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[11] Ein Einkristall von 1a wurde, um Zersetzung zu vermeiden, mit Cyanacrylkle-
ber iiberzogen und auf einem CAD-4-Diffraktometer befestigt; Kristallstruk-
turdaten: tetragonal, P4/mbm (Nt.127), a = b =10.675(3), ¢ = 23.290(2) A,
V=2654001) A% Z=2, p,. =1863gcm™>, Mo -Strahlung (=
0.71069 A), T = 293 K, w-Scan im Bereich 3° < 8 < 26°. Die Struktur wurde
mit der Direkten Methode (SIR 92) gelost. Verfeinerung: Vollmatrix/Kleinste
Fehlerquadrate (SHELX 93). Die Pyrazin-Liganden liegen auf vierzdhligen
Drehachsen und verbinden die Doppelschichten, aus denen sich die Wiirfel
bilden. Die Kohlenstoffatome sind daher statistisch fehlgeordnet und um 90°
um die c-Achse versetzt (in Abb. 2 ist nur eine Lage abgebildet). An den
PF; -lonen, die axial an den quadratischen Fldchen koordiniert sind, sind die
Fluoratome fehlgeordnet (zwei Modelle mit der Besetzung 0.58 und 0.42; nur
die hoher besetzte Lage ist abgebildet). Die CH,Cl,-Solvensmolekiile sind
ebenfalls fehlgeordnet. Die Chloratome liegen auf einer vierzdhligen Drehachse
und die CH,-Gruppen sind statistisch verteilt. R = 0.0751 fiir 799 unabhéngige
beobachtete Reflexe mit [F, > 30(F,)] und korrigierten Absorptionsdaten;
anisotrope Verfeinerung fir alle Nicht-H-Atome [21].

[12] Kristallstrukturanalyse von 3: tetragonal, /4/mcem (Nr. 140), a = b = 8.026(2),
¢ =14203(6) A, ¥ = 914.9(5) A%, Z = 4, p,, = 2.417 gem 3, R = 0.0621 fiir
190 beobachtete Refltexe mit [F, > 2a(F,)]. Die Struktur zeigt eine streng line-
are polymere Ausbreitung entlang der tetragonalen Achse, die Pyrazin-Ligan-
den sind abwechselnd um 90° verdreht, mit AgN-Bindungen von 2.168(14) A
[21].

[13] Verbindung 1b: a = b =10.725(6), ¢ = 23.481(6) A, V = 2700.9 A3, - Verbin-
dung le: a = b =10.794(3), c = 23.566(15) A, V = 2745.7 A3

[14] K.-W. Kim, M. G. Kanatzidis, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 4878.

[15] Die Kristalle von 2 sind orthorhombisch, Fmmm (Nr.69), a =15.442(2),
b =15495(3), ¢ =15.6303)A, V=3739.8(11) A3 Z=8, p,. =2074
gom 3, Datensammiung im Bereich 37 < 6 < 25°. Die SbF, -Ionen befinden
sich in zwei speziellen Lagen, in beiden Fallen fehlgeordnet (nur eine Lage ist
in Abb. 4 zu sehen). R = 0.0432 fiir 565 unabhingige beobachtete Reflexe mit
[Fy > o(Fy)]. Weitere experimentelle Bedingungen wie unter Verbindung la
beschrieben [21]. Die Kristalle sind pseudokubisch, aber die Zugehdrigkeit zu
einer orthorhombischen Kristallklasse wurde anhand der Aufspaltung der aus-
gewdhlten Signale des Pulver-Diffraktogramms bestdtigt. Dieses zeigt ebenso
den homogenen Aufbau der Pulverproben.

[16] a) B. F. Hoskius, R. Robson, N. V. Y. Scarlett, J. Chem. Soc. Chem. Commun.
1994, 2025. b) Ein Gutachter hat darauf hingewiesen, daBl Rb[Cd(Ag(CN),);]
isomorph K[Co(Au(CN),),}ist: S. C. Abrahams, J. L. Bernstein, R. Liminga,
E. T. Eisenmann, J. Chem. Phys. 1980, 73, 4585.

[171 T. Soma, H. Yuge, T. Iwamoto, Angew. Chem. 1994, {06, 1746; Angew. Chem.
Int. Ed. Engl. 1994, 33, 1665.

[18] Nur zwei Beispiele von Komplexen mit Ag'-N¢-Chromophoren, beide mit ma-

krocyclischen Liganden, wurden bereits veréffentlicht: a) J. de Mendoza, E.

Mesa, I-C. Rodriguez-Ubis, P. Vazquez, F. Vigtle, P.-M. Windsscheif, K.

Rissanen, J-M. Lehn, D. Lilienbaum, R. Ziessel, Angew. Chem. 1991, 103,

1365, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1991, 30,1331, b) C. Stockheim, K. Wieg-

hardt, B. Nuber, J. Weiss, U. Florke, H.-J. Haupt, J. Chem. Soc. Dalton Trans.

1991, 1487.

a) P. W. Carreck, M. Goldstein, E. M. McPartlin, W. D. Unsworth, J. Chem.

Soc. Chem. Commun. 1971, 1634 b) J. Darriet, M. S. Haddad, E. N. Duesler,

D. N. Hendrickson, Inorg. Chem. 1979, 18, 2679; ¢) I. S. Haynes, S. J. Rettig,

J.S. Sama, R. C. Thompson, I. Trotter, Can. J. Chem. 1987, 65, 420.

[20] L. Carlucci, G. Ciani, D. M. Proserpio. A. Sironi, unverdffentlicht.

[21] Weitere Einzelheiten zu den Kristallstrukturuntersuchungen kénnen beim Di-
rektor des Cambridge Crystallographic Data Centre, 12 Union Road, GB-
Cambridge CB2 1EZ, unter Angabe des volistindigen Literaturzitats angefor-
dert werden.
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Platinierungsmechanismen fiir Reaktionen von
Cisplatin mit GG-Einzelstrang- und
-Doppelstrang-Decanucleotiden **

Kevin J. Barnham, Susan J. Berners-Price, Tom A.
Frenkiel, Urban Frey und Peter J. Sadler*

Das Antitumormittel Cisplatin, cis-[PtCl,(NH,),], verhin-
dert Replikation und Transkription durch die Bildung von
Pt-DNA-Addukten, meist Quervernetzungen zwischen dem
gleichen Strang angehdrigen Guanin-Guanin (GG)- oder Ade-
nin-Guanin (AG)-Einheiten!- 2!, Deshalb ist es wichtig, zu ver-
stehen, welche Mechanismen bei der DNA-Platinierung wirk-
sam sind und wie die Adduktbildung die Struktur der
Doppelhelix verdndert. Als geschwindigkeitsbestimmender Re-
aktionsschritt gilt die Hydrolyse von Cisplatin, gefolgt von ein-
zdhniger Komplexierung des Platins durch N7 entweder von 3'-
oder 5-G. Der RingschluB3 unter Bildung des GG-Pt-Chelates
beendet die Reaktion. Ein direkter Nachweis des bei diesem
Mechanismus intermedidr auftretenden Aquaplatin-Komplexes
ist jedoch auBerordentlich schwierig. Bancroft et al.’¥! versuch-
ten ihn mit !?°Pt-NMR-Spektroskopie zu erbringen, scheiterten
aber selbst mit 1°°Pt angereicherten Proben und hohen Konzen-
trationen an DNA-Oligomeren (ca. 14-32 mm). Sie konnten
allerdings die intermedidre einzdhnige Komplexierung beobach-
ten und in einer unabhingigen Studie zur Wechselwirkung des
Aqua-chloro-Komplexes mit DNA die Geschwindigkeitskon-
stante der RingschluBreaktion bestimmen. Kiirzlich benutzten
Chottard et al.'* ! eine HPLC-Trapping-Methode, um die Ge-
schwindigkeitskonstante des Angriffs von Diaqua-Cisplatin (Cl
ersetzt durch H,O) auf GG-Oligonucleotide und die der nach-
folgenden RingschluBireaktion zu bestimmen. Wir zeigen nun,
dafB die wichtigsten wihrend der Platinierungsreaktion von GG-
Oligonucleotiden in Einzel- und Doppelstrang-DNA mit '*N
angereichertem Cisplatin vorkommenden Spezies alle gleichzei-
tig mit [*H,!*N]-NMR-Spektroskopie beobachtet werden kon-
nen. Wir konnten erstmalig die Lebensdauer des nur in mikro-
molaren Mengen vorhandenen Aqua-chloro-Zwischenproduk-
tes messen und Unterschiede der Platinierungsmechanismen fiir
Einzel- und Doppelstrang-DNA feststellen. Sowohl die 'H- als
auch die 'N-Resonanzsignale reagieren auf die von Cisplatin
verursachte Helixdenaturierung. Die Methode ist generell auf
eine Reihe von DNA-Substraten und Ammin- und Aminplatin-
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Komplexe anwendbar und verspricht neue Einsichten in die
Faktoren, welche die Pt-DNS Wechselwirkung beeinflussen.
Wir untersuchten die Platinierung des Desoxydecanucleoti-
des I und die des Doppelstranges III aus den komplementiren
Desoxydecanucleotiden I und II mit ’N-markiertem Cispla-
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S4A CATGGTAC A I ~

YT GT ACCATG T u Duplxauwsl+Il=In
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tin, cis-{PtCL,(*>NH,),] 1 um die 'H- und *N-Resonanzsignale
der Pt-NH,-Gruppen durch 'H{**N}-NMR-Techniken mit in-
verser Detektion zu ermitteln®!, Wendet man zusitzlich noch
Feldgradientenpulse an!”), so kénnen die lediglich in mikromo-
laren Mengen vorkommenden Zwischenprodukte beobachtet
und Signale unterschieden werden, deren chemische Verschie-
bungen sehr nahe an der des Resonanzsignals der Wasserproto-
nen liegen.

Die Reaktion von 1 mit Einzelstrang-DNA I (Molverhiltnis
ca. 1:1, 1.3 mm, 10 mMm Natriumphosphatpuffer pH 7.1, 90%
H,0/10% D,0, 310 K) wurde mit einer Serie von !’N-editier-
ten 'H-NMR-Spektren verfolgt. Zugeordnet wurden die Si-
gnale mit der chemischen Verschiebung der '*N-Kerne aus den
2D['H,'5N}-Spektren. Die letzteren belegen die trans-Stellung
des Liganden (X) zur Ammingruppe des Platinkomplexes:
X =0,8=~95bis —75; X = N oder Cl, § = — 70 bis —50!8],

Wihrend der ersten Minuten wurden die Resonanzen des
Hydrolyseproduktes 2 (Signal 2a: >N trans zu Cl und Signal
2b: 15N trans zu O) beobachtet!®! (Abb. 1). Sie erreichten ihre
maximale Intensitit nach etwa 40 min und wurden danach
weniger intensiv. Nach 5 h waren sie nicht mehr sichtbar (d.h.
sie riihrten von <1% aller Amminplatin-Komplexe her). Das
Hydrolyseprodukt 2 war mit dieser Methode klar zu beobach-
ten, selbst in Konzentrationen von etwa 10 pum.

Das Paar der Signale der Verbindung 3 (3a: 6 = 4.45/—65.8
und 3b: = 4.11/—68.7) erschien ebenfalls wiahrend der ersten
30 min (Abb. 1). Die Signale erreichten ihre maximale Intensitét
nach etwa 4.5 h und verloren danach an Intensitdt. Die chemi-
schen Verschiebungen der 'H/!*N-Resonanzen dhneln denen
des  5-Guanosinmonophosphat(GMP)-Komplexes!'®!  cis-
[PtCI(GMP-N7)(NH,),]* ¢ 11} mit einzihniger Koordination.
Daher ordnen wir diese Signale einem Komplex zu, dessen Nu-
cleotideinheit einzdhnig iber N7-G an Pt gebunden ist, und
zwar entweder {iber 3'- oder 5'-G des Oligonucleotides I (G(5)
bzw. G(6)).

Kurze Zeit spiter wurde ein weiteres Zwischenprodukt 4 an-
hand seiner Resonanzen (4a: é = 4.40/—65.9; 4b iiberlappend
mit dem Signal 3b und einem *°3Pt-Satelliten des Signals 1) be-
obachtet (Abb. 1). Aufgrund der dhnlichen chemischen Ver-
schiebung dieser Resonanzen sowie der Ahnlichkeit in der Zeit-
abhéngigkeit ihrer Konzentrationen koénnen den Zwischen-
produkten 3 und 4 einzdhnig iiber N7-G(5) und N7-G(6) an
Platin koordinierte Einzelstringe zugeordnet werden, d.h. die
Komplexe cis-[PtCI(I-N7-G)(NH,),]. Sowohl 3 als auch 4
konnen unter RingschluB zum GG-Chelatkomplex cis-[Pt-
(I-N7-G(6),N7-G(6))(NH,),] 5 mit zweizdhniger Koordination
weiterreagieren. Signale, die 5 zugeordnet werden konnen (5a:
0 =4.55/—68.4;5b: 6 = 4.62/—66.6), erschienen erstmals nach
etwa 90 min und wurden bis zum Ende der Reaktion (20 h)
immer intensiver. Es ist zu beachten, daBl das Resonanzsignal
von 5b sehr nahe am Resonanzsignal von Wasser liegt, und daB
wir(t1121in Nucleotid-Komplexen von Pt"-Ammin-Komplexen
eine solch starke Entschirmung ausschlieBlich fiir stark iiber
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Abb. 1. Platinierung von einstringigem d(ACATGGTACA)I mit cis-[PtCl,-
(**NH,),] 1 bei 310 K. Oben: 500-MHz-2 D-['H,*N]-HSQC Spektrum nach 1.5 h
Reaktionszeit (Akkumulationszeit 21 min), das die NH,-Resonanzen zugeordnet
zu den Strukturen 1-5 zeigt. Signal 5b (NH, rrans zu N7-G6/5), das durch die
Wasserunterdriickung verdeckt ist (Tieffrequenczfilter, Varian Software). wurde in
einem 'SN-gekoppelten Spektrum bei & = 4.62/— 66.6 beobachtet. Ein breites
Signal fiir weitere Addukte (6) erschien nach 4 h (s. Text). Unten: Zeitabhiingigkeit
der relativen Konzentrationen der Spezies 1-6 (basierend auf den Integralen der
Pt-NH,-Signale. cis-Platin 1 (w), Aqua-chloro-Zwischenprodukt 2 (@), Pt-G-Zwi-
schenprodukt mit einzdhniger Koordination 3 oder 4 (OJ und O), Summe von 3 + 4
(a), GG-Chelat 5 (v) und 6 (nicht zugeordnet) (*). Die Kurven sind die beste Anpas-
sung der Geschwindigkeitskonstante (siche Schema 1) an die Daten (der Fehlerbe-
reich entspricht einer Standardabweichung).

Wasserstoffbriicken an terminale 5'-Phosphatreste gebundene
Pt-NH-Gruppen gefunden haben.

Nach 4 h Reaktionszeit wurde ein neues breites Pt-NH,-Re-
sonanzsignal (6 = 4.52/—65.1) sichtbar. Die zeitabhingige
Konzentrationszunahme der zu diesem Signal gehorenden Spe-
zies (6) ist in Abbildung 1 unten dargestellt. Nach Vergleich der
Signalintegrale macht 5 80% der am Ende der Reaktion vor-
handenen Pt-NH;-Spezies aus und Addukt 6 die restlichen ca.
20%. Da Signal 6 bei der Reaktion von 1 mit Duplex-DNA
nicht beobachtet wurde (siehe unten), kann es einem durch bei-
de Stringe vernetzten Komplex, z.B. durch N1-G, welches in
Duplexen nicht zugénglich ist, zugeordnet werden.

Die kinetische Analyse der Daten als eine Serie von Folgere-
aktionen erster und zweiter Ordnung ergab die in Schema 1
gezeigten Geschwindigkeitskonstanten!!3),
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Schema 1.

Die Halbwertszeit von 2.51 h fiir den ersten Hydrolyseschritt
stimmt mit Werten fiir die Hydrolyse von Cisplatin!**! und mit
dem Wert von Bancroft et al.'*), der fiir das Verschwinden von
Cisplatin wihrend dessen Reaktion mit doppelstringiger Hiih-
ner-Erythrozyt-DNA unter dhnlichen Bedingungen !°*Pt-NMR-
spektroskopisch gemessen wurde (1.9 h), iiberein, und die Halb-
wertszeit des Aqua-Zwischenprodukts von 0.14 h (unter den
genannten experimentellen Bedingungen) liegt nahe dem von
Bancroft et al. geschitzten Wert von 0.1 h®®!. Die Zwischen-
produkte (3 und 4) sind
wihrend der Reaktion
in einem Verhiltnis von !
etwa 2:1 vorhanden. Die ’ )
iiberwiegende  Spezies A -\
kénnte das 5-G(G(5))- | d
Addukt 3 sein, da die von \ﬂJ
cis-[Pt(NH;),(H,0),}**
gebildeten 3'-G-Addukte
ca. zehnmal schneller
Ringschlu3reaktionen
eingehen als die 5'-G-Ad-
dukte. In unseren Expe-
rimenten wurde eine

7’a

8b

xiertem I stand, mit II gleicher Konzentration erhalten. Das
15N-editierte 'H-NMR-Spektrum (283 K) enthilt zwei scharfe
Resonanzsignale bei 6 = 4.48 und 4.26, die den Protonen des
Addukts 7 mit zweizdhniger Koordiation zugeordnet werden
konnen, und ein weiteres nicht aufgelostes Resonanzsignal bei
d = 4.6 von anderen Pt-NH,-Spezies. Platinierter Duplex wurde
auch durch direkte Reaktion von I mit III bei 293 K erhalten
(die Temperatur wurde erhoht, um sicherzustellen, dal3 die
DNA doppelstringig vorliegt). Die Reaktion war langsam, was
in Ubereinstimmung damit steht, daB die Hydrolyse der ge-
schwindigkeitsbestimmende Reaktionsschritt ist. Nur etwa
60 % des Cisplatins reagierten wihrend der ersten 24 h, und in
diesem Zeitraum wurden sowohl Signale fiir 2, N7-G(5)- und
N7-G(6)-Addukte mit einzdhniger Koordination, zumindest ein
anderes Zwischenprodukt, als auch Signale fiir die Produkte 7
und 8 beobachtet, die im folgenden beschrieben werden. Eine
kinetische Analyse steht noch aus. Das nach beendeter Reaktion
von I mit ITI™ ! erhaltene **N-editierte *N-editierte 'H-NMR-
Spektrum ist in Abbildung 2 gezeigt. Die chemischen Verschie-
bungen des Signalpaares von 7, dem Addukt mit zweizdhniger
Koordination, sowie ihre Temperaturabhdngigkeit sind iden-
tisch mit jenen des Produkts, das durch Reaktion von IT mit dem
platinierten Einzelstrang I erhalten wurde (Daten nicht gezeigt).
Zwischen 298 und 303 K verschwinden die Signale fiir 7, und bei
Temperaturen > 303 K erscheinen zwei neue Signale (7'a und
7'b), die dhnliche Verschiebungen wie die des Einzelstrang-GG-
Chelatkomplexes 5 zeigen. Diese (reversible) Temperaturabhdn-
gigkeit kann der Denaturierung der platinierten Doppelhelix
mit einem 7,-Wert von ungefihr 300 K zugeschrieben wer-

48 . . . . . . i
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Abb. 2. Temperaturabhingigkeit der 'H- und '*N-NMR-Verschiebungen der platinierten Doppelhelix, die durch die Reaktion von
cis-[PtCl,(**NH3;),] 1 gleicher Konzentration mit d(ACATGGTACA)-d(TGTACCATGT) 11 (5 d bei 297 K) erhalten wurde. Links:
600-MHz-2D-[*H,"*N}-HSQC Spektrum bei 283 K, das die Signale fiir cis-[Pt(III-N7-G(5) ,N7-G(6)}(NH,),] und Spezies 8 und 9
(nicht zugeordnet, siche Text) zeigt. 1D-"H{**N}-editierte Spektren mit Pt-NH;-Resonanzen bei verschiedenen Temperaturen sind
ebenfalls gezeigt. Rechts: Temperaturabhingigkeit der "H- und !>N-NMR-Verschiebungen der platinierten Doppelhelix. Zwischen
298 und 303 K verschwindet das Resonanzsignal fiir 7 nach und nach und bei Temperaturen > 303 K erscheinen zwei neue Signale (7'a
und 7'b), die dhnliche chemische Verschiebungen wie die des einstringigen GG-Chelats 5 haben. Wie fiir den platinierten Einzelstrang
wird das Signal 7'b, verdeckt durch die Wasserresonanz, nur im ' *N-gekoppelten Spektrum gesehen. Das Verhalten dieses Signals bei
hoher Temperatur ist besonders beachtenswert.
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den'%) der, wie erwartet, ca. 10 K tiefer liegt als fiir die unplati-
nierte Doppelhelix!* ™.

Zwei weitere stabile Addukte (8 und 9, Abb. 2) wurden bei der
Reaktion von I mit III erhalten. Diese wurden bei der Zugabe
von II zu dem platinierten Einzelstrang I nicht beobachtet und
auch von der Denaturierung der Doppelhelix nicht beeinfluBt.
Es scheint deshalb wahrscheinlich, daB sie durch eine Pt-Kom-
plexierung an den terminalen G(12)- und G(19)-Einheiten des
kompiementiiren Stranges II verursacht werden. Die '>N-che-
mischen Verschiebungen fiir 8 und 9 (Abb. 2) liegen im Bereich
fur Pt-NH, trans zu entweder N oder Cl, und es ist deshalb auf
dieser Basis nicht mdglich, zwischen Addukten mit einzdhniger
und zweizdhniger Koordination zu unterscheiden. Eine Quer-
vernetzung zwischen zwei verschiedenen Strdngen kann eben-
falls nicht ausgeschlossen werden.

Die starke Tieffeldverschiebung des Pt-NH;-Resonanzsignals
5b des platinierten Einzelstrang-GG-Adduktes S ist erstaunlich.
Solch eine Verschiebung wurde bei der platinierten GG-Doppel-
helix 7 erst bei ihrer Denaturierung beobachtet (Signal 7b’). Der
Verlust dieser Tiefteldverschiebung bei hohen Temperaturen
(Abb. 2, rechts) ist ein Indiz dafiir, daB platinierte GG-Einzel-
strang-Addukte eine Sekundérstruktur haben, die durch Erwar-
men zerstért wird. Dies kénnte wichtige funktionelle Konse-
quenzen fiir platinierte DNA haben. Zur Kldrung der Fragen,
ob eine dhnliche Schleifenstruktur vorliegt wie jene, die fiir
cis-[Pt(NH,),{d-TCTCGGTCTC-N7(5),N7(6)}] vorgeschlagen
wurde™® oder ob starke Wechselwirkungen mit den terminalen
Basen oder Wasserstoffbindungen zur Pt-NH ;-Einheit!**! eine
Ringstromverschiebung verursachen, sind jedoch weitere Un-
tersuchungen notig.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, da8 'H, !°N kor-
relierte NMR-Spektroskopie fiir Studien der Platinierungsme-
chanismen von DNA bei niedrigen Konzentrationen eingesetzt
werden kann, da sich alle wichtigen Zwischenprodukte beob-
achten lassen. Das hydrolysierte Cisplatin hat bei 310 K in Re-
aktionen von Cisplatin mit einstrdngigem GG-Desoxydecanu-
cleotid eine Halbwertszeit von nur 8 min. Ein Pt-N7-G-Zwi-
schenprodukt mit einzdhniger Koordination dominiert in einem
Verhiltnis von 2:1 {ber das andere, was entweder mit einem
schnelleren 3'- oder 5'-G Angriff an GG und/oder einem schnel-
leren Ringschlul} erklért werden kann. Weitere Experimente mit
dem Agquachloro-Komplex sollen das Problem ergdnzend zu
den bekannten HPLC-Experimenten ! angehen. Wie erwartet,
scheinen sowohl die erste Bindung von Cisplatin an GG als auch
der RingschluB} durch die Hydrolysegeschwindigkeit der Pt-Cl-
Einheit bestimmt zu sein. Die NH;-Resonanzsignale sind sehr
empfindlich gegeniiber Denaturierung der platinierten Doppel-
helix und deuten auf eine Sekundarstruktur des platinierten Ein-
zelstranges hin. Diese Methode sollte auf eine groB3e Zahl von
Oligonucleotiden anwendbar sein und auch zu einem besseren
Verstandnis des Pt-Angriffs an bestimmte DNA-Sequenzen fiith-
ren, was sich als hilfreich beim Design von neuen Therapeutika
erweisen konnte.

Experimentelles

cis-[PtCl,('*NH;),] wurde wie beschrieben hergestellt [19] und aus wiBriger KCl-
Losung umkristallisiert. Die 'H{**N}-NMR-Spektren wurden entweder mit einem
Varian-UNITY-plus-500- oder einem UNITY-plus-600-Spektrometer aufgenom-
men, die mit Modulen fiir gepulste Gradientenfelder ausgeriistet waren. Chemische
Verschiebungen der Protonensignale wurden auf TSP (Me,Si(CD,),CO,Na, intern)
bezogen, der Standard fur '*N-Spektren war 1.5 M NH,Cl in 1 M HCI (extern).
Sowohl die 1D-!*N-editierten-'H-NMR-Spektren wie auch die 2D-['H, !’N}-
HSQC-Spektren (optimiert auf ' J(N,H) =72 Hz) wurden mit der von Stonehouse
et al. [7] beschriebenen Pulssequenz aufgenommen. In dieser Sequenz werden die
Auswahl der Kohirenzen und die Unterdriickung des Wassersignals durch Gradien-
tenpulse erreicht, und die Magnetisierung der Wasserprotonen wird vor Beginn der
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Akkumulation in die Position des thermischen Gleichgewichts (+ z-Achse) ge-
bracht. Die 'SN-Spins wurden wihrend der Akkumutation des FID durch Anre-
gung mit der GARP-1-Sequenz mit einer Feldstirke von 1 kHz entkoppelt.
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