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NMR-Verschiebungsreagenzien finden zunehmende Verbreitung zur Losung von Struktur- 

problemen. Die gebrluchlichen Lanthanidverschiebungsreagenzien sind wasserunllislich und 

k&men daher bei Peptiden keine Anwendung finden. obwohl im Prinzip Aussagen Uber die 

Sequenzzuordnung mit Hilfe von Verschiebungsreagenzien moglich sein sollten. 

Es ist nun bekannt, da13 Lanthanide in wassriger Losung bevorzugt mit Carboxyl- 

gruppen Komplexe bilden und - bei Abwesenheit eines Chelateffekts - weniger mit Amino-, 

1 
Keto- und Hydroxylgruppen . Hart, Moss und Staniforth haben dies bestgtigt bei der An- 

2 wendung des Pr(III)-aquokomplexes als Verschiebungereagens fur Carbonsauren . 

Wir untereuchten nun, oh sich Pr(III)-perchlorat als Verschiebungsreagens zur 

Sequenzbestimmung bei Peptiden, beaonders zur Feststellung der C-terminalen Aminossure, 

eignet. Es ist hierbei gUnstiger. die Verschiebung der 13 
C-Kernreeonanzsignale zu messen. 

Die Messungen wurden mit einem Bruker HFX-90-Spektrometer d-JrchgefUhrt. Zur 

Fourier-Transformation dee Pulsinterferogramms wurde ein PDP-8 Computer verwendet. 

Alle Proben wurden in D20 geloet, deseen Deuteriumsignal zur Stabilisierung des Feld/ 

Frequenz-Verhliltnisses diente. 

Abb. 1 zeigt das l3 C-PFT-Spektrum dea Glycyl-L-Alanins ohne und mit PI(C~O~)~. 

Das Signal des C-terminalen Carboxylkohlenstoffs wird nach hohem Feld, alle anderen 
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Abb. 1: 22.63 MHz PFT-13 C-NMR von Glycyl-L-Alanin, 

1 
H-Breitbandentkoppelt. lmM/Sml D20, pH 3.4, 25OC. In- 

terner Standard Dioxan. a) Ohne b) mit Praseodymperchlorat, 

Konzentrationsverhtitnia Pr/Dipeptid 0. 66. 

(Alle Pr-Konzentrationen wurden photometrisch beetimmt 8. ) 

Signale nach tiefem Feld verechoben. Bei den in Abb. 1 genannten Konzentrationsverhalt- 

nissen ist keine Signalverbreiterung beobachtbar. Der Verschiebungeeffekt ist ftir das 

Alanin-a-C-Atom besonders gro6. Das legt den Schlu6 nahe, da6 alle 
13 

C-Signale auler dem 
n 

des Carboxylkohlenstoffs reine Pseudokontaktverschiebungen erfahren J. Eine Komplexbil- 

dung dttrfte daher ausechlie6lich mit dem C-terminalen Ende des Peptids eintreten. Das 
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stimmt mit Beobachtungen von McDonald und Phillips an Co-Histidin-Komplexen bei pH 

4 
l-3,5 Uberein . Da13 die Peptidbindung nicht bei der Komplexbildung beteiligt ist, zeigt ouch 

die pH-Abhangigkeit der 
13 

C-Signalverschiebungen in Abb. 2. Bei der Protonierung der 

Carboxylgruppe verschiebt sich das AIanyl-C-a-Signal des Glycyl-L-Alanins nach h6herem 

Feld, ein Effekt, der der entsprechenden Verschiebung des o-Protons im ‘H-NMR-Spektrum 

entgegengesetzt ist 
5 

Dieser Sprung in der chemischen Verschiebung am Aquivalenzpunkt 

(pH 3.15) ist such in Gegenwart von Pr(C104)3 zu bedbachten. Bei pH 0.4 verschwindet 

pm 

Abb. 2: pH-Abhlngigkeit der 13 
C-Verschie- 

bung des Alanin-C-cr-Signals von Glycyl-L- 

Alanin gegen internes Dioxan. a) Ohne b) mit 

Praseodymperchlorat, Konzentrationsver- 

hPltnis Pr/Dipzptid 1. 71. T 25O C. 

Abb. 3: Zuordnung der 
13 

C-Signale von 

L-Alanyl-L-Alanin. 0. 5 mM Alanylalanin 

+ 0. 12 mM Pr(II1) in 3 ml D20, pH 5. 1, 

T 25’C. Standard Dioxan. 
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die Pseudokontaktverschiebung Mr alle C-Atome vollstlndig, es wird also kein Komplex 

mehr gebildet. 

Aus diesen Experimenten folgt, da6 die Pseudokontaktverschiebung ein gutes Hilfs- 

mittel zur 
13 

C-Signalzuordnung ist. Abb. 3 zeigt die Zuordnung fiir das Spektrum des 

L-Alanyl-L-Alanins, bei dem die Off-Resonance-Entkopplungstichnik nicht zum Ziel fuhrt. 

Diese Methode eignet eich demnach hervorragend zur Bestimmung der C-terminalen 

AminosUre eines wasserl&lichen Oligopeptids. Auch bei der nlchstfolgenden Aminoslure 

ist die Verschiebung noch deutlich bemerkbar. Der Vorteil der “Verschiebungsmethode” 

liegt gegenilber anderen Methoden darin, da6 das Peptid nicht abgebaut und such nicht lang- 

wierig derivatisiert werden mu& 

Bei den von uns untersuchten Peptiden (Diglycin, Triglycin, Alanylglycin, Glycyl- 

alanin, Alanylalanin) zeigt sich such bei einem VerhBltnis von Pr zu Substrat > 1 noch 

keine Sattigung des Verschiebungseffektes, wie dies schon friiher bei Nucleotiden 6 
und 

Carbons&uren 
2 

beobachtet wurde. Offenbar ist der Komplex nur relativ wenig stabil. 

Berechnungen von molekiilinternen, mittleren Absttinden und Winkeln unter der 

Voraussetzung reiner Pseudokontaktwechselwirkung sind schon am Beispiel von Nucleotiden 

in wlssrigem Medium durchgeftlhrt worden 
6 

Eine analoge Rechnung am Beispiel des Gly- 

cyl-L-Alanins zeigt, da6 das Metallion in der 0-C-0-Ebene der Carboxylgruppe liegen 

7 
sollte . 
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