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Das Programm

Beim letztes Mal

Heteronukleare NMR an Peptiden

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

Heute

Methoden zur Bestimmung

von skalaren Kopplungskonstanten

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

von skalaren Kopplungskonstanten

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

als strukturelle Parameter

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

3JE :15,8 Hz

3J,=12,3 Hz

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR
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axial/equatorial

m/H m/H m/H
H | H H |

6=60° 6=180° 6=-60°

37.,=2-5Hz  3J,_=7-12Hz 37, = 2-5 Hz

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

H 0=60° 0=180° 0=-60°
H H 3J(60) = 3.5 Hz
37(180) = 14 Hz
3J(-60) = 3.5 Hz

H 3J(60) + 3J(180) + 3J(-60)

3 = =7
J o 3 Hz

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

stereospezifische Zuordnung

B(PV'O -R) B(pr‘o -R) H[3(pr'o—R)
H,
B(pro -s) C B(pr‘o -S) y HB(pr‘o—S)
N
X1 = ‘600 A1 - 1800 X1 - 600

Aufgrund der unterschiedlichen sterischen Anspriche der
Reste sind nicht alle drei Konformationen gleich populiert

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

HB(PF‘O'R) HB(pr'o—R) HB(pro—R)
N ¢ H, N C H,
Cy HB(PPO'S) CY I—'lB(pr'o—S) CY HB(pr'o—S)
a C' N
PI PII PIII
0<P.<1 J,=2PxJ

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

ap = antiperiplanar H
sc = synclinal B(pro-R)
3T(Hy-Hp)ep = 13.6 Hz
HB(pro-S)
H,

3J(H,-Hy)s. = 2.6 Hz

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

-
H
X

B(pro-R)
C' P - 3J(HOL-HB)DF'O-R B 3J(Ha-HB)SC
1 i 3J(Hoc-H[3)ap - 3J(Ha_HB)SC

“ P - 3J(HOL-HB)DI"O-5 - BJ(HOL-HB)SC
T 3T(HHy)e - 3T(H,-Hy)se

H., N
EiH Prrr=1-Pr-Ppg
C B(pro-5)

C Pachler-Gleichungen

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
B Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR
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Da man aber bestimmen mochte welches der Protonen pro-
R und welches pro-S ist (stereospezifische Zuordnung)
braucht man weitere Information.

Die kann aus heteronuklearen Kopplungen kommen, fir die
sich ein dhnliches Bild ergibt wie fir die homonuklearen

Hgoro-r) Hg(oro-r)
ST(N-Hy),, 3T(C-Hy),,
Hg(ro-s) Hg(pro-s)
N 4/31T(N—HB)SC ¢ 4/?:Jr(c-HB)sc

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



stereospezifische Zuordnung
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PIIHOL Hs(pro-Rli‘ P = 1Py P
AT A by e L s IC ),
c 3J(C-Hy)gp - 3T(C-Hp)s
PIIIN HB(pro-R(): | . 3T(C'-Hy)pros - 3T(C-Hy)e.
:651 3T(C-Hp)ep - 3T(C-Hp)s
Cy HB(pro-S)

Pachler-Gleichungen

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



stereospezifische Zuordnung

Hp(pro-R) Hp(pro-R)
Hp(pro-s) Hp(pro-s)
N C
3T(N-Hy),, = -5.5 Hz 33(C-Hy)q, = 10.0 Hz
3T(N-Hg),. = -0.4 Hz 3J(C-Hp)sc = 1.0 Hz
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Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR
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J-Kopplung als Strukturparameter

Mit vier Kopplungskonstanten kann man eine
stereospezifische Zuordnung durchfiihren

3J(H,-Hg); = 3.3 Hz 3J(C-H;p), = 6.4 Hz
3T(H,-Hgp), = 11.4 Hz 3J(C-Hp), = 3.4 Hz
wenn HBI = HB-pr'o-R wenn HBI = HB-pr'o-R
P:=6% Pr=13%
P = 80% P = 60%
Prrr=14 % Prrr =27 %
wenn HBI - HB—pr'o-S wenn HBI - HB-pI"O-S
P; = 80% P;=13%
PII = 6% PII =27%
Prrr =14 % P = 60 %

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



17/100

Karpluskurven

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

H (0+4) " Karluskurven geben die
C Abhdngigkeit eine 3J-
Kopplungskonstante vom
Dihedralwinkel an.
C Die allgemeine Form der
H Karpluskurve ist

3J = A cos?(¢ + A) + B cos(p+A)+C

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

Karpluskurven

3J = A cos?(¢ + A)+ Bcos(p+A)+C

3T = A'cos 2(¢ + A) + B' cos(p + A) + C

12

1m

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

Um die Parameter der Karpluskurven zu bestimmen wird am
besten eine Eichung durchgefihrt, bei Peptiden und
Proteinen mittels einer Rontgenstruktur

.'__._I__I__L_.__L___J_. PP SRR R AR L s L R el n___A_'
10; ., o 1
e * Eichung fiir
. " . :
j / 3 4. .- | B‘THNH“ mit der
Uk . g | I .
o] e ey Rontgenstruktur
o i e A s j von BPTI
-160° -120° 80° -4L0 ¢ 0 40 80 120 160
'IJ[O 1é0 140 Ig'ﬂ : 5[O° 20 2|0 60 1&0
s
Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Karpluskurven

Eine Karpluskurve bei Peptiden ist die fir die Kopplung
zwischen dem H, und dem H,

3JH0L HB = 95 COSZ X1~ 16 CoSs A1t 18

HB(pro-R)

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

Wenn wir in diese Karpluskurve die Werte fiir
antiperiplanar und synclinal einsetzten ergibt

37 =95 cos?y,;-16 cosy,; +1.8

3T 4p = 9.5 cos?(180°) - 1.6 cos (180°) + 1.8 = 12.9
3T 4p = 9.5 c0s?(60°) - 1.6 cos (60°) + 1.8 = 3.4

Die Werte sind anders als die oben
verwendeten und ein Problem bei Karpluskurven
ist nach wie vor deren Genauigkeit

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

Bei Peptiden kann man mit Kopplungskonstanten und
Karpluskurven die beiden Dihedralwinkel ¢ und
bestimmen bzw. einschrdnken

C‘ i Hoc
(I) (i) N N(i+1)

C (i-1) O

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Im Fall des Dihedralwinkels ¢ gibt es im Prinzip 6
Kopplungskonstanten

C.
o ~fop,
CB HOL
. 37 .
Ciy) cc

4 davon sind ohne Isotopenmarkierung zugdnglich

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

Im Fall des Dihedralwinkels v gibt es im Prinzip 3

Kopplungskonstanten
H
’ N(i+1) 3J‘HOL N
C T onn
C N
B (i) 3JN N

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

Die am meisten verwendete Kopplungskonstante fir
den ¢-Winkel ist 3T o

Dementsprechend oft ist sie kalibriert worden
3T = A cos?(¢p - 60) + B cos(¢p - 60) + C

C
¢ O H, A=94,B=-11,C=04
oder
o) H,  A=64,B=-14,C=19
C1)

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



Das zeigt die Fehlergrenzen mit denen man auf jeden
Fall wird leben missen
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12— — 77— |
[ 3J = 9 4 cosz(d) 60) - 1 1 cos((b 60) + 0. 4
! 37 = 6.4 cos?(¢ - 60) -1.4 cos($ - 60) + 1.9
0 | . | 1 | | . | l
150 -100 50 a 50 100 140
Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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C'.
(I) (i) N
Die Karpluskurven fir den ¢-
Winkel sehen dann so aus

Ciy)

3T N o = 9.4 cos?(p - 60) - 1.1 cos(¢ - 60) + 0.4
3T Ncp = 4.7 cos?(dp + 60) -1.5 cos(d + 60) - 0.2

3TN = 5.7 cos?(p - 180) -2.7 cos(4 - 180) + 0.1
3T o o= 9.0 cos?(¢ + 120) -4.4 cos(¢ + 120) - 0.8

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

Die Karpluskurven fir den ¢-
Winkel sehen dann so aus

Cy
Ciy)

3JHN Ho

S3THN ¢

3JHOL C

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Y Die Karpluskurve fiir den -
Winkel sieht so aus

3T, = 5.1 cos?(y - 120) + 2.2 cos(é - 120) + 0.9 |

-140 -100 -50 0 50 100 150

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

“Certainly with our present knowledge, the person
who attempts to estimate dihedral angles to an
accuracy of one or two degrees does so at his own

peril.”

M. Karplus, J. Am. Chem. Soc. 85, 2870-2871 (1963)

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

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Die Bestimmung der Grofe von Kopplungskonstanten ist
im Prinzip sehr einfach, sie kénnen aus 1D-Spektren
oder Spuren von 2D-Spektren abgelesen werden

J=20 Hz J=20 Hz
in-phase l
anti- phaseY

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
B Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR
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Probleme treten aber dann auf, wenn die
Kopplungskonstanten in der gleiche GroBenordnung wie
die Linienbreite der Signale liegen

in-phase anti-phase

I I I I I I I L] I I L] I I L]
B0 20050 0 0O -10 -20 -30 Hz 30 20 10 0 -10 -20 -30 Hz

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
B Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR
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Im in-phase-Fall addieren
sich die Signale zwischen
den Maxima auf, die
Maxima rutschen nach

Jﬁz innen und die Kopplung
erscheint kleiner als sie
wirklich ist

I I I I I I I
B0::z::20::::::00 0 -10 -20 -30 Hz

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
B Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR
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Im anti-phase-Fall l6schen
sich die Signale zwischen

3'0 2I0 10 0 10 -ZIO -.?:0 Hz den MGXima GUS, die
J=21 Hz :
Maxima rutschen nach

auBen und die Kopplung
erscheint grofler als sie
wirklich ist

L] 1 1 L] L} 1 L]
30 20 10 0 -10 -20 -30 Hz

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



Methoden zur Bestimmung von
skalaren Kopplungskonstanten

unabhdngig von der Linienbreite

37/100

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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3 Methoden wollen wir uns hier anschauen

3J e Nach Kim/Prestegard
E.COSY

HETLOC

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
B Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR
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J-Kopplung: Kim/Prestegard

Die Methode nach Kim und Prestagard dient der
Bestimmung von 3J . Kopplungskonstanten aus DQF-
COSY Spektren.

Voraussetzung ist die Gegenwart von nur einer
Kopplungskonstante (keine passiven Kopplungen) unter der
Annahme das Lorentzlinien vorliegen.

Lit:
Y. Kim, J. Prestegard
Journal of Magnetic Resonance 84, 9-13 (1989)

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Lorentzlinien mit "absorbtivem” und “dispersivem” Teil
haben wir schon kennen gelernt:
S (Q)= A(Q) +i D(Q)

(1/T),)
A(Q)=
(1/T,)2 + (Q - Q) JL

(Q - Q)3 /\ Q.

(1/TR)7 + (Q - Qo) o

D(Q)=

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Im Falle eines Antiphase-Signals aus eine DQF-COSY in
dem keine passive Kopplung vorhanden ist, hat man zwei
Lorentzlinien mit unterschiedlichem Vorzeichen im
Abstand von J Hz.

absorptiv

90° Phasenkorrektur , )
& > dispersiv

50 0 -50 Hz 50 0 -50 Hz

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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J-Kopplung: Kim/Prestegard

In Formeln ausgedriickt ergibt sich das Signal:

absorptiv

(1/T,) (1/T,)

S =
T /T2 (Q- Q- T/2)2 (1/T,)2+(Q-Qy+ J/2)°

Q- Q- T/2)2 (Q - Qy+ T/2)

) (1/T,)% + (Q-Qn-J/2)° (1/T,)2 + (Q-Qy+ J/2)°

Sq

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Messwert ist jeweils der
Abstand der Maxima, A,
und A
Da es einen analytischen
s N Ausdruck fur dieSignale

gibt, ist die Position der
Ay Maxima die Nullstelle der
N\ [T ersten Ableitung

T 1 T
50 0 -50 Hz

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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J-Kopplung: Kim/Prestegard

Damit ergibt sich auch ein analytischer Ausdruck fir
die Differenz der Maxima, der die Linienbreite (1/xT,)
enthdlt und die Kopplung.

Man hat zwei Gleichungen fir die zwei Unbekannten,
das erlaubt das eliminieren der Linienbreite.

Man erhdlt eine recht komplizierte kubische Gleichung
die sich aber analytisch losen und in ein Programm
verpacken ldsst.

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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J-Kopplung: Kim/Prestegard

Die Gleichung ist:
JOo = A4+ (-(9/4)A .+ (3/2)A2ASL + (3/4)A )T 2 +
(81/64)A0 - (9/16)A A2 - (21/32)A2A % - (1/16)A 0 +
AL/64A2 =0

Es zeigt sich das selbst wenn die Linienbreite
doppelt so grof} ist wie die Kopplungskonstante,
die Methode dennoch eine Kopplungskonstante nahe
am wirklichen Wert liefert

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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'H-1D-Spektrum

Lys-4 (nicht bestimmbar)
Phe-3 (9.5 Hz)

T 1

T T T T T T T T
8.40 8.35 8.30 8.25 8.20 8.15 8.10 8.05 8.00 ppm

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

3.7 — - DQF’COSY
3 Lys-4

4.5 4

it Phe-3

] A AT
4.8 -

8.35 8.30 8.25 8.20 8.15 8.10 8.05 ppm

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR
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Phe-3

A, |y |

Ag

A;=9.94 Hz A4~18.36 Hz

8.12 8.10 8.08 806 804 802 ppm 8.12 810 8.08 8.06 804 802 ppm

3JHNHa =9.6 Hz (STC(TT 95)

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR
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A, - ~__
2o

A;=6.21 Hz A4=15.51 Hz

| |

| ; I . I ” I T 1 I I T
8.36 8.34 8.32 8.30 ppm 8.36 8.34 8.32 8.30 ppm

3T e =4.7 Hz (im 1D nicht bestimmbar)

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR
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J-Kopplung: E.COSY

Liegen auch passive Kopplungen im Multiplett-Muster vor,
dann ist keine analytische Losung mehr maoglich.

Eine erfolgreiche Strategie besteht dann darin, die

Multiplettmuster zu vereinfachen indem man einige

Komponenten ausschliesst. Man erzeugt .exclusive
correlations” und erhdlt die sogenannten E.COSY-Muster.

Das eigentliche E.COSY dient der Bestimmung
homonuklearer Kopplungen und ist mit dem DQF-COSY

verwandt.

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




51/100

Das E.COSY

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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J-Kopplung: E.COSY

b3

lH J 1-1 (I)r'ec (1)3 = X, Y. -X, -y
(I)r'ec =X, 7Y, X, Y

Im DQF-COSY werden anti-phase Muster erzeugt

Die Muster der Kreuzsignale konnten wir mit
Produktoperatoren leicht ableiten.
Fir den Fall vom 2 Spins ergab sich das
grundlegende Muster von 4 Signalen

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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J-Kopplung: E.COSY

D2 (H=z)

—ZHZY CoS ZWSHITI S|n TCJHHTI CO0S 27T6H2T2 S|n TCJHHTZ

-Ha, [8in2m(Syyy + Ty /2)t; - sin2m(Syyy - T /2)1] X
[S|n275(8H2 + JHH /2)1'2 = S|n27T(8H2 - JHH /2)1-2]

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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J-Kopplung: E.COSY

H T H
1 >
\C c/ I ;

Fir den Fall vom 3 Spins und damit dem Vorliegen von
passiven Kopplungen ergab sich komplexere Muster
aus den grundlegende Mustern von 4 Signalen

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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J-Kopplung: E.COSY

_ZHZy CO0S ZTCSHITI Sin TCJ12T1 COS TCJ13T1

CoSs 27[8H2T2 Sln TCleTZ

In der Produktoperatorrechnung erweitern sich die
Terme jeweils um einen Cosinus-Term ...

'sz [SanTC(SHl + le /2)1-1 = SanTC(SHl = le /2)1-1] CoSs TCJ13T1
X [S|n2ﬂ:(6H2 + le /2)1'2 - S|n275(8H2 - le /2)1-2]

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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J-Kopplung: E.COSY

... der eine Erweiterung des Musters bedeutet
sin2n(d, + J1, /2)t; cos nJ 5t =
o
-sin2n(d,; - J1, /2)t; cos nd 5t =
-sin2n(dyyy - J15 /2 + J13/2)t - sin2n(6yy - J1, /2 - J13/2)1,

Es entstehen im =5
Kreuzsignal in der o o
einen Richtung (1)

vier Linien I

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
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und in der t,-Richtung
sin2n(dyy; + J1, /2)t, cos nd,5t, =
+8iN2n(S + J1, /2 - J,5/2)1,
-sin2n(d,; - J1, /2)t; cos nd,5t, =
-sin2n(8yy - J1, /2 + T3 /2)t, - sin2n(8y, - I, /2 - T3 /2)t,

Es entstehen auch in -,
der anderen o o
Richtung (1) vier @
Linien

|
>

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
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J-Kopplung: E.COSY

I'm Kreuzsignal des zwei-dimensionalen Spektrums
vervielfdlltigen sich also die Signalmuster

I:Tl—Z'I
J 12T O T I<—'J13 |
~Q 5]

JIZT O OO0
Man hat eine ..aktive" -0 O
Kopplung, J;,, und zwei JZ{ " o
.passive” Kopplungen, * O O

Jiz und J,5

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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J-Kopplung: E.COSY

b3

1H J t, I I Orec

Durch einen leicht verdnderten Phasencyclus bei
gleicher Pulssequenz ergibt sich aus dem DQF-COSY ein
Experiment mit Tripelquantenfilter, das TQF-COSY.
Letztere konnen sich aber nur bilden, wenn drei Spins
miteinander ,koppeln®, d.h. durch ein J-Kopplung
verbunden sind.

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
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J-Kopplung: E.COSY

Die Rechnung kennen
wir schon....

]l

90° H,
X

2ot

le

TEleTl

—Hly -Hly COS 27[8','11'1 + Hlx S|n 27[6H11.1

-Hly cos 2nd T, cos nd 1,
+ 2H,, H,, cos 2o 1 sin nd 4,1,
+ Hy, sin 2wt cos nd 4,14
+ 2Hy, H,, sin 2ndt; sin nd 1

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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J-Kopplung: E.COSY

nd 43t
13'1 _ Hly COoS ZTCSHITI COS TCJ12T1 CoS TCJ13T1

+ 2 Hy, H3, cos 2ndy 1y cos nd 1 sin nd 31y

+ 2 Hy, H,, cos 21, 4t; sin nJ,t; cos nJ 5t

+ 4 Hy, H,, H, cos 2n8,,t; sin n 1 sin nd 5t
+ Hy, sin 2md 11, cos nd ,1; cos nd 43t

+ 2H;, H,, cos 2nd ;T cos nd »1; Sin nd 31

+ 2Hy H,, sin 2ndyty sin nd 1, cos nd st

+4 H, H,,H5, sin 218,41, sin nd;,1; sin nd 45t

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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J-Kopplung: E.COSY

Aus dem vom Tripelquantenfilter selektierten Term

+ 4 Hlx HZZ H3Z sin 27T6H1T1 sin TCJIZTI sin TCJ13T1
wird am Ende Magnetisierung der Form

_2H2y sin 27[6!411.1 sin TCleTl sin TCJI3T1

Sln ZRSHZTZ Sln TC\TIZTZ S|n TCJZ3T2

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Durch Anwendung der bekannten Regeln ergibt sich:
+ SiﬂZTE(SHl + \le /2 - J13 /2)1'1

+SiN2n(Syyy - J1p /2 + J13/2)t - sin2n(dyyy - J1, /2 - J13/2)1

Auch hier entstehen
im Kreuzsignal in der
einen Richtung (1)
vier Linien, aber ein
anderes Muster

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



64/100

in der Acquisitionszeit

+ SiﬂZTC(SHl + le /2 - \T23 /2)1'2

+Sin2ﬂ:(6H1 - le /2 + J23 /2)1'2 - S|n2ﬂ:(8H1 = JIZ /2 = J23 /Z)TZ

es entstehen auch in [T
der anderen
Richtung (t,) wieder
vier Linien, wieder
mit anderem Muster

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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J-Kopplung: E.COSY

Im Kreuzsignal des zwei-dimensionalen Spektrums ergibt
sich also ein anderes Sighalmuster

Ji2
||
J 12T O T I<—'J13 |
—O |—|
Man hat nach wie vor eine JIZTO ©
+—0 O O

.aktive" Kopplung, J;,, und stl OO0
zwei ,passive” Kopplungen,

J13 und J23

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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DQF-cOSY TQF-COSY
O O Eine. Kombination der o
O O beiden Spektren ... o0
0oC T ©0O
T o
JIZ d
er'9|b'|' ein _l O C(LIS" eI:'n J13
ECOSY" Ta| O unabhdngig von
m der Linienbreite

Muster ... Ad | |
u O zu bestimmen ist

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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J-Kopplung: E.COSY

Wl v |

Die Pulssequenz fir das E.COSY entspricht also dem
des DQF-COSY, aber der Phasencyclus muss so
angelegt sein, das die entsprechenden Spektren mit
der richtigen Gewichtung addiert werden. Die
Kombination von DQF- und TQF-COSY wird als
.Dreispin-E.COSY" bezeichnet.

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

{ L el Erscheinungsbild
| S entspricht dem des
S DQF-COSY

8 7 o) 5 4 3 2 1 ppm
Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
B Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR
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Interessant ist die Region der H -H; Kreuzsignale bei den
aromatischen Aminosduren, wo eine stereospezifische

Zuordnung wiinschenswert ist

pPM
3.7 3
3.8 — pod “
3.9 —
4.0 — P “
4.1 ; ”
4.2 ~
bl F L
"
"""" 30 29 28 27 26 25 24 23 22  ppm
W Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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ppm
4.31 —
432 - Die passive
4B Kopplung kann aus
. dem Kreuzsignal
135 - unabhdngig von
e der Linienbreite
4.37 3
abgelesen werden
z51'382.82 2.80 278 276 ppM
W Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
B Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR
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J-Kopplung: E.COSY

Man kann sich das E.COSY-Prinzip auch noch
anders verdeutlichen. Ein Doublett entsteht, weil
die Resonanzfrequenz abhdngig vom Spinzustand

des Nachbarn ist

1z Jiz
[ | .
T T O . O/ H1l in B
12 - SHZ ‘T12
O =0 (O— Hlina
5 7
H H2ina  H2inB

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
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OO0 00

o 00 o o } H3 in B
000 000,
o o o o } H3 in o
I -
O H3ino H3inp

Fir die im E.COSY entstehenden Signale
bedeutet das, dass H3 seinen Spinzustand nicht
gedndert hat

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
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J-Kopplung: E.COSY

. J13 | Das wird im
[ homonuklearen E.COSY
7. O | natiirlich nicht
2y } H3 inf :
O passieren, man
I O | eliminiert durch den
Ad O } H3 ina Phasencyclus die Signale
— des anderen
H3ina H3inp Spinzustandes

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
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J-Kopplung: E.COSY

Es ergibt sich also ein E.COSY-Muster, wenn neben
zwei miteinander koppelnden Kernen noch ein dritter,
ein passiver Spin vorliegt, der zu beiden anderen
Kernen eine ausreichend grofle Kopplung hat, und
dieser seinen Spinzustand nicht dndert

J1s J

12
H; < > H, H; < > H,
\\/ N4
C C IJ23 C n 2X
J13 \ J-IX
H;

Das muss kein Kern gleicher Sorte sein, es kann auch
ein Heterokern sein.

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
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J-Kopplung: E.COSY

Am einfachsten ist das zu sehen wenn es sich um eine
angereicherte Verbindung handelt

D-Pro Phe D-Pro [15N]-Phe
Phe Phe [1°N]-Phe [1°N]-Phe
Trp — Lys(2) Trp — Lys(2)

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Vergleicht man ein
TOCSY von F3-008
ohne und mit
Markierung mit 1°N
fdllt sofort die
Aufspaltung im
Bereich der
Aminoprotonen auf

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 ppm
Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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J-Kopplung: E.COSY

90,
]l

TOCSY

Tm

Multipuls TZ
sequenz

Wadhrend der ganzen Pulssequenz sind die °N-Kerne
nicht berihrt worden, es ist daher anzunehmen, das die
Kerne, die zu Beginn im a-Zustand waren, es auch am
Ende noch sein werden, genauso die im $-Zustand

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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7.8

8.0

8.2 -

8.4

8.6

8.8
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Man erkennt dann auch schon die ,E.COSY-Muster" in
den Kreuzsignalen

ppm

0 (|
0 (]
761 0 b 0
0 "o e "
8.0 -
- X : e
8.2 -
U )
8.4 -
1
— ; 5
| | I 1 | I I | | I I 88 | | I 1 | I I | | I I
48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 ppm 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 ppm

ohne Markierung

mit Markierung

rVP

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

Peter Schmieder
AG NMR
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Genauere Betrachtung ergibt die Kopplungskonstanten

ppm ]

8.45 -

8.50

8.55
8.60

8.65

8.70

8.75

RPN

TN

rVP

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

Peter Schmieder
AG NMR
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Genauere Betrachtung ergibt die Kopplungskonstanten

o R\ /H Die Neigung des
c H E.COSY-Musters
l|dsst auf das

Vorzeichen der

Kopplungs-
konstante
schlieBen

8.50 |
8.55
8.60
8.65 |
8.70

8.75

8.80

“Jhn

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
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J-Kopplung: E.COSY

Ohne Markierung sind diese Muster zwar als
Satelliten-Spektren im Prinzip vorhanden, aber
unmoglich zu detektieren.

In dem Fall muss man also die Signale der Protonen
gebunden an Kerne mit dem nicht NMR-aktiven Isotop
entfernen, ganz analog zu den heteronuklearen
Spektren die wir schon kennen gelernt haben.

Dazu lernen wir ein weiteres Experiment kennen

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

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

IH JA AEot TOCSY

E.COSY-Muster werden im HETLOC-Experiment
erzeugt, dass sich eine X-Filters bedient und den mit
einem konventionellen TOCSY kombiniert

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

1H J A A
90°,  90°,

nX IS 6I

Der X-Filter entspricht im Prinzip dem HMQC das wir
schon gut kennengelernt haben. Die Evolutionszeit
des HMQC wird hier aber durch eine feste und sehr
kurze Wartezeit 6 ersetzt.

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

1H JA A
90°%;  90°; \
[0

Die Selektion erfolgt iiber einen Phasencyclus

X ()

(I)l = X, =X, X, =X, (I)Z =X, X, -X, =X, (I)r'ec: SRS g

Am Ende liegt in-phase Protonenmagnetisierung vor, wobei
sicher ist, dass es Protonen sind, die an X gebunden sind.

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

IH JA AEot TOCSY

Das TOCSY lduft genauso ab wie wir es kennen, es
findet keine heteronukleare Entkopplung statt.
Sowohl wahrend t, als auch wdhrend 1, ist somit

heteronukleare Kopplung aktiv

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

Wadhrend der Mischzeit wird Magnetisierung von
einem Kern zum ndchsten Ubertragen. Der
Ausgangskern ist wegen des X-Filters an X-gebunden,
der Zielkern wird das also auf keinen Fall sein
(natirliche Haufigkeit I

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

porm! i YT Das HETLOC sieht
i i L S Zundchst dem TOCSY
; 5y o i ,,»-- ats: sehr dhnlich, wegen
: Sl o eae wa | des X-Filters hat man
] s P aber in F1 und (zum
6 | Teil) in F2 jeweils die
di # | Aufspaltung mit der
s ' heteronuklearen

il Kopplung. Signale von
e | Aminoprotonen in F1
ey s'"""";"'% """" a1l A S ARG HEIRR2ACH R o gibt es nicht
FIVIP oo o M e P e
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J-Kopplung: HETLOC

Die E.COSY-Muster zeigen sich in
verschieden starker Ausprdgung.

An der Diagonale ist die Aufspaltung
1J,c in beiden Dimensionen, an den
Kreuzsignalen ist sie 1J,,. in F1 und

2/3 !
JHC in F2.
43 42 41 ppm
Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Man erkennt das Kreuzsignale und
Diagonalsignale unterschiedlich
.markierten” Molekilen entstammen

N TOCSY
| tH; < H,
0 - Kreuzsignale | |
IZC — 12C — 13C
3.5
0 - 1 1
401 = H, H,
| & B Diagonalsignale | |
SR SN, S et 13C == 120 — 12
43 42 41 ppm C C C
W Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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ppm &

2.5

. g Im HN-He/HP Bereich
%o zeigen die Signale eine
I Aufspaltung in F1 und
die erwarteten E.COSY

Muster durch eine
leichte Aufspaltung in
° F2

3.0

3.5

4.0

© o0
o0

4.5

© o

50

5.5 | | | T | | | T T
9.0 8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 ppm

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
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o \ Im HN-H* Signale
' ] 2 .
395 JHiNca ermoglicht das HETLOC
00 die Messung der 2J,Nca
4.05 T
4.10 - KOPP'UHQ
: IJ‘

415 Haca
120 ] | TOCSY
420 E IHN¢—— 1Ha
4.30
4.35 I \ I 3 J-H(XC(X
440 1 _ 14N e 13C

8.70 pPM 2J HNco
W Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder

B Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufkldarung" AG NMR



93/100

oy Im HN-HP Signale ermdglicht
25 das HETLOC die Messung
e der 3J,n.s Kopplung in beiden
z; Kreuzsignalen
TOCSY
3.1 — IKN b L
3.2 ~ I 3“TI—INCB - I 1JHBCB
Al 14N — 12¢ —*130

8.70

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
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Wir hatten gesehen das man mit Kopplungskonstanten
den ¢-Winkel bestimmen kann

Ca
0 O

Ci1y

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
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J-Kopplung: HETLOC

Das wollen wir fir Trp-5 und Phe-6 in F3-008 anschauen
Trp-5
3TN o aus dem DQF COSY= 8.0 Hz
3TN g aus dem HETLOC =15 Hz

D-Pro Phe
3TN aus dem HMBC = kein peak
3J o ¢ aus dem HMBC = starker peak  py. Phe
Phe-6
3TN o aus dem DQF COSY= 6.6 Hz Trp Lys(Z)
3TN g aus dem HETLOC =0.2 Hz
3TN~ aus dem HMBC = peak
3J oo aus dem HMBC = schwacher peak

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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12

10

rVP

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

Peter Schmieder
AG NMR
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14
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Zusammenfassung

Was haben wir uns heute angeschaut:

Kopplungskonstanten und Karpluskurven
Das Problem mit der Linienbreite
Methoden zur Bestimmung von Kopplungskonstnaten

unabhdngig von der Linienbreite

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
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That's it for today

Ndchstes Mal:
3D, 4D
NMR an Proteinen

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
F Grundlagen und Anwendungen in der Strukturaufklarung” AG NMR
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Frohe Weihnacht
und
einen guten Rutsch nach 2008

Vorlesung ..Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie- Peter Schmieder
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