Information aus NMR Spektren

e Chemische Verschiebung

» Anzahl der Spins (Integration des 1D-Spektrums)
e Multiplizitat (Analyse der Multipletts)
» Konstitution
Konnektivitat (H,H) (COSY, TOCSY)
Konnektivitat (X,H) (HSQC, HMQC)
Konnektivitat (X, X) (INADEQUATE)
« Anzahl von 'H gebunden an 3C  (DEPT, INEPT)
« 'H-'H rdumliche Nihe (NOESY, ROESY, NOE diff)
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Ein NMR-Experiment, Was brauchen wir?

Magneten (Magnetfeld spezifiziert in T)
- muss hohe Feldhomogenitat haben SHIM
- muss sehr stabiles Hauptfeld haben LOCK

SHIM
- zusatzliche Spulen ausserhalb der Probe, so dass man

mit Kleinen variablen Zusatzfeldern die Homogenitat
des Feldes variieren kann (Z, 72,73, X, Y,...)

LOCK
- stiindige Messung der Frequenz des 2H-Signals
des Solvens, Frequenz wird durch Regeltechnik konstant
gehalten.
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LOCK

Der Lock Kanal ist ein zweites kleines Spektrometer im grossen
Hauptspektrometer.
Larmorfrequenz: ®,=yB,

Es kann ein Kleines Zusatzfeld H, erzeugt werden:
@y = Y(By+Hy)

B, ist nicht konstant, aber (B,+H,) kann durch Regeltechnik
konstant gehalten werden (Feldregulation).
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LOCK

Der Lock hat zwei ADCs. Man beobachtet ein absorptives und
ein dispersives Signal.

Das dispersive Signal wird zur Regulation der Feldkonstanz
genutzt.

Das absorptive Signal wird zum Shimmen genutzt
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What is NMR?
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NMR-Magnet - Supraleiter
Aktuell sind Feldstarken fiir 300 MHz bis 1 GHz moglich

B Probe hier einbring];en

Nfillen 3 [ & — He fiillen

Spule
Niobium-Titan Leiter NbTi Niobium-Zinn Leiter Nb;Sn
Durchmesser: 0.85 mm Durchmesser: 0.70 mm
Anzahl der Filamente: 50 — 100 Anzahl der Filamente: 6000 — 15000
Filamentdurchmesser: 36 um Filamentdurchmesser: ca. 4 um

Fir ein NMR-Magnet sind ca. 100 km Draht notwendig
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Autbau eines Spektrometers: Magnet

I Welkz
Caibe
] Hydregn ! H
| 11 |
oo rhes Bachrben  Back vhaw
= ) e
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Das Probenrohrchen und der Probenkopf




Inner coil:
Observe
nucleus,
Maximum
sensitivity

Ein Probenkopf von Innen
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Outer coil:
Decoupling
nucleus
middle

sensitivity




Die Temperierung

Gas Flow -~ <—Ther'mocouple



Pulsbestimmung

Laboratory Frame

7 1. Zusatzlich zum B,-Feld gibt es
§ eine Spule.

2. Diese Spule (transmitter coil)
wird mit einem Wechselstrom
beschickt

3. Dies erzeugt ein linear
oszillierendes Feld entlang der x-
Achse.
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Pulsbestimmung: Grundlagen

* Das linear-polarisierte,
oszillierende B,-Feld kann
aufgespalten werden in zweli
zirkular polarisierte Feld, die in
entgegengesetze Richtung
rotieren.

l...
L
l..
...
.....
y
a
L
v
v
-
g
g
-
-
g
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Pulsbestimmung: Grundlagen

Laboratory Frame
8 1. Die Oszillationsfrequenz von B,
A

und B, ist:
Q2=2rv

>y 2. Diese Frequenz wird gleich der

Larmorfrequenz der Spins
gesetzt:

02=w,
3. Damit ist eine Komponente, B,

oder B,,. im rotierenden Koor-
B,.: B; component, rotates clockwise

Tl dinatensystem statisch.
B,,.: B, component, rotates anti clockwise
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Pulsbestimmung: Grundlagen

Rotating Frame o
e Definitionen:

o : Flipwinkel

t,: Dauer, fur die B, angewendet
wird, Pulsdauer

t,(90): Zeit fur eine Rotation um
90°

90°-Puls: rf Flips der Magne-
tisierung um 90° dreht.

time
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Pulsbestimmung: Grundlagen

— b — 1. The Anregungsbandbreite wird
RF time durch die Liange des 90°-Pulses
bestimmt

2. Das Anregungsprofile entspricht

einer SINC-Funktion
QH, o Q-1
\ | A\ | / frequency
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Pulsbestimmung: Grundlagen
o =30°
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Pulsbestimmung: Grundlagen
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Integration der Signalintensitaten (1)

e Verunreinigungen ?
Ha He

Hb__ COOH
Hc OH
- Hd
¢ OH
|
Hb COOH

Ha He

8.5 80 7.5 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 Pamoic acid
(ppm)
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Integration der Signalintensitaten (1)

Impurities !
'4 A \
‘C_é S 92T ¢ w oo > eon
g S £ S = SRR
EZ 232 = S 33
aRal 1T (1T

\%
%
%—/
10122
T — __, 1.0072
Lﬁ
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13C Spektroskopie (1)

H
| [ | )ivo
— 20— 12— — 2O — 13—
. [
99% 1%
Kein Signal Signal
CH Kopplung

-

~

H
\1f3\>J¢0

_13C_13C_

N

0.01%

Signal

CH Kopplung
CC Kopplung -
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13C Spektroskopie (2)

Menthol

Normal Spektrum: H S
'H-gekoppeltes Spektrum ‘ ‘ )J # () 0
—12C 13— , 1 H
| | HB/T OH
Doubletts PN
m (\ /w Tripletts / ?

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
(ppm)
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13C Spektroskopie (3)

Menthol

o 'H Entkopplung => keine Multipletts => S/N besser

H 21 O
H
| \)m H>Y/:

— 20 —1B3C— i

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
(ppm)
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13C Spektroskopie (4)

Menthol

¢ S/N increases via NOE from the 'H

H 21 O
H
| \)m H>r:

— 20 —1B3C— i

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
(ppm)
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Wieviele 'H sind an °C gebunden? (1)

o Vergleich: Gekoppeltes, entkoppeltes *C-Spektrum

A A hn N S . . B B W nicht entkoppelt

. 1 S W W W § Entkoppelt
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
(ppm)
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Wieviele 'H sind an °C gebunden? (2)

o Editierung der 3C Signal nach 'H Multiplizitit mittels DEPT

J ‘ ) ] Normal 13C

DEPT-45
J ] CH, CH,, CH, > 0

DEPT-90
only CH

DEPT-135
CH, CH, > 0,
[ [ CH, <0

75 70 65 60 55 S0 45 40 35 30 25 20 15
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Wieviele 'H sind an °C gebunden? (3)
DEPT-45 CI1, CH,, CI1, > 0

t BRI

DEPT-90 CH

DEPT-135 CH, CH, >0, CH,<0

| | L

(ppm)
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Welche 'H koppeln miteinander?

e Doppelquanten-gefiltertes
2D Korrelation tiber J-Kopplungen

Pamoic acid

Ha He
J Hd Ha Hb Hb__ COOH
U OO
3 S by
57.6 OH
Ha /Sg/ 57.8(ppm) ©©
e N Hb COOH
(8.2
8.4 :
_____________________________ Die Beobachtung von Kreuzpeaks

8.4 82 8.((2) p;.)s 76 74 7.2 zeigt, dall Hd und Hc skalar
gekoppelt sind !
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Homonukleare 2D Spektren

Homonukleare 2D: ®, = o, (= 'H)

t . .
1D Experiment # FT E,dlm — T
® / ppm

indirect |

FT in 2 dim

—
t,und t, direct

2D Experiment

®, / ppm
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Homonukleare 2D Spektren

(O indirect

(0, Akquisition

Diagonalpeaks: kein Magnetisierungstransfer
= entspricht einem 1D Spektrum

Kreuzpeaks: Magnetisierungstransfer zwischen zwei Kernen
= Information tiber Korrelation zwischen Kernen

Verschiedene Arten von Magnetisierungstransfer:
durch Bindungen - skalare Kopplung
Spektren liefern Information liber Konnektivitat
durch Raum - d1polare Kopplung
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Homonukleare 2D Spektren

Fl Magnetisierungstransfer durch Bindung iiber homonucleare
Kopplungen
¢ ¢ TOCSY:
Fl 1 | mix 2 Mehrfacher Magnetisierungstransfer durch Bindung tiber

homonucleare Kopplungen

mixing time = transfer steps /(10 * J(HH))

NOESY:
Magnetisierungstransfer durch den Raum ( Abstand < 5A)

Mischzeit (mix) “Micromolekiile” = TI1
Mischzeit (mix) “Macromolekiile” = 50 -150ms

ROESY:
Magnetisierungstransfer durch den Raum ( Abstand < 5A)

Mischzeit (mix) @ NOESY Mischzeit
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TOCSY - COSY im Vergleich

TOCSY COSY

| AL H—C——H H—<|3—-H
CEp ()

(ll H
c—C ——N X‘(I: /Z
: I O
H H H
« Mischung tliber skalare Kopplung * Mischung iiber skalare Kopplung
 mehrfache Transferschritte innerhalb eines e Einzelne Transferschritte

separierten Spinsystems
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TOCSY - COSY im Vergleich

COSY: cinzelne Transferschritte TOCSY: mehrfache Transferschritte

ppm ] pom
1.0 1.0 ' § lag ]
o 3 PE .Hl,u& » El ?
1.5 . 1.5 “ 0 [
%
S o - T ] II . :im r H
" E - . BF Vol i
z.5 ' Z.5-] ik
] ] ma 1 A |
3.0 b1
3.0 ] L
3= ] 3.5% r
. ] ) .
1.0 1.0 "f i
) | * )
a.5 ] 2.5
|}
5.0 ’ Z * o 5.0 u' ) 4 I" |II|I
’ |
V4 A S e
1
c o] ' & .0 )
& .5
6.5 ]
7.0
7.0 ]
1
+ T ) b
7.5 *# .i % | s
2.0
2.0 ] & " 4 ' J B
-] ] .5
2.5 ]
S S - T
g = T & 5 4 3 z Dom g = 7 & 5 a 3 2 Do
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Kreuzpeaksignatur im DQF-COSY

Kreuzpeak im 2-Spinsystem: Hy| |He
HB
7 |n,
H, Hy © P ﬁt mL_
o, o, S
C—C @ © \g
) ' | @ O

aktive Kopplung I

I KX
Antiphase ©, ]
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Kreuzpeaksignatur im DQF-COSY

Spinsystem mit 3 Spins: H, Hy He
aktive and passive Kopplung /\ /\ /\
HyH: /|
Jag Jpe HMH, © —
Jup > Jc N o ° [
H, H; H
® ©;

C C (‘lj //’0 —

J

— J
—>

aktive Kopplung I passive Kopplung I I

in-phase

NMR-Intensivkurs 2016




Kreuzpeaksignatur im DQF-COSY

Spinsystem mit 3 Spins:
aktive and passive Kopplung

H,
JAB JAC
JB
H, . :
im Kreuzpeak H,/HB

aktive Kopplung: J,
passive Kopplungen: J,, Jg¢
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Kreuzpeaksignatur im DQF-COSY
—

— J
—>

aktive Kopplung I passive Kopplung I I
Antiphase Inphase
3-Spinsystem:
Jag Jie 00 OO < b
H, Hp Hc
®, o, | @D O6 g_
C—C (li | 5

®,/ppm Q H l S ©
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NOESY und ROESY Information

NOESY / ROESY

2 1 1 2 1212 1 2

H—C—H | H—C—H

—N—C —C——N—C—C—

| s H
{ H H

~

 Viele Korrelationen beobachtbar

e max. 5 A Abstand zwischen zwei
Protonen

— Transfer aufgrund raumlicher Nahe
von Protonen
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NOESY / ROESY Kreuzpeakvergleich

NOESY ROESY
Kreuzpeak 05
Intensitit relativ positiv
zum
Diagonalpeak
02 -0-2\| negativ
1.0 W, T, 1.0 (T,

Molekiilgrofie: < klein grof — < klein  grofl —»
Temperatur: < hoch niedrnig — < hoch niedrig —

M, = Spektrometerfrequenz

T = Rotationskorrelationszeit

C
(proportional zur Molekiilgrofie, Temperatur-abhangig)
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Kreuzpeaks in NOESY

Die Diagonalpeaks werden positiv gephast

negative Kreuzpeaks:
COSY'gﬁfaCt « immer NOESY-Peaks (Mikromolekiile)
36 © @
positive Kreuzpeaks:
’.a@ © « NOESY (Makromolekiile, z.B. Proteine)
gOESY @ 00 e Chemischer Austausch
elc!
Gemischte Peakphasen:
@ 0 - COSY-Artifakte
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Kreuzpeaks in ROESY

Die Diagonalpeaks werden positiv gephast

TOCSY 2 @, Negative Kreuzpeaks:
& « immer ROESY
9,09
@ @ Positive Kreuzpeaks:
ROESY w1 Toesyl « Peaks aufgrund von Chemischen Austausch
g 9 + TOCSY Artefakte
© @
@ 06

O1

NMR-Intensivkurs 2016




Welche 'H koppeln miteinander?
. |’oppe|quan%en-ge!1|%erzes COSY |

Darstellung bei niedrigerem S/N

He
Hd Ha Hc Hb H2
N | Pamoic acid
© lag
55.6
6.4 Viele Kopplungen sind vorhanden
(Ppm)
¢ s oo 72 Die Stirke der Kreuzpeaks ist
N o 0 ungefahr proportional der Grof3e
. Co. . der skalaren Kopplungs-
— — .. ........ -. ———'g g konstanten
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Welche H sind raumlich benachbart?

Pamoic acid

Ha He
Hb COOH

. . .
o o o* K4
. . . 0
.
o o o 04
R “" K K -
. 0 0
o K o K
A . o o
. o o
X y y

J OO

Hb COOH
o Ha He

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv

84 80 76 72 68 64 60 56 52 48
(ppm)
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Welche H sind raumlich benachbart?

2D NOESY/ROESY Experiment !

2D Korrelation durch durch den Raum vermittelte, dipolare Kopplung

~ Ha
(4.8
5.6
6.4
, oo (7.2
9 5 e [
O O 0 80
He |
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(ppm)

- Ha He

| COOH

Hc OH
Hd - cp,

Hc Y OH
OO

Hb COOH
Ha He

Pamoic acid




Welche H sind raumlich benachbart?

e 2D NOESY, ausgewahlte horizontale Schnitte

1D Referenz
He Hd Ha Hc Hb H2 Ha He
Ny Hb__ COOH
: | | - He/Ha ©©
NOE on He and Hb Hd C-H,
T Hd
- Ha / He Hc OH
/ Ha / Hb OO
T Hb COOH
Hb / Hc Ha He
Hb / Ha

| L L L L L L DL L L D L L DL L L L L PamOiCaCid
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Gibt es PC-13C Korrelationsexperimente?

e Bestimme mittels J-Kopplung welche Kohlenstoffe direkt gebunden
sind

e Bei natiirlciher Haufigkeit:

J#0
| | B
_12C_12C_ _12C_13C_ _13C_13C_
| | |
99% 1% 0.01%

e 2D INADEQUATE Experiment !
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Welches 'H ist an welches 1°C gebunden?

o Konnektivitdten zwischen 'H und '°C mittels J -y Kopplungen (gilt
identisch auch fiir andere Heterokerne).

e “Inverse Experimente” 1H 1H
E.g. HMQC, HMBC, HSQC... ] :> Jeu#0
— 20— 13—
(Informationsgehalt: HSQC=HMQC)
[ v
HSQC, HMQC: Uen
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Das 'H Spektrum von Chloroform

99% 'H gebunden an 2C

|
PPm 113

Y 13C-Satelliten®
\<\ ,
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Ziwei Arten heteronuklear Experimente

'H Anregung, 'H Detektion:

HMQC=heteronuclear multiple quantum coherence
HSQC=heteronuclear single quantum coherence
HMBC =heteronuclear multiple bond coherence

TH Anregung, *C Detektion:

XHCORR=X-H correlation
COLOC=X-H long-range correlation
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Heteronukleare 2D Experimente

'H Anregung, 'H Beobachtung: HMQC, HSQC, HMBC

Experimentelle Empfindlichkeit: oy 32

Y anreg. beob.

v = gyromagnetisches Verhiltnis eines Kerns
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HMQC und HMBC

Do _| ppm_|
] E ] [ n
1
20 "ﬁ 20 r w, EE"'T
. .y - |
1 T 1 . LT I L 1h
[ ] &% L
e L] ¢ 104 % L
- w 1 a . % gl 'l'
60 - v &0 — ' t Pprlel s '-*h
13C ] : ' ' * 13C
80 - 20—
100 - 100
1z0 - 120
] L I
] 'k 1 - B
140 - 110
160 160
' b
L -1 I LU L
1=0 - 120
200 | Z00 -]
'
""""" | I bbbl AR hhbhhbEb RAAERAAAA bebbbEEAA RARERAAAA BAAAELAA] REERLARAES Rhbhbhbbh | bR hhbbhhbbl RAAAEERRL] hibhhhbbAl RARRAAAAL hbhbhbbbl BEERAAAAES RAhbALAA BERLAR RbAhEAA B
9 ] T G 5 a 3 z 1 ppm 9 = T @ 5 1 3 z 1 Do

1H 1H
Direkte *C-'H Korrelation Weitbereichs (2 to 5 Bindungen) Korrelation
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PR _
20—
30—
&0
80

100

13C 1

120

140

160

180

200 —

L] )
e “, } 1
14 N
LY 3 M, !
] § L
a *‘ ) 'R | "
o (LI I | lj-
' " 'ﬂ-lﬂ y I."”
| ¥
13 ‘ ' :

at amide (NH)-  5¢ carbonyl (C=0)
'H frequency 13C frequency

1

""""" | IR bkl I kbl Lkl kbbb kbbb R bbbl EEE
H 9 & 1 & 5 4 3 2z 1 opm



Gradients?

Effective Field =
A B, + 8z G,(z)

Field
| SB £ \J\j S > ®
0z P> [ E— > @

mi . y ——
G(z) = 8B(z)/ 8z FI) o S

BO > B(Z) BO )B(Z)

z Effective

>

A Gradient erzeugt eine (lineare) Anderung des magnetischen Feld
entlang der (z)-Richtung der Probe

= Die Larmorbindung der Spins hingt von ihrer Position im
Rohrchen ab.
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Der Dephasierungsetfekt

[EG=GZ’C Spy‘]

~
G, = Gradientenstarke
1= Gradientenstirke >
S = Gradientenform p

p = Kohiarenzordnung, die durch Gradienten beeinflusst wird

v = gyromagnetisches Verhiltnis der Koharenz, die durch Gradienten
beeinflusst wird.
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Welches 'H ist an welches 1°C gebunden?

e 2D HSQC Experiment for direkte Konnektivitaten
Pamoic acid

| H2
“ Il | Ha He
_ i COOH
- oo @@
;60
?80 (Ij H
100 13
S R
:120
5140
) i . 5160 Jeder Peak eine CH-
(ppm) 80 72 64 56 48 Bindung !
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Welches 'H ist an welches 1°C gebunden?

o 2D HMBC Experiment for entfernte Konnektivitit

Pamoic acid

H,
| Ha He
Hb COOH

- (ppm)
560 Hc Hd OH
§8O CI'Hz
00 13C

vVl

120 R

140

5
160
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