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NMR-Spektroskopie

Dipolare Restkopplungen — ein wertvoller NMR-
Strukturparameter fur organische Molekiile
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I n den letzten zehn Jahren wurde die
Strukturaufkldrung von Biomakromole-
killen mittels NMR-Spektroskopie
durch die Entwicklung neuer aussage-
kriftiger Strukturparameter revolutio-
niert. Neben den klassischen Struktur-
parametern (NOE/ROE und skalare
Kopplungen) koénnen nun auch Ab-
stands- und/oder Winkelinformationen
aus kreuzkorrelierten Relaxationsinter-
ferenzen, chemischen Verschiebungsan-
isotropien oder dipolaren Restkopplun-
gen (RDCs) gewonnen werden.! Gera-
de RDCs, die auf einer partiellen Ori-
entierung der Molekiile in der Probe
beruhen, wurden wegen ihrer einfachen
Messbarkeit und ihrer hohen struktu-
rellen Aussagekraft zu einem dritten
Standbein in der Strukturaufkldrung
von Biomakromolekiilen.”*"!

Um das enorme Potenzial von
RDCs zu erfassen, ist das Verstdndnis
ihrer physikalischen Grundlagen essen-
ziell. Dipolare Kopplungen sind prinzi-
piell relativ starke Wechselwirkungen
und bestens aus der Festkorper-NMR-
Spektroskopie bekannt. Durch den
Raum beeinflussen sich die individuel-
len Magnetfelder zweier NMR-aktiver
Kerne wechselseitig und fithren so zu
unterschiedlichen effektiven Magnetfel-
dern an den Kernorten. Die Grof3e der
resultierenden Kopplung ist abhingig
vom Abstand der Kerne und der Rich-
tung ihres Verbindungsvektors relativ
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zum #uBeren Magnetfeld (B,). In einer
isotropen Losung mitteln sich die rich-
tungsabhingigen dipolaren Kopplungen
aufgrund der Gleichverteilung aller Ori-
entierungen (Brownsche Rotationsdif-
fusion) exakt zu null. Als Resultat zei-
gen die Losungs-NMR-Spektren schma-
le Linienbreiten, die die Zuordnung
komplizierter Molekiile ermoglichen.
Die wertvollen Strukturinformationen
tiber die Orientierung der jeweiligen
Vektoren gehen jedoch verloren.

Die Aufgabe ist nun, unter Erhal-
tung der schmalen Linienbreiten zusitz-
lich die vektoriellen Strukturinformatio-
nen der dipolaren Kopplungen zu ge-
winnen. Dies ist in partiell anisotropen
Medien moglich, in denen die Beweg-
lichkeit der gelosten Molekiile erhalten
bleibt, aber einige Orientierungen der
gelosten Substanz bevorzugt sind. Die
im Mittel leicht anisotrope Ausrichtung
der Molekiile wird durch einen Orien-
tierungstensor beschrieben, mit dessen
Hilfe die RDCs ausgewertet werden
konnen. Im fiir die Auswertung idealen
Fall werden durch die partielle Orien-

tierung die dipolaren Kopplungen von
vielen kHz im statischen Fall auf wenige
Hz reduziert. In den resultierenden
NMR-Spektren addieren sich die RDCs
zu den zugehorigen skalaren Kopplun-
gen und bewirken eine Aufspaltung J +
D (siehe Abbildung 1).

Obwohl RDCs urspriinglich von A.
Saupe 1968 an kleinen Molekiilen ent-
deckt und auch theoretisch erklirt wur-
den,” konnten sie (im Unterschied zu
ihrer Verwendung in der NMR-Spek-
troskopie an Biomakromolekiilen) bis
vor kurzem fiir kleine Molekiile nur
selten angewendet werden, da Medien
mit entsprechend schwacher Orientie-
rung hauptséchlich fiir wéssrige Losun-
gen bekannt waren. In der aktuellen
Forschung wurden jedoch die Anwen-
dungsmoglichkeiten von RDC:s fiir klei-
ne Molekiile durch zwei Klassen von
orientierenden Medien fiir organische
Losungsmittel erheblich vergrofert:
fliissigkristalline Phasen®™* sowie ge-
streckte oder gestauchte Polymergele.
Flussigkristalline Phasen haben im All-
gemeinen den Nachteil, dass eine mini-
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Abbildung 1. "H,”C-Aufspaltungsmuster in isotropen (a) und anisotropen (b) Medien, gezeigt
an Ausschnitten gekoppelt gemessener 'H,*C-HSQC-Spektren von Strychnin in CDCl; ohne (a)

und mit (b) anisotropem Polystyrolgel.
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male Konzentration und damit eine
minimale Orientierung nicht unter-
schritten werden kann, was zu Proble-
men bei der Auswertung von Standard-
spektren fithren kann." Diese Proble-
matik kann durch die Skalierung der
RDCs iiber Probenrotation mit varia-
blem Winkel in einem Festkorper-
NMR-Spektrometer elegant umgangen
werden.”! Den derzeit flexibelsten An-
satz mit mehreren Losungsmitteloptio-
nen sowie skalierbarer Molekiilorientie-
rung ohne FEinsatz eines Festkorper-
Spektrometers bieten gestreckte oder
gestauchte Polymergele. Diese Methode
wird als ,,strain-induced alignment in a
gel“ (SAG) bezeichnet und wurde be-
reits in wassriger Losung an Biomakro-
molekiilen erfolgreich eingesetzt. Zu-
erst werden dabei vernetzte Polymere
(z.B. Polystyrol,’¥ Poly(dimethylsilo-
xan),”® Polyvinylacetat™ oder Poly-
acrylamid®?) hergestellt. Gibt man ei-
nen zylindrischen Stab aus Polymer zu-
sammen mit einem organischen Lo-
sungsmittel in ein NMR-Rohrchen,
quillt das Polymer zum Gel. Wegen der
Form des NMR-Rohrchens erfolgt das
Quellen nicht isotrop, sondern anisotrop
entlang der Glaswand des Rohrchens
(Abbildung 2). Durch unterschiedliche

Abbildung 2. Isotrope (links) und anisotrope
(rechts) Quellzustande eines Polystyrolstabs
(Mitte: ungequollener Polymerstab).®

Vernetzungsgrade der Polymere sowie
verschiedene Durchmesser der Poly-
merstdbe kann die partielle Orientie-
rung der Molekiile in diesen Gelen in
einfacher Weise eingestellt werden.

Mit der Verfiigbarkeit anisotroper
Gele stellt sich die Frage nach den
Moglichkeiten, den Grenzen und den
Anwendungen der RDCs als Struktur-
parameter fiir kleine organische Mole-
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kiile. Prinzipiell ist das Potenzial enorm:
Durch die r~*-Abhingigkeit der RDCs
(verglichen mit r=® fiir NOEs) kénnen
internucleare  Wechselwirkungen iiber
deutlich groBere Distanzen beobachtet
werden. Bei bekannten Abstianden (z.B.
in CH-Einheiten) konnen wertvolle
Winkelinformationen eines Atompaars
relativ zum statischen Magnetfeld erhal-
ten werden. Das heif3t, zur Strukturbe-
stimmung in Losung kann ein absolutes
Referenzsystem verwendet werden.
Dies ist besonders bei Molekiilen mit
niedriger Protonendichte von grofler
Bedeutung, bei denen mit NOEs und
skalaren Kopplungen eine Bestimmung
der Konfiguration nicht moglich war.

Die derzeitigen Voraussetzungen
und Grenzen der Methode werden am
heute tiblichen Gang der Berechnungen
deutlich. Als Erstes wird der Orientie-
rungstensor, d.h. Grad und Richtung
der mittleren partiellen Orientierung
der Molekiile im Gel oder Fliissigkris-
tall, anhand der experimentell bestimm-
ten RDCs berechnet. Dafiir sind ein
hochwertiges ~ Strukturmodell sowie
mindestens fiinf RDCs pro starre Ein-
heit notwendig, die voneinander unab-
héngig sind, wie z. B. bei nicht parallelen
C-H-Vektoren. Anhand des verwende-
ten Strukturmodells und des ermittelten
Orientierungstensors werden die theo-
retischen RDCs riickberechnet und mit
den experimentellen Daten verglichen.
Dieser Zyklus wird fiir alle Strukturvor-
schldge wiederholt und die vorliegende
Struktur anhand signifikanter Uberein-
stimmungsunterschiede zwischen be-
rechneten und experimentellen RDCs
identifiziert (Abbildung 3).

Die genannten Voraussetzungen
sind gerade bei kleinen Molekiilen nicht
trivial. Erstens miissen verléssliche
Strukturmodelle aus Kristallstrukturen
oder Rechnungen bestehen. Zweitens
fiihren Flexibilitdten zu einer Mittelung
der richtungsabhidngigen RDCs, und
einzelne RDC-Werte sind nicht einein-
deutig, sondern konnen aus mehreren
Vektororientierungen stammen. Dies
bedeutet, dass nur in konformativ star-
ren Molekiilen oder durch Kombination
unterschiedlicher RDC-Arten (z.B.
'Den, *Deass 'Dec) aus mehreren Spek-
tren die notwendige hohe Zahl unab-
héangiger RDCs pro starre Untereinheit
erreicht wird. Sind diese Voraussetzun-
gen jedoch erfiillt, eroffnen sich bisher
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Abbildung 3. Unterscheidung der Diastereo-
mere (1a und 1b) von Spiroinden (1) mittels
RDCs (A; rot: negative RDCs, blau: positive
RDCs, griin: keine RDCs oder RDCs nicht bei
der Analyse verwendet). Ein Vergleich der ex-
perimentellen und berechneten RDCs (B)
zeigt eine eindeutige Priferenz fiir 1b in ei-
nem Poly(dimethylsiloxan)-Gel (PDMS-Gel);
+1a, ¢ 1b.5

ungeahnte Moglichkeiten zur Bestim-
mung der Konfiguration kleiner organi-
scher Molekiile, was mittels klassischer
Strukturparameter oft nicht moglich ist.

Als bisherige Anwendungen in achi-
ralen orientierenden Medien wurden
mit RDCs diastereotope Protonen zu-
geordnet, die relative Orientierung weit
entfernter Protonen bestimmt sowie ab-
solute Konfigurationen von Diastereo-
meren ermittelt. Zusitzlich ist in chira-
len Gelen oder Fliissigkristallen auch
die Diskriminierung von Enantiomeren
moglich.”! Wegen der genannten Vor-
aussetzungen wurden als Systeme bisher
ausschlieBlich Molekiile mit starren Un-
tereinheiten wie Zucker,’®®! polycycli-
sche Molekiile®#*%%1 oder Systeme
mit konformativ stabilen Ringen!*¢
verwendet.

Auf den ersten Blick scheinen die
Bestimmung des Orientierungstensors,
die notwendige Rigiditét der untersuch-
ten Systeme und moglicherweise stérke-
re Wechselwirkungen kleiner Molekiile
mit den orientierenden Medien die An-
wendung der RDCs im Bereich kleiner
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Molekiile einzuschrdnken. Andererseits
stehen wir im Moment erst am Beginn
der methodischen Entwicklung von
RDCs fiir kleine Molekiile."” So gibt
es erste Ansitze, RDCs ohne Orientie-
rungstensor auszuwerten;*" des Weite-
ren reduziert die Verwendung mehrerer
unabhingiger Orientierungsmedien die
Mehrdeutigkeit der RDCs, und die Mit- 3]
telung der RDC:s in flexiblen Bereichen

wird bei Biomakromolekiilen bereits [4
zur Bestimmung dynamischer Prozesse
im Bereich von Femto- bis Millisekun-
den verwendet.""! Gewinnt die Entwick-
lung der RDCs fiir kleine Molekiile
auch nur annédhrend die Dynamik der
RDC-Entwicklung fiir Biomakromole-
kiile, wird dies die Strukturaufkldrung
und die Bestimmung der absoluten
Konfiguration kleiner Molekiile in den
néchsten Jahren revolutionieren.

(1]
2]

[}

(5]

Online veroffentlicht am 27. Juni 2005

Jmua_ -
InterSuenc

Access some of the finest full ext journals, relefen
books, and databases from around the globe. It's
- you need to make some impartant discoveries of

EasyAccess

O. Zerbe, BioNMR in Drug Research,
Bd. 16, Wiley-VCH, Weinheim, 2003.

a) B. Simon, M. Sattler, Angew. Chem.
2002, /14, 453; Angew. Chem. Int. Ed.
2002, 41, 437; b) J. H. Prestegard, C. M.
Bougault, A.I. Kishore, Chem. Rev.
2004, 104, 3519; c) A. Saupe, Angew.
Chem. 1968, 80, 99; Angew. Chem. Int.
Ed. Engl. 1968, 7, 97, zit. Lit.

C.M. Thiele, J. Org. Chem. 2004, 69,
7403.

a) C. Aroulanda, V. Boucard, F. Guibé,
J. Courtieu, D. Merlet, Chem. Eur. J.
2003, 9, 4536, zit. Lit.; b) C. M. Thiele, S.
Berger, Org. Lett. 2003, 5, 705; c) L.
Verdier, P. Sakhaii, M. Zweckstetter, C.
Griesinger, J. Magn. Reson. 2003, 163,
353.

a) B. Luy, K. Kobzar, H. Kessler, Angew.
Chem. 2004, 116, 1112; Angew. Chem.
Int. Ed. 2004, 43,1092; b) J. C. Freuden-
berger, P. Spiteller, R. Bauer, H. Kessler,
B. Luy, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126,
14690; c) J. C. Freudenberger, S. Knor,
K. Kobzar, D. Heckmann, T. Paululat,
H. Kessler, B. Luy, Angew. Chem. 2005,
117, 427; Angew. Chem. Int. Ed. 2005,

ABOUT US
WEIEW DEMD
CONTACT US
HELP

(6]

(7]

(8]
(9]

(10]

(11]

44, 433; d)P. Haberz, J. Farjon, C.
Griesinger, Angew. Chem. 2005, 117,
431; Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44,
427.

a) M. Sarfati, P. Lesot, D. Merlet, J.
Courtieu, Chem. Commun. 2000, 2069;
b) K. Kobzar, H. Kessler, B. Luy, Angew.
Chem. 2005, 117, 3205; Angew. Chem.
Int. Ed. 2005, 44, 3145, zit. Lit.

C. M. Thiele, Angew. Chem. 2005, 117,
2847, Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44,
2787.

D. I. Freedberg, J. Am. Chem. Soc. 2002,
124, 2358.

a)J. L. Yan, F. Delaglio, A. Kaerner,
A.D. Kline, H.P. Mo, M.J. Shapiro,
T. A. Smitka, G. A. Stephenson, E. R.
Zartler, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126,
5008;b) J. L. Yan, A. D. Kline, H. P. Mo,
M.J. Shapiro, E.R. Zartler, J. Org.
Chem. 2003, 68, 1786.

J.L. Yan, E. R. Zartler, Magn. Reson.
Chem. 2005, 43, 53.

a) W. Peti, J. Meiler, R. Briischweiler, C.
Griesinger, J. Am. Chem. Soc. 2002, 124,
5822;b) J. R. Tolman, J. Am. Chem. Soc.
2002, 124, 12020.

o OUIR S eld LS, BT DS,
amrhes and alarts in My Proflie

USES MRME PASSWIND
| |
O Romenber Ma. | o

Bogater tow | Stheng -
Faroot Wy Pesyword

Simply register. Registration is fast and free to all internet users.

Enhanced Tools

access

17340502 vo

Save Titles, Articles & Queries for quick

Set up roaming access to access content
outside of your institutions network

Get free online sample copies

Get free online trial subscriptions

Receive E-Mail Alerts when

new content is available

View a complete list of your subscrip-
tions and accessible products

www.interscience.wiley.com s

Purchase Article Select Tokens
online

Purchase individual articles online
with Pay-Per-View

FWILEY
InterScience®

4746  © 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

Angew. Chem. 2005, 117, 4744 —4746



http://www.angewandte.de

