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Kernresonanz-Fourier -Transformations-Spektroskopie 
(Nobel-Yortrag) ** 

Von Richard R. Ernst * 

Einleitung 

Die Welt der Kernspins ist ein wahres Paradies fur theore- 
tisch und experimentell arbeitende Physiker. Sie liefert zum 
Beispiel sehr einfache Testsysteme zur Veranschaulichung 
der grundlegenden Begriffe der Quantenmechanik und 
Quantenstatistik und hat zahlreiche Lehrbuchbeispiele her- 
vorgebracht. Kernspinsysteme sind zudem leicht zu handha- 
ben, so dal3 sie ideal zur Erprobung neuer experimenteller 
Konzepte eingesetzt werden konnen. Tatsachlich wurden die 
fur koharente Spektroskopien allgemein anwendbaren Ver- 
fahren vor allem in der Kernspinresonanz(NMR)-Spektro- 
skopie entwickelt, urn dann in einer Reihe anderer Gebiete 
eine breite Anwendung zu finden. 

Einige Schliisselexperimente zur Kernspinresonanz sind 
bereits mit dem Physik-Nobel-Preis ausgezeichnet worden : 
zunachst 1944 die beruhmten Molekularstrahlexperimente 
von Isidor I. Rabi['-j', anschlienend 1952 die klassischen 
NMR-Experimente von Edward M. P ~ r c e l l [ ~ ]  und Felix 
BlochL5. 61 und schlieBlich 1966 die optische Detektion ma- 
gnetischer Resonanz durch Alfred KastlerL7I. Einige weitere 
Physik-Nobel-Preistrlger waren auf die eine oder andere Art 
eng rnit der Kernspinresonanz verbunden: John H. Van 
Vleck entwickelte die Theorie des Dia- und Paramagnetis- 
mus und fuhrte die Momentenmethode in die NMR-Theorie 
ein; Nicolaas Bloembergen iibte einen grol3en EinfluB auf die 
Anfange der Relaxationstheorie und der Relaxationszeit- 
messungen aus; Karl Alex Miiller trug mal3geblich zur para- 
magnetischen Elektronenspinresonanz bei ; von Norman F. 
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Ramsey stammt die grundlegende Theorie der chemischen 
Verschiebung und der J-Kopplungen ; Hans G. Dehmelt 
schlieBlich entwickelte die reine Kernquadrupolresonanz. 

Aber nicht nur auf Physiker ubt die Kernspinresonanz 
eine starke Faszination aus. Vielmehr entdecken auch immer 
mehr Chemiker, Biologen und Mediziner die NMR-Spek- 
troskopie, allerdings nicht so sehr wegen ihrer konzeptionel- 
Ien Schonheit, sondern vielmehr wegen ihres aufiergewohnli- 
chen praktischen Nutzens. Dies fuhrte zur Entwicklung einer 
grol3en Zahl von Methoden, um die Leistungsfahigkeit der 
NMR-Technik im Hinblick auf eine Vielzahl von Anwen- 
dungen zu verbessern[8-151. 

Dieser Nobel-Vortrag sol1 einen kleinen Einblick geben in 
das, was hinter den Kulissen einer NMR-Methodenschmie- 
de geschieht. 

Kernspinsysteme weisen einzigartige Eigenschaften auf, 
die sie zum idealen Instrument fur die Untersuchung von 
Molekiilen machen: 

1) Die als Sensoren dienenden Atomkerne sind mit einem 
Durchmesser von wenigen Femtometern aul3ergewohnlich 
gut lokalisiert und konnen iiber Gegebenheiten in ihrer un- 
mittelbaren Umgebung berichten. Auf diese Weise ist es 
moglich, Molekiile und Materialien sehr genau zu untersu- 
chen. 

2)  Die Energie der Wechselwirkung zwischen diesen Sen- 
soren und ihrer Umgebung ist extrem klein; rnit weniger als 
0.2 Jmol-I ist sie kleiner als die thermische Energie bei 
30 mK; die Beobachtung der Molekuleigenschaften ist da- 
rnit nahezu storungsfrei. Dennoch reagiert die Wechselwir- 
kung hochst empfindlich auf das lokale Umfeld. 

3) Es ist moglich, aus den Wechselwirkungen zwischen 
Kernpaaren Informationen iiber die Molekulstruktur zu er- 
halten : Magnetische Dipol-Dipol-Wechselwirkungen liefern 
Abstandsinformationen, wahrend aus skalaren J-Kopplun- 
gen Diederwinkel bestimmt werden konnen. 
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Auf den ersten Blick mag es erstaunlich scheinen, da8 sich 
Kernabstande mit Radiofrequenzen, d. h. Wellenlangen 
1 z 1 m, exakt bestimmen lassen, da dies die quantenmecha- 
nische Unscharferelation oso, 2 h/2 mit dem linearen Im- 
puls p = 2 xhil, wie sie fur Streuexperimente oder ein Mi- 
kroskop gilt, zu verletzen scheint. Wichtig ist, daR in der 
Kernspinresonanz die Strukturinformation im Spin-Hamil- 
ton-Operator 2 = Z ( q l ,  . . . qk)  codiert ist, wobei qk fur die 
Kernkoordinaten steht. Damit Iauft eine exakte Strukturbe- 
stimmung auf eine exakte Energiemessung hinaus, die so 
genau wie gewiinscht durchgefiihrt werden kann, sofern die 
Beobachtungsdauer t so gewahlt wird, daI3 o,t 2 hi2 gilt. 
Eine obere Grenze fur t ist in der Praxis durch die wegen 
Relaxationsprozessen endliche Lebensdauer der Energieei- 
genzustande gegeben. Die Genauigkeit von NMR-Messun- 
gen ist also nicht durch die Wellenlange, sondern vielmehr 
durch die aufgrund von Relaxation begrenzte Lebensdauer 
von Zustanden beschrinkt. 

Der Informationsgehalt eines Kernspin-Hamilton-Opera- 
tors und des zugeordneten Relaxations-Superoperators eines 
groBen Molekuls, z.B. eines Proteins, ist aufierordentlich 
grofi : Man kann die Frequenzen der chemischen Verschie- 
bung von mehreren hundert verschiedenen Spins in einem 
Molekiil mit einer Genauigkeit bis zu 16-18 bits bestimmen; 
Kernabstande fur mehrere tausend Protonenpaare konnen 
bis auf etwa 0.1 8, genau ermittelt werden; mehrere hundert 
Diederwinkel in einem Molekul konnen mit einem Fehler 
von weniger als 10" bestimmt werden. 

Die Schwache der Kernspinwechselwirkungen, die bislang 
als Vorteil dargestellt wurde, fuhrt allerdings zu gravieren- 
den Schwierigkeiten bei der Detektion. Eine groI3e Zahl von 
Spins ist notwendig, um die schwachen Signale vom Rau- 
schen unterscheiden zu konnen. Unter optimalen Bedingun- 
gen mit modernen Hochfeld-NMR-Spektrometern benotigt 
man 1014-1015 Spins einer Art, um nach einer einstundigen 
Messung ein Signal zu detektieren. Das schlechte Signal- 
Rausch-Verhlltnis ist der am starksten limitierende Faktor 
in der Anwendung von Kernresonanzmethoden. Jegliche 
Verbesserung dieses Verhiiltnisses durch technische Mittel 
wird den NMR-Anwendungsbereich bedeutend erweitern. 

Damit sind die beiden Ziele klar definiert, die in den ver- 
gangenen dreil3ig Jahren erreicht werden mufiten, um die 
NMR-Spektroskopie zu einem einsatzfahigen Instrument 
fur die Bestimmung von Molekulstrukturen zu machen : 
1) Optimierung des Signal-Rausch-Verhaltnisses; 2) Ent- 
wicklung von Verfahren zur Handhabung der ungeheuren 
Menge an inharenter molekularer Information. 

Eindimensionale Fourier-Transformations- 
Spektroskopie 

Eine entscheidende Verbesserung des Signal-Rausch-Ver- 
haltnisses von NMR-Spektren brachte 1964 die Entwick- 
lung der Fourier-Transformations(FT)-Spektroskopie. Das 
Grundprinzip - parallele Datenakquisition zur Nutzung des 
Multiplexvorteils ~ wurde bereits 1891 von Michelson in der 
optischen Spektroskopie angewendet[16] und 1951 von Fell- 
gett explizit f~rmuliert[ '~].  Der in der Optik verwendete An- 
satz, die raumliche Interferometrie, ist jedoch fur die NMR- 
Spektroskopie nicht geeignet, da hier ein Interferometer rnit 
der notwendigen Auflosung eine Strahlganglange von min- 
destens 3 x lo8 m erfordern wiirde. 

Weston A. Anderson bei Varian in Palo Alto experirnen- 
tierte Anfang der sechziger Jahre mit einem mechanischen 
Multifrequenzgenerator, dem ,,wheel of fortune", der ein 
Spinsystem gleichzeitig init N Frequenzen anregen sollte, um 
die MeI3zeit eines Experiments durch parallele Aufzeichnung 
der Antwort von N spektralen Elementen um einen Fak- 
tor N zu verkiirzen["]. Man stellte jedoch schnell fest, dal3 
fur einen kommerziellen Erfolg elegantere Losungen notig 
waren. 

Es sind zahlreiche Moglichkeiten denkbar, eine breitban- 
dige Frequenzquelle zu verwirklichen, mit der alle Spins ei- 
nes Spinsystems gleichzeitig angeregt werden konnen. Fol- 
gende vier gehoren dazu: 1) Radiofrequenzpulse, 2) stocha- 
stisches Zufallsrauschen, 3) rasches Durchfahren des Fre- 
quenzbereichs (rapid scan), 4) Computer-synthetisierte 
Mehrfrequenzwellenformen. Fur jede Methode wird eine 
entsprechende Art der Datenverarbeitung benotigt, um das 
gewiinschte NMR-Spektrum zu erhalten. 

Der Vorschlag, Radiofrequenz(rf)-Pulse zur Anregung zu 
verwenden, stammt von Weston A. Anderson und veran- 
laI3te den Autor zu einer detaillierten experimentellen Unter- 
suchung in den Jahren 1964 und 1965['9-211. Das Experi- 
ment wird in Abbildung 1 erklart. Auf die in einem stati- 
schen Magnetfeld entlang der z-Achse polarisierte Probe 
wird ein rf-Puls entlang der y-Achse angewendet, der die 
Magnetisierungsvektoren Mk aller Spins I, um x / 2  dreht, so 
daI3 sie dann senkrecht zum statischen Feld ausgerichtet 
sind. In der iiblichen Pfeils~hreibweise~~~] mit Angabe des 
Operators, in diesem Fall eine (x/2),-Rotation, iiber dern 
Pfeil ergibt sich Gleichung (1) .  
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Ahb. 1 .  Schernatische Darstcllung der Puls-Fl-Spektroskopie am Beispiel eines 
60 MHr-' H-KMR-Spektrums voii 7-Etho~y-4-rnefhylcumnrin [221,Ein erstrr 
[z/2),-rf-Pi:ls. beschricher. durct  den Rotations-S,;?eropera!or P. erzeugt 
trmsversale Magnetisierung n(0) nus dem Crluichgcwichfs/.ustand or, Synchro- 
ne freie Prii_zession aller Kohirenzen unter den1 EinfluU des Evolutions-Super- 
operators E ( I )  fuhrt u i n  Endrustand u(I) .  Iktektion mil dern Detektions- 
operator D erzeupt den gexigten FID (die Suninw a u s  500 Experlinenten). dcr 
nach Fourier-?iansl'ormalion 3 das Spektrum FT srgibt. Zum Vergleich 1st 
das durch kontinuierlichrs Ilurchfahrcn des Resonnnzherrichs (CW) erzeugte 
Spcktruin abgebildet. wie es nach ebenfalls 500 s unter sonst identischen k d i n -  
gungen erhalteii wurde. 

Der darauf folgende freic Induktionsabfall (FID) besteht 
aus einer uberlagerung aller Eigenmoden des Systems. Der 
Operator einer Observablen D wird verwendet, um das 
Signal zu detekticren, das anschlielknd Fourier-transfor- 
miert wird. um die Beitrige der cinzelnen spektralen Elemen- 
te xu trenncn. Abbildung 1 zeigt ein friihes Beispiel dcr FT- 
NMR-Spektroskopic an 7-Ethoxy-4-methylcumarin als 
Probe; dabei wurden 500 FlDs aufdddiert und Fourier- 
transformicrt, um das FT-Spektruni zu erhalten"']. Zum 
Vergleich ist das durch langsamcs Durchfahren des Reso- 
nanzbereichs mit ciner schwachen Radiofrequenzeinstrah- 
lung (CW) in der gleichen Zeit erhaltene Spektrum gezeigt. 

Fur den mathematisch interessierten Leser sei angemerkt, 
dalJ das Experiment auch durch die Entwicklung des Dichte- 

Es ist wit langcm bekannt, dalj die Frcquenzantwortfunk- 
tion (Spektrum) eines linearen Systems die Fourier-Trans- 
formierte der Impulsantwort (FID) ist. Dies zeigte sich 
schon implizit in den Arbeiten von Jean Baptiste Joseph 
Fourier, der 1822 die Warmeleitfiihigkeit in  Festkorpern un- 
t e r s u ~ h t e . [ ~ ~ ~ .  Lowe und Norberg bcwiesen 1957. daJ3 dicse 
Beziehung auch fur Spinsysteme gilt. obwohl deren Ant- 
wortverhalten stark nichtlineare Mcrkmale aufweist["]. 

Die Untersuchung unbekannter Systeme durch eine sto- 
chastische Storung niit weilkm Zufallsrauschen wurdc in 
den vierziger Jahren von Norbert Wienerrzfi1 vorgeschlagcn. 
Die spektralc Information uber das untersuchte System liegt 
sozusagen in der Farbe dcs ..Output"-Rauschens. Die erstcn 
Anwendungen der Anregung durch Zufallsrauschen i n  dcr 
NMR-Spektroskopie wurden unabhingig voneinander von 
Russel H. Varianr2'I fur die Breitbandanregung und von 
Hans Primas[2s, fur die Breitbandentkopplung vorgc- 
schlagen. Die ersten erfolgreichen Experimente mit der An- 
regung durch Zufallsrauschen fiihrten zur heteronuclearen 
Rauschentkopplungl". 311, eincr Methode. die sich als we- 
sentlich fur den praktischen Erfolg der I3C-NMR-Spektro- 
skopie in chemischen Anwendungen erwiesen hat. 

1970 zeigten Reinhold Kaiserr321 und der A ~ t o r [ ~ ~ ]  unab- 
hingig voneinander. dalj stochastische Resonanz ein Mittel 
ist. um das Signal-Rausch-Verhiltnis bei NM R-Expcrimen- 
ten durch Breitbandanregung zu verbessern. In diescm Fall 
ist die berechnete Kreuzkorrelationsfunktion (3) des 

C1(T) = n o ( [ )  Hi([ - T )  (3) 

..Input"-Rauschens 1 7 i ( t )  und des Output-Rauschens n0(i) 
glcich dem FID der Puls-FT-Spektroskopie. Dies wird in 
Abbildung 2 fur die Fluorsignale von 2,4-Difluortoluol ge- 
zeigt. Zur Anregung diente cine binire Pseudo-Zufalls- 
sequenz rnit maximalem wciljem Spektrum. Ihre Vorteile 
sind die vorhersagbaren spektralen Merkmale und die kon- 
stante rf-Feldstarke. Die niedrigc Peakfeldstirke stellt 

operators a([) unter Einwirkung des Praparationc-Super- 
operators I' = exp( - I F,n/2) und des Evolutions-Superope- 

rators E(t) = exp(- tXt-Tf)  mtt dem Hamilton-Kommu- 
tator %A - [%'.A] und dem Relaxations-Superoperator T 

a a 

a a a  1, I 

, 
A A 

beschrieben wcrden kann. Der Erwartungswert (D)( I )  des 
Operators der Observablen D ist dann gegeben durch Glei- 

Korrelation 

1 
thermischen Gleichgewicht ist. I Fourier- Transformation : Fourier- ; 

I Transformation I 

r - - _ _ _ - - - _  _I 
1 

I Transformation~ 

~ - - - - - - - - - _ I  

chung (2), in der uo dcr Dichteoperator des Spinsystems im 

Die Verringerung der Mehei t  fur ein Spektrum wird be- 
stimmt durch die Zahl der spektralen Elemente N ,  d. h. die 
Zahl der signifikanten Punkte im Spektrum. die grob gege- 
ben ist als N = F / A f  wobei F der gesamte Resonanzbereich 
und Afeine typische Signalbreitc sind. Bei konstanter Men- 
zeit kann daher eine Erhohung des Signal-Rausch-Verhllt- 
nisses um fl erreicht werden, indem eine geeignete Zahl 
von FID-Signalen aus sukzessiven Pulsexperimenten aufad- 
diert wird. Die Verbesserung des Signal-Rausch-Verhiltnis- 
ses kann durch Vergleich der Spektren in Abbildung 1 beur- 
teilt werden. 

Abh. 2. Schematische Darstellung der sfochastischen Resonanz am Beispiel 
eines 56.4 MHz-I'F NMR-Spekfruins von 2.4-Difluortoluol [33]. Anregung 
durch cine binire pseudostochasrische Sequenz n, ( r )  rnit einer Linge yon 
1023 Punkfcn ruft die Antwort n,,(/) hsrvor. Kreuzkorrelation der beiden Si- 
p a l e  erzugt  c , ( ~ ) .  das nnch ~ouricr-Transforniation das gereigte Spektrurn 
ergibt. In einem iilfernativen und in diesem Fall auch angewendeten Verfahren 
werden die ~ourier-lransforrnierten von t i , ( / )  und fin(!) getrennt berechnet und 
die komplen konjugierte Freqiienzfunktion , F i t i , ( ~ ) i *  mif .9 (n. (r ) : .  rnultipli- 
ziert. iim das gleiche Spektruin 7u erhalten. 
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geringere Anforderungen an die elektronische Ausrustung. 
Nachteile resultieren aus der gleichzeitigen Anregung und 
Detektion, da dies Linienverbreiterungen mit sich bringen 
kann, die in der Puls-FT-Spektroskopie nicht auftreten, weil 
dort Storung und Detektion zeitlich getrennt sind. Ein weite- 
rer Nachteil bei der Verwendung realen Zufallsrauschens ist 
der probabilistische Charakter der Antwort, der dazu fiihrt, 
dalj eine extensive Mitteilung notwendig ist, um einen Mit- 
telwert rnit geringer Varianz zu erhalten. Korrelationsfunk- 
tionen hoherer Ordnung wie (4) ermoglichen auch die Cha- 

rakterisierung nicht-linearer Transfereigenschaften des un- 
tersuchten Diese Tatsache wurde von Blumich 
und Ziessow ausgiebig fur NMR-Messungen g e n ~ t z t [ ~ ~ - ~ ~ ] .  

Ein dritter Ansatz, die Rapid-scan-Spektroskopie, die zu- 
nachst von Dadok und S p r e ~ h e r [ ~ ~ '  vorgeschlagen wurde, 
erzielt eine nahezu gleichzeitige Anregung aller Spins durch 
ein schnelles Durchfahren des Resonan~bereichs[~'- 381. Das 
resultierende Spektrum ist stark verzerrt, kann jedoch ma- 
thematisch korrigiert werden, da die Verzerrung voraussag- 
barer Art ist. Die Korrektur besteht in der Faltung (Konvo- 
lution) mit einem Ein-Spin-Signal, das unter identischen 
Bedingungen gemessen oder am Computer simuliert wurde. 
Ein Beispiel zeigt Abbildung 3.  Es ist interessant festzustel- 
len, daD ein Rapid-scan-Spektrum rnit Ausnahme der suk- 
zessiv steigenden Oszillationsfrequenzen einem FID sehr 
ahnlich ist. 

Abb. 3. Schematische Darstellung der Rapid-scan-Spektroskopie. Das stark 
verzerrte Spektrum, das man durch rasches Durchfahren der Frequenzen wih- 
rend der Zeit t erhllt, kann durch Faltung mit dem auf die gleiche Art erhalte- 
nen Spektrum einer Testsubstanz mlt nur einer Resonanzlinie korrigiert wer- 
den. 

SchlieDlich kann durch Computer-Synthese eine Anre- 
gungsfunktion rnit nahezu beliebigem Anregungsprofil er- 
stellt werden. Dies wurde zunachst von Tomlinson und 

fur Entkopplungszwecke genutzt, ist aber auch die 
Grundlage fur die Anregung mit zusammengesetzten Pulsen, 
die sich als sehr leistungsfahig herausgestellt hatC4', 411. 

Unter den Breitbandanregungstechniken ist die Pulsanre- 
gung die einzige, fur die eine konsequente analytische Be- 
handlung unabhangig von der Komplexitat des Spinsystems 
moglich ist. Sie fuhrt weder zu methodenbedingten Si- 
gnalverbreiterungen wie die stochastische Resonanz, noch 
zu nicht korrigierbaren Signalverzerrungen wie die Rapid- 
scan-Spektroskopie von gekoppelten Spinsy~temen[~~I.  Die 

Puls-FT-Spektroskopie ist in konzeptioneller wie experi- 
menteller Hinsicht einfach und kann zudem leicht enveitert 
und nahezu allen denkbaren experimentellen Situationen an- 
gepaljt werden. Relaxationsstudien erfordern z.B. lediglich 
eine rnodifizierte, relaxationsempfindliche Praparationsse- 
quenz, etwa ein z-n/ZPulspaar fur T , -Mess~ngen[~~]  oder 
ein x/2-z-Pulspaar fur T,-Me~sungen[~~]. Auch die Auswei- 
tung auf Untersuchungen des chemischen Austauchs rnit 
Hilfe des Sattigungstransferexperiments von Forsen und 
Hoffman[441 ist problemlos moglich. 

An dieser Stelle sollte erwahnt werden, daB Puls-NMR- 
Experimente bereits von Felix Bloch in seiner beriihmten 
Arbeit aus dem Jahr 1946[61 vorgeschlagen wurden; die er- 
sten Experimente zur magnetischen Resonanz in der Zeitdo- 
mane wurden 1949 von H. C. T ~ r r e y [ ~ ~ ]  und insbesondere 
Erwin L. Hahn[46-481 durchgefiihrt, der als der wahre Vater 
der Pulsspektroskopie gelten kann. Er erfand das Spin- 
ech~exper iment [~~]  und entwickelte auljergewohnlich be- 
deutende und konzeptionell schone Festkorperexperimen- 
ter49. 501 

Die Puls-FT-Spektroskopie hat nicht nur die hochauflo- 
sende NMR-Spektroskopie in fliissiger Phase revolutioniert, 
sondern auch die NMR-Methodologie auf allen Gebieten 
vereinheitlicht, von der Festkorperuntersuchung iiber Re- 
laxationszeitmessungen bis hin zur hochauflosenden NMR- 
Spektroskopie mit zahlreichen Auswirkungen auf andere 
Gebiete wie die Ionencyclotronresonanzspektroskopie[5 l], 

die Mikrowellenspektroskopie'521 und die pararnagnetische 
Elektronenspin-Resonanzspektr~skopie~~~]. Daruber hin- 
aus bildete sie auch den Keim fur die Entwicklung der hier 
im Mittelpunkt stehenden mehrdimensionalen NMR-Spek- 
troskopie. 

Zweidimensionale Fourier-Transformations- 
Spektroskopie 

Solange rein spektroskopische Messungen wie Bestim- 
mungen der Eigenfrequenzen oder Norrnalschwingungen ei- 
nes Systems durchgefuhrt werden, ist die eindimensionale 
(1 D) Spektroskopie vollig ausreichend. Bei der NMR-Spek- 
troskopie gilt dies fur die Messung der chernischen Verschie- 
bung, die die lokale chemische Umgebung der Kerne charak- 
terisiert. Auf diese Art konnen jedoch keine Informationen 
iiber die raumlichen Beziehungen zwischen den beobachte- 
ten Kernen erhalten werden. 

Es gibt zwei wichtige Paarwechselwirkungen in Kernspin- 
systemen: die skalare, durch die Bindung wirkende und von 
Elektronen vermittelte Spin-Spin-Wechselwirkung (J-Kopp- 
lung) und die durch den Raum wirkende magnetische Dipol- 
Dipol-Wechselwirkung (Abb. 4). Die J-Kopplung wird 
durch den skalaren Term ifk, = 2nJ,, ZkZ, im Spin-Hamilton- 
Operator beschrieben. Sie bewirkt die Multiplettaufspaltung 
in hochaufgelosten Spektren von Fliissigkeiten. Unter giin- 
stigen Bedingungen kann sie zu einem oszillierenden Trans- 
fer der Spinordnung zwischen den beiden Spins I, und I, 
fiihren. Die magnetische Dipol-Dipol-Wechselwirkung D,,, 
wird durch einen spurlosen Tensor des zweiten Ranges be- 
schrieben. Ihr Mittelwert ist in isotroper Losung gleich Null; 
sie kann nur in anisotropen Medien zu einer Signal- 
aufspaltung fiihren. Ihre zeitliche Modulation lost jedoch 
auch in isotroper Losung Relaxationsprozesse aus, die nach 
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einer Storung eine multiexponentielle Ruckkehr der Spins in 
das thermische Gleichgewicht zur Folge haben. Die Kennt- 
nis dieser Wechselwirkungen ermoglicht es, Informationen 
uber die Molekiilstruktur in L o ~ u n g [ ~ ~ ,  551 und die Anord- 
nung von Atomen in Festkorpern abzuleiten. Im optimalen 
Fall kann die vollstandige dreidimensionale Struktur eines 
Molekiils bestimmt ~ e r d e n [ ~ ~ ] .  

3 

f, - 
Abb. 4. Die beiden in der NMR-Spektroskopie wichtigen Paarwechselwirknn- 
gen. Die durch die Bindung vermittelte skalare J,,-Kopplung ist Teil des Hamil- 
ton-Operators und fuhrt zu einem koharenten Transfer (A) von Spinordnung 
zwischen den Spins I, und I , .  Die zeitmodulierte, durcb den Raum wirkende 
Dipol-Dipol-Wechselwirkung D,,(t) bewirkt multiexponentielle Kreuzrelaxa- 
tion (B) zwischen den Spins I, und 1,. Die beiden Wechselwirkungen ermogli- 
chen die sequentielle Zuordnung der Resonanzsignale benachbarter Spins im 
gezeigten Peptidfragment und die Bestimmung von Strukturparametern: Die 
iiber drei Bindungen wirkende J-Kopplung ist ein MaIJ fur die Diederwinkel um 
die zentrale Bindung, die Dipol-Dipol-Wechselwirkung ein Ma8 fur die Kern- 
Kern-Abstande. 

t 2  - ____ 

Obwohl diese Wechselwirkungen 1 D-Spektren beeinflus- 
sen, sind spezielle Techniken zu ihrer Messung notig. In der 
Naherung eines linearen Antwortverhaltens ist es zunachst 
grundsatzlich unmoglich, zwei unabhangige Signale von ei- 
nem durch Spin-Spin-Wechselwirkungen erzeugten Dublett 
zu unterscheiden. Seit den fiinfziger Jahren sind Experimente 
zur Untersuchung der nichtlinearen Antworteigenschaften 
von Kernspinsystemen bekannt. Sattigungsexperimente un- 
ter Verwendung starker rf-Felder ermoglichen das Auftreten 
von Mehrquanteniibergangen, die wegen der gleichzeitigen 
Anregung mehrerer Spins ein und desselben gekoppelten 
Spinsystems Konnektivitatsinformationen enthaltenL5 'I. Be- 
sonders erfolgreich waren Doppel- und Tripelresonanzexpe- 
rimente, bei denen durch die gleichzeitige Anwendung von 
zwei bzw. drei rf-Feldern Entkopplungs- und ,,Spin-tick- 
ling"-Effekte erzielt ~ e r d e n [ ~ ~  -601. 

Die fruhen Mehrresonanzexperimente sind in der Zwi- 
schenzeit durch mehrdimensionale Experimente ersetzt wor- 
den. Paarwechselwirkungen von Spins werden am zweck- 
mil3igsten in Form eines Korrelationsdiagramms dargestellt 
(Abb. 5). Dies legt die Aufnahme eines ,,zweidimensionalen 
Spektrums" nahe, das eine solche Korrelationskarte der ent- 
sprechenden spektralen Merkmale direkt liefert. Der ein- 
fachste Ansatz ist vielleicht ein systematisches Doppelreso- 
nanzexperiment, wobei das Spektrum S(w, ,w,) in Ab- 
hangigkeit von den Frequenzen w1 und w2 der beiden ange- 
legten rf-Felder dargestellt werden kann['. 581. 

Eine neue Idee zur Messung von 2D-Spektren wurde 1971 
von Jean Jeener geauBert[611. Er schlug ein 2D-FT-Experi- 

B 

A B C D E F G H  

Abb. 5. Schematisches Korrelationsdiagramm znr Darstellung von Paarwech- 
selwirkungen zwischen Kernspins. 

ment vor, das aus zwei q'2-Pulsen mit variabler Zeit t ,  zwi- 
schen den Pulsen und der Zeitvariablen t, nach dem zweiten 
Puls besteht, wie es in Abbildung 6 in Erweiterung der Prin- 
zipien von Abbildung 1 dargestellt ist (siehe auch Abb. 1Oa). 
Die Antwort s ( t ,  ,t2) auf die Zweipulssequenz, gemessen 
nach dem zweiten Puls und bezuglich beider Zeitvariablen 
Fourier-transformiert, ergibt ein zweidimensionales Spek- 
trum S(o, ,w,) der gewiinschten Form[62*631. 

Abb. 6. Schematische Darstellung eines 2D-Experiments, hier mit einer einfa- 
chen Zweipulssequenz. Der erste Puls regt Koharenzen an, die wdhrend f ,  
prazedieren und durch den zweiten Puls auf andere Ubergange ubertragen 
werden, in denen die Koharenzen mit neuen Prdzessionsfrequenzen prledie- 
ren. Das nach 2D-Fourier-Transformation von ( D ) ( t , ,  f 2 )  erhaltene 2D-Spek- 
trum kann als Visualisierung der Transfermatrix R betrachtet werden. 

Dieses Zweipulsexperiment von Jean Jeener ist der Ur- 
sprung einer ganzen Kategorie von 2D-Experimenten['- 631, 

die auch leicht auf noch mehr Dimensionen ausgeweitet wer- 
den konnen. Jedes 2D-Experiment beginnt, wie den Abbil- 
dungen 6 und 7 zu entnehmen ist, mit einer Praparations- 
pulssequenz P ,  die (durch den Dichteoperator a(0) 
reprasentierte) Koharenzen anregt, die wahrend der Evolu- 
tionszeit t ,  unter dem Evolutions-Superoperator E(t,) pra- 
zedieren konnen. Wahrend dieser Zeit werden die Koharen- 
zen sozusagen frequenzmarkiert. Die nachfolgende 
Mischsequenz R fuhrt einen kontrollierten Transfer von Ko- 
harenzen auf andere Kernspinubergange durch, die sich 
dann wahrend der Detektionsphase in Abhangigkeit von t, 

unter dem Evolutions-Superoperator E(t,) weiterentwik- 
keln. Die Detektion geschieht analog zu Abbildung 1 iiber 
den Detektionsoperator D, so daI3 man den Ausdruck (5) 
erhalt. 

A 

A 

A 

A 
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Es geniigt nicht, ein einziges Zweipulsexperiment durchzu- 
fiihren. Um die notwendigen Daten (D)(t,,t,) zur Erstel- 
lung eines 2D-Spektrums S(w,,o,) zu erhalten, mu13 f, in 
einer Reihe von Experimenten systematisch variiert und eine 
2D-Datenmatrix angelegt werden, die dann beziiglich zweier 
Dimensionen Fourier-transformiert wird, wie schematisch in 
Abbildung 7 dargestellt. Das resultierende 2D-Spektrum 
korreliert die Prazessionsfrequenzen wahrend der Evolu- 
tionsphase mit den Prazessionsfrequenzen wahrend der De- 
tektionsphase. Es ist eine anschauliche und leicht interpre- 
tierbare Darstellung des Mischprozesses. Die Diagonal- und 
Kreuzpeaks sind MeBgroBen fur die Elemente der Transfer- 
matrix der Mischpulssequenz in Abbildung 6. 

Pro- 
~ Evolution Mischen I Detektion 

Abb. 7 .  Schematische Darstellung eines 2D-Experiments mit Priparations-, 
Evolutions-, Misch- und Detektionsphase. Die Zeit f ,  der Evolutionsphase wird 
von Experiment zu Experiment systematisch variiert. Das resultierende Signal 
s(tI, f2) - ( D > ( t , ,  I ~ )  wird beruglich zweier Dimensionen Fourier-transfor- 
miert. um das 2D-Spektrum S(w, ,w2) zu erhalten. 

Zu den zahlreichen Transferprozessen, die in dieser Art 
dargestellt werden konnen, gehoren insbesondere[*] 

1) die skalare J-Kopplung, die zur COSY abgekiirzten 2D- 
Korrelationsspektroskopie fiihrt, 

2) die Kreuzrelaxation zwischen Kernen, die in der rnit 
NOESY abgekurzten 2D-Kern-Overhauser-Effekt-Spektro- 
skopie gemessen wird, und 

3) der chemische Austausch, der zur EXSY abgekiirzten 
2D-Austauschspektroskopie fiihrt. 

Der COSY-Transfer, der iiber J-Kopplungen zustande- 
kommt, ist ein echter quantenmechanischer Effekt, fur den 
es keine zufriedenstellende klassische Erklarung gibt. Mit 
einem einzigen (~c/2),-rf-Mischpuls, wie in Abbildung 6 dar- 
gestellt, ist es moglich, Antiphasenkoharenz des Spins k ,  im 
Dichteoperator durch den Operatorterm 2Z,,Z,, beschrieben, 
in Antiphasenkohlrenz des Spins 1 zu iiberfiihren, die durch 
-2ZkZZ,) beschrieben wird (6), wobei jeder Faktor des Pro- 
dukt-Spinoperators um 4 2  um die x-Achse gedreht wird. 

Antiphasenkoharenz des Typs 2I,,Z,, bildet sich wahrend 
der Evolutionsphase nur, wenn es eine direkte Spin-Spin- 
Kopplung zwischen den Spins I, und I, gibt (7). Dies bedeu- 

tet, da13 in einem zweidimensionalen Korrelationsspektrum 
Kreuzpeaks nur zwischen direkt gekoppelten Spins auftreten 
(solange die Naherung der schwachen Kopplung gilt). Es ist 
auch offensichtlich, da13 es keinen Netto-Kohiirenztransfer, 
z.B. I,, - Z,,, geben kann; das Integral iiber den Kreuzpeak 
mu13 notwendigerweise Null ergeben, d. h. es tritt eine gleiche 
Zahl von Kreuzpeak-Multiplettlinien mit positiver und mit 
negativer Intensitat auf. 

Ein COSY-Spektrum, wie es in Abbildung 8 fur das cycli- 
sche Decapeptid Antamanid 1 gezeigt ist, kann dazu genutzt 
werden, die Spinpaare zu finden, die zum selben Kopplungs- 
netzwerk eines Aminoslurerestes im Molekul gehoren. Alle 
intensiven Kreuzpeaks entstehen durch Kopplungen iiber 

pro8 Phe9 Phe” Val’ Pro2 

YH2 YH2 
CH2-CH2 

I \  I 
CH2-CH2 
I \  

CH 
I 

9 CH CH, 

CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-N , /CH2 

co 1 
I 

/N \ 
Yo 

,CH \ 

CH2-CH, 5H2 FH2 CH, 

N-CO-CH-NH-CO-CH-NH-CO-CH-NH-GO-CH CH2 
I I \ I  

CH2-CH2 
FH2 / 1 

Pro7 Phe6 Phe5 Ala4 pro3 

: 1 :  1 1  

4 I ;  

: I  
I.‘ 

. ’  I .  ., I .  
* a  

a 

7 

6 

5 t 
w, [ppml 

L 

3 

2 

1 

Abb. 8. Phasensensitives 400 MHz-’H-COSY-Spektrum von Antamanid I in 
Chloroform (bei 250 K) in einer Konturliniendarstellung. Positive und negative 
Konturlinien sind nicht unterschieden. Das Spektrum wurde von Dr. Martln 
Blackledge aufgenommen. 
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Abb. 9. Zuordnung der Ruckgrdtprotonen in Antamanid 1 durch eine Kombi- 
nation von COSY- (C) und NOESY-Kreuzpeaks (N). Die in den vier Prolinre- 
sten fehlenden NH-Protonen unterbrechen die Kette der sequentiellen C-N- 
Konnektivititen. 

zwei oder drei Bindungen, die vor allem die Zuordnung der 
Padre von NH- und C,H-Ruckgratprotonen ermoglichen. 
So konnten fur die sechs NH enthaltenden Aminosaurereste 
von I die in Abbildung9 mit einem C gekennzeichneten 
Kopplungen identifiziert werden. Es ist zudem moglich, rnit 
einem COSY-Experiment die Seitenkettenprotonen zuzu- 
ordnen. 

Die Transfers der NOESY- und EXSY-Experimente bein- 
halten inkoharente, dissipative Prozesse, die das System 
nach einer Storung exponentiell oder multiexponentiell zu- 
ruck ins Gleichgewicht bringen. Sie benotigen eine geniigend 
lange Mischzeit, damit die Zufallsprozesse ablaufen konnen. 
Beide Prozesse konnen mit demselben Dreipulsschema 
(Abb. lob) untersucht ~ e r d e n [ ~ , ~ ~ - ~ ' ]  . D' ie Mischzeit wird 
von zwei .n/ZPulsen begrenzt, die Koharenz in statische 
Spinordnung und zuruck in Koharenz verwandeln. Die Aus- 

X I 2  D 

I 1  I 
I ,  I 

I I 
\ 

-Tp - 
Abb. 10. Pulssequenren fur einige der nutzlichsten 2D-Experimente: a) COSY, 
b) NOESY oder EXSY, c) Relayed COSY, d) TOCSY oder ROESY im rotie- 
renden Koordinatensystem, e) Mehrquantenspektroskopie. 

tauschprozesse transferieren die Spinordnung zwischen ver- 
schiedenen Spins bzw. zwischen verschiedenen chemischen 
Spezies. Dieser Transfertyp kann auf der Grundlage klassi- 
scher Kinetik verstanden werden. Die Kreuzpeakintensita- 
ten des resultierenden 2D-Spektrums sind proportional zu 
den Austauschgeschwindigkeitskonstanten fur die Reaktio- 
nen pseudoerster Ordnung. 

Die Austauschgeschwindigkeitskonstanten beim NOE- 
SY-Transfer sind durch die Kreuzrelaxationsraten gegeben, 
die auf magnetische Dipol-Dipol-Wechselwirkung zuruck- 
zufiihren und proportional zu l/rf, fur die Kernpaare I, und 
I, sind sowie von der Korrelationszeit z, der Molekulbewe- 
gungen in Losung abhangen. Diese Abhlngigkeit vom Ab- 
stand kann genutzt werden, urn relative oder, wenn zc be- 
kannt ist, absolute Abstande im Molekiil zu bestimmen. Die 
NOESY-Kreuzpeaks ermoglichen damit die Identifizierung 
raumlich benachbarter Protonen in einem Molekiil, was z.B. 
fur Protonen wichtig ist, die zu aufeinander folgenden Ami- 
nosaureresten in Peptiden gehoren. 

Abbildung 11 zeigt ein NOESY-Spektrum von Antama- 
nid 1. Die zu Kreuzpeaks zwischen sequentiellen Ruckgrat- 

I 

t '  
0 1  

* 12 
13 

k 1  
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Abb 11 400 MHz-'H-NOESY-Spektrum von Antamanid 1 in Chloroform 
(bei 250 K) in einer Konturliniendarstellung Das Spektrum wurde von Dr 
Mdrtin Bldckledge dufgenommen 

protonen benachbarter Aminosaurereste gehorenden Wech- 
selwirkungen sind in Abbildung 9 mit einem N gekenn- 
zeichnet. Man erkennt in Abbildung 9, daI3 zusammen rnit 
den J-Kreuzpeaks aus dem COSY-Spektrum der Abbil- 
dung 8 zwei ununterbrochene Konnektivitatsketten gefun- 
den werden, die zur Zuordnung der Ruckgratprotonensigna- 
le herangezogen werden konnen. Die beiden Ketten sind 
nicht verbunden, da die vier Prolinreste keine NH-Protonen 
enthalten. Das allgemeine, auf COSY- und NOESY-Spek- 
tren basierende Zuordnungsverfahren von Protonenreso- 
nanzfrequenzen wurde von Wuthrich und seiner For- 
schungsgruppe erarbeitet [561. 

Auf der Grundlage eines vollstandigen oder teilweisen 
Satzes zugeordneter Resonanzsignale ist es dann moglich, 
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Informationen iiber die Molekiilstruktur abzuleiten. Jede 
NOESY-Kreuzpeakintensitat ergibt einen Abstand zwi- 
schen zwei Kernen, der in einem manuellen oder computeri- 
sierten Verfahren genutzt werden kann, um ein mit den expe- 
rimentellen Daten iibereinstimmcndes Molekiilmodell zu 
erstellen. Bei diesem Verfahren konnen zusatzlich skalare 
Kopplungskonstanten aus COSY-artigen Spektren herange- 
zogen werden (insbesondere aus E. COSY-Spektren, wie 
spiter erlautert wird). GemaB den Karpl~s-Beziehungen~~~]  
ist das Verhaltnis zwischen vicinalen Kopplungskonstanten 
und Diederwinkeln exakt definiert. Leistungsfahige Com- 
putcrverfahren zur Bestimmung von Mokekiilstrukturen auf 
der Grundlage von NMR-Daten wurden zuerst von Kurt 
Wiithrich und seinem Arbeitskreis entwickelt und an einer 
groRen Zahl kleiner bis mittlerer Proteine getestetLs6. 6 8 - 7 1 1 .  

Heute werden vor allein zwei Computeralgorithmen verwen- 
det, der ,,Distance-geornetry"-Alg~rithmus~'~~ -31 in mehre- 
ren Versionen und der,,Restrained-molecular-dynamics"- 
Algorithmus[". wiederum in zahlreichen Varianten. Das 
Strukturproblem bei Antamanid I wird spater noch ausfiihr- 
lich behandelt werden, da intramolekulare dynamische Pro- 
zesse eine Rolle spielen, was zusiitzliche Probleme mit sich 
bringt. 

Kreuzpeaks in einem NOESY-artigen Austauschspek- 
trum konnen auch durch chemischen Austausch zustande 
kommen; das Dreipulsexperiment von Abbildung 10b ist in 
der Tat sehr dazu geeignet, Netzwerkc chemischen Aus- 
tauschs zu u n t e r s ~ c h e n [ ~ ~ .  ". 761. Eine Unterscheidung der 
bciden Signalarten ist nicht anhand eines einzigen Spek- 
trums moglich. Untersuchungen bei mehreren Temperaturen 

200 

trans-9.10 

300 
I \ L  6 Cis 

cis-9.10 

- trans-1.1.5.8 
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700 
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Abb. 12. 2D-'3C-EXSY-Spektrnm eincr Mischung aus cis- und trans-Dckalin, 
das bei 22.5 MHz und 241 K aufgrnomrnen wurde (761. Oben: dreidimcnsio- 
nale Darstellung (stacked plot): tnitcn: Konturliniendarstellung mit SI- 
gnalzuordnung. 

lasscn jedoch haufig SchluBfolgerungen zu. Bei geniigend 
ticfen Temperaturen, bei denen der chemische Austausch 
langsam wird, sollten nur NOESY-Kreuzpeaks ubrigblei- 
hen. Eine andere Moglichkeit 7ur IJnterscheidung der beiden 
Signalarten sind Experimente irn rotierenden Koodinaten- 
system, die im folgenden Abschnitt behandelt werden. 

Das in Abbildung 12 gezeigtc 7D-l3C-NMR-Spektrum ei- 
ncr Mischung aus cis- und rmns-llekalin ist typisch fur ein 
2D-Austauschspektrum. Es zeigt die wohlbekannte konfor- 
mative Stabilitat von trans-Dekalin, wahrend bei cis-Dekalin 
vier Paare von Kohlenstoffspins an einem Konformations- 
austauschprozeI3 beteiligt sind, der zwei Kreuzpeakpaare 
hcrvorruft 17']. 

Modifizierte zweidimensionale 
FT-NMR-Experimente 

Ausgehend von den beiden Prototyp-2D-FT-NM R-I'xpe- 
rimenten wurde cine grol3e Zahl modifizierter, crweiterter 
und verbesserter Experimente vorgeschlagen. Viele davon 
sind zu Routinemethoden des NMR-Spektroskopikers ge- 
worden. Eine erste Expcrimentkategorie fiihrt, wie in Abbil- 
dung 13 im oberen Rereich dargestellt wird, durch zwei 
oder mehr Transferschritte zu zusatzlichen Korrelationen : 
,,Relayed"-Korrelationscxperimente erfassen Zweischritt- 
korrelationen, die Totalkorrelationsspektroskopie (TOCSU) 
Mehrstufenkorrelationen. Letzteres Experiment fiihrt zu der 

i _ _ _ _ _ _ _  J 

Abb. 13. Erweiterungen des Standard-COSY-ExFeriments. Relayed Korrcla- 
tion. Totalkorrelationsspektroskopie (TOCSV) und .Mehrquantenapekrrosko- 
pie (LIQS) erhohen den Intonnationsgehalt, wiihrend exklusive Korrelation (E. 
COSY). hlehrquantenfilterung und Filterung geinHl3 Spintopologien die Kom- 
plexitht reduaieren. Beide Wcge kiinnen zur dreidimensionalen NMR-Spektro- 
skopie fiihren. 

wichtigen Kategorie der Experimente im rotierenden Koor- 
dinatcnsystem, darunter die Rotating-frame-Overhauser-ef- 
fect-Spektroskopie (ROESY), eine Altcrnative zu NOESY. 
SchlicBlich ermoglicht es die Mehrquantenspektroskopie, 
die Konnektivitat in Spinsystemen zu untersuchen. Eine 
zweite Experimentkategorie (Abb. 13 unterer Bereich) ver- 
sucht die Spektren durch exklusive Korrelation (E. COSY), 
Mehrquantenfilterung und Filterung genial3 Spinkopplungs- 
topologien (Spintopologiefilterung) zu vereinfachen. 
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Relayed-Korrelationsexperimente 

In einem Standard-COSY-Experiment wird Koharenz 
ausschlieBlich zwischen direkt gekoppelten Spins durch ei- 
nen einzigen Mischpuls ubertragen. Durch eine Folge zweier 
n/2-Pulse wie in Abbildung 1Oc ist es moglich, eine Koha- 
renzubertragung von Spin I, zu Spin I, durch zwei sequentielle 
Kopplungen uber den Relay-Spin I, zu b e ~ i r k e n r ~ ~ '  7 8 1 .  Fur 
die Beziehung (8) wutde Jkrtl = J,,T,,, = Jrrq,, = 1/2 angenom- 

men. Wahrend der langen Mischzeit z, mulj also der Anti- 
phasencharakter der I,-Spinkoharenz beziiglich des Spins I, 
refokussiert und ein Antiphasencharakter bezuglich des 
Spins I, erzeugt werden, um einen zweiten Transfer durch 
den zweiten Mischpult zu ermoglichen. Die relayed Korrela- 
tion ist immer dann hilfreich, wenn das Resonanzsignal des 
Relay-Spins I, nicht eindeutig identifiziert werden kann, da 
mit ihr die Spins I, und I, dennoch demselben Kopplungs- 
netzwerk zugeordnet werden konnen (z.B. als zum selben 

4 P a  

8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 
w2 [ P P d  - 

Abb. 14. 300 MHz-Korrelationsspektren des Nondpeptids Buserilin in Di- 
methylsulfoxid (DMSO). Es sind phasensensitive Spektren mit gleicher Darstel- 
lung der positiven und negdtiven Konturlinien zu sehen. Die Si- 
gndlkonnektivitaten und die Lagen der NH-, C,H-, C,H-, C,H- und C,H- 
Diagonalpeaks sind fur den Leucinrest angegeben [79]. a) Doppelquanten- 
gefiltertes COSY-Spektrum mit der Sequenz aus Abbildung 18; b) Relayed- 
COSY-Spektrum rnit der Sequenz aus Abbildung 1Oc mit 7, = 25 ms; 
c) TOCSY-Spektrum mit der Sequenz aus Abbildung 10d mit f, = 112 ms und 
einer MLEV-17-Pulssequenz, die wlhrend T, angewendet wurde. 

Aminoaurerest einer Polypeptidkette gehorig). Gewohnlich 
ist es vorteilhaft, die Effekte der durch die chemische Ver- 
schiebung verursachten Prazession wahrend der Mischzeit 
zu refokussieren, indem ein zentraler 7c-Puls wie in Abbil- 
dung 1Oc angewendet wird. 

Der Relayed-Koharenztransfer sei an 300 MHz-'H- 
NMR-Spektren des linearen Nonapeptids Buserilin, pyro- 
Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Ser-Leu-Arg-Pro-NHCH,CH, dar- 
gestellt. Abbildung 14 a zeigt ein doppelquantengefiltertes 
COSY-Spektrum und Abbildung 14 b das entsprechende 
Relayed-COSY-Spektr~m~~~]. In beiden Spektren sind die 
Signalkonnektivitaten fur den Leucinrest gekennzeichnet. Es 
ist offensichtlich, da13 im COSY-Spektrum nur Nachbarpro- 
tonen durch Kreuzpeaks verbunden sind : NH-C,H, C,H- 
C,H1s2, CBH'.2-C,H und C,H-(C,H,)'z2. Dagegen sind im 
Relayed-COSY-Spektrum auch die ubernachsten Protonen- 
nachbarn NH-C,H'. und C,H'- 2-(C,H,)'3 durch Kreuz- 
peaks verbunden. Das dritte mogliche Relayed-Kreuzpeak- 
paar, C,H-C,H, ist aufgrund der hohen Multiplizitat des 
C,H-Signals schwach und in der Konturliniendarstellung 
von Abbildung 14b nicht zu erkennen. Ahnliche Relayed- 
Kreuzpeaks treten auch fur die anderen Aminosaurereste 
auf. 

Experimente im rotierenden Koordinatensystem 

Mit Hilfe einer erweiterten Mischpulssequenz ist ein Ko- 
harenztransfer uber eine beliebige Zahl von Schritten grund- 
satzlich moglich. Insbesondere kontinuierliche rf-Anregung 
fuhrt zur Mischung aller Eigenmoden eines Spinsystems und 
damit zu Koharenztransfers zwischen ihnen allen. Dies wird 
in der Totalkorrelationsspektroskopie (TOCSY) rnit der in 
Abbildung 10d dargestellten Sequenz genutzt. Alle Spins, 
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die dernselbeii J-Kopplungsnetz angehoren, konnen rnit 
TOCSY identifiziert werden[". ''I. Die moglichst prazise 
Angleichung der Prazessionsfrequenzen der verschiedenen 
Spins in Gegenwart einer Radiofrequenz ist wesentlich, um 
einen effizienten Koharenztransfer zu ermoglichen. Fur die- 
sen Zweck beiiotigt inan entweder sehr starke Radiofre- 
quenzfelder oder eigens entwickelte PulssequenzenL8']. Ko- 
hiirenztransfer ist moglich, wenn die effektiven mittleren 
Magnetfeldstiirken Kfr im rotierenden Koordinatensystem 
innerhalb der GroDe der J-Kopplungskonstanten gleich sind 
/y(Bkeff - B,'")/ < /2nJk,/,  was dem Fall starker Kopplung 
im rotierenden Koordinatensystem entspricht. 

Das TOCSY-Experiment ist hilfreich, uni die Protonenre- 
sonanzen einzelner Aminosaurereste in einem Protein zuzu- 
ordnen. Ein besonderer Vorteil besteht darin, da13 seine 
Transfergeschwindigkeit im Vergleich zu COSY- oder Re- 
layed-Transferexperimenten im Laborkoordinatensystem 
urn einen Faktor 2 groner ist["]. Ein weiteres Merkmal ist, 
daD aufgrund des Vorhandenseins eines Spinlock-Feldes In- 
Phase-Koharenz transferiert werden kann (9), so da13 die 
Kreuzpeaks eine In-Phase-Multiplettstruktur erhalten. 

(9) 

Ein TOCSY-Spektrum von Buserilin ist in Abbildung 14c 
enthalten, um einen Vergleich rnit den abgebildeten Relayed- 
und Standard-COSY-Spektren zu ermoglichen. Hier sind 
Dreischrittransfers C,H-(C,,H,)'. * und sogar Vierschrittrans- 
fers NH-(C,H,)'. sichtbar; wiederum fehlen einige zu er- 
wartende Kreuzpeaks fur C,H, was auf die komplexe Multi- 
plettstruktur des C,H-Signals zuruckzufiihren ist. 

Die Eliminierung der durch die chemische Verschiebung 
verursachten Prazession durch die rf-Einstrahlung fuhrt 
nicht nur zum koharenten Transfer uber das J-Kopplungs- 
netz, sondern auch zu einem inkoharenten Transfer der Spin- 
ordnung uber transversale Keuzrelaxation. Die Terme der 
transversalen Kreuzrelaxation sind im Prinzip stiindig vor- 
handen. Stark unterschiedliche chemische Verschiebungen 
von Spinpaaren fuhren jedoch im Normalfall zu einer Unter- 
bindung des Transfers in1 Sinne der Storungstheorie erster 
Ordnung. In Gegenwart eines starken rf-Feldes ist diese Un- 
terbindung nicht mehr wirksam, und es kommt zu transver- 
saler Kreuzrelaxation. Dies ist der Transfermechanismus im 
Rotating- frame - Overhauser -effect - spectroscopy(R0ESY)- 
Experiment[sz1. 

ROESY hat iihnliche Eigenschaften wie NOESY, unter- 
scheidet sich aber in der Abhangigkeit der Kreuzrelaxations- 
Geschwindigkeitskonstanten r,, von der Korrelationszeit z, 
der molekularen Rotationsbewegung, die die fur die Kreuz- 
relaxation ursachliche Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwi- 
schen Kernen moduliert [Gl. (10) und (ll)]. Dabei ist J 
[GI. (12)] die spektrale Leistungsdichte und wo die Larmor- 

2 zc 

1 + (wzJ2 
J(w) = 

Frequenz der beiden Kerne mit dem Abstand rkl steht. Aus 
(10) und (12) folgt, daR das Vorzeichen bei einer mittle- 
ren Korrelationszeit z, von (5/4)'" w;' wechselt, d.h. die 
Kreuzrelaxationsrate wird nahe dieser Bedingung sehr klein. 
In Abhangigkeit von der Viskositat des Losungsmittels und 
der Resonanzfrequenz wg ist dies fur kugelformige Molekule 
bei einem Molekulargewicht zwischen 500 und 2000 der Fall. 
r;yE dagegen ist weniger empfindlich gegenuber zc und 
bleibt fur jegliches Molekulargewicht positiv. Daher ist das 
ROESY-Experiment fur Molekule mittlerer GroDe nutzli- 
cher als das NOESY-Experiment. 

Die unterschiedliche Empfindlichkeit von NOE und ROE 
gegenuber zC ermoglicht es zudem, Informationen uber die 
intramolekulare Mobilitat durch Vergleich der beiden Mes- 
sungen abzuleiten[831. Ein Vorteil von ROESY- gegenuber 
NOESY-Experimenten ist die negative Kreuzpeakamplitu- 
de, da dies zu einer leichten Unterscheidung von ebenfdls 
auftretenden, aber positiven Kreuzpeaks aufgrund chemi- 
schen Austauschs fuhrt, wenn die Signale nicht iiberlappen. 

Es sollte angemerkt werden, daD im rotierenden Koordi- 
natensystem Koharenztransfer durch J-Kopplung und 
Kreuzrelaxation gleichzeitig auftritt, wobei TOCSY-Kreuz- 
peaks positiv sind und ROESY-Kreuzpeaks mit negativer 
Amplitude erscheinen. Dadurch wird das 2D-Spektrum sehr 
kompliziert und erfordert Trennverfahren. Die Unterdriik- 
kung des koharenten Transfers durch J-Kopplung (TOCSY) 
ist einfach, da es lediglich notwendig ist, die Bedingung 
/y(Bkeff-Bleff)/ < 12nJk,/ zu verletzen, z.B. durch einen leich- 
ten Frequenz-Offset in Gegenwart nicht zu starker rf-Felder. 

, . . .  / . .  / . . . . ,  . . . , . . . . ,  . . . , ,  . . . , . _ . . ,  , . , . . . . ___  
10.0 8.0 6.0 10.0 8.0 6.0 - w2 lppml ----w21ppml 

10.0 8.0 6.0 L.0 2.0 - w,Ippmi 

Abb. 15. Phasensensitive 300 MHz-'H-TOCSY-Spektren einer 15 mM Probe 
von BPTI in D,O mit einer Mischreit von 69 Ins [85]. a )  MischprozelJ mlt der 
MLEV-I 7-Pulssequenz. Die negativen Peaks sind schwarz ausgefullt. 
b) MischprozeB rnit der Clean-CITY-Pulssequenz. c) Eindimensionaler Schnitt 
entlang wI durch den TyrZ3-&H-Dkdgonalpeak bei (02 = 6.33 ppm in den Spek- 
tren a) und b) (dngedeutet durch gestrichelte Linien). 
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Die Kreuzrelaxationsraten sind weniger empfindlich gegen- 
uber solch einer Abweichung von den Idealbedingungen, so 
daB man auf diese Art ein reines ROESY-Spektrum erhalt. 

Ein reines TOCSY-Spektrum zu bekommen ist schwieri- 
ger, da man die Relaxation nicht leicht beeinflussen kann. 
Eine Technik wurde von C. Griesinger vorge~chlagen[~~].  Sie 
beruht auf einer Verknupfung der Gleichungen (10) und 
(1 l), um eine mittlere Kreuzrelaxations-Geschwindigkeits- 
konstante auf Null zu bringen [GI. (13)) Ein geeigneter 

Wichtungsfaktor p kann immer dann gefunden werden, 
wenn rEoE < 0, d.h. fur geniigend grolJe Molekule rnit 
z, > (5/4)'12 w;' .  Dies erfordert, daB sich die Magnetisie- 
rung wahrend der Mischperiode auf einer Trajektorie be- 
wegt, die einen Bruchteil p der Zeit entlang der z-Achse und 
einen anderen Teil(1-p) in der transversalen Ebene verbringt. 
Fur zc -+ co ist die Bedingung p = 213 und damit rk, = 0. 
Eine geeignete Pulssequenz, eine Variante der MLEV-17- 
Spinlock-Sequenz, wurde in Lit. [841 vorgeschlagen. 

Eine weitere optimierte Sequenz mit dem Namen ,,Clean 
CITY" wurde von J. Briand ent~ickelt[ '~]. Ein reines TOC- 
SY-Spektrum des Rindertrypsin-Inhibitors, BPTI (bovine 
pancreatic trypsin inhibitor), erhalten rnit der Clean-CITY- 
Sequenz, wird in Abbildung 15 rnit einem konventionellen 
TOCSY-Spektrum verglichen, um die wirksame Unterdruk- 
kung der (negativen) ROESY-Peaks zu veranschaulichen. 

Mehrquantenspektroskopie 

In der Spektroskopie sind im allgemeinen nur die Uber- 
gange direkt beobachtbar, fur die der Observablenoperator 
Matrixelemente ungleich Null aufweist (erlaubte Uber- 
gange). Bei der mdgnetischen Resonanz im starken Magnet- 
feld rnit schwacher CW-Storung oder beim freien Induk- 
tionsabfall in Abwesenheit von rf-Feldern hat der Observa- 
blenoperdtor der transversalen Magnetisierung F, = C Zkx 

nur Matrixelemente zwischen den Eigenzustlnden des Ha- 
milton-Operators, die sich in der magnetischen Quantenzahl 
M um 2 1 unterscheiden. Damit sind Einquantenubergange 
erlaubte Ubergange, wahrend Mehrquantenubergange rnit 
/ A M /  > 1 verboten sind. Mehrquantenubergange konnen je- 
doch durch starke CW-rf-Felder, die zu einem Mischen der 
Zustande fiihren"? 571, oder durch eine Folge von mindestens 
zwei rf-Pulsen (Abb. 10e)[8' 6 3 ,  8 6 ,  8 7 1  erzeugt werden. Eine 
Beobachtung ist wiederum in Gegeiiwart eines starken rf- 
FeldesL8, 571 oder nach einem zusatzlichen Detektions- 

Bei Spinsystemen rnit Z = 1/2-Kernen involvieren Mehr- 
quanteniibergange notwendigenveise mehrere Spins, so dab 
die Mehrquantenspektren analog zu 2D-Korrelationsspek- 
tren Informationen iiber die Konnektivitat der Spins inner- 
halb des J-Kopplungsnetzes enthalten. Insbesondere kann 
aus dem Ubergang rnit der hochsten Ordnung die Zahl der 
gekoppelten Spins abgeleitet werden. Relaxationsgeschwin- 
digkeitskonstanten von Mehrquantenkoharenzen hangen 
von der Korrelation der Zufallsstorungen ab, die die beteilig- 
ten Spins beeinflussen, und liefern Informationen uber Be- 
wegungsprozesse[881. 

k 

puls18. 6 3 , 8 6 . 8 7 1  moglich, 

An einem einfachen, anschaulichen Beispiel eines 2D- 
Doppelquantenspektrums (Abb. 16) sei gezeigt, wie Mehr- 
quantenubergange fur die Zuordnung von Resonanzsigna- 
len genutzt werden k o n r ~ e n [ ~ ~ ] .  Entlang w1 sind Doppel- 
quantenubergange und entlang w2 Einquantenuberginge 
fur das Sechsspinsystem von [D3]3-Aminopropanol 
DOCH,CH,CH2ND, aufgetragen. Im allgemeinen gibt es 
drei Kategorien von Doppelquanteniibergangen : 

\ 
\ 
\ 
\ 3  

\ 
v-::: 

\ 
\ 

\ 
\ 

\ 
\ 
\ 

fill "x fiM - w21kHzl 

Abb. 16. 90 MHz-2D-'H-Korrelationsspektrum von [D3]3-Aminopropanol 
mit den Doppelquanteniihergangen entlang w1 und den Einquantenubergin- 
gen entlang w 2 .  Die im Text erwahnten drei Arten von Doppelquanteniihergan- 
gen sind mit 1-3 bezeichnet. VergroDerungen der Kreuzpeaks sind im linken 
Teil abgehildet. Das Spektrum ist in der Absolutwertdarstellung wiedergegeben 
(aus [89]). 

1)  Doppelquantenubergange unter Beteiligung von zwei 
direkt gekoppelten Spins. Sie erzeugen Kreuzpeakpaare, die 
symmetrisch zur Doppelquantendiagonalen (aI = 2w,) lie- 
gen, rnit u,-Koordinaten, die den Larmor-Frequenzen der 
beiden Spins entsprechen (z.B. wl = Q, + Q, + Q,). 

2) Doppelquantenubergange unter Beteiligung von zwei 
magnetisch aquivalenten Spins. Sie rufen einen oder mehrere 
Kreuzpeaks bei einer 0,-Frequenz hervor, die die Doppel- 
quantendiagonale bei derjenigen w,-Frequenz schneidet, die 
der gemeinsamen Larmor-Frequenz der beiden Spins ent- 
spricht (z.B. u1 = 2Q,, 2Q,, 2Q.J. Magnetische Aquivalenz 
ist im vorliegenden Beispiel nur im Rahmen der experimen- 
tellen Genauigkeit erfiillt. 

3) Doppelquantenubergange unter Beteiligung von zwei 
indirekt gekoppelten Spins. Sie rufen einzelne Kreuzpeaks 
bei einer w,-Frequenz hervor, die die Doppelquantendiago- 
nale bei w2 gleich dem Mittelwert der beiden Larmor-Fre- 
quenzen schneidet (z.B. u, = + Ox). Diese Kreuzpeaks 
enthalten die gleiche Information wie die in Relayed-Korre- 
lationsspektren. 

Fur die praktische Anwendung ist es wesentlich, daR ein 
Mehrquantenspektrum keine Diagonalpeaks enthalt, die ub- 
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licherweise das 2D-Spektrum dominieren. Es sollte nicht un- 
erwahnt bleiben, daR eine schone und nutzliche Form eines 
Doppelquantenexperiments die 2D-INADEQUATE-Spek- 
troskopie von Bax, Freeman und Kempsell ist[gO. "I. Dort 
konnen nur Peaks des Typs 1 auftreten. 

Die bislang erwahiiten Methoden liefern zusatzliche 
Kreuzpeaks, deren Informationen nicht mit Standard- 
COSY- und NOESY-Experimenten zuganglich sind. Im fol- 
genden werden Techniken behandelt, die zu vereinfachten 
Spektren fuhren, die die Interpretation erleichtern konnen. 

Mehrquantenfilterung 

Eine selektive Filterung kann dadurch erreicht werden, 
darj zunachst Mehrquantenkoharenzen angeregt, dann eine 
bestiminte Quantenordnung p ausgewahlt und die ausge- 
wlhlte Ordnung in beobachtbare Magnetisierung zuruck 
verwandelt wird. Das Verfahren wird entsprechend als p- 
Quantenfilterung bezeichnet. Der spinsystemselektive Effekt 
beruht auf Koharenztransferauswahlregeln, die die erlaub- 
ten Transfers fur schwach gekoppelte Spins begrenzenL8, 9 2 1 :  

1) Es ist nicht moglich, p-Quantenkoharenzen in Spinsy- 
stemen mit weniger als p gekoppelten Z = 1/2-Spins anzure- 
gen. 

2) Das Auftreten eines Diagonalpeaks fur den Spin Z, in 
einem p-quantengefilterten COSY-Spektrum erfordert, daR 
dieser Spin direkt rnit mindestens p-1 weiteren'spins gekop- 
pelt ist. 

Abb. 17. Mehrquanten- und spintopologiengefilterte 300 MHz-'H-COSY- 
Spektren eines Gemisches der Vierspinsysteme enthaltenden Verbindungen aus 
Schema 1, a) Doppelquantengefiltertes Spektrum, aufgenommen rnit der Puls- 
sequenz aus Abbildung 18; b) vierquantengefiltertes Spektrum, aufgenommen 
mit der Pulssequenz aus Abbildung 18; c) C,-spintopologiegefiltertes Spek- 
trum, aufgenommen mit der Pulssequenz aus Abbildung 19 faus [94]). 

3) Fur das Auftreten von Kreuzpeaks zwischen den Si- 
gnalen der Spins I, und I, in einem p-quantengefilterten CO- 
SY-Spektrum ist es notwendig, darj beide Spins gleichzeitig 
mit mindestens p-2 weiteren Spins gekoppelt sind. 

Diese Auswahlregeln fur den Kohiirenztransfer werden 
bei starker Kopplung und bei besonderen Relaxationspha- 
nomenen verletzt[931. 

In Abbildung 17 wird der Effekt einer Vierquantenfilte- 
rung an mehreren Vierspinsystemen gezeigt. Die Probe be- 
steht aus einem Gemisch der funf Verbindungen trans- 
Phenylcyclopropancarbonsaure (K,), DL-ISOCitrOnenSaUre- 
lacton (P3, J, 1 ,I-Dichlorethan (SJ, 2-Chlorpropionsaure 
(C,) und D-Saccharinsaure-l,4-lacton (L4) rnit den in Sche- 
ma 1 angegebenen Kopp lungs top~ log ien~~~~  

" K 4  

e 

sc, 

= '3,l v 
=s4 

Schema 1. Fur die Spektren in Abbildung 17 verwendete Verbindungen und 
ihre Spinkopplungstopologien. 
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In Abbildung 17 a ist ein konventionelles (doppelquanten- 
gefiltertes) COSY-Spektrum dieses Gemisches zu sehen, 
wahrend Abbildung 17 b das entsprechende vierquantenge- 
filterte Spektrum zeigt. Der Filtereffekt kann auf der Grund- 
lage der gegebenen Regeln und der in Schema 1 gezeigten 
Kopplungstopologien ohne Schwierigkeiten erklart werden. 
Dies sol1 dem Leser iiberlassen werden. Es verbleiben ledig- 
lich die Kreuzpeaks des Molekiils mit K,-Topologie und die 
Diagonalpeaks der Molekiile mit P3, S,- und K,-Topo- 
logie. 

Technisch gesehen nutzt die Mehrquantenfilterung 
(Abb. 18) die charakteristische Abhangigkeit eines Mehr- 
quantenkoharenztransfers von der rf-Phase der angewende- 
ten Pulssequenz['. 92q  9 5 ,  961. Nehmen wir an, Koharenz cp,  (t) 

- 3 F  

Abb. 18. Pulssequenz fur ein mehrquantengefiltertes COSY-Experiment rnit 
dem Koharenztransferdiagramm fur Doppelquantenfilterung. Die Phase CP 
wird in einer Reihe von N Experimenten systematisch inkrementiert, und die 
experimentellen Ergebnisse werden Gleichung (16) entsprechend kombiniert. 

werde durch eine unitare Transformation V(0), die eine be- 
stimmte Pulssequenz reprasentiert, in Koharenz cp2(t)  umge- 
wandelt (14), wobei p1 undp, Koharenzordnungen sind. Alle 

rf-Pulse in der Sequenz U(0) sollen nun um @ phasenver- 
schoben werden, so dalj U(@) erhalten wird. Es kann dann 
%ezeigt werden, daD die entstehende Koharenz cp,(t) um den 
Betrag (pz-pl)@ phasenverschoben ist (1 5). 

Die Phasenverschiebung ist also proportional zur Ande- 
rung der Koharenzordnung (Ap = p2 - pi). Nach Durch- 
fiihrung einer Reihe von Experimenten, bei denen die Phase 
@ in konstanten Intervallen 2nlN von 0 auf 2x(N - l)/N 
erhoht wird, ist es durch Fourier-Analyse nach Ap moglich, 
ein bestimmtes Ap zu selektionieren: Es sei s(t, @) das aufge- 
zeichnete Signal eines Experiments mit einer Phasenverschie- 
bung um @, dann erhalt man das gefilterte Signal gemal3 
(16). Die erforderliche Zahl an Inkrementen N der Phase @ 

N - 1  - iZnkAp 

k = O  
s(t, Ap) = C s(t,2nk/N) e 7  

hangt von der Zahl an Ap-Werten ab, die zu unterscheiden 
sindrg6]. 

Es ist offensichtlich, daD keine bestimmte Koharenzord- 
nung pz auf diese Art herausgefiltert werden kann, solange 
nicht die urspriingliche Koharenzordnung p 1  bekannt ist. 
Am giinstigsten ist es, als urspriinglichen Zustand den- 
jenigen im thermischen Gleichgewicht mitp, = 0 zu wahlen. 
Dann mu13 die gesamte Pulssequenz, die dem Punkt, an dem 
eine Koharenzordnung ausgewahlt werden soll, vorausgeht, 
den Phasencyclus @ durchlaufen. Fur mehrquantengefilterte 
COSY-Experimente fiihrt dies zu der in Abbildung 18 ge- 
zeigten Pulssequenz. 

Es ist offensichtlich, da13 Mehrquantenfilterung und Pha- 
sencyclen die N-fache Zahl an Experimenten erfordern. Es 
geht jedoch keine Information verloren, da in jedem Term 
von Gleichung (1 6) gerade der Phasenfaktor kompensiert 
wird und identische Signale fur die relevanten Pfade auf- 
addiert werden. Somit wird die langere MeBdauer durch ein 
besseres Signal-Rausch-Verhaltnis kompensiert. 

Spintopologiefilterung 

Es kann wiinschenswert sein, die in Abbildung 17 gezeig- 
ten Filtereffekte zu verstarken und einzelne Spinkopplungs- 
topologien zu selektieren. Tatsachlich kann man umfangrei- 
che Pulssequenzen in Verbindung mit Mehrquantenfilterung 
entwerfen, mangeschneidert fur bestimmte Spinkopplungs- 
t o p ~ l o g i e n [ ~ ~ ,  9 7 3  "I. Eine in ein 2D-COSY-Experiment ein- 
gebaute Pulssequenz, die cyclische C,-Spinkopplungstopo- 
logien selektiert, ist in Abbildung 19 zu sehen. 

x x x  x x x x x x x  

4 I I Id I Ill ____, t 2  
f l  - 

Abb. 19. Pulssequenz zur C,-Spintopologiefilterung. Als Delays sind 7 = l/(SJ) 
und A = 1/(2J) eingestellt, wobei Jdie einheitliche J-Kopplungskonstante ist. 4 
durchlauft zur Vierquantenselektion und B zur Unterdruckung yon Axialpeaks 
einen Phasencyclus 1941. 

Auf das Gemisch von Vierspinsystemen (Schema 1) ange- 
wendet, erhalt man das 2D-Spektrum der Abbildung 17 c. Es 
zeigt eine wirksame Unterdriickung aller anderen Spinsyste- 
me. Es sollte jedoch angemerkt werden, da13 wir es hier mit 
einem nahezu idealen Fall zu tun haben. Haufig ist die Wir- 
kung der Filter nicht so gut, da fur ihre Konstruktion von der 
Gleichheit aller von Null verschiedenen Spinkopplungen 
ausgegangen wurde. In Wirklichkeit gibt es starke und 
schwache Kopplungen, die nicht ausschliel3lich unter topolo- 
gischen Gesichtspunkten charakterisiert werden konnen. 
Haufig nehmen auch die Signalintensitaten wahrend der 
langen Pulssequenzen aufgrund von Relaxation ab. Da- 
durch sind dem praktischen Nutzen solcher Experimente 
Grenzen gesetzt. 

Exklusive Korrelationsspektroskopie 

Mehrquantenfilterung unterdriickt nicht nur Diagonal- 
und Kreuzpeaks in 2D-Spektren, sondern andert auch das 
Signalmuster in der Kreuzpeak-Multiplettstruktur. Durch 
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geeignete Kombination unterschiedlich mehrquantengefil- 
terter 2D-Spektren kann man die Multiplettstruktur verein- 
fachen, indem die Zahl der Multiplettkomponenten verrin- 
gert wird. Die exklusive Korrelationsspektroskopie (E. 
COSY), die von 0. W. Srarensen vorgeschlagen wurde, elimi- 
niert alle Multiplettkomponenten aus einem COSY-Spek- 
trum auI3er denjenigen, die zu Transferpaaren mit einem ge- 
meinsamen Energieniveau gehOrer~[~~-  '''1. In der Praxis ist 
es nicht notwendig, mehrquantengefilterte Spektren im ei- 
gentlichen Sinne des Wortes zu kombinieren; es ist vielmehr 
moglich, die experimentellen Ergebnisse eines Phasencyclus 
direkt rnit geeigneten Gewichtungsfaktoren aufzuaddieren. 

Abbildung 20 zeigt schematisch die Kombination der 
Kreuzpeakmultipletts von zwei Spins, I, und I,, in einem 
Dreispinsystem, die nach Doppelquanten- und Tripelquan- 
tenfilterung resultierten. Das verbleibende Muster besteht 

+ 

3aF 

0..0 
000. 

a000 
0a.0 

E.COSY 

.,j 

Abb. 20. E. COSY-Experiment znr Vereinfachung der Multiplettstruktur von 
Kreuzpedks. Die doppel- und die tripelquantengefilterten Kreuzpeaks rwischen 
den Spins I, nnd I, eines Dreispinsystems werden zum E. COSY-Peakmuster 
kombiniert. Positive und negative Komponenten sind durch weiIJe und schwar- 
ze Kreise unterschieden. 

aus zwei einfachen Quadraten, deren Seitenlange der fur den 
Koharenztransfer ursachlichen aktiven J,,-Kopplungskon- 
stante entspricht. Der Verschiebungsvektor, der die beiden 
Quadrate ineinander uberfuhrt, ist durch die beiden passiven 
Kopplungen J,3 und JZ3 zum dritten (passiven) Spin gege- 
ben. Es sollte envahnt werden, da13 diese Multiplettstruktur 
mit derjenigen ubereinstimmt, die man bei einem COSY-Ex- 
periment mit extrem kleinen Flipwinkel des Mischpulses er- 

E. COSY ist immer dann von praktischem Nutzen, wenn 
die Kreuzpeak-Multiplettstruktur analysiert werden mu8, 
um J-Kopplungskonstanten zu bestimmen. Dies kann gut 
per Hand durchgefiihrt werden, indem die Verschiebung der 
peripheren Multiplettkomponenten gemessen wird['"], 
oder aber durch rechnergestiitzte rekursive Kontrak- 
t i ~ n [ ' ~ ~ ] .  

h$lt[1021, 

Heteronucleare zweidimensionale Experimente 

Zusatzlich zu den bislang behandelten homonuclearen 
2D-Experimenten wurde eine zumindest gleich groI3e Zahl 

heteronuclearer Experimente vorgeschlagen und in die La- 
boratorien eingefuhrt. Von besonders groIjer praktischer Be- 
deutung sind heteronucleare Verschiebungskorrelations- 
spektren, die die chemische Verschiebung direkt gebundener 
oder voneinander entfernter, aber wechselwirkender He- 
terokerne korrelieren [' 04, " '1. In diesem Zusammenhang 
sind die Experimente mit inverser Detektion von besonde- 
rein Interesse, bei denen Protonen-I-Spinkohlrenz in t ,  be- 
obachtet wird, wahrend sich die Spinkoharenz eines wenig 
empfindlichen S-Kerns geringer natiirlicher Haufigkeit in t ,  
ent~icke l t ["~~.  Die leistungsfahigsten Pulssequenzen erzeu- 
gen heteronucleare Zweispinkoharenzen, die in t evolvieren 
und rnit der Frequenz-Information der S-Spinkoharenz mar- 
kiert werden['061. Auch in heteronuclearen Experimenten 
sind sowohl Relayed-Koharenztran~fer-['~~ als auch Experi- 
mente im rotierenden K o o r d i n a t e n s y ~ t e m ~ ~ ~ ~ ]  wichtig. Spin- 
filterung kann dabei zur Multiplizitatsselektion genutzt wer- 
den, d. h. zur Unterscheidung von S-Spins, die mit einem, 
zwei oder drei I-Spins gekoppelt sind['osl, oder aber als J- 
Filterung zur Unterscheidung von Kopplungen uber eine 
oder mehrere Bind~ngen[ ' '~~. Diese Aufzahlung hetero- 
nuclearer Experimente erhebt in keiner Weise Anspruch auf 
Vollstdndigkeit. 

Dreidimensionale Fourier-Transformations- 
Spektroskopie 

Um 3D-NMR-Spektroskopie zu entwickeln, sind keine 
neuen Prinzipien notwendig. Sie stellt lediglich eine logische 
Erweiterung der 2D-NMR-Spektroskopie dar. Anstelle ei- 
nes einzigen Mischprozesses, der zwei Frequenzvariable kor- 
reliert, verknupfen zwei Mischprozesse drei Frequenzen: die 
Ausgangsfrequenz wl, die Relay-Frequenz w2 und die detek- 
tierte Frequenz w3 (Abb. 21). In diesem Sinne kann ein 3D- 
Experiment als Kombination zweier 2D-Experimente aufge- 
fafit werden. Es ist offensichtlich, daB eine sehr grolje Zahl 
an 3D-Experimenten erdacht werden kann. Allerdings ha- 
ben sich bislang nur wenige davon als unentbehrlich erwie- 

Zwei Anwendungen des Konzepts der 3D-Spektroskopie 
haben sich durchgesetzt : 1) 3D-Korrelations- und 2) 3D- 
Dispersionsspektroskopie (siehe auch Abb. 13). Dreidimen- 
sionale Korrelation spielt in homonuclearen Experimenten 
eine Rolle. Es wurde erwahnt, daf3 das Zuordnungsverfahren 
fur Biomolekiile ein COSY-artiges und ein NOESY-artiges 
2D-Experiment erfordert. Diese beiden 2D-Experimente 
konnten durch Kombination eines J-Kopplungs- und eines 
kreuzrelaxationsvermittelten Transfers in einem 3D-Experi- 
ment zusammengefant werden. Ein 3D-COSY-NOESY- 
Spektrum hat den Vorteil, dal3 das gesamte Zuordnungsver- 
fahren rnit einem einzigen homogenen Datensatz 

10 - 1 181 

Abh. 21. Schematische Darstellung eines 3D-Ex- 
periments in Erweiterung der Ahbildungen I und 
6. Drei Evolutionsperioden mit den Zeitvaria- 
hlen 1, ,  t, und t, sind durch zwei Transfer-/ 
Mischprozesse rnit den Transfermdtrizen R1 und 
R2 getrennt. Ein 3D-Experiment kann als die 
Kontraktion zweier ZD-Experimente angesehen 
werden. 
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durchgefuhrt werden kaan["5x 'lfil. Es enthalt zudem redun- 
dante Informationen, so daB die Zuordnungen iiberpriift 
werden konnen. Um quantitative Informationen zu erhalten, 
sind 3D-Spektren allerdings weniger geeignet, da alle Peak- 
intensitaten das Produkt zweier schwer zu trennender Trans- 
ferkoeffizienten sind. 

Ein 3D-ROESY-TOCSY-Spektrum des linearen Nona- 
peptids Buserilin ist in Abbildung 22 wiedergegeben (vgl. 
auch Abb. 14)[11fi1. Fur Buserilin ist eine ROESY- statt einer 
NOESY-Sequenz notwendig, da es sich um ein Molekiil 
mittlerer GroDe handelt, bei dem die NOE-Intensitaten klein 
sind. Die TOCSY-Sequenz hat den Vorteil, daB man Ketten 
von Mehrschrittkreuzpeaks erhalt, die auch Kerne der Sei- 
tenketten erfassen und so die Identifizierung der Amino- 
saurereste erleichtern. 

Abb. 22. 3D-Darstellung eines homonuclearen 300 MHz-3D-ROESY-TOC- 
SY-Spektrurns von Buserilin in [DJDMSO, abphotographiert von einem 
Evans-and-Sutherland-Graphikbildschirm [116]. 

Es sollte erwahnt werden, daB die Aufnahme eines 3D- 
Spektrums wesentlich mehr Zeit erfordert als die zweier 2D- 
Spektren, da zwei Zeitparameter, t ,  und t,, unabhangig von- 
einander inkrementiert werden mussen, so daI3 eine groBe 
Zahl von 2D-Experimenten notwendig ist. Damit stellt sich 
die Frage, wann es die Miihe lohnt, ein 3D-Spektrum aufzu- 
nehmen. Mit dieser Frage haben sich bereits mehrere Verof- 
fentlichungen" 16, 19, I 2 O 1  beschaftigt. 

Wenden wir uns nun einem bestimmten Kreuzpeak in ei- 
nem 3D-Spektrum zu, der die Koharenzen { tu }  in der ol-, 
{YS) in der w,- und (pq} in der w,-Dimension korreliert. 
Seine Intensitat wird durch das Produkt (17) aus Matrixele- 

menten in der Eigenbasis des ungestorten Hamilton-Opera- 
tors Ye, bestimmt["61. Aus einer Intensitat ungleich Null 
folgt somit eine Zweischrittkorrelation { tu}-{rs}-{pq}. 

Das 3D-Experiment kann mit zwei 2D-Experimenten ver- 
glichen werden, die die Mischverfahren R(') bzw. R'" ver- 
wenden. Die entsprechenden Intensitaten wiren durch (1 8) 

A A 

bzw. (19) gegeben. Wenn in den 2D-Spektren die beiden rele- 
vanten Peaks mit den Intensitat q:d(tu, und Z{:il{rsi - mogli- 
cherweise in peakreichen Regionen - identifiziert werden 
konnen, konnte die Zweischrittkorrelation, die durch einen 
3D-Peak reprasentiert wird, auch auf der Grundlage der bei- 
den 2D-Spektren {tu}-{rs} und {rs}-{pq}  festgestellt werden. 

Unter der Voraussetzung, daB Z(P4,(rslIcui =k 0 gilt, sind auch 
die Intensitaten q,!ictui und 26,,, von Null verschieden, 
wenn zusatzlich gilt: 0:;) =+ 0 und ( P  i2) go),, =+ 0. Dies bedeu- 
tet, daB der Relayed-Ubergang { r s }  im Prlparationszustand 
P(') angeregt und durch die Observable D(') detektierbar sein 
muB. Fur erlaubte Einspin-Einquantenkoharenzen ist diese 
Bedingung bei Anregung durch einen Einzelpuls und direk- 
ter Detektion erfiillt. Dagegen konnen verbotene Mehrspin- 
Einquantenkoharenzen und Mehrquantenkoharenzen we- 
der durch einen einzelnen nichtselektiven Puls angeregt, 
noch konnen sie direkt detektiert werden. Solche Koharen- 
Zen treten regelmaBig in der o,-Dimension eines 3D-Experi- 
ments auf. Die Anregung und indirekte Detektion dieser 
Koharenzen in 2D-Experimenten erfordert besondere Anre- 
gungs- und Detektionspulssequenzen. 

Zusammenfassend kann man sagen, daB die beiden zu- 
grundeliegenden 2D-Experimente die gleiche Information 
uber das Spinsystem liefern wie das 3D-Spektrum, wenn 
1) die relevanten Frequenzen in der o,-Dimension des 3D- 
Spektrums in den 2D-Experimenten angeregt und detektiert 
werden konnen und 2 )  die Kreuzpeaks nicht durch Si- 
gnaliiberlappungen verdeckt sind, sondern in den 2D-Spek- 
tren identifiziert werden konnen. Die erste Bedingung ist im 
Normalfall leicht zu erfullen, da die 2D-Experimente bei 
Bedarf fur die Anregung und Detektion verbotener Uber- 
gange modiziert werden konnen. Das begrenzte Auflosungs- 
vermogen von 2D-Spektren dagegen ist die wichtigste Recht- 
fertigung fur 3D- und moglicherweise noch hoherdimen- 
sionale spektroskopische Verfahren. 

Da die Verbesserung der Auflosung die 3D-Spektroskopie 
rechtfertigt, kann es lohnend sein, eine dritte Frequenzachse 
nur fur Auflosungszwecke einzufuhren, statt zwei Prozesse 
zu kombinieren, die fur das Zuordnungsverfahren relevant 
sind, das gleichzeitig eine hohe Auflosung in allen drei Di- 
mensionen erfordert. Es ist dann moglich, das 3D-Auflo- 
sungsvermogen willkiirlich zu wahlen und die Gesamtdauer 
des 3D-Experiments zu optimieren. Fur das Spreizen eines 
2D-Spektrums in eine dritte Dimension konnen homo- 
nucleare oder heteronucleare Transfers genutzt werden. 
Heteronucleare Transfers uber eine Bindung sind jedoch bei 
weitem wirksamer, da die starken heteronuclearen Kopplun- 
gen uber eine Bindung eine Verteilung auf weitere Spins ver- 
hindern. Dies ermoglicht einen wirksamen Transfer nahezu 
ohne Magnetisierungsverlust. Zudem weisen Kerne wie 3C 
oder "N weite Bereiche der chemischen Verschiebung auf, 
was ein hohes Auflosungsvermogen zur Folge hat. Das Prin- 
zip der Spreizung ist in Abbildung 23 dargestellt. 

Ein in die dritte Dimension "N-gespreiztes TOCSY- 
Spektrum von Ribonuclease A ist in Abbildung 24 wiederge- 
geben. Die heteronucleare Spreizung erfordert im allgemei- 
nen isotopenmarkierte Molekule. In diesem Fall wurde die 
Ribonuclease A in einem E. coli-Medium mit 5N-markier- 
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nes 2D-lH-NMR-SGek- 
trums durch Spreizung mit 
den entsprechenden I5N- 
Resonanzen. Die NH-C,H- 
Kreuzpeaks werden in eine 
dritte Dimension gemal3 
den "N-chemischen Ver- 
schiehungen verschoben. 

I 

1 
6 ,  

Ahh. 24. In eine dritte Dimension "N-gespreiztes 600 MHz-'H-TOCSY-Spek- 
trum von "N-markierter Rihonucledse A in Wasser. Das 3D-Spektrum zeigt 
die I5N-Resonanzen entlang der a,-Achse. Das Spektrum wurde von C. Grie- 
singer mil der Pulssequenz von Abbildung 25 aufgenommen und von S. Boent- 
ges prozessiert. Die Probe wurde von Professor S .  Benner (ETH Zurich) zur 
Verfugung gestellt. 

ten Nahrstoffen hergestellt. Das Spektrum wurde mit der in 
Abbildung 25 gezeigten Pulssequenz aufgenommen. Zu- 
nachst wird Protonenkoharenz angeregt, die wahrend t ,  pra- 
zediert, wobei der in dieser Zeit angewendete x-Puls zur "N- 

'H n 
8 ,  8 8  

1 ,  8 8  

t-t,-8-T -1 ,-t2-\ ' - f3-  

I ,  , I  
I ,  , I  

CH 8 : '  

NH 

, I I ;  - ;  I ,  , I  

Ahh. 25. Pulssequenz zur Aufnahme eines dreidimensional "N-gespreizten 
TOCSY-Spektrums. Nach Sattigung der Wasserresonanz (I) werden die Proto- 
nenresonanzen angeregt und prazedieren wahrend t ,  . Nach homonuclearem 
TOCSY-Transfer von den CH- zu den NH-Protonen wird die Koharenz in 
heteronucleare Mehrquantenkohiirenz (HMQC) umgewandelt, die sich wiih- 
rend I ,  entwickelt und mit den "N-chemischen Verschiehungen markiert wird. 
Nach Rucknmwandlung in Protonenkoharenz werden die NH-Resonanzen 
wdhrend I ,  unter "N-Entkopplung detektiert. 

Refokussierung dient. Wahrend der Mischzeit z, erfolgt mit 
einer TOCSY-Multipulssequenz der Koharenztransfer im 
rotierenden Koordinatensystem zu den NH-Protonen. Die 
NH-Koharenz wird dann in 'NH-heteronucleare Mehr- 
quantenkoharenz (HMQC) iiberfiihrt, die wahrend t ,  praze- 
diert und (unter Protonenrefokussierung) rnit der "N-Reso- 
nanzinformation versehen wird. Nach Ruckfuhrung in 
NH-Koharenz erfolgt Detektion wahrend t ,  unter "N-Ent- 
kopplung. Um die Protonenresonanzsignale vollstandig zu- 
zuordnen, ist zusatzlich ein I5N-gepreiztes NOESY-Spek- 
trum notwendig. 

Der Schritt hin zur 4D-Spektro~kopie['~'] ist ein kleiner 
und logischer Schritt: in 2D-Experimenten sind Spins paar- 
weise korreliert, z.B. NH- und C,H-Protonen. Dreidimen- 
sionale Dispersion verwendet entweder die lSN- oder die 
3C,-Resonanz, um die NH- bzw. C,H-Resonanzsignale 

auseinanderzuziehen. In einem 4D-Experiment werden beide 
Spreizungen gleichzeitig angewendet (Schema 2). 

Schema 2. Doppelte Spreizung in 4D-Experimenten 

Die Reihenfolge der Frequenzen im konkreten Experi- 
ment ist eine Frage der ZweckmaBigkeit. Normalerweise 
wird als Detektionsfrequenz w4 aus Grunden der Empfind- 
lichkeit eine Protonenresonanzfrequenz gewahlt. In den mei- 
sten Fallen werden die beiden Spreizungskoordinaten nur 
durch wenige Abtastwerte reprasentiert, um die Dauer des 
Experiments zu begrenzen, gerade so, daB die im 2D-Spek- 
trum iibereinandergelagerten Signale getrennt werden. Hau- 
fig sind 8 bis 32Punkte in jeder der beiden Dimensionen 
ausreichend. 

NMR-Untersuchungen der Molekuldynamik 

Molekulstrukturen, die durch NMR-Spektroskopie in 
Losung oder durch Rontgenbeugung an Einkristallen be- 
stimmt wurden, sind zwangslaufig iiber die Molekiifbewe- 
gung gemitteite Strukturen, wobei der Mittelwert in starkem 
MaBe von der MeBtechnik abhangig ist. Die Interpretation 
experimentell bestimmter Strukturen ist ohne gewisse 
Kenntnisse der Bewegungseigenschaften des Molekuls nicht 
moglich. Die Molekiildynamik ist aber auch an sich bedeut- 
sam, insbesondere um Reaktionen und Wechselwirkungen 
rnit anderen Molekiilen zu verstehen. Beispielsweise sind in 
vielen Fallen aktive Bindungsstellen in Molekiiltaschen nur 
dank der Flexibilitat des Molekiils selbst zuganglich. 

Die Charakterisierung der Bewegungseigenschaften eines 
Molekuls ist urn GroBenordnungen schwieriger als die Be- 
schreibung einer gemittelten Molekulstruktur. Wahrend 
3N - 6 Koordinaten ausreichen, um eine Struktur rnit N 
Atomen darzustellen, erfordert die Charakterisierung der 
Molekuldynamik 3 N - 6 Varianzen der intramolekularen 
Koordinaten, (3N - 6)(3N - 5) /2  Kovarianzen und jeweifs 
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die gleiche Anzahl von Auto- bzw. Kreuzkorrelationsfunk- 
tionen. Zusatzlich werden auch Korrelationsfunktionen ho- 
herer Ordnung fur eine genauere Beschreibung der Dynamik 
benotigt. In der Praxis steht nie eine ausreichende Zahl an 
Observablen fur die vollstandige Beschreibung der Molekiil- 
dynamik zur Verfiigung. 

Es gibt eine Reihe von Techniken, urn Daten iiber dynami- 
sche Prozesse zu erhalten : Debye-Waller-Faktoren in der 
Rontgenbeugung geben Hinweise auf die Varianzen der 
Kernkoordinaten, jedoch ohne ein MaR fur die Zeitskala zu 
liefern. Inelastische und quasielastische Neutronenstreuung 
liefern Korrelationsfunktionen, jedoch ohne Beziehung zur 
Struktur. Fluoreszenzdepolarisation ermoglicht die Bestim- 
mung der Bewegungskorrelationsfunktion von fluoreszie- 
renden Gruppen wie Tyrosinresten in Proteinen. Ultraschall- 
absorption liefert Informationen iiber die Frequenzen der 
dominanten Bewegungsmoden, wiederum ohne Bezug zur 
Struktur. 

Die NMR-Spektroskopie laRt sich universeller auf Unter- 
suchungen dynamischer Prozesse anwenden als die meisten 
anderen Techniken. Der Bereich der Korrelationszeiten T ~ ,  

die durch die verschiedenen NMR-Methoden abgedeckt 
werden, ist gewaltig; er reicht von Picosekunden bis zu Se- 
kunden und mehr (Schema 3). 

Echtzeitmessung nach anfanglicher Storung 
2D-Austauschspektroskopie (EXSY) 
Linienformanalyse, Austauschverbreiterung und 
-verschmalerung 
T,,-Relaxationszeitmessungen im rotierenden Koor- 
dina tensystem 
T'-Relaxationszeitmessungen im Laborkoordinaten- 
system 
gemittelte Parameterwerte 

Schema 3. NMR-Methoden zur Bestimmuug unterschiedlich langer Korrela- 
tionszeiten 7 c .  

AuDer bei langsamen Bewegungen mit einer Zeitskala von 
Millisekunden oder mehr, bei denen Linienverbreiterungs-, 
Sattigungstransfer- und 2D-Austauschuntersuchungen 
durchgefiihrt werden, beruhen viele NMR-Untersuchungen 
der Dynamik auf Relaxationszeitmessungen. Die verschie- 
denen Relaxationsparameter, z.B. die longitudinale Relaxa- 
tionszeit T, , die transversale Relaxationszeit T, , die Relaxa- 
tionszeit im rotierenden Koordinatensystem TIP und die 
Kreuzrelaxations-Geschwindigkeitskonstanten f k i  sind von 
der Korrelationszeit z, des zugrundeliegenden Prozesses ab- 
hangig. 

Die folgende Diskussion beschrankt sich auf eine neuere 
Untersuchung der intramolekularen Dynamik in Antama- 
nid l[s3,122, lZ3] (siehe Abb. 8,9, 11) .  Antamanid ist ein Ge- 
gengift gegen die toxischen Bestandteile des Pilzes Amanita 
phalloides und erstaunlicherweise zugleich auch ein Bestand- 
teil dieses Pilzes. Friihe Ultraschallabsorptionsuntersuchun- 
gen[lz4] wiesen darauf hin, da13 der Peptidring eine Konfor- 
mationsanderung rnit einer Frequenz von etwa 1 MHz 
eingeht. Des weiteren wurde im Rahmen von ausgedehnten 
Untersuchungen an 1 durch die Forschungsgruppe von Pro- 
fessor Horst Kessler festgestellt['251, da13 die aus NMR-Mes- 
sungen abgeleiteten Abstandsbedingungen nicht durch eine 
einzige Konformation erfiillt werden konnen. Martin Black- 
ledge fiihrte in unserem Laboratorium Relaxationszeitmes- 

sungen im rotierenden Koordinatensystem durch und lokali- 
sierte einen Austausch von Wasserstoffbriickenbindungen 
rnit einer Aktivierungsenergie von etwa 20 kJmol-' und ei- 
ner Lebensdauer bei Raumtemperatur von 25 ps (unverof- 
fentlichte Ergebnisse, siehe auch Lit. 11261). Mit einem neuen 
Verfahren zur Bestimmung dynamischer Strukturen, 
MEDUSA genannt1'23], wurde der Konformationsraum 
von Antamanid 1 systematischer denn je zuvor untersucht. 
Es wurden 1176 mogliche Strukturen niedriger Energie ge- 
funden. Diese wurden mit dem Ziel zu Paaren kombiniert, 
alle experimentellen Bedingungen zu erfiillen, namlich NOE- 
Abstandsbedingungen, Diederwinkelbedingungen aus J- 
Kopplungskonstanten und spezifische Informationen iiber 
die Dynamik von Wasserstoffbriickenbindungen. Dabei 
wurde eine groDe Zahl moglicher Strukturpaare erhalten. 
Alle Paare sind innerhalb der experimentellen Genauigkeit 
mit den Daten zu vereinbaren. Um das dynamische System 
von Antamanid 1 noch genauer beschreiben zu konnen, sind 
zusatzliche und prazisere Daten erforderlich. Abbildung 26 
zeigt als Beispiel das Strukturpaar, das bislang den experi- 
mentellen Daten am besten entspricht. Die beiden Struktu- 
ren unterscheiden sich hauptsachlich in den Wasserstoff- 
briickenbindungen VallNH-PhegO und Phe6NH-Ala40, die 
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Abb. 26. Konformerenpaar von Antamanid 1, das in Einklang rnit den expen- 
mentellen Ergebnissen ist. Die beiden Paare sind als Stereostrichbilder gezeigt. 
In der ersten Darstellung werden die Wasserstoffbruckenbindungen durch ge- 
strichelte Linien angedeutet, in der zweiten durch Pfeile, die auf die an den 
Wasserstoffbruckenbeteiligten Sauerstoffatome weisen. Die Bindungen, um 
welche die Torsionswinkel 'ps (unten) und 'pl0 (oben) drehen, sind verdickt 
gezeichnet. (Aus [123].) 
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nur i n  einer der beiden Konformationen (TI) auftreten, sowie 
in den Torsionswinkeln d 5  und $,o.  

Eine zweite Untersuchung konzentrierte sich auf die Ring- 
dynamik der vier Prolinreste in Antamanid 1 [1221. Die Kon- 
formationen dieser Funfringsysteme konnen aus den Dieder- 
winkeln xl, x, und x3  bestimmt werden, die wiederum aus 
den J-Kopplungskonstanten vicinaler Protonen rnit Hilfe 
der Karpl~s-Beziehung[~~] zuganglich sind. Die notwendi- 
gen Kopplungskonstanten (21 fur jeden Aminosaurerest) 
wurden aus E. COSY-Spektren entnommen. Auf der Grund- 
lage dieser Daten wurde durch Least-squares-Anpassung ein 
Modell fur jeden Prolinrest entwickelt. Dabei konnte man 
fur Pro3 und Pro' eine gute Ubereinstimmung rnit einer ein- 
zigen starren Konformation erreichen, wahrend fur Pro2 und 
Pro7 zwei rdsch austauschende Konformationen not& wa- 
ren, urn den Anpassungsfehler auf einen akzeptdblen Wert 
zu reduzieren. Messungen der '3C-Relaxationszeiten besta- 
tigten, daB Pro3 und Pro' starr sind, wahrend Pro2 und Pro7 
ein dynamisches Verhalten rnit Korrelationszeiten zwischen 
30 uiid 40 ps aufweisen. Dies bedeutet, dalj die Dynainik des 
Peptidrings und diejenige der Prolinringe nicht dynamisch 
korreliert sind und auf vollig unterschiedlichen Zeitskalen 
ablaufen. Die beiden fur Pro2 gefundenen austauschenden 
Konforniationen sind in Abbildung 27 wiedergegeben. Man 

Abh. 27. Die beiden experimentell ermittelten Konformationen des Aminos5u- 
rerests Pro2 in Antamanid 1 (siehe [122]). 

sieht, daB die Konformationsumwandlung einer Bewegung 
der ,,Briefumschlagklappe" (C,) nach oben oder unten ent- 
spricht. 

Medizinische Bildgebung auf der Grundlage 
der Kernresonanz-Fourier-Transformations- 
Spektroskopie 

Das Verfahren des ,,magnetic resonance imaging" (MRI) 
hat die medizinische Diagnostik enorm beeinfluljt und sich 
rasch zu einer leistungsfiihigen Routinemethode entwickelt. 
Die grundlegende Technik zur Aufnahme des zwei- oder 
dreidimensionalen Bildes eines Objekts ist auf Paul Lauter- 
bur zuruckzufuhren[1271. Ein Magnetfeldgradient, der in ei- 
ner Serie von Experimenten entlang unterschiedlicher 
Raumrichtungen angewendet wird, erzeugt Projektionen der 
Kernspinintensitat des Objekts auf die Richtung des Gra- 
dienten. Aus einer genugend grorjen Zahl solcher Projektio- 
nen larjt sich ein Bild des Objekts rekonstruieren, z.B. durch 
gefilterte Ruckwartsprojektion in Analogie zur Rontgento- 
mographje. 

Ein anderer Ansatz ist eng rnit der 2D- und 3D-FT-Spek- 
troskopie verwandt. Man erreicht dabei die Frequenzkodie- 

rung der drei Dimensionen des Raumes durch lineare Ma- 
gnetfeldgradienten, die in einem Puls-FT-Experiment nach- 
einander entlang dreier orthogonaler Richtungen fur die Zei- 
ten t , ,  t ,  bzw. t ,  angewendet werden['28]. In vollstandiger 
Analogie zur 3D-Spektroskopie werden die Zeitparameter 1 ,  

und t ,  von Experiment zu Experiment um einen konstanten 
Betrag inkrementiert. Das aufgezeichnete Signal ~ ( t ,  , t,, t3)  
wird in drei Dimensionen Fourier-transformiert, und man 
erhalt eine Funktion S(o,,  w,,  03), die einem raumlichen 
dreidimensionalen Bild entspricht, wenn man die raumliche 
Information mit Hilfe der Bedingungen x = w,/g,, y = 

w,/gy, z = wJg, (gx, g,  und g, sind die Feldgradienten) deko- 
diert. Abbildung 28 veranschaulicht das Verfahren fur zwei 
Dimensionen. 

900 
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Abb. 28. Schematische Darstellung des MRI-Fourier-Verfahren an einem zwei- 
dimensionalen Beispiel. Zwei orthogonale Gradienten (xx3 g,) wirken wihrend 
f, bzw. I ,  eines 2D-Experiments. Die 2D-Fourier-Transformation des Daten- 
satzes s(t , ,  t 2 )  erzeugt ein 2D-Bild des Untersuchungsobjekts (R.R. Ernst). 

In einer weiter verfeinerten Version, die von Edelstein 
et al. vorgeschlagen w ~ r d e [ ' ~ ~ ' ,  ersetzt man die Zeitvaria- 
blen t ,  und t ,  durch variable Feldgradienten g, und g y ,  die 
wahrend einer konstanten Evolutionszeit angewendet wer- 
den. Fur die akkumulierte Phase [GI. (20)] ist es unwesent- 

lich, ob die Evolutionszeit oder die Feldgradienten variiert 
werden. Eine konstdnte Zeit t ,  schaltet jedoch unerwiinschte 
Relaxationseffekte aus. 

In medizinischen Bildgebungsverfahren haben 3D-Experi- 
mente eine naturliche Rechtfertigung, obwohl es manchmal 
einfacher ist, mit selektiven Anregungstechniken einen 2D- 
Schnitt durch das zu untersuchende Objekt auszuwah- 
len[1301. Sogar eine Ausweitung auf noch hohere Dimensio- 
nen ist recht realistisch. In einer vierten Dimension konnten 
z.B. Informationen uber die chemische Verschiebung unter- 
gebracht ~ e r d e n " ~ ' ] .  Des weiteren konnten auch Informa- 
tionen aus der 2D-Spektroskopie rnit den drei Raumrichtun- 
gen kombiniert werden, was zu einem SD-Experiment 
fuhrte. Der menschlichen Vorstellungskraft scheinen hier 
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keine Grenzen gesetzt zu sein. Die praktischen Grenzen wer- 
den jedoch schnell erreicht, wenn die notwendige MeBzeit 
beriicksichtigt wird. 

Schluflbemerkungen 

Ich kenne kein anderes Gebiet der Wissenschaften auBer- 
halb der magnetischen Resonanz, das kreativen Forschern 
soviel Freiheit und so viele Moglichkeiten bietet, neue Expe- 
rimente zu entwickeln und zu erproben, die fur eine solche 
Vielzahl von Disziplinen niitzlich sein konnen. Die NMR- 
Spektroskopie ist intellektuell attraktiv, weil die beobachte- 
ten Phanomene auf der Grundlage einer soliden Theorie er- 
klart werden und fast alle Einfalle mit einfachen Experi- 
menten getestet werden konnen. Zugleich ist die praktische 
Bedeutung der NMR-Technik auljergewohnlich groB und 
kann viele der spielerischen Aktivitlten eines Spektroskopi- 
kers rechtfertigen. 

Mein Dank f u r  vide Anregungen gilt vor allem meinen Leh- 
rern Hans Primas und Hans H.  Giinthard, meinem Betreuer 
Weston A .  Anderson und meinem Inspirator Jean Jeener sowie 
meinen Mitarbeitern (in etwa chronologischer Reihenfolge ge- 
nannt) : Thomas Baumann, Enrico Bartholdi, Robert Morgan, 
Stefan Schaublin, Anil Kumar, Dieter Welti, Lucian0 Miilier, 
Alexander Wokaun, Walter P. Aue, Jiri Karhan, Peter Bach- 
mann, Geoffrey Bodenhausen, Peter Brunner, Alfked Hohener, 
Andrew A.  Maudsley, Kuniuki Nagayama, Max Linder, Mi- 
chael Reinhold, Ronald Haberkorn, Thierry ScliafJhauser, 
Douglas Burum, Federico GraJ Yongren Huang, Slobodan 
Macura, Beat H.  Meier, Dieter Suter, Pablo Caravatti, Ole 
W Serensen, Lukas Braunschweiler, Malcolm H. Levitt, Rolf 
Meyer, Mark Rance, Arthur Schweiger, Michael H .  Frey, 
Beat U. Meier, Marcel Miiri, Christopher Councell, Herbert 
Kogler, Roland Kreis, Norbert Miiller, Annalisa Pastore, 
Christian Schonenberger, Walter Studer, Christian Radloff, 
Albert Thomas, Rafael Briischweiler, Herman Cho, Claudius 
Gemperle, Christian Criesinger, Zoltan L .  Madi, Peter Meier, 
Serge Boentges, Marc McCoy, Armin Stockli, Gabriele Aebli, 
Martin Blackledge, Jacques Briand, Matthias Ernst, Tilo 
Levante, Pierre Robyr, Thomas Schulte-Herbriiggen, Jiirgen 
Schmidt und Scott Smith. Ebenjalls danken mochte ich meinen 
technischen Mitarbeitern Hansruedi Hager, Alexandra Frei, 
Janos A. Deli, Jean-Pierre Michot, Robert Ritz, Thomas 
Schneider, Markus Hintermann, Gerhard Gucher, Josef 
Eisenegger, Walter Lammler und Martin Neukomm, meiner 
Sekretarin Ir2ne Miiller sowie einigen Forschungsgruppen, mit 
denen ich zusammenarbeiten durfte. Dies sind zuallererst die 
Gruppe um Kurt Wiithrich und die Gruppe um Horst Kessler. 
Die beschriebenen Arbeiten wurden in den ersten Jahren vor 
allem von der Firma Varian Associates und in jiingerer Zeit von 
der ETH-Zurich, dem Schweizerischen Nationalfonds zur 
Forderung der Wissenschaftlichen Forschung, der Kommission 
zur Forderung der Wissenschaftlichen Forschung und nicht 
zuletzt der Firma Spectrospin AG unterstiitzt, denen ich hier- 
mit ebenjalls dnnke. 

Eingegangen am 30. Januar 1992 [A 8681 
Ubersetzt von DipLChem. Harald Schwalbe, Steinbach 

[I] I. 1. Rabi, Phys. Rev. 1937. 51, 652. 
[2] I. I. Rabi. J. R. Zacharias, S. Millman, P. Kusch, Phys. Rev. 1938, 53, 

318; I .  I. Rabi, S. Millman, P. Kusch, J. R. Zacharias, ibid. 1939,55,526. 
[31 J. M. B. Kellogg, I. I. Rabi, N. F. Ramsey, J. R. Zacharias, Phys. Rev. 

1939, 55, 318; ibid. 1939. 56, 728; ihid. 1940, 57, 677. 

[4] E. M.  Purcell, H.  G. Torrey, R. V. Pound, Phys. Rev. 1946. 69, 37. 
[5] F. Bloch, W. Hansen, M .  E. Pdckard, Phy,~. Rw. 1946, 69, 127. 
[6] F. Bloch, Phys. Rev. 1946, 70, 460. 
171 J. Brossel,A. Kastler, C. R. Hebd. Seances Acad. Sci. 1949,229, 1213: A. 

Kastler, J.  Ph,c.s. Radium 1950, 11, 255. 
[S] R. R. Ernst, G. Bodenhausen, A. Wokaun, Principles qf’NMR in One and 

Two Dimensions, Clarendon Press, Oxford. 1987. 
[9] A. Bax, Two-DimensionulNMR in Liquids, Delft University Press, Reidel, 

Dortrecht, 1982. 
[lo] Attur-ur Rahnian, Nuclear Magnetic Resonance, Basic Principle&, Sprin- 

ger, New York, 1986. 
[l I] N. Chandrakumar, S. Subramdnian, Modern Techniques in High-Resuhc- 

lion FT-NMR, Springer, New York, 1987. 
[12] H. Friebolin, Ein- und zweidimensionale NMR-Spektroskopie, VCH. 

Weinheim. 1988; Basic One- and Two-Dimensional N M R  Specrroscopv, 
VCH, Weinheim, 1991. 

[13] G. E. Martin, A. S. Zektzer, Two-Dimensional N M R  Methods,for Estab- 
lishing Molerukur Connectivity, VCH, Weinheim, 1988. 

[14] J. Schraml, J. M. Bellama, Two-Dimensional N M R  Spectroscopy, Wiley 
Interscience, New York, 1988. 

1151 Pulse Methods in 1D and 20 Liquid-Phase N M R  (Hrsg.: W. S. Brey), 
Academic Press. New York, 1988. 

[I61 A. A. Michelson, Philos. M q .  Ser. 5 1981, 31, 256; A. A. Michelson. 
Light Waves and Their Uses, University of Chicago Press, Chicago, 1902. 

[17] P. Fellgett, Dissertation, Cambridge University, 1951; P. Fellgett, J .  
Phy.r. Radium 1958, 19, 187. 

I181 Varian Associates Magazine 1979,24, (7), 11; 1EEECenter.for the History 
of Electrical Engineering Newsletter 1990, (24), 2. 

119) R. R. Ernst, W. A. Anderson. Rev. Sci. Instrum. 1966, 37, 93. 
[20] R. R. Ernst, Adv. Magn. Reson. 1966, 2, 1. 
[21] W. A. Anderson, R. R. Ernst, US-A 3475680 (Impulse Resonance Spec- 

trometer Including a Time Averaging Computer and a Fourier Analyzer), 
1969 (eingereicht am 26. Mai 1965). 

[22] R. R. Ernst in The Applications ofComputer Techniques in Chemical Re- 
search, The Institute of Petroleum, London, 1972, S. 61. 

[23] 0. W. Snrensen, G. W. Eich, M. H.  Levitt, G .  Bodenhausen. R. R. Ernst, 
Prog. Nucl. Magn. Reson. Spectrosc. 1983, 16, 163. 

[24] J. B. J. Fourier, Theoriema/pique& la chaleur. Firmin Didot, Pereet fils. 
Paris, 1822. 

[25] 1. J. Lowe, R. E. Norberg, Ph,p. Rev. 1957, 107, 46. 
[26] N. Wiener, Mass. Inst. Technol. Res. Lab. Radiation Rep. I942 (V) 16 S; 

Nonlinear Problems in Random Theory, Wiley, New York, 1958. 
1271 R. H. Varian, US-A 3287629 (Gyromagnetic Resonance Methods and 

Apparatus), 1966 (eingereicht am 29. August 1956). 
1281 H.  Primas. Helv. Phys. Acta 1961, 34, 36. 
[29] R. R. Ernst, H .  Primas, Helv. Phys. Actu 1963, 36, 583. 
[30] R. R. Ernst, J.  C h e w  Phys. 1966, 45, 3845. 
[31] R. R. Ernst, Mol. PhJs. 1969, 16, 241. 
[32] R. Kaiser, J .  Magn. Reson. 1970, 3, 28. 
1331 R. R. Ernst, J .  Magn. Reson. 1970, 3. 10; D. Ziessow, B. Bliimich, Ber. 

Bunsenges. Phys. Chem. 1974, 78, 1169. 
[34] B. Bliimich, D. Ziessow, J .  Chem Phy.7. 1983, 78, 1059. 
[35] B. Bliimich, BuU. Magn. Reson. 1985, 7, 5 .  
[36] J. Dadok, R. F. Sprecher, J .  Magn. Reson. 1974, 13, 243. 
[37] R. K.  Gupta, J. A. Ferretti, E. D. Becker, J.  Mugn. Reson. 1974, 13, 275. 
[38] J. A. Ferretti. R. R. Ernst, J.  Chem. Phys. 1976. 65,  4283. 
[39] B. L. Tomlinson, H. D. W Hill, J.  Chem. Phy.r. 1973, 59, 1775. 
[40] M. H. Levitt, R. Freeman, J Magn. Reson. 1979, 33, 473. 
[41] M.  H.  Levitt, Prog. Nucl. Mugn. Reson. Spectrosc. 1986, 18, 61. 
[42] R. L. Vold, J. S. Waugh, M.  P. Klein, D.  E. Phelps, J.  Chem. Pliys. 1968, 

48, 3831. 
1431 R. Freeman, H. D. W. Hill in Dynamic N M R  Spectroscopy (Hrsg.: L. M. 

Jackman, F. A. Cotton), Academir Press, New York, 1975, S. 133. 
1441 S. Forsen, R. A. Hoffman, J. Chem. Phw. 1963, 39, 2892. 
1451 H. C. Torrey, Phys. Rev. 1949, 75, 1326: ibid. 1949, 76, 1059. 
[46] E. L. Hahn, Phjs .  Rev. 1949, 76, 145. 
[47] E. L. Hahn, Phys. Rev. 1950,80, 297. 
1481 E. L. Hahn, Phvs. Ree. 1950, 80, 580. 
[49] M. Emshwiller, E. L. Hahn, D. Kaplan, Phys. Rev. 1960, 118, 414. 
1501 S. R. Hartmann, E. L. Hahn, Phvs. Rev. 1962, 128, 2042. 
[51] M.  B. Comisarow, A. G. Marshall, Chem. Phys. Lett. 1974,25,282; ihid. 

1974, 26, 489. 
[52] J. C. McGurk, H. Mider, R. T. Hofmann, T. G .  Schmdlr, W. H.  Flygare, 

J. Chem. Phy,s. 1974,61, 3759. 
[53] Siehe beispielsweise M. K.  Bowman in Modern Pulsed and Cunrinuous- 

Wave Electron Spin Resonance (Hrsg.: L. Kevan, M. K. Bowman), Wiley, 
New York. 1990. S. 1. 

[54] M.  Karplus, J .  Chem. Phys. 1959, 30, 11. 
1551 J. H. Noggle, R. E. Schirmer, The Nuclear Overhauser Effect, Academic 

[56] K. Wiithrich, N M R  of Protpins and Niccleic Acids, Wiley Interscience. 

(571 S. Ydtsiv, P h y .  Rev. 1952, ff3, 1522. 
1581 W. A. Anderson, R. Freeman, J. Chem. P h y ~  1962, 37. 85. 
[59] R. Freeman, W. A. Anderson, J. Chem. Phys. 1962,37, 2053. 

Press, New York, 1971. 

New York. 1986. 

Angew. Chem. 1992, 104. 817-836 835 



I601 R. A. Hoffman, S. Forsin, Prog. Nucl. Mugn. Reson. Spectrosc. 1966, 1, 
15. 

[611 J. Jeener, AmpPre International Summer School (Basko Polje, Jugosla- 
wien) 1971, unveroffentlicht. 

[621 R. R. Ernst, VIth International Conference on Magnetic Resonance in 
Biologicui Systems (Kandersteg, Schweiz) 1974, unveroffentlicht. 

[631 W P. Aue, E. Bartholdi, R. R. Ernst, J.  Chem. Phys. 1976, 64, 2229. 
1641 J. Jeener. B. H. Meier, R. R. Ernst, J .  Chem. Phys. 1979, 71, 4546. 
1651 B. H. Meier, R. R. Ernst, J .  Am. Chem. Sor. 1979, 101, 6641. 
[66] S. Macura, R. R. Ernst, Mol. Phys. 1980, 41, 95. 
[671 Anil Knmar, R. R. Ernst, K. Wiithrich, Biochem. f3ioph.w. Res. Commun. 

1681 M. P. Williamson, T. F. Havel, K. Wiithrich, J .  Mol. Bid.  1985, 182,295. 
1691 A. D. Kline, W. Braun, K. Wiithrich, J .  Mol. B i d .  1986, 189, 377. 
[701 B. A. Messerle, A. Schlffer, M. Vasik, J. H. R. Kagi, K. Wiithrich, J .  

(711 G. Otting, Y Q. Qian, M. Billeter, M. Miiller, M. Affolter, W J. Gehring, 

[72] T. F. Haveland, K. Wiithrich, Bull. Math. Bid.  1984, 46, 673. 
[73] W. Braun, N. GO, J Mol. Brol. 1985, 186, 611. 
[741 R. Kaptein, E. R. P. Zuiderweg, R. M. Scheek, R. Boelens, W. F. van 

[751 G. M. Clore, A .M.  Gronenborn, A. T. Briinger, M. Karplus, J .  Mol. 

[761 Y. Huang, S. Macura, R. R. Ernst, J.  Am. Chem. Soc. 1981, 103, 5327. 
(771 G. W. Eich, G. Bodenhausen, R. R. Ernst, J.  Am.  Chem. Soc. 1982, 104, 

(781 P. H. Bolton, G. Bodenhausen, Chem. Phys. Lett. 1982, 89, 139. 
[791 Die Spektren wurden von C. Griesinger aufgenommen; siehe R. R. Ernst, 

Chimiu 1987,41, 323. 
[80] L. Braunschweiler, R. R. Ernst, J.  Mugn. Reson. 1983, 53, 521. 
[81] D. G. Davis, A. Bax, 
[XZ] A. A. Bothner-By, R. L. Stephens, J. Lee, C. 0. Warren, R. W. Jeanloz, J .  

[831 R. Briischweiler, B. Roux, M. Blackledge, C. Griesinger, M. Karplus, 

[841 C. Griesinger, G. Otting, K. Wiithrich, R. R. Ernst, J .  Am. Chem. Soc. 

[85] J. Briand, R. R. Ernst, Chem. Phys. Lett. 1991, 185, 276. 
[86] S. Vega. T. W. Shattuck, A. Pines, Phys. Rev. Lett. 1976, 37,43. 
[87] S. Vega, A. Pines, J. Chem. Phys. 1977, 66, 5624. 
[88] A. Wokaun, R. R. Ernst, Mol. PhjJs. 1978, 36, 317. 
[891 L. Braunschweiler, G. Bodenhausen, R. R. Ernst, Mol. Phys. 1983, 48, 

[901 A. Bax, R. Freeman, S. P. Kempsell, J .  Am. Chem. Soc. 1980, 102,4849. 
[91] A. Bax. R. Freeman, S. P. Kempsell, J .  Mugn. Reson. 1980, 41, 349. 
[921 U. Piantini, 0. W. Ssrensen, R. R. Ernst, J .  Am. Chem. Soc. 1982, 104, 

[931 N. Miiller, G. Bodenhausen, K. Wiithrich, R. R. Ernst, J.  Magn. Reson. 

[941 C. Radloff, R. R. Ernst, Mol. Phys. 1989, 66, 161. 
[95] A. Wokaun, R. R. Emst, Chem. Phys. Lett. 1977,52,407. 
1961 G. Bodenhausen, H. Kogler, R. R. Ernst, J .  Mugn. Reson. 1984,58,370. 
[97] M. H. Levitt, R. R. Ernst. Chem. Phys. Lett. 1983, 100, 119. 
[98] M. H. Levitt, R. R. Ernst, J .  Chem. Phys. 1985,83, 3297. 

1980, 95, 1. 

Mu!. Biol. 1990, 214, 765. 

K. Wiithrich, EMBO J .  1990, 9, 3085. 

Gunsteren, J. Mol. Bid. 1985, 182, 179. 

Bid. 1985, 186, 435. 

3731. 

Am. Chem. Soc. 1985, 107, 2821. 

Am. Chem. Soc. 1984, 106,811. 

R. R. Ernst, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 2289. 

1988, t10, 7870. 

535. 

6800. 

1985, 65, 531. 

[99] C. Griesinger, 0. W. Ssrensen, R. R. Ernst, J .  Am. Chem. Soc. 1985,107, 

[I001 C. Griesinger, 0. W Ssrensen, R. R. Ernst, J .  Chem. Phys. 1986,85,6837. 
[loll C. Griesinger, 0. W. Ssrensen, R. R. Ernst, J .  Mugn. Reson. 1987,75,474. 
[I021 A. Bax, R. Freeman, J.  Magn. Reson. 1981, 44, 542. 
[I031 B. U. Meier, R. R. Ernst, J .  Magn. Reson. 1988, 79, 540. 
[lo41 A. A. Maudsley, R. R. Ernst, Chem. Phys. Lett. 1977, 50, 368. 
[lo51 G. Bodenhausen, R. Freeman, J.  Mugn. Reson. 1977,28,471. 
[I061 L. Miiller, J. Am. Chem. Soc. 1979, 101, 4481. 
[I071 M. Ernst, C. Griesinger, R. R. Ernst, W. Bermel, Mol. Phys. 1991, 74, 

219. 
[I081 M. H. Levitt, 0. W. Ssrensen, R. R. Ernst, Chem. Phys. Lett. 1983, 94, 

540. 
[I091 H. Kogler, 0. W. Sarensen, G. Bodenhausen, R. R. Ernst, .J Mugn. Re- 

son. 1983,55, 157. 
[110] H. D. Plant, T. H. Mareci, M. D. Cockman, W. S. Brey, 27th Experimen- 

lul N M R  Conference (Baltimore, MA, USA), 1986. 
[ l l l ]  G. W. Vuister, R. Boelens, J.  Mugn. Reson. 1987, 73, 328. 
[I121 C. Griesinger, 0. W. Ssrensen, R. R. Ernst, J.  Mugn. Reson. 1987,73,574. 
[I131 C. Griesinger, 0. W. Ssrensen, R. R. Ernst, J .  Am. Chem. Soc. 1987,109, 

[I141 H. Oschkinat, C. Griesinger, P. Kraulis, 0. W. Ssrensen, R. R. Ernst, 

[I151 G. W Vuister, R. Boelens, R. Kaptein, J. Magn. Reson. 1988, 80, 176. 
[I161 C. Griesinger, 0. W. Ssrensen, R. R. Ernst, J .  Magn. Reson. 1989,84, 14. 
[I171 E. R. P. Zuiderweg, S. W. Fesik, Biochemistry 1989, 28, 2387. 
[I181 D. Marion, P. C. Driscoll, L. E. Kay, P. T. Wingfield, A. Bax, A.M. 

Gronenborn, G. M. Clore, Biochemistry 1989, 28, 6150 
[I191 S. Boentges, B. U. Meier, C. Griesinger, R. R. Ernst, J.  Mugn. Reson. 

1989, 85, 337. 
[I201 0. W. Ssrensen, J.  Mugn. Reson. 1990, 89, 210. 
I1211 L. E. Kay, G. M. Clore, A. Bax, A. M. Gronenborn, Science 1990,249, 

[122] Z. L. Madi, C. Griesinger, R. R. Ernst, J .  Am. Chem. Soc. 1990, 1t2, 

[I231 R. Briischweiler, M. Bkdckledge, R. R. Ernst, J .  Biomol. N M R  1991, I ,  3. 
[124J W. Burgermeister, T. Wieland, R. Winkler, Eur. J .  Biochem. 1974,44,311. 
[125] H. Kessler, M. Klein, A. Miiller, K. Wagner, J. W. Bats, K. Ziegler, M. 

Frimmer, Angew. Chem. 1986, 98, 1030; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 
1986, 25, 997; H. Kessler, A. Muller, K. H. Pook, Liebigs Ann. Chem. 
1989, 903; H. Kessler, J. W. Bats, J. Lautz, A. Miiller, ibid. 1989, 913; J. 
Lautz, H. Kessler, W. F. van Gnnsteren, H. J. C. Berendsen, R. M. 
Scheek, R. Kaptein, J. Blaney, Proc. 20th Eur. Pept. Symp. 1989, 438. 

[I261 R. R. Ernst, M. Blackledge, S. Boentges, J. Briand, R. Briischweiler, M. 
Ernst, C. Griesinger, Z. L. Madi, T. Schulte-Herbruggen, 0. W. Ssrensen 
in Proteins. Structure, Dynamics, Design (Hrsg.: V. Renugopaldkrishnan, 
P. R. Carey, I. C. P. Smith, S. G. Huang, A. C. Storer), ESCOM, Leiden, 
1991. 

6394. 

7227. 

A. M. Gronenborn, G. M. Clore, Nature 1988, 332, 374. 

411. 

2908. 

[I271 P. C. Lauterbur, Nature 1973, 242, 190. 
[I281 Anil Kumar, D. Welti, R. R. Ernst, J. Mugn. Reson. 1975, 18, 69. 
[I291 W. A. Edelstein, J. M.S. Hutchison, G. Johnson, T. W. Redpath, Phys. 

[I301 P. Mansfield. A. A. Maudsley, T. Baines, J .  Phys. E9,  1976, 271. 
(1311 P. C. Lauterbur, D. M. Kramer, W. V. House, C.-N. Chen, J. Am. Chem. 

Med. Biol. 1980, 25, 751. 

Sue. 1975, 97, 6866. 

836 Angew. Chem. 1992, 104, 817-836 




