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Residuale chemische Verschiebungsanisotropie (RCSAs) –
ein Parameter zur Konfigurationsanalyse kleiner Molek�le**
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W�hrend des letzten Jahrzehnts gewannen anisotrope NMR-
spektroskopische Parameter, gemessen in schwach orientier-
ten Proben, immer mehr an Bedeutung f�r die Strukturauf-
kl�rung sowohl von großen Biomolek�len[1] als auch von
kleinen bis mittelgroßen organischen Molek�len.[2] Bislang
wurden zur Konformations-,[3] Konfigurations-[4] und auch
Konstitutionsaufkl�rung[5] fast ausschließlich dipolare Rest-
kopplungen (RDCs) genutzt, w�hrend bei Proteinen und
Nucleins�uren auch schon die residuale chemische Verschie-
bungsanisotropie (RCSA) als zus�tzlicher Parameter zum
Einsatz kam.[6] Die Entwicklung in dem Feld wurde haupt-
s�chlich durch die Verf�gbarkeit von geeigneten, sehr
schwach orientierenden Medien bestimmt. Eine der wich-
tigsten Klassen von Orientierungsmedien sind gestreckte
oder gestauchte Polymergele (auch bezeichnet als: strain in-
duced alignment in a gel (SAG)), die sowohl f�r Wasser[7] als
auch f�r organische Lçsungsmittel[4b, 8] geeignet sind. Beson-
ders in Verbindung mit der von Kuchel et al.[9] entwickelten
und von Kummerlçwe et al.[10a,b] weiterentwickelten Streck-
apparatur, oder durch die von Gil et al. beschriebene Me-

thode,[10c] lassen sich mit Polymergelen reversibel gew�nschte
Orientierungsst�rken f�r die Routine-Hochauflçsungs-
NMR-Spektroskopie einstellen.

W�hrend RDCs Informationen �ber die Orientierung des
internuclearen Vektors liefern, geben RCSAs Aufschluss
�ber die Orientierung des Tensors der chemischen Verschie-
bung jedes individuellen Atoms in einem Molek�l. Dass
RCSAs im Unterschied zu RDCs noch nicht zur Konfigura-
tionsbestimmung von kleinen Molek�len herangezogen
wurden, liegt daran, dass sie nicht einfach nur, wie RDCs, aus
der Differenz der totalen gemessenen Kopplungskonstanten,
T= J + D, unter orientierenden und nichtorientierenden Be-
dingungen zug�nglich sind. Die Differenz der chemischen
Verschiebung einer orientierenden und nichtorientierenden
Probe enth�lt n�mlich zus�tzlich zur RCSA auch noch die
�nderung der isotropen chemischen Verschiebung aufgrund
der �nderung der Probe von isotropen (ohne Orientie-
rungsmedium) zu anisotropen Bedingungen (mit Orientie-
rungsmedium).[11] Diese durch Orientierungsmedien indu-
zierte unkontrollierbare Variation der isotropen chemischen
Verschiebung, die bislang die exakte Bestimmung der RCSA
verhinderte, konnte durch zwei Einstellungen der Proben-
achse gelçst werden. Dies ist prinzipiell durch zwei Verfahren
mçglich: Einstellung eines variablen Winkels mit dem stati-
schen Magnetfeld B0 und gleichzeitiger Rotation[12] um die
Probenachse oder Einstellung des variablen Winkels ohne
Rotation.[13] Beide Verfahren bençtigen jedoch eine spezielle
NMR-spektroskopische Ausstattung (Probenkopf mit varia-
bler Einstellung der Probenachse), die in vielen Laboratorien
nicht vorhanden ist. Daher stellen wir hier eine alternative
Technik vor.

Sie ermçglicht die zuverl�ssige Messung von RCSA-Dif-
ferenzen zwischen dem Messkern (k) und einem Referenz-
kern (ref) im gleichen Orientierungsmedium, aber unter zwei
verschiedenen Orientierungsst�rken, 1 und 2. Wir nennen
diese doppelten Differenzen von residualen chemischen
Verschiebungsanisotropien folglich DDRCSA. Um die zwei
unterschiedlichen Orientierungsst�rken zu erhalten, ohne
dabei das Orientierungsmedium wechseln zu m�ssen, nutzen
wir die Siliconschlauch-basierte Streckapparatur und ver-
gleichen die gemessenen DDRCSAs mit aus CSA-Tensoren
f�r jedes gemessene Atom zur�ckgerechneten. Der CSA-
Tensor wurde mithilfe der Dichtefunktionaltheorie (DFT) in
Kombination mit der eichunabh�ngigen Atomorbitalmetho-
de (GIAO) f�r die Kerne k und ref berechnet.[14] Zus�tzlich
beziehen wir in die Analyse auch DRDCs ein, die ebenfalls als
Differenz zwischen den beiden Orientierungsst�rken erhalten
wurden.
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Als Orientierungsmedium haben wir das DMSO-kompa-
tible (S)-2-Acrylamido-1-propansulfons�ure(APS)-Gel ver-
wendet.[15] Die beiden unterschiedlichen Orientierungsst�r-
ken, repr�sentiert durch die Orientierungstensoren Aij

(1) und
Aij

(2), wurden durch zwei verschiedene Streckst�rken des Gels
in der Streckapparatur erreicht. Dadurch wird garantiert, dass
sich die Probenzusammensetzung nur minimal �ndert. Die
beobachtbaren �nderungen der chemischen Verschiebung
sind daher haupts�chlich durch RCSAs oder durch �nde-
rungen der gesamten magnetischen Suszeptibilit�t der Probe
begr�ndet, wobei letztere alle Resonanzen in gleicher Weise
beeinflusst. So kçnnen die RCSAs durch die im Folgenden
beschriebene Referenzierungsmethode herausgemittelt
werden (f�r eine allgemeine Diskussion verschiedener ande-
rer Referenzierungsmethoden siehe Lit. [13]). DDRCSA
(DRDCs von CH-Gruppen) werden durch Subtraktion der
chemischen Verschiebungen von Messkern und Referenzkern
erhalten: d(1,k)�d(1,ref) und d(2,k)�d(2,ref) (im Fall der RDCs: CH-
Dublettaufspaltungen Tkl

(1) und Tkl
(2)), gemessen unter beiden

Orientierungsst�rken. k und l sind die betreffenden Kern-
spins, und gk (r(k)) und gl (r(l)) sind ihre zugehçrigen gyro-
magnetischen Verh�ltnisse (Koordinatenvektoren). Die re-
sultierenden anisotropen Parameter sind gem�ß Glei-
chung (1) und (2) definiert.

DDRCSAkðppmÞ ¼ dð1;kÞ � dð1;refÞ� �
� dð2;kÞ � dð2;refÞ� �

¼
X

i¼x;y;z

X

j¼x;y;z

Að1Þji �Að2Þji

� �
dCSAk

ji � dCSAref
ji

� � ð1Þ

DRDCkl ¼ Tð1Þkl � Tð2Þkl

¼ � 3�hm0gkgl

8p2 rðkÞ � rðlÞð Þ5
X

i¼x;y;z

X

j¼x;y;z

Að1Þij �Að2Þij

� �
rðkÞj � rðlÞj

� �
rðkÞi � rðlÞi

� �

ð2Þ

Um den Nutzen unserer Methode zu demonstrieren,
haben wir die Konfiguration eines Molek�ls bestimmt, f�r das
die richtige Antwort bereits bekannt ist: Nat�rliches Estron
und sein Epimer 13-epi-Estron (Abbildung 1). Da sich nur die
Verkn�pfung der Ringe C und D unterscheidet (trans in
Estron, cis in epi-Estron), werden sich auch nur wenige
DRDCs und DDRCSAs signifikant �ndern. Die experimen-
tellen DRDCs und DDRCSAs wurden f�r Estron gemessen
und anschließend mit den r�ckgerechneten Werten f�r beide
Strukturen verglichen. So konnten wir basierend auf dem
Vergleich der Q-Faktoren zeigen, dass die Kombination aus
DDRCSAs und DRDCs in der Lage ist, Estron von seinem
C13-Epimer zuverl�ssig zu unterscheiden. �berraschender-
weise konnten beide Parameter unabh�ngig voneinander die
Epimere nicht differenzieren.

Die Protonen-entkoppelten 13C-NMR-Spektren von
Estron wurden in [D6]DMSO einmal mit und einmal ohne
APS-Gel-Orientierung aufgenommen (siehe Hintergrundin-
formationen (SI) und Abbildung S1). Abbildung 2 zeigt aus-
gew�hlte Signale aus dem Spektrum vor und nach dem Zug
durch die Streckapparatur. C8 wurde als Referenzkern f�r
Gleichung (1) verwendet. Prinzipiell kann jeder Kern als
Referenzkern gew�hlt werden, jedoch ist es sinnvoll, den
Kern mit dem kleinsten CSA-Tensor zu w�hlen, da f�r diesen

auch einer der kleinsten DDRCSAs zu erwarten ist. In
�bereinstimmung mit der Theorie wurden die grçßten
DDRCSA-Werte f�r aromatische und Carbonylkohlenstoff-
atome gemessen. So lieferte z. B. das Carbonylkohlenstoff-
atom C17 einen DDRCSA-Wert von + 5.9 Hz und das aro-
matische Kohlenstoffatom C3 einen von + 8.9 Hz, gemessen
bei einer 13C-NMR-Spektrometerfrequenz von 150 MHz.
Insgesamt konnten 13 DDRCSAs extrahiert werden. Wegen

Abbildung 1. Struktur von Estron (links) und 13-epi-Estron (rechts)
und ihre zugehçrigen Q-Werte basierend auf DDRCSAs und DRDCs.
Der Q-Wert ist signifikant kleiner f�r das richtige Epimer, Estron, als
f�r das falsche, 13-epi-Estron. Die Standardabweichung (in Klammern)
wird im Text erkl�rt.

Abbildung 2. Ausschnitte aus den NMR-Spektren (13C-{1H}, 150 MHz)
von Estron vor (c) und nach Streckung (g). Angegeben sind
Wert und Vorzeichen der DDRCSAs. C8 wurde als Referenz verwendet.

Zuschriften

9660 www.angewandte.de � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2011, 123, 9659 –9662

http://www.angewandte.de


starker Kopplungseffekte konnten aber nur 6 DRDCs zuver-
l�ssig extrahiert werden (siehe SI).

Die chemischen Verschiebungstensoren, die f�r Glei-
chung (1) bençtigt werden, wurden durch DFT-Rechnungen
mit B3LYP als Funktional und 6-311 + G* als Basissatz be-
rechnet. Die Geometrien wurden zuvor auf dem gleichen
Theorieniveau optimiert (SI).[16] Die Orientierungstensordif-
ferenz (Aij

(1)�Aij
(2)) wurde durch Einzelwertzerlegung[17]

unter Verwendung der experimentellen 13 DDRCSAs und
6 DRDCs sowie der berechneten chemischen Verschie-
bungstensoren entsprechend den Gleichungen (1) und (2)
erhalten (f�r Details siehe SI). Die Qualit�t des Tensors
wurde durch R�ckrechnung der experimentellen DRDCs und
DDRCSAs und Berechnung der Q-Faktoren �berpr�ft.[6a] F�r
die R�ckrechnung wurde eine erweiterte Version des Pro-
gramms MSpin[18] verwendet, bei der RDCs von Methyl-
gruppen nach der unter Lit. [19] beschriebenen Variante ge-
mittelt werden. Die experimentellen Fehler wurden durch
Monte-Carlo-Bootstrapping in die Rechnung mit einbezogen
(siehe SI f�r Details).

Abbildung S3 (siehe SI) zeigt die Korrelation zwischen
den experimentellen und den r�ckgerechneten DDRCSAs
und DRDCs f�r die beiden Konfigurationen. Die beiden
Epimere kçnnen zuverl�ssig anhand der Q-Faktoren unter-
schieden werden. Der Q-Faktor ist deutlich kleiner f�r das
richtige (Q = 0.328� 0.063 f�r Estron) als f�r das falsche
Epimer (Q = 0.453� 0.049 f�r 13-epi-Estron; Abbildung 1).
Außerdem ist der Q-Faktor-Unterschied signifikant gegen-
�ber der Q-Faktor-Standardabweichung, ermittelt aus den
statistischen Fehlern von DDRCSAs und DRDCs (siehe SI).
In Anbetracht dessen, dass es nur kleine Strukturunter-
schiede zwischen den beiden Epimeren gibt – genauer gesagt,
nur an der C/D-Ringverkn�pfung und im D-Ring (Abbil-
dung 1) –, wird der bereits deutliche Q-Faktor-Unterschied
sogar noch aussagekr�ftiger. Schon in fr�heren Arbeiten
wurde ein Unterschied zwischen zwei Q-Faktoren von mehr
als 0.1 f�r die erfolgreiche Unterscheidung von Diastereo-
meren genutzt, wie am Beispiel von Sagittamid gezeigt.[4b]

Von den sechs experimentell erhaltenen DRDCs waren
nur vier linear unabh�ngig, wodurch die Unterscheidung
zwischen Estron und 13-epi-Estron nur mithilfe von DRDCs
nicht mçglich war. Auch durch die alleinige Verwendung von
DDRCSAs wurden sehr �hnliche Q-Faktoren erhalten
(0.352� 0.056 f�r Estron und 0.339� 0.057 f�r 13-epi-
Estron), wodurch auch hier keine DDRCSA-basierte Unter-
scheidung der Diastereomere gelang. Die Tatsache, dass sich
die Diastereomere nicht anhand der DDRCSAs unterschei-
den lassen, ist der linearen Abh�ngigkeit der chemischen
Verschiebungstensoren zuzuschreiben, erkennbar an der
großen Konditionszahl (ca. 20), die bei der Einzelwertzerle-
gung erhalten wird, wenn nur DDRCSAs verwendet werden.
Dagegen sinkt die Konditionszahl auf 6, falls auch die DRDCs
mit einbezogen werden. Das zeigt eindeutig, dass durch die
gemeinsame Nutzung von DDRCSAs und DRDCs die Zu-
verl�ssigkeit der Konfigurationsbestimmung nichtlinear ver-
bessert wird. Die Konditionszahl gibt die lineare Unabh�n-
gigkeit der anisotropen Wechselwirkungen an und ist idea-
lerweise 1.

Zusammenfassend liefern RCSAs Orientierungsinforma-
tionen �ber internucleare Vektoren, die f�r die Konfigurati-
onsbestimmung von Molek�len genutzt werden kçnnen.
DRDCs und DDRCSAs zusammen, jedoch nicht individuell,
ermçglichten eine eindeutige Unterscheidung zwischen
Estron und 13-epi-Estron. Wir haben eine zuverl�ssige Me-
thode zur Messung von DDRCSAs eingef�hrt. Sie fußt auf der
Einstellung zweier unterschiedlicher Orientierungsst�rken im
NMR-Rçhrchen mithilfe der Streckapparatur und Referen-
zierung auf ein C-Atom im Molek�l. Die erhaltenen experi-
mentellen Differenzwerte werden mithilfe ab initio berech-
neter CSA-Tensoren kreuzvalidiert, und die Qualit�t der
Anpassung dient der Konfigurationsunterscheidung. Ein
weiterer Vorteil dieser Methode ist, dass sich die Orientie-
rung direkt in derselben Probe �ndern l�sst, vorausgesetzt die
Probenzusammensetzung wird dadurch nicht ver�ndert.[13]

Die gemeinsame Nutzung von DDRCSAs und DRDCs ist von
großer Bedeutung, da die Zahl an experimentellen Parame-
tern erhçht werden kann, w�hrend die minimal nçtige Zahl
an Parametern zur Charakterisierung des Orientierungsten-
sors konstant bei f�nf bleibt. Wir erwarten f�r die Zukunft,
dass RCSAs zus�tzlich zu RDCs gemessen werden, um die
Bestimmung der Konformation und Konfiguration kleiner
Molek�le zu verbessern.
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