3.37 (s. 3H, OCH,), 3.33 (s. 3H, OCH,). 3.12 (s, 3H, OCH,), 2.98 (t.
J =80 Hz, 2H, =CCH,-~). 1.37 (quint, J = 8.0 Hz, 2H, -CH,CH,CH,-).
13C}'H)-NMR (75 MHz, CDCly): 6 = 293.0 (1, J = 8.8 Hz), 200.7. 196.2
(t, 7 =102 Hz), 178.2, 1729 (t, J = 7.7 Hz), 171.9, 166.0 (t. J = 9.2 Hz).
164.2, 150.4, 147.7, 134.5(br), 130.0 (t. J = 50.2 Hz), 129.7 (br), 127.4 (br),
123.0 (br), 85.4, 59.9, 57.2. 51.3, 50.5, 50.0, 21.3. IR (CH,Cl;): v =
1700(br. s), 1580(m), 1540(w) cm™'. MS(FAB), m/z 1095.2520 (ber. fur
CyHosO0P,Ir + H): 1095.2536).

9] 3:2C¢Hg (T =298 K): CgeHe,O5P,1r, orthorhombisch, Pra2,. a=
19.226(4), b = 17.1203), ¢ = 17.2402) A, V = 5675(2) A®, Z = 4, gy, =
1.466gem™3, u=547cm”'. An einem schwachgelben Kristall
(0.13 x 0.14x 0.15 mm?®) wurden 3985 Reflexe gemessen (Nicolet R3m/V,
Cu,, 3 <20 < 110°)., davon 3700 unabhingige (R, = 0.00), 3059 beob-
achtete (F, > 60(F,)) Reflexe. Absorptionskorrektur (T,,,/fm. = 1.37).
R =0.0463, R, = 0.0723. Weitere Angaben siche [6].

Schnelle Heterokern-3D-NMR-Spektroskopie **

Von Peter Schmieder, Horst Kessler
und Hartmut Oschkinat *

Die dreidimensionale NMR-Spektroskopie spielt eine
wichtige Rolle bei der Strukturbestimmung komplexer Ver-
bindungen!!- 2, Da isotopenmarkierte Proteine gentechnisch
heute gut zuginglich sind, kdnnen die chemischen Verschie-
bungen von Heterokernen benutzt werden, um komplizierte
zweidimensionale Protonen-NMR-Spektren in einer dritten
Dimension aufzuldsen. Die Anwendung von 3D-Techniken
auf kleinere Molekiile wie Peptide, die weniger als 20 Amino-
sduren enthalten, erscheint als ,,zuviel des Guten*‘, weil die
Acquisitionszeit, die bendtigt wird, um ein hinreichend gut
aufgeldstes Spektrum zu erhalten, iibermiBig lang wird. An-
dererseits kann es notwendig sein, 3D-NMR-Spektren auf-
zunehmen, wenn viele Aminosduren mit langen aliphati-
schen Seitenketten wie Arginin, Lysin oder Prolin auftreten.
Wir méchten in dieser Arbeit zeigen, daB die Zeit, die bend-
tigt wird, um ein 3D-NMR-Spektrum fiir die Zuordnung der
Seitenkettenprotonen dieser Aminosduren aufzunehmen,
tatsdchlich sehr kurz sein kann: Die Netto-Aufnahmezeit
des 3D-NMR-Spektrums eines cyclischen Hexapeptides
ohne Isotopenmarkierung betrug 8.2 h. Die Auflésung ent-

spricht in etwa der eines normalen 2D-NMR-Spektrums. Es
gibt etliche Beispiele fiir die Anwendung der Heterokern-3D-
NMR-Spektroskopie!®-*. Meist wird '*N als Heterokern
verwendet, da dessen Signale in einem begrenzten Bereich
auftreten, so dab eine gute Auflosung in vertretbarer Mef-
zeit erreicht werden kann. Schwieriger ist es, 3D-NMR-
Spektren mit *3C als Heterokern aufzunehmen, weil der
spektrale Bereich der Kohlenstoffsignale und der Signale der
direkt gebundenen Protonen viel groBer ist.

Die MeBzeit zur Aufnahme eines 3D-NMR-Spektrums
mit ausreichender Auflosung kann reduziert werden, wenn
man den spektralen Bereich in einer oder in beiden virtuellen
Dimensionen durch selektive Anregung!® 8 einschrinkt.
Man erreicht dadurch aber nicht in jedem Fall die Selektion
der gewiinschten Signale, auBerdem konnen experimentelle
Nachteile auftreten.

Ein anderer Weg, den spektralen Bereich der Kohlenstoff-
signale zu reduzieren, besteht darin, nur bestimmte Kohlen-
stoffatome durch eine DEPT-artige Pulssequenz'® anzu-
regen. Dieses Verfahren sollte besonders geeignet sein, die
Seitenketten-Protonen von Aminosauren zuzuordnen.

Die Selektion der verschiedenen Multiplizititen durch
eine inverse DEPT-Sequenz hidngt in anderer Weise vom
Flipwinkel des Editingpulses ab!'® als bei der herkdmm-
lichen Sequenz. Wenn man beispielsweise einen 90°-Puls
wihlt, werden nur CH,-Gruppen angeregt. Der besondere
Vorteil dieser Art selektiver Anregung ist das praktisch
rechteckige Anregungsprofil: Jede CH,-Gruppe wird mit ih-
rer vollen Intensitdt angeregt, andere Gruppen jedoch nicht.
Das ist mit ,,soft-Pulsen* kaum zu erreichen. Der spektrale
Bereich kann damit drastisch reduziert werden, wenn die
Unterdriickung gut genug ist, um Storungen durch Rest-
signale, die in das Spektrum zuriickgefaltet werden, zu ver-
meiden.

Wir haben diese Verfahren in Kombination mit einem
BIRD-Puls!*!! zur Sattigung der an *2C gebundenen Proto-
nen angewendet, um ein kohlenstoffaufgelostes TOCSY-
Spektrum von 25 mg des cyclischen Hexapeptides cyclo-
(-D-Ala-Phe-Trp-Lys(Z)-Val-Phe-) in 0.5 mL DMSO zu er-
halten (Abb. 1). Die Anwendung des BIRD-Pulses zur In-

'
5{'H) 8(7C)
5™
Fa80 3% F3 50 30 10

,[\\ R e TN 25.0
o I\ 10N30.0 Abb. 1. Stereobild des 3D-DEPT-
! S e e / \ , , ' e §, 2350 TOCSY-Spektrums von cyclo(-D-Ala-
] T - ; I B 400 Phe-Trp-Lys(Z)-Val-Phe-). 64 Experi-
j, i . s / ; . 0 PI[Z 0. 1’ F1 mente wurden in 1, aufgezeichnet, 96 in
| / i | [ [ ’ | t;. Der Delay A betrug 3.57 ms, die
/ j ! r" f' i Mischzeit 35 ms. Das Spektrum wurde
j‘ ! : ! 130 1 auf einem Bruker-AM-500-Gerit auf-
: . ( s . ; j . ’ | ! genommen und auf einer CONVEX mit
; M 1 °* ] R * [ j’ { eigener Software {8] prozessiert. Rest-
T —"—f —d- i g = e, signale bei der Frequenz w, = 0 (*C-
\\ i i F2 i Axialsignale) wurden zur besseren Dar-
~_ ! | \ ! stellung mit einer Programmroutine

: . N entfernt.

{*] Dr. H. Oschkinat
Max-Planck-Institut fir Biochemie
Am Klopferspitz, D-8033 Martinsried
Dipl.-Chem. P. Schmieder, Prof. Dr. H. Kessler
Organisch-chemisches Institut der Technischen Universitdt Miinchen
Lichtenbergstrale 4, D-8046 Garching

{**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und
dem Fonds der Chemischen Industrie geférdert. Wir danken Herrn Dipl.-
Chem. M. Kur: fiir das cyclische Hexapeptid. P. S. dankt dem Fonds der

Chemischen Industrie fir ein Stipendium.
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version des zentralen Signals der Protonen vor Durchlaufen
der Sequenz ist nicht immer zu empfehlen, da in Molekiilen
mit einem starken negativen Kern-Overhauser-Effekt eine
betrdchtliche Signalabschwichung eintreten kann. Im Falle
von kleinen oder mittleren Peptiden mit positivem oder
schwach negativem NOE ist die Anwendung von BIRD eine
sehr wertvolle Methode, um die MeBzeit zu verkiirzen. In
dieser Arbeit wurde der BIRD-Puls so in den Relaxations-
delay gesetzt, daB der Delay in zwei Teile von 193 und 255 ms
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Abb. 2. Pulssequenz des 3D-DEPT-TOCSY, einer Kombination des 2D-
DEPT-HMQC-Experiments [10] mit einem TOCSY-Experiment. Die Delays
sind zu (2 1Jg,) ! gesetzt, auf die heteronucleare Entkopplung wihrend der
Acquisition durch die GARP-Sequenz [14] kann verzichtet werden. Die MLEV-
17-Sequenz [15] wurde zur Erzeugung des Spinlock-Feldes verwendet.
Phasencyclus: @, = X,-X,X,-X; ¢, =X, X, X, “X; @3 =X, X, X, X, -X, -X, -X, -
X; rec = x, -X, X, -X. Quadraturdetektion wurde in ¢, durch Anwendung von
TPPI (time proportional phase increment) auf Phase ¢, und die Phase des
darauf folgenden Kohlenstoff-n-Pulses, in 7, durch Anwendung von TPPI (time
proportional phase increment) auf die Phase der ersten sieben Pulse der Se-
quenz erreicht.

aufgeteilt ist. Das liefert zusammen mit einer Acquisitions-
zeit von 92 ms eine gute und gleichzeitige Unterdriickung
nahezu aller Signale von 'H, die an 2C gebunden sind !,
Da T, bei einem kleinen Peptid gewoShnlich recht kurz ist,
kann man das Spektrum mit zwei Durchliufen pro Sekunde
aufnehmen.

Die Pulssequenz des 3D-DEPT-TOCSY ist in Abbildung 2
ohne die BIRD-Sequenz gezeigt, die leicht in jeder beliebigen
Heterokern-Technik eingesetzt werden kann. Abbildung 1
zeigt, daB nur CH,-Gruppen geniigend stark angeregt wer-
den, um TOCSY-Kreuzsignale zu geben. Signale, die durch
Anregung von C_-Kohlenstoffatomen entstehen, sind nicht
zu sehen. Die Zuordnung der Signale und der chemischen
Verschiebung kann man dem 2D-CH,-selektiven inversen
DEPT-HMQC-Spektrum in Abbildung 3 entnehmen. Um
die Qualitit der Unterdriickung zu iiberpriifen, wurde ein
3D-NMR-Spektrum mit einer groBeren spektralen Breite
aufgenommen, wobei sich zeigte, daB die Unterdriickung
>90% ist. Prinzipiell kann dieser Editingeffekt auch durch
Anwendung eines Heterokern-Tripelquanten-Filters erzielt
werden!'¥, da CH-Gruppen keine Heterokern-Tripelquan-
ten-Kohérenz bewirken kénnen. CH,-Gruppen werden auch
unterdriickt, da sie fast vollstindig Heterokern-Quadrupel-
quanten liefern, die den Filter nicht passieren kénnen.

Die Netto-Aufnahmezeit des Spektrums mit 64 Experi-
menten in ¢, und 96 Experimenten in ¢, betrug mit je acht

K-Cy— 0 (] 0 (@
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W-Cg — \ 0 0.0 517C)
KCs— ¢ o 1 0 0 (® |
K-Cg — 6 0 0 o [
FZ-Hﬂ 25

2o g g
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-Hp i

K-Ce —| ® ' 0 ¢ o

W-Hg F2-Hg W-Hg K-He K-Hg K-Hg
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{ i l a il 5
5 J 3 2 1
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Abb. 3. Ausschnitt des 2D-DEPT-HMQC-Spektrums mit TOCSY-Transfer
von cyclo(-D-Ala-Phe-Trp-Lys(Z)-Val-Phe-). Die Signale aus Abbildung 1 wur-
den zugeordnet. Das Spektrum entspricht einer Projektion aller Signale des
Spektrums aus Abbildung 1 auf die Oberseite des Quaders (F,/F).

Durchliufen 8.2 h. Auf unserem Bruker-AM-500-Spektro-
meter waren zwei Blindversuche nétig, da keine gepufferte
Acquisition mdglich war. Trotzdem resultierte eine Ge-
samtmeDBzeit von nur 10.2 h. Die Mischzeit entsprach 35 ms,
der Delay A war auf die Kopplung !Jo; = 140 Hz optimiert
(3.57 ms). Die spektrale Breite betrug 2500 Hz in F; und in
F,, woraus eine Aufldsung von 0.38 ppm (46.9 Hz) in F, und
0.063 ppm (31.3 Hz) in F, resultierte. Im Vergleich dazu be-
trug die Auflésung im 2D-NMR-Spektrum in Abbildung 3
in F; 0.3 ppm (36.6 Hz), was fiir eine Verbindung mittlerer
GroBe ausreicht.

- Wir haben hier gezeigt, daB die Anwendung DEPT-artiger
Pulssequenzen zur Begrenzung der spektralen Breite in ei-
nem 3D-NMR-Spektrum zu einem gut aufgeldsten Spek-
trum in akzeptabler MeBzeit fiihren kann. Im Falle kleiner
Peptide fiihrt die Anwendung eines BIRD-Pulses dazu, daBl
eine einzige NachtmeBzeit zur Aufnahme des 3D-NMR-
Spektrums ausreicht.
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Auf dem Weg zu Oligocyclopentadienyl-Liganden:
Synthese und erste Reaktionen

der beiden isomeren Tercyclopentadienyle

und ihrer Ubergangsmetallkomplexe **

Von Roland Boese, Randy L. Myrabo, David A. Newman
und K. Peter C. Vollhardt*

Synthese und Chemie von homo- und heterodinuclearen
Organometallverbindungen sind gut untersucht! ~3!. Hau-
fig sind in derartigen Verbindungen die Metallatome durch
Liganden verbriickt!!-2! und auf diese Weise eng benach-

[*] Prof. Dr. K. P. C. Vollhardt, R. L. Myrabo, Dr. D. A. Newman
Department of Chemistry, University of California, Berkeley,
and the Materials and Chemical Sciences Division
Lawrence Berkeley Laboratory
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