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1933, Resonanzmethode fiir magnetische Eigenschaften der Kerne
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Dependence of the F'* Nuclear Resonance
Position on Chemical Compound*

W, C. DickinsoN

Kesearch Laboratory of Electronics, Massachusells Insivtule of Technology,
Cambridge, Massachusells

January 0, 1950

OS5T unexpectedly, it has been found that for F* the value

of the applied magnetic field Ho. for nuclear magnetic
resonance at a hxed radiofrequency depends on the chemical
compound containing the fluorine nucleus. The assumption has
generally been made that the time average of all internal magnetic
fields is zero, excluding of course the small diamagnetic field at
the nucleus due to the Larmor precession of its atomic electrons
in Hy. Nuclear resonance shifts in metals,! interpreted as being
due to the conduction electrons, are larger by ahout an order of
mﬂg'mtude th:m thnse repnrter] ]]EIE 2

Erste '°F- Messungen
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Zu jeder Orientierung des Tensors der

chemischen Verschiebung gehort ein Peak.

Pulverspektrum

W

Peaks der einzelnen
Orientierungen

Pulver Spektrum
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Kopplung uber die Bindung
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statisches Pulverspektrum

Dipolare Kopplung
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zigarrenformige oder
linsenformige Kerne haben ein
Quadrupolmoment (1>1/2)

statisches Pulverspektrum (1=1)

elektrisches Potential der Elektronenverteilung
(Wechselwirkung des Quadrupolmomentes mit dem elektrischen
Feldgradienten)

Quadrupolkopplung
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Jean Jeener, Ampere Summer School, Basko Polje 1971

Doppelte Fouriertransformation
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2D-Spektrum

Struktur und Konnektivitaten
von komplexen Molekulen

e ippm.)

==
Richard R Ernst

Nobelpreis fur Chemie, 1991
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Diagonal
Reross” Peaks

Cross Peaks

Abstandsabhingigkeit der NOE
Spin-Spin-Wechselwirkung:

Kurt Wiithrich

<r-6>

T~

Aufklarung der sekundéren und tertiaren Struktur von Proteinen in Losung

Nobelpreis fur Chemie, 2002
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Beispiel:
drei Zeitabhingige
und somit
drei Frequenzachsen.

Mehrdimensionale NMR
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Karplus Relation:

I e (0) = Acos®(8) + Bcos(6) +C

Karplus Relation
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D

Aufklarung der sekundéren und tertiaren Struktur von Proteinen

Gemittelte 1sotrope chemische
Verschiebungen (in ppm) relativ zu
Werten von Aminosauren in
“Random-Coil-Konformation™.

Kern o-Helix | B-strand
'Ho -0.38 0.38
'HN -0.19 0.29
BCa 2.6 -1.4

BC 1.7 -1.4

N -1.7 1.2

Wishart and Sykes “Chemical shifts as a tool for structure determination” Methods in Enzymology 239, pp 363-392 (1994).

CSIl: Chemical Shift Index
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B, A

Bei hohen Rotationsfrequenzen bleibt
nur die isotrope Linie ubrig.

bearing

MAS: Magic Angle Spinning
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Ausmittelung der Anisotropie: Rotationsfrequenz > Anisotropie
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Festkorper NMR

2. NMR an makroskopisch nicht-orientierten Proben

bearing

Nuclear Magnetic Resonance: Kernmagnetische Resonanz
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Auflosungserhohung
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bearing

Auflosungserhohung durch
JL MAS: Rotation um den
magischen Winkel

NMR an Festkorpern hat breite Spektren zur Folge
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BC von DMPC

i, i Eh
M J JUL\J statisc
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JLJUML_J\ P J Ul l JL

| - hydratisierte Dispersion
100 50 ppm ©

Tricks zur Auflosungserhohung
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31p-Spektren von DMPC/DHPC
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Tricks zur Auflosungserhohung
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- statisch
- hydratisierte Dispersion
H DMPC/DHPC (3:1) - Selbstorientierung
50 mg Lipid
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70 mM NaPO,
30 mM KCI - .
pD7 - MAS: 980 Hz
3055 K - hydratisierte Dispersion
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'L ©=54.74°
s ML
o 7 5 3 1 S
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Tricks zur Auflosungserhohung
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Bewegungsprozesse in 3'P-Spektren von Bizellen
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Strukturaufklarung
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Der kleine Zoo der NMR-Wechselwirkungen
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Rhodopsin (a-Helix) JUCTILLLLLLLTIN
PDB-Eintrag: 1F88 *

NMR-Parameter-Reprasentation fur Strukturaufkléirung
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Der wichtigste Parameter: dipolare Kopplung
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Medium-range Restrains

BD ! K L J |
Intraresidual Restrains g -

5.5

sob IR SQMR

Structural uncertainty

\ | H I L | |
0 200 400 600 800
Number of restraints

‘ Long-range Restrains 4.0

Sequential Restrains

Welche dipolaren Kopplungen sind fur eine Strukturaufklarung wichtig?
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Zoo von Experimenten zur Bestimmung der dipolaren Kopplung
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Rotational-Echo double Resonance (REDOR)
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REDOR-Signal und REDOR-Transformation
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Proton Driven Spin Diffusion (PDSD)
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Automatische Signalzuordnung
und Strukturbestimmung.

Bei Kreuzsignalen: 2.5A <r < 6.5A

Solaria an '3C-SH3
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Korrelationsexperimente uber Spindiffusion oder dipolarer Kopplung
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D

H =h w, 1A+ B+C+ D+ E+Fj

A=+ (1 =3 cos20) Ij;1r;

B=-1(1-3 c0s20) (I1+ Io— + 11— Io+)

C= —% sinfcosO e=1¢ (I1z b+ + 11+ I2z)
D= —i sinOcosO el (Inz Ip- +11-122)

E = -3 sin20 e—21¢
Bl sin20 e21¢

I1+ >+

[1-Ih_

Was sind Doppelquanten?
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N¥ d
CH dHH)( c
("‘CH
| I | T T T T
100 0 =100 50 40 30 20
Ppm
Hz

INH

E J-Kopplungsspektren unter MAS und

Ty ~ 140 Hz homonuklearer Protonenentkopplung
(Skalierung mit 1/+/3)

200 100 —100
Hz

1D-Spektren zur J-Kopplung
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Heteronuclear decoupling
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v
Rotorsynchrones Echo fiir die T = 1 = N7
homonukleare skallare Kopplung 4 J r

CC

Korrelationsexperiment mittels J-Kopplung
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/2
H I CP Heteronuclear decoupling

LETy CPT.TI_H"ITIIEL

T3 T T3
+2 11
+1
I VA \
KA \
S \ |
\ v J
1
Rotorsynchrones Refokussieren der T=——""""=N7 r
homonuklearen skallaren Kopplung. 4 J cC

refocused INADEQUATE
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refocused-INADEQUATE an Cellulose
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statisches Experiment
1D-MAS-Experiment

TOSS | et
PASS H {

MAT

RAI 6
SUPER — i,
ROCSA - :

0 5
wp/ 27 (KHz)

Zoo von Experimenten zur Bestimmung der chemischen Verschiebung
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! l / Pitch i e
] /] 0.6 ] - 0 o/ @x
/ / A 2
| [\ 11
L\ 0.8 L1 4
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PASS: Phase Adjusted Spinning Sidebands
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MAT: Magic Angle Turning
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MAT-Simulation Methyl-a-D-glucopyranoside

Slice J

g
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MAT: Magic Angle Turning
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Der kleine Zoo der NMR-Wechselwirkungen



Raiker Witter, Karlsruhe 2005

Forschungszentrum Karlsruhe Universitat Karlsruhe
in der Helmholtz-Gemeinschaft Institut fur Organische Chemie

15N- amide :

o
101 044=64ppm, 0,,=77ppm, 65,=217ppm
a=0°, g=17°

NMR-Parameter und deren Lage zueinander
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Statisches Experiment



Raiker Witter, Karlsruhe 2005

Forschungszentrum Karlsruhe Universitat Karlsruhe
in der Helmholtz-Gemeinschaft Institut fur Organische Chemie

e

.

|||r|rr||||||r|r—l—.|r4|

400 200 200 100 0 -100
Dipolar-shift (ppm)

1D-MAS-Experiment



Chemical Shift (ppm)
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MADMAT: Magic Angle Decoupling Magic Angle Turning
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sample O1IN OnN  OuN Tiso P (°) o (%)
NAVL:4 200-Hz MAS 587 937 2328 1284 1842 36411
500-Hz MAS 587 937 2328 1284 1743 41411
gramicidin A®
D-Leu* (dry) 536 846 2196 1196 14.5 0
D-Leu* (hydrated and at 143 K) 623 843 2346 1276 14.5 0
D-Leu'? (dry) 586 886 2246 1239 14.5 0
D-Leu'? (dry) 586 866 2166 1206 14.5 0
D-Leu' (hydrated and at 276 K) 636 896 2156 1229 14.5 0
D-Leu! (hydrated and Na* at 276 K) 656 896 2176 1243 14.5 0
D-Leu'* (dry) 556 816 2186 1186 14.5 0
Leu! (hydrated and at 143K) 646 846 2286 1256 14.5 0
sample ag1n (bt 7330 Tisa” P (%) o (%)
NAV® 59.6 80.5 2353 125.5 2142 20415
57.5 81.0 227.0 121.1 - —
59.6 80.0 238.0 125.5 1942 0
59.1 84.1 228.1 123.8 - —
— - — - - —25
NAVLY 200-Hz MAS 60.2 87.1 230.1 125.7 2042 4+12
500-Hz MAS 60.2 87.1 230.1 125.7 1942 44413
Val* in ubiquitin - - - 1236  — -
gramucidine Af
Val! 59.6 83.6 2336 125.6 13642 2845
Val® 57.6 82.6 2226 119.6 14542 045
val 57.6 80.6 2236 120.6 15.5 0
Val¥(dry) 436 75.6 2216 115.6 14.5 0
Val*(hydrated 58.6 81.6 2246 121.6 14542 0410

and at 143 K)

Beispiele
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fast spinning 12
%; 0.6 5
S x3.5 N
__||| .H ] o . |
' ’ ’ Evo]u“tionTimft [ms] " N "
L-[1-13C,">N]alanine
w, = 5000 Hz
5 =5265Hz _a
5 n =0.79 < |
» 1 | | Op = 27°
LI | L 1 1 | L | | | ' [
K] 230 G 150 100 ol
Bppm Bp =80° : " "

B, [degrees]

CSA-DD-Lagebestimmung aus REDOR-Seitenbandern
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% 0.6 ol
S x2.5 y /A
J L ‘ _ A [#1]—
b L SO N . .
‘ Evolution Time [ms]
L-[1-13C,">N]alanine
w, = 1667 Hz
‘ 5 =5265 Hz
So |L ] n = 0.79 % '
l | 30 C’:
S SABBREEEE L|“L""““L"'”.L“ Op = 27° ‘
JEHD 150 i 2] ]
Bppm — 80°
BD - 80 30[3,,[degrees| . "

CSA-DD-Lagebestimmung aus REDOR-Seitenbandern



Raiker Witter, Karlsruhe 2005

Forschungszentrum Karlsruhe Universitat Karlsruhe
in der Helmholtz-Gemeinschaft Institut fr Organische Chemie

"
ll / Hl

Yo

Der kleine Zoo der NMR-Wechselwirkungen



Raiker Witter, Karlsruhe 2005

Forschungszentrum Karlsruhe Universitat Karlsruhe
in der Helmholtz-Gemeinschaft Institut fur Organische Chemie

Quadrupolmoment: Q= ﬂ Z RAR
5
2D 14N 170

0.286 fm? | 2.044 fm? | -2.56 fm?

2D: Z=2
R=2.1fm
AR =4% R

(96% s-Wellenfunktion: 1=0

elektrischer Feldgradienten der Elektronenverteilung 4% d-Wellenfunktion: 1=2)

Quadrupolkopplung
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D

Statische Spektren MAS-Spektren
bei 900 MHz bei 600 MHz

AGG GGV

AGG x (MHz) | 8.50.1 8.520.1
1 0.22+0.05 | 0.22+0.05

MM 8., (opm) | 541£10 514210

— A, 3 (PPM) | 39710 390210

355 (Ppm) -45+10 -24+10

) m 297+10 293+10

GGV ISO (pp )

o 7312° 7412°

B 90+3° 90+3°

| | | t \, V\MMV | | . y 5+10° 0+10°

ppm ppm

170 Untersuchung an kleinen Peptiden
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Hydrated DMPC
with K* ions

Hydrated DMPC

Dry Powder

800 600 400 200 0O -200 -400
ppm

170 Untersuchung an Leu,,-'70O GA
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Festkorper NMR

3. NMR an orientierten Proben
Fm T

Nuclear Magnetic Resonance: Kernmagnetische Resonanz
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1 m N, Aipid
2 (NGIas o 1) MW AGIas

n=

Beispiel:

50 Glasplattchen
N,= 6.0 10%*/ mol
Agrs = 8x19x0.07 mm? = 152 mm?

DMPC (m = 30 mg): MW =678 g/mol

ALipia = 60 A2

— n=1070

OOOOOOOOO
i
i

»19-
0.‘ ‘f-----------.‘
S0 NI ECECECECCCECLCECECECECL L
S0 (OIPIDIDISIDIPIPIPIDI DI
VP P eSS

Tipp: - wiederholte Hydratisierung/Dehydratisierung
verbessert Orientierung
- es helfen auch Phasenlibergange
(kurzzeitiges Einfrieren und Auftauen)

Wieviel Bilayer sind nach der Hydratisierung zwischen den Glasplattchen?
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Makroskopische Orientierung zum aufBeren Magnetfeld
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Der kleine Zoo der NMR-Wechselwirkungen
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{

Pulverspektrum dipolar gekoppelter Kerne
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Dy, D, D,, A
2 i . Bo
. w0 0 B 7
g " .
0° ' ; :
........ e :
| | I | | .
g :
12D, ; ..:_,,; :
::( G -
90° ¢‘
............. A
| | 1 I | o
s AA
| I I | - I-_

Spektren orientierter dipolar gekoppelter Kerne
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D,, D,, Ordnungsparameter
6: A, (9) 2 \
0° it 1 b
HE _ L 2
________ i A, = Dy, - (3c0s’0-1) S,
| | I I |
:
1/2D,,
90° "
............. A
. 1 1 I - 1 , Heteros*
: D.—# Ho 1 7s )
35° Y 4r Ry |3
” =~ ,Homos*
(2
RN

| I | | T

Spektren zweier orientierter dipolar gekoppelter Kerne
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A, =D, %<(3cosz o-1))

\ J
Y

Z S; COS @, cosS P,

T\

3cos” g cos’ 6, - 6
2

Ordnungsmatrix: Sj =

L
*
+
*
-
L
,'

3cos” ¢, - 1 cos’ ¢ - cos” @,
1m0, |8, 3H jeod heel

5 +2S,, cos@;, cosd,

XX

Der Ordnungsparameter S ,,ist eine Ordnungsmatrix®.
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3 5 QC mv’-‘—u—-‘-r.‘v’h—"hﬂp#

-8 -4 0 4 8kHz

Einpulsexperimente geben ungenugend Information.
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y (x y X y .. YXYY)

Pulverspektrum \w

4—p
Acrz ‘
0° orientierte Probe
" |
17 T T T 1T 17T T T T 1
3 0 3 kHz

CPMG (Carr, Purcell, Meiboom, Gill) an CF;-Phenylglycine
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19|:_19|:
distance

dipolar
coupling

400 200 0 -200-400
Leu3/8 — 4F-Phg: 6 A
(wild type 7.3 A)

-
| /\\ 100 Hz

A
/ \
N
\
\,
. ~

S

400 200 0 -200-400
Val5/10 — 4F-Phg: 8 A
(wild type 8.2 A)

CPMG an GS
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Experiment
z J
CFy 2 ~CFs i
o
y
X J . J\
Do Sz SaSy Su  Sw Theorie

system  Djy; Da
[Hz] [Hz] [Hz]

i th I

BA-F; 124 124 -89 | 0.1356 0.022 -0.0570 -0.0786
-124 -124 89| -0.1336 -0.022 00570 00736 Ii | i |
d ] ll Nk | ’
|| { U:l | .i|||]||I ii
] W ° i
UU‘J VA, b Jk
3cos’ g, - 1 cos” @, - cos’ @) X 2 v | RgEE |
A,=D, {Sﬂ—+(SXX—SW) +2Sﬂcos¢12cos¢12]
? ? -800 -400 O 400 800Hz

CPMG an BA-F;
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Beispiel: °N (40.5 MHz bei 400 MHz 'H)

Jxg ~ 140 Hz <4 ppm

600 300 0 -300 [Hz]

J-Kopplung als Feinaufspaltung (bisher unbeachtet)
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40 20 1] =20 ppm & 10 a0 0 =20 ppm 40 20 0 -240 ppm

laminare Bilayer hexagonale Phase Mizellen

31P-CSA-Spektren der Lipidkopfgruppen hydratisierter Phasen (nicht-orientiert)
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S - —Q—F

022

d!!.h

o = ¢ WWM

B,

Orientierungsabhangige CSA-Spektren
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Kopfgruppe rotiert um den magischer Winkel

Y —
wnm ; hod
R ~
lm\\ 120° c
' ‘/ 105° 0
‘I'l' 90°
5,' 5’ 35°C
Ay 60° M 33°C

45°

‘ o f T T T T |200 C
30 75 50 25 0 25 50
15° ppm
I I I ! 00
45 30 15 0 15 30 -45 -60 o _
ppm 0°-Orientierung beim Phaseniibergang

Variation des Winkels 0 von 0-180°

Sphingosin
@—3TH—CH=CH—(CH2)12—CH3 Fettsdure

I
1CH;—0—X Rest (hier: PC-Kopfgruppe)

31P-Spektren von EYSM (egg yolk sphingomyelin)
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Pulverspektrum

Niedrige Konzentration (1:200):
40 ppm entspricht 90°-Lage

Hohe Konzentration (1:50): \\

68 ppm entspricht 60-80°-Lage WW

SN-NMR an PGLa
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1.0
09 |
1% k - 08 F
ox. N\ [/ /
REF.\— .l“ l; ]I" éi; .lll .J: ﬂ.? B
\ >
SAMPLE < 1 1 1t 1 T ] ? 56k
\ i g
P v\ © 05 F
VAN B B URN =
G
EJ 0.4 f
0.3 |
Korrekte Referenzierung
ist notwendig! 02
0.1}
0

Suszeptibilitatsverschiebung in Abhangigkeit von der Probengeometrie
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Niveauschema NMR-Spektrum
— [E-El/h—
m = '1 o* * A
Spektren-
:' mitte
§ m=o0 £ v)
"“ “, v AEQS’ .
y ! E,
"m=+1 e
H=0 H=H, H=H,+H, ; ! -'|
Av,, [kHZ]
3 (3 cos” O — 1) n
AVQZEZ ) S33_§(S|1_822)

’D-NMR
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3 (3cos’B-1
AVQ:EZ( 5 )(833"'?(511_822))
1 2
S, :5<3cos B- 1>
) e’q O S, -S, = <sin2 ,800320(>
£ h
C-D O-D N-D---O

170 kHz | 220 kHz | (253-572/R3) kHz

2D-NMR:Quadrupolkopplungskonstante
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Spektrale Frequenz Ordnungsparameter
3 1 ) 1 5
AV, —5;{5(3cos 6’—1)8_S3 S, :§<3cos ,B—1>
0
n
B 7
EFG D

Elektrischer Feldgradient ist in
Bindungsrichtung: C-D
(oft reicht n~0)

Kettendeuteriertes POPC
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?D-Spektrenhilfte einer vollhydratisierten
POPC-Membran (0°-Orientierung, n,=28.6, 42 °C)

C16
(term.)

C7 C15
C12 C13C14

Scol
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0.00

Ordnungsparameter

2 345678 910111213 14 15 16
C-Position

Kettendeuteriertes POPC
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D,0O-Spektren von orientiertem POPC in Abhéngigkeit von der Temperatur und Hydratisierung.
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Kann sich Wasser orientieren?
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Einkristallmessungen an 70 a-oxalic acid dihydrate
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Table 2. 70 C8S Tensors for -Oxalic Acid Dihydrate?
< > 5'11 lf';-g "jﬁ‘d X ..I'II Z

{ C=0 [ _476(18) 413(11) 14(13) | plane orthog C=

a*  —0.844(0.051) —0235(0.114) 0.464(0.029) —0.523 —0.114 0.8347

\> b 0.345(0.059)  0402(0.043) 0.8450.012) —0.851 0.013 —0.521
¢ 0.386(0.116) —0.874(0.063) 0.263(0.016) 0.049 —0.993 —0.104

COH [ 351(4) 142(3) 55(4) | plane orthog COH

( .} a*  —0480{0.011) —0.755(0.019) 0.446(0.029) —0.523 —0.611 —0.594

b 0.458(0.010) 0218(0.035) 0.861(0.009) —0.851 0414 0324

c 0.748(0.008) —0617(0.014) —0.241(0.030) 0049 0675 —0.737

Eigenvektoren im Kristallsystem
Table 1. V0 QC Tensors () for a-Oxalic Acid Dihydrate?

Koox Ly A= X Y £

C=0|—3.88(0.19) —4.49(0.22) 8.30(0.23) | plane orthog C=0
a* 0.211(0.234) 0.839(0.059) 0.439(0.006) —0.523 —0.114 0847
b 0.932(0.068) —0.242(0.260) 0.015(0.006) —0.851 0.013 —0.521
¢ —0.119(0.114) —0.405(0.037) 0.898(0.006) 0.049 —0993 —0.104
COH [ 2.80(0.23) 3.88(0.25) —6.68(0.08) | plane orthog COH
a* —0.432(0.184) 0588(0.024) 0.658(0.003) —0.523 —0.611 —0.594
b 0.848(0.058) 0437(0235) 0.177(0.008) —0851 0414 0324
¢ 0.183(0.153) —0.635(0.069) 0.732(0.005) 0049 0675 —0.737

Einkristallmessungen an 70 a-oxalic acid dihydrate
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Der kleine Zoo der NMR-Wechselwirkungen
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15N- amide :

0,44=64ppm, 6,,=77ppm, 6,,=217ppm
a=0°, p=17°

NMR-Parameter und deren globale Lage zueinander
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B 15N- amide :
| 044=64ppm, 6,,=77ppm, 65;,=217ppm
; a=0°, f=17°
|
1
Sun | 15N_ -His:
33 6,,=77ppm, 8,,=203ppm, §,,=260ppm
a=0 + 30°, B= 5+3°
025 15N_,-Trp:
0,44=61ppm, 6,,=130ppm, d5;,=181ppm
: o =0 + 30°, f=5+3°
101

NMR-Parameter und deren globale Lage zueinander
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200 150 100 50
(ppm)

PISEMA-Spektrum
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90°, 359,
1HJ CP,, I «vs| TPPM
>
SEMA |
15N CP,,
(275 2n§
QLD
X -X

PISEMA (Polarization Inversion Spine Exchange at the Magic Angle)
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Pulverspektrum

niedrige Kontentration (1:200):

40 ppm entspricht 90°-Orientierung

hohe Konzentration (1:50):

68 ppm entspricht 60-80°-Orientierung

PISEMA (1:50)

(kHz)

1HA5N Dipolar Coupling

200 150 100
15N Chemical Shift (ppm)

50

PISEMA von PGLa




1H-15N Dipolar Coupling (kHz)
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NMR parameter

| o

Residue number

Helikale Wellen
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NMR interaction APAS
protein ¢ 5y - ’{- QPM
aligned lipid/protein film L MF
glass disk QMD
DF
A Q
By DR
RF
MAS rotor
with ?rientecl
samples
Ogr,
LF
-

Rotation orientierter Proben (MAOSS)
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1.2
Mosaic R\‘:“liel:l)fl g’;,n Range of Af A / L4
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1SN-MAOSS von °N-methionine
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Untersuchung der 4 kHz MAS
210K

C-CD;-Gruppe an

iM“W M ’Jl.‘ &J“M,{ Experiment

L L|LJ1 ! .LJJJLL.__ Theorie

50000.0

040 - Wﬂ;n-ﬂ
Frequency [Hz)

In jedem Seitenband steckt die Orientierungsinformation:

Grundzustand: Bp,=37° (tilt)

H-MAOSS am Retinalligand von Bakteriorhodopsin
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4 kHz MAS
I, 6,= 39 kHz
n=20
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BPM:OO 4 kHz MAS
6,= 39 kHz
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Mosaikverschmierung: A
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Ein kleiner Zoo der NMR-Wechselwirkungen und Methoden



