NM R-Spektroskopie

1. Theorie der NMR-Spektroskopie

ALLGEMEINES

Die im Jahre 1946 durch Blo€hund Purcelet al'” entdeckte kernmagnetische Resonanz ist
die Grundlage der NMR-SpektroskopieDiese beruht auf dem Zeeman-Efféktind damit
auf der Aufspaltung der Energie der Kernspins 2nl +1 (I ... Spinquantenzahl des
betrachteten Kerns) Energieniveaus, wenn man afisches MagnetfelB, auf sie einwirken
laRt. Im klassischen Sinn bedeutet dies eine Abigng der Kernspins im Magnetfeld, wobei
fur einen einzelnen Kern mit= %2 genau zwei Zustande(in RichtungBy, spin-up) unds

(entgegerBy,, spin-down) existieren. Die Spins préazedieren dafie der Larmor-Frequenz

VL:yEBO

(mit y = gyromagnetisches Verhéltnis des Kerns) auf eiappelkegel mit

einem Offnungswinkel von 54,73° um die Achse deBeéen MagnetfeldeB,. Da eine
Ausrichtung entgegem, (spin-down) energetisch ungulnstiger ist, besitet gZustand

demzufolge eine hohere Energie als @@ustand (Abb. 2.1).
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Abb. 2.1: Schematische Beschreibung der NMR-Spsktnoie
Der energetische Unterschied beider Zustankte) (st abhéngig vom angelegten aufReren

Magnetfeld bzw. der Kernsorte und betragt



AE=hB%=hEyEBb (2.1)

(mit h ... Planck’sches Wirkungsquantum;... gyromagnetisches Verhaltnis des Kerns;
Bo ... FluRdichte des auf3eren Magnetfeldes)

Die Gleichgewichts-Population der beiden Niveausghé&ach Boltzmann zum einen von
dieser Energiedifferenz, also von der Magnetfeltstéind dem betrachteten Kern, und zum

anderen von der Temperatur ab und betragt

N LB Ry

Booghl =g kT (2.2)
N

(mit N,, Nj ... Besetzungszahl desbzw. s-Niveaus ks ... Boltzmann-Konstante)

Da dasa-Niveau starker populiert ist, als dadNiveau, resultiert daraus als Summe aller in
einer Probe vorkommenden Spins eine makroskopigiagnetisierundgVy in RichtungBy (z-
Achse). Dieser Besetzungsunterschied ist sehr kiethbetragt z. B. fir ein Magnetfeld mit
einer FluRdichte voBo = 7,05 T nurN,, =0,99995N, . Absorption von senkrecht zuBg-
Feld eingestrahlter elektromagnetischer Strahluiigemer Energie, dielE entspricht, fihrt
nun zu einer Besetzung der Energieniveaus, die diesem Boltzmann-Gleichgewicht

abweicht. Diese Abweichung ist nach Gleichung 228 der Dauer des elektromagnetischen
Pulses abhangig:

B=yBr (2.3)

(mit g ... Drehwinkel der Magnetisierung; ... gyromagnetisches Verhéaltnis des Kerns;

B; ... Feldstarke des senkrechtBgeingestrahlten Impulses;.. Dauer des Impulses)

Die makroskopische Magnetisierung wird somit ausBdeRichtung gedreht. Ein 90°-Impuls
wiurde My um 90° (Gleichbesetzung des und g-Niveaus mit Phasenkoh&herenz der



Einzelspins) und ein 180°-Puls, der zweimal derdaines 90°-Pulses entspricht, um 180°
(Inversion der beiden Niveaus) gegeniBgdrehen. Der nach einem Puls vorhandene Antell
an Magnetisierun/l in der xy-Ebene préazediert dabei Bx Dieses rotierende Magnetfeld
kann nun eine Spannung in einer Spule induzieals es melRbar wird, wobei zu beachten
ist, dal3 nur Magnetisierung in der xy-Ebene (Eimgerakoharenz) direkt beobachtbar ist.
Nach der Einwirkung des Pulses relaxiert das Systemwieder den Gleichgewichtszustand
zu erreichen. Die Magnetisierung entlang der z-Acéigigt nun an, wahrend sie in der xy-
Ebene abnimmt. Startet man zu diesem ZeitpunktMissung, ergibt sich daraus eine
Wechselspannung mit abnehmender Amplitude, demsogee Freie Induktionsabfall (engl.:
Free Induction Decay, FID). Die Zeit, mit d& entlang Bp anwachst wird dabei als
longitudinale oder Spin-Gitter-Relaxationszely)( wahrend die Zeit in deM in der xy-
Ebene abfallt als transversale oder Spin-Spin-Réilaxszeit T,) bezeichnet wird.T; ist
abhangig von der den betrachteten Kern umgebendgnx\d. h. anderen Kernen im selben
Molekul oder auch Kernen in den Losungsmittelmolek{iwdhrendrl, von der Homogenitat
des am untersuchten Kern wirkenden auf3eren Madphetfeabhangt. Diese Homogenitat
hangt zum einen von der Justierung (Shim)BieEeldes ab und auf molekularer Ebene von
Einflissen, verursacht durch andere magnetischee&ie Fourier-Transformation des FIDs

ergibt schliel3lich ein NMR-Spektrum.

Fur die Strukturanalytik von Molekilen ist die NMBpektroskopie deshalb so attraktiv, da
sich die im zu untersuchenden Molekul befindlichgektronen und NMR-aktiven Kerne
gegenseitig, aber auch die Kerne untereinandenfhegsen und man somit Aussagen uber
vorhandene Molekulfragmente treffen kann. Messbarden diese Wechselwirkungen als
chemische Verschiebungyund als skalare bzw. dipolare Kopplung. Durch gischickte,
teilweise sehr komplexe Anordnung von Pulsen unds@a (Delays) lassen sich mit der
NMR-Spektroskopie viele Phdnomene messen, wobei Xerstandnis der jeweiligen
Methode Puls-Sequenzen den Ablauf des Experimeistisalisieren. NMR-Experimente
kénnen ein- aber auch mehrdimensional durchgefudrtien. Im Folgenden werden ein- und
zweidimensionale Methoden angewandt. Bei 2D-Expemten wird nur eine Dimension

direkt gemessernyj, die zweite wird indirekt Uber ein inkrementieri@elay {;) erhalten.

Alle 1D- und 2D-Experimente besitzen dabei im Affggnen immer denselben in Abb. 2.2

gezeigten Aufbau.
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Abb. 2.2ruAdlegender Aufbau von NMR-Experimenten
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DIE CHEMISCHEV ERSCHIEBUNG

Bei der chemischen Verschiebung handelt es sicldienAbweichung der Resonanzfrequenz
v, eines Kerns von der durch das &aufl’ere Magnetfeddinmaten Frequenz einer per
Definition vorgegebenen Referenzsubstane,)( Durch die Wechselwirkung der

magnetischen Momente der den Kern umgebenden &tekir mit dem magnetischen
Moment des Kerns ist das am Kernort wirkende effekiMiagnetfeld Bes kleiner oder
manchmal auch gro3er aB,. Dieser Effekt lasst sich mathematisch folgend&ena

ausdrucken:
B+ = B [{1-0) (2.3)

wobei o, die Abschirmkonstante, diesen elektronischenl@infjuantitativ beschreibt und

die Resonanzfrequenz des betrachteten Kerns béttglith

yEBeff — V[BO
21T 2T

v, = [(1-0) (2.4)

Die Frequenzdifferenz, also die chemische Verscalmghberechnet sich dann nach

5=1"Ye e (2.5)
VR




und wird als dimensionslose Grol3e Ublicherweispgm angegeben. Da entsprechend der
betrachteten Kerne die Frequenzskala mehrere pgragbemuld ein eingestrahlter nicht-
selektiver Impuls diesen kompletten Frequenzberaimecken, um jeden Kern in der Probe
zur Resonanz bringen zu kdnnen. Dies wird dadurakicht, indem man hinreichend kurze
Pulse mit hoher Intensitat verwendet (hard puldgs).demgegeniber selektiv einen kleinen
Frequenzbereich anzuregen, bendtigt man langese Rut geringer Intensitat (soft pulses).

DIE SKALARE KOPPLUNG

Bei der skalaren Kopplung handelt es sich um emma @ul3eren Magnetfeld unabhangige,
Uber die Bindungselektronen vermittelte gegenseitjechselwirkung der magnetischen
Momente NMR-aktiver Kerne im Molekil. Diese Wechsgekung 13t sich tber den Fermi-
Kontakt-Mechanismus fur ein kovalent gebundenesni@ar A-X (mitla = Ix = %)
anschaulich beschreiben. Dazu wird im folgenderodaausgegangen, daf3 eine antiparallele
Orientierung eines Kern- und eines Elektronenspimergetisch glinstiger ist, als die parallele
Ausrichtung.

Die Elektronen in der kovalenten Bindung sind ndem Pauli-Prinzip antiparallel orientiert.
Wenn die beiden Kernspins nun, wie in Abb. 2.3 dinjezeigt, ebenfalls antiparallel
zueinander ausgerichtet sind, entsteht durch demifiontakt eine energetisch gunstige
Wechselwirkung zwischen ihnen und dem jeweils inNghe befindlichen Bindungselektron.
In dieser Anordnung besitzen die Kerne, aufgrung deirch diese Wechselwirkung
verursachten Energiegewinns, eine gegeniber demlierisa Fall veranderte
Resonanzfrequenz. Fur den Fall, dal3 die Kernsgarallgl orientiert sind (Abb. 2.3 rechts),
besitzt nur der Spin des Kerns A eine zum nachsggelen Elektron ginstige antiparallele
Ausrichtung. Die Gesamtanordnung ist energetisdunstig, was wiederum eine Anderung

der Resonanzfrequenz bewirkt.
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Abb. 2.3: Graphische Darstefjdes Fermi-Kontakts zweier Kerne A und X (nadh [7

Da in einer Probe die Wahrscheinlichkeit, mit dex beiden méglichen Spinorientierungen
auftreten, nahezu gleich grol3 ist, ist die Wahrnsdicbkeit, den Kern X ima-Zustand
anzutreffen nahezu gleich grof3, wie fur geAustand. Demzufolge befindet sich die Halfte
der Kerne A in der energetisch gunstigeren zu Xpardllelen und die andere Halfte in der
ungunstigeren zu X parallelen Orientierung. Im $pek spaltet das fur einen isolierten Kern
A beobachtete Singulett symmetrisch in zwei Sigmaitefast identischer Intensitat auf. Dies
gilt umgekehrt in gleicher Weise fir den Kern X. Dader Realitat allerdings nicht immer
nur zwei Kerne miteinander koppeln, mussen furetidsall alle Kombinationen der fir einen
Spin-Y¥2-Kern mdglichen zwei Zustande berlcksichtigtden. Fur diesen Fall ergibt sich die
Anzahl der Linien des entstehenden Multiplett féndeobachteten Kern nadh =n+1 (mit

n ... Anzahl der koppelnden Nachbarn), wobei die rsitéiten dieser Linien sich
entsprechend der Koeffizienten der Binomialreihehalten, die durch das Pascal’'sche
Dreieck gegeben sifffl Fir Kerne mitl > % ergibt sich die Multiplizitat aufgrund der

groReren Anzahl an Spinorientierungen n&¢h= 21 [h + 1. Desweiteren erfolgt die skalare
Kopplung nicht nur, wie hier gezeigt, Uber eine ding, sondern kann als weitreichende
Kopplung tber mehrere Bindungen nachweisbar sein.

Der Abstand der durch Kopplung aus dem urspringficBignal gebildeten Peaks ist die
Kopplungskonstantd. Diese wird in Hertz (Hz) angegeben und hé&ngt Bindungsabstand
der miteinander koppelnden Kerne, den BindungsWgikgen und der Moleklilgeometrie ab.

So laRt sich z. B. tiber die vicinale Kopplungskangt zweier ProtoneriX; ) eine Aussage



Uber den zwischen den Kernen existierenden Tonsiokel treffen. Diese Abhangigkeit

wurde erstmals von Karplus beschrieBef und ist durch Gleichung 2.6 gegeben:
*Jun = A+ Bltosp+ Clcog 2) (2.6)

(mit A, B, C ... empirische Parameteg,... Torsionswinkel zwischen den Protonen)

DIE DIPOLARE KOPPLUNG

Die dipolare Kopplung, also die direkte Wechselwirg zweier kernmagnetischer Momente
Uber den Raum hinweg ist, anders als im Festkomeater hochauflésenden Flissig-NMR-
Spektroskopie nur indirekt Uber RelaxationsprozedseNuclear Overhauser Effect (siehe
Kap. 2.1.2.1) erfassbar. Sie wird allerdings alpoltire Restkopplung (residual dipolar
coupling, RDC) dann messbar, wenn man einen TeiMidekile im Magnetfeld ausrichtet.

Dies wird im Kapitel 2.1.3.1 naher beschrieben.

GEPULSTEFELDGRADIENTEN

Viele NMR-Experimente bedienen sich heute sogemangeépulster Feldgradienten (engl.:
Pulsed Field Gradients, PFGs) um Koharenz zu eereader zu beseitigen.

Dabei handelt es sich um eine definierte ortsabig@rmeare Storung des aul3eipFeldes,
die meistens in z-Richtung erfolgt. Das resultidesifreld B9 ergibt sich dabei als Summe
aus denBy-Feld und dem Magnetfeld des GradientBg),(das von der Gradientenstarkay)(

und der Position in z-Richtung abhangt:

B(2=B+B=B+Gx: (2.7)

Zum einfacheren Verstandnis kann man sich die Pmbaikroskopisch kleine Scheiben
entlangB, aufgeteilt vorstellen. Nach einem 90°-Puls ohnehf@genden z-Gradienten sind
die Magnetisierungsvektoren aller Scheiben paratialier xy-Ebene angeordnet (Abb. 2.4
links). Bei einem unmittelbar auf den 90°-Puls @iden z-Gradienten erfahrt nun jede
Scheibe ein anderes von ihrer Position in z-Riaptathangiges Magnetfeld, was eine

Anderung der Larmorfrequeng ) der Spins in jeder Scheibe nach Gleichung 2.8dkew



v =yl:Bres(Z) ZyE(BO -'-(32>< Z)
) 21 21

(2.8)

Die Magnetisierungsvektoren die sich zum Zeitpudkts Gradienten in der xy-Ebene
befanden, fachern nun entlang der z-Achse auf (Rbmitte). Ein Start der Akquisition zu

diesem Zeitpunkt héatte eine minimale bis Gberh&epte Signalintensitat zur Folge, da sich
die Magnetisierungsvektoren der Gesamtprobe zu MHddieren. Ein zweiter Gradient

gleicher Starke und Dauer wie der erste, aber mgakehrtem Vorzeichen, hebt die Wirkung
des ersten Gradienten auf und die urspringlichenkltzgjerung in der xy-Ebene wird wieder

hergestellt (Abb. 2.4 rechts).

Abb. 2.4: Wirkung eines z-Gradienten auf die xy-Mefisierung in einer Probe

Der Winkel (®,) mit dem die Magnetisierung bedingt durch den @mtén um die z-Achse

rotiert wird, hangt ab von der Dauer des Gradierftgn dem GradientenfeldBg) und der
Koharenzordnungpj der Magnetisierurtf”:

@, = plyB,(3 L1, (2.9)

Der Winkel, mit dem also Doppelquantenkohérenzerotwird, ist demzufolge zweimal so

grof3, wie bei Einzelquantenkoharenz, wahrend Nahdenkoharenz durch Gradienten nicht
beeinflul3t wird. So laRt sich durch die richtige Wder Gradientenstarke und -dauer bzw.
durch mehrere aufeinander abgestimmte Gradientaelggewiinschte Koharenz selektieren,

bzw. unerwiinschte Koharenz beseitigen.



2. Standard NMR-Methoden

2.1NUCLEAR OVERHAUSEREFFECTSPECTROSCOPYNOESY)

Theorie

Die NOESY ist eine Methode, mit deren Hilfe sich raumlicthe&erne bis zu einem
maximalen Abstand von ca. 4 A identifizieren lassBer diesem Experiment zugrunde
liegende Effekt ist der Kern-Overhauser-Effekt (Mac Overhauser Effect, NOE). Dabei
handelt es sich um die indirekte Anderung des Besgszustands eines Kerri@iei direkter
Beeinflussung der Gleichgewichts-Population einegiten zuS raumlich nahe liegenden
Kerns | Uber Kreuzrelaxationsprozesse. Die Sattigung desn¥Kl wirde also eine
Intensitatsanderung des Signals mit sich bringen. Dieses Phanomen lasst sich ahhan

des Energieniveau-Schemas (Abb. 2.5) fur ein hokleates Zweispin-System erklaren.
In diesem System existieren drei verschiedene @inggmoglichkeiten fir die SpihsindS;
1) zwei Einquanteniibergange mit den UbergangswahrdatidieitenW;sund W,

2) ein Nullguanteniibergang mit der Ubergangswahrstiblekeit Wos
3) ein Doppelquanteniibergang mit der Ubergangswalirsichkeit \Was

Abb. 2.5: Mégliche Ubergéange in einem homonukleaheispin-System

Im Gleichgewichtszustand sieht die Besetzung dar wterschiedlichen Energieniveaus wie
folgt aus @...Spinuberschufd)...Spindefizit):



Abb. 2.6: Besetzung der Energieniveaus im Gleichgetazustand (nach [15])

Eine Sattigung des Spihdedeutet eine Gleichbesetzung der Energieniveausd fa bzw.

of undpp entlang der beiden Einquantentibergangé: fir

Abb. 2.7: Besetzung der Energieniveaus bei Satgglas Spins | (nach [15])

Das so angeregte System hat nun bei andauerndguggtdes Spinkdie Mdoglichkeit, Gber

die Null- bzw. Doppelquanteniibergange zu relaxieFatis W, > W, ¢, die Relaxation also

fast ausschlieBlich Uber den Doppelquantentbergariglgt, sahe die Besetzung der

Energieniveaus dann wie in Abb. 2.8 links, B&j >W, ., also Relaxation Uber den

21S

Nullquanteniibergang, wie in Abb. 2.8 rechts gezaugt

Abb. 2.8: Besetzung der Energieniveaus nach Reétexéber den Doppelquanteniibergang (links) odar de
Nullguantentbergang (rechts)



Fir den linken Fall entsprache der Besetzungsufted fir den Spin S

N N

- N :_+35_(Z_35j:65' wahrend sich fir den rechten Fall

N,, =N
g

aa af

N,

Naow = Nyp = Ny, = Ny :%+5—(%— J: 20 ergibt. Im Gleichgewicht sieht dieser

Unterschied wie folgt aus:

N N
N -N,.=N, —N,=—+40—-| — |=40
aa aB Ba BB 4 (4)

Fur S ergibt sich also aus der Niveau-Besetzung naclx@gbn Uber den Pfads = aa
(Doppelquanteniibergang) und dem Gleichgewichtsadstene Differenz von & was einer
Signalverstarkung fuiS entspricht. Fur die Relaxatiofic = of (Nullquantenibergang)
bedeutet dies mit einer Differenz vono—@emzufolge eine Intensitdtsabnahme des Signals
von S Uber welchen der beiden gezeigten Pfade die R&ax stattfindet, hangt von der
Korrelationszeit; der Spins und der Larmorfrequesnzd. h. dem Magnetfel8, ab, in dem
sich beide Spins befinden. Die Energiedifferenzdén Doppelquanteniibergang entspricht
genau der Summe der beiden Einquantenibergange,rendBhAE flr den
Nullquanteniibergang sehr viel kleiner bzw. im egénden Falle anndhernd Null ist. Ein
Ubergang ist nun dann besonders wahrscheinlichnvea reziproke Korrelationszeit™
ungefahr der Frequenz dieses Ubergangs entspdcht, fiir kleine Molekiile mit groRer

Beweglichkeit und kleinen Korrelationszeiten gil,; > W, s, wahrend fir grof3e Molekdle
mit groRen KorrelationszeiteW, > W, gilt. Die im homonuklearen Fall maximal

maogliche NOE-Verstarkungnmax in Abhangigkeit von wrz. l&sst sich graphisch
folgendermal3en darstellen:

Nmax
A
1,12
O,S-ﬁ/
0 + f » w7,
0,1 1 10 ¢
-0,51
_1—

Abb. 2.9: Maximale NOE-Verstarkung in Abhangigkein zc bzw.w (nach [11])



Far den Fall, daBwr, <1 nimmt ymax €inen maximalen Wert von 0,5 an, fur den
entgegengesetzten Fabbr, > 1 wird nmax -1. Der Bereich flrwr, <1 wird auch als das

_ s

,Extreme Narrowing Limit“ bezeichnet. Hier berechs&hsmax allgemein nachy,,, oy
1

Mathematisch lasst sich der NOE lber die SolomameBling beschreiben, die fiir den hier

gezeigten Fall, also die Sattigung des Spinge folgt aussieht:

ds,
dt

= (SS =S, )Wy + 2W,g +W, )+ (l g =1, )W, s =Wys) (2.10)

Der Term W, ¢ +2W,; +W, ; stellt hierbei die Autorelaxationsraje des SpinsS und
W, s W, die Kreuzrelaxationsrater der Spinsl und S dar. ¢ hangt, neben der

Korrelationszeit auch vom Abstamdder beiden Spins ab, wobei die sich daraus ergieben

NOE-Verstarkung proportional zii® ist. Diese NOE-Verstarkung wird in Gleichung 2.10
durch den Summanden(I?-1)(W,-W,.) beschrieben und wird negativ, wenn
W, s > W, bzw. positiv, wenil, s >W, s und Null, wennW, ; =W, ¢ (beiwr, =1,12). So

lasst sich das bereits graphisch Dargestellte mathematisch zeigen.

Die Puls-Sequenz fir ein gradienten-selektiertey ZD-NOESY-Experiment ist in Abb. 2.10
gezeigt. Die Storung der Gleichgewichtsbesetzungl Wwier tGber die Pulsfolge 93—-90°
realisiert, was einer Invertierung der lzbzw. S gehdrenden Energie-Niveaus nach der Zeit
entspricht.zy ist dabei die Zeit, innerhalb der sich die NOEshkg&d des Experiments
entwickeln. Diese sog. Mischzeit sollte im Bereidl2[T, fir die interessierenden Protonen
liegen. Durch die beiden Gradienten und den 180S-Rsihrend der Mischzeiy werden

Artefakte, d. h. nicht erwlinschte Restmagnetisigiarder xy-Ebene, beseitigt.

90° 90 18C¢ 90°

<>l «—> -—>
t TM Z-M
1
14 2 2

-G,
U

Abb. 2.10: Pulssequenz eines zweidimensionalen@E3$¥-Experiments
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Die NOEs erscheinen im Experiment als Kreuzpeakschen Protonen, die einen Abstand
von max. 4 A zueinander besitzen. Da diese Krena$éy jedoch auch durch
Austauschprozesse oder skalare Kopplung (COSY-pPeakstehen kdnnen, ist das NOESY-
Experiment phasensensitiv durchzufiihren. Positi@&ESl besitzen dann die entgegengesetzte

Phase zu COSY- bzw. Austauschpeaks.

Zwei-Spin-Approximation

Bei Kenntnis des zwischen zwei Spins auftretend&Ed NOE.f) und dem dazugehdrigen
Abstand () la3t sich aus einem zweiten NONRJEs) ein unbekannter Abstandd) nach

der Zweispin-Approximation (Gleichung 2.11) bestienm Die zum Referenzabstand
gehorenden Spins sollen dabei nicht stark miteieakdppeln oder sich in einem flexiblen
Teil des Molekils befinden, was andernfalls zu ei@alerhaften Kalibrierung der NOE-
Intensitat fuhrt. Desweiteren fuhren die bei NOEBMperimenten Ublichen Mischzeiten
(ry, >50ms) bei dieser Methode, bedingt durch Spindiffusiaiero Relaxationsprozesse,
haufig zu falschen Abstanden. Um diese Effekte zunimeren, sollte fir

Abstandsbestimmungen bei kleinen Mischzeiten g&atbererden, wobei diese wiederum

von den mittleren Korrelationszeiten im untersunt$gstems abhangig sid.

NOE, | ¢ NOE,

ref

%:(&J I {Noﬁefj (2.12)

2.2H,H-CORRELATION SPECTROSCOPYH,H-COSY)

Die H,H-COSY*® (Abb. 2.11) stellt die wohl einfachste 2D-NMR-Mette dar. Mit ihr
lassen sich skalar miteinander koppelnde Protomemniem 2D-Spektrum darstellen, d. h. im
Spektrum ergeben diejenigen Spinpaare einen Krakzpdie eine "J,, ,,-Kopplung
aufweisen (wobei2<n<5). Im allgemeinen werden nur die groRéd, .- und °J, -

Kopplungen beobachtet. Weitreichendere Kopplungenden nur selten ohne Abanderung

der gezeigten Pulssequenz dargestellt.
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Abb. 2.11: Pulssequenz eines H,H-COSY-Experiments

Eine Variante des 0. g. Experiments stellte die g2tguanten-gefilterte (engl.. Double
Quantum Filtered, DQF) COSY dar. Da hier sowohldomal- als auch Kreuzpeaks rein
absorptive Signale ergeben, liefert sie Spektrém pdsser phasen-korrigiert werden kénnen
als die der konventionellen COSY. Desweiteren k&woppelquantenkoharenz nur dann
entstehen, wenn eine Kopplung zwischen zwei Spiisgiert, sodald Signale, die nicht diesen

Ursprungs sind (z. B. Singuletts), herausgefiletden.

2.3HETERONUCLEARSINGLE QUANTUM COHERENCE(HSQC)
Allgemeines
Beim Heteronuclear Single Quantum Coherence (a@drrelation) (HSQC)-Experiment

werden Protonen mit Heteroatomen (hi€C) korreliert”). Zwischen einem Kern | und
einem Heterokern S entsteht im Spektrum genau danReak, wenn diese Uber eitlk-
Kopplung miteinander wechselwirken, d. h. mit deB@L lassen sich beispielsweise die

Bindungspartner einer C-H-Bindung identifizierene Pulssequenz des Experiments ist in
Abb. 2.12 gezeigt.

18C 18C
I4EJCH 4I3JCHI I I4EJCH 4EJCH
18C° 18C°

I I
130 h BB

Abb. 2.12: adquenz eines HSQC-Experiments




Es zahlt zu den inversen heteronuklearen NMR-Meghpd. h. die Detektion findet auf dem
Protonenkanal und nicht, wie bei konventionellerefenuklearen Experimenten ublich, auf
dem *C-Kanal statt. Die Magnetisierung wird (iber ein&EPT-Transfer (siehe nachstes
Kapitel) vom Proton auf den Heterokern Ubertragei®e chemische Verschiebung dieses
Kerns entwickelt sich dann wahrehdund anschlielend wird die Magnetisierung tberreine
zweiten INEPT-Transfer wieder auf das Proton zuibektragen. Die Detektion findet

schlieRlich unter **C-Breibandentkopplung (BB) auf denfH-Kanal statt. Diese

Vorgehensweise hat einen enormen Gewinn an Empfirkdiit zur Folge (Tab. 2.1).

Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization TrangfeEPT)

Unter einem INEPT-Transfer versteht man die meiseridie skalarb]X’H-KoppIung

vermittelte Koharenz-Ubertragung in einem heterdeaden System (Ublicherweise giX:=
¥c, 'N). Mit diesem Transfer ist eine Verstarkung dergr@iintensitat des
unempfindlicheren Heterokerns verbunden. Die dahekimal mdogliche Steigerung der
Empfindlichkeit und die Verstarkungsfaktoren sindTiab. 2.1 gezeigt und kénnen durch die
Art der Detektion (direkt oder invers) nochmals@rtwerden.

Tab. 2.1: Vergleich der Empfindlichkeiten von hetauklearen NMR-Experimenten in Abh&ngigkeit von der
Art der Anregung und Detektion (aus [18])

Experiment SN Vergleichsfaktor | C | N
a) Direkte Observation Yy (V)2 1.0 | 1.0
b) INEPT A
verglichen mit a) W 1 yy) 40| 99
0) Inverses INEPT Vi (V)*?
verglichen mit a) Wy 1y )? 79 | 31.0
verglichen mit b) iy 1y )2 20| 31
Inverse
Verschiebungskorrelation B ()™
verglichen mit a) Wy 1y )? 31.6| 306.0
verglichen mit b) Wy 1y )? 79 | 31.0




2.4HETERONUCLEARMULTIPLE BOND CORRELATION (HMBC)

Beim Heteronuclear Multiple Bond Correlation (HMBEXperiment-12! werden Protonen
mit Heteroatomen (hier*C) korreliert. Zwischen einem Kern | und einem Hekern S
entsteht im Spektrum genau dann ein Peak, wene diesr eineleys- odergJ,’S-Kopplung
miteinander wechselwirken. Die Pulssequenz des MBEtExperiments ist in Abb. 2.13

gezeigt. Um Signale einér]l,s-KoppIung zu unterdriicken, fungiert der zweite-Puls als

Filter.
[0 18
>
1
1 2(%c.) \[\[\A,\
H V V \"4
90° 9O [0 V
4T> - tl >
2 20" )
1“C s
GZ G3
GZ 5 3 {A

Abb. 2.13: Pulssequenz eines gs-HMBC-Experiments

Da dieser allerdings nicht alle unerwiinschten Sergleich gut unterdrickt, wird das
HMBC-Experiment (blicherweise ohrléC-Entkopplung durchgefiihrt, sodaR? diese Signale
als Dubletts im Spektrum erscheinen und somit ven éigentlichen HMBC-Signalen

unterschieden werden kénnen.



3 Spezielle NMR-Methoden

3.1D1POLARE RESTKOPPLUNG(RDC) UND DAS CLIP-HSQC-EPERIMENT

Theorie

Die dipolare oder direkte Kopplung zweier Spin-Y#ke | und S laRt sich mathematisch

folgendermaRen darstelléh

W ) VVsh /3cogé-
D.=-— 2.12
S N

wobei [o die magnetische Feldkonstante, bzw. y; das gyromagnetische Verhaltnis des
Kerns | bzw. Sh das Planck’sche Wirkungsquanturg, der Abstand der beiden betrachteten

Kerne und & der Winkel zwischen dem auf3eren MagnetBidund dem internuklearen
Vektor sind (Abb. 2.14). Die eckigen Klammern sglleinen Kollektivmittelwert dar, also
einen Wert der sich aus der Mittelung aller in Liguvorherrschenden molekularen

Bewegungen ergibt.

HIS

Abb. 2.14: Beschreibung der in Gleichung 2.12 vexdeten Variablen

In Flussigkeiten sind dipolare Wechselwirkungen negcher Kerne nur indirekt Uber

Kreuzrelaxationsprozesse als NOE messbar, da schTdrm <300§ 0—1} durch die

Molekilbewegungen zu Null mittelt unB,s demzufolge ebenfalls diesen Wert annimmit.

Wenn es allerdings gelingt, die gelosten Molekidszarichten, wirdD;s messbar. Da die



direkte Kopplung sehr viel gréf3er als die skalaopplung ist, muf3 beachtet werden, dal3 die
Anzahl der ausgerichteten Molekule nicht zu grolidee darf, da ansonsten die Auflésung
der NMR-Spektren abnimmt. Fir die Bestimmung derCRDerte kommen verschiedene
Ausrichtungsmedien (alignment media) in Ff&dje

Anders als in Festkorpern ist fur partiell orientgeMolekile die Gleichung 2.12, aufgrund
der unbekannten Molekulorientierung im Magnetfelthbrauchbar. Um dennoch eine
Auswertung zu ermoglichen, wird ein willktrlicheo#tdinatensystem (M My, M, in Abb.
2.15) gewahlt, in dem die Lage des internuklearektdts zweier Spins (hier: C-H) durch die

Winkel g, ¢, und ¢, beschrieben werden kann.

ABO

Abb. 2.15: Orientierung des willkiirlich gewahlteroldkilkoordinatensystems im Magnetfelgl @us [26])

Die Orientierung dieses Koordinatensystems im &3édagnetfeld By) wird nun durch
Berechnen einer Orientierungsmatr® bestimm¥”. Gleichung 2.12 wird dazu in

Matrixform neu formulieft®, was zu Gleichung 2.13 fiihrt.

D
Ds =—5—> .S, COSy, CoH (2.13)

IS kil

(Mit Dmax 1s ... maximal moglicheD;s-Wert bei einem Kernabstands von 1 A und

Sxx %x §x
Orientierung des internuklearen Vektors entl&pk, | ... X, y,z;§,=| 3§, § §| und

sz %z Sz



@, ¢...Winkel zwischen dem internuklearen Vektor undldebzw.|-Achse des willklrlich

gewahlten Koordinatensystem (Abb. 2.15))

Die einzelnen Elemente der Orientierungsmagijxsind gegeben durch

S, :<3cosek co$) —5,(,> (2.14)
2
(mitk, I ... x,y, 2,8, g ... Winkel zwischen dek- bzw.|-Achse des willkurlich gewahlten

Koordinatensystems und deBg-Feld; g, ... O furk # |, 1 fur k = | (Kronecker-Delta))

Da die Orientierungsmatrix symmetrisch und die Semhrer Diagonalelemente Null ist,
besitzt diese fur jedeld;s-Wert nur finf unabhangige Elemente. Bei Kenntmis wenigstens
funf linear unabhangigeb,s-Werten laf3t sich das resultierende Gleichungssysieen und
die Elemente der Orientierungsmatrix sind somittibeabar. Fir zusatzliche strukturelle
Informationen werden mindestens sechs unabhamgig@/erte bendtigt.

Die Richtigkeit einer zuvor berechneten Strukturrdwinun durch Vergleichen der
experimentellen mit den aus dieser Struktur undadpes Orientierungsmatrix erhaltenen
RDC-Werte bestimmt. Die Berechnung ist als kormkbewerten, wenn alle Werte in einem
zuvor festgelegten Fehlerbereich liegen. Bei flextVolekilen werden die experimentellen
Dis-Werte Uber alle in Losung auftretenden Konformegio gemittelt, sodald diese bei der
Berechnung berlcksichtigt werden missen. Moderogr&mme zur Auswertung vdDs-
Werten (z. B. REDCA®) erlauben eine Beriicksichtigung von intramoleledar

Molekuldynamik.

Messen von RDC-Werten

Die fur die Strukturanalyse kleiner Molekile wiggien RDC-Werte stellen die dipolaren
'H-C-Kopplungskonstanten iiber eine BindufB,{) dar. Diese lassen sich am einfachsten

Uber gekoppelte HSQC-Experimente bestimmen, wobali@ Mdglichkeit der + und k-
Kopplung gibt. Beim kgekoppelten HSQC-Experiment wurde der 180°-
Refokussierungspuls auf dethl-Kanal entfernt, was dazu fiihrt, daR die C-H-Kopg
durch Aufspaltung der Peaks in-Richtung sichtbar wird. Beim JFgekoppelten HSQC-

Experiment wurde die Entkoppler-Sequenz auf d€f@rKanal wahrend der Aufnahme



entfernt, was zur Aufspaltung der Peaks i#Rkchtung durch die C-H-Kopplung fihrt. Beim
konventionellen HSQC-Experiment ist wahrend der nalime Antiphase-Magnetisierung
vorhanden, die zu einer Verzerrung der Peaks fhes lasst sich mittels Produkt-Operator-
Formalismus (POEP" B am einfachsten zeigen. Die in Abb. 2.16 gezeigteicBung
beschreibt die Entwicklung des Spinsystems wahdasdm Pulsprogramm rot eingerahmten

1

Zeitraums (A =
PRV

).

21,S, sinrdA)exp(at, )— |, sifldA )expet, )simIA)+21 S, sin(z]A)exp(at, ) costA

180 180 0° 180

180 18 180 U U

1 GZ
G N N

N||>I
S|

Abb. 2.16: POF-Beschreipund Pulssequenz des HSQC-Experiments (aus [32])

Der rote markierte Teil der Gleichung stellt dietidhase-Magnetisierung dar, die wahrend
der Spektren-Aufnahme vorliegt. Lwgt al®? zeigten u. a., daB die Einfilhrung eines 90°-
Pulses auf derffC-Kanal (roter Puls in Abb. 2.17) direkt vor derdhisition dazu fithrt, dal
dieser Antiphase-Anteil in Doppelquantenkoharengyenandelt wird und nun nicht mehr
melbar ist (POF-Gleichung in Abb. 2.17). Das Rasuliellt das sog. clean in-phase (CLIP)-

HSQC-Experiment dar, das in dieser Arbeit ebenfaisgesetzt wurde. Aus den so

aufgenommen Spektren erhalt man dann fur den getrd-all die skalare KopplunjglaH
und fur den anisotropen Fall die Summe aus skatarérdipolarer KopplungJ. ,, + ‘D, .

Die Differenz beider Spektren ergibt den Wert fig dipolare KopplunngQH :



21,8, sinrdA)explat, )- 1, sinA )expet, )simJA 4 12S, simdA )expl, )dosld)
o#Oo I, sin(7rJ &) expat, )singr A 121 S, sin(zd A) explat, ) cosEIA )

180° 18C° o0 180
e
A A
I I I I 2
18C° 180° 180 90
1 2
G A a

Abb. 2.17: POF-Beschreipuimd Pulssequenz des CLIP-HSQC-Experiments (&]¥ [3

3.2TRANSFERREDNOESY (TR-NOESY)

Beim Tr-NOESY-Experimefff" P31 handelt es sich um eine NMR-spektroskopische
Methode zur Ermittlung der Struktur eines Substiratprotein-gebundenen Zustand Uber den
Nuclear Overhauser Effect (siehe Kap. 2.1.2.1).dbalerden, wie beim Standard-NOESY-
Experiment, sich raumlich nahe liegende ProtonsrKetuzpeaks im Spektrum sichtbar. Das
Tr-NOESY-Experiment wird mit derselben Pulssequemz die NOESY durchgefiihrt, die

allerdings auf ein Protein(P)/Substrat(S)-Systengeaandt wird, das eine dynamische

AustauschreaktiorP + S# P< vollzieht. Das untersuchte System mufd hierzu deer

gesamten Zeitraum der Messung stabil sein, d. kerdndert vorliegen. Enzymatische
Untersuchungen bei denen das Substrat unter Bildengr Produkte reagiert, sind fir die
Tr-NOESY nicht geeignet. Der Ligand liegt dabei lberschuR vor und die Tr-NOEs
werden, fur den Fall, da o. g. Austauschprozesbnefic bezogen auf den
Kreuzrelaxationsprozess ablauft, als Anderung deenkitaten der Signale des freien
Substrats detektiert. Fir groRe Molekiile, die éamgsame Bewegung in Lésung ausfuhren,
wird, wie in Kap. 2.1.2.1 gezeigt, der Nullguanteaeigang favorisiert, sodal3 die
resultierenden NOEs negativ sind, bzw. die gleiehase wie die Diagonal-Peaks besitzen.



Dadurch laRt sich auf einfache Art und Weise visigren, ob eine Bindung zwischen
Substrat und Protein stattfindet. Die Basis fur GreNOESY bildet die Tatsache, daf die
Kreuzrelaxationsrate fur grof3e Molekile mit land@rrelationszeiten sehr viel grol3er ist,
als die fur kleine Molekile. Falls also das Sulisaa das Protein bindet, werden die

gemessenen NOEs von der Kreuzrelaxationsrate imngemen Zustandr§) dominiert, die

gemittelte detektierbare Kreuzrelaxationsréﬂé berechnet sich dann zu:
(0)=X.0: + X304 (2.15)

(mit  Xr...Anteil an freiem Substrat, Xz...Anteil an gebundenem Substrat,
or...Kreuzrelaxationsrate in freiem Zustandg...Kreuzrelaxationsrate in gebundenem
Zustand)

Die BedingungX.o, <« X,0;, die fir ein erfolgreiches Tr-NOESY-Experimentiditfsein

muf3, hangt im allgemeinen von den Korrelationsgeite freien und gebundenen Zustand,

PS
dem Abstand der beobachteten Kerne und der GlembltskonstanterkK :ﬁ = [ ]

ki [PI[

der o. g. Austauschreaktion ab. Falls die Bindwvgehen Protein und Substrat zu schwach
ist, wird Xg zu klein und der Tr-NOE verschwindet. Der kleinsenotigte Wert fukK hangt
dabei vonog und or ab und variiert in Abhangigkeit vom untersuchteyst&m. Auf der
anderen Seite darf di®SBindung auch nicht zu stark sein, da der Tr-NOE \aer
Austauschrate zwischen freiem und gebundenem Zdistbinéngt, sodal® zusatzlich noch die

Bedingungk_, > o, erflllt sein muf3. Da nun einerseits der Komplabstgenug sein muf3,

andererseits aber nicht zu stabil sein darf, stldiNOESY nur in einem bestimmten Bereich

fur k; anwendbar, der wiederum vom Protein/Substrat-\Vieriséabhangt.

3.3SATURATION TRANSFERDIFFERENCE(STD)

Das STD-Experimefitist eine NMR-spektroskopische Methode zur Ermigler relativen
raumlichen Anordnung eines Substrats im proteinigdbnen Zustand, dem so genannten
Bindungsepitop. Dabei werden die dem Protein amhstéo liegenden Substrat-Protonen
Uber einen Sattigungstransfer vom Protein auf dadstgat ermittelt. Wie beim
Tr-NOESY-Experiment darf auch hier keine enzyméisdReaktion durch das Protein

induziert werden, die eine Umwandlung des Substatg-olge hat. Des Weiteren darf der



bei der ablaufenden Gleichgewichtsreaktidh+ S# PS gebildete Protein/Substrat-

Komplex P9 nicht zu stabil sein, d. h. der Grad der Sattggbéngt vork ; ab, da ansonsten
schnell alle Bindungsstellen am Protein abgesétiigt und dementsprechend die Anzahl der
wahrend der Resonanz-Séattigung gebundenen Subkilekiile zu gering ist. Der ohnehin
schon geringe Intensitatsunterschied der Subgiratld im gebundenen bzw. freien Zustand
wirde noch kleiner werden bzw. verschwinden. Dastefr:Substrat-Verhéltnis beim
STD-Experiment liegt Ublicherweise im Bereich 1:1618 max. 1:50. Die Pulssequenz des
1D-'H-STD-Experiments ist in Abb. 2.18 gezeigt.

o
6.9,
H
1 |
H A o

Abb. 2.18: Pulssequenz des #B-STD-Experiments

Es wird mittels mehrerer selektiver Pufsedie Sattigung des Signals am Protein gebundener
Protonen erreicht. Durch Spindiffusion breitet siise Sattigung wahrend der Pulsdauer, die
Ublicherweise 1 bis 3 s betragt, Uber das gesamtteiR aus. Wahrend dieser Zeit an das
Protein bindende Substrate kdnnen nun einen Teskedi Sattigung durch dipolare
Wechselwirkungen tbernehmen, wobei diejenigen $atbBrotonen die grofite Sattigung
erfahren, die dem Protein im gebundenen Zustandchachsten liegen. Die Differenz der
Spektren, die sich aus ungesattigten und geséattigotein ergeben, fuhrt zu einem
Spektrum, in dem nur Substrat-Protonen mit im gdeaen Zustand geringerer
Signalintensitat erscheinen (Abb. 2.19). Fur di&iéferenzbildung werden zwei sich
abwechselnde STD-Experimente an ein und dersellbbebeP bestehend aus Substrat und
Protein, durchgefuhrt. Im ersten Experiment wircheeiSattigung des Proteins durch
entsprechendes Einstellen des selektiven (On-RegpnRulses realisiert. Im zweiten
Experiment wird dieser Puls in einen Bereich deskBpms verschoben, in dem sich weder

Protein-, noch Substrat-Protonen befinden (Off-Rasa-Bereich), wodurch eine Sattigung



des Proteins ausgeschlossen ist. Die DifferenzQfésund On-Resonanz-Spektrums wird
schlie3lich mittels zweier um 180° versetzter Phagklen realisiert. Die sich ergebenden
absoluten Intensitdten der STD-Signale hdngen dabai von der Sattigungsdauer und der
Konzentration des Substrats bzw. Proteins ab, wéhdge relativen Signalintensitaten das
Bindungsverhalten des Substrats am Protein widsgsfn (Abb. 2.19).
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Abb. 2.19: Schematische Beschreibung des STD-Exeeitis

3.4DIFFUSIONORDEREDNMR-SPECTROSCOPYDOSY)

Die DOSY?® B jst eine NMR-spektroskopische Methode, die zuraajon der Signalsatze
der in einer Mischung vorliegenden Substanzen ekeit wurde. Diese Methode wird daher
haufig auch als chromatographische NMR-Spektrogkbprzeichnet. Die Auftrennung erfolgt
dabei Uber die unterschiedlichen Diffusionskoedfieen D) der Einzelkomponenten im
Gemisch. Fur spharische Partikel habgihach der Stokes-Einstein-Beziehung (Gleichung
2.16) von der TemperatuT), der Viskositat des Gemischeg (ind dem hydrodynamischen
Radius () des betrachteten Partikels ab:

k[T



Zur Messung von DOSY-Spektren bedient man sich N8yBktroskopischer Methoden mit
gepulsten Feldgradienten (siehe Kap. 2.1.1). Digaehste Puls-Sequenz, die flr diesen
Zweck eingesetzt wird, ist das Carr-Purcell-Spitd=Abb. 2.20).

o0° 180

| A

o

Fl

>

Abb. 2.20: Pulssequenz des Carr-Purcell-Spin-Eckmements

Der 90°-Puls dreht den Magnetisierungsvekity in die xy-Ebene, anschlielend wird die
Phasenkoharenz der Einzelspins durch einen Gradieuls in z-RichtungQ@;) zerstort. Da
es sich bei dem Gradienten um eine definierte ten&rung des Magnetfeldes entlang der z-
Achse handelt, sich zuBy-Feld also noch das ortsabhangigj&eld des Gradienten addiert,
befinden sich die Spins innerhalb der Probe entbered ihrer Position entlang der z-Achse
fur die Dauer des angelegten Gradienten alle iareianderen Magnetfeld. Dadurch besitzen
sie unterschiedliche Larmor-Frequenzen, sodal} datiéht eine Auffacherung der Spins mit
Helix-Struktur in z-Richtung bewirkt (Abb. 2.4).derhalb der Zeitspanng (Diffusionszeit)
findet, aufgrund der Selbstdiffusion der Molekidétne Bewegung der Spins statt. Der 180°-
Puls innerhalb dieser Zeitspanne bewirkt die Ingarhg aller Spins, sodal3 der anschliel3end
erneut angewendete z-Gradie@i eine Refokussierung der vorher aufgefacherten sSpin
bewirkt. Fande wahrend der Diffusionszait keine Selbstdiffusion statt, wirde sich die
Wirkung der Pulsfolges:-180°-G; gerade gegenseitig aufheben und die Magnetisiekling
bliebe erhalten. Da dies in Lésung nicht der Fstll nimmtM entsprechend der Gro3e der

Diffusion und der Starke des angewandten Gradieaiten



Die Intensitat eines Signals ist dabei gegeben durch Gleichuhify 2.

(2.17)

(mit D...Diffusionskoeffizient; y...gyromagnetisches Verhéltnisg...Gradientenstarke;

o0...Gradientendauer urdl... Diffusionszeit)

o0 und A werden vor dem jeweiligen Experiment optimiert uwwdhrenddessen konstant
gehalten, sodal} in der 0. g. Gleichung Didie einzige Unbekannte darstellt. Fihrt man nun
mehrere Experimente mit verschiedenen, meist liaeateigenden Gradientenstarken durch
und stellt die gemessenen Signalintensitaten (efféchen) gegen die Gradientenstarke
graphisch dar, ergibt sich im Idealfall bei korrel¢wahltems und A der in Abb. 2.21

gezeigte Intensitatsverlauf. Ein Kurvenfit unterhiienahme der Gleichung 2.17 ergibt

schlie3lich den Diffusionskoeffizientdh

0 50 100 150  [Glem]

Abb. 2.21: Graphische Darstellung der Signalintgnsnit steigender Gradientenstarkg (

Fuhrt man diese Prozedur fur jedes im Spektrum armtbne Signal durch und stellt die
D-Werte gegen die chemische Verschiebung graphisah wird das Ergebnis als
DOSY-Spektrum bezeichnet. Zur Berechnung dieser kiBpe kommen heutzutage
verschiedene Algorithmen zum Einsatz, die in jedéngigen NMR-Auswertesoftware



implementiert sind. Da die zweite Dimension dieSpektren sich, anders als bei den tblichen
2D-NMR-Experimenten, nicht aus der Fourier-Transfation in k-Richtung ergibt, also
keine chemische Verschiebung darstellt, sonderpefies Signal nach der bereits gezeigten
Methode extra berechnet werden muf3, wird die DOBdhals Pseudo-2D-NMR-Methode
bezeichnet.

Um das Diffusionsverhalten grol3erer Molekile strehezu kdnnen, werden sehr starke
Gradienten bendtigt. Diese bewirken allerdingsatstehen von Wirbelstromen (engl.: eddy
currents) im Probenkopf, die wiederum eine Verzggrder Signale nach sich ziehen. Zur
Minimierung dieser Wirbelstréme werden heutzutadferAativen zur in Abb. 2.20 gezeigten
Puls-Sequenz verwendet. Diese bedienen sich zipBlaber Gradienten und beinhalten ein
kurzes Delay, das das Abklingen dieser Wirbelstréoreder Akquisition erlaubt.
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