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—
Die skalaren Kopplungskonstanten

stehen seit ihrer Entdeckung in den fri-
hen fiinfziger Jahren im Zentrum des In-
teresses der NMR-Spektroskopiker. Thre
Bedeutung fiir die Strukturaufklirung
mit Hilfe der NMR-Spektroskopie be-
ruht auf der Erkenntnis, da3 die Grofe
einer Kopplungskonstante mit der Mo-
lekiitkonformation in einem einfachen
Zusammenhang steht. Fiir viele Sub-
stanzklassen stehen heute parametrisier-
te Karplus-Gleichungen zur Verfiigung,
die die Abhidngigkeit der vicinalen (d. h.
Dreibindungs-) Kopplungskonstanten
vom Diederwinkel beziiglich der zentra-
len Bindung charakterisieren. Neben der
Verwendung von Proton-Proton-Ab-
stinden aus NOE-Experimenten.ist da-
her der Einsatz von Kopplungskon-

stanten in der modernen Konforma-
tionsanalyse heute nicht mehr wegzu-
denken. Mit steigender Molekiilgrofie
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 grofie Zahl experimentel-
ler Techniken zur Bestimmung von
Kopplungskonstanten wurde bis heute
entwickelt, wobei je nach Problemstel-
lung die richtige Methode sorgfaltig aus-
gewdhlt werden mufl, damit sich die
Kopplungskonstanten moglichst exakt
ermitteln lassen und dabei die MeBzeit
effizient genutzt wird. Auch in der
Computer-gestiitzten ~ Strukturbestim-
mung konnen Kopplungskonstanten

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

Stichworte: NMR-Spektroskopie
Strukturaufklidrung

1. Einleitung

Die indirekte, skalare Spin-Spin-Kopplung {J-Kopplung} ist
seit ihrer Entdeckung in der Frithzeit der NMR-Spektroskopie
durch Gutowsky et al.l!*Z sowie, unabhingig davon, durch
Hahn und Maxwell®- ) ein wichtiger Strukturparameter. Da sie
durch die Bindungselektronen vermittelt wird, liefert sie mit der
Konnektivitit der koppelnden Kerne die wichtigste Information
iber die Konstitution der Molekiile. Die Grofe einer Kopp-
lungskonstante hingt dabei nicht nur von der Zahl der die kop-
pelnden Kerne trennenden Bindungen ab, sondern auch von
der Elektronenkonfiguration und rdumlichen Anordnung der
Kerne'® ©!. Gerade letzteres lift sich zur Ermittlung der Stereo-
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chemie (Konfiguration und Konformation) nutzen, und dies soll
der Schwerpunkt dieser Ubersicht sein.

Viele J-Kopplungen zeigen eine deutliche Abhingigkeit von
Diederwinkeln und kdénnen daher Informationen iiber diese
wichtigen Konformationsparameter liefern. Besonders ausge-
prigt ist dieser Zusammenhang bei *J-Kopplungen, die iiber
Karplus-Beziehungen mit den entsprechenden Diederwinkeln
korreliert sind, z.B. die /i y~Kopplung in Aminosiduren mit
dem Konformationswinkel ¢ (vgl. Abb. 1a). 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-
iibergehend an Bedeutung verloren'’ ~°). In jiingster Zeit beob-
achtet man jedoch eine Renaissance der Nutzung von J-Kopp-
lungen. Dies liegt zum einen daran, dal es eine ganze Reihe
neuer Methoden gibt, mit denen die Kopplungskonstanten im-
mer genauer bestimmt werden kdnnen!!®~ 131 und daB friiher
nicht zugingliche Kopplungskonstanten mit Hilfe mehrdimen-
sionaler Methoden auch bei sehr groien Molekiilen gemessen
werden kdnnen!**~1¢l; zum anderen wurden neue Wege gefun-
den, die gemessenen J-Werte in Strukturberechnungen einzu-
setzen'!7 =29, Dadurch steht ein groBerer Datensatz zur Verfii-
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a) b)

Abb. 1. Diederwinkel in Peptiden, Glycosiden und Nucleinsiduren. a) Peptid-
fragment (L-Aminosdure) mit den relevanten Diederwinkeln fiir das Peptidriickgrat
und die Seitenketten nach der TUPAC-TUB-Nomenklatur. b) Diederwinkel ¢. ¥
und o in Oligosacchariden: ¢ = H1-C1-01-Cy. i = C1-01-C«-Hy. w = C1-01-
C6-C5. ¢) Torsionswinkel des Zuckerphosphat-Geriists sowie der glycosidische
Winkel y bei Nucleinsiuren.

mik erhilt!2!-22), Beides spielt fiir das Verstindnis der Wechsel-
wirkung von Molekiilen miteinander (,,molekulare Erken-
nung) eine nicht zu unterschitzende Rolle.

An dieser Stelle mochten wir auf die ITUPAC-IUB-Bezeich-
nungen der Diederwinkel fiir die wichtigsten Biopolymere hin-
weisen (Abb. 1), da spiter 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 von J-Kopplungen solcher Mole-
kiile eingehen. Anhand dieser Kopplungen (homo- und hetero-
nuclear) lassen sich die meisten Torsionswinkel charakteri-
sieren.

Im folgenden sollen zundchst die Grundlagen der verschiede-
nen Methoden zur Bestimmung von Kopplungskonstanten er-
liutert werden. Welche im konkreten Fall jeweils ausgewéhlt
wird, hingt davon ab, wie gro die Molekiile sind, welche
Kopplungen mit welcher Genauigkeit bestimmt werden sollen
und ob eine isotopenangereicherte Substanz vorliegt.

Vor allem in den letzten Jahren wurden zahlreiche neue mehr-
dimensionale Techniken entwickelt, deren Vielfalt selbst dem
NMR-Experten oft die Wahl des fiir die spezifische Fragestel-
lung optimalen Experiments erschwert. Es ist unser Anliegen,

mit dieser Ubersicht hier eine Literaturliicke zu schlieBen. Dabei
werden die Methoden nach der Art der Bestimmung in Ab-
schnitte zusammengefalt, was eine Ubersicht iiber die Vielzahl
der bereits existierenden Verfahren erleichtern soll. Zum Schiuf
wird die Verwendung von J-Werten in Distanz-Geometrie- und
Molekiildynamik-Rechnungen besprochen.

gung, so dal man nicht nur die Zuverldssigkeit der NMR-spek-
troskopisch ermittelten Strukturen erhéhen kann, sondern auch
Informationen tber Teilflexibilitit und interne Molekildyna-
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2. Die Bestimmung von Kopplungskonstanten

Allgemeines

Die skalare Kopplung von Kernen A mit 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 beziiglich des &ufe-
ren B-Feldes in zwei Zustdnde, o und P, polarisiert, d.h. bei
50 % der in der Probe vorhandenen Molekiile liegt der X-Kern
im o-Kernspinzustand vor (X*), bei den anderen 50% im
B-Spinzustand (X*). 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 J, « separiert sind. Die GroBe der Kopplungskonstante ist im
Gegensatz zur chemischen Verschiebung unabhéngig vom dufle-
ren Magnetfeld. Wir werden uns im folgenden nur mit schwach
gekoppelten Spinsystemen befassen. Das bedeutet, dall die
Kopplungskonstante J klein im Vergleich zur Differenz der che-
mischen Verschiebung, Av, der koppelnden Kerne ist. Zur Ana-
lyse der vor allem bei niedrigen Feldstirken hiufig auftretenden
starken Kopplungen (Spinsysteme héherer Ordnung) méchten
wir auf die zahlreichen Lehrbiicher verweisent4 =291,

Bei Spinsystemen erster Ordnung (d. h. mit schwacher Kopp-
lung) sind im einfachsten Fall die Multiplettlinien gut separiert,
und der J-Wert kann direkt aus dem eindimensionalen (1 D)
Spektrum abgelesen werden (siche 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
Auflésung einfach zu erreichen ist). Allerdings gibt es einige
2 D-Techniken, deren Kreuzsignale normalerweise keine saube-
ren Phasen aufweisen, z.B. das hdufig verwendete TOCSY-Ex-
periment. In solchen Fillen hilft das Einfiigen eines z-Fil-
ters3% 31 yor der Detektion oder die Verwendung selektiver
Pulse®#. Auf die Verwendung modifizierter 1 D-Techniken zur
Bestimmung von Kopplungskonstanten (selektive 1 D-Aquiva-
lente!33: 341, chemical shift selective filters (CSSF)[3%: 361} i 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 J, y einen Kohi-
renztransfer zwischen diesen aktiven Kernen und fithrt zu einem
entsprechenden Kreuzsignal (A, X). Die Kopplungskonstante
Ju x wird daher als aktive Kopplung bezeichnet. Alle weiteren
Kopplungen, beispielsweise J, ,, oder Jy,  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 Grofe des Spinsystems sind auch
mehrere passive Kopplungen mdéglich. Aktive und passive
Kopplungen kénnen sich im Spektrum in der Phasenlage unter-
scheiden: Im 2 D-COSY-Experiment z.B. befindet sich die akti-
ve Kopplung in Antiphase und die passiven Kopplungen in Pha-
se; im 2D-TOCSY-Experiment dagegen befinden sich alle
Kopplungen in Phase™3). Beispiele fiir In-Phase- und Antipha-
se-Signale finden sich in Abbildung 2.
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Abb. 2. Vergleich von Antiphase- (links) und In-Phase-Dubletts (rechts) mit einer
Kopplungskonstante Jvon 10.0 Hz bei verschiedenen Signalbreiten: Halbwertsbrei-
te 1 Hz (obere Reihe). 15 Hz (untere Reihe). Wihrend oben die vollkommene Tren-
nung der beiden Signalkomponenten in beiden Fillen denselben (richtigen) Wert fiir
die Kopplungskonstante liefert, ist im unteren Fall die gemessene Antiphase-Kopp-
lung zu grof} und die gemessene In-Phase-Kopplung zu klein.

Im weiteren Verlauf unseres Beitrags soll dieser einfachste
Fall (vollstindig separierte Multiplettlinien) nicht weiter be-
riicksichtigt werden, vielmehr sollen Techniken vorgestellt wer-
den, die die zuverléssige Extraktion von Kopplungskonstanten
auch aus Signalen mit nicht aufgel6ster Feinstruktur ermégli-
chen.

Kopplungskonstanten sind oft von der gleichen Gréenord-
nung wie die natiirliche Signalbreite. Diese hingt 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 grofler Molekiile
breitere Signale aufweisen (z.B. 20—30 Hz bei mittelgroBen Pro-
teinen). Wenn nun die Signalbreiten nicht mehr vernachldssig-
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-
schiitzt’*” und im Fall von In-Phase-Signalen unterschétzt. Bei
der Wahl der MeBtechnik zur Bestimmung der gewiinschten
Kopplungskonstante ist daher sehr darauf zu achten, daf} die
Signalbreite beriicksichtigt wird; dies gilt natiirlich besonders
bei groBen 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 iiber die Techniken zur Bestimmung von
Kopplungskonstanten

Zunichst 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 einbeziechen. Als nichstes 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 Kurzbeschreibung Anmerkungen [a) Literatur
homonucleare Kopplungen
A) Kopplungen aus ! D-Spektren
a) z-gefilterte Spektren reine Phasen, z.B. bei 2D-TOCSY  V.: 1D und 2D moglich [30, 31]
N.: wegen z-Filter zeitaufwendig
b) selektive Entkopplung [b] selektive Entkopplung und V.: genaue Methode [45}
Spektrensimulation N.: auf kleine Molekiile beschrinkt, selektive Entkopplung nétig
¢) J-Verdopplung [b] rechnerische Manipulation V.: auch multidimensional moglich, genaue Methode [41, 42}
von MeBdaten N.: auf kleine Molekile beschrinkt
B) Kopplungen aus Antiphase-Multipletts
a) AX-Kopplungen Auswertung mit einem V.: einfach durchfithrbar, auch fiir mitteigrofe Molekile geeignet {38]
aus COSY [b] dispersiv und einem absorptiv N.: gutes Signal-Rausch-Verhiltnis notwendig, nur fiir AX-Spinsysteme
gerechneten Spektrum
b) DISCO [b] Kombination von Antiphase- V.: auch bei komplizierten Signalmustern und Uberlagerungen geeignet {11, 39, 40]
Signalen [c] mit anderen N.: richtige Skalierung interaktiv zu ermitteln, bei komplexen Multipletts schwierig
{n-Phase- [d] oder Antiphase-
Signalen [c]
¢) Konvolution dhnlich DISCO-Verfahren, V.: genauer als DISCO [43]
komplementirer aber mit computer-
Multipletts [b] unterstiitzter Auswertung
C) Kopplungen aus In-Phase-Multipletts
a) Analyse von In- rechnerische Manipulation V.: aus NOESY oder HSQC, auch fiir groBe Molekiile geeignet [15)
Phase-Multipletts der MeBidaten von In- N.: nur far AX-Spinsysteme
nach inverser FT [b] Phase-Multipletts
b) HMQC mit ,,Purge*-Puls aus "*N-HMQC-Spektrum V.: empfindlich [164, 165]
N.: grofle Linienbreite problematisch, *N-Anreicherung nétig
Heteronucleare Kopplungen .
a) 2D-J-Spektroskopie heteronucleare Kopplung wird in N.: nur fiir kieine Molekiile geeignet, direkte Direktion (unempfindlich), [166-168]
F, aus Multiplett abgelesen keine rein absorptiven Signale
b) selektives INEPT wie a) V.: empfindlicher als 2D-J [169]
N.: Protonen miissen freiliegen, nur fiir kleine Molekile, direkte Detektion
(unempfindlich)
c) DEPT-J-Spektroskopie wie a) V.: Multiplizitits-Editierung méglich [170, 171]
N.: wie bei 2D-J
d) HMBC mit Konvolution von hetero- V.: Kopplungen auch zu quartiren Kohlenstoffatomen meBbar, viele Kopplungen [12, 48, 51]
homonuclearem und homonuclearen pro Spektrum, empfindlich, da invers detektiert
Referenzspektrum [b] Multipletts; Kopplung ist N.: gutes Signal-Rausch-Verhiltnis notwendig, hoher MeBzeitbedarl
das Ergebnis einer Anpassung
e) FIDS-HSQC heteronucleare Kopplungen, V.: empfindliche Methode [76]

z. B. *J(C,P), *J(H,P)
in Nucleotiden

N.: erfordert gutes Signal-Rausch-Verhiltnis

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

TOCSY -Spektren mit z-Filter.

Kopplungskonstante bestimmt wird. Zum SchluB werden
wir Verfahren vorstellen, bei denen die Kopplungskonstante
aus der Signalintensitit 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, moéchten wir
mit den Tabellen1-3 einen Uberblick verschaffen. In
ihnen sind die wichtigsten der heute genutzten Experimente
zur Bestimmung von Kopplungskonstanten zusammenge-
fa3t. Wir moéchten an dieser Stelle auch darauf hinweisen,
daB einige der vorgestellten Techniken durch die Ver-
wendung von gepulsten Feldgradienten durchaus verbessert
werden konnen (siche z.B. Abschnitt 2.3.4), wollen uns hier
jedoch auf die Originalliteratur beschrinken und nicht auf
alle Varianten eingehen. In den Abschnitten 2.1-2.3 werden
daher nur die wichtigsten Experimente exemplarisch im Detail
erlautert.
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2.1. Die Bestimmung von Kopplungskonstanten aus der
Signalform

In diesem Abschnitt werden Verfahren angefiihrt, die in der
Hauptsache bei kleineren Molekillen angewendet werden und
zur Bestimmung homo- und heteronuclearer Kopplungskon-
stanten geeignet sind. Fiir die heteronuclearen Techniken ist
dabei vor allem wiinschenswert, daf sie an Molekillen mit na-
tiirlicher Isotopenverteilung durchgefithrt werden kénnen und
daher moéglichst empfindlich sind.

Grundsitzlich beruhen alle diese Techniken darauf, dall man
bei der Aufnahme der Spektren eine teilweise Uberlagerung von
Multiplettlinien in Kauf nimmt und den dadurch entstandenen
Fehler nachtréglich korrigiert, indem man entweder zusitzliche,
von der Signalform abhingige Parameter zu Hilfe nimmt oder
ein Modell an das experimentelle Signal anpaBt (evtl. unter Ver-
wendung eines Referenzsignals). Diese Verfahren setzen jedoch
voraus, daB die Signalbreiten nicht deutlich gréBer als die Kopp-
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Tabelle 2. Techniken, die E.COSY -Muster ergeben.
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Name Anwendung Anmerkungen {a] Literatur
homonucleare Kopplungskonstanten
A) aus homonuclearen Spektren
E.COSY passive Kopplungen aus Kombination von V.: homonuklear, gute Auflésung {11, 54, 55]
Multiquantenspektren N.: mind. drei koppelnde Spins notwendig
P.E.COSY Kombination von B-COSY mit Referenzspektrum V.: einfacher und empfindlicher als E.COSY [54. 59]
N.: Nicht so exakt wie E.COSY
z-COSY Pulssequenz wie NOESY, Pulse werden mit V.: Absorptive Diagonale [172]
kleinem Flipwinkel durchgeftinrt N.: Gleichzeitiges Auftreten von NOE-Kreuzsignalen,
weniger empfindlich als E.COSY und P.E.COSY
soft-COSY Erzeugung von E.COSY-Signal durch Einsatz von V.: empfindliche Methode, nur fiir kleine Molekiile [173, 174
selektiven Pulsen N.: selekiive Pulse, fitr mehrere Kopplungen oft viele Spektren
notig
PICSY Einsatz selektiver Pulse bei TOCSY, E.COSY mit in-  V.: In-Phase Multipletts [44]
Phase Signalkomponenten N.: selektive Pulse, nur fiir kleine Molekiile
B) aus heteronuclearen Spektren
1) Heterokerne in natiirlicher Hiufigkeit
JHH-TOCSY Erzeugung von E.COSY-Signalen mit Signalkom- V.: Nutzung der 'J(X,H)-Kopplung, auch fiir ' "N-markierte [175]
ponenten in Phase oder in Antiphase zueinander Proteine geeignet
tunktioniert nicht bei XH, N.: nur fiir XH-Gruppen geeignet,
XLOC Verwendung selektiver Protonen-Pulse V.: Kohirenztransfer nicht abhingig von J(H,H), keine [176}
Einschrinkungen beziiglich der X-Spin-Multiplizitat
1) bei Isotopenanreicherung
Tripelresonanz- 3J(HN H®)-Kopplung in Proteinen oder Peptiden — erste Implementierung [13]
Experimente - Empfindlichkeitssteigerung (14}
- Verwendung von Gradienten und weitere Empfindlichkeits- [177]
steigerung
HCCH-E.COSY- 3J(H,H)-Kopplungen in Peptiden und Proteinen, — mit §-Puls [87]
Techniken 2.B. (1Y) — mit selektivem Puls [86]
- Anwendung auf *J(H*H?)-Kopplungen in Proteinen [89. 181]
~ mit TOCSY fiir C,C-Transfer [88. 178]
heteronucleare Kopplungskonstanten
T) Heterokerne in natiirlicher Haufigkeit
soft-H, C-COSY Einsatz von weichen Hetero-Pulsen zur Erzeugung N.: unempfindlich, selektive Pulse [179]
des E.COSY-Musters
HSQC heteronucleare Kopplungen, z.B. 3J(C,P) und 3J(H,P) {75)
in Nucleotiden
HETLOC [b) w,-gefittertes TOCSY -Spektrum V.. einfache Pulssequenz, BIRD-Puls, ermdglicht schnelle
Pulswiederholung
N.: nur Kopplungen zu protonentragenden Heterokernen mefbar
BIRD-3D-HSQC-TOCSY *J(H”,C»-Kopplung V.: natiirliche Haufigkeit oder ,,random labeling* [180]
1I) bei Isotopenanreicherung [c}
homonucleare Techniken  keine heteronucleare Entkopplung V.: sehr einfache Methode [60. 61]
N.: nur fiir isolierte Kerne (**N)
bandselektive Entkopplung selektive heteronucleare Entkopplung V.: sehr einfache Methode [181]
von homonuclearen N.: selektive Entkoppiung
Spektren
HYSEL-CH, heteronucleare 3J(C,H)-Kopplungen V.: Eliminierung der Diagonale, Editing m&glich [189]
REPAY-CH,CH,
Tripelresonanz- zur Bestimmung der *J(HN,C)-, 3J(N(),H*(i - 1)- V.: auch fiir groBe Proteine geeignet [4. 177,
Experimente oder 3J(HN,C#)-Kopplung in Peptiden 183-188,
190, 194]
HCCH-E.COSY- heteronucleare Kopplungen, V.: genaue Methode, auch auf grofe Molekiile anwendbar [89, 182}
Techniken z.B. 3J(H?,C) in Peptiden N.: Markierung notwendig

{a] Siehe FuBnote von Tabelle 1. [b] Fiir eine genauere Beschreibung siche die angegebene Literatur. [c] Bei hoher natiirlicher Héufigkeit (z.B. *>'P) natiirlich ohne

Anreicherung moglich.

Angew. Chem. 1995, 107, 1813 -1838
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Tabelle 3. Die Bestimmung von Kopplungskonstanten aus der Signalintensitit.

Name Kurzbeschreibung Anmerkungen [a] Litera-
tur
COLOC Constant-time-Experiment V.. cinfacher Zusammenhang zwischen {47]
Intensitit und Kopplungskonstante
N.: dirckte Detektion,
unempfindlich, meist nur zur
qualitativen Abschitzung geeignet
HMBC protonendetektiertes V.: empfindlich, da inverse [46]
Experiment zur Bestim- Detektion
mung von Weitbereichs- N.: Berlicksichtigung homonuelearcr
konnektivitdten Kopplungen notwendig, meist nur zur
qualitativen Abschétzung geeignet
selektives  wic HMBC, mit selektiven V.. bessere Auflosung als bei HMBC  [93]
HMBC 13C-Pulsen N.: selektive Pulse ndtig, sonst wie
HMBC
{'"*N,'H}-  dhnlich wie HSQC. fiir V.: sehr genaue Methode [94, 95]
COSY 3J(HN H*) in Peptiden N.: zeitaufwendig, '*N-Anreicherung
notig
LRCC Hetero-hetero-Kopplungen,  V.: anders nur schwerzugingliche 98]
2.B. 3J(C.C) in Proteinen Kopplungen zu bestimmen
N.: Isotopenmarkierung notwendig
LRCH heteronucleare Kopplungen, [99]
z.B. 3J(H”.C?) und *J(H*.C")
CT-HSQC- Constant-time-HSQC- V.: empfindlich. anders nur schwer [104]
Differens  gekoppelt und entkoppelt  zugiingliche Kopplungen zu bestimmen
aufnehmen. z.B. "J(C,N) N.: evtl. Stérung durch Relaxations-
effekte
C-C-Kor-  Constant-time-Experiment,  V.: empfindlich, anders nur schwer 197
relation Kopplung wird aus dem zugingliche Kopplungen zu bestimmen
Verhdltnis zweier Signale N.: evtl. Storung durch Relaxations-
bestimmt, z.B. "J(C.C) effekte. '3C-Anreicherung
HyNH,,- heteronucleare Kopp- [191]
COSY lungen, z.B. *J(H*,N)
HNHA SJ(HNH) V.: sehr empfindlich, '*N-Markie- [16]

rung ausreichend

N.: evtl. Stérung durch Relaxations-
effekte, nicht fiir sehr groBe Proteine
geeignet

[a] Siehe Fufinote von Tabelle 1.

lungskonstanten sind und die Signale auBerdem ein gutes Si-
gnal-Rausch-Verhiltnis aufweisen, damit aus der experimentel-
len Signalform noch geniigend Informationen fir die Korrektur

gewonnen werden kann.

2.1.1. A-X-Kopplungen aus COSY-Spektren

Wie bereits in Abbildung 2 gezeigt, kann aus einem Antipha-

se- (z.B. COSY-) Kreuzsignal nur eine scheinbare Kopplungs-
konstante abgelesen werden, die grundsétzlich wegen gegensei-
tiger Signalausldsung durch die Antiphase-Struktur zu grof
ausfillt. Aus Simulationen kann man sich leicht eine Korrela-
tion zwischen wahrer und experimentell mefbarer Kopplungs-
konstante erstellen, mit der sich bei Kenntnis von Signalform
und -breite letztere korrigieren 148t (Abb. 3). Dies ist allerdings
nur so lange mdglich, wie die gemessene Kopplungskonstanten
noch eindeutig von der wahren Kopplungskonstante abhéngt.

Kim und Prestegard *® haben fiir die Bestimmung von Kopp-
lungskonstanten aus AX-Spektren eine besonders einfache Me-
thode angefiihrt, bei der die Signalbreite nicht explizit ermittelt
werden mufl. Statt dessen wird die Kopplungskonstante rechne-
risch aus zwei leichter zu bestimmenden Parametern, v, und v,
bestimmt, die die Aufspaltung in einem Antiphase-Signal ein-
mal in reiner Absorption und einmal in reiner Dispersion be-
schreiben (Abb. 4). Dieses Verfahren hat den Vorteil, daB kein
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Abb. 3. MeBbare Aufspaltung J,,, /LW eines Dubletts aus Lorentz-Linicn als Funk-
tion der reduzierten wahren Kopplungskonstante J,... /LW (LW = line width), An-
tiphase- und In-Phase-Signale sind getrennt dargestellt. Im Bereich vonca. 0.15-0.3
konnen dic Abweichungen der gemessenen Werte sowohl fiir In-Phase- als auch fir
Antiphase-Dubletts noch durch Beriicksichtigung der Signalform korrigiert wer-
den. Bei Werten < 0.1 wird bei Antiphase-Signalen eine von J,,, weitgehend unab-
hingige Aufspaltung gemessen, wihrend sic bei [n-Phase-Signalen ganz verschwin-
det, so daB eine Korrektur der MeBwerte unméglich wird.

40 0
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-40 40 0
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Abb. 4. MeBbare Trennung der Signalmaxima eines Antiphase-Dubletts fiir die
absorptive (v,) und dispersive Komponente (v,). Aus diesen beiden Parametern
kann der wahre Wert von J durch Ldsen der kubischen Gleichung (1) berechnet
werden.

zusitzliches Spektrum aufgenommen werden muf, da fiir ge-
wdéhnlich ein COSY-Spektrum zur Signalzuordnung ohnehin
benétigt wird. AuBerdem muf3 keine mathematische Nachbe-
handlung der Rohdaten durchgefiihrt werden.

Die Methode beruht auf der Annahme einer Lorentz-Form
flir die einzelnen Multiplettlinien. Zur vollstindigen Beschrei-
bung eines Dubletts geniligen generell die beiden Parameter
Halbwertsbreite v,,, und skalare Kopplung J, die man aus zwei
unabhdngigen, experimentell bestimmbaren Parametern be-
rechnen kann. Kim und Prestegard nutzen dazu zum einen die
scheinbare Kopplung v, (d.h. den Abstand der Maxima im ab-
sortpiven In-Phase-Dublett) und zum zweiten (anstelle der aus
Dubletts nur schwer zugédnglichen Signalbreite) den Abstand v,
der beiden duBeren Extrema im um 90° phasenverschobenen,
d.h. dispersiven Dublett. Aus dem analytischen Ausdruck fiir
ein Dublett aus Lorentz-Linien kann man dann Gleichung (1)

9 3 3 81
6 274 _[7 4 2 00 2 a\gp Ol
J vy <4va 5 Va Vi 4»d>J +64“‘ 0
9 42 21 54 1 6 Vg _
TTe e TR Tt T eg,e =0
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fiir J als Funktion von v, und v, erhalten. J kann nun aus der
Quadratwurzel der einzigen reellen Wurzel dieser kubischen
Gleichung berechnet werden.

Dieses Verfahren ist einfach durchzufithren und kann zur
Auswertung von COSY-Signalen, z.B. den (HN,H*)-Kreuzsig-
nalen eines Peptids oder eines Proteins, sehr empfohlen werden,
insbesondere wenn Signale im 1D-Spektrum iiberlagert sind.
Allerdings ist ein gutes Signal-Rausch-Verhdltnis fiir die akku-
rate Bestimmung von v, notwendig. Bei Signal-Rausch-Verhalt-
nissen <5 filhren Ungenauigkeiten in v, und besonders in v4 zu
signifikanten Fehlern in den berechneten J-Werten. Beziiglich
der Apodisierung ist man von der Theorie her auf die Exponen-
tialfunktion beschrinkt, da nur so die Signalform nach der Fou-
rier-Transformation einer Lorentz-Funktion entspricht. Es hat
sich jedoch gezeigt, daB andere Apodisierungsfunktionen keine
alizu abweichenden Ergebnisse liefern.

2.1.2. Das DISCO-Verfahren

Die einzelnen Kreuzsignale eines Kerns in einem COSY-
Spektrum unterscheiden sich dadurch, daf} 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 mit In-Phase-Aufspaltungen kombi-
nieren, so daB sich die Zahl der Multiplettlinien verringert und
die Kopplungskonstanten aus der dann einfacheren Feinstruk-
tur abgelesen werden kdnnen. Die dazu bendtigten Antiphase-
Signale sind aus den COSY-Kreuzsignalen zuginglich
(Abb. 5a). In-Phase-Signale erhidlt man prinzipiell aus den
COSY-Diagonalsignalen oder aus einem 1D-Spektrum, bei
liberlagerten Signalen aber besser aus den Kreuzsignalen eines
TOCSY-Experiments (wobei Phasenstérungen durch dispersive

a) o= . 23cp |.—J'2_a|(1—11
23-CP I T
0 2 2o ] | | 1
2-DIA
_________ B | R
1,2-CP Ja IJBI
1 2 3
b) )
DISCO von Kreuzsignalen DISCO-Entkopplung
Jotly , Iy
1,2-CP  ——— 12-cp 4
+23-CP | +2DIA L I,
Jp=dn )
1,2-CP  — 1,2-CP .
-23-Cp | -2-DIA [ 1
Jll
2,3-CP f— i
+2-DIA H
o
23-CP S

~2-DIA | |

Abb. 5. a) DISCO-Experiment mit Kreuzsignalen fiir 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 ,.
b) DISCO-Experiment durch Addition und Subtraktion der Kreuzsignale.
¢) DISCO-Entkopplung durch Addition und Subtraktion von Kreuzsignal und
Diagonalsignal.
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Antiphase-Beitrdge durch Verwendung eines z-Filters vermie-
den werden miissen, sieche Lit.[3%31)

Durch Differenz- oder Summenbildung von Kreuzsignalen in
COSY-Spektren (daher der Name DISCO)!* ' 3% 4% erhilt man
eine Halbierung der Zahl der Multiplettlinien (Abb. 5b). Aus
den Spuren zweier Kreuzsignale wird durch Addition (mitin der
Regel interaktiv zu ermittelnden Gewichten) ein Multiplett er-
halten, das die Summe der beiden aktiven Kopplungskonstan-
ten in Antiphase enthdlt. Haufig treten in solchen Additionen
wegen der groBeren Aufspaltung weniger Uberlagerungen auf,
so dal sich die Signalabstinde priziser bestimmen lassen. Aus
der Differenz (negativen Kombination) der beiden Spuren er-
hilt 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. 5¢). 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,
daB der richtige Skalierungsfaktor fiir die Kombination der bei-
den Spektren nicht bekannt ist. Er muf3 somit interaktiv am
Resultat der Kombination bestimmt werden, was die Auswer-
tung komplizierter Spinsysteme schwierig macht.

2.1.3. Die J-Verdopplung

Dieses Verfahren™!) beruht auf einer rein mathematischen
Nachbehandlung der gemessenen Rohdaten. Unterscheiden
muB man dabei zwischen In-Phase- und Antiphase-Signalen,
wobei wir hier nur den Fall von In-Phase-Multipletts bespre-
chen werden. Fiir die analoge Analyse von Antiphase-Signalen
verweisen wir auf die Literatur(#?.

Fiir dieses Verfahren bendtigt 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 2D-Spektrums, die durch inverse
Fourier-Transformation (IFT) in einen Pseudo-FID umgewan-
delt werden kann. In der Zeitdoméne entspricht ein In-Phase-
Dublett einer geddmpften harmonischen Schwingung, die mit
cos(rtJt) moduliert ist; dabei ist J die zu ermittelnde Kopplungs-
konstante. Multipliziert man diesen FID mit einer Funktion
sin(nJg..!), so erhdlt man nach der Fourier-Transformation eine
zusitzliche Antiphaseaufspaltung der GréBe Jr,,. Von den ins-
gesamt vier Linien fallen fiir J = J;,,, die mittleren beiden genau
zusammen und 16schen sich wegen des Antiphasecharakters
vollkommen aus (Abb. 7). Man kann also die Kopplungskon-
stante J bestimmen, indem man den Parameter J;,,, in der FID-
Modulationsfunktion auf das Verschwinden dieser Multiplettli-
nien hinoptimiert. Dieses Optimierungskriterium ist auch einer
automatisierten Auswertung recht gut zugénglich, z.B. indem
das Integral Uiber das gesamte Multiplett in Absolutwertdarstel-
lung verfolgt wird**].
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Abb. 6. Das DISCO-Verfahren, angewendet auf ein cyclisches Hexapeptid. Erste Spalte: (H* H#)-Kreuzsignale (oben) und (H*,H)-Kreuzsignal aus
dem 2D-DQF-COSY-Spektrum. Zweite Spalte: Detaildarstellung der Kreuzsignale H*H?/? (A), H*H*! (B) und H*-H™ (C). Dritte Spalte: Quer-
schnitte entlang F, durch die entsprechenden Kreuzsignale. Vierte Spalte: Aus der Summe der Querschnitte A + B {oben) und A + C (unten) kénnen
die Summen der Kopplungskonstanten (3J(H*H2) + 3J(H* H')) bzw. CJ(H*H"?) + 3J(H*HN)) mit groBer Genauigkeit abgelesen werden.

Das Verfahren der J-Verdopplung kann in vielen Varianten
durchgefithrt werden. So erhilt man dieselbe Ausléschung des
zentralen Linienpaares, wenn man von einem Antiphase-Du-
blett ausgehend den FID mit cos(n/y,,?) moduliert (d.h. eine
zusétzliche In-Phase-Aufspaltung um J;.,, einfiihrt). Mit kom-
plizierten Modulationsfunktionen fiir den FID lassen sich kom-
plexere Linienmuster erzeugen, die sich ebenfalls im Falle
J = Jr. durch Ausléschung drastisch vereinfachen. Schlielich
ist das Verfahren nicht auf Dubletts beschrinkt: Bei komplexe-
ren Multipletts erhalt man fiir mehrere Ji.-Werte Minima der
Signalintensitit, entsprechend den im Signal enthaltenen Kopp-
lungskonstanten. Durch die Multiplikation des Signals mit der

J

IFT
x sin(m/ 5
FT

[ ——

— T
40 0 -40 40 0 -40

-«—— v/Hz -«—— v/Hz

Abb. 7. J-Verdopplung eines In-Phase-Signals. Der FID aus der IFT des In-Phase-
Dubletts wird mit der Funktion sin{nJ.,,#) multipliziert. Dies entspricht einer Kon-
volution des Dubletts mit einer Antiphase-Kopplungskonstante J;,. Bei Variation
von Jp verschwindet das innere Antiphase-Dublett, sobald Jp,,, = J gilt.
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Testkopplungskonstante werden allerdings mehr Linien erzeugt
als ohne die Datenbehandlung, was sich wegen der mdglichen
Uberlagerung einzelner Signale negativ auswirken kann.

2.1.4. Die Signalformsimulation mit Referenzsignalen

Die grundlegende Idee dieser Techniken ist die Simulation
eines komplexen, nichtaufgelosten Multipletts ausgehend von
mehreren experimentellen Multipletts. Wir wollen sie hier zu-
ndchst an zwel relativ einfachen, homonuclearen Fillen 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 mit cos(n/y,t) oder sin(nJy,f) ein Signal mit
einer zusdtzlichen ,kiinstlichen** In-Phase- bzw. Antiphase-
Aufspaltung J;.,, versehen (Abb. 8). Dabei gelangt man ausge-
hend von einem gemessenen Antiphase- bzw. In-Phase-Multi-
plett zum gleichen Endergebnis, wenn der Parameter J;.,, gerade
der in den experimentellen Signalen in unterschiedlicher Phase
enthaltenen Kopplungskonstante J entspricht: Beide Signale
enthalten dann je eine In-Phase- und eine Antiphase-Aufspal-
tung der gleichen Grofle J = J;,, (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*3! oder iiber vektoriel-
le Algorithmen ermitteln 1481144,

Eine andere Mdglichkeit, die sich besonders zur Bestimmung
homonuclearer In-Phase-Kopplungskonstanten eignet, ist die

Angew. Chem. 1995, 167, 1813-1838
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Abb. 8. Bestimmung homonuclearer Kopplungskonstanten aus COSY- (Anti-
phase-) und TOCSY -(In-Phase-)Signalen durch Konvolution der Signale mit einem
komplementiren Multiplett, dessen Kopplungskonstante Jp.,, ist (vgl. Abb. 7). Fir
den Fall Ji ., = J werden beide Multipletts nach der Konvolution identisch (ganz
rechts), was als Konvergenzkriterium fiir die Bestimmung von J genutzt werden
kann.

Konvolution selektiv entkoppelter Spektren!*>! mit einer zu op-
timierenden Testkopplungskonstante. Als Datensatz dienen
zwei Spektren, zum einen das konventionelle 1D-Spektrum
(oder Reihen durch entsprechende Kreuzsignale eines 2 D-Ex-
periments) und zum anderen ein Spektrum, aus dem die gesuch-
te Jg p-Kopplung durch Einstrahlen bei der Frequenz des Ker-
nes H, entfernt wurde (Abb. 9). Dieses Spektrum wird nun

v/Hz —» v/Hz —»

Abb. 9. Bestimmung der Kopplungskonstanten J(H,H) in meta-disubstituiertem
Benzol (a). Die Werte der starken 3J-Kopplungen (J(A,B) und J(B,C)) konnen
direkt aus dem 1D-Spektrum abgelesen werden (nicht gezeigt). b) Gekoppeltes und
c) von Hy, selektiv entkoppeltes experimentelles Multiplett von Hy. Das selektiv
entkoppelte Multiplett kann nur dann durch Konvolution mit einer In-Phase-Kopp-
lung Jr.,, exakt in das gekoppelte Spektrum iberfiihrt werden, wenn J;, = J gilt.

einer Konvolution unterworfen, d.h. der FID wird mit der
Funktion cos(nJ,¢) multipliziert und so eine kiinstliche In-
Phase-Kopplung der GréBe Jp,, erzeugt. Nun wird das Signal
entweder in der Zeit- oder in der Frequenzdomine mit dem
gekoppelten Spektrum unter Variation von Jp., so lange vergli-
chen, bis fiir J = J,, die Abweichung minimal wird (Nebenmi-
nima kdnnen jedoch bei Summen oder Differenzen der im Mul-
tiplett enthaltenen Kopplungskonstanten auftreten.

Eine solche selektive Entkopplung 148t sich besonders leicht
durchfiithren, wenn es sich um die Kopplung zu einem Hetero-
kern handelt. So lassen sich *J,; , und 3J , in Nucleotiden aus

Angew. Chem. 1995, 107, 18131838

zwei 2D-1H,*C-HSQC-Korrelationsspektren bestimmen, von
denen eines unter *!P-Entkopplung aufgenommen wurde
(FIDS-HSQC!%)), Die Signalbreiten in der !H- und in der '3C-
Dimension unterscheiden sich in den beiden Spektren dann nur
noch durch die Kopplung des Protons bzw. Kohlenstoffatoms
zum Phosphoratom (Abb. 10).
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Abb. 10. FIDS-HSQC-Spektrum eines cyclischen Desoxyribose(methylphospho-
nats). a) Querschnitt entlang F, (d.h. der Kohlenstoffdimension) durch das
(HS5',CS')-Kreuzsignal ohne (oben) und mit 3'P-Entkopplung (unten). b) Quer-
schnitt entlang £, (d.h. der Protonendimension) durch das (H3',C3')-K reuzsignal
ohne (oben) und mit *'P-Entkopplung (unten). ¢) Ergebnis der Simulation des
gekoppelten Multipletts aus (a) aus dem entkoppelten Multiplett durch Hinzufiigen
einer Kopplung 2J(C5'P). Eine optimale Ubereinstimmung ergibt sich fiir
2J(C5',P) = 8.9 Hz, d) Analog zu (c) fiir das Multiplett aus (b). Hier ergibt sich
3J(H3,P) = 4.5Hz. A = experimentelles, B = simuliertes Multiplett. C = Dif-
ferenz (aus Lit. [76]).

Eine weitverbreitete Anwendung dieser Techniken besteht in
der Bestimmung heteronuclearer Weitbereichskopplungskon-
stanten aus HMBC-Kreuzsignalen von nicht '*C-angereicher-
ten Molekiilen*®!, Hierbei ist besonders vorteilhaft, daB das
HMBC-Experiment (heteronuclear multi-bond correlation) we-
gen der inversen Detektion relativ empfindlich ist (z.B. im Ver-
gleich mit dem COLOC-Experiment'*™) und die Identitiit der
heteronuclearen Weitbereichskopplungen sich direkt aus der
Zuordnung der 2 D-Kreuzsignale ergibt!!?- 8], Die Pulssequenz
(einschlieBlich ,,Jow-pass J filter*f°l) ist in Abbildung 11 ange-
geben!!2l; der 180°-'H-Puls am Ende der Sequenz wird nur fiir
die im folgenden beschriebenen Kopplungskonstantenbestim-
mung mit einem homonuclearen Referenzspektrum benétigt.

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

2 H
N‘ s(\v
e A | A, | t | C-(-CH-C

Abb. 11. Pulssequenz fiir ein HMBC-Experiment zur Bestimmung heteronuclearer
Kopplungskonstanten. Das entstehende Spektrum korreliert Protonen iiber Weitbe-
reichskopplungen (meist 2J und 3J) mit '*C-Kernen. Der Delay 4, ist fiir den
Low-pass-I-Filter notwendig und betrigt 1/(2"J(C,H)), 4, ~ 60-80 ms.

1H I
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gen Zeitraums 4, entwickeln sich die kleinen heteronuclearen
Weitbereichskopplungen "J. ; (7 = 2,3) und ermdoglichen so ei-
nen Kohirenztransfer auf '3C. Im resultierenden 2 D-Spektrum
erhdlt man daher Kreuzsignale zwischen allen Protonen und
Kohlenstoffkernen, die durch nicht mehr als etwa drei Bindun-
gen getrennt sind.

Prinzipiell kdnnte man nun die Weitbereichskopplungskon-
stanten direkt aus der Aufspaltung der Multiplettlinien in den
Kreuzsignalen bestimmen (dazu eignet sich allerdings eine mo-
difizierte Sequenz mit besseren Phaseneigenschaften besser!*%).
Heteronucleare Weitbereichskopplungskonstanten liegen jedoch
oft in der gleichen GrdBenordnung wie homonucleare 2J;; - und
3 Ju. wKopplungskonstanten (ca. 110 Hz). Daher kann die klei-
ne heteronucleare Antiphase-Kopplungskonstante "J. ;; wegen
der Uberlagerung und gegenseitigen Ausldschung der zahlrei-
chen Multiplettlinien meist nicht direkt abgelesen werden.

Keeler, Titman und Neuhaus entwickelten jedoch ein elegan-
tes Verfahren, um auch in solchen Fillen die heteronuclearen
Weitbereichskopplungskonstanten aus der Signalform exakt ab-
leiten zu kénnen!*®l. Durch die Aufnahmetechnik bedingt ist die
Phase des Multipletts eines HMBC-Kreuzsignals namlich in F,
wegen der Modulation durch H-H-Kopplungen und durch die
Entwicklung der chemischen Verschiebung wihrend der beiden
Delays A, und 4, nicht rein absorptiv, vielmehr enthilt das
Multiplett sdmtliche 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 einem
homonuclearen Spektrum wie einem 1D-Spektrum oder sein
Kreuzsignal in der F,-Dimension in einem 2D-RELAY- oder
-TOCSY-Spektrum enthélt 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-Spektrum zu erhalten, kann das 1 D-Spektrum mit
der Sequenz ,.90°(*H)-(4, + 4,)-Akquisition* aufgenommen
werden. Dieses Verfahren ist jedoch nur auf freiliegende Signale
anwendbar. Bei lberlagerten Signalen kann statt dessen ein
TOCSY-Spektrum aufgenommen werden, in dem zusitzliche
Phasenstorungen durch die TOCSY-Mischsequenz vermieden
werden miissen (z.B. mit einem z-Filter, siche Abschnitt 2.1.1).
Das Multiplett kann nun entlang der F,-Dimension herausgele-
sen werden, der Rest der Basislinie wird auf Null gesetzt und
anschlieBend eine inverse Fourier-Transformation (IFT) durch-
gefithrt. Der erhaltene Pseudo-FID ist das Signal dieses einzel-
nen Multipletts in der Zeitdomine. Der Effekt der Delays 4,
und 4, 148t sich jetzt durch Verschieben des Startpunktes des
FID um (4, + 4,) erreichen, d. h. durch Verwerfen der ersten N
Datenpunkte [N = (4, + 4,)/,,dwell-time*]. Die fehlenden
Punkte werden am Ende des FID durch Nullen ersetzt (,,zero-
filling*“), was keinen allzu groBen Fehler verursacht, da der FID
dort weitgehend abgeklungen ist (dwell-time = Zeit zwischen
zwei Datenpunkten).

Das in diesem modifizierten FID enthaltene homonucleare
Referenzmultiplett unterscheidet sich vom HMBC-Multiplett
nur noch durch das Fehlen der heteronuclearen Antiphase-
Kopplung (sowie in der Signalamplitude). Wie in Ab-
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schnitt 2.1.3 beschrieben, kann eine Antiphase-Kopplung J..
aber durch Multiplikation eines FID mit dem Term sin(nJ_f)
simuliert werden. In einer nichtlinearen Optimierung kdnnen
Skalierungsfaktor und J;,, nun so lange variiert werden, bis die
Abweichung der beiden Spektren voneinander minimal wird;
dann sollte J = J,, sein. In Abbildung 12 ist dieses Verfahren
an einem praktischen Beispiel gezeigt.

]

a ;‘J\/\

b) o

T

]

Abb. 12. Die Bestimmung heteronuclearer Weitbereichskopplungskonstanten aus
HMBC-Spektren mit dem Keeler-Verfahren (siche Text). a) Referenzmultiplett aus
einem z-gefilterten TOCSY-Spektrum; b) dasselbe Multiplett nach Beriicksichti-
gung der Phasenverschiebung des HMBC-Spektrums; ) experimentelles Multiplett
aus dem HMBC-Kreuzsignal (dieses unterscheidet sich von (b) lediglich durch die
gesuchte heteronucleare Weitbereichskopplung in Antiphase); d) Ergebnis der
Simulation des HMBC-Signals (¢) unter Verwendung des Referenzsignals (by.

Der Vorteil dieser Methode liegt darin, daB fiir gewéhnlich in
einem HMBC-Spektrum viele Weitbereichskorrelationen auf-
treten und somit auch entsprechend viele Kopplungskonstanten
bestimmt werden konnen. Jedoch ist die Qualitdt des heteronu-
clearen Spektrums und dabei insbesondere das Signal-Rausch-
Verhéltnis fiir die Konvergenz des Optimiervorgangs von ent-
scheidender Bedeutung (vgl. die ausfithrliche Fehlerbetrachtung
zu dieser Methode in Lit.!*!}).

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

Diese Methode zur Bestimmung der */y~ y.-Kopplung ist
auch fir groBere Molekiile geeignet und wird bevorzugt bei
NOESY-Spektren angewendet, da diese ohnehin zur Struktur-
bestimmung aufgenommen werden miissen und daher keine zu-
sitzliche MeBzeit bendtigt wird 9!,

In einem NOESY-Spektrum weisen alle Kreuzsignale eines
bestimmten Proteins in F, die gleiche In-Phase-Multiplettstruk-
tur auf. Fiir das Amidproton von Aminosduren in Peptiden (mit
Ausnahme von Glycin) resultiert ein Dublett aufgrund der
Kopplung zum o-Proton. Zur Auswertung sollte nicht das zum
gleichen Aminosiurerest gehorende (H™,H*)-Kreuzsignal her-
angezogen werden, da es durch Beitridge skalarer Kopplungen
gestdrt sein kann®%-°3), In einem NOESY-Spektrum treten je-
doch fiir ein H¥-Signal meist mehrere NOEs mit benachbarten
Protonen auf, so daB man sich in der Regel ein anderes freilie-
gendes Signal aussuchen kann. Zur Bestimmung der Kopp-
lungskonstante 3/ y. dient nun eine Spur entlang der F,-Di-
mension durch dieses Signal (um das Signal-Rauschverhilinis
zu verbessern kénnen, wie auch beim DISCO-Verfahren, mehre-
re Spuren aufaddiert werden). Durch eine IFT enthidlt man
einen diesem Signal entsprechenden Pseudo-FID (Abb. 13)
der wegen der in ihm enthaltenen In-Phase-Kopplung mit
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Abb. 13. Signal eines unvollstdndig aufgeldsten Dubletts und korrespondierendes
Signal in der Zeitdomine (FID), das durch IFT erhalten wird. Die Startparameter
fir Kopplungskonstante und Signalbreite, J© bzw. I'?, kénnen aus dem ersten
Nulldurchgang der Einhilllenden des FID und der Halbwertsbreite des Signals
bestimmt werden. Die genaue Ermittlung der Kopplungskonstante wird im Text
erldutert.

cos(m>Jyn yof) moduliert ist. Jetzt kann in erster Niherung aus
dem Zeitpunkt ¢, des ersten Nulldurchgangs der FID-Einhiil-
lenden der Wert J© =1/2¢, fiir die *J;n y.~Kopplungskonstante
abgeschitzt werden. Die Signalbreite I''® kann der Halbwerts-
breite (natiirlich unter Beriicksichtigung von J®) entnommen
werden.

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

S(t) = cos(m >y gty 0 <1<ty )

zeit ist; die Signalbreite wird durch den exponentiellen Abfall
représentiert. Dieses Signal S(f) wird nun derselben Prozedur
wie das experimentelle Signal unterworfen (gleiche Filterfunk-
tionen, zero-filling etc.) und die Abweichung vom experimentel-
len FID in einer nichtlinearen Optimierung beziglich I'® und
J© minimiert.

Das Verfahren kann generell auf In-Phase-Multipletts ange-
wendet werden, so auch auf ein ['N,'H}-Korrelationsspektrum,
bei dem Amidprotonen detektiert werden. In Abschnitt 2.3.3
werden wir noch eine weitere Methode besprechen, mit der
aus einem speziell modifizierten ['5N,'H]-COSY-Experiment
*J~, y-Kopplungskonstanten iiber Signalintensitiiten bestimmt
werden konnen. Ein groBer Vorteil der hier beschriebenen Me-
thode mit der inversen Fourier-Transformation liegt darin, daf
nur ein Spektrum zur Auswertung bendtigt wird, das ohnehin
zur Strukturbestimmung aufgenommen werden muf (in der Re-
gel ein NOESY-Spektrum). Das Verfahren ist relativ empfind-
lich und benétigt 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
fir exclusive correlation spectroscopy? 3% 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 stéren. Im folgenden stellen wir
einige Verfahren vor, mit denen sowohl homo- als auch hetero-
nucleare Kopplungskonstanten aus Signalen vom E.COSY-Typ
ermittelt werden kdnnen. Zuerst aber wird das E.COSY-Prinzip
beschrieben, das all diesen Verfahren zugrunde liegt.
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2.2.1. Das E.COSY-Prinzip

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

a) b) xa c) -
L

. |

w,(x} @, @, o,

Abb. 14. Prinzip von E.COSY. a) Schematisches 2 D-(A,M)-K reuzsignal eines Spin-
systems aus drei gleichzeitig koppelnden Kernen A, M und X unter X-Entkopplung.
b) und ¢} Ohne Entkopplung wird das Signal in beiden Dimensionen durch das
lokale Zusatzfeld des Nachbarkerns X verschoben, und zwar je nach Spineinstel-
lung von X in unterschiedliche Richtungen: b) X-Spin in a-Zustand, ¢} X-Spin im
B-Zustand. d) Bei einer realen Probe erhilt man immer eine Uberlagerung der
Teilspektren (b) und (c). Die diagonale Aufspaltung des Signals in £, und F, ent-
spricht den beiden passiven Kopplungskonstanten J(A,X) bzw. J(M,X).

X8

(—FZ

Koppelt X zu A und M, so erhilt man fiir das (A,M)-Kreuz-
signal eine Verschiebung (wegen des unterschiedlichen Feldes
am Kernort), wenn der X-Kern im a-Spinzustand vorliegt. Das
ist fitr ziemlich genau die Halfte der Molekiile in der Probe der
Fall (Abb. 14b). In der anderen Hilfte liegen die X-Kerne im
B-Spinzustand vor, was zu dem Signal in Abbildung 14c fiithrt.
Falls sich also in der Zeit, die fiir den Magnetisierungstransfer
von A nach M benétigt wird, die Spineinstellung von X nicht
andert, erhilt man das in Abbildung 14d gezeigte Signal: Si-
gnalintensitdt findet sich nur bei den Multiplettlinien, die
einer Beibehaltung des Spinzustands von X entsprechen
(,,verbundene Ubergiinge™), d. h. in Abbildung 14d dem linken
oberen (¢-Spin von X) und dem rechten unteren Signal (B-Spin
von X). Die prinzipiell zusétzlich vorhandenen anderen beiden
Multiplettlinien haben die Intensitdt Null, das resultierende
Kreuzsignal zeigt damit das typische ,,schrige™ Erscheinungs-
bild eines E.COSY-Signals. Um ein solches E.COSY-Muster zu
erhalten, muB also eine Mischung der Spinzustidnde von X (z.B.
durch einen 90°-Puls) vermieden werden.

In einem E.COSY-Kreuzsignal geniigt es, daf} die Aufspal-
tung in F; (A-X-Kopplung) grofer als die Signalbreite ist, um
die Teilsignale zu separieren und in der detektierten Dimension
(F, in 2D-, F, in 3D-Experimenten) eine viel 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. Homonucleare E.COSY-Techniken

Im eigentlichen homonuclearen E.COSY-Experiment wird
der im vorigen Abschnitt skizzierte Effekt nicht durch ein Beibe-
halten der Spinzustdnde der passiven Spins erreicht, sondern
durch eine geeignete Kombination von Multiquanten-Korrela-
tionen. Dies ist z.B. in Lit.[>*! ausfiihrlich erklirt und soll hier
nicht wiederholt werden. Man erhilt 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 durchfiithrbar ist (Abb. 15). Jedoch muB} an

-
-

8

4,40 420 4.80 4.60

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
Verschiebung der verbliebenen Teilstrukturen (Pfeile) lassen sich die entsprechenden passiven Kopplungskonstanten mit groBer

Genauigkeit ablesen (vgl. Abb. 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
konnen®”!. AuBerdem haben wir bei dieser Betrachtung Effekte
durch longitudinale Relaxation vernachléssigt, die ebenfalls zu
einer Mischung von «- und B-Komponenten fithren kénnen!®8),
was eine zu groBe scheinbare Kopplungskonstante ergibt.

Eine einfache Alternative zum E.COSY-Experiment ist das
P.E.COSY-Experiment (von primitive E.COSY)!?). Es ist be-
kannt, daf in einem COSY-Spektrum mit einem kleinen Flip-
winkel des Mischpulses ' < 90° (B-COSY) die Kreuzsignale be-
vorzugt Signalkomponenten verbundener Ubergiéinge aufweisen
und nichtverbundene Ubergiinge (d.h. solche mit einer Spinum-
kehr der passiven Kerne) abgeschwicht sind. Dies beruht darauf,
dal} nur ein 90 °-Puls die Spinzustidnde der passiven Kerne voll-
kommen mischt; ein Puls mit sehr kleinem Flipwinkel § hat nur
einen vernachldssigbaren EinfluB3 auf die passiven Spins [Gl. (3)].

1* . Icos? % + I® sin? % o (3)
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Das Verhiltnis der Anregung nichtverbundener (I* — I®) zu
der verbundener Ubergiinge (I* — I°) ist daher proportional zu
tan(2 f'/2). Gleiches gilt fiir die Intensitdt der entsprechenden
Multiplettlinien. Problematisch beim B-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 unmdoglich macht. Die dispersiven Signalanteile der Dia-
gonale lassen sich allerdings durch Subtraktion eines 2 D-Refe-
renzspektrums mit einem Mischpuls # von 0° einfach entfernen
(d.h. 90° — ¢, —t,). Dieses 2D-Referenzspektrum kann aus
einem einzigen FID rechnerisch erhalten werden, indem fiir je-

des t,-Inkrement ein Da-

tenpunkt des urspriingli-

chen 1 D-FID vorne abge-

schnitten wird, so dal} der

zusétzliche Mefzeitbedarf

lediglich dem fiir ein gutes

1D-Spektrum entspricht.

Das P.E.COSY- bietet ge-

geniiber dem E.COSY-

Experiment auBerdem

noch den Vorteil héherer

F Empfindlichkeit, weil kei-

ne  Spektren  hdoherer

Quantenordnung (Tripel-

quanten, Quadrupelquan-

ten etc.) notwendig sind,

die nur mit geringerer Effi-

zienz erhalten werden ko6n-

nen*® 34351 Die beim

o 4.20 E.COSY-Experiment an-

-8 gesprochenen Relaxa-

tionseffekte werden aller-

dings gleichermafBlen auch

beim P.E.COSY-Experi-
ment wirksam sein.

2.2.3. Heteronucleare E.COSY-Techniken

In der heteronuclearen Spektroskopie lassen sich Multiplett-
strukturen, die nur verbundene Uberginge enthalten (E.COSY-
Muster), besonders leicht erreichen. Bleiben die Heteroatome
wahrend des Experiments unberiihrt, d.h. werden deren Zu-
stinde o und B nicht gemischt, so zeigt jede Kopplung eines
Protons mit dem Heteroatom die typische E.COSY-Struktur.
Dies 148t sich am einfachsten erreichen, indem ein beliebiges
homonucleares 2 D-Experiment (z.B. HLH-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 erhdlt man fir
jedes Kreuzsignal eine zusidtzliche Aufspaltung in beiden
Dimensionen durch die Kopplung des Protons zum Heterokern
und beziiglich dieser Kopplung ein E.COSY-Muster. Dies gilt
natirlich nur fiir Molekiile mit einem NMR -aktiven Isotop des
Heterokerns, bei C und N als Heterokernen also nur fiir einen
kleinen Teil der Molekiile, den Rest kann man aber durch
Heterofilter eliminieren (siche unten). Bei Heterokernen wie *!P
und '°F dagegen (oder bei mit NMR-aktiven Isotopen angerei-

Angew. Chem. 1995, 107, 1813 -1838
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Abb. 16. 'H,'3C-HSQC-Spektrum eines Oligonucleotids. Da das Experiment ohne
*!pP-Entkopplung in F, und F, durchgefiihrt wurde, entsteht durch die Kopplungen
zu den Phosphorkernen das typische E.COSY-Muster (siche Text).

cherten Verbindungen) kann dieses Phinomen ohne Probleme
in jedem homonuclearen 2 D-Korrelationsspektrum beobachtet
werden (Abb. 16)[75],

Besonders niitzlich ist die Tatsache, daf} vor allem die 'J,; x-
Kopplungen sehr groB3 sind (*3C: ca. 140 Hz, **N: ca. 90 Hz), so
daBl man auch in Molekiilen mit sehr groBen 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 natiirlicher Hiufigkeit 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
muB unterschieden werden zwischen Experimenten, die mit dem
NMR -aktiven Isotop des Heterokerns in natiirlicher Haufigkeit
durchfiihrbar 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
ahnlich sind. Wir wollen deshalb nur einige grundlegende Expe-
rimente behandeln und verweisen auf Tabelle 2, in der fiir viele
weitere Experimente Anwendungsgebiet, MeBtechnik sowie
Vor- und Nachteile zusammengefaBt sind.

Grundsétzlich lassen sich mit heteronuclearen E.COSY-
Techniken auch Kopplungskonstanten bei Molekiilen mit
groflen 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 natiirlich
die Wahrscheinlichkeit von Uberlagerungen etwas erhoht. Zu-
dem verteilt sich die Signalintensitit 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 fithrt. AuBer-
dem kann auch longitudinale Relaxation, die zu einer geringfii-
gigen Mischung der o- und B-Zustinde wihrend der Pulsse-
quenz fithren kann, Fehler verursachen.

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

Bereits sehr frith wurde gezeigt, daB3 in **N-markierten Pro-
teinen heteronucleare 3Jy - und *Jyegng + 1 Sowie 3Jyy
Kopplungskonstanten von *SN-Kernen der Seitenketten aus
einfachen homonuclearen Korrelationsspektren wie RELAY-
und TOCSY- oder NOESY- und ROESY-Spektren extrahiert
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werden konnen ' °1, 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 F, E.COSY-artige
Multiplettstrukturen, da auf die 'N-Kerne keine Pulse durch-
gefiihrt werden und somit nur verbundene Ubergiinge zum Si-
gnal beitragen (analog zu den HETLOC-Kreuzsignalen, vgl.
Abb. 17). Entlang der indirekt detektierten Dimension (F, in
2D-Spektren) sind die Signale durch die 'Jy ,-Kopplung (etwa
92 Hz) aufgespalten, entlang der direkt detektierten Dimension
(F, in 2D-Spektren) dagegen durch die interessierende kleine
heteronucleare Weitbereichskopplung. Aus den Kreuzsignalen
zwischen Amidproton und den f-Protonen derselben Amino-
sdure laBt sich 3Jy y,-Kopplungskonstante, die den y,-Winkel in
Peptiden charakterisiert (vgl. Abb. 1), ermitteln. Das sequentiel-
le (H%,HY, ,)-Kreuzsignal in NOESY- oder ROESY-Spektren
liefert die *Jyuyng + 17 Kopplungskonstante, die vom -Winkel
des Peptidriickgrats abhingt.

2.2.3.2. w,-Heterogefilterte Experimente zur Analyse
heteronuclearer Weitbereichskopplungen

Diese Methoden eignen sich zur Bestimmung von weitrei-
chenden Kopplungskonstanten von Protonen zu **C- oder !*N-
Kernen in natiirlicher Héufigkeit, an die ein Proton direkt
gebunden ist!527 %31, Die Pulssequenz fiir das sogenannte HET-
LOC-Experiment ist in Abbildung 17 angegeben!62-¢3- 1801,

BIRD, X-Halbfilter TOCSY (oder

- 'A_':‘l l’A-’T, . NOESY/ROESY)
I I T l N l MLEV-17 l‘ﬁ 2 //—\'

H H

SO | 1 [ 1
DC—HC—IZC

Abb. 17. Pulssequenz fiir ein w,-gefiltertes TOCSY ohne heteronucleare Entkopp-
lung (HETLOC). Der Delay 4 wird auf 1/(2'J(C,H)) gesetzt. Im entsprechenden
Spektrum werden an !*C gebundene Protonen (wiihrend ¢,) liber die skalare Kopp-
lung (von Bindungselektronen vermittelt, TOCSY) oder die direkt durch den Raum
wirkende dipolare Kopplung (NOESY/ROESY) mit anderen Protonen (wihrend
t,) korreliert, ohne daB dazwischen die Spinzustinde der !3C-Kerne gestort werden.
Dadurch entsteht das gewinschte E.COSY-Muster (siche Text). Die Parameter fiir
den BIRD-Puls, d.h. der Relaxationsdelay t und die Akquisitionszeit ¢,. missen
aufeinander abgestimmt und optimiert werden, um die Signale an !*C gebundener
Protonen wiihrend ¢, optimal zu unterdriicken [66]. Das Experiment JaBt sich sehr
einfach in ein 3 D-Experiment verwandeln, indem zwischen die beiden *3C-90 “-Pul-
se eine !3C-Evolutionszeit eingebaut wird [63].

Bevor das eigentliche Experiment beginnt, ist ein BIRD-
Pulst3% %61 angebracht, der effizient Signale von an '*C oder
14N gebundenen Protonen unterdriickt (dadurch liBt sich auch
der Relaxationsdelay zwischen zwei aufeinanderfolgenden
Scans —einschlieBlich der Akquisitionszeit — von normalerweise
etwa 3 T, auf ca. 1.3 T, verkiirzen, so daf} sich die MeBzeit fiir
das Experiment mehr als halbiert!). Durch die Verwendung ei-
nes heteronuclearen w,-Halbfilters (X-half filter)!¢” werden zu
Beginn des Experiments (d. h. wihrend ¢,) nur Protonen ausge-
wihlt, die direkt an das magnetisch aktive Heteroatom (‘3C
oder 1*N) gebunden sind. Wihrend der Akquisition darf natiir-
lich keine heteronucleare Entkopplung durchgefiihrt werden.
Fiir den w,-Halbfilter ist der Delay 4 auf den Wert der hetero-
nuclearen Kopplungskonstante justiert (4 =1/(2'Jy; o)), damit
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am Ende des Filters wieder reine In-Phase-Protonenmagnetisie-
rung vorliegt (von leichten Phasenstérungen durch H-H-Kopp-
lungen abgesehen). Die nachfolgende TOCSY-Sequenz uber-
triagt die Magnetisierung der '3C-gebundenen Protonen auf das
gesamte Protonen-Spinsystem. In w, sind die Signale um den
Wert von 'J. , aufgespalten und in @, um den Wert der hetero-
nuclearen Weitbereichskopplungskonstante. Bei starken Uber-
lagerungen in der Protonendimension kann das Experiment
sehr leicht in ein 3D-HMQC-TOCSY-Experiment!®® ohne
Entkopplung erweitert werden. Dazu muB lediglich im hetero-
nuclearen Halbfilter eine zusitzliche Evolutionszeit eingefiihrt
werden. Auf diese Art konnten beispielsweise ca. 200 heteronu-
cleare Weitbereichskopplungskonstanten im Immunsuppressi-
vum FK506 mit einem einzigen 3 D-Experiment bestimmt wer-
den!®®l

Die Moglichkeiten des HETLOC-Experiments sind jedoch
dahingehend limitiert, da3 nur heteronucleare "J,; y-Kopplungs-
konstanten zu protonentragenden Heteroatomen bestimmt
werden konnen. Ein groBer Vorteil ist allerdings, daB bel
Heterokernen in natiirlicher Haufigkeit und mit der Empfind-
lichkeit eines protonendetektierenden heteronuclearen Experi-
ments sehr viele heteronucleare Kopplungskonstanten eines
Molekiils mit einem einzigen Spektrum bestimmt werden kon-
nen. In der Praxis reicht dazu fiir eine ca. 20 mm Probe etwa ein
Tag MeBzeit an einem Hochfeldgerit aus. Als Beispiel zeigen wir
das HETLOC-Spektrum eines cyclischen Hexapeptids (Abb. 18).

a)
Ala-HN  ala’-HY
Ala-HN  ala®-HN 1 bl F1.0
Al ! ]
R
n ] m ! ! 8
1 i
" t L1
9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0
<« §(F)
I'b) ©)

L 50 _ \

L 100 o)
F,/Hz 1
' IRVA
F 150 / \
// \\
1 /_/ N
L 200
0 20 10 300 20
<~ Fy/Hz < F,/Hz

Abb. 18. HETLOC-Spektrum eines cyclischen Hexapeptids. a) Gezeigt ist der
HN H#-Bereich. Die Signale sind in F, durch die heteronucieare Kopplung aufge-
spalten. b) VergroBerung des Signals Ala?-H™. In der VergréBerung erkennt man,
dal} die Signalkomponenten in F, versetzt sind. ¢) Durch das Herauslesen von Rei-
hen entlung £, 1468t sich die heteronucleare Weitbereichskopplungskonstante be-
stimmen,
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2.2.3.3. Tripelresonanz-Experimente

Unter Tripelresonanz-Experimenten® 7”74 versteht man
Pulssequenzen, die drei verschiedene Kernsorten involvieren. In
Proteinen sind das '*C, !N und 'H, so daB hier viele homo-
und heteronucleare Kopplungskonstanten bestimmt werden
konnen. Bei Nucleinsiuren kommt prinzipiell noch *'P als He-
terokern in Frage, so daB sich z.B. J p- oder *J; ,-Kopplungs-
konstanten bestimmen lassen”*1. In der Regel setzen Tripel-
resonanz-Experimente eine Isotopenmarkierung der Proben mit
13C bzw. '*N voraus. Die Zuordnung der Signale im Peptid-
riickgrat erfolgt bei grofleren Proteinen iiber einen Satz von
Experimenten wie HNCAU” HN(CO)CAL"®), HCACO!"?),
HNCOBY HN(CA)CO®!, HN(CA)YHE? und vielen weiteren
(Abb. 19). Damit stehen zahlreiche Korrelationsspektren mit
verschiedenen potentiellen passiven Kernen zur Verfiigung, die
fiir E.COSY-Multipletts herangezogen werden konnen.

HNCA HNCO HCACO
| | | | Ifl
g-co- @ -c-fo-B-c-  N-BE-EO-
[ L | o !
H HH H 5 e H
HN(CA)CO HN(CO)CA HN(CA)H
| i | | o
.co-B - ®o- -#-co-N-c- ¢-co--c-
l | I

| i Lo

B o H 3 H e B
Abb. 19. Schematische Darstellung der wichtigsten 3 D-Tripelresonanz-Experimen-
te fiir die Zuordnung von Proteinriickgratsignalen. Die drei jeweils korrelierten
Atome sind grau unterlegt (bei HNCA und HN(CA)H tauchen in der '3C- bzw.
H*Dimension jeweils die Signale der eigenen und der in der Sequenz vorangehen-
den Aminosiure auf).

Im HNCA-Experiment werden beispielsweise Amidproto-
nen, Amidstickstoffkerne und die C*-Kerne der eigenen und der
in der Sequenz vorausgehenden Aminosdure / — 1 korreliert.
Passiv zum C#-Kern koppelt z.B. das direkt gebundene x-Pro-
ton, so daB sich hier die Bestimmung von *J,x_y. anbietet!®3),
Da es aber noch eine groB8e Zahl weiterer Korrelationsmoglich-
keiten in vollstindig markierten Proben gibt, lassen sich {iber
E.COSY-Techniken eine Vielzahl von homo- und heteronucle-
aren Kopplungskonstanten bestimmen. Wir kdnnen an dieser
Stelle nur einen kleinen Ausschnitt der bereits existierenden Ex-
perimente prisentieren, um die Protein-NMR-Spektroskopie
nicht iiberméBig in den Vordergrund zu stellen, und verweisen
auf die in Tabelle 2 angegebene Literatur. Exemplarisch werden
hier zwei Techniken zur Bestimmung der Jyn_y.- und —im ndch-
sten Kapitel — ein Experiment fir die Ermittlung der *Jy. yo-
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
3Ju u= vor. Es handelt sich um ein 2 D-Experiment, das zuerst
an einem nur '*N-markierten Peptid durchgefiihrt wurde. Die
Pulssequenz ist in Abbildung 20 angegeben!**!. Das Experiment
startet mit einer refokussierenden INEPT-Pulsfolge!®* zum
Transfer von Protonenmagnetisierung auf die *3C*-Kerne.
Wiéhrend der Evolutionszeit entwickelt sich, ohne Kopplung zu

Angew. Chem. 1995, {07. 1813-1838
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Abb. 20. Pulssequenz fiir ein H*-C*-(w, )-N-selektives-HN-(w,)-heteronucleares RE-
LAY-Experiment zur Bestimmung der *J(HY,H?)-Kopplungskonstante in Peptiden
(siche Text). Die Delays werden den entsprechenden Kopplungskonstanten ange-
paft: 4, =1/(4'J(C*H?, 4, =1/(4*"J(N,C?)) und 45 = 1/(4'J(N,H)).

1SN-Kernen, wohl aber mit Kopplung zu Protonen, **C*chemi-
sche Verschiebung. Dadurch wird das Kreuzsignal in der w,-Di-
mension um den Wert von 'J; ,, (ca. 140 Hz) aufgespalten. Uber
die 'Je. y-Kopplung mit etwa 11 Hz wird in den 4,-Delays C*-
Magnetisierung auf den Amidstickstoffkern der Peptidbindung
transferiert. Diese Magnetisierung defokussiert im weiteren be-
ziiglich der Kopplungzum Amidproton und wird mit Hilfe eines
TANGO-Pulses'®™) auf die HN-Kerne iibertragen. Der TAN-
GO-Puls ist selektiv fiir Protonen, die direkt an '*N gebunden
sind und veréndert die Spineinstellung der a-Protonen nicht.
Antiphase-Protonenkohirenz wird refokussiert und in der #,-
Zeit detektiert. Aus dem Kreuzsignal kann die Kopplungskon-
stante in der gewohnten Weise abgelesen werden. Durch die
!Je y-Kopplung sind die Signalkomponenten so weit voneinan-
der getrennt, da3 die Kopplungskonstante unabhéangig von der
Signalbreite bestimmt werden kann. Die Pulssequenz von Mon-
telione und Wagner ist die Basis fiir eine Vielzahl weiterer Expe-
rimente, die ebenfalls auf dem Magnetisierungstranfer iiber
skalare 'J-Kopplungen beruhen.

Fur Proteine mit besonders hohem Molekulargewicht miissen
allerdings Pulssequenzen verwendet werden, die die Relaxa-
tionseigenschaften des Molekiils beriicksichtigen. Ein Beispiel
dafiir ist mit dem HNCA-J-Experiment in Abbildung 21 ge-

'H _MAll 2A|| WALTZ—lél Pa, I E‘IAlk I
|5N__l I A, l A, lJ Ai/ll> i As t2
e 11l |
"CO J 4L

Abb. 21. Pulssequenz zur Bestimmung der 3J(H™.H#-Kopplungskonstante in
grofen Proteinen. Die Delays werden auf die folgenden Werte gesetzt:
A, =1{(4"J(NH)). 4, =13 ms, 4; =10ms, 4, =7.75ms und 45 = 2.25 ms.

zeigt!'* 177 Im wesentlichen entspricht das Experiment einem
Constant-time-3D-HNCA-Experiment ohne Protonenkopp-
lung in #,. C*-Spins werden iiber HY und ‘*N angeregt und
entwickeln sich in ¢, als Antiphase-Magnetisierung beziiglich
5N, ohne daB die Protonen entkoppelt werden. Nach der Con-
stant-time-Evolution der !’N-Magnetisierung in 7, wird diese
auf die Protonen zur Detektion in 7, zuriicktransferiert. **N-
Kerne werden durch einen 180°-'H-Puls von den Amidproto-
nen entkoppelt, der ihre o- und B-Zustinde vertauscht, aber
nicht mischt. Das E.COSY-Muster wird durch die selektive An-
regung der N-gebundenen Protonen erzeugt. Die Spinzustén-
de der a-Protonen miissen davon unberiihrt bleiben. In diesem
Fall ist also die Wirkung des letzten INEPT-Schrittes von Be-

Angew. Chem. 1995, (07, 18131838

deutung: Die Stickstoffkerne koppeln wihrend 24, kaum mit
den H*-Kernen; daher wirken die letzten drei *H-Pulse 90°(x)-
180°(x)-90°(— x) auf das in z-Richtung stehende «-Pro-
ton wie ein 180°-Puls. Zusammen mit dem zweiten 180°-'H-
Puls ergibt sich gerade ein 360 °-Puls, also der Ausgangszustand
nach ¢,. Der letzte Schritt wirkt daher wie ein 90°-BIRD-Puls
selektiv auf die Amidprotonen und stort die Spinzustiinde der
C*-Protonen nicht.

2.2.34. HCCH-TOCSY-Experimente

Bei einem HCCH-TOCSY-Experiment wird der TOCSY-
Transfer durch das '3C-Geriist durchgefiihrt. Daher erfordern
solche Techniken eine hohe Anreicherung mit '3C, die bisher
hauptsdchlich auf Proteine beschriankt ist. Bei sehr groBen Si-
gnalbreiten oder Uberlagerung der H?-Signale kann das homo-
nucleare E.COSY-Experiment zur Bestimmung der 3Jy. -
Kopplung nicht mehr verwendet werden, und es miissen
Alternativen entwickelt werden, die die Multiplettkomponenten
durch die heteronucleare !J. ,-Kopplung entlang der indirekten
Dimension auftrennen. Hierfiir sind mehrere Experimente be-
kannt!®¢~8% 5o daB an dieser Stelle nur auf eine Pulssequenz
aus Lit.[®® eingegangen werden soll (Abb. 22).

B
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Abb. 22. Pulssequenz fiir ein HCCH-TOCSY-Experiment [88] zur Bestimmung ho-
monuclearer J(H,H)-Kopplungskonstanten in *3C-markierten Verbindungen. Mit
diesem Verfahren werden die an Kohlenstoff gebundenen Protonen Gber den TOC-
SY-Transfer durch das '3C-Geriist korreliert. Die Delays werden auf die folgenden
Werte gesetzt: 4, =1/(4'J(C.H)), 4,=13ms, 4,=055ms uwnd A, =1;
(2'HC.H)), B ~ 35",

Der refokussierende INEPT-Transfer zu Beginn der Pulsse-
quenz enthélt die Evolutionszeit fiir die Protonenmagnetisie-
rung. Wihrend f, entwickelt sich In-Phase-'3C-Magnetisie-
rung. Die TOCSY-Sequenz fibertrigt die Magnetisierung auf
die benachbarten !3C-Kerne, von denen sie in einer Umkehr-
INEPT-Folge, die einen f-Puls mit kleinem Flipwinkel enthdlt,
zuriick auf die Protonen iibertragen wird. Ein Vorteil dieser
Pulssequenz im Gegensatz zu analogen Experimenten ist, dal
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 H*-Kerne nicht und die
H?-Kerne moglichst vollstindig angeregt werden sollen. In der
Praxis ist dies nicht immer durchfiihrbar, da die Signale von a-
und f-Protonen iiberlagern konnen (z.B. in Threonin- und Ser-
inresten). Aullerdem werden die Signalintensitdten durch das
frequenzabhingige Anregungsprofil der selektiven Pulse beein-
fluBdt. Diese Probleme, insbesondere bei iiberlappender H*- und
H”-chemischer Verschiebung, werden durch Verwendung eines
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Pulses mit kleinem Flipwinkel in der Umkehr-INEPT-Folge
vermieden. In einem (H* Hf)-Kreuzsignal sind die Multiplett-
komponenten entlang w, um die 'J;. ,-Kopplung und entlang
der direkten Dimension um die *J;;. y,-Kopplung getrennt. Mit
einem Flipwinkel 8 von ca. 30° erreicht man einen brauchbaren
KompromiBl zwischen der Anregung verbundener und der
nichtverbundener Ubergiinge, wobei nichtverbundene Uber-
ginge etwa um den Faktor 10 unterdriickt werden (vgl.
P.E.COSY, Abschnitt 2.2.2).

2.3. Die Bestimmung von Kopplungskonstanten aus der
Signalintensitit

Kopplungskonstanten lassen sich aus Signalintensititen iiber
die Quantifizierung des Magnetisierungstransfers ableiten. Vor-
aussetzung ist, daB die Signalintensitdt eine moglichst starke
Abhingigkeit von der Kopplungskonstante aufweist. Der Vor-
teil ist, daB eine Kopplungskonstante in der GroéBenordnung
von nur wenigen Hertz nicht aus der Multiplettaufspaltung ab-
gelesen werden muB, sondern der leichter bestimmbaren Si-
gnalintensitit entnommen wird.

Allgemein sind die Signalintensitdten in den meisten Spektren
auf irgendeine Weise durch skalare Kopplungen moduliert, al-
lerdings ist dies nur in wenigen Féllen einfach zu interpretieren
(z.B. COLOC, HMBC, siehe unten). Deshalb gibt es spezielle
Verfahren, bei denen die Intensitdtsmodulation nur durch eine
Kopplung erfolgt und so leichter ausgewertet werden kann. Im
folgenden werden wir anhand von Beispielen mehrere Prinzi-
pien vorstellen, um solche Intensitdtsmodulationen auszuwer-
ten: 1) durch einfaches Auswerten der Kreuzsignalintensitdten,
2) durch Anpassen der analytischen Abhéngigkeit von J an eine
MeBreihe und 3) durch Vergleich mit einem Referenzspektrum
oder durch Vergleich der Intensitdten von Kreuz- und Diagonal-
signalen im gleichen Spektrum.

2.3.1. Das COLOC-Experiment

Das COLOC-Experiment ist ein Beispiel fiir die Bestimmung
der Kopplungskonstante direkt aus der Signalintensitit. Die
Pulssequenz ist in Abbildung 23 dargestellt™*”, Chemische Ver-
schiebung entwickelt sich, wenn ein Paar von n-Pulsen im Delay
4, jeweils um ein Inkrement von 0 bis 4,/2 verschoben wird.
Wichtig hierbei ist die sorgfiltige Optimierung der beiden De-
lays 4, und 4,, um eine Entwicklung der direkten Kopplung
zu unterdriicken. Wegen der direkten Detektion der He-
terokerne ist die
Empfindlichkeit
des COLOC-Ex-
periments relativ
gering.

Das COLOC-
Experiment war
das erste, in dem
Signalintensititen
zur Bestimmung
von Kopplungs-
konstanten  ge-
nutzt wurden 9,

&
i1

A
'H I r|/2<lt,/2§Art1| I cPD
SO T B Y

_ 12(: _ KZC ~ H(‘, ~
l
H —
Abb. 23, Pulssequenz fiir das COLOC-Experiment zur
Korrelation von 'H mit !3C iiber heteronucleare Weit-
bereichskopplungen. Die Delays 4, und 4, miissen op-

timiert werden. Fiir Peptide haben sich A, = 25 ms und
A4, = 30 ms bewihrt.
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Fiir das Constant-time-Experiment sind die Transferamplituden
leicht berechenbar. Die allgemeine Form fiir die Amplitude /;;
des Transfers eines COLOC-Signals von Proton i zum Kohlen-
stoffkern j ist in Gleichung (4) angegeben. k und / stehen fiir
passive Protonenkerne, die zum aktiven H; bzw. zum aktiven C;
koppeln. Gleichung (5) erhélt man daraus fiir kurze 4, = 4,.

I;= sin(nJH‘,_CjAl)sin(nJ s Al Tcos(mdy, w ADI
) k I (4)

- €oS(my, c,Az)

I; = sin(ndy,  A;) 5)

Wie man aus Gleichung (4) sieht, entwickelt sich die interes-
sierende aktive Kopplung in den konstanten Delays 4, und 4,
mit dem Sinus, die anderen relevanten Kopplungen mit dem
Cosinus. Fiir kurze Delays sind die Intensititsunterschiede vom
Sinus-Term dominiert und kénnen daher relative Kopplungs-
konstanten liefern. Modulationen durch homonucleare Proto-
nenkopplungen in 4, kénnen bei bekannten J,; ,-Werten be-
riicksichtigt werden!®°!.

Oft reicht schon eine qualitative Analyse von heteronuclearen
Kopplungen aus, um z.B. die diastereotope Zuordnung von C*-
Protonen in Peptiden zu erreichen. Zusammen mit den (z.B. mit
DISCO oder E.COSY, siche Abschnitt 2.1.2 bzw. 2.2) relativ
leicht zu bestimmenden homonuclearen *J-Kopplungen zwi-
schen H* und HPP~® sowie H? #°~5) ermdglichen diese Werte
dann eine eindeutige Analyse der y,-Rotamere.

Natiirlich eignet sich das COLOC-Experiment nicht nur fiir
Kohlenstoff als Heterokern. Auch 'H-'N-Weitbereichskopp-
lungskonstanten kénnen so an Peptiden mit natiirlicher Isoto-
penverteilung bestimmt werden, wenn auch die Empfindlichkeit
dabei deutlich geringer ist!!-°2,

2.3.2. Das HMBC-Experiment

Mittlerweile haben inverse Techniken die Methoden mit di-
rekter Detektion des Heterokerns weitgehend verdringt. Wie in
Abschnitt 2.1.4 bereits angesprochen, enthilt das HMBC-Spek-
trum heteronucleare Weitbereichskopplungen als Antiphase-
Aufspaltung im Kreuzsignal. Sollen beispielsweise nur Kopp-
lungen zu ausgewihlten Kohlenstoffkernen analysiert werden,
z.B. zu den Carbonyl-Kohlenstoffkernen eines Peptids, so bietet
sich das HMBC-Experiment an. Um die Aufldsung in der Koh-
lenstoffdimension zu erhdhen, empfiehlt es sich, entweder ein
selektives HMBC-Experiment durchzufithren oder in der indi-
rekten Dimension zu falten!'?2-1931 Zwei Pulssequenzen fur
ersteres sind in Abbildung 24 dargestellt!®3],

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

I=T]lcos(mdy (4 + 71+ 1 + 1))
I

. sin(nvaH<A + %)) sin(mJe ut;)

I=T1cos(y y (A + 1T+ 1, + 1, + A))sin(n]cv H(A + %))
H;

(62)

(6b)
- sin(nJg yd)sin(rd; yt,)
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H, fiir die passiven Protonen. In Gleichung (6b) (sie entspricht
der Sequenz in Abb. 24b) ist der EinfluB der Kopplungskon-
stante auf die Intensitdt viel stiarker als in Gleichung (6a) (Se-
quenz in Abb. 24a), da der zusétzliche Faktor sin(nJ; 44) die
Abhéngigkeit der Signalamplitude von der Kopplungskonstan-
te erhoht. GroBe Kopplungskonstanten verursachen in beiden
Spektren ein intensives Signal, wahrend kleine mit der zweiten
Sequenz ein deutlich schwicheres geben.

'H I A ET i I 123
270°

b)

13,
C A 4 I CPD

Abb. 24. Pulssequenzen fiir heteronucleare Weitbereichskorrelationen mit selekti-
ven Pulsen (vgl. HMBC-Sequenz, Abb. 11). a) Selektives HMBC-Experiment zur
Anregung einer bestimmten Region der Heterokerne ; b) analog (a) mit Refokussie-
rung und Entkopplungin £,. Der Delay 4 wird auf 6080 ms gesetzt. 7 ist die Linge
des selektiven Pulses. Die Verwendung selbstrefokussierender 270°-GauB-Pulse hat
den Vorteil, daB man in ¢, phasensensitiv aufnehmen kann [93].

2.3.3. Das J-modulierte ['5N,'H]-COSY-Experiment

Dieses Experiment kann zur Bestimmung der homonuclearen
*Ju~ m-Kopplungskonstante verwendet werden und setzt cine
!3N-angereicherte Probe voraus!®*. Die gewiinschte Informa-
tion iiber die Kopplungskonstante wird aus der zeitlichen
Evolution der Protonen-Kohidrenz am Ende eines Experi-
ments zur heteronuclearen Korrelation erhalten. Das Ver-
fahren ermoéglicht die akkurate Bestimmung der Kopplungs-
konstante iiber einen groBen Bereich von J-Werten, wobei
die Kopplungskonstante aus den Kreuzsignalintensititen
mit Hilfe einer nichtlinearen Anpassung erhalten wird. Kiirz-
lich wurde dafiir eine verbesserte Version, das J-modulierte
[N,H]-COSY, vorgestelit?®®, die im folgenden kurz bespro-
chen werden soll. Die Pulssequenz dazu ist in Abbildung 25
dargestellt und eignet sich auch fiir Proteine mit hohem
Molekulargewicht.

A A,

R I
A A

“N I I 1 : I I I lCPDl

Abb. 25. Pulssequenz fiir ein J-moduliertes ['*N,’H]-COSY-Experiment zur Be-
stimmung der 3J(H",H*)-Kopplungskonstante in Peptiden. Die Pulssequenz korre-
liert 'SN-Kerne mit den direkt gebundenen Amidprotonen. 4, wird auf 1/
(2'J(N,H)) gesetzt; 4, ist der variable Delay, in dem sich die HN-H*Kopplung
entwickelt; 4, = 4, — 4, —180°(**N). Zur Bestimmung der Kopplungskonstante
wird eine Serie von Spektren mit unterschiedlicher Lange des Delays 4, aufgenom-
men und die Kreuzsignalvolumina an Gleichung (7) rechnerisch angepaBt (siche
Abb. 26).
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Das Experiment beginnt wie ein gewdhnliches [**N,'H]-
HSQC-Experiment mit einem Spinlock-Puls zur Unterdriik-
kung des Wassersignals. Zu Beginn des Delays 4, wird transver-
sale heteronucleare Zweispin-Kohédrenz 2H N ausgewiihlt, in
der sich die Kopplung zu H* mit cos(nJ/4,) entwickelt. Das
Kreuzsignalvolumen ist eine Funktion des Delays 4, und kann
mit Gleichung (7) berechnet werden. A4 ist dabei das Kreuz-

V(4,) = A<cos(1tJA Jeos(nJd,) — % sin(rnJA4 1)sin(rrJAz)>

- exp (— %) ™

signalvolumen bei 4, = 0, Jist *Jyn 1. und 75 ist die scheinbare
transversale Relaxationszeit. Die Kopplungskonstante Jyx ys
ergibt sich durch Anpassen von Gleichung (7) an die experimen-
telle Abhingigkeit der Kreuzsignalvolumina von 4,, wie bei-
spiethaft in Abbildung 26 fiir einige Aminosauren des PTS-Pro-
teins [IB(°¢ gezeipt ist.

_Ala21 (J=3.9Hz)

Asp85 (J=2.9Hz)
-

Val43 (J=9.0Hz)
-

_Phe73 (J=9.4Hz)

A/ms —

Abb. 26. Resultate der Anpassung von Gleichung (7) fiir vier verschiedene Amino-
siuren (Ala21, Val43, Phe73 und Asp85) der IIB¥*-Domine des Phosphotransfera-
se-Transportsystems von E. coli. Aufgetragen sind die Kreuzsignalvolumina J ge-
gen die Linge des Delays 4,. Die Linien reprasentieren die an den Melwerten
optimierte Funktion aus Gleichung (7), aus der die angegebenen Werte fiir
3J(HN,H) folgen.

Flr dieses Verfahren miissen mehrere Spektren mit gutem
Signal-Rausch-Verhiltnis aufgenommen werden, so dal3 der
MeBzeitbedarf oft betrdchtlich ist.

2.3.4. Das HNH A-Experiment

Auch mit dieser Pulssequenz (Abb. 27) 1aBt sich die *Jyn 1.
Kopplungskonstante in **N-markierten Proteinen bestimmen.
Ein Vorteil gegeniiber E.COSY-Techniken, die auch sehr hdufig
fiir 3D-NMR-Spektren verwendet werden, ist, daB} sich Si-
gnalintensitidten in dreidimensionalen Spektren mit schlechter
digitaler Auflosung leichter bestimmen lassen als prizise
Signalpositionen. Die 3Jyn y-Kopplungskonstante resultiert
aus der quantitativen Analyse des Intensitdtsverhdltnisses von
Diagonal- und Kreuzsignal''%!. Das Experiment entspricht im
wesentlichen einigen Verfahren, die zur Bestimmung von Kopp-
lungskonstanten in isotopenmarkierten Proteinen bereits in der
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Abb. 27. Pulssequenz tiir das HNHA-Experiment. Die Delays 4, und 4, werden auf
die Werte 4.5 bzw. 13.05 ms gesetzt. Die Pulssequenz wird im Text erldutert.

Literatur angegeben sind™” %%, Zusiitzlich erhilt man aller-
dings beim HNHA-Experiment die intraresiduale [H,H*-Kor-
relation, so daB diese Technik auBer zur Bestimmung von
3 Jix.ye auch zur Zuordnung von H*-Signalen verwendet werden
kann. Es handelt sich also eigentlich um ein 'SN-editiertes
[HN,H7-COSY-Spektrum. Dementsprechend ist es auch fiir
sehr grof3e Proteine weniger geeignet, weil bei diesen die kurzen
T,-Relaxationszeiten die Signalintensitédten zu stark reduzieren.

In der Pulssequenz fiir das HNHA-Experiment kommen auch
gepulste z-Gradienten zur Anwendung. Sie sind zwar nicht es-
sentiell notwendig, vermindern jedoch von Pulsungenauigkeiten
herrithrende Artefakte und lassen deshalb einen kiirzeren Pha-
sencyclus zu''®? Der erste 90°-'H-Puls erzeugt Protonen-
magnetisierung, die wihrend des Delays 4, durch die 'J, -
Kopplung dephasiert und sich zu Antiphase-Kohidrenz beziig-
lich der '*N-Kerne entwickelt. Der erste 90°-'>N-Puls erzeugt
nach dem Prinzip der HMQC-Technik Null- und Doppelquan-
tenilibergiinge. Durch simultane Verschiebung des ersten und
dritten 180 °-!5N-Pulses entwickelt sich in den Delays 4 T '*N-
chemische Verschiebung nach Art eines Constant-time-Experi-
ments. Zwischen den Zeitpunkten a und b (in Abb. 27 eingetra-
gen) ist die *Jyn ~Kopplung aktiv, und es entwickelt sich
Antiphase-Magnetisierung der Amidprotonen beziiglich der
H*-Kerne. proportional zu sin(2nJj, ;,4,). Dieser Antiphase-
Term wird durch den zweiten 90 “-' H-Puls in Antiphase-Magne-
tisierung der a-Protonen verwandelt; letztere wird nach einer
kurzen f,-Zeit durch den dritten 90°-'H-Puls in Antiphase-
Magnetisierung der Amidpotonen beziiglich der H*-Kerne zu-
rickkonvertiert. In der 1,-Zeit entwickelt sich H*-chemische
Verschiebung. Die nachfolgende Periode 24,, wihrend der die
*Jun w-Kopplung wieder aktiv ist, dient zur Rephasierung der
Magnetisierung beziiglich der H*-Kerne. Der letzte 90°-'°N-
Puls erzeugt nunmehr H™-Magnetisierung, die in Antiphase
beziiglich !*N ist und wihrend des zweiten Delays A, zu
In-Phase-Magnetisicrung der Amidprotonen rephasiert. Direkt
vor der Akquisition dient ein 90°-'H-Puls zur Eliminie-
rung von Antiphase-Termen, welche die absorptive Linien-
form stéren wiirden. Das detektierte Signal [48t sich mit
Gleichung (8) beschreiben, wobei Qun, 2y und Q. die

I = A(cos?(2mdy A ,)cos(Q24t,)c0o8(Qyn5)

8
— $in* (2 1Sy ud2)eos(Qul )e0s(Qyat 2))expliQynt ;) ®)

chemischen Verschiebungen von Amidproton, Amidstickstoff
bzw. x-Proton sind. A4 ist eine Konstante™!. Der erste Term

[*] An dieser Stelle sei darauf hingewiesen. dafl die Verwendung gleicher Buchsta-

ben fir Konstanten oder Variablen in verschiedenen Gleichungen nicht bedeu-
tet, daf es sich auch um dic gleiche Gréfie handelt.
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entspricht dem Diagonalsignal (2xt,,Q2,~x!5) und der zweite
dem Kreuzsignal (Q,.7,, Qynts). Der Wert von *Jy,. 1iBt sich

nun leicht aus dem Intensitdtsverhdltnis von K., zu Iy, be-
stimmen [GI. (9)].

osewr tan®2 mhy y4,) 9)
IDiag

In Gleichung (9) steckt die implizite Annahme, daf3 widhrend
der Re- und Dephasierungsdetays 4, die Magnetisierungskom-
ponenten, die zu Kreuz- und Diagonalsignal Anlal} 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!1®1~193] g0 daB die Kreuzsignale zusiitz-
lich abgeschwicht sind. Deshalb wird der Wert der Kopplungs-
konstante als zu gering bestimmt. In der Praxis hat sich
jedoch gezeigt, daBl bei Proteinen eine Korrektur der berech-
neten Kopplungskonstante um +11% die Effekte der Relaxa-
tion im Rahmen der Mefigenauigkeit ausreichend beriicksich-
tigtt el

2.3.5. {*5N}-Spinecho-Differenz-CT-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 und einem
Heterokern. Hier mochten wir ein Experiment besprechen, das
zur Untersuchung von '*N-'3C-Kopplungen geeignet ist!*%%;
auf analoge Weise konnen aber auch Kopplungen zwischen an-
deren Heterokernen analysiert werden, z.B. '*C-'3C- und 3C-
3tpP-Kopplungen. Natiirlich erfordert die Bestimmung der *>N-
13C-Kopplungskonstante eine doppelt markierte Probe. Uber
3J..-Kopplungen ist bisher in der Literatur nur wenig berichtet
worden!1°51 daher sind weitere Untersuchungen in diese Rich-
tung sicherlich interessant.

Die im folgenden kurz vorgestellte Methode!! °* ermoglicht
die Analyse einer Vielzahl von *N-!3C-Kopplungen in doppelt
markierten Proteinen. In Kombination mit *J. -Kopplungs-
konstanten, die sich dhnlich bestimmen lassen”!, kénnen *J, -
Kopplungskonstanten vom Amidstickstoft zu y-Methyl-Koh-
lenstoffatomen beispielsweise fir die Charakterisierung des
7,-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 aufldsen. Verfahren, die
eine Quantifizierung des Kohérenztransfers nutzen, sind aus
diesem Grunde hier besonders geeignet.

Bei der Pulssequenz in Abbildung 28 handelt es sich im Grun-
de um ein 2 D-Differenzexperiment!!® Wird der 180°-'3N-
Puls an der Stelle A durchgefiihrt, so entspricht das Experiment
einem gewohnlichen Constant-time-HSQC-Experiment mit
Entkopplung von '*CO und '*N in 1, (Signalintensitit S,). Der
Delay 2T, der der Constant-time-Evolution entspricht, sollte
auf 1/("Je o) justiert werden, um Effekte durch '3C-'*C-Kopp-
lungen auszuschlieBen. In einem zweiten Experiment wird der
180°-1>N-Puls an der Stelle B durchgefiihrt. Dadurch ist wih-
rend der gesamten Zeit 2 7 die **N-!3C-Kopplung aktiv - die
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Abb. 28. Pulssequenz fiir das Constant-time-HSQC-Experiment, in dem Protonen
mit dem direkt gebundenen !3C-Kern korreliert werden. Die 180°-15N-Pulse wer-
den in zwei getrennten Experimenten entweder an der Stelle A oder an der Stelle B
durchgefithrt. Die Delays T und T werden auf 1.7 bzw. 28.6 ms gesetzt. Der zweite
selektive '3CO-Puls dient der Kompensation von Bloch-Siegert-Effekten auf die
Nicht-Carbonyl-Kohlenstoffatome und der Vermeidung von Phasenfehlern.

Signalintensitit wird somit um den Faktor cos(2nJy T) abge-
schwicht (Signalintensitit S,). Die '*N-'3C-Kopplungskon-
stante ergibt sich direkt aus den relativen Signalintensititen
[GL (10)].

S —

2 3 Sy =1 —cos2nJe yT) = 2sin*(nJ \T) (10)

a

Fehlerquellen sind hauptséchlich Relaxationseffekte. AuBer-
dem sind der '’N-Anreicherungsgrad und die Effizienz des
180°-!*N-Invertierungspulses fiir die Signalintensitiit 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 Molekiilstruktur

Dreidimensionale Strukturen von Molekiilen werden aus ei-
nem NMR-Datensatz durch Computersimulationen erzeugt, in
denen strukturrelevante Meflwerte beriicksichtigt werden. Bis-
her haben dabei fast ausschlieBlich Abstandswerte aus NOESY-
und ROESY-Experimenten eine Rolle gespielt! 2% 1071 Erst seit
kurzem werden auch Kopplungskonstanten, die ebenso wie
NOEs Informationen zur Konformation enthalten, in Rechen-
verfahren eingebunden!!” 8! um die Qualitit der erzeugten
Strukturen zu verbessern und Aspekte von Dynamik und Flexi-
bilitdt zu beriicksichtigen. In diesem Abschnitt méchten wir die
Verwendung von Kopplungskonstanten in Rechenverfahren zur
Strukturverfeinerung bei Proteinen und Peptiden behandeln.
Die Uberlegungen lassen sich natiirlich auf andere Substanz-
klassen iibertragen. Zuvor sollen aber einige grundlegende As-
pekte der Rechenverfahren selbst diskutiert werden.

3.1. Allgemeines iiber Rechenverfahren

Die gangigen Computersimulationen, die zur Verfeinerung von
Strukturen aus NMR-Daten herangezogen werden, lassen sich in
zwei Kategorien einteilen: Molekiilmechanik- oder Molekiildy-
namik-Verfahren (MM bzw. MD)#%8~ 1121 ynd Distanz-Geo-
metrie-Rechnungen (DG)!!13~ 1161 Natiirlich gibt es eine Viel-
zahl von Rechenprogrammen; sie alle sind jedoch in der Haupt-
sache eine Kombination beider Ansitze. Fiir unsere Zwecke
ist diese generelle Unterteilung ausreichend. Die genauen Unter-
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schiede und technischen Details der einzelnen Verfahren heraus-
zuarbeiten wiirde einen eigenen Ubersichtsartikel erfordern.

In MM- und MD-Rechnungen wird zur Beschreibung eines
Molekiils ein Kraftfeld verwendet. Das Kraftfeld ist ein Satz
von Gleichungen und Parametern, der mit den Koordinaten
eines Molekiils dessen potentielle Energie liefert. Zur Minimie-
rung der potentiellen Energie dienen unterschiedliche mathema-
tische Ansétze. Ein gewdhnliches Kraftfeld enthilt Potential-
funktionen fiir Bindungsldngen, Bindungswinkel, Dieder-
winkel und Chiralitdtszentren sowie Terme fiir nichtbindende
Wechselwirkungen, z.B. Coulomb-Wechselwirkungen. und das
Lennard-Jones-Potential fiir die anziehenden und abstoBenden
Kréifte zwischen Atomen. Es gibt heute sehr viele verschiedene
Kraftfelder!'!7~122] die sich hauptsdchlich darin unterschei-
den, wie detailliert die Energie des Molekiils berechnet wird. Je
genauer die Beschreibung der Energie ist, um so zeitintensiver ist
die Rechnung und um so mehr Rechenzeit (CPU-Zeit) wird
benétigt. Ziel der Berechnungen ist zunichst die Suche nach
dem globalen Energieminimum des Molekiils. Dabei muf} ein
moglichst groBer Konformationsraum abgesucht werden, da
sehr viele lokale Energieminima existieren. Einige Verfahren
verwenden dazu eine unterschiedliche Gewichtung der Terme
des Kraftfeldes oder auch eine Skalierung der Temperatur wih-
rend einzelner Schritte der Molekiildynamik-Simulation.

Damit in den Berechnungen experimentelle Randbedingun-
gen (,,Restraints™), also z.B. Abstdnde aus NOE-Daten, be-
riicksichtigt werden koénnen, muf lediglich ein weiterer Term
dem Kraftfeld hinzugefiigt werden, eine Straf-Funktion
(,,penalty function*). NOEs werden dazu am hiufigsten ver-
wendet; Kopplungskonstanten wurden lange Zeit als zu schwer
interpretierbar angesehen. In der Straf-Funktion wird der Un-
terschied zwischen dem berechneten Wert der MeBgroBGe und
dem experimentell beobachteten Wert minimiert. Dies 148t sich
fiir Abstandswerte aus NOEs sehr einfach durch Gleichung (11)
beschreiben, wobei Kyqg die Kraftkonstante, R, der experi-
mentell bestimmte Abstand zweier Protonen und R, der aktu-
elle Abstand wihrend der Simulation ist.

Energieverletzung = % Kyor(Re, — Reyie)’ )
Die Kraftkonstante Ky, kann so justiert werden, daB die
relativen Gewichtungen der einzelnen experimentellen Abstin-
de an die ibrigen Kraftfeld-Terme angepal3t werden kdnnen.
Der andere allgemeine Ansatz, Distanz-Geometrie-Rechnun-
gen, verwendet zur Beschreibung der Molekilstruktur aus-
schlieBlich Abstinde!!'!3], Bindungslingen, Valenzwinkel und
Diederwinkel werden in Bereiche zuldssiger Distanzen umge-
wandelt. Abstinde, die in diese Bereiche fallen, werden zufillig
ausgewihlt, um eine Distanzmatrix aufzubauen. Durch Diago-
nalisierung dieser Matrix erhdlt man kartesische Koordinaten.
Diese zufillige Auswahl von Abstinden wird sehr oft wiederholt,
damit der Konformationsraum besser abgesucht wird und viele
Strukturen erhalten werden, die alle die Distanzmatrix erfiillen.
Das Hinzufiigen von experimentellen Abstinden zu DG-
Rechnungen bewirkt folgendes: Die experimentellen Abstidnde
werden mit den Distanzen verglichen, die durch die kovalente
Struktur des Molekiils vorgegeben sind; falls der durch die expe-
rimentellen Abstandswerte erlaubte Distanzbereich kleiner ist
als der durch alleinige Beriicksichtigung der kovalenten Geome-

1831



AUFSATZE

H. Kessler et al.

trie definierte, werden die experimentellen Werte verwendet. An
dieser Stelle ist es wichtig festzustellen, dal Chiralitdt bisher
nicht beriicksichtigt wurde, da die Molekiile ausschlieBlich
durch Abstinde beschrieben wurden und diese in Enantiomeren
natiirlich identisch sind. Fir gewdhnlich wird die Chiralitit
nach Erzeugung kartesischer Koordinaten durch Hinzufligen
eines weiteren Energie-Strafterms beriicksichtigt, der die Chira-
litdt der jeweiligen Stereozentren enthalt! 1%,

3.2. Konformation und Kopplungskonstanten

Ebenso wie der NOE ist die Wechselwirkung der Kerne tiber
skalare Kopplungen strukturabhénig; daher kénnen iiber vici-
nale Kopplungskonstanten Diederwinkel bestimmt werden. Die
Umrechnungen von Kopplungskonstanten in Diederwinkel er-
folgt Gber Gleichung (12), die von Martin Karplus vorgeschla-
gen wurdel®- 61,

3J = Acos*0 + Beosh + C (12)

KARPLUS-Gleichungen werden im allgemeinen liber quan-
tenmechanische Rechnungen erstellt, und die Koeffizienten wer-
den mit Strukturparametern, z.B. aus Rontgenstrukturana-
lysen, geeicht!!2* 71251 Die Gleichungen haben fiir alle Kopp-
lungskonstanten die gleiche allgemeine Form, so dal3 fiir jede
Kopplungskonstante eine Eichung der drei Koeffizienten 4, B
und C durchgefiihrt werden muB. Doch selbst bei gut bestimm-
ten Koeffizienten hat man immer noch das Problem, daf3 Glei-
chung (12) mehrdeutig ist, d. h. selbst aus einer optimal geeich-
ten Kurve ergeben sich bis zu vier Werte fiir den Diederwinkel
{Abb. 29).

Wegen dieser Probleme war der Einsatz von Kopplungskon-
stanten als Konformationsparameter in Strukturrechnungen
sehr limitiert. StandardmifBig wurden sie lediglich fiir eine zu-
sitzliche Uberpriifung der Struktur verwendet, nachdem eine
Konformation mit Hilfe von NOE-Daten bestimmt worden

-180 -120 -60 0 60 120 180

PO/ —
Abb. 29. Karplus-Kurve fir vier Kopplungskonstanten, die den Winkel ¢ von L-
Aminosiuren in Peptiden charakterisieren. Wegen des sinusformigen Verlaufs erge-
ben sich pro Kopplungskonstante bis zu vier Méglichkeiten fiir den Diederwinkel.
Die Kombination aller vier Kopplungskonstanten 148t dagegen in der Regel nur
noch einen Diederwinkel zu.
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war. Die dabei auftretenden Diederwinkel wurden in die ent-
sprechenden Kopplungskonstanten umgerechnet und mit den
experimentellen J-Werten verglichen. Da Gleichung (12) groBe
Bereiche von zulissigen Winkeln produziert, war die Uberein-
stimmung von Theorie und Experiment meist sehr gut. Um
Mehrdeutigkeiten auszuschlieBen und die weiten Bereiche zulds-
siger Diederwinkel zu beschrinken, miissen mehrere Kopp-
lungskonstanen um eine Bindung bestimmt werden('26 1271,
Anschliefend wird nur der Diederwinkel weiter berticksichtigt,
der mit allen Kopplungskonstanten in Einklang ist. In der Regel
fallen die drei {ibrigen falschen Losungen von Gleichung (12)
weg. Allerdings diente die Kopplungskonstante hdufig lediglich
dazu, eine bereits bestehende Struktur zu bestétigen, und wurde
nicht dazu verwendet, eine Konformation zu ermittein.

3.3. Einschriinkungen bei den Diederwinkeln

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

Eine Moglichkeit, dieses Problem zu umgehen, besteht darin,
nur Kopplungskonstanten mit extremen Werten zu verwen-
den!?28~ 130 S0 werden fiir die *Jy~ y.-Kopplungskonstante in
Proteinen Werte von gréBer 8 Hz oder kleiner 6.5 Hz als extrem
angesehen. Kopplungskonstanten, die zwischen diesen Werten
liegen, werden nicht beriicksichtigt, da man eine Mittelung
durch rasche Konformationsinderungen nicht ausschlieBen
kann. Fiir einen J-Wert von 8 Hz liefert die *Jyn y-Kurve in
Abbildung 29 vier mdgliche Diederwinkel. Die beiden Losun-
gen mit positiven ¢-Winkeln werden dabei fiir Proteine meist
ignoriert — eine problematische Annahme (siche letzten Absatz
dieses Abschnitts). Dadurch bleiben fiir einen *Jyx_y.-Wert von
8 Hz zwei Diederwinkel iibrig, die um — 120 °C zentriert sind.
Typische Werte fiir erlaubte Bereiche widren —140° bis 100°
fur 3Jgn e > 9.0 Hz, —160° bis —80° fiir 9.0 Hz > *Jpn o >
8.0 Hz und —160° bis —40° fir *Jyn . < 6.0 Hz.

Fiir jede dieser Kopplungskonstanten wird eine Straf-Funk-
tion verwendet und dem Kraftfeld hinzugefiigt. 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 definierent**!l. Das chirale Volumen CH,,,,.,, das mit
dem Bereich giiltiger Diederwinkel iibereinstimmt, wird berech-
net und in Gleichung (13) analog den NOEs verwendet, wobei
K, die Kraftkonstante und CH,,,, das theoretische chirale

theo

1
Veiral = z

Koyt (CHpgrger = CHypeo)’ (13)
Volumen fiir denentsprechenden Diederwinkel ist. Gleichung
(13) wird nun mit den iibrigen Termen des Kraftfeldes gemein-
sam minimiert, um sicherzustellen, daB3 der ausgewdhlte Dieder-
winkel einen Wert annimmt, der mit den restlichen experimen-
tellen Vorgaben konsistent ist. Diese Methode hat vor allem in
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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. Fiir einen J-Wert iiber 8 Hz wird ein Minimum bei — 120°
angenommen, wihrend fiir 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 K, eine Kraft-

V = Kpy (1 + cos(0 ~ 3)) (14)

konstante, 0 der Diederwinkel und d eine Phase ist. Das Energie-
minimum kann abhéngig von der Art der Kopplungskonstante
durch Verdnderung der Phase J justiert werden. Mit K,y 140t
sich der Bereich moglicher Torsionswinkel um das Minimum
festlegen (fiir ein K, von 6.8 kJmol ~! ergibt sich beispielsweise
bei 300 K ein Bereich fiir giiltige Diederwinkel von +11°).

Die Einschrinkung bei den Diederwinkeln in Simulationen
von Proteinstrukturen beruht auf der Annahme, daB einige der
Losungen von Gleichung (12) nicht giiltig sind. Meistens wer-
den positive ¢-Winkel nicht verwendet. Das konnte bis vor kur-
zem damit begriindet werden, daB es kaum experimentelle Bele-
ge fir die Existenz von positiven ¢-Winkeln in Peptiden und
Proteinen gab. Erst als immer mehr Strukturen von Proteinen
gelost werden konnten, fand man auch fiir andere Aminosduren
als Glycin positive ¢-Wertel!3271341 Bei cyclischen Peptiden
konnte man von vornherein nicht von einer generellen Giiltig-
keit des Ramachandran-Energieprofils!'33! ausgehen.

3.4. Die direkte Verwendung von Kopplungskonstanten

Eine noch direktere Verwendung von vicinalen Kopplungs-
konstanten in Strukturverfeinerungen wurde von Kim und
Prestegard vorgeschlagen'”. Dabei wird eine Straf-Funk-
tion verwendet [Gl. (15)], die dhnlich wie die bei NOEs ist

1
VJ = 5 KJ (Jexp - theo)z (1 5)

[vgl. GL (11)]. K; ist die Kraftkonstante zur individuellen
Gewichtung der jeweiligen Kopplungskonstante, J,,, der ex-
perimentelle Wert der Kopplungskonstante und J,,, die mit
Gleichung (12) berechnete Kopplungskonstante. Der Unter-
schied zwischen J,,, und J,., wird nun wéihrend der Simu-
lation minimiert. Bei diesem Ansatz konnen sdmtliche ex-
perimentell bestimmten Kopplungskonstanten in den Verfei-
nerungsrechnungen verwendet werden, ohne daB irgend-
welche Annahmen beziiglich der erlaubten Bereiche gemacht
werden miissen, wie es bei der Einschrinkung 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. AuBlerdem kOnnen

gleichzeitig mehrere (also auch homo- und heteronucleare)
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Kopplungskonstanten, die denselben Diederwinkel bestimmen,
sehr leicht in der Rechnung verwendet werden!!37],

Gleichung (15) fand bereits bei der Analyse von Peptid- und
Proteinkonformation Anwendung!*®-1° 1361 Tn 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
groBeren cyclischen Undecapeptid Cyclosporin A erbrachte die
ausschlieBliche Verwendung von Kopplungskonstanten keine
Ubereinstimmung mit der aus NOEs abgeleiteten Struktur37),
Innerhalb der Peptidriickgrat-Konformation traten signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Strukturen auf, wobei jedoch
die Diederwinkel, die durch Kopplungskonstanten definiert
sind, mit denen der NOE-Struktur ibereinstimmten. Das Ener-
gie-Strafpotential fiir drei verschiedene Kopplungskonstanten,
die den ¢-Winkel an D-Ala® in Cyclosporin A definieren, ist
beispielhaft in Abbildung 30 gezeigt. Fiir sdmtliche gemessenen
Kopplungskonstanten liegt das globale Minimum der potentiel-
len Energie aus Gleichung (15) bei einem Winkel von + 80 °t 381,
Dieser Winkel resultierte auch, wenn nur NOE-Werte verwen-
det wurden.

100
80
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Abb. 30. Die potenticlle Energic ¥ [kIJmol~*] des Straf-Terms der Kopplungskon-
stanten als eine Funktion des Diederwinkels ¢ der Aminosiure p-Ala® in Cyclospo-
rin A. Die ,,Energie wurde mit den Gleichungen (12) und (15) und einer Kraftkon-
stante K, von 1.0 kImol~? Hz ™2 berechnet. Fiir die einzeinen Kopplungskonstan-
ten miissen die Koeffizienten aus den jeweiligen Karplus-Gleichungen verwendet
werden. Die Kurven entsprechen den gemessenen Kopplungskonstanten *J(HN,H?)
(— =), 2JHNHA (- - ) und 3J(C'(i — 1),H*({) (---) sowie der Summe dieser
Funktionen) (—). Der Pfeil zeigt den ¢-Wert, der aus den NOE-Daten folgt.

Die Populationen der Seitenkettenkonformationen sind alle
identisch. Der Grund dafiir, daB fiir Cyclosporin A keine Struk-
tur unter alleiniger Verwendung von Kopplungskonstanten be-
stimmt werden kann, ist einerseits, daB sieben der elf Reste
N-methyliert sind und damit nur vier ¢-Winkel {iber die 3Jyn o
Kopplungskonstante festgelegt werden kénnen, und anderer-
seits, dafB3 die y-Winkel generell schlecht durch J-Werte definijer-
bar sind. Da nur wenige Kopplungskonstanten zur Verfiigung
standen, konnen viele Konformationen die Randbedingungen
erfiillen; die Strukturen konvergierten nicht. Es ist in diesem
Fall aber sehr wichtig festzuhalten, dal3 die Struktur aus den
NOE-Werten zu allen Kopplungskonstanten paft.

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 abhiingig. Als allgemeine Regel
143t sich festhalten, daB bei nichtmarkierten Molekiilen homo-
nucleare Kopplungskonstanten mit weit hoherer Genauigkeit
bestimmt werden koénnen als heteronucleare. AuBerdem muB
noch viel Arbeit in die exakte Bestimmung der Koeffizienten in
Gleichung (12) investiert werden, da bisher intensive Untersu-
chungen nur fiir die *Jy« ,.-Kopplung in Peptiden durchgefiihrt
wurden. Generell sind vicinale heteronucleare Kopplungskon-
stanten auch stirker vom weiteren Substitutionsmuster abhin-
gig, und Versuche, sie dhnlich genau wie J;,; ,-Werte zu beschrei-
ben, erwiesen sich als schwierig!!3]. Aussagen zur Struktur-
abhidngigkeit der anderen Kopplungskonstanten des Peptid-
riickgrats 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 Moglichkeit, konformative Dynamik
zu erkennen, die schnell im Vergleich zur NMR-Zeitskala
istt#0- 144 [st 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?0 und cos). Daher kann sich bei flexiblen Molekii-
len aus den NOEs eine andere Struktur ergeben als aus den
Kopplungskonstanten. Dies ist ein klarer Hinweis darauf, daB
das Molekiil schnelle Konformationsinderungen eingeht. All-
gemein 148t sich folgendes anmerken: Ist das System unterbe-
stimmt, kénnen sich die Ergebnisse der Rechnungen mit J-
Kopplungen und NOEs unterscheiden. Jedoch werden sich die
Losungen lberlappen, wenn der Konformationsraum ausrei-
chend abgesucht wird. Da das z. B. mit DGII der Fall ist, 148t
sich bei zwei verschiedenen .osungen ausgehend von J-Kopp-
lungen und NOEs (ohne Uberlappung) klar auf eine konforma-
tive Mittelung schlicBen. Der Grund dafir, dafl dic ,,NOE-
Struktur™ und die Struktur aus Kopplungskonstanten nicht
vercinbar sind, ist in der unterschiedlichen Mittelung von
(R~ 2 und cos?0 oder cos) zu suchen?!. Es ist schr wichtig,
diesen Fall vom Cyclosporin-A-Beispiel im vorigen Abschnitt
zu unterscheiden, das im Fall der Kopplungskonstanten cin ein-
faches Multi-Mintma-Problem darstellt.

Die Berlicksichtigung dynamischer Aspekte bei der Bestim-
mung von Molekiilkonformationen aus NMR-Daten ist, spe-
ziell bei kleinen Systemen wie Peptiden und vielen Naturstoffen
wesentlich. Bei raschen Konformationswechseln sind die Ab-
stinde aus NOEs mit einer gemittelten Struktur konsistent, die
in Lésung nicht vorliegen muB und mdglicherweise physikalisch
nicht sinnvoll ist'*4?, Nur durch die zusitzliche 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 zu analysieren, wurden kiirzlich verdffentlicht!22!
Hat man mehrere Kopplungskonstanten, die einen einzigen
Diederwinkel bestimmen, lassen sich Konformationsgleichge-
wichte auch daran erkennen, daB es keinen Winkel gibt, der
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allen MeBdaten gerecht wird. Wegen der gréBeren Fehler bei der
Verwendung heteronuclearer Kopplungskonstanten ist es bes-
ser, man nutzt in solchen Fillen einen Datensatz homonuclearer
Kopplungskonstanten (beispielsweise beschreiben vier Jy y-
Werte den Winkel YCH,—CH,X).

3.6. Zeitlich verinderliche Restraints

Wie im vorigen Abschnitt bereits beschrieben, hat die konfor-
mative Mobilitdt einen groflen EinfluB auf NMR-Observable
(NOEs, Kopplungskonstanten, chemische Verschiebungen) und
dadurch auch auf experimentelle Parameter {Abstdnde und Di-
ederwinkel), die fiir Simulationsrechnungen verwendet werden.
Eine Moglichkeit, dieser Situation gerecht zu werden, ist es,
zeitlich veriinderliche Restraints zu verwenden!!43: %% Diese
Methode wurde zuerst fiir NOEs eingesctzt und wird inzwischen
auch bei Kopplungskonstanten angewendet!'*-#61 Dybei
wird der jeweilige Wert der Kopplungskonstante (oder des
NOE) micht im gleichcn Rechenschritt nut dem experimentellen
Wert verglichen, sondern zuvor iiber cinen gewissen Zeitraum
gemittell. Zur Berechnung der theoretischen Kopplungskon-
stante dient Gleichung (16), in der dic Spitzklammern (ir die
Mittelung iber eine bestimmite Zeit stehen. Die Zeitspanne,

Jipeo = A{c0s? 0> + B{cos0> + C (16)

withrend der gemittelt wird, umfal3t dabei 1040 ps, so daf
geniigend viele Perioden gerechnet werden konnen, um cine
sinnvolle statistische Auswertung 7zu ermoglichen. Mit dieser
Mecthode werden bei flexiblen Systemen bessere Ergebnisse er-
halten als mit zeitlich konstanten Restraints. Ein Beispiel fur dic
Verwendung zeitlich verinderlicher Restraints ist wn Abbil-
dung 31 gegeben. Dargestellt ist das Ergebmis zweier Simula-

a) b)

Abb. 31. Relative Populationen der Diederwinkel y, und z, von 1-Pro2 in cyelo(L-
Pro'-1-pro?-np-Pro*). a) Simulation iber 1 ns, gerechnet mit zeitlich verdnderlichen
Restraints. Bereits nach 400 ps sind beide Konformationen deutlich zu erkennen
und bleiben bis zum Ende der Simulation erhalten. b) Simulation Gber S00 ps mit
zeitlich konstanten Restraints, wobei nur eine der beiden vorlicgenden Konforma-
tionen erhalien wird.

tionen an dem cyclischen Tripeptid eyclo(L-Pro'-L-Pro?-bp-
Pro®). Aus der Nichtiibereinstimmung aller vicinalen J,, ,-Wer-
te mit einer einzigen Konformation fiir Pro* und vor allem Pro?
konnte schon frither auf Dynamik geschlossen werden!!47- 1481,
was mit den Ergebnissen von Relaxationszeitmessungen 149!
und einer Réntgenstrukturanalyse!*>® in Einklang war. Ver-
wendet man die gemessenen Kopplungskonstanten als kon-
stante Restraints, so wird z.B. der Pro*-Ring in eine einzige
Konformation gezogen, die aber dann mit den gemessenen J-
Werten nicht gut ibereinstimmt. Rechnet man dagegen mit ver-
dnderlichen Restraints, findet man zwei Minima und eine her-
vorragende Ubereinstimmung mit den MeBwerten.
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3.7. Die Ensemble-Methode

Immer wenn an einem System eine Messung durchgefiihrt
wird, ist der MeBwert eine gemittelte GroBe, und zwar entweder
das Zeitmittel iber die MeB3dauer oder das Ensemblemittel iber
eine sehr groBe Zahl von Molekilen. Natiirlich miissen beide
Mittelungen identische Ergebnisse liefern. Eine Mittelung iiber
ein Molekiilensemble wurde mit gemessenen Abstinden bereits
durchgefiihrt!! >4, Kiirzlich wurde dieses Verfahren in das Ver-
feinerungsprotokoll zu einer DG-Rechnung auch fiir J-Werte
aufgenommen®? 1°3 In DG-Rechnungen ist es Standard, die
Rechnung vielfach zu wiederholen, um eine groBe Zahl N von
Strukturen zu produzieren. In der Ensemble-Methode werden
diese Strukturen dazu verwendet, das Ensemblemittel fiir die
gemessene Kopplungskonstante zu bestimmen. Dieses Ensem-
blemittel [Gl. (17)] wird dann mit dem experimentellen Wert
verglichen.

heo = ;{—,EJN (17
Die theoretische Kopplungskonstante aus Gleichung (17)
wird jetzt zur Berechnung des Fehlers in Gleichung (15) verwen-
det. Die einzelnen Kopplungskonstanten kdnnen iiber weite Be-
reiche variieren, doch solange das Mittel {iber das gesamte
Ensemble mit der experimentellen Kopplungskonstante itber-
einstimmt, ist der Term fiir die Straf-Funktion Null.

Ein gutes Beispiel fiir Dynamik oder molekulare Bewegung
ist die Rotation innerhalb von Seitenketten in Peptiden. Es ist
klar, daB3 experimentelle Kopplungskonstanten beziiglich der
Seitenketten gemittelten Werten entsprechen. Aus diesem
Grund kann die 3Jy. y-Kopplungskonstante zur Konforma-
tionsermittlung nur bei extremen Werten verwendet werden
(z.B. fir *Jy. s < 4.0 Hz oder >10 Hz). Bei der Verwendung
mehrerer Kopplungskonstanten und zeitlich verdnderlicher 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 Qualitdt der mit Abstands-Restraints simulierten
Strukturen betrichtlich, da Verfahren wie die Pseudoatomnéhe-
rung!*33 nicht mehr angewendet werden miissen. Fiir die Zu-
ordnung der diastereotopen fi-Methylenprotonen von Amino-
séuren wie Phenylalanin werden in der Regel *Jy. 5~ und >Jo. -
oder *J, y-Kopplungskonstanten herangezogen. Hat man nur
homonucleare Kopplungen und geniigend lokale NOEs zur Ver-
fiigung, so lassen sich meist auch diastereotope Protonen zuord-
nen, ohne heteronucleare Kopplungen hinzuzuziehen.

Bei weniger eindeutigen NOE-Daten hilft oft noch die
,,Floating-chirality*~-Methode!* 341361 Bei ihr wird der Ener-
gieterm im Kraftfeld, der fiir die relative rdumliche Anordnung
der beiden fi-Protonen notwendig ist, entfernt, so daB die beiden
Protonen ihre relativen Positionen (pro-R und pro-S) wihrend
der Simulation tauschen konnen. Diese Methode, die erstmals
in DG-Rechnungen angewendet wurdel?*#, funktioniert sehr
gut bei Proteinen, bei denen in der Regel insgesamt geniigend
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NOESs vorhanden sind. Bei Peptiden stehen fiir gewdhnlich 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 Chiralitdt zu annulieren. Diese Methode war bei-
spielsweise bei fiinf von sechs f-Methylenprotonen eines Sub-
stanz-P-Analogous erfolgreich!' 371, Jedoch sollte eine warnende
Anmerkung an dieser Stelle nicht fehlen: Die Methode produ-
ziert in jedem Fall ein Ergebnis, und zwar ohne die Zahl der
Restraints zu beriicksichtigen. Das kann dazu fithren, dal man
ein unterbestimmtes System mit hoher Wahrscheinlichkeit in
einem falschen Minimum fixiert. Ein weiterer wichtiger Aspekt
ist die Qualitit der Restraints: Wenige Restraints aus verschie-
denen Raumbereichen sind aussagekréftiger als viele NOEs
aus derselben Richtung. Zur Uberpriifung der Zuordnung dia-
stereotoper Protonen schlagen wir vor, die Vertravenswiirdig-
keit der NOEs anhand ihrer graphischen Darstellung zu unter-
suchen.

3.9. Die Auswertung anderer Kopplungskonstanten

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 isotopenmarkierte Verbindungen immer
hiufiger zur Verfiigung stehen, richtet sich mehr und mehr das
Interesse auch auf andere Kopplungskonstanten, z.B. 'J- und
2J-Kopplungen, von denen ebenfalls ein Zusammenhang mit
der Struktur bekannt ist. Beispielsweise unterscheidet sich 'J,
in Glycosiden fiir axiale und dquatoriale Protonen um bis zu
10 Hz, d.h. Anomere kdnnen unterschieden werden!'¥8 1591,
Aber auch bei Peptiden wurden Zusammenhénge zwischen der
! Jes u-Kopplungskonstante und den Diederwinkeln ¢ und v
entdeckt. Vor vielen Jahren erstellten Egli und von Philips-
born'®% einen funktionalen Zusammenhang, der an Glei-
chung (12) erinnert [Gl. (18)}. Die 'Je. .-Kopplung hingt also

1J= A4+ Bcos? (¢ —30°) + Ccos? (¥ — 30°) (18)

nicht nur vom Winkel ¢, sondern gleichzeitig auch vom Winkel
i des Peptidriickgrats ab. Die potentielle Straf-Energie kann
ebenso wie in Abbildung 30, jetzt jedoch in Abhdngigkeit 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 1
und analog den 3J- Vg
Kopplungen in ein
MD-Programm im-
plementiert!*6!l, wo-
bei als experimentell
zugidnglicher Para-
meter auch der Win-
kel ¥ resultiert. Da-
bei zeigte sich, daf

Abb. 32. Straf-Energie V als Funktion der Pep-
tidriickgrat-Winkel ¢ und ¥ bei einer gegebenen
direkten Kopplungskonstante *Jic.ye von
1432 Hz. Die Energie wurde mit den Glei-
chungen (15) und (18) und einer Kraftkonstante
K, von 1.0 ki mol™! Hz™ 2 berechnet.
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mit vielen *J-Kopplungen zur Charakterisierung des ¢-Winkels
und der gleichzeitigen Verwendung der '/-Kopplung bei Peptid-
strukturen auch fiir den -Winkel sehr gute Ergebnisse erreicht
werden konnten. Gleichung (18) wurde an mehreren Proteinen
nochmals neu untersucht, und es ergab sich eine modifizierte
Form, mit der allerdings sehr dhnliche Konformationsminima
erhalten wurden!* ¢,

Neuere Untersuchungen an Proteinen haben ergeben, daf3
auch Kopplungskonstanten {iber mehr als drei Bindungen inter-
essante Korrelationen mit der Konformation zeigen, so z.B. die
*Juny. e - 1 Kopplungskonstante, die fiir gewéhnlich im Be-
reich von —0.5 bis +0.5 Hz liegt und kaum zu interpretieren ist.
Bei y-Winkeln von etwa +120° und ¢-Winkeln der ndchsten
Aminosdure von + 60° nimmt diese Kopplungskonstante je-
doch Werte von —0.8 bis —2.6 Hz an!'¢3.,

4. SchluBbemerkungen

Wir haben hier die wichtigsten Methoden zur Bestimmung
homo- und heteronuclearer Kopplungskonstanten fiir Hetero-
atome in natitrlicher Haufigkeit, aber auch fiir 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
seinen Anforderungen entsprechende Experiment auszuwéihlen,
und sie solt ihm zugleich die nétige Literatur mitliefern. Weiter-
hin sind die heute iiblichen Rechenverfahren zur Strukturauf-
kldrung mit Hilfe von NMR-Daten, die seit kurzem auch die
Verwendung von Kopplungskonstanten vorsehen, aufgefithrt
und kurz diskutiert. Emes unserer Anliegen ist es, die Notwen-
digkeit der Verwendung von Abstands- und Winkelwerten zu
unterstreichen, da auf diese Weise dynamische Phinomene bes-
ser erkannt werden konnen.

Bei kleineren Molekiilen hat man die Schwierigkeit, daf die
Zahl der verfiigbaren NOEs fiir eine zuverldssige Strukturbe-
stimmung nicht ausreicht. Das liegt daran, daf} das Verhiltnis
von Oberfliche zu Innerem grofler ist als im Innern groBer glo-
buldrer Strukturen. Die geringe Datenmenge verlangt geradezu
nach der Mitverwendung von Kopplungskonstanten in Struk-
turberechnungen. Das gilt auch fiir Proteinoberflichen oder fiir
die aktiven Regionen vieler Proteine, fiir die hdufig nicht geni-
gend NOE-Werten gemessen werden konnen. Fiir die Analyse
des Riickgrats von Nucleinsduren, deren NOE-Werte schwierig
zu interpretieren sind, werden Kopplungskonstanten eine grof3e
Bedeutung erlangen.

Zum Abschlufl mochten wir noch eine Bemerkung zur Struk-
tur von Molekillen machen. Moderne Strukturbestimmungsme-
thoden nutzen (zumindest fiir 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 Molekiile gewisse Flexibili-
titen aufweisen, fithrt diese Mittelung zu verfilschten Abstédn-
den und Winkeln. Zur graphischen Darstellung wird die gemit-
telte Struktur dann nochmals energieminimiert, wobei das
ndchstgelegene Energieminimum erreicht wird. Das Bild einer
solchen Struktur entspricht damit nicht mehr unbedingt einer
reellen Struktur, kommt thr aber meist sehr nahe. Bei der
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Diskussion strukturbedingter Eigenschaften mull man sich die-
ser Tatsache aber dennoch stets bewuBt sein.

Bei Strukturbestimmungen geht man in der Regel von der
vereinfachenden Annahme aus, dal 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-
schlu3 des trivialen Falles (der aber in der Realitdt sehr wohl
eine sorgfiltige Uberpriifung verlangt) von falsch zugeordneten
oder quantitativ falschen Werten, muBl man interne Dynamik
einbeziehen. Hierfiir bieten sich MD-Simulationen, die ein
grofles Zeitintervall abdecken, die Verwendung von zeitlich ver-
dnderlichen Randbedingungen oder Ensemble-Methoden an.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der
Chemischen Industrie méchten wir fiir die langjihrige umfassende
Unterstiitzung danken. Viele Mitarbeiter haben tiber Jahre hin-
weg Beitrdge zur Bestimmung und Auswertung von Kopplungs-
konstanten geliefert, von denen wir nur einige hervorheben méoch-
ten: U. Anders, J. Balbach, W. Bermel, S. Golic Grdadolnik, C.
Griesinger, T. Huber, H. Oschkinat, P. Schmieder und S. Seip.
Zahlreiche Anregungen erhielten wir durch Kooperationen und
vielfdltige Diskussionen mit Kollegen, von denen wir nur drei nen-
nen mochten: R. R. Ernst (ETH Ziirich), R. Freeman (Oxford)
und W. F.van Gunsteren (ETH Ziirich) . Einige Abbildungen wur-
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