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Proton-Spin-Lattice Relaxation and Internal Movement of Molecules. Studies on 
the Conformation of Frangulanin, a Cyclic Peptide Alkaloid 

Relaxation rates can be used as assignment tool in NMR-spectroscopy; 
even conformational changes in the cyclic peptide alkaloid frangulanin (1) can 
be monitored by proton-relaxation measurements. The results arc compared 
with a force-field calculation of (1). 

(Keywords: Cyclic peptide al]caloid; Conformation; Spin-lattice-relaxation; 
Force field calculation; Partially relaxed NMR spectrum) 

Einleitung 

Die Messung yon Spin-Gitter-Relaxationszeiten ist durch Ein- 
ffihrung der Fourier-Transformation in die NMR-Spektroskopie be- 
sonders einfach geworden 1. Tl -Exper imente  kSnnen Informat ion  zur 
Zuordnung von Kernresonanzlinien liefern, weft sie Aussagen fiber die 
Beweglichkeit yon Molekfilen oder Molekfilteilen gestat ten 2-6. Dami t  
ist daraus Informat ion  fiber die Konfigurat ion und Konformat ion  yon 
Molekfilen ableitbar.  

Frangulanin (1), ein Peptidalkaloid yore PandamintypT,  s ist 
erstmals yon Tschesche et al. 9 aus Rhamnus frangula L. isoliert worden. 
Untersuchungen fiber die Konform~tion in LSsung sind in ]etzter Zeit 
mi t  Hilfe der 1H- und 13C-NMR-Spektroskopie durchgeffihrt worden 10. 

Wit  berichten bier, da[~ T1-Experimente einerseits die Zuordnung 
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fiberlappender SignMe im lH-NMR-Spektrum yon 1 erlauben, anderer- 
seits Information fiber die interne Bewegliehkeit einzelner Gruppen und 
Konformationsweehsel liefern. 
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Theorie 

In verdfinnten L5sungen und magnetisch inerten L6sungsmitteln, 
wird die Spin-Gitter-Rel~x~tionszeit eines Kernes haupts~chlich durch 
intramolekul~re Dipol-Dipol-Wechselwirkungen bestimmt 2. Dabei 
t r i t t  ein Transfer der magnetischen Energie des Kernes A ~uf die 
Umgebung (das Gitter) ein. Dieser Energieaustausch wird durch fiuk- 
tuierende Magnetfelder vermit tel t  n. Diese Felder werden im oben 
erw~hnten FM1 uusschlieBlich durch die relative Bewegung von Kern A 
gegenfiber m~gnetischen N~chbarkernen erzeugt. Die Relaxationsrate 
( - T1A -1) des Kernes A, der dureh einen magnetischen Nachbarkern B 
relal ier t  wird, k~nn im extreme narrowing limit 1~ wie folgt beschrieben 
werden : 

(T1A) 1 = /~.yA2.VB2.rAB-6.% 

In dieser Gleiehung ist k eine Proportionali ts  ~A und ~/B 
sind die entspreehenden gyromagnetisehen Verh/iltnisse, rAB ist der 
Kernabstand und Vc die Korrelationszeit,  die die Umorientierung des 
Vektors lAB beschreibt. 

Protonen sind die Hauptrelaxationsquelle in organisehen Mole- 
kfilen, weil sie ein besonders hohes gyromagnetisches Verh/~ltnis be- 
sitzen. Da die Wechselwirkung mit der sechsten Potenz der Kern- 
distanz abnimmt, liefern nur die allernS, chsten Kerne signifikante 
Beitr~ige zu TIA. Fiir die Relaxation eines Protons in einer Methyl- 
gruppe, lgBt sich diese Gleichung noch weiter vereinfachen, da nur die 
beiden anderen Protonen am gleichen Kohlenstoff-Atom einen wesent- 
lichen Beitrag leisten k6nnen. Diese haben immer gleiche Distanz vom 
betrachteten Kern, somit kann rA~ in die Proportionalitf~tskonstante 
einbezogen werden und es resultiert: 

T1A -1 ----- k"%. 
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Die Relaxationszeit ist also in diesem Falle nur yon der Korrelations- 
zeit, also der Bewegliehkeit der Methylgruppen abh/~ngig. 

Methylgruppen, die versehiedene Positionen in gro6en, starren 
Molekiilen einnehmen, sind somit durch ihre Korrelationszeit  bzw. 
gelaxationszei t  zu unterseheiden. 

Ergebnisse und Diskussion 

Relaxat ion der Protonen am Macrocyclus 

Die Protonen am starren Ringsystem besitzen alle die gleiche 
Korrelationszeit,  Unterschiede in der t~e]axationszeit sind also nur 
durch verschiedene Distanzen zum jeweiligen Relaxationspartner be- 
stimmt. Bei den Protonen in Position 4 und 7 wird die Relaxationszeit  
zum Teil vom benachbarten H am Stickstoff bestimmt. Wird dieses 
durch Deuterium ersetzt, so verl/i~ngert sich T1 dieser beiden Protonen 
entsprechend, da Deuterium auf Grund seines geringeren gyromagne- 
tisehen Verh~ltnisses nur einen verschwindenden Beitrag zur Relaxa- 
tion leistet (Tab. 1). 

Das Proton in Position 3, dessen Relaxationsrate hauptsttehlieh 
dutch H-4 und H-17 bestimmt wird, kann als interner Standard f/Jr die 
:4nderung der Korrelationszeit  des starren Ringsystems herangezogen 
werden. 

Tabelle 1. Relaxationszeiten der Protonen in Position 3, 4 und 7 in den 
L6sungsmitteln CDCla bzw. CDC13 + 10 VolVo CD8OD. 

= TI(CDCla)/TI(CDC13 + 10 Vol~ CD3OD) 

T1-Werte 
CDC1 a CDC13 + 10 Vol~ CDaOD 

H-3 0,80 0,70 1,14 
H-4 0,90 1,30 0,69 
H-7 1,00 1,30 0,77 

Partiel l  relaxierte Spe]ctren 1~ 

Da die Methylgruppen in Frangulanin verschiedenen Abstand vom 
Maerocyclus und damit  verschiedene interne Bewegliehkeit besitzen, 
werden naeh einem Invers ion-recovery -Exper iment  die Nulldurehg/~nge 
der entspreehenden Signale zu versehiedenen Zeiten erfolgen. Somit ist 
es m6glich, den durch Uberlagerung komplizierten Methylgruppen- 
bereieh des NMR-Spektrums yon 1 (Abb. 1) zu vereinfaehen. Die 
Methylgruppen 18 und 19, die relativ starr am Maeroeyelus haften, 
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Abb. 1. 100MHzJH-NMR-Spektrum yon Frangulanin (1) in CDC13 + 10 VolVo 
CD~OD 
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Abb. 2. Partiell relaxiertes 1H-NMR-Spektrum von Frangulanin 450 ms naeh 
dem 180~ Es sind nur die Methylgruppen 18, 19 (positiv) und 25 (negativ) 

zu sehen. (LSsungsmittel : CDC13 + 10 Vol% CD3OD) 

besitzen eine l&ngere Korrelationszeit  zc (also eine kfirzere Relaxations- 
zeit T1) als die Methytgruppen 26, 31 und 32 in der fiexiblen Seiten- 
kette. CH3-25 besitzt erwartungsgem&6 die ls Relaxationszeit  
(Abb. 2). Die Zuordnung aller Methylgruppen des Frangulanins ist mit  
dieser Technik bei 100 MHz mSglich. 

Relaxation der Methylgruppen 

Tab. 2 gibt die t~elaxationszeiten der Methylgruppen 18, 19, 25, 26, 
27, 28, 31 und 32 in beiden LSsungsmitteln wieder. Mit Ausnahme yon 
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CH3-25 werden die Relaxationszeiten aller anderen Methylgruppen bei 
Zusatz yon CD30D kfirzer. 

Dies zeigt eine ~nderung der Gesamtbewegung des Molekfils an. 
Durch Messung der 1H- und 13C-NMt~-Spektren unter denselben 

Bedingungen, konnte vor einiger Zeit Konformations/inderung durch 
0ffnung der in 1 angedeuteten Wasserstoffbrficke festgestellt werden 1~ 

Tabelle 2. Relaxationszeiten der Protonen der Methylgruppen in den LSsungs- 
mitteln CDCl3 und CDC13 + 10 Vol% CDsOD. 
c~ = TI(CDCI~)/TI(CDC13 + 10 Vo]% CD30D) 

CH3 in Position TI(CDC13) TI(CDCI3 + 10Vol%CD3OD) 

18 0,58 0,51 1,14 
19 0,62 0,57 1,09 
25 0,87 1,01 0,86 
26 0,77 0,68 1,13 
27,28 0,51 0,49 1,04 
31,32 0,71 0,65 1,09 

o ~  
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c., 2'5 26 2 28 31,  H'3 
Abb. 3. ~-Werte der Methylgruppen und yon H-3 

Die 0ffnung dieser Brfieke zwischen NH-6 und CO-21 bewirkt, da6 die 
Dimethylisoleucinseitenkette gr56ere interne Beweglichkeit erhglt. 
Dies sollte sich auf die Korrelationszeiten von CH3-25, CH3-27, CH3-28 
und CH3-26 auswirken. Wird durch Quotientenbildung 

1CDCI~ z 
~ICDCI3 + 10VoI%CD30D 

die ge~nderte Gesamtbewegung des Molekfils berficksichtigt, so sieht 
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man deutlich den Einflul] der Seitenkettenentfaltung auf CHs-25. Die 
~-Werte yon CHs-27 und CHs-28 sind etwas geringer als jene der 
anderen Methylgruppen, was als Hinweis f6r erhShte interne Beweg- 
tichkeit angesehen werden kann (Abb. 3). Die ~-Werte der Methyl- 
gruppe 26, 31 und 32 zeigen, d~B diese Gruppen auch nach 0ffnung der 
Br~iekenbindung sterischen Wechselwirkungen unterliegen und daher 
in beiden Konformationen ~hnliche interne Bewegliehkeit besitzen. Der 
~-Wert yon H-3 ist in sehr guter Ubereinstimmung mit denjenigen von 
CH 3-18 und CHs~ 19, die beide nahe am starren Macroeyclus gebunden 
sind. Die Ergebnisse der Relaxationsexperimente sind somit in vollem 
Einklang mit den bisherigen NMR-spektroskopischen Konformations- 
untersuchungen yon 1 m. 
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\ 

Abb. 4. Ergebnisse der Force-field-Berechnungen: a geschlossene Wasserstoff- 
br/ickenbindung, b geSffnete WasserstofPorfickenbindung. (Intramolekulare 

Distanzen in .~) 

F orce-field- Berechn ungen 

Erg~nzend zu den bisherigen NMR-spektroskopischen Unter- 
suchungen haben wir Force-field-Bereehnungen 13 durehgeffihrt. Die 
Ber~icksichtigung der Wasserstoffbr/icke erfolgte nach dem Partial- 
ladungskonzept von Hagler, Huler und Lifson 14,15. Die bei Offnung der 
Wasserstoffbrficke eintretende Entfaltung der Dimethylisoleucin- 
seitenkette bewirkt eine drastische ~nderung des Diederwinke]s der 
Atome C-5, C-4, N-20 und C-21 um 53 ~ Die Carbonylgruppe in Posi- 
tion 21 besitzt bei geschlossener Briickenbindung eine grSflere Bindung#- 
lgnge, also partiellen Einfachbindungscharakter (Abb. 4a). Bei 0ffnung 
der Bindung vergrSBert sich nicht nur der Abstand yon CO-21 und 
NH-6, sondern auch die Bindung von C-21 nach N-20 wird, offenbar 
durch Spannungsrelaxation, verl~ngert (Abb. 4b). 

In beiden Konformationen findet man deutlich sterische Wechsel- 
wirkungen beider Seitenketten im Bereich der Methylgruppen 26, 31 
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und  32, was im E i n k l a n g  mi t  den vorhe r  be r i ch t e t en  Ergebn i ssen ,  
insbesondere  den ~ -Wer ten  dieser  CHa-Gruppen  s teht .  Der  14gliedrige 
Ring  ist  r e l a t i v  s t a r r  und  g n d e r t  seine K o n f o r m a t i o n  k a u m .  Bemer -  
k e n s w e r t  is t  eine s t a rke  A b w e i c h u n g  des Benzo lkerns  yon  der  p l a n a r e n  
A n o r d n u n g .  Die Tors ionswinke l  weichen bis zu 16 ~ yon  der  Benzol-  
geome t r i e  ab.  

D a  der  Einfluft  der  S o l v a t a t i o n  in der  R e e h n u n g  n ieh t  exp l iz i t  
be r t i cks ich t ig t  werden  kann ,  is t  eine K o r r e l a t i o n  der  bei  unserer  
R e c h n u n g  e rha l t enen  S t r u k t u r e n  mi t  den K o n f o r m a t i o n e n  von F r a n -  
gu lan in  1 in be iden  L 6 s u n g s m i t t e l n  mi t  e n t s p r e e h e n d e r  Vors ich t  zu 
b e t r a c h t e n .  Vor  a l lem desha lb ,  well  es schwier ig  ist,  SoRTenseinfltisse in 
e inem re l a t i v  po la ren  L 6 s u n g s m i t t e l g e m i s c h  und  dem Alka lo idmolekf i l ,  
das  mehre re  s t a r k  po la re  G r u p p e n  enth/~lt, vorauszusehen .  

Tro tz  der  e rw/ thnten  Sehwier igke i t en  s ind die Ergebn i s se  der  Force- 
field-Bereehnungen im bes ten  E i n k l a n g  mi t  den R e s u l t a t e n  der  R e l a x a -  
t ionsmessungen .  
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Experimenteller Teil 

Die Inversion-recovery-Pulsexperimente wurden auf einem Varian XL-100- 
15 Kernresonanzspektrometer, das mit einem 16k-L-100 on line Computer 
kombiniert war, durchgeffihrt. Es wurden Mel]r6hrchen mit 5 mm Durchmesser 
verwendet. Die Deuteriumresonanz des LSsungsmittels diente als Lock-Signal 
zur Feld-Frequenz-Stabilisierung. Die MelRemperatur betrug in allen F/illen 
34 ~ . 

Typisehe Parameter  ftir die Pulsexperimente: 
Spectral width: 1000Hz. Acquisition time: 4s. Pulsdelay: 8s. Digitale 

Aufl6sung: 0.25 Hz/point. 90~ 32 s; 180~ 64 s. 
Pro Spektrum wurden 2000 Pulsresponse akkumuliert.  Die T1-Werte 

werden durch Regressionsanalyse aus den anf~nglichen Relaxationsraten* 
bestimmt (R-Werte >> 0,99), wir nehmen ihre Genauigkeit zu _+_+ 5~o an. 

* Die Relaxation yon Methylgruppen kann streng genommen nieht durch 
eine Exponentialfunktion allein besehrieben werdenS. Allerdings sind die 
beiden Komponenten nur bei guter AuflSsung nahe dem Nulldurchgang zu 
trennen. 
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