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NMR-spektroskopische Methoden

Eine einfache und skalierbare Methode fiir die
partielle Orientierung organischer Molekiile zur
Messung dipolarer Restkopplungen (RDCs)**

Burkhard Luy, Kyryl Kobzar und Horst Kessler*

Dipolare Restkopplungen (,,residual dipolar couplings®,
RDCs) liefern wichtige Strukturinformation {iber den
Abstand zweier Atome und den Winkel eines Atompaars
gegeniiber einem statischen Magnetfeld. Thre Messung durch
hochauflosende NMR-Spektroskopie erfordert die partielle
Orientierung der Molekiile in der Probe.l”! Fiir biologische
Molekiile gibt es eine Reihe von Standardmethoden, wie etwa
phospholipidische Bizellen,” filamentose Phagen!” oder
andere fliissigkristalline Phasen,®! die sich im Magnetfeld
ausrichten und durch sterische oder elektrostatische Wech-
selwirkungen zu einer partiellen Orientierung des Molekiils
fihren.

Organische Losungsmittel wurden bisher lediglich bei
flussigkristallinem Poly-y-Benzyl-L-Glutamat (PBLG) in
CDCl; erfolgreich zur Orientierung von Molekiilen im
Magnetfeld angewendet.” ! Fliissigkristalline Phasen haben
jedoch den Nachteil, dass es eine minimale Konzentration
und damit auch eine minimale Orientierung der Molekiile in
der Probe im Flissigkristall gibt, die die Anwendung von
Standardmethoden zur Bestimmung von Kopplungskonstan-
ten stark einschrinkt."” Einen Ausweg hierzu bietet die
magnetfeldunabhingige und beliebig skalierbare Molekiil-
orientierung mithilfe gestreckter oder gestauchter Polymer-
gele (strain induced alignment in a gel, SAG). In wissrigen
Losungen wurden bisher mechanisch gestrecktes Polyacryl-
amid!""" sowie ein Acrylamid/Acrylat-Copolymer® einge-
setzt. Die Pionierarbeit von DeLoche und Samulski'” und
viele daraus resultierende Anwendungen in der NMR-
Spektroskopie an Polymeren (siche z.B. Lit. [20-23]) haben
gezeigt, dass Polymergele auch in organischen Losungsmit-
teln zur partiellen Ausrichtung geeignet sind. Hier stellen wir
nun eine einfache und skalierbare Methode zur Orientierung
organischer Molekiile und zur Messung von RDCs an quer-
vernetztem Polystyrol in CDCl; vor, die prinzipiell auch auf
viele andere Polymer/Losungsmittel-Kombinationen ange-
wendet werden kann.
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Vernetztes Polystyrol (PS) kann durch Polymerisation von
Styrol mit Divinylbenzol (DVB) zur Kettenverzweigung und
Dibenzoylperoxid (DBP) als Radikalstarter hergestellt
werden. Gibt man einen zylindrischen Stab von 1cm
Lénge und 3 mm Durchmesser aus diesem vernetzten PS
zusammen mit CDCl; in ein NMR-R6hrchen, dann quillt das
Polymer zum Gel und dehnt sich entlang der Glaswand des
Rohrchens (Abbildung 1). Da die Reibung von PS mit der

i

Abbildung 1. Foto eines Stabs aus vernetztem PS in verschiedenen
Quellzustinden. Von links nach rechts: ungequollener Polymerstab in
einem 5-mm-NMR-R6hrchen; Polymerstab direkt nach der Polymerisa-
tion; Polymerstab in vollstindig gequollenem Zustand; vollstindig
gequollener Polymerstab im NMR-R&hrchen.

Glaswand gering ist, benotigt man keine Hilfsmittel wie etwa
Teflon-Trichter."”? Schon nach wenigen Stunden wird im
Deuterium-NMR-Spektrum eine Aufspaltung des Signals von
CDCl,; gemessen; ein Spektrum mit scharfen Linien, d. h. mit
kompletter Aufspaltung, beobachtet man erst nach einigen
Tagen, wenn das Gel é&dquilibriert ist. Wir konnten keine
Korrelation zwischen dem Aussehen der Proben (alle Gele
waren klar, durchsichtig und homogen) oder der Vernetzer-
konzentration und der Linienbreite feststellen, allen Proben
war jedoch gemeinsam, dass sich die Linienform nach etwa
fiinf Tagen nicht mehr dnderte. Die zu vermessende Substanz
kann entweder direkt mit dem Losungsmittel oder nachtrag-
lich auf das bereits gequollene Gel gegeben werden. Bei
nachtréglicher Zugabe von Strychnin oder Menthol geniigt
die Diffusion iiber Nacht bei Raumtemperatur, um RDCs zu
messen.

Die Stiarke der Orientierung kann durch die Beschaffen-
heit des Polymerstabs gesteuert werden. Zunichst ist die
Streckung des Gels vom Durchmesser des Stabs abhéngig.
Mit Stdben von 3mm Durchmesser erzielten wir gute
Ergebnisse in dem fiir hochauflésende NMR-Spektroskopie
geeigneten Orientierungsbereich. Der Vernetzungsgrad und
die Kettenldnge, und damit letztlich auch die NMR-spek-
troskopischen Eigenschaften, werden durch die Menge an
vernetzendem DVB und Initiator DBP sowie durch die
Reaktionsbedingungen wie etwa die Temperatur bei der
Polymerisation bestimmt. Abbildung?2 zeigt, wie die Auf-
spaltung der Deuterium-NMR-Signale von CDClI; als Mal3
fir die Anisotropie des Gels von der DVB- und DBP-
Konzentration bei konstanter Polymerisationstemperatur
(80°C) abhingt. Deutlich ist die stirkere Ausrichtung des
Losungsmittels bei hoheren DVB- und niedrigeren DBP-
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Abbildung 2. Die Quadrupolaufspaltung Av, des Deuterium-NMR-
Signals von CDCl; fiir PS-Gele, die mit unterschiedlichen Konzentratio-
nen von DVB (a; bei 0.25 Gew.-% DBP) bzw. unterschiedlichen Kon-
zentration von DBP (b; bei 0.16 Vol.-% DVB) erhalten wurden. Da DVB
und DBP technischer Qualitit verwendet wurden, sollten die Aufspal-
tungen lediglich als Richtwerte betrachtet werden.

Konzentrationen zu erkennen. Fiir die Quadrupolkopplungs-
konstanten analog hergestellter Proben fanden wir Abwei-
chungen um =£10%, die jedoch durch unterschiedliche
Wandstidrken der NMR-Rohrchen und Durchmesser der
Polymerisationsgefdfle erkldrt werden konnen. Sicherlich
tragt auch die heterogene Konsistenz des Polymers zu einer
gewissen Schwankungsbreite bei. Selten wurde ein Brechen
des Gels an der Oberseite beobachtet, die Ursache dafiir ist
jedoch noch nicht geklédrt. Die Messung dieser Proben war
problematischer, aber RDCs konnten nach wie vor bestimmt
werden.

Die Orientierung von Strychnin, einem Standard in der
NMR-Spektroskopie,” wurde in einem Gel aus einem
Polymerstab mit 0.16 Vol.-% DVB und 0.3 Gew.-% DBP
gemessen, dessen Quadrupolaufspaltung im Deuterium-
NMR-Spektrum 25 Hz betrug. Die HSQC-Spektren fiir die
Probe mit im PS-Gel orientierten Strychnin und fiir eine
Strychnin-Losung in CDCl; als Referenz wurden ohne
heteronucleare Entkopplung aufgenommen. Mit dem Pro-
gramm Sparky®*?”! wurden anschlieBend alle 'J(H,C)-Kopp-
lungen aus dem Referenzspektrum und die 'J(H,C)+D(H,C)-
Kopplungen aus dem Spektrum der orientierten Probe
bestimmt. Die PS-Signale unterschieden sich durch ihre
breiten Linien eindeutig von den Strychnin-Signalen, und
die beiden Signalsitze iiberlagerten nur wenig (Abbildung 3).
Die Differenzen der Kopplungskonstanten ergeben direkt die
RDCs D(H,C) mit Werten zwischen —11 und 13 Hz. Die
Vorzeichen der beobachteten Kopplungskonstanten werden
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Abbildung 3. Ausschnitt aus gekoppelt gemessenen 'H,"*C-Korrelations-
spektren (HSQC) von Strychnin (ca.50 mg) in CDCl; ohne (links) und mit
gestrecktem PS-Gel (rechts), gemessen bei 300 K. Zu den einzelnen Kreuz-
signalen sind jeweils die gemessenen 'J(H,C)- bzw. '/(H,C)+D(H,C)-Kopp-
lungen angegeben. In beiden Spektren sind Schnitte entlang

6("*C) =37.8 ppm abgebildet, die zeigen, dass die Auswertung der Kopplun-
gen keinerlei Probleme bereitet. Die breiten Signale des PS-Polymers sind
mit Sternen gekennzeichnet.
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also durch die deutlich groBere *J(H,C)-Kopplung (> 120 Hz)
bestimmt.

Der Vergleich von 18 gemessenen dipolaren Kopplungs-
konstanten mit der nicht optimierten Kristallstruktur von
Strychnin mithilfe des Programms PALESP® ergab einen
Korrelationsfaktor R=0.978 (siche Hintergrundinformatio-
nen). Aus den RDCs fiir orientiertes Strychnin in PBLG™
berechnet sich ein Orientierungstensor, dessen axiale (D, =
—2.23x107%) und rhombische Komponente (D,=—8.63x
107%) etwa zwolfmal groBer sind als entsprechende Werte
fiir Strychnin im PS-Gel (D,=-1.77x10"*; D,=—8.82x
1075). Das Verhiltnis D,/D, unterscheidet sich in beiden
Fillen leicht und die dreidimensionalen Ausrichtungen der
Tensoren weichen deutlich voneinander ab. Ob eventuell
sogar Aussagen beziiglich der Dynamik des Molekiils getrof-
fen werden konnen (siehe hierzu z. B. Lit. ?*2!), muss jedoch
in weiteren Untersuchungen noch geklirt werden.

Als zweite Substanz wurde Menthol vermessen, fiir das
ebenfalls dipolare Kopplungen in PBLG ermittelt wurden.™!
Da Menthol eine weniger gestreckte Molekiilform hat als
Strychnin, fiel die Wahl auf einen PS-Stab mit 0.8 % DVB und
0.25% DBP mit einer Quadrupolaufspaltung des CDCls-
Signals von 87 Hz. So wurden D(H,C)-Kopplungen zwischen
—6.2 und 7.2 Hz gemessen. Der Vergleich mit den RDCs in
PBLG!"! zeigt auch hier Orientierungstensoren mit verschie-
denen rdumlichen Ausrichtungen; in der PBLG-Probe ist die
Ausrichtung etwa viermal stdrker. Das Verhiltnis D,/D,
betrigt in beiden Féllen 2.1, die Ausrichtung der rhombischen
Komponente im Raum ist jedoch unterschiedlich, sodass auch
hier zusitzliche strukturrelevante Information erhalten wird
(fur Kopplungen und Orientierungstensoren siche Hinter-
grundinformationen).

Es konnen nur Vermutungen angestellt werden, warum
PBLG- und PS-Gele verschiedene Orientierungstensoren
induzieren. Sicherlich konnen die relativ kleinen organischen
Molekiile direkt mit den aktiven Gruppen des orientierenden
Mediums wechselwirken und kleine Ausbuchtungen kénnen
zu starken sterischen Effekten fithren. Die Eigenschaften des
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helicalen polaren PBLG unterscheiden sich hier deutlich von
denen des Polystyrols.

Vernetzte Polymergele eignen sich auch in organischen
Losungsmitteln hervorragend zur partiellen Orientierung von
Molekiilen. Das Beispiel PS in CDCl; zeigt die einfache
Handhabung und die Skalierbarkeit durch die Verwendung
von Polymeren, deren Eigenschaften durch die Synthese-
bedingungen variiert werden konnen. Einziger Nachteil sind
die teilweise langen Wartezeiten bei der homogenen Quel-
lung und der Diffusion der Substanz in das Gel, die jedoch
durch das Anlegen eines Vorrats an bereits im NMR-
Rohrchen gequollenen und charakterisierten Gelen deutlich
verkiirzt werden konnen. Viele weitere Kombinationen aus
Losungsmitteln und Polymeren sind denkbar und werden in
Zukunft charakterisiert werden, um eine moglichst breite
Anwendbarkeit und Variation der Orientierungstensoren zu
ermoglichen. Entsprechende Methoden sollten die Struktur-
bestimmung von Naturstoffen vereinfachen und viele Mehr-
deutigkeiten in der NMR-Spektroskopie aufkliren.
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