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FAST NOESY - ein Ansatz zur schnelleren 
Strukturbestimmung ** 
Matthias Kock und Christian Griesinger * 

Die NMR-spektroskopische Bestimmung von Kreuzrelaxa- 
tionsraten"' liefert interatomare Abstande zwischen den Proto- 
nen einer chemischen Verbindung. Zweidimensionale Verfahren 
wie NOESYtZ1 und ROESYL31 (Abb. 1) sind dabei gegenuber 
den klassischen eindimensionalen Sattigungs-NOE-Verfahren 
auf dem Vormarsch, da mit ihnen gleichzeitig alle Abstande in 
einem Molekul, ungeachtet ihrer Zahl bestimmt werden kon- 
nen. Die zum Teil langen longitudinalen Relaxationszeiten (TI) 

90" Kreuzrelaxation .- AQ - 
I I 1 

Abb. 1. Pulssequenz eines NOESY- oder ROESY-Experiments mit der Wartezeit 
RD, der Mischzeit T= und der Akquisitionszeit AQ = r,(max). 
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sind dabei der die MeBzeit bestimmende Faktor. Ublichenveise 
setzt man als Wartezeit zwischen den Transienten (Scans) etwa 
das Zwei- bis Dreifache der T,-Zeit der Protonen mit den Iang- 
sten TI-Zeiten ant4]. Gerade bei Molekulen rnit extrem langen 
T,-Zeiten (,,extreme narrowing", Molekulargewicht 5 1 500 D; 
,,Mikromolekule") fuhrt dies dam, darj ein GroDteil der Ge- 
samtmel3zeit fur die Relaxationswartezeit aufgewendet wird. 
Wir stellen nun eine nachtragliche Prozessierung fur NOESY- 
und ROESY-Spektren vor, die eine enorme Beschleunigung der 
Aufnahme dieser 2D-Spektren rnit einem marginalen Verlust an 
Signal/Rausch-Verhaltnis und an Genauigkeit der Integration 
ermoglicht. Ein ahnliches Verfahren fur die beschleunigte Mes- 
sung von heteronuclearen T, -Zeiten wurde schon 1975 beschrie- 
benL4]. 

NOESY- und ROESY-Spektren liefern Kreuzsignale, deren 
Integrale in der linearen Naherung (,,initial rate approxima- 
t i ~ n " ) ' ~ ]  die Kreuzrelaxationsraten zwischen den magnetisch 
aktiven Kernen widerspiegeln. Diese sind wiederum von der 
Korrelationszeit T~ und mit r - 6  vom Abstand r der wechselwir- 
kenden Kerne abhangig. Dies gilt allerdings nur, wenn das Spin- 
system am Anfang eines jeden Scans ins thermische Gleich- 
gewicht zuruckgekehrt ist. Eine exakte Losung der Liouville- 
von-Neumann-Gleichung[la, 61 der unvollstandigen Relaxation 
zum Gleichgewicht im FAST-NOESY-Experiment ergibt fur 
die Intensitat des Kreuzsignals zwischen den Spins i und j (f:) in 
Abhlngigkeit von der Wartezeit RD (relaxation delay) zwischen 
den Scans, der Mischzeit T,, der Akquisitionszeit AQ und der 
Relaxationsmatrix r Gleichung (a). 

I: = [exp(-T.i. )I.. 
N 

[n- exp(-T(RD + AQ)ljr = 

N (a) 
rn ' J k = l  

Iij 1 [a  - exp(-T(RD + AQ)ljk 
k = l  

Der erste Faktor I z j  stammt von der Kreuzrelaxation wahrend 
der Mischzeit z,, der zweite von der Relaxation der Spins wah- 
rend der Relaxationswartezeit und der Akquisitionszeit. 1st die 
T,-Zeit eines Kerns ungefahr gleich der Wartezeit oder langer als 
diese, so sind die Integrale im NOESY-Spektrum wegen unvoll- 
standiger Relaxation zu klein. Der zweite Term ist im Gegensatz 
zum ersten aurjerdem unsymmetrisch bezuglich eines Vertau- 
schens der Indizes i und j. Somit sind die Kreuzsignalintegrale in 
NOESY- oder ROESY-Spektren bei kurzem RD wegen der 
unterschiedlichen Relaxationszeiten ober- und unterhalb der 
Diagonalen verschieden (Schema 1). Diese Unsymmetrie ist be- 

FAST NOESY 
FAST ROESY 

CT. = 0. 
'I I' 

Schema 1. Darstellung der Kreuzrelaxation u zwischen den Spins Si und S j  und 
Verdeutlichen der Tatsache, daD trotz der Identitat der Kreuzrelaxationsraten utj 
und u,~ bei kurzen RD-Werten unsymmetrische NOESY- oder ROESY-Spektren 
resultieren, wenn sich die TJeiten der Spins Si und S j  unterscheiden. 

Tl j  > m, T,j > TI j  

sonders stark bei Kreuzpeaks zwischen Kernen mit sehr ver- 
schiedenen TI -Zeiten ausgepragt. Sie wurde bisher fur eine 
quantitative Analyse von NOESY-Spektren mit einer kurzen 
Relaxationswartezeit als hinderlich eingestuftL71. 
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Eine exakte Beriicksichtigung der unvollstandigen Relaxa- 
tion im FAST-NOESY-Experiment unter Einbeziehung der 
Spindiffusion in sogenannten IRMA-Rechnungent8' haben wir 
an anderer Stelle pra~entiert'~]. Hier wollen wir ein Verfah- 
ren vorstellen, das die Integrale eines FAST-NOESY-Experi- 
ments, I:, auf die eines bei vollstandiger Relaxation erhaltenen 
NOESY-Spektrums, Zij ,  umrechnet. Die multiexponentielle Re- 

laxation C [i - exp( - r (RD + AQ)Ijk fur kleine Molekiile, 

bei denen die Diagonalelemente von r fur die T,-Relaxation 
ausschlaggebend sind, 1aBt in guter Naherung eine Vereinfa- 
chung gemaI3 Gleichung (b) zu. 

N 

k = l  

N 
[a- exp(-T(RD + AQ)Ijx = 1 - exp(-(RD + AQ)/T,,) (b) 

k = l  

Die Tlj-Zeiten der Protonen in einem Molekiil lassen sich 
durch eine Tl-Zeitmessung (,,Inversion-Recovery") vor der 
Aufnahme des Kreuzrelaxationsspektrums leicht bestimmen 
(Tabelle 1). Die Auswertung aller TI-Zeiten ist naturlich nur bei 
aufgelosten eindimensionalen Spektren moglich. 

Tahelle 1 .  'I;-Relaxationszeiten der Protonen von Verbindung 1 [a]. 

Proton T, Proton 7; 

1 1.684(<0.1%) 12 2.533 ( ~ 0 . 1 % )  
3 1.724 (t0.1%) 13 3.041(<0.1%) 
40r"-R 0.782 (0.2 %) 14 2.070 (<0.1%) 
4P'".S 0.665 (1.6%) 1 5 p ~ o - R  0.758 (0.1 %) 
6,8 1.593(0.1%) 15Pm-s 0.611(1.8 Yo) 
9 1.064 (0.1 %) P2-P6, T3, T5 3.200 (<O.l%) 
1 0 ~ m - R  0.598 (0.9%) T2, T6 2.375 (<0.1%) 
1 O P - s  0.603 (0.8%) T7 1.184 (0.5%) 
11 1.794 (0.2%) 

[a] Die Atombezeichnungen sind Schema 2 zu entnehmen. Die T,-Relaxationszei- 
ten sind in s angegeben, die jeweiligen Fehler in Klammern. Das Inversion-Recov- 
ery-Experiment wurde mit 79 verschiedenen Wartezeiten durchgefiihrt und mit der 
T,-Routine des Bruker-UXNMR-Programms ausgewertet. 

Wir zeigen dieses Verfahren an einem komplexen organischen 
Molekiil (1, Molekulargewicht 450 D, Schema 2) mit positi- 
ven NOES["]. Eine Serie von 400 MHz-'H-NOESY-Spektren 
mit Wartezeiten von 5.0, 3.0, 1.5, 1.0,0.75,0.5 und 0.25 s wurde 
bei 300 K in CDCl, mit AQ = 0.53 s und z, = 0.5 s, d. h. im 
linearen Bereich des NOE-Aufbaus (vgl. Lit."']) aufgenom- 
men" '1. 
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Schema 2. Strukturformel von 1 

1 

Abbildung 2 zeigt Ausschnitte aus diesen Spektren rnit den 
Kreuzsignalen zwischen H-12/H-13 und H-I 5p'0-R/H-10Pr0-S. 
Bei RD = 5 s (a und b) sind die Absolutwerte der Integrale 
ober- und unterhalb der Diagonale fast gleich, bei RD = 0.25 s 
(c und d) dagegen bis zu einem Faktor drei verschieden. Ober- 
halb der Diagonale (a und c) stimmen die Kreuzsignalintensiti- 
ten iiberein, weil die TI-Relaxationszeiten der Protonen H- 
10~'"-s und H-15pru-R in der GroBenordnung von RD + AQ 
liegen (siehe Tabelle 1). 

11.5 -2 

6.3 6.2 6.1 1.7 1.6 1.5 
-6 -6 

Abb. 2. Kreuzsignale in NOESY- (a und b, RD = 5 s) und FAST-NOESY-Spek- 
tren von 1 (c und d, RD = 0.25 s) zwischen H-12/H-13 und H-15w0~R/H-10"0~S 
ober- (a und c)  und unterhalb (b und d) der Diagonale. Die Intensitaten der Kreuz- 
signale sind kursiv angegeben. 

Abbildung 3 a zeigt eine statistische Auswertung der Integrale 
in Abhangigkeit von der Wartezeit RD. Dabei sind fur jedes 
Kreuzsignal die Integralverhaltnisse ZE(RD)/lij(RD = 5 s) auf- 
getragen. Die Abweichung der Integrale in den FAST-NOESY- 
Experimenten von den Integralen im Experiment mit RD = 5 s 
nimmt rnit kleiner werdendem RD drastisch zu. 

Die Messung der Protonen-T,-Zeiten und die Kompensation 
der Integrale aus dem FAST-NOESY-Experiment gemid3 Glei- 
chung (c) liefert die Integrale des bei voller Relaxation erhalte- 

It,=Zc/[i -exp( -(RD + AQ)/T,,] (4 

nen NOESY-Spektrums, Z,, , aus denen des FAST-NOESY- 
Spektrums, I t .  Dies ist in Abbildung 3 b gezeigt, fur die die 
FAST-NOESY-Tntegrale entsprechend umgerechnet wurden. 
Sie stimmen nun mit denen des NOESY-Experiments weit- 
gehend iiberein, obwohl fur das Experiment rnit RD = 0.25 s 
gegenuber dem Experiment mit RD = 5 s nur 1/20 der Warte- 
zeit aufgewendet werden muI3te. Die Abstande, die sich aus den 
unkorrigierten FAST-NOESY-Integralen 1; ergeben, weichen 
bis zu 15 % von den aus dem konventionellen NOESY-Spek- 
trum ermittelten ab. Mit Tl-Kompensation der FAST-NOESY- 
Integrale sind die Abstande dagegen innerhalb von f 2 % repro- 
duzierbar. 

Die hier beschriebene Verkiirzung der MeIjzeiten fur 
NOESY- und ROESY-Experimente um einen Faktor funf bis 
zehn bei annahernd gleicher Genauigkeit in der Abstandsbe- 
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Abb. 3 .  a) Integralverhaltnisse der Kreuzpeaks aus FAST-NOESY-, If;(RD), und 
NOESY-Experimenten rnit 1, Iij(l<1) = 5 s), in %. Eine Konturliniendarstellung 
mit einem Faktor zwei zwischen den Konturlinien wurde gewahlt, um dic Zahl der 
Integrale innerhdlb eines gegebenen Prozentbereichs ahruhilden. Ein einmalig vor- 
kommender 1:(RD)/Isj(5 s)  Wert 1st durch genau eine Konturlinie dargestellt, ein 
n-facb vorkommender durch trunc(lg,n). Es wurden nur die nichtiiberlagerten 
Kreuzsignale ausgewertet. Insgesamt sind fur jeden RD-Wert 46 Intensiliten aufge- 
tragen. Die Integrale in den FAST-NOESY-Experimenten sind zum Teil bis auf l/5 
derer bei vollstandiger Relaxation reduziert, was einem Fehler von i 15 % in den 
Abstanden entspricht. b) Gleiche Darstellung wie in a), aber unter Beriicksichtigung 
der unvollsliindigen Relaxation wahrend RD + AQ gemdl3 Gleichung (c). Die Ab- 
weichungen der Integrale sind jetzt nur noch *lo%, was einem Fehler in den 
Abstanden von i 2 % entspricht. 

stimmung gegeniiber NOESY-Spektren bei voller Relaxation 
ermoglicht eine rationellere Nutzung der Spektrometerzeit und 
damit eine Beschleunigung der Stukturbestimmung. Bei einer 
Verkiirzung der Wiederholungsintervalle des Experiments 
(RD + AQ) bis zur oder unler die Relaxationszeit T, sollte man 
Bo-Gradienten in RD verwenden. 
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Selektive Messung der Zeitabhangigkeit 
des transienten Overhauser-Effekts in NMR- 
Spektren; Anwendung auf Oligonucleotide ** 
Skbastien J. F. Vincent, Catherine Zwahlen 
und Geoffrey Bodenhausen * 

Seit Anil Kurnar, Wagner, Ernst und Wiithrich"] rnit zweidi- 
mensionalen NOESY-Spektren['] Kreuzpeakamplituden aAX 
afs Funktion der Mischzeit 7, bestimmt haben, ist bekdnnt, daB 
Kreuzrelaxation in Makromolekiilen irrefiihrend sein kann und 
daB die korrekte Interpretation von NOESY-Spektren Spindif- 
fusionseffekte beriicksichtigen muBL3 - 'I. Spindiffusion kann 
bei sehr kurzen Mischzeiten z, vermieden werden, aber in die- 
sem Fall sind die weitreichenden Overhauser-Effekte, die von 
entscheidender Bedeutung sind, um Strukturinformationen ab- 
zuleiten, zu schwach, urn beobachtet zu werden. Wahlt man 
langere Mischzeiten, urn schwachere Wechselwirkungen zu er- 
kennen, so werden die starksten Dipol-Dipol-Kopplungen so 
dominant, da13 die Magnetisierung sofort zwischen den niich- 
sten Nachbarn durch Spindiffusion iibertragen wird. Eine kor- 
rekte Interpretation ist nur moglich, wenn man den Gesamt- 
effekt aller Kreuzrelaxationsgeschwindigkeiten cij in Betracht 
zieht, so daB alle direkten und indirekten Transfers der longitu- 
dinalen Magnetisierung angemessen berucksichtigt werden. 
Diese Beschreibung ist als Methode der vollen Relaxationsma- 
trix bekannt ge~orden '~ ] .  Obwohl einige Autorent'- lo] glau- 
ben, daB ein einziges NOESY-Spektrum von hoher Qualitat, 
das rnit einer passend ausgesuchten Mischzeit erhalten wurde, 
ausreicht, scheint die Mehrheit der Forscher iiberzeugt, daR nur 
die Aufnahme umfassender Aufbauplots sinnvolle Vergleiche 
zwischen Molekiilmodellen und Experimenten ermoglicht. Kiirz- 
lich wurde gezeigt, daB durch die ,,Linear-prediction"-Methode 
und die Einzelwertzerlegung[' '1 eine Aufbaukurve, die einem 
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Section de Chimie, Universitt: de Lausanne 
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