signal bei 6 = 2.04 

(qemessen qeqen Trimethylsilyl-Na-propionat-dq). Die in Abbildunq lb und lc 

anqegebenen Zeiten stellen Mittelwerte iiber die fiir die Aufnahme erforderli- 

then MeBzeiten dar. 

Erqebnisse und Diskussion. Die fiir diese Untersuchunqen wichtiqen Siqnale der 

NeuAc, Hja und Hje, lieqen im Bereich von 6 = 1.5 bis 3. Den entsprechenden 

Ausschnitt des NMR-Spektrums, aufqenommen bei pD 2.2 , zeiqt Abb. la. Ent- 

sprechende Teilspektren, aufqenommen bei pD 12.4 , sind in Abb. lb und Ic 

dargestellt. Die Messunqen erfolgten 10 Minuten (lb), sowie ca. 2 Stunden (Ic) 

nach Einstellen des pD-Wertes. In Versuchen bei pD(l2.4 lauft der beobachte- 

te Proze8 lanqsamer ab, in solchen bei pD>12.4 daqegen schneller. In saurer 

Liisunq (pD<7) tritt keine Veranderunq im Spektrum auf. Der Effekt ist somit 

stark pD-abhanqig. Beide Multipletts fiir H3a und H3e tauchen jedoch im Spek- 

trum wieder auf, wenn die alkalische D20-L&sung der NeuAc qefrierqetrocknet, 

der Riickstand in H20 qelijst und dann qemesssen wird. Das Spektrum dieser 

Substanz entspricht vijlliq dem der NeuAc (Abb. la). 

Die Experimente lassen sich wie folqt deuten: Im alkalischen Bereich werden 

im Losunqsmittel D20 die beiden Protonen H 3a 
und Hje durch Deuterium ersetzt, 

wobei der Austausch des axialstandiqen Protons schneller erfolgt als der des 

Bquatorialstandiqen. Dieser H-D-Austausch ist reversibel. Nach den vorlieqen- 

den Befunden ist eine Diskussion ilber den Mechanismus dieses H-D-Austausches 

verfriiht. Ob bzw. wie er mit der in alkalischer Losung sehr rasch ablaufenden 

Mutarotation der NeuAc zusammenhanqt, ist noch unqeklart, zumal die Mutarota- 

tion such in saurer Lijsunq schnell erfolqt, jedoch dort der H-D-Austausch 

nicht stattfindet. 

Unsere Beobachtungen sind fiir alle NMR-Experimente wichtiq, bei denen die 
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Abb.1 Ausschnitte aus den 'H-NMR-Spektren von NeuAc in D20 bei 22%, MeBfrequenz 300 MHz; 

innerer Standard: Trimethylsilyl-Na-propionat-d4 ( 6 = 0). a: pD 2.2 ( 800 Pulse, 8k 

Datenpunkte); b: ptl 12.4 (400 Pulse, 8k), aufgenommen ungefahr 10 Minuten nach Ein- 

stellung des pD-Wertes mit NaOD. c: pD 12.4 (2932 Pulse, 8k), aufgenommen ungef‘dhr 

nach 2 Stunden (Endspektrum). a: aNeuAc ; B: DNeuAc. Die mit einem Stern (*I be- 

zeichneten Signale stamen von RotationsseitenbSndern und Verunreinigungen. 
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NeuAc in D20 neutralisiert wird. Beim Neutralisicren darf die L&sung nie al- 

kalisch werden, da sofort der H-D-Austausch einsetzt und zwar bevorzugt der 

des Protons in der Axialposition an C-3 (H3a). 

Bei Untersuchungen iiber den EinfluB von Ca2+ -1onen auf N-Glycolyl-D-neu- 

raminsaure in neutraler D20-Lbsung stellten JAQUES et al [6] in den Spektren 

unterschiedliche Intensitaten der H 
3a - und H3e-Signale fest. Diesen Befund 

fiihrten die Autoren auf Sattigungseffekte beim NMR-Experiment zuriick. Wir 

vermuten jedoch, da!3 such bei diesem Versuch eine partielle Substitution von 

H3a durch D erfolgte. MELTON et al.[7] zeigen in ihrer Arbeit iiber die spek- 

troskopische Charakterisierung von Kohlenhydraten der Zelloberflache zum Ver- 

gleich ein 300 MHz NMR-Spektrum der NeuAc, das in D20 bei pH 7 aufgenommen 

worden war. Auch diesem Spektrum entnehmen wir, daB ein Teil der H3a-Proto- 

nen durch D ersetzt ist. 

Der H-D-Austausch wurde unserer Ansicht nach bisher nur deswqen nichtgefunden 

weil bei der in Axialposition deuterierten NeuAc durch die Isotopenverschie- 

bung das Hje-Signal genau mit dem rechten Dublett des Hje-Signals der 

nicht-deuterierten NeuAc zusammenfallt. 

Ausblick. In gleicher Weise wie H durch D ersetzt werden kann, sollte mit 

tritiumhaltigem Wasser der schwache 8-Strahler Tritium, 
3 H, in NeuAc einzu- 

fiihren sein. Dieses Verfahren ware wesentlich einfacher und schneller als die 

chemischen Synthesen, nach denen bisher markierte Sialinsauren hergestellt 

wurden [8,9]. Somit stiinden fiir biochemische Untersuchungen deuterium- und 

tritiummarkierte Neuraminsauren zur Verfiigung. Untersuchungen zur Darstellung 

der tritiierten NeuAc, solche zur Bestimmung der kinetischen Daten des Aus- 

tauschesund zur Klarung des Mechanismus sind im Gange. 

Danksagung. Wir danken Herrn Professor Dr.Dr.R.Brossmer fiir die Uberlassung 

der Neuraminsaure und Frau Dr.G.Keilich und Herrn Dr.D.Ziegler fiir viele 
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