Bildgebung in der NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektroskopie profitiert von
Bildgebungsverfahren, z. B. beim Ausmitteln von
Nullquanten-Artefakten
Thomas Schulte-Herbriiggen*
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Fourier imaging ... can be considered as a
” 7
typical 2D spectroscopy technique.

R.R. Ernst et al.!!

Das Problem der Nullquanten-
Kohdrenzen

Die Magnetresonanz-Tomogra-
phiel™ griindet groftenteils auf Fou-
rier-Methoden, die in der NMR-Spek-
troskopie entwickelt wurden. Nun re-
vanchieren sich die Bildgebungsverfah-
ren, indem sie spektroskopische Domé-
nen erobern und Erfolgsmarken setzen.
Nachdem es mit Tomographietechniken
bereits moglich ist, mehrdimensionale
NMR-Experimente auf einen einzigen
Scan zu reduzieren,” demonstrierten
Keeler und Thrippleton kiirzlich in
dieser Zeitschrift,”@ wie man NMR-
Spektren mit Bildgebungsmethoden
von Nullquanten-Artefakten befreit
und somit ein seit langem bestehendes
Problem I6st.

Um gleich mit einer Ironie zu be-
ginnen: In der Geschichte der Mathe-
matik gilt die Erfindung der Null als ein
Geniestreich der Antike, wohingegen
sich Nullquanten-Kohidrenzen nur allzu
oft als des Teufels Handschrift in einer
breiten Palette alltdglicher NMR-Spek-
tren zeigen. Zweifellos ist auf der siche-
ren Seite, wer wettet, dass fast jeder
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NMR-Spektroskopiker schon stirnrun-
zelnd iiber Spektren mit hésslichen
dispersiven ,, Traktorspuren“ und irre-
fithrenden J-Korrelationen gesessen hat.
Was fiir eine Erleichterung, wenn Pro-
teinstrukturen nun nicht mehr von
Kreuzsignalen abhingen, die umgeben
von (wenn nicht gar identisch mit)
,,Geister-Peaks“ sind!

Warum sind unerwiinschte Null-
quanten-Kohdrenzen  eigentlich  so
schwer zu eliminieren? Nun, sie ent-
kommen gleich zwei der ansonsten so
wirkungsvollen spektroskopischen Fil-
termethoden, den Phasenzyklen und
den Feldgradienten; beide sind glei-
chermafBBen machtlos, wenn es um die
Trennung der Nullquanten von z-Pola-
risation geht. Es lohnt sich daher zu-
riickzuschauen:

Nur ein Jahr nach dem entscheiden-
den Durchbruch zur experimentellen
Realisierung von 2D-NMR-Spektren!*!
zeigten Ernst und Wokaun in einer
einflussreichen Arbeit?!, wie sich im
Dichteoperator (der den Zustand eines
Spinensembles beschreibt) jede Kom-
ponente geméafl ihrer Quantenordnung
p mit einem komplexen Phasenfaktor
e % markieren ldsst. Dazu muss der
Zustand um einen Winkel ¢ um die
Quantisierungsachse z gedreht werden,
was einfach einer Phasenverschiebung
um ¢ entspricht. Mehr noch, diese
Technik lidsst sich nutzen, um Terme
gewiinschter Quantenordnung zu selek-
tieren und alle anderen durch Phasen-
zyklen, d.h. mittels Fourier-Analyse be-
ziiglich der Phaseninkremente ¢, zu
unterdriicken.”! Diese Methode fiihrte
unmittelbar zu Quantenfiltern® und
wurde rasch Routine,™” nachdem sie
auf eindriickliche Weise das vierschro-
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Stichwérter:

Bildgebungsverfahren - NMR-Spektroskopie

tige Erscheinungsbild der frithen COSY-
Spektren in die zivilisiert reinen Phasen
der heutigen ,,Doppelquanten-gefilter-
ten” (DQF) COSY-Spektren iiberfiihrt
hatte.®! Ohne dispersive, von der Dia-
gonale ausgehende Verwerfungen ber-
gen DQF-COSY-Spektren wertvolle In-
formationen iiber Konnektivitdt und
Diederwinkel, die — zusammen mit den
NOESY-Distanzen — die Basis fiir die
NMR-spektroskopische Strukturaufkla-
rung sind.”’

Wieso hilft der gleiche Trick des
Quantenfilterns nicht, um NOESY-ar-
tige Experimente von Nullquanten-Ar-
tefakten zu sdubern ? Die Ursache dafiir
ist in der Tatsache zu suchen, dass der
Overhauser-Effekt Polarisierung von ei-
nem Spin auf den néchsten iibertrigt
(I;—1.) und z-Polarisation (I,,) wie
longitudinale Mehrspinordnung (z.B.
21.1,) invariant unter z-Rotationen
sind; somit haben sie unabinderlich
die Phasenmarkierung p=0 — genau
wie die Nullquanten-Kohirenzen. Un-
terscheidung unmoglich!

Schlimmer noch, diese drei Arten
von Komponenten werden von magne-
tischen Feldinhomogenitdten nahezu
nicht beeinflusst,”! und zwar aus ganz
dhnlichen Griinden: Wihrend eines
Feldgradienten dephasieren Terme des
Dichteoperators wiederum proportional
zu ihrer Quantenordnung!” und ermog-
lichen daher Quantenselektion mittels
Gradienten — eine Methode, zu der die
Gruppe von Keeler im Laufe der Jahre
maBgeblich beigetragen hat."'! Das Ver-
fahren gehort mittlerweile zum kanoni-
schen Repertoire und erméglicht Quan-
tenfilter in einem Scan (genau genom-
men in je einem fiir Echo und Antiecho
eines Spektrums in reiner Phase), wih-
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rend  Phasenzyklen  iiblicherweise
mehrere Transienten addieren. Den-
noch ist die Phasenmarkierung bei bei-
den Methoden, den Phasenzyklen und
den Gradienten, weitgehend &hnlich
und damit ergeben sich gemeinsame
blinde Flecke, die zum Gliick jedoch
nicht ganz iibereinstimmen.

Die Lésung von Keeler und
Thrippleton

Nun zeigten Keeler und Thripple-
ton®! eine elegante Losung des notori-
schen Ritsels, wie man Nullquanten-
Kohidrenzen unterdriickt, zugleich aber
Polarisierungen und Mehrspinordnun-
gen behilt. Thre experimentellen Ergeb-
nisse sehen deutlich besser aus als all
jene fritherer einschldgiger Losungsver-
suche. Allerdings sind dazu modernste
Spektrometer erforderlich, mit denen
gepulste Feldgradienten mit selektiven
Pulsen, die adiabatisch iiber einen Fre-
quenzbereich geschoben werden, kom-
biniert werden konnen — Optionen, von
denen sich die Pioniere kaum hitten
trdumen lassen, dass sie eines Tages mit
den Stabilitdtsanforderungen der Hoch-
auflosungsspektroskopie vertriglich
sein wiirden.

Der eigentliche Trick der neuen
Technik ist der Bildgebung abgeschaut
und beruht auf unterschiedlichen Evo-
lutionen der chemischen Verschiebung
in Abhingigkeit von der geometrischen
Lage innerhalb der Probe. Uber die
ganze Probe gemittelt hebt sich der
Beitrag dieser unterschiedlichen Evolu-
tionen auf und wird im Spektrum un-
sichtbar. Das zugrunde liegende Modul
zur Refokussierung lédsst sich bildlich
sehr leicht genauer verstehen, man rufe
sich nur in Erinnerung, dass ein z-
Gradient die Resonanzfrequenz von
der Hohe in der Probe (d.h. der z-
Koordinate) abhidngig macht (Abbil-
dung 1a). Mit anderen Worten, jede
Lage hat ihre eigene Larmor-Frequenz
o. Wenn man nun wihrend eines sol-
chen z-Gradienten einen selektiven
180°-Puls anlegt, dessen Frequenz zeit-
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Abbildung 1. Allgemeines Modul, um Nullguanten-Kohirenzen auszumitteln, Polarisationen und
Mehrspinordnungen aber zu behalten.”! Fiir Einzelheiten siehe Text.

erst oben (t=0) und erst bei t = 7; unten
(Abbildung 1b). Dies gilt fiir alle che-
mischen Verschiebungen, insbesondere
auch fiir nichtverschwindende Null-
quantenresonanzen £2,,=,— £, von
I, 1. Ist der Unterschied zwischen den
Evolutionen in den einzelnen Schichten
grof3 genug, so ergibt der Durchschnitt
tiber die ganze Probe endlich null Null-
quanten — selbst wenn noch ein weiteres
Zeitintervall (beispielsweise eine Misch-
zeit) folgt (Abbildung 1c¢).

Das Ausmitteln resultiert natiirlich
schon nach einem Scan und ist robust
gegen Zufallsprozesse wie die Diffusion
zwischen den Schichten sowie gegen
etwaige Konvektion, getrieben durch
Temperaturgradienten iiber die Probe.
In NOESY-Experimenten gilt es jedoch
aufzupassen, dass die Resonanzfre-
quenzbandbreite iiber die
ganze Probe grofl gegen-
iiber der spektralen Band-
breite ist, weil sonst die
NOE-Aufbauraten ZWi-
schen zwei Spins in Abhén-
gigkeit von der Differenz —
ihrer Resonanzfrequenzen
abgeschwicht wiirden, was
eine quantitative Interpre-
tation behinderte. Wegen
ihrer Robustheit und gene- —
rellen Einsetzbarkeit, z.B.
bei isotropem TOCSY!?
und anderen Experimenten
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Mehrdimensionale NMR-
Spektroskopie in einem Schuss

Experimentelle Robustheit ist nicht
gerade das Verkaufsargument fiir einen
ausgefuchsten Vorschlag? wie man
mehrdimensionale NMR-Experimente
in einem einzigen Scan ausfiihren kann;
das Argument ist vielmehr die frappant
kurze Messzeit. Die Arbeit von Fryd-
man et al.”) mag sehr wohl die Inspira-
tionsquelle fiir Keeler und Thrippleton
gewesen sein. Das Prinzip eines 2D-
NMR-Experiments in einem Scan be-
ruht ndmlich auf paralleler ¢,-Evolution
wiederum in rdumlich getrennten
Schichten, wobei eine jede einem unter-
schiedlichen f-Inkrement entspricht
und daher auch separat detektiert wer-
den muss. Um diese etwas heiklen Be-
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Abbildung 2. Anregungsschema, um in einem einzigen Scan zu
2D-Spektren zu kommen.®” Der z-Gradient sorgt fiir schichtspezi-
fische Resonanzfrequenzen. Ein selektiver 90°-Puls erregt jede
Schicht zu einer unterschiedlichen Zeit, sodass die Spins schicht-
weise in t; evolvieren. Nur der Mischprozess ist uniform méglich.
Echoplanare Bildgebungsprinzipien[ erlauben schlieRlich die fiir
die Detektion notwendige Schichttrennung.

lich so variiert, dass sie die Resonanz
der obersten Schicht bei t=0, die der
untersten Schicht jedoch erst bei t=71;
erreicht, so invertiert auch die Entwick-
lung der chemischen Verschiebung (im
Sinne eines Hahnschen Spinechos) zu-

mit Mischprozessen ausge-
hend von z-Magnetisierung,
ist Keelers Methode der
Nullquantenunterdriickung
in Zukunft ein weites Ein-
satzfeld gewiss.
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dingungen experimentell zu realisieren,
griffen die Autoren das Prinzip der
Fourier-Bildgebung auf,"¥ nutzten die
Phasenmarkierung der Schichten aber
nicht zur Raumauflésung, sondern zur
schichtweisen  f-Evolution  (Abbil-
dung2). Zu diesem Zweck wird ein
selektiver Anregungspuls mit einem
Flipwinkel von 90° iiber diskrete Fre-
quenzen zu diskreten Zeiten geschoben,
wihrend zugleich ein Feldgradient
wirkt. Dadurch bekommt wieder jede
Scheibe ihre eigene Resonanzfrequenz
und nun auch ihr eigenes #,-Inkrement.
Nur der anschlieBende Mischprozess
kann gleichméBig in der ganzen Probe
erfolgen, wohingegen die Detektion
nochmals scheibenspezifisch verlauft.
Dies gelingt — wiederum! — dank eines
der medizinischen Magnetresonanz-To-
mographie entlehnten Tricks, nidmlich
des Gradientenechos der echoplanaren
Bildgebung (echo-planar imaging).!'¥l
Die Einschrankung des ¢-Inkrements
auf eine einzige rdumliche Schicht und
damit einen kleinen Probenteil erfor-
dert hohe Konzentrationen, wie sie bei
kleinen Molekiilen leicht zu erreichen
sind, bei denen auch verminderte Auf-
16sung durch Diffusion und #,-Rauschen
durch Konvektion unkritisch sind. Folg-
lich mag sich diese Methode besonders
in der Routine-Analytik zur drastischen
Zeitersparnis anbieten, lésst sie sich erst
einmal robust implementieren und auto-
matisieren.

Mithilfe von Bildgebungsverfahren
kann somit der Spektroskopiker die
Probe in rdumlich getrennte Schichten
mit unterschiedlicher Anregung, Evolu-
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tion und Detektion aufteilen. Die Trans-
formationseigenschaften der relevanten
Operatorterme nutzend, 14sst sich somit
rdumliches Editieren mit spektralem
Editieren kombinieren. Uber die Berei-
nigung oder Beschleunigung bereits be-
kannter Experimente hinaus eroffnet
sich somit eine ungeahnte Perspektive
fiir neuartige Experimente.
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