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Das Programm

Beim letztes Mal
Peptide
DQF-COSY, TOCSY, Spinsysteme
NOE und NOESY, ROESY

sequenzspezifische Zuordnung von Peptiden

Strukturbestimmung von Peptiden

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Das Programm

Heute
Heteronukleare NMR an Peptiden
HMQC, HMQC-TOCSY, HMQC-COSY
DEPT-HMQC
Sequentielle Zuordnung mit dem HMBC

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Heteronukleare NMR an Peptiden

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR



Peptide: Heteronukleare NMR

heteronukleare Spektren

Transfer von Magnetisierung findet
zwischen unterschiedlichen Kernsorten
statt. Beide Frequenzachsen zeigen die

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
sich kein Signal.

Transfer
H X
o
o
o
8H 1 6H2 8H3

Vorlesung .Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie-
= Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung"

Peter Schmieder

AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

Durch die Ahnlichkeit der Aminosduren untereinander
ist Uberlagerung bei Peptiden trotz der Verwendung von

2D-NMR noch ein Problem.

Wie bei kleinen Molekiilen kann daher die Aufnahme von
heteronuklearen Spektren ein Ausweg sein.

Wegen der besseren Empfindlichkeit werden das immer
.inverse" Spektren, also solche mit Protonendetektion
sein.

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

Das zentrales Experiment ist dabei das HMQC, das auf
direkter Kopplung zwischen H und X beruht

1HJA A

nx ITI/Z 1,/2 I Entkopplung

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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keine chemische Verschiebung 3,

HN\QC Kopplung J,, entwickelt sich nur wenig

H |

A Ty

¢ I 1,/2 1,/2 I Entkopplung
Kopplung 1J . chemische Verschiebung &,
A=1/(21T ) keine chemische Verschiebung &,
typisch 3.5 msec keine Kopplung J .
W Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
B Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR
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¢ Ifl/z 1,/2 I Entkopplung
H, = e H e H cos ndyeA+ 2H, C, sin A
A = 3.5 msec, T,y = 140 Hz > T *A=05

cos tJyA=c0s05n=0,sintJ A=sin05n=1

aber keine Weitbereichskopplung
A=3b msec, JHC =B Hz — sin TCJHCA = sin 00175 n = 0.05

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR



Peptide: Heteronukleare NMR

1HJA A

nx ITI/Z 1,/2 I Entkopplung

o¢ 1

>

2H, ¢, = C2H,C,

Multiquanten =_ 511 ¢ cos 8, 1;+ 2H, C,sin 5. 1,

hicht detektierbar
0L, - 2H,C, cos 8 1+ ZHC, sin 3 1

10/90

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR



Peptide: Heteronukleare NMR

1HJA

nx ITI/Z 1,/2 I Entkopplung
2H, C,cos .1, 4 |- H cos 5, 1
- X ZCOS Cc '1 - y COS c "1

zu Beginn der Acquisition liegt Protonenmagnetisierung
vor, .moduliert” mit der chemischen Verschiebung des
direkt gebundenen Kohlenstoffs

11790

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

1HJA A

nx ITI/Z 1,/2 I Entkopplung

Wir schauen uns nun die homonukleare Kopplung J
nochmal etwas genauer an. Zu Beginn des Experimentes
hat sie sich nicht sehr stark entwickelt, denn es war nur
die Zeit 2A vorhanden. Mit der Zeit wird aber t; immer
ldnger und die Wartezeit zur Entwicklung von J, auch

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

1HJA A

nx ITI/Z 1,/2 I Entkopplung

nd ylA+t
Y

‘H

> -H, cos nJ,,2A+t; + 2H, C, sin nd |y 2A+T,
am Anfang: t; = 0, 2A+t; = 7 msec
nach 512 Experimenten 1, .., = 512*40 psec = 20480 psec
d.h. am Ende 2A+t, = 27.5 msec
d.h. am Ende kommt doch etwas zusammen und kann stdren,

kann aber evt. auch genutzt werden

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

Bei Peptiden gibt es wie bei kleinen Molekiilen das
Problem mit den ,.Zentralsignalen®

Auch hier ist eine Markierung mit 13C unrealistisch und
man kann das Problem lber einen Phasecyclus oder die
Anwendung von Gradienten lgsen.

Es gibt aber noch eine weitere Maglichkeit,
den .. BIRD"-Puls

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Zentralsignale resultieren T ~ 999 T ~ 1%
vonh Protonen an 2C ? 120 13¢

keine chemische Verschiebung 3.,
Kopplung J ., zu vernachldssigen

1HJA

¢ IT1/2 1,/2 I Entkopplung

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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99% lSC
Joc 0,5%
—
i i
On
99%

1% —
“ Die Signale missen irgendwie
Sy, entfernt werden

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
B Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR
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Wir wollen jetzt sehen wie das mit dem BIRD-Puls
bewerkstelligt werden kann

90, 180, 90_, . |
1 I A A I Keme. Oy ak’r.nv,
Jx ist aktiv
180, / A= 1/27
nX (fiir X=C A=3.5 msec)

Jyy hicht relevant

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

90, 180, 90.,
H I A (] a I
180,
nX
Qe .
H 22 H ol ) cos mdpA + 2H, X, sin 7 A

Wir wdhlen A = 1/2J 5 und erhalten 2H, X,

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

90, 180, 90

1HIA AI

X

-X

0 Hy, H_

180 be "ZHXXZ TCJHXA > _H

180° X, 4

Unterm Strich hatte der BIRD-Puls fiir ein Proton, das
an den Heterokern gebunden war keinen Effekt !

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

90, 180, 90,
1H A A : :
Was passiert mit
180 Protonen ohne
-
> Heterokernkopplung
90° H WA 180° H
I e _ HX _ X
H, Hy Hy 180 x_~ Hy
TCJHXA > Hy 900 H—X . _Hz

Hier ist der BIRD-Puls ein 180° Puls !l

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

Man kann die unterschiedlichen Effekte des BIRD-Pulses
aushutzen, um die Signale der nicht an den Heterokern
gebundenen Protonen zu unterdriicken
Dazu nutzt man auBerdem noch die Relaxation der Kerne

E
i ) Relaxation ist die Riickkehr der
e 1p> Magnetisierung in den von der
Boltzmann-Verteilung
\m o> vorgegebenen Ausgangszustand

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR



Nach einem 90° Puls sieht das so aus

22/90

90,
N
A Mz
1 /
0 \/
1 - e N\
00000
Hier liegt keine z- oboho
o o J
Magnetisierung vor |
W Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
B Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR
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Nach einem 180° Puls sieht das so aus

180,
N
A MZ
1 /
0 / 4 \
5
0000 P / \/ 00000
z-Magnetisierung wird Hier liegt keine z-
von + nach - gedreht Magnetisierung vor |

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
B Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR
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Protonen gebunden an X und solche, die nicht an X
gebunden sind relaxieren unterschiedlich schnell

05

-0.5

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Jetzt bauen wir

"SIl |  den BIRD-PUIs

nX ein
1
Protonen ohne
" Heterokern
: bekommen
| | : | | | diesen 90° Puls
TR I S | | | |
| ’ Protonen gebunden an X (oder' das ganze
i Pr'o’ronen ohne He‘rer'oker'n :
S Experiment)
S nicht mit |
W Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
B Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR



Peptide: Heteronukleare NMR

Der Trick mit dem BIRD-Puls kann generell fir alle
.inversen” heteronuklearen Experimente eingesetzt
werden und erlaubt auch ohne Gradienten eine
saubere Datenaufnahme.

Er funktioniert allerdings nicht beim HMBC, da dort

die gewlinschten Protonen nicht an 13C gebunden sind.

IHD HMQC HMBC
3¢ '— 120 — 12¢ 12¢ ‘Y_lz\c_A

26/90

F W Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder

Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR



ppm
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3C-HMQC von F3-008

c0- - D-Pro Phe
Trp —— Lys(Z)
Aromaten

rVP

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie-

Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung"

Peter Schmieder
AG NMR
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ppm

25

30

35+

40-

45

50

55—

60

11 Seitenketten-C F3-008
et oo: D-Pro Phe
° o Phe Phe
"3
Trp — Lys(2)
, Uberlagerung
°| 6o wird weitgehend
S5 o0 45 40 s 30 28 20 15 20 aufgelost

rVP

Peter Schmieder
AG NMR

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie-
Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung"
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ppm |
F3-008
110
‘ { exn- ]

27 D-Pro Phe
114
116 —
1184 == < Phe Phe
120 — =
122 °
124 i Tl"p - LYS(Z)
126 —
128 - e .
o ] - Bei den Aromaten
152 kann es aber noch
134 < . .

74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 ppm immer eng sein

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
B Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR
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BN-HMQC von F3-008

Ppm
Lys-Seitenkette ¢ Das klappT auch mit
- 70 X = 15N
\ 5‘”0 D-Pro Phe
(I :
o 2_120 Phe Phe
Indol-HN g
\ - 130
| Trp —— Lys(Z)
"""" m w0 9 8 7  ppm

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
B Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR
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Erweiterte HMQC-Experiemente

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

Um die gute Auflésung der heteronuklearen Spektren
fiir eine Zuordnung der Spinsystem verwenden zu
konnen erweitert man das HMQC....

IHJA A

nx ITI/Z 1,/2 I Entkopplung

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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..... auf das HMQC-TOCSY. Eine Kombination von HMQC

und TOCSY
1H J A A TOCSY
¢ Ifl/z 1,/2 I Entkopplung
< > < >
HMQC TOCSY

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR



1HJA

Peptide: Heteronukleare NMR

TOCSY

"X

IT1/2 t,/2 I

WWW%

Entkopplung

Am Ende des HMQC liegt ja hauptsdchlich in-phase
Magnetisierung vor. Die wird nun nicht detektiert
sondern mit einer TOCSY-Mischsequenz iiber das ganze
Spinsystem verteilt und erst anschliefend detektiert.
Magnetisierung die von J resultiert wird unterdriickt.

34/90

rVP

Vorlesung .Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie-
Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung”

Peter Schmieder
AG NMR
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ppm

30

40-

50

60

704

80

90

1004

1104

120

130

HMQC-TOCSY
von F3-008

D-Pro Phe

Phe Phe

Trp — Lys(2)

rVP

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie-
Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung"

Peter Schmieder
AG NMR
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ppm

P KL pmQe-Tocsy

° -] ©0® O ©=———
30- -] ) °¢p ° e e VOn F3—008
I R ® “g88 8 8=
35| D-Pro Phe
407 06 ’ °°:° ° ‘ ‘
4] ° L °°® ° o= Phe Phe
Trp — Lys(2)

60 - (-] -] 00 © o ==

Bereich der

o8 o0 4% a0 a8 a6 2% 2o s 1% pem Aliphaten
Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
B Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR



ppm

25

30

35+

40-

45

50

55

60 —

Aminoprotonen

° 0 0 oo oo
0 [ ° 0000
0 (-]
[} 0 0 (XX
! (I | 88086
0 0 [
(] 00
[] 0 00
° 0 ’ 0 009 o o
0 ° ° 0 000
] 00
o ° ° o
°e o °
] o0
[ ] [N
I I I I I I I
7 6 5 4 3 2 ppm

HMQC-TOCSY
von F3-008

D-Pro Phe

Phe Phe

Trp — Lys(2)

Auch die HN
lassen sich so
ablesen

37/90

rVP

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie-
Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung"

Peter Schmieder
AG NMR



Peptide: Heteronukleare NMR

1HJA

"X

IT1/2 t,/2 I

HMQC-COSY

Entkopplung

Es kann aber auch von Bedeutung sein nur einen

38/90

.Schritt” im Spinsystem weiterzugehen, d.h. nur uber 3

Bindungen von einem Proton zum ndchsten. Das gelingt

mit dem HMQC-COSY

Vorlesung .Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie-
= Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung"

Peter Schmieder
AG NMR
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Entkopplung

Wie funktioniert der
COSY-Schritt ?

>
|

| IR

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

J a2 t/2 || t/2 a2 I

-Hly CoSs TCJHH(A"'TI) + ZHIXHZZ sin TCJHH (A"‘Tl)

M» -Hly CoS TCJHH(A"'TI) + 2H12H2x Sin TCJHH (A"‘Tl)
Wir haben oben schon gesehen das A+t; recht grof
werden kann. Zudem kennen wir die Situation schon vom

. hormalen” COSY

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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J a2 t/2 || t/2 a2 I

Wir bekommen zwei Signale fiir die beiden Protonen,
haben aber einen Phasenunterschied von 90° und miissen
eine Magnitude-Rechnung durchfihren

) wL

-300  -600  -900 900 600 300 [ -300  -600  -900 900 600 300 0 -300  -600  -900
Hz Hz

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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pPM]

15—f
20
26
30—3
35—f
0
45—3
50—f
55—5
60

65 -

HMQC-COSY
von F3-008

D-Pro Phe
Phe Phe
\ \
Trp — Lys(2)

rVP

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie-
Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung"

Peter Schmieder
AG NMR
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Das DEPT-HMQC

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Was beim Zuordnen auch hilfreich sein kann, ist
Information iiber die Multiplizitdt der Kohlenstoffkerne

Nl

DEPT | | H

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
B Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

Kann man die DEPT-Sequenz und die in ihr enthaltene
Information irgendwie in ein inverses Spektrum einbauen ?

1HIA

s s

Entkopplung

X

p—

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

DEPT-HMQC

AR
>
>

IH JA A

nX I t,/2 1,/2 I Entkopplung

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR



A
>
>

IH J Al a
o N“
N /I/ 112 £,/2 I Entkopplung

keine chemische Verschiebung wie beim HMQC

Um das DEPT-HMQC zu verstehen missen wir uns die
DEPT-Sequenz nochmal anschauen

47/90

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR



Peptide: Heteronukleare NMR

90 180,

1HIA

eY
A % A | Entkopplung
180,

90,

x| —

48/90

Das Vorzeichen der Signale hdangt vom Editierpuls 6 ab.

0 = 450 CH +, CHZ +, CH3 +
6= 90° CH +, CH, 0, CH, O
0 = 135° CH +, CH, -, CH; +

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR



49/90

Peptide: Heteronukleare NMR

90, 180, 0,

IH I A A % A | Entkopplung
90, 180,

nX I

— 2H,C, —>* Multiquanten ||

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

Von hier ab missen wir fir die unterschiedlichen
Mulitplizitdten getrennt rechnen, wie beim DEPT auch
schon. Was aber jetzt schon auffdllt ist, dass wir die

Multiquanten, die wir im HMQC benutzen um in der
indirekten Dimension die chemischen Verschiebung des
Kohlenstoffs aufzuzeichnen, schon erzeugt haben.
Im DEPT werden sie in detektierbare Kohlenstoff-
Magnetisierung verwandelt.

Wir nutzen sie jetzt fiur ein DEPT-HMQC

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

H fa]] s A

nX I t,/2 1,/2 I Entkopplung

=

AR
>

CH : Es gibt keine weitere H-C-Kopplung

T OH
2H,C, "M 2H,C, — " 2(H,cos8- H,sin6)C,

=2H,C,cos60-2H,C, sinbd

nd
s 2 H,C,cos0+ C, sin®

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

H fa]] s A

nX I t,/2 1,/2 I Entkopplung

C, sin® Das kennen wir schon, das wiirde jetzt im
DEPT detektiert

=

AR
>

2H, C, cosB+C, sin®

2 H, C, cos® Das sind die Multiquanten, die wir im Rest
der Sequenz verwerten kénnen

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

CH, : Es gibt eine weitere H-C-Kopplung

nd A O H
2 Hyy €, 5 4 H Hy, € oo

4 (H,, cos0-H;,sinB) (H,,cos0+ H,, sinb) C,

=4 H, H,,C,cos0 cosb6-4H;,H,,C,sind cosO
+4 H, H, C,cos0 sind -4 H,H,C, sinbd sind
el , 2 H,, €, cos8 cosB+C, sind cosO

+4 Hy, H, Ccos0 sind - 2H,, C, sin® sind

Das gleiche bekommen wir auch nochmal von H, aus

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

£0s0 cosO+ C, sin cosHO

Von Hl
+ 4 Hy, Ho €5€05 B SIN0 - 2 Hy, C, 5in6 sin 6
C,cos0 cos6+C, sinb cosH
Von H, XY T
+4/Ha,|—l_,,&xeost) sino sin® sin®
C, sinfh cos®  Das wirden wir im DEPT detektieren

Im DEPT-HMQC bekommen wi
2 Hy €, cos0 cosO-2H;,C, sinb sin6
=2 Hy, €, (cos B cos6-sinb sin®) = 2 Hy, C, cos 20

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR




Peptide: Heteronukleare NMR

CH; : Nun sind es zwei weitere H-C-Kopplungen

nd A O H
2 Hy €, 75 8 Hy Hy Hyy €, g

- 8 (H;, cos6-Hy,sinB) (H,,cos0+ H,, sin0) x
(H3,cos 0+ Hs, sinB) C,

Damit entstehen 8 Terme durch Multiplikation

55/90

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

= -8 HyH;,H3,C, cos® cos0cosH
+8 Hy,Hy, H3, €, sin6 cos® coso
- 8 Hy, Ho H3, €, cos 0 sin® cos
+ 8 Hy, Hy H3, €, sin6 sin® cos 6
- 8 Hi, Hy, H3, €, cos B cosOsin®
+8 Hy, Hy, H3 €, sinB cos 6 sin®
- 8 HixH,, H3 €, cos 6 sin6 sin®
+8 Hy, Hy Hs €, sin0 sin6 sin®

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

td A

2 Hi, C,cos0 cos0cos0

+C, sin® cos0O cosH

+ 4 Hy, Hy €505 0 sin6 cos 0

- 2 H,, C, sinB sin® cos6

+Wosesin0

- 2 H;3, €, sinB cos 6 sin6
- 8 Hi, H, Hsx&5T0S 0 sin® sin®
- 8 H,, Hsx €510 sin6 sin6

Und das ganze wieder von 3 Protonen !

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

Hier finden wir unseren DEPT-

C.sin® cos0O cosO ;
x SINBY C0SH €O Term wieder

2 Hy €, cos0 cos0coso
-2 Hy €, sin6 sin6 cos 6
-2 Hy, €, sin® cos O sin®
= 2 H,,C (cos’0 - 2 sin“6 cos0)
= 2H,,C, (3/4 cos 30 + 1/4 cos0)

Im DEPT-HMQC ergibt das

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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| \ 2
Beim ,klassischen™ | I \\“/N\/ \
DEPT sah dasso - ¥ A

| 20
e ") A

-0.6

CH : Sir} 0 Niitzliche Pulswinkel sind
CH, : sin® cos® hier 45°, 90° und 135°

CH; :sin® cos 6 cos 6

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Beim DEPT-HMQC |
ergibt sich etwas

anderes
CH : cos 0 Nitzliche Pulswinkel sind
CH,: cos 20 hier 60°, 90°, 120 und 180°

CH;: 3/4 cos 36 + 1/4 cos 6

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
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I3C-DEPT-HMQC (180) von F3-008

ppm]
25 ~
30 —
35 —
40 —
.
50 —
55 -

60

Das ist wegen der
dhnlichen
Aminosduren gut
geordnet

b D-Pro Phe

Phe Phe

- Trp —— Lys(Z)

rVP

Peter Schmieder
AG NMR

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie-
Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung"
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Unser normales Peptid, F3-008, eignet sich nicht gut um
das DEPT-HMQC zu demonstrieren, deshalb nehmen wir
hier eine anderes Peptid, retro-VDA-008

- _— : £ a P
D-Ala Phe *T: cHy M e, g oi_’ P :ﬁ\;‘/;:
- N
B Ala, Alanine M val, Valine B Phe, Phenylalan
Phe Trp
BN o gilex
: I i I
B Lys, Lysine l B Trp, Tryptophian

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
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3C-DEPT-HMQCs von VDA-008

ppm

20 -
25
304
35 -]
40}
45 -}
50 -
55-f
60 -}

65

60°

5.5

T
5.0

]
4.5

T
4.0

T
3.5

T
3.0

T
2.5

I
2.0

T
1.5

1.0 ppm

7N VAN /

)\

NG

YAV,

SN\
ANV4

D-Ala Phe
Phe Trp
\ \
Val — Lys(2)

rVP

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie-
Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung"

Peter Schmieder
AG NMR




3C-DEPT-HMQCs von VDA-008
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ppM

25

30

35

40 -]

45

50

55

60

65

70

1 90°

20

LR e

)\

\E//

N

T T T T
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

_ SN\
ANY/Z4

D-Ala Phe
Phe Trp
\ \
Val — Lys(2)

rVP

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie-
Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung"
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3C-DEPT-HMQCs von VDA-008
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ppm

20
25
304
35
40

45

60

65

70

50 -

55 |

120°

N PN

JER)

\/

SN/

5.5

T )
5.0 4.5

| | I I I I T
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

u
u
|}
a
]
100 ] 1
n
|}

AVAY
VAV

D-Ala Phe
Phe Trp
\ \
Val — Lys(2)

rVP

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie-

Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung"

Peter Schmieder
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3C-DEPT-HMQCs von VDA-008

66/90

ppm

20
25
304
35
40

45

60

65

70

50 -

55 -}

180°

AN 7N

AR N
IER\WAN

o ? /\
-1
a 50 100

VAVaV
e

A/

D-Ala Phe
Phe Trp
55 50 45 35 30 25 20 15 1.0 ppm VC(I _ LYS(Z)

rVP

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie-
Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung"

Peter Schmieder
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Das HMBC bei Peptiden

Sequentielle Zuordnung

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

Alle bislang vorgestellten heteronuklearen Experimente
basierten auf dem vorliegen eine direkten 1H-X-Kopplung.
X-Kerne, die kein Proton tragen, werden nicht
detektierbar sein. Dazu muss man sich wieder der
Weitbereichskopplungen bedienen, das Experiment der
Wahl ist dann das HMBC

ITD HMQC IT HMBC

=X —X X — X — X

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
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Peptide: Heteronukleare NMR

Beim HMBC wird eine lange Wartezeit zur Entwicklung
der meist kleineren Weitbereichskopplung gewdhlt, die

heteronukleare Kopplung wird nicht refocussiert und es
muss eine Magnitude-Rechnung durchgefihrt werden.

H J A t,/2 | |1,/2
13¢ I I

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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13C- HMBC
von F3-008

pPmM

20 i s

40 £ | .

60 - - ] NER e

Aliphaten .

80

100 -

i Aromaten o~ A 3

140 Twe b

1604| Carbonyle §
""""" TN A RN T TS5 B AR BT BT AR AR RN BT L T A i i Tl R
11 10 Q 8 7 o} 5 4 3 2 1 ppm

Vorlesung .Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie-
Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung"

Peter Schmieder
AG NMR



71/90

Der Aromatenbereich des 13C-HMBC dient zur Zuordnung
von quartdren Kohlenstoffen in den aromatischen Ringen

ppm ppm

110 0 110~ - o

115 115
o o

120 0 120

] on
125 " 125

on

“ ¢ o®d o ]
130 - 130
135 - 135
o0 [ ] ]
140 140 -
T T T T T T T T T T T T T T T
80 75 70 ppm 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 ppm

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
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Im Falle von unserem Modellpeptid, F3-008, gibt es
Tryptophan und Phenylalanin

3JHOLCY O BJHOLCY O

OH ‘ S, / OH
o NH
3J HBcod

72/90

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
B Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR



Die Zuordnungen von quartaren Kohlenstoffen in den
aromatischen Ringen lassen sich dann leicht ableiten

ppmM

ppm

HMQC HMBC
L3 Q— S R - Trp-Cy
] . ]
120 1 ° 120 1
N s Tr‘p—CS
125 g 125 . TF‘p-CS
130 1 130 1 $o® w
135 135 i e w
- e ®

140

T T
80 75 70

ppm

140

T T T T T T T T T T T
44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24

1
ppmM

73/90

rVP

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie-
Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung"

Peter Schmieder
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Noch wichtiger ist aber das HMBC bei Peptiden im
Zusammenhang mit den Carbonyl-Kohlenstoffen
Wie grof} sind denn hier die Kopplungskonstanten ?

R H
\/
c H H O
\ / | |
C N C
/ \C/ \C/
| [ VAN
H O H—C H
\
R

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
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Die Kopplungskonstanten ausgehend vom Aminoproton

/C\/\ &7"

3T Ngo hat eine
H O H— C H Karpluskurve

\
R

75/90
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Die Karpluskurve fir 3Jngo hat die Gleichung
B\THNCO =b.7 COSZ((I)-].SO) - 2.7 cos ((I)-180) + 0.1

10—

| ‘ryplsche
Ber'elche fur' ;

76/90

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
B Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR



77/90

Der Bereich der Aminoprotonen sieht dann so aus, alle
Korrelationen via 2J sind zu sehen, nur eine via 3J, die
kommt von F6

" | HMBC von F3-008
von -
168 - 0 D-Pro Phe
1704 . Phe Phe
172 . e
F2 K4 F3 W5 F6 Trp — Lys(2)
I e Y
84 82 80 /78 76 74 ppM
W Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Die Kopplungskonstanten ausgehend von aliphatischen

Protonen
R H
\
c\ H H 0
\/ | |
N C
C
| *Jhseo | N

ap.: 10 Hz O 3J\juco hat eine
Karpluskurve
sc.: 1 Hz

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
B Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR
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Die Karpluskurve fir 3J ..o hat die Gleichung
3T Loco = 9.0 cos?(¢+120) - 4.4 cos (¢ +120) - 0.8

14

1 |

10 F

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
B Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR
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Der Bereich der aliphatischen Protonen sieht dann so
aus, alle H* auBer K4 zeigen 2 Korrelationen, es ist auch
fir jedes HP eine Korrelation zu sehen, damit kann man

die Carbonyle eindeutig einer Aminosdure zuordnen

PPmM
168 - . " a ' HMBC von F3-008
170
‘ H . ? i 3 "o
172
L L O D R E N IR
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppPmM
Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Peptide: Heteronukleare NMR

Basierend auf diesen Kopplungskonstanten kann man im
HMBC nicht nur die Carbonyl-Kohlenstoffe zuordnen
sondern auch eine sequentielle Zuordnung machen.
Wegen der kleinen Kopplungskonstante zwischen HN und
dem eigenen Carbonyl, nimmt man noch das DQF-COSY mit
dazu, dass eine Korrelation von HN zu H* bietet.

R /H (”3 R\
\
C N C
N/ \|C|;/ \ y \N \ﬁ/
O R O

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
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Damit ergibt sich ein neuer ,sequential walk®

O

2J 2J 33 o 2J 2T N
1 Hocco> |_|Nco> 2 HaH HOCCO H CO

JHaHN

°J Hoco o J HNco> 4 —HHS, 3J HaHN

82/90

R H H O R _H H O
\ / | I |
e \\C;N 2//"\\‘N/§\\CZN¥‘/C
| R/ H Il—l él) R/ ,

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
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Mit richtigen Spektren sieht das so aus

pPmM B = Wﬂ L 3
1 K4 - ' K4 r - % "
3.5 7 = o B W
] 2 P1
wi B w5 £ 6 B -
i ] F3 -~ | | s A Pe
b Fél r 4 B u
5‘0 ; [ [ | I I I | i = T =] T =t T | S | » ¥
8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 ppm 4.5 40 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 Pem
ppm B
168 - ) —> 0
170
¢ 0« | 4 Wi T
' ¢ Rl ¢
172
8.|4 8 I2 8 IO 7.|8 7 l(') 7 |4 l ppm 4.5 4.:3 3.I5 3 lO 2 |5 2.0 1 I5 1 I0 Ppm
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rVP

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie-
Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung"
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Von K4 in die andere Richtung

pPM; [ o® ® e
] K4 . K4 r - = =
35 = ™ & B s
i F2 P1
L B = W5 - . @ -
] = » %
45
b F;é 4 B a5
510‘\ T | T | | [ = ] A b T T i T T
84 82 80 78 76 74 ppm 4.5 40 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0  ppm
ppmM ]
168 - 0 ' | ‘ '
170 .
A A Tm M .' N '
172 v v " '
84 82 80 78 76 74  pom 45 40 35 30 25 20 15 10 ppm
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rVP

Vorlesung .Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie-
Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung"
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Peptide: Heteronukleare NMR

Die sequentielle Zuordnung tber das HMBC hat den Vorteil
von Abstdnden durch den Raum unabhdngig zu sein.

Es kénnen nur Signale der benachbarten Aminosduren
auftauchen wdhrend beim NOESY je nach Struktur viel
Aminosduren als Signalpartner moglich sind.

Nachteil ist die schlechtere Empfindlichkeit der HMBC und
die schlechte Signaldispersion im Bereich der
Carbonylsignale, die nur tuber wenige ppm verteilt liegen

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Ein HMBC kann auch mit °N als Heterokern aufgenommen
werden, allerdings sind die Kopplungen meist sehr klein und
die natirliche Hdufigkeit ist sehr gering

/ JHaN ~1Hz ||
N
N
| e \
H —
3JHocN hat elne
Karpluskurve R

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
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Die Karpluskurve fir 3J .\ hat die Gleichung
3T on = -D.1 cos?(y-120) + 2.2 cos (y-120) + 0.9
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Die meisten Stickstoffatome sind ja schon

zugeordnet, hier findet man nun auch das von Prolin,

das S/N ist wie zu erwarten schlecht

ppm
100
< ]
105 - -*O . q°
n‘,. R 1
110 * 00
115
120 — e o’
125
»» «— Pro-N
) I | | | | | 1 1 ) I
12 1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
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Zusammenfassung

Was haben wir uns heute angeschaut:

Heteronukleare NMR an Peptiden
HMQC, HMQC-TOCSY, HMQC-COSY
DEPT-HMQC
HMBC

Sequentielle Zuordnung mit dem HMBC

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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That's it for today

Ndchstes Mal:
Bestimmung von Kopplungskonstanten

am Beispiel von Peptiden

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR



