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B, [Tesla] | vo [MHz]
1.4 60
5.9 250
9.4 400
14.1 600
21.2 900
28.2 1200

Das Erdmagnetfeld hat eine Stdrke
von 30-60 uT (0.3 -0.6 Gauss)

Peter Schmieder
FMP




Magnet

Bohrung des Magneten:
~ 54 mm .narrow bore”

4 / 89 mm ,wide bore"
flissiger Stickstoff
e
/
/,fIUssiges Helium
\ / J

/

Supraleitende Spule
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Reflective
Mylar

Yacuum

N, Reservoir

Yacuum
He Reservoir

Superconducting
Solenoid
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Magneten sind faszinierend aber auch gefdahrlich

Peter Schmieder

: NMR-Spektroskopie FMP




Magnet

Spinner-—-’ 1
Sample Lift — T IR
NMR Tube — 19T k= 1

RF Coil — &
Cryoshims —

Shimcoils=—

CProbe )

Peter Schmieder
FMP
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Cryo-Probenk

ATM-Probenkopf
RT-Probenkopf
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Der Probenkopf

18794

Glass tubings

Observe NMR coll | Decoupling NMR coil

S

if circuitry

Heater dewar
]

Decoupling channel
L —

Lock channel {l{f] | Observe channel
nn | C

9unector plate

vt-air connector ° U rf-connectors

Heater connection
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Die Probe im Probenkopf

Rotation

(Optional) A
' B

Capacitor

B,

Helmholtz-Spule

i

>

o
|V v

I\

B,

1

+

Radiofrequenz
Ein-und
Ausgang
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Der Shim, das Problem der Homogenitat

.l-

Ny N
AN

%
¢ b
a

b a

]

R
\

ab,c,

R
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Die Hardware, d.h. die Elektronik

AVANCE General Layout

Magnet

Smart Magnet
Control System
®

System Control
(Sample rotation + lift)

Rrobe Ethernef™ LAN

MAS .‘-—-nsza;
Control Unit |

Transmitter Array

Duplexer

Amplifier @ Signal
Amplifier Acquisition Processor
RS 232 —

Interfaces . RS232

Pulse Gate
Linear Amplifiers

various configurations
with 10W to 1kW

[y _I__
ADCs RISC max. output
e Fast Etherpet™ cel [ ]
Phase
Shifter [m] [Re]
@ st RCU
e
Post-Dig Memory Unit
" Phase
Shifter Communication
o Control I
Timing Control
Unit @
Acquisition
Pulse Programmer Bus
VME Bus =] I
@ Frequency Control
Unit [H
° High-Performance SGU Signal Generation Unit &
Embedded Controller
Acquisition Control

Keyboard
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Hardware M
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Hardware

legical channel amplifier preamplifier

MHz

NUCL

SFO1 600.18282 MHz F1 SGUL M X 300 W 1H LA,
OF51 |2819.5 Hz 1H |v XBELSF 2HS
BF2 150915381 MHz  NUC2 i ok
SF0O2 1500932381 hHz Fz I SGU2
OF52 |1?OO0.0 Hz 13C |v
BFZ B0O.E15711 MHz  MUCE
SFO3 60.822961 MHz F3 H SGU3
OF53 |?250.0 Hz 15N |v
BF4 600.18 MHz  NUC4
SFO4 600,18 hHz F4 | SGU4
OFs4 0.0 Hz  |off v
tcable wiring rsettings- | !ﬁiﬁﬁﬂiﬂﬁﬁ{#"
— — ipossible RF routing [l show receiver reuting =
[[]show RF routing
& ; cortab available :
[lehow power at probe in
| Save || Switch F1/F2 || Switch FL1/F3 || Add alogical channel || Bermowve a logical channel || Default || Info || Param || Close |
LEIBNIZ-INSTITUT PeTer SChmleder‘
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Das NMR-Spektrometer

Software

;zgdc
:avance-version (03/04/17)
;1D sequence with decoupling

#include <Avance.incl>
"d11=30m"

1ze

dil pli12:f2
2 30m do:f2

d11 cpd2:f2

dl

pl phl

go=2 ph31

30m do:f2 mc #0 to 2 FO(zd)
exit

ph1=022013 31
ph31=:022013 31
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Spezieller 1D-Experimente
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Speziellere 1D-Experimente

Wir haben bei der Diskussion des Vektor-Modells gesehen dass man
neben den einfachen ,Ein-Puls-Experimenten” noch komplexere
Pulsfolgen durchfihren kann und mit den dort verwendeten
Wartezeiten (.delays") und Pulse Magnetisierung gezielt manipulieren
kann. Dadurch entstehen wertvolle NMR-Experimente wie z.B. das

DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer)

1HIA A

x| —

Lit: M.R. Bendall, D.M. Dodrell, D.T. Pegg J.Am.Chem.Soc. 1981 (103) 4603-4605

A | Entkopplung

Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie HA ’S:;X\Pmleder-
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Als Beispiel nehmen wir Menthol

(;H3 1D-13C
2 (10 Signale)
36
8:': \
H3Cﬂ" OH
 CH;
10
U S W S N T L Y .

AR N L I I I I L I A I DA B B
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 ppm
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45°: alle Signale, 90°: nur CH, 135°: CH, negativ, andere positiv

45° t J lj LJML )

90° L VJ |
| | (

L O B
75 70 65 60

15 ppm
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Durch gewichtete Addition erhdlt man Sub- XH = [90°]
XH,= [45°] - [135°]
Spektren mit einzelnen Multiplizitdaten XHy= ([45°] + [135°])- 2 [90°]
CH JL - - Y W S )
Chs
2

H,C—& OH
39
CH;
10
CH3 | il k L ‘L,gutmml.w
75 70 6 6 55 50 45 4 35 30 25 20 15  ppm
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Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie
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Zur Zuordnung von Spektren auch kleiner Molekiile braucht man
entweder viel Erfahrung oder gute Vorhersage-Programme, aber selbst
dann kann es Unsicherheiten geben. Dann lassen sich ganz sichere
Zuordnungen mit einfachen und wenig zeitraubenden

mehrdimensionalen Experimente bewerkstelligen

Peter Schmieder
FMP




1
1 4 15 14
jdb( 3 |2

Ein Zuordnung von
IH-Spektren mit
Datenbanken ist oft
besonders
problematisch

s

6. ppm

[ j [ j [ j [ j [ j [ j
7.4 7.2 7.0 6.8 6.6
Peter Schmieder
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8 2
1213 5 10 3 11549 14 11 16
5 16
11 12
\
4 15 14
2 Ein Zuordnung von 13C-

Spektren mit Datenbanken
ist oft leichter, aber nicht
immer zuverldssig

DEPT

L . Mok, Uk N -

L L D D R L I |
150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 ppm 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105  ppm
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Um eine sichere Zuordnung zu erhalten sollte

- - O 16
man deshalb auf 2D-Spektren ausweichen, die 1 12\
. . . . . O
oft nicht viel Zeit in Anspruch nehmen und eine 0 3
. . 15 14
sichere Zuordnung garantieren :
ppM ppm ppm ppm
. DQF-COsY 100 ] HMQC . 100 HMBC , 100 1,1-ADEQUATE
. s " $ 105 . 105 .. 105 ,
6.9 1 " s ! 110 ° 110 - o ' 110 4 o ¢
7.0 4 1154 ° 115 4 . 115 1 ]
?e ' 1201 o °° 120 et 120 ‘e
71 4 v 125 1 125 . 1251
72 ] 130 130 1 . 130 .
’ % :g 135 1354 135 ]

7.3 140

140 140
Ta - 145 145 ) \ 145 1

[l ] 150 3 ‘ ] ‘

L, ’ : g 150 150

1554 155 155 4
7'676 74 72 70 ppm 80 75 70 65 60 ppm 80 75 70 65 60 ppm 80 75 70 65 60 ppm

Peter Schmieder
FMP
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Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie

Der entscheidende Vorteil der
mehrdimensionalen NMR-Spektroskopie ist:
Magnetisierungstransfer
Es entstehen Signale, die auf eine Wechselwirkung
zwischen den Kernen hinweisen. Das konnen WW
durch die Bindung (via J-Kopplung) oder durch den
Raum (via NOE) sein.

Diese Signale werden auf einer Fldche oder in einem
mehrdimensionalen Raum verteilt, was eine gute
Auflosung ermoglicht.

e Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie Peter ’S:;X\Pmleder-




1D-NMR 2D-NMR
2 Achsen: 3 Achsen:
Intensitdt vs. Frequenz  Intensitdt vs. Frequenz (1)
vs. Frequenz (2)

i

Peter Schmieder
FMP




1D-NMR schematisch

Preparation Detektion

|”“|“J. ull||nlalr.
L

Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie Peter FS:;X‘Pm'edef'
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(@]
HN)i/\/Br ID-IH-Spek‘I'r'um
|
A
N ¢;HN,0,4B
o 1113\ UsBr
HO
L I | ] L
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2D-NMR Sequenzen enthalten
zwei heue Elemente:
Evolutionszeit und Mischzeit

Preparation 'volu’rionl Mischung Detektion

(t1) (t2)

Evolution: Mischung:
Erzeugen einer weiteren  Transfer von Magnetisierung von
Frequenzachse durch Spin zu Spin tber Wechsel-
indirekte Detektion Wirkungen zwischen Spins

Peter Schmieder
FMP
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Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie

Die Evolutionszeit

Mit der Evolutionszeit wird
eine indirekte Dimension

erzeugt, man bewerkstelligt

das durch die systematische

Verdnderung einer

Zeitspanne in einer Sequenz

von Pulsen, man braucht also

mindestens zwei Pulse.

wame  Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie Peter ’S:;X\Pmleder-
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Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie

Die Evolutionszeit

Die Aufzeichnung des FIDs
/ 9

haben wir uns schon im Detail

angeschaut, sie wird jetzt fir

| I!I .2,
e jeden neuen Zeitwert

90, %0,
O Dt wiederholt. Auch in der
__~ 1
90, 90, indirekten Dimension missen die

J kAt, o Al , : :
MMWWW e Zeiten ganzzahlige Vielfache

eines Intervalls At sein

wame  Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie Peter rS:;\:X\Pmleder-




Das schauen wir uns wieder ndher an und nutzen die gleichen

drei Linien wie beim 1D

Z
0 2000 Hz
c A 90 . _500 H
X X 1500 Hz
90.,,
I KAt

Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie Peter FS:;X‘Pm'edef'
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Wir erinnern uns was die Magnetisierung nach dem Vektormodell

unter der Wirkung von Pulsen macht:

Z z
y : ; B,ausy
/

Bl aus X Bl aus y

P Kommen Puls und

X Magnetisierung aus der X

gleichen Richtung
passiert nichts //
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Man erkennt dass die
90., 90.y Anfangsintensitat in t,
I Kt kA2 von der Frequenz
abhdngt

NN,

;>0
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BAHBD

t,= 0 psec t; = 166 psec 1, = 332 psec t; = 498 psec
t, = 498 psec
t, = 332 psec i
t, = 166 usec
t; = 0 usec
I I I I I I
3000 2000 1000 0 -1000 -2000 -3000 [Hz]
10 8.33 6.66 5 3.33 166 0 [ppm]
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Entlang der indirekten Zeitachse entsteht das
gleiche Bild wie entlang der direkten

1 L’gi;i:f e —®
\\\\\\ S Tom
S 0.2 03 - 05
Yo | —— | | o
0.1 \_\\ . / 0.4 Pt
4 e T t [msec]
—
t; = 498 psec ‘
t, = 332 psec i
t, = 166 usec
1’1 = O Hsec
[ | | | | |
3000 2000 1000 0 -1000 -2000 3000 [Hz]
10 8.33 6.66 5 3.33 166 0 [ppm]

Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie Peter ?;X‘Pm'edef'




38/96

ler FID

imensiona

Insgesamt also ein zweid

Peter Schmieder
FMP

Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie
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Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie

1))
o

Eine erste FT ergibt ein ,Interferogram

Peter Schmieder
FMP

Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie
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les Spektrum.

imensiona

Eine zweite FT ergibt ein zweid

Peter Schmieder
FMP

Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie
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-800

Zur Auswertung

400

betrachtet man

(Hz)

o Contour-Plots, die

D2

Peakintensitat als

400

Hohenlinien

800

darstellen.

800 400 0 -400  -800
DI (Hz)

Peter Schmieder
FMP
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Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie

In mehrdimensionalen Experimenten wird gute Auflésung
durch mehr Werte fir kAt erreicht.

Die Zeit fiir die Messung ist
aber der Anzahl der

aufgezeichneten FIDs direkt

\ proportional, gute Auflésung
! 90,

| e |M‘f§*é | bedeutet also lange Messzeit.

Daher ist in mehrdimensionalen Experimenten die

Auflosung in den indirekten Dimensionen immer begrenzt.
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Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie
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Preparation I Evolution I Mischung

Detektion

(t1)

(t2)

Gdbe es nur Evolution und Detektion dann wiirde in

beiden Zeitdimensionen immer die gleichen Frequenzen

detektiert, ganz entscheidend ist also die Mischzeit, in

der es zur Ubertragung von Magnetisierung von einem

Kern zum ndachsten kommt.

Peter Schmieder
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Diese Ubertragung von Magnetisierung wihrend der
Mischzeit kann durch verschiedene Mechanismen
geschehen. Der am meisten verwendete Mechanismus
ist die J-Kopplung, von grofler Bedeutung ist aber auch
der NOE-Effekt, die Ubertragung durch den Raum.

“Juc
Jue H
[ I
k 4‘JHC /

Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie HA ?;:Pmleder




Wichtig ist auch ob die Ubertragung zwischen
gleichen Spins der gleichen Kernsorte oder
andersartigen Spins erfolgt.

Man unterscheidet daher homonukleare und
heteronukleare Experimente.

2 2
JHH HC
m 1JHC
[ I I
C

H
I

T

Lwm C)mmT
O
I

Peter Schmieder
FMP




homonukleare Experimente

Transfer
Transfer von Magnetisierung findet
zwischen gleichartigen Kernen statt.
Beide Frequenzachsen zeigen die 8,/[ppm]
chemischen Verschiebungen des gleichen
Kerns. Findet Transfer statt, ergibt sich
in beiden Dimensionen eine
unterschiedliche Verschiebung:

Findet kein Transfer statt, dann ergibt

sich in beiden Dimensionen die gleiche 5./lopm] 5, 5
Ver'schiebung: Diagonalsignal
DiC(gOhCllSigﬂCll Kreuzsignal

Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie HA ?;:Pmleder




heteronukleare Experimente

Transfer von Magnetisierung findet
zwischen unterschiedlichen Kernsorten H C

statt. Beide Frequenzachsen zeigen die 5./[opm]
chemischen Verschiebungen
unterschiedlicher Kerne. Findet -
Transfer statt, ergibt sich ein Signal am
Schnittpunkt der chemischen

Verschiebungen der involvierten Kerne.
Findet kein Transfer statt, dann ergibt o 5,
sich kein Signal.

Transfer

Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie HA ?;:Pmieder-
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3D-NMR
Ein dreidimensionales Experiment entsteht formal durch

Kombination von zwei zweidimensionalen Experimenten,

solche Experimente sind vor allem bei Proteinen wichtig.

Preparation Evolution Mischung Detektion
Preparation Evolution Mischung Detektion
Preparation Evolution (1) Mischung (1) Evolution (2) Mischung (2) Detektion

Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie
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Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie
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Das Spektrum ist dann
keine Fldache mit
Signalen mehr sondern
ein Wiirfel, mit drei
Achsen mit chemischer
Verschiebung.
Intensitdt zeigt sich als
.vierte Dimension"

wame  Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie
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ppm

6.8

6.9 -

7.0 +

7.1

7.2 4

7.3 H

7.4 4

7.5 4

7.6

g 8 o #

8
¢ o 1

7.6

T T T T T T T
7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9

T
6.8 ppm
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Mit einem Satz homo- und
heteronuklearer 2D-Experimente
sollte eine Zuordnung (fast) aller
Resonanzen aller Kernsorten von

kleinen Molekiilen maglich sein, oft
braucht man nur ein (DQF-)COSY,
ein 3C-HMQC und ein 13C-HMBC,
evt. ein ®’N-HMBC und manchmal
ein ADEQUATE.

o

LEIBN |Z-INSTITUT

Peter Schmieder
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Das COSY-Experiment
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COSY

Die einfachste denkbare zweidimensionale
Sequenz besteht aus zwei Pulsen, das ist das
homonukleare COSY:

90, 90,

Ll v

Prepar'aTionI Evolu‘rionl Mischung Detektion

Peter Schmieder
FMP




53/96

COSY

Wenn wir nur die Evolution betrachten haben wir
aber auf beiden Achsen die gleiche Information.

H, H,
Wir haben mit der | | s
Evolutionszeit eine zweite | /
Dimension erzeugt aber &
das 2D Spektrum
hat nur eine Diagonale. 5
8 (ppm) .81 5,

wame  Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie Peter ’S:;X\Pmleder-
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COSY

Wenn wir in der Mischzeit aber Transfer haben dann

iIst etwas neues entstanden:

Transfer
rEE
Es gibt Signale, die in den ITII ITIZ
. . . . S (ppm)
beiden Dimensionen mit - —
s 00 &0 |
unterschiedlichen 52
chemischen Verschiebungen
.markiert" worden sind: o 88 |5
1
die Kreuzsignale. nleem s, 5,

wame  Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie Peter ’S:;X\Pmleder-
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COSY

Ein simuliertesAnwendungsbeispiel:

substance 1 J\ J J }\
Il

Possibility 2
,) substance 1

U L

Q

substance 2

Hé— H H&H 4 —

\ , \ , Possibility 3
substance 1

Eine Zuordnung ist im 1D nicht maglich... subsiance 2

Bl I

@ rormoceuiane  Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie Peter Schmieder
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....aber im 2D ganz leicht.

Possibility 1 Possibility 2 Possibility 3

substance 1 substance 1

substance 1 U U——é U U__é U U >

1L | TR [

Ju 16 T 1 O | | | O 10 !
oo = | e : : =
2o = e : : + —

FHARMAKQLOSIE

@ rormoceuiane  Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie Peter ?;:Pmleder



57/96

COSY

Kreuzsignal  Diagonalsignal
Beim einfachen COSY ftritt ein Problem retizsignd ‘agondisigna

mit der Signalform auf, das man nur

iz
BP)

unter Verlust von Auflosung korrigieren

kann, deswegen weicht man auf ein

Experiment mit .Doppelquantenfilter”
aus, das DQF-COSY

1H J ',

Sowohl Kreuz- als auch Diagonalsignale sehen nun gut aus, aber Signale ohne

0 -6
DI {Hz)

Kopplung sind verschwunden.
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ppm 4

: 2 16
6.8 f 2/3 n 1 \
1 \”“ o
6.9 f | 10 13
: i i 15 14
7.0 f I | :
] | |
; : | Im DQF-COSY kann man
7.1 I |
1 1 |
; ] 2/3 : erkennen welche Kerne
7.2 7 1 ANA 1 . .
g ﬁ b miteinander Koppeln und
: 11 . . .
737 H damit nebeneinander liegen.
11
7.4 i: 1/4 a0 Genau zuordnen geht aber
o] o o @0 nicht, es bleiben einige
) 116 liegt auBerhalb und sollte auch kein Signal ergeben Mehrdeutigkeiten.
7. T A R R D R D I

TTTTpTTTTTTTTT I . .
76 75 74 73 72 71 70 69 68 ppm 1/4: je ein Kopplungspartner

2/3 : je zwei Kopplungspartner
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HMQC/HMBC

Das DQF-COSY ist ein homonukleares Experiment,
man kann aber auch in natirlicher Haufigkeit
heteronuklearen Experimente machen, entweder
basierend auf der direkten 'H-X-Kopplung (HMQC)
oder der Weitbereichskopplungen (HMBC).

HMQC HMBC

1 1 1 3
) N I

X— X —X = X—mnXx— X X —X— X

Da 2J und 3J Kopplungen dhnlich grof sind ist das Auftreten
eines Signals im HMBC mehrdeutig

rormocwiane  VOrlesung "Molekulare Biophysik'": NMR-Spektroskopie Peter ?;X\Pm'eder
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HMQC/HMBC

Ob ein Transfer stattfindet hdngt von der Graofe
der Kopplungskonstanten ab und kann auch durch die
Pulssequenz beeinflusst werden.

Mit Kopplungen < 1 Hz ist kein Transfer moglich.
Kopplungen tber eine Bindung sind grofer als ber

mehrere Bindungen.

1Ty = 276 Hz 1J,,,= 125 .. 200 Hz Ty =60 .. 100 Hz

“Juy=0.30Hz 27,.=0. 20 Hz 2T n=0 .15 Hz
3Jpuw=0..20Hz 37,.=0. 15 Hz 37.,n=0. 8 Hz
4\THH:O..3HZ 4JHC:O”2HZ 4JHN:O..1HZ
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HMQC/HMBC

Man kann sich zwei Varianten von heteronuklearen
zweidimensionalen Experimenten berlegen, je
nachdem welchen Kern man detektiert und welchen
man in der indirekten Dimension halt.

Das hat Einfluss auf die Auflosung, die erreichbar
ist, und auf die Empfindlichkeit der Messung.

In der indirekten Dimension erfordert doppelte
Auflosung doppelte Zeit, in der direkten Dimension
ist das kein Problem.
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HMQC/HMBC

Die Empfindlichkeit der Messung hangt von
mehreren Faktoren ab:

E A Magnetic Coil

Moment

@
000000 | o %
Spin Angular V

Momentum

NMRSg nal

S/N ~ (v,Bo) (va)(1/74B,)

Yy ~ 4 y., die Detektion auf Protonen bringt
also einen Faktor 8 I
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HMQC/HMBC
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= Heteronuclear Multiple

O

Ox

«— Oy

uantum Correlation

Ein Signal zeigt die
direkte Bindung
zwischen H und X an.

Die Kopplung zwischen H
und X ist nicht zu sehen,

wdhrend der Evolution

und der Acquisition wird

.entkoppelt”.

Peter Schmieder

e Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie FMP
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HMQC/HMBC

Im HMQC unseres kleinen Molekiils bekommen wir 8 Korrelationen von
Wasserstoffen zu Kohlenstoff im Aromaten-Bereich

ppm | | &

] ' 16
100 . 1

] ! [ 6 11 12
105 - 11& \

1 e o)
110 10 13
115? * . 5 14
120 e 4
125 - por ‘

] o |
130? | N z % Eg ﬁ
135 . : :

| Mehr Information g@ 0
140 1 . 714 . W

| liefert das HMQC | |
145 . 72 ] |

| erstmal nicht, es 8 % ; o
1504 bildet aber die |
1551 Grundlage zum HMBC @ o | g

7.5 09 | .

80 75 70 65 60 ppm

T T T T T T T T
7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 ppm

@ rnmoiseuian  \/Orlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie HEIF [S:;;\Pmleder'




66/96

HMQC/HMBC

Um die Spektren ganz zweifelsfrei zuzuordnen brauchen wir dann das
HMBC in dem Signale durch die kleinen, iiber mehrere Bindungen
reichenden Kopplungen erzeugt werden.

Signale durch direkte Kopplung versucht man zu unterdricken um das
Spektrum zu vereinfachen (das gelingt nicht immer perfekt !).

Im allgemeinen sind 2J und 3J Kopplungen grofl genug um eine Korrelation
zu ergeben, in bestimmten Situationen (bei glinstiger Struktur) kénnen
aber auch Kopplungen iiber mehrere Bindungen Signal ergeben.

Dadurch sind die Korrelationen mehrdeutig, in aromatischen Systemen
hilft die Erfahrung, dass 2J Kopplungen im allgemeinen kleiner sind als 3J

Kopplungen und die Signale dann schwdcher.
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HMQC/HMBC

= Heteronuclear MultipleBond Correlation

Die Unterdriickung von Signalen von den 1J . Kopplungen basiert auf der Grofle
der Kopplung und ist daher nicht perfekt. Es bleiben kleine Doubletts (da im
HMBC nicht entkoppelt wird), andere Signale zeigen Weitbereichskopplung an.

HMQC HMBC
Transfer via 1J 6X Transfer via "J
O 0 00 O
O'O = via IJHX
0 O 0 QO
0 Q0 O
o 0.0
O ———— Oy

Peter Schmieder
FMP




Erste Zuordnungen sieht man sofort

ppm 4

16 160

] ° ’ o ~ h
105 -

] ] ° <
110% o ® ' - < P> W—
15 o . . L <
1207: 0 ‘ @ ., _g'uo. o | (2)
125 P

] (-] [} ® L h
130 <

] - 8 C mit H, 6 ohne
135
140% . NH, o 16
1457E 2 AN y 12\ 7

\/N 10 13 e of §
1507: ’ . " 5 14
155

I I I T \ I I I
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HMQC und HMBC

Zuerst identifizieren wir
die 1J-Artefakte (x)

Dann ubertragen wir die
Info die wir aus dem
DQF-COSY und dem
HMBC bisher haben

LEIBNIZ-INSTITUT
FORF MOLEKULARE
FPHARMAKQLOGIE

Peter Schmieder
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T
7.1
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7.0\ 6.9
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HMQC und HMBC

Zuerst identifizieren wir
die 1J-Artefakte (x)

Dann ubertragen wir die
Info die wir aus dem
DQF-COSY und dem
HMBC bisher haben

LEIBNIZ-INSTITUT
FORF MOLEKULARE
FPHARMAKQLOGIE

Peter Schmieder

Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie FMP
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3->2
(=]
4-52 2
©0e &
4->8 3->8
@ (o]
4-59 2->9
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HMQC und HMBC

Um die Signale von
Position 1 bis 4
zuzuordnen gibt es zwei
Maglichkeiten, die man
beide durchspielen muss.
Hier die erste

LEIBNIZ-INSTITUT
FORF MOLEKULARE
FPHARMAKQLOGIE

Peter Schmieder

Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie FMP



ppm

110

115

120

125

130

135

140

145 -

, 2->3
3
©0e oD
2->8
3->b
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HMQC und HMBC

Hier die zweite, die
Reihenfolge von 1 bis 4
ist einfach umgekehrt,

weiter passen alle
Signale, aber die
chemischen
Verschiebungen von 5
und 9 sind vertauscht

LEIBN |Z-INSTITUT

FHARMAKQLOSIE

Peter Schmieder
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HMQC/HMBC
- O 16 Um zu entscheiden
\ hutzen wir die
10 13 chemische
: 5 14 Verschiebung aus
8 2 dem vorhergesagten
12 13 5 10 3 1154 9 14 11 16

13C-Spektrum.

Es passt nicht zu
100% zu unserem
Spektrum aber 5 und
9 lassen sich leicht
unterscheiden

150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 ppm

rormoceiane  Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie HEIF [S:;;\Pmleder'
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15->11 14->11

ppm
110 A
115
96
120 - »®
125
@ X eo
130
©0e @D
135 / 5 :10\ 14->10
" 11->10 1
140
11_>13 15_>13 14—>13
s s
| | | | | | ﬁ\ v\ | V\ |
78 77 76 75 74 73 72/71 7.0\ 6.9 67&3\ ppm
11->12 15-512 14-512
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HMQC und HMBC

Es fehlen aber noch die
Kohlenstoffe 12 -15,
Die lassen sich mit den
gleichen Argumenten
ebenfalls zuordnen.

LEIBNIZ-INSTITUT
FORF MOLEKULARE
FPHARMAKQLOGIE

Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie

Peter Schmieder
FMP



16 Damit haben wir *H und 13C
sicher zugeordnet, die
Vorhersage hat nicht genau
gestimmt aber geholfen

413 s 5 JL 3 1, 4
[ i I i I i I i I i I i I i I i I '
7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 ppm
5
o 12 13 8 10 9
1 12 ﬁ
\__{
4 b JU I S L. »JQWJMNMWJW

D D T T D
150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 ppm

LEIBN |Z-INSTITUT
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ADEQUATE

Die Mehrdeutigkeit im HMBC kann - vor allem bei der Strukturaufklarung
unbekannter Substanzen - problematisch sein. Um eindeutige Information
zu bekommen kann man das ADEQUATE-Experiment verwenden. Es beruht
auf 13C-13C-Kopplungen, die bei einer natiirlichen Haufigkeit von 1% nur fiir
0,01% der Molekiile auftreten. Das Experiment ist daher besonders

unempfindich und man benétig ausreichende Substanzmengen.

HMBC 1,1-ADEQUATE

14 1H 7 1
cl N | T) Tue

T
—BC— ¢ ¢ —C — BC Bf—Br—C
—
1JCC

@ rir moLExuLane Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie HALs [S:;;\Pmleder-
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ppm |
110 é
115 é
120 é
125 é
130 é
135 é
140 é

145

3->4
e 14->15
<D =
3->2
2->3
P
3 15->10
S
11->10

HMQC und ADEQUATE

Da hier nur die Nachbarn
als Signale in Erscheinung
treten konnen, ist die
Information ganz
eindeutig. Fehlende Signale
sind nicht so schlimm wie
mehrdeutige |

LEIBNIZ-INSTITUT
FORF MOLEKULARE
FPHARMAKQLOGIE

Peter Schmieder

Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie FMP
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HMBC (2)

Bislang haben wir als X immer 13C im Blick gehabt, aber
es geht natirlich auch jeder andere Kern, solange eine
nhicht verschwindende Kopplung zu einem 'H vorhanden
ist, °N und 3!P sind gute Beispiele.
Da 3!P ein ,Reinelement” ist, ist das sogar sehr
empfindlich, N ist aber auch mdglich.

HMBC

LAANE H~
N TN

X —n— X X — X — nX

e Vorlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie Peter rS:;X\Pmleder'




16 | Mit der !H Zuordnung kann man
die ®N-Signale auch leicht
zuordnen, damit die Zuordnung
aber auch absichern

11 14
41 (0] 16
3 15 2 iy 1 W
) \
ppm '
1 ’ 4 15 14
200 | 11-57 . 14->7
o l
15->7
220
|
240 | @
3->6 |
o M ' L“JJHLZ
I I I I I I [ " T (L L I B
7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 ppm 75 70 65 6.0 55 50 ppm

FHARMAKQLOSIE
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Zuordnung mit 2D-Experimenten

Zuordnung im richtigen Leben

/ oL 16
1 / u 12 i
2 9/& / \ ]
N / =20
5 /10 13
S
c \\ “:N/ —

o/ B

=105

=110

=118

-120

1247

—130

- 135

—140

—145

=155

— 4an

66 6 66 68 6
00 0 00 00 0
232 3 22 22 H
a8 8 88 688 8
HH H HH HH H
{‘1 1 11| 12 | (I
MR 75 70 65 60
4 | 2

wi
8028C18

-105
6028C11
6028C14

-110

-115
6028C15

=120

=125

1262

-130
6028C10

-135

10-H11

- 140

=145
+6028C13
6028C5
*6028C12

—150

68 8 88 88 6
00 o 00 00 0
‘ 22 2o a2 2
88 8 88 88 8
HH Ho HH HH H
I I I “Y ’l‘ 1‘ I e | I I 1 1!
WE s B2 76 74 7 70 68 66 64 62 60
4 »
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/N NH o)
HZN/NH ° CI4H11N3OZ
+ | > =\, \ w MW 253.26
Br o \ \N/
C14H13N;0 ')

MW 239.27 .

L

7.‘8 7.‘6 7.‘4 7.‘2 7.‘0 6.‘8 6.6 6.4 6.‘2 ppm‘ ‘
M M P oo s i ot WW
A JLRK f T T T T
TrTTrTrTrTrTrTTT T T
7.5 7.0 6.5 6.0 55

T T T T T T T T 1
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50  ppm

Tt T T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 ppm

@ rnmoiseuian  \/Orlesung "Molekulare Biophysik": NMR-Spektroskopie Peter i;}t\Pmleder




_ 85/96

ppm ppm ppm
] DQF-COSsY ‘ BC-HMQC BC-HMQC
62 - 100 o
d i 60 |
6.4 -
110
6.6 - 80 L
(I # 120 )
6.8 2 ' -
7.0 - 100 : 130
' . ‘ ° ° g L -]
" # P 1207 ) 140
7.4 - 6 " oo
140 150 4
7.6
160
7.8 160 4
8.0 T T T T T T T 170 T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 ppm 8 7 6 5 4 ppm 8.0 7.5 7.0 6.5 ppm
ppm ppm ppm
13C-HMBC 15N-HMBC . ADEQUATE
60 55 " 100
60 110 - © :
80 a L= ]
65| 120 < . °
100 - ¢ <
70 130 4
e P o B8
1204 -7 7 - 75 140
l o>
140 | ) ' 80 | | 150 -
- - M -4
85 160 -
160 |
s 7 6 5 4 ppm s 7 6 5 4 ppm 80 75 70 65  ppm
LEIBNI|Z-INSTITUT PeTer SChmieder
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NH,
15~ . .
& x Manuell dauert die Auswertung dann ein
¥ ﬁ(lOG.?D) . . .
B8 oo bis zwei Nachmittage, Software kann
H
19 . oo .
¢ . das (mit Datenbankunterstiitzung) in
. 2(97.06) H'?I;JG 8(119.57)
i il ¢ einigen Sekunden |
T3(149.29)
- ¢ 1‘1‘(5:i
1c= 7(117.92) 9(125.59) : (117.74)(6.76)
110133.76) SCH Paason / N )
~ 10(132.79) 132.79)7.4 133.76)(7.32)
(5(]1[17.74) H.C- %(153.98) l
7 1(55.51)(ob) .UG\%(I 12.97)(6.90)
149,29
C Shift XHn H Shift H Multiplicity Ccosy C to H HMBC Hto C HMBC HN _
(125.59)(7.09)
55511 CHsz 3.802 s 15398 \/ \\\
99.401 CH 6357 m 709 ne.s7 )'5 T l 06'79 ){ 632 )
106795 CH 6.32 dd (7.93, 2.44) 7.09 n9.57
n2en CH 6.902 d (8.54) 732 676 97.06, N7.74 / 153 98 % 144 .94
N ~
Nn7739 CH 6.758 m 732,746 69 97.06, 112.97,132.79 0 \ N] I
125588 CH 7.09 d (7.93) 632 99.40, 11957, 144 94,153.98 [9940}{636) 2
133759 CH 7.315 m 6.76,6.90 746 13279,142.29 (:‘.l:l:"I
9706 (o] 676,690 (55.51)3.80)
n797 G T46
S p— ACD/Structure Elucidator Suite Challenge
14929 £ 732,746
153.975 c 380,709
: , : : Peter Schmieder
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DOSY

Das DOSY (Diffusion Ordered SpectrocopY) ist eine
besondere Art von Spektroskopie, da es zweidimensionale
Spektren erzeugt, die auf einer Achse die Diffusionrate des
Molekiils anzeigen.

Die Diffusionsrate kann fiir unterschiedliche Untersuchungen
von Bedeutung sein, z.B. fiir eine Bestimmung von Grofie oder
Aggregation. Sie kann aber auch zur Untersuchung von
Stoffgemischen eingesetzt werden, wobei die Spektren der
im Gemisch enthaltenen Stoff nach deren Grofe getrennt
aufgetragen werden.

Das Experiment nutzt die Tatsache dass die Diffusion die
Molekiile durch das Probenvolumen bewegt, dessen
Magnetfeld durch Gradienten beeinflusst werden kann.

88/96
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DOSY

Ohne Diffusion konnen zwei Gradienten durch einen 180°-Puls
aufgehoben werden. Den 180°-Puls kann man auch in zwei Hdlften
teilen und dazwischen einfach warten das Diffusion passiert, z-
Magnetisierung ist langlebiger als x,y-Magnetisierung

90 180 90 90 180

'H I H I I H M“HWMWWW

6. _ & o
Peter Schmieder
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DOSY

Das Experiment wird nun mehrfach durchgefiihrt und dabei die

Gradientenstdrke zwischen O und maximal variiert. Man erzeugt

also eine indirekte Dimension mit Gradientenstdrke statt Zeit.
Die Zeit fiir die Diffusion bleibt dabei konstant.

90 180 90
i BN
™A .
G, o i 1
L] K
-V v
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DOSY

Die zu erwartenden Intensitdten ergeben sich aus den
Diffusionsgleichungen: I = I, exp [- D2 g% 8% (A - 8/3 - 1/2)]

400

I

350 ]

300

250 @

200

150

100

50 =

0 0,1 0,2 0,3 0.49 [T/m] 0,5

0

Das ist eine Gauss-Kurve: I = T exp - x g°
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DOSY
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Die kann linearisiert werden: I = I exp [- D y2g% 8% (A - 8/3 - ©/2)]

T=682(A-8/3-1/2)

- |n (I/IS

25
2
15
1
05

]

- In(T/L,)= D2 T~ g2

/

-0,0051203 + 14,129x R=0,99998

-

/./

o

e

'/{

Damit kann die
Diffusionskonstante
aus der Steigung

ermittelt werden

01

02

0,25

g2 [T2/m2]

Peter Schmieder
FMP



Ein praktisches Beispiel ist die Untersuchung zweier
Komplexbildner in D,0O, es sollte festgestellt werden ob die beiden

eine Komplex miteinander bilden

IH-1D-Spektrum

JLMJL&K LA

|
6 5 4 3 2 1 ppmr

% Gradien: 00 pseudo-2D-Spektrum

60 -

———— Gauss-Kurve
> 40 .
T T
5 4

0 T T T x T
7 6 2 - 1 ppm
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DOSY

Zur Auswertung wurde neben der linearisierten Gausskurve....

410-" 1 1 1 1 5 i | ; i
3.5 -ID'- a 4 1?455 [ ] |n|’4_1?455‘"
+ 4 22289 4 + |n(4_22289) >
310° 44 = s
_ L z &
2510 - -
[ ] & *

210" E a * .

5 s a3 3

- - *
1,510 * f 1 § L o
110 * S *
Y D'
>
510° B8z
@ -1 T T T T
0 i i I — — 0 500 1000 1500 2000 2500
0 10 20 30 40 50 G-quadrat
auch eine andere Art der Darstellung gewahlt
LEIBNI|Z-INSTITUT PeTer‘ SChmieder
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DOSY

Man kann die Gausskurven durch eine inverse Laplace-
Transformation in ein Spektrum mit Diffusionskonstante auf der

indirekten Achse verwandeln.

Diffusionskonstante

log(m#/s)

9.8 Py M J ﬁ‘

96 CS
wl 1 v CB6

92
9.0 - J _ .
88 - i U W WA PN i HDO

86 -

8.2 S

T T T T T T T
-8.6 -8.8 -9.0 -9.2 -9.4 -9.6 Iog(m2/s)

-8.0 T T T T I T
7 6 5 4 3 2 1 ppm Diffusionskonstante
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That's it

Fragen: schmieder@fmp-berlin.de

Scripte:

schmieder.fmp-berlin.info/teaching/vorlesung_mbph/vorlesung_mbph_scripte.htm



