
bei den hier beschriebenen Umsetzungen Trisilabenzol6 als 
Ligand entstanden ist. Angesichts dieser vielversprechenden 
Ergebnisse untersuchen wir derzeit weitere Reaktionen von 
Metall-Ionen und ionischen Metallkomplexfragmenten mit 
anderen siliciumhaltigen Verbindungen. 

Experimentelles 
Die Arbeits- und MeBmethode ist an anderer Stelle ausfuhrlich beschrieben 
worden[14] und sei deshalb hier nnr kurz zusammengefaBt: Die Experimente 
wurden rnit einem EXTREL-FTMS-2000-Fourier-Transformations-Massen- 
spektrometer rnit Doppelzellkonfiguration [I 51 durchgefuhrt. Fe+ und [CpFe] + 

wurden aus [CpFe(CO),I] erzeugt, das in einem Probenschiffchen iiber das 
DirekteinlaBsystem in das Massenspektrometer gebracht wurde. Die Ionen 
wurden dnrch ElektronenstoR in der Ionenquelle erzeugt und in den AnalySd- 
torteil iiberfuhrt. Die interessierenden Ionen wurden mit Doppelresonanztech- 
niken [I61 isoliert und ddnn rnit 2a oder 2b, die durch zwei gepulst betriebene 
Ventile des diskontinnierlich arbeitenden Einlahystems in den Analysator ein- 
gelassen wurden, umgesetzt. Co' und [CpCo]' wurden analog aus [CoCp,], 
Ni+ und [CpNi]+ aus [{CpNi(CO)),] erzeugt. Nur [CpNi]' mit dem Isotop 
'*Ni wurde abgetrennt und rnit dem Carbosilan umgesetzt. Der Reaktiousver- 
lanf wurde durch Aufnahme von Massenspektren nach unterschiedlich langen 
Wartezeiten und/oder bei unterschiedlichen Probendrucken im Expansionsteil 
des diskontinuierlich arbeitenden Einlaflsystems verfolgt. Fur die CID-Unter- 
suchungen wurde iiber einen zweiten Satz von gepulst betriebenen Ventilen das 
Kollisionsgas Ar in den Analysdtorteil eingelassen, ndchdem die interessieren- 
den Ionen isoliert und auf Geschwindigkeiten (W eV) gebracht worden waren, 
die fur ihre Dissoziation nach Kollision mit den Ar-Atomen ausreichten. 
2a wurde nach einer Literaturvorschrift [3]  aus 2c hergestellt. 2b wurde auf die 
gleiche Art synthetisiert, aber unter Verwendung von LiAID, statt LiAIH,, nnd 
NMR-spektroskopisch charakterisiert. 

Eingegangen am 14. Mai, 
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Bestimmung der HN-H'-Kopplungskonstanten 
in groDen, isotopenmarkierten Proteinen ** 
Von Stephan Srip, Jochen Balbach und Hovst Kessler* 

Neue multidimensionale Pulsmethoden der NMR-Spek- 
troskopie in Kombination rnit vollstandiger Isotopenanrei- 
cherung der wichtigen Kerne "N und 13C ermoglichen die 
Strukturbestimmung von immer grol3eren Proteinen mit ei- 
nem Molekulargewicht > 30 kDa['-31. Neben den NOE- 
Effekten gewinnen Kopplungkonstanten fur die Kon- 
formationsbestimmung durch Molekiildynamikrechnuiigen 
immer mehr an Bedeutungr4, 'I. Eine wichtige Rolle fur die 
Definition der Riickgratkonformation kommt hierbei der 
HN-F-Kopplungskonstanten zu (vgl. z.B. Lit. 161), die den 
Wertebereich des Winkels @ des Peptidgerusts einschrankt 
(Abb. 3). Sie kann bei kleinen Peptiden aus dem eindimen- 

Ei' H R  
\/ 

0 
I1 

Abb. 1. Ausschnitt aus einer Poly- 
peptidkette mit Definition des Win- 
kels @. Dessen Wertebereich kann 
unter Einbeziehnng der H"-Ha- / c k ~ 3 c \ c , / N \  
Kopplungskonstanten eingeschrinkt I 
werden. H @ h  

sionalen Protoneiispektrum abgelesen werden. Fur kleine his 
mittelgrol3e Proteine haben sich Methoden etabliert, die 
Kopplungskonstante aus Antiphasensignalen im COSY- 
Spektrum zu bestimmen[', *]. Diese setzen allerdings voraus, 
darj ein Magnetisierungstransfer uber eine homonuckeare 
J-Kopplung moglich ist. Bei den groRten NMR-spektro- 
skopisch untersuchbaren, isotopenmarkierten Proteinen 
(> 30 kDa) ist dies nicht mehr gegeben, sondern es muI3 eine 
Methode gewahlt werden, die neben hoher Empfindlichkeit 
und ausreichender spektraler Dispersion die Heterokern- 
kopplungen fur den Magnetisierungstransfer nutzt. Zudem 
ist es wiinschenswert, die gesuchte Kopplungskonstante un- 
abhangig von der Signalbreite bestimmen zu konnen. 

Fur die Bestimmung dieser Kopplungskonstanten in iso- 
topenangereicherten Molekiilen wurden bereits mehrere 
Pulsfolgen vorgestellt[' - ' I .  Sie basieren alle auf der Erzeu- 
gung von ,,E. COSY"-Mustern in der FIlF3-Ebene des drei- 
dimensionalen Spektrums, in denen in der indirekt detektier- 
ten Dimension (FI) eine groI3e Kopplung des direkt an das 
Proton gebundenen Heterokerns (lJ,,H) zur Trennung der 
Multiplettkomponenten verwendet wird. Durch die Separa- 
tion in F1 wird eine gegenseitige Beeinflussung der Multiplett- 
signale und eine damit verbundene Verfalschung der abgelese- 
nen Kopplungskonstanten verhindert. Die interessierende 
3JHN, ,,-Kopplung erzeugt eine Verschiebung der Multiplett- 
signale in der direkt detektierten Dimension und wird daher 
in F 3  (der Dimension mit der besten Auflosung) abgelesen. 

Wir schlagen zwei Pulsfolgen vor, die nach demselben 
Prinzip arbeiten und rnit denen, unter Optimierung der ge- 
nannten Verfahren, die 3JHN, ,.-Kopplung mit hoher Emp- 
findlichkeit auch bei sehr grol3en (> 30 kDa) Proteinen be- 
stimmt werden kann. Die Pulsfolgen (Abb. 2) korrelieren 
unter Verwendung der 'J-Kopplungen ' J N ,  (ca. 90 Hz) und 
lJ , ,N (ca. 11 Hz) die Kerne c", N und HN (Abb. 1). 

Die Pulsfolgen in Abbildung 2 regen uber das NH-Proton 
und den Relay-Kern Stickstoff den ci-Kohlenstoffkern an, 

('1 Prof. Dr. H. Kessler, Dr. S. Seip, DipLChem. J. Bdlbach 
Organisch-chemisches Institut der Technischen Universitit Munchen 
LichtenbergstraBe 4, W-8046 Garching 

[**I Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem 
Fonds der Chemischen Indnstrie gefordert. Die Autoren danken Prof. Dr. 
8. Erni und K. Flukiger fur die Bereitstellung der U-'3C/U-15N-markier- 
ten Probe der P13-Domlne. Stephan Seip dankt dem Fonds der Chemi- 
schen lndustrie fur ein Stipeiidium. 
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Abb. 2.  Pulssequenzen zur Bestimmung der H"-H"-Kopplungskonstanten in 
groRen Proteinen. Beide Pulsfolgen korrelieren I5N mit l3CC und HN. Um eine 
selektive Anregung der C"-Kohlenstoffkerne zu erreichen, wird die Pulsleistung 
des X-Senders auf 4 kHz reduziert, wodurch die erste Nullstelle der Anregungs- 
funktion im Bereich der Resonanz der C-Kohlenstoffkerne ist. Um die C-Spins 
selektiv zu invertieren, ohne die Transmitterfrequenz zu schalten, werden die 
180"-Pulse auf C phasenmoduliert[2,3]. -a)  Gekoppeltes HNCA (A steht fur 
a) rnit ,,constant-time"-Evolution der Stickstoff-Verschiebung und Jump- 
Return-Puls[l3] zur selektiven Anregung der Amidprotonen. T = 2.25, 
A = 4.5, T' = 13, zi = 10, 6 =7.75, = 2.25 ms. T, wird um die zunehmende 
t,-Zeit dekrementiert. Die WALTZ-Entkopplung wird mit einem 8 kHz-Feld 
durchgefiihrt. Wlhrend des Relaxationsdelays wird die Wasserlinie mit schwa- 
cher Leistung gesattigt. b) Gekoppelte HNCA mit ,,constant-time"-Evolution 
der Stickstoff-Verschiebung. Die Protonenfrequenz wird bei der Wasserreso- 
nanz in der Mitte des Spektrums eingestrahlt. Der Jump-Return-Puls bewirkt 
in dieser Sequenz eine sinusformige Anregung des Spektrums. Damit werden 
zum einen die He-Protonen so gut wie nicht angeregt (Bedingung fur das 
,,E.COSY"-Muster), Zuni anderen wird die Wasserresonanz wirkungsvoll un- 
terdriickt. Die Sequenz b) ist der Sequenz a) vorzuziehen, wenn eine Vorsatti- 
gung der Wasserresonanz nicht wiinschenswert ist. Alle Parameter wie unter a) 
sowie: =lo,  iP = 2.25 ms, c = 60 ps (fur 600 MHz Protonenfrequenz), T,' 

wird rnit zunehmender l,-Zeit dekrementiert. - Der Phasencyclus fur beide 
Experimente lautet: 4, = x,x. -x. -x, & = x. x, -x, -x, +3 = x, $4 = 8(x), 
8(- x), # 5  =16(x), 16(- x), 6, = x, -x, 4, = ~ x, x, Empfanger = x, -x, 

x, -x. Alle anderen Pulse kommen aus x. 
-x, x, --Y, X.X. -x, 2(- x, x,x, -x, x,  -x, -x, x), x, -x, - ,x,  x, --s,x, 

der in FI als Antiphasenmagnetisierung zu "N unter Kopp- 
lung rnit dem Proton evolviert. Nach Evolution von 15N in 
t ,  wird die Magnetisierung auf Protonen iibertragen und 
nach der Refokussierung unter 'N-Entkopplung detektiert. 
Das ,,E.COSY"-Muster der C"(F1)-HN(F3)-Kreuzpeaks 
wird dadurch erreicht, daB die Spinzustande des passiv kop- 
pelnden W-Protons nicht gemischt werden["I. Dazu wird 
eine ,,Jump-Return"-Pulsfolge am Ende des Experiments 
verwendet, die einen HN-selektiven 9O"-Puls erzeugt"']. 

Bei der Anwendung auf grone Proteine kommt der sorg- 
faltigen Wahl der Parameter Pulslangen und Wartezeiten ei- 
ne besondere Bedeutung zu. Die Wartezeiten mussen unter 
expliziter Beriicksichtigung des Relaxationsverhaltens der 
einzelnen Kerne optimiert werden. Fur 22' gilt Gleichung (a), 
fur z1 + z2 + 6 Gleichung (b), d. h. z1 + z2 + 6 sollte kiirzer 
gewahlt werden als 22', da die 2N,, ,H,-Antiphasenmagneti- 
sierung aufgrund der starken dipolaren Relaxation mit dem 
Proton eine kurzere T,-Zeit aufweist als die "N-In-Phase- 
Magnetisierung, die wahrend 27' vorliegt [I4]. 

Die T2-Zeiten konnen aus HSQC- oder refokussierten 
HSQC-Spektren ermittelt werden (HSQC = Heteronuclear 
Single Quantum Correlation)"']. 

Die Extraktion der Kopplungskonstanten erfolgt in der 
FI/n-Ebene. Die Dispersion der "N-Dimension (El) hebt 
die bei Proteinen dieser GroBe unvermeidlichen Uberlage- 
rungen in zweidimensionalen 3C,Heterokern-Korrelations- 
spektren auf. 

Am Beispiel des C"-HN-Kreuzpeaks von Leuz5 in der voll- 
standig 3C/1 'N-markierten Mannose-Permease-Domane 
PI3 (31 kDa) wird die Auswertung eines Ha-gekoppelten 
HNCA-Spektrums gezeigt (Abb. 3). Aufgrund der relativ 
schlechten Digitalisierung des 3D-Spektrums wird die Kopp- 
lungskonstante, analog wie bei der D1SCO-Prozed~r['~~, am 
besten an herausgelesenen Reihen bestimmt. Mit der Pulsfol- 
ge aus Abbildung2b konnte in unserem Fall ein nahezu 
identisches Spektrum erhalten werden, wobei hier die Aus- 
wertung in der nlF3-Ebene erfolgt. 

L25, 6(15N) = 118.43 

8.5 8.1 1560 1180 1100 1320 - F3 Ippml 

Abb. 3. Anwendung der in Abbildung 2a gezeigten Pulssequenz auf eine 3 mM 
Losung der doppeltmarkierten PI 3-Domane, einer homodimeren Untereinheit 
der Mannose-Permease von E. coli. Das Experiment wurde an einem Bruker- 
AMX600-Spektrometer, ausgeriistet rnit einem Dreikanal-Interface und einem 
Tripelresonanzprobenkopf, durchgefiihrt. Es wurden mit 32 Durchlaufen 
128 x 54 x 512 reelle Punkte in M ,  FL und F3 aufgenommen. Die gesamte Me& 
zeit betrug 74 Stunden. Das Spektrum wurde in allen Dimensionen mit einer 
um 70" verschobenen sin2-Funktion apodisiert. Die Datenmatrix hatte die 
GroRe von 128 x 64 x 512 reellen Punkten. Links: Schnitt aus dem 3D-Spek- 
trum bei einer Stickstoff-Verschiebung von 6 = 118.43. Der C"-HN-Kreuzpeak 
von Leu2' ist gezeigt. Das ,,E.COSY"-Muster ist deutlich zu erkennen. Zur 
Bestimmung der Kopplungskonstanten wurden zwei Reihen entlang der Maxi- 
ma in F1 herausgelesen und invers Fourier-transformiert. Nach Auffiillen mit 
Nullen auf 8192 Punkte wurde zuriicktransformiert. Die Verschiebung beider 
Signalmaxima relativ zueinander ergibt die gesuchte Kopplungskonstante 
(rechts). Sie betragt im Fall von LeuZS 8.0 Hz. Der Fehler wird zu 1 Hz 
geschatzt. 

- v [Hzl 

Die hier vorgestellten Experimente ermoglichen es, die ho- 
monucleare 3.1HN, H,-Kopplungskonstante auch in groI3en 
Proteinen zu bestimmen, in denen wie in dem hier untersuch- 
ten eine direkte Korrelation der Protonen uber COSY oder 
TOCSY nicht mehr moglich ist. Die Kopplungskonstanten 
sind zusammen mit Abstanden aus NOESY-Spektren eine 
wesentliche Grundlage fur die NMR-spektroskopische Be- 
stimmung von Proteinstrukturen in Losung. 

Eingegangen am 12. August 1992 [Z 55141 
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Tabelle 1. Michael-Addition von 1 an 2 in Gegenwart von 0.5 Aquivalenten Kalium- 
oder CdeSiUmCdrbOnat. 

Reak- 1 2 R' RZ Bedingungen [a] Ausb. 3:4 [c] 
[%I 

K2C0,- oder Cs,CO,-katalysierte 
diastereoselektive Drei-Zentren-Michael-Addition 
von fl-Ketoestern an prostereogene a,P-ungesattigte 
Carbonylverbindungen** 
Von Nicole Ouvrard, Jean Rodriguez* und Maurice Santelli 

Bei unseren Arbeiten"] zur Synthese des Prelog-Djerassi- 
Lactons''] kam uns die Idee, daB die Mi~hael-Addition[~] 
eines fi-Ketoesters an eine a,P-ungesattigte Carbonylverbin- 
dung ein weiterer attraktiver und direkter Weg zu dem ent- 
scheidenden Zwischenprodukt sein konnte. Die (2S,3R)-P- 
Ketoester 1 141 dienten als Modellsubstrate fur unsere 
Untersuchung (Schema 1). Das richtige (2R,3S)-Enantio- 
mer kann aus leicht zuganglichem (S)-( -)-Pulegon erhalten 
werdenl']. 

1 a a Me Me K,CO,, 4 0 T ,  6 h  [b] 70:30 
2 a a Me Me K,CO,, 2 0 T ,  7 d  52 80:20 

78 85:15 3 a b Me H K,CO,, 20"C, 15 h 
4 b b IBU H K,CO,, 2 0 T ,  15h 65 >95:5 
5 b b rBu H K,CO,, 57"C,3h 67 77:23 
6 c b Bz H K2CO,,2O"C, 15h 65 >95:5 
7 b b fBu H Cs,CO,, -3OoC,5h 70 >95:5 
8 b b tBu H K,CO, [d], -30°C. 5 h  84 15:85 
9 b b tBu H CszC03 [el, -50% 7 b  30 35:65 

10 b b IBu H K,CO, [f], -2O"C, 5 h  58 20:80 
11 c b Bz H KZCO3[Q, -2O"C, 5 h  56 15:85 
12 b a tBu Me K,CO, [f], -20°C 72h 87 <5:95 

[a] Die Reaktionen 1-9 wurden in wasserfreiem Aceton durchgefiihrt. [b] Quantitativ. 
Bestimmung durch Gaschromatographie mit einer 20 m-SE-30-Saule. [c] 'H-NMR- 
Analyse (200 oder 400 MHz). [d] 0.25 Aquiv. [18]Krone-6. [el 0.25 Aquiv. Dibenzo- 
[24]Krone-8. [f] Gemisch von Hexamethylphosphorsauretriamid(HMPA)/CH,C12 
( 5 :  1) als Losungsmittel und 0.25 Aquiv. 4,7,13,16,21,24-Hexaoxa-l,lO-diazabicy- 
clo[8.8.8]hexacosan (Kryptofix 222). 

la, R ' = M ~  za, R ' - M ~  
lb, R ' = B u  2b, R 2 = H  
ic, R'=BZ 

3 4 
a, R ' = R 2  - Me 
b, R: = Bu, R2 = H 

d, R1 = fBu, R2 = Me 
C, R - BZ. R Z  = H 

Schema 1.  Michael-Addition von 8-Ketoestern an cr,b-ungesattigte Carbo- 
nylverbindungen. 

Die diastereoselektive Michael-Addition wurde in den 
letzten Jahren intensiv untersucht und ist eine der niitzlich- 
sten Methoden zur C-C-VerkniipfunglS1. Hier berichten wir 
iiber eine hochdiastereoselektive Drei-Zentren-Michael-Ad- 
ditionl6] durch Umsetzung von einfachen chiralen P-Keto- 
estern mit einer prostereogenen a$-ungesattigten Carbonyl- 
verbindung, die einen stereokontrollierten Zugang zu drei 
benachbarten stereogenen Zentren ermOgli~ht['~. 

Bei der K,C03- oder Cs,CO,-katalysierten Reaktion von 
1 mit den Michael-Acceptoren 2 in Aceton wird von den vier 
moglichen Diastereomeren hochselektiv 3Is1 gebildet (Reak- 
tion 1-7 in Tabelle l)['ol. 3 entsteht in einer Reaktion mit 

[*] Dr. J. Rodriguez, N. Ouvrard, Prof. Dr. M. Santelli 
Laboratoire de Synthtse Organique associi au CNRS Centre de St-JCrdme 
boite D12, F-I3397 Marseille Cedex 13 (Frankreich) 

[**I Diese Arbeit wurde von Rhone-Poulenc-Rorer (Vitry, Frankreich) gefor- 
dert. Dr. J. C. Barriere (Rhone-Poulenc-Rorer) danken wir fur hilfreiche 
Diskussionen. 

relativer Ik-Totizitatrg1 uber einen cvclischen, synclinalen 

I 

Ubergangszustand (Schema 2). 

II, Z =CO,R' 

ul 

Schema 2. Mogliche cyclische Ubergangszustande 1 und 11. 

4 

Die Untersuchung von Molekulmodellen zeigt, daf3 irn 
Ubergangszustand I1 eine starke nichtbindende Wechselwir- 
kung zwischen der Estergruppe des Michael-Donors und 
dem Carbonylteil der a,b-ungesattigten Verbindung besteht 
(Schema 2). Der EinfluD von R' und RZ auf die Diastereose- 
lektivitat der Reaktion bei Raumtemperatur oder darunter 
unterstreicht diesen Befund. So betragt das Verhaltnis 3: 4 
nur 85:15 fur R' = Me, R2 = H (Reaktion 3), wahrend rnit 
R1 = tBu oder Bz und R2 = H fast ausschlienlich 3 erhalten 
wird (Reaktion 4, 6 und 7). 

In allen Fallen ist die diastereofaciale Kontrolle vollstan- 
dig; dies ist wahrscheinlich eine Folge der fast planaren 
Struktur des Enolats von 1. Aufgrund der Analogie mit ver- 
wandten Systemen kann man erwarten, da13 dieses endocy- 
clische Enolat ausschliefilich von der dem Methylsubstituen- 
ten gegeniiberliegenden Seite angegriffen wird" *I. Die 
hochste Diastereoselektivitat erhalt man mit K,CO, bei 
Raumtemperatur (Reaktion 4 und 6) oder bei -30 "C mit 
Cs,CO, als Katalysator (Reaktion 7). Interessanterweise 
war bei einer fruheren Untersuchung nur geringe oder keine 
Stereoselektivitat bei der Addition eines einfachen cyclischen 
oder acyclischen P-Ketoesters an Ethyliden-Malonsaure- 
dimethylester rnit K,CO, als Base gefunden worden['"I. Un- 
sere Ergebnisse scheinen das erste Beispiel fur eine Drei-Zen- 
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