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Die skalaren Kopplungskonstanten 
stehen seit ihrer Entdeckung in den frii- 
hen fiinfziger Jahren im Zentrum des Tn- 
teresses der NMR-Spektroskopiker. Ihre 
Bedeutung fur die Strukturaufklarung 
mit Hilfe der NMR-Spektroskopie be- 
ruht auf der Erkenntnis, daD die GroDe 
einer Kopplungskonstante rnit der Mo- 
lekiilkonformation in einem einfachen 
Zusammenhang steht. Fur viele Sub- 
stanzklassen stehen heute parametrisier- 
te Karplus-Gleichungen zur Verfiigung, 
die die Abhangigkeit der vicinalen (d. h. 
Dreibindungs-) Kopplungskonstanten 
vom Diedenvinkel beziiglich der zentra- 
len Bindung charakterisieren. Neben der 
Verwendung von Proton-Proton-Ab- 
standen aus NOE-Experimenten. ist da- 
her der Einsatz von Kopplungskon- 

stanten in der modernen Konforma- 
tionsanalyse heute nicht mehr wegzu- 
denken. Mit steigender MolekiilgroDe 
der zu untersuchenden Substanzen wer- 
den jedoch immer trickreichere Experi- 
mente notwendig, um die storenden 
Einfliisse von uberlagerungen und 
wachsender Breite der Signale auszu- 
schalten. Eine grolje Zahl experimentel- 
ler Techniken zur Bestimmung von 
Kopplungskonstanten wurde bis heute 
entwickelt, wobei je nach Problemstel- 
lung die richtige Methode sorgfaltig aus- 
gewahlt werden rnuR, damit sich die 
Kopplungskonstanten moglichst exakt 
ermitteln lassen und dabei die MeDzeit 
effizient genutzt wird. Auch in der 
Computer-gestutzten Strukturbestim- 
mung konnen Kopplungskonstanten 

heute - wie Abstande aus NOE-Daten 
bereits seit langerem - verwendet wer- 
den. Dadurch wird nicht nur die Quali- 
tat der berechneten Strukturen ver- 
bessert, sondern es konnen auch Mole- 
kiileigenschaften wie die interne Dyna- 
mik besser beschrieben werden. Dieser 
Artikel sol1 eine Ubersicht uber die heu- 
te existierenden Techniken liefern und 
damit auch dem Nichtexperten als Ent- 
scheidungshilfe fur die richtige Wahl des 
Experiments dienen. Daneben wird das 
Verwenden von Kopplungskonstanten 
in Computersimulationen diskutiert. 

Stichworte : NMR-Spektroskopie 
Strukturaufklarung 

1. Einleitung 

Die indirekte, skalare Spin-Spin-Kopplung (J-Kopplung) ist 
seit ihrer Entdeckung in der Fruhzeit der NMR-Spektroskopie 
durch Gutowsky et al.[', 2l sowie, unabhangig davon, durch 
Hahn und Maxwellr3. 41 ein wichtiger Strukturparameter. Da sie 
durch die Bindungselektronen vermittelt wird, liefert sie rnit der 
Konnektivitat der koppelnden Kerne die wichtigste Information 
uber die Konstitution der Molekiile. Die GroDe einer Kopp- 
lungskonstante hangt dabei nicht nur von der Zahl der die kop- 
pelnden Kerne trennenden Bindungen ab, sondern auch von 
der Elektronenkonfiguration und raumlichen Anordnung der 
Kerne". 61. Gerade letzteres laljt sich zur Ermittlung der Stereo- 
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chemie (Konfiguration und Konformation) nutzen, und dies sol1 
der Schwerpunkt dieser Ubersicht sein. 

Viele J-Kopplungen zeigen eine deutliche Abhangigkeit von 
Diederwinkeln und konnen daher Informationen iiber diese 
wichtigen Konformationsparameter liefern. Besonders ausge- 
pragt ist dieser Zusarnmenhang bei 3J-Kopplungen, die uber 
Karplus-Beziehungen rnit den entsprechenden Diederwinkeln 
korreliert sind, z.B. die 3JHN, H.-Kopplung in Aminosauren mit 
dem Konformationswinkel4 (vgl. Abb. 1 a). Solche J-Kopplun- 
gen wurden schon friihzeitig als Konformationsparameter ein- 
gesetzt, hatten aber in der letzten Dekade wegen der domi- 
nierenden Rolle der NOE-Werte als Abstandsparameter vor- 
ubergehend an Bedeutung verloren[' -'I. In jiingster Zeit beob- 
achtet man jedoch eine Renaissance der Nutzung von J-Kopp- 
lungen. Dies liegt zum einen daran, daB es eine ganze Reihe 
neuer Methoden gibt, rnit denen die Kopplungskonstanten im- 
mer genauer bestimmt werden konnen1'0-'31, und daD fruher 
nicht zugangliche Kopplungskonstanten mit Hilfe mehrdimen- 
sionaler Methoden auch bei sehr groljen Molekiilen gemessen 
werden konnen['4-'61; zum anderen wurden neue Wege gefun- 
den, die gemessenen J-Werte in Strukturberechnungen einzu- 
setzen" '-'O]. Dadurch steht ein groRerer Datensatz zur Verfu- 
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Ahb. 1. Diedcrwinkel in Peptiden. Glycoaiden und Nucleinsiuren. a) Peptid- 
fragment (L-Aminosiure) init den rclekanten Diederwinkeln fur das Peptidruckgrar 
und die Scitenketten nach der IUPAC-IUB-Nornenklatiir. h) Diederwinkel 6. $ 
und ( 8 )  in Oligosaccharideii: $ = HI-Cl-OK,. ib = C1-O1-Cx-H,. (0 = C1-01- 
C6-c'5. c )  Torsionswinhel des Zuckerphosphat-C;erusts sowie der glycosidische 
Winkel 1 bci Nucleiiisiuren 

gung, so da13 man nicht nur die Zuverliissigkeit der NMR-spek- 
troskopisch ermittelten Strukturen erhohen kann, sondern auch 
Informationen uber Teilflexibilitlt und interne Molekuldyna- 

mik erhaIt121*221. Beides spielt fur das Verstiindnis der Wechsel- 
wirkung von Molekulen miteinander (,,molekulare Erken- 
nung") eine nicht zu unterschatzende Rolle. 

An dieser Stelle mochten wir auf die IUPAC-IUB-Bezeich- 
nungen der Diederwinkel fur die wichtigsten Biopolymere hin- 
weisen (Abb. 1), da spiiter ofter darauf Bezug genommen 
wird'"]. Konformation und Dynamik dieser Verbindungen 
stehen heute im Zentrum des Interesses in der bioorganischen 
Chemie, und wir werden hier vor allem auf die speziellen 
Probleme bei der Messung voti J-Kopplungen solcher Mole- 
kiile eingehen. Anhand dieser Kopplungen (homo- und hetero- 
nuclear) lassen sich die meisten Torsionswinkel charakteri- 
sieren. 

Im folgenden sollen zuniichst die Grundlagen der verschiede- 
nen Methoden zur Bestimmung von Kopplungskonstanten er- 
Iiiutert werden. Welche im konkreten Fall jeweils ausgewiihlt 
wird, hlngt davon ab, wie groB die Molekule sind, welche 
Kopplungen init welcher Genauigkeit bestimmt werden sollen 
und o b  eine isotopenangereicherte Substanz vorliegt. 

Vor allem in den letzten Jahren wurden zahlreiche neue mehr- 
dimensionalc Techniken entwickelt, deren Vielfalt selbst dem 
NMR-Experten oft die Wahl des fur die spezifische Fragestel- 
lung optimalen Experiments erschwert. Es ist unser Anliegen, 
mit dieser Ubersicht hier eine Literaturliicke zu schliefien. Dabei 
werden die Methoden nach der Art der Bestimmung in Ab- 
schnitte zusammengefdfit, was eine Ubersicht iiber die Vielzahl 
der bereits existierenden Verfdhren erleichtern soll. Zum SchluB 
wird die Verwendung von J-Werten in Distaiiz-Geoiiietrie- und 
Molekiildynamik-Rechnungen besprochen 
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2. Die Bestimmung von Kopplungskonstanten 

Allgenieines 

Die skalare Kopplung von Kernen A rnit Kernen X bewirkt 
eine Aufspaltung des Signals von A, die aus der unterschiedli- 
chen Orientierung der Kernspins der Kopplungspartner X im 
Magnetfeld resultiert. Spin-'/,-Kerne sind bezuglich des lube- 
ren B,,-Feldes in zwei Zustande, ci und p, polarisiert, d. h. bei 
SO YO der in der Probe vorhandenen Molekiile liegt der X-Kern 
im a-Kernspinzustand vor (X"), bei den anderen 50% im 
0-Spinzustand (Xs). X" und Xp fiihren zu unterschiedlichen 
lokalen Magnetfeldern am Ort von Kern A und daher zu zwei 
Signalen im Spektrum, die um den Wert der Kopplungskonstan- 
te JA, separiert sind. Die GroBe der Kopplungskonstante ist im 
Gegensatz zur chemischen Verschiebung unabhangig vom auBe- 
ren Magnetfeld. Wir werden uns im folgenden nur rnit schwach 
gekoppelten Spinsystemen befassen. Das bedeutet, daW die 
Kopplungskonstante J klein im Vergleich zur Differenz der che- 
mischeii Verschiebung, Av,  der koppelnden Kerne ist. Zur Ana- 
lyse der vor allem bei niedrigen Feldstiirken haufig auftretenden 
starken Kopplungen (Spinsysteme hoherer Ordnung) mochten 
wir auf die zahlreichen Lehrbiicher v e r w e i ~ e n [ ~ ~ - * ~ ] .  

Bei Spinsystemen erster Ordnung (d. h. rnit schwacher Kopp- 
lung) sind im einfachsten Fall die Multiplettlinien gut separiert, 
und der J-Wert kann direkt aus dem eindimensionalen ( ID)  
Spektrum abgelesen werden (siehe Abb. 2 oben). Bei Si- 
gnaliiberlagerung im 1 D-Spektrum hilft oft die Aufnahme eines 
zweidimensionalen (2 D) Spektrums, da die Kreuzsignale in ih- 
rer Feinstruktur in der Regel die gleichen Multiplizitaten enthal- 
ten wie die entsprechenden 1 D-Signale. Man kann also bei wohl 
separierten Multiplettlinien Kopplungskonstanten einfach aus 
dem Querschnitt eines Kreuzsignals ablesen (in der Regel in der 
direkt detektierten Dimension, in der eine ausreichende digitale 
Auflosung einfach zu erreichen ist). Allerdings gibt es einige 
2 D-Techniken, deren Kreuzsignale normalerweise keine saube- 
ren Phasen aufweisen, z.B. das haufig verwendete TOCSY-Ex- 
periment. In solchen Fallen hilft das Einfiigen eines z-Fil- 
tenL3'% 311 vor der Detektion oder die Verwendung selektiver 
PulseC3 *I. Auf die Verwendung modifizierter 1 D-Techniken zur 
Bestimmung von Kopplungskonstanten (selektive 1 D-Aquiva- 
lente[33s 341, chemical shift selective filters (CSSF)[3sx 361) sei hier 
nur am Rande verwiesen. 

Bei mehrdimensionalen Spektren unterscheiden wir aktive 
und passive Kopplungen. Koppeln zwei Kerne A und X mitein- 
ander, so ermoglicht die Kopplungskonstante JA, einen Koha- 
renztransfer zwischen diesen aktiven Kernen und flihrt zu einem 
entsprechenden Kreuzsignal (A, X) . Die Kopplungskonstante 
JA, wird daher als aktive Kopplung bezeichnet. Alle weiteren 
Kopplungen, beispielsweise JA, oder JM, zu einem dritten Kern 
M, werden als passive Kopplungen bezeichnet. Die chemische 
Verschiebung eines passiven Kerns taucht nicht im (A,X)- 
Kreuzsignal auf. Je nach der GroWe des Spinsystems sind auch 
mehrere passive Kopplungen moglich. Aktive und passive 
Kopplungen konnen sich im Spektrum in der Phasenlage unter- 
scheiden : Jm 2 D-COSY-Experiment z.B. befindet sich die akti- 
ve Kopplung in Antiphase und die passiven Kopplungen in Pha- 
se; im 2 D-TOCSY-Experiment dagegen befinden sich alle 
Kopplungen in Phase[*']. Beispiele fur In-Phase- und Antipha- 
se-Signale finden sich in Abbildung 2. 

I J l  

40 0 -40 40 0 -40 - V/H7. - V l H 7 .  

Abb. 2 .  Vergleich von Antiphase- (links) und In-Phase-Dubletts (rechts) rnit einer 
Kopplungskonstdnte J v o n  10.0 Hz bei verschiedenen Signalbreiten: Halhwertsbrei- 
te 1 Hz (obere Reihe). 15 Hz (untere Reihe). WLhrend oben die vollkommene Tren- 
nung der beiden Signalkomponenten in beiden Fillen denselben (richtigen) Wert fur 
die Kopplungskonstante liefert, ist im unteren Fall die gemessene Antiphsse-Kopp- 
lung zu grolj und die gemessene In-Phase-Kopplung 711 klein. 

Im weiteren Verlauf unseres Beitrags sol1 dieser einfachste 
Fall (vollstandig separierte Multiplettlinien) nicht weiter be- 
riicksichtigt werden, vielmehr sollen Techniken vorgestellt wer- 
den, die die zuverlassige Extraktion von Kopplungskonstanten 
auch aus Signalen mit nicht aufgeloster Feinstruktur ermogli- 
chen. 

Kopplungskonstanten sind oft von der gleichen GroDenord- 
nung wie die natiirliche Signalbreite. Diese hangt vor allem vom 
Molekulargewicht der Substanz ab: kleine Molekiile, die sich in 
Losung schnell umorientieren, liefern relativ schmale Signale 
(1 Hz oder weniger), wohingegen die Spektren groSer Molekiile 
breitere Signale aufweisen (z.B. 20-30 Hz bei mittelgroflen Pro- 
teinen) . Wenn nun die Signalbreiten nicht mehr vernachllssig- 
bar klein gegeniiber den Kopplungskonstanten sind, dann sind 
die einzelnen Multiplettlinien nicht mehr basisliniengetrennt, 
und der Signalabstand (d. h. der Abstand der Signalmaxima) 
entspricht nicht mehr exakt der Kopplungskonstante. Wie aus 
Abbildung 2 zu entnehmen ist, wird mit steigender Signalbreite 
die Kopplungskonstante im Fall von Antiphase-Signalen iiber- 
s~ha tz t [~ ' ]  und im Fall von In-Phase-Signalen unterschatzt. Bei 
der Wahl der MeBtechnik zur Bestimmung der gewiinschten 
Kopplungskonstante ist daher sehr darauf zu achten, da13 die 
Signalbreite beriicksichtigt wird ; dies gilt natiirlich besonders 
bei groDen Molekiilen, spielt aber auch bei kleineren Molekiilen 
eine Rolle, wenn man an sehr kleinen Kopplungskonstanten 
interessiert ist oder wenn bei tiefen Temperaturen oder in visko- 
sen Losungsmitteln gemessen wird. 

Ubersicht uber die Techniken zur Bestimmung von 
Kopplimgskonstanten 

Zunachst werden wir Verfahren besprechen, die die Kopp- 
lungskonstante aus der Signalform in ein- oder mehrdimensio- 
nalen Spektren entnehmen oder Referenzspektren in die Analy- 
se mit einbeziehen. Als nachstes folgen mehrdimensionale 
Methoden, die ein E.COSY-Muster erzeugen, aus dem die passive 
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Tabelle 1. Die Bestimmung von Kopplungskonstanten aus der Signalform. 

Name K urzbeschrei bung Anmerkungen [a] Literatur 

homonucleure Kopplungcn 

A) Kopplungen B U S  1 D-Spektren 
a) z-gefilterte Spektren reine Phasen, z.B. bei 2D-TOCSY 

b) selektive Entkopplung [b] selektive Entkopplung und 
Spektrensimulation 

c) J-Verdopplung [b] rechnerische Manipulation 
von MeBdaten 

B) Kopplungen aus Antiphase-Multipletts 
a) AX-Kopplungen Auswertung mit einem 

dispersiv uiid einem absorptiv 
gerechneten Spektrum 
Kombination von Antiphase- 
Signalen [c] mit anderen 
In-Phase- [d] oder Antiphase- 
Signalen [c] 

aus COSY [b] 

b) DISCO [b] 

c )  Konvolution Bhnlich DISCO-Verfahren, 
komplementarer aber mit computer- 
Multipletts [b] unterstutzter Auswertung 

C) Kopplungen aus In-Phase-Multipletts 
a) Analyse von In- rechnerische Manipulation 

Phase-Multipletts der MeBdaten vou In- 
nacb inverser FT [b] Phase-Multipletts 

b) HMQC mit ,,Purge"-Puls 

Heterunudeare Kopplungrn 

a) 2 D-J-Spektroskopie 

b) selektives INEPT wie a) 

aus '5N-HMQC-Spektrum 

heteronucleare Kopplung wird in 
F, aus Multiplett abgelesen 

c) DEPT-J-Spektroskopie wie a) 

d)  HMBC mit Konvolution von hetero- 
homonuclearem uud homonuclearen 
Referenzspektrum [b] Multipletts: Kopplung ist 

e) FIDS-HSQC heteronucleare Kopplungen, 
das Ergebnis eiiier Anpassung 

L. B. 'J(C,P), 3J(H.P) 
in Nucleotiden 

V.: 1 D und 2 D moglich 
N.:  wegen z-Filter zeitaufwendig 
V.: genaue Methode 
N: auf kleine Molekule beschrinkt, selektive Entkopplung notig 
V.: auch multidimensional moglich, geuaue Methode 
N.: auf kleine Molekiile beschrinkt 

V. : einfach durchfiihrbar, auch fur mittelgroDe Molekule geeignet 
N.: gutes Signal-Rausch-VerhHltnis notwendig, nur  fur AX-Spinsysteme 

V. : auch bei komplizierten Signalmustern und Uberlagerungen geeignet 
N.: richtige Skalierung interaktiv zu ermitteln, bei komplexen Multipletts schwierig 

V.: genauer als DISCO 

V.: aus NOESY oder HSQC, auch fur groBe Molekule geeignet 
N.:  nur fur AX-Spinsysteme 

V.: empfindlich 
N.: groDe Linienbreite problematisch, '5N-Anreicherung notig 

N.: nur fur kleine Molekule geeignet, direkte Direktion (unempfindlich). 
keine rein absorptiveu Signale 
V.: empfindlicher als 2D-J 
N.: Protonen mussen freiliegen. nur fur kleine Molekule, direkte Detektion 
(unempfindlich) 
V. : Multiplizitats-Editierung moglich 
N.: wie bei 2D-J 
V. : Kopplungen auch zu quartiren Kohlenstoffatomen meBbar, viele Kopplungen ' 
pro Spektrum, empfindlich, da invers detektiert 
N.: gutes Signal-Rausch-VerhPItnis notwendig, hoher MeBzeitbedarf 

V.: empfindliche Methode 
N.: erfordert gutes Signal-Rausch-Verhaltnis 

[a] V. = Vorteil(e), N .  = Nachteil(e). Die Bewertungen entsprechen unserer personlichen Erfahrung, konnen sich aber bei speziellen Problemstellungen durchaus verschieben. 
[b] Geuauere Beschreibung im Text. [c] Beispielsweise aus COSY, P.COSY, E.COSY, P.E.COSY [d] Aus 1 D-Signalen oder refokussierten COSY-Spektren mit z-Filter oder 
TOCSY-Spektren mit z-Filter. 

Kopplungskonstante bestimmt wird. Zum SchluD werden 
wir Verfahren vorstellen, bei denen die Kopplungskonstante 
aus der Signalintensitat in korrelierten Spektren bestimmt 
wird. 

Da in der nun folgenden Besprechung von Techniken zur 
Bestimmung von Kopplungskonstanten nicht auf alle publi- 
zierten Verfahren eingegangen werden kann, mochten wir 
mit den Tabellen 1-3  einen Uberblick verschaffen. In 
ihnen sind die wichtigsten der heute genutzten Experimente 
zur Bestimmung von Kopplungskonstanten zusammenge- 
fal3t. Wir mochten an dieser Stelle auch darauf hinweisen, 
daR einige der vorgestellten Techniken durch die Ver- 
wendung von gepulsten Feldgradienten durchaus verbessert 
werden konnen (siehe z.B. Abschnitt 2.3.4), wollen uns hier 
jedoch auf die Originalliteratur beschranken und nicht auf 
alle Varianten eingehen. In den Abschnitten 2.1 -2.3 werden 
daher nur die wichtigsten Experimente exemplarisch im Detail 
erlautert. 

2.1. Die Bestimmung von Kopplungskonstanten aus der 
Signalform 

In diesem Abschnitt werden Verfahren angefuhrt, die in der 
Hauptsache bei kleineren Molekulen angewendet werden und 
zur Bestimmung homo- und heteronuclearer Kopplungskon- 
stanten geeignet sind. Fur die heteronuclearen Techniken ist 
dabei vor allem wiinschenswert, da8 sie an Molekulen mit na- 
turlicher Isotopenverteilung durchgefiihrt werden konnen und 
daher moglichst empfindlich sind. 

Grundsatzlich beruhen alle diese Techniken darauf, daD man 
bei der Aufnahme der Spektren eine teilweise Uberlagerung von 
Multiplettlinien in Kauf nimmt und den dadurch entstandenen 
Fehler nachtraglich korrigiert, indem man entweder zusatzliche, 
von der Signalform abhangige Parameter zu Hilfe nimmt oder 
ein Modell an das experimentelle Signal anpaljt (evtl. unter Ver- 
wendung eines Referenzsignals) . Diese Verfahren setzen jedoch 
voraus, daD die Signalbreiten nicht deutlich groBer als die Kopp- 
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Tabelle 2. Techniken, die E.COSY-Muster ergeben. 

Name Anwendung Anmerkungen [i\] Literatur 

homonucleare Kopplnngskonstunten 

A) aus homonuclearen Spektren 

E.COSY passive Kopplungen ans Komhination von 
Multiquantenspektren 

P.E.COSY Kombination von p-COSY rnit Referenzspektrum 

2-COSY Pnlssequenz wie NOESY, Pulse werden mit 
kleinem Flipwinkel durchgefuhrt 

soft-COSY 

PICSY 

Erzengung von E.COSY-Signal durch Einsatz von 
selektiven Pulsen 

EinSdtz selektiver Pulse bei TOCSY. E.COSY rnit in- 
Phase Signalkomponenten 

B) aus heteronncledren Spektren 

I) Heterokerne in naturlicher Hiufigkeit 

JHH-TOCSY Erzeugnng von E.COSY-Signalen mit Signalkom- 
ponenten in Phase oder in Antiphase zueinander 
funktioniert nicht bei XH, 

XLOC Verwendung selektiver Protonen-Pulse 

11) bei Isotopenanreichernng 

Tripelresonanz- 
Experimente 

'J(HN,H")-Kopplung in Proteinen oder Peptiden 

HCCH-E.COSY- 
Techniken z. B. 'J(H",H8) 

'J(H,H)-Kopplungen in Peptiden und Proteinen, 

haeronucleare Kopplzingskonslanten 

I) Heterokerne in naturlicher Haufigkeit 

soft-H, C-COSY 

HSQC 

HETLOC [b] w,-gefiltertes TOCSY Spektrum 

Einsatz von weichen Hetero-Pulsen zur Erzeugung 
des E.COSY-Musters 
heteronucleare Kopplungen, 2.B. 'J(C,P) und 3J(H,P) 
in Nucleotiden 

BIRD-3 D-HSQC-TOCSY 'J(HP,Ca))-Kopplung 

11) bei Isotopenanreicherung [c] 

homonucleare Techniken keine heteronucleare Entkopplnng 

bandselektive Entkopplung selektive heteronucleare Entkopplung 
von homonuclearen 
Spektren 

HYSEL-CH, heteronucledre 3J(C,H)-Kopplungen 
REPAY-CH,CH, 
Tripelresondnz- 
Experimente oder 'J(HN,CB)-Kopplung in Peptiden 

HCCH-E.COSY- heteronucleare Kopplungen, 
Techniken 

zur Bestimmung der 'J(HN,C')-, 'J(N(i),H'(i - 1)- 

z. B. 'J(HB,C') in Peptiden 

V.: homonuklear, gute Auflosung 
N.: mind. drei koppelnde Spins notwendig 

V.: einfacher und empfindlicher als E.COSY 
N.: Nicht so exakt wie E.COSY 

V.: Absorptive Diagonale 
N.:  Gleichzeitiges Auftreten von NOE-Kreuzsignalen, 
weniger empfindlich als E.COSY und P.E.COSY 

V.: empfindliche Methode, nur fur kleine Molekule 
N.: sekktive Pulse. fur mehrere Kopplungen oft viele Spektren 
notig 

V.: In-Phase Multipletts 
N.: selektive Pulse, nur fur kleine Molekule 

V. : Nutzung der 'J(X,H)-Kopplung, auch fur 5N-markierte 
Proteine geeignet 
N.: nur fur XH-Gruppen geeignet. 

V.: Koharenztrdnsfer nicht abhlngig von J(H,H), keine 
Einschrdnkungen bezuglich der X-Spin-Multiplizitat 

- erste Implementierung 
- Einpfindlichkeitssteigerung 
- Verwendung von Gradienten und weitere Empfindlichkeits- 

steigerung 
- mit /&Puls 
- rnit selektivem Puls 
- Anwendung auf 3J(H",HP)-Kopplungen in Proteinen 
- rnit TOCSY fur C,C-Transfer 

N.:  unempfindlich, selektive Pulse 

V. : einfache Pulssequenz, BIRD-Puls, ermoglicht schnelle 
Pulswiederholung 
N. : nur Kopplungen zu protonentragenden Heterokernen meBbar 
V. : naturliche Haufigkeit oder ,,random labeling'' 

V.: sehr einfache Methode 
N.: nur fur isolierte Kerne (I5N) 
V.: sehr einfache Methode 
N.: selektive Entkopplung 

V. : Eliminierung der Diagonale, Editing moglich 

V.: auch fur groRe Proteine geeignet 

V.: genaue Methode, auch auf groDe Molekule anwendbar 
N.: Markierung notwendig 

[a] Siehe FuBnote von Tdbek 1. [b] Fur eine genauere Beschreibung siehe die angegebene Literatur. [c] Bei hoher naturlicher Haufigkeit (2.B. "P) naturlich ohne 
Anreicherung moglich. 

Angew'. Chem. 1995. f07, 1813-1838 1817 



AUFSATZE H. Kessler et al. 

Tabelle 3. Die Bestiininung von Koppluiigskonstaiiten aus  der Signalintensitit 

Name Kur7herchreihung Anmerkungen [a] Lttera. 
tlll 

COLOC 

HMBC 

selektives 
HMBC 

[' 'N,' HI- 
COSY 

LRCC 

LRCH 

CT-HSQC- 
Dil'rercn;. 

C-C-Kor- 
relation 

H,NH,,,- 
COSY 
HNHA 

Constant-time-Esperiiiient V.: cinfacher Zusaninienhang rwischen [47] 
Intensitit u n d  Kopplungskonstante 
N.: dircktc Detektion, 
unenipfindlich. meist nui- zur 
qualitativen Abschatzung gceignet 

protoncndetektiertes V.: emplindlich. da inverse [461 
Experiment rur Bestim- Detektion 
niuiig von Wcithereichs- 
koiinektivititeii 

wie HMBC, mit celektiven 
"C-Pulscn 

Bhnlich wie HSQC. fur V.: sehr genauc Methode [94, 951 
3J(H".H1) iii Peptiden 

Hetero-lietcro-Kopplungcii. V.: anders n u r  schwerzugdngliche [98] 
z.B. 'J(C:.C) in  Proteinen 

hetcronuclcare Kopplungeii. [99l 
2.R. SJ(H!'..C"I und 2J (H , ,C ' )  
Constant-time-HSQC- V.: empfindlich. anders nur schwer (1041 
gekoppclt und entkoppclt 
aufnehnien. r.B "J(C,N) 

Constant-time-Euperimenl. V.: emptindlich, anders iiur schwcr [97] 
Kopplung wird aus dcm 
Verhiltnis Lweier Signale 
hestimmt. r .B  ".I(C.C) effekte. "C-Anreicherung 

lungen, 2.B. './(Hfl,N) 
"(H"~) V : sehr empfindlich, "N-Markie- [Ih] 

N.: Rerucksichtigung homonuclearer 
Kopplungen notwendig. meist nur zur 
qualitatrven AhschBtzung geeignet 
V.: hcssere Auflosung als hei HMBC 
N.:  selektive Pulse notig, somt wie 
HMBC 

N.: 7eitaufwcndig. "N-Anreichcrung 
nritig 

Kopplungen LU heatimmen 
N.: Irotopeiimarkicrung notwendig 

[93] 

7ugiingliche Kopplungeii zu hestiininen 
N.: evtl. Storung dui-ch Rclaxations- 
effektc 

7ugiinglichc Kopplungen zu hestimmen 
N.: evtl. Stiirung durch Relaxations- 

heteronucleare Kopp- 11911 

rung ausreicheiid 
N.: evtl. Storung durch Relaxations- 
effcktc, nicht fur sehr groBe Proteine 
gceignct 

ki] Siehe F u h o t e  von Tabelle 1 

lungskonstanten sind und die Signale auBerdem ein gutes Si- 
gnal-Rausch-Verhlltnis aufweisen, damit aus der experimentel- 
len Signalform noch genugend Informationen fur die Korrektur 
gewonnen werden kann. 

2.1.1. A-X-Kopplungen aus COSY-Spektven 

Wie bereits in Abbildung 2 gezeigt, kann aus einem Antipha- 
se- (z.B. COSY-) Kreuzsignal nur eine scheinbare Kopplungs- 
konstante abgelesen werden, die grundsltzlich wegen gegensei- 
tiger Signalausliisung durch die Antiphase-Struktur zu groB 
ausfiillt. Aus Siniulationen kann man sich leicht eine Korrela- 
tion zwischen wahrer und experimentell meI3barer Kopplungs- 
konstante erstellen. mit der sich bei Kenntnis von Signalform 
iind -breite letztere korrigieren IaBt (Abb. 3). Dies ist allerdings 
nur so lange miiglich, wie die gemessene Kopplungskonstanten 
noch eindeutig von der wahren Kopplungskonstante abhangt. 

Kim und P r e ~ t e g a r d ~ ~ ~ ]  haben fur die Bestimmung von Kopp- 
lungskonstanten aus AX-Spektren eine besonders einfache Me- 
thode angefiihrt, bei der die Signalbreite nicht explizit ermittelt 
werden mu0. Statt dessen wird die Kopplungskonstante rechne- 
risch aus zwei leichter zu bestimmenden Parametern, und v d ,  
bestinimt, die die Aufspaltung in einem Antiphase-Signal ein- 
ma1 in reiner Absorption und einmal in reiner Dispersion be- 
schreiben (Abb. 4). Dieses Verfahren hat den Vorteil, da8 kein 

0.5 r-- A 

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 

Abb. 3. MeBbarc Aufspaltung Jexp /LW eines Dubletts aus Lorentz-Linien als Funk- 
tion der rcduzierten wahrcn Kopplungskonstante Jlhcor :LW (LW = line width), An- 
tiphase- uiid In-Phase-Signale sind getrennt dargestcllt. In1 Bereich vonca. 0.15-0.3 
konnen die Ahwcichungen der gemessenen Wertc sowohl fur In-Phase- als auch fur 
Antiphase-Dubletts noch durch Berucksichtigung dcr Signalforiii koi-rigiert wer- 
den Bei Werten <0.1 wird bci Antiphase-Signnlen eine von ,Icxp weitgehend unab- 
hingigc Aufspaltung gcmessen, wiihrend sic bei In-Phase-Signalen ganz verschwin- 
det. so daB eine Korrcktur der MeBwerte unmoglich wird. 

40 0 -40 40 0 -40 - V I H Z  - v / H z  
Ahh. 4. MeBharc Trennung der Signalmaxima cines Antiphase-Dubletts fur die 
absorptive (v . )  und dispersive Komponente (YJ. Aus diesen heidcn Parametern 
kann der wahre Wert von J durch Losen der kubischcn Gleichung ( 1 )  herechnet 
werden. 

zusatzliches Spektrum aufgenommen werden muB, da fur ge- 
wohnlich ein COSY-Spektrum zur Signalzuordnung ohnehin 
benotigt wird. AuBerdem mu8 keine mathernatische Nachbe- 
handlung der Rohdaten durchgefuhrt werden. 

Die Methode beruht auf der Annahme einer Lorentz-Form 
fur die einzelnen Multiplettlinien. Zur vollstandigen Beschrei- 
bung eines Dubletts genugen generell die beiden Parameter 
Halbwertsbreite v , , ~  und skalare Kopplung J ,  die man aus zwei 
unabhangigen, experimentell bestimmbaren Parametern be- 
rechnen kann. Kim und Prestegard nutzen dazu zum einen die 
scheinbare Kopplung va (d. h. den Abstand der Maxima im ab- 
sortpiven In-Phase-Dublett) und zum zweiten (anstelle der aus 
Dubletts nur schwer zuganglichen Signalbreite) den Abstand vd 
der beiden auBeren Extrema im um 90" phasenverschobenen, 
d. h. dispersiven Dublett. Aus dem analytischen Ausdruck fur 
ein Dublett aus Lorentz-Linien kann man dann Gleichung (1) 
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fur J als Funktion von v, und vd erhalten. J kann nun aus der 
Quadratwurzel der einzigen reellen Wurzel dieser kubischen 
Gleichung berechnet werden. 

Dieses Verfahren ist einfach durchzufiihren und kann zur 
Auswertung von COSY-Signalen, z.B. den (HN,Ha)-Kreuzsig- 
nalen eines Peptids oder eines Proteins, sehr empfohlen werden, 
insbesondere wenn Signale im 1 D-Spektrum iiberlagert sind. 
Allerdings ist ein gutes Signal-Rausch-Verhaltnis fur die akku- 
rate Bestimmung von vd notwendig. Bei Signal-Rausch-Verhalt- 
nissen < 5 fiihren Ungenauigkeiten in va und besonders in vd zu 
signifikanten Fehlern in den berechneten J-Werten. Beziiglich 
der Apodisierung ist man von der Theorie her auf die Exponen- 
tialfunktion beschrankt, da nur so die Signalform nach der Fou- 
rier-Transformation einer Lorentz-Funktion entspricht. Es hat 
sich jedoch gezeigt, daI3 andere Apodisierungsfunktionen keine 
allzu abweichenden Ergebnisse liefern. 

2.1.2. Das DISCO- vevfahren 

Die einzelnen Kreuzsignale eines Kerns in einem COSY- 
Spektrum unterscheiden sich dadurch, daI3 jeweils eine Kopp- 
lung (die aktive) in Antiphase ist und alle anderen Kopplungen 
in Phase erscheinen. Durch die Uberlagerung von Si- 
gnalkomponenten entsteht oft ein kompliziertes Multiplettmu- 
ster, aus dem sich keine Kopplungskonstanten mehr ablesen 
lassen. Fiir diesen Fall gibt es eine Reihe von Verfahren, die 
Antiphase-Aufspaltungen rnit In-Phase-Aufspaltungen kombi- 
nieren, so da13 sich die Zahl der Multiplettlinien verringert und 
die Kopplungskonstanten aus der dann einfacheren Feinstruk- 
tur abgelesen werden konnen. Die dazu benotigten Antiphase- 
Signale sind aus den COSY-Kreuzsignalen zuganglich 
(Abb. 5 a). In-Phase-Signale erhalt man prinzipiell aus den 
COSY-Diagonalsignalen oder aus einem 1 D-Spektrum, bei 
iiberlagerten Signalen aber besser aus den Kreuzsignalen eines 
TOCSY-Experiments (wobei Phasenstorungen durch dispersive 

I 2 3  

C )  
DISCO von Kreuzsignalen DISCO-Entkopplung 

b) 

2.3-CP 1 
+ 2-DIA 

Abb. 5. a) DISCO-Experiment rnit Kreuzsignalen fur den Spin 2 eines Dreispinsy- 
stems. Links: schematisches COSY-Spektrum; rechts: Querschnitte der 1,2- und 
2.3-Kreuzsignale (1,2-CP, 1,3-CP) sowie des Diagonalsignals 2-DIA in w 2 .  
b) DISCO-Experiment durch Addition und Subtraktion der Kreuzsignale. 
c) DISCO-Entkopplung durch Addition und Subtraktiou von Kreuzsignal und 
Diagonalsignal. 

Antiphase-Beitrage durch Verwendung eines z-Filters vermie- 
den werden miissen, siehe Lit.[30. "9. 

Durch Differenz- oder Summenbildung von Kreuzsignalen in 
COSY-Spektren (daher der Name DISCO)'", 39.401 erhilt man 
eine Halbierung der Zahl der Multiplettlinien (Abb. 5b). Aus 
den Spuren zweier Kreuzsignale wird durch Addition (mit in der 
Regel interaktiv zu ermittelnden Gewichten) ein Multiplett er- 
halten, das die Summe der beiden aktiven Kopplungskonstan- 
ten in Antiphase enthalt. Haufig treten in solchen Additionen 
wegen der groneren Aufspaltung weniger Uberlagerungen auf, 
so da13 sich die Signalabstinde praziser bestimmen lassen. Aus 
der Differenz (negativen Kombination) der beiden Spuren er- 
halt man dagegen die Differenz der in den beiden Kreuzsignalen 
aktiven Kopplungen, die allerdings wegen der geringen Aufspal- 
tung oft nur schwer auswertbar ist. Das DISCO-Verfahren ist 
in Abbildung 6 nochmals an einem praktischen Beispiel illu- 
striert. 

Eine Variante ist die ,,DISCO-Entkopplung" : Durch das Mi- 
schen von Antiphase- und In-Phase-Multipletts lassen sich 
Spektren beziiglich der aktiven Kopplung ,,entkoppeln" 
(Abb. 5c). Die positive und die negative Kombination ergeben 
,,entkoppelte" Spektren, die um die halbe Kopplungskonstante 
nach links bzw. rechts verschoben sind. Es konnen jetzt auch 
Kopplungskonstanten aus Multipletts mit breiten Signalen be- 
stimmt werden. 

Problematisch an allen DISCO-Verfahren ist die Tatsache, 
daR der richtige Skalierungsfaktor fur die Kombination der bei- 
den Spektren nicht bekannt ist. Er mu13 somit interaktiv am 
Resultat der Kombination bestimmt werden, was die Auswer- 
tung komplizierter Spinsysteme schwierig macht. 

2.1.3. Die J- Vevdopplung 

Dieses Verfahrenr411 beruht auf einer rein mathematischen 
Nachbehandlung der gemessenen Rohdaten. Unterscheiden 
mu13 man dabei zwischen In-Phase- und Antiphase-Signalen, 
wobei wir hier nur den Fall von In-Phase-Multipletts bespre- 
chen werden. Fur die analoge Analyse von Antiphase-Signalen 
verweisen wir auf die Literat~r[~'] .  

Fur dieses Verfahren benotigt man den FID eines freiliegen- 
den In-Phase-Dubletts, d. h. entweder den FID des 1 D-Spek- 
trums oder - bei Uberlagerung - eine Reihe durch ein freiliegen- 
des Kreuzsignal eines 2 D-Spektrums, die durch inverse 
Fourier-Transformation (IFT) in einen Pseudo-FID umgewan- 
delt werden kann. In der Zeitdomane entspricht ein In-Phase- 
Dublett einer gedampften harmonischen Schwingung, die mit 
cos(7cJt) moduliert ist; dabei ist Jd i e  zu ermittelnde Kopplungs- 
konstante. Multipliziert man diesen FID rnit einer Funktion 
sin(7cJTestt), so erhalt man nach der Fourier-Transformation eine 
zusatzliche Antiphaseaufspaltung der GroBe JTesi. Von den ins- 
gesamt vier Linien fallen fur J = JTest die mittleren beiden genau 
zusammen und loschen sich wegen des Antiphasecharakters 
vollkommen aus (Abb. 7). Man kann also die Kopplungskon- 
stante J bestimmen, indem man den Parameter Jresl in der FID- 
Modulationsfunktion auf das Verschwinden dieser Multiplettli- 
nien hinoptimiert. Dieses Optimierungskriterium 1st auch einer 
autornatisierten Auswertung recht gut zuganglich, z.B. indem 
das Integral uber das gesamte Multiplett in Absolutwertdarstel- 
lung verfolgt ~ i r d [ ~ ' ' .  
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n A + B  

-v /Hz ---v/Hz 

Abb. 6. Das DISCO-Verfahren, angewendet auf ein cyclisches Hexapeptid. Erste Spalte: (H",HB)-Kreuzsignale (oben) und (H",HN)-Kreuzsignal aus 
dem 2D-DQF-COSY-Spektrum. Zweite Spalte: Detaildarstellung der Kreuzsignale H"-HR2 (A), H"-HP' (B) und HL-HN (C). Dritte Spalte: Quer- 
schnitte entlang F2 durch die entsprechenden Kreuzsignale. Vierte Spalte: Aus der Summe der Querschnitte A + B (oben) und A + C (unten) konnen 
die Summen der Kopplungskonstanten (3J(H",H82) + -'J(H".HP')) bzw. ('J(H",HP') + 'J(H",H")) mit groBer Genauigkeit abgelesen werden. 

Das Verfahren der J-Verdopplung kann in vielen Varianten 
durchgefiihrt werden. So erhalt man dieselbe Ausloschung des 
zentralen Linienpaares, wenn man von einem Antiphase-Du- 
blett ausgehend den FID mit cos(nJTeStt) moduliert (d. h. eine 
zusatzliche In-Phase-Aufspaltung um JTest einfiihrt) . Mit kom- 
plizierten Modulationsfunktionen fur den FID lassen sich kom- 
plexere Linienmuster erzeugen, die sich ebenfalls im Falle 
J = JTes, durch Ausloschung drastisch vereinfachen. SchlieBlich 
ist das Verfahren nicht auf Dubletts beschrankt: Bei komplexe- 
ren Multipletts erhalt man fur mehrere JTest-Werte Minima der 
Signalintensitat, entsprechend den im Signal enthaltenen Kopp- 
lungskonstanten. Durch die Multiplikation des Signals mit der 

.I 

1 - 1  

40 0 -40 - v lHz  
40 0 -40 
c- vlHz 

Abb. 7. J-Verdopplung eines In-Phase-Signals. Der FID aus der IFT des In-Phase- 
Dubletts wird mit der Funktion sin(nJrc,,t) multipliziert. Dies entspricht einer Kon- 
volution des Dubletts mit einer Antiphase-Kopplungskonstante J,.,,, . Bei Variation 
von J,,,, verschwindet das innere Antiphase-Dublett, sobald JTI., = J gilt. 

Testkopplungskonstante werden allerdings mehr Linien erzeugt 
als ohne die Datenbehandlung, was sich wegen der moglichen 
Uberlagerung einzelner Signale negativ auswirken kann. 

2.1.4. Die Signalformsimulation mit Refevenzsignalen 

Die grundlegende Idee dieser Techniken ist die Simulation 
eines komplexen, nichtaufgelosten Multipletts ausgehend von 
mehreren experimentellen Multipletts. Wir wollen sie hier zu- 
nachst an zwei relativ einfachen, homonuclearen Fallen bespre- 
chen und dann eine sehr erfolgreiche Variante zur Bestimmung 
heteronuclearer Weitbereichskopplungen vorstellen. 

Wie in Abschnitt 2.1.3 besprochen, kann man durch Multipli- 
kation eines FID rnit cos(nJTeStt) oder sin(xJ,,,,t) ein Signal mit 
einer zusatzlichen ,,kiinstlichen" In-Phase- bzw. Antiphase- 
Aufspaltung JTest versehen (Abb. 8). Dabei gelangt man ausge- 
hend von einem gemessenen Antiphase- bzw. In-Phase-Multi- 
plett zum gleichen Endergebnis, wenn der Parameter JTest gerade 
der in den experimentellen Signalen in unterschiedlicher Phase 
enthaltenen Kopplungskonstante J entspricht : Beide Signale 
enthalten dann j e  eine In-Phase- und eine Antiphase-Aufspal- 
tung der gleichen GroBe J = .ITest (Abb. 8, rechts). Optimie- 
rungskriterium ist also die Ahnlichkeit der auf beiden Wegen 
erhaltenen modulierten Multipletts, die sich z.B. anhand der 
Standardabweichung der beiden Signale[43] oder iiber vektoriel- 
le Algorithmen ermitteln laBt[441. 

Eine andere Moglichkeit, die sich besonders zur Bestimmung 
homonuclearer In-Phase-Kopplungskonstanten eignet, ist die 
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zwei 2 D-'H,'3C-HSQC-Korrelationsspektren bestimmen, von 
denen eines unter 'P-Entkopplung aufgenommen wurde 
(FIDS-HSQC[761). Die Signalbreiten in der 'H- und in der 13C- 
Dimension unterscheiden sich in den beiden Spektren dann nur 
noch durch die Kopplung des Protons bzw. Kohlenstoffatoms 
zum Phosphoratom (Abb. 10). 

Abb. 8. Bestimmung homonuclearer Kopplungskonstanten aus COSY- (Anti- 
phase-) und TOCSY-(In-Phase-)Signalen durch Konvolution der Signale mit einem 
komplementaren Multiplett, dessen Kopplungskonstante JTent ist (vgl. Abb. 7 ) .  Fur 
den Fall IT,,, = J werden beide Multipletts nach der Konvolution identisch (ganz 
rechts), was als Konvergenzkriterium fur die Bestimmung von J genutzt werden 
kann. 

Konvolution selektiv entkoppelter S ~ e k t r e n I ~ ~ ]  mit einer zu op- 
timierenden Testkopplungskonstante. Als Datensatz dienen 
zwei Spektren, zum einen das konventionelle 1 D-Spektrum 
(oder Reihen durch entsprechende Kreuzsignale eines 2 D-Ex- 
periments) und zurn anderen ein Spektrum, aus dem die gesuch- 
te JB, ,-Kopplung durch Einstrahlen bei der Frequenz des Ker- 
nes H, entfernt wurde (Abb. 9). Dieses Spektrum wird nun 

JB.D = 0.5 Hz 

I t 

Abb. 10. FIDS-HSQC-Spektrum eines cyclischen Desoxyribose(methy1phospho- 
nats). a) Querschnitt eutlang Fl (d. h. der Kohlenstoffdimension) durch das 
(HS,CS)-KreuzsignaI ohne (oben) und rnit "P-Entkopplung (unten). b) Quer- 
schnitt entlang F2 (d. h. der Protonendimension) durch das (H3',CY)-KreuzsignaI 
ohne (oben) und mit "P-Entkopplung (unten). c) Ergebnis der Simulation des 
gekoppelten Multipletts aus (a) aus dem entkoppelten Multiplett durch Hinzufiigen 
einer Kopplung 'J(CS',P). Eine optimale Ubereinstimmung ergiht sich fur 
'J(CS',P) = 8.9 Hz, d) Analog zu (c) fur das Multiplett aus (b). Hier ergibt sich 
'J(HY,P) = 4.5 Hz. A = experimentelles, B = simuliertes Multiplett. C = Dif- 
ferenz (aus Lit. [76]). 

I 
iteratives Anpassen an das 

Optimierung von JTsl, 
experimentelle Spektrum durch x cos(x&,,,t) 

HMBC-Experiment (heteronuclear multi-bond correlation) we- 
-10 0 10 -10 0 10 
vIHz- vlHz- 

Abb. 9. Bestimmung der Kopplungskonstanten J(H,H) in metu-disubstituiertem 
Benzol (a). Die Werte der starken 'J-Kopplungen (J(A,B) und J(B,C)) konnen 
direkt aus dem ID-Spektrum abgelesen werden (nicht gezeigt). b) Gekoppeltes und 
c) von H, selektiv entkoppeltes experimentelles Multiplett von H,. Das selektiv 
entkoppelte Multiplett kann nur dann durch Konvolution rnit einer In-Phase-Kopp- 
lung JTc,, exakt in das gekoppelte Spektrum uberfuhrt werden, wenn JTcs, = Jgilt. 

einer Konvolution unterworfen, d.h. der FID wird mit der 
Funktion COS(XJ~,,~~) multipliziert und so eine kiinstliche In- 
Phase-Kopplung der GroBe JTes, erzeugt. Nun wird das Signal 
entweder in der Zeit- oder in der Frequenzdomane rnit dem 
gekoppelten Spektrum unter Variation von JTest so lange vergli- 
chen, bis fur J = JTesf die Abweichung minimal wird (Nebenmi- 
nima konnen jedoch bei Summen oder Differenzen der im Mul- 
tiplett enthaltenen Kopplungskonstanten auftreten. 

Eine solche selektive Entkopplung 1aBt sich besonders leicht 
durchfuhren, wenn es sich um die Kopplung zu einem Hetero- 
kern handelt. So lassen sich 3JH, und 3Jc, in Nucleotiden aus 

Eine weitverbreitete Anwendung dieser Techniken besteht in 
der Bestimmung heteronuclearer Weitbereichskopplungskon- 
stanten aus HMBC-Kreuzsignalen von nicht ' %-angereicher- 
ten M~lek i i l en [~~] .  Hierbei ist besonders vorteilhaft, daB das 

gen der inversen Detektion relativ empfindlich ist (2.B. im Ver- 
gleich mit dem COLOC-E~periment[~']) und die Identitat der 
heteronuclearen Weitbereichskopplungen sich direkt aus der 
Zuordnung der 2D-Kreuzsignale ergibt"'. 481. Die Pulssequenz 
(einschlieBlich ,,low-pass J filter"r491) ist in Abbildung 11 ange- 
geben"']; der 180°-1H-Puls am Ende der Sequenz wird nur fur 
die im folgenden beschriebenen Kopplungskonstantenbestim- 
mung mit einem homonuclearen Referenzspektrum benotigt. 

Beim HMBC-Experiment handelt es sich um eine Variante 
der inversen heteronuclearen Verschiebungskorrelation HMQC 
(heteronuclear multi-quantum correlation). Wahrend des lan- 

Abb. 11. Pulssequenz fur ein HMBC-Experiment zur Bestimmung heteronuclearer 
Kopplungskonstanten. Das entstehende Spektrum korreliert Protonen iiber Weitbe- 
reichskopplungen (meist ' J  und ) J )  rnit "C-Kernen. Der Delay A ,  ist fur den 
Low-pass-J-Filter notwendig und betragt l/(Z"J(C,H)), d, % 60-80 ms. 

Angen. Chem. 1995, 107, 1813-1838 1821 



AUFSATZE H. Kessler et al. 

gen Zeitraums A ,  entwickeln sich die kleinen heteronuclearen 
Weitbereichskopplungen nJC,H (n = 2.3) und erinoglichen so ei- 
nen Koharenztransfer auf I3C. Im resultierenden 2 D-Spektrum 
erhllt man daher Kreuzsignale zwischen allen Protonen und 
Kohlenstoffkernen, die durch nicht mehr als etwa drei Bindun- 
gen getrennt sind. 

Prinzipiell konnte man nun die Weitbereichskopplungskon- 
stanten direkt aus der Aufspaltung der Multiplettlinien in den 
Kreuzsignalen bestimmen (dazu eignet sich allerdings eine mo- 
difizierte Sequenz rnit besseren Phaseneigenschaften besser['"]). 
Heteronucleare Wei tbereichskopplungskonstanten liegen jedoch 
oft in der gleichen GroDenordnung wie homonucleare 2JH, H- und 
35H, .-KoppIungskonstanten (ca. 1 - 10 Hz). Daher kann die klei- 
ne heteronucleare Antiphase-Kopplungskonstante nJC,H wegen 
der Uberlagerung und gegenseitigen Ausloschung der zahlrei- 
chen Multiplettlinien meist nicht direkt abgelesen werden. 

Keeler. Titman und Neuhaus entwickelten jedoch ein elegan- 
tes Verfahren, uin auch in solchen Fallen die heteronuclearen 
Weitbereichskopplungskonstanten aus der Signalform exakt ab- 
leiten zu kdnnenr4*]. Durch die Aufnahmetechnik bedingt ist die 
Phase des Multipletts eines HMBC-Kreuzsignals ndmlich in F, 
wegen der Modulation durch H-H-Kopplungen und durch die 
Entwicklung der chemischen Verschiebung wahrend der beiden 
Delays A ,  und A ,  nicht rein absorptiv, vielmehr enthdlt &as 
Multiplett samtliche homonuclearen Kopplungen des am 
Kreuzsignals beteiligten Protons (mit gemischen Phasen) und 
die das Kreuzsignal verursachende heteronucleare Weitbe- 
reichskopplung in Antiphase. Das Signal eines Protons in eineni 
homonuclearen Spektrum wie einem 1 D-Spektrum oder sein 
Kreuzsignal in der F,-Dimension in einem 2D-RELAY- oder 
-TOCSY-Spektrum enthllt die gleichen H-H-Kopplungen wie 
das heteronucleare Spektrum. Die Unterschiede zum HMBC- 
Signal liegen in den Phaseneigenschaften dieser Kopplungen 
(hier in Phase) sowie im Fehlen der heteronuclearen Antiphase- 
Kopplung. 

Um die Phaseneigenschaften des heteronuclearen Spektrums 
auch im 'H-Spektruni zu erhalten, kann das 1 D-Spektrum mit 
der Sequenz ,,90"( 'H)-(A, + A,)-Akquisition" aufgenommen 
werden. Dieses Verfahren ist jedoch nur auf freiliegende Signale 
anwendbar. Bei uberlagerten Signalen kann statt dessen ein 
TOCSY-Spektrurn aufgenommen werden, in dem zusatzliche 
Phasenstorungen durch die TOCSY-Mischsequenz vermieden 
werden mussen (z.B. mit einem z-Filter, siehe Abschnitt 2.1.1). 
Das Multiplett kann nun entlang der F,-Dimension herausgele- 
sen werden, der Rest der Basislinie wird auf Null gesetzt und 
anschliel3end eine inverse Fourier-Transformation (IFT) durch- 
gefiihrt. Der erhaltene Pseudo-FID ist das Signal dieses einzel- 
nen Multipletts in der Zeitdomane. Der Effekt der Delays A ,  
und A ,  laBt sich jetzt durch Verschieben des Startpunktes des 
F I D  um ( A  + A,)  erreichen, d. h. durch Verwerfen der ersten N 
Datenpunkte [ N  = ( A  + A,)/,,dwell-time"]. Die fehlenden 
Punkte werden am Ende des F I D  durch Nullen ersetzt (,.zero- 
filling"), was keinen allzu grol3en Fehler verursacht, da der FID 
dort weitgehend abgeklungen ist (dwell-time = Zeit zwischen 
zwei Datenpunkten) . 

Das in diesem modifizierten F I D  enthaltene homonucleare 
Referenzmultiplett unterscheidet sich vom HMBC-Multiplett 
nur noch durch das Fehlen der heteronuclearen Antiphase- 
Kopplung (sowie in der Signalamplitude). Wie in Ab- 

schnitt 2.1.3 beschrieben, kann eine Antiphase-Kopplung JTe5, 
aber durch Multiplikatioii eines FID rnit dem Term sin(rtJ,,,,f) 
simuliert werden. In einer nichtlinearen Optimierung konnen 
Skalierungsfaktor und J,,,, nun so lange variiert werden, bis die 
Abweichung der beiden Spektren voneinander minimal wird ; 
dann sollte J = JTea, sein. In Abbildung 12 ist dieses Verfahren 
an einem praktischen Beispiel gezeigt. 

Abh. 32. Die Bestimmung heteronuclearer Weitbereichskopplungskonstanten aus 
HMBC-Spektren mit dem Keeler-Verfahren (siehe Text). a) Referenzmultiplett aus 
einem z-gefilterten TOCSY-Spektrum; b) dasselbe Multiplett nach Berucksichti- 
gung der Phasenverschiebung des HMBC-Spektrums; c) experimentelles Multiplett 
aus dem HMBC-Kreuzsignal (diescs unterscheidet sich von (b) lediglich durch die 
gesuchte heteronucleare Weitbereichskopplung in Antiphase); d) Ergebnis der 
Simulation des HMBC-Signals (c) unter Verwendung des Referenzsignals (h). 

Der Vorteil dieser Methode liegt darin, daB fur gewohnlich in 
einem HMBC-Spektrum viele Weitbereichskorrelationen auf- 
treten und somit auch entsprechend viele Kopplungskonstanten 
bestimmt werden konnen. Jedoch ist die Qualitat des heteronu- 
clearen Spektrums und dabei insbesondere das Signal-Rausch- 
VerhCltnis fur die Konvergenz des Optimiervorgangs von ent- 
scheidender Bedeutung (vgl. die ausfuhrliche Fehlerbetrachtung 
zu dieser Methode in 

2.1.5. Die inverse Fourier- Transformation von 
In- Phase-Multipletts 

Diese Methode zur Bestimmung der 3JHN, H,-Kopplung ist 
auch fur groDere Molekule geeignet und wird bevorzugt bei 
NOESY-Spektren angewendet, da diese ohnehin zur Struktur- 
bestimmung aufgenommen werden miissen und daher keine zu- 
satzliche MeRzeit benotigt wird" 51. 

In einem NOESY-Spektrum weisen alle Kreuzsignale eines 
bestimmten Proteius in F, die gleiche In-Phase-Mnltiplettstruk- 
tur auf. Fur das Amidproton von Aminosauren in Peptiden (mit 
Ausnahme von Glycin) resultiert ein Dublett aufgrund der 
Kopplung zum a-Proton. Zur Auswertung sollte nicht &as zum 
gleichen Aminosaurerest gehorende (HN,Ha)-Kreuzsignal her- 
angezogen werden, da es durch Beitrlge skalarer Kopplungen 
gestort sein kann[s2. s31. In einem NOESY-Spektrum treten je- 
doch fur ein HN-Signal meist mehrere NOES mit benachbarten 
Protonen auf, so daR man sich in der Regel ein anderes freilie- 
gendes Signal aussuchen kann. Zur Bestimmung der Kopp- 
lungskonstante 3JHN,H.. dient nun eine Spur entlang der F,-Di- 
mension durch dieses Signal (um das Signal-Rauschverhiiltnis 
zu verbessern konnen, wie auch beim DISCO-Verfahren, mehre- 
re Spuren aufaddiert werden). Durch eine IFT enthllt man 
einen diesem Signal entsprechenden Pseudo-FID (Abb. 13) 
der wegen der in ilim enthaltenen In-Phase-Kopplung niit 
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Abb. 13 Signal eines unvollstandig aufgelosten Dubletts und korrespondierendes 
Signal in der Zeitdomine (FID). das durch IFT erhalten wird. Die Startparameter 
fur Kopplungskonstante und Signalbreite, J'O) bzw. r(O), konnen aus dem ersten 
Nulldurchgang der Emhullenden des FID und der Halhwertsbreite des Signals 
bestiinmr werden. Die genaue Ermittlung der Kopplungskonstante wird im Text 
erliutert. 

~ o s ( x ~ J , , ~ ~ ~ ~ t )  moduliert ist. Jetzt kann in erster Naherung aus 
dem Zeitpunkt I, des ersten Nulldurchgangs der FID-Einhul- 
lenden der Wert J'O) = l/2fo fur die 3JHN, H,-Kopplungskonstante 
abgeschltzt werden. Die Signalbreite Po) kann der Halbwerts- 
breite (naturlich unter Berucksichtigung von J(')) entnommen 
werden. 

Mit diesen Startwerten ist es moglich, ein In-Phase-Dublett zu 
simulieren [GI. (2)], wobei I,, die experimentelle Akquisitions- 

zeit ist; die Signalbreite wird durch den exponentiellen Abfall 
reprisentiert. Dieses Signal S(t)  wird nun derselben Prozedur 
wie das experiinentelle Signal unterworfen (gleiche Filterfunk- 
tionen, zero-filling etc.) und die Abweichung vom experimentel- 
len FID in einer nichtlinearen Optimierung bezuglich Po) und 
J'O) minimiert. 

Das Verfahren kann generell auf In-Phase-Multipletts ange- 
wendet werden, so auch auf ein ['5N,1H]-K~rrelation~~pektrum, 
bei dem Amidprotonen detektiert werden. In Abschnitt 2.3.3 
werden wir noch eine weitere Methode besprechen, mit der 
BUS einem speziell modifizierten [ 15N,'H]-COSY-Experiment 
3JH,, H.-Kopplungskonstanten iiber Signalintensititen bestimmt 
werden konnen. Ein groRer Vorteil der hier beschriebeaen Me- 
thode mit der inversen Fourier-Transformation liegt darin, daR 
nur ein Spektrum zur Auswertung benotigt wird, das ohnehin 
zur Strukturbestimmung aufgenoinmen werden mu0 (in der Re- 
gel ein NOESY-Spektrum). Das Verfahren ist relativ empfind- 
lich und benotigt auch keine isotopenmarkierten Verbindungen. 

2.2. Die Bestimmung von Kopplungskonstanten mit dem 
E.COSY-Prinzip 

Viele Methoden zur Bestimmung von Kopplungskonstanten 
bedienen sich des E.COSY-Prinzips. Der Name E.COSY steht 
fur exclusive correlation spectroscopy[", 5 4 9  551. Das Resultat ist 
eine Vereinfachung des Kreuzsignalmultipletts, da nur die 
,,verbundenen Ubergiinge" (im Energieniveau-Schema des 
Spinsystems) angeregt werden. Die Kopplungskonstante kann 
aus der Verschiebung zweier Multiplettkomponenten abgelesen 
werden, die in der indirekt detektierten Dimension separiert 
sind und daher einander nicht storen. Im folgenden stellen wir 
einige Verfahren vor, mit denen sowohl homo- als auch hetero- 
nucleare Kopplungskonstanten aus Signalen vom E.COSY-Typ 
ennittelt werden konnen. Zuerst aber wird das E.COSY-Prinzip 
beschrieben, das all diesen Verfahren zugrunde liegt. 

2.2.1. Das E.COSY-Puinzip 

Der Vorteil des E.COSY-Experiments besteht darin, da13 die 
Zahl der Multiplettlinien in einem Kreuzsignal durch die alleini- 
ge Anregung verbundener Ubergange (oder auch selektiv der 
nichtverbundenen Uberginge) reduziert wird. Dadurch entfal- 
len oftmals die Signaluberlagerungen, so daI3 Kopplungskon- 
stanten ohne Verfalschung direkt aus dem Abstand der Si- 
gnalmaxima abgelesen werden konnen. Zur Erlluterung 
betrachten wir das Kreuzsignal eines Dreispinsystems AMX 
(Abb. 14), wobei es gleichgultig ist, auf welche Weise das Signal 
entsteht (z.B. COSY, TOCSY, NOESY). 

Abh. 14. Prinzip von E.COSY. a) Schematisches ZD-(A,M)-Kreuzsignal eines Spin- 
systems aus drei gleichzeitig koppelnden Kernen A, M und X unter X-Entkopplung. 
b) und c) Ohne Entkopplung wird das Signal in beiden Dimensioncn durch das 
Iokale Zusatzfeld des Nachbarkerns X verschohen, und zwar je nach Spineinstel- 
lung von X in unterschiedliche Richtuugen: b) X-Spin in a-Zustand, c) X-Spin im 
P-Zustand. d) Bei einer realen Probe erhilt man immcr eine Uberlagerung der 
Teilspektren (b) und (c). Die diagondk Aufspaltung des Signals in F, iind F2 ent- 
spricht den beiden passiven Kopplungskonstanten .I(A,X) bzw. J ( M , X  I 

Koppelt X zu A und M, so erhiilt man fur das (A,M)-Kreuz- 
signal eine Verschiebung (wegen des unterschiedlichen Feldes 
am Kernort), wenn der X-Kern im a-Spinzustand vorliegt. Das 
ist fur ziemlich genau die Halfte der Molekule in der Probe der 
Fall (Abb. 14b). In der anderen Halfte liegen die X-Kerne im 
P-Spinzustand vor, was zu dem Signal in Abbildung 14c fuhrt. 
Falls sich also in der Zeit, die fur den Magnetisierungstransfer 
von A nach M benotigt wird, die Spineinstellung von X nicht 
andert, erhalt man das in Abbildung 14d gezeigte Signal: Si- 
gnalintensitat findet sich nur bei den Multiplettlinien, die 
einer Beibehaltung des Spinzustands von X entsprechen 
(,,verbundene Ubergiinge"), d. h. in Abbildung 14d dem linken 
oberen (a-Spin von X) und dem rechten unteren Signal (b-Spin 
von X). Die prinzipiell zusatzlich vorhandenen anderen beiden 
Multiplettlinien haben die Intensitat Null, das resultierende 
Kreuzsignal zeigt damit das typische ,,schrage" Erscheinungs- 
bild eines E.COSY-Signals. Um ein solches E.COSY-Muster zu 
erhalten, mu0 also eine Mischung der Spinzustande von X (z.B. 
durch einen 9O"-Puls) vermieden werden. 

In einem E.COSY-Kreuzsignal genugt es, daR die Aufspal- 
tung in F, (A-X-Kopplung) groRer als die Signalbreite ist, uni 
die Teilsignale zu separieren und in der detektierten Dimension 
(F, in 2D-, F3 in 3D-Experimenten) eine vie1 kleinere M-X- 
Kopplungskonstante mit hoher Genauigkeit als Verschiebung 
beider Signale messen zu konnen. Dies geschieht durch Bestim- 
mung der Signalmaxima oder noch besser durch Messung der 
gegen-seitigen Versetzung der Linien (unter Beriicksichtigung 
der gesamten Signalform). Neben dem Wert kann aus der Rich- 
tung der Verschiebung auch das Vorzeichen der Kopplungskon- 
stanten bestimmt werden. 
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2.2.2. Homonucleave E.COSY- Techniken Das Verhaltnis der Anregung nichtverbundener (I" + ID) zu 
der verbundener Ubergange (I" + I") ist daher proportional zu 
tan (2p'/2). Gleiches gilt fur die Intensitat der entsprechenden 
Multiplettlinien. Problematisch beim P-COSY-Experiment ist 
jedoch der Phasenunterschied von 90" zwischen Kreuz- und 
Diagonalsignal, der eine gleichzeitige Korrektur beider Signale 
wie beim normalen COSY-Spektrum zu rein absorptiven Si- 
gnalen unmoglich macht. Die dispersiven Signalanteile der Dia- 
gonale lassen sich allerdings durch Subtraktion eines 2 D-Refe- 
renzspektrums rnit einem Mischpuls von 0" einfach entfernen 
(d. h. 90" - t ,  - t z ) .  Dieses 2D-Referenzspektrum kann aus 
einem einzigen FID rechnerisch erhalten werden, indem fur je- 

des t,-Inkrement ein Da- 
tenpunkt des ursprungli- 
chen 1 D-FID vorne abge- 
schnitten wird, so daB der 
zusatzliche MeBzeitbedarf 
lediglich dem fur ein gutes 
1 D-Spektrum entspricht. 
Das P.E.COSY- bietet ge- 
geniiber dem E.COSY- 
Experiment auBerdem 
noch den Vorteil hoherer 
Empfindlichkeit, weil kei- 
ne Spektren hoherer 
Quantenordnung (Tripel- 
quanten, Quadrupelquan- 
ten etc.) notwendig sind, 
die nur rnit geringerer Eff- 
zienz erhalten werden kon- 
nen['" 54. 551. Die beim 
E. COSY-Experiment an- 
gesprochenen Relaxa- 
tionseffekte werden aller- 

Im eigentlichen homonuclearen E.COSY-Experiment wird 
der im vorigen Abschnitt skizzierte Effekt nicht durch ein Beibe- 
halten der Spinzustande der passiven Spins erreicht, sondern 
durch eine geeignete Kombination von Multiquanten-Korrela- 
tionen. Dies ist z.B. in Lit.[561 ausfuhrlich erklart und sol1 hier 
nicht wiederholt werden. Man erhalt als Ergebnis das gleiche 
Multiplettmuster wie in Abbildung 14d, allerdings sind alle Li- 
nien noch einmal in beiden Dimensionen durch die aktive Kopp- 
lung aufgespalten, da eine Entkopplung in homonuclearen Ex- 
perimenten nicht durchfiihrbar ist (Abb. 15). Jedoch muB an 

Abb. 15. Doppelquantengefiltertes COSY- (links) und E.COSY-Spektrum (rechts) eines cyclischen Hexapeptids; gezeigt sind jeweils 
die H",H"Regionen. Im E.COSY-Spektrum ist deutlich die Vereinfachung der Multiplettstruktur zu erkennen; aus der relativen 
Verscbiehune der verbliehenen Teilstrukturen (Pfeile) lassen sich die entsorechenden passiven Kopplungskonstanten mit groDer 

dings gleicherrnaBen such 
beim P.E.CoSY-Experi- 

Genduigkeit ablesen (vgl. Abh. 14) 

dieser Stelle darauf hingewiesen werden, daB bei der Linearkom- 
bination von Multiplettkomponenten unterschiedliche transver- 
sale Relaxationszeiten der beteiligten In-Phase- und Antiphase- 
Terme die Bestimmung der Kopplungskonstante beeinflussen 
konnenr5']. AuDerdem haben wir bei dieser Betrachtung Effekte 
durch longitudinale Relaxation vernachlassigt, die ebenfalls zu 
einer Mischung von a- und P-Komponenten fuhren konne11[~*1, 
was eine zu groBe scheinbare Kopplungskonstante ergibt. 

Eine einfache Alternative zum E.COSY-Experiment ist das 
P.E.COSY-Experiment (von primitive E.COSY)[591. Es ist be- 
kannt, daB in einern COSY-Spektrum rnit einem kleinen Flip- 
winkel des Mischpulses /? < 90" (P-COSY) die Kreuzsignale be- 
vorzugt Signalkomponenten verbundener Ubergange aufweisen 
und nichtverbundene Ubergange (d. h. solche mit einer Spinum- 
kehr der passiven Kerne) abgeschwacht sind. Dies beruht darauf, 
daB nur ein 90 "-Puls die Spinzustande der passiven Kerne voll- 
kommen mischt; ein Puls rnit sehr kleinem Flipwinkel p' hat nur 
einen vernachlassigbaren EinfluD auf die passiven Spins [Gl. (3)]. 

ment wirksam sein. 

2.2.3. Hetevonucleave E.COSY-Techniken 

In der heteronuclearen Spektroskopie lassen sich Multiplett- 
strukturen, die nur verbundene Ubergange enthalten (E.COSY- 
Muster), besonders leicht erreichen. Bleiben die Heteroatome 
wahrend des Experiments unberiihrt, d. h. werden deren Zu- 
stlnde CI und P nicht gemischt, so zeigt jede Kopplung eines 
Protons rnit dem Heteroatom die typische E.COSY-Struktur. 
Dies laBt sich am einfachsten erreichen, indem ein beliebiges 
homonucleares 2 D-Experiment (z.B. H,H-TOCSY oder -NOE- 
SY) ohne jegliche Pulse auf den Heterokern aufgenommen wird, 
d. h. ohne Heteroentkopplung in F, und F, sowie ohne jegliche 
Heterokern-Pulse zwischen F, und F,. Damit erhalt man fur 
jedes Kreuzsignal eine zusatzliche Aufspaltung in beiden 
Dimensionen durch die Kopplung des Protons zum Heterokern 
und bezuglich dieser Kopplung ein E.COSY-Muster. Dies gilt 
naturlich nur fur Molekiile rnit einem NMR-aktiven Isotop des 
Heterokerns, bei C und N als Heterokernen also nur fiir einen 
kleinen Teil der Molekule, den Rest kann man aber durch 
Heterofilter eliminieren (siehe unten). Bei Heterokernen wie 31P 
und "F dagegen (oder bei rnit NMR-aktiven Isotopen angerei- 
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Abb. 16. 'H,I3C-HSQC-Spektrum eines Oligonucleotids. Da das Experiment ohne 
"P-Entkopplung in F, und Fz durchgefuhrt wurde, entsteht durch die Kopplungen 
zu den Phosphorkernen das typische E.COSY-Muster (siehe Text). 

cherten Verbindungen) kann dieses Phanomen ohne Probleme 
in jedem homonuclearen 2 D-Korrelationsspektrum beobachtet 
werden (Abb. 16)[7'1. 

Besonders niitzlich ist die Tatsache, daR vor allem die 'JH, x- 
Kopplungen sehr groR sind (13C: ca. 140 Hz, "N: ca. 90 Hz), so 
daR man auch in Molekiilen mit sehr groRen Signalbreiten klei- 
ne Kopplungskonstanten gut aus E.COSY-Signalen bestimmen 
kann, wenn man die 'J-Kopplungen in der anderen Dimension 
zum Trennen der Linien benutzt. Wenn das NMR-aktive Isotop 
des Heteroatoms nur in geringer naturlicher Haufigkeit auftritt, 
dann ist der Signalanteil mit E.COSY-Muster natiirlich klein 
und kann vom normalen COSY-Signal iiberlagert werden, das 
von den Molekiilen ohne dieses Isotop verursacht wird. Daher 
muR unterschieden werden zwischen Experimenten, die mit dem 
NMR-aktiven Isotop des Heterokerns in natiirlicher Haufigkeit 
durchfuhrbar sind und solchen, die eine weitgehende Anreiche- 
rung dieses Isotops erfordern. 

Auf diesem Gebiet ist in letzter Zeit eine groBe Zahl von 
Experimenten entwickelt worden, die alle vom Prinzip her sehr 
iihnlich sind. Wir wollen deshalb nur einige grundlegende Expe- 
rimente behandeln und verweisen auf Tabelle 2, in der fur viele 
weitere Experimente Anwendungsgebiet, MeBtechnik sowie 
Vor- und Nachteile zusammengefaflt sind. 

Grundsatzlich lassen sich rnit heteronuclearen E.COSY- 
Techniken auch Kopplungskonstanten bei Molekiilen rnit 
groRen Signalbreiten (z.B. Proteinen) akkurat bestimmen (siehe 
Abschnitte 2.2.3.3 und 2.2.3.4). Allerdings werden bei den het- 
eronuclearen E.COSY-Techniken wegen der Kopplung zum 
Heteroatom die Signale in Dubletts aufgespalten, was naturlich 
die Wahrscheinlichkeit von Uberlagerungen etwas erhoht. Zu- 
dem verteilt sich die Signalintensitat bei heteronuclearen 
E.COSY-Spektren im Vergleich zu der bei entkoppelten 
HMQC- oder HSQC-Spektren auf zwei Signalkomponenten, 
was zu einer auf 50 % reduzierten Empfindlichkeit fiihrt. AuBer- 
dem kann auch longitudinale Relaxation, die zu einer geringfu- 
gigen Mischung der a- und P-Zustande wahrend der Pulsse- 
quenz fiihren kann, Fehler verursachen. 

2.2.3.1. Heteronucleare 'N-'H- Weitbereichskopplungs- 
konstanten 

Bereits sehr fruh wurde gezeigt, daR in "N-markierten Pro- 
teinen heteronucleare 3JN,HB- und 3JHa(i)N(i + ,)- sowie 3JN,H- 
Kopplungskonstanten von I5N-Kernen der Seitenketten aus 
einfachen homonuclearen Korrelationsspektren wie RELAY- 
und TOCSY- oder NOESY- und ROESY-Spektren extrahiert 

werden konnen[60. 611. Die Kopplungskonstante wird dabei aus 
dem Kreuzsignal zweier Protonen ermittelt, von denen eines 
direkt an den "N-Kern gebunden ist, der mit dem anderen 
Proton iiber mehrere Bindungen koppelt. Die Kreuzsignale zwi- 
schen Amidproton und anderen Protonen zeigen mit der passi- 
ven heteronuclearen Kopplungskonstante in F2 E.COSY-artige 
Multiplettstrukturen, da auf die "N-Kerne keine Pulse durch- 
gefiihrt werden und somit nur verbundene Ubergange zum Si- 
gnal beitragen (analog zu den HETLOC-Kreuzsignalen, vgl. 
Abb. 17). Entlang der indirekt detektierten Dimension (F ,  in 
2 D-Spektren) sind die Signale durch die 'J,,,-Kopplung (etwa 
92 Hz) aufgespalten, entlang der direkt detektierten Dimension 
(E; in 2 D-Spektren) dagegen durch die interessierende kleine 
heteronucleare Weitbereichskopplung. Aus den Kreuzsignalen 
zwischen Amidproton und den b-Protonen derselben Amino- 
saure laBt sich 3JN,,,-Kopplungskonstante, die den X1-Winkel in 
Peptiden charakterisiert (vgl. Abb. I), ermitteln. Das sequentiel- 
le (H:,HY+ ,)-Kreuzsignal in NOESY- oder ROESY-Spektren 
liefert die 3JH.(i)N(i + ,,-Kopplungskonstante, die vom $-Winkel 
des Peptidriickgrats abhangt. 

2.2.3.2. w,-ffeteroge$l~erte Experimente zur Anaiyse 
heteronuclearer Weitbereichskopplungen 

Diese Methoden eignen sich zur Bestimmung von weitrei- 
chenden Kopplungskonstanten von Protonen zu 13C- oder 'N- 
Kernen in natiirlicher Haufigkeit, an die ein Proton direkt 
gebunden ist[62-6'1. Die Pulssequenz fur das sogenannte HET- 
LOC-Experiment ist in Abbildung 17 angegeben16'- 63* 

BIRD X-Halbfilter TOCSY (oder A -, NOESYIROESY) 
'H IAIAI 5 ] A I L \ !  1, IMLEV.17 

Abb. 17. Pulssequenz fur ein o,-gefiltertes TOCSY ohne heteronucleare Entkopp- 
lung (HETLOC). Der Delay d wird auf 1/(2'J(C,H)) gesetzt. Im entsprechenden 
Spektrum werden an I3C gebundene Protonen (wlhrend t,) uber die skalare Kopp- 
lung (von Bindungselektrouen vermittelt, TOCSY) oder die direkt durch den Raum 
wirkende dipolare Kopplung (NOESY/ROESY) mit anderen Protonen (wahrend 
fZ) korreliert, ohne dafl dazwischen die Spinzustande der "C-Kerne gestort werden. 
Dadurch entsteht das gewunschte E.COSY-Muster (siehe Text). Die Parameter fur 
den BIRD-Puls, d. h. der Relaxationsdelay 7 und die Akquisitionszeit t I .  mussen 
aufeinander abgestimmt und optimiert werden, um die Signale an " C  gebundener 
Protonen wdhrend I ,  optimal zu unterdrucken [66]. Das Experiment 1al)r sich sehr 
einfach in ein 3 D-Experiment verwandeln, indem zwischen die beiden "C-90 '-Pul- 
se eine 13C-Evolutionszeit eingebaut wird [63]. 

Bevor das eigentliche Experiment beginnt, ist ein BIRD- 
Puls['6,661 angebracht, der effizient Signale von an 12C oder 
14N gebundenen Protonen unterdriickt (dadurch laBt sich auch 
der Relaxationsdelay zwischen zwei aufeinanderfolgenden 
Scans - einschliefilich der Akquisitionszeit - von normalerweise 
etwa 3 TI auf ca. 1.3 TI verkiirzen, so daB sich die MeBzeit fur 
das Experiment mehr als halbiert!). Durch die Verwendung ei- 
nes heteronuclearen a,-Halbfilters (X-half filter)1671 werden zu 
Beginn des Experiments (d. h. wahrend t ,) nur Protonen ausge- 
wahlt, die direkt an das magnetisch aktive Heteroatom (13C 
oder "N) gebunden sind. Wahrend der Akquisition darf natur- 
lich keine heteronucleare Entkopplung durchgefuhrt werden. 
Fur den a,-Halbfilter ist der Delay d auf den Wert der hetero- 
nuclearen Kopplungskonstante justiert ( A  = I/(2'JH. c)), damit 
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am Ende des Filters wieder reine In-Phase-Protonenmagnetisie- 
rung vorliegt (von leichten Phasenstorungen durch H-H-Kopp- 
lungen abgesehen) . Die nachfolgende TOCSY -Sequenz uber- 
tragt die Magnetisierung der I3C-gebundenen Protonen auf das 
gesamte Protonen-Spinsystem. In w I  sind die Signale um den 
Wert von lJC,H aufgespalten und in o2 um den Wert der hetero- 
nuclearen Weitbereichskopplungskonstante. Bei starken Uber- 
lagerungen in der Protonendimension kann das Experiment 
sehr leicht in ein 3 D-HMQC-TOCSY-Experiment[681 ohne 
Entkopplung erweitert werden. Dazu muR lediglich im hetero- 
nuclearen Halbfllter eine zusiitzliche Evolutionszeit eiiigefuhrt 
werden. Auf diese Art konnten beispielsweise ca. 200 heteronu- 
cleare Weitbereichskopplungskonstanten im Immunsuppressi- 
vum FK506 mit einem einzigen 3 D-Experiment bestimmt wer- 
den [691 ! 

Die Moglichkciten des HETLOC-Experiments sind jedoch 
dahingehend limitiert, dal3 nur heteronucleare "JH, .-Kopplungs- 
konstanten zu protonentragenden Heteroatomen bestimmt 
werden konnen. Ein groljer Vorteil ist allerdings, da13 bei 
Heterokernen in naturlicher Hiiufigkeit und niit der Empfind- 
lichkeit eines protonendetektierenden heteronuclearen Expei-i- 
ments sehr viele heteronucleare Kopplungskonstanten eines 
Molekiils mit einem einzigen Spektrum bestimmt werden kon- 
nen. In der Praxis reicht dazu fur eine ca. 20 mM Probe etwa ein 
Tag MeBzeit an einem Hochfeldgerat aus. Als Beispiel zeigen wir 
das HETLOC-Spektrum eines cyclischen Hexapeptids (Abb. 18). 

21) 

Ala'-HN ala'-HN 

9 0  8.5 8.0 7 5 7.0 6 5  6.0 - 8tPJ 

---- i I .--,------ - 
30 20 10 30 20 - F,iHz - FzlHz  

Abb. 18. IIETLOC-Spektruiii cines cycliachen Hexapeplids. a) Gezeigt ist der 
HN,Ii"-Bei-eich Die Signale sind in F, durch die hetrronuclenre Kopplung aufge- 
spaltzii. h) VwgroBeriing des Signala Alii'-H'. 111 der Vergrollerung erkennt man. 
duO die Sigiiiilkoniponeiilen in F. iersetzt siiid. c) Durch das Herauslesen von Kei- 
hen entlang F2 l int  iich die heteronucleare Weithcreichakopplungskonstantc he- 
~timinen 

2.2.3.3. Tripelrrsonanz-E.uprrimrntr 

Unter Tripelresoiianz-Experimentenr9. ' O -  741 versteht man 
Pulssequenzen, die drei verschiedene Kernsorten involvieren. In 
Proteinen sind das I3C, "N und 'H, so daR hier viele homo- 
und heteronucleare Kopplungskonstanten bestimmt werden 
konnen. Bei Nucleinsluren kommt prinzipiell noch 31P als He- 
terokern in Frage, so daR sich z.B. ",, p- oder 3JH, ,-Kopplungs- 
konstanten bestinimen l a ~ s e n ~ ' ~ ] .  In der Regel setzen Tripel- 
resonanz-Experimente eine Isotopenmarkierung der Proben mit 
' 3C bzw. I5N voraus. Die Zuordnung der Signale im Peptid- 
ruckgrat erfolgt bei grol3eren Proteinen uber einen Satz von 
Experimenten wie HNCA'"], HN(CO)CA[781, HCACO[791, 
HNCO[*"], HN(CA)CO[*'I, HN(CA)Hrs2I und vielen weiteren 
(Abb. 19). Damit stehen zahlreiche Korrelationsspektren mit 
verschiedenen potentiellen passiven Kernen zur Verfugung, die 
fur E.COSY-Multipletts herangezogen werden konnen. 

HNCA HNCO HCACO 

22 
I I I I 

. .C". . C" . "N . &. &j 

I I I 
H H H 

HN(CA)H HN(CA)CO HN(C0)CA 

11 H 
Ahh. 19. Schematische Daratellung der wichtigsten 3 D-Tripelreson~in~-Exper~men- 
te fur die Zuordiiung von Protejnriickgratsignalen. Die drei jeweili korrelierten 
Atome sind grau unterlegt (hei HNCA und HN(CA)H tauchen in der "C- hrw. 
H'-Dirnension jeweils die Signale der eigenen und der in der Sequenz vorangehen- 
den Arninosiiure auf) 

Im HNCA-Experiment werden beispielsweise Amidproto- 
nen, Amidstickstoffkerne und die C"-Kerne der eigenen und der 
in der Sequenz vorausgehenden Aminosaure i - 1 korreliert. 
Passiv zum Cq-Kern koppelt z.B. das direkt gebundene %-Pro- 
ton, so daR sich hier die Bestimmung von 3JHN,H, anbietetLg3'. 
Da es aber noch eine grog, Zahl weiterer Korrelationsmoglich- 
keiten in vollstandig markierten Proben gibt, lassen sich iiber 
E.COSY-Techniken eine Vielzdhl von homo- und heteronucle- 
aren Kopplungskonstanten bestimmen. Wir konnen an dieser 
Stelle nur einen kleinen Ausschnitt der bereits existierenden Ex- 
perimente priisentieren, urn die Protein-NMR-Spektroskopie 
nicht iibermiioig in den Vordergrund zu stellen, und verweiseii 
auf die in Tabelle 2 angegebene Literatur. Exemplarisch werden 
hier zwei Techniken zur Bestimmung der 3JH,, Hz- und - im nach- 
sten Kapitel - ein Experiment fur die Ermittlung der 3J,,,,I,p- 
Kopplungskonstante behandelt. 

Noch bevor das HNCA-Experiment etabliert war, stellten 
Montelione und Wagner das H"-C"-(w,)-N-selektive-HN(w,)- 
homonucleare RELAY-Experiment zur Bestimmung von 
3JHN,H0. vor. Es handelt sich um ein 2D-Experiment, das zuerst 
an eineni nur 15N-markierten Peptid durchgefuhrt wurde. Die 
Pulssequenz ist in Abbildung 20 angegeben['31. Das Experiment 
startet mit einer refokussierenden INEPT-P~lsfolge["~ zum 
Transfer von Protonenmagnetisierung auf die 3C'-Kerne. 
Wahrend der Evolutionszeit entwickelt sich, ohne Kopplung zu 
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Abb. 20. Pulssequenz fur em H"-C"-(w,)-N-selektives-HN-(ci,,)-heteronucleares RE- 
LAY-Experiment zur Bestimmung der 3J(HN,H")-Kopplungskonstante in Peptiden 
(siehe Text). Die Delays werden den entsprechenden Kopplungskonstanten ange- 
palit: A ,  =1/(4'J(C".H"), A ,  =1/(4'J(N,C')) und A ,  =i/(4'J(N,H)). 

I5N-Kernen, wohl aber mit Kopplung zu Protonen, 13C"-chemi- 
sche Verschiebung. Dadurch wird das Kreuzsignal in der w,-Di- 
mension um den Wert von I J C , H  (ca. 140 Hz) aufgespalten. Uber 
die 'J,,,,-Kopplung rnit etwa 1 1  Hz wird in den A,-Delays C"- 
Magnetisierung auf den Amidstickstoffkern der Peptidbindung 
transferiert. Diese Magnetisierung defokussiert im weiteren be- 
ziiglich der Kopplung zum Amidproton und wird mit Hilfe eines 
T A N G O - P U ~ ~ ~ S [ ~ ~ ~  auf die HN-Kerne iibertragen. Der TAN- 
GO-Puls ist selektiv fur Protonen, die direkt an I5N gebunden 
sind und verandert die Spineinstellung der cc-Protonen nicht. 
Antiphase-Protonenkoharenz wird refokussiert und in der t,- 
Zeit detektiert. Aus dem Kreuzsignal kann die Kopplungskon- 
stante in der gewohnten Weise abgelesen werden. Durch die 
' J C ,  ,-Kopplung sind die Signalkomponenten so weit voneinan- 
der getrennt, da13 die Kopplungskonstante unabhangig von der 
Signalbreite bestimmt werden kann. Die Pulssequenz von Mon- 
telione und Wagner ist die Basis fur eine Vielzahl weiterer Expe- 
rimente, die ebenfalls auf dem Magnetisierungstrdnfer iiber 
skalare 'J-Kopplungen beruhen. 

Fur Proteine mit besonders hohein Molekulargewicht mussen 
allerdings Pulssequenzen verwendet werden, die die Relaxa- 
tionscigenschaften des Molekiils berucksichtigen. Ein Beispiel 
dafiir ist rnit dem HNCA-J-Experiment in Abbildung 21 ge- 

I f l  
"C" I 

Abh. 21. Pulssequenz zur Bestimmung der 'J(HN.H")-Kopplungskonstante in 
gof3en Proteinen. Die Delays werden auf die folgenden Werte gesetzt: 
A ,  =1(4 ' J (N.H)) .A,=i3ms,d ,=10ms,d ,=7 .75msundAs=2.25ms.  

zeigt[14s 1771 . wesentlichen entspricht das Experiment einem 
Constant-time-3 D-HNCA-Experiment ohne Protonenkopp- 
lung in t ,  . C"-Spins werden iiber HN und 15N angeregt und 
entwickeln sich in t ,  als Antiphase-Magnetisierung beziiglich 
15N, ohne da8 die Protonen entkoppelt werden. Nach der Con- 
stant-time-Evolution der "N-Magnetisierung in t ,  wird diese 
anf die Protonen zur Detektion in t ,  zuriicktransfcriert. 15N- 
Kerne werden durch einen 180"-'H-Puls von den Amidproto- 
nen entkoppelt, der ihre M- und P-Zustande vertauscht, aber 
nicht mischt. Das E.COSY-Muster wird durch die selektive An- 
regung der ' 5N-gebundenen Protonen erzeugt. Die Spinzustdn- 
de der x-Protonen mussen davon unberuhrt bleiben. In diesem 
Fall ist also die Wirkung des letzten INEPT-Schrittes von Be- 

deutung: Die Stickstoffkerne koppeln wlhrend 2 d I kaum mit 
den He-Kernen; daher wirken die letzten drei 'H-Pulse 90d(x)- 
180 "(x)-90 "( - x) auf das in z-Richtung stehende a-Pro- 
ton wie ein 180°-Puls. Zusammen rnit dem zweiten 180"-'H- 
Puls ergibt sich gerade ein 360 "-Puls, also der Ausgangszustand 
nach t , .  Der letzte Schritt wirkt daher wie ein 90"-BIRD-Puls 
selektiv auf die Amidprotonen und stort die Spinzustiinde der 
Ca-Protonen nicht. 

2.2.3.4. HCCH-TOCSY-Exprrimente 

Bei einem HCCH-TOCSY-Experiment wird der TOCSY- 
Transfer durch das 13C-Geriist durchgefiihrt. Daher erfordern 
solche Techniken eine hohe Anreicherung rnit I3C, die bisher 
hauptsachlich auf Proteine beschrankt ist. Bei sehr grol3en Si- 
gnalbreiten oder Uberlagerung der HB-Signale kann das homo- 
nucleare E.COSY-Experiment zur Bestimmung der 3JH,, HR- 

Kopplung nicht mehr verwendet werden, und es mussen 
Alternativen entwickelt werden, die die Multiplettkomponenten 
durch die heteronucleare 'J,, H-Kopplung entlang der indirekten 
Dimension auftrennen. Hierfur sind mehrere Experimente be- 
kannt[86-891, so daf3 an dieser Stelle nur auf eine Pulssequenz 
aus Lit.rss1 eingegangen werden sol1 (Abb. 22). 

( I  I I I )  
H H H H  

Ahb. 22. Pulssequenz fur ein HCCH-TOCSY-Experiment [XX] zur Bestiminung ho- 
inonuclearer J(H,H)-Kopplungskonstanten in ' 3C-markierten Verbindungen. Mit 
diesem Verfahren werden die an Kohlenstoff gehundenen Protonen uber den TOC- 
$Y-Transfer durch das '3C-Gerust korreliert. Die Debays werden auf die l'olgenden 
Werte gesetzt: A ,  = 1/(4'J(C,H)). A ,  = 1 . 3  ms. A ,  = 0.55 ms und A ,  = 1 
(Z'J(C,H)), = 35 ' .  

Der refokussierende INEPT-Transfer zu Beginn der Pulsse- 
quenz enthalt die Evolutionszeit fur die Protonenmagnetisie- 
rung. Wahrend t ,  entwickelt sich In-Phase-' 3C-Magnetisie- 
rung. Die TOCSY-Sequenz iibertragt die Magnetisierung auf 
die benachbarten I3C-Kerne, von denen sie in einer Umkehr- 
INEPT-Folge, die einen P-Puls rnit kleinem Flipwinkel enthllt, 
zuruck auf die Protonen ubertragen wird. Ein Vorteil diescr 
Pulssequenz im Gegensatz zu analogen Experimenten ist, dal3 
keine selektiven Pulse benotigt werden, sondern das E.COSY- 
Muster durch einen Puls mit kleinem Flipwinkel erzielt wird. 
Probleme bei der Verwendung selektiver Pulse ergeben sich vor 
allem dann, wenn ~ gleichzeitig - die Ha-Kerne nicht und die 
HP-Kerne moglichst vollstandig angeregt werden sollen. In der 
Praxis ist dies nicht immer durchfuhrbar, da die Signale von a- 
und P-Protonen iiberlagern konnen (z.B. in Threonin- und Ser- 
inresten). AuBerdem werden die Signalintensitaten durch das 
frequenzabhangige Anregungsprofil der selektiven Pulse beein- 
flu&. Diese Probleme, insbesondere bei uberlappender H"- und 
HP-chemischer Verschiebung, werden durch Venvendung eines 
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Pulses mit kleinem Flipwinkel in der Umkehr-INEPT-Folge 
vermieden. In einem (H",HP)-Kreuzsignal sind die Multiplett- 
komponenten entlang w ,  um die 'J,,,,-Kopplung und entlang 
der direkten Dimension um die 'JHa, H,-Kopplung getrennt. Mit 
einem Flipwinkel /l von ca. 30" erreicht man einen brauchbaren 
KompromiS zwischen der Anregung verbundener und der 
nichtverbundener Ubergange, wobei nichtverbundene Uber- 
ginge etwa um den Faktor 10 unterdruckt werden (vgl. 
P.E.COSY, Abschnitt 2.2.2). 

2.3. Die Bestimmung von Kopplungskonstanten aus der 
Signalintensitat 

Kopplungskonstanten lassen sich aus Signalintensitaten iiber 
die Qudntifizierung des Magnetisierungstransfers ableiten. Vor- 
aussetzung ist, da8 die Signalintensitat eine moglichst starke 
Abhangigkeit von der Kopplungskonstante aufweist. Der Vor- 
teil ist, da8 eine Kopplungskonstante in der GroSenordnung 
von nur wenigen Hertz nicht aus der Multiplettaufspaltung ab- 
gelesen werden muB, sondern der leichter bestimmbaren Si- 
gnalintensitat entnommen wird. 

Allgemein sind die Signalintensitaten in den meisten Spektren 
auf irgendeine Weise durch skalare Kopplungen moduliert, al- 
lerdings ist dies nur in wenigen Fallen einfach zu interpretieren 
(z.B. COLOC, HMBC, siehe unten). Deshalb gibt es spezielle 
Verfahren, bei denen die Intensitatsmodulation nur durch eine 
Kopplung erfolgt und so leichter ausgewertet werden kann. Im 
folgenden werden wir anhand von Beispielen mehrere Prinzi- 
pien vorstellen, um solche Intensitltsmodulationen auszuwer- 
ten: I) durch einfaches Auswerten der Kreuzsignalintensitaten, 
2) durch Anpassen der analytischen Abhangigkeit von J a n  eine 
Meljreihe und 3) durch Vergleich mit einem Referenzspektrum 
oder durch Vergleich der Intensitaten von Kreuz- und Diagonal- 
signalen im gleichen Spektrum. 

2.3.1. Das C O  LOC- Experiment 

Das COLOC-Experiment ist ein Beispiel fur die Bestimmung 
der Kopplungskonstante direkt aus der Signalintensitiit. Die 
Pulssequenz ist in Abbildung 23 da rge~ te l l t [~~] .  Chemische Ver- 
schiebung entwickelt sich, wenn ein Paar von n-Pulsen im Delay 
A ,  jeweils um ein lnkrement von 0 bis A , / 2  verschoben wird. 
Wichtig hierbei ist die sorgfdtige Optimierung der beiden De- 
lays A ,  und A,, um eine Entwicklung der direkten Kopplung 
zu unterdriicken. Wegen der direkten Detektion der He- 

terokerne ist die 

'H I t , / z  (r,/21A1 t i  I des COLOC-Ex- 
periments relativ 

- -A, A?. Empfindlichkeit 

I 
I I I "C 

Das COLOC- 
Experiment war 
das erste, in dem 
Signalintensitaten 
ZUr Bestimmung 

Kopplungs- 
konstanten ge- 

Abb. 23. Pulssequenz fur das COLOC-Experiment zur 
Korrelation von 'H mil ''C iiber heteronucleare Weit- 
bereichskopplungen. Die Delays d und A ,  inussen op- 
timiert werden. Fur Peptide hahen sic11 A ,  = 25 ms und 
A ,  = 30 ms bewlhrt .  nutzt wurden [''I. 

Fur das Constant-time-Experiment sind die Transferamplituden 
leicht berechenbar. Die allgemeine Form fur die Amplitude I,, 
des Transfers eines COLOC-Signals von Proton i zum Kohlen- 
stoffkernj ist in Gleichung (4) angegeben. k und 1 stehen fur 
passive Protonenkerne, die zum aktiven Hi bzw. zum aktiven Cj 
koppeln. Gleichung ( 5 )  erhalt man daraus fur kurze A ,  x A , .  

Wie man aus Gleichung (4) sieht, entwickelt sich die interes- 
sierende aktive Kopplung in den konstanten Delays A ,  und A ,  
mit dem Sinus, die anderen relevanten Kopplungen rnit dem 
Cosinus. Fur kurze Delays sind die Intensitatsunterschiede vom 
Sinus-Term dominiert und konnen daher relative Kopplungs- 
konstanten liefern. Modulationen durch homonucleare Proto- 
nenkopplungen in A ,  konnen bei bekannten J,,.-Werten be- 
rucksichtigt ~e rden[ '~ ' .  

Oft reicht schon eine qualitative Analyse von heteronuclearen 
Kopplungen aus, um z.B. die diastereotope Zuordnung von Cp- 
Protonen in Peptiden zu erreichen. Zusammen mit den (z.B. rnit 
DISCO oder E.COSY, siehe Abschnitt 2.1.2 bzw. 2.2) relativ 
leicht zu bestimmenden homonuclearen 3J-Kopplungen zwi- 
schen H" und HPpro-R sowie Hpspro-S)  ermoglichen diese Werte 
dann eine eindeutige Analyse der X1-Rotamere. 

Naturlich eignet sich das COLOC-Experiment nicht nur fur 
Kohlenstoff als Heterokern. Auch 'H-15N-Weitbereichskopp- 
lungskonstanten konnen so an Peptiden rnit natiirlicher Isoto- 
penverteilung bestimmt werden, wenn auch die Empfindlichkeit 
dabei deutlich geringer ist['l> "I. 

2.3.2. Das HMBC-Experiment 

Mittlerweile haben inverse Techniken die Methoden rnit di- 
rekter Detektion des Heterokerns weitgehend verdrangt. Wie in 
Abschnitt 2.1.4 bereits angesprochen, enthalt das HMBC-Spek- 
trum heteronucleare Weitbereichskopplungen als Antiphase- 
Aufspaltung im Kreuzsignal. Sollen beispielsweise nur Kopp- 
lungen zu ausgewahlten Kohlenstoffkernen analysiert werden, 
z.B. zu den Carbonyl-Kohlenstoffkernen eines Peptids, so bietet 
sich das HMBC-Experiment an. Um die Auflosung in der Koh- 
lenstoffdimension zu erhohen, empfiehlt es sich, entweder ein 
selektives HMBC-Experiment durchzufuhren oder in der indi- 
rekten Dimension zu falten [192,  1931. Zwei Pulssequenzen fur 
ersteres sind in Abbildung 24 darge~te l l t [~~I .  

Die Intensitaten (Transferamplituden) der einzelnen Varian- 
ten in Abbildung 24 lassen sich leicht rnit Hilfe des Produktope- 
rator-Formalismus berechnen [GI. (6a) und (6 b)]. Dabei steht 

sin(nJ,, .A)sin(nJ,, H f Z )  
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H; fur die passiven Protonen. In Gleichung (6 b) (sie entspricht 
der Sequenz in Abb. 24b) ist der EinfluR der Kopplungskon- 
stante auf die Intensitat vie1 starker als in Gleichung (6a) (Se- 
quenz in Abb. 24a), da der zusatzliche Faktor sin(.rrJ,,J) die 
Abhangigkeit der Signalamplitude von der Kopplungskonstan- 
te erhoht. GroBe Kopplungskonstanten verursachen in beiden 
Spektren ein intensives Signal, wahrend kleine mit der zweiten 
Sequenz ein deutlich schwacheres geben. 

Ala21 (J=3.9Hz) 
.-- 

- A  

'IC tl I 

Abb. 24. Pulssequenzen fiir heteronucleare Weithereichskorrelationen rnit selekti- 
ven Pulsen (vgl. HMBC-Sequenz, Abh. 11). a) Selektives HMBC-Experiment zur  
Anregung einer hestimmten Region der Heterokerne; h) analog (a) rnit Refokussie- 
rung und Entkopplung in t , .  Der Delay A wird auf 60-80 ms gesetzt. 7 ist die Ldnge 
des selektiven Pulses. Die Verwendung selbstrefokussierender 270 "-Gad-Pulse hat 
den Vorteil, daR man in 1 ,  phdsensensitiv aufnehmen kann [93]. 

2.3.3. Das J-modulievte [I 'N,'H]-COSY-Expeviment 

Dieses Experiment kann zur Bestimmung der homonuclearen 
3JHN, H.-Kopplungskonstante verwendet werden und setzt eine 
"N-angereicherte Probe v o r a ~ s [ ~ ~ ] .  Die gewiinschte Informa- 
tion uber die Kopplungskonstante wird aus der zeitlichen 
Evolution der Protonen-Koharenz am Ende eines Experi- 
ments zur heteronuclearen Korrelation erhalten. Das Ver- 
fahren ermoglicht die akkurate Bestimmung der Kopplungs- 
konstante uber einen groRen Bereich von J-Werten, wobei 
die Kopplungskonstante aus den Kreuzsignalintensitaten 
rnit Hilfe einer nichtlinearen Anpassung erhalten wird. Kurz- 
lich wurde dafur eine verbesserte Version, das J-modulierte 
",HI-COSY, vorge~tell t[~~I,  die im folgenden kurz bespro- 
chen werden soll. Die Pulssequenz dazu ist in Abbildung25 
dargestellt und eignet sich auch fur Proteine mit hohem 
Molekulargewicht. 

Abb. 25. Pulssequenz fur ein J-nioduliertes I' 5N,'H]-COSY-Experiment znr Be- 
stimmung der 3J(HN,H")-Kopplungskonstante in Peptiden. Die Pulssequenz korre- 
liert "N-Kerne rnit den direkt gebundenen Amidprotonen. A ,  wird auf l /  
(2lJ(N,H)) gesetzt; A ,  ist der variable Delay, in dem sich die HN-He-Kopplung 
entwickelt; A ,  = A ,  - A ,  -180°(15N). Zur Bestimmung der Kopplungskonstante 
wird eine Serie von Spektren rnit unterschiedlicher Ldnge des Delays A ,  aufgenom- 
men nnd die Kreuzsignalvolumina an Gleichung (7) rechnerisch angepaDt (siehe 
Abb. 26). 

Das Experiment beginnt wie ein gewohnliches ["N,'H]- 
HSQC-Experiment mit einem Spinlock-Puls zur Unterdruk- 
kung des Wassersignals. Zu Beginn des Delays d , wird transver- 
sale heteronucleare Zweispin-Koharenz 2H,Ny ausgewiihlt, in 
der sich die Kopplung zu B" rnit cos(j~Jd,) entwickelt. Das 
Kreuzsignalvolumen ist eine Funktion des Delays d und kann 
mit Gleichung(7) berechnet werden. A ist dabei das Kreuz- 

1 .  
V(d,) = A(~os(rrJA ,)cos(rrJ~I,) - - 2 sin(nJd ,)sin(aJA,)) 

/ 

(7) 
\ 

eXP( - $) 
signalvolumen bei A ,  = 0, Jist 3JHN,Hx und r, ist die scheinbare 
transversale Relaxationszeit. Die Kopplungskonstante JHN, Ha 

ergibt sich durch Anpassen von Gleichung (7) an die experimen- 
telle Abhangigkeit der Kreuzsignalvolumina von d z, wie bei- 
spielhaft in Abbildung 26 fur einige Aminosauren des PTS-Pro- 
teins IIBG1c[961 gezeigt ist. 

I 

20 40 60 80 100 120 

AJms + 

Abh. 26. Resultate der Anpassung van Gleichung (7) fur vier verschiedene Amino- 
sauren (Ala21, Va143, Phe73 und Asp85) der IIBG1'-Domane des Phosphotransfera- 
se-Transportsystems von E. coli. Aufgetragen sind die Kreuzsignalvolumina V ge- 
gen die Ldnge des Delays A , .  Die Linien reprasentieren die an den Menwerten 
optimierte Funktion aus Gleichung ( 7 ) ,  aus der die angegehenen Werte fur 
3J(HN.H") folgen. 

Fur dieses Verfahren mussen mehrere Spektren rnit gutem 
Signal-Rausch-Verhaltnis aufgenommen werden, so daB der 
MeRzeitbedarf oft betrachtlich ist. 

2.3.4. Das HNHA-Experiment 

Auch rnit dieser Pulssequenz (Abb. 27) laRt sich die 3JHN,H=- 
Kopplungskonstante in "N-markierten Proteinen bestimmen. 
Ein Vorteil gegenuber E.COSY-Techniken, die auch sehr haufig 
fur 3 D-NMR-Spektren verwendet werden, ist, da13 sich Si- 
gnalintensitaten in dreidimensionalen Spektren rnit schlechter 
digitaler Auflosung leichter bestiinmen lassen als prazise 
Signalpositionen. Die JHN, H.-Kopplungskonstante resultiert 
aus der quantitativen Analyse des Intensitatsverhaltnisses von 
Diagonal- und Kreuzsignal['61. Das Experiment entspricht im 
wesentlichen einigen Verfahren, die zur Bestimmung von Kopp- 
lungskonstanten in isotopenmarkierten Proteinen bereits in der 
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entspricht dein Diagonalsignal (QH,tZ ,QHN13) und der zweite 
dern Kreuzsignal (QHrfZ,  QHNt3). Der Wert von 3JHNtr, IaBt sich 
nun leicht aus den1 Intensitatsverhaltnis von ZKreur zu Z,,,, be- 
stimmen [GI. (9)]. 

Ahh. 27. Pulssequew furdas HNHA-Experiment. Die Delaysd,  und A 2  werden auf 
die Werte 4.5 bzu. 13.05 ms ge5etrt. Die Pulssequen~ wird im Text erliutert. 

Literatur angegeben sind["' ~ 991. Zusiitzlich erhllt man aller- 
dings beim HNHA-Experiment die intraresiduale [HN,H"]-Kor- 
relation, so daR diese Technik auBer zur Bestimmung von 
3JHx,H, auch zur Zuordnung von H"-Signalen verwendet werden 
kann. Es handelt sich also eigentlich um ein "N-editiertes 
[HN,H"]-COSY-Spektrum. Dementsprechend ist es auch fur 
sehr grolk Proteine weniger geeignet, weil bei diesen die kurzen 
T2-Relaxationszeiten die Signalintensitdten zu stark reduzieren. 

In der Pulssequenz f'iir das HNHA-Experiment kommen auch 
gepulste z-Gradienten zur Anwendung. Sie sind zwar nicht es- 
sentiell notwendig, vermindern jedoch voii Pulsungenauigkeiten 
herruhrende Artefdkte und lassen deshalb einen kurzeren Pha- 
sencyclus ZU['**~. Der erste 9O-'H-Puls erzeugt Protonen- 
magnetisierung. die wiihrend des Delays A ,  durch die 
Kopplung dephasiert und sich ZLI Antiphase-Kohlrenz bezug- 
lich der "N-Kerne entwickelt. Der erste 90'-'sNN-Puls erzeugt 
nach den1 Prinzip der HMQC-Technik Null- und Doppelquan- 
tenuberglnge. Durch simultane Verschiebung des ersten und 
dritten 180"-'sN-Pulses entwickelt sich in den Delays 4 T lsN- 

chemische Verschiebung nach Art eines Constant-time-Experi- 
ments. Zwischen den Zeitpunkten a und b (in Abb. 27 eingetra- 
gen) ist die 3Jl,h,,,,-Kopplung aktiv, und es entwickelt sich 
Antiphase-Magnetisierullg der Aniidprotonen bezuglich der 
H"-Kerne. proportional zu sin(2xJ,,, J2) .  Dieser Antiphase- 
Term wird durch den zweiten 90 -'H-Puls in Antiphase-Magne- 
tisierung der x-Protonen verwandelt ; letztere wird nach einer 
kurzen rz-Zeit durch den dritten 90"-' H-Puls in  Antiphase- 
Magnetisierung der Amidpotonen bezuglich der HE-Kerne zu- 
ruckkonvertiert. In der 12-Zeit entwickelt sich H"-chemische 
Verschiebung. Die nachfolpende Periode 24,. wlhrend der die 
3Jtlh.Hz-KoppIung wieder aktiv ist, dient zur Rephasierung der 
Magnetisierung bezuglich der H"-Kerne. Der letzte go"-' 5N- 
Puls erzeugt nuninehr HN-Magnetisierung, die in Antiphase 
bezuglich I5N ist und wdhrend des zweiten Delays A ,  zu 
In-Phase-Magnetisierung der Ainidprotonen rephasiert. Direkt 
vor der Akquisition dient ein 90 -'H-Puls zur Eliminie- 
rung von Antiphase-Termen, welche die absorptive Linien- 
form storen wurden. Das detektierte Signal M3t sich niit 
Gleichung (8) beschreiben, wobei QHW, Q, und QH. die 

chemischen Verschiebungen von Amidproton, Amidstickstoff 
bzw. ?-Proton sind. '4 ist eine Konstante[*]. Der erste Term 

[*] An dieser Stclle x i  darnuf hingewiesen. da13 die Verwendung gleichrr Buchsta- 
hen Kir Konstanten oder Varlablen in verschiedenen Gleichungen nicht hcdeu- 
tet. dalj cs sich auch urn die glciche GrBDe hundelt. 

In Gleichung (9) steckt die implizite Annahnie, daI3 wlhrend 
der Re- und Dephasierungsdelays A ,  die Magnetisierungskom- 
ponenten, die zu Kreuz- und Diagonalsignal Anlaf!, geben, iden- 
tisch relaxieren. Allerdings resultieren HNHA-Kreuzsignale aus 
Antiphase-Termen, wohingegen Diagonalsignale aus In-Phase- 
Termen entstehen. Von Antiphase-Termen ist eine schnellere 
Relaxation bekannt['*'- so daR die Kreuzsignale zusltz- 
lich abgeschwlcht sind. Deshalb wird der Wert der Kopplungs- 
konstante als zu gering bestinimt. In der Praxis hat sich 
jedoch gezeigt, daB bei Proteinen eine Korrektur der berech- 
neten Kopplungskonstante um + 11 YO die Effekte der Relaxa- 
tion im Rahmen der MeBgenauigkeit ausreichend berucksich- 
tigt" '1. 

2.3.5. {"~-Sp inrL .ho-~~fe~enZ-C~-HSQC 

Bei den bisher besprochenen Experimenten zur Bestimmung 
von Kopplungskonstanten aus J-korrelierten Spektren handelte 
es sich entweder nur um Kopplungskonstanten zwischen zwei 
Protonen oder um solche zwischen einem Proton uiid eineni 
Heterokern. Hier mochten wir ein Experiment besprechen, das 
zur Untersuchung von 5N-'3C-Kopplungen geeignet i ~ t [ ' * ~ ] ;  
auf analoge Weise konnen aber auch Kopplungen zwischen an- 
deren Heterokernen analysiert werden, z.B. I3C-I3C- und 13C- 
"P-Kopplungen. Natiirlich erfordert die Bestimmung der 'N- 
' 3C-Kopplungskonstante eine doppelt markierte Probe. Uber 
3JN,,-Kopplungen ist bisher in der Literatur nur wenig berichtet 
worden[lOsl, daher sind weitere Untersuchungen in diese Rich- 
tung sicherlich interessant. 

Die im folgenden kurz vorgestellte Methodello4I erinoglicht 
die Analyse einer Vielzahl von "N-' 3C-Kopplungen in  doppelt 
markierten Proteinen. In Kombination mit 3 J , ,  ,-Kopplungs- 
konstanten, die sich lhnlich bestiminen lassen[y771, konnen 3JN,c- 
Kopplungskonstanten vom Amidstickstoff zu 7-Methyl-Koh- 
lenstoffatomen beispielsweise fur die Charakterisierung des 
xl-Winkels von Valin, Isoleucin und Threonin herangezogen 
werden. Kopplungskonstanten zwischen zwei Heteroatomen 
sind in der Regel kleiner als Kopplungskonstanten zwischen 
Protonen und lassen sich daher nicht auflosen. Verfahren, die 
eine Quantifizierung des Kohlrenztransfers nutzen, sind aus 
diesem Grunde hier besonders geeignet. 

Bei der Pulssequenz in Abbildung 28 handelt es sich im Grun- 
de um ein 2D-Differenzexperiment11041. Wird der lXO~-'sN- 
Puls an der Stelle A durchgefuhrt. so entspricht das Experiment 
einem gewohnlichen Constant-time-HSQC-Experiment mit 
Entkopplung von I3CO und "N in f ,  (Signalintensitlt Sa). Der 
Delay 2 T, der der Constant-time-Evolution entspricht, sollte 
auf l/('Jc,c) justiert werden, urn Effekte durch '3C-'3C-Kopp- 
lungen auszuschliefkn. In einem zweiten Experiment wird der 
180"-'sN-Puls an der Stelle B durchgefuhrt. Dadurch ist wdh- 
rend der gesamten Zeit 2 T die 'sN-'3C-Kopplung aktiv - die 
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Abb. 28. Pulssequenz fur das Constant-time-HSQC-Experiment, in dem Protonen 
mit dem direkt gebundenen I3C-Kern korreliert werden. Die 180"-'5N-Pulse wer- 
den in zwei getrennten Experimenten entweder an der Stelle A oder an der Stelle B 
durchgefuhrt. Die Delays 7 und T werden auf 1.7 bzw. 28.6 ms gesetzl. Der zweite 
selektive 13CO-Puls dient der Kompensation von Bloch-Siegert-Effekten auf die 
Nicht-Carbonyl-Kohlenstoffatome und der Vermeidung von Phasenfehlern. 

Signalintensitat wird somit um den Faktor cos(2 nJN, J) abge- 
schwacht (Signalintensitit Sh). Die ' 5N-'3C-Kopplungskon- 
stante ergibt sich direkt aus den relativen Signalintensitaten 
[Gl. (lo)]. 

Fehlerquellen sind hauptsachlich Relaxationseffekte. AuSer- 
dern sind der 15N-Anreicherungsgrad und die Effizienz des 
180 '-'5N-Invertierungspulses fur die Signalintensitat entschei- 
dend. Die Autoren tragen diesen Fehlerquellen durch Skalie- 
rung der berechneten Kopplungskonstante mit dem Fak- 
tor 1.075 Rechnung. 

3. Kopplungskonstanten und Computersimulationen 
zur Bestimmung der Molekulstruktur 

Dreidimensionale Strukturen von Molekulen werden aus ei- 
nem NMR-Datensatz durch Computersimulationen erzeugt, in 
denen strukturrelevante MeSwerte berucksichtigt werden. Bis- 
her haben dabei fast ausschliefilich Abstandswerte aus NOESY- 
und ROESY-Experimenten eine Rolle gespielt" 06,  Erst seit 
kurzem werden auch Kopplungskonstanten, die ebenso wie 
NOEs Informationen zur Konformation enthalten, in Rechen- 
verfahren eingebunden" 7,  um die Qualitat der erzeugten 
Strukturen zu verbessern und Aspekte von Dynamik und Flexi- 
bilitat zu berucksichtigen. In diesem Abschnitt mochten wir die 
Verwendung von Kopplungskonstanten in Rechenverfahren zur 
Strukturverfeinerung bei Proteinen und Peptiden behandeln. 
Die Uberlegungen lassen sich naturlich auf andere Substanz- 
klassen ubertragen. Zuvor sollen aber einige grundlegende As- 
pekte der Rechenverfahren selbst diskutiert werden. 

3.1. Allgemeines uber Rechenverfahren 

Die gangigen Computersimulationen, die zur Verfeinerung von 
Strukturen aus NMR-Daten herangezogen werden, lassen sich in 
zwei Kategorien einteilen : Molekulmechanik- oder Molekuldy- 
namik-Verfahren (MM bzw. MD)['"- ' I 2 ]  und Distanz-Geo- 
metrie-Rechnungen (DG)"' - ' "I. Natiirlich gibt es eine Viel- 
zahl von Rechenprogrammen; sie alle sind jedoch in der Haupt- 
sache eine Kombination beider Ansatze. Fur unsere Zwecke 
ist diese generelle Unterteilung ausreichend. Die genauen Unter- 

schiede und technischen Details der einzelnen Verfahren heraus- 
zuarbeiten wiirde einen eigenen Ubersichtsartikel erfordern. 

In MM- und MD-Rechnungen wird zur Beschreibung eines 
Molekuls ein Kraftfeld verwendet. Das Kraftfeld ist ein Satz 
von Gleichungen und Parametern, der mit den Koordinaten 
eines Molekuls dessen potentielle Energie liefert. Zur Minimie- 
rung der potentiellen Energie dienen unterschiedliche mathema- 
tische Ansatze. Ein gewohnliches Kraftfeld enthalt Potential- 
funktionen fur Bindungslangen, Bindungswinkel, Dieder- 
winkel und Chiralitatszentren sowie Terme fur nichtbindende 
Wechselwirkungen, z.B. Coulomb-Wechselwirkungen. und das 
Lennard-Jones-Potential fur die anziehenden und abstofienden 
Krafte zwischen Atomen. Es gibt heute sehr viele verschiedene 
Kraftfelderl"' - 1221 ,  die sich hauptsachlich darin unterschei- 
den, wie detailliert die Energie des Molekuls berechnet wird. Je 
genauer die Beschreibung der Energie ist, um so zeitintensiver ist 
die Rechnung und um so mehr Rechenzeit (CPU-Zeit) wird 
benotigt. Ziel der Berechnungen ist zunachst die Suche nach 
dem globalen Energieminimum des Molekuls. Dabei muB ein 
moglichst groBer Konformationsraum abgesucht werden, da 
sehr viele lokale Energieminima existieren. Einige Verfahren 
verwenden d a m  eine unterschiedliche Gewichtung der Terme 
des Kraftfeldes oder auch eine Skalierung der Temperatur wlh- 
rend einzelner Schritte der Molekuldynamik-Simplation. 

Damit in den Berechnungen experimentelle Randbedingun- 
gen (,,Restraints"), also z.B. Abstande aus NOE-Daten, be- 
rucksichtigt werden konnen, muB lediglich ein weiterer Term 
dem Kraftfeld hinzugefiigt werden, eine Straf-Funktion 
(,,penalty function"). NOEs werden dazu am haufigsten ver- 
wendet ; Kopplungskonstanten wurden lange Zeit als zu schwer 
interpretierbar angesehen. In der Straf-Funktion wird der Un- 
terschied zwischen dem berechneten Wert der MeBgroBe und 
dem experimentell beobachteten Wert minimiert. Dies laBt sich 
fur Abstandswerte aus NOEs sehr einfach durch Gleichung ( 1  1 )  
beschreiben, wobei KNoE die Kraftkonstante, Rexp der experi- 
mentell bestimmte Abstand zweier Protonen und Rcalc der aktu- 
elle Abstand wahrend der Simulation ist. 

1 
Energieverletzung = - .  KNo,(R,,, - R,,,J2 2 

Die Kraftkonstante KNOE kann so justiert werden, daB die 
relativen Gewichtungen der einzelnen experimentellen Abstan- 
de an die ubrigen Kraftfeld-Terme angepaot werden konnen. 

Der andere allgemeine Ansatz, Distanz-Geometrie-Rechnun- 
gen, verwendet zur Beschreibung der Molekulstruktur aus- 
schliel3lich Abstande" "I. Bindungslangen, Valenzwinkel und 
Diederwinkel werden in Bereiche zulassiger Distanzen umge- 
wandelt. Abstande, die in diese Bereiche fallen, werden zufallig 
ausgewahlt, um eine Distanzmatrix aufzubauen. Durch Diago- 
nalisierung dieser Matrix erhalt man kartesische Koordinaten 
Diese zufallige Auswahl von Abstanden wird sehr oft wiederholt, 
damit der Konformationsraum besser abgesucht wird und viele 
Strukturen erhalten werden, die alle die Distanzmatrix erfullen. 

Das Hinzufugen von experimentellen Abstanden zu DG- 
Rechnungen bewirkt folgendes: Die experimentellen Abstande 
werden mit den Distanzen verglichen, die durch die kovalente 
Struktur des Molekuls vorgegeben sind; falls der durch die expe- 
rimentellen Abstandswerte erlaubte Distanzbereich kleiner ist 
als der durch alleinige Berucksichtigung der kovalenten Geome- 
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trie definierte, werden die experimentellen Werte verwendet. An 
dieser Stelle ist es wichtig festzustellen, daD Chiralitat bisher 
nicht berucksichtigt wurde, da die Molekule ausschliefilich 
durch Abstande beschrieben wurden und diese in Enantiomeren 
naturlich identisch sind. Fur gewohnlich wird die Chiralitat 
nach Erzeugung kartesischer Koordinaten durch Hinzufiigen 
eines weiteren Energie-Strafterms berucksichtigt, der die Chira- 
litat der jeweiligen Stereozentren enth&lt["sl. 

3.2. Konformation und Kopplungskonstanten 

Ebenso wie der NOE ist die Wechselwirkung der Kerne uber 
skalare Kopplungen strukturabhanig; daher konnen iiber vici- 
nale Kopplungskonstanten Diederwinkel bestimmt werden. Die 
Umrechnungen von Kopplungskonstanten in Diederwinkel er- 
folgt uber Gleichung (12), die von Martin Karplus vorgeschla- 
gen wurde". 'I. 

3 J=  A c o s 2 O + B c o s 0 + C  (1 2) 

KARPLUS-Gleichungen werden im allgemeinen uber quan- 
tenmechanische Rechnungen erstellt, und die Koeffizienten wer- 
den mit Strukturparametern, z.B. aus Rontgenstrukturana- 
lysen, g e e i ~ h t [ ' ~ " ' ~ ~ ] .  Die Gleichungen haben fur alle Kopp- 
lungskonstanten die gleiche allgemeine Form, so daR fur jede 
Kopplungskonstante eine Eichung der drei Koeffizienten A ,  B 
und C durchgefuhrt werden muD. Doch selbst bei gut bestimm- 
ten Koeffizienten hat man immer noch das Problem, daD Glei- 
chung (12) mehrdeutig ist, d. h. selbst aus einer optimal geeich- 
ten Kurve ergeben sich bis ZLI vier Werte fur den Diederwinkel 
(Abb. 29). 

Wegen dieser Probleme war der Einsatz von Kopplungskon- 
stanten als Konformationsparameter in Strukturrechnungen 
sehr limitiert. StandardmlUig wurden sie lediglich fur eine zu- 
satzliche Uberprufung der Struktur verwendet, nachdem eine 
Konformation rnit Hilfe von NOE-Daten bestimmt worden 

t 
NHr 

war. Die dabei auftretenden Diederwinkel wurden in die ent- 
sprechenden Kopplungskonstanten umgerechnet und mit den 
experimentellen J-Werten verglichen. D a  Gleichung (1 2) grol3e 
Bereiche von zulassigen Winkeln produziert, war die Uberein- 
stimmung von Theorie und Experiment meist sehr gut. Urn 
Mehrdeutigkeiten auszuschlieBen und die weiten Bereiche zulas- 
siger Diederwinkel zu beschranken, mussen mehrere Kopp- 
lungskonstanen urn eine Bindung bestimmt werden[' 2 6 ,  j2'], 

AnschlieBend wird nur der Diederwinkel weiter beriicksichtigt, 
der rnit allen Kopplungskonstanten in Einklang ist. In der Regel 
fallen die drei iibrigen falschen Losungen von Gleichung (12) 
weg. Allerdings diente die Kopplungskonstante hiiufig lediglich 
dazu, eine bereits bestehende Struktur zu bestiitigen, und wurde 
nicht dazu verwendet, eine Konformation zu ermitteln. 

3.3. Einschrankungen bei den Diederwinkeln 

Zunachst wurden Kopplungskonstanten in Strukturverfeine- 
rungen verwendet. um akzeptable Bereiche von Diederwinkeln 
aus Gleichung (12) zu entnehmen und den Torsionswinkel wah- 
rend der Simulation in diesem Bereich festzuhalten. Die Winkel- 
information aus der Crone der Kopplungskonstante geht also 
direkt in die Rechnung mit ein. Naturlich ergibt sich dabei das 
Problem, daD man sich auf eine einzige konformative Ein- 
schrankung festlegt, obwohl Gleichung (12) mehrdeutig ist. 

Eine Moglichkeit, dieses Problem zu umgehen, besteht darin, 
nur Kopplungskonstanten mit extremen Werten zu verwen- 
den['28-'301. So werden fur die 3JHN,H.-K~ppl~ng~kon~tdnte in 
Proteinen Werte von groBer 8 Hz oder kleiner 6.5 Hz als extrem 
angesehen. Kopplungskonstanten, die zwischen diesen Werten 
liegen, werden nicht berucksichtigt, da man eine Mittelung 
durch rasche Konformationsanderungen nicht ausschlieDen 
kann. Fur  einen J-Wert von 8 Hz liefert die 3JHN,H.-Kurve in 
Abbildung 29 vier mogliche Diederwinkel. Die beiden Losun- 
gen rnit positiven q5-Winkeln werden dabei fiir Proteine meist 
ignoriert - eine problematische Annahme (siehe letzten Absatz 
dieses Abschnitts) . Dadurch bleiben fur einen 3JHN,H,-Wert von 
8 Hz zwei Diederwinkel ubrig, die um - 120 "C zentriert sind. 
Typische Werte fur erlaubte Bereiche wdren -140" bis 100' 
fur 35HN,He > 9.0 Hz, - 160" bis -80" fur 9.0 Hz > 3JHN, HZ > 
8.0 Hz und - 160" bis -40" fur 35HN,H. < 6.0 Hz. 

Fur jede dieser Kopplungskonstanten wird eine Straf-Funk- 
tion verwendet und dem Kraftfeld hinzugefugt. Die Straf-Funk- 
tion kann unterschiedliche Formen haben. Ein Ansatz beruht 
darauf, ein chirales Volumen zu berechnen, das sich aus dem 
Produkt von drei Vektoren der Atome ergibt, die den Dieder- 
winkel definieren['311. Das chirale Volumen CHtargel, das rnit 
dem Bereich giiltiger Diederwinkel iibereinstimmt, wird berech- 
net und in Gleichung (13) analog den NOES verwendet, wobei 
KcH die Kraftkonstante und das theoretische chirale 

-180 -120 -60 0 60 I20 180 

o/o + Volumen fur denentsprechenden Diederwinkel ist. Gleichung 
(13) wird nun mit den ubrigen Termen des Kraftfeldes gemein- 

winkel einen Wert annimmt, der mit den restlichen experimen- 
tellen Vorgaben konsistent ist. Diese Methode hat vor allem in 

Abb. 29. Karplus-Kuwe fur vier Kopplungskonstanten, die den Winkel 4 von L- 

Die Komblnation aller vicr Kopplungskonstanten l i l j t  dagegen in der ~~~~l nur 
noch eincn Diederwinkel zu. 

Aminosiuren in Peptiden charaktensieren. Wegen des sinusformigen Verlaufs erge- 
ben sich pro Kopplungskonstante bis zu vier Moglichkeiten fur den Diederwinkel. 

Sam minimiert, um sicherzustellen, daB der ausgewahlte Dieder- 
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Distanz-Geometrie-Rechnungen breite Verwendung gefunden, 
in denen chirale Volumina zur Festlegung der Stereochemie ge- 
nutzt werden. 

Ein anderer Ansatz verwendet eine Straf-Funktion. die iden- 
tisch zu der ist, die in MM- oder MD-Programmen eingesetzt 
wird. Fur einen J-Wert uber 8 Hz wird ein Minimum bei - 120" 
angenommen, wahrend fur kleine Kopplungskonstanten ein 
Minimum zwischen - 80 und - 60" verwendet wird. Die in Glei- 
chung (14) definierte Straf-Funktion hat sich in MD-Strukturver- 
feinerungen als vorteilhaft erwiesen['28], wobei KDH eine Kraft- 

V = K D H  (1 + COS(O - 6)) (14) 

konstante, 0 der Diederwinkel und 6 eine Phase ist. Das Energie- 
minimum kann abhangig von der Art der Kopplungskonstante 
durch Veranderung der Phase 6 justiert werden. Mit KDH laljt 
sich der Bereich moglicher Torsionswinkel um das Minimum 
festlegen (fur ein KDH von 6.8 kJmol-' ergibt sich beispielsweise 
bei 300 K ein Bereich fur gultige Diederwinkel von f 11'). 

Die Einschrankung bei den Diederwinkeln in Simulationen 
von Proteinstrukturen beruht auf der Annahme, daR einige der 
Losungen von Gleichung (12) nicht gultig sind. Meistens wer- 
den positive +Winkel nicht verwendet. Das konnte bis vor kur- 
zem damit begrundet werden, daD es kaum experimentelle Bele- 
ge fur die Existenz von positiven 4-Winkeln in Peptiden und 
Proteinen gab. Erst als immer mehr Strukturen von Proteinen 
gelost werden konnten, fand man auch fur andere Aminosauren 
als Glycin positive $-Werte['32- 1341. Bei cyclischen Peptiden 
konnte man von vornherein nicht von einer generellen Gultig- 
keit des Ramachandran-EnergieprofilsL' 3s1 ausgehen. 

3.4. Die direkte Verwendung von Kopplungskonstanten 

Eine noch direktere Verwendung von vicinalen Kopplungs- 
konstanten in Strukturverfeinerungen wurde von Kim und 
Prestegard vorges~hIagen['~~. Dabei wird eine Straf-Funk- 
tion verwendet [GI. (15)], die ahnlich wie die bei NOEs ist 

[vgl. GI. (1 I)]. Kj  ist die Kraftkonstante zur individuellen 
Gewichtung der jeweiligen Kopplungskonstante, Jexp der ex- 
perimentelle Wert der Kopplungskonstante und Jtheo die mit 
Gleichung (1 2) berechnete Kopplungskonstante. Der Unter- 
schied zwischen J,,, und J& wird nun wahrend der Simu- 
lation minimiert. Bei diesem Ansatz konnen samtliche ex- 
perimentell bestimmten Kopplungskonstanten in den Verfei- 
nerungsrechnungen verwendet werden, ohne dalj irgend- 
welche Annahmen bezuglich der erlaubten Bereiche gemacht 
werden mussen, wie es bei der Einschrankung von Diederwin- 
keln erforderlich ist. Bei der direkten Verwendung von Kopp- 
lungskonstanten sind alle Ergebnisse, die sich aus der Karplus- 
Gleichung ergeben, erlaubt, und in der Tat konnen auch falsche 
Diederwinkel herauskommen. Jedoch werden die falschen Lo- 
sungen bei gleichzeitiger Verwendung von NOES und Kopp- 
lungskonstanten weitgehend eliminiert. AuBerdem konnen 
gleichzeitig mehrere (also auch homo- und heteronucleare) 

Kopplungskonstanten, die denselben Diederwinkel bestimmen, 
sehr leicht in der Rechnung verwendet ~e rden[ '~ ' ] .  

Gleichung (15) fand bereits bei der Analyse von Peptid- und 
Proteinkonformation Anwendung["% ''3 1361. In den Simulatio- 
nen an kleinen, cyclischen Peptiden ergaben sich bei alleiniger 
Verwendung von Kopplungskonstanten Strukturen, die fast 
identisch mit den aus NOE-Daten erhaltenen sind. Bei dem 
groljeren cyclischen Undecapeptid Cyclosporin A erbrachte die 
ausschlieI3liche Verwendung von Kopplungskonstanten keine 
Ubereinstimmung mit der aus NOEs abgeleiteten S t r ~ k t u r ~ ' ~ ~ ] .  
Innerhalb der Peptidruckgrat-Konformation traten signifikante 
Unterschiede zwischen den beiden Strukturen auf, wobei jedoch 
die Diederwinkel, die durch Kopplungskonstanten definiert 
sind, mit denen der NOE-Struktur iibereinstimmten. Das Ener- 
gie-Strafpotential fur drei verschiedene Kopplungskonstanten, 
die den 4-Winkel an D-Ala8 in Cyclosporin A definieren, ist 
beispielhaft in Abbildung 30 gezeigt. Fur samtliche gemessenen 
Kopplungskonstanten liegt das globale Minimum der potentiel- 
len Energie aus Gleichung (15) bei einem Winkel von + 80 "[1381. 

Dieser Winkel resultierte auch, wenn nur NOE-Werte verwen- 
det wurden. 
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4 -  
Abb. 30. Die potentielle Energie V [kJmol-'1 des Straf-Terms der Kopplungskon- 
stanten als eine Funktion des Diederwinkels der Aminosiure o-Ala* in Cyclospo- 
rin A. Die ,,Energie" wurde mit den Gleichungen (12) und (15) und einer Kraftkon- 
stante KJ von 1.0 kJmol-' H Z - ~  berechnet. Fur die einzelnen Kopplungskonstan- 
ten mussen die Koeffizienten aus den jeweiligen Karplus-Gleichungen verwendet 
werden. Die Kurven entsprechen den gemessenen Kopplungskonstanten 'J(HN,H") 
(- .-.), 'J(HN,HD) (. . . .) und ' J ( C ( i  - l),W(i)) (---) sowie der Summe dieser 
Funktionen) (-). Der Pfeil zeigt den 6-Wert. der aus den NOE-Daten folgt. 

Die Populationen der Seitenkettenkonformationen sind alle 
identisch. Der Grund dafur, dalj fur Cyclosporin A keine Struk- 
tur unter alleiniger Verwendung von Kopplungskonstanten be- 
stimmt werden kann, ist einerseits, daD sieben der elf Reste 
N-methyliert sind und damit nur vier &Winkel uber die 35HN, Hz- 

Kopplungskonstante festgelegt werden konnen, und anderer- 
seits, da13 die $-Winkel generell schlecht durch J-Werte definier- 
bar sind. Da nur wenige Kopplungskonstanten zur Verfiigung 
standen, konnen vide Konformationen die Randbedingungen 
erfullen; die Strukturen konvergierten nicht. Es ist in diesem 
Fall aber sehr wichtig festzuhalten, dalj die Struktur aus den 
NOE-Werten zu allen Kopplungskonstanten paDt. 

Bei der Verwendung mehrerer Kopplungskonstanten ergibt 
sich die Frage nach der richtigen Gewichtung der einzelnen 
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Kopplungen. Der experimentelle Fehler in J ist stark von der 
Art der Kopplungskonstante abhangig. Als allgemeine Regel 
1aBt sich festhalten, daR bei nichtmarkierten Molekulen homo- 
nucleare Kopplungskonstanten rnit weit hoherer Genauigkeit 
bestimmt werden konnen als heteronucleare. AuRerdem muR 
noch vie1 Arbeit in die exakte Bestimmung der Koeffizienten in 
Gleichung (12) investiert werden, da bisher intensive Untersu- 
chungen nur fur die 3JHN, ..-Kopplung in Peptiden durchgefuhrt 
wurden. Generell sind vicinale heteronucleare Kopplungskon- 
stanten auch starker vom weiteren Substitutionsmuster abhan- 
gig, und Versuche, sie ahnlich genau wie J,,,.-Werte zu beschrei- 
ben, erwiesen sich als schwierig" 391. Aussagen zur Struktur- 
abhangigkeit der anderen Kopplungskonstanten des Peptid- 
ruckgrats beruhen entweder auf rein quantenmechanischen 
Rechnungen oder auf sehr wenigen experimentellen Daten. 

3.5. Das Erkennen von Dynamik 

Einer der interessantesten Aspekte bei der Verwendung von 
Gleichung (12) ist die Miiglichkeit. konformative Dynamik 
zu erkennen, die schnell ini Vergleich zur NMR-Zeitskala 
ist[14', 1411. 1st der Konformationswechsel rasch, werden die 
NOES als eine Funktion der sechsten Potenz des Abstandes R 
zwischen den beteiligten Protonen gemittelt, Kopplungskon- 
stanten dagegen als eine Serie von Cosinus-Termen der Dieder- 
winkel (cos'fl und cos8). Daher kann sich bei flexiblen Molekii- 
len aus den NOEs eine andere Struktur ergeben als aus den 
Kopplungskonstanten. Dies ist ein klarer Hinweis darauf, daR 
das Molekul schnelle Konformationsanderungen eingeht. All- 
gemein llBt sich folgendes anmerken: 1st das System unterbe- 
stimmt, konnen sich die Ergebnisse der Rechnungen rnit J -  
Kopplungen und NOEs unterscheiden. Jedoch werden sich die 
Losungen uberlappen, wenn der Konformationsraum ausrei- 
chend abgesucht wird. Da das z. B. mit DGII  der Fall ist, laDt 
sich bei zwei verschiedenen 1,iisungen ausgehend von J-Kopp- 
lungen und NOl<s (ohnc <jherlappung) k lar  a u f  ciric konforma- 
tive Mittclung schlicllcn. Der Grund d a f i i r ,  d a R  die ,,NOE,- 
Str u k t II r" uii d tl ic S 1 ru k t 11 r ;I us Koppl ti ngskon st ;i n ten n ich t 
vercinhar sind, is1 in tier uii(erschied1icIieri Mittclung von 
( R ~  ')' untl cos*ll oder cos0 1.11 suchen"". Es ist schr wichtig, 
diescn Fall vom C'yclosporin-A-Hcispiel ini vorigen Abschnitt 
zu untcrschciden, d a s  im Fa11 dcr Kopplungskonstanten cin ein- 
faches M~~I~i-Minini;~-I 'roblc~ii  darslelll. 

Die Berucksichtigung dynamischer Aspekte bei der Bestim- 
mung von Molekulkonformationen aus NMR-Daten ist, spe- 
ziell bei kleinen Systemen wie Peptiden und vielen Naturstoffen 
wesentlich. Bei raschen Konformationswechseln sind die Ab- 
stande aus NOES rnit einer gemittelten Struktur konsistent, die 
in Losung nicht vorliegen muR und moglicherweise physikalisch 
nicht sinnvoll ist[14*'. Nur durch die zusatzliche Verwendung 
von experimentellen Parametern, die eine andere zeitliche Mitte- 
lung erfahren, ist die Identifizierung von dynamischem Verhal- 
ten eindeutig moglich. Die Resultate der simultanen Anwen- 
dung von Kopplungskonstanten und NOEs, um ein derartiges 
Verhalten ZLI analysieren, wurden kurzlich veroffentlichtf221. 
Hat  man mehrere Kopplungskonstanten, die einen einzigen 
Diederwinkel bestimmen, lassen sich Konformationsgleichge- 
wichte auch daran crkennen, daI3 es keinen Winkel gibt, der 

allen MeRdaten gerecht wird. Wegen der groReren Fehler bei der 
Verwendung heteronuclearer Kopplungskonstanten ist es bes- 
ser, man nutzt in solchen Fallen einen Datensatz homonuclearer 
Kopplungskonstanten (beispielsweise beschreiben vier &- 
Werte den Winkel YCH,-CH,X). 

3.6. Zeitlich veranderliche Restraints 

Wie im vorigen Abschnitt bereits beschrieben, hat die konfor- 
mative Mobilitat einen groRen EinfluR auf NMR-Observable 
(NOEs, Kopplungskonstanten, chemische Verschiebungen) und 
dadurch auch auf experimentelle Parameter (Abstande und Di- 
ederwinkel), die fur Simulationsrechnungen verwendet werden. 
Eine Moglichkeit, dieser Situation gerecht zu werden, ist es, 
zeitlich veranderliche Restraints zu verwenden[143. 1441. Diese 
Methode wurde ruerst I'ur NOEs eingcsctzt und  wird inzwischcn 
auc  h bei Koppl ungs k ons t;rn tcn ;I ngewendcl I I ''. '''I . Dabci 
wird der jcweilige Wcrr der  Kopplungskonstante (odcr des 
NOE) nicht im gleichcii Kechenschritl mit dcm cxpei-inicntcllen 
Wert verglichcn, soiitlei-n Y L I V O ~  Libel- ci  tien gewisscn Zeit raum 
gcmittelt. Zur Bcrechnung der thcorcrischcn Kopplungskon- 
stante dient Glcichung (1  h ) ,  in dcr die Spi(Lklammern fur die 
Mittclung uber cine bcstimnile Zcit stchen. Dic Zeitspannc, 

Jtheo = A(cos2 0 )  + B(cosU) + C (16) 

wiihrend dcr gemittell wii-d, unifalSt dabci 10 ~ 40 ps, so dall 
gcriiigend viele Perioden getcchnct wetdcn kiinnen, nni  cine 
sinnvollc statistischc Auswei-tung xu erniiiglichcn. Mit clicscr 
Methodc wcrden bc i  flcxiblen Systemen hcsscrc Hrgebnissc er- 
haltcn ;!Is mit icitlich konstanten 1icstr;iints. Iiin Bcispiel fiir die 
Vcrwendung zeitlich vcriindcrliclicr Restraints ist i n  Abhil- 
dung 31 gcgchcn. Dnrgcstellt is1 das Ergehnis iwcier Sirnula- 

tionen an dem cyclischen Tripeptid cycfo(L-Pro'-L-Pro'-D- 
Pro3). Aus der Nichtubereinstimmung aller vicinalen JH, .-Wer- 
te rnit einer einzigen Konformation fur Pro' und vor allem Pro2 
konnte schon friiher auf Dynamik geschlossen ~ e r d e n " ~ ' ,  14'], 

was rnit den Ergebnissen von Relaxationszeitmessungen 
und einer Rontgenstrukturanalyse[1501 in Einklang war. Ver- 
wendet man die gemessenen Kopplungskonstanten als kon- 
stante Restraints, so wird z.B. der Pro2-Ring in eine einzige 
Konformation gezogen, die aber dann mit den gemessenen J- 
Werten nicht gut ubereinstimmt. Rechnet man dagegen mit ver- 
lnderlichen Restraints, findet man zwei Minima und eine her- 
vorragende Ubereinstimmung mit den MeRwerten. 
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3.7. Die Ensemble-Methode 

Immer wenn an einem System eine Messung durchgefiihrt 
wird, ist der MeRwert eine gemittelte GroDe, und zwar entweder 
das Zeitmittel iiber die MeDdauer oder das Ensemblemittel uber 
eine sehr groBe Zahl von Molekiilen. Natiirlich miissen beide 
Mittelungen identische Ergebnisse liefern. Eine Mittelung iiber 
ein Molekiilensemble wurde mit gemessenen Abstanden bereits 
durchgefiihrt" 511. Kiirzlich wurde dieses Verfahren in das Ver- 
feinerungsprotokoll zu einer DG-Rechnung auch fur J-Werte 
aufgenommen[2z, 521. In DG-Rechnungen ist es Standard, die 
Rechnung vielfach zu wiederholen, um eine groRe Zahl N von 
Strukturen zu produzieren. In der Ensemble-Methode werden 
diese Strukturen dazu verwendet, das Ensemblemittel fur die 
gemessene Kopplungskonstante zu bestimmen. Dieses Ensem- 
blemittel [Gl. (17)] wird dann rnit dem experimentellen Wert 
verglichen. 

NOES vorhanden sind. Bei Peptiden stehen fur gewohiilich we- 
niger NOE-Werte zur Verfiigung. Daher wurde kiirzlich die 
Moglichkeit untersucht, beide Parameter - NOEs und Kopp- 
lungskonstanten - einzusetzen und gleichzeitig den Potential- 
term der Chiralitat zu annulieren. Diese Methode war bei- 
spielsweise bei funf von sechs B-Methylenprotonen eines Sub- 
stanz-P-Analogous erfolgreich" ']. Jedoch sollte eine warnende 
Anmerkung an dieser Stelle nicht fehlen: Die Methodc produ- 
ziert in jedem Fall ein Ergebnis, und zwar ohne die Zahl der 
Restraints zu beriicksichtigen. Das kann dazu fiihren, dalj man 
ein unterbestimmtes System rnit hoher Wahrscheinlichkeit in 
einem falschen Minimum fixiert. Ein weiterer wichtiger Aspekt 
ist die Qualitat der Restraints: Wenige Restraints aus Lerschie- 
denen Raumbereichen sind aussagekraftiger als vielc NOEs 
aus derselben Richtung. Zur Uberprufung der Zuordnung dia- 
stereotoper Protonen schlagen wir vor, die Vertrauenswiirdig- 
keit der NOEs anhand ihrer graphischen Darstellung zu unter- 
suchen. 

3.9. Die Auswertung anderer Kopplungskonstanten 
Die theoretische Kopplungskonstante aus Gleichung (1 7) 

wird jetzt zur Berechnung des Fehlers in Gleichung (1 5) verwen- 
det. Die einzelnen Kopplungskonstanten konnen iiber weite Be- 
reiche variieren, doch solange das Mittel iiber das gesamte 
Ensemble mit der experimentellen Kopplungskonstante iiber- 
einstimmt, ist der Term fur die Straf-Funktion Null. 

Ein gutes Beispiel fur Dynamik oder molekulare Bewegung 
ist die Rotation innerhalb von Seitenketten in Peptiden. Es ist 
klar, daB experimentelle Kopplungskonstanten beziiglich der 
Seitenketten gemittelten Werten entsprechen. Aus diesem 
Grund kann die 3JH,, Hp-Kopplungskonstante zur Konforma- 
tionsermittlung nur bei extremen Werten verwendet werden 
(z.B. fur 3JH.,HB < 4.0 Hz oder > 10 Hz). Bei der Verwendung 
mehrerer Kopplungskonstanten und zeitlich veranderlicher Re- 
straints kann diese Information aber durchaus in direkter Form 
den Strukturrechnungen hinzugefiigt werden. 

3.8. Die Zuordnung der Signale diastereotoper Protonen 

Die richtige Zuordnung von Signalen diastereotoper Proto- 
nen erhoht die Qualitat der mit Abstands-Restraints simulierten 
Strukturen betrachtlich, da Verfahren wie die Pseudoatomnahe- 

nicht mehr angewendet werden mussen. Fur die Zu- 
ordnung der diastereotopen B-Methylenprotonen von Amino- 
siiuren wie Phenylalanin werden in der Regel 35Ha, HB- und 3Jc , HR- 

oder 3JN Hp-Kopplungskonstanten herangezogen. Hat man nur 
homonucleare Kopplungen und geniigend lokale NOEs zur Ver- 
fugung, so lassen sich meist auch diastereotope Protonen zuord- 
nen, ohne heteronucleare Kopplungen hinzuzuziehen. 

Bei weniger eindeutigen NOE-Daten hilft oft noch die 
,,Floating-~hirality"-Methode~~~~-'~~~. Bei ihr wird der Ener- 
gieterm im Kraftfeld, der fur die relative raumliche Anordnung 
der beiden P-Protonen notwendig ist, entfernt, so daB die beiden 
Protonen ihre relativen Positionen (pro- R und pro-S)  wahrend 
der Simulation tauschen konnen. Diese Methode, die erstmals 
in DG-Rechnungen angewendet wurde" 541, funktioniert sehr 
gut bei Proteinen, bei denen in der Regel insgesamt geniigend 

Bisher haben wir uns auf die Verwendung vicinaler Kopp- 
lungskonstanten konzentriert, die am besten untersucht sind 
und deren Wert in einfachem Zusammenhang mit der Struktur 
steht. Seitdem jedoch isotopenniarkierte Verbindungen immer 
haufiger zur Verfiigung stehen, richtet sich mehr und mehr das 
Interesse auch auf andere Kopplungskonstanten, z.B. J -  und 
'J-Kopplungen, von denen ebenfalls ein Zusammenhang mit 
der Struktur bekannt ist. Beispielsweise unterscheidet sich ' J , ,  
in Glycosiden fur axiale und aquatoriale Protonen um bis zu 
10 Hz, d. h. Anomere konnen unterschieden werden" ''3 1591. 

Aber auch bei Peptiden wurden Zusammenhange zwischen der 
'J,.,H.-Kopplungskonstante und den Diederwinkeln 4 und $ 
entdeckt. Vor vielen Jahren erstellten Egli und von Philips- 
born11601 einen funktionalen Zusammenhang, der an Glei- 
chung (12) erinnert [Gl. (18)]. Die 'Jc,,H,-Kopplung hangt also 

' J  = A + BCOS' (4 - 30") + CCOS'($ - 30") (18) 

nicht nur vom Winkel 4 ,  sondern gleichzeitig auch vom Winkel 
$ des Peptidriickgrats ab. Die potentielle Straf-Energie kann 
ebenso wie in Abbildung 30, jetzt jedoch in Abhangigkeit von 
zwei Diederwinkeln, dargestellt werden (Abb. 32). Die Koeffi- 
zienten A ,  B und C in Gleichung (18) wurden erst kiirzlich an 
einer Reihe Alanin- 
haltiger cyclischer 
Peptide zu 136.4,13.7 
bzw. -5.2 bestimmt 
und analog den 3J- 
Kopplungen in ein 
MD-Programm im- 
plementiert[1611, wo- 

1 
I; 

bei Abb. 32. Straf-Energie Vals Funktion der Pep- 
zuganglicher Para- tidriickerat-Winkel m und tb bei einer geeebenen 

experimentel' 
I , ,  _ _  ~~ 

meter such der Win- direkten Kopplungskonstante 'Jfcz.H.) von 
143.2Hz. Die Energie wurde mit den Glei- 

kel d' resultiert' Da- chungen (15) und (18) und einer Kraftkonstante 
bei zeigte sich, dal3 K, von 1.0 kJ r n o l - ' H ~ - ~  berechnet 
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rnit vielen 3J-Kopplungen zur Charakterisierung des 4-Winkels 
und der gleichzeitigen Verwendung der J-Kopplung bei Peptid- 
strukturen auch fur den $-Winkel sehr gute Ergebnisse erreicht 
werden konnten. Gleichung (1 8) wurde an mehreren Proteinen 
nochmals neu untersucht, und es ergab sich eine modifizierte 
Form, mit der allerdings sehr ahnliche Konforniationsminima 
erhalten wurden['"]. 

Neuere Untersuchungen an Proteinen haben ergeben, da8 
auch Kopplungskonstanten iiber mehr als drei Bindungen inter- 
essante Korrelationen mit der Konformation zeigen. so z.B. die 
''JHNii,, ,,-Kopplungskonstante, die fur gewbhnlich im Be- 
reich von -0.5 bis +0.5 Hzliegt und kaum zu interpretierenist. 
Bei $-Winkeln von etwa + 120" und 4-Winkeln der nachsten 
Aminoslure von + 60' nimmt diese Kopplungskonstante je- 
doch Werte von -0.8 bis -3.6 Hz anr1631. 

4. SchluBbemerkungen 

Wir haben hier die wiclitigsten Methoden zur Bestimmung 
homo- und heteronuclearer Kopplungskonstanten fur Hetero- 
atome in natiirlicher Haufigkeit, aber auch fur isotopenmarkier- 
te Verbindungen vorgestellt. Im Text konnten wir nicht alle exi- 
stierenden Verfahren behandeln und haben deshalb in den 
Tabellen 1-3 weitere wichtige Techniken angegeben. Mit dieser 
Ubersicht sollte der Praktiker in die Lage versetzt werden, das 
seine, Anforderungen entsprechende Experiment auszuwahlen, 
und sie sol1 ihm zugleich die notige Literatur mitliefern. Weiter- 
hin sind die heute iiblichen Rechenverfahren zur Strukturauf- 
kliirung mit Hilfe von NMR-Daten, die seit kurzeni auch die 
Verwendung von Kopplungskonstanten vorsehen, aufgefuhrt 
und kurz diskutiert. Eines unserer Anliegen ist es, die Notwen- 
digkeit der Verwendung von Abstands- und Winkelwerten zu 
unterstreichen, da auf diese Weise dynamische Phanomene bes- 
ser erkannt werden konnen. 

Bei kleineren Molekiilen hat man die Schwierigkeit, da8 die 
Zahl der verfugbaren NOES fur eine zuverlassige Strukturbe- 
stimmung nicht riusreicht. Das liegt dardn, da8  das Verhlltnis 
von Oberfliche zu Innerem grol3er ist als im Innern groBer glo- 
bularer Strukturen. Die geringe Datenmenge verlangt geradezu 
nach der Mitverwendung von Kopplungskonstanten in Struk- 
turberechnungen. Das gilt auch fur Proteinoberflachen oder fur 
die aktiven Regionen vieler Proteine, fur die haufig nicht genu- 
gend NOE-Werten gemessen werden konnen. Fur die Analyse 
des Ruckgrats von Nucleinsiuren, deren NOE-Werte schwierig 
zu interpretieren sind, werden Kopplungskonstanten eine gro8e 
Bedeutung erlangen. 

Zum Abschlu8 miichten wir noch eine Bemerkung zur Struk- 
tur von Molekiilen machen. Moderne Strukturbestimmungsme- 
thoden nutzen (zumindest fur die Verfeinerung) MD-Rechnun- 
gen. Uber die Strukturkoordinaten der dabei erhaltenen 
Konformationen wird dann zeitlich gemittelt, um ein Bild der 
Struktur zu erhalten. Da nahezu alle Molekule gewisse Flexibili- 
tiiten aufweisen, fiihrt diese Mittelung ZLI verfllschten Abstan- 
den und Winkeln. Zur graphischen Darstellung wird die gemit- 
telte Struktur dann nochmals energieminimiert, wobei das 
nlchstgelegene Energieminiinum erreicht wird. Das Bild einer 
solchen Struktur entspricht damit nicht mehr unbedingt einer 
.,reellen" Struktur, koinrnt ihr aber meist sehr nahe. Bei der 

Diskussion strukturbedingter Eigenschaften mu8 man sich die- 
ser Tatsache aber dennoch stets bewu8t sein. 

Bei Strukturbestimmuiigen geht man in der Regel von der 
vereinfachenden Annahme aus, da8 das Molekiil eine einzige 
Konformation bevorzugt. Stimmen alle experimentellen Para- 
meter mit dem Ergebnis der Strukturberechnungen iiberein, hat 
man ein Modell der Struktur. Die Zahl und Qualitat der experi- 
mentellen Daten und das Kraftfeld bestimmen dann, ob weitere 
Modelle existieren (Stichworte: lokale Minima, unterbestimmte 
Struktur). Sind die experimentellen Parameter nicht mit der 
berechneten Struktur in Einklang, und das auch nach Aus- 
schluB des trivialen Falles (der aber in der Realitat sehr wohl 
eine sorgfaltige Uberpriifung verlangt) von falsch zugeordneten 
oder quantitativ falschen Werten, mu8 man interne Dynamik 
einbeziehen. Hierfiir bieten sich MD-Simulationen, die ein 
gro8es Zeitintervall abdecken, die Verwendung von zeitlich ver- 
anderlichen Randbedingungen oder Ensemble-Methoden an. 

Der Deutschen Forschungsgenieinschuft und dem Fonds der 
Chemischen Industrie miichten wir fur die langjiihrige umfassende 
Unterstiitzung danken. Vide Mitarbeiter haben iiber Jahre hin- 
weg Beitrage zur Bestimmung und Auswertung von Kopplungs- 
konsfanten gelicfcrl, von denen wir nur einige hervorhehen m6ch- 
ten: U. Anders, J: Balbach, W Bermel, S. Golic Grdadolnik, C. 
Griesinger. 7: Huber, H. Oschkinat, P. Schmieder und S. Seip. 
Zahlreiche Anregungen e r h i c h  wir durch Kooperationen und 
vielfaltige Diskussionen mit Kollegen, von denen wir nur drei nen- 
ncn mochten: R. R. Ernst (ETH Zurich), R. Freeman (Oxford) 
und W F van Gunsteren (ETH Zurich). Einigr Abbildungen wur- 
den uns dankensLi,erterweise von S.  Golic Grdadolnik (Ahb. 29, 
32) ,  P. Sclzmieder (Abb. 16, 18) und 7: Huber (Abh. 31) zur 
Ver/ugung gestellt. Martin Bachelin gebiihrt schlieJlich unser 
Dank , fur  das sordaltige Knrvekturlesen sotvie einige kritische 
Anmerkungen. 

Eingegangen am 25. Juni 1994. 
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