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>N-NMR-Spektroskopie - neue Methoden und ihre Anwendung** ]
Neue analytische

Methoden (28)
Von Wolfgang von Philipsborn* und Raffaello Miiller

Nach 'H- und “C-Kernen ist in der Organischen und Bioorganischen Chemie der Stick-
stoff-Kern die wichtigste NMR-Sonde bei strukturchemischen Studien. Lange Zeit jedoch
verzichtete man auf die Stickstoff-NMR-spektroskopische Untersuchung groBerer Mole-
kiile - war sie doch mit einem zweifachen Handicap behaftet: Zum einen storte das
elektrische Quadrupolmoment der '*N-Kerne, zum anderen war die natiirliche Haufigkeit
des Isotops '°N zu gering. Neue Aufnahmetechniken wie Pulssequenzen und Polarisations-
transfer 1dsten zusammen mit der Verwendung gréBerer Probenkdpfe und immer stirkerer
Magnetfelder weitgehend das Problem der geringen NMR-Empfindlichkeit des *N-Kerns
und bewirkten eine vehemente Entwicklung der '*N-NMR-Spektroskopie. Diese gewihrt
inzwischen vielseitige Einblicke in die Molekiilstruktur in isotroper und anisotroper Phase.
Thr Anwendungspotential reicht von der Anorganischen iiber die Metallorganische und Or-
ganische Chemie bis hin zur Biochemie und Molekularbiologie. Untersucht werden z. B.
reaktive Zwischenprodukte, der Metabolismus von Stickstoffverbindungen sowie Biopoly-
mere und Enzym-Inhibitor-Komplexe, wobei gerade die Kombination mit 2D-NMR-Tech-
niken besonders detaillierte Studien ermoglicht.

1. Einleitung Tatsichlich nahmen Proctor und Yu'? bereits in den Kin-

dertagen der NMR-Spektroskopie die ersten ““N-NMR-
Spektren auf; dabei wurde das Phinomen der chemischen
Verschiebung bei NH,NO, entdeckt. Wegen seiner hohen

Stickstoff gehdrt zu den wenigen Elementen im Grund-
geriist organischer und biologischer Verbindungen, und
Stickstoffatome steuern als Bausteine vieler funktioneller

Gruppen das Geschehen bei organischen und biochemi-
schen Reaktionen. Somit bietet sich die Stickstoff-NMR-
Spektroskopie als empfindliche Untersuchungsmethode
an, beispielsweise fiir Strukturen, Bindungsverhiltnisse,
Reaktionsmechanismen, Biosynthese, Stickstoff-Fixierung,
Metallkoordination und aktive Zentren biochemischer Sy-
steme.

[*] Prof. Dr. W. von Philipsborn, Dipl.-Chem. R. Miiller
Organisch-chemisches Institut der Universitat
Winterthurerstrasse 190, CH-8057 Zirich (Schweiz)

[**] '*N-NMR-Spektroskopie, 16. Mitteilung. - 15. Mitteilung: (1.
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natiirlichen Hiufigkeit von 99.63% widmeten sich die
Spektroskopiker lange Zeit nahezu ausschlieBlich dem
“N-Quadrupolkern. Erst die FT-NMR-Spektroskopie liefl
das Interesse an dem viel selteneren Isotop N (0.37%) er-
wachen. Obwohl die Empfindlichkeit des '*N-Kerns fiir
den NMR-spektroskopischen Nachweis um den Faktor
280 geringer ist (Tabelle 1) als die des '*N-Kerns, gibt es
mindestens zwei Eigenschaften, die dieses Manko ausglei-
chen. Erstens fehlt bei '*’N-NMR-Signalen die manchmal
mehrere kHz betragende Linienverbreiterung, und zwei-
tens beobachtet man wegen des groBen Kern-Overhauser-
Effekts (NOE) (1o=—4.93) in protonenrauschentkoppel-
ten Spektren eine wesentliche Verbesserung der '°N-Si-
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Tabelle 1. Magnetische Eigenschaften der Isotope "*N, "*N, '*C und 'H.

Kemn v/MHz  Nat. Hiufig- Spin Magnetogyrisches Relative Empfind-

[a) keit/% Verhiiltnis lichkeit
y/107 rad T-'s™' [b] [
'H 4000 99.98 172 26.7510 62.91 5676
B*C  100.6 L1 1/2 6.7263 1 1
"N 289  99.63 1 1.9324 0.064 5.69
N 40.5 0.37 172 =27107 0.066 0.02

[a] Bei einem Feld von 9.4 Tesla. [b] Fir die gleiche Anzahl von Kernen bei
konstantem Feld B,. [c] Bei natiirlicher Isotopenhiufigkeit und konstantem
Feld B,.

gnal-Intensitéten fir alle direkt mit Protonen verbundenen
>N-Atome. Die stdrend langen Spin-Gitter-Relaxations-
zeiten (T)) tertidirer N-Atome verkiirzen sich unter Umstén-
den erheblich, wenn man bei den hohen Magnetfeldstir-
ken supraleitender Magnete mifit; dieses Problem kann
aber ebenso durch Polarisationstransfer von schnell rela-
xierenden, empfindlichen Kernen, beispielsweise 'H und
"F, geldst werden.

Die “N-NMR-Spektroskopie wurde zur Untersuchung
kleiner organischer® und anorganischer Molekiile™ so-
wie der Molekiilbewegung!® herangezogen; gerade fiir das
Studium dynamischer Prozesse ist das Quadrupolmoment
eine wichtige Kerneigenschaft. Bei groBen Molekiilen mit
mehreren magnetisch und/oder chemisch nicht fquivalen-
ten Stickstoffatomen - dazu gehoren auch Biopolymere -
sind aber nur die ""N-NMR-Spektren von ausreichender
Qualitét und interpretierbar. (Drei Monographien referie-
ren die Entwicklung der Forschung auf diesem Gebiet bis
1980"L) Haufig ist es auch moglich, 'H-gekoppelte 'N-
NMR-Spektren aufzunehmen und so zusitzlich zur chemi-
schen Verschiebung skalare und dipolare Spin-Spin-Kopp-
lungskonstanten in Losung bzw. im Festkorper zu bestim-
men. Auch die Konstruktion supraleitender Hochfeld-Ma-
gnete, mit denen es zudem erleichtert wurde, groflere
NMR-Proben zu untersuchen, trug dazu bei, der '>N-
NMR-Spektroskopie ihren bisher schlechten Ruf als un-
empfindliche, zeitaufwendige und deshalb fiir die Analytik
der organischen und biochemischen Forschung ungeeig-
nete Methode zu nehmen. Es ist der Zweck dieses Beitrags,
den experimentellen Fortschritt auf dem Gebiet der '*N-
NMR-Spektroskopie aufzuzeigen und ihr inzwischen brei-
tes und schnell wachsendes Anwendungspotential in der
gesamten Chemie vorzustellen.

2. Experimentelle Techniken
2.1. Standard-Pulsexperimente

Das konventionelle FT-NMR-Experiment mit pulsmo-

duliertem Hochfrequenzfeld der '’N-Trigerfrequenz ist -

nur bei ziemlich kurzen Spin-Gitter-Relaxationszeiten (7))
erfolgreich. Dies gilt fiir protonenverkniipfte N-Atome wie
in NH,- und NH-Gruppen. Dann ist die (Kern,Kern)-Di-
pol-Dipol-Relaxation (DD) der dominierende Relaxa-
tionsmechanismus, und gewdhnlich beobachtet man T,-
Werte unter 20 s’ Abbildung 1 zeigt das Spektrum des
Dikations 1 von 6,7-Dimethyl-tetrahydropterin, bei wel-
chem jedes N-Atom mit mindestens einem H-Atom direkt
verkniipft ist. Die Relaxationszeiten der N-Atome sind zu-
dem alle dhnlich und fithren deshalb im Spektrum zu ver-
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Abb. 1. Protonenrauschenthoppeltes und  phusenkorrigieries "N-NMR-

Spektrum des Dikations 1 von c¢is-6,7-Dimethyl-5,6,7.8-tetrahydropterin
(MeBfrequenz 10.1 MHz; CF,COOH, 0.7M) [9}.

gleichbaren Signalintensititen. Aber auch die Signale ter-
tidrer N-Atome kdnnen mit hinreichender Intensitit detek-
tiert werden, fithrt man die Messungen in hohen Magnet-
feldern supraleitender Magnete (9-11 Tesla) durch. Dann
dominiert vermutlich der CSA-RelaxationsprozeB, der aus
der groBen Anisotropie der Abschirmungskonstante (Che-
mical Shift Anisotropy) resultiert und mit dem Quadrat der
Feldstirke zunimmt (Abschnitt 3.3). SchlieBlich lassen
sich urspriinglich lange T,-Zeiten iiber (Elektron-Kern)-
Dipol-Dipol-Wechselwirkung verkiirzen, wenn man para-
magnetische Spezies (,,Relaxationsreagentien) zugibt.
Dabei greift man meist auf Chrom(ii1)-acetylacetonat
(Cr(acac),)® zuriick, da diese Verbindung die '*N-Relaxa-
tionsgeschwindigkeit erhéht, ohne den Nachteil einer
deutlichen Linienverschiebung (<1 ppm) zu haben.

Die 'H-Breitband-Entkopplung verbessert das Signal-
Rausch-Verhiltnis nicht nur wegen der zusammenfallen-
den Multiplettlinien, sondern vor allem auch durch den
grolen NOE-Faktor (Nuclear Overhauser Enhancement),
no=—4.93 im "’N,'H-Spinsystem. Aus Gleichung (a) geht
hervor, daB dieser (negative) Intensititsgewinn sich nur
dann voll auswirkt, wenn T, ausschliefilich von Dipol-Di-
pol-Wechselwirkungen bestimmt wird, also bei NH,- und
NH-Gruppen, und dann zur Signal-Inversion fiihrt (Abb.
2) (M,=z-Magnetisierung; M?=z-Magnetisierung im ther-
mischen Gleichgewicht, TP?=Zeitkonstante der Dipol-Di-
pol-Relaxation).

M, v T
=1+051 L
M? y~ T9P @

M0=0.5 - (—9.86)= —4.93

Wie Abbildung 2a zeigt, kann mangelnde dipolare Rela-
xation bei tertidren N-Atomen zur Signalloschung fiithren.
Um dieses gerade bei N-Heterocyclen hiufig beobachtete
Phianomen auszuschlieBen, unterdriickt man bereits wih-
rend der Messung bewuf8t den Aufbau des NOE-Effekts,
indem man nur wihrend der Acquisitionszeit Leistung
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Abb. 2. "*N-NMR-Spektren von 2.4-Diaminopyrimidin 2 (MeBfrequenz 10.1
MHz: (CD,).S0): a) protonenrauschentkoppelt; b) ,,inverse-gated**-entkop-
pelt - Entkoppler wihrend der Acquisitionszeit eingeschaltet; c) ohne Proto-
nenentkopplung,.

iber den Entkopplerkanal einstrahlt (,inverse gated de-
coupling’‘). Da Spin-Entkopplung sofort nach Einschalten
des B,-Feldes stattfindet, der NOE-Effekt sich aber zcit-
verzOgert in Abhingigkeit von TPP langsam aufbaut, kon-
nen 'H-entkoppelte '""N-NMR-Spektren mit nur minima-
lem NOE-Effekt aufgenommen werden (Abb. 2b). Mit die-
sem Experiment sind primire, sekundiire und tertiire N-
Atome gleichzeitig zu beobachten. Dabei wird auch offen-
sichtlich, daB die relativen Intensititen der '*N-NMR-Si-
gnale in '"H-entkoppelten Spektren von der Spin-Gitter-
Relaxationszeit T, und dem Kern-Overhauser-Faktor
(n<|nol) abhidngen. Unerwiinschte, kleine NOE-Effekte
wiederum lassen sich durch Relaxationsreagentien elimi-
nieren.

Eine weitere Steigerung der Nachweisempfindlichkeit
der '""N-NMR-Spektroskopie bringt der Gebrauch von
NMR-Réhrchen mit groBerem Durchmesser (15-25 mm)
und von stirkeren Magnetfeldern (B,). Inzwischen stehen
moderne, supraleitende Magnete mit groBen Probenoff-
nungen sowie hervorragender Feldhomogenitit und -stabi-
litdt zur Verfiigung, mit denen es gelingt, 'N-NMR-Spek-
tren bei natiirlicher Isotopenhiufigkeit mit den oben be-
schriebenen Techniken routinemaBig aufzunehmen. Als ty-
pisches Beispiel sei das Spektrum des [4.4.1]Propellan-De-
rivates 3 angefiihst (Abb. 3)!!%,
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Abb. 3. Protonengekoppelttes DEPT-'"N-NMR-Spektrum des 1:2-Addukts 3
von Tricyclo[4.4.1.0"*Jundeca-2,4,7,9-tetraen- 1 I-carbonitril an N-Methy)-
1,2,4-triazoldion (MeBfrequenz 40.6 MHz; (CD,);SO). Das Cyan-Dublett
tritt bei §=—113.3 auf, Die Zuordnung der beiden schwachen sowie der bei-
den intensiven Signale zu den NCH;- bzw. NCHCH-Gruppen wurde anhand
der Multiplettstrukturen und der unterschiedlichen N,H-Kopplungskonstan-
ten getroffen.

2.2. Eindimensionale Pulssequenz-Experimente
(INEPT, DEPT)

Dank der schnellen Entwicklung von Pulstechniken und
ihrer serienméBigen Implementation in moderne Spektro-
meter verfiigen wir iiber noch bessere und vielseitigere
Verfahren, die die Empfindlichkeit der '*"N-NMR-Spektro-
skopie weiter erhohen. So bewirkt eine Folge nicht selekti-
ver, teilweise simultaner Pulse in einem skalar gekoppel-
ten, heteronuclearen Spinsystem einen Polarisationstrans-
fer von den empfindlichen 'H-Kernen (groBe Hiufigkeit,
groBes y) auf die unempfindlichen '*N-Kerne (geringe
Haufigkeit, kleines y), deren Signalintensititen dadurch
maximal um den Faktor |yy/yn|=9.86 zunehmen. Da zu-
dem die Wiederholungsgeschwindigkeit der gesamten
Pulssequenz von den wesentlich kiirzeren Relaxationszei-
ten der '"H-Kerne abhingt, verkiirzt sich die MeBzeit noch
mehr. Schema | zeigt den zeitlichen Ablauf der INEPT-
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Schema 1. S: 'H, I: "*N. @ Prdparation, @ Wartezeit, © Refokussierung,
® 'H-Breitband-Entkopplung, ® Detektion (siehe auch [12]).

Pulsfolge (Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization
Transfer)!''), einem typischen Polarisationstransfer-Experi-
ment. Wie man sich den Mechanismus eines derartigen Po-
larisationstransfers vorstellen kann, haben Benn und Giin-
ther in ihrer Ubersicht erldutert!’?. Nach dem Polarisa-
tionstransfer (90°-Puls) und dem anschlieBenden '*N-Be-
obachtungspuls kénnen die in Antiphase zueinander be-
findlichen Signale direkt registriert oder durch anschlie-
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Bende Refokussierung und Entkopplung wihrend der Ac-
quisitionszeit weiter ,,aufbereitet”* werden. So ist es mog-
lich, rauschentkoppelte, teilentkoppelte oder gekoppelte
'SN-NMR-Spektren zu erhalten, die gerade die fiir die
Strukturaufklirung wichtigen Informationen liefern.

a) |
|
il | | ! | N L|.
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Abb. 4. '"NMR-Spektren des abgebildeten Konformers von (Z)-1-Amino-
4,4-dimethyl-1-penten-3-on 4 (MeBfrequenz 20.3 MHz; C.Ds, 3.7 M): a)
Standard-Puls-NMR-Spektrum (MeBzeit 10 h); b) INEPT-'*N-NMR-Spek-
trum (MeBzeit 1.9 h) [13}. 'J(N,H)=92.7, 2J(N,H)=L.7, *J(N,H)=4.0 Hz.

Abbildung 4 zeigt - im direkten Vergleich zu Standard-
Puls-NMR-Spektren ~ wie es um die Qualitit derartiger
Spektren hinsichtlich Auflésung und Signal-Rausch-Ver-
hiltnis bestellt ist. Dieses Beispiel belegt auch, daB sich
INEPT-Spektren und normale Spektren sowohl in ihrer
Linienmultiplizitdt als auch in den Signalphasen unter-
scheiden. Beispielsweise betragen die relativen Intensiti-
ten des NH-Dubletts +1 und —1, die des NH,-Tripletts
+1, 0 und —1"*. Die Phasen lassen sich durch die oben
erwihnte Refokussierung berichtigen. Dariiber hinaus
fiihrt selektive 'H-Entkopplung unter Umstinden zu we-
sentlich kleineren Linienbreiten und damit zu noch groBie-
rer Empfindlichkeit. Abbildung 5 illustriert die exakte Be-
stimmung der Kopplungskonstanten 2J(N,H) und *J(N,H)
in 5-Methylisoxazol 5 anhand von selektiv entkoppelten
INEPT-Spektren. Die Kopplung von '*N-Kemen mit Me-
thylprotonen iiberdeckt hidufig andere Spin-Spin-Kopp-
lungen und bedingt beispielsweise bei 2-Acetylpyridin 12
(Abschnitt 3.2.2) viel l4ngere MeBzeiten.

Der Polarisationstransfer auf einen unempfindlichen
Kern setzt dessen skalare Kopplung mit einem empfindli-
chen Kern voraus. Neben 'H-Kernen wurden auch '*F-'"!

384
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Abb. 5. INEPT-'*"N-NMR-Spektren von 5-Methylisoxazol § (MeBfrequenz
20.3 MHz; (CD;),S0): a) protonengekoppelt; b) Refokussierung und selek-
tive 'H-Entkopplung; c) analog b), doch Bestrahlung der CH,-Resonanz
[15).

und *'P-Kerne (fiir '*NU'®, 57Fe, '®Rh und '#WU'et) ajs
Polarisationsquelle benutzt. Die betrichtliche Kopplung
zwischen '°F- und '*N-Kernen erleichtert das Polarisa-
tionstransfer-Experiment; Abbildung 6 zeigt das Ergebnis
einer derartigen INEPT-Messung an Perfluorpyridin 6"
Die groBle 2J(N,F)-Kopplung von —51.7 Hz bestimmt die
Wartezeit 7=1/2 J(N,F) der INEPT-Sequenz (vgl. Schema
1). Da die zentrale Linie des Tripletts im INEPT-Spektrum
wiederum fehlt, entspricht die Aufspaltung 2 J(N,F).

F
For X F
FNNEF

6

10 Hz

Abb. 6. INEPT-'*N-NMR-Spektrum von Perfluorpyridin 6 (MeBfrequenz
20.3 MHz: (CD;),CO); Polarisationstransfer von den 'F-Kernen (MeBfre-
quenz 188.2 MHz). Der 7-Wert der INEPT-Sequenz wurde entsprechend
J2H(N,F)]=52 Hz gewihlt [17].
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Schwieriger ist es, die optimale zeitliche Abfolge der
INEPT-Sequenz fiir Verbindungen festzulegen, wenn do-
minante Kopplungen zu anderen Kernen fehlen. Koppelt
der '*N-Kern mit mehreren untereinander gekoppelten Pro-
tonen (Spinsysteme vom Typ IS'S2...5%), so gelingt die Be-
stimmung der giinstigsten Wartezeiten (z-Werte)!'® anhand
mathematischer Gleichungen. Abbildung 7 demonstriert

SHz
E T
® 2 3
zo{ QN H
/
164 = a
4\
124 H N—CH, a
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r'y
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Abb. 7. Rechts: INEPT-"’N-NMR-Spektrum der NO,-Gruppe in (E)-N.N-
Dimethyl-2-nitrovinylamin 7; links: Empfindlichkeitsgewinn (E) als Funk-
tion von r. (—) berechnet, (A) experimentell bestimmte Werte [18].
J(N,H-2)=2.2, J(N,H-1)=1.8, J(H-1,H-2)=10.6 Hz; v(H-1)—v(H-2)=-290
Hz (MefBfrequenz 20.3 MHz).

dies fiir das Nitroethen 7. Dabei ist zu beachten,
daB t,, (190 ms) weder 1/2 J(N,H') (r=278 ms) noch
1/2 J(N,H? (227 ms) entspricht, da die homonucleare
Kopplung *J(H',H?) mit 10.6 Hz die heteronucleare Kopp-
lung weit ibertrifft. Trotzdem gelingt auch in derartigen
Spinsystemen mit tertiiren N-Atomen ein Polarisations-
transfer. Damit reicht das Anwendungspotential der
INEPT-Pulssequenz weit ilber die Detektion einfacher
NH- und NH,-Gruppen''” hinaus (sieche auch Abschnitt
4).

DEPT .
"’2. Wiy ty
:_j"[ T 1 v N T 1[_—'—@—"’"—
! "2, L
i n il f

L ®

Schema 2. 8, I, @, ®, ©, ® siche Legende zu Schema 1 (siehe auch [12}).

Als INEPT-Alternative ohne deren typische Nachteile
wie Phasen- und Intensit4tsverzerrung wurde die DEPT-
Aufnahmetechnik (Distortionless Enhancement by Polari-
zation Transfer)'” vorgestellt. Die nach Einstrahlen der
DEPT-Sequenz (Schema 2) aufgenommenen Spektren zei-
gen nur positive Signale und 4hneln damit den Standard-
Puls-NMR-Spektren. Bei diesem Verfahren bestimmen
Wartezeit T sowie Pulswinkel 8 die Empfindlichkeitssteige-
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rung. Jedoch lehrt die Praxis, daB man nur fiir einfache
Spinsysteme (IS,) phasenfehlerfreie Spektren erhilt, wih-
rend im Normalfall bei Spinsystemen mit hetero- und ho-
monuclearen Kopplungen (IS'S?..S%) Phasen- und bei
Spinsystemen hoherer Ordnung sogar Intensititsverzer-
rungen beobachtet werden!'®., Unter Entkopplung aufge-
nommene DEPT-Spektren weisen ausschlieBlich Signale
mit positiver Phase auf. Abbildung 8 illustriert DEPT-'*N-
NMR-Spektren von Thiazol 8. Selektive Entkopplung er-
gibt, daB die kleine Kopplungskonstante (2.2 Hz) von der
vicinalen N,H-Wechselwirkung (*J(N,H)) herrtihrt.

10 Hz

I

a L\J\{ b)N,A

Abb. 8. DEPT-'*"N-NMR-Spektren von Thiazol 8 (MeBfrequenz 20.3 MHz;
CDCl;): a) protonengekoppelt; b) selektive Bestrahlung der H-5-Resonanz
[15]).

Hinsichtlich des Empfindlichkeitsgewinns ist die
INEPT- der DEPT-Pulsfolge!'®® iiberlegen, beim Fiinf-
Spin-System von 2-Methoxypyridin beispielsweise um den
Faktor 1.8081 Auch ist das einfache INEPT-Experiment
(ohne Refokussierung) weniger anfillig gegen Stérungen
durch zusitzliche homo- und heteronucleare Kopplun-
gen.

Der Vorteil der bisher beschriebenen Polarisationstrans-
fer-Experimente liegt in der unselektiven Stérung des Pro-
tonen-Spinsystems. So wird die Polarisation gleichzeitig
auf verschiedenartige N-Atome im Molekiil iibertragen
und die Strukturaufkldrung auch von komplizierten Ver-
bindungen méglich.

Ein anderer Weg, auf dem ebenfalls Empfindlichkeit ge-
wonnen wird, fiihrt iiber den selektiven Populationstransfer
(Selective Population Transfer, SPT)?®. Diese Methode
beruht auf der selektiven Bestrahlung eines Protonen-
Ubergangs, die eine Aquilibrierung oder Inversion (Selec-
tive Population Inversion, SPI) der Populationen bewirkt,
gefolgt von einem Transfer auf verkniipfte Niveaus. Wih-
rend es fiir die Empfindlichkeitssteigerung unerheblich ist,
ob nun selektive Experimente oder unselektive DEPT- und
INEPT-Experimente durchgefithrt werden, gelingt die Be-
stimmung des relativen Vorzeichens der N,H-Kopplungen
nur bei selektiver Anregung'?'}, Fiir nicht direkt mit Proto-
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nen verbundene N-Atome existiert eine modifizierte
INEPT-Pulssequenz, die ebenfalls selektiven Polarisa-
tionstransfer bewirkt. Es gelingt damit, homonucleare
Mehrquantenkohdrenzen zu unterdriicken; alle weitrei-
chenden N,H-Kopplungen zu anderen als dem bestrahlten
"H-Kern diirfen vernachlissigt werden!??. Mit derart ,,wei-
chen", selektiven Pulsen - die Pulsbreite eines 'H-90°-An-
regungspulses entspricht etwa 5 ms - wurde es mdéglich,
die '’N-Resonanzlinie von Prolin in einem Hexapeptid zu
beobachten. Eine drastische Empfindlichkeitssteigerung
setzt allerdings eine so hochselektive Anregung voraus, wie
sie experimentell vor allem bei komplizierten Molekiilen,
auch in starken Magnetfeldern, kaum erreichbar ist.

Die beste Technik, die Empfindlichkeit zu steigern, ist
die indirekte Detektion der '*N-NMR-Signale iiber das
Protonensignal; theoretisch erreicht man damit eine Stei-
gerung um den Faktor (¥y/7x)%, d. h. um 961. Durch Er-
zeugung von Mehrquantenkohidrenzen und mit modernen
1D- und 2D-NMR-Auswertetechniken!”*>* wurden groBe
Peptide auf diese Weise bereits erfolgreich untersucht (vgl.
Abschnitt 2.3).

Eine kritische Behandlung von Vor- und Nachteilen der
zahlreichen eindimensionalen Pulssequenz-Experimente
erschien vor kurzem von Turner'®),

2.3. Heteronuclear korrelierte 2D-NMR-Spektroskopie

In den letzten zehn Jahren wurden sehr niitzliche und
raffinierte 2D-NMR-Experimente ersonnen, von denen in-
zwischen viele mit kommerziellen Geriten routinemifBig
ausgefithrt werden kdnnen. Trotzdem entwickelte sich die
'*N-2D-NMR-Spektroskopie nur langsam. Erst seit kur-
zem sind dank der allgemein besseren Geriteausriistung
und der Entwicklung der Mehrquantenkohirenz-Experi-
mente entscheidende Fortschritte zu verzeichnen. Von den
klassischen 2D-NMR-Experimenten hat nur die Technik
der '»N-'H-Verschiebungskorrelation Bedeutung erlangt,
da sie die Zuordnung der '*N-NMR-Signale via 'J(N,H)
und weitreichende J(N,H) ermdéglicht. Der Beitrag von
Benn und Giinther"® beschreibt diese klassischen 2D-
NMR-Messungen im Uberblick.

Die auf Mehrquantenkohirenzen beruhende Korrela-
tion von 'H- und N-Verschiebungen brachte ebenfalls
eine wesentliche Empfindlichkeitsverbesserung, da die
'“N-Resonanz iiber die Beobachtung skalar gekoppelter
Protonen ermittelt wird®®.. Als dritte bedeutende '*N-2D-
NMR-Technik ist die Analyse von Festkorper-'>*’N-NMR-
Spektren mit dipolarer Kopplung®”! zu nennen.

Mit 'H,'°N-verschiebungskorrelierten (COSY) 2D-
NMR-Spektren gelingt - bei Kenntnis der chemischen
Verschiebung der NH- und C,-H-Protonen - in Oligopep-
tiden die Zuordnung der '*"N-NMR-Signale®®*?%. Im Ver-
gleich zu 'H,'H- und *C,'H-2D-NMR-Experimenten sind
diese Messungen, wenn an nicht angereichertem Material
durchgefiihrt, sehr zeitaufwendig. Abbildung 9 belegt, daB
fiir das Undecapeptid Cyclosporin A mit der COLOC-
Pulsfolge®” auf diese Weise alle '*N-NMR-Signale zuge-
ordnet werden konnen; fiir die Identifizierung der 'H-
NMR-Signale wurden zusitzliche COSY-Experimente wie
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Abb. 9. COLOC-'H,'*N-heteronuclear-verschiebungskorreliertes NMR-
Spektrum von Cyclosporin A (MeBfrequenz 50.7 MHz; CDCl;, MeBzeit
36 h). Korrelationssignale beobachtet man fiir direkt an '*N-Kerne gebun-
dene Protonen (NH) sowie fiir die (geminalen) Protonen der N—C,—H--
und N(CH3;)-Gruppen. Sie ermdglichen die Zuordnung der elf N-Atome
durch ein einziges Experiment [28¢]. Cyclosporin A ist ein Undecapeptid mit
folgender Aminosaure-Sequenz (MeBmt=N-Methyl-butenyl-methyithreo-
nin):
crefo[MeBmi-Abu-Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-»-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

homonucleare NH,H(a)- und heteronucleare C(a),H(a)-
2D-Korrelationen durchgefiihrt.

Zur Beobachtung von 'SN-Kernen, die mit Protonen
koppeln, wurde ein spezielles Experiment erdacht, das auf
einer INEPT-Sequenz basiert und bewirkt, daB nach zwei-
fachem Polarisationstransfer '*N-Kerne mit der Empfind-
lichkeit der '"H-Kerne gemessen werden. Die urspriinglich
von Bodenhausen und Ruben®™" eingefiihrte Pulsfolge
wurde mehrfach durch Redfield (HANDOR-Pulsfolge)™*?!
und Bax et al.” veriandert und vereinfacht und ziihlt heute
zu den am héufigsten verwendeten 2D-NMR-Mehrquan-
ten-Experimenten. Die Vorteile dieses MeBverfahrens lie-
gen zum einen in der drastischen Empfindlichkeitssteige-
rung — der Faktor betrigt (¥u/¥n)*=961 - und zum ande-
ren in der selektiven Nachweismdglichkeit von Protonen,
die iiber eine skalare Kopplung mit einem '*N-Kern ver-
bunden sind; gerade dies ermdglicht die Identifizierung
der relevanten NH-Gruppen in groBen Biomolekii-
len?** > Abbildung 10 zeigt das Spektrum der '*N-mar-
kierten tRNA aus E. coli, anhand dessen die sechs biosyn-
thetisch aus Uridin gewonnenen Nucleotid-Einheiten
identifiziert werden kénnen und das zugleich ein Bild von
der heute mit 2D-Aufnahmetechniken erreichbaren Aufls-
sung gibt. Um die "*N,'H-Einheiten in nicht **N-angerei-
chertem Material nachzuweisen, bendtigt man fiir eine
100mM Probe des Biopolymers etwa 2-4 h MeBzeit.
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Abb. 10. Durch Erzeugung von Mehrquantenkohdrenzen erhaltenes 'H,'"N-
heteronuclear-verschiebungskorreliertes NMR-Spektrum von 'SN-markierter
tRNAM® aus E. coli (MeBfrequenz 36.5 MHz; v(H)=360.1 MHz; 65% ''N-
Anreicherung von N-3 in Uridin und den davon abgeleiteten Basen; 5 mg-
Probe gelost in 250 pL wiBriger Pufferlosung; MeBzeit 6 h). Projektionen der
'H- und '*N-NMR-Spektren sind jeweils gegeniiber den entsprechenden
Frequenzskalen aufgetragen. Weitere experimentelle Details und Informatio-
nen zur Zuordnung siehe [33a). Ein verbessertes Verfahren zur indirekten Be-
obachtung von '*N-Resonanzen wurde kilrzlich beschrieben [33b].

Inzwischen ist auch die hochauflésende Festkorper-'*N-
NMR-Spektroskopie (siche Abschnitt 4.6) so weit entwik-
kelt, dal man von Biopolymeren Spektren erhilt, die ge-
naue Informationen iiber isotrope chemische Verschiebun-
gen und dipolare *N,'"H-Kopplungen geben. Von groem
Vorteil sind dabei - da es sich meist um komplizierte Spek-
tren handelt - die 2D-NMR-Aufnahmetechnik und die da-
durch mogliche graphische Darstellung der Spektren mit
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Abb. 11. "N-CPMAS (,,Cross Polarization and Magic Angle Spinning™)-
NMR-Spektren von DNA (MeBfrequenz 15.24 MHz): a) isotrope chemische
Verschiebungen fiir B-DNA; b) fiir DNA mit geringem Feuchtigkeitsgrad : ¢)
S(N)/D(N,H)-"*N-2D-NMR-Spektrum von DNA mit geringem Feuchtig-
keitsgrad. Zuordnung der Signale siche [34].
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O(N) als F»- und D(N,H) als F,-Koordinate. In einer der
ersten Anwendungen berechneten DiVerdi und Opella N-
H-Bindungslingen in DNA anhand der gemessenen dipo-
laren '°N,'H-KopplungenP®# (Abb. 11). Ebenso wurden
von Viren-Losungen ,,D-aufgeloste* N, 'H-Spektren auf-
genommen, wobei eine spontane rdumliche Orientierung
dieser Makromolekiile im statischen Magnetfeld B, statt-
findet®> (D bedeutet hier dipolare Kopplung).

Fiir Strukturaufkiarungen iiber weitreichende Kopplun-
gen sind J-aufgeldste 2D-'"N-NMR-Spektren eine zusitz-
liche Informationsquelle. Derartige Experimente wurden
in Kombination mit Polarisationstransfer-Pulsfoigen er-
folgreich durchgefiihrt, wobei beispielsweise die INEPT-
Sequenz wihrend der Prdparationsphase einer selektiven
2D-J-Pulsfolge™® eingeschoben wurde. Auf diesem Weg
lassen sich weitreichende '*N,'H-Kopplungen in aromati-
schen und aliphatischen Verbindungen bei sehr guter
Empfindlichkeit mit groBer Genauigkeit bestimmen. Des-
halb wird diese Methode auch fiir exakte Messungen von
3J(N,H) in Peptiden vorgeschlagen (sieche Abschnitt
3.2.2).

Zusammenfassend bleibt festzustellen, dal dank der
modernen FT-NMR-Aufnahmetechniken sowie der heute
erreichbaren hohen Magnetfeldstirken und groBen Pro-
benvolumina das Problem der geringen Empfindlichkeit
des "*N-Kerns weitgehend iiberwunden ist; '*N-NMR-Un-
tersuchungen, auch von nicht angereichertem Material,
sind Routine geworden. Natiirlich miissen, je nachdem
welchen '"N-Kern man beobachten mdéchte, vor jeder
Messung die Aufnahmetechnik sorgfiltig ausgewihlt und
die Parameter prizise gesetzt werden. Dies ist oft wesent-
lich zeitaufwendiger, als man es beispielsweise von 'H-
und “C-NMR-Messungen gewdhnt ist. Ein Haupthinder-
nis, die langen T)-Relaxationszeiten und der demzufolge
kleine NOE-Effekt tertiirer 'N-Atome, wurde durch Po-
larisationstransfer - meist von den empfindlichen, schnell
relaxierenden Protonen - iiberwunden. Eine noch deutli-
chere Empfindlichkeitsverbesserung bringt die indirekte
Messung der 'N-Kerne iiber 'H-Resonanzen, wobei sich
die entsprechenden 1D- und 2D-Pulsfolgen, mit denen
man die notwendigen Mehrquantenkohirenzen erzeugt,
besonders zur Untersuchung groBer Biomolekiile eignen.
"N-NMR-Signale unmarkierter kleinerer Molekiile
(M, <500) konnen heute bei Probenkonzentrationen von
0.1 bis 0.2 M innerhalb weniger Stunden aufgenommen
werden. Abschnitt 4 prisentiert eine Vielzah! von Anwen-
dungsbeispielen aus der Organischen und Anorganischen
Chemie sowie der Biochemie.

3. Strukturabhiingigkeit spektraler Parameter

Hochaufgeloste '"N-NMR-Spektren informieren iiber
Abschirmungskonstanten (chemische Verschiebung), Spin-
Gitter-Relaxationszeiten (I), Spin-Spin-Relaxationszeiten
(T3) und skalare Kopplungen zu anderen Kerntypen (z. B.
"J(N,H)). Dies ist eine deutliche Verbesserung im Ver-
gleich zur “*“N-NMR-Spektroskopie, die sich im wesentli-
chen auf die Bestimmung chemischer Verschiebungen be-
schrinkt. Nur selten lassen sich aus '*N-NMR-Spektren
skalare Kopplungen ablesen und chemische Austausch-
prozesse und Molekiilbewegungen quantitativ charakteri-
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sieren. Dieser Abschnitt beschreibt Bedeutung und Infor-
mationspotential der ''N-NMR-Parameter.

3.1. Chemische Verschiebung

Fiir '’N-Kerne beobachtet man einen Verschiebungsbe-
reich von mehr als 1000 ppm, was etwa 40 kHz bei einem
Magnetfeld von 9.4 Tesla (v,=40.6 MHz) entspricht. Geht
man von einer Linienbreite von 1-2 Hz aus und bedenkt
die geringe Hiufigkeit der N-Atome in organischen und
bioorganischen Molekiilen, iibertrifft die Signaldispersion
sogar die Situation bei *C-NMR-Spektren. Auch wenn die
Resonanzlinien der meisten 'N-Kerne organischer Ver-
bindungen innerhaib von 500 ppm liegen, mindert dies die
hervorragende Verteilung der >’ N-NMR-Signale nicht, wie
beispielsweise das '"N-NMR-Spektrum eines Gemisches
von |- und 2-Methyltetrazol 9 bzw. 10 zeigt (Abb. 12).

Wert (etwa 380.2 ppm) willkiirlich zu definieren®”),
Generell liegt die Reproduzierbarkeit von '*N-NMR-
Verschiebungen im Bereich von + 1 ppm. Dies ist auf Ver-
nachlissigung der Suszeptibilitdtskorrekturen!”l, vor allem
bei unterschiedlicher Probenorientierung in Elektromagne-
ten und supraleitenden Magneten, sowie auf Lésungsmit-
tel- und Temperatureffekte zuriickzufiithren. Noch gréBere
Abweichungen konnen auftreten, wenn zur Bestimmung
der "N-NMR-Verschiebung hdhere Konzentrationen an
Relaxationsreagentien (> 0.05 M) erforderlich sind.

3.1.2. Grundlegende Aspekte der "> N-NMR-Verschiebungen

Abbildung 13 faBt zusammen, in welchen Bereichen die
1’N-NMR-Verschiebungen je nach Oxidationsstufen, Ko-

10° 10" 10' 10?
g’ 92 g 9‘
‘/—N\J JZ=N\3
2 -+ 2
Lﬁ/\N \l'“/N\CH3
1
CH,
9 10 ‘
h
10.6 -24 -11.7 -50.3 -52.1 -750 -104.9 -154.2
L i 1y N . 1 . -
0 -—26 -150

Abb. 12. '*'N-NMR-Spektrum eines Gemisches von 1- und 2-Methyltetrazol 9 bzw. 10 (MeBfrequenz 40.6 MHz: 200 mg in 2.5 mL CDCl;, 75 mg Cr(acac),;

MeBzeit 42 min).

Man beobachtet in einem Bereich von 170 ppm acht gut
getrennte Linien, deren Zuordnung allerdings nicht ganz
einfach ist (vgl. Abschnitt 3.4).

3.1.1. Standardisierung - Referenzsubstanzen

Alle in dieser Ubersicht erwidhnten chemischen
Verschiebungen (6-Werte) beziehen sich auf reines, in eine
Kapillare eingefiilltes Nitromethan (CH;'*NO,) als ,,exter-
ne* Referenzsubstanz, wobei kleineren Frequenzen nega-
tive und héheren Frequenzen positive §-Werte zugeordnet
werden. Alle 6-Werte enthalten keine Suszeptibilititskor-
rektur. Literaturwerte, die sich urspriinglich auf andere
Referenzsubstanzen wie NH,'*NO;, H'*’NO,; und *'NH,
bezogen, wurden umgerechnet”®. Wir haben ausschlieB-
lich Nitromethan als Standard benutzt; seine Verwendung
ermoglicht auch den direkten Vergleich mit den beiden
groBten Datensammlungen von Martin et al.’® und Wita-
nowski et al."®, Die Wahl von Nitromethan hat zur Folge,
daB die meisten 6-Werte negativ sind. Obwohl dies fiir an-
dere Kerne, beispiclsweise Metallkerne, nichts Ungewshn-
liches ist, veranlaBte es einige Autoren, andere Substanzen
wie NH; (lig.) oder NH$ als externen Standard oder als
zweite, ,kiinstliche* Referenz vorzuschlagen. Wegen der
starken Temperaturabhingigkeit der NH;-Signallage emp-
fiehlt es sich jedoch, fiir die Umrechnung einen konstanten
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ordinationszahlen und Hybridisierung typischerweise lie-
gen. Wie aufgrund der #hnlichen Elektronenverteilung
und Bindungsarten (sp*,sp’,sp) nicht anders zu erwarten,
entdeckt man viele Parallelen zur '*C-NMR-Ver-
schiebungsskala. So findet man dreifach koordinierte
N-Atome (Amine) am unteren Ende der Frequenzskala.
Vierfach koordinierte N-Atome (Ammoniumsalze und N-
Oxide) absorbieren im gleichen Bereich. Verkniipfung mit
elektronegativen Substituenten fiihrt zur Entschirmung;
fiir die drei wichtigsten Hybridisierungszustinde nimmt
die Entschirmung in der Reihenfolge sp® <sp<sp? zu.
Deutlich getrennt sind die Bereiche kohlenstoffsubstituier-
ter N-Atome mit der Koordinationszahl drei (6= —400 bis
—200) und zwei (6=—100 bis + 100). Am oberen Ende der
Skala organischer Stickstoffverbindungen sind die Signale
der Carbonyl- und Carboxyanaloga —NO bzw. —-NO,; zu
finden. Nur wenig 4ndern sich die typischen Signallagen
funktionalisierter N-Atome, wenn sie in Metallkomplexen
als Liganden fungieren, das heiBt, man beobachtet nur ge-
ringe Koordinationseffekte (,,Koordinationsverschiebun-
gen*“)¥ (vgl. Abschnitt 4.4). Dagegen beeinfluBt das freie
Elektronenpaar, ein Charakteristikum des N-Atoms, die
'N-Abschirmung immer dann ausgepriigt, wenn sich
durch energetisch tiefliegende n—n*-Uberginge der
(AE)~'-Term der paramagnetischen Abschirmungskon-
stante verdndert. So bewirkt beispielsweise Protonierung
des Azin-Stickstoffs in Pyridinen und Pyrimidinen eine

Angew. Chem. 98 (1986) 381-412
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Abb. 13. '"N-NMR-Verschiebungsbereiche organischer und anorganischer Verbindungen bezogen auf CH;NO,; positive 6-Werte entsprechen den zu hdheren

Frequenzen verschobenen '*N-Resonanzen [38]. Ar=Aryl.

Abschirmung um 100-120 ppm®™°. Derartige Effekte er-
moglichen das Studium von Protonierungsreaktionen und
Wasserstoffbriickenbindungen in organischen und bioor-
ganischen Molekiilen (vgl. Abschnitt 4.1). Kommt es durch
Wechselwirkung mit n-Systemen zur Delokalisierung des
freien Elektronenpaars, wie beispielsweise in Enaminen
und Enaminoketonen, resultiert eine Signalverschiebung
zu hohen Frequenzen, die vom AusmaB der Konjugation
des Systems abhingt!*’. Abbildung 14 illustriert den Uber-
gang von Aminen zu Enaminen, Enaminoketonen (vinylo-
gen Amiden) und Amiden, wie er durch die '"N-NMR-
Verschiebungen widergespiegelt wird. In Abschnitt 4.3
wird gezeigt, wie man diese Prinzipien fir eine Konforma-
tionsstudie von Enaminoketonen anwenden kann.

Eine weniger phinomenologische und genauere Diskus-
sion der chemischen Verschiebung von 'N-Kernen muf}
auf der Basis des paramagnetischen Anteils o der Ab-
schirmungskonstante gefiihrt werden. Dieser Anteil ist
maBgeblich fiir die relativen Signallagen schwerer Kerne.
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Auch auf der Grundlage quantenchemischer Rechnungen
wurden die gemessenen '*N-NMR-Verschiebungen einge-
hend diskutiert”™*!, In diesem Zusammenhang ist erwih-
nenswert, daB die Abschirmungskonstanten von'*N- und
*N-Kernen sowohl miteinander als auch mit berechneten
Werten ohne weiteres verglichen werden kénnen, da Mes-
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Abb. 14. 'SN-NMR-Verschiebungsbereiche von @) tert. Aminen, ® Enami-
nen, (© Enaminoketonen und ® Amiden.
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sungen an einer Serie isotopomerer Molekiile einen kon-
stanten Wert (bei einer Abweichung von +8- 10~ %) fiir
das Verhiltnis der Resonanzfrequenzen erbrachte. Das
derzeit verfiigbare Datenmaterial deutet darauf hin, da
sich primire Isotopeneffekte in der GréB8enordnung von
einigen Zehntel ppm!”™ bewegen und deshalb praktisch zu
vernachlissigen sind (vgl. auch 7®")). Dabei muBl man sich
jedoch bewuBt sein, daB '“N-NMR-Verschiebungen wegen
der extremen Linienbreiten (bis zu einigen kHz) teilweise
mit groBen Fehlern behafter sind (einige ppm), wahrend
die *N-NMR-Verschiebungen mit einer Genauigkeit von
+0.5 ppm angegeben werden kdnnen.

A5(N)

‘N/N(CH;)z L
2 p
@ : ’
X 8 F
L L]
11
4 b
L Cla
X: NICH,) OCH, CH, F H - CN NO,
N °y i /6 1 1 n L,
01 0.2 0.3 @

Abb. 15. Korrelationen von A§(N)=86%—61 mit F=(0,0,+0r0r)/ (01 +0r)
der N-1-NMR-Linie p-substituierter Benzaldehydhydrazone 11; (@) gemes-
sen in CsHyz, (W) in (CH,),SO und (A) in CH,OH [42).

Sowohl '’N- als auch '“N-NMR-Signallagen werden
vom Medium beeinfluBt, das heiBt, sie sind 16sungsmittel-,
konzentrations- und temperaturabhingig. Je nach Lé-
sungsmittel und Molekiilstruktur kdnnen diese Effekte ei-
nige zehn ppm betragen, ein Beispiel findet man in Abbil-
dung 15. Die substituenteninduzierten Verschiebungen der
p-substituierten N,N-Dimethylbenzaldehydhydrazone 11
korrelieren gut mit den entsprechenden Hammett-Kon-
stanten, wobei das Ldsungsmittel die Steigung bestimmt -
was auf den Ursprung der Effekte hinweist*?. H4ufig kor-
relieren die vom Lésungsmittel induzierten Verschiebun-
gen der '"N-NMR-Signallagen sehr gut mit seiner Fihig-
keit zur Bildung von Wasserstoffbriicken; typische Bei-
spiele sind die *N-Resonanzlinien zweifach koordinierter
N-Atome in Azinen und Azolen, wie man sie in vielen he-
terocyclischen Systemen antrifft™** (Tabelle 2). Der Grenz-
fall, die vollstindige Protonierung des N-Atoms, verur-
sacht eine Verschiebung um etwa 120 ppm zu kleineren
Frequenzen (siehe®). Einen guten Uberblick iiber die L6-
sungsmittelabhingigkeit von '*N-NMR-Verschiebungen
vermittelt’™; einige Beispiele finden sich in Abschnitt
4.1.

Mehrere Autoren untersuchten, inwieweit bei '*N-
NMR-Verschiebungen Deuterium-Isotopeneffekte zu be-
obachten sind - doch ist das Zahlenmaterial hierzu noch
ziemlich diirftig. In einer der ersten Studien fanden Litch-
man et al."*¥ eine Verschiebung zu kleineren Frequenzen
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Tabelle 2. Ldsungsmitteleffekte AS{N) fir Pyridin (in ppm) [43}.

Gas- CeH,2 CCl, CeHe ohne DMSO

phase Solvens [a)

0 -1.5 —4.3 -49 -6.3 -6.9

CH,Cl, CHCl, CH,0H H,O TFE
[b]

—9.1 —12.5 -249 -28.1 -399

[a] (CH:);S0. [b] CF;CH,0H.

um 0.68, 1.29 und 1.96 ppm fiir mono-, di- bzw. trideute-
rierten Ammoniak; fiir ['*C-2,3-'°N,-guanidino]Arginin be-
tragt die Verschiebung pro Deuteriumatom —0.6 ppm™.
Auch bei Enaminoketonen wurden Deuterium-Isotopenef-
fekte gemessen, doch iiberschreiten sie selten 0.1 ppm™ e,
Viel groBere Verschiebungsdifferenzen (einige ppm) regi-
striert man, wenn die Deuterierung rasche Tautomeren-
gleichgewichte, beispielsweise bei 2-Hydroxy-azoverbin-
dungen, beeinfluBt™’. Isotopeneffekte kdnnen deshalb
zum Nachweis und quantitativen Studium tautomerer Sy-
steme herangezogen werden.

Wegen der vielfiltigen Abhingigkeit der '*N-NMR-
Verschiebungen (Losungsmittel, Temperatur etc.) ist die
Signalzuordnung bei Strukturaufklirungen unter Umstén-
den schwierig. Es gibt jedoch eine Vielzahl von Zuord-
nungskriterien und Techniken, die zusammenfassend in
Abschnitt 3.4 abgehandelt werden. Die Méglichkeiten ha-
ben sich wesentlich vergroBert, seit durch INEPT-, DEPT-
und heteronuclear-korrelierte 2D-NMR-Experimente auch
N,H-Kopplungskonstanten zuginglich sind. Im Verlauf
dieser Entwicklung wuchs das Wissen iiber weitreichende
N,H-Kopplungen ("J(N,H), n=2,3,4), so daB sie heute
ebenfalls zur Strukturaufklirung herangezogen werden
konnen.

3.2. Spin-Spin-Kopplungskonstanten

Im Gegensatz zu ihren nahezu gleichen chemischen
Verschiebungen sind die Kopplungskonstanten der N-Iso-
tope zu X-Kernen von den magnetogyrischen Konstanten
¥(**N)=1.9324 und y('°N)=-2.7107 abhidngig. Aus Glei-
chung (b) ist zu entnehmen, dal '*N,X-Kopplungskon-
stanten etwa um 40% grofBer sind als die entsprechenden
1“N,X-Kopplungskonstanten ; auBerdem haben sie das ent-
gegengesetzte Vorzeichen.

JONX)=y("*N)/#("*N) - J(*N,X)=—1.40 - J(*N,X) (b)

Hier sei daran erinnert, daB} eine ,,reduzierte Kopplungs-
konstante* K(X,X’) eingefithrt wurde, um die Kopplungs-
energien verschiedener Kerne (Isotope oder Elemente)
vergleichen zu kénnen!*® [Gleichung (c)].

4n?

hyxyx:

K(X,X') = SJXXD)IN-ATE.m 7Y (©)

Diese Definition eliminiert den EinfluB (von GréBe und
Vorzeichen) des magnetogyrischen Verhiltnisses; K cha-
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rakterisiert folglich Weg und Mechanismus der skalaren
Spin-Spin-Wechselwirkung. In der Praxis werden die
Kopplungsenergiebetrage immer als J- oder |J|-Werte an-
gegeben.

3.2.1. Unmittelbare '*N,X-Kopplungen (' J(N,X))

Wie in der '*C-NMR-Spektroskopie fiir CH- beobachtet
man in der '*"N-NMR-Spektroskopie fiir direkte NH-Bin-
dungen die groBten Kopplungskonstanten, und wiederum
sind sie ein MaB fiir den s-Charakter des Hybrid-Orbitals
der betreffenden N—H-Bindung (vgl. Schema 3). Es gibt
mehrere empirische Gleichungen, die diese lineare Bezie-
hung beschreiben: '

'J(N,H)=—2.94 - (%s) [Hz] (den
(NH)=—2.33 - (%s) + 6 [Hz] (e)*A
'J(N,H)=—1.69 - (%s)—17 [Hz] (HHY
N OH
]
G ek
i NH, NH,
NH, H I‘I:I
oN
|
H
'INH) gel. —76.9[49]  —96.0 [49] —76.6 —96.8[50] —136[49]
{Hz} ber. —73.5 —98.0 =735 -98.0 -147
%s 25 33 25 33 50
Schema 3.

Gleichung (d) ist bei geladenen Spezies vorzuziehen und
reproduziert die 'J(N,H)-Werte in Schema 3 innerhalb
" +3.5 Hz, nur nicht den Wert fiir protoniertes Benzonitril
(—11 Hz). Anhand dieser Korrelationen laBt sich umge-
kehrt die Hybridisierung des N-Atoms - natiirlich nur néa-
herungsweise - abschitzen. Beispielsweise deutet der Ver-
gleich der kleinen 'J(N,H)-Werte der 1,2-disubstituierten
Triaziridine 24 und 25 (51.7 bzw. 58.1 Hz, vgl. Abschnitt
4.2)** mit dem fiir NH; bestimmten Wert von 62+2 Hz'™!
auf eine pyramidale Geometrie an N-3.

NH,
N SN |\ Ha
l P/ l P I,
N~ “NH, N N

-825 -876 -805
NH,
_ NH, NN NH,
‘ Z l P/
N~ “NH, N
=774 -84.0
-81.8 -78.0

Schema 4. Unter den Formeln sind die Kopplungskonstanten 'J(N,H) [Hz]
angegeben [39].

Schema 4 macht deutlich, daB die 'J(N,H)-Kopplung in
Aminopyridin- und -pyrimidin-Derivaten vom Substitu-
tionsort abhingt; dieser beeinfluBt die Moglichkeit der
Konjugation und damit die Hybridisierung des N-Atoms.
Auf diese Weise k6nnen Aminogruppen in Azinen zuge-
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ordnet werden - iibrigens in Ubereinstimmung mit den an-
hand der chemischen Verschiebungen getroffenen Zuord-
nungen™, Fiir die 3- und 4-Aminogruppen in 3,4-Diami-
nopyridin werden Rotationsbarrieren (um die N—C-Bin-
dung)®! von 22.1 bzw. 31.3 kJ/mol gemessen, was eben-
falls die schwiichere Konjugation und hohere Pyramidali-
tat der NH,-Gruppe in 3-Position belegt. Es bleibt anzufi-
gen, daB die N,H-Kopplung in Anilin-Derivaten auch 16-
sungsmittelabhingig ist. 'J(N,H) nimmt zu, je gréBer die
Tendenz des Losungsmittels ist, Wasserstoffbriicken zu
den NH,-Gruppen aufzubauen; AJENE® betrigt bei-
spielsweise 4-5 Hz!%®,

Ein H/D-Isotopeneffekt konnte fiir 'J(N,H)-Kopplun-
gen nicht beobachtet werden: Fir NH,D, NHD, sowie
ND; ist J(N,D) mit 9.45+0.2 Hz nahezu konstant. Aus
diesem Wert folgt, daB 'J(N,H) im NH;-Molekiil 61.4 Hz
betrigt ('J(N,H)=¥./¥o - J(N,D)=6.494 - J(N,D)) - in gu-
ter Ubereinstimmung mit Resultaten direkter Messun-
gen!*4l,

Von den Konstanten fiir unmittelbare Kopplungen zu
anderen Kernen wie >C, '*N, ¥Si und *'P ist zu erwarten,
daB sie parallel mit dem magnetogyrischen Verhiltnis des
X-Kerns abnehmen, da bei leichten Elementen hauptsich-
lich der Fermi-Kontakt-Mechanismus die Kopplung be-
stimmt!>”), Tatsichlich findet man bei den Aminophos-
phan-Derivaten die groften 'J(N,P) mit 50 bis 95 Hz"%.
Die Kopplung zwischen '>C- und '*N-Kernen ist dagegen
viel kleiner: Ihr Betrag schwankt fiir Alkylamin-Derivate
zwischen 2 und 5 Hz, steigt jedoch mit zunehmendem
s-Charakter der N- und C-Orbitale und erreicht in Aceto-
nitril und Diazomethan schlieBlich —17.5 Hz"% bzw. —20.2
Hz'%". Eine allgemeingiiltige Beziehung zwischen 'J(N,C)
und dem s-Charakter scheint es aber nicht zu geben, wenn
auch 'J(N,C)=0.0125 (%s)c - (%s)n'*Y vorgeschlagen wur-
de. Wie auch die groBen Datensammlungen" iber
'J(N,C) belegen, beeinflussen zusitzliche Faktoren wie
Elektronegativitit der Substituenten an '*N,n-Bindungs-
anteil sowie riumliche Orientierung des freien Elektronen-
paars die Kopplungskonstante erheblich. Beispielsweise
erbringt das freie Elektronenpaar des Pyridinstickstoffs ei-
nen positiven Beitrag zu 'J(N,C). Dies erklirt die kleine
Kopplung in der freien Base und die groBen negativen
Werte fiir das Pyridinium-Ion und das N-Oxid"®'! (Schema
5). Dariiber hinaus ist es moglich, daB andere Mechanis-
men, die nicht auf der Fermi-Kontakt-Wechselwirkung ba-
sieren, bedeutende positive oder negative Beitrige zur
Kopplung zwischen *N- und *C-Kernen liefern'*?.

O O Q)
N7 7 ?i‘/
rlc o®

+062 -11.85 -15.23

Schema 5. Unter den Formeln sind die Kopplungskonstanten 'J(N,C) [Hz]
angegeben [61).

3.2.2. Weitreichende '*N,X-Kopplungen ("J(N,X), n=2,3)

In diesem Abschnitt beschrdnken wir uns auf die Dis-
kussion der '*N,'H- und '*N,'’C-Kopplungskonstanten
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und ihrer Bedeutung fiir die Strukturaufklarung. Gewdhn-
lich sind diese Werte kleiner als 20 Hz und damit im glei-
chen Bereich wie 'H,'H- und "*C,'H-Kopplungskonstan-
ten. Wihrend sich J('*N,'H) an Material mit natiirlicher
Isotopenhiufigkeit bestimmen 148t, benstigt man zur Mes-
sung von '*N,"C-Kopplungskonstanten entweder '>C-
oder '"N-angereicherte Verbindungen, da die Isotope nur
mit 1.1 bzw. 0.37% natiirlicher Haufigkeit vorkommen.
5N, 'H-Kopplungskonstanten sind deshalb in der Analytik

beispielsweise zur Signalzuordnung und Konfigurations- .

bestimmung sowie fiir Konformationsstudien, sehr niitz-
lich, wihrend *N,”*C-Kopplungskonstanten' bei der Er-
forschung von Reaktionsmechanismen und Biosynthese-
wegen eine groBe Hilfe sind. Mit den modernen Pulsfolgen
(vgl. Abschnitt 2.2) wurde mehr und mehr iiber ("*N,X)-
Kopplungskonstanten bekannt; so konnten die wichtigsten
Merkmale ihrer Strukturabhingigkeit bestimmt werden.
Schema 6 stellt typische Werte fiir 2J(N,H) und 3J(N,H)
organischer Fragmente vor. In H—-C=N-Systemen beob-
achtet man relativ groBe Kopplungen von 10 bis 20 Hz, fiir
die vor allem der Elektronentransfer nichtbindender Elek-
tronen in das antibindende o*-Orbital der C—H-Bindung
mafBgeblich ist®". Pyridinium- und Pyrimidinium-Verbin-
dungen sind Beispiele dafiir, dafl Protonierung und Qua-
ternisierung zweifach koordinierter, sp’-hybridisierter N-
Atome eine drastische Abnahme von 2J(N,H) bewirken
(Schema 6)[55*,

Q. &

[/
" |
H %o
-10.76 -301 +0.47 (-114.5
+2.7
K, " OH
@H >=n/ R—(]:n—coda CHyNH,
” H ONH,
-45 -139 £2 -10

\

\H \H H O.
DS I VA

h|I \
H CH, He
-15 -40 7.4 (1,3} 4.8(Hy,) 163
6.0 {1,4) 1.0(He)
1.0 (24)

Schema 6. Unter und gegebenenfalls Giber den Formeln sind die Kopplungs-
konstanten "J(N,H), n=2,3 [Hz] angegeben {7a,b].

Als man begann, INEPT- und DEPT-Pulsfolgen zur
Messung protonengekoppelter '’N-NMR-Spektren heran-
zuziehen, erkannte man, daB bei Azinen'® und Azolen!"”
der optimale z-Wert durch (2-2J(N,H)) ~' gegeben ist. Fol-
gendes Beispiel belegt den Nutzen von 2J(N,H-6)=11.1 Hz
in 2-Acetylpyridin 12 bei der Messung eines protonenge-
koppelten, refokussierten INEPT-Spektrums. Das sehr
komplizierte Spektrum (Abb. 16a) vereinfacht sich durch
selektive 'H-Entkopplung wihrend der Acquisitionszeit.
Mit diesen Experimenten (Abb. 16b) gelingt es, simtliche
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weitreichenden N,H-Kopplungskonstanten einschlieBlich
ihrer Zuordnung zu bestimmen; entsprechende Messungen
ermdglichen es, die Substitutionsmuster komplizierter
Stickstoff-Heterocyclen aufzukliren (siehe Abschnitt 4).

}W W :l:j ::
\ 2

Abb. 16. INEPT-'"N-NMR-Spekiren von 2-Acetylpyridin 12 (MeBfrequenz
20.3 MHz; 90% v/v in (CD5),CO): a) protonengekoppelt; 11000 Pulse; b)
selektive Bestrahlung der CH;-Resonanz; 1500 Pulse [65a).

Die detaillierte Untersuchung von N,H-Kopplungskon-
stanten in Azolen® enthiillte eine subtile Abhingigkeit
von 2J(N,H) und *J(N,H) vom Kopplungsweg, d. h. von
Konnektivitit, Geometrie und Bindungsordnung (Schema
7). Derartige Informationen - auch wenn sie nur halb-

AN
2J(N,H) N—CHy 1.5-1.9
[HZ] N ,
N—C 3.1-9.1
/ N
H
N\ Vi
N-¢” 7.2-12.0
N=C_
H
N /
N=C 10.5—15.5
N=C_
H
. ‘II ]
3J(N*,H) N, C—H <2
[Hz] h]l
*I 1l
N, C—H 1.0-2.2
N 7/
c
|
*ril : H 3.0
LN 0-7.4
c
I
‘h': I
> \N//C—H 6.0-10.5

Schema 7.
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quantitativ sind - kénnen fiir die Strukturaufklirung sowie
fir die Abschitzung von Kopplungskonstanten sehr wich-
tig sein; anhand dieser Informationen kénnen wiederum
die Wartezeiten bei Polarisationstransfer-Experimenten
und heteronuclearen 2D-Experimenten optimiert werden.

In aliphatischen Systemen sind weitreichende N,H-
Kopplungen gewdhnlich klein (<4 Hz) und, da es sich
meist um duBerst komplizierte Spinsysteme handelt, nicht
ohne weiteres zuginglich. Betridchtliches Interesse an der
*J(N,H)-Kopplung erweckte die Vermutung, daB sie zur
Vorhersage der Torsionswinkel y und y in Peptidsystemen
herangezogen werden kann (Schema 8)". Obwohl die
Diederwinkel-Abhingigkeit

*J(N-CO—-CH)=A cos’w+Bcosy+C

sowohl theoretisch®® als auch experimentell® belegt wur-
de, schriinkt der kleine Wertebereich von 3J(N,H) die Aus-
sagekraft der Methode ein. Als zusitzlicher Unsicherheits-
faktor bei der Anwendung der Gleichung zur Losung ste-
reochemischer Probleme kommt hinzu, daB bei derart
kleinen Werten beide Vorzeichen denkbar sind.

(o]

H
| ¢ ¢g w
\C/N\(le? \<N/
1l / X |
o H )((:s w H
Schema 8.

Die relativen Vorzeichen von N,H-Kopplungskonstan-
ten erhilt man entweder durch die entsprechenden Stan-
dard-Doppelresonanz-Experimente!”” oder iiber Spektren-
analyse und -berechnung. Wie erwartet, sind die haupt-
sichlich von der Fermi-Kontakt-Wechselwirkung be-
stimmten Kopplungskonstanten 'J(N,H) immer negativ,
wihrend fiir 2J(N,H) und *J(N,H) beide Vorzeichen mog-
lich sind; ganz allgemein sind N,H-Kopplungskonstanten
> 10 Hz negativ!’'\. Fiir Pyridin und Pyrimidin wurden die
relativen Vorzeichen samtlicher N,H-Kopplungen durch
SPT-Experimente®'? bzw. durch Berechnung der Spek-
tren’? bestimmt. Tabelle 3 enthilt die iibereinstimmenden
Werte.

Tabelle 3. GroBe und relative Vorzeichen von Kopplungskonstanten "J(N,H)
[Hz] in Pyridin [21c] und Pyrimidin [72].

4

5= 5’\N
a‘ ] N/)z

H-2 H-3 H-4 H-5 H-6
Pyridin —10.93 —1.48 T +0.27 —1.48 ~10.92
Pyrimidin —14.42 - +0.54 -1.07 -10.76

Weitreichende '°N,'’C-Kopplungen sind generell klei-
ner als 10 Hz. Am besten lassen sich die Werte den "*C-
NMR-Spektren '*N-markierter Verbindungen entnehmen.
Wie 2J(N,H) ist auch 2J(N,C) von der riumlichen Orientie-
rung des freien Elektronenpaars am Stickstoffatom relativ
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zum entsprechenden C-Atom abhingig, wobei fiir die syn-
periplanare Anordnung deutlich groBere Werte beobachtet
werden als fiir die antiperiplanare”™ (Schema 9). Wie die

@ @ \@ O

55

(-)11.0174] (+)1.8174 (-19.4 [78] (257

Schema 9. Unter den Formeln sind die Kopplungskonstanten 2J(N,C) [Hz}
angegeben.

Spektren von (E)- und (Z)-Azoxybenzol zeigen, schwicht
der Einbau anderer X-Atome die Abhingigkeit der
N—C—C-Kopplung von der Molekiilgeometrie nicht. So
konnte anhand 2J(N,C) der Strukturbeweis fiir die beiden
stereoisomeren Azimine 13 und 14 erbracht werden, die
durch Addition von Phthalimidonitren an (E)- bzw. (Z)-
Azobenzol entstehen (Schema 10)%), Da fiir N-2 und N-3
in 13 und 14 dhnliche chemische Verschiebungen gemes-
sen wurden, basiert ihre Zuordnung auf den stark abwei-
chenden 'J(N,C)-Werten - in Analogie zu den Azoxyben-
zol-Derivaten und aufgrund einer theoretischen Analyse
von 'J(N,C)-Werten'®?. Die (E)- und (Z)-Konfigurationen
ergeben sich eindeutig aus den 2J(N,C)-Werten der '*C-
NMR-Spektren [2,3-N;]-markierter Substanzen.

9 Qe

o] o]
13 14
13 4
JJN-2,C-2) 136 123 [Hz}
'J(N-3,C-3) 3.0 2.0
2J(N-3,C-2) 6.9 20
2J(N-2,C-3) 1.5 <0.5

Schema 10.

Von welchem Nutzen N,C-Kopplungskonstanten fur die
Interpretation biosynthetischer Studien sein konnen, wird
in den Abschnitten 4.1 und 4.5 vorgefiihrt.

3.2.3. SN,”* N-Kopplungskonstanten

Wegen mangelnder Empfindlichkeit gelingt es nur in
Spektren '*N-markierter Substanzen, N,N-Kopplungen
nachzuweisen. Trotzdem wurde betrichtliches Datenmate-
tial zusammengetragen und in Ubersichten prisen-
tiert’®7%, Die Kopplungskonstanten sind klein (<25
Hz), da die beiden miteinander koppelnden Kerne nur ein
kleines magnetogyrisches Verhiltnis haben. Fiir eine Kor-
relation zwischen den 'J(N,N)-Werten und dem s-Charak-
ter der bindenden Orbitale oder der Linge der N,N-Bin-
dung gibt es keine Hinweise (Schema 11).
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o ,
cl ) \N
\P:\=JI=N SN-nCHy,  {/ NEN‘ D—f=n
n,
2L0 22 -129(7al 9.2 [Hz]
CeHs Pay ® o
N
NH—NH, [CCH,)Zr—N=N|,N, N=N—CHC0,C.Hy
6.7 6.2 (783l 56
N=N
2517801

Schema 11. Unter und gegebenenfalls iiber den Formeln sind die Kopplungs-
konstanten 'J(N,N) [Hz] angegeben [7a, b). Der Wert fiir N; wurde aus dem
experimentellen Wert fiir " N'*N [78b] nach Gleichung (b) berechnet.

Quantenchemische Rechnungen sagen voraus, daB die
meisten 'J(N,N)-Werte aufgrund des hohen Beitrags des
freien Elektronenpaars an ,,s-hybridisierten** Orbitalen ein
negatives Vorzeichen” haben und daB GrdBe sowie Vor-
zeichen vom Diederwinkel mit dem freien Elektronenpaar
abhidngen'®".. Eine genaue Interpretation der N,N-Kopp-
lungskonstanten ist nur auf der Basis experimentell be-
stimmter Vorzeichen moglich””l, doch leider fehlen diese
in den meisten Fillen. Beispiele fiir Strukturzuordnungen
unter Einbeziehung von N,N-Kopplungskonstanten finden
sich in Abschnitt 4.

3.3. '*N-Relaxationszeiten

T, und T,, die beiden Zeitkonstanten, die die Relaxa-
tionsprozesse charakterisieren, sind fiir die *N- und ""N-
NMR-Spektroskopie von sehr unterschiedlicher Bedeu-
tung. Beim '*N-Quadrupolkern beeinfluBt die transversale
Relaxationszeit T, die MeBbarkeit der NMR-Signale. T ist
fiir die Linienbreite Av,,, maBgeblich, die von einigen Hz
bei hochsymmetrischer Elektronenverteilung bis zu mehre-
ren kHz bei unsymmetrischen groBen Molekiilen variiert.
Man hat also wegen schneller, zur Linienverbreiterung fiih-
render Relaxation einen Empfindlichkeitsverlust (T>=
1/mAv= 65 ms bis 65 pus fiir Av=5 Hz bis 5 kHz).

Eine andere Situation liegt beim Isotop N mit dem
Spin 1/2 vor, dem ein derart effektiver intramolekularer
Relaxationsmechanismus fehlt. Als Kern mit kleinem ma-
gnetischem Moment ist er entweder von der rdumlichen
Nihe eines empfindlichen Kerns abhingig - die Voraus-
setzung fiir schnelle dipolare Spin-Gitter-Relaxation
(TPDy—! _ oder von der Existenz starker Magnetfelder
(By), da sich dann der durch die Anisotropie der Abschir-
mungskonstante (Chemical Shift Anisotropy, CSA) verur-
sachte RelaxationsprozeB (T{54)~! stirker auswirkt. Die
Spin-Gitter-Relaxationsgeschwindigkeit (77)~' bestimmt
die Wartezeit zwischen den Einzelpulsen, also die Wieder-
holungsgeschwindigkeit in Standard-Pulsexperimenten. So
wird deutlich, daB NH,- und NH-Gruppen wegen ihrer ef-
fizienten 'H,'SN-dipolaren Relaxation viel einfacher nach-
zuweisen sind als tertiire '>N-Atome, die, da nicht direkt
an H-Atome gebunden, sehr lange T,-Zeiten haben und
bei denen deshalb auch der NOE-Effekt ausbleibt (vgl.
Abschnitt 2.1). Seit starke Magnetfelder von By;=9.4 und
11.7 Tesla zur Verfligung stehen, ist die Messung tertidirer
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N-Atome weniger zeitaufwendig. Der CSA-Term, der fiir
alle groBeren Molekiile zu 1/T, beitrigt, steigt proportio-
nal zu BZ [Gleichung (g)I* und bewirkt damit eine deutli-
che Abnahme der T)-Relaxationszeit (Tabelle 4).

(T~ ' =f&r&Bi(o—0.) 1 (8)

Tabelle 4. Feldstirkeabhingigkeit der '*N-Spin-Gitter-Relaxationszeiten
T\/s.

Bo=1.4 4.2 4.7 94T
NaNO; (a] 19.0 17.5
KCN [b] 21.2 14.5
2-Chlor-
pyrimidin [c] 170 114

[a] 99% '*N, 1.1 M in D,0, 25°C [b]. 95% *N, 7.9 M in D;0, 30°C (aus
Tabelle 2.3 in [7a]). [c] 99% 'SN3, 1.6 m in (CD;);CO, 25 °C.

Bedenkt man, daB die Anisotropie der chemischen
Verschiebung Aoc=0,—~c, bei '*’N-Kernen bis zu viermal
groBer ist als bei '*C-Kernen, wird deutlich, warum der
B3-abhingige CSA-Relaxationsmechanismus gerade bei
“N-Hochfeld-NMR-Messungen so wirksam ist.

Bei geringeren Feldstirken ldBt sich die Relaxation
durch Zugabe von paramagnetischen Relaxationsreagen-
tien wie Cr(acac);, Ni(acac); oder Gd(dpm),®" und
[Gd(2:2:1)}*®-Cryptat zu wibBrigen Losungen!® stark be-
schleunigen (dpm=Dipivalomethanato). Dadurch erhéht
sich die Spin-Gitter-Relaxationsgeschwindigkeit (7)) "' -
hiufig um das 10- bis 100fache®" -, und die Mefzeit ver-
kiirzt sich erheblich. Die jiingste und effizienteste Metho-
de, die durch lange T,-Relaxationszeiten bedingte geringe
Empfindlichkeit zu erhéhen, ist der Polarisationstransfer
von hidufig vorkommenden, empfindlichen und schnell re-
laxierenden Kernen (z. B. 'H, "’F) auf *N-Kerne mit den
INEPT- und DEPT-Pulsfolgen (Abschnitt 2.2). Die Wie-
derholung einer Pulsfolge wird dabei durch die schnelle
Relaxation der Protonen und nicht durch die langsame
1*N-Relaxation bestimmt!''-'?,

Recht kompliziert ist die Abhéngigkeit der Spin-Gitter-
Relaxation von der Molekiilbewegung, genauer, den Re-
orientierungs- oder Korrelationszeiten 7.. Abbildung 17
zeigt, daB im ,,extrem-narrowing‘‘-Bereich, wenn [t wn +
wy)* <€ 1] gilt, T, fir kleine, sich schnell bewegende Mole-
kiile linear mit zunehmender Korrelationszeit 7. abnimmt
und bei 7.=10"° bis 108 ein Minimum erreicht. Fiir 14n-
gere Korrelationszeiten, d. h. fiir grofiere Molekiile, beob-
achtet man wieder eine Zunahme von T, also eine Ver-
langsamung der Relaxation. In diesem Bereich sind die
groBen Biomolekiile wie Proteine und Nucleinsduren an-
zusiedeln, wobei Abbildung 17 deutlich macht, daB sich
bei stirkeren Magnetfeldern die Relaxation noch mehr
verlangsamt. '

Zusammenfassend bleibt zu betonen, daB fiir die Opti-
mierung von '*N-NMR-Experimenten eine Betrachtung
der Spin-Gitter-Relaxationszeiten unerldBlich ist. Da T-
Werte stark von den experimentellen Gegebenheiten wie
Feldstarke, Konzentration, Lésungsmittel und Temperatur
sowie von der Molekiilstruktur abhingen, leisten Daten-
sammlungen nur beschrinkt Hilfestellung; typische T)-
Zeiten einiger Molekiile findet man in"”*<4.
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Abb. 17. Dipol-Dipol-Relaxation (T") als Funktion der Korrelationszeit r,
(isotrope Reorientierungszeit der Molekiile) fiir verschiedene Magnetfeld-
starken B, [7a].

3.4. Zuordnungstechniken

Bei Verbindungen mit mehreren N-Atomen, vor allem,
wenn diese wie bei Polypeptiden und Polynucleotiden Be-
standteile sich wiederholender Struktureinheiten sind, ist
die Zuordnung der *N-NMR-Signale problematisch. Aber
sogar bei kleinen Molekiilen kann die 1dentifizierung der
'>'N-NMR-Signale eine anspruchsvolle Aufgabe sein.

Die erste Schwierigkeit besteht - besonders bei Spektren
mit geringem Signal-Rausch-Verhiltnis - in der Unter-
scheidung zwischen echten und unechten, von der Elektro-
nik hervorgerufenen NMR-Signalen. Die variablen T'-Zei-
ten und der negative NOE-Effekt bringen sehr unter-
schiedliche Signalintensititen mit sich, und die Gefahr ist
grof3, dafl schwache Signale im Rauschen untergehen. Um
sicher zu sein, daf} tatsichlich alle NMR-Resonanzen ge-
messen wurden, ist es hiufig erforderlich, mehrere der in
Abschnitt 2 vorgestellten Experimente durchzufiihren -
beispielsweise Pulsfolgen mit und ohne NOE-Entwicklung
und Polarisationstransfer-Experimente mit unterschiedli-
chen Wartezeiten 7. Das zweite Problem betrifft die Zuord-
nung der NMR-Signale zu spezifischen N-Atomen. Ent-
sprechend der Diskussion der spektralen Parameter in Ab-
schnitt 3 bieten sich folgende Kriterien und Techniken
an:

- chemische Verschiebungen, einschlieBlich Substituen-
teneffekten

~ N-H-Austauschreaktionen und Protonierung

~ Lanthanoiden-Verschiebungsreagentien (Lanthanoide-
Induced Shifts, LIS)

- NOE-Effekt

- N,H- und N,X-Kopplungskonstanten

~ N,H- und N,X-Korrelationsexperimente (1D und 2D}

- Spin-Gitter-Relaxationszeiten

- Isotopenmarkierung.

Die wichtigste Hilfe bei der Zuordnung bietet die Ana-
lyse der protonengekoppelten '*N-NMR-Spektren. Dank
der Entwicklung moderner 1D- und 2D-Pulssequenz-Ex-
perimente verzeichnete hier die 'SN-NMR-Spektroskopie
ihre grofiten Erfolge wihrend der letzten Jahre. Auch pa-
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ramagnetische Verschiebungsreagentien (Lanthanoiden-
Komplexe) haben sich in einigen Filleni®*%34 als sehr
niitzlich erwiesen. In Oligopeptiden sind die unterschiedli-
chen Austauschgeschwindigkeiten freier und iiber Wasser-
stoffbriicken gebundener NH-Gruppen ein gutes Krite-
rium fiir ihre Zuordnung. Zusitzlich gibt es beispielsweise
fir Azole®®™ und Azine®®® Verschiebungsinkremente auf
empirischer Basis, wihrend fiir eine Vielzahl von Struktur-
einheiten MO-Berechnungen durchgefiihrt wurden, die
ebenfalls zur Abschitzung und Zuordnung von *N-NMR-
Verschiebungen beitragen kénnen!*' 7587,

4. Chemische Anwendungen

Das Anwendungspotential der '*’N-NMR-Spektroskopie
in der Strukturchemie hat sich wéhrend der letzten Jahre
stark erweitert - vor allem wegen der gestiegenen Nach-
weisempfindlichkeit und der verbesserten Zuginglichkeit
'H-gekoppelter >’N-NMR-Spektren. Dieser Abschnitt bie-
tet Beispiele aus der Organischen Chemie, der Biochemie,
der Organometallchemie und der Komplexchemie. Sie il-
lustrieren sowohl die in den vorangegangenen Abschnitten
aufgezeigten Gesetzmifgikeiten als auch die Breite der
Anwendungsmoglichkeiten und die generelle Leistungsfi-
higkeit der '*’N-NMR-Methode als Sonde bei Strukturauf-
klirungen und mechanistischen Studien.

4.1. Strukturen und Bindungsverhiiltnisse organischer
Molekiile

Die '>’N-NMR-Spektroskopie eignet sich besonders gut
zum Studium isomerer Stickstoff-Heterocyclen, bei-
spielsweise der isomeren Acetylpyrazole vom Typ 15 und
16, die als Vorstufen biologisch aktiver Substanzen™ aus
monosubstituierten Hydrazinen und 3-(Ethoxymethylen)-
2,4-pentandion gebildet werden. Das Produktverhéltnis
wird dabei durch den Substituenten R (Schema 12) be-

CH;C(\)\C/COCH;, R-NHNH,
1]
CHOC,H,
CH,;CO CH, CH,CO CH;
/ \W + T\,
N"N \Nz/N\R
|
R
15 16
Schema 12.

stimmt. Da die Signale der dreifach bzw. zweifach koordi-
nierten Atome N-1 bzw. N-2 anhand ihrer chemischen
Verschiebungen leicht zu unterscheiden sind (Abb. 18), ge-
lingt es, die Isomere iiber geminale und vicinale N,H-
Kopplungen zu identifizieren (INEPT-Experiment)!.
Wie nach den bereits in Abschnitt 3.2.2 abgeleiteten Ergeb-
nissen zu erwarten war, beobachtet man fiir das Pyrazol 16
groBe 2J(N-2,H)- und 3J(N-1,H)-Werte (z.B. fiir 16a,
R=CO0,C,Hs: 13.7 bzw. 9.0 Hz), dagegen betragen die ent-
sprechenden Werte fiir 15a nur 3.4 bzw. 1.9 Hz; fir N-
Benzyl-Derivate erhilt man sehr 2hnliche Zahlen.
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Abb. 18. Refokussiertes und protonenentkoppeites INEPT-'*N-NMR-Spek-
trum von Ethyl-4-acetyl-5-methyl-1-pyrazolcarboxylat 16a (MeBfrequenz
20.3 MHz; (CDs),SO); zusitzlich eingezeichnet sind die Signale, wie sie
ohne Entkopplung registriert werden [15].

Einen anderen Typ von Regioisomerie trifft man bei 4-
und 5-Nitroimidazolen. lhre Unterscheidung ist von be-
sonderer Bedeutung, da nur N-substituierte 5-Nitro-
Isomere hochwirksame Antiprotozoica sind'®". Die end-
giiltige Zuordnung gelang auf der Basis der NO.-'°N-
NMR-Verschiebungen (4-NO,: —18+1; 5-NO,:
6=-25+1) sowie der '*N,"H-Kopplungskonstanten der
Atome N-1 und N-3(*3,

Verwickelte Tautomerengleichgewichte sind typisch fiir

bei ihrer Aufkliirung. Zum Beispiel konnte die Lage des
Tautomerengleichgewichts bei 1-Hydroxybenzotriazol 17a
und seinen Derivaten liber die chemischen Verschiebun-
gen der N-3-Atome und ihre Ldsungsmittelabhingigkeit
bestimmt werden™. Der fiir N-3 gemessene Verschie-
bungsbereich (—58 bis —100 ppm) belegt eindeutig, dall
das Gleichgewicht auf der Seite der N-Hydroxy-Verbin-
dung 17a liegt und der Anteil des N-Oxids 17b zwischen
6% (DMSO) und 26% (CH;0H) betrigt (Schema 13). Von

3
N
17a “}a’ — ‘,Eu 176
} ;
OH o-

ZXI

Schema 13.

2-Hydroxyazinen ist bekannt, daf} sie normalerweise in der
tautomeren Amidform vorliegen; kiirzlich wurde jedoch
fiir das Hydroxyaza[10Jannulen 18 ein ungewdohnliches
Iminol-Amid-Gleichgewicht nachgewiesen (Schema 14).
Vergleicht man die gemittelte '*"N-NMR-Verschiebung des
Tautomerengemisches (6=-204.3, (CD;),50, 37°C) mit

e =~ S 3
N — 7L __
OH
H
18a 18b

Heterocyclen; hdufig hilft die '*N-NMR-Spektroskopie Schema 14.
12Hz
11.5Hz
v v
v v L**W"
T —————
i -141 -142 -143
-103 IS U /
-111
- — e
N-3 I N-2 I N-1 /N-8 | N-4  Tetrazol
5 ‘
J ‘ |
) ) | N-us N2 N1 azig
. JL v l v M ‘__'_
T T T T L
T T (‘) T T B -5‘0 T T 6 T -160 T T T —260

Abb. 19. *'N-NMR-Spektren des Gleichgewichtsgemischs von 6-Butyltetrazolo[1,5-ajpyrimidin 19 und 2-Azido-5-butylpyrimidin 20, R=n-C4H, (MeBfrequenz
40.6 MHz; 15 mm-J-Probenrohrchen; reine Substanz). Zur (willkirlichen) Numerierung der N-Atome siche Schema 15 (95].
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den Werten der N- und O-methylierten Derivate
(6=—240.6 bzw. —115.9), so spricht dies fiir ein 18a/18b-
Verhiltnis von 7:3®°\ Die bemerkenswerte Stabilitit der
Iminolform 18b war auch aus dem '>C-NMR-Spektrum
ersichtlich. Ahnliche Studien wurden auch bei substituier-
ten Azolen durchgefiihrt®-*>7" Im Vordergrund standen
dabei Imidazole®® und Nucleotide, da sie in vielen biolo-
gischen Systemen zu finden sind, die so untersucht werden
konnten®®,

4 1
19 LN R | SN H"
N )QN/ /)\"/N . 2
N 3 N Ng
) A N
3
Schema 5.

Hull, Kiinstlinger und Breitmaier berichteten iiber die
Valenzisomerisierung von Tetrazolo[1,5-a]pyrimidin 19/2-
Azidopyrimidin 20" (Schema 15), die sich hervorragend
zur '*N-NMR-spektroskopischen Untersuchung eignet.
Der Austausch - friiher schon mit 'H-NMR-spektroskopi-
schen Methoden®! studiert - ist so langsam, daB man im
*N-NMR-Spektrum des reinen, fliissigen n-Butyl-Deriva-
tes (Abb. 19) alle neun Signale der nichtiquivalenten N-
Atome zuordnen und so auf die Gleichgewichtslage (85%
Tetrazol 19) schlieBen kann; fiir die richtige Zuordnung
waren jedoch auch zwei 2J(N,H)-Werte von entscheiden-
der Bedeutung. Die Lage des Gleichgewichts ist stark 15-
sungsmittelabhingig: Wihrend die Tetrazoloform 19 in
polaren Losungsmitteln dominiert, stabilisiert Chloroform
die Azidoform 20.

Studiert man den EinfluB von Substituenten auf die
Lage der '*"N-NMR-Signale, wie dies etwa fiir Pyridin-*"),
Pyrimidin-®"" und Pyridazin-Derivate!®® getan wurde, so
beobachtet man eine lineare Korrelation mit den entspre-
chenden '*C-Substituenteneffekten.

Ausfiihrliche '"N-NMR-Studien an Pteridin-Deriva-
ten, einer biologisch wichtigen Substanzklasse, filhrten
zur eindeutigen Strukturbestimmung des ,aktivierten
Formaldehyds* (Blakley-Cofaktor), der aus (6S)-5,6,7,8-
Tetrahydro-L-folsdure und Formaldehyd entsteht. Diese
Verbindung wirkt bei der enzymatischen Umwandlung von
Glycin in Serin als Cofaktor®™. In der Literatur wurden
daftir zwei Strukturen, die S-Hydroxymethyl- und die cy-
clische 5,10-Methylenstruktur 21, diskutiert®®'%. Abbil-
dung 20 zeigt das "*"N-NMR-Spektrum der nicht '*N-ange-
reicherten (6RS)-Verbindung. Die Signalzuordnung der
sieben N-Atome gelang anhand der '>"N-NMR-Daten von
Tetrahydrofolsiure-Derivaten® - aber die Signale der bei-
den Diastereomere sind (bei 10.1 MHz) nicht aufgelést.

Im "*N-NMR-Spektrum (20.3 MHz) des in 5- und 10-
Position '*N-markierten Produkts (Abb. 21) beobachtet
man dagegen deutlich separierte Signale (Ad=0.24) fiir die
diastereomeren (6R)- und (6S)-Verbindungen. Die kleine
'*N-5,"*N-10-Kopplung von 2 Hz widerlegt den 5-Hydro-
xymethyl-Strukturvorschlag nicht; so wurde die Substanz
zusitzlich in 11-Position durch Umsetzung mit ['*C]Form-
aldehyd markiert. Im 'H-entkoppelten “C-NMR-Spek-
trum sieht man dann fiir den Methylenkohlenstoff ein
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Abb. 20. '*N-NMR-Spektrum von (6RS)-5,10-Methylen-tetrahydrofolsiure
21 (MeBfrequenz 10.1 MHz; 0.8 M in H,0/D,;0 92:8, pH=7; 20 mm-&-
Probenrdhrchen) [101a).
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Abb. 21. '*N-NMR-Spektrum von (5,10-'*N;)-21 (MeBfrequenz 20.3 MHz;
0.05 M in D,0; pD=7; 10 mm-@-Probenrshrchen). Die Zuordnung der Mul-
tiplettstrukturen zu N-5 und N-10 ist im Text ertautert (101b].

Doppeldublett mit J('*N,'*C)=10.8 und 4.7 Hz. Dies be-
legt eindeutig die cyclische Methylenstruktur 21 des akti-
vierten Formaldehyds, da das Signal von *C-11 in der
nicht '*N-angereicherten Verbindung nur als Singulett auf-
tritt'" und somit das Multiplett in der dreifach markier-
ten Verbindung nur von 'J(N,C)-Kopplungen herriihren
kann (vgl. auch die anderen in Schema 16 eingetragenen
C,"N-Kopplungskonstanten). Entsprechend der linea-
ren Korrelation zwischen 'J(N,C) und dem s-Charakter
des Bindungsorbitals (Abschnitt 3.2.1) miBt man die gro-
Bere Kopplung, wenn ein N-Atom vom ,,Anilin-Typ* (N-
10) beteiligt ist, wihrend der kleinere Wert auf die pyrami-
dale Geometrie des N-5-Atoms hinweist. Zum Vergleich
sei 'J(N,C)=4.5 Hz fur CH,NH, angegeben!"®?.
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Das freie Elektronenpaar des Stickstoffatoms bedingt
die Abhingigkeit der '*N-NMR-Signallagen von Wasser-
stoffbriickenbildung und n,n-Delokalisation. Damit in di-
rektem Zusammenhang und meistens als stérend empfun-
den - wenn auch manchmal sehr niitzlich - steht die Lo-
sungsmittelabhingigkeit (vgl. Abschnitt 3.1.2). Im folgen-
den wird der Nutzen der '"N-NMR-Spektroskopie beim
Studium von Elektronenverteilungen und Wasserstoff-
briickenbindungen aufgezeigt.

08
47

o F‘N \150
N3G

Schema 16. Zahlen siehe Text.

Eine bedeutende Rolle spielen die n,n-Wechselwirkun-
gen bei Enaminen und verwandten Verbindungen, da sie
weitgehend die besonderen physikalischen und chemi-
schen Eigenschaften dieser wichtigen Synthesebausteine
der Organischen Chemie hervorrufen!'®. In unserem Ar-
beitskreis wurden umfassende Untersuchungen iiber '*N-
NMR-Verschiebungen von Aminen, Enaminen, Enamino-
ketonen und analogen, durch zusitzliche Konjugation sta-
bilisierten Verbindungen angestellt*®-*6.1%13] Dje !*N-
NMR-Verschiebungen dieser Verbindungen liegen zwi-
schen denen der stirker abgeschirmten tertiiren Amine
und denen der schwicher abgeschirmten Amide (Abb. 14).
Um den Einfluf3 der n,n-Delokalisation von elektronischen
und sterischen Substituenteneffekten unterscheiden zu
konnen, erwies es sich als vorteilhaft, die Verschiebungs-
differenz  AS(**N)=6(Amin)—&(Enamin) zu definieren.
AJ(N) korreliert gut mit den fiir die gehinderte Rotation
um die N-C,-Bindung bestimmten freien Aktivierungs-
enthalpien AG* (aus '*C-DNMR-Messungen)*” (Schema
17, Abb. 22). Extrapoliert man die Daten in Abbildung 22,
so betrdgt AG* fiir die Rotation um die N-C,-Bindung in
einem einfachen Enamin zwischen 15 und 20 kJ mol~"';
dies stimmt sowohl mit theoretischen Abschitzungen fiir
Vinylamin (25.5 kJ mol~ "' als auch mit MeBdaten iiber
die konjugative Wechselwirkung anderer einfacher Ena-
mine {iberein!'®l.

In einer dhnlichen Studie korrelierten Martin et al.l'®”!
bei Amiden und Thioamiden die Aktivierungsenergie E,
der Rotation mit den '*N-NMR-Verschiebungen und
brachten eine halbempirische Erkldrung fiir die Existenz
solcher Korrelationen. Da Enaminoketone als vinyloge
Amide angesehen werden konnen, stiitzten unsere Ergeb-
nisse diese Auffassung ebenfalls.

n,n-Wechselwirkungen wurden in gleicher Weise bei
substituierten Anilinostyrolen 22 untersucht, wobei sich
fiir viele Donor- und Acceptorgruppen eine hervorragende
Korrelation zwischen §('°N)-Werten und Hammettschen
o-Konstanten ergab (Abb. 23)*%L Nicht verwunderlich ist,
daB auch die *C-NMR-Verschiebungen des Cyg-Atoms mit
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Abb. 22. Korrelation der fiir die Rotation um die N-C(a)-Bindung bestimm-
ten freien Aktivierungsenthalpic AG} (in kcal mol~') mit den Ver-
schiebungsdifferenzen AS('*N)=&Amin)—6&(Enamin) [40].
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den 8('°N)-Werten korrelieren, da die Elektronenstruktur
an diesem Kern analog beeinfluft wird und keine steri-
schen Wechselwirkungen mit den Substituenten auftreten.

Zu diesem Themenkreis (Korrelation von §('*N)- mit E,-,
AG*- und o-Werten) bis 1980 veroffentlichte Arbeiten
sind in"¥ sehr gut zusammengefaBt. 1981 schlieBlich ana-
lysierten Taft et al.l'® 'N.NMR-Verschiebungen geldster

08 |
06 |
os |

-0.2 (

Abb. 23. Korrelation von AS('*N)=6%X—6% mit den Hammettschen o-Kon-
stanten fiir substituierte Anilinostyrole 22: (1), R=m-NO,, (2) m-Cl, 3) p-Cl,
(4) m-OCH,, (5) H, (6) p-CH; und (7) p-OCH; (40].
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Amide in Abhingigkeit von den drei Lésungsmittelpara-
metern n* (Polaritat/Polarisierbarkeit), a (Wasserstoff-
briickendonor-Aciditit) und g (Wasserstoffbriickenaccep-
tor-Basizitit), wobei sie lineare Multiparameter-Beziehun-
gen zu 8(°N) zugrunde legten. Weitere lineare Freie-
Enthalpie-Beziehungen auf Basis der o-Konstanten von
Hammett sind bekannt, beispielsweise fiir die S(NO)-
Werte substituierter N-Methyl-N-nitrosoaniline!'%, fiir die
drei N-Atome p-substituierter 1-Phenyl-3,3-pentamethy-
lentriazene!''® sowie fiir Nitrobenzol-Derivate!'!". Bei letz-
teren wurden'>N- und "O-NMR-Verschiebungen sowohl
zu g, und oy als auch zu berechneten Elektronendichten in
Beziehung gesetzt.

Wie nach der vorausgegangenen Diskussion der '*N-
NMR-Verschiebungen zu erwarten, wurden diese erfolg-
reich zum Nachweis von Wasserstoffbriickenbindungen
und Protonierungen genutzt. Besonders groBe Verschie-
bungen zu kleineren Frequenzen findet man in Systemen
mit dem Strukturelement C=N; fiir Pyridin wurde das be-
reits in Abschnitt 3.1.2 beschrieben. Eingehende Studien
von Roberts et al.l''?) an Iminen und Oximen zeigten, daB
Wasserstoffbriickenbildung eine Verschiebung von maxi-
mal 28 ppm bewirkt (Ubergang von CHCl; zu CF;CH,OH
als Losungsmittel), wihrend bei vollstindiger Proto-
nierung (CF;COOH) Verschiebungen von 110 bis 150 ppm
(zu kleineren Frequenzen) resultieren. Als Modellverbin-
dungen fiir Rhodopsin und Bacteriorhodopsin wurden N-
Retinyliden-butylamin und verwandte Schiff-Basen in Lo-
sungsmitteln mit steigender Wasserstoffbriickendonor-Aci-
ditit "*N-NMR-spektroskopisch untersucht!''*, Mit der
Linge des konjugierten Polyens nehmen die gemessenen
'""N-NMR-Verschiebungsdifferenzen zu; es wurde gefol-
gert, daB es mit der 'N-NMR-Spektroskopie sehr gut ge-
lingt, den Protonierungsgrad von Schiff-Basen am N-Atom
festzustellen. Kleine Verschiebungsdifferenzen (<25 ppm)
zu hohen Frequenzen verursacht dagegen die Protonierung
(und Wasserstoffbriickenbildung) aliphatischer Amine.
Wenn, wie in diesen Fillen, die durch Wasserstoffbriicken-
bindungen induzierten Verschiebungen zu klein sind und
sich einer stichhaltigen Interpretation entziehen, kdnnen
statt dessen '*N-Relaxationszeiten zum Nachweis einge-
schrinkter Bewegungsfreiheiten herangezogen werden -
dariiber berichteten vor kurzem Yu und Levy fiir 2,4-Pen-
tandiamin!''¥,

Wasserstoffbriicken zwischen NH- und CO-Gruppen
wurden in Peptiden mit dem Ergebnis studiert, daB die
"N-NMR-Verschiebung ein sehr guter Indikator fiir intra-
molekulare NH - - - O=C-Wechselwirkungen ist und damit
hilft, die Sekundiarstruktur von Peptiden aufzukliren. Gra-
micidin S, ein cyclisches Decapeptid mit zweifacher Phe-
Leu-Orn-Val-Pro-Sequenz, wurde von vielen Arbeitsgrup-
pen gut untersucht!’’’, Die vier Wasserstoffbriicken zwi-
schen Valin und Leucin spiegeln sich in den ""N-NMR-
Verschiebungen dieser beiden Aminosiurereste wider,
wenn das Decapeptid in Losungsmittein steigender Bron-
sted-Aciditit vermessen wird; dies bedingt die verstirkte
Bildung intermolekularer Wasserstoffbriicken zwischen
dem Losungsmittel und den Carbonylgruppen der jeweili-
gen Peptidbindung!' ', Die vier inframolekularen Wasser-
stoffbriicken lassen sich aufgrund ihrer kleineren Aus-
tauschgeschwindigkeiten und der auch in basischen Me-
dien klar erkennbaren '’N,'H-Kopplung ebenfalls nach-
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weisen. Zum gleichen Ergebnis fiihrte der Vergleich von
“N-NMR-Spektren linearer Oligopeptide mit dem Spek-
trum von Gramicidin S""'”L Intermolekulare Wasserstoff-
briickenbindungen in Nucleosiden, die Hauptursache fiir
Selbstassoziation und Basenpaarung, ist ein weiteres Ge-
biet, auf dem die '*N-NMR-Spektroskopie erfolgreich zur
Strukturaufklirung eingesetzt wurde!''®! - auch auf die Be-
stimmung von N-H-Bindungslingen in der DNA anhand
von Festkdrper-'’N-NMR-Spektren (Abb. 11, siche auch
Abschnitt 4.6) sei hier verwiesen.

4.2. Reaktionsmechanismen und reaktive Zwischenstufen

In mechanistischen Studien bewies die ’'N-NMR-Spek-
troskopie mehrfach, daB sie bei Nachweis und Struktur-
aufkliarung instabiler Zwischenstufen sehr gute Dienste lei-
stet. Erst kiirzlich haben wir die klassiche Umsetzung von
Benzoldiazoniumchlorid mit Lithiumazid, die unter Stick-
stoffabspaltung zu Phenylazid fiihrt, erneut untersucht!'.
Diese Reaktion wurde erstmals von Hantzsch beschrie-
ben!""”!; ihr Mechanismus wurde 1956-1958 von Huisgen
und Ugi et al."?” untersucht. Dabei entdeckten sie, daB es
zwei Reaktionswege geben mufl. Phenylpentazol 23a
wurde als Zwischenstufe angenommen, da dies die Gleich-
verteilung des urspriinglich '’N-markierten terminalen
Stickstoffatoms des Diazoniumsalzes in den Reaktionspro-
dukten Phenylazid und Stickstoff erklart (Schema 18). In
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a, R = H: b, R = N(CH3),

Schema 18.

der Folge isolierte man bei tiefen Temperaturen (—30 °C)
eine Reihe p-substituierter Phenylpentazol-Derivate!'2"],
und obwohl inzwischen eine Réntgen-Strukturanalyse von
p-Dimethylaminophenylpentazol 23b gelungen warl'??,
stand ein direkter Nachweis des Pentazolrings in Losung
noch aus. Abbildung 24 zeigt das bei 238 K aufgenom-
mene '*N-NMR-Spektrum (40.6 MHz) von unmarkiertem
23b. Obwohl sich das Pentazol sogar bei dieser tiefen
Temperatur wihrend der Messung teilweise zersetzte, war
es moglich, seine vier Resonanzsignale zu identifizieren.
Die Zuordnung gelang anhand des '*N-NMR-Spektrums
von [2(5)-'*N]-Pentazol 23b* (Abb. 25a). Das wihrend der
Zersetzung aufgenommene '*N-NMR-Spektrum (Abb.
25b) belegt die alleinige Bildung des in N-2-Position mar-
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kierten Azids und von '*N='4N. Dies bestiitigt fiir das p-
Dimethylaminophenyl-Derivat 23b sowohl den Struktur-
vorschlag als auch die bei —20 °C langsame Zersetzung des
Pentazolrings!'.

0.0 -100.0

-6

-200.0 -300.0

Abb. 24. '"N-NMR-Spektrum von p-Dimethylaminophenylpentazol 23b,
(MeBfrequenz 40.6 MHz; —35°C; 0.04 M in CDCl;; 0.07 M Cr(acac),). Die
durch Zahlen mit Strichen gekennzeichneten Signale sind dem Azid zuzuord-
nen.

2 a) 2 p)
ref. ISNé‘N )
ref. I 2
L————-—‘— r
T T T =T
0.0 -100.0 0.0 -100.0

-

Abb. 25. '"N-NMR-Spektren von [2(5)-'*N]Pentazol 23b* (MeBfrequenz 40.6
MHz; —20°C, 0.013 M in CDCl,, 0.06 M Cr(acac)y); a) direkt nach Ansetzen
der Probe: b) wihrend der Zersetzung aufgenommen: Es enstehen N-2'-mar-
kiertes Azid und "*N="*N, ref=Standard CH;NO,.

Ein wesentlich weniger reaktiver Stickstoff-Homocyclus,
Triaziridin, war jahrelang das Ziel organischer Synthesen.
Dreiding et al. gelang schlieBlich die photochemische Cy-
clisierung von Aziminen zu substituierten Triaziridinen!'#,
und in der Folgezeit stand ihre Stereochemie im Mittel-
punkt experimenteller und theoretischer Studien!'?¥; eine
Serie von Verbindungen wurde auch '“N-NMR-spektro-
skopisch untersucht’®®. Die chemischen Verschiebungen
1,2-dialkylsubstituierter Triaziridine entsprechen denen
substituierter Hydrazine (6=—240 bis —-290) und sind da-
mit typisch fiir pyramidale dreifach koordinierte N-Atome,
wihrend die N,H-Kopplungskonstanten ungewohnlich
klein ausfallen (vgl. Abschnitt 3.2.1 und Schema 19). Die

O R o
24 / M N/N\H 25
L % N/
(CH,),CH o
517205 58.1+¢05

Schema 19, Unter den Formeln sind die Kopplungskonstanten 'J(N,H) [Hz]
angegeben (in CDCly).
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zusitzliche Hyperkonjugation des freien Elektronenpaars
am invertierten N-2-Atom erklirt, warum der Betrag der
Kopplung im cis-Triaziridin 25 deutlich gréBer als im 1,2-
trans-Diisopropyl-Derivat 24 ist. Damit konnte die N,H-
Kopplungskonstante als Strukturbeleg filr das noch unbe-
kannte all-cis-Triaziridin herangezogen werden; ohne jede
Médglichkeit der Hyperkonjugation erwartet man einen
VJ(N,H)-Wert von etwa 45 Hz. Ahnliches trifft fir
N—C—H-Systeme zu, bei denen die syn-Orientierung des
freien Elektronenpaars und der C—H-Bindung - bei-
spielsweise in 1-Methylaziridin!'*** und Peptiden!'*" -
eine groBere Kopplungskonstante bewirkt.

Handelt es sich bei den kurzlebigen Zwischenstufen che-
mischer Reaktionen um Radikale, so kdénnen diese bei Bil-
dung von Radikalpaaren durch'>’N-CIDNP-Experimente
(Chemically Induced Dynamic Nuclear Polarization) nach-
gewiesen werden!'?%, Auf diese Weise lieB sich zum ersten
Mal experimentell zeigen, dafl bei Nitrierung von N, N-Di-
methylanilin mit H*NO; in H,S80, (88%) ein aromatisches
Radikalkation als Zwischenstufe gebildet wird"'?” (Schema
20) - wobei angenommen wird, daBl es durch HNO,-Kata-
lyse entsteht!'?®. Abbildung 26 zeigt nur fir das p-Nitro-
Produkt Polarisierung (zeitabhingige, negative Signale),
wihrend man fiir das m-Nitro-Produkt, das sich nicht
durch diesen katalysierten ProzeB bildet, ein kontinuier-
lich wachsendes Signal registriert.

a) b) c)
o

A

Abb. 26. Wahrend der Nitrierung von N,N-Dimethylanilin (0.55 M) aufge-
nommene '"N-NMR-Spektren (25 °C; H'*NQO; (0.53 M) in H,SO, (88%)): a)
nach 3 min; b) nach 12 min; c) nach 55 min; A=p-O,'SN-CcHN(CHy)s,
B=m-0,"*N-C,Hs-N(CH,), [127a].

Die gleichen Autoren verfolgten die siurekatalysierte
Umlagerung von N-Nitroanilinen zu p-Nitroanilinen mit
SN-CIDNP-Experimenten und beobachteten die Bildung
von [AryINHS® NO%]-Radikalpaaren!'?”, Bei Berechnung
des Bruttoeffekts mit den Kapteinschen Formeln ist zu be-
achten, dafl wegen des negativen magnetischen Moments
des '*N-Kems ein negatives Vorzeichen eingesetzt werden
mufo,
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"N-CIDNP-Spektren wurden auch wihrend der nu-
cleophilen Substitution von Arendiazoniumsalzen aufge-

AryiH + NOP
[ArylH@O No?] —> Nitroprodukt
AyH®® + NOf

Schema 20.

nommen und belegen, daB diese Reaktion zumindest teil-
weise homolytisch ablauft'*".. Das wihrend der langsamen
Zersetzung von '*N-markiertem 4-Chlorbenzoldiazonium-
tetrafluoroborat in schwach alkalischer Lésung aufgenom-
mene '*N-NMR-Spektrum (Abb. 27) zeigt deutlich ver-
starkte Absorptions- und Emissionssignale fiir das Diazo-
nium-lon 26, das trans-Diazotat-lon 27 und molekula-

27-N-1

200 100 0 -100 -200
A SRS S

-— 6

Abb. 27. "N-NMR-Spektrum von [l,2-'*N;}-p-Chlorbenzoldiazoniumtetra-
fluoroborat (Meffrequenz 9.1 MHz; 72 °C, H,0, pH=9.7) [131]. Filr den N-
2-Kern von 26 beobachtet man kein Signal; in 26 ist 'J(N,N)<1 Hz (nicht
aufgeldst); dagegen ist in 27 '"J(N,N)=14.7+0.5 Hz beobachtbar.

ren Stickstoff. In ihrer sehr ausfiihrlichen Interpretation
kommen die Autoren zum SchluB, daB zwei Radikalpaare

[AryINS°ON,Aryl] und [Aryl®° ON,Aryl]

in einer sehr komplizierten Reaktionsfolge auftreten. Nicht
auszuschlieBen ist jedoch die Existenz weiterer Radikal-
paare, und leider gelingt es nicht, den Anteil der homolyti-
schen Reaktion quantitativ zu bestimmen. Die Bedeutung
von CIDNP-Experimenten fiir quantitative mechanistische
Studien wird unter anderem auch dadurch eingeschrinkt.

Zu den ebenfalls '"N-NMR-spektroskopisch untersuch-
ten Reaktionen gehodren beispielsweise die Fischersche In-
dolsynthese!'*?, die Umwandlung von 1,3-Oxazin-2,4-di-
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onen in Pyrimidin- und Pyrazol-Derivate!'** sowie die Bil-
dung von N-Nitrosothioharnstoff!'*4,

4.3. Stereochemie und dynamische Prozesse

Temperaturabhingige 'H- und “C-NMR-Messungen
haben sich bei der Untersuchung inter- und intramolekula-
rer dynamischer Phdnomene als sehr niitzlich erwiesen.
Die Bestimmung entsprechender '*N-DNMR-Parameter
leidet aber immer noch unter der geringen Empfindlichkeit
dieses Kernes. Es ist jedoch vorauszusehen, daB sich diese
Schwierigkeit mit den neuen Techniken (vgl. Abschnitt 2)
iberwinden l4Bt. Zudem beschleunigt Temperatursen-
kung, zumindest bei kleinen Molekiilen und mittleren Ma-
gnetfeldstirken, die Spin-Gitter-Relaxation.

Der groBe EinfluB der Delokalisierung des freien Elek-
tronenpaares auf die '*N-NMR-Verschiebung macht diese
zu einer wichtigen Sonde beziiglich Konfiguration und
Konformation konjugierter Molekiile. So fand man unter-
schiedliche chemische Verschiebungen nicht nur fiir (E)-
und (Z)-Isomere von Enaminoketonen, -estern und -ami-
den, sondern - im Bereich des langsamen Austausches -
auch fiir die Konformere!'> 1%,

[}
R
//0 . H\ R—C,/ H 0=¢C, H
R—C, N—CH, \C =C — C=—C
/ / 2 H 2 \ H
/c,= c H AW H N
y p¥ | |
CH, CH,
28a 28b 28c
(Z,s-cis) (E,s-cis) (E,s-trans)
~CH,
R = CH
{Z,s-cis) “CH,
(E,s-cis)
(E,s-trans)

| | '
-282.6 ~292,9 -29635

-0

Abb. 28. INEPT-'*N-NMR-Spektrum von 4-Methyl- I-(methylamino)-1-pen-
ten-3-on 28 (MeBfrequenz 20.3 MHz; —65 °C; [D;]Dioxan) [104].

Als Beispiel sei auf das Tieftemperaturspektrum des
Enaminoketons 28 (Abb. 28) verwiesen, das wegen der
eingeschrinkten Rotation um die C(2)-C(3)-Bindung Si-
gnale des s-cis- und s-frans-Konformers enthalt!'*!. Wih-
rend die Linienform des Signals bei hoher Frequenz
(6=—282.6, wasserstoffbriickengebundenes (Z,s-cis)-Iso-
mer 28a) in allen zwischen +24 °C und —60 °C aufgenom-
menen DNMR-Spektren konstant bleibt, verindert sich
die der beiden anderen Signale kontinuierlich, bis man
schlieBlich bei —60°C den Bereich des langsamen Aus-

401



tauschs fiir das Gleichgewicht 28b 2 28¢ erreicht. Mit ab-
nehmender Gréfle der C-Alkyl-Gruppe R wichst auch die
Intensitit des Signals bei 6=-296.5; es ist deshalb dem
nicht-planaren (E,s-trans)-Konformer 28c zuzuordnen.
Die um 2.6 bis 4.7 ppm stirkere Abschirmung des N-Kerns
in 28c im Vergleich zu der des N-Kerns im (E,s-cis)-Kon-
former 28b erklirt sich durch den in diesem Fall unter-
schiedlichen Beitrag der paramagnetischen Verschiebungs-
konstante 6” ~ —(AE)~'<r=*>,, > 0, wobsei sich fiir das
nichtplanare 28c aufgrund der schlechteren Konjugation
ein groBerer AE-Wert ergibt (vgl. Abb. 14).

An dieser Stelle ist anzumerken, daB allgemein bei der-
artigen Interpretationen kleiner Verschiebungsdifferenzen
wegen der starken Ldsungsmittel- und Temperaturabhin-
gigkeit der '*’N-NMR-Signallagen Vorsicht geboten ist.

Nomura und Takeuchi'"* berichteten von einer bei tie-
fen Temperaturen '*'N-NMR-spektroskopisch beobachte-
ten langsamen doppelten N-Inversion in bicyclischen Hy-
drazin-Derivaten. Die Verschiebungsdifferenz zwischen
den 'N-NMR-Signalen der beiden diastereotopen N-
Atome in 29 (Schema 21) bei —45°C betréigt 1.08 ppm
(109 Hz bei 10.1 MHz), und fiir AG} (T.=269+1 K)
wurde ein Betrag von 58.4 kJ mol ~' bestimmt - in guter
Ubereinstimmung mit den entsprechenden 'H- und "C-
DNMR-Messungen, die 55.2 kJ mol~' ergaben. Dariiber
hinaus sind Konformationsstudien von Piperidin-"*® und
Tetraazadecalin-Derivaten!'*”! sowie eine Untersuchung
der gehinderten Rotation um die C-N-Bindung der Guani-
din-Einheit in L-Arginin!'*® bekannt.

ﬁ\u‘ — ﬁ\n/cm
==

N//\\CH3 ?Q
. . L,

CH,

Schema 21.

Obwohl bisher die '*N-DNMR-Spektroskopie bei ste-
reochemischen Untersuchungen nur spérlich genutzt wur-
de, kann man aus den oben geschilderten Fillen schlieBen,
daB die betrichtliche Empfindlichkeit des '*N-Kerns be-
ziiglich der kleinsten Verinderungen seiner riumlichen
Umgebung eine Basis fiir erfolgreiche zukiinftige Anwen-
dungen - besonders in der Biochemie - bildet.

In diesem Zusammenhang sind die '"N-NMR-Messun-
gen von Roberts et al."** an chiralen Substanzen zu erwih-
nen. Nach Zugabe optisch aktiver Carbonsduren zu race-
mischem 8-Benzyl-5,6,7,8-tetrahydrochinolin beobachteten
sie fir die Diastereomeren-Komplexe (Assoziate) stark
l6sungsmittelabhiingige 'N-NMR-Verschiebungsdifferen-
zen zwischen 3 und 12 Hz bei 18.25 MHz. Die groBieren
Differenzen wurden bei tiefer Temperatur und in polaren
Losungsmitteln gemessen.

4.4, Koordinationschemie

Zwar ist die Zahl bedeutender, durch die >N-NMR-
Spektroskopie erst 1dsbarer Probleme in der Anorgani-
schen und Metallorganischen Chemie viel geringer als in
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der Organischen Chemie, doch gibt es einige Liganden wie
NO, CN und vor allem N, die sehr genau und besonders
im Hinblick auf die Bindung an Metallatome und -ionen
untersucht worden sind. Wihrend fiir die Mehrzahl
der N-Liganden die durch Koordination bedingten
Verschiebungsdifferenzen relativ klein sind (einige Zehn
ppm)™, beobachtet man fiir NO- und N,-Liganden einen
sehr groBen Verschiebungsbereich. Grundsitzlich erweitert
sich der fiir organische Verbindungen typische '*N-Reso-
nanzbereich in Richtung positiver Frequenzen (Abb. 13).
Signale ungesittigter Liganden mit direkter N-Metall-Bin-
dung sind bei §=0 bis 900 zu finden; in paramagnetischen
Verbindungen ist der *'N-Kern zusitzlich entschirmt. Die
Kopplungskonstanten fiir direkte N-Metall-Bindungen va-
riieren ebenfalls stark und kénnen zwischen einigen und
mehreren Hundert Hz betragen. Das Studium dieser Para-
meter bringt Informationen iiber Koordinationsart und
Geometrie der Liganden. Arbeiten bis 1980 fa8t die Uber-
sicht von Mason" zusammen.

Das fundamentale biochemische Problem der Stickstoff-
Fixierung und -Reduktion stimulierte das Studium vieler
Distickstoff-Ubergangsmetallkomplexe; die '>N-NMR-
Spektroskopie leistete bei deren Strukturaufklirung gute
Dienste!'*”. Man kennt sowohl linear dihapto- als auch mo-
nohapto-koordinierte N,-Molekiile vom Typ M—N-N-M
bzw. M—N—N. Schema 22 zeigt die durch Rontgen-Struk-

Schema 22. ({{n*-Cs(CHa)skZrN2}:N2) 30.

turanalyse belegte Struktur von 30, einem der ersten Kom-
plexe dieser Art, der beide Typen von N,-Liganden ent-
halt""*'). Das '"N-NMR-Spektrum der vollstindig markier-
ten Verbindung weist ein Singulett bei 6=179 fiir 1,2-n2-
gebundenes N, (u-N;) und zwei Dubletts bei 6=80 und
6=11 mit einer Kopplung von 'J(N,N)=6.2 Hz fiir n'-ge-
bundenes N, auf; die starke Temperaturabhingigkeit die-
ser Signale spricht fir einen dissoziativen Austausch zwi-
schen n'-gebundenen und freien, in der Losung befindli-
chen N,-Molekilen”™, Die '"N-NMR-Verschiebung der
1,2-n*-N,-Komplexe variiert von §=300 bis 50, dagegen
sind m'-gebundene N,-Molekiile stirker abgeschirmt
(6=200 bis —100), wobei jeweils dem N,-Atom die niedri-
gere Frequenz zuzuordnen ist!'*Y, Die (N,M)-Kopplungs-
konstanten gelten als weiteres wichtiges Kriterium zur Un-
terscheidung zwischen den beiden Bindungsmdglichkeiten
des N,-Molekiils, wie dies das Beispiel des trans-Chlo-
ro(distickstoff)-bis(triisopropylphosphan)rhodium-Kom-
plexes 31 mit 'J(Rh,N(1))=28 Hz und 2J(Rh,N(2))=4
Hz!"* zeigt (Schema 23).

Reduktion des koordinierten Stickstoffmolekiils fiihrt zu
Diazenido-Komplexen M—N=N-R, die in einfach und
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31
Schema 23.

doppelt gewinkelter (transoid) Konfiguration (Schema 24)
existieren. Da die transoide Form durch einen stark ent-
schirmten N,-Kern (6 = 300) charakterisiert ist, kann sie so
von der einfach gewinkelten Konfiguration unterschieden
werden!'*! (vgl. Abb. 13). Auch weitere Reduktionspro-
dukte wie etwa Hydrazido-, Nitrido- und Imido-Komplexe
wurden '*"N-NMR-spektroskopisch nachgewiesen!'4*- 143,

N—H
H /
N 4

M—N= M—N
e J

Schema 24. Links: einfach gewinkelt; rechts: doppelt gewinkelt.

Genauso studierte man auf diese Weise die Stereoche-
mie von Nitroso-Komplexen!'*., Wie im M—N=N-M-
System fiihrt die Abwinkelung zu einer starken Entschir-
mung des *N(O)-Kerns; das vorhandene Datenmaterial
ermoglicht die Korrelation des M—N—O-Bindungswin-
kels mit der '*’N-NMR-Verschiebung. Wihrend fiir lineare
Nitrosyl-Komplexe die Verschiebung innerhalb §=0+80
variiert und man fir das andere Extrem, die stark gewin-
kelten Komplexe (120°), Verschiebungen von §=350 bis
800 miBt, existieren auch fiir den Ubergangsbereich Bei-
spiele. Mit der starken Entschirmung geht die batho-
chrome Verschiebung des UV/VIS-Absorptionsmaximums
einher; dieser Effekt beruht auf der Verringerung der
Energie des n—n*-Ubergangs, wodurch der paramagne-

[Fe,S; (N0),1® 32
[Fe,Se3(NO),1® 33

Schema 25.
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Abb. 29. *N-NMR-Spektrum der NO-Gruppen in ((CoHs)sPNP(C4Hs)s]®-
[FesSs('*NO);1°, cinem Salz des Anions 32 (MeBfrequenz 36.5 MHz); fiir die
dquatorial- und axial-stindigen NO-Gruppen beobachtet man eine Aufspal-
tung mit 2J(N,N)=4.3 Hz [146].

tische Verschiebungsterm (siehe Abschnitt 4.3) vergrofiert
wird. Bei Nitrosocobalt(111)-Komplexen spiegelt sich dies
auch in der Entschirmung des °Co-Kerns wider!'*%),

'N-NMR-Verschiebungen der Nitroso-Liganden wur-
den zur Strukturbestimmung der Roussin-Cluster-Anionen
32 und 33 herangezogen!'*®! (Schema 25). Die drei Reso-
nanzlinien im Spektrum von '’N-angereichertem (99%)
32 (Abb. 29) - zwei davon weisen das gleiche Kopplungs-
muster auf - legen eine C;-Achse und die Existenz
von Fe(NO),- und Fe(NO)-Untereinheiten nahe. Alle
N-NMR-Verschiebungen der Nitroso-Liganden in 32
und 33 sprechen fiir lineare Fe— N=O-Gruppen
(Fe(NO)((NO),,: 6§=30 bis 80; Fe(NO),,,: 6=7 bis 20).

Die Kopplung zwischen 'N-Kernen und komplexierten
Metallkernen hiangt stark vom magnetischen Moment des
Metalls ab und ist sehr empfindlich gegeniiber den an der
Bindung beteiligten Orbitalen. Ein interessantes Beispiel
dafiir ist der Blei(i1)-nitrat-Komplex 34 von 1,4,8,11-Tetra-
azacyclotetradecan mit verzerrt oktaedrischer Struktur
(Schema 26). Sein '*N-NMR-Spektrum weist fiir die bei-
den Signale am unteren Ende der '*N-NMR-Ver-
schiebungsskala (6=-—318.8 und §=-325.5) verbliffend
unterschiedliche  2°’Pb,'*N-Kopplungskonstanten  von
207.5 bzw. 19.8 Hz auf. Da die Lingen der dquatorialen
(2.45+0.02 A) und axialen (2.50+0.08 A) Pb-N-Bindun-
gen nicht nennenswert differieren, wird der groBe Unter-
schied durch variable Beitrige der Fermi-Kontakt-Wech-
selwirkung erklirt, die von der axialen Verzerrung des Ok-
taeders herrithren. So wurde vorgeschlagen, die 207.5 Hz
den dquatorialen N-Donorliganden (normale oktaedrische
Bindung) und die 19.8 Hz den axialen (verzerrte oktaedri-
sche Bindung) zuzuordnen!"*”. Derart unterschiedliche
J(M,*N)-Werte wurden auch fiir verwandte Cd''-, Hg''-
und Pb"-Komplexe gefunden!'*3.

Unter giinstigen Bedingungen, bei sehr kurzen Elektro-
nen-Spin-Relaxationszeiten, kdnnen sogar von paramagne-
tischen Metallkomplexen '*N-NMR-Signale aufgenom-
men werden; dies gelang beispielsweise fiir '*“N=C°®-Li-
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Schema 26.

ganden in low-spin-Eisen(i11)-cyanid-Komplexen von Por-
phyrin- und Hamoprotein-Derivaten. Die '"N-NMR-
Verschiebungen der NC®-Liganden finden sich im Bereich
von 6=450 bis 1100, was den '*’N-NMR-Verschiebungsbe-
reich zu héheren Frequenzen erweitert!’*). Bei low-spin-
Eisen(111)-tetraphenylporphin-Komplexen wurden sehr
kurze T;- und T,-Relaxationszeiten (0.2-3.0 ms) fiir die
Pyrrol-N-Atome gefunden!'*".

4.5. Anwendungen in Biosynthese und Biochemie

Der Wunsch, die verheiBungsvolle analytische Methode
der *"N-NMR-Spektroskopie méglichst schnell zum Stu-
dium biologisch relevanter Molekiile und Molekiilver-
binde verwenden zu kénnen, befliigelte die Entwicklung
immer neuer experimenteller Techniken und bewirkte eine
stindige Verbesserung der Nachweisempfindlichkeit. So
erlebte man wihrend der letzten Jahre eine deutliche Zu-
nahme biochemischer '*N-NMR-Studien. Blomberg und
Riiterjans veroffentlichten 1983!'*% eine Ubersicht, die sich
mit experimentellen Techniken, spektralen Parametern
und typischen Anwendungsbeispielen aus den Hauptberei-
chen der Biochemie befaBt. Kanamori und Roberts!"*? be-
richteten zusammenfassend liber Anwendungsmdglichkei-
ten, speziell bei Enzym-Systemen, Nucleotiden und Nucle-
insduren sowie intakten Zellen. Intermolekulare Wechsel-
wirkungen bei Biomolekiilen behandelt die Ubersicht von
Kyogoku'*®, und Coxon schrieb {iber *'N-NMR-Messun-
gen an Aminozuckern''**. Obwohl primir nicht biologisch
ausgerichtet, ist Kricheldorfs umfassende Darstellung der
N-NMR-spektroskopischen Charakterisierung von Oli-
go- und Polypeptiden'*™ in diesem Zusammenhang zu er-
wihnen. Nur wenig untersucht wurden bis heute nicht-bio-
logische Polymere!'*®. Wir werden uns auf wenige aktuelle
Beispiele beschrinken und daran Potential und Anwen-
dungstrends der *N-NMR-Spektroskopie im weiten Feld
der Biochemie illustrieren.

Biosynthese und Metabolisierung sind ein Bereich, der
durch Kombination von Isotopenmarkierung und '*N-
NMR-Messungen detailliert erforscht werden kann; da-
durch werden neue Einblicke in Reaktionsmechanismen
der Biochemie gewdhrt. Hori und Shimizu!'>" untersuchten
die Strukturen zweier verwandter Neurotoxine mit biosyn-
thetisch angereichertem Material. Sie konnten zeigen, daB
Neosaxitoxin 35 das N'-Hydroxy-Derivat von Saxitoxin
ist (Schema 27). Das '"N-NMR-Spektrum (Abb. 30) von
'N-angereichertem (99%) Toxin erméglicht die Zuord-
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Abb. 30. '"'N-NMR-Spektren von 99%-'*N-angereichertem Neosaxitoxin 35
(MeBfrequenz 36.5 MHz; 1.8 mm in H,0/D,0 95:5): a) protonenentkoppelt;
b) protonengekoppelt [157].

nung aller sieben N-Atome anhand chemischer Verschie-
bungen sowie (N,H)-Kopplungskonstanten und schlieBt
damit den alternativen Strukturvorschlag 36 aus. Die kor-
rekte Linienzuordnung in '"N-NMR-Spektren komplizier-
ter Molekiile ist fiir biosynthetische Studien eine sehr
wichtige Vorbedingung. Wie das Beispiel von Isopenicillin
N - das durch Cyclisierung von §-(a-L-Aminoadipoyl)-L-
[3-"*C]cysteinyl-D-['*N]valin entsteht - lehrt, werden durch
gleichzeitige '"N- und '*C-Markierung (**N,"’C)-Kopp-
lungskonstanten mefbar, die zusitzliche, zur Aufklirung
der Biosynthese wichtige Hinweise geben. So belegt die
unmittelbare '°N,'°C-Kopplungskonstante (4.4 Hz) die
biosynthetische Kniipfung der N-C(5)-Bindung in Isopeni-
cillin!"*®),

Als besonders erfolgreiche Domine der '*N-NMR-
Spektroskopie haben sich in-vivo-Studien der Biosynthese
von Aminos#uren in Pilz- und Bakterienzellkulturen erwie-
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sen. Wir konnten schon 1975 zeigen, daB es die schnelle
Bewegung intrazellulirer kleiner Molekiile erméglicht, von
lebenden Ustilago-sphaerogena-Zellen *N-NMR-Spektren
mit kleiner Linienbreite aufzunehmen!'>®, Darauf aufbau-
end untersuchten die Arbeitsgruppen von Roberts!'*”! und
Lapidot'®" die Biosynthese der Aminosduren in Neuro-
spora crassa und Brevibacterium lactofermentum. An die-
sem Organismus verfolgte man auch die Stickstoff-Assimi-
lation von '"NH,Cl sowie die Aminosaureproduktion wih-
rend des Wachstumscyclus!'®", Unter optimalen Wachs-
tumsbedingungen, das heif3t bei hoher Sauerstoff- und
niedriger Biotinkonzentration, setzt das Glutaminsiure
produzierende Bakterium etwa 50% des Ammoniumsalzes
in L{"*N]Glutaminsiure um. Abbildung 31 zeigt die von
intakten Zellen und von Zellfliissigkeiten wihrend der ver-
schiedenen Wachstums- und Produktionsstadien aufge-
nommenen Spektren. Alle '*N-NMR-Signale kdnnen ein-
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Abb. 31. Protonenentkoppelte *N-NMR-Spektren von 96.7%-'*N-angerei-
chertem B. lactofermentum;, Zellwachstum bei hoher O,- und normaler Bio-
tinkonzentration (Melfrequenz 30.4 MHz). a) Spektrum des zellfreien Nahr-
mediums nach 31 h Fermentation; a’) analog a), nur mit ,,gated"-Protonen-
entkopplung: b) Spektrum der Zellen wihrend der Wachstumsphase nach
10 h Fermentation; ¢) Spektrum der Zellen in der frithen stationiren Phase
nach 16 h Fermentation [161].
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deutig Aminosduren und Metaboliten zugeordnet werden,
doch verhindern unterschiedliche NOE-Effekte und Spin-
Gitter-Relaxationszeiten die quantitative Auswertung - ¢in
halbquantitativer Vergleich der jeweiligen Linien in den
zeitabhidngigen NMR-Spektren ist jedoch moglich. Der
FermentationsprozeB besteht aus zwei Phasen. Im sehr frii-
hen Anfangsstadium (Abb. 31b) wird Glutaminsiure in
den Zellen angereichert, doch gelangt fast nichts in das
Nihrmedium. Spiter werden die Zellwinde durchlissig,
und es werden Aminosiuren ausgeschieden (Abb. 3la).
Ganz allgemein ist das intrazellulire Alanin-Glutaminsiu-
re-Verhiltnis von der Sauerstoff- und Biotinkonzentration
abhingig; schlechte Sauerstoffversorgung fiihrt zur Pro-
duktion von Alanin statt Glutaminsdure. Damit hat sich
die '"N-NMR-Spektroskopie als bequeme und empfindli-
che Methode empfohlen, mit der es gelingt, sowohl intra-
als auch extrazellulire Aminosdurekonzentrationen in Fer-
mentationsprozessen zu verfolgen. Méglicherweise entwik-
kelt sich die '""N-NMR-Spektroskopie zu einem wichtigen
analytischen Verfahren in der Biotechnologie, mit dem
sich zudem der intrazellulire Aminosduremetabolismus
studieren 146t. So wurde in jiingerer Zeit mehrfach tiber
Untersuchungen zum Metabolismus biologisch wichtiger
Vorstufen berichtet!'*?. Mobilitit und Umgebung von in-
trazellulirem Glutamin, Alanin und Arginin wurden an-
hand von *N-Spin-Gitter-Relaxationszeiten T; und NOE-
Effekten studiert!'®*],

Durch '"N-NMR-Messungen 148t sich auch der intrazel-
luldre pH-Wert, ein zellbiologisch bedeutender Parameter,
bestimmen. So hidngen die chemischen Verschiebungen der
beiden Ring-N-Atome von Histidin zwischen pH 4 und 8
deutlich vom pH-Wert ab; dies wurde bereits zur Abschit-
zung des intra- und extrazelluliren pH-Wertes intakter
Neurospora-crassa-Mycele herangezogen!'*!. Als weiteres
Indiz benutzte man die pH-Abhéingigkeit der Linienbreiten
des "N-NMR-Signals der terminalen NH,-Gruppe von
Arginin sowie der a-NH,-Gruppe von Alanin. Die Mes-
sungen an Arginin und Histidin ergaben einen pH-Wert
von 6.1+0.4 in den Vacuolen, hingegen betrug der durch
Messungen an Prolin und Alanin ermittelte pH-Wert im
Cytoplasma 7.2 - in guter Ubereinstimmung mit anders er-
haltenen Werten.
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Abb. 32. Verinderung der Halbwertsbreite Av),, des '>’N-NMR-Signals fir
Alanin in Abhingigkeit vom pH-Wert in stickstofffreiem Medium: (@)
0.01 M, (O) 0.04 M und (O) 0.005 M Prolin [164). a=Alanin, p=Prolin.
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Die fiir Prolin und Alanin beobachtete pH-Abh#ingigkeit
der "N-NMR-Linienbreiten (siche Abb. 32) riihrt vom ba-
sekatalysierten Protonenaustausch zwischen NH bzw. NH,
und H,0 her. Gegeniiber anderen Techniken, wie etwa der
3'P.NMR-Spektroskopie, bietet die '*"N-NMR-Spektrosko-
pie mehr Information, da sich Aminoséduren in subzelluli-
ren Einheiten regiospezifisch verteilen und ihre strukturab-
hingigen NMR-Parameter im schwach sauren Gebiet eine
wesentlich ausgeprégtere pH-Abhingigkeit zeigen.

zeigt. Strukturvorschlige, die dies erkliren konnten, sind
in Schema 28 vorgestellt. Der kleine pK,-Wert von 4.9 1403t
vermuten, daB nicht die Amidgruppe deprotoniert wird,
sondern ein H,0-Molekiil in den Komplex eingebaut wird.
Adenosin wird offensichtlich am besten komplexiert - man
beobachtet Koordinationsverschiebungen fiir alle vier ba-
sischen N-Atome (N-1, N-3, N-7 und 6’-NH,). Auf einige
in diesem Zusammenhang interessierende Arbeiten {iber
SN-195Pt-Wechselwirkungen sei verwiesen!'®® (vgl. auch

Tabelle 5. '*’N-NMR-Verschiebungen § von freien und in Platinkomplexen gebundenen Nucleosiden [165] [a].

N-1 N-3 N-7 N-9 NH;
Cytidin-5"-phosphat —227.9 —179.6 —287.6
cis-[Pt(NH;)(Cyd),]*® —228.0 —255.4 —276.8
Guanosin-5’-phosphat —233.5 —-215.7 —145.6 —211.6 —~307.9
cis-[Pt(NH;)z(Guo);}*® —232.5 —215.8 —2379 —-207.1 —304.7

[a] Umgerechnet relativ zu CH3NO,.

Als letzter Punkt soll die '"N-NMR-spektroskopische
Untersuchung der Bindung von Pharmaka und Hemmern
an biologische Strukturen, insbesondere an Proteine und
Nucleinsduren, diskutiert werden. Die Antitumoraktivitit
einiger Platin(i1)-Ammin-Komplexe gab den AnstoB3, den
mutmaBlichen DNA-Komplex am Modellsystem zu stu-
dieren!’®’], Bei der Bindung von '*N-angereichertem cis-
[Pt(NH;),Cl;] an ein Nucleosid vertinderten sich die che-
mischen Verschiebungen und die ('°N, '"**Pt)-Kopplungen
im "N-NMR-Spektrum. Dank der starken, durch Koordi-
nation induzierten Verschiebung des Azin-Stickstoffatoms
(—N=) nach tiefer Frequenz (Tabelle 5) gestaltet sich die
Spektreninterpretation einfach. Man beobachtet die Bil-
dung von Pt-Komplexen mit einem oder zwei Nucleosid-
Liganden. Wihrend in Cytidin erwartungsgemiB N-3
komplexiert wird, entsteht mit Guanosin, das mehrere Ko-
ordinationsstellen hat, ein Gemisch von Mono-Komple-
xen. Doppelter Chlorid-Austausch fiihrt zu einem Kom-
plex, dessen trans zum Sauerstoff stehender NH;-Ligand
eine starke pH-Abhingigkeit der '*’N-NMR-Verschiebung
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Literaturverzeichnis von!'**!). Die Bindung kleiner Mole-
kile an groBe Biomolekiile bedingt nicht notwendiger-
weise eine starke Linienverbreiterung im '*N-NMR-Spek-
trum, wie das die groBen Korrelationszeiten 7. dieser
Makromolekiile vermuten lassen. Mit ihrer Studie am ter-
niren Inhibitor-Komplex Leber-Alkohol-Dehydrogenase/
NAD®/Pyrazol belegten Becker und Roberts"®” ein-
drucksvoll die Tauglichkeit der '"N-NMR-Spektroskopie
fir Enzym-Untersuchungen. Das bei 4.2 Tesla (18.25
MHz) aufgenommene *N-NMR-Spektrum (Abb. 33) zeigt

-136.4 _1465

-122.2
O N n/
* JL’W
W
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Ui

Abb. 33. '*N-NMR-Spektren des Dehydrogenase/NAD®/Pyrazol-Komple-
xes (MeBfrequenz 18.25 MHz; mit 99%-'*N-angereichertem Pyrazol syntheti-
siert; 0.1 M Natriumphosphat-Puffer; pH=7). a) Vor der Dialyse; b) nach der
Dialyse [167). Die Signale bei §=—122.2, —136.4 und —146.5 werden N-2 von
gebundenem Pyrazol, freiem Pyrazol bzw. N-1 von gebundenem Pyrazol zu-
geordnet.

die Nichtéiquivalenz von N-1 und N-2 im gebundenen [1,2-
"N;]Pyrazol. Vergleicht man die Verschiebungen mit de-
nen der Modellverbindung - dem Addukt von Pyrazol und

Angew. Chem. 98 (1986) 381-412



N-Benzylnicotinamid - so beabachtet man fiir N-1 jeweils
dhnliche Verschiebungen (6=—146.5 bzw. —140.7). Dage-
gén ist das '"'N-NMR-Signal fir N-2 im Enzym
(6=—122.2) um 41.1 ppm zu kleineren Frequenzen
verschoben. Das spricht fiir eine kovalente Bindung zwi-
schen N-1 von Pyrazol- und C-4 der Nictotinamid-Gruppe
sowie fiir die Koordination von N-2 am Zn-Atom im akti-
ven Zentrum des Enzyms. Das gleiche Modell postulierten
Theorell und Yonetani, und auch Réntgen-Strukturuntersu-
chungen sprechen dafir (vgl. Literaturverzeichnis
von !'¢7)),

Auch fiir die pharmakologische Aktivitit der Dihydrofo-
lat-Reduktase(DHFR)-Inhibitoren ist die Bildung eines
Enzym-Inhibitor-Komplexes maBgeblich. Typische Inhibi-
toren sind Trimethoprim (2,4-Diamino-5-(3,4,5-trimeth-
oxybenzyl)pyrimidin, TMP) und Methotrexat (MTX); letz-
teres ist mit Folsdure verwandt. Herauszufinden, auf wel-
che Art TMP und MTX an DHFR gebunden sind, war das
Ziel einiger interdisziplinirer Forschungsvorhaben!'¢%.
Detaillierte Multikern-NMR-Messungen belegen, daB in
Losung zwei Konformere des terniren Komplexes zwi-
schen Lactobacillus-casei-DHFR, TMP und NADP® in
etwa gleichen Anteilen vorliegen; sie wandeln sich lang-
sam ineinander um. Abbildung 34 zeigt die *N-NMR-
Spektren von dreifach '*N-markiertem, protoniertem TMP
sowic die des biniren DHFR-TMP- und des terniren
DHFR-TMP-NADP®-Komplexes. Auch ihr Vergleich
lehrt, daB in wi#Briger Losung zwei Spezies des terndren
Komplexes vorliegen. Die chemischen Verschiebungen des
Inhibitor-Komplexes stimmen sehr gut mit den fiir proto-
niertes TMP gemessenen N-1- und 2-NH,-'*’N-NMR-
Verschiebungen iiberein, die bereits frither von unserer Ar-
beitsgruppe bestimmt wurden®, Von Kanamori und Ro-
berts"® stammt eine '’N-NMR-spektroskopische Unter-
suchung iber Enzym-Inhibitor-Komplexe zwischen Ben-
zolsulfonamiden sowie Cyanat-lonen und Carboanhy-
drase B. Kirzlich wurde die “N-NMR-Spektroskopie
auch auf die Untersuchung von ganzen Enzymsystemen
angewendet, z.B. zum Studium der Flavin-Apoenzym-
Wechselwirkungen!'¢®,
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Abb. 34. ""N-NMR-Spektren von (1,3,N%"*N,)Trimethoprim (TMP) (MeB-
frequenz 20.2 MHz): a) TMP im terniren Komplex mit Dihydrofols4ure-Re-
duktase (E) und NADP® (INEPT-Sequenz und protonenentkoppelt; 90%
H,0/10% D,0), von einem N-3-NMR-Signal wird nicht berichtet [168]: b)
TMP im bindren Komplex mit Dihydrofolsdure-Reduktase (analoge Aufnah-
mebedingungen wie fiir a)); ¢) TMP in 0.1 M waBriger HCI,
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4.6. Hochauflisende Festkorper-'"N-NMR-Spektroskopie

Wihrend sich ungezdhlte '"N-NMR-Studien mit der
Strukturaufkliarung geldster kleiner, mittlerer und sogar
groBer Biomolekiile beschiftigten, gibt es bis jetzt nur we-
nige Beispiele, in denen der '’N-Kern als Sonde zur Be-
stimmung der Molekiilstruktur von Festkorpern eingesetzt
wurde - und wenn, dann meistens in Biomolekiilen. Der
Grund dafiir liegt auf der Hand: Festkérper-'*C- und -'H-
NMR-Spektren von Biomolekiilen sind gerade wegen der
vielen nichtdquivalenten Protonen und *C-Atome in ei-
nem Molekiil - wenn tiberhaupt - nur sehr schwer zu inter-
pretieren. Anders dagegen die Festkdrper-'>°N-NMR-Spek-
tren, die aufgrund der viel geringeren Anzahl nichtiquiva-
lenter N-Atome meist wenige und weit voneinander ent-
fernte Signale aufweisen. Somit ist die Aufldsung weniger
wichtig. Die Empfindlichkeit 148t sich durch selektive '*N-
Anreicherung und die sehr effektiven Kreuzpolarisations-
experimente (Polarisationstransfer von den Protonen) in
den Griff bekommen. Die groBen Abstinde zwischen **N-
Atomen in Biomolekiilen garantieren, daB selbst bei sehr
starker 'N-Anreicherung homonucleare Kopplungen
keine Probleme bereiten. Die typischen Schwierigkeiten
der Festkérper-NMR-Spektroskopie werden durch Kom-
bination von hochfrequentem MAS (Magic Angle Spin-
ning; eliminiert die Anisotropie der chemischen Verschie-
bung), Protonenbreitband-Entkopplung (hebt die dipola-
ren und skalaren Kopplungen auf) sowie der Technik der
Kreuzpolarisation (Cross Polarization; steigert die Emp-
findlichkeit) iiberwunden. Diese Methoden''"®!7"27l ynd
ihre Anwendung auf chemische Probleme!'’? wurden zu-
sammenfassend beschrieben; zusitzlich existiert eine
Ubersicht zum Thema ,,Festkérper-NMR-Spektroskopie in
biologischen Systemen* '], Der vorliegende Beitrag bietet
eine Bibliographie der CPMAS-'>N-NMR-Experimente.
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Abb. 35, ''N-NMR-Spektrum eines Einkristalls aus nicht 'SN-markiertem L-
Histidin-hydrochlorid-monohydrat. Die a-Achse der Elementarzelle stimmte
etwa mit der Rotationsachse des NMR-Goniometers iiberein. Chemische
Verschiebungen beziehen sich auf festes (NH,4),80, als Standard. Die ein-
zelne Linie links wird der NH3-Gruppe zugeordnet; sie deutet einen sehr
kleinen Verschiebungstensor an. Die drei Linien rechts stammen von den
Ring-N-Atomen (nach [174]).

Festkdrper-'>’N-NMR-Spektren wurden von Einkristal-
len, kristallinen und amorphen Pulvern sowie biologischen
Systemen wie Pflanzenblittern erhalten; bis auf die Mes-
sung an Einkristallen verwendete man jedoch immer ’N-
angereichertes Material. Abbildung 35 zeigt das Spektrum
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eines Histidin-hydrochlorid-monohydrat-Einkristalls: die
vier gut aufgeldsten Linien sind den NH3- und den N-Ato-
men im Heterocyclus zuzuordnen. Durch orientierungsab-
hingige NMR-Messungen erhilt man die Tensoren der
chemischen Verschiebung!'’¥. Dabei stellte sich heraus,
daB die Anisotropie der chemischen Verschiebung fiir die
beiden Ring-N-Atome Ao=220 bzw. 216 ppm betrigt,
wihrend fiir die NH-Gruppe <12 ppm bestimmt wurde.
Da fiir unprotonierte Pyridin-Derivate viel groBere Ao-
Werte (=780 ppm) erhalten wurden'"”), liefert die Bestim-
mung der '"N-NMR-Verschiebungstensoren wertvolle In-
formationen iiber den Protonierungsgrad in festen biologi-
schen Systemen. Munovitz et al.?”! gelang es kiirzlich zu
zeigen, dal3 die Tensoren der chemischen Verschiebung
und dipolaren Kopplung gleichzeitig mit hervorragender
Auflésung gemessen werden kénnen, wenn bei der Auf-
nahme die dipolare Spin-Spin-Wechselwirkung wieder
eingefiihrt wird und die Spektren entsprechend 2D-NMR-
Techniken ausgewertet werden. Damit steht eine experi-
mentelle Methode zur Verfiigung, die es ermdglicht, die di-
polare Wechselwirkung zwischen verschiedenen Stickstoff-
positionen in festen Biomolekiilen zu studieren. Im
'SN,'3C-markierten Glycylglycin-hydrochlorid konnten die
5N- und *C-NMR-Verschiebungstensoren fiir die Peptid-
bindung bestimmt werden, wobei die Autoren dariiber hin-
aus eine Korrelation zwischen allen bisher bekannten
Ao(N)-Werten und der n-Bindungsordnung der jeweiligen
C-N-Bindungen diskutieren!"”®; die Anisotropie der '*N-
NMR-Verschiebung des N-Atoms der Peptidbindung von
155 ppm spiegelt eindeutig den partiellen Doppelbin-
dungscharakter dieser Bindung wider.

Die Protonierung von und die Wasserstoffbriickenbil-
dung zu Stickstoffatomen ist in vielen biochemischen Sy-
stemen von entscheidender Bedeutung. Festk6rper-'*N-
NMR-Spektren des Schiff-Base-Segments in &{'*N]Lysyl-
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Abb. 36. Protonenentkoppelte '"N-MAS-NMR-Spekiren von a) Retinyliden-
butyl['*NJamin ('*N-RB); b) '*N-RBH®CI?; c) e-['*N]Lysylbacteriorhodop-
sin (MeBfrequenz 29.8 MHz). Der Ubersichtlichkeit halber ist die Zentralli-
nie in a) und b) mit einem Sternchen gekennzeichnet. In c) ist zusitzlich das
verstirkte Dublett der Schiff-Base (Ad=5.7) eingezeichnet, das vorlaufig dem
13-cis- und dem all-frans-Stereoisomer zugewiesen wird. Die beiden ilbrigen
Linien in c) sind den Gertist-'*N-Atomen des Peptids (6=—259.3) und den
sechs NH-Gruppen der Lysin-Einheiten zuzuordnen (6=-344.5). Die ur-
spriinglich bezogen auf externes, wiBriges 5.6 M NH4Cl angegebenen
Verschiebungen [177] wurden auf CH;NO, als Standard umgerechnet; der
Umrechnungswert betrug —352.9 ppm [7a].
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bacteriorhodopsin, dem einzigen Protein der Purpur-Mem-
bran, zeigten eine isotrope chemische Verschiebung von
=—204.6 und belegten damit, daB der Imin-Stickstoff in
der Dunkelform protoniert ist!'”’. Die Dublett-Struktur
des Signals (Abb. 36) weist auf die Existenz zweier Stereo-
isomere in Bacteriorhodopsin hin, vermutlich eine 13-cis-
und eine all-trans-Retinal-Schiff-Base. Die '*N-NMR-
Verschiebung des Lysyl-bacteriorthodopsins (6=-204.6)
dhnelt dem 8-Wert der Modellverbindung all-trans-Retiny-
liden-butyl[*N]Jammoniumchlorid (§= --181.2); fiir die Ba-
senform dieser Modellverbindung beobachtet man dage-
gen eine starke Entschirmung des '"N-Kerns (5=-37.6).
Die gemessene chemische Verschiebung der protonierten
festen Form und des gelosten Hydrochlorids (6=—147) lie-
gen in einem #hnlichen Bereich!''* (vgl. Abschnitt 4.1).
Wie das protonenentkoppelte ''N-NMR-Pulverspektrum
(Abb. 37) belegt, bewirkt die Protonierung am Stickstoff
eine deutliche Abnahme des Verschiebungstensors von
Ao =600 ppm (Schiff-Base) auf 270 ppm (Hydrochlorid).
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Abb. 37. Protonenentkoppelte '>’N-NMR-Pulverspektren von all-frans-Reti-
nyliden-butyl['*N]amin; a) unprotoniert; b) Hydrochlorid. In a) ist das Pul-
verspektrum = 600 ppm (18 kHz) breit mit einer isotropen Verschiebung von
6=-38. Durch Protonierung verringert sich die Gesamtbreite des Spektrums
auf 270 ppm, und die isotrope Verschiebung wandert um 142 ppm zu kleine-
ren Frequenzen. Die chemischen Verschiebungen wurden auf CH,NO,; als
Standard umgerechnet (siche Legende zu Abb. 36) [177).

Festkorper-NMR-Studien sind besonders attraktiv, da es
nun mit ein und derselben MeBtechnik méglich ist, En-
zym-Strukturen sowohl in anisotroper (fester) als auch in
isotroper (fliissiger) Phase zu analysieren und direkt zu
vergleichen - im Gegensatz zum bisher iiblichen Vergleich
zwischen Rontgen-Strukturanalyse- und NMR-Daten. So
wurde beispielsweise die Struktur der a-spaltenden Pro-
tease CPMAS-NMR-spektroskopisch untersucht; dabei
wurde zunichst N*, spiter zusitzlich N¥ von His®’ '*N-
markiert!'”®. Die Anderung der *N-NMR-Verschiebungen
in Abhingigkeit vom pH-Wert der Losungen (Abb. 38),
aus denen die lyophilisierten Proben hergestellt wurden,
gleicht den frither in Lésung bestimmten Werten - aufler
daB der Protonenaustausch an His*’ im Festkorper wesent-
lich langsamer ist. Schema 29 gibt ein Bild von der lokalen
Umgebung von His*’ nahe dem aktiven Zentrum des En-
zyms. Die ungewdhnliche Tautomeren-Form mit einer N™-
H-Bindung wurde zunichst vorgeschlagen!'’** und spiter
durch '"N-NMR-Messungen am gelosten Enzym!®* besti-
tigt. Stabilisiert wird das Tautomer durch die - nur in die-
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Abb. 38, pH-Abhingigkeit der '*N-NMR-Verschiebungen der Imidazol-
Stickstoffatome in Histidin-57 der a-spaltenden Protease; (---) in Ldsung
[179], (—) in lyophilisierten Pulvern [178].

ser Triadenstruktur méglichen - Wechselwirkungen von
His*’ in der Mitte mit dem Aspartat'?°-lon an der n-Seite
und der OH-Gruppe von Ser'®® an der 1-Seite. Die gute
Ubereinstimmung der nun vorliegenden Festkdrper-NMR-
Befunde mit den schon bekannten, fir die fliissige Phase
ermittelten Strukturparametern erbringt einen iiberzeugen-
den Strukturbeweis. Eine dhnliche Untersuchung mit Hilfe
von '"N-CPMAS- und Réntgen-Diffraktionsdaten ist kiirz-
lich an einem Carboxypeptidase-A-Glycyl-Tyrosyl-Kom-
plex ausgefiihrt worden!'”*".

His®’
Asp‘oz—\./} g_\

\(P'"H 3

<S.'1'3

o
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Schema 29.

Der langsame Protonenaustausch im Festkdrper ermog-
licht die Identifizierung der protonierten N-Atome in Bio-
molekiilen und das Studium des Protonentransfers durch
"N-DNMR-Studien. Untersuchungen von Limbach et
all"*% {iber das Tautomerie-Gleichgewicht im '*N-ange-
reicherten meso-Tetra-p-tolylporphin 37 demonstrieren,
daB heute ein derartiger Protonenaustausch zwischen zwei
N-Atomen auch im Festkorper in einem Temperaturbe-
reich von 210 bis 295 K ohne Schwierigkeiten zu verfolgen
ist. Die entsprechenden CPMAS-'*N-NMR-Spektren zeigt
Abbildung 39, wobei die dort eingetragenen Geschwindig-
keitskonstanten erster Ordnung k" durch vollstandige Li-
nienformanalyse erhalten wurden. Wihrend in Losung far
p-Tolyl- und Phenylporphine gleiche Austauschprozesse
nachgewiesen wurden, weisen die Festkorperspektren auf
unterschiedliche Phinomene hin. Die komplizierten Ver-
hiltnisse in den Arylporphinen wurden auch anhand der
Rontgen-Strukturanalysen diskutiert!'8%®),

Von Nucleinsiuren liegen ebenfalls Festkdrper-'*N-
NMR-Studien vor; beispiclsweise wurden in B-DNA die
N-H-Bindungslingen untersucht™® (siche auch Abb. 11,
Abschnitt 2.3) und von fd- und Pfl-Bacteriophagen wurde
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Abb. 39. 'SN-CPMAS-DNMR-Studie an meso-Tetra-p-tolylporphin 37
(Ar=p-Tolyl; MeBfrequenz 6.1 MHz; 95%-'*N-angereichertes 37); experi-

lle und berechnete Spektren sind iibereinander gezeichnet. Das kleine
Signal bei tieferer Frequenz wird durch einc Verunreinigung hervorgerufen
[180a).

die Struktur des DNA-Geriistes bestimmt!'*"). Die gleiche
Arbeitsgruppe berichtete auch iiber Festkdrper-'*N-NMR-
Studien an Proteinen!®' 1824,

Abb. 40. SojabohnensprdBling (Glycin-Soja) [184].

Zum AbschluB dieser Ubersicht sei noch ein Experiment
erwihnt, das das fast unbegrenzte Potential der '>"N-NMR-
Spektroskopie in der Biologie"® vielleicht am besten be-
schreibt. Schaefer et al.'"®* nahmen von Sojabohnenblit-
tern CPMAS-'*N-NMR-Spektren mit doppeltem Kreuzpo-
larisationstransfer auf, um die Umsatzzahlen (turn-over-
Zahlen) von Enzymen zu bestimmen. Ebenfalls an dieser
Pflanze wurde die Metabolisierung von Allantoin im frii-
hen Wachstumsstadium verfolgt!'®*®., Abbildung 40 zeigt
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einen Sojabohnenspréfiling - als Symbol fiir das immer
weiter wachsende Anwendungspotential der NMR-Spek-
troskopie in Chemie, Biochemie und Biologie - und die
neu wachsenden Zweige rufen nach phantasievollen For-
schern!

5. Ausblick

In den letzten Jahren hat sich die Nitzlichkeit der '*N-
NMR-Spektroskopie als Sonde sowohl fiir die Struktur-
aufkldrung als auch fiir die Untersuchung des Reaktions-
verhaltens organischer, bioorganischer und anorganischer
Molekiile erwiesen. Die Mehrzahl dieser Studien wurde
bereits an Molekiilen mit natiirlicher '*N-Hzufigkeit vor-
genommen. Da die Empfindlichkeit der >’N-NMR-Tech-
nik weiter zunimmt, wird diese Spektroskopie in Zukunft
noch mehr an Bedeutung gewinnen. Modeme 1D- und
2D-NMR-Experimente werden ohne Zweifel ihren Teil
dazu beitragen, dafl immer groBere und kompliziertere
Molekiile - vor allem in der Biochemie - in fester und fliis-
siger Phase studiert werden kdnnen. Mit den kiirzlich be-
schriebenen heteronuclearen ,,D-aufgelosten 2D-NMR-
Experimenten (siche Abb. 11) sollte es beispielsweise bald
moglich sein, auch im Festkérper Wasserstoffbriickenbin-
dungen quantitativ zu erforschen. Erste erfolgreiche
Versuche - allerdings mit angereichertem Material - deu-
ten darauf hin, daB die '"N-NMR-Spektroskopie auch in
der Pharmakologie groe Bedeutung bei der Aufklirung
von Wirkstoff-Bindung und -Aktivitit erlangen diirfte.
Fundamentale Probleme der Biochemie wie Stickstoff-Fi-
xierung und -Metabolisierung sowie viele andere Fragen
werden wohl zukiinftig verstarkt mit '*N-NMR-spektro-
skopischen Techniken erforscht werden. Jedoch wird die
Realisierung dieser 1deen in vielen Féllen nur mit vielseitig
ausgertisteten Multikern-NMR-Spektrometern und den
entsprechenden Rechnereinheiten gelingen. Es ist zu er-
warten, daB in naher Zukunft gerade in diesem Bereich die
bedeutendsten Fortschritte erzielt werden.

Der Seniorautor (W. v. P.) méchte an dieser Stelle seine
grofe Dankbarkeit gegeniiber allen Mitarbeitern ausspre-
chen, die zum Gelingen der hier aus dem Ziiricher Laborato-
rium beschriebenen Experimente beigetragen haben: Dr. W.
Schwotzer, Dr. W. Stdideli, Dr. R. Hollenstein, Dr. P. Bigler,
Dr. L. Kozerski, Dr. G. Cerioni, Dr. M. Tato, B. C. Chen, C.
Adams und R. Miiller. Ihr wissenschaftlicher Enthusiasmus,
ihr experimentelles Geschick und ihre Ausdauer hatten einen
wesentlichen Einfluf3 auf Forschung und Arbeitsgeist in unse-
rer Gruppe. Bei der Regierung des Kantons Ziirich und dem
Schweizerischen Nationalfonds zur Férderung der wissen-
schaftlichen Forschung bedanken wir uns fiir die groBziigige
finanzielle Unterstiitzung.
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