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Skalierung der Ausrichtung kleiner organischer
Molek�le in substituierten Polyglutamaten durch
Probenrotation bei unterschiedlichen Winkeln
(VASS)**
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Die Bestimmung der relativen Konfiguration kleiner organi-
scher Molek�le durch NMR-Spektroskopie beruht normaler-
weise auf der Analyse des NOE-Effektes und der Gr�ße von
3J-Kopplungskonstanten. K�rzlich r�ckten die dipolaren
Restkopplungen (RDCs, residual dipolar couplings) in den
Blickpunkt der Strukturaufkl�rung, da RDCs sowohl Winkel-
als auch Abstandsinformationen enthalten. Damit ist es z. B.
m�glich, alle diastereotopen Protonen des Strychnins ohne
Zuhilfenahme von NOE-Information zuzuordnen.[1] Ebenso
wurde die komplette relative Konfiguration einer fluorierten
Verbindung mit f�nf stereogenen Zentren bestimmt.[2] Um
aber dipolare Restkopplungen beobachten zu k�nnen, muss
ein geringer Grad an Ausrichtung (alignment) des Molek�ls
im Magnetfeld induziert werden. Nach wie vor gibt es nur
wenige Alignment-Medien f�r organische Molek�le, die
diesen geringen Ordnungsgrad induzieren. Die fl�ssigkristal-
linen Polyglutamate[1,3–6] und auch deuteriertes PCBP (4-n-
Pentyl-4’-cyanbiphenyl)[7] werden f�r diese Zwecke genutzt.
Unl�ngst wurde auch �ber die Verwendung von vernetztem
Polystyrol (PS) und vernetztem Poly(dimethylsiloxan)
(PDMS) berichtet, bei denen der Ordnungsgrad vom Grad
der Vernetzung abh�ngt.[8–10]

Nachteil der fl�ssigkristallinen Medien ist das Auftreten
einer unteren Konzentrationsgrenze des Fl�ssigkristalls im
L�sungsmittel, unterhalb der die Phase isotrop wird und
keine Ausrichtung mehr induziert. Der Ordnungsgrad kann
also nur innerhalb bestimmter Grenzen angepasst werden.
Eine Skalierbarkeit ist bei Polymerst�bchen gegeben, doch
l�sst sich der Ordnungsgrad nach Ende der Probenherstellung
nicht mehr �ndern. Dies k�nnte bei der Strukturbestimmung
von Naturstoffen wegen der geringen Mengen vorhandener
Substanz problematisch sein. Eine Alternative bietet die
Methode der Probenrotation bei unterschiedlichen Winkeln
(VASS, variable-angle sample spinning), bei der die fl�ssig-
kristalline Probe in einem Winkel Vr zum Magnetfeld gedreht
wird, um anisotrope Wechselwirkungen zu reduzieren.[11–15]

Hier wird ein unkompliziertes Verfahren vorgestellt, das
durch Anwendung von VASS die dipolaren Restkopplungen
in den chiralen Alignment-Medien Poly(g-benzyl-l-glut-
amat)(PBLG)/CDCl3 und Poly(g-ethyl-l-glutamat)(PELG)/
CDCl3 skaliert.

Wenn ein Fl�ssigkristall mit positiver molekularer mag-
netischer Anisotropie (Dcm> 0) in einem Winkel Vr, der
kleiner als der magische Winkel von 54.78 ist, relativ zum
Magnetfeld gedreht wird, wobei die Rotationsgeschwindig-
keit wesentlich h�her als seine kritische Rotationsgeschwin-
digkeit wc ist, so richtet sich der Direktor des Fl�ssigkristalls
parallel zur Rotationsachse aus. Die anisotropen Wechsel-
wirkungen der gel�sten Substanz (und des Fl�ssigkristalls)
stehen mit dem Winkel Vr �ber ihre Proportionalit�t zum
zweiten Legendre-Polynom (P2(cos Vr) = (3cos2Vr�1)/2) in
Beziehung. So k�nnen durch �nderung des Winkels Vr die
dipolaren Wechelswirkungen skaliert werden. Die Spin-Spin-
Gesamtkopplungskonstante T (auch effektive Kopplungs-
konstante Jeff genannt) ergibt sich aus Gleichung (1).[11]

T ¼ Jeff ¼ Jiso þ
3 cos2Vr�1

2
ð2 Dþ JanisoÞ ð1Þ

T ist die Spin-Spin-Gesamtkopplungskonstante, Vr der
Winkel (der Rotationsachse) zum Magnetfeld, Jiso die isotro-
pe (= skalare) Kopplungskonstante, D die dipolare Rest-
kopplung und Janiso die meist vernachl�ssigte Anisotropie der
skalaren Kopplung.

Die beiden in dieser Untersuchung verwendeten Poly-
glutamate PBLG und PELG sind kommerziell erh�ltlich, und
die Proben wurden wie zuvor f�r Strychnin[5,1] und andere
Substanzen[16] beschrieben hergestellt. Die Homogenit�t der
Proben wurde in gew�hnlichen 5-mm-Hochaufl�sungs-Fl�s-
sigkeits-NMR-R�hrchen �berpr�ft. Sobald die Linien des
L�sungsmittels CDCl3 im Deuteriumspektrum ein scharfes
Dublett (aufgrund der Quadrupolaufspaltung) zeigten, wurde
der viskose Fl�ssigkristall in 4-mm-Festk�rper-Rotoren ge-
f�llt und mit einer Kappe (ohne Loch, um ein Verdunsten des
L�sungsmittels zu minimieren) verschlossen. Die Proben
wurden bei konstanter Rotationsgeschwindigkeit bei unter-
schiedlichen Winkeln zum Magnetfeld gedreht. Hierzu wurde
ein Bruker-DRX-600-Spektrometer mit einem handels�bli-
chen dualen (1H,13C)-Bruker-HR-MAS-Probenkopf mit z-
Gradienten verwendet. Die Deuteriumspektren wurden �ber
den Lock-Kanal gemessen, um die Reduktion der beobach-
teten Kopplungen absch�tzen zu k�nnen (Abbildung 1). Da
der Probenkopf nicht mit einem Goniometer ausger�stet ist,
wurde der Winkel anhand der Quadrupolaufspaltung des
L�sungsmittels im Fl�ssigkristall kalibriert. Um die statischen
Spektren zu erhalten, wurde die Messung ohne Rotation
ausgef�hrt. In diesem Fall richtet sich der Fl�ssigkristall
unabh�ngig vom Winkel des Rotors zum Magnetfeld parallel
zum Magnetfeld aus. Bei PBLG ist dies ein spontaner Prozess,
bei PELG dauert es etwa zwanzig Minuten bis scharfe Linien
erhalten werden. Die Rotationsgeschwindigkeit, die man
�berschreiten muss, um Rotationsseitenbanden zu verhindern
und um die Ausrichtung des Direktors in der Rotationsachse
zu gew�hrleisten, ist abh�ngig vom Quadrat der Magnetfeld-
st�rke. Theoretisch sollte die Ausrichtung des Direktors
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parallel zur Rotationsachse besser werden, je h�her die
Rotationsgeschwindigkeit ist.[11] Wir kamen zu einem anderen
Befund, der mit Ergebnissen von Lesot et al.[17] �berein-
stimmt. Diese beobachteten eine zweite kritische Rotations-
geschwindigkeit, oberhalb derer sich der Direktor auf unter-
schiedliche Winkel zum Magnetfeld verteilt. Es wurde eine
Rotationsgeschwindigkeit von 1180 Hz f�r PBLG und
1002 Hz f�r PELG gew�hlt, um bei einer Magnetfeldst�rke
von 14.1 T (entspricht 600 MHz Protonenfrequenz) innerhalb
dieser beiden Grenzen zu bleiben. Bei einer Rotationsge-
schwindigkeit von unter 1000 Hz kann die Rotation in
unserem HR-MAS-Probenkopf nicht als stabil betrachtet
werden, 1000 Hz ist also die untere Grenze. Bei Rotations-
geschwindigkeiten von mehr als 1400 Hz f�r PBLG und
3500 Hz f�r PELG gleicht das Verhalten der Linien im
Deuteriumspektrum dem von Lesot et al. beschriebenen.[17]

Es werden jeweils zwei Messungen durchgef�hrt, um 1H-
13C-RDCs �ber eine Bindung zu extrahieren. Eine Messung
wird an einer isotropen L�sung von Strychnin durchgef�hrt
(oder die anisotrope Probe wird im magischen Winkel
rotiert), um die skalare Kopplungskonstante Jiso zu erhalten.
Die zweite Messung wird an der nematischen Phase im
Festk�rper-Rotor bei einem Winkel durchgef�hrt, bei dem
die Gr�ße der Spin-Spin-Gesamtkopplungen geeignet ist. Zur
Messung der RDCs f�r Strychnin bei Winkeln nahe des
magischen Winkels (54.7–48.58 bei PBLG bzw. f�r alle
verwendeten Winkel bei PELG) konnten HSQC-Spektren
ohne Entkopplung w�hrend der Datenakquisition verwendet
werden (Abbildung 2), da die dipolaren Wechselwirkungen
erwartungsgem�ß klein bleiben. Bei Winkeln, die weiter vom
magischen Winkel entfernt sind, wurden zur Bestimmung der
dipolaren Kopplungen „gated-decoupled“ Kohlenstoffspek-

tren verwendet. Wie aus Abbildung 3 hervorgeht, k�nnen die
13C-1H-RDCs nach Bedarf skaliert werden. Oben ist das
isotrope Spektrum (Rotation im magischen Winkel) gezeigt,
aus dem die skalaren Kopplungen gewonnen werden k�nnen.
Von oben nach unten nimmt das Ausmaß anisotroper Wech-
selwirkungen zu. Zum Beispiel wird bei Vr = 40.38 aus einem
Triplett f�r C15 (Methylen-Gruppe) im isotropen Fall ein
Dublett von Dubletts mit beiden D-Werten kleiner als Jiso.
Dieses entwickelt sich dann weiter in ein Dublett-artiges
Signal f�r C15 im statischen Fall.�2D ist f�r eines der beiden
Protonen gleich groß wie Jiso, weshalb sich eine 1H-13C-Spin-
Spin-Gesamtkopplungskonstante T von 0 Hz ergibt. Das
andere Proton zeigt einen D-Wert von �15.1 Hz, was zu
einem T-Wert von 108.8 Hz f�hrt. Die betr�chtlichen Linien-
verbreiterungen im statischen Fall, die unter anderem auf
langreichweitige C-H-Kopplungen zur�ckzuf�hren sind,
f�hren wie schon beschrieben[5] zu großen Fehlern in D.
Dieses Beispiel der beiden Protonen an C15 belegt die
Leistungsf�higkeit dieser Methode, da das Extrahieren von
Kopplungen dieser Gr�ße alleine aus statischen Spektren
bisher nicht als zuverl�ssig galt.

F�r PELG ist die Messung von fast allen RDCs bei fast
allen gew�hlten Winkeln m�glich (inklusive statischer Fall;
siehe Hintergrundinformationen). Eine lineare Korrelation
der dipolaren Kopplung der gel�sten Substanz (D in Hz)
gegen die Quadrupolaufspaltung des L�sungsmittels CDCl3

(DnQ in Hz) zeigt eine sehr gute �bereinstimmung (R2>

0.94) bei 13 von 22 Kopplungen. Wegen der geringen
Datenmenge (nur drei unterschiedliche Winkel und der
statische Fall wurden untersucht) kann keine genauere Aus-
sage bez�glich der anderen neun Kopplungen getroffen
werden. Eine Extrapolierung der Werte des statischen
Falles aus den Werten der VASS-Experimente gibt aber
einen guten Sch�tzwert f�r alle C-H-Kopplungen.

Abbildung 1. 2H-1D-NMR-Spektren (92.09 MHz) von CDCl3 in PBLG.
Durch Variieren von Vr (links an jeder Spur) werden DnQ-Werte zwi-
schen 0 Hz (oben, magischer Winkel) und 481 Hz (unten, statischer
Fall, 08) erhalten. Die Rotationsgeschwindigkeit war 1180 Hz, die Tem-
peratur 298 K.

Abbildung 2. 2D-HSQC-Spektrum ohne 13C-Entkopplung w�hrend der
Akquisition von Strychnin in PBLG/CDCl3 bei Vr = 50.38 (1180 Hz,
298 K). Wie der 1D-Ausschnitt bei einer chemischen 13C-Verschiebung
von 42 ppm zeigt, kann die Spin-Spin-Gesamtkopplungskonstante
leicht extrahiert werden. Im 2D-Spektrum werden keine Signale von
PBLG beobachtet.
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Im statischen Fall k�nnen f�r PBLG, wie schon beschrie-
ben,[5] nur sehr wenige Kopplungen gemessen werden. Mit
der VASS-Methode lassen sich hingegen fast alle Kopplungen
bei den Winkeln von 408 bis 508 messen, und f�r die meisten
Kopplungen wird ein lineares Verhalten von D gegen DnQ
beobachtet (siehe Abbildung 4). Mit den Steigungen dieser

Geraden k�nnen die Werte f�r den statischen Fall extrapo-
liert werden. Die so erhaltenen Werte werden bei 17 von 22
Kopplungen durch die Spektren best�tigt (� 10 Hz, was z. B.
nur 3% Fehler f�r C1 und C4 entspricht), wodurch auch
fr�here Fehlinterpretationen der Spektren aufgedeckt
wurden.

Die Alignment-Tensoren f�r Strychnin in PBLG und
PELG wurden mit dem Programm PALES (Module „bestfit“
und „addition of dipolar coupling“) berechnet.[18,19] Es zeigen
sich signifikante �nderungen in der St�rke der Ausrichtung
innerhalb jeder Probenmessreihe. Diese nimmt mit steigen-
der eingef�hrter Anisotropie (steigendem DnQ) wie erwartet
zu (Tabelle 1).

Der Ordnungsgrad ist in PBLG und PELG, wie schon
zuvor beschrieben,[1] unterschiedlich stark. Aus den RDCs,
die unter VASS-Bedingungen erhalten wurden, ist es nun
m�glich, den Alignment-Tensor f�r PBLG verl�sslicher zu
bestimmen, wodurch sich Unterschiede in den Orientierun-
gen von Strychnin in PBLG und PELG zeigen. Die x-, y- und
z-Achsen unterscheiden sich in 118, 128 bzw. 68 (siehe
Hintergrundinformationen). Ob dieser Unterschied groß
genug ist, um die beiden Alignment-Medien als linear
unabh�ngig zu betrachten, muss in zuk�nftigen Studien
�berpr�ft werden. W�re dies tats�chlich der Fall, k�nnten
beide zur Bestimmung der relativen Konfiguration an hoch
substituierten Stereozentren oder zur Untersuchung von

Abbildung 3. a) Strukturformel von Strychnin mit der im Text verwen-
deten Nummerierung. b) Teil der „gated-decoupled“ 13C-1D-NMR-
Spektren von Strychnin (Signale der Kohlenstoffatome C14 und C15)
in PBLG/CDCl3 bei einer Magnetfeldst�rke von 14.1 T. Vr wird vom
magischen Winkel (oben) bis zum statischen Fall bei 08 (unten) ver�n-
dert.

Abbildung 4. Auftragung der beobachteten dipolaren Restkopplungen
D [Hz] von Strychnin in PBLG gegen die Quadrupolaufspaltung
DnQ [Hz] des L�sungsmittels CDCl3 (als Maß f�r Vr). F�r alle RDCs
kann lineares Verhalten beobachtet werden (nicht alle sind gezeigt).

Tabelle 1: Alignment-Eigenschaften von PBLG und PELG bei unterschiedlichen Winkeln Vr.
[a]

PBLG PELG

DnQ [Hz] 54 74 108 137 179 481 37 70 122 456
Vr [8] 50.3 48.5 46.0 43.7 40.3 0 51.5 48.7 44.3 0
Da [10�4 Hz] 2.16 2.55 4.05 4.93 6.52 19.6 0.52 0.99 1.83 6.09
Dr/Da 0.65 0.63 0.41 0.63 0.66 0.53 0.46 0.59 0.60 0.66
n(RDC) 22 20 22 19 20 22 22 20 22 22
R 0.99 1.00 0.97 0.99 0.99 0.99 0.96 0.99 0.99 0.99

[a] Da ist die axiale Komponente und Dr/Da die Rhombizit�t des Alignment-Tensors. n(RDC) ist die Zahl der in der Rechnung verwendeten RDCs, R ist
der Korrelationskoeffizient (nach Pearson) von experimentellen und zur�ckgerechneten dipolaren Kopplungen in PALES.
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dynamischen Prozessen, wie dies eindrucksvoll f�r Biomole-
k�le gezeigt wurde,[20–22] verwendet werden.

Zusammenfassend wurde die Methode der Probenrotati-
on bei unterschiedlichen Winkeln angewendet, um die Aus-
richtung kleiner organischer Molek�le zu skalieren. Die
Extraktion von Kopplungen wird komfortabel, da die RDCs
innerhalb einer Probe nach Bedarf reduziert werden k�nnen.
Bei den hier verwendeten fl�ssigkristallinen Proben ist es
sogar m�glich, das isotrope Spektrum an der anisotropen
Probe zu messen, wenn man die Probe im magischen Winkel
rotiert. Ein Nachteil k�nnte die technische Anforderung an
den Probenkopf sein, bei unterschiedlichen Winkeln rotieren
zu m�ssen. Wir haben einen gew�hnlichen Bruker-HR-MAS-
Probenkopf verwendet, der in vielen Arbeitsgruppen vor-
handen ist. Die Verwendung eines speziellen VASS-Proben-
kopfes ist nicht n�tig.

Die hier verwendeten Ausrichtungsmedien induzieren
Orientierungen des gel�sten Molek�ls, die zu denen der
k�rzlich beschriebenen Polystyrol-St�bchen komplement�r
sind. Dies erweitert den Anwendungsbereich von RDCs in
der Strukturbestimmung organischer Molek�le, einer Metho-
de die sicher viele Zweideutigkeiten in der Strukturbestim-
mung von Naturstoffen beseitigen wird.
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