
Zweidimensionale NMR-Spektroskopie, 
Grundlagen und Ubersicht uber die Experimente 

Von Horst Kessler*, Matthias Gehrke und Christian Griesinger 

Eine genaue Kenntnis der Struktur, Dynamik und Reaktionsweise von Molekulen ist der 
Schlussel zum Verstandnis ihrer Funktionen und Eigenschaften. Die NMK-Spektroskopie 
hat sich durch die Einfiihrung zweidimensionaler Verfahren zur bedeutendsten Methode 
entwickelt, um derdrtige lnformationen uber Molekiile in Losung zu erhalten. Es steht nun- 
mehr ein ganzes Arsenal von Aufnahmetechniken zur Verfugung, deren erfolgreiche An- 
wendung aber nicht nur die entsprechende apparative Ausstattung, sondern auch die rich- 
tige Auswahl der Experimente einschliel3lich der optimalen MeBparameter und naturlich 
auch die sorgfaltige Auswertung der Spektren voraussetzt. In diesem Beitrag werden die 
Grundlagen der modernen NMR-Spektroskopie vorgestellt, und es wird gezeigt, dal3 es mit 
dem I’roduktoperatorformalismus moglich ist, die Pulsfolgen der NMR-Spektroskopie qua- 
litatib und quantitativ zu verstehen. Nut  ganz wenige, leicht verstandliche Annahmen mu13 
ein potentieller Anwender dieser Methoden kennenlernen, um mit ihnen vertraut zu wer- 
den. Wir wollen den Produktoperatorformalismus ebenso wie die fur das Verstandnis der 
Pulsfolgen unabdingbaren Phasencyclen auf einfache Weise einfuhren und den Umgang 
mit ihnen bei der Besprechung verschiedener 2D-NMR-Techniken iiben. Eine Ubersicht 
uber die wichtigsten Pulstechniken bildet den zweiten Teil des Beitrags. 

1. Einleitung 

Die: NMR-Spektroskopie wurde durch die Einfuhrung 
von :!D-Technikenl’-’’ revolutioniert. Obwohl bereits eine 
Reihi: von Ubersichten zu diesem Thema e ~ i s t i e r t ~ ~ . ~ - ” ’ ,  
halten wir es fur zweckmaflig, eine moglichst leicht 
verstiindliche Einfuhrung unter konsequenter Verwendung 
des Produktoperatorformalismus (mit kartesischen Basis- 
oper ;~ toren)~*~~-”~ zu geben, da so die NMR-Experimente 
qualitativ und quantitativ verstandlich werden. Der Vorteil 
des Produktoperatorformalismus ist, dal3 das Verhalten 
schwach gekoppelter Spinsysteme (d. h. Systeme, bei de- 
nen die Differenz der chemischen Verschiebungen zweier 
koppelnder Kerne groR ist gegenuber der J-Kopplung zwi- 
schen ihnen) unter dem EinfluD von Pulssequenzen durch 
wenige, einfache Regeln beschrieben werden kann, die es 
auch einem Nichtspezialisten ermoglichen, die NMR-Ex- 
perimente nachzuvollziehen. 

Des weiteren ist ein gewisses Verstandnis der ,,Phasen- 
cyclen“ unumganglich, die dazu dienen, in 2D-NMR-Ex- 
perimenten unerwiinschte Signale zu unterdriicken, damit 
bei tinem Mehrpulsexperiment das verlangte 2D-NMR- 
Spektrum erhalten wird. Wir werden diesen Begriff und 
die tlamit verkniipfte Koharen~ordnungl~~-’~]  in Abschnitt 
2.2.3 einfuhrend behandeln. Hier sei nur angemerkt, daD 
mit der Verfolgung von Koharenz-Transferwegen ein ein- 
fachts Instrument geschaffen wurde, um Phasencyclen zu 
enwickeln. Mit dem Produktoperatorformalismus und 
dem Konzept der Koharenz-Transferwege ist nunmehr 
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eine Methode verfiigbar, die der noch vielfach benutzten, 
unserer Meinung nach aber urnstandlichen und nicht aus- 
reichenden Vektorbeschreibung an Klarheit, Einfachheit 
und Exaktheit weit uberlegen ist. 

Ein weiteres Argument fur diesen Reitrag ist, dal3 man 
inzwischen mehr uber die Vor- und Nachteile der einzel- 
nen Verfahren aussagen kann. So werden beispielsweise 
die J - a u f g e l o ~ t e ” . ’ ~ ~ ’ ~ ~  und die Spin-Echo-korrelierte Spek- 
trosk~pie[’~-’~], die friiher bei der Beschreibung von 2D- 
NMR-Techniken dominierten, heute n u r  noch in wenigen 
Spezialfallen von Bedeutung sein. Es ist selbstverstandlich, 
daD wir hier nur  eine Auswahl der 2D-NMR-Techniken 
vorstellen konnen. Von den etwa 500 fur die hochauflo- 
sende NMR-Spektroskopie beschriebenen Pulssequenzen 
hat nur ein kleiner Teil den Sprung in die Unentbehrlich- 
keit geschafft, und noch immer ist das Gebiet im Flul3. So 
gibt es jetzt eine ganze Reihe von Verfahren, mit denen die 
zur Bestimmung der Struktur und Dynamik notwendigen 
Parameter wie NOE-Werte und vicinale Kopplungskon- 
stanten auch quantitativ zu erfassen sind. AuDerdem wird 
die NMR-Spektroskopie unempfindlicher Kerne durch die 
Nutzung der i n ~ e r s e n l ~ ~ - ~ ~ ~  Techniken mehr und mehr 
auch bei groBen Molekiilen moglich. 

Wir haben uns bemuht, das Thema so zu prasentieren, 
dal3 der Leser nicht allzu viele Kenntnisse bereits mitbrin- 
gen mul3. Daher ist der Beitrag auch in zwei Schwierig- 
keitsstufen unterteilt: Beim ersten Lesen reicht es aus, dem 
normal gedruckten Text zu folgen. Die klein gedruckten 
Absatze wurden zur Vertiefung und Erlauterung hinzuge- 
fiigt. 

2. Grundlagen 

Die kernmagnetische Resonanz beruht auf der Wechsel- 
wirkung zwischen dem magnetischen Moment des Atom- 
kerns und magnetischen Feldern. Das magnetische Mo- 
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rnent des Kerns ist mit dern Kernspin S verknupft. N u r  
Kerne mit SfO haben ein magnetisches Moment.  I n  der  
hier ausschliefllich beschriebenen hochauflosenden N M R -  
Spektroskopie untersucht man uberwiegend Kerne mit 
S = 112, die kein Quadrupolmornent haben und daher  
scharfe Linien ergeben. Die in der  Organischen Chemie  
und Biochernie interessanten Elernente H, C,  N und P ha- 
ben Isotope rnit S= 112, C und N allerdings n u r  in  gerin- 
ger naturlicher Haufigkeit. Das Proton, nahezu ubiquitar 
in organischen Verbindungen vorhanden, hat (abgesehen 
von Tritium) das  gronte kernmagnetische Moment  und ist 
daher  am einfachsten zu untersuchen. I n  der  Organome- 
tallchemie und der  Anorganischen Chemie wird aber auch  
die NMK-Spektroskopie ,,exotischer" Kerne zunehrnend 
unentbehrlich. 

2.1. Eindimensionale NMR-Spektroskopie 

Das heute allgemein verwendete Verfahren zur Auf- 
nahme von ID-NMR-Spekt ren  ist die von Ernsf und A n -  
d e r ~ o n l ~ ~ . ' ~ '  eingefuhrte Fo~ t i e r -Techn ik~"~ ,  die auch der  
2D-NMR-Spektroskopie zugrunde liegt und daher  zu Be- 
ginn beschrieben werden soll. 

Spin- 1/2-Kerne orientieren sich entweder parallel oder  
antiparallel zu einern angelegten Bo-Feld. Es gibt n u r  diese 
beiden, als a und fl bezeichneten Zustande. Der parallel 
zum Feld orientierte a-Zustandl'] ist energetisch gunstiger 
als der  antiparallel ausgerichtete p-Zustand. Daher ist der  
a -Zus tand  starker populiert als de r  fl-Zustand (Roltzmann- 
Verteilung), und  es existiert aufgrund dieser Populations- 
differenz eine makroskopische Magnetisierung in Rich- 
tung des &-Feldes (,,longitudinale Magnetisierung"). Das 
Verhalten der  makroskopischen lvagnetisierung laBt sich 
rnit den R l ~ c h - G l e i c h u n g e n [ ~ * ~  beschreiben. Fur die Lo- 
sung dieser Rewegungsgleichungen unter Beriicksichti- 
gung von gleichzeitig angelegten Hochfrequenzpulsenl' ' l  
ist eine Transformation in ein rotierendes Koordinatensy- 
stem von Vorteil. Dieses Koordinatensystem dreht sich mit 
der  Tragerfrequenz wg der  Radiofrequenzpulse u m  die 
zum B,,-Feld parallele z-Achse. 

Pulse sind kurzzeitig eneugte hochfrequente Magnetfelder 
B,COSO,I ,  die wegen der wiihrend des Pulses auftretenden Pri4res- 
sionsbewegung urn Bo zu einer sehr kornplexen Bewegung der M a -  
gnetisierung fuhren. Ihre Beschreibung in einem rnit o , = y B o  ro- 
tierenden Koordinatensystem f u h r t  zu  einer starken Vereinra- 
c h u n g :  B ,  reicht z u r  Erklarung der Bewegung aus. M a n  geht wie 
folgt vor. 

Das linear polarisierte B,-Feld (z. 8.  n u r  die x-Kornponente) IalJt 

sich in zwei zirkular polarisierte Felder aufspalten [GI. (I)]. Die 
beiden Vektoren rotieren mit der gleichen Frequenz, haben aber 

B,(r) = S; cos wde, = %S;(cos wde, t sin o,te,) 

t 1% ~ ( C O S  w,ie, - sin w,te,) ( 1 )  

- -- 

I*] Die Zuordnung von n und p zu parallel bzw. antiparallel geman [3] soll 
hier durchgangig angewendet werden. In der  I.iteratur finder man al ler- 
dings auch die umgekehrte Zuordnung.  

I"] Wir vtrwendzn in diesem Beitrag stat1 ,.lmpuls" durchgangig die dem 
Englischen entnommene Bezeichnung ,,Puls", da sie Fich inrwischen all. 
gemein eingebiirgert hat. 

entgegengesetzten Drehsinn. Transformiert man n u n  in das  rnit 
w o = y B , ,  rotierende Koordinatensystern ( e l ,  e ; ) ,  so erhalt m a n  Glei- 
chung (2).  

Die die doppelte Larmor-Frequenz entha l tende  Komponenie in ( 2 )  
erfullt die Resonanzbedingung nicht und kann daher vernachlissigt 
werden. Nur die zeitunabhangigc (!)  Kornponentc 'h B"e:  wird 
beriicksichtigt. Die Bloch-Gleichungen enthalten daher  wjieder n u r  
zeitunabhangige Felder u n d  lassen sich leicht losen: Statische Fel- 
der (B0 oder auch B ; )  hewirken eine Rotation der Magnctisierung 
urn die jeweilige Achse.  Der Winkel (Flipwinkel), urn den die M a -  
gnetisierung gedreht wird, hangt beispielsweise davon ab ,  wie 
lange das  B,-Feld wirkt (der Puls anliegt). Pulse herden daher 
haufig nicht durch die Feldstarke und die Dauer, sondern durch 
ihren Flipwinkel charakterisiert. 

Pulse lassen sich also durch Rotationen der  Magnetisie- 
rung  u m  einen bestimmten Winkel (Flipwinkel) u n d  urn 
eine bestirnmte Achse (Phase) beschreiben. Beispielsweise 
dreht ein als & h l s  bezeichneter kurzer Radiofrequenz- 
puls die z-Magnetisierung urn die y-Achse urn den Win- 
kel o [GI. (3) und  Abb. l]l'l. (Gleichung (3) bedeuret. die 

B 
( 3 )  M ,  M, cos B + M ,  sin B 

M,-MagnetisierungI"' geht unter dern EinfluB eines p,-Pul- 
ses zum Teil (sinp) in M,-Magnetisierung uber, d ie  restli- 
che Magnetisierung (cosp) bleibt parallel zur z-Achse.) 

Abb. I, Wirkung eines On-Resonance-Radiofrequenzpulsea a u s  der  ).Kith- 
tung rnit dem Flipwinkel auf die longitudinale Magnetisierung im rotieren- 
den Koordinateiisyarem. Zur beaseren Kennrlichmachung haben wir dd, Ko- 
ordinatensystem gegenuber der  sonst gebrauchlichen Darstellung I \  nach 
borne) u m  90' pedreht. 

Nach dem Puls beginnt die transversale Magnetisierung 
M, um die z-Achse zu prazedieren. Die Prazessionsfre- 
quenz ist 10 = Y B , f f ,  wobei Beif  die unterschiedlichen chemi- 
schen Verschiebungen der  Kerne berucksichtigt. Kerne ei- 
nes Isotops (z.B. Protonen) haben alle das  gleiche gyro- 
magnetische Verhaltnis y und nahezu dasselbe B e f f ,  so da13 
sich ihre Prazessionsfrequenzen nur  wenig unterscheiden. 
Bei Protonen schwankt w je nach de r  individuellen chemi- 
schen Verschiebung urn etwa 10-5wo oder  10 ppm (parts 
per million von wo). Im rotierenden Koordinatensystem 
dreht sich auch  der  Beobachter (Detektor) mit de r  Fre- 

_- 
['I Die Drehrichtung der  Magnetisitrung u n t e r  dem t i n t l u l l  cine\ Pulses 

g e m i B  [3] enlspricht dem mathematischen Drehsinn. In der  Literatur 
findet man hauf ig  auch die umgekehrte Definition (in unserem Heispiel 
h i r e  dies die Drehung nach - x ) .  

[ * * I  t inter M, ,  M y  und M, verrtehen wir die durch die anfangliche PoldTisie- 
rung gegebenen Einheitsmagnetisierungen entlang den jeheiligen Ach- 
sen. Dies ist die iibliche Definiiion. 
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quenz wo um die z-Achse. Dadurch ,,sieht" der Detektor 
nur Differenzfrequenzen (w - 0"). Diese Differenzfre- 
quenz nennen wir im folgenden Prazessionsfrequenz oder 
chemische Verschiebung C2 (Abb. 2). Im rotierenden Koor- 
din:itensystem gilt also Gleichung (4). 

a 

(4) 

b 

Ahh. .'. Die Evolution der chemischen Verschiehung .Q wahrend der Zeit r .  
GezeiKt ist die Aufsicht auf die x,y-Ehene des rotierenden Koordinatensy- 
stem,. 

Die Prazessionsfrequenz C2 ist die von der Tragerfre- 
quenz abweichende Oszillationsfrequenz des Signals, das 
ein Iletektor registriert, der z. B. Iangs der x-Achse im ro- 
tierenden Koordinatensystem angeordnet ist. Man erhalt 
also ein mit R oszillierendes Signal S ( f ) ,  den ,,free induc- 
tion decay'' (FID), der durch eine Fourier-Transformation 
in ein Spektrum mit einem Signal (,,Peak") bei der Fre- 
quenz R umgewandelt wird (siehe auch Abb. 4). 

Die Fourier-Transformation ist eine mathematische Vor- 
schrift, mit deren Hilfe Frequenzen in einer zeitlich oszil- 
lierenden Funktion erkannt und als Signale auf einer Fre- 
quenzskala an der entsprechenden Stelle wiedergegeben 
werden konnen. 

Die. Funktion cosRf in Gleichung (4) enthalt die Frequenzen 
o =  -t R und w =  -0: somit ist eine Unterscheidung der Vonei- 
chen nicht moglich. Man mochte aber gerne Vorzeichen von Fre- 
quen:en unterscheiden, denn nur dann kann man die Tragerfre- 
quen: so wlhlen, daB sie sich in der  Mitte des gewiinschten Spek- 
truni? befindet. Eine Vorzeichenunterscheidung ist durch die Qua- 
draturdetektion moglich[".OO1, bei der die x- und auch die y-Ma- 
gneli. ierung im rotierenden Koordinatensystem detektiert werden. 
1)ctcI.tiert man  die x-Magnetisicrung M, aus (4) im Kanal K,, die 
y-Ma;netisierung M y  im Kanal K, und kombiniert die Signale ge- 
m l B  K,+iK,. so erhalt man das komplexe Signal e'"', das nach 
komrlexer Fourier-Transformation eine Linie bei + R  (und eben 
nicht Such bei - S Z )  im Spektrum ergibt. Dieses Verfahren hat den 
Nachtcil, daB man zwei Signale gleichzeitig aufnehmen muB. 

I n  finigen NMR-Spektrometern wird ein von Re&e/d et al.lh'] 
erfunJener Trick genutzt'621, bei dem man alternierend erst aus 
( + X I  , dann aus ( + y)-, ( - x)- und ( -  y)-Richtung detektiert (Abb. 
3). Ch:r Empflnger rotiert dadurch (im rotierenden Koordinatensy- 
stem) zusltzlich rnit einer gewissen Prequenz 0,. Das Signal ist 
dann c 0 s ( R + 0 ~ ) 1 .  Man setzt RR gleich der halben spektralen 
Breitt. (SW/2) (Abb. 3b). Dann erhllt man nach komplexer Fou- 
rier-Transformation ein Spektrum, in  dem sich die Signale mit po- 
sitiver und negativer Frequenz nicht mehr iiberlagern (Abb. 3c). 
N u n  k a n n  man um R = 0 ,,falten" (Abb. 3d) oder, was dasselbe ist, 
eine reelle Fourier-Trclnsformation durchfiihren. Dieses ,.Falten" 
(englisch "fold") ist nicht identisch mit dem in Abschnitt 2.2. I er- 
w l  h n r en Fa1 ten ("con vol u ti on"). 

C 

t i  I j  

I : ositive i knquanten-Koharenz (+ SQC) I 

i negative 
1 : Einquanten-Kohareru. (-SQC) 

01 -o,io, - 0 2  

I I itsoc , 

-SQC I :  

'?U 

I j - Kesultat nach 
d i l  ; reeller Fourier-'I ransformation 

Ahh.  3 .  I ' r i i v ip  der Kedl.itlld-lechnik. [..in Speklrum, daa man nach Einka- 
naldetektion und komplexer Fourier-Transformation erhi l t  (a), enthhlt so- 
wohl die Signale fiir + R  a k  auch die fur  -R, die in  (b) separat gezeigt sind. 
Sie entsprechen positiven bzw. negativen Einquanten-Kohsrenzen. L i B t  man 
den Empfanger nun  zusztzlich mit der Frequenz SW/2 rotieren, sind die hei- 
den Teilspeklren nicht mehr iiberlagert (c). Nach Faltung um R=O. d. h.  reel- 
ler Fourier-Transformation, erhalt man ein Spektrum mil n u r  noch positiven 
Frequenzen (d). 

Wir wollen das eben mit dem Vektorformalismus behan- 
delte 1 D-NMR-Experiment nun mit dem Produktoperator- 
formal is mu^^^^] beschreiben. Wahrend im Vektorformalis- 
mus die makroskopische Magnetisierung unter der Wir- 
kung von Pulsen gedreht wird und/oder unter dem Ein- 
flul3 des B,,-Felds prazediert, beschreibt die Dichtematrix 
den gesamten Zustand eines Spins oder Spinsystems (also 
nicht nur die observable Magnetisierung). Die observablen 
Grol3en mussen erst vom jeweiligen Zustand ,,abgelesen" 
werden. Wir geben im folgenden einen kurzen Abril3 des 
quantenmechanischen Formalismus, der zum Verstandnis 
der 2D-NMR-Experimente vollig ausreicht (fur detaillier- 
tere Darstellungen der physikalischen Grundlagen siehe 

Der Grundzustand eines Spinsystems im therniischen 
Gleichgewicht wird durch die Polarisierung I ,  entlang der 
z-Achse beschrieben. Dieser Zustand ist verkniipft rnit ei- 
ner Magnetisierung M,. Unter der Wirkung von Pulsen aus 
der y-Richtung, im folgenden kurz y-Pulse genannt, trans- 
formieren sich I, sowie I ,  und I ,  gemal3 (5)-(7) (siehe auch 
Abb. I ) .  

163-6'1). 

Die kartesischen Operatoren[*] I,, I ,  und I, transformie- 
ren sich beziiglich Drehungen also wie Magnetisierungen. 

['I Wir venvenden hier durchgangig sowohl fiir den Operator als auch fiir 
den Erwartungswert das Symbol I (bzw. S) und nicht i fur den Opera- 
tor. 
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Die Eigenschaften eines Zustands I,, I, oder I, sind bei 
solch einfachen Produktoperatoren, die nur einen Operator 
enthalten, direkt abzulesen. I, ist assoziiert rnit einer x-Ma- 
gnetisierung, I, entsprechend mit einer y-Magnetisierung 
und I, rnit einer z-Magnetisierung. 

Wir mussen noch die in den Gleichungen['l ( 5 )  bis (7) 
und auch weiterhin verwendete Notation erklaren. Links 
steht jeweils der Anfangszustand des Spinsystems, rechts 
der Endzustand nach der ,,Propagation", d.h. der Ent- 
wicklung unter dem jeweiligen Operator, der fur spezifi- 
sche Wechselwirkungen steht (z. B. fur Puls, chemische 
Verschiebung, Kopplung). Die Terme auf den Pfeilen sind 
jeweils die Teile des Hamilton-Operators, die fur die be- 
trachtete Entwicklung des Systems relevant sind. Der Ha- 
milton-Operator beschreibt die Wechselwirkungen der 
Spins rnit aul3eren Feldern und untereinander. Dabei 
steht 

a) BlX, ,  oder allgemein p& fur einen Puls mit dem Flipwin- 
ke lp  um jene Achse in der x,y-Ebene, die den Winkel p 
rnit der x-Achse einschlieBt, 

b) Rl,t  fur die Entwicklung der chemischen Verschiebung 
R des Kerns I wahrend der Zeit t und 

c) 2nJl ,z12zt  fur die Entwicklung der Kopplung J zwi- 
schen den Kernen I '  und I' wahrend t. 

Fur die Entwicklung der chemischen Verschiebung gel- 
ten die Gleichungen (8)-(10) (siehe auch Abb. 2). Auch 
hier verhalten sich die Operatoren wie die Magnetisierun- 
gen. Die Beschreibung fur ein einziges Spin-1/2-Teilchen 
ist daher derjenigen irn Vektorforrnalismus gleich. 

~ I I ,  
I, - I, cos nt + I, sin nr 

nti, 
I, - I, cos nt - I, sin nt 

Die Detektion von x-Magnetisierung bedeutet, daB z. B. 
bei Gleichung (9) der Koeffizient - s inRt  bei I, das Signal 
bildet. Fourier-Transformation ergibt je eine Linie bei 

['I Korrekterweise miilhe man in diesem Fall von Transformationen spre- 
chen. Wir verwenden aber in diesem Beitrag den Regriff ,,Gleichung" 
nicht in seiner engen mathematischen Definition. 

Prlparation Detektion 

9o"y 12 

f R. Quadraturdetektion, wie sie auf allen Spektrometern 
moglich ist, ermoglicht die Selektion von nur einer Fre- 
quenz, z. B. von +R. 

Quadraturdetektion bedeutet, wie wir schon sahen, die Addition 
der MeBwerte gemal3 K, + i K,. Dadurch entsteht das komplexe Si- 
gnal eln'. Dies entspricht der Detektion von I gemal3 den Umfor- 
mungen und Konventionen (1 1)-( 13). 

In  Abbildung 4 ist das Prinzip der ID-NMR-Spektro- 
skopie fur ein Einspinsystem noch einmal zusammenge- 
faBt. Durch einen Hochfrequenzpuls erzeugt man aus der 
(im Boltzmann-Gleichgewicht vorliegenden) z-Magnetisie- 
rung (Zustand des Spins: I,) transversale Magnetisierung 
(Zustand: lx). Dieser Zustand, die sogenannte Kohiirenz, 
evolviert, d. h. entwickelt sich, wahrend der Detektionszeit 
t (verandert sich rnit der Zeit). Diese Veranderung kann be- 
obachtet werden ( I x ,  I, sind in diesem Fall rnit transversa- 
ler Magnetisierung verbunden), indem das durch sie in der 
Spule induzierte Signal aufgenommen wird. Koharenzen, 
die durch Produktoperatoren dargestellt werden, werden 
also als Signale bei den fur sie charakteristischen Frequen- 
Zen im Spektrum abgebildet. 

Die folgenden Erklarungen sollen xum hesseren 
Verstandnis von Koharenzen dienen. Im Gegensatz zu Po- 
pulationen, die Besetzungen von Zustanden im Energieni- 
veau-Schema angeben, beschreiben Koharenzen Uber- 
glnge zwischen den Zustanden. Solche Ubergange sind 
durch eine Anderung Am, der Quantenzahl m, gekenn- 
zeichnet. AmL ist die Ordnung p der Koharenz, die fur die 
Beschreibung von Phasencyclen entscheidend ist (siehe 
Abschnitt 2.2.3). Obwohl unter der Einwirkung von Pulsen 
einer Pulssequenz im allgemeinen viele der moglichen Ko- 
harenzen auftreten, enthalten nur einige von ihnen eine 
observable Magnetisierung, und zwar ausschliefllich sol- 
che rnit Am,= * 1 (Auswahlregel der NMR-Spektrosko- 
pie). Von diesen Einquanten-Koharenzen sind bei schwach 
gekoppelten Systemen wiederum nur wenige detektierbar, 

Fourier- 

Transformation 
- 

0 Spektrum 
- 

Vektorbilder fur die Magnetisierung 
eines Kerns ohne Kopplung 

Abb. 4. Prinzip der 1 D-NMR-Spektro- 
skopie. Dargestelh ist die Entwicklung 
der Magnetisierungen im Vektorbild 
und anhand von Produktoperatoren. 

9o;-Puls Enrwicklung 4 I, wfhrend I. cos m2 zugehiirige Produktoperatoren 
Detektion t Iy sin N, fur eine Kernsorte 
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und zwar die, bei denen genau ein Spin seinen Zustand 
Bndert, d. h. die durch Produktoperatoren mit nur einern 
transversalen Operator beschrieben werden. 
Das Signal eines ID-NMR-Experiments wird nicht konti- 
nuierlich, sondern diskontinuierlich registriert. Das an- 
konimende Signal wird wahrend fester Zeitintervalle At in- 
tegi-iert (zeitliche ,,horizontale" Digitalisierung) und dann 
in einem Analog-Digital-Wandler ,,vertikal" digitalisiert; 
man erhalt einen FID bestehend aus N Punkten, wobei 
N. At die Akquisitionszeit ist. Die zeitlich diskrete Akqui- 
sition ist gem213 dem Sampling The~reml"- '~~ moglich, da 
die Rreite des Spektrums, d. h. der Bereich moglicher Fre- 
quenzen, durch die Art der Probe und durch analoge Fil- 
terung begrenzt ist. Diese zeitlich diskontinuierliche Auf- 
nahrne ist fur die 2D-NMR-Spektroskopie entscheidend, 
weil dadurch eine zweite Zeitskala definiert werden kann 
(siehe Abschnitt 2.2). 

2.2. Zweidirnensionale NMR-Spektroskopie 

Die Pulsfolge eines 2D-NMR-Experiments laBt sich im 
allgzmeinen in folgende Blocke unterteiled2]: 
Praparation - Evolution ( t , )  - Mischung - Detektion ( t2) .  

Dabei entspricht die Detektionsphase vollstandig derje- 
nigen im 1 D-NMR-Experiment (Abschnitt 2.1). Die t2-Zeit 
erpibt somit nach Fourier-Transformation die mit w2 be- 
zeichnete Frequenzachse eines 2D-NMR-Spektrums. Die 
2D-NMR-Spektroskopie enthalt dariiber hinaus aber eine 
zweite variable Zeit, die Evolutionszeit t , .  Sie wird schritt- 
weise verlangert (inkrementiert). Iliese inkrementierte Auf- 
n a h n e  entspricht den Zeitinkrementen im digitalisierten 
FIII der t2-Zeit. Fur jedes t,-Inkrement wird separat ein 
FID in f 2  detektiert. Man erhalt schliel3lich ein Signal, das 
von zwei Zeitparametern, t I  und t 2 ,  abhangt: S( t , , t 2 ) .  Die 
Fourier-Transformation jedes FIDs nach t2 liefert dann 
eine Serie von w2-Spektren, die sich fur die jeweiligen I , -  
lnkiemente in der Intensitat undloder Phase der Signale 
untt rscheiden. Eine zweite Fourier-Transformation nach 
t , ,  somit ,,senkrecht" zur w,-Dimension, ergibt ein Spek- 
truni als Funktion zweier Frequenzen (w2 horizontal, w ,  
vert kal). 

Das Prinzip der 2D-NMR-Spektroskopie ist in Abbil- 
dun 4 5 am Beispiel einer Protonen-Kohlenstoff-Verschie- 
bun,<skorrelation (H,C-COSY) dargestellt. Man beginnt 

Abb. i. Prinzip der ZD-NMR-Spektro- 
skopic am Beispiel von H,C-COSY. 
Man beachte die Intensitatsver2nde- 
rungen der Kohlenstoffsignale nach 
der elsten Fourier-Transformation, in 
der die Evolution der Protonenmagne- 
tisierung wahrend der r,-Zeit enthal- 
ten is[ (unren Mitte). 

PrBparation 

mit der Erzeugung transversaler Protonenmagnetisierung 
(Koharenzen) und ubertragt diese durch je einen 90°-Puls 
fur die Kerne ' H  und "C auf die Kohlenstoffkerne (Mi- 
schung). Wie diese Ubertragung im einzelnen vor sich 
geht, wird in Abschnitt 2.2.1 erlautert. Detektiert wird 
schlienlich die Kohlenstoffmagnetisierung. 

Betrachten wir das vorher Gesagte noch einmal im De- 
tail anhand der in Abbildung 5 gezeigten Pulssequenz rnit 
Produktoperatoren[*'. Aus der Gleichgewichtsmagnetisie- 
rung entsteht nach der Praparation - in diesern Fall ist es 
ein 90;'-Puls - transversale Magnetisierung I , ,  was einer 
Einquanten-Koharenz entspricht. I ,  entwickelt sich mit 
seiner charakteristischen Frequenz wahrend tI [GI. (14)]. 

Durch die Mischsequenz - hier zwei 90"-Pulse auf ' H  und 
I3C - werden die Koharenzen der Protonen in Koharenzen 
der I3C-Kerne umgewandelt (d. h. aus I ,  wird SJ. Der I,- 
Term wird nicht mehr weiter beriicksichtigt, weil er, wie 
wir in Abschnitt 2.1.1 sehen werden, fur das Experiment 
nicht relevant ist. Der Mechanismus des Kohirenz-Trans- 
fers ist im Moment ebenfalls unwichtig. S, entwickelt sich 
dann wahrend t2 mit seiner charakteristischen Frequenz 
[GI. (15)]. Der Zustand des Spinsystems nach der Zeit t?  ist 

S, - S, cos nSr, i S, sin nSr, ( 1 5 )  
QSIS, 

cos fI,i, (S. cos nsi, t S, sin fIsi2) 1161 

also durch Gleichung (16) gegeben. Die S-Operatoren ent- 
halten damit nicht nur ihre charakteristischen Frequenzen 
!&, sondern auch die I-Spin-Frequenz R,. Man spricht 
auch von Markierung (,,labelling"). Sh,y ist in r I  mit der I- 
Frequenz markiert (,,gelabelt"). Quadraturdetektion der 
Operatorkombination von (16) in t 2  fuhrt dann zu einem 
komplexen Signal der Form (17). Eine Fourier-Transfor- 

- _ _ ~  
[*I Die Bezeichnungen I und S stammen ursprilnglich von ,,insensitive" bzw. 

~ e n s i t i v e " .  Dennoch verwenden auch wir hier die Bezeichnung I fur das 
Proton, obwohl es der magnetisch empfindlichere Kern ist, und S fiir den 
Heterospin, da dies dern allgerneinen Gebrauch entspricht. 

: Evolution , Magnctierungs-, Detektion 
: transfer j 

'H 
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mation nach / ,  und t 2  ergibt die Frequenzen +a, in w I  
und R, in co?. Schematisch erhalt man somit das in Abbil- 

dung 6 gezeigte Spektrum. Eine Linie im 2D-NMR-Spek- 
trum tritt dann an der Stelle (a,, SZ,) auf, wenn das Signal 
in t ,  rnit der Frequenz 0, und in t2 mit der Frequenz a, 
moduliert ist. 

- 0 2  

Abb. 6. Schematische Kreuzsignale fur I -  und S-Kerne in einem hyporhe- 
rischen 2D-NMR-Spektrum. Als Randspekrren sind die Projektionen auf die 
Achsen abgebilder. In w? wurde bereits die Redfield-Technik (siehe Abb. 3) 
verwendet. 

Das 2D-NMR-Spektrum ist also ein Abbild der Ubertra- 
gungsprozesse von Koharenzen, wobei als ,,Koordinaten" 
der Peaks die charakteristischen Frequenzen der miteinan- 
der verbundenen Koharenzen auftreten. Die Intensitat der 
Signale wird durch die Effizienz des Mischprozesses be- 
stimmt. Die tibertragbarkeit von Koharenzen hangt einer- 
seits von den Eigenschaften des Spinsystems ab, also von 
strukturellen, dynamischen und chemischen Molekulei- 
genschaften, die sich im Verhalten der magnetisch aktiven 
Spins widerspiegeln; sie wird andererseits durch die Art 
der Mischsequenz im 2D-NMR-Experiment bestimmt, was 
zu der enormen Vielfalt an 2D-NMR-Experimenten fuhr- 
te. 

In der hochauflosenden NMR-Spektroskopie gibt es 
zwei wesentliche Spin-Spin-Wechselwirkungen, die fur die 
Ubertragung von Koharenzen genutzt werden konnen: Die 
eine ist die durch die Rindung wirkende skalare Spin-Spin- 
Kopplung (J-Kopplung), die schon im I D-NMR-Experi- 
ment zu den wohlbekannten Multiplettaufspaltungen 
fuhrt. Sie besteht nur zwischen Spins, die durch wenige 
Bindungen im Molekul getrennt sind. Daher ist sie fur die 
Aufklarung von Konnektivitaten, also Verknupfungen, von 
Atomen geeignet und dient zum Beweis der Konstitution 
chemischer Verbindungen, aber auch zur Zuordnung von 
Spektren. Die Gro8e der skalaren Kopplung ist zudem ein 
empfindlicher Parameter fur Torsionswinkel um Einfdch- 
und Doppelbindungen und stellt damit wichtige Informa- 
tionen uber die raumliche Struktur (Konformation) zur 
V e r f i i g ~ n g [ ~ ~ - ~ ~ ] .  Die andere Wechselwirkung ist die durch 
den Raum wirkende dipolare Kopplung zwischen zwei 
Spins. Sie ist in Flussigkeiten die uberwiegende Ursache 
f u r  Relaxationspr~zesse[~~-~~~ und gibt sich im I D-NMR- 
Spektrum nur  indirekt als Linienbreite zu erkennen. Dipo- 
lare Kopplung verursacht aber auch die gegenseitige Rela- 
xation raumlich benachbarter Kerne, die Kreuzrelaxation. 
Die intramolekulare Kreuzrelaxation gibt AnlaB zum Nuc- 
lear-Overhauser-Enhancement(N0E)-Effekt, d. h. dazu, 
da8 sich die Intensitat des Signals eines Kerns nach Sto- 
rung der Population der Spinzustande eines anderen 
Kerns ande~- t [~~-* '~ .  Der NOE-Effekt ist vom Abstand der 

kreuzrelaxierenden Kerne abhangig und ermoglicht somit 
die Bestimmung von intramolekularen Atomabstanden '' 
881. Daher sind heute NOE-Werte die wichtigste NMR-In- 
formation fur die Bestimrnung von dreidimensionalen Mo- 
lekulstrukturen. Fur gro8ere Molekule wurde die quantita- 
tive Abstandsbestimmung erst durch die 2D-NMR-Spek- 
t r o ~ k o p i e ' ~ ~ - ~ ~ l  praktikabel[94-'"11. NOE-Effekte und J- 
Kopplungen erganzen sich in ihren Aussagen. 

Auch durch chemische Reaktionen kann Koharenz 
ubertragen werden (Austausch)[1"2. I")'. Im Gegensatz zu 
skalarer und dipolarer Kopplung erfordert diese Koha- 
renzubertragung kein Mehrspinsystem. Es genugt, da8  sich 
die chemischen Verschiebungen eines Kerns unterschei- 
den, je nachdern, o b  er im Molekiil A oder B zu finden ist, 
um Austauschspektren zu erzeugen. Dies wurde schon sehr 
fruh fur kinetische Untersuchungen genutzt[I'"-' . Auch 
hier brachte die 2D-Austausch-NMK-Spektrosko- 
pie:89, ! 16. 1171 Vorteile bei Messungen der Geschwindigkeits- 
konstanten von Reaktionen im chemischen Gleichgewicht 
(z. B. in vivo), aber auch bei der Bestimmung von Reakti- 
onsgeschwindigkeiten und Mechanismen von Platzwech- 
selprozessen in fluktuierenden Molekiilen. 

2.2. I .  Skalare Kopplung 

Auf der skalaren Kopplung beruhen die meisten 2D- 
NMR-Experimente. Sie ist auch Ursache fur das Versagen 
des Vektorbildes bei der Beschreibung von NMR-Experi- 
menten. Aufgrund der gro8en Bedeutung der skalaren 
Kopplung fur die hochauflosende 2D-NMR-Spektrosko- 
pie werden wir uns zuerst mit ihr beschaftigen. 

Skalare Kopplunyeti im Produktoperatn~ormali.mlus 
Die skalare Kopplung ist die Wechselwirkung zweier 

Spins, die uberwiegend durch die Bindung (indirekte 
Kopplung) und nur gelegentlich durch den Raum'"'] ver- 
mittelt wird. Sie fuhrt zu einer Aufspaltung der Resonan- 
zen im NMR-Spektrum (Multiplettstruktur). Im Produkto- 
peratorformalismus laBt sich die Spin-Spin-Kopplung 
zweier Kerne 1 und 2 gemall (18) ( 2 1 )  beschreiben. ET re- 

(19) 

1211 

sultieren ganz ahnliche Ausdrucke wie fur die Entwicklung 
der chemischen Verschiebung, allerdings treten hier zum 
ersten Ma1 die Operatorprodukte auf, die diesem Forma- 
lismus den Narnen gegeben haben. Wir wollen zur Erlaute- 
rung der Formeln noch einmal auf Vektorbilder zuriick- 
greifen: Im Vektorbild stellt man eine Kopplung zwischen 
Kern 1 und Kern 2 durch zwei unterschiedlich schnell pra- 
zedierende Vektoren fur den Spin von Kern 1 dar, fur die 
der Kern 2 im a- bzw. p-Spinzustand ist (Abb. 7). Die x- 
Magnetisierung des Spins 1 ist offensichtlich mit c o s d t  
moduliert, was durch den ersten Teil von Gleichung 18 
wiedergegeben wird. Es gibt aber daruber hinaus Magneti- 
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sierung entlang der y-Achse (rot), die man rnit I l y ( / y  -If) 
beschreiben kann (die y-Magnetisierung des Spins 1 zeigt 
nach + y fur  Spin 2 im a-Zustand und nach - y fur Spin 2 
im P-Zustand). Diese y-Magnetisierung ist nicht beobacht- 
bar, also im makroskopischen Sinn eigentlich gar keine 
Magnetisierung, weil sich die positive und negative Kom- 
ponente genau aufheben. Die Populationsdifferenz von a- 
und P-Niveau (/"-Ii') ist gerade 21,, so dal3 wir 
/ , , ( / y  - I g )  zu 2 / , , I , ,  zusamrnenfassen konnen. Dieser 
Term ist offensichtlich rnit s i n d l  moduliert [vgl. GI. 
( 18)l. 

Abh. 7 .  Die Entwicklung der  skalaren Kopplung wghrend der  Zeit 1. ausge- 
hend i o n  x;-Magnetisierung. Die resultierende Antiphase-Magnetisierung ist 
rot, < ie verbleibende In-Phase-Magnetisierung grun dargestellt. 

Irn Gegensatz zur Entwicklung der  chemischen 
Ver ,chiebung und lode r  zur Einwirkung von Pulsen ,,er- 
zeu ;t" oder ,,vernichtet" die Entwicklung von Kopplung 
Opcratoren: /1x-+2/ly/2L, 2 / , ,  12z-'lly. Die Vernichtung 
von  Operatoren kommt dadurch zustande, daB das Qua- 
dra: eines Operators immer gleich dem Einheitsoperator 
ist ( in  diesem Fall: / , /z= ll'). Nur die Kopplung, nicht je- 
doch die chemische Verschiebung kann also andere Spins 
,,ins Spiel bringen". Dies ist fur den Kohirenz-Transfer"' 
entscheidend, denn man kann n u r  Koharenz ubertragen, 
wenn ein zweiter Spin im Produktoperator vorhanden ist. 

Wir haben n u n  bereits alle Regeln, u m  mit dem Produk- 
toperatorformalismus umgehen zu konnen. Allerdings be- 
notigen wir noch einige Rechenvorschriften: 

a )  Die Entwicklung eines Produktoperators unter de r  
EiRwirkung von Pulsen oder  chemischer Verschiebung er- 
hiilt man, indem man jeden Operator des Produkts einzeln 
t raxformier t  [GI. (22)-(24)]. I ,  liefert keinen Reitrag zur 
cht,mischen Verschiebung [siehe GI. (lo)]. 

123) 

Will m a n  die Wirkung von skalarer Kopplung untersu- 
chen, mul3 man die Paare von Produktoperatoren der mit- 

- - 

I*] Haufig wird an$telle \ o n  Koharenz-Transfer der  Ausdruck Polarisations- 
transfer verwendet. U'ir halten jedoch den ersten ftir besser und exak- 
ter. 

einander koppelnden Kerne zusammen betrachten. Bei- 
spielsweise entwickelt sich 2 / , , / 2 z  unter einer I,3-Kopp- 
lung gemA0 (25) (d. h.  wir brauchen nur  den  transversalen 

Operator I , ,  sich entwickeln zu lassen [vgl. GI. (IS)]), aber 
unter 1,2-Kopplung gernal3 (26). 

1261 

Wichtig ist noch die Feststellung, daB Produktoperato- 
ren aus zwei transversalen Operatoren [GI. (27 )  und (28)] 
keine gegenseitige Kopplung entwickeln, genausowenig 
wie solche, die aus  zwei longitudinalen Operatoren beste- 
hen [GI. (29)) 

d l 2  2l:zIL! 2/,,1,, -- 2 / , , 12 ,  (zwei transversale Operatoren) ( 2 7 )  

2f1J2y (zwei transversale Operatoren) (28)  71119 2I:A , 
21,AC2,  

2lJ2 (zwei longitudinale Operatoren) (29) R'li ~ , , ~ 2 ,  , 
ZlA 

Allerdings entwickelt beispielsweise 2 I , ,  IZy Kopplung zu 
einem dritten Spin [GI. (30)]. Hier haben wir schon von 
Regel (b) Gebrauch gemacht. 

b) Kopplungen und chemische Verschiebung wirken 
zwar gleichzeitig, man kann aber bei schwacher Kopplung 
die Evolution unter diesen Wechselwirkungen nacheinan- 
der  berechnen, d a  die Operatoren der chemischen 
Verschiebung und der schwachen Kopplung komrnutieren. 
Dies gilt nicht f u r  Pulsoperatoren. Daher begrenzen Pulse 
die Perioden freier Prlzession. 

Die Produktoperatoren bekommen erst ,.Fleisch und 
Blut", wenn man weil3, zu welchen Signalen im Spektrum 
sie AnlaB geben. (Produktoperatoren, die zu einer obser- 
vablen Magnetisierung fuhren, werden kunftig der Ein- 
fachheit halber observable Operatoren genannt). Fur 
schwache Kopplung gilt: 

a )  Beobachtbar sind nur Signale, die auf Produktopera- 
toren rnit einem transversalen Operator (I, oder I , )  zuriick- 
zufuhren sind. 

b) Produktoperatoren mit einem transversalen Operator 
( / x ,  IY) und beliebig vielen longitudinalen Operatoren (IL) 
entwickeln sich in observable Operatoren, sofern der 
,,transversale" Spin mit allen ,,longitudinalen" Spins ska- 
lar koppelt. 

c) Alle anderen Produktoperatoren sind nicht-observa- 
be1 und entwickeln sich auch nicht in observable Operato- 
ren. 
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Wir betrachten nun Produktoperatoren fur ein Dreispin- 
system aus einem Kern 1, der zu den Kernen 2 und 3 kop- 
pelt (Abb. 8). I , ,  ergibt das wohlbekannte Doppeldublett 

cos lrlr 

11, - u 
Abb X Schemdti5ches In Phdte-Doppelduhlett (Strichspektrum) 

bei der chemischen Verschiebung Q,. Dies folgt aus Glei- 
chung (31). Wir nutzen hier aus, daD nur I , .  und I , ,  obser- 

sin rdr 

I,, - It, cas R,t cos n&t cas nl,,t + liy sin R,t  cas d I 2 r  cos d I 3 t  + ... t 31) 

vabel sind, und vernachlassigen die sechs nicht-observab- 
len Terme. Bevor wir nun zeigen, wie man aus der Zeit- 
funktion (3 1) ein Spektrum konstruiert, mussen wir noch 
ein paar Bemerkungen zu Phasen und Fourier-Transfor- 
mierten vorausschicken: Die absolute Phase eines Signals 
ist nicht sinnvoll zu definieren, denn zum einen sind Pha- 
senanderungen durch die Elektronik moglich, zum ande- 
ren kann der Experimentator die Phase durch eine Phasen- 
korrektur nullter Ordnung (frequenzunabhangig) beliebig 
verandern. Sinnvoll dagegen ist die Definition relativer 
Phasen, die invariant bezuglich Phasenkorrekturen nullter 
Ordnung sind. Folgende Regel 1aDt sich formulieren: Ziihlt 
man in den Koeffizienten der x-Magnetisierungen die Zahl 
der Sinusfaktoren, so ist die relative Phase gerade 90" mul- 
tipliziert rnit der Anzahl der Sinusfaktoren. Wir konnen die 
absolute Phase nun zum Beispiel so einstellen, daB ein I , -  
Term, der ausschlieRlich Cosinusfaktoren als Koeffizien- 
ten enthalt, in Absorption ist. Dann gilt fur die Phasen der 
anderen Terme (siehe Abb. 9): 

0.4. . . . Sinusfaktoren: Absorption 
1,5, , . . Sinusfaktoren: Dispersion 
2,6, . . . Sinusfaktoren: negative Absorption 
3,7, . . . Sinusfaktoren: negative Dispersion 

n 

V 
Ahh. 9. Linienlormen in NMR-Spekiren: a)  Absorptionssignal, b) Disper- 
sionssignal. c) negatives Absorptionssignal (Emission), d) negatives Disper- 
sionssignal. 

Die Modulation des Zeitsignals durch Kopplung ge- 
schieht ausschliefilich durch Amplitudenfaktoren der 
Form cos nJf  und sinnJf. Ihre Fourier-Transforrnierten 
sind in Abbildung 10 gezeigt. 

Abb. 10. Signalformen f ir  ein Dublerr mit In-Phase-Struktur (a und h) und 
Antiphase-Struktur (c und d). Die Spektren (a und c) sind in Absorption, die 
Spektren (b) und (d) i n  Dispersion aufgenornrnen. 

Ausgangspunkt fur die Konstruktion des Signals aus ei- 
nem Produkt von Funktionen [siehe z.B. GI. (30)] ist der 
Faltungssatz: Die Fourier-Transformierte eines Produkts 
von Funktionen kann man aus den Fourier-Transformier- 
ten der einzelnen Funktionen durch Faltung erhalten. In 
unserem Fall handelt es sich um Produkte der trigonome- 
trischen Funktionen, deren Fourier-Transformierte jeweils 
bekannt sind. Das Vorgehen fur die in Gleichung (3 1 ) auf- 
gefuhrten Terme ist in Abbildung 11 gezeigt. 

'Lei t be rc ic h Spektrum Produktoperator 
am Beginn von I ?  

cos rd]J I -I],- I 

cos q g .  cos nl,J 
+Jlz-+ -Il3- 

Abb. I I .  Konstruktion einer In-Phase-Multipleits aus den In-Phase-Dubletts 
bezoglich J i2  und I , ,  durch Faltung. 

Bei Antiphase-Operatoren verfahrt man wie folgt : 
2 I , ,  12, ist nicht direkt detektierbar [Regel (a)], aber es bil- 
det sich observable Magnetisierung gemiiD Gleichung 
(32). 

1st die Ji2-Kopplung gleich Null, so bildet sich keine de- 
tektierbare Magnetisierung [Regel (b)], wie man auch di- 
rekt aus (32) entnehmen kann. 

Wir wenden wieder unser Faltungsrezept an und erhal- 
ten das in Abbildung 12 gezeigte Spektrum, ein In-Phase- 
Dublett fur J I 3  (Cosinus) und ein Antiphase-Dublett fur 
J Iz  (Sinus). Die x-Komponente enthalt zwei Sinusfaktoren, 
so daR letztlich ein negatives Absorptionssignal (Emission) 
resultiert. Nach demselben Rezept ergeben sich die Spek- 
tren fur die restlichen Produktoperatoren. 
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Zeitbcreicli Spektrum Produktoperator der in observable Magnetisierung uberfuhren kann. Wen- 
det man auf einen Operator 2 t l r f 2 r  einen 9O,"-Puls an, so 
erhalt man -2f , , t2x [siehe auch GI. (22)) Das heifit, der 
vor dem Puls transversale Spin 1 wird longitudinal, der 
longitudinale Spin 2 wird transversal. Man hat also Koha- 
renz des Spins 1 ( 2 f l x t 2 z  entwickelt sich mit der chemi- 
schen Verschiebung des Kerns I )  in Koharenz des Spins 2 

am Ueginn von f2  

t J 1 2 - 4  + sin %Il$ 

cos %I,$ 1+--J13-1 

Abb. I ? .  Konstruktion eines Doppeldubletts rnit Antiphase-Struktur beziig- 
lich der Kopplung .II2 und In-Phase-Struktur beziiglich J , 3 .  

Wir sind jetzt soweit, da13 wir das Zeitbereichssignal gar 
nicht mehr notieren mussen. Nach dem Rezept ,,Jeder z- 
Operator erzeugt ein Antiphase-Dublett, der Rest erzeugt 
In-Phase-Dubletts" konstruieren wir die noch fehlenden 
Spektren (Abb. 13). Auch fur die Phase von Signalen (Ab- 

Zeitbereich Spektrum Produktoperator 
am Reginn von t2  

uberfuhrt (transferiert). Das COSY-Experiment beruht ge- 
nau auf diesem Koharenz-Transfer. 

Betrachten wir wieder ein Dreispinsystem mit den Spins 
1, 2 und 3. Der erste 9O,"-Puls erzeugt aus der Gleichge- 
wichtsmagnetisierung transversale Magnetisierung 
f lr+t2x+t3x.  Im folgenden wollen wir nicht alle Terme 
ausrechnen, sondern von vornherein die Terme, die nicht 
zu einem Signal im Spektrum fuhren, ausschliel3en. 

Am Ende von t 2  werden nur Terme fir, IZx oder f3x de- 
tektiert. Konzentrieren wir uns auf den f2,-Term, denn der 
Transfer f11+12x gibt Anlal3 zu einem Kreuzsignal bei R1 
in wI (vertikale Achse) und R2 in w2 (horizontale Achse). 
Wir hatten gesehen, da13 nur Kopplung einen weiteren 
Spin ins Spiel bringt. Wahrend t ,  mu13 also die Entwick- 
lung (33) stattfinden. 

Dieser Produktoperator und kein anderer wird durch ei- - WJ3' nen 90,"-Puls vollstandig in - 2 t l z t Z x  uberfuhrt. Das 
Transferdiagramm im COSY-Experiment hat fur das 1,2- T-5- +JlZ+ -Jn- 

sin nllg .sin nl,j 

Abb. 13. Doppelduhlett mil unterschiedlicher Antiphase-Struktur. Oben: be- 
ziiglit h der Kopplung JI,: unten: beziiglich beider Kopplungen J12 und Jl,. 

Kreuzsignal die Form (34). Es gibt keine andere Mag- 

34) 
90" t 90" t2  

1, -1, It. A -X,& -.L 2 w 2 x  - J2r 

sorption, Dispersion) erhalten wir Regeln: Alle Terme mit 
einem I,-Operator (z. B. 2t,,t2,, 4 t , ,  f2zf32) sind in Ab- 
sorption (gerade Zahl von Sinusfaktoren). Man kann sich 
leicht davon uberzeugen, da8 dann alle Produktoperatoren 
mit einem I,-Operator in Dispersion sind. Durch eine Pha- 
senkorrektur kann man Absorption und Dispersion aus- 
tauschen. Die Phasen eines 2D-NMR-Signals in den bei- 
den Frequenzdimensionen wI und w2 sind voneinander un- 
abhangig, so da13 sie gleich oder unterschiedlich sein kon- 
nen. 

Wir wollen im folgenden das H,H-COSY-Experiment".21 
(Pulssequenz PI) eingehender betrachten, da  es nur zwei 

(PI )  

Pulse enthalt, also eine der einfachsten 2D-NMR-Pulsse- 
qumzen uberhaupt istl']. 2D-COSY war das erste 2D- 
NhlR-Experiment"], und es ist heute noch das wichtigste. 
Es beruht auf dem in Abschnitt 2.2 bereits angedeuteten 
Koharenz-Transfer. Wir hatten gesehen, dal3 Kopplung 
Antiphase-Terme wie 2t,,t2. erzeugt und diese auch wie- 

lichkeit mit dieser Pulssequenz Magnetisierung von Kern 1 
auf Kern 2 zu ubertragen, da  man genau einen z-Operator 
vor der Mischung braucht, der dann in f 2  in einen transver- 
salen Operator uberfuhrt wird, und da  Spin 1 in t l  rnit ei- 
nem x-Operator ( t lx)  prasent sein mu13. Mehrere z-Opera- 
toren im Produktoperator wurden in mehrere transversale 
Operatoren iiberfiihrt, die prinzipiell nicht detektierbar 
sind. Die Koeffizienten der hier aufgefuhrten Operatoren 
ergeben sich nach folgendem Schema: In t ,  entwickeln 
sich chemische Verschiebung und Kopplung ausgehend 
von I , .  gemal3 (35). Samtliche nicht am Transfer beteiligten 

Kopplungen gehen als Cosinusfaktoren ein. Hier wurde al- 
lerdings nur die Kopplung zu einem weiteren Kern be- 
trachtet. Durch den 90,"-Puls findet der Koharenz-Trans- 
fer statt, und es ergibt sich (36). Daraus entwickelt sich ob- 
servable Magnetisierung gemafi den Gleichungen (18) und 
(20). Die Gesamtamplitude des Signals, die Transferfunk- 
tion, ist also durch (37) gegeben. 

24J2x sin n,t, sin nJI2tl cos rJl,tl 

sin n,f, sin d I 2 t l  cos xJl,fl sin R2f2 sin z.Jl2f2 cos rJBr2 

136) 

(37) 

Konsfruktion des 2D-Multipletts [*I Die unter der cigentlichen hlssequenz angegebenen ,,Notensysteme" 
zrigcn den jcweiligcn Koharenz-Transferweg. Sie werden in Abschnitt 
2.2.3 erlautert. Wir haben das Konstruktionsschema fur 1 D-NMR- 
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Spektren anhand der Signale im Zeitbereich besprochen 
und wenden dies jetzt auf die Konstruktion des 2D-NMR- 
Spektrums an. I n  wI und w2 finden wir die in Abbildung 14 
gezeigten Multipletts, aus denen sich das 2D-NMR-Spek- 
trum ergibt, indem man in einem rechtwinkligen Koordi- 
natensystem aus den beiden w-Achsen an den Stellen 
Peaks eintragt, die Kreuzungspunkten der ID-NMR-Fre- 
quenzen entsprechen. Die Intensitat ist jeweils das Produkt 
der Amplituden der beteiligten Linien. Die Phasen in w I  
und wz dagegen sind identisch rnit denen der jeweils zu- 
grundeliegenden ,,I D-NMR-Spektren". 

sin n,t, cos nJ,*t, cos nJ,,fi sin nit, cos nJ,?t2 cos nJ,,f2 (39) 

Die Analyse der Multiplettstruktur ergibt dispersive Ge 
ein Sinusfaktor fur beide Zeitdimensionen) In-Phase-Si- 
gnale (Cosinusfaktoren fur die Kopplungen) in beiden 
Frequenzdimensionen. Die Diagonalsignale im COSY- 
Spektrum sind also dispersiv in beiden Dimensionen (dop- 
pelt dispersiv), wahrend die Kreuzsignale in beiden Di- 
mensionen absorptiv sind (doppelt absorptiv). Natiirlich 

0 0  0 0  
0 0  0 0  

0 0  0 0  
0 0  0 0  

Bisher wurde nur  ein einziges, namlich das 1.2-Kreuzsi- 
gnal betrachtet. Man erhalt die anderen Kreuzsignale, z. B. 
das zwischen den Kernen 2 und 3, indem man nach dem 
ersten 90°-Puls mit I*.  startet und 

Wir wollen noch einmal das Zustandekommen der 
Kreuzsignale zusammenfassen. In I I  entwickeln sich die 
Kohlrenzen mit der chemischen Verschiebung von Spin 1, 
in t 2  die mit der chemischen Verschiebung von Spin 2. Fur 
einen Koharenz-Transfer mit einem 9O,"-Puls benotigt 
man Terme 2flxf2, ,  die in -2 11,12, ubergehen, d. h. vor 
und nach dem Koharenz-Transfer liegt jeweils Antiphase- 
Magnetisierung vor, verursacht durch die J12-Kopplung. 
Man bezeichnet diese Kopplung daher auch als akriue 
Kopplung. Die anderen Kopplungen erscheinen in-phase 
und werden als passiu bezeichnet, genauso wie die beim 
Transfer nicht in Erscheinung tretenden Spins (in diesem 
Fall der Spin 3). 

Es gibt ferner noch die Diagonalsignale (2.B. 
w I  = w Z = R 1 )  im COSY-Spektrum. Fur ein I,]-Diagonal- 
signal muB der Produktoperator vor der Mischung einen 
transversalen Operator fur Spin 1 enthalten, sonst hatte 
sich wahrend t i  keine chemische Verschiebung dieses 
Spins entwickelt. Auch nach der Mischung rnuR der Ope- 
rator fur Spin 1 noch transversal sein, sonst wiirde er nicht 
zu einem Peak bei R, in w2 AnlaR geben. Vor dem Misch- 
puls durfen keine Terme rnit mehr als einem I,-Operator 
existieren, denn sie wiirden durch den 90"-Puls in trans- 
versale Operatoren iiberfiihrt. Dadurch wiirden nicht-ob- 
servable Terme mit mehr als einem transversalen Operator 
am Beginn von l2 entstehen. Also hat das Transferdia- 
gramrn fur  Diagonalsignale die Form (38). Daraus ergibt 
sich die Transferamplitude gemill3 (39). 

detektiert. 

Abb. 14. Konstruktion eines 2D-Multi- 
pletts aus zwei ID-NMR-Spektren. Die Si- 
p a l e  im 2D-NMR-Spektrum (rechts~ ent- 
stehen an den Positionen, deren Frequen- 
zen durch die Lage der Signale in den 1 D- 
NMR-Spektren (links) definiert sind. Die 
Signalintensitat ergibt sich aus dem Pro- 
dukt der lntensitgten der ID-NMR-Spek- 
tren. 

kann man in 2D-NMR-Spektren durch Phasenkorrektur 
Absorption und Dispersion in beiden Dimensionen sepa- 
rat austauschen. Das Diagonalsignal ist beziiglich aller 
Kopplungen in-phase, da diese mit dem Cosinus eingehen. 

Bisher haben wir ausschliel3lich die erwunschten Trans- 
fers (Kreuz- und Diagonalsignale) analysiert. Uner- 
wunschte Signale haben wir einfach nicht betrachtet. Im 
COSY-Experiment treten sogenannte Axial-Peaks als Arte- 
fakte auf. Sie entstehen, wenn am Ende von I ,  ein I,-Term 
durch den 90"-Mischpuls in einen transversalen I ,  iiber- 
fuhrt wird, der in l2 observabel ist. Da er in I ,  nicht modu- 
liert ist, entsteht ein Signal bei R ,  = O  (Axial-Peak). Der 
Spektroskopiker hat ein machtiges Instrument in der Hand, 
derartige Artefakte zu unterdriicken: die P h a s e n c y h .  
Bevor wir diese erlautern, wollen wir jedoch den zweiten 
wichtigen Prozel3 zur Ubertragung von Magnetisierung 
zwischen zwei Spins betrachten, die dipolare Kopplung. 

2.2.2. Dipolare Kopplung 

Die dipolare Kopplung spielt in der hochauflosenden 
NMR-Spektroskopie eine vollig andere Rolle als die ska- 
lare Kopplung. Sie gibt im ID-NMR-Spektrum nur als Re- 
laxationsphanomen zu Linienverbreiterungen ( T2) oder zur 
Wiederherstellung des Boltzmann-Gleichgewichts nach ei- 
ner gewissen Zeit (TI) AnlaR. Die skalare Kopplung hinge- 
gen fiihrt zu Oszillationen im FID und Linienaufspaltun- 
gen im Spektrum. Wie in Abschnitt 2.2.1 erlautert, erhalt 
man durch J-Kopplung in Evolutionsperioden Operato- 
ren, die Koharenz-Transfer durch Pulse ermoglichen. So- 
mit verursacht die skalare Kopplung einen Zustand, der 
(auch ohne die Wirkung der Kopplung wahrend der Mi- 
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schung) durch Pulse in den gewunschten Endzustand iiber- 
fuhrt werden kann [GI. (40)]. 

Bei der Mischung durch dipolare Kopplung ist das an- 
ders. Dort muR wahrend der Mischzeit die dipolare Kopp- 
lung wirksam sein, wahrend sie in der Evolutions- oder 
Detektionsperiode unwirksam sein kann [GI. (41)]. 

t NOE 
I. -L I ,  - s, JL S. 

Dipolare Relaxation 
Dic dipolare Kopplung ist die Wechselwirkung der ma- 

gnetischen Momente zweier Spins durch den 
as Magnetfeld BD, das Spin 2 am Ort 

des Spins 1 erzeugt, ist orientierungsabhangig [GI. (42) mit 
r I 2  als Abstand der Kerne und O I 2  als Winkel zwischen 
dem Abstandsvektor r I 2  und dem Bo-Feld]. 

~~~~L3.65 .77 .78 .  I191 D . 

IX: schnelle Umorientierung der Molekiile in Losung 
erzeugt am Ort der Spins magnetische Wechselfelder (Abb. 
Is), die den Austausch von Spinpolarisierung (z-Magneti- 

= yo' 8 = arccos (1/3)' 8 = 0" 
RI ,  0 - I  B" = 0 B, .2  

Ahb. 15. Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwischen zwei Spins im Feld So in 
Abhirigigkeir vom Orientierungswinkel 0. Das Feld erreicht ein absolutes 
Maximum bei 0 = 0 ,  ein Minimum bei @ - Y O "  und verschwindef beim ,,ma- 
gischen Winkel" 0=arccos( l /3)"' .  

sierung) ermoglichen und letztlich bewirken, daD das Spin- 
system bei Abweichungen von der Boltzmann-Verteilung 
wieoer in den Gleichgewichtszustand relaxiert. Wegen der 
dipc laren Kopplung relaxieren die beiden Spins allerdings 
nich t unabhangig voneinander, sondern beeinflussen sich 
gegt nseitig, d. h. jede Abweichung eines Spins vom Gleich- 
gew cht ubertragt sich auf den anderen Spin und fiihrt 
dort ebenfalls zu einer Abweichung vom Gleichgewicht. 
Dir:,en Effekt nennt man Nuclear-Overhauser-Enhance- 
ment(N0E)-Effect. Fur zwei dipolar gekoppelte Spins I 
und S erhalt man das in Abbildung 16 gezeigte Bild. 

F i r  die Ubergangswahrscheinlichkeiten W (,,Raten"), 
gelten die Gleichungen (43)-(45)17" bei isotroper Reorien- 
tieriing des interatomaren Vektors. 

(43) 

all 

Abb. 16. Relaxation im Zweispinsyslem. Null-, kin- und Zweiquanten-[Jbep 
gSLnge sind mil W,, W ,  bzw. W, bezeichnet. 

(45) 

Um ein Gefiihl fur diese Ubergangswahrscheinlichkei- 
ten zu bekommen, betrachten wir die Relaxation ausge- 
hend von der Polarisierung des Spins I. Wir rechnen hier 
mit Differenzpolarisierungen in Bezug auf den Gleichge- 
wichtszustand. Der in Abbildung 17a gezeigte Zustand ent- 
spricht also der Boltzmann-Verteilung fur Spin S und Sat- 

- Y2 ( I ,  t S,) - % ( I ,  - S,) - 1, 

Ahb. 17. Anderung der Populationen durch dipolare Relaxation. Man beach- 
fe, daU hier nur die vom Boltzmann-Gleichgewicht abweichenden Populatio- 
nen schematisch gezeichnet sind. a) Ausgangszustand - I , ,  b) Zustand nach 
Relaxation, wenn nur  W, wirksam ist. c) Zustand nach Relaxation. wenn nur 
W ,  wirksam isf. 

tigung fur Spin 1, so daB die Differenzmagnetisierung - I ,  
ist. Man erkennt, daI3 W s  keine Anderung bewirkt und W (  
zu einem Ausgleich der Populationsdifferenzen fur den I- 
Ubergang und damit zum Zerfall von -[, (Relaxation) 
fuhrt. Da dies gleichermanen fur beide I-Ubergange gilt, 
andert sich an der Differenz der Populationen fur den S- 
Spin nichts. Wirkt dagegen nur W,, so gleichen sich die 
beiden mittleren Niveaus aus; man erhalt die Populations- 
verteilung von Abbildung 17b und damit auch eine Popu- 
lationsanderung fur den S-Spin. W,-Relaxation verwandelt 
also einen [,-Operator zum Teil in S,. Dies bedeutet, daR 
Magnetisierungstransfer durch dipolare Kopplung mog- 
lich ist. Die Gesamtpolarisierung bleibt bei diesem ProzeB 
erhalten. Wirkt nur W2, so gleichen sich das hochste und 
das niedrigste Niveau aus, und man erhalt die Popula- 
tionsverteilung von Abbildung 17c. Wieder wird Magneti- 
sierung von Spin I auf Spin S ubertragen, allerdings andert 
sich dabei das Vorzeichen, weil jetzt die tieferliegenden 
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Niveaus des Spins S starker besetzt sind als die hoherlie- 
genden. Die Gesamtpolarisierung bleibt also bei diesem 
ProzeB nicht erhalten. 

Die Effektivitat der beiden Relaxationsraten W,, und Wz 
wird durch die Geschwindigkeit der molekularen Um- 
orientierung bestimmt. Reorientiert sich das Molekiil lang- 
sam im aul3eren Magnetfeld (dies entspricht einer langen 
,,Korrelationszeit", r, > w; I ) ,  so findet Kreuzrelaxation 
hauptsachlich iiber die niederfrequenten Ubergange Wo 
( PwI -ws)  statt [siehe GI. (44)]. Umgekehrt ist die Relaxa- 
tion iiber W, ( a w , + w , )  nur bei schneller molekularer 
Umorientierung moglich [siehe GI. (45)], was wiederum ei- 
ner kurzen Korrelationszeit rc entspricht. Je nachdem, ob 
W, oder W, dominiert, ist die Kreuzrelaxationsrdte 
( W2 - Wo) negativ oder positiv und damit auch der NOE- 
Effekt. Fur W,  = W, verschwindet die Kreuzrelaxationsra- 
te. KonventionsgemaB entspricht einer positiven (negati- 
ven) Kreuzrelaxationsrate und damit einer erhohten (ver- 
rninderten) Intensitat des S-Kernsignals ein positiver (ne- 
gativer) NOE-Effekt["I. 

Wie fur den Koharenz-Transfer das COSY-Experiment, 
so ist fur den inkoharenten Magnetisierungstransfer das 
NOESY-Experiment (P2)["] die grundlegende und wich- 
tigste Pulssequenz. 

?-.- (P2) 

Wir hatten gesehen, daB der Transfer von Magnetisie- 
rung via NOE dadurch erreicht wird, daB man einen 
Nichtgleichgewichtszustand erzeugt und dann wartet. Die 
relevanten Produktoperatoren ergeben sich aus folgenden 
Uberlegungen: Zu Beginn und am Ende von r,  benotigt 
man z-Magnetisierung. Sie wird in transversale Magneti- 
sierung (detektierbare Koharenz) verwandelt und geht 
auch aus dieser hervor. Insgesamt ergibt sich also (46). Die 
Transferamplitude ist durch (47) gegeben. Dabei bedeutet 

11 cosnJ, , t ,  das Produktl'] aller cosnJ,,tl-Faktoren, J , ,  sind 
die skalaren Kopplungen zwischen Spin I und anderen 
Spins i. Aquivalent laBt sich dies auch auf den Spin S 
ubertragen. 

Eine Bemerkung noch zu den Vorzeichen der Diagonal- 
und Kreuzsignale im NOESY-Spektrum: 1st der NOE- 
Effekt positiv ( W 2 -  W,>O), so bildet sich -S, aus I , ,  
d. h. Diagonal- und Kreuzsignale haben unterschiedliche 
Vorzeichen. 1st der NOE-Effekt dagegen negativ 

( W 2 -  Wo<O), so bildet sich S, aus Iz, und Diagonal- und 
Kreuzsignale haben gleiches Vorzeichen. 

Das Signal im NOESY-Spektrum ist in-phase beziiglich 
aller Kopplungen (nur Cosinusfaktoren) und IaBt sich auf 
Absorption korrigieren. Wir wollen spater noch genauer 
auf die Analyse von NOESY-Spektren sowie auf weitere 
Varianten eingehen. 

Wir kommen jetzt auf Phasencyclen zu sprechen, die ein 
wichtiges Mittel zur Beseitigung von Storsignalen und Ar- 
tefakten (d. h. unerwiinschten Beitragen) in Spektren sind. 
Aus der NOESY-Sequenz entnirnmt man beispielsweise, 
daB auch der Transfer (48) zwischen zwei koppelnden 

Spins moglich ist. Er fuhrt zu einem unerwunschten Signal, 
das aufgrund skalarer Kopplung zustande kommt und mit 
dem NOE-Signal uberlagert. Mit Phasencyclen konnen 
derartige unerwunschte Signale unterdriickt werden. 

2.2.3. Kohirenzordnungen und Phasencyclen 

In einem Phasencyclus wird eine Pulsfolge wiederholt, 
wobei die Phasen der Pulse (Sender) und die Empfanger- 
phasen systematisch variiert (,,cycled"), sonst aber alle Pa- 
rameter wie Delays, Flipwinkel etc. konstant gehalten wer- 
den. Samtliche so erhaltenen FlDs eines t,-Inkrements 
werden addiert. Phasencyclen dienen der Selektion eines 
gewunschten Transfers und zugleich der Unterdriickung 
von unerwunschter Stormagnetisierung. Sie sind nur dann 
sinnvoll, wenn die Phasenabhangigkeiten des erwiinschten 
und der unerwiinschten Ubertragungsprozesse unter- 
schiedlich sind. 

Wir wollen hierfiir ein einfaches Beispiel geben. Im 
COSY-Experiment treten Kreuzsignale aufgrund des 
Transfers (49) auf. Dreht man die Phase des 90"-Mischpul- 

(491 

ses um 180°, so andert sich nichts an dem Produktoperator 
(siehe (50)]. 

Artefaktsignale in fast allen 2D-NMR-Experimenten 
sind Axial-Peaks, die dadurch zustandekommen, daD lon- 
gitudinale Magnetisierung durch die Mischsequenz in de- 
tektierbare transversale Magnetisierung umgewandelt 
wird. Diese Magnetisierung ist nicht in t 1  moduliert, 
kommt also bei o,=O zur Resonanz (der Begriff axial 
kommt von ,,auf der Achse w I  = O  liegend"). Die Axialsi- 
gnale transformieren sich unter 90; und 90Yy gem%D (51) 
bzw. (52). Sie sind also im Gegensatz zu den erwiinschten 

['I Im Produkl 1,l beieichnet der Index i (oder auch j) hier und im folgenden 
immer die nichl in der jeweiligen Gleichung aufgefiihrten restlichen 
Spins. (52) 
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KreuLsignalen von der Phase des zweiten Pulses irn 
COSY-Experiment abhangig. 

M a n  kann deshalb die Axialsignale unterdrucken und 
dabei die erwunschten Signale erhalten, indern man die 
beiden Experirnente 90; - t ,  - 90; - I~ und 90; - I ,  - 
90?,  - I*  addiert. Die Axialsignale heben sich gerade auf, 
die erwunschten Kreuz- und Diagonalsignale dagegen ad- 
dieren sich. Wir beschreiben jetzt einen systernatischen 
Weg fur das Aufstellen von Phasencyclen. 

Kohi renzordnung12".-"" 
Da Pulsphasen letztlich etwas mit Drehungen um die z- 

Achsz zu tun haben, unterscheiden wir Operatoren nach 
ihreni Verhalten beziiglich einer Drehung urn die z-Achse 
[GI. (53)-(55), man bernerke die Analogie zu GI. @ - ( l o )  

80 

I ,  I .  cos cp + I, sin cp (53) 

I, 3+ I~ cos cp - I ,  sin (51) 

cp I, L+ I, 155) 

mit 4 ) = 6 2 1 ] .  Man erkennt, daB sich die Operatoren I, und 
I, nicht rein, sondern gernischt transformieren, d. h. aus ei- 
nem /,-Operator entsteht eine Mischung aus I, und I,. Aus 
Grunden, deren Erlauterung hier zu weit fuhren wurde, ist 
die kartesische Basis fur die Beschreibung von Phasency- 
clen daher unbrauchbar. Man findet allerdings eine andere 
Bask. in der sich die transversalen Operatoren rein trans- 
forrnieren, die Basis der Einelementoperatoren1'2"-'251 [GI. 
(56) und (57)]. 

Eritsprechend den Regeln fur Produktoperatoren (suk- 
zessive Anwendung der Transformation auf jeden Opera- 
tor) gilt beispielsweise fur /,+ /; Gleichung (%), d. h. der 
Term bleibt bei h e h u n g  urn die z-Achse invariant. Dage- 
gen gilt fur I :  1; Gleichung (59). 

b i r  finden irnrner Phasenfaktoren e 'w bei der Dre- 
hung urn die z-Achse. p wird als Koharenzordnung be- 
zeicinet, die sich a k  Zahl der /+-Operatoren minus der 
Zahl der /--Operatoren in einem Produktoperator ergibt. 
I,+ I :  mit p=O ist dernnach eine Nullquanten-Koharenz, 
I,+ I.: dagegen eine Doppelquanten-Koharenz (p= +2). 
I; I ?  ist ebenfalls eine Doppelquanten-Koharenz (p= 
- 2 1. Produktoperatoren, die nur longitudinale Opetatoren 
enttialten, verhalten sich wie Nullquanten-Koharenzen. 
Die Bedeutung der Koharenzordnung fur die Klassifizie- 
rung von Koharenzen ergibt sich daraus, daB die Koha- 
renzordnung in Zeiten freier Evolution erhalten bleibt. 

I ist der .,raising"-Operator und I -  der ,,lowering"-Operator. 
Dabei beziehen sich ,.raising" und .,lowering" auf die Anderung 

der Quantenzahl m, und nicht auf die Energie. Sie beschreiben 
Prozesse, bei denen ein Quant abgegeben (B-u durch /') bzw. 
aufgenommen wird (a-13 durch I - ) .  Die Zahl der aufgenomme- 
nen Quanten ist gleich der hnzahl von I -  abziiglich der Anzahl 
von /+  im Produktoperator (Abb. 18). 

48 
,7. 

2 L L  
aa 

Abb. 18. Grnphirche I>arnrellung ban Sullquanten-liohhrt.n7 (ZQC, links) 
und t)oppelquanten-Koharenz (DQC, rechrs) irn Energieniveauschema eines 
Zweispinsysferns. Es wurde jeweils nur einer der beiden Ubergange einge- 
zeichnet, d.  h. im Falle der DQC nur die Absorption. Zur weiteren Erlaufe- 
rung siehe Text. 

Der Klassifizierung von Koharenzen nach Koharenzordnungen 
liegt die Symmetrie des Spin-Hamilton-Operators bei Rotationen 
urn die z-Achse (axiale Symrnetrie) zugrunde, die wlhrend freier 
Evolution gilt. Einer Symmetrie entspricht irnmer ein Erhaltungs- 
satz'"", in diesem Fall, daB die Koharenzordnung in pulsfreien 
Perioden erhalten bleibt. Unter dem Einflul3 von Pulsen ist diese 
Symmetrie dagegen gebrochen, d. h. Pulse induzieren Anderungen 
der Koharenzordnung. 

Unsere kartesischen Produktoperatoren enthalten irnrner 
einen bestimrnten Satz von Koharenzordnungen. Rei- 
spielsweise enthalten I , ,  und I , ,  die Surnrne aus positiver 
und negativer Einquanten-Koharenz [GI. (60) bzw. (61). 
vgl. die Definitionsgleichungen (56) und (57) von I' bzw. 
I - ] .  2 Ilx12z enthalt dieselben Kohlrenzordnungen (GI. 
(62)l. 

I,= = M ( I ;  + I ; )  I601 

Letztlich kornmt man zu folgendem Resultat: Die Zahl 
der transversalen Operatoren bestimmt die hochste 
(p= + n) und niedrigste ( p =  - n) Koharenzordnung, die in 
einem Produktoperator vorhanden ist. Es kommen irn Ab- 
stand von 2 alle Kohiirenzordnungen zwischen p =  + n  
und p = - n vor [siehe z. B. (63)-(6S)I. 

Z,J2z : +1, -1 163) 

41rJJ,x : +3, + I ,  -1, -3  (64) 

4I,#J> : +2.0, -2 165) 

Wir konnen also, indem wir die Entwicklung der Pro- 
duktoperatoren wahrend eines 2D-NMR-Experiments ver- 
folgen, jeweils sehen, welche Koharenzordnung vorliegt. 
Hierfur hat sich cine Darstellung eingeburgert (Abb. 19), 
in der Linien wie in einern Notensystem die Koharenzord- 



! I ,  Puls 12 ! 
i 

1 +  U 
n 

I 
-1 

- 3  

Ahh. IY.  L)dratellung i o n  Kiihdrenrordnungen in einem Notensystem. Im 
Gegensatz zu Phasen freier Evolution konnen Pulse die Koharenzordnung 
verandern. 

I 1  

nungen zu bestimmten Zeiten d a r ~ t e l l e n ~ ~ ~ ~ .  Die geraden, 
unverzweigten Linien sind Ausdruck der Erhaltung der 
Koharenzordnung wahrend Perioden freier Evolution. Ab- 
bildung 19 reprasentiert zum Beispiel eine positive Ein- 
quanten-Koharenz wlhrend t l  und eine negative Einquan- 
ten-Koharenz wahrend r2.  

Selekfion von Koharenzordnungsspriingen 
Phasencyclen selektieren Sprunge zwischen den Koha- 

renzordnungen. Solche Spriinge treten bei Pulsen auf. Ein 
&-Puls verwandelt z. B. z-Magnetisierung in ein Gemisch 
aus x- und z-Magnetisierung. Man erhalt Abbildung 20. 
Die Transferamplituden fur die jeweiligen Koharenz- 
Transferwege gehen aus diesem Diagramm nicht hervor. 

Ahb. 20. Aur longitudinaler Magnetisierung entstehende Koharenzordnun- 
gen nach einem &-Puls. 

Pulse regen im allgemeinen alle Koharenzordnungen 
zwischen p = + n und p = - n an, wobei n die Zahl der 
Terme im Produktoperator ist [GI. (66)]. Diese Vielfalt von 

Koharenz-Transfenvegen (Abb. 2 la) kann durch Phasen- 
cyclen entwirrt werden. Phasencyclen wirken wie Masken, 
die nur bestimmte Anderungen der Koharenzordnungen 
an einer bestimmten Stelle zulassen. Eine solche Maske 
hat z. R. die Form von Abbildung 21b. Die Form der 
Maske wird von zwei Parametern bestimmt: der Selektivi- 
tat N des Phasencyclus und dem Koh3renzordnungs- 
sprung Ap. Es gibt fur einen Phasencyclus allerdings nicht 
genau einen KohPrenzsprung, sondern unendlich viele im 

a b C 

Ahb. 21. a)  Aus Einquanten-Kohirmr ( i S Q C )  durch einen Puls entste- 
hende Koharenzordnungen in einem Dreispinsystem. Daraus konnen mit ei- 
ner Maske (h), dem Phasencyclus. bestimmte Koharenzordnungsspfinge se- 
lektiert werden (c). Die Maske wnhlt alle Sprilnge mil A p * k . N  
( k = O ,  1.2. ...) aus, wohei die Selektivitat N in diescm Fall 3 und bp - 1 
sind. Somic ktinnen alle aus ? SQC entstehenden Koharenzordnungen die 
Maske passieren, die einem Sprung Ap von -4, - 1 ,  2 oder 5 entsprechen 
(C). 

Abstand N. Die Selektivitnt ist bildlich gesehen der Ab- 
stand der Locher in der Maske (in dem hier gewahlten Bei- 
spiel ist N = 3 ) .  Ein Phasencyclus lal3t also alle Koharenz- 
ordnungsspriinge Ap k N . k passieren (mit k = 0,  1,2. . . .). 

Legt man nun diese Maske auf das Anregungsschema 
von Abbildung 21a, so reduziert sich die Zahl der mbgli- 
chen Koharenz-Transferwege drastisch (Abb. 21 c). Von 
den 14 moglichen Wegen wurden funf selektiert. 

Erstellen von Phasencyclen 
Die Selektivitat N eines Phasencyclus fur einen Puls 

p'k'=kAq'O) mit k=O, 1, ... hangt mit dem Phaseninkre- 
ment A p  zusammen: A q = 2 n / N .  Daraus folgt, daR fur die 
Maske von Abbildung 21 mit N = 3  das Phaseninkrement 
12Oo=2n/3 ist. Ap legt die Einstellung des Empfangers 
fest: Erhoht man die Phase des Pulses urn A p ,  so mul3 die 
Phase des Empfangers um - Ap . Acp geandert werden. hier 
also um -(- 1)- 120"= 120". Es liegt an der Periodizitat 
trigonometrischer Funktionen, dal3 man dabei jedes selek- 
tierte Ap nehmen kann. Auf diese Weise folgt man mit dem 
Empfanger genau dem gewunschten Koharenzweg; andere 
unerwunschte Wege werden ausgeloscht. Letztlich ergibt 
sich daraus (67) als allgemeine Formel fur die Berechnung 

von Phasencyclen. Ap, ist der Koharenzordnungssprung, 
der durch den i-ten Puls ausgewahlt werden soll. 

Die Maske von Abbildung 21 wird also beispielsweise 
durch einen der folgenden Phasencyclen erzeugt : 

k 0 1 2  0 1 2  
Puls 0 120 240 oder 3 123 243 
Empfanger 0 120 240 238 358 118 

Es kommt nur auf die Phaseninkremente an. Die Refe- 
renzphase qDo), zu der die Phaseninkremente addiert wer- 
den, ist nicht festgelegt. Fur die Selektion von KohPrenz- 
Transferwegen spielt die Referenzphase keine Rolle, sie ist 
aber haufig von Bedeutung fur die Effektivitat, mit der Ko- 
harenz-Transferwege eingeschlagen werden (2 .  B. geradel 
ungerade Selektion von Mehrquanten-Koharenz durch 

Bevor wir eingehender das Erstellen eines Phasencyclus 
erlautern, sei noch auf zwei wesentliche Punkte hingewiesen: 

1) Der Detektor selektiert konventionsgemll3 negative 
Einquanten-Koharenzen [vgl. die Detektion von I -, GI. 

2) Der erste Puls kann aus dem thermischen Gleichge- 
wicht (p  = 0) nur Einquanten-Koharenzen (positiv und ne- 
gativ) erzeugen. 

Wir betrachten zur Vertiefung Dreipuls-Experimente mit 
der Pulssequenz (P3). Die unterschiedlichen Experimente, 
die damit erzeugt werden konnen, sind in Tdbelk 1 7usam- 

90" - t - 180" - 5 - 90"). 

( 1  ~ 3 ) i .  

iP3) 

mengefaRt. Sie unterscheiden sich im wesentlichen in der 
Funktion des zweiten 90"-Pulses: Er vermittelt im Relayed- 
COSY-Experiment Koharenz-Transfer via Einquanten- 
Antiphase-Magnetisierung (2fkx & + 2 f k z f I x ) ,  im NOESY- 
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Tdbcllc I .  2D-NMR-Experimente mit drei 90"-Pulsen [a]. 

Experiment A ,  A2 Hemerkung Ab- 
schnitt 

COSY mit MQF [b] I ,  A A ist sehr  klein 3.1. 
Relayed-COSY I ,  A Refokussierung wBhrend der  3.1.6 

Mischzeit A durch n-Puls vorteil- 
haft 

NOESY I ,  r Wahrend T Ubertragung dipolarer 2.2.2 
Kopplung 

MQ-Spektroskopie A I ,  Refokussierung in der  Mitte von 3.1.8 
A durch n-Puls vorteilhaft 

~ _- 
[a] Da in der Literatur keine Praferenzen beziiglich der  Bedeutung der  zeit- 
konst;inten Delays A und T enistieren, henutzen wir in diesem Beitrag vorwie- 
Bend 3. wenn der  Delay der  Entwicklung von Kopplungen dient, und T, 
wenn andere Prozesse wie Relaxation ode r  Austausch von Bedeutung sind. 
[bl Mchrquantenfilter. 

Experiment erzeugt er longitudinale z-Magnetisierung 
( fX+  f z ) ,  wahrend im MQF-COSY- und im MQ-Experi- 
ment Mehrquanten-Koharenz (2fkr flz+2fkr fly) entsteht. 
Bei rler Auswahl der Antiphase-Magnetisierung bestimmt 
die Richtung des zweiten 90"-Pulses relativ zum ersten 
90'-Puls den erzielbaren Effekt [siehe (68)]. 

I>ie zu selektierende Koharenzordnung (im Beispiel 
obeii Ein- oder Mehrquanten-Koharenz) und damit die er- 
forderlichen Phasen kann man durch Betrachtung des 
Ubertragungsweges der Koharenzordnung (,,coherence 
transfer pathway") ermitteln. Am Beispiel eines H,H- 
CO!iY-Experiments rnit Doppelquantenfilter (DQF- 
COSY) sol1 nun die Ableitung des Phasencyclus gezeigt 
werden. 

Mit dem zweiten h l s  sol1 Doppelquanten-Koharenz se- 
lektiv ausgewahlt werden. Der gewunschte Verlauf der Ko- 
harenzordnungen ist im Koharenz-Transferweg von Abbil- 
dung 22 links dargestellt. Als Vergleich dazu ist in Abbil- 
dung 22 rechts der fur das DQF-COSY-Experiment uner- 
wiinschte Weg gegenubergestellt, wie er beispielsweise fur 
ein NOESY-Experiment notig ist (wahrend 5 Selektion 
von longitudinaler Magnetisierung, die sich in Phasency- 
clen wie eine Nullquanten-Koharenz verhalt). Diesen gilt 
es durch den Phasencyclus zu unterdriicken. Sequenzen 
mit demselben Koharenz-Transferweg wie im NOESY-Ex- 
periment, aber rnit Flipwinkeln kleiner als 90" fur die Mi- 
schung, sind als z-COSY (Abschnitt 3.1.4) und zz-Spektro- 
skopie (Abschnitt 3.4.2) bekannt1'27-i3"'. 

DQF-H,H-COSY NOESY 
ZQF-H,A-COSY 

90" r l  90" I 90" I, 90" I, 90"rwr> 
+2 

+1 

0 

-1 

-2 

Abb. 22. Kohirenz-Transferwege fur ein phasensensitives DQF-COSY- 
(links) und ein NOESY-Experiment (rechts). 

In dem als Beispiel gewahlten DQF-COSY-Experiment 
ist Ap fur den ersten Puls + 1 oder - I ,  fur den zweiten 
Puls + 1/-3 oder +3/  - 1 und fur den dritten Puls + 1 
oder -3. Der vollstandige Phasencyclus fur ein Experi- 
ment rnit L Pulsen besteht aus N,  x N2 x . . . NI- Variationen, 
wenn jeder Puls i unabhingig von den anderen in Schritten 
2 n / N ,  variiert wird. Wir haben gesehen, da8 neben den 
gewunschten Wegen Ap, auch Wege Ap, + k N, selektiert 
werden. Je gro8er N, ist, desto selektiver wird der Phasen- 
cyclus; allerdings wachst rnit N,  auch die Zahl der Akku- 
mulationen fur jedes r,-lnkrement. Man wird also N, so 
klein wie moglich halten, d. h. man mu8 uberlegen, o b  die 
unerwunschten Transferwege, die den Phasencyclus ,,pas- 
sieren", wirklich storen. Haufig wird einem dadurch die 
Entscheidung abgenommen, da8 man nur einen 90"-Pha- 
senschieber zur Verfugung hat, also nur N , = 2  und 4 ver- 
wirklicht werden konnen. Legt man fur unser Beispiel 
N,  = 4 zugrunde, so erhalt man 43 = 64 Variationen. 

Bei der phasensensitiven Aufnahme von Spektren (siehe 
Abschnitt 2.2.4) muI3 man allerdings beriicksichtigen, dal3 
wahrend f 1  sowohl die positive als auch die negative KohP- 
renzordnung (in diesem Fall p =  + 1 und p =  - 1) notwen- 
dig sind. Nur  so kann eine Fourier-Transformation uber t l  
zu Signalen in reiner Phase (d. h. Absorption oder Disper- 
sion) fuhren. Dies hat zur Folge, dalJ die relative Phasen- 
verschiebung der beiden Pulse, die die t,-Zeit begrenzen, 
(im Beispiel haben diese Pulse die Phasen (p, bzw. ( p 2 )  nur 
0 oder n sein darf. Somit reduziert sich fur phasensensitiv 
aufgenommene Spektren die Zahl der Variationen auf die 
Halfte (= 32 fur unseren Fall). 

Es wird zunachst die Phase (pi des ersten Pulses in 
Schritten von 90" geandert und die Phase (p2 des zweiten 
Pulses gemal3 den Regeln fur phasenempfindliche Detek- 
tion angepa8t. Die Phase (p, des dritten Pulses wird dabei 
konstant gehalten und die Phase des Empfangers nach 
Gleichung (67) berechnet. Dies ergibt die Phasen der er- 
sten vier Scans. Nun folgt eine weitere Variation der zwei- 
ten Pulsphase, um unter Beriicksichtigung der Regel fur 
phasenempfindliche Detektion alle vier Richtungen einzu- 
schlieI3en. Nach diesen acht Scans kann dann die Phase 
des dritten Pulses variiert werden. Dies ist im folgenden 
explizit aufgefuhrt, wobei fur die Phasen eine Kurzschreib- 
weise verwendet wird ( O = O " ,  1=90", 2 =  180" und 
3 = 270"). Der vollstandige Phasencyclus fur das DQF- 
COSY-Beispielspektrum ist somit: 

Wie die Empfangerphase (pPde, nach Gleichung (67) berech- 
net wird, sol1 am Beispiel des 14. Scans, der eingerahmt ist, 
gezeigt werden [GI. (69)]. Das Ergebnis von (69), - 1,  ent- 

9 d c ,  = - {(tl). 1 + (t 1) * 3  + ( - 3 ) .  1) = -1 (69)  

spricht wegen der Periodizitat modulo 4 gleich 3 fur die 
Empfangerphase ( - 1 P - 90" = + 270" 2 3). Aquivalentes 
ld3t sich auch fur den alternativen Weg uber p =  - 1 wah- 
rend r l  formulieren. 
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Damit muflte fur ein phasensensitives DQF-COSY-Ex- 
periment ein 32-Scan-Phasencyclus durchlaufen werden. 
Das kann zu unnotig langen Mellzeiten fiihren, sei es, dalj 
die erforderliche Auflosung viele l,-Inkremente verlangt 
oder daR die Konzentration der Probe so grofl ist, dal3 man 
mit wenigen Scans auskommen wurde. Eine Reduktion des 
Phasencyclus laat sich wie folgt erreichen: 

a) 24 der 32 Phasenkonstellationen konnen aus acht ur- 
spriinglichen abgeleitet werden, indem man alle Phasen 
gleichzeitig um 90" dreht. Diese Drehung dient dem Aus- 
gleich einer nicht exakten Phasenverschiebung des Emp- 
fangers. Man erhalt die acht Ausgangsphasen, indem man 
auf eine Variation des dritten Pulses verzichtet. Es sind die 
ersten acht Experimente in obigem Phasencyclusscherna. 

b) Man erreicht eine weitere Reduktion, wenn man sich 
vergegenwartigt, dal3 Axial-Peaks, die durch z-Magnetisie- 
rung am Ende von t I  entstehen, durch den zweiten Puls 
nicht in Doppelquanten iiberfuhrt werden konnen. Der 
Doppelquantenfilter unterdruckt also zugleich auch Axial- 
Peaks. Man kann daher auf deren explizite Unterdriickung 
mit dem zweiten Puls verzichten. Die vier verbleibenden 
Phasen sind: 

cp,: 0 I 2 3 
' p l :  0 I 2 3 
cp,: 0 0 0 0 
p&,: 0 2 0 2 

Puls- und Phasenunzulanglichkeiten wahrend des Ex- 
periments werden allerdings erfahrungsgemaI3 besser ge- 
mittelt, je mehr Phasen ein Phasencyclus enthalt. Um 
Kanalungleichheiten des Empfangers auszugleichen, be- 
nutzt man sinnvollerweise wie bei der Aufnahme von 1D- 
NMR-Spektren auch bei der von 2D-NMR-Spektren die 
CYCLOPS-Folge'"'], d. h. alle Phasen werden i n  Schritten 
von 90" inkrementiert. 

2.2.4. Phasensensitiv aufgenommene 2 D-NMR-Spektren 

Der Ausdruck ,,phasensensitive" Aufnahme von 21)- 
NMR-Spektren ist etwas unglucklich, da eigentlich jede 
Akquisition phasenempfindlich ist. Es ist die Art der Da- 
tenprozessierung, die entweder zu Spektren fuhrt, die Si- 
gnalphasen enthalten, oder zu solchen, die nur Absolut- 
werte wiedergeben. Man prozessiert sinnvollerweise dann 
phasenempfindlich, wenn man gewisse oder gar alle Si- 
gnale im 2D-NMR-Spektrum zu reinen Phasen korrigieren 
kann. Die daraus erhaltliche Vorzeicheninformation und 
eine verglichen mit der Absolutwertdarstellung geringere 
Linienbreite sind der Hauptgrund fur das phasenempfind- 
liche Prozessieren. 

Auf die Hintergrunde der phasensensitiven 2D-NMR- 
Spektroskopie wollen wir hier nicht naher eingehen. Fur 
ein vertieftes Studium ist die Arbeit von J .  Keeler und D. 
N e u h a u . ~ " ~ ~ '  sehr zu empfehlen. Nur  soviel sei gesagt : 
Reine Phasen in 2D-NMR-Spektren erhalt man immer 
dann, wenn das 2D-Zeitsignal in I ,  amplitudenmodu- 
liert ist. Praktisch alle gangigen Experimente wie COSY, 
NOESY, Relayed. TOCSY, ROESY und Shiftkorrelation 
erzeugen amplitudenrnodulierte Signale. 

Es gibt zwei Verfahren zur phasensensitiven Spektrenaufnahme. 
I>as Verfahren von Siures. Haherkorn und Ruben["'."41 erzeugt 

f u r  jeden ~ , - W e r t  7wei Ihtensatze. Der eine enthalt  das Signal i n  
f I  cosinusmoduliert, der andere dagegen sinusmoduliert (analog 
7.u~ synchronen Zweikanaldetektion in I>). Unterzieht man  sie 
einzeln einer komplexen Fourier-Transformation, so erhiilt man 
zwei Spektren, deren Addition das gewiinschte Resultat crgibt 
(Abb. 23). 

0: 

Abb. 23. E.rgebnis der Quadmturdetektion in I ,  nach dcm V d a h r e n  \ o n  S/O- 
ies. Ifaherhorri und Ruben Zu jedem /,-Wen werden die mit cosQr, und die 
mit s inCh,  modulicrten Signale getrennt aufgenommen, gefrennt einer kom- 
plexen ~ourier-Transformation unterzogen und dann  addiert. 

I>as zweite Verfahren erfordert eine reelle Fourier-Transforma- 
tion und wendet genau die auch schon f u r  die Quadraturdetektion 
in f 2  eingesetzte Redfield-Methode in tI an. Man nimmt mit der 
doppelten Rate (Halbierung des I,-Inkrements) und mit einer Pha- 
senverschiebung von 90" nach jedem f,-lnkrement auf. I n  I ,  ist 
diese Phasenverschiebung eine Pulsphase, was zum Namen des 
Verfdhrens fuhn: l i m e  Proportional Phase Incrementation 

Beide Verfahren sind gleichwenig. Sie erfordern fur  A u f n a h m e n  
mi! der gleichen Auflosung (und der gleichen Menzeit) wie bei 
nicht phasensensitiv aufgenommenen Spektren die doppelte Da- 
tenmenge. 

(TpPI)['.35. ,361 

3. ubersicht uber Techniken der 
2D-NMR-Spektroskopie 

In den Tabellen 2 - 5  sind die wichtigsten der heute beno- 
tigten 2D-NM R-Techniken zusammengefaflt, gegliedert 
nach der Art der korrelierten Kerne (homo- oder hetero- 
nuclear) und nach der Art der Korrelation"]. In den einlei- 
tenden Kapiteln haben wir alle Grundlagen gelegt, um die 
heute gangigen Techniken beschreiben und verstehen zu 
konnen. Bei der nun folgenden Besprechung der Pulsse- 
quenzen werden wir auf weitere Methoden stol3en. die 
ahnlich wie die Phasencyclen die Aufgabe haben, Koha- 
renzen anhand bestimmter Eigenschaften zu unterscheiden 
und sie dann zu selektieren oder zu unterdrucken. In dizse 
Kategorie fallen Mehrquantenfilter, z- Filter, Editiertechni- 
ken, Low-Pass-J-Filter, X-Filter und BIRD-Pulse. 

Manipulationen zuganglich ist auljerdem die 1,-Zeit, die 
im Gegensatz zur I,-Zeit keine ,,reale" Zeit ist. Daher ge- 
lingt es, in der t,-Zeit gewisse Wechselwirkungen zu beein- 
flussen oder zu skalieren. Hierzu gehoren unter anderem 
w,-Entkopplung, BIRD-Pulse wahrend I ,  und selektive 
Entkopplung. 

Die t2-Zeit Iaflt sich nur relativ schwer manipulieren. 
Die gangigste Beeinflussung ist die praktisch bei allen he- 
teronuclearen NMR-Experimenten eingesetzte heteronuc- 
leare Entkopplung. Die dabei verwendeten Pulssequenzen 
(siehe Abschnitt 3.2.10) sind sehr hochentwickelt und ha- 
ben mittlerweile eine erstaunliche Leistungsfahigkeit er- 
reicht. 

-~~ 

[*I Die Erlauterungen der Fur die Pulssequenzen verwendeten Acronyme tin- 
den sich im Anhang. 
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.ldhelle 2. f iomonucleare  ZDNMK-'Techniken durch Mischung iiber Koharenr-Transfer. 

Sym ht 11 Name Anwendung Kommentar Literat ur Pulssequenz- 
-. 

(V: Voneil, N :  Nachteil) Nummer 

1 1 - 6  I,,H H.H-COSY 

a)  normal 

h) mil Delay 
c)  DQF-COSY 

d)  ,.constant time" 
COSY 

e)  /I-COSY 

0 t..COSY 

g)  P.E.COSY 

i) rz-COSY 

J) JR-COSY 

k) X-Filter-COSY 

I) X-Halblilter-COSY 

MQ-Spektroskopie 

TOCSY (HOHAHA)  

X-X INADEQUATE 

I N E P T  I N A D E Q U A I E  

Inverse Variante 

Homonucleare Verschiebungs- 
korrelation 
Erkcnnunp von Spinsystemen. 
Signalzuordnung 
1)etektion kleiner Kopplungen 
Erkennen von Spinsystemen, 
Bestimmung von J-Wenen 

Entkopplung in 

Verhesserte Signalerkennung, 
relative Vorzeichen von J 
Prarisionsbestimrnung von J 

Prlzisionsbestirnmung von J 

E.COSY ahnliche Spektren 

Unterdriickung des Losungsmit- 
relsignals, Hestimmung von J 
Unterdruckung des  Losungsmit- 
telsignals 
Vereinfachunp von Protonen- 
spektren, Spektroskopie sehr 
groOer Molekiile 
Gleiche Anwendung wie k) 

a) Mit Betonung der direkten 
Kopplung 
- andere Darstellung (bei 

ljherlagerungen im COSY- 
Spektrum) 

- fur  Messungen in Wasser 

b) Mit Betonung der  .,remote"- 

Bei Makromolekulen. d a  auch 
hei groBer Linienbreite Kreuz- 
signale sichthar sind (In-Phase- 
Multipletts) 
C-  KonnektivitBt 

C-Konnektivitst 

Kopplung 

Wichtigste 'Technik 

Schnelle Routinetechnik 

N :  keine reinen I'hasen 
Reste Staridardtechnik 
V: Geringe Intensitar der 

1)iagonalsignale 
N: Artefakte bei starken Kopp- 

lungen. keine reinen Phasen, 
g r o k  dispersive Beitrage 
auf der  Diagonalen 

Alternativen: f. g. h 

V: 

V: 

N:  
V: 
N :  

t l ohe  Aulliisung. weitge- 
hende Unterdriickung der  
Dispersionssignale auf der  
Diagonalen 
hinfachere Methode als 
E.COSY 
Nicht so exakt wie E.COSY 
Absorptive Diagonale 
Gleichzeitiges Auftreten von 
NOE-Kreuzsienalen 

V: Absorptive Diagonale 

N :  Keine Quadraturdetektion 

Nur die  an ein Heteroatom 
gebundenen Protonen geben 
AnlaO zu Kreuzsignalen 
V: Flexihler als k), da der  Filter 

nur in einer Frequenzdo- 
mane wirkt 

in w ,  

Keine Routinetechnik 
N :  Erfiziens de r  Anregung J-  

ahhsngig, keine reinen 
Phasen 

V: Kreuzsignale zu Resonanzen 
unter dem Wassersipnal 

Ahnliche lnlbrmation wie im 
Relayed-Spektrum 
Transfer iiber das  ganze 
Spinsystem moglich. daher  
eventuell Zuordnungsprohleme 

N: Sehr unempfmdlich, hraucht 

Etwas emplindlicher, Alternative 
in manchen Fl l len C-Kelayed- 
H.C-COSY (siehe Tabelle 5) 

'T- "(:-Paare 

11371 
[ 138- 14 I ]  

1137, 1421 

12. 137. 1431 

1 14'- 1461 

1130. 148. 1491 

[ 127- I291 

[ I  SO] 

11.51, 1521 

[153] 

1 154- IS81 

1 I591 

[ 160- 1631 

[164--167] 

[I681 

I 1691 

Wir werden diese Methoden bei der Besprechung der 
Pulssequenzen jeweils erklaren und versuchen, die Ge- 
met nsamkeiten der Techniken aufzuzeigen. Zunachst wer- 
den wir die wichtigsten Experimente besprechen, die auf 
hornonuclearem Koharenz-Transfer beruhen. 

3.1. Homonucleare Experimente 

3.1.1. HJI-COSY und Varianten 

Wie wir in Abschnitt 2.2.1 bereits gesehen hatten, wer- 
den die Kreuzsignale irn COSY-Spektrum ausschlieBlich 
durch Zweioperatorenterme wie 2 I,, tzr (bei einem y- 

Mischpuls) verursacht. Die Kreuzsignale sind in Antiphase 
beziiglich der aktiven J12-Kopplung und in-phase bezug- 
lich aller anderen Kopplungen. Die Diagonalsignale dage- 
gen komrnen ausschlieBlich durch einen Transfer vom Typ 
11,-+11, [GI. (38)] zustande. Sie zeigen in beiden Dimensio- 
nen In-Phase-Dispersion. Kreuzsignale in der Nahe der 
Diagonalen sind wegen der weitreichenden Auslaufer der 
Ihpersionssignale haufig schwer zu beobachten und stark 
gestort. 

Dieses Problem kann durch Einfiihrung von Mehrquan- 
tenfi~tern113x-'4'l [Pulssequenz (P3). Delays wie in Tabelle I ,  
Kohiirenz-Transferweg wie in Abb. 221 gelost werden. Die 
ldee ist dabei die folgende: Der Produktoperator vor der 
Mischung, der LU den Diagonalsignalen fiihrt, enthalt nur 
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Tabelle 3. Heteronucleare 2D-NMK-Techniken durch Mischung iiher Koharenz-Transfer. 

Symbol Name Anwendung Kommentar Literatur Pulssequenz- 
-____- -- ~~ ~- 

V :  Vorteil, N:  Nachteil Nummer 

t j - x  

H-(H).-X 

H-(-).X 

H,X-COSY (HETCOR) 

a) normal 
b) DEW-COSY 
c) H,X-COSY mit ol-Entkopp- 

d)  modifiriertes DEPT-COSY 
e) COLOC fur ' J l  ll 
0 modifiziertes COLOC fur IJcH 

X,H-COSY 
(Inverse heteronucleare 
Korrelation) 
Herero-TOCSY 

lung 

H.X-COSY fur 
Weitbereichskopplungen 
COLOC 

modiliziertes COLOC 
(XCORFE) 

,,Freeman-Experiment" 

X.H-Korrelation 
iiber Weithereichskopplungen 
Hetero-E.COSY, 
p-COSY 

Heteronucleare Verschicbungs- 
korrelation 
Zur Zeit Routinernethode 
Ermoglicht Editing 

Kurze MeBzcit 
Kurze MeOzeit 

Zur Spektroskopie geringer Suh- 
stanzmengen, empfindlichste 
Methode 
Transfer von Protonenmagneti- 
sierung via TOCSY mit an- 
schlicflendem INEPT-Transfer 

Zuordnung von quartaren C- 
Atomen, indirekte Detektion 
von C-Konnektivitat, Erkennung 
von Protonenspinsystemen, 
qualitative Bestimmung von 
"JCII 

Zur Unterscheidung von 'JcH- 
und 'J~.H-Kopplungen zu 
protonentragenden 
Kohlenstoffatomen 
Bestimmung von nJcH 

Genaue Hestimmung von nJl-H 

V: Phasensensitive Darstellung 

keine Vorteile gegenilber b) 

V: Nicht so stark J-abhnngig 
wie e) 

N: Spektrometerausriistung 
nicht immer vorhanden 

N: Durch Verteilung der 
Polarisation auf mehrere 
Protonen verliert man an 
Intensitit 

COLOC ist vorzuziehen 

N: Mangelnde Aufl6sung und 

V: Sehr empfindlich 

N: Relativ unempfindlich 

IntensitBt 

Tabelle 4. 21)-NMR-Techniken mit Mischung durch NOE und/oder Austausch. 

I1951 

[SO, 54, 1961 

[143, 1971 

-~ 

Symbol Name Anwendung Kommentar Literatur Pulssequenz- 
V: Vorteil, N:  Nachteil Nummer 

H . . . H  Homonucleare Nuclear-Overhauser- und Austauschspektroskopie 
NOESY Abstandsinformation, Neben COSY wichtigste (17. 891 ( p a  

dreidimensionale Struktur von Technik 
Molekiilen, Austausch- 
spektroskopie 

Losungsmittelsignals, Trennung 
von chemischem Austausch und 
NOE 

U-NOESY Unterdrilckung des (127, 1281 0'36) 

ROESY Bei Molekiilen mittlerer Gr6De Unterdriickung von 1198- 204  (P39) 
(CAMELSPIN) ohne NOE-Effekte, J-Crosspeaks notwendig 

Unterscheidung von 
chemischem Austausch und 
NOE 

H . .  .X Heteronucleare Nuclear-Overhauser- und Austauschspektroskopie 
H,X-NOESY N :  geringe Empfindlichkeit [203-2071 (P20) 

einen Operator (Ir), der fur die Kreuzsignale verantwortli- 
che Term dagegen zwei ( 2 f , x f 2 z ) .  Aus einem einzelnen 
Operator kann durch den Mischpuls keine Mehrquanten- 
Koharenz erzeugt werden, wohl aber aus einem Zweiope- 
ratorenterm. Man kann also mit einem 9O."-Puls Doppel- 
quanten aus dem Zweioperatorenterm gemaB Gleichung 
(70) anregen [vgl. GI. (60) und (61)]. Der erste Term auf der 

rechten Seite beschreibt positive und negative Doppel- 
quanten-Koharenz und der zweite Nullquanten-Koharenz. 

Die Doppelquanten werden mit dem in Abschnitt 2.3.3 be- 
schriebenen Phasencyclus selektiert und schlieOlich durch 
einen 90,"-Puls wieder in Einquanten-Koharenz umgewan- 
delt. Das fiihrt zu einem Herausfiltern der oben genannten 
Einoperatorenterme (dispersive Diagonalsignale) [GI. 
(7 1 )I. 

Wir erhalten also auf dem Umweg iiber Doppelquanten- 
Koharenzen unter anderem den gewunschten Transfer von 
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Tabellc 5. Weitere 21)-NMR-Methoden. 

Symbol Name Anwendung Kommentar Literatur Pulssequenz- 
.- ____ 

V: Vorteil, N: Nachteil Nummer 

Merhoclen r n r r  nrehr als einer Mischsrufe 

a) zwei konsekutive J-Mischungen 

H-H-H H-Relayed-H.H-COSY Bei iiberlagerten Signalen 
(RCT-Spektroskopie) 
H-Re1ayed-H.H- Bei iiberlagerten Signalen 
DQF-COSY 

H-H-X H-Relayed-H,X-COSY Bei iiberlagerten 'H-NMR-Si- 
gnalen 

Inverse Variante 
H-X-H X-Relayed-H,H-COSY 
H-X-X X-Relayed-H,X-COSY C-Konnektivitat in 

H-C-C- Fragmenten 

X-H--H H-Relayed-X,H-COSY 

b) Mischung durch skalare und dipolare Kopplung 

H-H-  . . H  Relayed-NOESY Bei uberlagerten Signalen. 
H . . . 14- H Sequenzierung von Peptiden 

a) normal 
b) mitDQF Bei Zuordnungsproblemen 

c) mit Antisymmetrisierung 
H-ItI) . . . .H T O R 0  Sequenzierung von Peptiden 

TOCSY-NOESY 
H . . . H -( H). R O T 0  
H . .  . H-X Hetero-Relayed-NOESY 

nahe der Diagonale 

Trent rrng von chernischer Verschiebung und Kopplung 

J l r , ~ i l  Homonucleare Bestimmung von J und 6 

J H C .  t? Heteronucleare Bestimmung der Multiplizitat 
2D-J-Spektroskopie 

2D-J-Spektroskopie Bestimmung von J 

Heteronucleare Bestimmung von "JCH 
2D-J-Spektroskopie 
Heteronucleare 2D-J-Spek- Bestimmung von " J c l ,  
troskopie mil selektivem 
Protonenpuls 

EindinrensionaleAquivalenre uon 2D-NMR-Experirnenren 

Anregung mit GauD-Pulsen 

Bei wenigen Fragen ist  die 1 D- 
Variante (2101 vorzuziehen 

Meist durch COLOC gut 
ersetzbar 

Auch 1 D-Variante 
V: Relativ unempfindlich, aber 

empfindlicher als 
l NADEQUATE 

N: Nur sinnvoll fur Hetero- 
kerne mit groOem y (z. B. 
"p IV , R  

N: Nur bei gutem NOE-Trans- 
fer sinnvoll 

V: a-Protonensignale brauchen 
nicht aufgelBst zu sein 

N: Geringe Empfindlichkeit 

Ersetzt durch DISCO und 
E.COSY 
Im allgemeinen ersetzbar durch 
DEFT 
Meist direkt mdglich 

N:  Separiertes H-Signal und 
fiir Kopplung zu jedem H 
ein 2D-NMR-Experiment 
erforderlich 

Man erhPlt Spuren aus 2D- 
NMR-Spekrren 
V: Enormer Zeitgewinn bei 

nur wenigen, gezielten 
Fragen 

(208, 2091 

121 I ,  212) 

[213-218] 

[53, 2191 
[220, 221) 
[222-225) 

1226. 2271 

12281 
[2291 

[230, 23 I] 
I2321 
[2331 
12321 
12341 

(5 ,  235-2401 

(241-2461 

[247, 2481 

[2491 

[210, 2501 

2D- NMR-Spekfroskopie rnir selekfiver Anregung 

Geht mit allen Pulssequenzen [251.372,373] 
V: Unter Urnstanden 

Empfindlichkeitsgewinn 
gegenuber 2D-NMR- 
Techniken mit 
nichtselektiven Pulsen 

3D-.VMR- Experirnenre 

3D-J.6 
c o s Y - c o s Y  
NOESY-COSY und andere Kombinationen 

Venchiedene 

CIDNP-COSY Verbindung von photochemi- Teile des Molekuls miissen P561 
CI DN P-NOESY schcr Anregung und 2D-NMR- photochemisch aktiv sein (2. B. (2571 

Spektroskopie Arene) 

NOESY-Experiment COSY-Spektrum 
COCONOSY Gleichzeitiges COSY- und N :  Geringe Auflasung im I2581 
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Spin 1 auf Spin 2 [GI. (72)]. Der auf dem gleichen Weg 
erfolgende Transfer 2 Ilxf2,-+ Ih(2 I , ,  Iz,) ergibt das Diago- 

nalsignal im DQF-COSY-Experiment. Es ist jetzt wie ge- 
wunscht in Antiphase und absorptiv (wie das Kreuzsignal). 
Man erkennt auch, dab  der Transfer wegen des Faktors 0.5 
nur noch halb so effizient ist wie beim konventionellen 
COSY-Experiment. 

Das Konzept der Mehrquantenfilter l a R t  sich auch allgemein 
formulieren: Eine Koharenz der Form Ily12, ... I.,kann maximal 
eine n-Quanten-Koharenz bilden. Ein m-Quantenfilter mit m > n 
wird also einen solchen Produktoperator unterdriicken. Damit hat 
man die Moglichkeit, bestimmte Spintopologien zu selektieren: 
Ein Spin I , ,  der zu n-  1 anderen Spins koppelt ( J , , f O ,  fur 
i = 2. 3, . . ., n) entwickelt 2 .  B. nach 90: I ,  Produktoperatoren mil 
maximal n Operatoren, d. h. alle Peaks, die von I ,  stammen, waren 
in einem Spektrum mit einem m-Quantenfilter (m> n) unter- 

Kreuzsignale in einem n-quantengefilterten (nQF-)COSY-Spek- 
trum entstehen durch den Transfer (73). Damit die Anfmgskohi- 

d r u c k t l l ~ ~ l  

renz entstehen kann, muR I ,  zu n-  1 Spins koppeln; damit die re- 
sultierende Koharenz in observable Magnetisierung iibergeht, mu13 
1: zu denselben Spins koppeln (J,* # O  fur i = 1.3.4, . . . II)~'~''. 

Kreuzsignale zwischen zwei gekoppelten Spins treten also dann  
im n-quantengefilterten COSY-Spektrum auf, wenn die beiden 
Kerne zusltzlich (n - 2) gemeinsame Kopplungspartner haben. 
Die Multiplettstruktur dieses Kreuzsignals zeigt in beiden Dimen- 
sionen (n-  1) Kopplungen in Antiphase. 

Mehrquantenfilter mit n>2 sind nicht sehr verbreitet. Das liegt 
zum einen an den urn den Faktor 2"- '  verminderten Intensititen, 
zum anderen daran, daR Mehrquantenfilter hBherer Ordnung im- 
mer weniger Informationen iiber das Molekiil passieren lassen. 
Tripelquantengefilterte Spektren werden bei der Analyse von Pro- 
teinen eingesetzt, wenn es z. R. darum geht, Glycineinheiten zu 
identifizieren, da diese als einzige Aminosaurereste im TQF- 
COSY-Spektrurn Kreuzsignale zwischen den NH-Protonen und 
den beiden a-Protonen zeigen""'. 

Integriert man uber den Diagonalpeak eines Kerns 
( f lr+Ilx oder fly-+Ily),  so erhalt man in mehrquantengefil- 
terten COSY-Spektren netto die Intensitat Null. Somit ist 
durch den Doppelquantenfilter das Problem der intensiven 
Diagonalsignale behoben, man erhilt keine Dispersions- 
anteile. Dabei geht aher die Halfte der Intensitat der 
Kreuzsignale verloren. Der Vorteil der stark reduzierten 
Diagonalsignale hat das DQF-COSY-Experiment jedoch 
zur meist angewendeten Technik gemacht. Ein Beispiel 
zeigt Abbildung 2412h"1. 

Die Multiplettstruktur von COSY-Spektren enthalt wert- 
volle Informationen uber Kopplungskonstanten. Die Fein- 
struktur der Kreuzsignale ist in dern vergroBerten Aus- 
schnitt des Spektrums von Abbildung 24 deutlich zu erken- 
nen (Abb. 25). 

Die Kopplungskonstanten iiber drei Bindungen sind 
nach der von Karplus gefundenen Bezieh~ng~'"'~' vom 

T- 

! I  

I ,  

I 
I I  

3 0  

4.0 

5 0  
b 
I 
f 

6 0  

7 0  

8 0  

Abb. 24. I)OF-t1,H-C'OSY-NMK-Spektrum von <y/o(-u-Phe-Phe,-, in 
(I),]DMSO, 500 MHz. Die Konnektivitlten innerhalb der Phenylalonlne ( F '  
bis F') sind mit Linien verdeutlicht. Die Signale in den Kistchen sind in 
Abbildung 25 griil3er wiedergegehen. Die h o r d n u n g  der Aminosiurcn Lur 
Peptidsequenz folgt aus einem solchen Spektrum nicht. 

Diederwinkel abhangig. Die GroBe von Kopplungskon- 
stanten enthalt daher Information iiber die raumliche 
Struktur eines Molekuls. Kopplungskonstanten sind aber 
in komplexen Systemen nicht mehr direkt aus ID-NMR- 
Spektren abzulesen. Daher wurden Methoden der 2D- 
NMR-Spektroskopie entwickelt, die sich zur Analyse nicht 
allzu stark gekoppelter Systeme eignen (siehe Abschnitt 
3.1.3). 

3.1.2. 2 D-J-Spektroskopie 

Das als erstes vorgeschlagene Verfahren der 2D-NMR- 
Spektroskopie zur Analyse von Spinsystemen ist die 2D- 
J-aufgeloste SpektroskopieIs1. Die Pulssequenz (P4) ist ne- 
ben der des COSY-Experiments die einzige mit nur zwei 
Pulsen, und sie ist daher ebenfalls leicht zu analysieren. 

IP41 

Die Wirkung von 180" - Pulsen 
I8O0-Pulse gehoren zu den am haufigsten verwendeten 

Mitteln, um Pulssequenzen zu verbessern. Sie haben auf 
Kopplung und chemische Verschiebung unterschiedlichen 
EinfluR. Daher kann man sie zur Manipulation von Wech- 
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F4 der chemischen Verschiebung in einem Zustand, als hatte 
es sich in der Zeit r wie wahrend (--I) entwickelt (Zeitum- 

. -  N b L  , kehr). Mit anderen Worten, die Weiterentwicklung nach 
dem I8O"-Puls fiihrt nach einer weiteren Zeit I zur Aus- 

H a  t b ,  

I q c  

"'"1 3 
Biles 

I L O  gangssituation zuriick, d. h. zur Refokussierung der chemi- f schen Verschiebung [GI. (78)j. 

t (78 )  

P In der 2D-J-Sequenz entwickelt sich chemische 
. 1 Verschiebung also nur wahrend I,, Kopplung dagegen 

wahrend t1  und r 2 .  Die Signalamplitude fur den Spin 1 er- i gibt sich also gernal3 (79). Hierin bedeutet r! cosnJ , ,  die 

12.7 
t 180" I, --+ 1. cos nr + Iy sin Rr 2 I. co1 nt - Iy sin n t  -!-+ I ,  

L 2 8  

I 

cos nJ,,(t, + t2)  cos Rlt2 = cos (nJ,,f, + nJ,,tZ) cos n,t, (79 )  i"'" 
1-3.1 

* -  1 Produktbildung iiber alle Kopplungen des Spins I .  Nach 

NI 1 

I 1 8.6 
! 
I 8.8 

iT7 .- 7 7  .-7---7- .--- ;-A 
4.5 4.4 4.3 4 2  41 4.0 3.9 rpml 

- 6  

Abb 25. Ausschnitt aus dem NMR-Spektrum von Abbildung 24: NH-ti, .-  
Bercich (unten) und H,.-Hp-Bereich (ohen). D ie  mi l  I, 2 und 3 hezeichneten 
Signale wurden fur  das DISCO-Verfahren verwendet (siehe Abb. 28). 

selwirkungen benutzen. Wir wollen nun zeigen, daB ein 
I8O"-Puls keinen EinfluB auf die Entwicklung von Kopp- 
lungen hat [(74) und (75)]. In jedem Fall bleiben die relati- 

1 uo;, 
I , ,  cos aJr + U,,& sin nJt ? cos nJr + 2I1& sin nlt )  (74 )  

No:, 
IIr ( 0 s  nJt - 2 I I h  sin nJt Y. 7 (Ily cos d t  - 2/,,1,, sin nJi) (75 )  

uei Vorzeichen der beiden Operatoren erhalten, d. h. die 
Evolution der Kopplung bleibt bis auf einen moglichen 
Vorzeichenwechsel durch den ISO"-Puls unbeeinflu0t. An- 
dei s verhalt sich dagegen die chemische Verschiebung 
(76). Der rechte Term von Cileichung (76) ist identisch mit 
( 7 7 ) .  Nach dern I8O"-Puls ist folglich das System beziiglich 

180" 
I. c3s n t  + Iy sin n t  2 + (I,  cos nt - I, sin nr) (76)  

einer kornplexen Fourier-Transformation dieses Aus- 
drucks erhalt man i n  der Absolutwertdarstellung Multi- 
pletts, wie sie Abbildung 26a zeigt. Projektion eines derar- 

Ahb. 26. a) Schematischer Peak eines Kerns aus einem I)re~spinsysrem in 
einem homonuclearen 21)-J-aufgel(isten NMR-Spektrum; b) l rennung von 
chemischer Verschiebung (Projektion auf  die w,-Achse) und J-Kopplung 
(Projektion auf  die w,-Achse) nach Scherung. 

tigen 21)-Multipletts auf die w I -  oder wl-Achse ergibt ge- 
rade die Kopplungskonstanten. Scherung dagegen geman 
wl = w I ,  o ; = ~ ~ - w ~ ~ ~ ~ ~  liefert das in Abbildung 26b ge- 
zeichnete Spektrum, das in  w2 nur noch die chemische 
Verschiebung, in w 1  dagegen nur noch die Kopplungen 
enthalt. 2D-J-NMR-Spektren sind in I ,  phasenmodulien 
(nJl , t l  ist eine Phase) und daher nicht zu reinen Phasen 
korrigierbar. Die gemischten Phasen fiihren zu verfalsch- 
ten Linienabstanden, so daR die Restimmung von Kopp- 
lungskonstanten unzuverlassig wird. Zudem genugt der 
Auflosungsgewinn durch die Reduktion der Multipletts zu 
Singuletts entlang w2 in einem gescherten 2D-J-NMR- 
Spektrum bei komplexen Spinsystemen haufig nicht'Zhl.'"'l. 
Auch treten bei starker Kopplung Artefakte auf. 

3.1.3. Bestimrnung Lion Kopplungskonstanten 
aus COSY-Spektren 

Extraklion von Kopplungskonstanten direkt aus dem COSY- 
Spektrum 

Man kann bei sehr einfachen Multipletts Kopplungs- 
konstanten direkt aus 2D-NMR-Spektren extrahieren[I3']. 
Dieses Verfahren versagt allerdings bei komplexen Spinsy- 
stemen. 

f ( I .  cos n( - 1 )  + Iy sin n( - t ) )  (77 )  

DISC0[263-2hS] 

Die in Abschnitt 3.1.2 beschriebenen Nachteile der 21)- 
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J-Spektroskopie (keine reinen Phasen, mangelnde Auflo- 
sung) hat das DQF-COSY-Experiment nicht. Kreuzsignale 
im DQF-COSY-Spektrurn zeigen bereits eine recht gut auf- 
geloste Multiplettstruktur, die die aktive Kopplung in An- 
tiphase und alle anderen Kopplungen in-phase enthalt. 
Betrachten wir in einem Dreispinsystem (die Jr3-Kopplung 
sei Null) das 1,2- und das 2,3-Kreuzsignal. In w2 la& sich 
die Multiplettstruktur fur das 1,2-Kreuzsignal mit (80) und 
fur das 2,3-Kreuzsignal mit (8 1) beschreiben. Summiert 
man die beiden Spuren, so erhalt man ein Signal geman 
(82) im Zeitbereich, d.h. die aktive Kopplung in dieser 

sin 1Jt2r2 cos d n t 2  cos nJz,t2 (80) 

sin zJ& cos aJ,,r2 cos nJ2it2 (81) 

,,Hybridspur" ist .Il2+&. Die Zahl der Linien in der Spur 
ist halbiert. Durch diese Reduktion der Linienzahl werden 
Multiplettstrukturen eher analysierbar. Die aktive Kopp- 
lung erscheint in DISCO-Spektren als Summe zweier 
Kopplungen, d. h. quasi vergrooert, so daB Linienauslo- 
schungen von Antiphase-Signalen unwahrscheinlicher 
werden (Abb. 27). 

1 2 3 

Abb. 27. DISCO mit den Kreuzsignalen des Spins 2 eines Dreispinsystems. 
Man beachte, daU das Diagonalsignal um 90" phasenverschoben ist (disper- 
siv). Will man dieses Signal (2-DIA) zur ,,DISCO-Entkopplung" benutzen. 
muB das COSY-Spektrum fur die Diagonalsignale in beiden Dimensionen 
mit um 90" verschobener Phasenkorrektur gerechnet werden. Links oben: 
Schematisches COSY-Spektrum. Rechts oben: Querschnitte der 1.2- und 2.3- 
Kreuzsignale (I.2-CP, 2,3-CP) und des Diagonalsignals (2-DIA) von Spin 2 
in o?. Unten links: DISCO-Entkopplung durch Addition und Subtraktion 
von Kreuzsignal und Diagonalsignal. Unten rechts: DISCO durch Addition 
und Subtraktion der Kreuzsignale. 

Sind Diagonalsignale im COSY-Spektrum gut separiert, 
so kann man die DISCO-Prozedur auf diese Diagonalsig- 
nale kombiniert mit den Kreuzsignalen bei gleicher chemi- 
scher Verschiebung in w 2  anwenden. Da die Kreuzsignale 
in-phase sind, erhalt man (83), d. h. ein Multiplett ohne die 
aktive Kopplung (entkoppeltes Multiplett) bei einer um 

cos nJ,gz cos nJnt2 l? cos nJ21t2 t i sin nJr2tz  cos nJufz I! cos nJ2,f2 

= eriy~~z cos nJnt2 

+ nJr2 oder - nJl2 verschobenen Position. Vergleich der 
beiden durch Subtraktion bzw. Addition erhaltenen Spek- 
tren liefert dann gerade die Kopplungskonstante der akti- 
ven Kopplung. Ein praktisches Beispiel zeigt Abbildung 28 
mit der DISCO-Auswertung der Kreuzsignale des a-Pro- 
tons der Aminosaure Phe5 im Spektrum des cyclischen 
Pentapeptids aus Abbildung 25. 

(83)  
cos dt i t z  

H"H" I ' 

', - r - . F  -,-. 7 7 - ,  r71- r T -  77-, - 7  

455 4.50 455 4.50 455 450 
- 6  

I 
: - 7 - m  IT-'"T,7-' r T T 7 T ' j - r  r y T 7  
4.55 4.50 4.55 4.50 455 450 455 450 

- 6  

Abb. 28. DISCO-Spektren aur dem Spckrrum \on Abbildung 3. D i e  don 
mi[ I ,  2 und 3 bezeichneten Kreuzsignale wurden benurzt. Durch Coaddition 
der Spuren erhaltene Pseudo-l D-Spektren (oben) wurden addiert und sub- 
trahiert (unten). Man erkennt deutlich die vereinfachten Multipletts, in de- 
nen besondcrs nach der Addition slmtliche Signale deutlich getrennt sind. 

Zur Verbesserung des Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses 
coaddiert"] man uber das ganze Kreuzsignal und addiert 
die resultierenden 1 D-NMR-Spektren[2hS1. Die digitale 
Auflosung laDt sich durch eine inverse Fourier-Transfor- 
mation, Zero-Filling (auf z. B. 64 K) und anschlieDende Re- 
transformation verbessern. Problematisch fur die DISCO- 
Auswertung ist allerdings, daR der richtige Skalierungsfak- 
tor fur die Kombination zweier Spektren nicht bekannt ist. 
Er muR am Resultat der Kombination bestimmt werden. 
Dies macht Anwendungen bei komplizierten oder stark ge- 
koppelten Spinsystemen schwierig. 

['I Coaddition ist ein spezielles Verfahren dcr Addition, bei dem jede Spur 
mit dem Votzeichen eines Referenzpunktes multiplizierf wird, um AuslO- 
schung zu vermeiden. wenn man iiber Antiphase-Multipletts summiert. 
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3.1.4. E. COSY 
r 1 .  

Ein zweites Verfahren (E. COSY[144-'461) vereinfacht die 
Kreuzsignalmuster, wie schematisch in Abbildung 29 dar- 
gestellt ist. 

0 0  
1 2 3  

DQF-COSY E. COSY 

Abb. 2 9  Multiplettfeinstruktur im Kreuzsignal eines DQF-COSY-Spektrums 
(Mitre) und eines E. COSY-Spektrums (rechts). 

Zurn Verstandnis dieser Technik kehren wir noch einmal 
zu mehrquantengefilterten COSY-Spektren zuriick. Wir 
hatten gesehen, daR nur die Zweioperatorenterme zum 
DQF-COSY-Spektrum einen Beitrag leisten. Die Multi- 
plettstruktur irn COSY- und DQF-COSY-Spektrum ist da- 
mit festgelegt. Man kann anstelle eines Doppelquantenfil- 
ters auch hohere Quantenfilter, z. B. einen Tripelquanten- 
filter (TQF), einsetzen. Die Pulssequenz bleibt gleich (P3, 
COSY rnit MQF) nur der Phasencyclus andert sich. Die 
Phasen cpI und cp2 durchlaufen im TQF-COSY-Experiment 
die Werte O", 60°, 120", 180", 240°, 300°, und wahrend t 2  
wird wieder alternierend addiert und subtrahiert. Die Mul- 
tiplettstruktur ist schematisch in Abbildung 30 gezeigt. Die 
Kreuzsignale kornrnen im wesentlichen durch den Transfer 
11, f3r -+II ,12xf3z  zustande. Die Intensitat in solch einem 
Spektrum ist um den Faktor vier geringer als im ungefilter- 
ten COSY-Spektrum (im DQF-COSY-Spektrum um den 
FJLror zwei). Die Multiplettstruktur ist in beiden Dimen- 
sionzn in Antiphase: beziiglich Jlz und J I 3  in m i  sowie be- 
~ u g l i c h  J I 2  und J23 in w2. 

DQ F-COSY TQF-COSY E. COSY - - - 
Abb. 30. Feinstruktur eines E. COSY-Kreuzsignals aus einem DQF-COSY- 
und cinem TQF-COSY-Spektrum. Man erhalt das E. COSY-Spektrum theo- 
retis( h durch gewichtete Addition dieser beiden Spektren. Wenn noch wei- 
iere passive Kopplungen die Multiplettstruktur komplexer gestalten, miissen 
ent5prechend weitere Mehrquantenspektren hinzugenommen werden. 

Betrachtet man die Multiplettstruktur im DQF- und im 
TQF-COSY-Spektrum, so erkennt man, daB eine Addition 
der beiden (siehe Abb. 30) ein stark vereinfachtes Multi- 
plettmuster ergibt. Fur eine Verallgemeinerung auf mehr 
als drei Spins empfehlen wir die Originalliteratur zu stu- 

lungskonstanten aus E. COSY-Spektren zeigt Abbildung 
31. 

Ilas Aussehen eines E. COSY-Kreuzsignals ahnelt dem 
eines COSY-Kreuzsignals, wenn ein Mischpuls rnit 

dierenlla-146i . E' in Beispiel fur die Extraktion von Kopp- 

I 

I 

I 

I 

-J I ' 81  - I- 

Abb. 31. E. COSY-Spektrum von cyclo(-D-Phe-Phe.,-) in [DalDMSO im glei- 
chen Teilbereich wie fih Abbildung 25. Rechts oben sind das vergroBerte 
Signal 2 und die zugehhrigen coaddierten Spuren gezeigt. Die passive Kopp- 
lungskonstante ist als Abstand zweier Signalspitzen schr genau zu er- 
mitteln. 

kleinem Hipwinkel eingesetzt wird (B-COSY)'i3''. Aller- 
dings hat dort die Diagonale grone dispersive Anteile, was 
die Interpretation von Kreuzsignalen in der Nahe der Dia- 
gonale sehr erschwert. Dieser Nachteil wird durch die 
in [14s1 eingefuhrte und spater P. E. COSY benannte Tech- 
nik[1a.145,1471 behoben. Eine andere Moglichkeit ist die 
Einfuhrung eines z-Filtersr2661 (z-COSY"~"). Nichtverbun- 
dene Uberginge werden durch beide Verfahren allerdings 
nicht quantitativ unterdriickt. Bei gronen Molekiilen mu13 
man bei der z-COSY-Methode zudem rnit Kreuzrelaxation 
wahrend des z-Filter-Delays rechnen. 

2- Filter 
Der z-Filter ist eine weitere Methode zur Selektion von 

Koharenzen (hier besser Populationen), die durch Phasen- 
cyclen nicht getrennt werden konnen. Wir hatten den 
Mehrquantenfilter als ,,High-Pass-Filter" fur die Zahl von 
Operatoren in einem Produktoperator kennengelernt, d. h. 
er unterdriickt alle Produktoperatoren rnit weniger Opera- 
toren, als es der Koharenzordnung entspricht. 

Der z-Filter (P5) dagegen selektiert Populationen und 
unterdruckt Koharenzen. Mit dern Phasencyclus der p- 

IPS) 

Pulse erreicht man, daR nur Nullquanten und natiirlich 
auch Populationen passieren konnen. Deren Unterschei- 
dung beruht auf folgendem Prinzip: Populationen veran- 
dern sich wahrend T, nicht, wenn man von Relaxationsef- 
fekten absieht. Nullquanten oszillieren dagegen mit den 
Differenzfrequenzen der chemischen Verschiebungen. Va- 
riiert man also T,,, und addiert die resultierenden Spektren, 
so rnitteln sich die Nullquanten-Koharenzen zu Null. und 
es bleiben im Idealfall nur die Populationen iibrig. 
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Der z-Filter kann z. €3. verwendet werden, um dirckt vor 
der Iletektion reine In-Phase-Magnetisierung zu selektie- 
ren (P6). Von allen detektierbaren Einquanten-Koharen- 

Einquanten r, 

i P61 

zen wird nur I ,  durch den ersten 9O,"-Puls in eine Popula- 
tion verwandelt und durch den zweiten Puls wieder rege- 
neriert. Alle Antiphase-Terme werden im Idealfall unter- 
driickt. 

Dieses Prinzip wird in der 1 D-z-gefilterten COSY-Tech- 
nik verwendet; dabei wird nach dem COSY-Transfer eine 
Refokussierung der Antiphase-Terme vorgenommen, und 
unerwunschte Beitrage mit anderen Phasen werden durch 
den z-Filter unterdriickt. Man erhalt dann iiber die Anre- 
gung des Spins 1 ein reines In-Phase-Multiplett des rnit 
ihm koppelnden Spins 2, das dann durch die DISCO-Pro- 
zedur weiter vereinfacht werden kann[2'"1. 

Im z-COSY-Experiment ist die Funktion komplizierter, 
da hier Pulse mit kleinen Flipwinkeln den z-Filter flankie- 
ren. Im wesentlichen mochte man die Transformation (84) 
selektieren. I l k s  liefert dann stark vereinfachte Kreuzsig- 
nale vom E. COSY-Typ. 

(84) 

3. I .  5. Weitere COSY- Varianten 

Zwei altere Varianten des COSY-Experiments, die aus- 
schlieBlich unter dem Gesichtspunkt der Zuordnung von 
Signalen, d. h. fur die qualitative NMR-Spektroskopie, ein- 
gefuhrt wurden, haben heute zwar an Bedeutung verloren, 
verdeutlichen aber wichtige Prinzipien und werden des- 
halb naher erlautert. 

Delay-COS Y 
Die Signale im COSY-Spektrum sind in beiden Fre- 

quenzdomanen bezuglich der aktiven Kopplung in Anti- 
phase (siehe Abschnitt 3 .  I .  I). Beriicksichtigt man die Linien- 
breite, so ist diese Multiplettstruktur unter Umstanden 
nicht optimal, weil sich breite Linien in Antiphase gegen- 
seitig ausloschen. Insbesondere eignet sich das COSY-Ex- 
perinient nicht zur Detektion von kleinen Kopplungen. 
Fiihrt man allerdings einen Delay vor und nach dem 90"- 
Puls ein'"'] (unter Urnstanden rnit 180"-Pulsen in der 
Mitte der Delays zur Refokussierung der chemischen 
Verschiebung und Kompensation von Feldinhomogenita- 
ten: SUPERCOSY1'b7-2"Y'), so erhalt man gemaB ( 8 5 )  auch 

sin d ( t I + A l )  sin x 4 f 2 + A 2 )  = (sin dfl cos xJAI t cos d t l  sin d A , )  

(sin zJf2 cos xJA2 t cos dfZ sin nJA2) (ns) 

= sin zJAl sin zJA2 cos zJt, CDS xJf2t ... 

In-Phase-Anteile zum Signal. Daher liefern derartige Spek- 
tren"7"1 Kreuzsignale rnit gemischten Phasen, weswegen sie 
heute kaum noch Anwendung finden. In der heteronuclea- 
ren NMR-Spektroskopie dagegen ist das Prinzip der Refo- 
kussierung und Defokussierung weit verbreitet. 

w,-entkoppeltes COSY 
8,-Entkopplung durch ,,constant-time"-Varianten von 

Pulssequenzen ist beinahe universe11 einsetzbar. Sie bringt 
die Multiplettstruktur in w ,  vollig zum Verschwinden. Dies 
bedeutet unter Umstanden einen Gewinn in der Auflo- 

137.27 I I  . Die einfachste Sequenz dieser Art ist das wI- 
entkoppelte COSY-E~periment"~" (P7), in dem die Evolu- 
tion der chemischen Verschiebung durch einen ,,wandern- 
den" I8O0-Puls erzeugt wird. 

1P71 

Beim 2D-J-NMR-Experiment (Abschnitt 3.1.2) hatten 
wir gezeigt, darJ 180"-Pulse die Entwicklung der Kopplung 
nicht beeinflussen, die Entwicklung der chemischen 
Verschiebung dagegen umkehren. Durch die Sequenz 
(P7) entwickelt sich daher die homonucleare Kopplung 
wahrend des ganzen Delays A zwischen den beiden 90"- 
Pulsen, die chemische Verschiebung dagegen wahrend 
- t 1 / 2  + ( A  - t 1 / 2 ) = A - t , .  Fur ein 1,2-Kreuzsignal ergibt 
sich als Transferamplitude im ,,constant-time"-COSY- 
Spektrum demnach (86). Die Multiplettstruktur in w 1  

sin X J , ~ A  cos n q , A  cos ff I(A - I ] )  sin nJI2f, 7 cos n&I2 cos ff ,I2 (86) 

verschwindet vollig, denn das Signal ist in t l  nur rnit  der 
chemischen Verschiebung (cosO,(A - t l ) )  moduliert. Die 
GroBe der Kopplungskonstante geht jedoch iiber die In- 
tensitat des Kreuzsignals (Transferamplitude) ein. 0 , -ent-  
koppelte Spektren lassen sich, allerdings rnit einigen 
Schwierigkeiten, zu reinen Phasen korrigieren. 

3.1.6. Relayed-Spektroskopie 

Im COSY-Experiment gibt es nur einen Koharenz- 
Transferschritt. Daher wird Magnetisierung von einem 
Kern auf einen daran gekoppelten ubertragcn: 
2 I , ,  Izz-+2 I , ,  Die Relayed-NMR-Spektroskopie dage- 
gen verwendet mindestens zwei derartige Schritte. Die 
Pulssequenz des Relayed-COSY-Experiments (P8) 
iSt11@8.2091. 

Wir betrachten nur die fur ein Relayed-Signal relevanten 
Terme. Koharenz-Transfer wird rnit 90"-Pulsen erreicht, 
also miissen wir nur Zweioperatorenterme beriicksichtigen 
[GI. (87)]. Nach Praparation (9O"-Puls) und ,,labelling" 
(Entwicklung der chemischen Verschiebung und der 
Kopplung wahrend t , )  (2  I , ,  erfolgt der erste Misch- 

- U,X" 
A/2- 18o"-A/2 

%4: 
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puls. Man erhilt Antiphase-Magnetisierung von Spin 2 
( -  2 l i , f2y),  ,,markiert" mit der chemischen Verschiebung 
von Spin 1. In der folgenden Periode A/2-18O"-A/2 ent- 
wickelt sich nur Kopplung (die chemische Verschiebung 
wird refokussiert). Die J12-Kopplung wird refokussiert 
( - 2 f , , f ? y - + f 2 x ) ,  und es entwickelt sich Antiphase-Magne- 
tisierung beziiglich Spin 3 ( f 2 x - + 2 f 2 y 1 3 7 ) .  Durch den zwei- 
ten Mischpuls wird Spin 3 transversal ( - 2 f 2 z 1 3 y ) ,  und 
nach Refokussierung der Kopplung zu Spin 2 in 1: kann 
die Magnetisierung von Spin 3 detektiert werden. Da die 
Kohiirenz-Transferwege im Relayed-COSY-Experiment 
denen des COSY-Experiments entsprechen, findet man im 
Spektrum immer Relayed- und direkte COSY-Signale. 
Man kann ein Relayed-Spektrum auch phasensensitiv pro- 
zessisren. Allerdings haben nur die Relayed-Signale reine 
Phasen, wahrend die COSY-Kreuzsignale von A abhlngig 
gemischte Phasen aufweisen. Wenn mehr als ein verrnit- 
telntler Spin existiert, haben auch die Relayed-Signale 
keine einfache Multiplettstruktur mehr. Die Transferam- 
plitude hat die Gestalt (88). 

sin x J I 2 f 1  cos n&, sin TJ,~A sin nJ2,A cos n&,A sin nJuf2 cos n&i2 (8x1 

Der Delay A murj auf die Grorje der Kopplungskonstan- 
ten optimiert werden. Dabei rnuB er kiirzer sein, als es der 
groLten Kopplung entspricht (cosnJA> 0), da diese pas- 
sive Kopplung sonst zum Verschwinden des Relayed-Si- 
gnals fiihrt. Lange Delays sollten auch vermieden werden, 
um Intensitatsverluste durch Relaxation gering zu halten. 

Die Relayed-Spektroskopie gestattet es, Magnetisierung 
von einem Kern 1 iiber einen Vermittler(,,Relay"-)Kern 
auf einen nicht direkt mit Kern 1 koppelnden Kern zu 
iibertrdgen. Dieses Verfahren ist sehr niitzlich fur die Si- 
gnalzuordnung. Wenn beispielsweise in einem AMX- und 
einem BNY-Spinsystem die Spins M und N iiberlagern, 
die Spins A und B sowie X und Y aber nicht, kann man 
mit Hilfe dieser Technik A zu X und H zu Y zuordnen. Ein 
Beispiel zeigt Abbildung 32. 

Experimente mit mehreren Relayed-Transferschritten 
wurden erfolgreich bei der Zuordnung von Peptidspek- 
tren["'] und bei der Analyse von Z~ckern[*' '~ eingesetzt. 
Bei bekannten Kopplungskonstanten kann man die Trans- 
feramplituden durch richtige Wahl des Delays optimie- 

Relayed-Kreuzsignale kommen haufig nicht n u r  
durch einen Transferweg zustande. Gibt es mehr als einen 
moglichen Relayed-Kern, so sind die Relayed-Signale 
Uberlagerungen mehrerer Multiplettstrukturen. Dieses 
Problem kann rnit der 1 D-Relayed-Sequenz durch gerich- 
teten Magnetisierungstransfer behoben werden[""l. Abbil- 
dung 33 zeigt ein solches 1 D-Relayed-Spektrum. 

3.1.7. TOCSY 

Eine grundsatzlich andere Art, Kopplungsinformation 
zu iibertragen, wird im TOCSY-Experiment genutzt['""I. 
Dabei erhalt man In-Phase-Signale, d.h. es findet der 
Transfer f , , ~ f z x  statt (ahnlich wie im NOESY-Experi- 
ment). Die Mischung wird in einer Periode erreicht, wih- 
rend der ein Spinlock-Feld angelegt und der Einflurj der 

Abh. 32. Relayed . 1.H-COSY von ~ ~ c ~ ~ ( - l ' r o ' - A l a ' - A l ~ 7 - ~ ~ - P r o ~ - l ' h e ' - l ' h ~ f ' - )  in CIX'I, (170 MHz).  Geieigf  sind der NI I -Brreich in  
( r ) ,  und die Kreuzsignale zwischen N H -  sowie a- und B-Protonen ( 0 2 ) .  M a n  beachte. daD in  CI)CI, zwei langsam ausrauschende 
Konformationen nebeneinander vorliegen (doppelter Signalsatz, mil groDen bzw. kleinen Buchstahen hezeichnet). D ie  zu Alanin (A  
und a) und Phenylalanin ( F u n d  f) gchorenden N€I-Signale sind durch die Relay-Peaks bei den p-Protonen im rechten l e i 1  des Spek- 
trums sofon zu identifizieren. Die Zuordnung der Signale zur Peptidsequenz folgt aus einem solchen Spektrum nicht. D ie  auf  der 
schrig eingezeichneten Linie liegenden Signale sind geratespezifische Arlcidkte. 

53 1 



10-Relayed-COSY am NH-Sigr 

f 
van F 5  1 

I I I I 
4 0  0 - 6 [ H z l  I 

r--TT--rIT1-P -.-,---.-,--- - --,----y 7 - 7 -  -7---- 

8.0  7.0 6 0  5 0  L.0 3 0  
-6 

Abb. 33 .1  D-Kelayed-Spektrumvoncyc/o(-o-Phe-Phej-). Es wurde das NH-Signal von Phe'selektiv angeregt. Daszugeharige a-Signal 
erscheint hei richtiger Wdhl des ersten Delays dispersiv in-phase, die Relayed-Signale zeigen das Multiplett der beiden P-Protonen in 
absorptiver Antiphase. Wie irn gespreizten Bereich rechts oben zu sehen ist, lassen sich daraus die Kopplungskonstanten leicht 
bestimmen. 

chemischen Verschiebung idealerweise vollstandig aufge- 
hoben ist. Alle Spins werden dadurch voriibergehend ma- 
gnetisch aquivalent (AMX wird zu AA'A'?. Je nach Art 
der Spinlock-Sequenz bezeichnet man dieses Mischen ei- 
ner Sprachregelung von Chandrukumar et al. f ~ l g e n d ~ ~ ' ~ '  
als isotropes Mischen (kein effektives Feld) oder als Hart- 
rnann-Hahn-Mischen (mit effektivem Feld: HOHAHA- 

Dazu existieren auch mehrere theoreti- 
sche U n t e r s u ~ h u n g e n " ~ ~ . ~ ' ~ - ~ ~ ~ ~ .  

Der isotrope Hamilton-Operator enthalt nur noch die skalare 
Kopplung, die durch Drehungen nicht beeinfluDt wird (isotrop). 
Bleibt dagegen ein resultierendes Feld iibrig, das fur alle cherni- 
schen Verschiebungen gleich ist, so ist die Isotropie des Hamilton- 
Operators aufgehoben, und man hat nu r  noch axiale Syrnmetrie. 
Diese Bedingung nennt man i n  Analogie zu Festkorper-NMR-Ex- 
perimenten ,,Hartmann-Hahn-Mischen". Die Kerne bleiben dabei 
stark gekoppelt, was f u r  den Transfer entscheidend ist. 

Isotropes Mischen fuhrt zu Spektren mit gemischten 
Phasen (Phasenmodulation), beim Hartmann-Hahn-Mi- 
schen dagegen erhalt man reine Phasen"60.2x'1. Die Multi- 
pletts sind allerdings selbst bei Mittelung iiber mehrere 
Mischzeiten eine Kombination aus verschiedenen spiegel- 
syrnmetrischen M~ltiplettrnustern"~'~. Kreuzsignale treten 
idealerweise zwischen allen Kernen eines Spinsystems 
auf. 

Fur die Mischung irn TOCSY-Experiment sind verschie- 
dene Pulssequenzen vorgeschlagen worden. Die erfolg- 
reichste ist die von Bax et al.izx21 benutzte Sequenz MLEV- 

kopplung verwendet wird, abgeleitet ist (siehe Abschnitt 
3.2.10). Weitere technische Realisierungen von TOCSY 
finden sich in '3651, die Theorie zu diesen Sequenzen steht 

TOCSY eignet sich vor allem zur Analyse von Proteinen, 
bei denen die Linienbreiten in die GroRenordnung von J- 
Werten kommen und das COSY-Experiment durch die 
Antiphase-Struktur der Kreuzsignale immer unempfind- 
licher wird. Uber die Lange der Spinlock-Zeiten hat 
man EinfluR darauf, iiber wieviele Kerne die Magnetisie- 
rung verteilt wird. Kurze Mischzeiten ergeben praktisch 
nur Peaks zwischen direkt koppelnden Kernen, wahrend 
bei langeren Mischzeiten auch Relayed- und Mehrfach- 
Relayed-Peaks auftreten. 

171283-2851 , di e von MLEV-16, das bei heteronuclearer Ent- 

i n  1366,3671. 

3.1.8. Mehrquanten-Spektroskopie 

Bei der Beschreibung der mehrquantengefilterten 
COSY-Technik (Abschnitt 3.1.1) haben wir gesehen, daR 
Einquanten-Koharenzen uber intermediar auftretende 
Mehrquanten-Koharenzen miteinander verknupft wurden. 
Mehrq~anten-Spektren~'~~.'~~.~*~-~~'~ d agegen korrelieren 
Mehrquanten- mit Einquanten-Koharenzen. 
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Obwohl Mehrquanten-Koharenzen bekanntlich nicht di- 
rekt detektierbar sind, gelingt ihre Beobachtung indirekt 
mit Hilfe der 2D-NMR-Spektroskopie. Die Pulssequenz 
eines n-Quanten-Spektrums ist (P9). Darin ist 
{=(nmod2)90" und cpk=k(n/n) mit k=O, 1 ,  ..., 2n-1.  

Wir wollen Mehrquanten-Spektren zunachst bei Zwei- 
spinsystemen betrachten. Tatsachlich wird die Doppel- 
quanten-Spektroskopie in erster Linie fur die Korrelation 
von I3C-Kernen verwendet (INADEQUATE"641). Wegen 
der geringen naturlichen Haufigkeit von I3C (ca. 1%) de- 
tektiert man hier nur Signale von Zweispinsystemen. 

Duppelquanten-Koharenz entwickelt chemische Ver- 
schiebung gema8 (89) und (901, d. h. es entwickeln sich die 
Summen der Frequenzen. J,,-Kopplung zwischen den  an 
der Doppelquanten-Koharenz beteiligten Kernen entwik- 
kelt sich dagegen nicht (siehe Abschnitt 2.2.1). 

Die INADEQUATE-Sequenz ist (PIO), wobei q die 
Werte 0", 90°, 180" und 270" annimmt. Der erste ,,Sand- 
wich" (90," - A - 180" - A - 90,") hat die Aufgabe, Dop- 
pelquanten zu erzeugen. Fur cp =90" beispielsweise ergibt 
sich (91). 

I \ - 2- 

0 .  
I -, 

- 1  - L I I 
Y I 

MiL den entsprechenden Phasencyclen werden Null- und 
Eiriquanten-Koharenzen unterdriickt. Bei richtig einge- 
ste'ltem Delay liefern daher nur solche Molekiile in INA- 
DF.QUATE-Spektren Signale, die zwei benachbarte I3C- 
Kerne enthalten. 

'Nlhrend f I  entwickelt sich die chemische Verschiebung 
dei. Doppelquanten, die, wie in Gleichung (89) gezeigt, den 
Summen der Frequenzen der Einquanten-Koharenzen der 
beiden Kerne entsprechen. Der anschlieBende 90"-Puls 
verwandelt die Doppelquanten-Koharenz in Antiphase- 
Einquanten-Koharenz, die gleichmal3ig auf beide Kerne 
verteilt ist [GI. (92)]. Schematisch erhalt man also das 
Spektrum von Abbildung 34. 

0 0 

0 0 

/ 
/@ 

0 0 

n1 n2 n3 n4 

Abb. 34. Schematisches INADEQUA It-Spektrum f u r  isolierte Zweispinsy- 
steme, wie sie bei ,,verdiinnten" magnetisch aktiven Kernen vorkommen. 
Man erhBlt Paare von Antiphase-Dubletts symmetrisch zur ,,skew"-Diago- 
nale bei o l = 2 w ? .  

Es gibt keine Multiplettstruktur in w l .  Jedes Paar von 
Kreuzsignalen bei gleicher wl-Frequenz reprasentiert eine 
C-C-Konnektivitat. Es gibt daher eine direkte Beziehung 
zwischen Konstitution und Spektrum. Eine ausfuhrliche 
Beschreibung der Bestimmung von C-C-Konnektivitaten 
mit der INADEQUATE-Spektroskopie geben J .  Buddrus 
und H .  Bauer[2y21. Mit der INADEQUATE-Technik wird 
das Maximum an Empfindlichkeit fur die direkte Korrela- 
tion von Kernen geringer natiirlicher Haufigkeit erreicht. 
Durch Anregung und Detektion der Heterokerne uber Pro- 
tonen (,,inverse" Spektroskopie, Abschnitt 3.2.11) laBt sich 
allerdings die Empfindlichkeit noch erhohen116y1. 

INADEQUATE-Spektren mit reinen Phasen oder auch 
Quadraturdetektion in wI erfordern Phaseninkremente von 
45 '. Varianten, um auch ohne derartige Phaseninkremente 
Quadraturdetektion in wI  zu erzielen, operieren mit Puls- 
winkeln, die verschieden von 90" sind. Details hierzu fin- 
det man in und dort zitierten Originalarbeiten. 

Doppelquanten-Spektren von groBeren Spinsystemen (z. B. Pro- 
tonen) sind wesentlich k~mplizierter"~'~. Zuerst wollen wir die 
Kopplung zu weiteren Spins notieren. Man findet (93) und (94); es 
entwickelt sich also die Summe der Kopplungskonstanten der akti- 
ven Spins zu den passiven Spins. 

1941 

Im Doppelquanten-Spektrum findet man einmal die bereits be- 
kannten direkten Konnektivitaten gema0 ( 9 9 ,  die zum Kreuzsig- 
nalpaar bei der Summe der chemischen Verschiebungen in o1 fiih- 
ren [(Q, +Q2, Q,) und (0, +Q2, Q2)], also symmetrisch zur Gera- 
den w l = 2 w 2 .  

In linearen Spinsystemen vom Typ I '  - I 2  - I' findet man zus81z- 
lich ,,remote"-Peaks gems0 Gleichung (96). Sie erscheinen also in 
0 2  bei der Frequenz des Kerns 2, in w I  aber bei der Summe der 
Frequenzen von Kern 1 und 3 (al +Q3, Q2). Im Gegensatz zu den 
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direkten Signalen haben sic keinen Partner symmetrisch zur Gera- 
den w I  = 2 0 , .  enthalten aber die Relayed-Information. 

Hat man drei Kerne, die alle miteinander koppeln, so findet 
man wieder beide Typen von Signalen, sowohl .,direkte" als auch 
remote-Peaks. Zusatzlich zeigen diese Signale aber gemischte Pha- 
sen. Fur die (Q, +a,, a,)-Signale gilt (97). Dieses direkte Signal ist 

in Absorption in beiden Dimensionen und in-phase beziiglich 
der J12-  und JZ,-Kopplungen in (oI. Ein weiterer Weg ist (98). Hier 
erhalt man Dispersion in 0,. Absorption in w2 und Antiphase be- 
ziiglich beider Kopplungen in wI. 

I-ur die (Q2 +Q,,SZ,)-Signale gilt ahnliches [GI. (Y9)]. Auch die- 
ses Signal ist in Absorption in beiden Dimensionen und in-phase 
bezuglich beider Kopplungen in w, .  Weiterhin erhalt man (100). 

199) 

Man findet Dispersion in w , ,  Absorption in w2 und Antiphase be- 
zuglich beider Kopplungen. 

Wegen des anderen Aufspaltungsbildes werden Doppel- 
quanten-Spektren gelegentlich benutzt, um Uberlagerun- 
gen in komplexen Spektren zu entzerren. Die komplexen 
Multiplettstrukturen, die Abhangigkeit der Kreuzsignalin- 
tensitPt von der Lange der Delays im Praparations-Sand- 
wich und die Notwendigkeit von Phaseninkrementen klei- 
ner als 90" standen bisher einer weiteren Verbreitung der 
Mehrquanten-Spektroskopie im Wege. Verbesserungen 
sind aber durch die Verwendung von z-Filtern mog- 
lichl2'31. 

3.2. Heteronucleare Experimente 

In heteronuclearen Spinsystemen beruhen ebenfalls fast 
alle 1 D- und 2D-NMR-Techniken auf Koharenz-Transfer. 
Da das gyromagnetische Verhaltnis y praktisch aller Atom- 
kerne (bis auf Tritium) kleiner ist als das des Protons, ist 
eine optimale Empfindlichkeit der Methode zur Messung 
dieser Kerne von zudem oft geringer natiirlicher Haufig- 
keit besonders wichtig. 

Wir schicken hier ein paar Bemerkungen zur Empfind- 
lichkeit heteronuclearer NMR-Experimente voraus. Der 
,,globale" Empfindlichkeitsfaktor eines jeden NMR-Expe- 
riments ist y5 '2  BA'2. Er enthalt einen Faktor y, der von der 
Polarisierung im thermischen Gleichgewicht stammt. Die 
Polarisierung im thermischen Gleichgewicht ist fur Experi- 
mente, die von einer heteronuclearen Anregung ausgehen, 
gegeben durch yxS,, wobei S fur die Heterokernmagneti- 

sierung steht. Geht man allerdings von der Protonenma- 
gnetisierung aus, so hat man yH I ,  ( I  fur Protonenmagneti- 
sierung). Man gewinnt also in Experimenten, die rnit Pro- 
tonen- statt rnit Heterokernmagnetisierung beginnen, einen 
Faktor y H / y x  an Empfindlichkeit. Der restliche Faktor Y " ' ~  
im globalen Empfindlichkeitsfaktor stammt von der De- 
tektion; multipliziert mit dem gyromagnetischen VerhPlt- 
nis des angeregten Kerns ist er proportional zum Signal- 
zu-Rausch(S/N)-Verhlltnis. Bei konventionellen hetero- 
nuclearen Experimenten wird der Heterokern detektiert, 
und der Faktor ist y"'. Hei der ,,inversen" Spektroskopie 
werden dagegen Protonen detektiert : yg2. Auf diese 
Weise erhalt man einen zusatzlichen Intensitatsgewinn von 
y ; ; 2 / y 3 / 2  fur indirekt detektierte gegeniiber konventionell 
detektierten Spektren14" (siehe Abschnitt 3.2.1 1). 

Praktisch alle bisher besprochenen homonuclearen Ex- 
perimente haben heteronucleare Analoga. Ein homonu- 
cleares Experiment rnit einem Puls auf die Protonen rnit 
dem Winkel ist einem heteronuclearen Experiment ana- 
log, bei dem gleichzeitig auf Protonen und Heterokern? je 
ein Puls mit dem Winkel p ausgefuhrt wird. Daraus folgt, 
daR man jede homonucleare 2D-Pulssequenz sofort auf 
ein heteronucleares System ubertragen kann. Dennoch 
wird mit diesen direkten Ubertragungen haufig nicht die 
optimale Empfindlichkeit erreicht. I n  homonuclearen Ex- 
perimenten wirkt ein nichtselektiver Puls zwangslaufig auf 
alle Kerne gleichermaflen, wenn man von Off-Resonance- 
Effekten absehen kann. Dagegen lassen sich in heteronu- 
clearen Experimenten die beiden Kernsorten separat be- 
einflussen. Durch diesen Sachverhalt erhalt man i n  be- 
stimmten Fallen enorme Empfindlichkeitsvorteile. So 
wurde das heteronucleare Analogon des homonuclearen 
COSY-Experiments (90"('H) - t I  - 90"('H,'3C) - !?) fur 
ein HC-Fragment n u r  ein Viertel der Intensitat ergeben, 
die man rnit der gebrauchlichen Technik, der H.C- 
Verschiebungskorrelation, erreicht. 

Die zweite, fur die Aufstellung von Pulssequenzen ent- 
scheidende Eigenschaft heteronuclearer Systeme ist der 
sehr starke GroRenunterschied der direkten Kopplungen 
iiber eine Bindung lJHX und der (bei Heterosystemen ab 
n = 2 als Weitbereichskopplungen bezeichneten) Kopplun- 
gen iiber n Bindungen "JllX. Man kann daher in erster Na- 
herung die H,,X-Einheiten als isoliert betrachten. Die 
'JllX-Kopplungen variieren zudem in gunstigen Fallen nur 
in engen Grenzen (eine Ausnahme ist z. B. die 'JHp-Kopp- 
lung). 

3.2. I .  Die Rolle der 180" -Pulse 

Wir wollen zu Beginn die Rolle von 180"-Pulsen in hete- 
ronuclearen Pulssequenzen betrachten. Ein 180"(I)-Puls 
hat nach einer Zeit I auf die Entwicklung von chemischer 
Verschiebung des Kerns I den in (101) dargestellten Effekt 

(die chemische Verschiebung des Heterokerns S wird 
selbstverstandlich nicht beeinflufit). Es findet also eine 
Zeitumkehr der Periode t vor dem 18O"-Puls statt [vgl. GI. 
(76) und (77)]. 
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Die homonucleare I-Kopplung wird, wie wir in Ab- 
schn tt 3.1.2 sahen, bis auf einen moglichen Vorzeichen- 
wechsel nicht beeinflufit. Ebenso wird die homonucleare 
S-Kopplung nicht beeinflufit. 

Anders bei heteronuclearer Kopplung [GI. (102)l. Fur 
den 18O"(S)-Puls gilt entsprechend (103). Die heteronu- 
cleare Kopplung hat sich also im Unterschied zur homo- 
nuclearen Kopplung genau wie die chemische Verschie- 
bung nach einer Zeit t und einem selektiven I8O0-Puls zu- 
ruck entwickelt. Sie laBt sich demnach durch eine Sequenz 
A - 180°(1) - A oder A - 180°(S) - A refokussieren. 

180",,y 6) S,cos nJt t 2SS,sin nJr 

2 (.%,<(IS nlr t zS,r,sin n/r) = i (S,cos nJ( - t )  t 2SJZsin nJ( - t ) )  
11011 

Zwei simultan auf beide Kernsorten wirkende 180"- 
Pulse haben dieselbe Wirkung wie ein einzelner 18O"-Puls 
in e nem homonuclearen Spinsystem: Refokussierung der 
cheinischen Verschiebung, kein Einflun auf homo- und he- 
tera iucleare Kopplung. 

Koch eine letzte Remerkung: Die Regeln uber Phasen- 
cycl sn lassen sich einfach auf Heterosysteme ubertragen, 
allei,dings empfiehlt es sich, zwei ,,Notenschliissel" zu ver- 
wenden, da die Kernsorten separat durch Pulse angeregt 
werden. 

E i  gibt irn wesentlichen zwei ID-NMR-Techniken zum 
heteronuclearen Koharenztransfer: INEPT und DEPT. 

3.2.2. INEPT 

Koliurenz- Transfer in heteronuclearen Spinsystemen durch 
' Jc.ll-Kopplungen 

Die INEPT-Pul~fo lge[?~~ '  ist (PI 1). Sie entspricht dem 
COSY-Experiment: 90"-Anregungspuls und je ein 90"- 
Pulc auf beide Kernsorten fur den Koharenz-Transfer. Die 
180'-Pulse dienen lediglich zur Refokussierung der chemi- 
schzn Verschiebung. 

Wir wollen INEPT nun mit dem Produktoperatorfor- 
ms  lismus analysieren. Die Ausgangsmagnetisierung im 
thtrmischen Gleichgewicht ist y I  I , +  ysS,. Der 90,"(1)-Puls 
ret:t transversale I-Spin-Magnetisierung an:  yI I,. Die S- 
Spin-Magnetisierung bleibt longitudinal und kann durch 
Phasencyclen (x, - x fur den ersten h l s )  unterdriickt wer- 
den. In der sich anschlieDenden Periode A,/2 - I8Oo(l,S) - 

Al/2 entwickelt sich heteronucleare Kopplung lJlS und ho- 
monucleare Kopplung "JIl, die chemischen Verschiebun- 
gen werden fur beide Kernsorten refokussiert. Falls die di- 
rekte heteronucleare Kopplung 'Jls grol3 gegenuber der 
heteronuclearen Weitbereichskopplung "JIs und der ho- 
monuclearen Kopplung Jll  ist, erhalt man Gleichung (104). 
Wie iiblich dient nur der Antiphase-Term fur den Polarisa- 
tionstransfer [GI. (IOS)]. Die Phase des zweiten 90"-Pulses 
mufi gegeniiber der des ersten urn 90" verschoben sein. 

I ,  - I ,  cos n'JlsA, + ?-I,& sin d J , , A ,  1104) 

In der sich anschliefienden Sequenz A2/2 - 180"(I,S) - 
A2/2 refokussiert die heteronucleare Kopplung zu mel3ba- 
rer In-Phase-Magnetisierung des S-Kerns [GI. (106)]. 

Die Breitbandentkopplung BB zu Beginn der Akquisi- 
tionszeit zerstort jegliche I-Kern-Magnetisierung. d. h. alle 
Magnetisierungen, die durch Produktoperatoren mit I- 
Spin-Operatoren beschrieben werden, refokussieren nicht ; 
die entsprechenden Produktoperatoren konnen deshalb 
weggelassen werden. 

Stellt man die Delays Al und A2 auf A 1 = A 2 = ( 2 J ) - '  
ein, so sind alle Transferfaktoren gleich 1 (s inxJA= I ,  
cosnJA=O), und man erhilt wegen der Anregung uber die 
I-Spins den ganzen Empfindlichkeitsgewinn y l / y s  gegen- 
uber einem breitbandentkoppelten Spektrum (ohne NOE- 
Effekt). Fur 'H/I3C erhalt man so den Faktor 4 und fur 
'H/'N den Faktor 10. 

Sind an einen S-Kern mehrere I-Kerne gebunden, mu13 
man beachten, dafi die passiven I-Spins im Delay A? einen 
cosnJA2-Term beisteuern. Man findet daher fur eine SI,,- 
Gruppierung (nur relevante Operatoren werden aufge- 
fuhrt) Gleichung (107). 

Diese Transferfunktion ist der Schlussel zu Editierme- 
thoden, mit denen man die Signale nach der Anzahl der an 
den S-Kern gebundenen I-Kerne sortieren kann. Man be- 
merke die Analogie zu Mehrquantenfiltern. Hier geht es 
allerdings nicht mehr urn einen High-Pass-Filter, sondern 
um einen Band-Pass-Filter, d. h. einen Filter, der Produkt- 
operatoren mit genau n Operatoren selektiert. Mit 
n1JISA2 = O  und unter Vernachlassigung des sowieso im- 
mer gleichen Faktors y, sin n 'JlsAl erhalten wir fur die Si- 
gnalintensitat den Faktor n sin@ cos"- '0. 

Der Cosinusfaktor ist fur 0 > 90" negativ, woraus folgt, 
dal3 cos"- 'O auf die ,,Multiplizitat" des S-Kerns, d. h. auf 
die Zahl n der an den S-Kern geknupften I-Kerne reagiert. 
Fur gerade n erhalt man dann negative Signale, fur unge- 
rade n positive. Durch Kombination von drei aufeinander 
folgenden Experimenten mit verschiedenen O-Werten er- 
reicht man eine Signalauswahl nach der Multiplizitat (der 
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Einfachheit halber wahlen wir nun die Einheit 
Einheit rad): 

statt der 

Setzt man 0 = 45 ', so erhalt man die in Tabelle 6 aufge- 
fuhrten Koeftizienten, denen man entnimmt, da8  sich ein 
Spektrum nur fur S1,-Gruppen aus der in (108) gegebe- 

Tabelle 6. Relative Signalintensitaten (ns inecos"-I@)  fur das INEPT-Ex- 
periment in Abhangigkeit von O=nJHcA2. 

nen Addition ergibt. Wahlt man 0=90" ,  werden nur SI- 
Gruppen abgebildet. Die Signale fur S12-Gruppen erhalt 
man in jedem Fall durch Subtraktion des Spektrums mit 0 
von demjenigen mit 180" -0, also z. B. von 0,  und 02. 

Spektrum(45") + Spektrum( 135") - Spektrum(90°).fl (108) 

Es SOH noch betont werden, daR die Editierqualitat von 
INEPT auf der Annahme gleicher Kopplungskonstanten 
beruht. Eine Schwankung in der Kopplungskonstante von 
10% macht aus 0 = 4 5 " ,  90" und 135" etwa 0==40", 80" 
bzw. 120". Daraus ergeben sich die in Tabelle 7 aufgefiihr- 
ten Signalintensitaten fur die Spektren. Man erkennt deut- 
lich, daD die aus Tabelle 6 abgeleiteten Unterdriickungen 
dann nicht mehr vollstandig sind. 

Tabelle 7. Relative Signalintensititen bei Editing mit der INEPT-Sequenz 
unter der Annahme einer IOproz. Abweichung der Kopplung vom Ideal- 
wert. 

Intensitat von 
CH CH2 CHI 

C H-Subspektrum 0.99 0.3 0.07 
CH,-Subspektrum - 0.2 1.88 0.43 
CHI-Subspektrum 0. I -0.34 1.72 

Transfer iiber Weitbereichskopplungen 
Selbstverstandlich kann man im INEPT-Experiment 

auch uber Weitbereichskopplungen "Jls Magnetisierung 
vom I-Kern auf den S-Kern ubertragen11881. Einzig die De- 
lays miissen zu diesem Zweck verandert werden. Im Ge- 
gensatz zum Transfer iiber direkte Kopplungen muD man 
jetzt auch homonucleare I-I-Kopplungen beriicksichtigen, 
da sie im allgemeinen etwa so groB sind wie heteronu- 
cleare Weitbereichskopplungen. 

Die Amplitude fur einen Transfer von II, auf sl im 
INEPT-Experiment ergibt sich dann zu (109). Sind die je- 
weiligen Kopplungskonstanten ungefahr bekannt, kann 
man die Delays optimieren, wobei kiirzere Delays wegen 
der Relaxation vorzuziehen sind. 

Die Anregung uber die INEPT-Sequenz sagt zunachst 
nichts iiber den Anregungsweg aus, d. h. man weiR nicht, 

von welchem I-Kern die am S-Kern gemessene Magneti- 
sierung ubertragen wurde. Mochte man den Transferweg 
aber zur Aufkllrung von Konnektivititen nutzen, muD 
man entweder ein selektives INEPT-Experiment durchfiih- 
ren oder 2D-NMR-Spektren aufnehmen. 

Selektiues INEPT 
Hierbei ersetzt man alle I-Pulse durch selektive Pulse 

sowohl gegeniiber dem S-Spin als auch gegeniiber I k  als 
,,Heterospins". Die Transferamplitude vereinfdcht sich da- 
durch zu ( I  lo), d. h. die Intensitat im Spektrum ist erheb- 

auf Ik1295.2961 . Dad urch verhalten sich alle passiven ]-Spins 

lich hoher als im INEPT-Experiment mit nichtselektiven 
(,,harten") Pulsen. Zudem ist dadurch, daB ein bestimmtes 
Protonensignal fur die Anregung ausgewahlt wurde, der 
Transferweg eindeutig. Voraussetzung hierfiir ist natiirlich 
ein gut aufgelostes Protonenspektrum. 

3.2.3. 20-Variante von INEPT: COLOC 

Die zweite Moglichkeit, die Transferwege zu unterschei- 
den, ist die ,,constant-time"-2D-Variante von INEPT, das 
COLOC-Experimentl'8y1. Im ,,constant-time"-2D-NMR- 
Experiment ist die Gesamtdauer der Evolutionsperiode 
konstant. Die Evolution der chemischen Verschiebung er- 
reicht man durch einen innerhalb des Delays verschobe- 
nen 180°-Puls (siehe Abschnitt 3.1.5). Beim heteronuclea- 
ren Experiment geht man von der INEPT-Anregung aus 
und verschiebt synchron zwei I8O0-Pulse, die auf die Pro- 
tonen bzw. die Heterokerne wirken. Somit ergibt sich (P12) 
als COLOC-Pulssequenz. 

Es gibt eine direkte Analogie zum wl-entkoppelten ho- 
monuclearen COSY-Experiment; auch hier sind die 
Kreuzsignale in w ,  entkoppelt (keine homonucleare I -I -  
Kopplung). Die Transferamplitude ist bis auf den Term 
zur Entwicklung der chemischen Verschiebung dieselbe 
wie im INEPT-Experiment. Man erhalt alle Signale in ei- 
nem Spektrum und kann dadurch den Nachteil, daD die 
Intensitat geringer ist als im selektiven INEPT-Experi- 
ment, wettmachen. 1st man allerdings nur an wenigen Kor- 
relationen interessiert, ist das empfindlichere selektive 
INEPT-Experiment vorzuziehen. 

3.2.4. DEPT 

Wir haben in Abschnitt 3.2.2 gesehen, daD die Qualitat 
von editierten INEPT-Spektren stark von Schwankungen 
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der Kopplungskonstanten abhangt. Dieser Nachteil des 
INEPT-Experiments wird bei der D E P T - S ~ ~ U ~ ~ Z ~ ' ~ ' - * ~ ~  
(P 13) behoben. 

2- 
1 

I: o !  1' 
-1---L- ,' / 

(PI31 

2 
1- 

$ 0  
-1 - 
-2 - 

/ \ 

Wir analysieren die Sequenz fur eine S1,-Gruppe. Da 
die heiden 180"-Pulse lediglich zur Refokussierung der 
chemischen Verschiebung dienen, kann man sie in der fol- 
genden Diskussion ebenso wie die Entwicklung der chemi- 
schen Verschiebung vernachlassigen. AuBerdem sol1 
A = ( 2 ' J l S ) - '  sein. Es resultiert ( I l l ) ,  wobei fur SX., gilt: S, 

fur gerade n, S, fur ungerade n. Ursache fur den Cosinu- 
stern1 ist die Kopplung der nicht an der Entstehung des 
heteronuclearen Antiphase-Terms 2 lyS,  beteiligten Proto- 
nen, deren Kopplung bei transversaler S,,,-Koharenz in 
der zweiten Halfte der Pulssequenz wirksam ist. Die Trans- 
ferfunktion ergibt sich wie im INEPT-Experiment also zu 
sin@cos" - 0, allerdings ist 0 hier ein einstellbarer Puls- 
w i d e l  und nichf von J abhangig. 

Bi.;her haben wir die J-Abhingigkeit der Transferamplitude 
noch nicht diskutiert. J und A wurden vielmehr iiber J = ( 2 A ) - '  
verknupft. Wir beginnen also von vorne und richten unser Augen- 
merl auf Terme, die von S1.-Gruppen stammend im editierten 
Spek trum einer SI,-Gruppe erscheinen. Ein derartiger ,,Cross- 
talk' ist fiir ein n-Spinsystem moglich, wenn vor dem @ - h i s  ein 
Pror uktoperator S, /y(/J" I auftritt. Daraus folgt sofort n t rn. 
Dic5er Operator verhalt sich beim EditierprozeD wie eine SI,- 
Gru Ipe. Er wird gemlo ( 1  12) gebildet. 0 nirnmt die Werte 45", 
90' Jnd 180" an['Ool. 

A 
--+ n yl(;;) (sin dA)'" (cos xlA)"" 2ml)s,(lz)m~' 

-- n rl(; :) (sin d A ) "  (cos nJA)".'" ZmS,(/,)'" sin 0 cos".' 0 - n yl(:-,') (sin d A ) "  (cos XJA)~"."') S>in 8 COS'".' 0 

I 1  121 e(1) 
A 

Tabelle 8. Relative Signalintensitaten bei Editing mit der DEFT-Sequenz un- 
ter der Annahme einer IOproz. Abweichung der Kopplung vom Idealwert. 

___- 
Intensitat von 

CH CHI CH, 

CH-Subspektrum I .o 0.02 0.002 

CH,-Subspektrum 0.0 - 0.0 2.89 
CH,-Subspeklrum 0.0 1.9 0. I4 

Tabelle 8 enthalt das Editierergebnis fur eine IOproz. 
Abweichung von der idealen Kopplung lJlS=(2A) - I .  Das 
Ergebnis ist bedeutend besser als das des INEPT-Experi- 
ments (Tabelle 7). Weitere Verbesserungen lassen sich 
durch DEFT-GL[3"'1 erreichen. 

3.2.5. Heteronucleare Verschiebungskorrelation 

Sowohl das INEPT- als auch das DEPT-Experiment 
dienen als eindimensionale Vorstufen fur die heteronu- 
cleare Verschiebungskorrelation uber 'Jls-Kopplungen. 
Ein 2D-NMR-Experiment erhalt man, indem nach dem er- 
sten 9O0-Anregungspuls (Praparation) eine Evolutionspe- 
riode eingefuhrt wird (variable c,-Zeit). Bei heteronuclea- 
ren Experimenten geschieht dies meist unter Refokussie- 
rung der heteronuclearen Kopplung durch einen I8O0-Puls 
auf die Heterokerne. Man bekommt dann Spektren, die in 
o1 keine Heterokopplung enthalten. Ausgehend von der 
INEPT-Sequenz erhalt man als Pulssequenz fur ein H,X- 
COSY-E~perimentl'~~-'~~~[*] (P14) und ausgehend von der 
DEFT-Sequenz fur ein DEPT-C0SY-E~periment["~- '~~~ 
(Pl5) und (P16). (P15) und (P16) ergeben dasselbe Spek- 

1: 

S: 

I: 

S: 

I: 

s: 

I: 

s: 

I: 

S: 

I: 

s. 

-2 

('I Wir verwenden hier auch fur heteronucleare Experimentc die Bezeich- 
nung COSY (Correlated Spectroscopy). obwohl COSY oftmals nur fur 
homonucleare Experimente benutzt wird. Fur H,X-COSY findet man 
auch Bezeichnungen wie HETCOR oder einfach Verschiebungskorrela- 
lion. 
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trum, obwohl (P16) einen Puls weniger enthalt. Die Ent- 
wicklung der chemischen Verschiebung der Protonen fin- 
det bei (P15) vor der Anregung transversaler Heterokern- 
rnagnetisierung statt, bei (Pf6) danach. 

In der auf dem DEFT-Experiment basierenden Sequenz 
ist die Magnetisierung voll refokussiert, d. h. fur 1 ,  = t , = O  
entwickelt sich keine chemische Verschiebung. Dies ist von 
Vorteil fur die Phasenkorrektur, da man nur kleine fre- 
quenzabhangige Phasenkorrekturwerte erha1t. Das Editie- 
ren ist genauso moglich wie bei der 1 D-Variantelr7"17h.3"11. 
Die auf dem INEPT-Experiment basierende Sequenz da- 
gegen eignet sich schlechter, wenn man Spektren mit rei- 
nen Phasen erhalten will, d a  sich fur t l  = t 2 = 0  sowohl die 
chernischen Verschiebungen der Protonen in Al  als auch 
die chernischen Verschiebungen der Heterokerne in A? ent- 
wickeln. Dies fuhrt zu gronen Phasenkorrekturen erster 
Ordnung in w ,  und w ~ ~ ~ ~ ~ . ~ ~ ~ ~ .  

Auch die COLOC-Sequenz sowie ihre Variante mit einern 
BIRD-Puls (siehe Abschnitt 3.2.8) lassen sich zur heteronuclearen 
Verschiebungskorrelation uber eine Bindung einsetzen['R'.'8'1, 
wenn die Auflosungsanforderungen in I ,  (Protonen) gering sind. 
Wir sehen in ,,constant-time"-Varianten von INEPT- und DEJ'T- 
Transfer nur  dann einen Vorteil, wenn man die 'J,,-Abhangigkeit 
der Transferamplitude durch nicht-gleichzeitige Anwendung der 
beiden fur die Evolution ursachlichen wandernden IlO"-Pulse be- 
sei tigt""'. 

3.2.6. Heteronucleare Relayed-Experimente 

H-Relayed-H,X-COSY 
Kombinationen von Sequenzen, die zu weiteren hetero- 

nuclearen Experimenten fiihren, sind rnoglich. So kommt 
man zur H-Relayed-H,X-COSY-Sequen~'~'"."~~ (P17), in- 
dem man einen zusatzlichen H,H-Polarisationstransfer in 
die H,X-COSY-Sequenz (P14) einbaut. Nach der Evolu- 
tion mit Heterokernentkopplung ubertragt man die Polari- 
sierung von I '  auf weitere mit I '  koppelnde I-Kerne. Die 
Entwicklung der chemischen Verschiebungen der I-Kerne 
in diesem Relay-Transfer wird durch den ersten l8O"(r)- 

. 

I 

t i  ? ; 
r b  

1 5  

R = CH,-C,H, ! 7 

90 80 70 - 6 (13C) 

Markicrung Homonuclearer INEFT-Transfer 
Transfer 

Puls refokussiert. Auch im darauffolgenden INEPT-Trans- 
fer ist es von Vorteil, die chemische Verschiebung der I- 
Kerne zu refokussieren. Die beiden 18O"(I)-Refokussie- 
rungspulse lassen sich ohne Veranderung der Wirkung 
durch einen einzigen I8O"-Puls in der Mitte beider Delays 
(2A, und 2A2) ersetzen. Da jeder zusatzliche Puls eine wei- 
tere Fehlerquelle ist, zieht man generell eine Sequenz mit 
weniger Pulsen vor. Somit ergibt sich mit A = A l  + A z  fur 
das heteronucleare H-Relayed-H,X-COSY-Experiment die 
~ e q u e n z [ 2 ~ 5 . 2 ~ 6 1  (P18). Ein Beispiel fur ein H-Relayed-H,C- 
COSY-Spektrum zeigt Abbildung 35b. 

180" 

s I 
1 ~ 

.- I: 0 ! --- I P I K I  

Man erkennt, dal3 im Vergleich zum H,C-COSY-Spek- 
trum (Abb. 35a) zusatzliche Signale (Relayed-Peaks) auf- 
treten (in Abb. 35b durch Pfeile gekennzeichnet). Sie ent- 
stehen durch Fragmente H'-H2-C2 und liefern daher auf 
indirektem Weg Informationen uber Kohlenstoffkonnekti- 

I .  -c 
-.. 
c ' 

-: 
- 
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. 

- f '  
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. -  

1 5  
6( 'H)  
I 

i 7  
80 I0 - 6 (13C) 

Abh. 35. a)  H,C-COSY-. b) H-Relayed-ti,C-COSY-Spektrum von Terrabenzylglucose in [D,JDMSO. Die Zuordnung der CH-Kreuzsi- 
p a l e  des Zuckers ist in (a)  angegeben. Sie folgt eindeutig ohne zusltrliche Annahmen aus dem Relayed-Spektrum (b). wenn man die 
lntensitatrn der Protonensignale hinzuzieht (das Signal 6 wird durch zwei Protonen an einern Kohlenstoffatom verursacht und kann 
daher als Stanpunkt fur die sequentielle Zuordnung genutzt werden). 
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vitaten" 151. So ist es mit dem Spektrurn in Abbildung 35 
moglich, die Ringprotonen und -kohlenstoffatome der Te- 
trabenzylglucose zuzuordnen. Daneben sieht man aber 
auch die auf direkter H2,C2-Kopplung beruhenden Signa- 
le. D.is liegt daran, dal3 der Relayed-Transfer ebenso Ein- 
quanren-Koharenz benutzt wie die auf H'  verbleibende 
Magnetisierung und darnit durch Phasencyclen nicht un- 
terdriickt werden kann (siehe homonucleares Relayed-Ex- 
perinient in Abschnitt 3.1.6). Allerdings kann man bei Be- 
darf die unterschiedliche GroDe der Kopplungskonstanten 
(z.B. '.IH(- und "JH(-) benutzen, urn mit einern Low-Pass- 
J-Filter die H,X-COSY-Anteile herauszufiltern (siehe Ab- 
schnitt 3.2.8). 

X-Relayed-H-X-COS Y 
Eine weitere Variante der heteronuclearen Relayed- 

Spektroskopie ist das X-Relayed-H,X-COSY-Experi- 
. Die Pulssequenz ist (P19). Dieses Experiment men,1'2?.223] 

diem ebenso wie das INADEQUATE-Experiment (siehe 
Absthnitt 3.1.8) zur Aufklarung von Verkniipfungen, an 
denen quartare Kohlenstoffatome beteiligt sind. Die Ex- 
traktion von Kopplungskonstanten ' J C c  ist ebenfalls mog- 
lich. 

3.2.7. Heteronucleares NOESY-Experiment 

Das heteronucleare NOESY-Experiment (P20)~203-207~3681 
ist eine fast direkte Ubertragung des homonuclearen Expe- 
riments (P2). Heteronucleare NOES sind aber haufig zu 
kleiii, um bei groneren Molekiilen sinnvoll gemessen wer- 
den zu konnen. 

180" w f ,  

3.2.8. Fdter und deren Anwendungen 

iP20) 

Wichtige Instrumente, um die bisher besprochenen hete- 
ronuclearen Pulssequenzen zu modifizieren, sind der Low- 
P a s s 4  Filter'3031 und B I RD-Pulsel'@']. Bei groDen Unter- 
schieden in den Kopplungskonstanten lJlS und "Jis und 
bei hoher ,,Verdunnung'' des S-Kerns sind selektive Mani- 
pulationen derjenigen I-Kerne moglich, die eine 'Jls- 
Kopplung zu einem S-Kern aufweisen. Irn Isotopomer A 
von Abbildung 36 wiirden HI und H2 von H 3  aufgrund der 
'J,,,-Kopplung unterschieden werden konnen; umgekehr- 
tes gilt fur das lsotopomer B. 

A H' H' B H' H' 

11' 112 

Ahb. 36. lsotopomere eines CH,CH-Fragment>. Jedea bignal in einrrn 'C'-  
NMR-Spektrum kommt von einem anderen lsotopomer der untersuchten 
Verhindung. 

B I R D  
Wir betrachten den , , P u l s - S a n d w i ~ h " ' ~ ~ ~ ~  (P21) rnit 

A=(2'JIs) - I .  Fur I-Kerne, die nicht direkt an einen S- 
Kern gebunden sind, ist dieser BIRD,-Puls im wesentli- 
chen ein 360"-Puls (Weitbereichs- und hornonucleare 

IP2II 

1W 

.- I S: 

Kopplungen konnen wegen der Kurze der Delays in guter 
Naherung vernachlassigt werden). Fur einen I-Kern, der 
iiber 'JlS mit einern S-Kern wechselwirkt, erhalten wir da- 
gegen (fur A=(2J) - I )  die Gleichungen (113) und (114). 
Der BIRD,-Puls wirkt also auf die Spins von I-Kernen, die 
mit dem S-Kern koppeln, wie ein ISO,"-Puls, auf die von 
I-Kernen dagegen, die nicht mit dem S-Kern koppeln, wie 
ein 0"-Puls. 

A - -  

9 9  A lSq(1,s) A - I z - l y  90; (114) Iy - I, + I, - I ,  - 
Andert man die Phase des 180"(1)-Pulses auf y (BIRD,, 

P22), so kehrt sich die Wirkung des BIRD-Pulses urn. 

s 'y 
Nunmehr bleiben die Spins von I-Kernen, die eine '.Ils- 
Kopplung aufweisen, unverandert, und die von I-Kernen 
ohne 'Jls werden invertiert. Eine andere Reprasentation 
von BIRD, ist (P23) und von BIRD, (P24). Anwendungen 
von BIRD-Pulsen bei der Untersuchung von Korrelatio- 
nen zwischen Protonen und Kohlenstoffkernen werden in 
den folgenden Abschnitten vorgestellt. 

- s: '7 
lP231 

(P241 

539 Angrm. Cheni. 100 (1988) 507-554 



w,-entkoppelte Verschiebungskorrelution 
In der H,C-Verschiebungskorrelation erhalt man eine 

Uberlagerung von Spektren verschiedener Isotopomere. 
Eine Linie im "C-NMR-Spektrum bedeutet immer, daB 
nur das zu diesem Signal gehorende Kohlenstoffatom im 
Molekul ein I3C-Isotop ist. Folglich sind nur die Protonen, 
die direkt an dieses "C-Atom gebunden sind, in unserem 
Sprachgebrauch kohlenstofftragend, alle anderen nicht. 

w,-Entkopplung in der Verschiebungskorrelati~n['~~~ 
(P25) erreicht man, indem man die passiven, d. h. nicht- 
kohlenstofftragenden Protonen nach t l /2  selektiv invertiert 
und die aktiven unbeeinflurjt laBtf17s-1s01. Dies gelingt mit 
dem BIRD,-Sandwich. Der dabei eigentlich benotigte 
18O"(S)-Puls gibt rnit dem 180"(S)-Entkopplungspuls einen 
36O"-Puls und kann daher entfallen. Homonucleare Kopp- 
lungen zwischen geminalen Protonen werden nicht refo- 
kussiert, weil bei geminalen Protonen immer beide kohlen- 
stofftragend sind. Das gleiche Konzept laBt sich bei einem 
DEFT-COSY-Experiment e i n ~ e t z e n l ~ ~ ~ ] .  

COLOC hei prolonentrayenden Kohlenstoffatomen 
In der Refokussierungsphase A2 des COLOC-Experi- 

ments entwickeln sich auch die schnell oszillierenden 
'Jc.t,-Kopplungen mit cos n tJCHA211911. Auch geringe 
Schwankungen von lJCH haben daher grorjen Einflurj auf 
die Transferamplitude. Dieses Problem kann durch einen 
BIRD,-Puls gelost werden["'I, der die Magnetisierung von 
Protonen invertiert, die an I3C-Atome gebunden sind. So 
werden selektiv die 'JcH-Kopplungen in A2 refokus- 

, wahrend die Weitbereichskopplungen 
unbeeinfluBt bleiben. 

Der BIRD,-Puls in der I,-Zeit des COLOC-Experiments 
wird zur Unterscheidung von 2JclI- und 'JCt,-Kopplungen 
in long-range-Korrelationen fur protonentragende I3C- 
Atome genutzt (XCORFE['941). Dabei werden die beiden 
wandernden 180°-Pulse im COLOC-Experiment (P12) 
durch einen BIRD,-Puls ersetzt. Dieser hat auf die Proto- 
nen, die an ein I3C-Atom gebunden sind (HI im Fragment 
13CH1-1ZCH2-'2CH3), im Unterschied zu den ubrigen 
Protonen keinen Einflurj. Folglich entwickeln die rnit HI 
koppelnden (durch BIRD, invertierten) Protonen H2 eine 
'Jl, I,-Kopplung. 1st diese genugend grorj, so beobachtet 
man an den Kreuzsignalen fur CH2 die entsprechende 
Aufspaltung (Dublett fur '3CH-'2CH2, Doppeldublett fur 
'3CHz-'2CH2 usw.). Protonen dagegen, die uber 3JcH rnit 
diesem Kohlenstoffkern koppeln (z. B. im Fragment 
H'zC-IZC-13CH& weisen zum entsprechenden Proton 
HI nur eine sehr kleine 4 J ~ ~ - K o p p h n g  auf, die nicht zu 
einer meBbaren Aufspaltung AnlaR gibt"9J1. Auf diese 
Weise kann man die Kopplung uber zwei Bindungen von 
der uber drei Bindungen unterscheiden. 

Low- Puss- J- Filter 
Bei der Korrelation uber Weitbereichskopplungen oder 

auch im Relayed-Experiment mochte man manchmal di- 
rekte 1,s-Korrelationen unterdriicken, weil diese rneist zu 
intensiven Kreuzsignalen fuhren und dadurch schwachere 

siert[194, 195.306-3081 

Signale storen konnen. Die Unterdruckung von 'JIs-Kreuz- 
signalen gelingt mit dem Low-Pa~s-J-Filter[~'"~ (P26). Fur 

IP26) 

A =  (2'JIs)-' findet man nach dem 90°(S)-Puls fur kohlen- 
stofftragende Protonen l xSy  oder - txSy  je nach Phase des 
Pulses. Die Magnetisierung der an den S-Kern direkt ge- 
bundenen I-Kerne wird also durch Addition vollig ver- 
nichtet. Die Magnetisierung von I-Kernen mit Weitbe- 
reichskopplungen zu den S-Kernen wird dagegen nur 
leicht geschwacht, und zwar um den Faktor cosn"J,,A. 

Low-Pass-J-Filter lassen sich gut in 1H,'3C-Korrela- 
tionsexperimenten einsetzen, da die 'Jcrl- und "Jcbc-Kopp- 
lungen jeweils in engen Bereichen liegen. Details zu einer 
Perfektionierung dieser Filter finden sich in l3O3]. Sie wer- 
den in der heteronuclearen und der COLOC- 
Spekt r~skopie[ '~ '~  eingesetzt. 

3.2.9. Composite-Pulse 

Bisher haben wir immer rnit idealen Pulsen gearbeitet, 
d. h. beispielsweise ein 9O"-Puls sol1 fur alle Kerne einer 
Sorte exakt 90" sein sowie keine Phasenabweichung und 
die LPnge Null haben. Bei realen Pulsen gibt es Komplika- 
tionen aufgrund von Off-Resonance-Effekten und B,-In- 
homogenitaten. Off-Resonance-Effekte kommen dadurch 
zustande, daB die chemische Verschiebung wahrend der 
Pulse nicht ,,abgeschaltet" ist. Dadurch wird die Magneti- 
sierung um ein getiltetes Feld und um einen groBeren Win- 
kel als den maximalen Pulswinkel gedreht. BI-Inhomoge- 
nitaten haben ihre Ursache in der Imperfektion der Sen- 
derspulen, die idealerweise uber ein Probenvolumen ein 
konstantes Feld und aunerhalb desselben uberhaupt kein 
Feld erzeugen muken.  

Composite-Pulse dienen d a m ,  diese Imperfektionen zu 
beheben. Die Literatur dariiber ist sehr umfangreich, den- 
noch sind Composite-Pulse aurjer bei Entkopplungs- und 
TOCSY-Sequenzen kaum eingesetzt worden. Wir be- 
schranken uns daher auf wenige Beispiele. 

I 8 O 0 - P U l S  
Der haufigste Puls ist 90: - 180," - 90~13w-3271. Er er- 

reicht eine Inversion von z-Magnetisierungen uber einen 
groBen Bereich von chemischen Verschiebungen und ist 
marjig ernpfindlich auf Bl-InhomogenitPten. Anwendung 
findet er z. B. bei der Ermittlung von T,-Zeiten fur I3C-Re- 
sonanzen und bei Verschiebungskorrelationen in der Mitte 
von t l .  

90" - p U l ~  
Der 90°-Puls ist bezuglich Offset-Effekten weitgehend 

selbstkompensierend. Ebenfalls weitgehende Kompensa- 
tion von B,-Inhomogenitaten erreicht man durch 90: - 

90yO[3w-3101. Man bemerke, darj dieser Composite-Puls ge- 
rade ein halber Composite-Inversionspuls ist. 

Bei der Konstruktion von Pulssequenzen mit Composi- 
te-Pulsen muB man Vorsicht walten lassen, da  das blorje 
Ersetzen der einfachen Pulse durch zusammengesetzte 
Pulse nicht zum Ziel fuhrt. Der Grund dafiir sind die 
durch solche Pulse eingefuhrten zusatzlichen Phasen. Ein 
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Beispiel fur die Konstruktion einer Pulssequenz mit Com- 
posite-Pulsen findet sich in 132‘11. Composite-Pulse weitge- 
hend ohne Phasenverzerrungen finden sich in 1312.323.3261. 

Das sind Pulse, die sowohl Offset-Effekte als auch Bl-In- 
hornogenitaten kompensieren. 

3.2.10. Heteronucleare Enth-opplung 

Die rneisten heteronuclearen Experimente arbeiten mit 
heteronuclearer Breitbandentkopplung wahrend der De- 
tektion. Das ,,Abschalten“ der heteronuclearen Kopplung 
fuhrt zur Intensitatssteigerung, da die Multiplettaufspal- 
tung aufgrund dieser Kopplung entfallt. Die Problematik 
der heteronuclearen Breitbandentkopplung besteht in dem 
zum Teil enorm groRen Bereich fur die chernische 
Verszhiebung der zu entkoppelnden Kerne. So umfaRt bei 
300 MHz der Verschiebungsbereich von Protonen etwa 3 
kHz der von I3C aber bereits etwa 15 kHz und der von ”F 
ungefahr 60 kHz. Man kann aber nicht mit beliebig hohen 
Ent h opplerleistungen arbeiten. Hauptziel war also, Pulsse- 
querizen zu finden, die moglichst offset-unabhlngig ent- 
koppeln. 

Stdrk vereinfdcht ausgedriickt mu0 es das Ziel von Ent- 
kopplungssequenzen sein, den zu entkoppelnden Spin der- 
art 7 u  rotieren, daR a- und p-Zustande gleich haufig sind. 
Der Wechsel vom a- zum B-Zustand muR dabei schneller 
sein als die Spin-Spin-Wechselwirkung, denn die Struktur 
cine, Multipletts z. B. irn I3C-NMR-Spektrurn beruht ja ge- 
rade darauf, daB a- und B-Zustand des koppelnden Kerns 
wohl definiert sind. 

Ihe erste Methode der heteronuclearen Breitbandent- 
kopplung, die stochastische Modulation des Entkoppler- 
f e l d ~ ‘ ~ ~ * I ,  erzielte gute Resultate. Dabei werden die Spins 
der zu entkoppelnden Kerne stochastisch auf der Einheits- 
kugel herumgefiihrt, d. h. jede Orientierung der Magneti- 
sierung ist gleich wahrscheinlich. 

Bald jedoch fand man bessere Methoden in Composite- 
Puls-Entkopplungssequenzen. Die erste Sequenz dieser 
Art, ML13V mit 16 Composite-Pulsen, benutzt einen 180”- 
Composite-Puls (90,” - 180,” - 90,“)1309.3’s’, um eine mog- 
lichst offset-unabhangige Inversion der zu entkoppelnden 
Kerne zu erreichen. Expansion nach einer ausgekliigelten 
M e t h ~ d e ~ ~ ” . ~ ~ ‘ ~  fiihrt zur Kompensation von Irnperfektio- 
nen irnmer hoherer Ordnung. MLEV-16 hat eine Band- 
breite von etwa +yB2 .  

Eine weitere Sequenz, die sich heute praktisch generell 
zur ’ H-Entkopplung bei der Aufnahme von ”C-NMR- 
Spektren durchgesetzt hat, ist WALTZ-16. Hier werden im 
Gegensatz zu MLEV-Sequenzen 90”-Pulse permutiert. Der 
zugundeliegende Inversionspuls ist 90,” - 180Yx - 270,. 
WALTZ hat ebenfalls einen Offset-Bereich von etwa 
kyB,.  Allerdings wird eine weit bessere Skalierung der 
Kopplung erreicht. Prazisionsmessungen ergaben Linien- 
verhreiterungen bei I3C-NMR-Linien von nur etwa 10 
rnH~[ .”~-”’~ .  WALTZ ist zudem beziiglich Phasenfehlern 
weitaus weniger empfindlich als MLEV13331. 

Zur Entkopplung von Kernen rnit sehr groljen Verschie- 
bungsbereichen eignet sich die G A R P - S ~ ~ U ~ ~ Z ~ ’ ~ ~ ] .  Sie er- 
reicht Entkopplung uber einen Bereich von +2.5yB2 und 
eignet sich daher beispielsweise fur die Entkopplung bei 
inversen H,C-Experimenten. Einen sehr guten Uberblick 
uber Entkopplungssequenzen findet man in 13331. 

3.2.11. Inverse Spektroskopie 

Bei allen bisher behandelten heteronuclearen Spektro- 
skopien wird die Protonenmagnetisierung angeregt und 
die Heterokernmagnetisierung beobachtet. Will man die 
Empfindlichkeit einer Pulssequenz abschatzen, so kommt 
zu den sequenzspezifischen Transferfunktionen daher wie 
in Abschnitt 3.2 erllutert immer ein sequenzunabhhgiger 
Faktor yH(yx)2’2 hinzu. Inverse Spektroskopie geht eben- 
falls von der Protonenrnagnetisierung aus, detektiert diese 
aber auch, wodurch fur den sequenzunabhangigen Emp- 
findlichkeitsfaktor ( Y ~ ) ” ~  erhalten wird. Die Empfindlich- 
keit bei der inversen H,C-Korrelation ist also achtmal so 
groR wie bei der konventionellen. Der Unterschied wird 
naturlich fur Heterokerne mit kleinerem y wie I5N noch 
groRer. Dieser betrachtliche Intensitatsgewinn macht die 
inverse Spektroskopie sehr attrdktiv. Problematisch ist al- 
lerdings bei Proben mit naturlicher Haufigkeit der Isotope 
die Unterdriickung der Signale von Protonen, die nicht an 
NMR-aktive Heterokerne gebunden sind. So muR die Un- 
terdruckung bei I3C 1 zu 200 und bei I5N gar 1 zu 600 sein. 
Dies stellt hohe Anforderungen an die Stabilitat des 
NMR-Spektrometers. Obwohl der Phasencyclus diese Si- 
gnale unterdriickt, ist ein starkes f,-Rauschen (siehe An- 
hang) kaum zu vermeiden. Methoden, um diese storenden 
Signale auch noch zu unterdriicken, werden wir daher et- 
was spater zeigen. Haufig hilft man sich aber auch durch 
Anreicherung der NMR-aktiven Heterokerne. 

Tdbelle 9. Vergleich der Empfindlichkeiten von heteronuclearen NMR-Ex- 
perimenten in Abhingigkeit von der Art der Anregung und Deteklion. 

Experiment S /N Vergleichs- “C ”N 
faktor 

a) Direkte Observation 
b) INEPT 

verglichen mit a )  
c)  Inverses INEPT 

verglichen mit a) 
verglichen mil b) 

relation 
verglichen mil a) 
verglichen mi1 b) 

d) Inverse Verschiebungskor- 

YX(YX)’’’ 1.0 1.0 
Y d Y x ) ~ ”  

Yx(YII)’’2 

( Y t J Y X )  4.0 9.9 

(YH/YX)”’ 7.9 31.0 
(Y,I/Yx)’,’2 2.0 3.1 

YH(YH)”’ 

(yH/yX)”‘ 31.6 306.0 
(yH/yX)”’ 7.9 31.0 

Tabelle 9 vergleicht die Empfindlichkeiten verschiede- 
ner Detektionsmoglichkeiten. Die erste Spalte gibt dabei 
die generellen SIN-Verhaltnisse an, die zweite die sich 
daraus ergebenden Vergleichsfaktoren. Die letzten beiden 
Spalten zeigen am Beispiel von I3C- und “N-NMR-Mes- 
sungen den theoretisch moglichen Intensitatsgewinn bei 
inverser Detektion. Die einfachste Sequenz (P27) ist zu- 
gleich die am haufigsten verwendete. 

I: 
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Wir wollen nur die fur ein I,S,-Kreuzsignal relevanten 
Operatoren betrachten: Die transversale Protonenmagneti- 
sierung nach dem ersten 9O"-Puls entwickelt homonu- 
cleare Kopplung wihrend A +  t l  + /2,  chemische Verschie- 
bung dagegen nur wahrend A + t2.  Das Protonennetzwerk 
fuhrt daher zur Transferamplitude ( I  15). Damit haben wir 
alle passiven Protonen beschrieben. Es fehlt n u r  noch der 
Beitrag durch die heteronucleare Kopplung zwischen I L  
und S, gemaI3 (1 16), denn genau dieser Beitrag wird durch 
den k -Phasencyclus fur den 90°(S)-Puls selektiert. Man 
erhalt als Transferamplitude fur die Korrelation I t  S, 
schlienlich ( 1  17). 

7 cos ( f 1 + A + f 2 ) }  cos f l s / l  cos {RI, ( A t t 2 ) )  sin nJl,s,tz (117) 

Das Multiplettmuster ist dem in einem 2D-J-Spektrum 
ahnlich (Phasenmodulation in 1 , ) .  Man kann daher keine 
reinen Phasen bekommen. Fur den Idealfall, d.h. alle 
Kopplungskonstanten sind genugend unterschiedlich und 
grbfier als die Linienbreite, erhalt man z. B. fur ein Spinsy- 
stem CH'-CH2H3 das in Abbildung 37 links gezeigte Mu- 
ster. Im entsprechenden konventionellen Spektrum ergibt 
sich das Muster von Abbildung 37 rechts. 

Einen weiteren Empfindlichkeitsgewinn kann man errei- 
chen, indem man nach dem zweiten 9O"(S)-Puls einen Re- 
fokussierungsdelay einfuhrt und dann die Heterokerne 
entkoppelt. Dadurch entfallt die 'Ji5-Kopplung in (:)- und 
man gewinnt einen Faktor lwei in der Empfindlichkeit. 
Die inverse heteronucleare Verschiebungskorrelation mit 
Rekofussierungsdelay sollte daher um den Faktor acht 
empfindlicher sein als die konventionelle Verschiebungs- 
korrelation. Damit werden auch Proteine heteronuclearer 
Messungen z ~ g a n g l i c h [ ~ ~ ~ .  

Vorsattiyung der nicht an NMR-aktive Heterokerne gehun- 
denen Protonen 

BIRD-Pulse, die wir schon im Zusammenhang mit der 
konventionellen heteronuclearen Spektroskopie (Abschnitt 
3.2.8) kennengelernt haben, sind bei der inversen Spektro- 
skopie sehr wichtig. So konnen rnit einem BIRD,-Puls die 
Signale der nicht an NMR-aktive Heterokerne gebunde- 
nen Protonen unterdruckt werden. Der BIRD,-Puls inver- 
tiert die Spins solcher Protonen und nach einer Wartezeit 
von Ty x In2 ist das Signal dieser Kerne minimal (Null- 
durchgang). Heginnt man n u n  mit der Sequenz der inver- 
sen Verschiebungskorrelation, werden nur Koharenzen der 
an NMR-aktive Heterokerne gebundenen Protonen er- 
zeugt. Unerwiinschte Signale werden daher vie1 besser un- 
terdruckt["I. Dieses Verfahren ist n u r  fur die Korrelation 
uber direkte Kopplungen einsetzbar. Unterschiedliche TI- 
Zeiten der Protonen verhindern, dal3 alle unerwunschten 
Signale wirklich null sind. Zudem vermindern NOE-Ef- 
fekte der an ein Heteroatom gebundenen Protonen zu 
nicht an Heteroatome gebundenen Protonen die Intensitat 
der Kreuzsignale zum Teil erhebli~h'~""! 

Inverse Korrelation iiher Weitbereichskopplungen 
Verlangert man den Delay A, so kann man auch inverse 

Korrelationen uber heteronucleare Weitbereichskopplun- 
gen durchfiihren. Es ist selbstverstandlich, daR man die I 

- < -  c I n,1/2n QJ2n 

Abb. 37. Multiplcttaufspaltung des H', 'Y -Kreuzsignals cines ( H' -( H'H'. 
Fragments in einem inversen Spektrum (links) verglichen mil der in rinem 
konventionellen I1.C-COSY-Spektrum (rechts). 

Man gewinnt heispielsweise durch die inverse C,H- 
Verschiebungskorrelation einen Faktor vier in der Emp- 
findlichkeit. Den theoretischen Faktor acht erhalt man 
nicht wegen der Aufspaltung in doppelt soviele Linien 
(siehe Abb. 37). Bekanntlich muR die MeDzeit in einem 
NMR-Experiment um den Faktor n2  erhbht werden, wenn 
die Empfindlichkeit um den Faktor n zunehmen SOH. Dies 
bedeutet fur  den Vergleich inverse/konventionelle C,H- 
Verschiebungskorrelation, dalJ im Fall der inversen Spek- 
troskopie wegen der viermal grol3eren Empfindlichkeit die 
MeDzeit 16mal kiirzer sein kann als bei der konventionel- 
len Spektroskopie. Derartige rnit der Pulssequenz ver- 
knupfte Empfindlichkeitsfaktoren mussen immer beriick- 
sichtigt werden, wenn man einen genauen Empfindlich- 
keitsvergleich anstellen will. Fur den Vergleich inverse/ 
konventionelle Verschiebungskorrelation ist im gewahlten 
Beispiel nur die Multiplizitat der Protonensignale auf- 
grund dcr Kopplung zu I3C von Interesse. Sie betragt 
zwei. 

iiblichen Varianten, z. B. den Low-Pass-J-Filter, auch hier 
einfugen ka~~nl""~. Weitbereichskopplungen enthalten 
nicht nur wertvolle Informationen fur die Signalzuord- 
nung, sondern auch uber die Konformation des Mole- 
kuls1'341. Die quantitative Bestimmung von heteronuclearen 
Weitbereichskopplungen ist durch die inverse Spektrosko- 
pie erstmals rnit  guter Empfindlichkeit m o g l i ~ h [ ~ ~ ' ' .  

Inverse Reln)led-Spektroskopie 
Auch die Relayed-Spektroskopie wurde erfolgreich in- 

vers durchgefiihrtl"']. Die Unterdruckung der Signale von 
nicht-kohlenstofftragenden Protonen geschieht wie folgt: 
Nach der Anregungssequenz 90,"(1) - Al/2 - 18O"(I,S) - 
Al/2 wird die Antiphase-Magnetisierung 2f,Sz durch ei- 
nen 90,?(1)-Puls in longitudinale Zweispinordnung 
(-2f,S,) umgewandelt (siehe auch Abschnitt 3.4.2). Die 
verbleibende transversale Protonenmagnetisierung a i r d  
durch einen Homospoil-Puls (HS, siehe Anhang) zerstort, 
so daR die entsprechenden Protonensignale weitgehend 
unterdriickt werden. Die gesamte Pulssequenz hat die 
Form (P28). 

Nach einer Erholungszeit Az beginnt die Sequenz wie 
schon in Gleichung ( 1  16) beschrieben: Nach den 9O"-Pul- 
sen auf beide Kernsorten liegt heteronucleare Doppel- 
quanten-Koharenz vor ( -  2/lxSx) ,  die in tl rnit der chemi- 
schen Verschiebung des Heterokerns markiert wird. Der 
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90"(S)-Puls verwandelt die Koharenz in Antiphase-Magne- 
tisiclung (2 I IxS,) ,  die wahrend A, refokussiert wird (Ily). 
Wlhrend t 1  +A3 + A l  kann sich Antiphase-Magnetisierung 
zu einem weiteren Proton entwickeln (2lIxl2,), wobei der 
letzt: YO,?(I)-Puls einen Koharenz-Transfer auf einen wei- 
tercii I-Kern bewirkt. Mit dieser Pulssequenz gelang die 
we1 tgehende Zuordnung der Kohlenstoffsignale eines 
kleiiien Proteins15'! Die Pulsfrequenz liel3e sich iibrigens 
dad irch verbessern. dafi man den 90?y(1)-Puls nicht di- 
rekt nach A?. sondern vor den Beginn des Delays A3 setzt. 
D a r n  entfiele die Modulation des Signals mit der homo- 
nuz earen Kopplung in I , .  

3.3. Homonucleare Korrelationen iiber Heterokerne 

I I I  den folgenden Abschnitten sollen NMR-Experimente 
be\prochen werden, die nicht Protonen- oder Heterokern- 
kor  xlationen liefern, sondern Korrelationen zwischen 
Pr(i.onen, von denen eines oder beide rnit einem Hetero- 
kern koppeln. Zu dieser Kategorie von NMR-Experimen- 
ten gehoren im wesentlichen X-Relayed-H,H-COSY sowie 
Sequenzen wie COSY, NOESY, TOCSY rnit X-Filter oder 
X-Halbfilter. 

3.3. I .  X-Relayed-H, H-COSY 

I )as alteste Experiment ist das X-Relayed-H,H-COSY- 
Ex I,erimenti22". 22 I I (P29). Es korreliert Protonen in einem 
Fragment H-X-H. Die Magnetisierung wird dabei 
schrittweise von H auf X und wieder auf H iibertragen. 
Wiihrend I ,  entwickelte I-Kern-Magnetisierung wird durch 
die beiden 90"-Pulse in S-Kern-Magnetisierung uberfuhrt. 
De- zweite I-Kern wird durch die heteronucleare Kopp- 
lung aktiviert, und die S-Kern-Magnetisierung wird letzt- 
lirh auf diesen I-Kern iibertragen. Die Sequenz detektiert 
dernnach ein lineares H-X-H-Kopplungsnetzwerk. An- 
we idungen dieser Technik auf "P-NMR-Spektren sind 
be! chrieben[2?"."ll 

I: 

s: 

2- lP291 

3.3.2. X-Filter und X-Halbfilter 

Neuerdings wurden X-Filter und X-Halbfilterli~'-'5'."h1 
(P30) eingefiihrt. Sie sind universelle Bausteine, die in jede 
homonucleare Pulssequenz integriert werden konnen. 

Zweck der Filter ist es, an einer bestimmten Stelle in der 
Pulssequenz zu prufen, ob ein Heterokern am Produktope- 
rator beteiligt ist oder nicht. Kreuzsignale werden je  nach 
dem Resultat dieser Priifung unterdriickt oder selektiert. 
Man bemerke die Verwandtschaft mit dem Low-Pdss-J-Fil- 
ter. Koharenzen rnit einem S,-Operator bleiben unveran- 
dert bei 90," - 90". andern jedoch ihr Vorzeichen bei 
90," - 90;. Koharenzen ohne S,-Operator sind ganzlich 
unbeeinflu0t. Subtraktion der mit zwei derartigen Folgen 
erhaltenen Spektren unterdriickt alle Koharenzen, die kei- 
nen S,-Operator enthalten. 

Eine Verallgemeinerung ist die Sequenz (P3 I ) ,  bei der  sich Ope- 
ratoren rnir n S,-Operatoren geman ( 1  18) verhalten. 

(P311 

S; - S," cos" p i- transversale Terme (118) 

Man kann nun editieren und Subspektren erzeugen, die von  ei- 
ner ganz bestimmten Zahl von S,-Operatoren stammen. Man er- 
halt je nach n und in Abhangigkeit von der Phase p des Pulses die 
in Tabelle 10 aufgefiihrten Koeffizienten, mit denen die entspre- 
chenden Transferfunktionen miiltipliziert werden mussen. 

Tabelle 10. Koerfizienten fur eine unlerschiedliche Anzahl n von S,-Operaro- 
ren in AbhsngigkeiI von der Phase /J beim X-Filter. 

n / I  = 0 60 120 180" 

-_  ____ ~ __--- 

0 I -8 8 I 
I I - 4  - 4  1 
2 I - I  - 1  I 
3 1 - 2  2 - I  ____-- 

Im folgenden werden wir sehen, dafi eine ganze Reihe 
niitzlicher Sequenzen entsteht, je nachdem, an welcher 
Stelle einer Pulsfolge der X-Filter eingebaut wird. 

X -  Filter- COS Y 
Bei der Sequenz (P32)11511 sollen nur Protonen Kreuzsi- 

gnale ergeben, die gemeinsam mit einem Heterokern kop- 
peln. Das erforderliche Kopplungsnetzwerk ist also 
I-'. Der X-Filter wird daher zur gleichen Zeit wie der 
Mischpuls angewendet. Wahrend Evolutions- und Iletek- 

(P32) 
!mi? 

s: 
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tionszeit entwickeln sich bzw. refokussieren die heteronu- 
clearen Antiphase-Terme. Der Transfer ergibt sich wie im 
konventionellen COSY-Experiment, nur dalj die hetero- 
nucleare Kopplung beriicksichtigt werden mu0 [GI. ( I  19)]. 

Ein 90,"(S) - 9Oz(S)-Puls wahrend des Mischpulses inver- 
tiert nun alle Terme, die einen S,-Operator enthalten. 

Addiert man die Subspektren fur 90: - 90," und 
90: - 90", so erhalt man Kreuzsignale, die auf Operato- 
ren ohne Beteiligung von Heterokernen zuriickzufiihren 
sind (d. h. die Kreuzsignale sind in-phase beziiglich der he- 
teronuclearen Kopplung). Subtrahiert man die Subspek- 
tren dagegen, so erhalt man nur Kreuzsignale fur  I-Kerne, 
die gemeinsam mit einem S-Kern koppeln, da die Terme 
ohne S,,-Operator eliminiert werden. Die heteronucleare 
Kopplung erscheint folglich in Antiphase. Das Spektrum 
ist gegeniiber dem konventionellen stark vereinfacht, da es 
nur noch eine Untermenge der Kreuzsignale des Gesamt- 
spektrums enthalt. 

Natiirlich kann man den X-Filter statt bei einem 90"- 
Mischpuls (COSY) auch bei komplizierteren Mischse- 
quenzen (MQF-COSY, E. COSY) anwenden. Die hetero- 
nucleare Kopplung ist dann jeweils als Antiphase-Aufspal- 
tung im Spektrum vorhanden. 

Eine Sequenz, die dieselbe Art von Kopplungsnetzwerk 
selektiert, ist (P33). Hier dient ein fester Delay 

9 0 " w  90" c 
I: I A h  I A h  4 

180" ww- 180" 
S: A h  I A h  I 

(P33l 

A =  (2 '.Ils) - I zur Rildung von heteronuclearen Antiphase- 
Sie werden selektiert, wodurch am Anfdng von 

t ,  nur noch Koharenzen der Spins von S-gebundenen I-  
Kernen vorliegen. Wegen des 180"-Pulses in der Mitte von 
t l  entwickelt sich keine heteronucleare Kopplung, so dalj 
Koharenz vom Typ 21,, 12=S, mit dem 9O0(I)-Mischpuls 
auf 211, 12,S, iibertragen wird. Diese Koharenz refokus- 
siert in f 2 .  Strukturelle Voraussetzung ist also wieder ein 
a 2 - S y s t e m  mit JlZ f 0. Diese Verwirklichung des X- 
Filters hat den Vorteil, dalj sich in tI  keine Multiplettstruk- 
tur aufgrund von heteronuclearer Kopplung entwickelt, 
durch die das SIN-Verhaltnis verschlechtert wiirde. 

X- Halbfilter- COS Y 
LaBt man in der Sequenz (P33)11s3.3361 den 180"-Refokus- 

sierungspuls in der Mitte von t ,  weg, so kann die hetero- 
nucleare Antiphase-Magnetisierung schon in t ,  refokussie- 
ren. Damit passieren auch Spinsysteme vom Typ S-I'-I' 
den Filter, und man erhalt den X-Halbfilter. Die (ml)- 
Halbfilter-COSY-Sequenz ist somit (P34). Den Filter kann 
man statt zu Beginn von t ,  auch zu Beginn von t 2  einfiihren 
und erhalt dann die (wZ)-Halbfilter-COSY-Sequenz (P35). 

IP34)  

90" 90" 180" 

I: '1 

s: 

iP35) 

Der 90°(S)-Puls gleichzeitig mit dem 9O0(I)-Mischpuls 
dient d a m ,  zu Beginn von t z  nur Produktoperatoren ohne 
Heterokernbeteiligung zu selektieren. 

Techniken mit X-Filter oder X-Halbfilter werden immer 
mehr angewendet - hauptsachlich bei der Untersuchung 
von sehr groljen Proteinen['"', da dort die Auflosung im 
konventionellen 2D-NMR-Spektrum nicht mehr ausreicht. 
Man nimmt daher entweder die besser aufgelosten Hetero- 
kern-Resonanzsignale zu Hilfe, oder man erhalt nach se- 
lektiver Anreicherung von NMR-aktiven Isotopen der He- 
teroatome Subspektren der konventionellen Spektren. die 
Untereinheiten des Proteins in der Nahe der Markierun- 
gen entsprechen. Die immer einfacher werdende gentech- 
nische Synthese selektiv angereicherter Proteine 11131 einige 
Erfolge auf diesem Gebiet erwarten. 

3.4. Experirnente unter Ausnutzung 
der dipolaren Kopplung 

3.4.1. NOESY 

Dipolare Relaxation und das NOESY-Experiment wur- 
den in Abschnitt 2.2.2 schon besprochen. Wir kommen 
nun noch einmal kurz darauf zuriick. 

Quantitative Auswertung der NOE- Information 
Kreuzsignale im NOESY-Spektrum beruhen auf der 

Kreuzrelaxation von longitudinaler Magnetisierung wah- 
rend der Mischzeit. Die Intensitat der Signale (das Inte- 
gral) enthalt wertvolle A b s t a n d s i n f o r r n a t i ~ n ~ ~ ' ~ - ~ ~ '  . D' ie ge- 
naue Analyse zeigt, dal3 die Kreuzrelaxationsrate (T, die die 
Effizienz des NOE-Transfers bestimmt, durch Gleichung 
(120) gegeben ist (fur ein isoliertes Zweispinsystem). Somit 
ist die Abstandsinformation ( r )  in der Kreuzrelaxationsrate 
(T enthalten. 

Um aus dem NOESY-Spektrum (T zu bestimmen, ermit- 
telt man entweder die Ableitung des Aufbaus der NOE- 
Raten fur r,=O, d.h. die ,,initiale Aufbaurate" (indem 
man fur verschiedene Zeiten ab r,=O j e  ein NOESY- 
Spektrum mi&), oder man macht von der linearen Appro- 
ximation Gebrauch. Im zweiten Fall geht man davon pus, 
dalj sich das System bei der gewahlten Mischzeit r,  noch 
linear verhalt, d. h. dal3 die Intensitat der Kreuzsignale di- 
rekt proportional zur Kreuzrelaxationsrate ist. In jiingster 
Zeit wurde auch versucht, aus einem Spektrum ohne die 
,,initial-rate"-Approximation NOE-Werte unter Beriick- 
sichtigung von Mehrschritttransfers zu gewinnen, oder die 
valle Relaxationsmatrix zu 

Bei Kenntnis eines Abstands rkI in einem Molekiil (2. H. 
zwischen zwei Protonen einer CH,-Gruppe) und der ent- 
sprechenden Kreuzrelaxationsrate crkl kann ein unbekann- 
ter Abstand rmrr aus einer gemessenen Rate omn gemalj 
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Gleichung (121) berechnet werden (dabei sind I , ,  und I,, 
die Intensitaten der zugehorigen Kreuzsignale), vorausge- 

6 7- 

(121) 

setzt die Korrelationszeiten der Reorientierung r, fur die 
jeweiligen Abstandsvektoren sind gleich. Dies kann man 
experimentell z. B. iiber die Relaxationszeiten von I3C- 
Kernen oder uber ,,steady-state"-Were des heteronuclea- 
ren NOES uberprufen. Eine andere Moglichkeit ist die 
gleichzeitige Auswertung von NOESY und ROESY, die 
die Restimmung von t, und 0 ermogIi~ht[~'"'. 

Artefakte 
Dcr Phasencyclus in einem NOESY-Experiment ist so 

angelegt, daR wahrend der Mischzeit z,,, Koharenzen, die 
ungleich Null sind, herausgefiltert werden. Nullquanten- 
Koharenzen sind folglich nicht davon beriihrt, so daR sie 
genauso im NOESY-Spektrum vorhanden sind wie die ge- 
wunjchten NOE-Kreuzsignale. Betrachten wir nun die 
Feinstruktur dieser Nullquanten-Koharenzen anhand der 
Protluktoperatorbeschreibung [GI. (122)). Nullquanten- 

Kot Brenzen prazedieren in t, und fuhren schliel3lich zu 
Dispersionssignalen mit doppelter Antiphase-Struktur im 
SpeKtrum. Ihr Integral ist zwar Null, dennoch konnen sie 
die Integration von Kreuzsignalen storen. 

Eine Unterdriickung gelingt am besten durch einen I8O0-Puls 
wih rend der Mischperiode. Dieser 180°-Puls wird innerhalb der 
kowtanten Mischzeit verschoben. t, wird also zu {A/2 - 180" - 
(T", - -  A/2)]. Der Puls refokussiert die Nullquanten-Koharenzen, so 
dal3 sie sich mit cos(R, -C&)(r,,,-A) entwickeln. Z~fal l ige["~~ 
ode1 auch systernati~che'~~~ Variation von A unterdriickt die Null- 
quaiiten-Kohlrenzen, weil das Argument des Cosinus abhlngig 
von A positive und negative Werte annimmt, so daB diese Anteile 
zu !\lull gemittelt werden. Da die Mischzeit unverandert bleibt, 
wirtl im Gegensatz zur zufalligen Variation von T ,  kein zusatzli- 
c h c  I ,  -Rauschen eingefiihrt. 

Eine zweite Moglichkeit besteht darin, die Nullquanten zu 
verschieben oder aufzuspalten. Inkrementiert man 5, synchron 
mil der Evolutionszeit um K t , ,  so geben die Nullquanten ein Si- 
gna , das mit C O S ( ~ , - Q , ) K I ,  moduliert ist. Die Nullquanten lie- 
gen dann bei Q,?(Q,-&)K in u, statt bei n, und sind so mogli- 
chr -weise aus dern interessanten Bereich herausge~choben['~~'. 

3 A 2 .  Longitudinale Mehrspinordnungen 

I rn  NOESY-Experiment wird durch die Verwendung 
von 90"-Pulsen fur die Mischung ausschlieRlich z-Magne- 
tisierung erzeugt. Operatoren mit mehr als einem z-Opera- 
tor konnen aus transversaler Magnetisierung nicht rnit 90"- 
Pulsen erhalten werden. Das ist anders bei der Verwen- 
dung von Pulsen rnit kleinen Flipwinkeln. Dann kann man 
aus 2 1 1 x 1 2 L  durch einen y-Puls auch 2 I,,&,-Operatoren er- 
halten. Diese Jongitudinale Mehrspinordnung" ist das 
Kernstiick einiger Pulssequenzen. 

zz-Spektroskopie 
Longitudinale Zweispinordnung kann verwendet wer- 

den, urn gewisse Austausch- und Kreuzrelaxationssignale 
sowie inter- und intramolekulare N O E S ' ' ~ ' . ' ~ ~ ~  zu unter- 
scheiden. Durch den gewahlten Phasencyclus werden nur 
die Kreuzsignale selektiert, die der Uberfuhrung des Ope- 
rators 211,f2, in 21,,14, entsprechen. Die Kerne 1' und I 4  
mussen ebenfalls skalar gekoppelt sein, wie es bei- 
spielsweise fur  Kreuzsignale, die durch chemischen Aus- 
tausch hervorgerufen werden, der Fall ist. 

Die Selektion von zz-Operatoren (Produktoperatoren 
mit einer geraden Zahl von z-Operatoren) kann durch ei- 
nen bei jedem zweiten Scan angewendeten I8O0-Puls er- 
reicht werden. Die erhaltenen Signale werden addiert. 
Operatoren mit einer ungeraden Zahl von z-Operatoren 
fuhren folglich zu einer Inversion, zz-Operatoren dagegen 
nicht. 

Eine andere Moglichkeit zur Selektion von z,z-Operato- 
ren ist der in (P36) verwendete Phasencyclus, in dem B 
gleich 45 O + n 90" und die Empfangerphase gerade 2 8  
sind. 

zz-cos Y 
Die Pulssequenz ist dieselbe wie in der zz-Spektrosko- 

pie. Man ist allerdings beim zz-COSY-Experiment nur an 
den ,,COSY"-Kreuzsignalen interessiert, die bei der zz- 
Spektroskopie entstehen, wahlt also r ,  entsprechend kurz. 
Die Selektion von zz-Operatoren erfolgt wie vorhin be- 
schrieben. Der Transfer hat eine Effizienz von '%sin' 28, 
d.h. bei /3=45" erreicht man die maximale Intensitat, die 
jedoch nur ein Viertel der des konventionellen COSY-Ex- 
periments betrlgt. Allerdings bietet diese Sequenz eine 
wirkungsvolle Methode zur Unterdriickung von Wassersi- 
gnalen['zyl. Durch einen HS-Puls wird die unerwunschte 
transversale Magnetisierung der Protonen von Wassermo- 
lekiilen zerstort. Verbleibende longitudinale Magnetisie- 
rung wird unterdriickt, da  sie keine longitudinale Mehr- 
spinordnung entwickeln kann. Die Pulssequenz ist (P37). 

z-cos Y 
Diese Sequenz wurde bereits im Zusammenhang mit der 

E. COSY-Technik (Abschnitt 3.1.4) erwlhnt. Durch p- 
Pulse als flankierende Pulse eines z-Filters erhalt man 
E. COSY-ahnliche Multiplettstrukturen in den Kreuzsigna- 
len. Verlangert man den z-Filter (P38) so, daR Kreuzrelaxa- 
tion moglich ist, kann man im Idealfall in gekoppelten 
Spinsystemen die Raten W,,, WI und W, fur die Kreuzrela- 
xation zweier Spins separat b e ~ b a c h t e n [ ' ~ ~ ] .  
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3.4.3. ROESY 

Wir hatten bereits in Abschnitt 2.2.2 erwahnt, dafi un- 
giinstige Korrelationszeiten gerade zu W 2 -  W ,  = O  fuhren 
konnen und es dann keinen NOE-Effekt mehr gibt. 
Abhilfe schafft das von Bothner-By et al. eingefuhrte 
<:AMELSPIN-Experimentf'981, das wir, einem Vorschlag 
von Bax et al.""I folgend, ROESY nennen. Das ROESY- 
Experiment (P39) erreicht die Mischung in einer Spinlock- 
Periode. 

Das NOESY-Experiment beruht auf der Kreuzrelaxa- 
tion der longitudinalen z-Magnetisierungen. Im ROESY- 
Experiment dagegen handelt es sich um die Kreuzrelaxa- 
tion von transversaler Magnetisierung, die durch das Lock- 
Feld am Prdzedieren um die z-Achse gehindert wird. Fur 
die entlang der x-Achse ,,gelockten" Magnetisierungen 
2.B. findet man bei einem Zweispinsystem die Relaxa- 
tionsraten ( 123-125)177.'98.2021 . D er ROE ( W 2 -  Wo) ergibt 
sich damit zu (126). 

IP39l 

P (123) 

Im Gegensatz zum NOE-Effekt ist der ROE-Effekt stets 
positiv (negative Kreuzsignale in Bezug auf die Diagona- 
le), wie Abbildung 38 zeigt, in der die maximalen NOE- 
und ROE-Effekte in Abhangigkeit von der Korrelations- 
zeit s, fur ein Zweispinsystem graphisch dargestellt sind. 
Zudem sind die ROE-Aufbauraten aul3er fur 2,-0 immer 
groBer als die NOE-Aufbauraten (Abb. 39). Allerdings ist 
auch die Zeit, fur die die lineare Approximation giiltig ist, 
kurzer als im NOESY-Experiment. 

NOE ROE 

. 1.0 

- 0.5 

4 
- 0.0 

' N o t  /'HOE 

. -0.5 

- - 1.0 

(126) 

127) 

Abb. 39. VerhBltnis der Kreuzrelaxationsraten u, die sich aus einem 2 0 -  
NOESY- und einem 2D-ROESY-Spektrum ergeben. Fur r,-0 sind die Ra- 
ten gleich. Sonst ist uROL immer gr60er als bNoI.. 

Bei der quantitativen Auswertung von ROESY-Spek- 
tren[3491 geht man genauso vor wie bei der von NOESY- 
Spektren. Wenn die Korrelationszeiten in der NPhe des 
Werts r,= ( 5 / 4 ) " 2 / W ~  liegen, werden die Intensitaten von 
NOESY-Signalen klein und dadurch nur ungenau be- 
stimmbar. Zudem werden die Intensitaten durch unter- 
schiedliche Korrelationszeiten innerhalb eines Molekuls 
sehr stark beeinflufit. Dies kann leicht zu Fehlinterpreta- 
tionen bezuglich der Abstande fuhren. Beim ROESY- 
Spektrum dagegen spielt diese Empfindlichkeit wegen der 
im wesentlichen nur linearen s,-Abhangigkeit der Intensi- 
tat der Kreuzsignale eine vie1 kleinere Rolle. Das Lock- 
Feld mu13 schwach sein, da man sonst Beitrlge im Spek- 
trum durch den Transfer iiber skalare Kopplungen erhiilt. 
Diese Beitrage sind in der Nahe der Diagonalen starker. 
Ein Richtwert ist etwa: Lock-Feld in der Grofknordnung 
der halben spektralen Breite [GI. (127)). 

Fur die quantitative Auswertung mu8 d a m  die Abhan- 
gigkeit des ROE-Effekts vom Abstand zwischen Resonanz- 
und Lock-Frequenz (Offset-Effekt) berucksichtigt wer- 
dedZn2'. 

Der Spinlock kann durch eine CW-Einstrahlung mit 
niedriger Leistung oder gepulst mit einer Folge C/;& 
durchgefuhrt werden. soil dabei so klein wie moglich ge- 
wahlt[20'1 werden, und r ergibt sich aus Gleichung (128), 

0 5  
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Abb. 35. Maximale Intensitit /:;;? des Krcu7signals in 2D- 
XOESY- und 21)-ROESY-Spektren fur ein Zweispinsy- 
stem, normiert auf I,,, die Intensitst eines Diagonal>igna\s 
bei der Mischzeit r,=O. Im NOESY-Spektrum hat das 
Kreuzsignal bei r,-0 etwa 20% der Intensitat des Diagonal- 
signals. es  verschwindet hei wort= I und erreicht fur r,- - m 

50% der Intensitit des Diagonalsignals. Im  ROESY-Spek- 
-5 -i o 1 i trum ist die maximalc Intensitat dagegen etwa 2004 fur  r.-0 

und etwa 34% fur rc- m 
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wobei p in rad einzusetzen ist und to die Lange des P-Pul- 
ses i i i  Sekunden ist. 

3.5. Austauschspektroskopie 

Eine verbesserte Version rnit hoherer Empfindlichkeit 
wendet zusatzlich vor und nach der Spinlock-Periode je ei- 
nen YO"-PUIS an[*'*]. 

3.4.4. Relayed-NO ESY 

Eine gewisse Bedeutung hat noch die Kombination von 
NOESY- und Relayed-Pulssequenz[""'. Man erreicht 
durch den Relayed-Transfer ebenso wie bei den anderen 
Relayed-Experimenten vielfach eine eindeutige Zuord- 
nung der NOE-Kreuzsignale in Bereichen rnit uberlagerten 
Signalen. Die Einfiihrung eines Doppelquantenfilters nach 
dem Relayed-Transfer kann sinnvoll sein, urn die dadurch 
dispzrsiven Diagonalsignale herauszufiltern (P40)1'291. 

Eine zweite Moglichkeit, die zu leicht unterschiedlichen 
Spz<tren fiihrt, bietet die antisymmetrisierte Pulsse- 
q u e i ~ [ ' ~ ~ . " ' ~ .  (P40) ist bis zum dritten 90°-Puls, der die Re- 
layed-Transferperiode einleitet, identisch mit der NOESY- 
SeqJenz (P2). Somit erhalt man in wl absorptive In-Phase- 
Signale, die rnit der chemischen Verschiebung eines ersten 
Kerns moduliert sind. Nach t ,  wird die Magnetisierung 
abe- durch dipolare Kopplung auf  einen zweiten Kern 
(NOE-Transfer) und von dort durch skalare Kopplung auf 
e inm dritten Kern (Relayed-Transfer) iibertragen. In f 2  
w i d  also Antiphase-Magnetisierung des dritten Kerns de- 
tektiert. Daher ist das Signal in o2 in Antiphase. Man be- 
achie, daR das Spektrum auch bezuglich der Lage der 
Kre uzsignale asymmetrisch ist[2"'1. 

Als besonders vorteilhaft hat sich die Kombination von 
TOCSY und ROESY (P41) fur Molekule mittlerer GroRe 

(P41) 

eraiesen. Sie lafit sich durch Variation der Mischse- 
(z. B. 30 ms TOCSY durch MLEV-17 gefolgt von 

170 ms einer Serie von Pulsen mit kleinem Flipwinkel) 
leicht erreichen. Der kurze TOCSY-Transfer liefert In- 
Phase-Korrelationen vom COSY-Typ (der Transfer geht 
bevorzugt uber eine Kopplung), die direkt fur den ROE- 
Transfer genutzt werden konnen. Wegen der Asymmetrie 
des Spektrums kann z. B. im NH-Bereich von Peptiden di- 
rekt die Sequenz und deren Richtung bestimmt werden, 
auch wenn der Bereich der a-Protonen nicht aufgelost ist. 
Auf gro13e Molekiile kann man entsprechend die Kombi- 
nation TOCSY-NOESY"Z31 anwenden. 

Eine weitere Moglichkeit, um Magnetisierung v o n  
einem Kern auf einen anderen xu iibertragen, bietet der 
chemische Austausch. Hierzu miissen zwei lsomere oder 
Topornere['". 1"3.35"1 in einem dynamischen Gleichgewicht 
vorliegen. Je nach Austauschgeschwindigkeit lassen sich 
dann separate Signalsatze (langsamer Austausch) oder ein 
gemittelter Signalsatz (schneller Austausch) im NMR- 
Spektrum beobachten. Im Ubergangsbereich dienen Lini- 
enveranderungen zur Bestimmung der Austauschkine- 

Polarisierung zwischen den am Austausch beteiligten Posi- 
tionen iibertragen werden (z. R. Satt ig~ngstransfer[~ '~~) ,  so 
da13 derartige Austauschprozesse rnit der NOESY- oder 
R 0 E S Y - S e q ~ e n z [ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ l  nachgewiesen werden konnen. 
Der Vorteil der 2 D - N M R - T e ~ h n i k l ~ ~ "  liegt auf der Hand: 
Es lassen sich gegenseitige Zuordnungen t~ef fen~? '~] ,  Aus- 
tauschmechanismen werden sofort s i ~ h t b a r [ ~ ' ~ - ' ~ * ~  und 
quantitative Auswertungen sind m O g l i ~ h [ " ~ ~ ~ ~ ' ~ .  Kreuzsi- 
gnale aufgrund von chemischem Austausch haben ebenso 
wie solche, die durch negative NOE-Effekte (groDe Mole- 
kiile, viskose Losungsmittel, tiefe Temperatur, hohe Feld- 
starke) hervorgerufen werden, in Spektren mit reinen Pha- 
sen das gleiche Vorzeichen wie die Diagonalsignale. In 
NOESY-Spektren von kleinen Molekiilen in niedrigvisko- 
sen Losungsmitteln (positive NOE-Werte) und in d e n  
ROESY-Spektren sind Austauschsignale1Z".'621 wie auch 

uber mehrere Kerne durch das andere Vorzei- 
chen leicht von NOE-Kreuzsignalen zu unterscheiden. 

Ein Reispiel zeigt Abbildung 40. Dieses prolinhaltige cy- 
clische Hexapeptid tritt in zwei Konformationen auf, in 

t i k [ l 0 7 . I O ~ , I 1 I . l l 3 . 1 ~ ~ , ~ ~ 1 [  . S obald ein Austausch beginnt, kann 

NOEs[201.Z63] .. 

8 3  I 
t 

I 8 8  _- . - . - - . . - . - . - - - .- . 

8.7 8.6 8.5 8 1, 8.3 8.2 8.1 8 0 7 9 7 8 
6 c- 

Abb. 40. Ausschnitt aus einem 300MHz-ROESY-Spektrum von c y / u ( - i ~ -  
Pro'-Phez-Phe'-Pro'-Phe'-Pheo-) in [D,II)MSO, 320 K. Pulswinkel /J= 24'. 
Mischzeif 200 ms. Das Molekiil existiert in zwei Konrormeren, deren Aus- 
tausch durch die positiven Kreuzsignale (schwarz) indiziert isl. NOE-Effekte 
zwischen NH-Signalen geben negative (role) Kreuzsignale (F'-F' und F'-F"). 
Phenylalanin = F. f (das iiberwiegend populiene Isomer ist mil grohen Huch- 
staben bezeichnefb 
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denen die Prolin-Amidbindung trans- bzw. cis-konfiguriert 
ist. Die Signale der NH-Protonen, die durch die cis/’trans- 
Isomerisierung korreliert sind, sind fur beide Konformere 
an zur Diagonale positiven (schwarzen) Kreuzsignalen zu 
erkennen; die negativen (roten) Signale zeigen einen NOE 
im rotierenden Koordinatensystem (ROE) an. 

gen wir jetzt uber das Handwerkszeug, um diese Techni- 
ken sinnvoll und richtig einsetzen zu konnen, auch wenn 
nicht alle Varianten behandelt werden konnten. Es sollte 
eine Ubersicht uber die heute meistverwendeten Techni- 
ken gegeben und der Praktiker mit dem notwendigen 
Verstandnis der Theorie versehen werden, so daU er in der 
Lage ist, 

3.6. Weitere ZD-NMR-Experimente 

Eine Anzahl weiterer 2D-NMR-Experimente ergibt sich 
durch Kombination der bisher besprochenen Techniken 
und durch Variationen derselben, z. B. durch Einfiigen von 
Filtern[’641, Puls-Sandwiches, verschiedene Entkopplungen 
etc. Auch wurden einige der beschriebenen homonuclea- 
ren Techniken auf heteronucleare Experimente iibertragen 
(2.8. H ~ ~ ~ ~ o - T O C S Y “ ” ~ ” ~ ~ ) .  Ferner wurde die photoche- 
mische Anregung erfolgreich mit der kernmagnetischen 
Resonanzspektroskopie verknupft ( P ~ O ~ O - C I D N P ) [ ’ ~ ~ . * ~ ’ ~ .  

- 

- 

Neuerdings gibt es durch die Verwendung von semise- 
lektiven Pulsen mit programmierter Linienform eine ganze 
Reihe von 1 D-Varianten der 2D-NMR-Techniken[”01, die 
sich fur die Beantwortung einfacher Fragen anbieten. Der 
Einsatz von semiselektiven Pulsen bei der Aufnahme von 

teren aktuellen Zweig der Methodenforschung dar. Eine 
detailliertere Reschreibung dieser neuesten Entwicklungen 
wurde allerdings den Rahmen dieses Beitrags sprengen. 

L ?D-[251.335] und 3D-NMR-Spektren[25‘-z551 stellt einen wei- 

4. SchluDbemerkungen 

Wir haben hier die theoretischen Grundlagen fur die 
wichtigsten 2D-NMR-Experimente dargelegt. Somit verfii- 

das richtige Experiment fur seine Fragestellung auszu- 
wahlen, 
die optimalen Delays und Phasencyclen auszuwahlen 
oder zu erstellen und der Fragestellung anzupassen 
und 
Artefakte im Spektrum zu identifizieren, Storungen zu 
erkennen und diese gegebenenfalls zu vermeiden. 

Das Manuskript dieser Arbeit ist durch zahlreiche Diskus- 
sionen rnit Kollegen und rnit Mitarbeitern unseres Arbeits- 
kreises verbessert worden, denen dafir an dieser Sielle ge- 
dankt sei. Besonderer Dank gebuhrt Prof: Dr. D. Kost. Beer 
Sheoa, Israel, fur seine Anregungen und Beitrage anlaJlich 
der Ubersetzung ins Englische. Von den Abbildungen wur- 
den uns freundlicherweise einige von den Mitarbeitern U .  
Anders (Abb. 32). Dr. H .  Kogler (Abb. 35), K .  Wagner (Abb. 
40) und M.  Will (Abb. 24, 2.5, 31, 33) zur Verfiugung gestellt. 
Finanzielle Unterstiitzung erhielten wir fur die bei uns erar- 
beiteten wissenschaftlichen Ergebnisse von der Deutschen 
Forschungsgemeinschaji und dern Fonds der Chemischen In- 
dustrie. C. C .  dankt Prof: Dr. R .  R .  Ernst. Zurich, fur seine 
Unterstiitzung. 

Eingegangen am 12. M a i  1987. 
[A 662) veranderte Fassung am 19. Januar 1988 

Anhang 1: Wichtige im Text verwendete Begriffe und Abkurzungen 

w1 Erste Frequenzdomane im 2D-NMR-Spektrum, durch Fourier-Transformation iiber t I  erhalten 
w2 

ID 
2D 
Akquisition, AQ 
Antiphase 
Bo 

B, 

B, 

Zweite Frequenzdomane 
Eindimensional 
Zweidimensional 
Aufnahme des NMR-Signals, in 2D-NMR-Experimenten findet sie in der t,-Zeit statt 
Multiplettstruktur mit entgegengesetzter Phase, Multiplettlinien mit Vorzeichenwechsel 
Starkes Magnetfeld, konventionsgemal3 entlang der z-Achse orientiert 
Im allgemeinen zusatzliches transversales Magnetfeld, z. B. fur  Pulse 
Weiteres zusltzliches Magnetfeld, z. B. fur  Entkopplungspulssequenzen, Spinlock etc. 

Band-Pass-Filter Filter zu Selektion einer bestimmten Koharenzordnung p 
0 B  

Bell 

chemische Verschiebung 

Composite-Puls 

constant time 

Breitbandentkopplung einer Spinsorte. Sie wird in heteronuclearen Experimenten zur Zerstorung der 
Magnetisierung einer der Spinsorten, z. B. wahrend der Akquisition eingesetzt. R B  wird heutzutage 
durch hochentwickelte Composite-Pulssequenzen erreicht 
Effektives Magnetfeld, hervorgerufen durch die Elektronenhiille der Kerne (chemische Verschie- 
bung). Haufig auch: bei unvollstandiger Entkopplung das im rotierenden Koordinatensystem sich 
ergebende Restfeld 
Differenz zwischen der Prazessionsfrequenz des Kerns und der Frequenz eines Standards, bezogen 
auf die Tragerfrequenz 
Aus mehreren Pulsen zusammengesetzter Puls. Er wird eingesetzt, um Phasenfehler oder B,-Feldinho- 
mogenitaten auszugleichen 
In ,,constant time“-Varianten von NMR-Experimenten ist die Gesamtdauer jedes !,-Experiments kon- 
stant, da die t,-Zeit durch Pulse begrenzt innerhalb eines festen Delays liegt 

Dichtematrix Sie beschreibt den Zustand eines quantenmechanischen Objekts 
dipolare Kopplung Wechselwirkung zwischen zwei Spins, die durch den Raum vermittelt wird. Sie ist orientierungsab- 

hangig und wird durch schnelle Umorientierung der Molekiile in Losung ausgemittelt. Sie ist die 
Ursache fur Relaxation bnd NOE 

DQF Doppelquantenfilter 
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Delay 

Editing 

Faltung (Convolution) 

Faltung (Folding) 

FI D 

Flip w in kel 

Fourier- Transformation 

High- Pass-Filter 

Hom,)spoil- Puls, HS 

In-Pt ase 

inver,e Techniken 

Kohi renz 

Kohilrenzordnung p 

Kohiirenz-Transfer 

Koh.irenz-Transferweg 

Korrelationszeit 

Krer7relaxation 

long tudinale Magnetisierung 

Low Pass-Filter 

Mul'iplizitat 

NOI: 

Peal 

Phirxncyclus 

Po1;irisationstransfer 

Polarisierung 

Pra iessionsfrequenz 

Produktoperatoren 

Zeitspanne 

Es liefert durch Variation weniger Parameter in einer Pulssequenz (z. B. Pulse, Delays) einen Satz von 
Subspektren, die unterschiedliche Informationen beispielsweise 
uber die Multiplizitgt der Signale enthalten (z. B. Subspektren fur "CH, "CH2 und "CH,) 

Mathematische Operation: F*G = j F(x -y)G(y)dy 

Sic ist fur die NMR-Spektroskopie aufgrund der Beziehung F * G  =F(f.g) von Bedeutung, wobei F ( f )  
die Fourier-Transformierte von fist.  D. h. die Fourier-Transformierte des Produkts zweier Funktionen 
ist die Faltung der Fourier-Transformierten dieser Funktionen 

Ebenfalls im Zusammenhang mit Fourier-Transformation verwendet. Faltung um ol = O  bedeutet: 

+ -  

- -  

Sr(w,,oz)= S ( ~ l , w ? ) + S ( - o l , w )  

.free induction decay, das aufgenommene NMR-Signal 

Winkel, um den der Magnetisierungsvektor ausgelenkt wird 

,,Rechenvorschrift", urn die in einer zeitlich veranderlichen Funktion enthaltenen Frequenzen zu be- 
stimmen. Die Fourier-Transformierte F(w) ist bei einer komplexen Fourier-Transformation gegeben 
durch 

F(w)= I e-'"'f(i)dr 

und bei einer reellen Fourier-Transformation durch 

+ m  

-- 
+ m  

F(o)  = f(/)cos(of+cp)dl 
-_  

Filter zur Selektion von Koharenzordnungen 2 p 

Ein Puls zur kurzzeitigen Erzeugung von Feldinhomogenitate 
ter Koharenzen (transversaler Magnetisierungen) 

Er  dient zur Entfernun unerwunsch- 

Multiplettstruktur mit gleicher Phase, Multiplettlinien ohne Vorzeichenwechsel 

Bezeichnung fur heteronucleare Experimente, die den Heterokern indirekt uber Protonenmagnetisie- 
rung detektieren. Im Englischen auch ,,reversed techniques" 

Sie entspricht einem Ubergang zwischen zwei Eigenzusthden und ist eine Erweiterung des Aus- 
drucks ,,transversale Magnetisierung", der sich nur auf erlaubte Ubergange bezieht. Quantenmecha- 
nisch gesehen entspricht eine Koharenz einem Nicht-Diagonal-Element in der Spin-Dichternatrix 

Differenz Amz der magnetischen Quantenzahlen zweier an einer Koharenz beteiligten Energieniveaus 
(z. B. Nullquanten-Kohirenz, Einquanten-Koharenz) 

Ubertragung der Koharenz von einern Kern auf einen anderen 

Beschreibung des zeitlichen Verlaufs der Koharenzordnung in einer Pulssequenz 

Die Korrelationszeit rc gibt die mittlere Zeitdauer der molekularen Umorientierung wieder, die Ursa- 
che fur die Relaxation ist 

Sie beschreibt die gegenseitige Relaxation (inter- und intramolekular) von magnetisch aktiven Kernen 
z. B. durch dipolare Relaxation 

Magnetisierung in Richtung des Bo-Felds, also in z-Richtung 

Filter zu Selektion von Koharenzordnungen 5 p 

Aufspaltung der NMR-Signale durch skalare Kopplung in z. B. Dubletts, Tripletts, . .. Bei Kohlen- 
stoffspektren wird sie auch fiir die grol3e Aufspaltung durch die direkte C-H-Kopplung verwendet, 
um quartare "C-Kerne, CH-, CH,- und CH,-Gruppen zu unterscheiden 

Nuclear-Overhauser-Enhancement-Effekt. lntensitatsverinderung cines NMR-Signals bei Stdrung 
des Gleichgewichts eines anderen Kerns, hervorgerufen durch dipolare Kopplung 

Signal in einem NMR-Spektrum, haufig auch nur Komponente eines Multipletts 

Pulssequenzen fur die Aufnahme von NMR-Spektren sind meist eine Kombination aus Sequenzen, 
die sich nur in den Phasen der einzelnen Pulse unterscheiden. Systematisch variierte Phasen bilden 
den Phasencyclus, der zur Unterdriickung von unerwunschten Koharenzen und Artefakten dient 

Ubertragung von Polarisierung von einem Kern auf einen anderen, wird in der Literatur hlufig syn- 
onym mit Koharenz-Transfer verwendet, auch wenn dabei eigentlich Koharenzen ubertragen wer- 
den 

Sie beruht auf Populationsdifferenzen von Energieniveaus. Eine Polarisierung ist nicht notwendiger- 
weise mit Magnetisierung verbunden 

Larmor-Frequenz w der um die z-Achse prazedierenden Kerne. Im rotierenden Koordinatensystem 
beschreibt sie nur die Differenzfrequenz R, aus der individuellen Larmor-Frequenz der Kerne 
w ,  = yBCrr und der Tragerfrequenz wo = yBo 
Satz zueinander orthogonaler Operatoren, die durch die Produktbildung miteinander verknupft wer- 
den konnen 
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Produktoperdtorformalismus 

I'u Is 

Pulssequenz 

Quadraturdetektion 

ROE 
rotierendes Koordinatensystem 

Scan 
Scherung 
schwache Kopplung 

skalare Kopplung 

1 2  

I ,  - Rauschen 

thermisches Gleichgewicht 

TQ F 
Tragerfrequenz 
transversale Magnetisierung 
transversaler Operator 
Weitbereichskopplung 
Zero-Filling 

Formalismus zur Beschreibung von NMR-hxperimenten, der hohe Anschaulichkeit mit grolkr An- 
wendungshreite verbindet (ausfuhrlichere Erlauterungen siehe Text) 
Anlegen cines nur fur kurze Zeit erreugten, hochfrequenten (irn Radiofrequenzhereich liegendec) zu- 
satzlichen Magnetfelds mit der Tragerfrequenz wl,, um einen Ubergang anzuregen. Im Deutschen auch 
,,lmpuls" 
Abfolge von Radiofrequenzpulsen und Zeiten freier Evolution (Delays) mit anschlieliender Detektion 
der entstandenen Magnetisierung 
Verfahren zur Detektion von NMR-Signalen, das es gestattet, Vorreichen von Frequenzen zu unter- 
scheiden (im Gcgensatz zur Einkanaldetektion) 
Rotating Frame NOE. I h r c h  Relaxation im rotierenden Koordinatensystem hervorgerufener NOE 
Ein mit der Frequenz con rotierendes Koordinatensystem; dies vereinfacht die Beschreibung der Wir- 
kung von Pulsen und Perioden freier Prazession 
Einmaliger Ablauf eines NMR-Experiments 
Transformation eines Spektrums gem%li: o; =mi, o;=(02 + k . o ,  
Die Kopplungskonstante J fur die Kopplung zwischen zwei Spins ist klein gegenuber der IXfferenz 
ihrer chemischen Verschiebungen: dies hat Spektren erster Ordnung zur Folge 
Wechselwirkung zwischen zwei Spins, die durch die Bindung vermittelt wird. auch J-Kopplung ge- 
nannt. Sie ist skalar, d. h. oricntierungsunabhangig, und bewirkt die Multiplettaufspaltung der Si- 
gnale 
lnkrementierte Zeit, die in 2D-NMR-Experimenten nach der Fourier-Transformation die erste Fre- 
quenzdomane ergibt 
Detektionszeit, ergibt nach der Fourier-Transformation die zweite Frequenzdomine 
In 2D-NMR-Spektren parallel zur w,-Achse auftretcndes Rauschen. das besonders dort beobachtet 
wird, wo intensive Signale auftreten; es ist weitgehend durch geratetechnische Faktoren bestimmt 
Im thermischen Gleichgewicht sind die Energieniveaus gem213 der Boltzmann-Verteilung besetzt : 

Dreiquantenfilter (Triple-Quantum-Filter) 
ol,, Senderfrequenz der Hochfrequenzpulse 
Magnetisierung in der x,y-l'bene 
Bezeichnung fur I ,  und I, 
Skalare Kopplung iiber mehrere Bindungen 
Anhingen von Nullen an den FID zur Verhesserung der digitalen Auflosung 

Anhang 2: Erlauterung der im Text verwendeten Acronyme 

BIRD 
CAMELSPIN 
(:I DNP 
COCONOSY 
COLOC 
COSY 

DEPT 
DEW-GL 
DISCO 
t COSY 
CARP 
HFTCOR 
HMQC 
HOHAHA 
1 NADtQUATE 
IYEPT 
MLEV 
NOESY 

P. F. COSY 
RCT 
ROESY 
ROT0 
TOCSY 
TO RO 
WALTZ 
XCOKFE 

Bilinear Rotation Decoupling 
Cross-Relaxation Appropriate for Minimolecules Emulated by Locked Spins 
Chemical Induced Dynamic Nuclear Polarization 
Combined Correlated and Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy 
Correlation via Long range Couplings 
Correlated Spectroscopy 
Distortionless Enhancement by Polarization Transfer 
DEPT-Grand Luxe 
Differenzen und Summen in COSY-Spektren 
Exclusive COSY 
Globally Optimized Alternating Phase Rectangular Pulse 
Hereronuclear Correlation 
Heteronuclear Multiple Quantum Coherence 
Homonucleares Hartmann-Hahn-Experiment 

Incredible Natural Abundance Double Quantum Transfer Experiment 
Insensitive Nuclei Enhanced by Polarisation Transfer 
Malcom Leuitt 
Nuclear Overhauser Enhancement and Exchange Spectroscopy 

Primitive E. COSY 
Relayed Coherence Transfer Spectroscopy 
Rotating Frame Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy 
ROtSY - TOCSY 
Total Correlation Spectroscopy 
TOCSY - R O E S Y  
Wideband Alternating Phase Low Power Technique for Zero Residue Splitting 
X-Nucleus Correlation with fixed Evolution Time 
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