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Optimierte NMR-Methode zur Bestimmung der
Konfiguration chemisch dquivalenter vicinaler
Protonen**
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Die Bestimmung der Z/E-Konfiguration an C-C-Doppelbin-
dungen ist ein wichtiger Aspekt bei der Strukturaufkldrung
von Naturstoffen und synthetischen Produkten. Neben den
Rontgentechniken nimmt die NMR-Spektroskopie bei der
Konfigurationsanalyse eine bedeutende Rolle ein. Vor allem
die 3J(H,H)-Kopplung der vicinalen Protonen ist ein ausge-
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zeichnetes Kriterium zur Bestimmung der Z/E-Konfigura-
tion.' Allerdings kann insbesondere bei symmetrisch 1,2-
disubstituierten Olefinen wegen der identischen chemischen
Verschiebungen der olefinischen Protonen die Kopplung im
Allgemeinen nicht direkt gemessen werden.[!l Eine Losung
bieten spezielle Methoden, die den Symmetriebruch durch
das NMR-spektroskopisch aktive *C-Isotop nutzen, das mit
geringer natiirlicher Héaufigkeit vorkommt. Zwar kann im
einfachsten Fall die Kopplung anhand der *C-Satellitensig-
nale in eindimensionalen 'H-Spektren bestimmt werden,
hiufig allerdings verhindern Uberlagerungen mit anderen
Signalen und zum Teil komplizierte 'H-"H-Aufspaltungsmus-
ter eine eindeutige Analyse. Die meisten der zur Losung
entwickelten mehrdimensional angelegten Experimente
beruhen auf der Detektion der '*C-Kerne,**l was jedoch
insbesondere bei invers detektierenden Probenkopfen zu
einer verhéltnismifBig schlechten Aufnahmeempfindlichkeit
fithrt. Eine bessere Methode ist das protonendetektierende
HMQC-Experimentl®®! (HMQC: heteronuclear multiple-
quantum coherence) ohne C-Entkopplung. All diese Expe-
rimente haben jedoch den Nachteil, dass weitere 'H-'H-
Kopplungen die Interpretation der Spektren erheblich
erschweren. Wir stellen hier ein Experiment vor, das sich
sowohl durch eine sehr gute Empfindlichkeit durch 'H-
Detektion! als auch durch eine verbesserte Aufldsung auf-
grund der schnelleren Kopplungsevolution unter einer selek-
tiven, isotropen Mischsequenz auszeichnet. In den resultie-
renden zweidimensionalen Spektren wird die doppelte
3J(H,H)-Kopplung direkt als alleinige Aufspaltung in der
w-Dimension gemessen, was die Aufnahme einfacherer
Spektren und eine weitere Verbesserung der Empfindlichkeit
ermoglicht.

Die selektive Detektion von *C-gebundenen Protonen
erfordert die vollstindige Unterdriickung des ca. 400fach
stirkeren Signals der ?C-gebundenen Protonen in Proben mit
B3C in natiirlicher Héufigkeit. Eine effektive Losung ergibt
sich mit der Abwandlung einer Pulssequenz, die zur Unter-
driickung von Wassersignalen entwickelt wurde:['®) Durch
einen refokussierten INEPT-Schritt!'"!?l (INEPT: insensitive
nuclei enhanced by polarization transfer) wird die Magneti-
sierung der C-gebundenen Protonen auf den Kohlenstoff
iibertragen und entlang der z-Achse gespeichert. Anschlie-
Bend wird durch die Kombination eines 'H-Spinlock-Pulses
und eines Gradienten die verbleibende 'H-Magnetisierung
vollstdndig auf3er Phase gebracht, bevor durch einen weiteren
refokussierten INEPT-Schritt die Magnetisierung zur emp-
findlichen Datenerfassung wieder auf die Protonen {iber-
tragen wird (Abbildung 1). Mithilfe dieses Filterelements
kann dhnlich wie mit dem in Lit. [3] vorgestellten Experiment
ein protonendetektierendes zweidimensionales J-Spektrum
aufgenommen werden, allerdings mit dem Nachteil, dass alle
'H-'H-Kopplungen wihrend der J-Evolution aktiv sind und
das J-Spektrum dadurch oft schwer interpretierbar wird. Ein
einfacheres Spektrum mit verbesserter Auflosung erhélt man
durch isotrope J-Evolution wihrend ¢, unter Anwendung
einer selektiven TOCSY-Multipulssequenz (TOCSY: total
correlation spectroscopy).['o-!8]

Pripariert man in einem Zweispinsytem den Zustand
I,.—1,,, dann entwickelt sich die Magnetisierung des ersten
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Abbildung 1. Pulssequenz zur Bestimmung der */(H,H)-Kopplung che-
misch dquivalenter vicinaler Protonen. Zunichst wird durch ein BIRD-
Filterelement?% die Magnetisierung *C-gebundener Protonen selektiv
invertiert. Die selektive t,-Evolution der 3J(H,H)-Kopplung unter isotro-
pen Mischbedingungen wird danach durch die Inkrementierung einer
bandselektiven TOCSY-Periode erreicht. Das anschlieRende *C-Filter-
element mit Spinlock-Gradienten-Kombination dient zur effektiven
Unterdriickung des zentralen Signals der ?C-gebundenen Protonen.
Soweit nicht anders vermerkt werden alle Pulse entlang x eingestrahlt,
wobei die Emitterfrequenzen direkt auf die 'H- oder *C-Resonanzfre-
quenzen der vicinalen olefinischen Protonen oder der direkt gebunde-
nen Kohlenstoffatome eingestellt werden. Die Phasenzyklen sind
jeweils: @y =x, —x; @, =2(x), 2(—X); Prec=%, 2(—X), x; A=1/"J(C,H).
Die isotrope Misch-Evolution wihrend t, wird durch einen MLEV-16-
expandierten 180°-Puls mit einer Amplitude von 500 Hz erreicht. Ent-
sprechend dem Superzyklus ergibt sich damit ein minimales t;-Inkre-
ment von 16 ms und eine spektrale Breite in der indirekten Dimension
von 62.5 Hz. Die Amplitude des 2-ms-Spinlock-Pulses (SL) sollte etwa
6 dB schwicher als die eines harten 'H-Pulses gewahlt werden, um die
eingestrahlte Radiofrequenzleistung méglichst niedrig zu halten. Der
sinusférmige 5-ms-Gradient G1 wird mit méglichst hoher Amplitude
angewendet. Effiziente *C-Entkopplung wihrend der Datenerfassung
wird durch Einstrahlung einer DIPSI-2-Multipulssequenz (DIPSI:
decoupling in the presence of scalar interaction) mit 500 Hz Amplitude
erreicht.

Spins unter isotropen Mischbedingungen!” mit (I,,)* =
cos2m/ ;. Dies entspricht der doppelten Frequenz gegen-
iiber der Oszillation bei freier Evolution des gleichen Spin-
systems unter schwacher Kopplung ({/;,)*™"=cosm/t,).
Daraus folgt, dass bei gleicher relativer Auflosung der
Kopplung lediglich die halbe Evolutionszeit benotigt wird —
ein Vorteil, der insbesondere bei groeren Molekiilen wegen
der schnellen Relaxationszeiten von entscheidender Bedeu-
tung fiir die Bestimmung der Kopplung ist.

Experimentell wird der Zustand [,,—1,, mithilfe eines
BIRD-Elements? (BIRD: bilinear rotation decoupling)
erreicht. Die alleinige Evolution der 3J/(H,H)-Kopplung der
vicinalen Protonen wird anschlieBend durch Einstrahlen
einer selektiven TOCSY-Multipulssequenz erreicht, deren
Transferbandbreite ausschlielich die beiden gewiinschten
Protonensignale umfasst und damit sowohl weitere Protonen
als auch den BC-Spin selektiv entkoppelt. Dies ist bei
chemisch &dquivalenten Protonen besonders einfach umzu-
setzen: Als selektive isotrope TOCSY-Sequenz eignet sich ein
MLEV-16-expandierter 180°-Puls (MLEV: Malcolm-Levitt-
Entkopplungssequenz).'2 Bei einer Einstrahlungsampli-
tude von 500 Hz, entsprechend einem 180°-Puls von 1 ms
Dauer, hat die Multipulssequenz eine effektive Bandbreite
von ca. 360 Hz und ist damit selektiv genug, um Kohérenz-
transfer durch die vicinale */(H,H)-Kopplung zu erméglichen
und gleichzeitig alle anderen 'H-'"H-Kopplungen und *C-'H-
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Schema 1. Das verbriickte symmetrische Bis-Daunosaminid 1 (Tfa: Tri-
fluoracetyl) liegt als Z/E-Gemisch vor, angedeutet durch geschlingelte
Bindungen. Durch die C-Filterung werden lediglich Molekiile mit
einem *C-Spin in der Doppelbindung betrachtet. AusschlieRlich die
fett gedruckten Atome tragen zur Messung der 3/(H,H)-Kopplung mit
dem hier vorgestellten Experiment bei.

Kopplungen zu unterdriicken. Die resultierende Pulssequenz
mit experimentellen Einzelheiten ist in Abbildung 1 gezeigt.

Eine praktische Anwendung ist die Analyse des Z/E-
Gemischs des verbriickten homodimeren Aminoglycosids 1
(Schema 1), das durch Metathese-Olefinierung erhalten
wurde.”>?! Im Protonen-Spektrum treten zwei eng benach-
barte Signale mit einer relativen Intensitédt von etwa 70:30 auf.
Anhand von Literaturdaten’-?* erwartet man */(H,H)-Kopp-
lungen der Z- und E-konfigurierten Verbindungen von 6-
14 Hz (meist ca. 10 Hz) bzw. 14-20 Hz (meist ca. 16 Hz), die
jedoch aus den 'H-Spektren nicht direkt zu bestimmen waren.
Bei einer etwa 50 mm NMR-Probe war auch nach 1024
Messzyklen an einem Bruker-DMX600-Spektrometer mit
HCN-TXI-Probenkopf nur das stirkere der beiden Signale
im BC-Spektrum sichtbar, sodass eine Bestimmung der
3J(H,H)-Kopplung mit *C-detektierenden Methoden nicht
praktikabel war. Die hier vorgestellte 'H-detektierende
Pulssequenz (Abbildung 1) lieferte jedoch nach einer Mess-
zeit von 6 h ein zweidimensionales Spektrum, aus dem direkt
3J(H,H)-Kopplungen von 11.1 und 15.2 Hz abgelesen wurden
(Abbildung 2). Aus diesen Daten folgt, dass ein Gemisch aus
Z- und E-konfiguriertem 1 im Verhiltnis 30:70 vorliegt.!"

Das hier vorgestellte Experiment ermoglicht die einfache
Bestimmung der Konfiguration an der Doppelbindung sym-
metrischer Molekiile. Im Unterschied zu konventionellen
Methoden?® wird dabei der '*C-Spin nicht genutzt, um
wihrend der #-Evolution ein unsymmetrisches AA"X-System
zu erzeugen, sondern um die selektive Inversion und Detek-
tion des *C-gebundenen olefinischen Protonenspins zu
ermoglichen. Wihrend der isotropen J-Evolution in ¢, sind
die C-Spins vollstindig entkoppelt, und es liegt effektiv ein
A,-System vor. Das zugrunde liegende Prinzip der hier
vorgestellten Methode ist nicht auf vollstdndig symmetrische
Molekiile mit chemisch oder magnetisch dquivalenten Spins
beschrinkt, sondern ldsst sich auch dann anwenden, wenn die
olefinischen Protonen dhnliche Resonanzfrequenzen aufwei-
sen. Damit liefert es entscheidende Informationen fiir die
Strukturaufkldrung von ungesittigten Naturstoffen und fiir
die Synthese komplexer Verbindungen. Insbesondere ist das
vorgestellte Verfahren eine wichtiges analytisches Hilfsmittel
bei der Konfigurationsbestimmung von Metathese-Produk-
ten.

Eingegangen am 27. Juni 2002,
verdnderte Fassung am 17. Januar 2003 [Z19627]
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Abbildung 2. Aus dem Spektrum des Z/E-Gemischs von 1, das mit
dem anhand Abbildung 1 beschriebenen Experiment erhalten wird,
kénnen die doppelten 3J(H,H)-Kopplungen der vicinalen olefinischen
Protonen direkt abgelesen werden. Die schwachen Axialsignale (x)
sind Artefakte, die auf nichtideale Pulse zuriickzufiihren sind. Das
Spektrum wurde mit nmrPipel®! verarbeitet: In der direkt detektierten
Dimension wurden 1024 komplexe Punkte bei einer spektralen Breite
von 10 ppm aufgenommen, exponentiell apodisiert und durch Fourier-
Transformation entwickelt. Die Apodisierung wurde dabei aus Griinden
der Empfindlichkeit und Ubersichtlichkeit so gewihlt, dass die Multi-
plettstruktur aufgrund benachbarter Protonen (Dublett von Dubletts)
in der direkt detektierten Dimension nicht mehr aufgelést ist. Die 57
aufgenommenen reellen t,-Inkremente wurden mit einem aus Nullen
bestehenden Imaginarteil versehen, exponentiell apodisiert und kom-
plex durch Fourier-Transformation entwickelt. Das Spektrum wurde in
beiden Dimensionen in 0. und 1. Ordnung phasenkorrigiert.

Stichworter: Konfigurationsbestimmung - NMR-Spektroskopie -
Olefine - Spin-Spin-Kopplungen - Symmetrien
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