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Kernresonanz-Fourier-Transformations-Spektroskopie

(Nobel-Vortrag) **

Von Richard R. Ernst*

Einleitung

Die Welt der Kernspins ist ein wahres Paradies fiir 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 daB sie ideal zur Erprobung neuer experimenteller
Konzepte eingesetzt werden konnen. Tatsdchlich wurden die
fiir kohdrente Spektroskopien allgemein anwendbaren Ver-
fahren vor allem in der Kernspinresonanz(NMR)-Spektro-
skopie entwickelt, um dann in einer Reihe anderer Gebiete
eine breite Anwendung zu finden.

Einige Schliisselexperimente zur Kernspinresonanz sind
bereits mit dem Physik-Nobel-Preis ausgezeichnet worden:
zunichst 1944 die berithmten Molekularstrahlexperimente
von Isidor 1. Rabi!* 73! anschlieBend 1952 die klassischen
NMR-Experimente von Edward M. Purcell'™ und Felix
Bloch!®*®! und schlieBlich 1966 die optische Detektion ma-
gnetischer Resonanz durch Alfred Kastler!”\. Einige weitere
Physik-Nobel-Preistrager waren auf die eine oder andere Art
eng mit der Kernspinresonanz verbunden: John H. Van
Vleck entwickelte die Theorie des Dia- und Paramagnetis-
mus und fithrte die Momentenmethode in die NMR-Theorie
ein; Nicolaas Bloembergen ibte einen groflen Einfluf auf die
Anfidnge der Relaxationstheorie und der Relaxationszeit-
messungen aus; Karl Alex Miiller trug maBgeblich 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 {ibt 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-
len Schonheit, sondern vielmehr wegen ihres auflergewohnli-
chen praktischen Nutzens. Dies fithrte zur Entwicklung einer
groBen Zahl von Methoden, um die Leistungsfahigkeit der
NMR-Technik im Hinblick auf eine Vielzahl von Anwen-
dungen zu verbessern!® 715,

Dieser Nobel-Vortrag soll 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 fiir die Untersuchung von
Molekiilen machen:

1) Die als Sensoren dienenden Atomkerne sind mit einem
Durchmesser von wenigen Femtometern auBergewdhnlich
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; mit weniger als
0.2 Jmol™! ist sie kleiner als die-thermische Energie bei
30 mK ; die Beobachtung der Molekiileigenschaften ist da-
mit 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 Molekiilstruktur zu er-
halten: Magnetische Dipol-Dipol-Wechselwirkungen liefern
Abstandsinformationen, wihrend aus skalaren J-Kopplun-
gen Diederwinkel bestimmt werden kénnen.
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Auf den ersten Blick mag es erstaunlich scheinen, daB sich
Kernabstinde mit Radiofrequenzen, d.h. Wellenldngen
A= 1 m, exakt bestimmen lassen, da dies die quantenmecha-
nische Unschiérferelation 6,6, > #/2 mit dem linearen Im-
puls p = 2 nh/A, wie sie fiir Streuexperimente oder ein Mi-
kroskop gilt, zu verletzen scheint. Wichtig ist, daB in der
Kernspinresonanz die Strukturinformation im Spin-Hamil-
ton-Operator & = J#(q,, ... q,) codiert ist, wobei ¢, fiir die
Kernkoordinaten steht. Damit liuft eine exakte Strukturbe-
stimmung auf eine exakte Energiemessung hinaus, die so
genau wie gewiinscht durchgefiihrt werden kann, sofern die
Beobachtungsdauer ¢ so gewéhlt wird, daB} oyt > #/2 gilt.
Eine obere Grenze fiir ¢ ist in der Praxis durch die wegen
Relaxationsprozessen endliche Lebensdauer der Energieei-
genzustdnde gegeben. Die Genauigkeit von NMR-Messun-
gen ist also nicht durch die Wellenlidnge, sondern vielmehr
durch die aufgrund von Relaxation begrenzte Lebensdauer
von Zustinden beschrinkt.

Der Informationsgehalt eines Kernspin-Hamilton-Opera-
tors und des zugeordneten Relaxations-Superoperators eines
groflen Molekiils, z.B. eines Proteins, ist auBerordentlich
groB3: 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;
Kernabstinde fiir mehrere tausend Protonenpaare kOnnen
bis auf etwa 0.1 A genau ermittelt werden; mehrere hundert
Diederwinkel in einem Molekiill kénnen mit einem Fehler
von weniger als 10° bestimmt werden.

Die Schwiche der Kernspinwechselwirkungen, die bislang
als Vorteil dargestellt wurde, fithrt allerdings zu gravieren-
den Schwierigkeiten bei der Detektion. Eine groB3e Zahl von
Spins ist notwendig, um die schwachen Signale vom Rau-
schen unterscheiden zu konnen. Unter optimalen Bedingun-
gen mit modernen Hochfeld-NMR-Spektrometern bendtigt
man 10'#-10!° Spins einer Art, um nach einer einstiindigen
Messung ein Signal zu detektieren. Das schlechte Signal-
Rausch-Verhiltnis ist der am stdrksten limitierende Faktor
in der Anwendung von Kernresonanzmethoden. Jegliche
Verbesserung dieses Verhdltnisses durch technische Mittel
wird den NMR-Anwendungsbereich bedeutend erweitern.

Damit sind die beiden Ziele klar definiert, die in den ver-
gangenen dreillig Jahren erreicht werden muBten, um die
NMR-Spektroskopie zu einem einsatzfihigen Instrument
fiir die Bestimmung von Molekiilstrukturen zu machen:
1) Optimierung des Signal-Rausch-Verhéltnisses; 2) Ent-
wicklung von Verfahren zur Handhabung der ungeheuren
Menge an inhdrenter molekularer Information.
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Eindimensionale Fourier-Transformations-
Spektroskopie

Eine entscheidende Verbesserung des Signal-Rausch-Ver-
héltnisses 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!' 1 und 1951 von Fell-
gett explizit formuliert!* "X, Der in der Optik verwendete An-
satz, die rdumliche Interferometrie, ist jedoch fiir die NMR-
Spektroskopie nicht geeignet, da hier ein Interferometer mit
der notwendigen Aufldsung eine Strahlgangldnge von min-
destens 3 x 10% m erfordern wiirde.

Weston A. Anderson bei Varian in Palo Alto experimen-
tierte Anfang der sechziger Jahre mit einem mechanischen
Multifrequenzgenerator, dem ,,wheel of fortune®, der ein
Spinsystem gleichzeitig mit N Frequenzen anregen sollte, um
die Mef3zeit eines Experiments durch parallele Aufzeichnung
der Antwort von N spektralen Elementen um einen Fak-
tor N zu verkiirzen'®. Man stellte jedoch schnell fest, daB
fiir einen kommerziellen Erfolg elegantere Lésungen notig
waren.

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

Der Vorschlag, Radiofrequenz(rf)-Pulse zur Anregung zu
verwenden, stammt von Weston A. Anderson und veran-
laBBte den Autor zu einer detaillierten experimentellen Unter-
suchung in den Jahren 1964 und 1965%°~24, Das Experi-
ment wird in Abbildung 1 erkldrt. 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 M, aller Spins I, um =n/2 dreht, so
daB sie dann senkrecht zum statischen Feld ausgerichtet
sind. In der ublichen Pfeilschreibweise!*®! mit Angabe des
Operators, in diesem Fall eine (r/2),-Rotation, iiber dem
Pfeil ergibt sich Gleichung (1).

M, Do M, (1)

z

Richard R. Ernst, 1933 in Winterthur in der Schweiz geboren, studierte von 1952 bis zum Diplom
1956 Chemie an der Eidgendssischen Technischen Hochschule Ziirich (ETH-Z). Von 19571962
Jertigte er unter den Professoren Hans Primas und Hans H. Giinthard seine Doktorarbeit auf dem
Gebiet der NMR-Spektroskopie an. 1963 ging er fiir fiinf Jahre zu Varian nach Palo Alto,
Kalifornien, von wo er als Privatdozent fiir Physikalische Chemie an die ETH-Z zuriickkehrte.
1970 wurde er Assistenzprofessor, 1972 Auflerordentlicher Professor und 1976 Ordentlicher
Professor. Zu seinen vielen Ehrungen gehdren die Goldmedaille der Society of Magnetic Reso-
nance in Medicine (1983), der Ampére-Preis (1990), der Wolf-Preis fiir Chemie (Jerusalem,
| 1991) und der Nobel-Preis fiir Chemie 1991. Er ist Mitglied zahlreicher Akademien, darunter der
Deutschen Akademie der Naturforscher Leopoldina, und Mitglied der Editorial Boards vieler
wissenschaftlicher Zeitschriften. Sein Forschungsgebiet ist die Entwicklung und Anwendung
NMR- und ESR-spektroskopischer Methoden.

Angew. Chem. 1992, 104, 817-836



L
nichtlineare |
Prdparation i

i

(x/2),

o»

I
! CH;-CH,O0 -

freie Prdzession ! e
]

mn»
—
<
-

[({o}]

o)

Abb. 1. Schematische Darstellung der Puls-FT-Spektrosk opie am Beispiel eines
60 MHz-'"H-NMR-Spcktrums von 7-Ethoxy-4-methylcumarin [2 ] Ein erster

(#/2),-rf-Puls. beschricher durch den Rotutions-Siperoperator I’ erzeugt
lransvers.xlc Magnetisierung o(0) aus dem Gleichgewichtszustand 6,,. Synchro-
ne freie Priizession aller Kohiirenzen unter dem EinfluB des Evolutions-Super-

operators E(z) fuhrt zum Endzustand o(r). Detektion mit dem Detektions-
operator D erzeugt den WCIciglcn FID (dic Summe aus 500 Experimenten). der
nach Fourier-Transformation # das Spektrum FT ergibt. Zum Vergleich ist
das durch kontinuicerliches Durchfihren des Resonanzbereichs (CW) erzeugte
Spektrum abgebildet, wie es nach ebenfalls 500 s unter sonst identischen Bedin-
gungen erhalten wurde.

Der darauf folgende freie Induktionsabfall (FID) besteht
aus einer Uberlagerung aller Eigenmoden des Systems. Der
Operator einer Observablen D wird verwendet, um das
Signal zu detckticren, das anschlicBend Fourier-transfor-
micrt wird. um die Beitrige der cinzelnen spektralen Elemen-
te zu trennen. Abbildung 1 zeigt ein friihes Beispiel der FT-
NMR-Spektroskopie an 7-Ethoxy-4-methylcumarin als
Probe; dabei wurden 500 FIDs aufaddiert und Fourier-
transformicrt, um das FT-Spcktrum zu erhalten!??], Zum
Vergleich ist das durch langsames Durchfahren des Reso-
nanzbereichs mit ciner schwachen Radiofrequenzeinstrah-
lung (CW) in der gleichen Zejt erhaltene Spektrum gezeigt.

Fiir den mathematisch interessierten Leser sei angemerkt,
daf3 das Experiment auch durch dic Entwicklung des Dichte-
operators zr(t) unter Emw:rkung des Priparations-Super-

operdtors P = exp(— 1F n/”) und des Evolutions-Superope-

rators E(t) = exp(— 1)Vt—F1) mit dem Hamilton- Kommu-

tator #A — - [#,A] und dem Relaxations-Superoperator F
beschrieben werden kann. Der Erwartungswert <D)(r) des
Operators der Observablen D ist dann gegeben durch Glei-
chung (2), in der ¢, der Dichteoperator des Spinsystems im
thermischen Gleichgewicht ist.

(DX(1) = Tr{DE(1) Pa,} (2)

Die Verringerung der Mefzeit fiir 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/Af, wobei F der gesamte Resonanzbereich
und Afeine typische Signalbreite sind. Bei konstanter Mef3-
zeit kann daher eine Erh6hung des Signal-Rausch-Verhilt-
nisses um ]/]T/ erreicht werden, indem eine geeignete Zahl
von FID-Signalen aus sukzessiven Pulsexperimenten aufad-
diert wird. Die Verbesserung des Signal-Rausch-Verhéltnis-
ses kann durch Vergleich der Spektren in Abbildung 1 beur-
teilt werden.
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Es ist seit langem bekannt, daB die Frequenzantwortfunk-
tion (Spektrum) eines lincaren Systems dic Fourier-Trans-
formierte der Impulsantwort (FID) ist. Dies zeigte sich
schon implizit in den Arbeiten von Jean Baptiste Joseph
Fourier, der 1822 die Warmeleitfihigkeit in Festkdrpern un-
tersuchte.?4). Lowe und Norberg bewiesen 1957. daf dicse
Beziehung auch fiir Spinsysteme gilt, obwohl deren Ant-
wortverhalten stark nichtlineare Merkmale aufweist(?*!

Die Untersuchung unbekannter Systeme durch eine sto-
chastische Storung mit weilem Zufallsrauschen wurde in
den vierziger Jahren von Norbert Wiener!?¢! vorgeschlagen.
Die spektrale Information tiber das untersuchte System licgt
sozusagen in der Farbe des ..Output™-Rauschens. Dic ersten
Anwendungen der Anregung durch Zufallsrauschen in der
NMR-Spektroskopie wurden unabhingig voneinander von
Russel H. Varian®”! fiir die Breitbandanregung und von
Hans Primas!?®- 2" fiir die Breitbandentkopplung vorge-
schlagen. Die ersten erfolgreichen Experimente mit der An-
regung durch Zufallsrauschen fithrten zur heteronuclearen
Rauschentkopplung!?®-3'1  einer Methode. dic sich als we-
sentlich fiir den praktischen Erfolg der '3C-NMR-Spektro-
skopie in chemischen Anwendungen crwiesen hat.

1970 zeigten Reinhold Kaiser!*?! und der Autor®3! unab-
héngig voneinander, daB stochastische Resonanz ein Mittel
ist, um das Signal-Rausch-Verhdltnis bei NMR-Experimen-
ten durch Breitbandanregung zu verbessern. In diesem Fall
ist die berechnete Kreuzkorrelationsfunktion (3) des
ety = n(t) n(t — 1) (3)
.Input*-Rauschens #,(f) und des Output-Rauschens n(1)
gleich dem FID der Puls-FT-Spektroskopie. Dies wird in
Abbildung 2 fiir die Fluorsignale von 2,4-Difluortoluol ge-
zeigt. Zur Anregung diente cine bindre Pscudo-Zufalls-
sequenz mit maximalem weiBem Spektrum. Thre Vorteile
sind die vorhersagbaren spektralen Merkmale und die kon-
stante rf-Feldstirke. Die niedrige Pecakfeldstirke stellt
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Abb. 2. Schematische Darstellung der stochastischen Resonanz am Beispicl
eines 56.4 MHz-'°F NMR-Spektrums von 2.4-Difluortoluol [33]. Anrcgung
durch cine bindre pseudostochastische Sequenz n(r) mit einer Linge von
1023 Punkten ruft die Antwort n(r} hervor. Kreuzkorrelation der beiden Si-
gnale erzeugt ¢ (7). das nach Fourier-Transformation das gezeigte Spektrum
ergibt. In cinem alternativen und in diesem Fall auch angewendeten Verfahren
werden die Fourier-Transformierten von n,(1) und n.(¢) getrennt berechnet und
die komplex konjugierte Frequenzfunktion # {n()}* mit # {n ()} multipli-
ziert, um das gleiche Spektrum zu erhalten.
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geringere Anforderungen an die elektronische Ausriistung.
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 Stérung und Detektion zeitlich getrennt sind. Ein weite-
rer Nachteil bei der Verwendung realen Zufallsrauschens ist
der probabilistische Charakter der Antwort, der dazu fiihrt,
daB eine extensive Mitteilung notwendig ist, um einen Mit-
telwert mit geringer Varianz zu erhalten. Korrelationsfunk-
tionen héherer Ordnung wie (4) ermdglichen auch die Cha-

e3(T1,T2,Ta) = n () m (t ~ 1) my (E — 1) m (£~ 7,) (4)

rakterisierung nicht-linearer Transfereigenschaften des un-
tersuchten Systems!26l. Diese Tatsache wurde von Bliimich
und Ziessow ausgiebig fiir NMR-Messungen genutzt 337351,

Ein dritter Ansatz, die Rapid-scan-Spektroskopie, die zu-
nichst von Dadok und Sprecher!*¢! vorgeschlagen wurde,
erzielt eine nahezu gleichzeitige Anregung aller Spins durch
ein schnelles Durchfahren des Resonanzbereichs!37 381, 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, daB ein Rapid-scan-Spektrum mit Ausnahme der suk-
zessiv steigenden Oszillationsfrequenzen einem FID sehr
dhnlich ist.
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Abb. 3. Schematische Darstellung der Rapid-scan-Spektroskopie. Das stark
verzerrte Spektrum, das man durch rasches Durchfahren der Frequenzen wiith-
rend der Zeit ¢ erhdlt, kann durch Faltung mit dem auf die gleiche Art erhalte-
nen Spektrum einer Testsubstanz mit nur einer Resonanzlinie korrigiert wer-
den.

SchlieBlich kann durch Computer-Synthese eine Anre-
gungsfunktion mit nahezu beliebigem Anregungsprofil er-
stellt werden. Dies wurde zunichst von Tomlinson und
Hill®*! fiir Entkopplungszwecke genutzt, ist aber auch die
Grundlage fiir die Anregung mit zusammengesetzten Pulsen,
die sich als sehr leistungsfihig herausgestellt hat{*0 411,

Unter den Breitbandanregungstechniken ist die Pulsanre-
gung die einzige, fiir die eine konsequente analytische Be-
handlung unabhingig von der Komplexitit des Spinsystems
moglich ist. Sie fithrt weder zu methodenbedingten Si-
gnalverbreiterungen wie die stochastische Resonanz, noch
zu nicht korrigierbaren Signalverzerrungen wie die Rapid-
scan-Spektroskopie von gekoppelten Spinsystemen®®!. Die
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Puls-FT-Spektroskopie ist in konzeptioneller wie experi-
menteller Hinsicht einfach und kann zudem leicht erweitert
und nahezu allen denkbaren experimentellen Situationen an-
gepalit werden. Relaxationsstudien erfordern z.B. lediglich
eine modifizierte, relaxationsempfindliche Prdparationsse-
quenz, etwa ein n-m/2-Pulspaar fiir 7;-Messungen*? oder
ein 7t/2-n-Pulspaar fiir T,-Messungen!*®). Auch die Auswei-
tung auf Untersuchungen des chemischen Austauchs mit
Hilfe des Sattigungstransferexperiments von Forsén und
Hoffman™*! ist problemlos méglich.

An dieser Stelle sollte erwdhnt werden, daB3 Puls-NMR-
Experimente bereits von Felix Bloch in seiner beriihmten
Arbeit aus dem Jahr 1946 vorgeschlagen wurden; die er-
sten Experimente zur magnetischen Resonanz in der Zeitdo-
mine wurden 1949 von H. C. Torrey™>! und insbesondere
Erwin L. Hahn!#~ 8! durchgefiihrt, der als der wahre Vater
der Pulsspektroskopie gelten kann. Er erfand das Spin-
echoexperiment™® und entwickelte auBergewdhnlich be-
deutende und konzeptionell schéne Festkorperexperimen-
te {49, 50].

Die Puls-FT-Spektroskopie hat nicht nur die hochaufls-
sende NMR-Spektroskopie in fliissiger Phase revolutioniert,
sondern auch die NMR-Methodologie auf allen Gebieten
vereinheitlicht, von der Festkorperuntersuchung liber Re-
laxationszeitmessungen bis hin zur hochauflésenden NMR-
Spektroskopie mit zahlreichen Auswirkungen auf andere
Gebiete wie die Ionencyclotronresonanzspektroskopiel®!,
die Mikrowellenspektroskopie!® und die paramagnetische
Elektronenspin-Resonanzspektroskopie!®?), Dariiber hin-
aus bildete sie auch den Keim fiir 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 Normalschwingungen ei-
nes Systems durchgefithrt werden, ist die eindimensionale
(1D) Spektroskopie vollig ausreichend. Bei der NMR-Spek-
troskopie gilt dies fiir die Messung der chemischen Verschie-
bung, die die lokale chemische Umgebung der Kerne charak-
terisiert. Auf diese Art kénnen jedoch keine Informationen
iiber die rdumlichen 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 5, = 2nJ,; I, 1, im Spin-Hamilton-
Operator beschrieben. Sie bewirkt die Multiplettaufspaltung
in hochaufgeldsten Spektren von Fliissigkeiten. Unter giin-
stigen Bedingungen kann sie zu einem oszillierenden Trans-
fer der Spinordnung zwischen den beiden Spins I, und I,
fihren. Die magnetische Dipol-Dipol-Wechselwirkung D,
wird durch einen spurlosen Tensor des zweiten Ranges be-
schrieben. Thr Mittelwert ist in isotroper Losung gleich Null;
sie kann nur in anisotropen Medien zu einer Signal-
aufspaltung fithren. Thre zeitliche Modulation 16st jedoch
auch in isotroper Losung Relaxationsprozesse aus, die nach
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einer Stérung eine multiexponentielle Riickkehr der Spins in
das thermische Gleichgewicht zur Folge haben. Die Kennt-
nis dieser Wechselwirkungen ermdglicht es, Informationen
iiber die Molekiilstruktur in Losung!®# 35! und die Anord-
nung von Atomen in Festkérpern abzuleiten. Im optimalen
Fall kann die vollstindige dreidimensionale Struktur eines
Molekiils bestimmt werden!>®!.

Abb. 4. Die beiden in der NMR-Spektroskopie wichtigen Paarwechselwirkun-
gen. Die durch die Bindung vermittelte skalare J,,-Kopplung ist Teil des Hamil-
ton-Operators und fiihrt zu einem kohérenten Transfer (A) von Spinordnung
zwischen den Spins I, und I,. Die zeitmodulierte, durch den Raum wirkende
Dipol-Dipol-Wechselwirkung D,,(f) bewirkt multiexponentielle Kreuzrelaxa-
tion (B) zwischen den Spins I,, und I,,. Die beiden Wechselwirkungen ermégli-
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 MaB fiir die Diederwinkel um
die zentrale Bindung, die Dipol-Dipol-Wechselwirkung ein Ma8 fiir die Kern-
Kern-Absténde.

Obwohl diese Wechselwirkungen 1D-Spektren beeinflus-
sen, sind spezielle Techniken zu ihrer Messung nétig. In der
Naherung eines linearen Antwortverhaltens ist es zunichst
grundsétzlich unmdoglich, zwei unabhingige 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. Sdttigungsexperimente un-
ter Verwendung starker rf-Felder ermdglichen das Auftreten
von Mehrquanteniibergingen, die wegen der gleichzeitigen
Anregung mehrerer Spins ein und desselben gekoppelten
Spinsystems Konnektivit4tsinformationen enthalten>7. 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 werden[38 691,

Die frithen Mehrresonanzexperimente sind in der Zwi-
schenzeit durch mehrdimensionale Experimente ersetzt wor-
den. Paarwechselwirkungen von Spins werden am zweck-
méBigsten 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,,»,) in Ab-
hdngigkeit von den Frequenzen w, und w, der beiden ange-
legten rf-Felder dargestellt werden kann!®: %81,

Eine neue Idee zur Messung von 2D-Spektren wurde 1971
von Jean Jeener geduBert®!l. Er schlug ein 2D-FT-Experi-
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Abb. 5. Schematisches Korrelationsdiagramm zur Darsteliung von Paarwech-
selwirkungen zwischen Kernspins.

ment vor, das aus zwei m/2-Pulsen mit variabler Zeit 7, zwi-
schen den Pulsen und der Zeitvariablen ¢, nach dem zweiten
Puls besteht, wie es in Abbildung 6 in Erweiterung der Prin-
zipien von Abbildung 1 dargestellt ist (siche auch Abb. 10a).
Die Antwort s(z,,t,) auf die Zweipulssequenz, gemessen
nach dem zweiten Puls und beziiglich beider Zeitvariablen
Fourier-transformiert, ergibt ein zweidimensionales Spek-
trum S(w,,w,) der gewlinschten Form!%2- 53],

[

o»

o

Et) E
Oy 0(0) i E(ty) Oty ty)

Abb. 6. Schematische Darstellung eines 2D-Experiments, hier mit einer einfa-
chen Zweipulssequenz. Der erste Puls regt Kohdrenzen an, die wihrend ¢,
prizedieren und durch den zweiten Puls auf andere Uberginge ibertragen
werden, in denen die Kohirenzen mit neuen Priizessionsfrequenzen prizedie-
ren. Das nach 2D-Fourier-Transformation von (D)(,, ¢;) 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® 31,
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 Prdparations-
pulssequenz 13, die (durch den Dichteoperator o(O)
représentierte) Kohérenzen anregt, die wéhrend der Evolu-
tionszeit 7, unter dem Evolutions-Superoperator ﬁ(tl) pra-
zedieren konnen. Wéhrend dieser Zeit werden die Kohiren-
zen  sozusagen frequenzmarkiert. Die nachfolgende
Mischsequenz R fiihrt cinen kontrollierten Transfer von Ko-
hdrenzen auf andere Kernspiniiberginge durch, die sich
dann wihrend der Detektionsphase in Abhiéngigkeit von 7,
unter dem Evolutions-Superoperator }AE(tz) weiterentwik-
keln. Die Detektion geschieht analog zu Abbildung 1 iiber
den Detektionsoperator D, so da man den Ausdruck (5)
erhélt.

A

(D)(t, 1) = tr{DE()RE(1,) Py} 5)
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Es geniigt nicht, ein einziges Zweipulsexperiment durchzu-
fithren. Um die notwendigen Daten (D>(¢,,t,) zur Erstel-
lung eines 2D-Spektrums S(w,,w,) zu erhalten, muB} 7, 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 Prizessionsfrequenzen wihrend der Evolu-
tionsphase mit den Prizessionsfrequenzen wihrend der De-
tektionsphase. Es ist eine anschauliche und leicht interpre-
tierbare Darstellung des Mischprozesses. Die Diagonal- und
Kreuzpeaks sind MefigroBen fiir die Elemente der Transfer-
matrix der Mischpulssequenz in Abbildung 6.

G-
:pqrq—; Evolution ; Mischen : Detektion

AWAY
VVVUV
/ /'
-\mmmmm-l ANNA i b

A 7vvvvv
sltyty) ;

|
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7
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Abb. 7. Schematische Darstellung eines 2D-Experiments mit Préparations-,
Evolutions-, Misch- und Detektionsphase. Die Zeit ¢, der Evolutionsphase wird
von Experiment zu Experiment systematisch variiert. Das resuitierende Signal
s(ty, 1) ~ {D>(t,, 1) wird beziiglich zweier Dimensionen Fourier-transfor-
miert, um das 2D-Spektrum S{w, ,@,) zu erhalten.

Zu den zahlreichen Transferprozessen, die in dieser Art
dargestellt werden kénnen, gehdren insbesondere!®!

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

2) die Kreuzrelaxation zwischen Kernen, die in der mit
NOESY abgekiirzten 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 Erkldrung gibt. Mit
einem einzigen (n/2),-rf-Mischpuls, wie in Abbildung 6 dar-
gestellt, ist es moglich, Antiphasenkohérenz des Spins k, im
Dichteoperator durch den Operatorterm 21, 1, beschrieben,
in Antiphasenkohdrenz des Spins / zu iiberfithren, die durch
-2I.1,, beschrieben wird (6), wobei jeder Faktor des Pro-
dukt-Spinoperators um n/2 um die x-Achse gedreht wird.

2L, T2 _op ©)
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Antiphasenkohirenz des Typs 21, 1,, bildet sich wihrend
der Evolutionsphase nur, wenn es eine direkte Spin-Spin-
Kopplung zwischen den Spins I, und I, gibt (7). Dies bedeu-

2 ‘]kllklllz 1 .
I, A, I cos (1) + 20 1), sin (1)) (7

tet, daB3 in einem zweidimensionalen Korrelationsspektrum
Kreuzpeaks nur zwischen direkt gekoppelten Spins auftreten
(solange die Ndherung der schwachen Kopplung gilt). Es ist
auch offensichtlich, daf} es keinen Netto-Kohérenztransfer,
z.B. I, — I, geben kann; das Integral iiber den Kreuzpeak
muf} notwendlgerweise Null ergeben, d. h. es tritt eine gleiche
Zahl von Kreuzpeak-Multiplettlinien mit positiver und mit
negativer Intensitét auf.

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

Prod Phe9 Phe10 Va11 Pro2

CHy .CHq
OHy~CH CHy CHy ‘*CH Chz-CH

CH2 ,CH C0O-NH-CH-C0-NH-CH-CO-NH- CH co- N ,CHQ
| I

co co 1
! |
ACH AN
CH  N-CO-CH-NH-CO-CH-NH-CO-CH-NH-00-CH ™ CH,
\ / I
CHy-CH,  CHy CH, CH3 CH,-CH,

LI . L ,.‘
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Abb. 8. Phasensensitives 400 MHz-'H-COSY -Spektrum von Antamanid { in
Chloroform (bei 250 K) in einer Konturliniendarstellung. Positive und negative
Konturlinien sind nicht unterschieden. Das Spektrum wurde von Dr. Martin
Blackledge aufgenommen.
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Abb. 9. Zuordnung der Riickgratprotonen 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
Paare von NH- und C,H-Rickgratprotonen ermdglichen.
So konnten fiir die sechs NH enthaltenden Aminosdurereste
von 1 die in Abbildung 9 mit einem C gekennzeichneten
Kopplungen identifiziert werden. Es ist zudem moglich, mit
einem COSY-Experiment die Seitenkettenprotonen zuzu-
ordnen.

Die Transfers der NOESY- und EXSY-Experimente bein-
halten inkohérente, dissipative Prozesse, die das System
nach einer Stérung exponentiell oder multiexponentiell zu-
riick ins Gleichgewicht bringen. Sie benétigen eine geniigend
lange Mischzeit, damit die Zufallsprozesse ablaufen kdnnen.
Beide Prozesse konnen mit demselben Dreipulsschema
(Abb. 10b) untersucht werden!® ®*~°7), Die Mischzeit wird
von zwei m/2-Pulsen begrenzt, die Kohidrenz in statische
Spinordnung und zuriick in Kohédrenz verwandeln. Die Aus-
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Abb. 10. Pulssequenzen fiir einige der nitzlichsten 2D-Experimente: a) COSY,
b) NOESY oder EXSY, ¢) Relayed COSY, d) TOCSY oder ROESY im rotie-
renden Koordinatensystem, e} Mehrquantenspektroskopie.
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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 Kreuzpeakintensiti-
ten des resultierenden 2D-Spektrums sind proportional zu
den Austauschgeschwindigkeitskonstanten fiir die Reaktio-
nen pseudoerster Ordnung.

Die Austauschgeschwindigkeitskonstanten beim NOE-
SY-Transfer sind durch die Kreuzrelaxationsraten gegeben,
die auf magnetische Dipol-Dipol-Wechselwirkung zuriick-
zufithren und proportional zu 1/¢$, fiir die Kernpaare I, und
I, sind sowie von der Korrelationszeit =, der Molekiilbewe-
gungen in Losung abhingen. Diese Abhdngigkeit vom Ab-
stand kann genutzt werden, um relative oder, wenn 1, be-
kannt ist, absolute Abstinde im Molekiil zu bestimmen. Die
NOESY-Kreuzpeaks ermdglichen damit die Identifizierung
rdumlich benachbarter Protonen in einem Molekiil, was z.B.
fiir Protonen wichtig ist, die zu aufeinander folgenden Ami-
nosdureresten in Peptiden gehoren.

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

up? 4
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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.
Martin Blackledge aufgenommen.

protonen benachbarter Aminosdurereste gehérenden Wech-
selwirkungen sind in Abbildung 9 mit einem N gekenn-
zeichnet. Man erkennt in Abbildung 9, dal} zusammen mit
den J-Kreuzpeaks aus dem COSY-Spektrum der Abbil-
dung 8 zwei ununterbrochene Konnektivitdtsketten gefun-
den werden, die zur Zuordnung der Riickgratprotonensigna-
le herangezogen werden koénnen. 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 Withrich und seiner For-
schungsgruppe erarbeitet[>¢),

Auf der Grundlage eines vollstindigen oder teilweisen
Satzes zugeordneter Resonanzsignale ist es dann moglich,
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Informationen iber die Molekiilstruktur abzuleiten. Jede
NOESY-Kreuzpeakintensitit crgibt einen Abstand zwi-
schen zwei Kernen, der in einem manuellen oder computeri-
sierten Verfahren genutzt werden kann, um ein mit den expe-
rimentellen Daten iibereinstimmendes Molekiilmodell zu
erstellen. Bei diesem Verfahren konnen zusitzlich skalare
Kopplungskonstanten aus COSY-artigen Spektren herange-
zogen werden (insbesondere aus E. COSY-Spektren, wie
spater erlautert wird). Gemi den Karplus-Beziehungen!>*
ist das Verhiltnis zwischen vicinalen Kopplungskonstanten
und Diederwinkeln exakt definiert. Leistungsfihige Com-
puterverfahren zur Bestimmung von Mokekiilstrukturen auf
der Grundlage von NMR-Daten wurden zuerst von Kurt
Wiithrich und seinem Arbeitskreis entwickelt und an einer
groBen Zahl kleiner bis mittlerer Proteine getestet[3%-68-71],
Heute werden vor allem zwei Computeralgorithmen verwen-
det, der ,,Distance-geometry**-Algorithmus!’? 7 in mehre-
ren Versionen und der,,Restrained-molecular-dynamics®-
Algorithmus!™* 751 wiederum in zahlreichen Varianten. Das
Strukturproblem bei Antamanid 1 wird spéter noch ausfithr-
lich behandelt werden, da intramolekulare dynamische Pro-
zesse eine Rolle spielen, was zusétzliche 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, Netzwerke chemischen Aus-
tauschs zu untersuchen!®* ¢3-76) Eine Unterscheidung der
beiden Signalarten ist nicht anhand eines einzigen Spek-
trums moglich. Untersuchungen bei mehreren Temperaturen

trans-9,10

300 < 7
A 6 cis

500} 2 9 71N |
8 N
=T ' !
4 5 | YN 1cis-2,6
600 3 10 6 % _® trans-2,3.6.7
] trans @' T TV | leis-15

I N |
N
700 é— - - —\Q\~cis-3,7

W, /21 [Hz] —

Abb. 12. 2D-"3C-EXSY-Spektrum eincr Mischung aus cis- und trans-Dekalin,
das bei 22.5 MHz und 241 K aufgenommen wurde [76]. Oben: dreidimensio-
nale Darstellung (stacked plot): untcn: Konturliniendarstellung mit Si-
gnalzuordnung.
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lassen jedoch hiufig SchluBfolgerungen zu. Bei geniigend
tiecfen Temperaturen, bei denen der chemische Austausch
langsam wird, sollten nur NOESY-Kreuzpeaks itbrigblei-
ben. Eine andere M 6glichkeit zur Unterscheidung der beiden
Signalarten sind Experimente im rotierenden Koodinaten-
system, die im folgenden Abschnitt behandelt werden.

Das in Abbildung 12 gezeigte 2D-1*C-NMR-Spektrum ei-
ner Mischung aus cis- und rrans-Dekalin ist typisch fiir ein
2D-Austauschspektrum. Es zeigt die wohlbekannte konfor-
mative Stabilitit von frans-Dekalin, wihrend bei cis-Dekalin
vier Paare von Kohlenstoffspins an einem Konformations-
austauschprozel beteiligt sind, der zwei Kreuzpeakpaare
hervorruft!”¢l,

Modifizierte zweidimensionale
FT-NMR-Experimente

Ausgehend von den beiden Prototyp-2D-FT-NMR-Expe-
rimenten wurde cine groBle Zahl modifizierter, crweiterter
und verbesserter Experimente vorgeschlagen. Viele davon
sind zu Routinemethoden des NMR-Spektroskopikers ge-
worden. Eine erste Experimentkategorie fithrt, wie in Abbil-
dung 13 im oberen Bereich dargestellt wird, durch zwei
oder mehr Transferschritte zu zusitzlichen Korrelationen:
,,Relayed‘‘-Korrelationscxperimente erfassen Zweischritt-
korrelationen, die Totalkorrelationsspektroskopie (TOCSY)
Mehrstufenkorrelationen. Letzteres Experiment fithrt zu der

zunehmender
Informations-
gehalt
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Abb. 13. Erweiterungen des Standard-COSY-Experiments. Relayed Korrela-
tion. Totalkorrelationsspektroskopie (TOCSY) und Mehrquantenspektrosko-
pie (MQS) erhéhen den Informationsgehalt, wihrend exklusive Korrelation (E.
COSY). Mehrquantenfilterung und Filterung gemiB Spintopologien die Kom-
plexitiit reduzieren. Beide Wege kénnen zur dreidimensionalen NMR -Spektro-
skopie fiihren.

wichtigen Kategorie der Experimente im rotierenden Koor-
dinatensystem, darunter die Rotating-frame-Overhauser-ef-
fect-Spektroskopie (ROESY), eine Alternative zu NOESY.
SchlieBlich erméglicht es die Mehrquantenspektroskopie,
die Konnektivitit in Spinsystemen zu untersuchen. Eine
zweite Experimentkategorie (Abb. 13 unterer Bereich) ver-
sucht die Spektren durch exklusive Korrelation (E. COSY),
Mehrquantenfilterung und Filterung gemaB Spinkopplungs-
topologien (Spintopologiefilterung) zu vereinfachen.

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

In einem Standard-COSY-Experiment wird Kohérenz
ausschlieBlich zwischen direkt gekoppelten Spins durch ei-
nen einzigen Mischpuls itbertragen. Durch eine Folge zweier
n/2-Pulse wie in Abbildung 10c¢ ist es moglich, eine Kohd-
renziibertragung von Spin I, zu Spin I, durch zwei sequentielle
Kopplungen itber den Relay-Spin I, zu bewirken!””- 78], Fiir
die Beziehung (&) wurde Ji.t, = J,1,, = J,7,, =1/2 angenom-

D, 2rd 11,0t D+ 1,
Ikz (r/ )ky Ikx S g liz 2t 2Iky1,z /2 + 1)
®
iyt + 20Id o D+ Ly
—2IkzI,.y TlerlirdrsTon + 2RIl AT, 2I,yI[: &2+ 1) _21”11)’

men. Wihrend der langen Mischzeit 7, muB} also der Anti-
phasencharakter der I -Spinkohérenz beziiglich des Spins I,
refokussiert und ein Antiphasencharakter beziiglich des
Spins I, erzeugt werden, um einen zweiten Transfer durch
den zweiten Mischpult zu ermdglichen. 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 kdnnen (z.B. als zum selben

Angew. Chem. 1992, 104, 817-836
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Abb. 14, 300 MHz-Korrelationsspektren des Nonapeptids Buserilin in Di-
methylsulfoxid (DMSO). Es sind phasensensitive Spektren mit gleicher Darstel-
lung der positiven und negativen Konturlinien zu sehen. Die Si-
gnalkonnektivititen und die Lagen der NH-, C.H-, C,H-, C,H- und C,H-
Diagonalpeaks sind fiir den Leucinrest angegeben [79]. a) Doppelquanten-
gefiltertes COSY-Spektrum mit der Sequenz aus Abbildung 18; b) Relayed-
COSY-Spektrum mit der Sequenz aus Abbildung 10c mit 1, = 25ms;
¢) TOCSY-Spektrum mit der Sequenz aus Abbildung 10d mit ¢, =112 ms und
einer MLEV-17-Pulssequenz, die wihrend 7, angewendet wurde.

Aminodurerest einer Polypeptidkette gehdrig). Gewdhnlich
ist es vorteilhaft, die Effekte der durch die chemische Ver-
schiebung verursachten Prizession wihrend der Mischzeit
zu refokussieren, indem ein zentraler n-Puls wie in Abbil-
dung 10c angewendet wird.

Der Relayed-Kohirenztransfer sei an 300 MHz-'H-
NMR-Spektren des linearen Nonapeptids Buserilin, pyro-
Glu-His-Trp-Ser-Tyr-n-Ser-Leu-Arg-Pro-NHCH,CH, dar-
gestellt. Abbildung 14a zeigt ein doppelquantengefiltertes
COSY-Spektrum und Abbildung 14b das entsprechende
Relayed-COSY-Spektrum!’®., In beiden Spektren sind die
Signalkonnektivitéten fiir den Leucinrest gekennzeichnet. Es
ist offensichtlich, daB im COSY-Spektrum nur Nachbarpro-
tonen durch Kreuzpeaks verbunden sind: NH-C,H, C,H-
C,H" 2, C,H"2-C H und C,H-(C,H,)" 2. Dagegen sind im
Relayed-COSY-Spektrum auch die iibernichsten Protonen-
nachbarn NH-C,H" ? und C,H" %(C,H,)"? durch Kreuz-
peaks verbunden. Das dritte mogliche Relayed-Kreuzpeak-
paar, C,H-C H, ist aufgrund der hohen Multiplizitéiit des
C,H-Signals schwach und in der Konturliniendarstellung
von Abbildung 14b nicht zu erkennen. Ahnliche Relayed-
Kreuzpeaks treten auch fiir die anderen Aminosiurereste
auf.

Experimente im rotierenden Koordinatensystem

Mit Hilfe einer erweiterten Mischpulssequenz ist ein Ko-
hirenztransfer iiber eine beliebige Zahl von Schritten grund-
sitzlich moglich. Insbesondere kontinuierliche rf-Anregung
fiihrt zur Mischung aller Eigenmoden eines Spinsystems und
damit zu Kohirenztransfers zwischen ihnen allen. Dies wird
in der Totalkorrelationsspektroskopie (TOCSY) mit der in
Abbildung 10d dargestellten Sequenz genutzt. Alle Spins,
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die demselben J-Kopplungsnetz angehdren, kdnnen mit
TOCSY identifiziert werden!8% 8!, Die méglichst priizise
Angleichung der Prizessionsfrequenzen der verschiedenen
Spins in Gegenwart einer Radiofrequenz ist wesentlich, um
einen effizienten Kohédrenztransfer zu erméglichen. Fiir die-
sen Zweck bendtigt man entweder sehr starke Radiofre-
quenzfelder oder eigens entwickelte Pulssequenzen!®!1, Ko-
hdrenztransfer ist moglich, wenn die effektiven mittleren
Magnetfeldstirken B¢ im rotierenden Koordinatensystem
innerhalb der GroBe der J-Kopplungskonstanten gleich sind
[(v(B, — B )| < |2nJ,|, was dem Fall starker Kopplung
im rotierenden Koordinatensystem entspricht.

Das TOCSY-Experiment ist hilfreich, um die Protonenre-
sonanzen einzelner Aminosdurereste in einem Protein zuzu-
ordnen. Ein besonderer Vorteil besteht darin, dal seine
Transfergeschwindigkeit im Vergleich zu COSY- oder Re-
layed-Transferexperimenten im Laborkoordinatensystem
um einen Faktor 2 grofer ist!8°) Ein weiteres Merkmal ist,
daB aufgrund des Vorhandenseins eines Spinlock-Feldes In-
Phase-Kohdrenz transferiert werden kann (9), so daf3 die
Kreuzpeaks eine In-Phase-Multiplettstruktur erhalten.

2rndddit,
L, — I, ©)

Ein TOCSY-Spektrum von Buserilin ist in Abbildung 14¢
enthalten, um einen Vergleich mit den abgebildeten Relayed-
und Standard-COSY-Spektren zu erméglichen. Hier sind
Dreischrittransfers C,H-(C,H)"* ? und sogar Vierschrittrans-
fers NH-(C,H,)!-* sichtbar; wiederum fehlen einige zu er-
wartende Kreuzpeaks fiir C H, was auf die komplexe Multi-
plettstruktur des C,H-Signals zuriickzufiihren ist.

Die Eliminierung der durch die chemische Verschiebung
verursachten Prazession durch die rf-Einstrahlung fiihrt
nicht nur zum kohdrenten Transfer iber das J-Kopplungs-
netz, sondern auch zu einem inkohérenten Transfer der Spin-
ordnung {iber transversale Keuzrelaxation. Die Terme der
transversalen Kreuzrelaxation sind im Prinzip stindig vor-
handen. Stark unterschiedliche chemische Verschiebungen
von Spinpaaren fithren jedoch im Normalfall zu einer Unter-
bindung des Transfers im Sinne der Stérungstheorie 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(ROESY)-
Experiment (82,

ROESY hat dhnliche Eigenschaften wie NOESY, unter-
scheidet sich aber in der Abhéngigkeit der Kreuzrelaxations-
Geschwindigkeitskonstanten I}, von der Korrelationszeit 1,
der molekularen Rotationsbewegung, die die fiir die Kreuz-
relaxation ursdchliche Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwi-
schen Kernen moduliert [Gl. (10) und (11)]. Dabei ist J
{Gl. (12)] die spektrale Leistungsdichte und w, die Larmor-

432 2
YR Uy 1
TNOE — — | | —=J0) + 3J2
=g (52) [ 370+ 24000 (10
! "'4h2 # 2 3
TROE = 2~ (204 | 7o) + 2
ST <4n 0+ Jwo) (a1
o —." )
) = ——>
1+ (wt,)? (12)
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Frequenz der beiden Kerne mit dem Abstand r,, steht. Aus
(10) und (12) folgt, daB I'N°E das Vorzeichen bei einer mittle-
ren Korrelationszeit 7, von (5/4)? ;! wechselt, d.h. die
Kreuzrelaxationsrate wird nahe dieser Bedingung sehr klein.
In Abhingigkeit von der Viskositdt des Lésungsmittels und
der Resonanzfrequenz w, ist dies fir kugelférmige Molekiile
bei einem Molekulargewicht zwischen 500 und 2000 der Fall.
I'ROE dagegen ist weniger empfindlich gegeniiber 7, und
bleibt fiir jegliches Molekulargewicht positiv. Daher ist das
ROESY-Experiment fiir Molekiile mittlerer Grofie niitzli-
cher als das NOESY-Experiment.

Die unterschiedliche Empfindlichkeit von NOE und ROE
gegeniiber 7, ermoglicht es zudem, Informationen iiber die
intramolekulare Mobilitit durch Vergleich der beiden Mes-
sungen abzuleiten!®3!. Ein Vorteil von ROESY- gegeniiber
NOESY-Experimenten ist die negative Kreuzpeakamplitu-
de, da dies zu einer leichten Unterscheidung von ebenfalls
auftretenden, aber positiven Kreuzpeaks aufgrund chemi-
schen Austauschs fiihrt, wenn die Signale nicht iiberlappen.

Es sollte angemerkt werden, daB im rotierenden Koordi-
natensystem Kohdrenztransfer 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 kohdrenten Transfers durch J-Kopplung (TOCSY)
ist einfach, da es lediglich notwendig ist, dic Bedingung
[Y(BT-B)| < |2rd,,| zu verletzen, z.B. durch einen leich-
ten Frequenz-Offset in Gegenwart nicht zu starker rf-Felder.
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Abb. 15. Phasensensitive 300 MHz-'H-TOCSY-Spektren einer 15 mM Probe
von BPTT in D,0 mit einer Mischzeit von 69 ms {85]. a) Mischprozef mit der
MLEV-17-Pulssequenz. Die negativen Peaks sind schwarz ausgefiillt.
b) MischprozeB mit der Clean-CITY-Pulssequenz. ¢) Eindimensionaler Schaitt
entlang @, durch den Tyr?*-¢eH-Diagonalpeak bei v, = 6.33 ppm in den Spek-
tren a) und b) (angedeutet durch gestrichelte Linien).
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Die Kreuzrelaxationsraten sind weniger empfindlich gegen-
iiber solch einer Abweichung von den Idealbedingungen, so
daB man auf diese Art ein reines ROESY-Spektrum erhilt.

Ein reines TOCSY-Spektrum zu bekommen ist schwieri-
ger, da man die Relaxation nicht leicht beeinflussen kann.
Eine Technik wurde von C. Griesinger vorgeschlagen®4. Sie
beruht auf einer Verkniipfung der Gleichungen (10) und
{11), um eine mittlere Kreuzrelaxations-Geschwindigkeits-
konstante auf Null zu bringen [GL (13)]). Ein geeigneter

Iy= kaN(OE +( —P)lefzoE‘;‘O (13)

Wichtungsfaktor p kann immer dann gefunden werden,
wenn I'NCE <0, d.h. fiir geniigend groBe Molekiile mit
7, > (5/4)'? 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.
Fiir 7, — oo ist die Bedingung p = 2/3 und damit I, = 0.
Eine geeignete Pulssequenz, eine Variante der MLEV-17-
Spinlock-Sequenz, wurde in Lit.'®* vorgeschlagen.

Eine weitere optimierte Sequenz mit dem Namen ,,Clean
CITY* wurde von J. Briand entwickelt'®>!. Ein reines TOC-
SY-Spektrum des Rindertrypsin-Inhibitors, BPTI (bovine
pancreatic trypsin inhibitor), erhalten mit der Clean-CITY-
Sequenz, wird in Abbildung 15 mit einem konventionellen
TOCSY-Spektrum verglichen, um die wirksame Unterdriik-
kung der (negativen) ROESY-Peaks zu veranschaulichen.

Mehrquantenspektroskopie

In der Spektroskopie sind im allgemeinen nur die Uber-
ginge direkt beobachtbar, fiir die der Observablenoperator
Matrixelemente ungleich Null aufweist (erlaubte Uber-
ginge). Bei der magnetischen Resonanz im starken Magnet-
feld mit schwacher CW-Stérung oder beim freien Induk-
tionsabfall in Abwesenheit von rf-Feldern hat der Observa-
blenoperator der transversalen Magnetisierung F, = I,

k

nur Matrixelemente zwischen den Eigenzustinden des Ha-
milton-Operators, die sich in der magnetischen Quantenzahl
M um +1 unterscheiden. Damit sind Einquanteniibergénge
erlaubte Ubergiinge, wihrend Mehrquanteniiberginge mit
|AM| > 1 verboten sind. Mehrquanteniibergénge kdnnen je-
doch durch starke CW-rf-Felder, die zu einem Mischen der
Zustinde fithren!® *7), oder durch eine Folge von mindestens
zwei rf-Pulsen (Abb. 10¢)!® 628687 erzeugt werden. Eine
Beobachtung ist wiederum in Gegenwart eines starken rf-
Feldes'® 371 oder nach einem zusitzlichen Detektions-
puls!®- 63 86.87 mgglich,

Bei Spinsystemen mit [ = 1/2-Kernen involvieren Mehr-
quanteniiberginge notwendigerweise mehrere Spins, so daB
die Mehrquantenspektren analog zu 2D-Korrelationsspek-
tren Informationen iiber die Konnektivitit der Spins inner-
halb des J-Kopplungsnetzes enthalten. Insbesondere kann
aus dem Ubergang mit der héchsten Ordnung die Zahl der
gekoppelten Spins abgeleitet werden. Relaxationsgeschwin-
digkeitskonstanten von Mehrquantenkohdrenzen hingen
von der Korrelation der Zufallsstérungen ab, die die beteilig-
ten Spins beeinflussen, und liefern Informationen iiber Be-
wegungsprozessel8l,

Angew. Chem. 1992, 104, 817-836

An einem einfachen, anschaulichen Beispiel eines 2D-
Doppelquantenspektrums (Abb. 16) sei gezeigt, wie Mehr-
quanteniibergdnge fiir die Zuordnung von Resonanzsigna-
len genutzt werden konnen!®®l. Entlang w, sind Doppel-
quanteniibergidnge und entlang w, Einquanteniiberginge
fiir das Sechsspinsystem von [D,]3-Aminopropanol
DOCH,CH,CH,ND, aufgetragen. Im allgemeinen gibt es
drei Kategorien von Doppelquanteniibergingen:
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Abb. 16. 90 MHz-2D-"H-Korrelationsspektrum von [D;]3-Aminopropanol
mit den Doppelquanteniibergingen entlang w, und den Einquanteniibergin-
gen entlang w, . Die im Text erwiithnten drei Arten von Doppelquanteniibergén-
gen sind mit 1-3 bezeichnet. VergroBerungen der Kreuzpeaks sind im linken
Teil abgebildet. Das Spektrum ist in der Absolutwertdarstellung wiedergegeben
(aus [89]).

1) Doppelquanteniibergéinge unter Beteiligung von zwei
direkt gekoppelten Spins. Sie erzeugen Kreuzpeakpaare, die
symmetrisch zur Doppelquantendiagonalen (w, = 2w,) lie-
gen, mit w,-Koordinaten, die den Larmor-Frequenzen der
beiden Spins entsprechen (z.B. w, = 2, + 2+ £2,).

2) Doppelquanteniibergédnge unter Beteiligung von zwei
magnetisch dquivalenten Spins. Sie rufen einen oder mehrere
Kreuzpeaks bei einer w,-Frequenz hervor, die die Doppel-
quantendiagonale bei derjenigen w,-Frequenz schneidet, die
der gemeinsamen Larmor-Frequenz der beiden Spins ent-
spricht (z.B. , = 2€Q,, 22y, 2Q,). Magnetische Aquivalenz
ist im vorliegenden Beispiel nur im Rahmen der experimen-
tellen Genauigkeit erfullt.

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

Fiir die praktische Anwendung ist es wesentlich, daf} ein
Mehrquantenspektrum keine Diagonalpeaks enthilt, die iib-
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licherweise das 2D-Spektrum dominieren. Es sollte nicht un-
erwdhnt bleiben, daf} eine schone und niitzliche Form eines
Doppelquantenexperiments die 2D-INADEQUATE-Spek-
troskopie von Bax, Freeman und Kempsell ist?®® 11, Dort
kénnen nur Peaks des Typs 1 auftreten.

Die bislang erwdhnten Methoden liefern zusitzliche
Kreuzpeaks, deren Informationen nicht mit Standard-
COSY- und NOESY-Experimenten zugénglich sind. Im fol-
genden werden Techniken behandelt, die zu vereinfachten
Spektren fithren, die die Interpretation erleichtern konnen.

Mehrquantenfilterung

Eine selektive Filterung kann dadurch erreicht werden,
daB} zunachst Mehrquantenkohirenzen angeregt, dann eine
bestimmte Quantenordnung p ausgewédhlt und die ausge-
wihlte Ordnung in beobachtbare Magnetisierung zuriick
verwandelt wird. Das Verfahren wird entsprechend als p-
Quantenfilterung bezeichnet. Der spinsystemselektive Effekt
beruht auf Kohidrenztransferauswahlregeln, die die erlaub-
ten Transfers fiir schwach gekoppelte Spins begrenzen!®: 92!

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

2) Das Auftreten eines Diagonalpeaks fiir den Spin I, in
einem p-quantengefilterten COSY-Spektrum erfordert, daf3
dieser Spin direkt mit mindestens p-1 weiteren Spins gekop-
pelt ist.
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Abb. 17. Mehrquanten- und spintopologiengefilterte 300 MHz-'H-COSY-
Spektren eines Gemisches der Vierspinsysteme enthaltenden Verbindungen aus
Schema 1. a) Doppelquantengefiltertes Spektrum, aufgenommen mit der Puls-
sequenz aus Abbildung 18; b) vierquantengefiltertes Spektrum, aufgenommen
mit der Pulssequenz aus Abbildung 18; ¢) C,-spintopologiegefiltertes Spek-
trum, aufgenommen mit der Pulssequenz aus Abbildung 19 (aus [94}).

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

Diese Auswahlregeln flir den Kohédrenztransfer werden
bei starker Kopplung und bei besonderen Relaxationsphé-
nomenen verletzt®31,

In Abbildung 17 wird der Effekt einer Vierquantenfilte-
rung an mehreren Vierspinsystemen gezeigt. Die Probe be-
steht aus einem Gemisch der fiinf Verbindungen trans-
Phenylcyclopropancarbonsiure (K,), bL-Isocitronensiure-
lacton (P ,), 1,1-Dichlorethan (S,), 2-Chlorpropionsiure
(C,) und p-Saccharinsiure-1,4-lacton (L,) mit den in Sche-
ma 1 angegebenen Kopplungstopologien 4.

Schema 1. Fiir die Spektren in Abbildung 17 verwendete Verbindungen und
ihre Spinkopplungstopologien.

Angew. Chem. 1992, 104, 817-836
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In Abbildung 17 a ist ein konventionelles (doppelquanten-
gefiltertes) COSY-Spektrum dieses Gemisches zu sehen,
wiahrend Abbildung 17b 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 erklirt werden.
Dies soll dem Leser iiberlassen werden. Es verbleiben ledig-
lich die Kreuzpeaks des Molekiils mit K ,-Topologie und die
Diagonalpeaks der Molekiile mit P; -, S,- und K,-Topo-
logie.

Technisch gesehen nutzt die Mehrquantenfilterung
(Abb. 18) die charakteristische Abhédngigkeit eines Mehr-
quantenkohérenztransfers von der rf-Phase der angewende-
ten Pulssequenz'® °2:#3. %61 Nehmen wir an, Kohérenz c,, (f)

[l [

ty —

A

s \\4

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

werde durch eine unitire Transformation U(0), die eine be-
stimmte Pulssequenz reprisentiert, in Kohérenz c,,(f) umge-
wandelt (14), wobei p, und p, Kohdrenzordnungen sind. Alle

) =2 ¢, () (14)

rf-Pulse in der Sequenz U(0) sollen nun um ¢ phasenver-
schoben werden, so dafl U(®) erhalten wird. Es kann dann
$ezeigt werden, daB die entstehende Kohirenz ¢, ,(f) um den
Betrag (p,-p,)® phasenverschoben ist (15).

U(P :
Cm(t) L, sz(t) eltpz—p1)® (15)

Die Phasenverschiebung ist also proportional zur Ande-
rung der Kohérenzordnung (Ap = p, — p,). Nach Durch-
fithrung einer Reihe von Experimenten, bei denen die Phase
¢ in konstanten Intervallen 2n/N von 0 auf 2rn(N — I)/N
erhoht wird, ist es durch Fourier-Analyse nach Ap méglich,
ein bestimmtes Ap zu selektionieren: Es sei s(t, @) das aufge-
zeichnete Signal eines Experiments mit einer Phasenverschie-
bung um @, dann erhilt man das gefilterte Signal gemal
(16). Die erforderliche Zahl an Inkrementen N der Phase @

—i2nkAp

s(t, Ap) = Nzl s(t,2nk/Ny e N (16)

hingt von der Zahl an Ap-Werten ab, die zu unterscheiden
sind %1,

Angew. Chem. 1992, 104, 817836

Es ist offensichtlich, daB keine bestimmte Kohédrenzord-
nung p, auf diese Art herausgefiltert werden kann, solange
nicht die urspriingliche Kohérenzordnung p, bekannt ist.
Am glinstigsten ist es, als urspriinglichen Zustand den-
jenigen im thermischen Gleichgewicht mit p, = 0 zu wihlen.
Dann muf} die gesamte Pulssequenz, die dem Punkt, an dem
eine Kohédrenzordnung ausgewihlt werden soll, vorausgeht,
den Phasencyclus @ durchlaufen. Fiir mehrquantengefilterte
COSY-Experimente fithrt dies zu der in Abbildung 18 ge-
zeigten Pulssequenz.

Es ist offensichtlich, da Mehrquantenfilterung und Pha-
sencyclen die N-fache Zahl an Experimenten erfordern. Es
geht jedoch keine Information verloren, da in jedem Term
von Gleichung (16) gerade der Phasenfaktor kompensiert
wird und identische Signale fiir die relevanten Pfade auf-
addiert werden. Somit wird die lingere MeBdauer durch ein
besseres Signal-Rausch-Verhiltnis kompensiert.

Spintopologiefilterung

Es kann wiinschenswert sein, die in Abbildung 17 gezeig-
ten Filtereffekte zu verstirken und einzelne Spinkopplungs-
topologien zu selektieren. Tatsdchlich kann man umfangrei-
che Pulssequenzen in Verbindung mit Mehrquantenfilterung
entwerfen, maBgeschneidert fiir bestimmte Spinkopplungs-
topologien!®+ °7- 981, Eine in ein 2D-COSY-Experiment ein-
gebaute Pulssequenz, die cyclische C,-Spinkopplungstopo-
logien selektiert, ist in Abbildung 19 zu sehen.

XXX
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Abb. 19. Pulssequenz zur C,-Spintopologiefilterung. Als Delays sind = =1/(8J)
und 4 =1/(2J) eingestellt, wobei J die einheitliche J-Kopplungskonstante ist. ¢
durchlduft zur Vierquantenselektion und ¢ zur Unterdriickung von Axialpeaks
einen Phasencyclus [94).

Auf das Gemisch von Vierspinsystemen (Schema 1) ange-
wendet, erhilt man das 2D-Spektrum der Abbildung 17c. Es
zeigt eine wirksame Unterdriickung aller anderen Spinsyste-
me. Es sollte jedoch angemerkt werden, daf3 wir es hier mit
einem nahezu idealen Fall zu tun haben. Héufig ist die Wir-
kung der Filter nicht so gut, da fiir ihre Konstruktion von der
Gleichheit aller von Null verschiedenen Spinkopplungen
ausgegangen wurde. In Wirklichkeit gibt es starke und
schwache Kopplungen, die nicht ausschlieBlich unter topolo-
gischen Gesichtspunkten charakterisiert werden koénnen.
Hiufig nehmen auch die Signalintensitéten wihrend 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 dndert 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 O. W. Sgrensen vorgeschlagen wurde, elimi-
niert alle Multiplettkomponenten aus einem COSY-Spek-
trum auBer denjenigen, die zu Transferpaaren mit einem ge-
meinsamen Energieniveau gehdren'®®~ %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 mit 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

2QF 3QF E.COSY
0000 cee e0
ceoe e00 ce
+ =
e0e0 000 oo [
ceoe cee 0 @+
Jiz

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

aus zwei einfachen Quadraten, deren Seitenldnge der fiir den
Kohérenztransfer ursichlichen aktiven J,,-Kopplungskon-
stante entspricht. Der Verschiebungsvektor, der die beiden
Quadrate ineinander liberfiihrt, ist durch die beiden passiven
Kopplungen J;; und J,; zum dritten (passiven) Spin gege-
ben. Es sollte erwidhnt werden, daB diese Multiplettstruktur
mit derjenigen iibereinstimmt, die man bei einem COSY-Ex-
periment mit extrem kleinen Flipwinkel des Mischpulses er-
héle!1o2],

E. COSY ist immer dann von praktischem Nutzen, wenn
die Kreuzpeak-Multiplettstruktur analysiert werden muf,
um J-Kopplungskonstanten zu bestimmen. Dies kann gut
per Hand durchgefiihrt werden, indem die Verschiebung der
peripheren Multiplettkomponenten gemessen  wird 111,
oder aber durch rechnergestiitzte rekursive Kontrak-
tion {1931,

Heteronucleare zweidimensionale Experimente

Zusitzlich zu den bislang behandelten homonuclearen
2D-Experimenten wurde eine zumindest gleich groBe Zahl

R1

Wy Wy

R2

heteronuclearer Experimente vorgeschlagen und in die La-
boratorien eingefithrt. Von besonders groBer praktischer Be-
deutung sind heteronucleare Verschiebungskorrelations-
spektren, die die chemische Verschiebung direkt gebundener
oder voneinander entfernter, aber wechselwirkender He-
terokerne korrelieren!1%+ 1951 In diesem Zusammenhang
sind die Experimente mit inverser Detektion von besonde-
rem Interesse, bei denen Protonen-I-Spinkohérenz in ¢, be-
obachtet wird, wihrend sich die Spinkohérenz eines wenig
empfindlichen S-Kerns geringer natiirlicher Haufigkeit in ¢,
entwickelt'*°4!. Die leistungsfahigsten Pulssequenzen erzeu-
gen heteronucleare Zweispinkohdrenzen, die in ¢, evolvieren
und mit der Frequenz-Information der S-Spinkohérenz mar-
kiert werden™°®!. Auch in heteronuclearen Experimenten
sind sowohl Relayed-Kohirenztransfer-18 als auch Experi-
mente im rotierenden Koordinatensystem!*°” wichtig. Spin-
filterung kann dabei zur Multiplizititsselektion genutzt wer-
den, d.h. zur Unterscheidung von S-Spins, die mit einem,
zwei oder drei [-Spins gekoppelt sindH %%, oder aber als J-
Filterung zur Unterscheidung von Kopplungen iber eine
oder mehrere Bindungen!'®!. Diese Aufzihlung hetero-
nuclearer Experimente erhebt in keiner Weise Anspruch auf
Vollstindigkeit.

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, verkniipfen zwei Mischprozesse drei Frequenzen: die
Ausgangsfrequenz w, , die Relay-Frequenz w, und die detek-
tierte Frequenz w, (Abb. 21). In diesem Sinne kann ein 3D-
Experiment als Kombination zweier 2D-Experimente aufge-
faBt werden. Es ist offensichtlich, dal} eine sehr grofie Zahl
an 3D-Experimenten erdacht werden kann. Allerdings ha-
ben sich bislang nur wenige davon als unentbehrlich erwie-
Sen[l 10—-1 18].

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 erwihnt, daB das Zuordnungsverfahren
fiir Biomolekiile ein COSY-artiges und ein NOESY -artiges
2D-Experiment erfordert. Diese beiden 2D-Experimente
koénnten durch Kombination eines J-Kopplungs- und eines
kreuzrelaxationsvermittelten Transfers in einem 3D-Experi-
ment zusammengefaBt werden. Ein 3D-COSY-NOESY-
Spektrum hat den Vorteil, dafl das gesamte Zuordnungsver-
fahren mit einem einzigen homogenen Datensatz

Abb. 21. Schematische Darstellung eines 3D-Ex-
wy periments in Erweiterung der Abbildungen 1 und
6. Drei Evolutionsperioden mit den Zeitvaria-
blen ¢,, ¢, und ¢, sind durch zwei Transfer-|

Mischprozesse mit den Transfermatrizen R1 und

]

R2 getrennt. Ein 3D-Experiment kann als die

£ty R, E(t,) R,

U oo

é(fs) Kontraktion zweier 2D-Experimente angesehen
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= O(tlaty) werden.
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durchgefithrt werden kann!!!%: 116! Egenthilt zudem redun-
dante Informationen, so daB die Zuordnungen itberpriift
werden kénnen. Um quantitative Informationen zu erhalten,
sind 3D-Spektren allerdings weniger geeignet, da alle Peak-
intensitdten das Produkt zweier schwer zu trennender Trans-
ferkoeftizienten sind.

Ein 3D-ROESY-TOCSY-Spektrum des linearen Nona-
peptids Buserilin ist in Abbildung 22 wiedergegeben (vgl.
auch Abb. 14)(! 61 Fiir Buserilin ist eine ROESY- statt einer
NOESY-Sequenz notwendig, da es sich um ein Molekiil
mittlerer GroBe handelt, bei dem die NOE-Intensititen klein
sind. Die TOCSY-Sequenz hat den Vorteil, daB man Ketten
von Mehrschrittkreuzpeaks erhilt, die auch Kerne der Sei-
tenketten erfassen und so die Identifizierung der Amino-
sdurereste erleichtern.

Abb. 22. 3D-Darstellung eines homonuclearen 300 MHz-3D-ROESY-TOC-
SY-Spektrums von Buserilin in [D¢]DMSO, abphotographiert von ecinem
Evans-and-Sutherland-Graphikbildschirm [116].

Es sollte erwihnt werden, dall die Aufnahme eines 3D-
Spektrums wesentlich mehr Zeit erfordert als die zweier 2D-
Spektren, da zwei Zeitparameter, ¢, und ¢,, unabhingig von-
einander inkrementiert werden miissen, so daf eine grofle
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!! 16 119- 1201 begchiiftigt.

Wenden wir uns nun einem bestimmten Kreuzpeak in ei-
nem 3D-Spektrum zu, der die Kohédrenzen {ru} in der w,-,
{rs} in der w,- und {pg} in der w,-Dimension korreliert.
Seine Intensitdt wird durch das Produkt (17) aus Matrixele-

= D R ) RE}S}(W (Pao)tu (17)

{pg) {rs} {tu} {pg}frst

V4

menten in der Eigenbasis des ungestérten Hamilton-Opera-
tors A, bestimmt!*1®], Aus einer Intensitdt ungleich Null
folgt somit eine Zweischrittkorrelation {ru}-{rs}-{pq}.

Das 3D-Experiment kann mit zwei 2D- Expenmenten ver-
glichen werden, die die Mischverfahren RW bzw. R® ver-
wenden. Die entsprechenden Intensitdten wiren durch (18)

Zﬁrlsnm; = D(”Rhl!} {tu)(Po'o)tu (18)
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bzw. (19) gegeben. Wenn in den 2D-Spektren die beiden rele-
vanten Peaks mit den Intensitdt Z{) ., und Z{Z), . — mdgli-
cherweise in peakreichen Regionen — identifiziert werden
kénnen, kénnte die Zweischrittkorrelation, die durch einen
3D-Peak reprisentiert wird, auch auf der Grundlage der bei-

den 2D-Spektren {ru}-{rs} und {rs}-{pq} festgestellt werden.

Zoe =D, R(sq}(rn(P(z)"o)rs (19)

Unter der Voraussetzung, dall Z,,, . ., * 0 gilt, sind auch
die Intensititen Z{\), und Z{2) o von Null verschieden,

wenn zusdtzlich gilt: DM & 0 und (P‘z) 6,),, = 0. Dies bedeu-
tet, daB} der Relayed-Ubergang {rs} im Priparationszustand
P angeregt und durch die Observable D detektierbar sein
muB. Fir erlaubte Einspin-Einquantenkohéirenzen ist diese
Bedingung bei Anregung durch einen Einzelpuls und direk-
ter Detektion erfiillt. Dagegen konnen verbotene Mehrspin-
Einquantenkohdrenzen und Mehrquantenkohirenzen we-
der durch einen einzelnen nichtselektiven Puls angeregt,
noch kénnen sie direkt detektiert werden. Solche Kohiren-
zen treten regelmdBig in der w,-Dimension eines 3D-Experi-
ments auf. Die Anregung und indirekte Detektion dieser
Kohdrenzen in 2D-Experimenten erfordert besondere Anre-
gungs- und Detektionspulssequenzen.

Zusammenfassend kann man sagen, daB3 die beiden zu-
grundeliegenden 2D-Experimente die gleiche Information
itber das Spinsystem liefern wie das 3D-Spektrum, wenn
1) die relevanten Frequenzen in der w,-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 kdnnen. Die erste Bedingung ist im
Normalfall leicht zu erfiillen, da die 2D-Experimente bei
Bedarf fiir die Anregung und Detektion verbotener Uber-
ginge modiziert werden kdnnen. Das begrenzte Auflosungs-
vermogen von 2D-Spektren dagegen ist die wichtigste Recht-
fertigung fiir 3D- und mdglicherweise noch hoherdimen-
sionale spektroskopische Verfahren.

Da die Verbesserung der Auflsung die 3D-Spektroskopie
rechtfertigt, kann es lohnend sein, eine dritte Frequenzachse
nur fiir Auflosungszwecke einzufiihren, statt zwei Prozesse
zu kombinieren, die fiir das Zuordnungsverfahren relevant
sind, das gleichzeitig eine hohe Auflésung in allen drei Di-
mensionen erfordert. Es ist dann moglich, das 3D-Auflé-
sungsvermdgen willkiirlich zu wéhlen und die Gesamtdauer
des 3D-Experiments zu optimieren. Fiir das Spreizen eines
2D-Spektrums in eine dritte Dimension kdnnen homo-
nucleare oder heteronucleare Transfers genutzt werden.
Heteronucleare Transfers {iber eine Bindung sind jedoch bei
weitem wirksamer, da die starken heteronuclearen Kopplun-
gen liber eine Bindung eine Verteilung auf weitere Spins ver-
hindern. Dies ermdglicht einen wirksamen Transfer nahezu
ohne Magnetisierungsverlust. Zudem weisen Kerne wie '3C
oder 13N weite Bereiche der chemischen Verschiebung auf,
was ein hohes Auflésungsvermogen 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 Molekiile. In diesem Fall wurde die
Ribonuclease A in einem E. coli-Medium mit ! °N-markier-
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Abb. 23. 3D-Auflésung ei-
nes 2D-'H-NMR-Spek-
trums durch Spreizung mit
den entsprechenden '°N-
Resonanzen. Die NH-C H-
Kreuzpeaks werden in eine
dritte Dimension gemal
den !'*N-chemischen Ver-
schiebungen verschoben.

Abb. 24, In eine dritte Dimension ! *N-gespreiztes 600 MHz-'H-TOCSY-Spek-
trum von '*N-markierter Ribonuclease A in Wasser. Das 3D-Spektrum zeigt
die **N-Resonanzen entlang der w,-Achse. Das Spektrum wurde von C. Grie-
singer mit der Pulssequenz von Abbildung 25 aufgenommen und von S. Boent-
ges prozessiert. Die Probe wurde von Professor S. Benner (ETH Ziirich) zur
Verfiigung gestellt.

ten Nihrstoffen hergestellt. Das Spektrum wurde mit der in
Abbildung 25 gezeigten Pulssequenz aufgenommen. Zu-
néchst wird Protonenkohérenz angeregt, die wiahrend ¢, pré-
zediert, wobei der in dieser Zeit angewendete n-Puls zur *>N-
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Abb. 25. Pulssequenz zur Aufnahme eines dreidimensional !*N-gespreizten
TOCSY-Spektrums. Nach Sittigung der Wasserresonanz (I) werden die Proto-
nenresonanzen angeregt und prdzedieren wihrend ¢,. Nach homonuclearem
TOCSY-Transfer von den CH- zu den NH-Protonen wird die Kohirenz in
heteronucleare Mehrquantenkohirenz (HMQC) umgewandelt, die sich wiih-
rend 7, entwickelt und mit den ! *N-chemischen Verschiebungen markiert wird.
Nach Rickumwandlung in Protonenkohirenz werden die NH-Resonanzen
wihrend ¢, unter *N-Entkopplung detektiert.
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Refokussierung dient. Wéihrend der Mischzeit 7,, erfolgt mit
einer TOCSY-Multipulssequenz der Kohdrenztransfer im
rotierenden Koordinatensystem zu den NH-Protonen. Die
NH-Kohirenz wird dann in *NH-heteronucleare Mehr-
quantenkohirenz (HMQC) iiberfiihrt, die wihrend ¢, prize-
diert und (unter Protonenrefokussierung) mit der ! "N-Reso-
nanzinformation versehen wird. Nach Riickfithrung in
NH-Kohirenz erfolgt Detektion wihrend ¢, unter **N-Ent-
kopplung. Um die Protonenresonanzsignale vollstindig zu-
zuordnen, ist zusitzlich ein !3N-gepreiztes NOESY-Spek-
trum notwendig.

Der Schritt hin zur 4D-Spektroskopie!*2! 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 *>N- oder die
13C,-Resonanz, um die NH- bzw. C,H-Resonanzsignale
auseinanderzuziehen. In einem 4D-Experiment werden beide
Spreizungen gleichzeitig angewendet (Schema 2).

1@
15N 13C

o 1o

Schema 2. Doppelte Spreizung in 4D-Experimenten.

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

NMR-Untersuchungen der Molekiildynamik

Molekiilstrukturen, die durch NMR-Spektroskopie in
Losung oder durch Rontgenbeugung an Einkristallen be-
stimmt wurden, sind zwangsldufig {iber die Molekiilbewe-
gung gemittelte Strukturen, wobei der Mittelwert in starkem
MaBe von der MeBtechnik abhingig ist. Die Interpretation
experimentell bestimmter Strukturen ist ohne gewisse
Kenntnisse der Bewegungseigenschaften des Molekiils nicht
moglich. Die Molekiildynamik ist aber auch an sich bedeut-
sam, insbesondere um Reaktionen und Wechselwirkungen
mit anderen Molekiilen zu verstehen. Beispielsweise sind in
vielen Fillen aktive Bindungsstellen in Molekiiltaschen nur
dank der Flexibilitit des Molekiils selbst zuginglich.

Die Charakterisierung der Bewegungseigenschaften eines
Molekiils ist um GroBenordnungen schwieriger als die Be-
schreibung einer gemittelten Molekiilstruktur. Wihrend
3N — 6 Koordinaten ausreichen, um eine Struktur mit N
Atomen darzustellen, erfordert die Charakterisierung der
Molekiildynamik 3N — 6 Varianzen der intramolekularen
Koordinaten, (3N — 6)(3N — 5)/2 Kovarianzen und jeweils
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die gleiche Anzahl von Auto- bzw. Kreuzkorrelationsfunk-
tionen. Zusétzlich werden auch Korrelationsfunktionen hé-
herer Ordnung fiir eine genauere Beschreibung der Dynamik
benétigt. In der Praxis steht nie eine ausreichende Zahl an
Observablen fiir die vollstdndige Beschreibung der Molekiil-
dynamik zur Verfiigung.

Es gibt eine Reihe von Techniken, um Daten iiber dynami-
sche Prozesse zu erhalten: Debye-Waller-Faktoren in der
Rontgenbeugung geben Hinweise auf die Varianzen der
Kernkoordinaten, jedoch ohne ein MaB fiir die Zeitskala zu
liefern. Inelastische und quasielastische Neutronenstreuung
liefern Korrelationsfunktionen, jedoch ohne Beziehung zur
Struktur. Fluoreszenzdepolarisation erméglicht 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 148t sich universeller auf Unter-
suchungen dynamischer Prozesse anwenden als die meisten
anderen Techniken. Der Bereich der Korrelationszeiten <,
die durch die verschiedenen NMR-Methoden abgedeckt
werden, ist gewaltig; er reicht von Picosekunden bis zu Se-
kunden und mehr (Schema 3).

Is<rt,
10ms <1, <10s
100us <7, <is

Echtzeitmessung nach anfinglicher Stérung
2D-Austauschspektroskopie (EXSY)
Linienformanalyse, Austauschverbreiterung und
-verschmdlerung

T,,-Relaxationszeitmessungen im rotierenden Koor-
dinatensystem

T,-Relaxationszeitmessungen im Laborkoordinaten-
system

gemittelte Parameterwerte

1ps <1, <10ms
30ps <t . <lps

7, <100ps

Schema 3. NMR-Methoden zur Bestimmung unterschiedlich langer Korrela-
tionszeiten t..

Aufer bei langsamen Bewegungen mit einer Zeitskala von
Millisekunden oder mehr, bei denen Linienverbreiterungs-,
Séttigungstransfer- und 2D-Austauschuntersuchungen
durchgefiihrt werden, beruhen viele NMR-Untersuchungen
der Dynamik auf Relaxationszeitmessungen. Die verschie-
denen Relaxationsparameter, z.B. die longitudinale Relaxa-
tionszeit 7,, die transversale Relaxationszeit 7,, die Relaxa-
tionszeit im rotierenden Koordinatensystem 7,, und die
Kreuzrelaxations-Geschwindigkeitskonstanten I, sind von
der Korrelationszeit 7, des zugrundeliegenden Prozesses ab-
hingig.

Die folgende Diskussion beschrinkt sich auf eine neuere
Untersuchung der intramolekularen Dynamik in Antama-
nid 1183:122:1231 (5jehe 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-
gent 24! wiesen darauf hin, daB der Peptidring eine Konfor-
mationsinderung mit 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!**5], daf} die aus NMR-Mes-
sungen abgeleiteten Abstandsbedingungen nicht durch eine
einzige Konformation erfiillt werden kénnen. Martin Black-
ledge fiihrte in unserem Laboratorium Relaxationszeitmes-

Angew. Chem. 1992, 104, 817836

sungen im rotierenden Koordinatensystem durch und lokali-
sierte einen Austausch von Wasserstoffbriickenbindungen
mit einer Aktivierungsenergie von etwa 20 kJmol ! und ei-
ner Lebensdauer bei Raumtemperatur von 25 us (unverof-
fentlichte Ergebnisse, siche auch Lit.[!25)). Mit einem neuen
Verfahren zur Bestimmung dynamischer Strukturen,
MEDUSA genannti'?3] wurde der Konformationsraum
von Antamanid 1 systematischer denn je zuvor untersucht.
Es wurden 1176 moégliche Strukturen niedriger Energie ge-
funden. Diese wurden mit dem Ziel zu Paaren kombiniert,
alle experimentellen Bedingungen zu erfiillen, nimlich NOE-
Abstandsbedingungen, Diederwinkelbedingungen aus J-
Kopplungskonstanten und spezifische Informationen iiber
die Dynamik von Wasserstoffbriickenbindungen. Dabei
wurde eine groe 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
zusétzliche und prézisere Daten erforderlich. Abbildung 26
zeigt als Beispiel das Strukturpaar, das bislang den experi-
mentellen Daten am besten entspricht. Die beiden Struktu-
ren unterscheiden sich hauptsdchlich in den Wasserstoff-
briickenbindungen Val!NH-Phe®0 und Phe®NH-Ala*0, die

Abb. 26. Konformerenpaar von Antamanid 1, das in Einklang mit den experi-
mentellen Ergebnissen ist. Die beiden Paare sind als Stereostrichbilder gezeigt.
In der ersten Darstellung werden die Wasserstoffbriickenbindungen durch ge-
strichelte Linien angedeutet, in der zweiten durch Pfeile, die auf die an den
Wasserstoffbriickenbeteiligten Sauerstoffatome weisen. Die Bindungen, um
welche die Torsionswinkel ¢ (unten) und ¢,, (oben) drehen, sind verdickt
gezeichnet. (Aus [123].)
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nur in einer der beiden Konformationen (IT) auftreten, sowie
in den Torsionswinkeln ¢ und ¢,.

Eine zweite Untersuchung konzentrierte sich auf die Ring-
dynamik der vier Prolinreste in Antamanid 1'*%. Die Kon-
formationen dieser Fiinfringsysteme kdnnen aus den Dieder-
winkeln y,, x, und y; bestimmt werden, die wiederum aus
den J-Kopplungskonstanten vicinaler Protonen mit Hilfe
der Karplus-Beziehung®*! zugiinglich sind. Die notwendi-
gen Kopplungskonstanten (21 fiir jeden Aminosdurerest)
wurden aus E. COSY-Spektren entnommen. Auf der Grund-
lage dieser Daten wurde durch Least-squares-Anpassung ein
Modell fiir jeden Prolinrest entwickelt. Dabei konnte man
fiir Pro® und Pro® eine gute Ubereinstimmung mit einer ein-
zigen starren Konformation erreichen, wihrend fiir Pro? und
Pro’ zwei rasch austauschende Konformationen nétig wa-
ren, um den Anpassungsfehler auf einen akzeptablen Wert
zu reduzieren. Messungen der 13C-Relaxationszeiten besté-
tigten, daB Pro® und Pro® starr sind, withrend Pro? und Pro’
ein dynamisches Verhalten mit Korrelationszeiten zwischen
30 und 40 ps aufweisen. Dies bedeutet, daB3 die Dynamik des
Peptidrings und diejenige der Prolinringe nicht dynamisch
korreliert sind und auf vollig unterschiedlichen Zeitskalen
ablaufen. Die beiden fiir Pro? gefundenen austauschenden
Konformationen sind in Abbildung 27 wiedergegeben. Man

2
Pro‘y

Abb. 27. Die beiden experimentell ermittelten Konformationen des Aminosiu-
rerests Pro? in Antamanid 1 (siehe [122]).

siecht, da3 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 beeinfluft und sich
rasch zu einer leistungsfihigen Routinemethode entwickelt.
Die grundlegende Technik zur Aufnahme des zwei- oder
dreidimensionalen Bildes eines Objekts ist auf Paul Lauter-
bur zuriickzufiihren?”!, Ein Magnetfeldgradient, der in ei-
ner Serie von Experimenten entlang unterschiedlicher
Raumrichtungen angewendet wird, erzeugt Projektionen der
Kernspinintensitit des Objekts auf die Richtung des Gra-
dienten. Aus einer geniigend groBen Zahl solcher Projektio-
nen 14Bt sich ein Bild des Objekts rekonstruieren, z.B. durch
gefilterte Riickwiirtsprojektion in Analogie zur Réntgento-
mographie.

Ein anderer Ansatz ist eng mit der 2D- und 3D-FT-Spek-
troskopie verwandt. Man erreicht dabei die Frequenzkodie-
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rung der drei Dimensionen des Raumes durch lineare Ma-
gnetfeldgradienten, die in einem Puls-FT-Experiment nach-
einander entlang dreier orthogonaler Richtungen fiir die Zei-
ten t,, t, bzw. t, angewendet werden!!' 28, In vollstandiger
Analogie zur 3D-Spektroskopie werden die Zeitparameter ¢,
und ¢, von Experiment zu Experiment um einen konstanten
Betrag inkrementiert. Das aufgezeichnete Signal s(z,, ¢,, 73)
wird in drei Dimensionen Fourier-transformiert, und man
erhilt eine Funktion S(w,,w,,w;), die einem rdumlichen
dreidimensionalen Bild entspricht, wenn man die rdumliche
Information mit Hilfe der Bedingungen x = w,/g,, ¥ =
W,/8,,2 = w,4/g, (g, g, und g, sind die Feldgradienten) deko-
diert. Abbildung 28 veranschaulicht das Verfahren fiir zwei
Dimensionen.

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

In einer weiter verfeinerten Version, die von Edelstein
et al. vorgeschlagen wurde!*?®), ersetzt man die Zeitvaria-
blen 7, und ¢, durch variable Feldgradienten g, und g, die
wiahrend einer konstanten Evolutionszeit angewendet wer-
den. Fiir die akkumulierte Phase [GI. (20)] ist es unwesent-

y=xg.L+yeLtzg (20)

lich, ob die Evolutionszeit oder die Feldgradienten variiert
werden. Eine konstante Zeit 7, schaltet jedoch unerwiinschte
Relaxationseffekte aus.

In medizinischen Bildgebungsverfahren haben 3D-Experi-
mente eine natlirliche Rechtfertigung, obwohl es manchmal
einfacher ist, mit selektiven Anregungstechniken einen 2D-
Schnitt durch das zu untersuchende Objekt auszuwih-
len!!3%, Sogar eine Ausweitung auf noch héhere Dimensio-
nen ist recht realistisch. In einer vierten Dimension kénnten
z.B. Informationen iiber die chemische Verschiebung unter-
gebracht werden!!3!!, Des weiteren konnten auch Informa-
tionen aus der 2D-Spektroskopie mit den drei Raumrichtun-
gen kombiniert werden, was zu einem SD-Experiment
filhrte. 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.

SchluBlbemerkungen

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