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Die Linien sollten so scharf wie maglich sein,

beim keinem der Spektren sollte ein Magnitude-
Rechnung notwendig sein

NMR- Spektroskopie an Peptiden 01.11.2005

rVP




2D NMR-Spektroskopie

NMR- Spektroskopie an Peptiden 01.11.2005
NP s

Wechselwirkung zwischen den Kernen hinweisen. Das
konnen WW durch die Bindung (via J-Kopplung) oder durch
den Raum (via NOE) sein.

Zusammen ermaglicht das eine Auswertung der Spektren
bzgl. Zuordnung und Strukturinformation
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2D NMR-Spektroskopie

unterschiedliche Verschiebung:
Kreuzsignal

o
Findet kein Transfer statt, dann ergibt &
sich in beiden Dimensionen die gleiche 8 %
Verschiebung: Kreuzsignal
Diagonalsignal Diagonalsignal
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TOCSY: Transfer via skalare Kopplung, ganzen Spinsysteme
NOESY: Transfer durch den Raum via dipolare Kopplung (z->z)

ROESY: Transfer durch den Raum via dipolare Kopplung (x->x)
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2D NMR-Spektroskopie
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Heteronukleare Spektren werden wir hier nicht verwenden,

2D NMR-Spektroskopie

Transfer

Verschiebungen der involvierten Kerne. o

Findet kein Transfer statt, dann ergibt
sich kein Signal.

sie konnen aber auch bei Peptiden sehr hilfreich sein
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Man fiihrt eine
sequenzspezifische
Zuordnung

durch
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Peptide: Sequenzspezifische Zuordnung

1. Welcher Aminosduretyp liegt vor (welche Farbe)

2. Welche Aminosdure liegt neben welcher
(Nachbarschaft)

3. Abgleich mit der Peptidsequenz

4. Die Reihenfolge von (1) und (2) ist egal
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Peptide: Sequenzspezifische Zuordnung

HN-H< gibt es in jeder Aminosdure (auBer Prolin),
die Seitenketten sind unterschiedlich
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Val Ile
@=c @=} @y @=5 @@= @z @=f @y @5 G
wem @ COSY o
){Y( Ic’u‘ N;_r}-o HAT{H»
M TOcsy
1 v, Ve [ P
FW NMR-Spektroskopie an Peptiden 01.11.2005

Peptide: Sequenzspezifische Zuordnung

o R H H [
1 A% |

1
AN N S W NP e

c,
I ]
M

NMR- Spektroskopie an Peptiden 01.11.2005
NP oo

Peptide: Sequenzspezifische Zuordnung

P 1 HN zum He, dy (i)

i innerhalb einer
R Aminoséure ist
T — immer kurz genug
e z *  *  fiir einen NOE
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Peptide: Sequenzspezifische Zuordnung
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Das gleiche gilt fiir den
Abstand vom HN zum He
der Aminosdure (i-1), d

o . +10*
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Peptide: Sequenzspezifische Zuordnung
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Aminosdure, eines zum H
der in der Sequenz
vorangehenden

Daneben gibt es aber noch
andere Signale von HN zu
Seitenketten und

5.0 .8

T w  Aromaten zu Seitenketten
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Peptide: Sequenzspezifische Zuordnung

1 dan 2 Ana(iif) > dan 3 dna(ii1) 3 dan 4 4
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Peptide: Sequenzspezifische Zuordnung
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Peptide: Sequenzspezifische Zuordnung e
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Die Zuordnung der Seitenketten kann man mit dem
COSY oder dem TOCSY aus den sequenzspezifischen
Zuordnung der Hauptkette ableiten
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Aus den NMR-Spektren lassen sich zahlreiche

strukturrelevante Parameter extrahieren:
Abstdnde iiber NOE-Effekte
Dihedralwinkel iiber J-Kopplungen

Dihedralwinkel iiber chemische Verschiebungen

NMR-Spektroskopie an Peptiden 01.11.2005
NP e
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Den NOE-Effekt haben wir schon kennen gelernt

Nuclear Overhauser Enhancement Effekt

Wegen des schnelle ﬂ
Abfalls mit ré kénnen nur ‘\
Abstdnde bis 400 pm,

manchmal 500 pm
bestimmt werden
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| Peptide: Bestimmung der 3D-Struktur e

Abstdnde innerhalb des Molekiils sind zur Intensitdt der
Kreuzsignale proportional. Allerdings lassen sich die
Abstdnde nicht absolut bestimmen, sondern nur durch
interne Kalibierung. Dazu braucht man NOE-Effekte von
bekannten Abstdnden
Dann kanh man die unbekannten Abstdnde durch
Vergleich der Intensitdten ermitteln

Ieich _ dist r - r Iaich
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| Peptide: Bestimmung der 3D-Struktur

Die Intensitdt der Signale wird dabei durch
Volumenintegration bestimmt, ganz analog den
eindimensionalen Spektren, bei denen die Fldche unter
der Kurve der Intensitdt entspricht

Als Eichabstdnde eignen sich der Indol-Ring von
Tryptophan oder zwei geminale Protonen

248 pm

320 pm
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o | Peptide: Bestimmung der 3D-Struktur

| Peptide: Bestimmung der 3D-Struktur

Dihedralwinkel kann man aus J- Kopplungen erhalten Aber auch chemische Verschiebungen enthalten
Strukturinformation. Der Zusammenhang ist zuerst

Karplus-Kurven 3JHNH0‘[ HNCO fiir die Werte von C* und CP aufgefallen
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. - : : Elemente eine Kraftfeldes
Die gewiinschte Struktur erhdlt man nun, indem man die
Peptidkette so anordnet, dass alle durch die Experimente

erhaltenen Vorgaben gleichzeitig erfiillt sind. gy =y Abstdnde

In Anbetracht der vielen Freiheitsgrade ist das nur mit A4 T derwinkel
der Hilfe eines Computers maglich. Dabei wird im o etraederwinke
allgemeinen so vorgegangen, dass eine Molekulardynamik- e Dihedralwinkel
Simulation durchgefiihrt wird und die experimentellen oy J .
Parameter als Randbedingungen zum Kraftfeld e T - e Coulombwechselwirkung
hinzugefiigt werden @ o Lennard-Tones
- i i 1.11.2 - i i 1.11.2
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Abstand mit Fehlergrenze

/\

Abstand (100 pm)

Energie (arb.)

- *
V= vchem + wpamm vpamm
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