Zweidimensionale NMR-Spektroskopie,
Grundlagen und Ubersicht iiber die Experimente

Von Horst Kessler*, Matthias Gehrke und Christian Griesinger

Eine genaue Kenntnis der Struktur, Dynamik und Reaktionsweise von Molekiilen ist der
Schliissel zum Verstindnis ihrer Funktionen und Eigenschaften. Die NMR-Spektroskopie
hat sich durch die Einfiilhrung zweidimensionaler Verfahren zur bedeutendsten Methode
entwickelt, um derartige Informationen iiber Molekiile in Lésung zu erhalten. Es steht nun-
mehr ein ganzes Arsenal von Aufnahmetechniken zur Verfiigung, deren erfolgreiche An-
wendung aber nicht nur die entsprechende apparative Ausstattung, sondern auch die rich-
tige Auswahl der Experimente einschlieBlich der optimalen MeBparameter und natirlich
auch die sorgfiltige Auswertung der Spektren voraussetzt. In diesem Beitrag werden die
Grundlagen der modernen NMR-Spektroskopie vorgestellt, und es wird gezeigt, daB es mit
dem Produktoperatorformalismus moglich ist, die Pulsfolgen der NMR-Spektroskopie qua-
litativ und quantitativ zu verstehen. Nur ganz wenige, leicht verstindliche Annahmen muf3
ein potentieller Anwender dieser Methoden kennenlernen, um mit ihnen vertraut zu wer-
den. Wir wollen den Produktoperatorformalismus ebenso wie die fiir das Verstindnis der
Pulsfolgen unabdingbaren Phasencyclen auf einfache Weise einfiithren und den Umgang
mit ihnen bei der Besprechung verschiedener 2D-NMR-Techniken iiben. Eine Ubersicht

Neue analytische
Methoden (36)

iiber die wichtigsten Pulstechniken bildet den zweiten Teil des Beitrags.

1. Einleitung

Di: NMR-Spektroskopie wurde durch die Einfiihrung
von !D-Techniken!-* revolutioniert. Obwohl bereits eine
Reihe von Ubersichten zu diesem Thema existiert!® -3,
halten wir es fiir zweckmiflig, eine mdoglichst leicht
verstindliche Einfiihrung unter konsequenter Verwendung
des Produktoperatorformalismus (mit kartesischen Basis-
operatoren)t?*-2"1 zy geben, da so die NMR-Experimente
qualitativ und quantitativ verstandlich werden. Der Vorteil
des Produktoperatorformalismus ist, da das Verhalten
schwach gekoppelter Spinsysteme (d.h. Systeme, bei de-
nen die Differenz der chemischen Verschiebungen zweier
koppelnder Kerne groB3 ist gegeniiber der J-Kopplung zwi-
schen ihnen) unter dem EinfluB von Pulssequenzen durch
wenige, einfache Regeln beschrieben werden kann, die es
auch einem Nichtspezialisten ermdglichen, die NMR-Ex-
perimente nachzuvollziehen.

Des weiteren ist ein gewisses Verstindnis der ,,Phasen-
cyclen* unumginglich, die dazu dienen, in 2D-NMR-Ex-
perimenten unerwiinschte Signale zu unterdriicken, damit
bei einem Mehrpulsexperiment das verlangte 2D-NMR-
Spektrum erhalten wird. Wir werden diesen Begriff und
die damit verkniipfte Kohirenzordnung!®®-*? in Abschnitt
2.2.3 einfiihrend behandeln. Hier sei nur angemerkt, dal
mit der Verfolgung von Kohirenz-Transferwegen ein ein-
faches Instrument geschaffen wurde, um Phasencyclen zu
entwickeln. Mit dem Produktoperatorformalismus und
dem Konzept der Kohirenz-Transferwege ist nunmehr
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eine Methode verfiigbar, die der noch vielfach benutzten,
unserer Meinung nach aber umstidndlichen und nicht aus-
reichenden Vektorbeschreibung an Klarheit, Einfachheit
und Exaktheit weit iiberlegen ist.

Ein weiteres Argument fiir diesen Beitrag ist, dal man
inzwischen mehr iiber die Vor- und Nachteile der einzel-
nen Verfahren aussagen kann. So werden beispielsweise
die J-aufgelostel***-*1 und die Spin-Echo-korrelierte Spek-
troskopie®*-*¥ die friiher bei der Beschreibung von 2D-
NMR-Techniken dominierten, heute nur noch in wenigen
Spezialfillen von Bedeutung sein. Es ist selbstverstandlich,
daB wir hier nur eine Auswahl der 2D-NMR-Techniken
vorstellen konnen. Von den etwa 500 fiir die hochaufls-
sende NMR-Spektroskopie beschriebenen Pulssequenzen
hat nur ein kleiner Teil den Sprung in die Unentbehrlich-
keit geschafft, und noch immer ist das Gebiet im Fluf}. 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. Auflierdem wird
die NMR-Spektroskopie unempfindlicher Kerne durch die
Nutzung der inversen-** Techniken mehr und mehr
auch bei grofen Molekiilen moglich.

Wir haben uns bemiiht, das Thema so zu présentieren,
daB der Leser nicht allzu viele Kenntnisse bereits mitbrin-
gen muB. 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
Absitze wurden- zur Vertiefung und Erlduterung hinzuge-
figt.

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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ment des Kerns ist mit dem Kernspin S verkniipft. Nur
Kerne mit S#0 haben ein magnetisches Moment. In der
hier ausschlieBlich beschriebenen hochauflésenden NMR-
Spektroskopie untersucht man iiberwiegend Kerne mit
S§=1/2, die kein Quadrupolmoment haben und daher
scharfe Linien ergeben. Die in der Organischen Chemie
und Biochemie interessanten Elemente H, C, N und P ha-
ben Isotope mit §=1/2, C und N allerdings nur in gerin-
ger natiirlicher Haufigkeit. Das Proton, nahezu ubiquitdr
in organischen Verbindungen vorhanden, hat (abgesehen
von Tritium) das grofite kernmagnetische Moment und ist
daher am einfachsten zu untersuchen. In der Organome-
tallchemie und der Anorganischen Chemie wird aber auch
die NMR-Spektroskopie ,exotischer** Kerne zunehmend
unentbehrlich.

2.1. Eindimensionale NMR-Spektroskopie

Das heute allgemein verwendete Verfahren zur Auf-
nahme von 1D-NMR-Spektren ist die von Ernst und An-
derson*>*°! eingefiihrte Fourier-Technik!®”, 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 einem angelegten Bo-Feld. Es gibt nur diese
beiden, als « und B bezeichneten Zustdnde. Der parallel
zum Feld orientierte a-Zustand!” ist energetisch giinstiger
als der antiparallel ausgerichtete B-Zustand. Daher ist der
a-Zustand starker populiert als der B-Zustand (Boltzmann-
Verteilung), und es existiert aufgrund dieser Populations-
differenz eine makroskopische Magnetisierung in Rich-
tung des By-Feldes (,,Jongitudinale Magnetisierung**). Das
Verhaiten der makroskopischen Magnetisierung 14Bt sich
mit den Bloch-Gleichungen®® beschreiben. Fiir die L&-
sung dieser Bewegungsgleichungen unter Beriicksichti-
gung von gleichzeitig angelegten Hochfrequenzpulsen!™”
ist eine Transformation in ein rotierendes Koordinatensy-
stem von Vorteil. Dieses Koordinatensystem dreht sich mit
der Trdgerfrequenz w, der Radiofrequenzpulse um die
zum B,-Feld parallele z-Achse.

Pulse sind kurzzeitig erzeugte hochfrequente Magnetfelder
B\ coswyt, die wegen der wihrend des Pulses auftretenden Prizes-
sionsbewegung um B, zu einer sehr komplexen Bewegung der Ma-
gnetisierung fithren. lhre Beschreibung in einem mit w,=¥B; ro-
tierenden Koordinatensystem fihrt zu einer starken Vereinfa-
chung: B, reicht zur Erklarung der Bewegung aus. Man geht wie
folgt vor.

Das linear polarisierte B -Feld (z. B. nur die x-Komponente) ld[jt
sich in zwei zirkular polarisierte Felder aufspalten [Gl. (1)]. Die
beiden Vektoren rotieren mit der gleichen Frequenz, haben aber

By(t) = B cos ugte, = Y2 Bi(cos wote, + sin wyte,)

. (1
+ V2 Bi(cos wyte, - sin wyte,) !

[*] Dic Zuordnung von « und B zu paralle] bzw. antiparallel gemaB [3] soll
hier durchgdngig angewendet werden. In der Literatur findet man aller-
dings auch die umgekehrte Zuordnung.

1**] Wir verwenden in diesem Beitrag statt , Impuls” durchgingig die dem
Englischen entnommene Bezeichnung ,,Puls®, da sie sich inzwischen all-
gemein eingeblrgert hat.
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entgegengesetzten Drehsinn. Transformiert man nun in das mit
wo=yB, rotierende Koordinatensystem (e;, ), so erhilt man Glei-
chung (2).

Bi(t) = V2 Bie, + 2 Bj(cos 2ute, - sin 2wyte)) (2)

Die die doppelte Larmor-Frequenz enthaltende Komponente in (2)
erfiillt die Resonanzbedingung nicht und kann daher vernachlissigt
werden. Nur die zeitunabhingige (!) Komponente 2 B'e, wird
berticksichtigt. Die Bloch-Gleichungen enthalten daher wieder nur
zeitunabhingige Felder und lassen sich leicht 16sen: Statische Fel-
der (B, oder auch Bj7) bewirken eine Rotation der Magnetisierung
um die jeweilige Achse. Der Winkel (Flipwinkel), um den die Ma-
gnetisierung gedreht wird, hdngt beispielsweise davon ab, wie
lange das Bj-Feld wirkt (der Puls anliegt). Pulse werden daher
haufig nicht durch die Feldstarke und die Dauer, sondern durch
ihren Flipwinkel charakterisiert.

Pulse lassen sich also durch Rotationen der Magnetisie-
rung um einen bestimmten Winkel (Flipwinkel) und um
eine bestimmte Achse (Phase) beschreiben. Beispielsweise
dreht ein als f,-Puls bezeichneter kurzer Radiofrequenz-
puls die z-Magnetisierung um die y-Achse um den Win-
kel B [Gl. (3) und Abb. 1]'l. (Gleichung (3) bedeutet. die

Ml—ﬁL’MlCOSﬂ+MXSinﬂ (3)

M ,-Magnetisierung' ! geht unter dem EinfluB eines g,-Pul-
ses zum Teil (sinf}) in M,-Magnetisierung tber, die restli-
che Magnetisierung (cos ) bleibt parallel zur z-Achse.)

Abb. I. Wirkung cines On-Resonance-Radiofrequenzpulses aus der y-Rich-
tung mit dem Flipwinkel § auf die longitudinale Magnetisierung im rotieren-
den Koordinatensystem. Zur besseren Kenntlichmachung haben wir das Ko-
ordinatensystem gegeniiber der sonst gebrauchlichen Darstellung (x nach
vorne) um 90° gedreht.

Nach dem Puls beginnt die transversale Magnetisierung
M, um die z-Achse zu prizedieren. Die Prizessionsfre-
quenz ist @ =y By, wobei B.; die unterschiedlichen chemi-
schen Verschiebungen der Kerne beriicksichtigt. Kerne ei-
nes [sotops (z.B. Protonen) haben alle das gleiche gyro-
magnetische Verhadltnis ¥ und nahezu dasselbe B, so dal
sich ihre Prizessionsfrequenzen nur wenig unterscheiden.
Bei Protonen schwankt w je nach der individuellen chemi-
schen Verschiebung um etwa 10~ °w, oder 10 ppm (parts
per million von ). Im rotierenden Koordinatensystem
dreht sich auch der Beobachter (Detektor) mit der Fre-

[*] Die Drehcichtung der Magnetisicrung unter dem Einflud eines Pulses
gemil [3] entspricht dem mathematischen Drehsinn. In der Literatur
findet man haufig auch die umgekehrte Definition (in unserem Beispiel
wire dies die Drehung nach —x).

[**] Unter M., M, und M, verstehen wir die durch die anfangliche Polarisie-
rung gegebenen Einheitsmagnetisierungen entlang den jeweiligen Ach-
sen. Dies ist die ubliche Definition.
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quenz @, um die z-Achse. Dadurch ,,sieht* der Detektor
nur Differenzfrequenzen (w—w,). Dicse Differenzfre-
quenz nennen wir im folgenden Prizessionsfrequenz oder
chemische Verschiebung Q) (Abb. 2). Im rotierenden Koor-
dinatensystem gilt also Gleichung (4).

Qt .
§M4l/\1‘ cos Qt + M, sin 1t 4)

1N

M sin [t

N

X

M cos (I

Abb. . Die Evolution der chemischen Verschiebung € wihrend der Zeit .
Gezeigt ist die Aufsicht auf die x,y-Ebene des rotierenden Koordinatensy-
stems.

Die Prazessionsfrequenz Q ist die von der Tragerfre-
quenz abweichende Oszillationsfrequenz des Signals, das
ein Detektor registriert, der z.B. lings der x-Achse im ro-
tierenden Koordinatensystem angeordnet ist. Man erhilt
also ein mit Q oszillierendes Signal S(¢), den ,,free induc-
tion decay** (FID), der durch eine Fourier-Transformation
in ein Spektrum mit einem Signal (,,Peak'’) bei der Fre-
quenz Q 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-
quénzskala an der entsprechenden Stelle wiedergegeben
werden konnen.

Dic: Funktion cosQt in Gleichung (4) enthidlt dic Frequenzen
w=14Q und w= -Q; somit ist cine Unterscheidung der Vorzei-
chen nicht moéglich. Man mdchte aber gerne Vorzeichen von Fre-
quen.en unterscheiden, denn nur dann kann man die Tragerfre-
quen.: so wihlen, daB sie sich in der Mitte des gewiinschten Spek-
trum: befindet. Eine Vorzeichenunterscheidung ist durch die Qua-
draturdetektion moglich!®™>%% bei der die x- und auch die y-Ma-
gneti:ierung im rotierenden Koordinatensystem detektiert werden.
Detel.tiert man die x-Magnetisierung M, aus (4) im Kanal K,, die
y-Maznetisierung M, im Kanal K, und kombiniert die Signale ge-
miB K,+iK,. so erhdlt man das komplexe Signal ¢'**, das nach
komrlexer Fourier-Transformation eine Linie bei +€Q (und eben
nicht auch bei —€2) im Spektrum ergibt. Dieses Verfahren hat den
Nachteil, dafl man zwei Signale gleichzeitig aufnehmen muf.

In cinigen NMR-Spektrometern wird ein von Redfield et al.l*"
erfundener Trick genutzt'®”, bei dem man alternierend erst aus
(+x), dann aus ( +y)-, ( —x)- und (- y)-Richtung detektiert (Abb.
3). Der Empfianger rotiert dadurch (im rotierenden Koordinatensy-
stem) zusitzlich mit einer gewissen Frequenz Qg. Das Signal ist
dann cos(Q+ Qg)r. Man setzt Qg gleich der halben spektralen
Breite (SW/2) (Abb. 3b). Dann erhilt man nach komplexer Fou-
rier-Transformation ein Spektrum, in dem sich die Signale mit po-
sitiver und negativer Frequenz nicht mehr iiberlagern (Abb. 3c).
Nun kann man um Q =0 ,falten** (Abb. 3d) oder, was dasselbe ist,
eine reelle Fourier-Transformation durchfiihren. Dieses , Falten®
(englisch “fold™) ist nicht identisch mit dem in Abschnitt 2.2.1 er-
wihnten Falten (“convolution™).
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Abb. 3. Prinzip der Redlield-Technik. kin Spektrum, das man nach Einka-
naldetektion und komplexer Fourier-Transformation erhiit (a), enthait so-
wohl die Signale fir +£ als auch die fiir —£, die in (b) separat gezeigt sind.
Sie entsprechen positiven bzw. negativen Einquanten-Kohdrenzen. Lafit man
den Empfénger nun zusétzlich mit der Frequenz SW/2 rotieren, sind die bei-
den Teilspektren nicht mehr iiberlagert (¢). Nach Faltung um Q=0, d.h. reel-
ler Fourier-Transformation, erhilt man ein Spektrum mit nur noch positiven
Frequenzen (d).

Wir wollen das eben mit dem Vektorformalismus behan-
delte ID-NMR-Experiment nun mit dem Produktoperator-
formalismus'?! beschreiben. Wihrend im Vektorformalis-
mus die makroskopische Magnetisierung unter der Wir-
kung von Pulsen gedreht wird und/oder unter dem Ein-
fluB des By-Felds prizediert, beschreibt die Dichtematrix
den gesamten Zustand eines Spins oder Spinsystems (also
nicht nur die observable Magnetisierung). Die observablen
Groéfen miissen erst vom jeweiligen Zustand ,,abgelesen‘
werden. Wir geben im folgenden einen kurzen Abrif} des
quantenmechanischen Formalismus, der zum Verstandnis
der 2D-NMR-Experimente vollig ausreicht (fiir detaillier-
tere Darstellungen der physikalischen Grundlagen siehe
163-671)

Der Grundzustand eines Spinsystems im thermischen
Gleichgewicht wird durch die Polarisierung I, entlang der
z-Achse beschrieben. Dieser Zustand ist verkniipft mit 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, gemi (5)-(7) (siehe auch
Abb. 1).

T,
I, i’-- I.cos B - I,sin B 5

A,
I, =%, (6)

1,
I, Ay, I,cos B + I sin B 7

Die kartesischen Operatoren!’! I, I, und I, transformie-
ren sich beziiglich Drehungen also wie Magnetisierungen.

[*] Wir verwenden hier durchgingig sowohl fir den Operator als auch fir
den Erwartungswert das Symbol 7 (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 mit einer x-Ma-
gnetisierung, I, entsprechend mit einer y-Magnetisierung
und 7, mit einer z-Magnetisierung.

Wir miissen noch die in den Gieichungen!’ (5) bis (7)
und auch weiterhin verwendete Notation erkldren. Links
steht jeweils der Anfangszustand des Spinsystems, rechts
der Endzustand nach der ,Propagation®, d.h. der Ent-
wicklung unter dem jeweiligen Operator, der fiir spezifi-
sche Wechselwirkungen steht (z.B. fiir Puls, chemische
Verschiebung, Kopplung). Die Terme auf den Pfeilen sind
jeweils die Teile des Hamilton-Operators, die fiir die be-
trachtete Entwicklung des Systems relevant sind. Der Ha-
milton-Operator beschreibt die Wechselwirkungen der
Spins mit duBeren Feldern und untereinander. Dabei
steht

a) I, , oder aligemein BI, fiir einen Puls mit dem Flipwin-
kel f um jene Achse in der x,y-Ebene, die den Winkel ¢
mit der x-Achse einschlief3t,

b) QI ¢ fur die Entwicklung der chemischen Verschiebung
Q des Kerns I wihrend der Zeit ¢t und

¢) 2nJI,, I,t fir die Entwicklung der Kopplung J zwi-
schen den Kernen I' und I? wihrend t.

Fir 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 fiir ein einziges Spin-1/2-Teilchen
ist daher derjenigen im Vektorformalismus gleich.

917 8 .
I, — L cosQit + I sinQt (8)
Qul, .
I, — I, cosQt — I, sin ()¢ (9)
lz n—tll, lz (10)

Die Detektion von x-Magnetisierung bedeutet, daf} z. B.
bei Gleichung (9) der Koeffizient —sinQ¢ bei I, das Signal
bildet. Fourier-Transformation ergibt je eine Linie bei

[*] Korcrekterweise miifite man in diesem Fall von Transformationen spre-
chen. Wir verwenden aber in diesem Beitrag den Begriff ,,Gleichung™
nicht in seiner engen mathematischen Definition.

Priiparation

Detektion

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

Quadraturdetektion bedeutet, wie wir schon sahen, die Addition
der MeBiwerte gemifl K, +iK,. Dadurch entsteht das komplexe Si-
gnal ¢’ Dies entspricht der Detektion von / gemaB den Umfor-
mungen und Konventionen (11)-(13).

r=r+i, (11)

- =1, -l (12)

Tocos Ut + I sin Ot = Yo (I'e™ + I"e™) (13)

In Abbildung 4 ist das Prinzip der 1D-NMR-Spektro-
skopie fiir ein Einspinsystem noch einmal zusammenge-
fafit. Durch einen Hochfrequenzpuls erzeugt man aus der
(im Boltzmann-Gleichgewicht vorliegenden) z-Magnetisie-
rung (Zustand des Spins: I,) transversale Magnetisierung
(Zustand: I,). Dieser Zustand, die sogenannte Kohdrenz,
evolviert, d. h. entwickelt sich, wahrend der Detektionszeit
t (verdndert sich mit der Zeit). Diese Verinderung kann be-
obachtet werden (I,, I, sind in diesem Fall mit transversa-
ler Magnietisierung verbunden), indem das durch sie in der
Spule induzierte Signal aufgenommen wird. Kohérenzen,
die durch Produktoperatoren dargestellt werden, werden
also als Signale bei den fiir sie charakteristischen Frequen-
zen tm Spektrum abgebildet.

Dic folgenden Erklirungen sollen zum besseren
Verstindnis von Kohérenzen dienen. Im Gegensatz zu Po-
pulationen, die Besetzungen von Zustinden im Energieni-
veau-Schema angeben, beschreiben Kohirenzen Uber-
ginge zwischen den Zustinden. Solche Uberginge sind
durch eine Anderung Am, der Quantenzahl m, gekenn-
zeichnet. Am, ist die Ordnung p der Kohirenz, die fiir 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-
hdrenzen auftreten, enthalten nur einige von ihnen eine
observable Magnetisierung, und zwar ausschlieBlich sol-
che mit Am,= %1 (Auswahlregel der NMR-Spektrosko-
pie). Von diesen Einquanten-Kohirenzen sind bei schwach
gekoppelten Systemen wiederum nur wenige detektierbar,

Fourier-

Transformation W Spektrum

Vektorbilder fiir die Magnetisierung
eines Kerns ohne Kopplung

Abb. 4. Prinzip der 1D-NMR-Spektro-

skopie. Dargestellt ist die Entwicklung 90-Puls Entwicklung -
der Magnetisicrungen im Vektorbild I, * I, —hrend * I cos Z[lgel_lorlge Produktoperatoren
und anhand von Produktoperatoren. Detektion + I sin (¥, fir eine Kernsorte
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und zwar die, bei denen genau ein Spin seinen Zustand
indert, d.h. die durch Produktoperatoren mit nur einem
transversalen Operator beschrieben werden.

Das Signal eines 1D-NMR-Experiments wird nicht konti-
nuierlich, sondern diskontinuierlich registriert. Das an-
kommende Signal wird wéihrend fester Zeitintervalle At in-
tegriert (zeitliche ,,horizontale** Digitalisierung) und dann
in cinem Analog-Digital-Wandler ,,vertikal** digitalisiert;
man erhélt einen FID bestehend aus N Punkten, wobei
N- At die Akquisitionszeit ist. Die zeitlich diskrete Akqui-
sition ist gemidll dem Sampling Theorem!**-"* moglich, da
die Breite 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-
nahme ist fir die 2D-NMR-Spektroskopie entscheidend,
weil dadurch eine zweite Zeitskala definiert werden kann
(siehe Abschnitt 2.2).

2.2. Zweidimensionale NMR-Spektroskopie

Die Pulsfolge eines 2D-NMR-Experiments 146t sich im
allgemeinen in folgende Blécke unterteilen!?:
Priparation - Evolution (#;) - Mischung - Detektion (1,).

Dabei entspricht die Detektionsphase vollstindig derje-
nigen im |D-NMR-Experiment (Abschnitt 2.1). Die 1,-Zeit
ergibt somit nach Fourier-Transformation die mit w, be-
zeichnete Frequenzachse eines 2D-NMR-Spektrums. Die
2D-NMR-Spektroskopie enthilt dariiber hinaus aber eine
zweite variable Zeit, die Evolutionszeit t,. Sie wird schritt-
weise verldngert (inkrementiert). Diese inkrementierte Auf-
nahme entspricht den Zeitinkrementen im digitalisierten
FID der 1,-Zeit. Fiir jedes ¢,-Inkrement wird separat ein
FID in ¢ detektiert. Man erhilt schlieBlich ein Signal, das
von zwei Zeitparametern, ¢, und #,, abhingt: S(¢,,1,). Die
Fourier-Transformation jedes FIDs nach ¢, liefert dann
eine Serie von w,-Spektren, die sich fiir die jeweiligen ¢,-
Inkiemente in der Intensitdt und/oder Phase der Signale
unte¢rscheiden. Eine zweite Fourier-Transformation nach
t,, somit ,,senkrecht* zur w,-Dimension, ergibt ein Spek-
trum als Funktion zweier Frequenzen (@, horizontal, w,
vert:kal).

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

Préparation

mit der Erzeugung transversaler Protonenmagnetisierung
(Kohirenzen) und iibertragt diese durch je einen 90°-Puls
fiir die Kerne 'H und '*C auf die Kohlenstoffkerne (Mi-
schung). Wie diese Ubertragung im einzelnen vor sich
geht, wird in Abschnitt 2.2.1 erldutert. Detektiert wird
schlieBlich die Kohlenstoffmagnetisierung.

Betrachten wir das vorher Gesagte noch einmal im De-
tail anhand der in Abbildung 5 gezeigten Pulssequenz mit
Produktoperatoren!’!. Aus der Gleichgewichtsmagnetisie-
rung entsteht nach der Priparation - in diesem Fall ist es
ein 90,-Puls - transversale Magnetisierung I,, was einer
Einquanten-Kohirenz entspricht. I, entwickelt sich mit
seiner charakteristischen Frequenz wihrend ¢, [Gl. (14)].

Q4,1
I —2 [ ocosQy, + I, sin Q1 (14)

Durch die Mischsequenz - hier zwei 90°-Pulse auf 'H und
3C - werden die Kohirenzen der Protonen in Kohéirenzen
der *C-Kerne umgewandelt (d. h. aus 1, wird S,). Der I,-
Term wird nicht mehr weiter beriicksichtigt, weil er, wie
wir in Abschnitt 2.1.1 sehen werden, fiir das Experiment
nicht relevant ist. Der Mechanismus des Kohidrenz-Trans-
fers ist im Moment ebenfalls unwichtig. S, entwickelt sich
dann wiahrend f, mit seiner charakteristischen Frequenz
[Gl. (15)]. Der Zustand des Spinsystems nach der Zeit ¢, ist

Qqt
S, LR S, cos gty + S, sin R, (15)
cos Oy, (S, cos sty + S, sin Rgty) (16)

also durch Gleichung (16) gegeben. Die S-Operatoren ent-
halten damit nicht nur ihre charakteristischen Frequenzen
€, sondern auch die I-Spin-Frequenz ;. Man spricht
auch von Markierung (,labelling™). S, ist in ¢, mit der 1-
Frequenz markiert (,,gelabelt'*). Quadraturdetektion der
Operatorkombination von (16) in f, fithrt dann zu einem
komplexen Signal der Form (17). Eine Fourier-Transfor-

[*] Die Bezeichnungen 1 und S stammen urspriinglich von ,.insensitive' bzw.
wsensitive™. Dennoch verwenden auch wir hier die Bezeichnung I fiir das
Proton, obwohl es der magnetisch empfindlichere Kern ist, und S fiir den
Heterospin, da dies dem allgemeinen Gebrauch entspricht.

Evolution Magnetierungs- Detektion

transfer

1
'
'
1
1

e

13C

4l
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n

Abb. 5. Prinzip der 2D-NMR-Spektro- il Wlu "
skopic am Beispiel von H,C-COSY. v
Man beachte die Intensititsverdnde-

rungen der Kohlenstoffsignale nach 3 Ll
der ersten Fourier-Transformation, in h #ﬂml""l‘ il
. . i s
c!e.r die Evolﬂullon der Prot?nt?nmagnc ;‘; I‘Im-rlli]l,, L
tisicrung wahrend der r,-Zeit enthal-
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mation nach ¢, und ¢, ergibt die Frequenzen +Q, in o,
und g in .. Schematisch erhilt man somit das in Abbil-

cos {1t e amn

dung 6 gezeigte Spektrum. Eine Linie im 2D-NMR-Spek-
trum tritt dann an der Stelle (Q,, €X) auf, wenn das Signal
in ¢, mit der Frequenz Q, und in ¢, mit der Frcque'nz Qg
moduliert ist.

Abb. 6. Schematische Kreuzsignale fiir I- und S-Kerne in eincm hypothe-
tischen 2D-NMR-Spektrum. Als Randspektren sind die Projektionen auf die
Achsen abgebildet. In w, wurde bereits die Redfield-Technik (siehe Abb. 3)
verwendet.

Das 2D-NMR-Spektrum ist also ein Abbild der Ubertra-
gungsprozesse von Kohidrenzen, wobei als ,,Koordinaten*
der Peaks die charakteristischen Frequenzen der miteinan-
der verbundenen Kohirenzen auftreten. Die Intensitat der
Signale wird durch die Effizienz des Mischprozesses be-
stimmt. Die Ubertragbarkeit von Kohirenzen hingt einer-
seits von den Eigenschaften des Spinsystems ab, also von
strukturellen, dynamischen und chemischen Molekiilei-
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 fithr-
te.

In der hochauflésenden NMR-Spektroskopie gibt es
zwei wesentliche Spin-Spin-Wechselwirkungen, die fiir die
Ubertragung von Kohirenzen genutzt werden kénnen: Die
eine ist die durch die Bindung wirkende skalare Spin-Spin-
Kopplung (J-Kopplung), die schon im 1D-NMR-Experi-
ment zu den wohlbekannten Multiplettaufspaltungen
fiihrt. Sie besteht nur zwischen Spins, die durch wenige
Bindungen im Molekiil getrennt sind. Daher ist sie fiir die
Aufklirung von Konnektivititen, also Verkniipfungen, von
Atomen geeignet und dient zum Beweis der Konstitution
chemischer Verbindungen, aber auch zur Zuordnung von
Spektren. Die GroBe der skalaren Kopplung ist zudem ein
empfindlicher Parameter fiir Torsionswinkel um Einfach-
und Doppelbindungen und stellt damit wichtige Informa-
tionen iiber die rdumliche Struktur (Konformation) zur
Verfiigung”*~7. Die andere Wechselwirkung ist die durch
den Raum wirkende dipolare Kopplung zwischen zwei
Spins. Sie ist in Fliissigkeiten die iiberwiegende Ursache
fiir Relaxationsprozesse’’~’" und gibt sich im 1D-NMR-
Spektrum nur indirekt als Linienbreite zu erkennen. Dipo-
lare Kopplung verursacht aber auch die gegenseitige Rela-
xation rdumlich benachbarter Kerne, die Kreuzrelaxation.
Die intramolekulare Kreuzrelaxation gibt Anlall zum Nuc-
lear-Overhauser-Enhancement(NOE)-Effekt, d.h. dazu,
daB sich die Intensitit des Signals eines Kerns nach St6-
rung der Population der Spinzustinde eines anderen
Kerns dndert'’”-*3. Der NOE-Effekt ist vom Abstand der
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kreuzrelaxierenden Kerne abhingig und ermoglicht somit
die Bestimmung von intramolekularen Atomabstinden *
81 Daher sind heute NOE-Werte die wichtigste NMR-In-
formation fiir die Bestimmung von dreidimensionalen Mo-
lekiilstrukturen. Fiir groBere Molekiile wurde die quantita-
tive Abstandsbestimmung erst durch die 2D-NMR-Spek-
troskopie®-*¥ praktikabel®-'°'. NOE-Effekte und J-
Kopplungen erginzen sich in ihren Aussagen.

Auch durch chemische Reaktionen kann Kohidrenz
iibertragen werden (Austausch)!'’>'*. Im Gegensatz zu
skalarer und dipolarer Kopplung erfordert diese Kohi-
renziibertragung kein Mehrspinsystem. Es geniigt, dal3 sich
die chemischen Verschiebungen eines Kerns unterschei-
den, je nachdem, ob er im Molekiil A oder B zu finden ist,
um Austauschspektren zu erzeugen. Dies wurde schon sehr
friith fur kinetische Untersuchungen genutzt!'°>-''5l. Auch
hier brachte die 2D-Austausch-NMR-Spektrosko-
pie’®® 16" 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.

2.2.1. Skalare Kopplung

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

Skalare Kopplungen im Produktoperatorformalismus

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 fiihrt zu einer Aufspaltung der Resonan-
zen im NMR-Spektrum (Multiplettstruktur). Im Produkto-
peratorformalismus 148t sich die Spin-Spin-Kopplung
zweier Kerne 1 und 2 gemil (18) (21) beschreiben. Es re-

ot 2,0, i

w— T Lcos i + 21 L, sin o (18)
I, el z!ﬁh—v I cos Wyt = 2, 0y, sin wl (19)
21,1, Mt 2hdy | 21, 0,, cos 1t + I sin 1, (20)
20, Wi 2k | 21y, cos Wt = I, sin W2 (1)

sultieren ganz dhnliche Ausdriicke wie fiir die Entwicklung
der chemischen Verschiebung, allerdings treten hier zum
ersten Mal die Operatorprodukte auf, die diesem Forma-
lismus den Namen gegeben haben. Wir wollen zur Erliute-
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 pri-
zedierende Vektoren fiir den Spin von Kern 1 dar, fiir die
der Kern 2 im a- bzw. B-Spinzustand ist (Abb. 7). Die x-
Magnetisierung des Spins 1 ist offensichtlich mit cosmnJt
moduliert, was durch den ersten Teil von Gleichung 18
wiedergegeben wird. Es gibt aber dariiber hinaus Magneti-
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sierung entlang der y-Achse (rot), die man mit lly(lé‘—lg)
beschreiben kann (die y-Magnetisierung des Spins 1 zeigt
nach +y fiir Spin 2 im a-Zustand und nach —y fiir Spin 2
im B-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 «-
und f-Niveau (I*—1I%) ist gerade 21, so daB wir
L,(3—1%) zu 21, I,, zusammenfassen kénnen. Dieser
Term ist offensichtlich mit sinnJt moduliert [vgl. Gl
(18)].

/ e 2l d sin ok
t f ’ \
y e —— ——y
ffl’."-:‘l_'nt. LU \ ']'?{fl‘(_'tj‘: lt
Lsinnd) % =71, sin )
I cos

Abb. 7. Die Entwicklung der skalaren Kopplung wihrend der Zeit ¢, ausge-
hend von x-Magnetisierung. Die resultierende Antiphase-Magnetisierung ist
rot, ¢ ie verbleibende In-Phase-Magnetisierung griin dargestellt.

Im Gegensatz zur Entwicklung der chemischen
Verschiebung und/oder zur Einwirkung von Pulsen ,er-
zeust'* oder ,vernichtet die Entwicklung von Kopplung
Opcratoren: I,,—2I6,, 5, 21, 1,,—~1,,, Die Vernichtung
von Operatoren kommt dadurch zustande, daBl das Qua-
drat eines Operators immer gleich dem Einheitsoperator
ist (in diesem Fall: I, I,="%). Nur die Kopplung, nicht je-
doch die chemische Verschiebung kann also andere Spins
,ins Spiel bringen*. Dies ist fiir den Koharenz-Transfer'’!
entscheidend, denn man kann nur Kohérenz iibertragen,
wenn ein zweiter Spin im Produktoperator vorhanden ist.

Wir haben nun bereits alle Regeln, um mit dem Produk-
toperatorformalismus umgehen zu k&nnen. Allerdings be-
ndtigen wir noch einige Rechenvorschriften:

a) Die Entwicklung eines Produktoperators unter der
Einwirkung von Pulsen oder chemischer Verschiebung er-
hélt man, indem man jeden Operator des Produkts einzeln
transformiert [Gl. (22)-(24)). 1, liefert keinen Beitrag zur
chemischen Verschiebung [siehe Gl (10)].

90°

2, 0, — -2, 22)
Qe+ 05l

U by, — R of L cos Qyr + 2y Ty, sin Qe (23)

2, Qutl, +Qatly,
(24
(4 cos Q4 I 8in Q) (1 cos 0 = 1o, sin Q)

Will man die Wirkung von skalarer Kopplung untersu-
chen, muf3 man die Paare von Produktoperatoren der mit-

[*] Haufig wird anstelle von Koharenz-Transfer der Ausdruck Polarisations-
transfer verwendet. Wir halten jedoch den ersten fir besser und exak-
ter.
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einander koppeinden Kerne zusammen betrachten. Bei-
spielsweise entwickelt sich 2/,,J,, unter einer 1,3-Kopp-
lung gemifB (25) (d.h. wir brauchen nur den transversalen

Wiy 2
o g, s | op g cos g v 41T, sin Wy (25)

i

Operator I, sich entwickeln zu lassen [vgl. Gl. (18)]), aber
unter 1,2-Kopplung gemaB (26).

w2
21 1L, _121_17’11_. A, cos it + I sinnd o (26)

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

o g i

Int2x

21,1, (zwei transversale Operatoren) 27)

o 20,1
210y, SR, 2.1, (zwei transversale Operatoren) (28)

¢ 200
20, 0 Dot 2.1, (zwei longitudinale Operatoren)  (29)

Allerdings entwickelt beispielsweise 21,,1,, Kopplung zu
einem dritten Spin [Gl. (30)]. Hier haben wir schon von
Regel (b) Gebrauch gemacht.

w4 2 . Wyt 215,
20y, —13'—1’]31" 2y cos Wiy + 4L DT, sin Wy ——J{—hla‘*
210y, cos K f cOs o + 4l 0, sin ”yof cos Wy (30}

= 4 Iy, cos ot sin Upy = 20 Lo, sin U of sin Rt

b) Kopplungen und chemische Verschiebung wirken
zwar gleichzeitig, man kann aber bei schwacher Kopplung
die Evolution unter diesen Wechselwirkungen nacheinan-
der berechnen, da die Operatoren der chemischen
Verschiebung und der schwachen Kopplung kommutieren.
Dies gilt nicht fir Pulsoperatoren. Daher begrenzen Pulse
die Perioden freier Prizession.

Die Produktoperatoren bekommen erst , Fleisch und
Blut**, wenn man weiB, zu welchen Signalen im Spektrum
sie Anlal} geben. (Produktoperatoren, die zu einer obser-
vablen Magnetisierung fithren, werden kinftig der Ein-
fachheit halber observable Operatoren genannt). Fir
schwache Kopplung gilt:

a) Beobachtbar sind nur Signale, die auf Produktopera-
toren mit einem transversalen Operator (I, oder 1,) zuriick-
zufiihren sind.

b) Produktoperatoren mit einem transversalen Operator
(I, 1,) und beliebig vielen longitudinalen Operatoren (I,)
entwickeln sich in observable Operatoren, sofern der
~transversale' Spin mit allen ,longitudinalen** Spins ska-
lar koppelt.

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

|

Abb. 8. Schematisches In-Phase-Doppeldublett (Strichspekirum),

I, — I l

bei der chemischen Verschiebung Q,. Dies folgt aus Glei-
chung (31). Wir nutzen hier aus, daB nur /,, und 1,, obser-

— I, cos Q1 cos nJyt o8 W at + Fysin 0t cos ot cos gt + .. {31)

vabel sind, und vernachlissigen die sechs nicht-observab-
len Terme. Bevor wir nun zeigen, wie man aus der Zeit-
funktion (31) ein Spektrum konstruiert, miissen 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-
seninderungen durch die Elektronik moglich, zum ande-
ren kann der Experimentator die Phase durch eine Phasen-
korrektur nullter Ordnung (frequenzunabhingig) beliebig
veridndern. Sinnvoll dagegen ist die Definition relativer
Phasen, die invariant beziiglich Phasenkorrekturen nullter
Ordnung sind. Folgende Regel 148t sich formulieren: Zihlt
man in den Koeffizienten der x-Magnetisierungen die Zahl
der Sinusfaktoren, so ist die relative Phase gerade 90° mul-

a VA
~JV

AT““”

Abb. 10. Signalformen fir ein Dublett mit [n-Phase-Struktur (a und b) und
Antiphase-Struktur (c und d). Die Spektren (a und c) sind in Absorption, die
Spektren (b) und (d) in Dispersion aufgenommen.

cos nr

sin Wt

Ausgangspunkt fiir die Konstruktion des Signals aus ei-
nem Produkt von Funktionen [siehe z.B. Gl. (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 fiir die in Gleichung (31) auf-
gefiihrten Terme ist in Abbildung [1 gezeigt.

tipliziert mit der Anzahl der Sinusfaktoren. Wir kénnen die

Zeitbereich Spektrum Produktoperator
absolute Phase nun zum Beispiel so einstellen, daB ein I,- am Beginn von 1,
Term, der ausschlieBlich Cosinusfaktoren als Koeffizien-
ten enthilt, in Absorption ist. Dann gilt fiir die Phasen der cos mJyf I*"‘f’[
anderen Terme (sieche Abb. 9):

cos 1,y l‘—-’ls—’l

0,4, ... Sinusfaktoren: Absorption

1,5, ... Sinusfaktoren: Dispersion l I I I
2,6, ... Sinusfaktoren: negative Absorption Cos 1y - cos Ry

3,7, ... Sinusfaktoren: negative Dispersion

¢ l\x

> ——Jy——*

Abb. 11. Konstrukiion cines In-Phase-Muitipletts aus den In-Phase-Dubletts
bezaglich J,; und J,; durch Faltung.

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

32).
U,y 2, ,
ug, it 21y, 1,, sin Wy W 20,05, I, sin %, cos ¢
C
ul (32)

1

I, cos ¢ sin ®J ot cos Wy - I, sin 0,1 sin 2t c0s W

Ist die J,,-Kopplung gleich Nulj, 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 fir J;;3 (Cosinus) und ein Antiphase-Dublett fiir
J\> (Sinus). Die x-Komponente enthilt zwei Sinusfaktoren,
so daB letztlich ein negatives Absorptionssignal (Emission)
resultiert. Nach demselben Rezept ergeben sich die Spek-
tren fir die restlichen Produktoperatoren.

Abb. 9. Linienformen in NMR-Spekiren: a} Absorptionssignal, b) Disper-
sionssignal, ¢) negatives Absorptionssignal (Emission), d) negatives Disper-
sionssignal.

Die Modulation des Zeitsignals durch Kopplung ge-
schieht ausschlieBlich durch Amplitudenfaktoren der
Form cosnJt und sinnJt. lhre Fourier-Transformierten
sind in Abbildung 10 gezeigt.
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sin 1yt « cos Wy

Zeitbereich Spektrum Produktoperator
am Beginn von 1,

sin Wyt <]

cos My I'-—"U—_Ll

/i I 4———]13—>L

— Iyl

Abb. 12. Konstruktion eines Doppeldubletts mit Antiphase-Struktur beziig-
lich der Kopplung J;, und In-Phase-Struktur beziiglich J,;.

Wir sind jetzt soweit, dafl wir das Zeitbereichssignal gar
nicht mehr notieren miissen. 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 fiir die Phase von Signalen (Ab-

Zeitbereich Spektrum Produktoperator
am Beginn von £,

€08 Myt « 5in Wyt ¥ I‘_"”*L — nts

sin Wyt - sin Wyt I — Iidyls,

_F‘-’xz" ’_—-’13—’I

Abb. 13. Doppeldublett mit unterschiedlicher Antiphase-Struktur. Oben: be-
ziiglich der Kopplung J);; unten: beziiglich beider Kopplungen J,; und J.

sorption, Dispersion) erhalten wir Regeln: Alle Terme mit
einem I,-Operator (z.B. I, 21, I,,, 41, I, I5,) sind in Ab-
sorption (gerade Zahl von Sinusfaktoren). Man kann sich
leicht davon iiberzeugen, dal dann alle Produktoperatoren
mit einem J-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 w, und @, sind voneinander un-
abhingig, so daf sie gleich oder unterschiedlich sein kon-
nen.

Wir wollen im folgenden das H,H-COS Y-Experiment'-?
(Pulssequenz P1) eingehender betrachten, da es nur zwei

50 % 4
J’L_I.W
2— 1
1
o4 -\
_l__',

2---

Pulse enthilt, also eine der einfachsten 2D-NMR-Pulsse-
quenzen iiberhaupt ist'l, 2D-COSY war das erste 2D-
NMR-Experiment!’), und es ist heute noch das wichtigste.
Es beruht auf dem in Abschnitt 2.2 bereits angedeuteten
Kohirenz-Transfer. Wir hatten gesehen, dal Kopplung
Antiphase-Terme wie 21,, I,, erzeugt und diese auch wie-

[*] Die unter der cigentlichen Pulssequenz angegebenen , Notensysteme™
zeigen den jeweiligen Kohirenz-Transferweg. Sic werden in Abschnitt
2.2.3 erlautert.
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der in observable Magnetisierung iiberfiithren kann. Wen-
det man auf einen Operator 21, I,, einen 90/-Puls an, so
erhilt man —21I,,1,, [siehe auch Gl. (22)]. Das heiB3it, der
vor dem Puls transversale Spin 1 wird longitudinal, der
longitudinale Spin 2 wird transversal. Man hat also Kohé-
renz des Spins 1 (21,,I,, entwickelt sich mit der chemi-
schen Verschiebung des Kerns 1) in Kohirenz des Spins 2
iberfiihrt (transferiert). Das COSY-Experiment beruht ge-
nau auf diesem Kohirenz-Transfer.

Betrachten wir wieder ein Dreispinsystem mit den Spins
1, 2 und 3. Der erste 90.-Puls erzeugt aus der Gleichge-
wichtsmagnetisierung transversale Magnetisierung
I,,+L,+1,. Im folgenden wollen wir nicht alle Terme
ausrechnen, sondern von vornherein die Terme, die nicht
zu einem Signal im Spektrum fiihren, ausschlieBen.

Am Ende von t, werden nur Terme I,,, I,, oder I, de-
tektiert. Konzentrieren wir uns auf den I,,-Term, denn der
Transfer I;,—I,, gibt AnlaB zu einem Kreuzsignal bei €,
in o, (vertikale Achse) und Q, in w, (horizontale Achse).
Wir hatten gesehen, dafl nur Kopplung einen weiteren
Spin ins Spiel bringt. Wihrend ¢, muB} also die Entwick-
lung (33) stattfinden.

L, — 25, (33)

Dieser Produktoperator und kein anderer wird durch ei-
nen 90.-Puls vollstindig in —2I,,I,, iberfithrt. Das
Transferdiagramm im COSY-Experiment hat fiir das 1,2-
Kreuzsignal also die Form (34). Es gibt keine andere Mog-

907 t 907 t
L, % I, — =2,L, 5 2,0, — Iy (34)

lichkeit mit dieser Pulssequenz Magnetisierung von Kern 1
auf Kern 2 zu iibertragen, da man genau einen z-Operator
vor der Mischung braucht, der dann in ¢, in einen transver-
salen Operator iiberfiihrt wird, und da Spin 1 in ¢, mit ei-
nem x-Operator (I,,) prasent sein muf3. Mehrere z-Opera-
toren im Produktoperator wiirden in mehrere transversale
Operatoren iiberfilhrt, die prinzipiell nicht detektierbar
sind. Die Koeffizienten der hier aufgefiihrten Operatoren
ergeben sich nach folgendem Schema: In ¢, entwickein
sich chemische Verschiebung und Kopplung ausgehend
von I,, gemaB (35). Samtliche nicht am Transfer beteiligten

=211, sin Qy¢, sin 1J,t; cos 15t (35)

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

251, sin Q¢ sin 1Jyyt, cos T4 (36)

sin Q¢ sin 7/ 35¢; cos =5t sin Qyt, sin w51, cos Tty (37)

Konstruktion des 2D-Multipletts
Wir haben das Konstruktionsschema fiir 1D-NMR-
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Spektren anhand der Signale im Zeitbereich besprochen
und wenden dies jetzt auf die Konstruktion des 2D-NMR-
Spektrums an. In @, und @, 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 eintriagt, die Kreuzungspunkten der 1D-NMR-Fre-
quenzen entsprechen. Die Intensitat ist jeweils das Produkt
der Amplituden der beteiligten Linien. Die Phasen in o,
und w; dagegen sind identisch mit denen der jeweils zu-
grundeliegenden ,,1D-NMR-Spektren*‘.

90y ¢ y t
llz lh ! lly 2 lly ! I]x (38)

sin ¢, cos RJy,fy cos TS y3t) sin 08, €Os M paf; cOs T 5ty 39)

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

@ “-’12"' ‘_—113‘—4
1 —_

QJZﬂ

+J, 12'J «—J; 13_’I
T

T -

Wy

I
®@ 0 ®© 0
©O® 06

Abb. 14. Konstruktion eines 2D-Multi-
pletts aus zwei 1D-NMR-Spektren. Die Si-
gnale im 2D-NMR-Spektrum (rechts) ent-

©O® 0&®

©@ 0 ® 0O

0,28

stehen an den Positionen, deren Frequen-
zen durch die Lage der Signale in den 1D-

Bisher wurde nur ein einziges, nimlich 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 I;, detektiert.

Wir wollen noch einmal das Zustandekommen der
Kreuzsignale zusammenfassen. In f; entwickeln sich die
Kohirenzen mit der chemischen Verschiebung von Spin 1,
in ¢, die mit der chemischen Verschiebung von Spin 2. Fiir
einen Kohidrenz-Transfer mit einem 90;-Puls benoétigt
man Terme 21, I,,, die in —21,I,, ibergehen, d.h. vor
und nach dem Kohirenz-Transfer liegt jeweils Antiphase-
Magnetisierung vor, verursacht durch die J;,-Kopplung.
Man bezeichnet diese Kopplung daher auch als aktive
Kopplung. Die anderen Kopplungen erscheinen in-phase
und werden als passiv bezeichnet, genauso wie die beim
Transfer nicht in Erscheinung tretenden Spins (in diesem
Fall der Spin 3).

Es gibt ferner noch die Diagonalsignale (z.B.
0, =w,=Q,) im COSY-Spektrum. Fiir ein 1,1-Diagonal-
signal muB der Produktoperator vor der Mischung einen
transversalen Operator fiir Spin 1 enthalten, sonst hitte
sich wihrend ¢, keine chemische Verschiebung dieses
Spins entwickelt. Auch nach der Mischung muf3 der Ope-
rator fiir Spin 1 noch transversal sein, sonst wiirde er nicht
zu einem Peak bei Q, in @, AnlaBl geben. Vor dem Misch-
puls diirfen keine Terme mit mehr als einem I,-Operator
existieren, denn sie wiirden durch den 90°-Puls in trans-
versale Operatoren iiberfithrt. Dadurch wiirden nicht-ob-
servable Terme mit mehr als einem transversalen Operator
am Beginn von 1, entstehen. Also hat das Transferdia-
gramm fiir Diagonalsignale die Form (38). Daraus ergibt
sich die Transferamplitude gemaB (39).
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NMR-Spektren (links) definiert sind. Die
I Signalintensitit ergibt sich aus dem Pro-
dukt der Intensititen der ID-NMR-Spek-

Q_«;’Z!‘I 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 ausschiieSlich die erwiinschten Trans-
fers (Kreuz- und Diagonalsignale) analysiert. Uner-
wiinschte Signale haben wir einfach nicht betrachtet. [m
COSY-Experiment treten sogenannte Axial-Peaks als Arte-
fakte auf. Sie entstehen, wenn am Ende von ¢, ein I,-Term
durch den 90°-Mischpuls in einen transversalen f, iiber-
fiithrt wird, der in 7, observabel ist. Da er in ¢, nicht modu-
liert ist, entsteht ein Signal bei Q,=0 (Axial-Peak). Der
Spektroskopiker hat ein machtiges Instrument in der Hand,
derartige Artefakte zu unterdriicken: die Phasencyclen.
Bevor wir diese erldutern, wollen wir jedoch den zweiten
wichtigen Proze zur Ubertragung von Magnetisierung
zwischen zwei Spins betrachten, die dipolare Kopplung.

2.2.2. Dipolare Kopplung

Die dipolare Kopplung spielt in der hochauflésenden
NMR-Spektroskopie eine véllig andere Rolle als die ska-
lare Kopplung. Sie gibt im 1D-NMR-Spektrum nur als Re-
laxationsphidnomen zu Linienverbreiterungen (T3) oder zur
Wiederherstellung des Boltzmann-Gleichgewichts nach ei-
ner gewissen Zeit (T;) AnlaB. Die skalare Kopplung hinge-
gen fithrt zu Oszillationen im FID und Linienaufspaltun-
gen im Spektrum. Wie in Abschnitt 2.2.1 erliutert, erhalt
man durch J-Kopplung in Evolutionsperioden Operato-
ren, die Kohdrenz-Transfer durch Pulse erméglichen. So-
mit verursacht die skalare Kopplung einen Zustand, der
(auch ohne die Wirkung der Kopplung wihrend der Mi-
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schung) durch Pulse in den gewiinschten Endzustand iiber-
filhrt werden kann [Gl. (40)].

I J (1) g, Mischung s,

J(t
®, ¢ “0)

Bei der Mischung durch dipolare Kopplung ist das an-
ders. Dort mul3 wihrend der Mischzeit die dipolare Kopp-
lung wirksam sein, wahrend sie in der Evolutions- oder
Detektionsperiode unwirksam sein kann [GI. (41)].

I,L» IIN_OE. S, l.sl

(41)

Dipolare Relaxation

Dic dipolare Kopplung ist die Wechselwirkung der ma-
gnetischen Momente zweier Spins durch den
Raum® 7778119 Das Magnetfeld By, das Spin 2 am Ort
des Spins 1 erzeugt, ist orientierungsabhingig [Gl. (42) mit
r;, als Abstand der Kerne und ©,, als Winkel zwischen
dem Abstandsvektor r;> und dem B,-Feld].

B} = 1,(3c0s@y; — 1) 13 (42)

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

By

€ = 90° © = arccos (1/3)* o=
Byyo -1 By=0 By«2

Abb. 15. Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwischen zwei Spins im Feld B, in
Abhingigkeit vom Orientierungswinkel ©. Das Feld erreicht ein absolutes
Maximum bei © =0, ¢cin Minimum bei ® =90° und verschwindet beim ,,ma-
gischen Winkel* @ =arccos(1/3)"%.

sierung) ermoglichen und letztlich bewirken, daf3 das Spin-
system bei Abweichungen von der Boltzmann-Verteilung
wiecer in den Gleichgewichtszustand relaxiert. Wegen der
dipclaren Kopplung relaxieren die beiden Spins allerdings
nicht unabhingig voneinander, sondern beeinflussen sich
gegenseitig, d. h. jede Abweichung eines Spins vom Gleich-
gew cht tbertriagt sich auf den anderen Spin und fihrt
dort ebenfalls zu einer Abweichung vom Gleichgewicht.
Diesen Effekt nennt man Nuclear-Overhauser-Enhance-
ment(NOE)-Effect. Fir zwei dipolar gekoppelte Spins I
und S erhilt man das in Abbildung 16 gezeigte Bild.

Fir die Ubergangswahrscheinlichkeiten W (,,Raten‘),
gelten die Gleichungen (43)-(45)" bei isotroper Reorien-
tierung des interatomaren Vektors.

w3 TR 7.
S

20 r° 1+w?7?

(43)
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Abb. 16. Relaxation im Zweispinsystem. Null-, Ein- und Zweiquanten-Uber-
ginge sind mit W,, W, bzw. W, bezcichnet.

1 i A
2z —_ —_—— —— (44)
Wo= 10 TF Te(o-og
3 v T
w, = = I8 e 4
2 s r 1+ +wg)r? “3)

Um ein Gefiihl fiir diese Ubergangswahrscheinlichkei-
ten zu bekommen, betrachten wir die Relaxation ausge-
hend von der Polarisierung des Spins 1. Wir rechnen hier
mit Differenzpolarisierungen in Bezug auf den Gleichge-
wichtszustand. Der in Abbildung 17a gezeigte Zustand ent-
spricht also der Boltzmann-Verteilung fiir Spin S und Sit-

—(l, +5,)

- 5;)

Abb. 17. Anderung der Populationen durch dipolare Relaxation. Man beach-
te, daB hier nur die vom Boltzmann-Gleichgewicht abweichenden Populatio-
nen schematisch gezeichnet sind. a) Ausgangszustand —I,, b) Zustand nach
Relaxation, wenn nur W, wirksam ist. ¢} Zustand nach Relaxation, wenn nur
W, wirksam ist.

tigung fiir Spin 1, so da} die Differenzmagnetisierung —1I,
ist. Man erkennt, daB W3 keine Anderung bewirkt und W/
zu einem Ausgleich der Populationsdifferenzen fiir den I-
Ubergang und damit zum Zerfall von —I, (Relaxation)
fuhrt. Da dies gleichermafBen fiir beide I-Uberginge gilt,
andert sich an der Differenz der Populationen fiir den S-
Spin nichts. Wirkt dagegen nur W,, so gleichen sich die
beiden mittleren Niveaus aus; man erhilt die Populations-
verteilung von Abbildung 17b und damit auch eine Popu-
lationsdnderung fiir den S-Spin. W,-Relaxation verwandelt
also einen I,-Operator zum Teil in S,. Dies bedeutet, da3
Magnetisierungstransfer durch dipolare Kopplung még-
lich ist. Die Gesamtpolarisierung bleibt bei diesem Prozel
erhalten. Wirkt nur W,, so gleichen sich das hochste und
das niedrigste Niveau aus, und man erhilt die Popula-
tionsverteilung von Abbildung 17¢. Wieder wird Magneti-
sierung von Spin I auf Spin S iibertragen, allerdings dndert
sich dabei das Vorzeichen, weil jetzt die tieferliegenden
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Niveaus des Spins S stirker besetzt sind als die hoherlie-
genden. Die Gesamtpolarisierung bleibt also bei diesem
ProzeB3 nicht erhalten.

Die Effektivitat der beiden Relaxationsraten W, und W,
wird durch die Geschwindigkeit der molekularen Um-
orientierung bestimmt. Reorientiert sich das Molekiil lang-
sam im duBleren Magnetfeld (dies entspricht einer langen
. Korrelationszeit”, r.>wq '), so findet Kreuzrelaxation
hauptsachlich iiber die niederfrequenten Uberginge W,
(20, - ws) statt [siche GI. (44)]. Umgekehrt ist die Relaxa-
tion iber W, (2w, +ws) nur bei schneller molekularer
Umorientierung maglich [siehe Gl. (45)), was wiederum ei-
ner kurzen Korrelationszeit . entspricht. Je nachdem, ob
W, oder W, dominiert, ist die Kreuzrelaxationsrate
(W,— W) negativ oder positiv und damit auch der NOE-
Effekt. Fiir W,= W, verschwindet die Kreuzrelaxationsra-
te. Konventionsgemal entspricht einer positiven (negati-
ven) Kreuzrelaxationsrate und damit einer erhéhten (ver-
minderten) Intensitit des S-Kernsignals ein positiver (ne-
gativer) NOE-Effekt!"®.,

Wie fiir den Kohirenz-Transfer das COSY-Experiment,
so ist fir den inkohirenten Magnetisierungstransfer das
NOESY-Experiment (P2)®% die grundlegende und wich-
tigste Pulssequenz.

9%0° or o0 4
] Tm
2 (#2)
1
L \
= e \
2

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

907

R 2

t I 90, I NOE _s 907
Y z

z

L

Y

cos ¢, l'll cos nJyt, sin Qgt, l'll cos nJgt, (47)

11 cosJy; ¢, das Produkt!™ aller cos nJ,; t,-Faktoren, J;; sind
die skalaren Kopplungen zwischen Spin I und anderen
Spins i. Aquivalent 14Bt sich dies auch auf den Spin S
iibertragen.

Eine Bemerkung noch zu den Vorzeichen der Diagonal-
und Kreuzsignale im NOESY-Spektrum: Ist der NOE-
Effekt positiv (W,— W;>0), so bildet sich —S, aus I,
d.h. Diagonal- und Kreuzsignale haben unterschiedliche
Vorzeichen. Ist der NOE-Effekt dagegen negativ

[*] Im Produkt lll bezeichnet der Index i (oder auch j) hier und im folgenden
immer die nicht in der jeweiligen Gleichung aufgefiihrten restlichen
Spins.
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— -8, (46)

(W,— W, <0), so bildet sich §, aus I, und Diagonal- und
Kreuzsignale haben gleiches Vorzeichen.

Das Signal im NOESY-Spektrum ist in-phase beziiglich
aller Kopplungen (nur Cosinusfaktoren) und l4aBt sich auf
Absorption korrigieren. Wir wollen spiter 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 Stdrsignalen und Ar-
tefakten (d.h. unerwiinschten Beitragen) in Spektren sind.
Aus der NOESY-Sequenz entnimmt man beispielsweise,
daB auch der Transfer (48) zwischen zwei koppelnden

90;

= -1

0° 7 90 1
LN 28, 2%, -2LS, "+ S, —+ S, ——= S, 48)

Spins méglich ist. Er fiihrt zu einem unerwiinschten Signal,
das aufgrund skalarer Kopplung zustande kommt und mit
dem NOE-Signal iiberlagert. Mit Phasencyclen kdnnen
derartige unerwiinschte Signale unterdriickt werden.

2.2.3. Kohdrenzordnungen und Phasencyclen

In einem Phasencyclus wird eine Pulsfolge wiederholt,
wobei die Phasen der Pulse (Sender) und die Empfianger-
phasen systematisch variiert (,,cycled*‘), sonst aber alle Pa-
rameter wie Delays, Flipwinkel etc. konstant gehalten wer-
den. Sdamtliche so erhaltenen FIDs eines ¢,-Inkrements
werden addiert. Phasencyclen dienen der Selektion eines
gewiinschten Transfers und zugleich der Unterdriickung
von unerwiinschter Stérmagnetisierung. Sie sind nur dann
sinnvoll, wenn die Phasenabhingigkeiten 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-

24,1, —i.;—v =20, (49)

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

90°,
2,5, —1 -2, . (50)

Artefaktsignale in fast allen 2D-NMR-Experimenten
sind Axial-Peaks, die dadurch zustandekommen, daB3 lon-
gitudinale Magnetisierung durch die Mischsequenz in de-
tektierbare transversale Magnetisierung umgewandelt
wird. Diese Magnetisierung ist nicht in ¢, moduliert,
kommt also bei w;=0 zur Resonanz (der Begriff axial
kommt von ,,auf der Achse @,=0 liegend*). Die Axialsi-
gnale transformieren sich unter 907 und 902, gemif} (51)
bzw. (52). Sie sind also im Gegensatz zu den erwiinschten

0"l

Iu 4 Iu 151)
90,

I, —2 -0, (52)
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Kreuzsignalen von der Phase des zweiten Pulses im
COSY-Experiment abhingig.

Man kann deshalb die Axialsignale unterdriicken und
dabei die erwiinschten Signale erhalten, indem man die
beiden Experimente 90, - ¢, - 907 - 1, und 90y - ¢, -
902, -, addiert. Die Axialsignale heben sich gerade auf,
die erwiinschten Kreuz- und Diagonalsignale dagegen ad-
dieren sich. Wir beschreiben jetzt einen systematischen
Weg fiir das Aufstellen von Phasencyclen.

Kohé renzordnung!?>-*"!

Da Pulsphasen letztlich etwas mit Drehungen um die z-
Achse zu tun haben, unterscheiden wir Operatoren nach
ihrem Verhalten beziiglich einer Drehung um die z-Achse
[Gl. (53)-(55), man bemerke die Analogie zu Gl (8)-(10)

I Y, Lcosy + Lsing (53)
¥ .

1, —- ly cos¢ - ILsing (54)

L2, (55)

mit ¢ =¢}. Man erkennt, daB sich die Operatoren I, und
I, nicht rein, sondern gemischt transformieren, d. h. aus ei-
nem I,-Operator entsteht eine Mischung aus I, und I,. Aus
Griinden, deren Erlduterung hier zu weit fithren wiirde, ist
die kartesische Basis fiir die Beschreibung von Phasency-
clen daher unbrauchbar. Man findet allerdings eine andere
Basis, in der sich die transversalen Operatoren rein trans-
formieren, die Basis der Einelementoperatoren!'2°-'2% [GI.
(56) und (57)].

I'=L+il BNy (56)
- g G e
r=1-il, =+ re (57)

Entsprechend den Regeln firr Produktoperatoren (suk-
zessive Anwendung der Transformation auf jeden Opera-
tor) gilt beispielsweise fiir I\* I; Gleichung (58), d.h. der
Term bleibt bei Drehung um die z-Achse invariant. Dage-
gen gilt fir I IS Gleichung (59).

nr; 2 pevnet =L, (58)
lr + wl + -yt W g 20
I — Le"LeY=1I1je (59)

Wir finden immer Phasenfaktoren e ‘"% bei der Dre-
huny um die z-Achse. p wird als Kohdrenzordnung be-
zeicanet, die sich als Zahl der I'*-Operatoren minus der
Zahl der I~ -Operatoren in einem Produktoperator ergibt.
It I7 mit p=0 ist demnach eine Nullquanten-Kohérenz,
It I dagegen eine Doppelquanten-Kohirenz (p= +2).
IT 1, ist ebenfalls eine Doppelquanten-Kohirenz (p=
— 2. Produktoperatoren, die nur longitudinale Operatoren
enthalten, verhalten sich wie Nullquanten-Kohirenzen.
Dic Bedeutung der Kohirenzordnung fiir die Klassifizie-
rung von Kohdrenzen ergibt sich daraus, daB die Kohi-
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
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der Quantenzahl m, und nicht auf die Energie. Sic beschreiben
Prozesse, bei denen cin Quant abgegeben (B—« durch I*) bzw.
aufgenommen wird («—f durch /7). Die Zahl der aufgenomme-
nen Quanten ist gleich der Anzahl von I~ abziiglich der Anzahi
von I'* im Produktoperator (Abb. 18).
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Abb. 18. Graphische Darstellung von Nullguanten-Kohirenz (ZQC. links)
und Doppelquanten-Kohirenz (DQC, rechts) im Energicniveauschema eines
Zweispinsystems. Es wurde jeweils nur einer der beiden Uberginge cinge-
zeichnet, d.h. im Falle der DQC nur die Absorption. Zur weiteren Erlaute-
rung siehe Text.

Der Klassifizierung von Kohirenzen nach Kohérenzordnungen
liegt die Symmetrie des Spin-Hamilton-Operators bei Rotationen
um die z-Achse (axiale Symmetrie) zugrunde, die wihrend freier
Evolution gilt. Einer Symmetrie entspricht immer ein Erhaltungs-
satz!"*®], in diesem Fall, daB die Kohidrenzordnung in pulsfreien
Perioden erhalten bleibt. Unter dem Einflul von Pulsen ist diese
Symmetrie dagegen gebrochen, d.h. Pulse induzieren Anderungen
der Kohérenzordnung.

Unsere kartesischen Produktoperatoren enthalten immer
einen bestimmten Satz von Kohidrenzordnungen. Bei-
spielsweise enthalten /,, und /|, die Summe aus positiver
und negativer Einquanten-Kohirenz [Gl. (60) bzw. (61),
vgl. die Definitionsgleichungen (56) und (57) von I* bzw.
I71. 21, 1,, enthdlt dieselben Kohirenzordnungen {Gl.
(62)].

L,=%d; + 1Y) (60)
Iy = -%iI - Iy) (61)
205, = (I + DD, (62)

Letztlich kommt man zu folgendem Resultat: Die Zahl
der transversalen Operatoren bestimmt die hdchste
(p= +n) und niedrigste (p= —n) Kohidrenzordnung, die in
einem Produktoperator vorhanden ist. Es kommen im Ab-
stand von 2 alle Kohidrenzordnungen zwischen p= +n

und p=—n vor [siehe z. B. (63)-(65)].

241, 1+1, -1 (63)
ey D43, 41, -1, -3 (64)
al I 1, 1 42,0, -2 (65)

Wir konnen also, indem wir die Entwicklung der Pro-
duktoperatoren wihrend eines 2D-NMR-Experiments ver-
folgen, jeweils sehen, welche Kohidrenzordnung vorliegt.
Hierfiir hat sich eine Darstellung eingebiirgert (Abb. 19),
in der Linien wie in einem Notensystem die Kohirenzord-

519



Abb. 19. Darsteliung van Kohdrenzordnungen in einem Notensystem. Im
Gegensatz zu Phasen freier Evolution konnen Pulse die Kohidrenzordnung
verdndern.

nungen zu bestimmten Zeiten darstellen®®®. Die geraden,
unverzweigten Linien sind Ausdruck der Erhaltung der
Kohirenzordnung wihrend Perioden freier Evolution. Ab-
bildung 19 reprisentiert zum Beispiel eine positive Ein-
quanten-Kohirenz wihrend ¢, und eine negative Einquan-
ten-Kohirenz wihrend ¢,.

Selektion von Kohdrenzordnungsspriingen

Phasencyclen selektieren Spriinge zwischen den Kohi-
renzordnungen. Solche Spriinge treten bei Pulsen auf. Ein
B,-Puls verwandelt z. B. z-Magnetisierung in ein Gemisch
aus x- und z-Magnetisierung. Man erhilt Abbildung 20.
Die Transferamplituden fiir die jeweiligen Kohérenz-
Transferwege gehen aus diesem Diagramm nicht hervor.

Abb. 20. Aus longitudinaler Magnetisierung entstehende Kohirenzordnun-
gen nach einem f,-Puls.

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

L1, L L, (I cos B + L, sin B) (Iy, cos B — L, sin §) (66)

Kohirenz-Transferwegen (Abb. 21a) kann durch Phasen-
cyclen entwirrt werden. Phasencyclen wirken wie Masken,
die nur bestimmte Anderungen der Kohirenzordnungen
an einer bestimmten Stelle zulassen. Eine solche Maske
hat z.B. die Form von Abbildung 21b. Die Form der
Maske wird von zwei Parametern bestimmt: der Selektivi-
tit N des Phasencyclus und dem Kohirenzordnungs-
sprung Ap. Es gibt fiir einen Phasencyclus allerdings nicht
genau einen Kohirenzsprung, sondern unendlich viele im

Ap =35

= — 3
AR 1__—_7_1

| 0
Ap = -1 -1

3 G — - 2

- 3
Ap = -4

a b ¢

Abb. 21. a) Aus Einquanten-Kohirenz ( £ SQC) durch einen Puls entste-
hende Kohiarenzordnungen in einem Dreispinsystem. Daraus kénnen mit ei-
ner Maske (b), dem Phasencyclus, bestimmte Koharenzordnungsspriinge se-
lektiert werden (c). Die Maske wihlt alle Springe wmit Aptk-N
(k=0,1,2,...) aus, wobei die Selektivitit N in diesem Fall 3 und Ap —1
sind. Somit kdnnen alle aus +SQC entstehenden Kohirenzordnungen die
Maske passieren, die einem Sprung Ap von —4, —1, 2 oder 5 entsprechen
(c).
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Abstand N. Die Selektivitit ist bildlich gesehen der Ab-
stand der Locher in der Maske (in dem hier gewihlten Bei-
spiel ist N=3). Ein Phasencyclus 148t also alle Koharenz-
ordnungsspriinge Ap + 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 mogli-
chen Kohirenz-Transferwege drastisch (Abb. 21c). Von
den 14 moglichen Wegen wurden fiinf selektiert.

Erstellen von Phasencyclen

Die Selektivitit N eines Phasencyclus fiir einen Puls
9 =kAp mit k=0, 1,... hangt mit dem Phaseninkre-
ment A@ zusammen: A =27/N. Daraus folgt, daB fiir die
Maske von Abbildung 21 mit N=3 das Phaseninkrement
120°=2n/3 ist. Ap legt die Einstellung des Empfiangers
fest: Erhoht man die Phase des Pulses um Ag, so muB die
Phase des Empfangers um — Ap-A¢ geandert werden, hier
also um —(—1)-120°=120°. Es liegt an der Periodizitat
trigonometrischer Funktionen, dall man dabei jedes selek-
tierte Ap nehmen kann. Auf diese Weise folgt man mit dem
Empfinger genau dem gewiinschten Kohdrenzweg; andere
unerwiinschte Wege werden ausgeldscht. Letztlich ergibt
sich daraus (67) als allgemeine Formel fiir die Berechnung

You = ~L AprAw; (67)

von Phasencyclen. Ap; ist der Kohdrenzordnungssprung,
der durch den i-ten Puls ausgewihlt 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 ¢, zu der die Phaseninkremente addiert wer-
den, ist nichr festgelegt. Fur die Selektion von Kohirenz-
Transferwegen spielt die Referenzphase keine Rolle, sie ist
aber haufig von Bedeutung fiir die Effektivitat, mit der Ko-
hirenz-Transferwege eingeschlagen werden (z. B. gerade/
ungerade Selektion von Mehrquanten-Kohédrenz durch
90° - 7 - 180° - T - 90°).

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

1) Der Detektor selektiert konventionsgemé4B negative
Einquanten-Kohirenzen [vgl. die Detektion von I-, Gl
(1D)-(13)1.

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

Wir betrachten zur Vertiefung Dreipuls-Experimente mit
der Pulssequenz (P3). Die unterschiedlichen Experimente,
die damit erzeugt werden kdnnen, sind in Tabelle 1 zusam-

90° 9%0° 90° t
4 A; (P3)

mengefafit. Sie unterscheiden sich im wesentlichen in der
Funktion des zweiten 90°-Pulses: Er vermittelt im Relayed-
COSY-Experiment Kohidrenz-Transfer via Einquanten-
Antiphase-Magnetisierung (2 I, I,,—~21I.1,,), im NOESY-
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Tabelle 1. 2D-NMR-Experimente mit drei 90°-Pulsen [a].

Experment Ay A;  Bemerkung Ab-
schnitt
COSY mit MQF [b) 1, A A ist sehr klein 3.1.
Relayed-COSY i A Refokussierung wihrend der 3.1.6
Mischzeit A durch n-Puls vorteil-
haft
NOESY fy r  Wihrend r Ubertragung dipolarer 2.2.2
Kopplung

MQ-Spektroskopie A Refokussierung in der Mitte von  3.1.8

A durch n-Puls vorteilhaft

[a] Da in der Literatur keine Priferenzen beziiglich der Bedeutung der zeit-
konstanten Delays A und T existieren, benutzen wir in diesem Beitrag vorwie-
gend A, wenn der Delay der Entwicklung von Kopplungen dient, und 1,
wenn andere Prozesse wic Relaxation oder Austausch von Bedcutung sind.
[bl Mchrquantenfilter.

Experiment erzeugt er longitudinale z-Magnetisierung
(I,—I,), wihrend im MQF-COSY- und im MQ-Experi-
ment Mehrquanten-Kohdrenz (2 I, I,,—21.I,,) entsteht.
Bei der Auswahl der Antiphase-Magnetisierung bestimmt
die Richtung des zweiten 90°-Pulses relativ zum ersten
90°-Puls den erzielbaren Effekt [siehe (68)].

90¢ 90
21,1, 241, e 200, (68)

Die zu selektierende Kohidrenzordnung (im Beispiel
oben Ein- oder Mehrquanten-Kohirenz) und damit die er-
forderlichen Phasen kann man durch Betrachtung des
Ubertragungsweges der Kohirenzordnung (,,coherence
transfer pathway‘‘) ermitteln. Am Beispiel eines H,H-
COS5Y-Experiments mit  Doppelquantenfilter (DQF-
COSY) soll nun die Ableitung des Phasencyclus gezeigt
werden.

Mit dem zweiten Puls soll Doppelquanten-Kohirenz se-
lektiv ausgewdhlt werden. Der gewiinschte Verlauf der Ko-
hirenzordnungen ist im Kohirenz-Transferweg von Abbil-
dung 22 links dargestellt. Als Vergleich dazu ist in Abbil-
dung 22 rechts der fiir das DQF-COSY-Experiment uner-
wiinschte Weg gegeniibergestellt, wie er beispielsweise fiir
ein NOESY-Experiment notig ist (wahrend 1 Selektion
von longitudinaler Magnetisierung, die sich in Phasency-
clen wie eine Nullquanten-Kohirenz verhilt). Diesen gilt
es durch den Phasencyclus zu unterdriicken. Sequenzen
mit demselben Koharenz-Transferweg wie im NOESY-Ex-
periment, aber mit Flipwinkeln kleiner als 90° fiir die Mi-
schung, sind als z-COSY (Abschnitt 3.1.4) und zz-Spektro-
skopie (Abschnitt 3.4.2) bekannt!!?7-13%,

DQF-H,H-COSY NOESY
ZQF-H,H-COSY
90° 1, 90" 7T 907 1y 90 1 907 7 90° ny
+2
alf
‘ ;
+ -3 = +1 -1\
0 2
-1
-1
+
-2

Abb. 22. Kohirenz-Transferwege fir ein phasensensitives DQF-COSY-
(links) und ein NOESY-Experiment (rechts).
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In dem als Beispiel gewidhiten DQF-COSY-Experiment
ist Ap fiir den ersten Puls + | oder — 1, fiir den zweiten
Puls +1/—3 oder +3/—1 und fir den dritten Puls +1
oder —3. Der vollstindige Phasencyclus fiir ein Experi-
ment mit L Pulsen besteht aus N; x N, x - - - N_ Variationen,
wenn jeder Puls i unabhingig von den anderen in Schritten
27/N; variiert wird. Wir haben gesehen, dal neben den
gewiinschten Wegen Ap; auch Wege Ap;+kN; selektiert
werden. Je groBer N ist, desto selektiver wird der Phasen-
cyclus; allerdings wichst mit N; auch die Zahl der Akku-
mulationen fiir jedes f,-Inkrement. Man wird also N; so
klein wie méglich halten, d.h. man mu@ iberlegen, ob die
unerwiinschten Transferwege, die den Phasencyclus ,,pas-
sieren‘, wirklich stéren. Haufig wird einem dadurch die
Entscheidung abgenommen, daB man nur einen 90°-Pha-
senschieber zur Verfiigung hat, also nur N,=2 und 4 ver-
wirklicht werden kénnen. Legt man fiir unser Beispiel
N; =4 zugrunde, so erhilt man 4°>=64 Variationen.

Bei der phasensensitiven Aufnahme von Spektren (siche
Abschnitt 2.2.4) muB man allerdings beriicksichtigen, daf3
wihrend ¢, sowohl die positive als auch die negative Kohi-
renzordnung (in diesem Fall p=+1 und p= —1) notwen-
dig sind. Nur so kann eine Fourier-Transformation tiber 1,
zu Signalen in reiner Phase (d.h. Absorption oder Disper-
sion) fithren. Dies hat zur Folge, dal3 die relative Phasen-
verschiebung der beiden Pulse, die die ¢,-Zeit begrenzen,
(im Beispie! haben diese Pulse die Phasen ¢, bzw. ¢;) nur
0 oder n sein darf. Somit reduziert sich fiir phasensensitiv
aufgenommene Spektren die Zahl der Variationen auf die
Hilfte (=32 fiir unseren Fall).

Es wird zunichst die Phase ¢, des ersten Pulses in
Schritten von 90° geindert und die Phase ¢, des zweiten
Pulses gemidB den Regeln fiir phasenempfindliche Detek-
tion angepalBt. Die Phase ¢, des dritten Pulses wird dabei
konstant gehalten und die Phase des Empfingers 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 fiir
phasenempfindliche Detektion alle vier Richtungen einzu-
schlieBen. Nach diesen acht Scans kann dann die Phase
des dritten Pulses variiert werden. Dies ist im folgenden
explizit aufgefiihrt, wobei fiir die Phasen eine Kurzschreib-
weise verwendet wird (0=0° 1=90°, 2=180° und
3=270°). Der vollstindige Phasencyclus fiir das DQF-
COSY-Beispielspektrum ist somit:

@ 0123012301230411230123012301230123
@,y 01012323010123230101232301012323
@ 0000000011 1111j112222222233333333
Pae: 022020023113113(312002022013313113

Wie die Empfangerphase ¢4, nach Gleichung (67) berech-
net wird, soll am Beispiel des 14. Scans, der eingerahmt ist,
gezeigt werden [GIl. (69)]. Das Ergebnis von (69), — |, ent-

Pa = ~ {(+1) -1+ (+1)-3 +(=3)-1} = -1 (69)

spricht wegen der Periodizitat modulo 4 gleich 3 fiir die
Empfangerphase (—12 —90°= +270°23). Aquivalentes
1aBt sich auch fiir den alternativen Weg iiber p= — 1 wih-
rend ¢, formulieren.
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Damit miifite fir ein phasenscnsitives DQF-COSY-Ex-
periment ein 32-Scan-Phasencyclus durchlaufen werden.
Das kann zu unndtig langen MeBzeiten fiihren, sei s, daB3
die crforderliche Auflgsung viele ¢,-Inkremente verlangt
oder daB3 dic Konzentration der Probe so gro83 ist, daf3 man
mit wenigen Scans auskommen wiirde. Eine Reduktion des
Phasencyclus 1af3t 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 erhilt die acht Ausgangsphasen, indem man
auf eine Variation des dritten Pulses verzichtet. Es sind die
ersten acht Experimente in obigem Phasencyclusschema.

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

¢ 0 1 23
¢, 0 1 23
@;: 0 0 0 0
Pie: 02 0 2

Puls- und Phasenunzulinglichkeiten wéihrend des Ex-
periments werden allerdings erfahrungsgemif} besser ge-
mittelt, je mehr Phasen ein Phasencyclus enthdlt. 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 in Schritten
von 90° inkrementiert.

2.2.4. Phasensensitiv aufyenommene 2D-NMR-Spektren

Der Ausdruck ,,phasensensitive’ Aufnahme von 2D-
NMR-Spektren ist etwas ungliicklich, da eigentlich jede
Akquisition phasenempfindlich ist. Es ist die Art der Da-
tenprozessierung, die entweder zu Spektren fihrt, 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 erhiltliche Vorzeicheninformation und
cine verglichen mit der Absolutwertdarstellung geringere
Linienbreite sind der Hauptgrund fiir das phasenempfind-
liche Prozessieren.

Auf die Hintergriinde der phasensensitiven 2D-NMR-
Spektroskopie wollen wir hier nicht niher eingehen. Fiir
ein vertieftes Studium ist die Arbeit von J. Keeler und D.
Neuhaus''3? sehr zu empfehlen. Nur soviel sei gesagt:
Reine Phasen in 2D-NMR-Spektren crhilt man immer
dann, wenn das 2D-Zeitsignal in ¢, amplitudenmodu-
liert ist. Praktisch alle giingigen Experimente wie COSY,
NOESY, Relayed, TOCSY, ROESY und Shiftkorrelation
erzeugen amplitudenmodulierte Signale.

Es gibt zwei Verfahren zur phasensensitiven Spektrenaufnahme.
Das Verfahren von States, Haberkorn und Ruben!'>>'3% erzeugt
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fiir jeden ¢,-Wert zwei Datensitze. Der eine enthilt das Signal in
f, cosinusmoduliert, der andere dagegen sinusmoduliert (analog
zur synchronen Zweikanaldetektion in t;). Unterzicht man sic
cinzeln eincr komplexen Fourier-Transformation, so erhilt man
zwei Spektren, deren Addition das gewiinschte Resultat ergibt
(Abb. 23).

cos sin

+w @ |+u @ |v

@y

Abb. 23. Ergebnis der Quadraturdetektion in ¢ nach dem Verfahren von Sia-
tes, Haberkorn und Ruben. Zu jedem 1,-Wert werden die mit cos Qs und die
mit sin s, modulierten Signale getrennt aufgenommen, getrennt einer kom-
plexen Fourier-Transformation unterzogen und dann addiert.

Das zweite Verfahren erfordert cine reelle Fourier-Transforma-
tion und wendet genau die auch schon fiir die Quadraturdetektion
in ¢, eingesetzte Redfield-Methode in 7, an. Man nimmt mit der
doppelten Rate (Halbierung des r,-Inkrements) und mit einer Pha-
senverschiebung von 90° nach jedem r,-Inkrement auf. In 1, ist
diese Phasenverschiebung eine Pulsphase, was zum Namen des
Verfahrens fiihrt: 7ime Proportional Phase Incrementation
(TPPI)!135.1361,

Beide Verfahren sind gleichwentig. Sie erfordern fiir Aufnahmen
mit der gleichen Auflésung (und der gleichen Mefzeit) wie bei
nicht phasensensitiv aufgenommenen Spektren die doppelte Da-
tenmenge.

3. Ubersicht iiber Techniken der
2D-NMR-Spektroskopie

In den Tabellen 2-5 sind die wichtigsten der heute bené-
tigten 2D-NMR-Techniken zusammengefalit, 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 gingigen Techniken beschreiben und verstehen zu
kénnen. Bei der nun folgenden Besprechung der Pulsse-
quenzen werden wir auf weitere Methoden stoBen. die
dhnlich wie die Phasencyclen die Aufgabe haben, Koha-
renzen anhand bestimmter Eigenschaften zu unterscheiden
und sie dann zu selektieren oder zu unterdriicken. In diese
Kategorie fallen Mehrquantenfilter, z-Filter, Editiertechni-
ken, Low-Pass-J-Filter, X-Filter und BIRD-Pulse.

Manipulationen zuginglich ist aulerdem die ¢,-Zeit, die
im Gegensatz zur f,-Zeit keine ,reale’ Zeit ist. Daher ge-
lingt es, in der r,-Zeit gewisse Wechselwirkungen zu beein-
flussen oder zu skalieren. Hierzu gehdren unter anderem
w;-Entkopplung, BIRD-Pulse wahrend 7, und selcktive
Entkopplung.

Die t,-Zeit 148t sich nur relativ schwer manipulicren.
Die gingigste 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.

[*] Die Erlduterungen der fiir die Pulssequenzen verwendeten Acronyme fin-
den sich im Anhang.
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Tabelle 2. Homonucleare 2DD-NMR-Techniken durch Mischung iiber Kohidrenz-Transfer.

Symbol Name Anwendung Kommentar Literatur Pulssequenz-
(V: Vorteil, N: Nachteil) Nummer
H—(- ),H H,H-COSY Homonucleare Verschiebungs- Wichtigste Technik {2, 137} {Pl)
korrelation
a) normal Erkennung von Spinsystemen, Schnelle Routinetechnik
Signalzuordnung
b) mit Delay Detektion kleiner Kopplungen N: keine reinen Phasen [137]
¢) DQF-COSY Erkennen von Spinsystemen, Beste Standardtechnik [138-141]
Bestimmung von J-Werten V: Geringe Intensitit der
Diagonalsignale
d) ,.constant time" Entkopplung in ¢, N: Artefakte bei starken Kopp- [137, 142] (P7)
COSY lungen, keine reinen Phasen,
grofie dispersive Beitrage
auf der Diagonalen
e) p-COSY Verbesserte Signalerkennung, Alternativen: f, g, h [2. 137, 143]
relative Vorzeichen von J
) E.COSY Prizisionsbestimmung von J V: Hohe Auflésung, weitge- [144-146]
hende Unterdriickung der
Dispersionssignale auf der
Diagonalen
g) P.E.COSY Prizisionsbestimmung von J V: Linfachere Mcthode als [147]
E.COSY
N: Nicht so exakt wie E.COSY
h) z-COSY E.COSY ihnliche Spektren V: Absorptive Diagonale [130. 148, 149]) (P38)
N: Gleichzeitiges Auftreten von
NOE-Kreuzsignalen
i) 2z-COSY Unterdriickung des Losungsmit- V: Absorptive Diagonale [127-129) (P37)
telsignals, Bestimmung von J
j) JR-COSY Unterdriickung des Lésungsmit- N: Keine Quadraturdetektion [150)
telsignals in w,
k) X-Filter-COSY Vereinfachung von Protonen- Nur die an ein Heteroatom [I51, 152] (P32), (P33)
spektren, Spektroskopie sehr gebundenen Protonen geben
groBer Molekiile AnlaB zu Kreuzsignalen
) X-Halbfilter-COSY Glciche Anwendung wie k) V: Flexibler als k), da der Filter [153) (P34), (P35)
nur in einer Frequenzdo-
mine wirkt
MQ-Spektroskopic a) Mit Betonung der direkten Keine Routinetechnik [154-158)
Kopplung N: Effizienz der Anregung J-
- andere Darstellung (bei abhangig, keine reinen
Uberlagerungen im COSY- Phasen
Spektrum)
- fur Messungen in Wasser V: Kreuzsignale zu Resonanzen
unter dem Wassersignal
b) Mit Betonung der ,remote*- Ahaliche Information wie im [159]
Kopplung Relayed-Spektrum
TOCSY (HOHAHA) Bei Makromolekiilen, da auch Transfer Gber das ganze [160-163]
bei groBer Linienbreite Kreuz- Spinsystem moglich, daher
signale sichtbar sind (In-Phase- eventuell Zuordnungsprobleme
Multipletts)
X-X INADEQUATE C-Konnektivitit N: Sehr unempfindlich, braucht [164-167) (P1D)
1C-"*C-Paare
INEPT-INADEQUATE C-Konnektivitit Etwas empfindlicher, Alternative [168]
in manchen Fillen C-Relayed-
H,C-COSY (siehe Tabelle 5)
Inverse Variante [169]

Wir werden diese Methoden bei der Besprechung der
Pulssequenzen jeweils erkliren und versuchén, die Ge-
meinsamkeiten der Techniken aufzuzeigen. Zunichst wer-
den wir die wichtigsten Experimente besprechen, die auf
homonuclearem Kohirenz-Transfer beruhen.

3.1. Homonucleare Experimente

3.1.1. H H-COSY und Varianten
Wie wir in Abschnitt 2.2.1 bereits gesehen hatten, wer-
den die Kreuzsignale im COSY-Spektrum ausschlieBlich

durch Zweioperatorenterme wie 21, I,, (bei einem y-
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Mischpuls) verursacht. Die Kreuzsignale sind in Antiphase
beziiglich der aktiven J;>-Kopplung und in-phase beziig-
lich aller anderen Kopplungen. Die Diagonalsignale dage-
gen kommen ausschlieBlich durch einen Transfer vom Typ
I,y—1,, [Gl. (38)] zustande. Sie zeigen in beiden Dimensio-
nen In-Phase-Dispersion. Kreuzsignale in der Nihe der
Diagonalen sind wegen der weitreichenden Ausliufer der
Dispersionssignale hiufig schwer zu beobachten und stark
gestort.

Dieses Problem kann durch Einfithrung von Mehrquan-
tenfiltern"*-'*V [Pulssequenz (P3), Delays wie in Tabelle 1,
Kohirenz-Transferweg wie in Abb. 22] gel6st werden. Die
Idee ist dabei die folgende: Der Produktoperator vor der
Mischung, der zu den Diagonalsignalen fiihrt, enthilt nur
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Tabelle 3. Heteronucleare 2D-NMR-Techniken durch Mischung tGber Kohirenz-Transfer.

Symbol Name Anwendung Kommentar Literatur Pulssequenz-
V: Vorteil, N: Nachteil Nummer
H-X H,X-COSY (HETCOR) Heteronucleare Verschicbungs- [170,171] (P14)
korrelation
a) normal Zur Zeit Routinemethode [170 173}
b) DEPT-COSY Ermoglicht Editing V: Phasensensitive Darstellung [174-177} (P15), (P16)
c¢) HX-COSY mit w,-Entkopp- [178- 180} (P25)
lung
d) modifiziertes DEPT-COSY keine Vorteile gegenuber b) [181]
e) COLOC fiir Yoy Kurze MeBzeit [182]
f modifiziertes COLOC fiir 'Joy Kurze MeBzeit V: Nicht so stark J-abhingig [181]
. wie €)
X,H-COSY Zur Spektroskopie geringer Sub- N: Spektrometerausriistung [39-54, (P27)
(Inverse heteronucleare stanzmengen, empfindlichste nicht immer vorhanden 183, 184]
Korrelation) Methode
H—(H),—X Hetero-TOCSY Transfer von Protonenmagneti- N: Durch Venteilung der [185, 186]
sierung via TOCSY mit an- Polarisation auf mehrere
schlieBendem INEPT-Transfer Protonen verliert man an
Intensitit
H—(-).X H,X-COSY fiir COLOC ist vorzuzichen [187, 188]
Weitbereichskopplungen
COLOC Zuordnung von quartiren C- [189-193] (P12)
Atomen, indirekte Detektion
von C-Konnektivitit, Erkennung
von Protonenspinsystemen,
qualitative Bestimmung von
"Jew
modifiziertes COLOC Zur Unterscheidung von Jey- [194]
(XCORFE) und *J-u-Kopplungen zu
protonentragenden
Kohlenstoffatomen
,Freeman-Experiment* Bestimmung von "Jewu N: Mangelnde Auflésung und [195)

X,H-Korrelation
iber Weitbereichskopplungen

Intensit4t
V: Sehr empfindlich

[50, 54, 196]

Hetero-E.COSY, Genaue Bestimmung von "Joy N: Relativ unempfindlich [143, 197]
B-COSY
Tabelle 4. 2D-NMR-Techniken mit Mischung durch NOE und/oder Austausch.
Symbol Name Anwendung Kommentar Literatur Pulssequenz-
V: Vorteil, N: Nachteil Nummer
H---H Homonucleare Nuclear-Overhauser- und Austauschspektroskopie
NOESY Abstandsinformation, Neben COSY wichtigste {17. 89) (P2)
dreidimensionale Struktur von Technik
Molekillen, Austausch-
spektroskopie
zz-NOESY Unterdriickung des {127, 128] (P36)
Lésungsmittelsignals, Trennung
von chemischem Austausch und
NOE
ROESY Bei Molckilen mittlerer GroBe Unterdriickung von [198- 202] (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 [203-207) (P20)

einen Operator (I,), der fiir die Kreuzsignale verantwortli-
che Term dagegen zwei (21,,1;,). Aus einem einzelnen
Operator kann durch den Mischpuls keine Mehrquanten-
Kohirenz erzeugt werden, wohl aber aus einem Zweiope-
ratorenterm. Man kann also mit einem 90.-Puls Doppel-
quanten aus dem Zweioperatorenterm gemafl Gleichung
(70) anregen [vgl. Gl. (60) und (61)]. Der erste Term auf der

90; . - s gey-
2hdy, — 2L 4L, = LT - L) - 4G - 1) a0

rechten Seite beschreibt positive und negative Doppel-
quanten-Kohirenz und der zweite Nullquanten-Kohérenz.
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Die Doppelquanten werden mit dem in Abschnitt 2.3.3 be-
schriebenen Phasencyclus selektiert und schlieBlich durch
einen 90, -Puls wieder in Einquanten-Kohidrenz umgewan-
delt. Das fiithrt zu einem Herausfiltern der oben genannten
Einoperatorenterme (dispersive Diagonalsignale) [Gl.

(THI

907
WG - L) = Vi (A0, + 2,L) —5 - %220, + 2L 5,)  (71)
Wir erhalten also auf dem Umweg liber Doppelquanten-

Kohirenzen unter anderem den gewiinschten Transfer von
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Tabelle 5. Weitere 21>-NMR-Methoden.

Symbol Name Anwendung Kommentar Literatur Pulssequenz-
V: Vorteil, N: Nachteil Nummer
Methoden mit mehr als einer Mischstufe
a) zwei konsekutive J-Mischungen
H—H-H H-Relayed-H,H-COSY Bei iiberlagerten Signalen Bei wenigen Fragen ist die 1D- {208, 209} (P8)
(RCT-Spektroskopie) Variante [210] vorzuziehen
H-Relayed-H,H- Bei iiberlagerten Signalen [211, 212}
DQF-COSY
H-H-X H-Relayed-H,X-COSY Bei iiberlagerten '"H-NMR-Si- Meist durch COLOC gut [213-218] (P17), (P18)
gnalen ersetzbar
Inverse Variante [53, 219] (P28)
H-X-H X-Relayed-H,H-COSY [220, 221} (P29)
H-X-X X-Relayed-H,X-COSY C-Konncktivitit in Auch 1D-Variante [222-225) (P19)
H-C-C-Fragmenten V: Relativ unempfindlich, aber
empfindlicher als
INADEQUATE
X—-H--H H-Relayed-X,H-COSY N: Nur sinnvoll fiir Hetero- 226, 227)
kerne mit groBem y (z.B.
J'P, IQB
b) Mischung durch skalare und dipolare Kopplung
H-H.---H Relayed-NOESY Bei Uberlagerten Signalen, N: Nur bei gutem NOE-Trans-
H.---H-H Sequenzierung von Peptiden fer sinnvoll
a) normal [228)
b) mitDQF Bei Zuordnungsproblemen [229] (P40)
nahe der Diagonale
¢) mit Antisymmetrisierung [230, 231]
H—(H), --H TORO Sequenzierung von Peptiden V: a-Protonensignale brauchen [232] (P41)
TOCSY-NOESY nicht aufgeldst zu sein [233]
H---H-(H), ROTO 232
H---H=-X Hetero-Relayed-NOESY N: Geringe Empfindlichkeit [234]
Trem ung von chemischer Verschiebung und Kopplung
KA Homonucleare Bestimmung von J und 6 Ersetzt durch DISCO und [5, 235-240] (P4)
2D-J-Spektroskopie E.COSY
Jheati Heteronucleare Bestimmung der Multiplizitat Im allgemeinen ersetzbar durch [241-246]
2D-J-Spektroskopie Bestimmung von J DEPT
Meist direkt maoglich
Heteronucleare Bestimmung von "Jcy [247, 248]
2D-J-Spektroskopie
Heteronucleare 2D-J-Spek- Bestimmung von "J¢y N: Separiertes H-Signal und [249]
troskopie mit selektivem fiir Kopplung zv jedem H
Protonenpuls ein 2D-NMR-Experiment
erforderlich
EindimensionaleAquivalente von 2D-NMR-Experimenten
Anregung mit GauB-Pulsen Man erhilt Spuren aus 2D- [210, 250]

2D-NMR-Spektroskopie mit selektiver Anrequng

3D-NMR-Experimente

Verschiedene

3D-J.6
COSY-COSY

NOESY-COSY und andere Kombinationen

CIDNP-COSY
CIDNP-NOESY

COCONOSY

Verbindung von photochemi-
scher Anregung und 2D-NMR-
Spektroskopie

Gleichzeitiges COSY- und
NOESY-Experiment

NMR-Spektren

V: Enormer Zeitgewinn bei
nur wenigen, gezielten
Fragen

Geht mit allen Pulssequenzen
V: Unter Umstinden
Empfindlichkeitsgewinn
gegeniber 2D-NMR-
Techniken mit
nichtselektiven Pulsen

Teile des Molekiils miissen

photochemisch aktiv sein (z. B.

Arene)

N: Geringe Auflésung im
COSY-Spektrum

[251,372,373]

[252]
[253-255]

[256)
[257]

[258]
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Spin | auf Spin 2 [Gl. (72)]. Der auf dem gleichen Weg
erfolgende Transfer 21,,1,,~'4(21,,I,,) ergibt das Diago-

20, — V2 (2.0 (72}

nalsignal im DQF-COSY-Experiment. Es ist jetzt wic ge-
wiinscht in Antiphase und absorptiv (wie das Kreuzsignal).
Man erkennt auch, daf3 der Transfer wegen des Faktors 0.5
nur noch halb so effizient ist wie beim konventionellen
COSY-Experiment.

Das Konzept der Mehrquantenfilter 148t sich auch allgemein
formulieren: Eine Kohirenz der Form /1,,1,, ... I,,kann maximal
eine n-Quanten-Kohirenz bilden. Ein m-Quantenfilter mit m>n
wird also einen solchen Produktoperator unterdriicken. Damit hat
man die Mdglichkeit, bestimmte Spintopologien zu selcktieren:
Ein Spin I;, der zu n—1 anderen Spins koppelt (J,;#0, fur
i=2.3,..., n) entwickelt z. B. nach 907 , Produktoperatoren mit
maximal n Operatoren, d.h. alle Peaks, die von [, stammen, wiren
in einem Spektrum mit einem m-Quantenfilter (m>n) unter-
driickt!!*#),

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

—— s Al 50 1 nQF
I, 2Ll d, — VLD dy A, — L LA T,

90; - (73
— hdpdy d, — 271

renz entstehen kann, muB3 I, zu n— 1 Spins koppeln; damit die re-
sultierende Kohidrenz in observable Magnetisierung iibergeht, muf}
1 zu densclben Spins koppeln (J£0 fiir i=1, 3, 4,... n)!3%,

Kreuzsignale zwischen zwei gekoppelten Spins treten also dann
im n-quantengefilterten COSY-Spektrum auf, wenn die beiden
Kerne zusitzlich (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 um den Faktor 2" ' verminderten Intensitiiten,
zum anderen daran, dal Mehrquantenfilter hoherer Ordnung im-
mer weniger Informationen iiber das Molekiil passieren lassen.
Tripelquantengefilterte Spektren werden bei der Analyse von Pro-
teinen eingesetzt, wenn es z.B. darum geht, Glycineinheiten zu
identifizieren, da diese als einzige Aminosdurereste im TQF-
COSY-Spektrum Kreuzsignale zwischen den NH-Protonen und
den beiden a-Protonen zeigen!?*L

Integriert man iiber den Diagonalpeak eines Kerns
(I,,—~1,, oder I,,—1,)), so erhilt man in mehrquantengefil-
terten COSY-Spektren netto die Intensitdt Null. Somit ist
durch den Doppelquantenfiiter das Problem der intensiven
Diagonalsignale behoben, man erhilt keine Dispersions-
anteile. Dabei geht aber die Hilfte der Intensitit der
Kreuzsignale verloren. Der Vorteil der stark reduzierten
Diagonalsignale hat das DQF-COSY-Experiment jedoch
zur meist angewendeten Technik gemacht. Ein Beispiel
zeigt Abbildung 24'%%,

Die Multiplettstruktur von COSY-Spektren enthilt wert-
volle Informationen iiber Kopplungskonstanten. Die Fein-
struktur der Kreuzsignale ist in dem vergréBerten Aus-
schnitt des Spektrums von Abbildung 24 deutlich zu erken-
nen (Abb. 25).

Die Kopplungskonstanten iiber drei Bindungen sind
nach der von Karplus gefundenen Beziehung*’" vom
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[DJDMSO, 500 MHz. Die Konnektivitdten innerhalb der Phenylalanine (F'
bis F*) sind mit Linien verdeutlicht. Dic Signale in den Késtchen sind in
Abbildung 25 gréfler wiedergegeben. Die Zuordnung der Aminosduren zur
Peptidsequenz folgt aus einem solchen Spektrum nicht.

Diederwinkel abhingig. Die Grole von Kopplungskon-
stanten enthalt daher Information iber die raumliche
Struktur cines Molekiils. Kopplungskonstanten sind aber
in komplexen Systemen nicht mehr direkt aus 1D-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. 2D-J-Spektroskopie

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

90° 180° [
I n/2 I 4/2 Mﬂf
- (P4)
1
VAR
 put—
.2 _

Die Wirkung von 180°-Pulsen

180°-Pulse gehoéren zu den am haufigsten verwendeten
Mitteln, um Pulssequenzen zu verbessern. Sie haben auf
Kopplung und chemische Verschiebung unterschiedlichen
EinfluB. Daher kann man sie zur Manipulation von Wech-
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Abb. 24. DQF-H,H-COSY-NMR-Spektrum von c¢velo(-0-Phe-Phe,-) in



i [
L26

Ml

=
™

2.9

Ha.1

178
““] 1 -8.0

-8.2

L84

s L b

8.8

il

45 4k 43 42 41 40

-6

a9 [ppil'rﬂ

Abb 25. Ausschnitt aus dem NMR-Spektrum von Abbildung 24: NH-H,.-
Bereich (unten) und H,-Hp-Bereich (oben). Die mit 1, 2 und 3 bezeichneten
Signale wurden fiir das DISCO-Verfahren verwendet (siche Abb. 28).

selwirkungen benutzen. Wir wollen nun zeigen, daB} ein
180°-Puls keinen EinfluBl auf die Entwicklung von Kopp-
lungen hat [(74) und (75)). In jedem Fall bleiben die relari-

1805
I, cos mJt + 2N by, sinwjt —L» + (I, cos nJt + 20, L, sin 7)) 74

1805 .
Ly cos nJt = 280, sin nJt —L 5 (I cos nJt — 211, sin nJt) (75)

ver Vorzeichen der beiden Operatoren erhalten, d.h. die
Evolution der Kopplung bleibt bis auf einen mdéglichen
Vorzeichenwechsel durch den 180°-Puls unbeeinfluB3t. An-
ders verhilt sich dagegen die chemische Verschiebung
(76). Der rechte Term von Gleichung (76) ist identisch mit
(77). Nach dem !80°-Puls ist folglich das System beziiglich

. 180 .
I .cosQt + Isin it —L» + (I, cos Qr — I sin Qr) (76)

t (I, cos Q(-1) + L;sin Q(-1)) (77)

An jew. Chem. 100 11988) 507-554

der chemischen Verschiebung in einem Zustand, als hitte
es sich in der Zeit ¢t wie wiahrend (—1) entwickelt (Zeitum-
kehr). Mit anderen Worten, die Weiterentwicklung nach
dem 180°-Puls fithrt nach einer weiteren Zeit f zur Aus-
gangssituation zuriick, d.h. zur Refokussierung der chemi-
schen Verschiebung [Gl. (78)].

o

L~ Lcosqr+ IsinQr —2%, J cosqr - Lsinfr —— I, (78)

In der 2D-J-Sequenz entwickelt sich chemische

Verschiebung also nur wihrend 1,, Kopplung dagegen

wihrend ¢, und ¢,. Die Signalamplitude fiir den Spin 1 er-

gibt sich also gemaB (79). Hierin bedeutet [1 cosnJ,; die
1

11 cos Tt + 1) cos ity = I cos (nJty + ;) cos Qt, (79)

Produktbildung iiber alle Kopplungen des Spins 1. Nach
einer komplexen Fourier-Transformation dieses Aus-
drucks erhilt man in der Absolutwertdarstellung Multi-
pletts, wie sie Abbildung 26a zeigt. Projektion eines derar-

b
e L
k o Y L
Ji2 Jiz
® - ° _
0,20 Scherung ws ;=0
: Jis R Jn
* b4
. ; - o
/2 W /2n W

Abb. 26. a) Schematischer Peak cines Kerns aus einem Dreispinsystem in
einem homonuclearen 21)-J-aufgeldsten NMR-Spektrum; b) Trennung von
chemischer Verschiebung (Projektion auf die w:-Achse) und J-Kopplung
(Projektion auf dic w,-Achse) nach Scherung.

tigen 2D-Muitipletts auf die w,- oder w.-Achse ergibt ge-
rade die Kopplungskonstanten. Scherung dagegen gemif
0=, 0y=w0,—," liefert das in Abbildung 26b ge-
zeichnete Spektrum, das in @, nur noch die chemische
Verschiebung, in w; dagegen nur noch die Kopplungen
enthilt. 2D-J-NMR-Spektren sind in f, phasenmoduliert
(nJy; ) ist eine Phase) und daher nicht zu reinen Phasen
korrigierbar. Die gemischten Phasen fithren zu verfilsch-
ten Linienabstinden, so daB die Bestimmung von Kopp-
lungskonstanten unzuverlissig wird. Zudem geniigt der
Auflosungsgewinn durch die Reduktion der Multipletts zu
Singuletts entlang w, in einem gescherten 2D-J-NMR-
Spektrum bei komplexen Spinsystemen hiufig nicht!?6'-262
Auch treten bei starker Kopplung Artefakte auf.

3.1.3. Bestimmung von Kopplungskonstanten
aus COSY-Spektren

Extraktion von Kopplungskonstanten direkt aus dem COSY-
Spektrum

Man kann bei sehr einfachen Multipletts Kopplungs-
konstanten direkt aus 2D-NMR-Spektren extrahieren!'*®,
Dieses Verfahren versagt allerdings bei komplexen Spinsy-
stemen.

Dlsco[203—265]
Die in Abschnitt 3.1.2 beschriebenen Nachteile der 2DD-
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J-Spektroskopie (keine reinen Phasen, mangelnde Aufls-
sung) hat das DQF-COSY-Experiment nicht. Kreuzsignale
im DQF-COSY-Spektrum zeigen bereits eine recht gut auf-
geldste Multiplettstruktur, die die aktive Kopplung in An-
tiphase und alle anderen Kopplungen in-phase enthilt.
Betrachten wir in einem Dreispinsystem (die J,;-Kopplung
sei Null) das 1,2- und das 2,3-Kreuzsignal. In @, 148t sich
die Multiplettstruktur fiir das 1,2-Kreuzsignal mit (80) und
fir das 2,3-Kreuzsignal mit (81) beschreiben. Summiert
man die beiden Spuren, so erhilt man ein Signal gemaB
(82) im Zeitbereich, d.h. die aktive Kopplung in dieser

sin 2Jy5t; cos Wt 11 cos nJyit, (80)
sin XJxt; cos 135ty Il cos nJt (81)
sin (/12 + Jp)tz T cos /51, (82)

,»Hybridspur* ist J,,+ J,3. 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 vergroBert, so dall Linienauslo-
schungen von Antiphase-Signalen unwahrscheinlicher
werden (Abb. 27).

J"‘_‘Ju—" l />

] q 23-CP

A @ O s L L1 1

O ] 1,2-CP 1 |

—) Q—JD—PI

DISCO-Entkopplung DISCO von Kreuzsignalen

¢ 1’.21)(1}1 I"”?"'

: 12-CP !

fe—— 1 23-Cp J’—_—-’xZHB——’E
12-CP ’ :
2DIA 1 [

_ 'w%S; L“jrz‘-’n"E
23.Cp ’
7DIA I"‘—‘fgz—’l
LA

23-CP il
2-DIA I I

Abb. 27. DISCO mit den Kreuzsignalen des Spins 2 eines Dreispinsystems.
Man beachte, daB3 das Diagonalsignal um 90° phasenverschoben ist (disper-
siv). Will man dieses Signal (2-DIA) zur ,,DISCO-Entkopplung™ benutzen,
muB das COSY-Spektrum fiir die Diagonalsignale in beiden Dimensionen
mit um 90° verschobener Phasenkorrektur gerechnet werden. Links oben:
Schematisches COSY-Spektrum. Rechts oben: Querschaitte der 1,2- und 2,3-
Kreuzsignale (1,2-CP, 2,3-CP) und des Diagonalsignals (2-DIA) von Spin 2
in w,. 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 @, anwenden. Da die Kreuzsignale
in-phase sind, erhilt man (83), d. h. ein Multiplett ohne die
aktive Kopplung (entkoppeltes Multiplett) bei einer um
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€08 TJ ot €08 Myt II! cos o t; t 1 sin W) 55 cos Tty T‘I cos Jyty
. (83)
= ¢z cos e, 1 cos alyty

+nJ,, oder —nJ,, 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 o-Pro-
tons der Aminosidure Phe® im Spektrum des cyclischen
Pentapeptids aus Abbildung 25.
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Abb. 28. DISCO-Spekiren aus dem Spektrum von Abbildung 25. e dort
mit 1, 2 und 3 bezeichneten Kreuzsignale wurden benutzt. Durch Coaddition
der Spuren erhaltene Pseudo-1D-Spektren (oben) wurden addiert und sub-
trahicrt (unten). Man erkennt deutlich die vereinfachten Multipletts, in de-
nen besonders nach der Addition simtliche Signale deutlich getrennt sind.

Zur Verbesserung des Signal-zu-Rausch-Verhiltnisses
coaddiert™ man iiber das ganze Kreuzsignal und addiert
die resultierenden 1D-NMR-Spektren®*, Die digitale
Auflosung 148t sich durch eine inverse Fourier-Transfor-
mation, Zero-Filling (auf z. B. 64 K) und anschlieBende Re-
transformation verbessern. Problematisch fiir die DISCO-
Auswertung ist allerdings, daf} der richtige Skalierungsfak-
tor fiir die Kombination zweier Spektren nicht bekannt ist.
Er mufl am Resultat der Kombination bestimmt werden.
Dies macht Anwendungen bei komplizierten oder stark ge-
koppelten Spinsystemen schwierig.

[*] Coaddition ist ein spezielles Verfahren der Addition, bei dem jede Spur
mit dem Vorzeichen eines Referenzpunktes multipliziert wird, um Auslo-
schung zu vermeiden, wenn man dber Antiphase-Multipletts summiert.
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3.1.4. E. COSY

Ein zweites Verfahren (E. COSY!"#-1%%)) vereinfacht die
Kreuzsignalmuster, wie schematisch in Abbildung 29 dar-
gestellt ist.

[:| DQF-COSY E. COSY
. | 82 9% |o %%
' QR 8 s o ©|
B N Vi Vs ‘T B
2 3

Abb. 29. Multiplettfeinstruktur im Kreuzsignal eines DQF-COSY-Spektrums
(Mitte) und eines E. COSY-Spektrums (rechts).

Zum Verstandnis dieser Technik kehren wir noch einmal
zu mehrquantengefilterten COSY-Spektren zuriick. Wir
hatten gesehen, daB nur die Zweioperatorenterme zum
DQF-COSY-Spektrum einen Beitrag leisten. Die Multi-
plettstruktur im 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 mit MQF) nur der Phasencyclus dndert sich. Die
Phasen ¢, und ¢, durchlaufen im TQF-COSY-Experiment
die Werte 0°, 60°, 120°, 180°, 240°, 300°, und wihrend ¢,
wird wieder alternierend addiert und subtrahiert. Die Mul-
tiplettstruktur ist schematisch in Abbildung 30 gezeigt. Die
Kreuzsignale kommen im wesentlichen durch den Transfer
1, 1., 1,,—1, I, I, zustande. Die Intensitit in solch einem
Spektrum ist um den Faktor vier geringer als im ungefilter-
ten COSY-Spektrum (im DQF-COSY-Spektrum um den
Faktor zwei). Die Multiplettstruktur ist in beiden Dimen-
sion¢n in Antiphase: beziiglich J,, und J;; in @, sowie be-
zughich Ji; und Ja; in @,.

I

DQE-COSY TQF-COSY E.COSY
3838 [6%88 [o%

e 3 |88 5

Abb. 30. Feinstruktur eines E. COSY-Kreuzsignals aus einem DQF-COSY-
und cinem TQF-COSY-Spektrum. Man erhilt das E. COSY-Spektrum theo-
retisch durch gewichtete Addition dieser beiden Spektren. Wenn noch wei-
tere passive Kopplungen die Multiplettstruktur komplexer gestalten, miissen
entsprechend weitere Mehrquantenspektren hinzugenommen werden.

Betrachtet man die Multiplettstruktur im DQF- und im
TQF-COSY-Spektrum, so erkennt man, da3 eine Addition
der beiden (siche Abb. 30) ein stark vereinfachtes Multi-
plettmuster ergibt. Fiir eine Verallgemeinerung auf mehr
als drei Spins empfehlen wir die Originalliteratur zu stu-
dieren!'**-1*¢ Ein Beispiel fiir dic Extraktion von Kopp-
lungskonstanten aus E. COSY-Spektren zeigt Abbildung
31.

Das Aussehen eines E. COSY-Kreuzsignals dhnelt dem
eines COSY-Kreuzsignals, wenn ein Mischpuls mit

Angew. Chem. 100 (1988) 507-554

26

b 27

28

-3.0

31

132

42 4.1

L5 —

43 4.0

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

kleinem Flipwinkel eingesetzt wird (B-COSY)!*"L Aller-
dings hat dort die Diagonale grofle dispersive Anteile, was
die Interpretation von Kreuzsignalen in der Nihe der Dia-
gonale sehr erschwert. Dieser Nachteil wird durch die
in U3 eingefiihrte und spiter P.E.COSY benannte Tech-
nik!"*- 1451471 hehoben. Eine andere Mabglichkeit ist die
Einfiihrung eines z-Filters**® (z-COSY!"*%). Nichtverbun-
dene Uberginge werden durch beide Verfahren allerdings
nicht quantitativ unterdriickt. Bei grolen Molekiilen muB3
man bei der z-COSY-Methode zudem mit Kreuzrelaxation
wihrend des z-Filter-Delays rechnen.

z-Filter

Der z-Filter ist eine weitere Methode zur Selektion von
Kohirenzen (hier besser Populationen), die durch Phasen-
cyclen nicht getrennt werden konnen. Wir hatten den
Mehrquantenfilter als ,,High-Pass-Filter* fiir die Zahl von
Operatoren in einem Produktoperator kennengelernt, d. h.
er unterdriickt alle Produktoperatoren mit weniger Opera-
toren, als es der Kohérenzordnung entspricht.

Der z-Filter (P5) dagegen selektiert Populationen und
unterdriickt Kohdrenzen. Mit dem Phasencyclus der §-

{P5)

L=

Pulse erreicht man, daB nur Nullquanten und natiirlich
auch Populationen passieren konnen. Deren Unterschei-
dung beruht auf folgendem Prinzip: Populationen verin-
dern sich wihrend r, nicht, wenn man von Relaxationsef-
fekten absieht. Nullquanten oszillieren dagegen mit den
Differenzfrequenzen der chemischen Verschiebungen. Va-
riiert man also 1, und addiert die resultierenden Spektren,
so mitteln sich die Nullquanten-Kohirenzen zu Null, und
es bleiben im Idealfall nur die Populationen iibrig.
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Der z-Filter kann z. B. verwendet werden, um direkt vor
der Detektion reine In-Phase-Magnetisierung zu selektie-
ren (P6). Von allen detektierbaren Einquanten-Kohéren-

907 90 AQ

x x

Einquanten Tn
2- —_—
2 P6)
1 T \
0 —_— ____: —_—— —
-1 . —_—
_2_, _— e

zen wird nur I, durch den ersten 90;-Puis 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 1D-z-gefilterten COSY-Tech-
nik verwendet; dabei wird nach dem COSY-Transfer eine
Refokussierung der Antiphase-Terme vorgenommen, und
unerwiinschte Beitrige mit anderen Phasen werden durch
den z-Filter unterdriickt. Man erhilt dann iiber die Anre-
gung des Spins 1 ein reines In-Phase-Multiplett des mit
ihm koppelnden Spins 2, das dann durch die DISCO-Pro-
zedur weiter vereinfacht werden kann!?'’.

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

B X
hhoby d, — Ll 1, L, LI £ [ (84)

3.1.5. Weitere COSY-Varianten

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

Delay-COSY

Die Signale im COSY-Spektrum sind in beiden Fre-
quenzdominen beziiglich der aktiven Kopplung in Anti-
phase (sieche Abschnitt 3.1.1). Beriicksichtigt man die Linien-
breite, so ist diese Multiplettstruktur unter Umstinden
nicht optimal, weil sich breite Linien in Antiphase gegen-
seitig ausloschen. Insbesondere eignet sich das COSY-Ex-
periment nicht zur Detektion von kleinen Kopplungen.
Fiihrt man allerdings einen Delay vor und nach dem 90°-
Puls ein'"”! (unter Umstinden mit 180°-Pulsen in der
Mitte der Delays zur Refokussierung der chemischen
Verschiebung und Kompensation von Feldinhomogenita-
ten: SUPERCOSY!?*7-2%) 50 erhilt man gemiB (85) auch

sin ®J(#y+ Ay) sin 7J(ty+ Ay) = (sin 1J1, cos TJA, + cos ®Jt, sin 7JA )

(sin ®Jt, cos =JA; + cos nlt; sin nJA;) (85)
= sin xJA, sin xJA; cos 1J1, cos xJi+...

In-Phase-Anteile zum Signal. Daher liefern derartige Spek-

tren””™! Kreuzsignale mit 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.

530

w,-entkoppeltes COSY

,-Entkopplung durch ,constant-time‘-Varianten von
Pulssequenzen ist beinahe universell einsetzbar. Sie bringt
die Multiplettstruktur in o, vollig zum Verschwinden. Dies
bedeutet unter Umstinden cinen Gewinn in der Auflg-
sung''?"?"". Die einfachste Sequenz dieser Art ist das w,-
entkoppelte COSY-Experiment'*”* (P7), in dem die Evolu-
tion der chemischen Verschiebung durch einen ,,wandern-
den** 180°-Puls erzeugt wird.

0 180° 9%° 4

| /2 l A-4/2 I!ME

— — —— 7

1— p—— —_ _
/A it S
_(1)_\,_.-_4 >

-2 -

Beim 2D-J-NMR-Experiment (Abschnitt 3.1.2) hatten
wir gezeigt, daB 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
wihrend des ganzen Delays A zwischen den beiden 90°-
Pulsen, die chemische Verschiebung dagegen wihrend
—1,/2+(A—1,/2)y=A—1,. Fiir ein 1,2-Kreuzsignal ergibt
sich als Transferamplitude im ,,constant-time*-COSY-
Spektrum demnach (86). Die Multiplettstruktur in w,

sin ®J,A I;I cos TJRA cos Q,(A-¢) sin 1J 1, III cos MJ8 ¢, cos 0,y (86)

verschwindet vollig, denn das Signal ist in ¢, nur mit der
chemischen Verschiebung (cosQ,(A —1,)) moduliert. Die
GroBe der Kopplungskonstante geht jedoch dber die In-
tensitit des Kreuzsignals (Transferamplitude) ein. @,-ent-
koppelte Spektren lassen sich, allerdings mit einigen
Schwierigkeiten, zu reinen Phasen korrigieren.

3.1.6. Relayed-Spektroskopie

Im COSY-Experiment gibt es nur einen Kohédrenz-
Transferschritt. Daher wird Magnetisierung von einem
Kern auf einen daran gekoppelten iibertragen:
25 1,,-21,1,,. Die Relayed-NMR-Spektroskopie dage-
gen verwendet mindestens zwei derartige Schritte. Die

Puissequenz  des  Relayed-COSY-Experiments  (P8)
jst1208- 2091,

og° o 1800 98

A I
T oo TerVer Ty
V

P8}

Wir betrachten nur die fiir ein Relayed-Signal relevanten
Terme. Kohidrenz-Transfer wird mit 90°-Pulsen erreicht,
also miissen wir nur Zweioperatorenterme beriicksichtigen
[Gl. (87)). Nach Priparation (90°-Puls) und ,labelling*
(Entwicklung der chemischen Verschiebung und der
Kopplung wihrend t,) (21,,1,,) erfolgt der erste Misch-

907 t 907 A/2-180°-A/2
I, — lu_l’ 211/2; - —lez’2y —_—L' ley’J.-
2 1y (A7)
— 2LL, — I,
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puls. Man erhdlt Antiphase-Magnetisierung von Spin 2
(=21,,L,), ,markiert" mit der chemischen Verschiebung
von Spin 1. In der folgenden Periode A/2-180°-A/2 ent-
wickelt sich nur Kopplung (die chemische Verschiebung
wird refokussiert). Die J,,-Kopplung wird refokussiert
(—21,,I,,—~ @), und es entwickelt sich Antiphase-Magne-
tisierung beziiglich Spin 3 (I.,—21,,1;,). Durch den zwei-
ten Mischpuls wird Spin 3 transversal (—21,,1;,), und
nach Refokussierung der Kopplung zu Spin 2 in f; kann
die Magnetisierung von Spin 3 detektiert werden. Da die
Kohirenz-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-
zessieren. Allerdings haben nur die Relayed-Signale reine
Phasen, wihrend die COSY-Kreuzsignale von A abhingig
gemischte Phasen aufweisen. Wenn mehr als ein vermit-
telnder Spin existiert, haben auch die Relayed-Signale
keine einfache Multiplettstruktur mehr. Die Transferam-
plitude hat die Gestalt (88).

sin =J ¢, I cos AJity sin 7Jy,A sin /A Il cos nJ8,A sin wlyt; Il cos mfGe,  (88)

Der Delay A muf} auf die Gréf3e der Kopplungskonstan-
ten optimiert werden. Dabei muB} er kiirzer sein, als es der
grofsten Kopplung entspricht (cosnJA>0), da diese pas-
sive Kopplung sonst zum Verschwinden des Relayed-Si-
gnals fihrt. Lange Delays sollten auch vermieden werden,
um Intensitidtsverluste durch Relaxation gering zu halten.
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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
iibertragen. Dieses Verfahren ist sehr niitzlich fiir die Si-
gnalzuordnung. Wenn beispielsweise in einem AMX- und
einem BNY-Spinsystem die Spins M und N iiberiagern,
die Spins A und B sowie X und Y aber nicht, kann man
mit Hilfe dieser Technik A zu X und B 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 Zuckern?’" eingesetzt.
Bei bekannten Kopplungskonstanten kann man die Trans-
feramplituden durch richtige Wah!l des Delays optimie-
ren?*’., Relayed-Kreuzsignale kommen hdufig nicht nur
durch einen Transferweg zustande. Gibt es mehr als einen
moglichen Relayed-Kern, so sind die Relayed-Signale
Uberlagerungen mehrerer Multiplettstrukturen. Dieses
Problem kann mit der 1D-Relayed-Sequenz durch gerich-
teten Magnetisierungstransfer behoben werden”'”. Abbil-
dung 33 zeigt ein solches 1D-Relayed-Spektrum.

3.1.7. TOCSY

Eine grundsitzlich andere Art, Kopplungsinformation
zu iibertragen, wird im TOCSY-Experiment genutzt!'%.
Dabei erhilt man In-Phase-Signale, d.h. es findet der
Transfer /,,—1I,, statt (dhnlich wie im NOESY-Experi-
ment). Die Mischung wird in einer Periode erreicht, wih-
rend der ein Spinlock-Feld angelegt und der Einflul3 der
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Abb. 32. H-Relayed-H,H-COSY von cyclo(-Pro’-Ala’-Ala™-n-Pro®-Phe>-Phe®-) in CDCly (270 MHz). Gezeigt sind der NH-Bereich in
w; und die Kreuzsignale zwischen NH- sowic a- und B-Protonen (w;). Man beachte, dal in CDC}, zwei langsam austauschende
Konformationen nebeneinander vorliegen (doppelter Signalsatz, mit groBen bzw. kleinen Buchstaben bezeichnet). Die zu Alanin (A
und a) und Phenylalanin (F und f) gehorenden NH-Signale sind durch dic Relay-Peaks bei den B-Protonen im rechten Teil des Spek-
trums sofort zu identifizieren. Die Zuordnung der Signale zur Peptidsequenz folgt aus einem solchen Spektrum nicht. Die auf der
schrig eingezeichneten Linie licgenden Signale sind geritespezifische Artefakte.
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Abb.33. 1D-Relayed-Spektrum von cyclo(-D-Phe-Phey-). Es wurde das NH-Signal von Phe” selektiv angeregt. Das zugehdrige a-Signal
erscheint bei richtiger Wahl des ersten Delays dispersiv in-phase, die Relayed-Signale zeigen das Multiplett der beiden f-Protonen in
absorptiver Antiphase. Wie im gespreizten Bereich rechts oben zu sehen ist, lassen sich daraus die Kopplungskonstanten leicht

bestimmen.

chemischen Verschiebung idealerweise vollstindig aufge-
hoben ist. Alle Spins werden dadurch voriibergehend ma-
gnetisch dquivalent (AMX wird zu AA’A’). Je nach Art
der Spinlock-Sequenz bezeichnet man dieses Mischen ei-
ner Sprachregelung von Chandrakumar et al. folgend®™®
als isotropes Mischen (kein effektives Feld) oder als Hart-
mann-Hahn-Mischen (mit effektivem Feld: HOHAHA-
Experiment)!'®"). Dazu existieren auch mehrere theoreti-
sche Untersuchungen!'®*274-280,

Der isotrope Hamilton-Operator enthilt nur noch die skalare
Kopplung, die durch Drehungen nicht beeinfluit wird (isotrop).
Bleibt dagegen ein resultierendes Feld iibrig, das fiir alle chemi-
schen Verschiebungen gleich ist, so ist die Isotropie des Hamilton-
Operators aufgehoben, und man hat nur noch axiale Symmetrie.
Diese Bedingung nennt man in Analogie zu Festk6rper-NMR-Ex-
perimenten ,,Hartmann-Hahn-Mischen*. Die Kerne bleiben dabei
stark gekoppelt, was fiir den Transfer entscheidend ist.

Isotropes Mischen fiithrt zu Spektren mit gemischten
Phasen (Phasenmodulation), beim Hartmann-Hahn-Mi-
schen dagegen erhilt man reine Phasen!'®® ', Die Multi-
pletts sind allerdings selbst bei Mittelung iiber mehrere
Mischzeiten eine Kombination aus verschiedenen spiegel-
symmetrischen Multiplettmustern!'®”. Kreuzsignale treten
idealerweise zwischen allen Kernen eines Spinsystems
auf.
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Fiir die Mischung im TOCSY-Experiment sind verschie-
dene Pulssequenzen vorgeschlagen worden. Die erfolg-
reichste ist die von Bax et al.i?*? benutzte Sequenz MLEV-
17t283-28%1 die von MLEV-16, das bei heteronuclearer Ent-
kopplung verwendet wird, abgeleitet ist (siehe Abschnitt
3.2.10). Weitere technische Realisierungen von TOCSY
finden sich in #%) die Theorie zu diesen Sequenzen steht
in [366.367].

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

3.1.8. Mehrquanten-Spektroskopie

Bei der Beschreibung der mehrquantengefilterten
COSY-Technik (Abschnitt 3.1.1) haben wir gesehen, dai
Einquanten-Kohidrenzen iiber intermedidr auftretende
Mehrquanten-Kohérenzen miteinander verkniipft wurden.
Mehrquanten-Spektren!!s” 138:28¢-2%11 dapepen korrelieren
Mehrquanten- mit Einquanten-Kohérenzen.
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Obwohl Mehrquanten-Kohérenzen 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 st
¢=(nmod2)90° und ¢, =k(n/n) mitk=0,1,...,2n—-1.

90; 180° 99, 8, ()

A A f (P9)

Wir wollen Mehrquanten-Spektren zunéchst bei Zwei-
spinsystemen betrachten. Tatsdchlich wird die Doppel-
quanten-Spektroskopie in erster Linie fiir die Korrelation
von '*C-Kernen verwendet (INADEQUATE"®*"). Wegen
der geringen natiirlichen Hiufigkeit von *C (ca. 1%) de-
tektiert man hier nur Signale von Zweispinsystemen.

Doppelquanten-Kohidrenz entwickelt chemische Ver-
schiebung gemaB (89) und (90), d. h. es entwickeln sich die
Summen der Frequenzen. J,,-Kopplung zwischen den an
der Doppelquanten-Kohirenz beteiligten Kernen entwik-
kelt sich dagegen nicht (siehe Abschnitt 2.2.1).

2ty + Iy L Bl

89)
Whidsy + I l)eos @40 + 20 dy, — Ily)sin (Qy+ Q)
nIlz Q +3
Wiyl - Il e * Bol)l,
(90)

2010y - L do)eos (Qu+ Q) = 2010y + 10, )sin (Q,+0,)t

Die INADEQUATE-Sequenz ist (P10), wobei ¢ die
Werte 0°, 90°, 180° und 270° annimmt. Der erste ,,Sand-
wich* (90, - A - 180° -~ A - 902) hat die Aufgabe, Dop-
pelquanten zu erzeugen. Fiir ¢ =90° beispielsweise ergibt
sich (91).

Tolol o T
a A 4 Manan
LA
h— (P10)
2— T )
v {
1
_2_
2A 907
L+ L, — 2y + 2005, —5 200 + 21, (€20]

Mit den entsprechenden Phasencyclen werden Null- und
Einquanten-Kohidrenzen unterdriickt. Bei richtig einge-
ste' Item Delay liefern daher nur solche Molekiile in INA-
DEQUATE-Spektren Signale, die zwei benachbarte *C-
Kerne enthalten.

‘Wihrend ¢, entwickelt sich die chemische Verschiebung
der Doppelquanten, die, wie in Gleichung (89) gezeigt, den
Summen der Frequenzen der Einquanten-Kohirenzen der
beiden Kerne entsprechen. Der anschlieBende 90°-Puls
verwandelt die Doppelquanten-Kohirenz in Antiphase-
Einquanten-Kohirenz, die gleichmiBig auf beide Kerne
verteilt ist [Gl. (92)]. Schematisch erhidlt man also das
Spektrum von Abbildung 34.

905
L0y + K1) —= 20, + I,L,) (92)

Angew. Chem. 100 (1988) 507-554

® Ola+
® 0O

(0 + )

i e e Q4

Abb. 34. Schematisches INADEQUATL-Spektrum [ur isolierte Zweispinsy-
steme, wie sic bei ,verdiinnten" magnetisch aktiven Kernen vorkommen.
Man erhilt Paare von Antiphase-Dubletts symmetrisch zur ,,skew*-Diago-
nale bei w=2w,.

Es gibt keine Multiplettstruktur in @,. Jedes Paar von
Kreuzsignalen bei gleicher w;-Frequenz reprisentiert eine
C-C-Konnektivitit. Es gibt daher eine direkte Beziehung
zwischen Konstitution und Spektrum. Eine ausfiihrliche
Beschreibung der Bestimmung von C-C-Konnektivititen
mit der INADEQUATE-Spektroskopie geben J. Buddrus
und H. Bauer'®?. Mit der INADEQUATE-Technik wird
das Maximum an Empfindlichkeit fiir die direkte Korrela-
tion von Kernen geringer natiirlicher Haufigkeit erreicht.
Durch Anregung und Detektion der Heterokerne iiber Pro-
tonen (,,inverse* Spektroskopie, Abschnitt 3.2.11) 148t sich
allerdings die Empfindlichkeit noch erhghen!'%%.

INADEQUATE-Spektren mit reinen Phasen oder auch
Quadraturdetektion in w, erfordern Phaseninkremente von
45°. Varianten, um auch ohne derartige Phaseninkremente
Quadraturdetektion in @, 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 komplizierter'*”, 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.

(W3 2y + Uy 20,03, )t

2(llrl2y + ILdy,)

2(I,,‘l:y + l,)lll)cos A+ )t = 4 s, + l,ylly)l,l sin w(J,+J 3t

(93)

(W3 200, + Wy 2000t

20Ny + 1yhhy)

210y + ilyIZy)COS A+l — 4Ly + lly’h)ilz sin n(Jpy+/3)t

(94)

Im Doppelquanten-Spektrum findet man einmal die bereits be-
kannten direkten Konnektivititen gemifB (95), die zum Kreuzsig-
nalpaar bei der Summe der chemischen Verschiebungen in w, fiih-
ren [(Q,+ £, Q)) und (2, +Q,, Q,)], also symmetrisch zur Gera-
den w,=2w,.

o o

903 t 90;
20, — 240, -4 2 dy, + 20 L, — 20D, + 20D, (95)

In linearen Spinsystemen vom Typ I' — 1> I* findet man zusatz-
lich ,,remote**-Peaks gemif Gleichung (96). Sie erscheinen also in
®, bei der Frequenz des Kerns 2, in @, aber bei der Summe der
Frequenzen von Kern 1 und 3 (€2, + 3, Q). Im Gegensatz zu den
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direkten Signalen haben sic keinen Partner symmetrisch zur Gera-
den w, =2, enthalten aber dic Relayed-Information.

o o

90 4 M
AL, — AL, — 4L LL, — 4L, (96}

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

o
I X

90;
ap, — A, — AL, — 200, 97)

in Absorption in beiden Dimensionen und in-phase beziiglich
der J,:- und J,,-Kopplungen in @,. Ein weiterer Weg ist (98). Hier
erhidlt man Dispersion in w,, Absorption in @, und Antiphase be-
ziiglich beider Kopplungen in w,.

90; t °
a0, — AL L5, — 21,5 —5 21,0, (98)

Fiir die (€2, +,,,)-Signale gilt dhnliches [Gl. (99)). Auch die-
ses Signal ist in Absorption in beiden Dimensionen und in-phase
beziiglich beider Kopplungen in @,. Weiterhin erhalt man (100).

907 1 ?

4L 00, — an L g, — &L, — 4L LI, (99)
; t X

2y, — 2hdy, — b, — 4L, (100)

Man findet Dispersion in @,, Absorption in @, und Antiphase be-
ziiglich beider Kopplungen.

Wegen des anderen Aufspaltungsbildes werden Doppel-
quanten-Spektren gelegentlich benutzt, um Uberlagerun-
gen in komplexen Spektren zu entzerren. Die komplexen
Multiplettstrukturen, die Abhiingigkeit der Kreuzsignalin-
tensitdt von der Lange der Delays im Pridparations-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-
lich!2),

3.2. Heteronucleare Experimente

In heteronuclearen Spinsystemen beruhen ebenfalls fast
alle 1D- und 2D-NMR-Techniken auf Kohirenz-Transfer.
Da das gyromagnetische Verhiltnis 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 y>2B3’°. Er enthilt einen Faktor y, der von der
Polarisierung im thermischen Gleichgewicht stammt. Die
Polarisierung im thermischen Gleichgewicht ist {ir Experi-
mente, die von einer heteronuclearen Anregung ausgehen,
gegeben durch yxS,, wobei S fiir die Heterokernmagneti-
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sierung steht. Geht man allerdings von der Protonenma-
gnetisierung aus, so hat man yu [, (I fir Protonenmagneti-
sierung). Man gewinnt also in Experimenten, die mit Pro-
tonen- statt mit Heterokernmagnetisierung beginnen, einen
Faktor y,,/yx an Empfindlichkeit. Der restliche Faktor y*"
im globalen Empfindlichkeitsfaktor stammt von der De-
tektion; multipliziert mit dem gyromagnetischen Verhilt-
nis des angeregten Kerns ist er proportional zum Signal-
zu-Rausch(S/N)-Verhiltnis. Bei konventionellen hetero-
nuclearen Experimenten wird der Heterokern detektiert,
und der Faktor ist y3/2. Bei der ,,inversen* Spektroskopie
werden dagegen Protonen detektiert: yi>. Auf diese
Weise erhilt man einen zusitzlichen Intensitiatsgewinn von
yi{2/y¥? fiir indirekt detekticrte gegeniiber konventionell
detektierten Spektren!*® (sieche Abschnitt 3.2.11).

Praktisch alle bisher besprochenen homonuclearen Ex-
perimente haben heteronucleare Analoga. Ein homonu-
cleares Experiment mit einem Puls auf die Protonen mit
dem Winkel B ist einem heteronuclearen Experiment ana-
log, bei dem gleichzeitig auf Protonen und Heterokerne je
ein Puls mit dem Winkel g ausgefiihrt wird. Daraus folgt,
daB man jede homonucleare 2D-Pulssequenz sofort auf
ein heteronucleares System iibertragen kann. Dennoch
wird mit diesen direkten Ubertragungen haufig nicht die
optimale Empfindlichkeit erreicht. In homonuclearen Ex-
perimenten wirkt ein nichtselektiver Puls zwangsldufig auf
alle Kerne gleichermaBen, wenn man von Off-Resonance-
Effekten absehen kann. Dagegen lassen sich in heteronu-
clearen Experimenten die beiden Kernsorten separat be-
einflussen. Durch diesen Sachverhalt erhdlt man in be-
stimmten Fillen enorme Empfindlichkeitsvorteile. So
wiirde das heteronucleare Analogon des homonuclearen
COSY-Experiments (90°('H) - ¢, - 90°('H,’C) - 1) fir
ein HC-Fragment nur ¢in Viertel der Intensitdt ergeben,
die man wmit der gebrduchlichen Technik, der H.C-
Verschiebungskorrelation, erreicht.

Die zweite, fiir die Aufstellung von Pulssequenzen ent-
scheidende Eigenschaft heteronuclearer Systeme ist der
sehr starke GroBenunterschied der direkten Kopplungen
iiber eine Bindung 'Jux und der (bei Heterosystemen ab
n=2 als Weitbereichskopplungen bezeichneten) Kopplun-
gen iiber n Bindungen "Jyx. Man kann daher in erster N&-
herung die H,X-Einheiten als isoliert betrachten. Die
'Jux-Kopplungen variieren zudem in giinstigen Fillen nur
in engen Grenzen (eine Ausnahme ist z. B. die 'Jyp-Kopp-
lung).

3.2.1. 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 ¢ auf die Entwicklung von chemischer
Verschiebung des Kerns I den in (101) dargestellten Effekt

180°,
Iocos Qt + I sinQt ——= (I, cos Q(—1) + I, sin Q(-1)) 1101)

(die chemische Verschiebung des Heterokerns S wird
selbstverstandlich nicht beeinfluBBt). Es findet also eine
Zeitumkehr der Periode ¢ vor dem 180°-Puls statt [vgl. Gl
(76) und (77)).
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Die homonucleare 1-Kopplung wird, wie wir in Ab-
schn:tt 3.1.2 sahen, bis auf einen moglichen Vorzeichen-
wechsel nicht beeinflut. Ebenso wird die homonucleare
S-Kopplung nicht beeinflufit.

Anders bei heteronuclearer Kopplung [Gl. (102)]. Fir
den 180°(S)-Puls gilt entsprechend (103). Die heteronu-
cleare Kopplung hat sich also im Unterschied zur homo-
nuclcaren Kopplung genau wie die chemische Verschie-
bung nach einer Zeit f und einem selektiven 180°-Puls zu-
riick entwickelt. Sie 1a83t sich demnach durch eine Sequenz
A - 180°(1) - A oder A - 180°(S) - A refokussieren.

180°,, (1
fcos nJt + 208 sin nJt 180, @,

(102)
t(lexs mie + 2 Ssin ndr) = £ (Leos nI(—1) + 2. Ssin xJ(~1))
. 180, (S)
S.cos nJt + 28 I sin njt ————
(103

t(Sqos e + 281 sin7Jt) = 2 (S,cos ®RI(—¢) + 28 Isin nJ(~1))

Zwei simultan auf beide Kernsorten wirkende 180°-
Pulse haben dieselbe Wirkung wie ein einzelner 180°-Puls
in e'nem homonuclearen Spinsystem: Refokussierung der
chesnischen Verschiebung, kein Einflufl auf homo- und he-
teroucleare Kopplung.

Noch eine letzte Bemerkung: Die Regeln iiber Phasen-
cyclzn lassen sich einfach auf Heterosysteme iibertragen,
allerdings empfiehlt es sich, zwei ,,Notenschliissel* zu ver-
wenden, da die Kernsorten separat durch Pulse angeregt
werden.

Es gibt im wesentlichen zwei 1D-NMR-Techniken zum
heteronuclearen Kohirenztransfer: INEPT und DEPT.

3.2.2. INEPT

Kohdrenz-Transfer in heteronuclearen Spinsystemen durch
!Jc1-Kopplungen

Die INEPT-Pulsfolge™* ist (P11). Sie entspricht dem
COSY-Experiment: 90°-Anregungspuls und je ein 90°-
Puls auf beide Kernsorten fiir den Kohirenz-Transfer. Die
180°-Pulse dienen lediglich zur Refokussierung der chemi-
schen Verschiebung.

180° 90° 180°

9«0°
O IR WY YN RCEL

180° 6

w9
s an | ar Mz/ili/z_‘v\n

v

(P11)

Wir wollen INEPT nun mit dem Produktoperatorfor-
mslismus analysieren. Die Ausgangsmagnetisierung im
thermischen Gleichgewicht ist yI,+ ysS,. Der 90/ (I)-Puls
regt transversale I-Spin-Magnetisierung an: y,I,. Die S-
Spin-Magnetisierung bleibt longitudinal und kann durch
Phasencyclen (x, —x fiir den ersten Puls) unterdriickt wer-
den. In der sich anschlieBenden Periode A,/2 - 180°(1,S) -
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A,/2 entwickelt sich heteronucleare Kopplung 'Jis und ho-
monucleare Kopplung "Jy,, die chemischen Verschiebun-
gen werden fiir beide Kernsorten refokussiert. Falls die di-
rekte heteronucleare Kopplung 'Jis groB gegeniiber der
heteronuclearen Weitbereichskopplung "Jis und der ho-
monuclearen Kopplung Jy ist, erhilt man Gleichung (104).
Wie iiblich dient nur der Antiphase-Term fiir den Polarisa-
tionstransfer [Gl. (105)]. Die Phase des zweiten 90°-Pulses
muf} gegeniiber der des ersten um 90° verschoben sein.

I, — Lcos /Ay + 218, sin '] A (104)
903(L,S
218, 0S| -2, {105)

In der sich anschlieBenden Sequenz A,/2 - 180°(1,S) -
A,/2 refokussiert die heteronucleare Kopplung zu mef3ba-
rer In-Phase-Magnetisierung des S-Kerns [GI. (106)].

—2.8, — -2LS, cos TJish, + S, sin 1Jj5A, (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 deshailb
weggelassen werden.

Stellt man die Delays A, und A, auf A;=A,=(2J)"'
ein, so sind alle Transferfaktoren gleich 1 (sinnJA=1,
cos tJA =0), und man erhilt wegen der Anregung iiber die
I-Spins den ganzen Empfindlichkeitsgewinn y,/ys gegen-
iiber einem breitbandentkoppelten Spektrum (ohne NOE-
Effekt). Fiir '"H/'*C erhdlt man so den Faktor 4 und fiir
'"H/'*N den Faktor 10.

Sind an einen S-Kern mehrere I-Kerne gebunden, mufl
man beachten, daB} die passiven I-Spins im Delay A, einen
cosnJA,-Term beisteuern. Man findet daher fiir eine SI, -
Gruppierung (nur relevante Operatoren werden aufge-
fithrt) Gleichung (107).

90:(1) ) 90°(LS)

o, -nyd, — 12 Ssin 7' A ————

(107)
. A . .
12U Ssin *isA; 2 —nySsin 7'J5A, sin 1A, cos ™ 154,

Diese Transferfunktion ist der Schlissel zu Editierme-
thoden, mit denen man die Signale nach der Anzahl der an
den S-Kern gebundenen 1-Kerne sortieren kann. Man be-
merke die Analogie zu Mehrquantenfiltern. Hier geht es
allerdings nicht mehr um einen High-Pass-Filter, sondern
um einen Band-Pass-Filter, d. h. einen Filter, der Produkt-
operatoren mit genau n Operatoren selektiert. Mit
7'JisA; =0 und unter Vernachlidssigung des sowieso im-
mer gleichen Faktors y,sinn'JisA, erhalten wir fir die Si-
gnalintensitit den Faktor nsin® cos"~'®.

Der Cosinusfaktor ist fiir ©>90° negativ, woraus folgt,
daB cos"~'® auf die ,,Multiplizitit** des S-Kerns, d. h. auf
die Zahl n der an den S-Kern gekniipften [-Kerne reagiert.
Fiir gerade n erhdlt man dann negative Signale, fiir unge-
rade n positive. Durch Kombination von drei aufeinander
folgenden Experimenten mit verschiedenen ®-Werten er-
reicht man eine Signalauswahl nach der Multiplizitit (der
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Einfachheit halber wihlen wir nun die Einheit ° statt der
Einheit rad):

0,=4+0;0,=90°; 0,=180°—0O
Setzt man ©=45°, so erhilt man die in Tabelle 6 aufge-
fiihrten Koeffizienten, denen man entnimmt, daf} sich ein

Spektrum nur fiir SI;-Gruppen aus der in (108) gegebe-

Tabelle 6. Relative Signalintensitéten (nsin©®cos"~' @) fiir das INEPT-Ex-
periment in Abhingigkeit von © =nJucA,.

n 0, 0, @,
45° %0° 135°
CH 1 172 1 12
CH, 2 1 0 -1
CH, 3 340 0 3/(2)

nen Addition ergibt. Wihlt man ©=90°, werden nur SI-
Gruppen abgebildet. Die Signale fir SI,-Gruppen erhilt
man in jedem Fall durch Subtraktion des Spektrums mit ®
von demjenigen mit 180°—0, also z.B. von ©®, und ©;.

Spektrum(45°) + Spektrum(135°) — Spektrum(90°)- ﬁ (108)

Es soll noch betont werden, da3 die Editierqualitdt von
INEPT auf der Annahme gleicher Kopplungskonstanten
beruht. Eine Schwankung in der Kopplungskonstante von
10% macht aus ®=45°, 90° und 135° etwa ©=~=40°, 80°
bzw. 120°. Daraus ergeben sich die in Tabelle 7 aufgefiihr-
ten Signalintensitédten fiir die Spektren. Man erkennt deut-
lich, daB die aus Tabelle 6 abgeleiteten Unterdriickungen
dann nicht mehr vollstidndig sind.

Tabelle 7. Relative Signalintensititen hei Editing mit der INEPT-Sequenz
unter der Annahme einer 10proz. Abweichung der Kopplung vom Ideal-
wert.

Intensitdt von

CH CH, CH;,
CH-Subspektrum 0.99 0.3 0.07
CH,-Subspektrum -0.2 1.88 0.43
CH:-Subspektrum 0.1 —0.34 1.72

Transfer iiber Weitbereichskopplungen

Selbstverstindlich kann man im INEPT-Experiment
auch iiber Weitbereichskopplungen "Jis Magnetisierung
vom I-Kern auf den S-Kern iibertragen''®®, Einzig die De-
lays miissen zu diesem Zweck verdndert werden. Im Ge-
gensatz zum Transfer iber direkte Kopplungen muf3 man
jetzt auch homonucleare I-I-Kopplungen berticksichtigen,
da sie im allgemeinen etwa so grofl sind wie heteronu-
cleare Weitbereichskopplungen.

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

sin x5 &, Ill cos nJyy Ay sin g A, rlI cos Alys A, (109)

Die Anregung iber die INEPT-Sequenz sagt zunichst
nichts iiber den Anregungsweg aus, d.h. man weil} nicht,
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von welchem I-Kern die am S-Kern gemessene Magneti-
sierung iibertragen wurde. Mochte man den Transferweg
aber zur Aufklirung von Konnektivititen nutzen, muB
man entweder ein selektives INEPT-Experiment durchfiih-
ren oder 2D-NMR-Spektren aufnehmen.

Selektives INEPT

Hierbei ersetzt man alle I-Pulse durch selektive Pulse
auf 1,1%*2°¢ Dadurch verhalten sich alle passiven 1-Spins
sowoh! gegeniiber dem S-Spin als auch gegeniiber I, als
»Heterospins*. Die Transferamplitude vereinfacht sich da-
durch zu (110), d.h. die Intensitit im Spektrum ist erheb-

sinflig Ay sinwlig A (110)

lich hoher als im INEPT-Experiment mit nichtselektiven
(,,harten*‘) Pulsen. Zudem ist dadurch, daB3 ein bestimmtes
Protonensignal fiir die Anregung ausgewdhlt wurde, der
Transferweg eindeutig. Voraussetzung hierfiir ist natiirlich
ein gut aufgelostes Protonenspektrum.

3.2.3. 2D-Variante von INEPT: COLOC

Die zweite Moglichkeit, die Transferwege zu unterschei-
den, ist die ,,constant-time*-2D-Variante von INEPT, das
COLOC-Experiment!'®), 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 180°-Pulse, die auf die Pro-
tonen bzw. die Heterokerne wirken. Somit ergibt sich (P12)
als COLOC-Pulssequenz.

w18 % o
b a2 | w2 | & BB
180° %

)
S: n/2 l A-1/2 l 4, J_AAAAA

e

2 —_— — —

P12)

Es gibt eine direkte Analogie zum w,-entkoppelten ho-
monuclearen COSY-Experiment; auch hier sind die
Kreuzsignale in @, entkoppelt (keine homonucleare I-I-
Kopplung). Die Transferamplitude ist bis auf den Term
zur Entwicklung der chemischen Verschiebung dieselbe
wie im INEPT-Experiment. Man erhiit alle Signale in ei-
nem Spektrum und kann dadurch den Nachteil, daBB die
Intensitat geringer ist als im selektiven INEPT-Experi-
ment, wettmachen. Ist 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, dal3 die Qualitat
von editierten INEPT-Spektren stark von Schwankungen

Angew. Chem. 100 (1988) 507-554



der Kopplungskonstanten abhingt. Dieser Nachteil des
INEPT-Experiments wird bei der DEPT-Sequenz®®’-2%%
(P13) behoben.

o 18 O
t | a ] afl a [e

o 180 4

s | A l A M“

% (P13)
I ool —A————

- n

2

2
s o 7 1

. _1 \

_2_

Wir analysieren die Sequenz fir eine SI1,-Gruppe. Da
die beiden 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 vernachldssigen. Auflerdem soll
A=(2"Jis) " sein. Es resultiert (111), wobei fiir S, , gilt: S,

905(X A 90%(S A
ny, —1(_)’ nyd, — 0712’,5: —M’ n_'y,ZI,S, - (1

6, A
127 S (L) —* 2°S, (1) nysin © cos™' © — S.ny;sin © cos™' ©

fiir gerade n, 8, fiir ungerade n. Ursache fiir den Cosinu-
sterm ist die Kopplung der nicht an der Entstehung des
heteronuclearen Antiphase-Terms 21,8, beteiligten Proto-
nen, deren Kopplung bei transversaler S, ,-Kohirenz in
der zweiten Hailfte der Pulssequenz wirksam ist. Die Trans-
ferfunktion ergibt sich wie im INEPT-Experiment aiso zu
sin®cos" 'O, allerdings ist © hier ein einstelibarer Puls-
wink.el und nicht von J abhingig.

Bisher haben wir die J-Abhingigkeit der Transferamplitude
noch nicht diskutiert. J und A wurden vielmehr iiber J=(2A)""'
verknipft. Wir beginnen also von vorne und richten unser Augen-
merk auf Terme, die von SI,-Gruppen stammend im editierten
Spektrum einer SI,,-Gruppe erscheinen. Ein derartiger ,,.Cross-
talk® ist fiir ein n-Spinsystem mdglich, wenn vor dem ©@-Puls ein
Proc uktoperator S, [,(I,)™ "' auftritt. Daraus folgt sofort n=m.
Dieser Operator verhilt sich beim Editierprozel wie eine SI-
Gru»pe. Er wird gemdB (112) gebildet. ©® nimmt die Werte 45°,
90° und 180° anP™.

o1 A 909(S
nyd, ﬂ)—- nyd, — ny21S;sin nJA —’(—)—~ ny,21,8,sin 1JA

A
— ny,(3)) (sin RJA)™ (cos RJA)™ 2718, ()"

e() (12
— s n (7)) (sin 1JA)Y™ (cos TAY™ 2™S (1,)™ sin O cos™' © :

A
— 0 7(™) (sin RJAY™ (cos RJAYX"™ S sin © cos™' ©

Tabelle 8. Relative Signalintensititen bei Editing mit der DEPT-Sequenz un-
ter der Annahme einer 10proz. Abweichung der Kopplung vom Idealwert.

Intensitit von

CH CH, CH,
CH-Subspektrum 1.0 0.02 0.002
CH:-Subspektrum 0.0 1.9 0.14
CH,-Subspektrum 0.0 -0.0 2.89
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Tabelle 8 enthilt das Editierergebnis fiir eine 10proz.
Abweichung von der idealen Kopplung 'Jis=(2A) . Das
Ergebnis ist bedeutend besser als das des INEPT-Experi-
ments (Tabelle 7). Weitere Verbesserungen lassen sich
durch DEPT-GLPY erreichen.

3.2.5. Heteronucleare Verschiebungskorrelation

Sowohl das INEPT- als auch das DEPT-Experiment
dienen als eindimensionale Vorstufen fiir die heteronu-
cleare Verschiebungskorrelation iiber 'Js-Kopplungen.
Ein 2D-NMR-Experiment erhilt man, indem nach dem er-
sten 90°-Anregungspuls (Priparation) eine Evolutionspe-
riode eingefiihrt wird (variable ¢,-Zeit). Bei heteronuclea-
ren Experimenten geschieht dies meist unter Refokussie-
rung der heteronuclearen Kopplung durch einen 180°-Puls
auf die Heterokerne. Man bekommt dann Spektren, die in
@, keine Heterokopplung enthalten. Ausgehend von der
INEPT-Sequenz erhélt man als Pulssequenz fiir ein H,X-
COSY-Experiment!!7*-'"*I'1 (P14) und ausgehend von der
DEPT-Sequenz fiir ein DEPT-COSY-Experiment!'’*-!77)
(P15) und (P16). (P15) und (P16) ergeben dasselbe Spek-

9 %0 » -
1 | w2 a2 ioa ] & [ ]
180° ; 9% 4
s l"/2 A l 2 \AAAAA
o

f_ - - (P14)

B S— e —
»1—»--—-~-—--.—.—~d— —_—
..2 —_— —_— —_— —_ —_— J— p— —_— -
2 —_— —_ U— _ —_ —_— — =
l.. —_— — —_— [ — —_— —

s 0 — — — —
1_ —— e —
7 S U
90 B e

o far w2

180° R f
s | w2 i A A A
% (PiS5)
I (}=‘L g
qa =
2
2 _
s 0 77— —
9 .
_2 —_
%0 e ) )
t | alaliw wp2[l a [ |
9% 180° t
s e wlw s .
Ve
"1’ — —_ (P16}
ro={——\ >
.1_L_. nd- p— -
_2 _
2 -
1 —_—
s 0 / \‘ -
-1
2

[*] Wir verwenden hier auch fiir heteronucleare Experimente die Bezeich-
nung COSY (Correlated Spectroscopy), obwohl COSY oftmals nur fir
homonucleare FExperimente benutzt wird. Fur H,X-COSY findet man
auch Bezeichnungen wie HETCOR oder einfach Verschiebungskorrela-
tion.
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trum, obwohl (P16) einen Puls weniger enthilt. Die Ent-
wicklung der chemischen Verschiebung der Protonen fin-
det bei (P15) vor der Anregung transversaler Heterokern-

Markierung Homonuclearer INEPT-Transfer

Transfer

o o 18 8w .
magnetisierung statt, bei (P16) danach. L l 4/2 42 l A l & 4, I ) I s, |eB 1 P17y
In der auf dem DEPT-Experiment basierenden Sequenz _ W or .
ist die Magnetisierung voll refokussiert, d. h. fiir f,=¢=0 s: 1 a ol a W
. . . . . L. fip—
entwickelt sich keine chemische Verschiebung. Dies ist von LA

Vorteil fiir die Phasenkorrektur, da man nur kleine fre-
quenzabhingige Phasenkorrekturwerte erhilt. Das Editie-
ren ist genauso moglich wie bei der 1D-Variantel'*-176:392,
Die auf dem INEPT-Experiment basierende Sequenz da-
gegen eignet sich schlechter, wenn man Spektren mit rei-
nen Phasen erhalten will, da sich fiir #,=¢,=0 sowohl die
chemischen Verschiebungen der Protonen in A, als auch
die chemischen Verschiebungen der Heterokerne in A, ent-
wickeln. Dies fiihrt zu groBen Phasenkorrekturen erster
Ordnung in @, und w,""""""%,

Auch die COLOC-Sequenz sowie ihre Variante mit einem
BIRD-Puls (siehe Abschnitt 3.2.8) lassen sich zur heteronuclearen
Verschiebungskorrelation iiber eine Bindung einsetzen!'®" 182
wenn die Auflgsungsanforderungen in f, (Protonen) gering sind.
Wir sehen in ,,constant-time*'-Varianten von INEPT- und DEPT-
Transfer nur dann einen Vorteil, wenn man die 'J,s-Abhdngigkeit
der Transferamplitude durch nicht-gleichzeitige Anwendung der
beiden fiir die Evolution ursdchiichen wandernden 180°-Pulse be-

seitigt!'*". s
3.2.6. Heteronucleare Relayed-Experimente L
H-Relayed-H,X-COSY

Kombinationen von Sequenzen, die zu weiteren hetero- s
nuclearen Experimenten fiithren, sind méglich. So kommt

man zur H-Relayed-H,X-COSY-Sequenzi?'*2'4 (P17), in-
dem man einen zusitzlichen H,H-Polarisationstransfer in
die H,X-COSY-Sequenz (P14) einbaut. Nach der Evolu-
tion mit Heterokernentkopplung iibertrigt man die Polari-
sierung von 1' auf weitere mit I' koppelnde I-Kerne. Die
Entwicklung der chemischen Verschiebungen der I-Kerne
in diesem Relay-Transfer wird durch den ersten [80°(I)-

Abb. 35. a) H,C-COSY-, b) H-Relayed-H,C-COSY-Spekirum von Tetrabenzylgluco

Puls refokussiert. Auch im darauffolgenden INEPT-Trans-
fer ist es von Vorteil, die chemische Verschiebung der I-
Kerne zu refokussieren. Die beiden 180°(I)-Refokussie-
rungspulse lassen sich ohne Verdnderung der Wirkung
durch einen einzigen 180°-Puls in der Mitte beider Delays
(2A, und 2A,) ersetzen. Da jeder zusitzliche Puls eine wei-
tere Fehlerquelle ist, zieht man generell eine Sequenz mit
weniger Pulsen vor. Somit ergibt sich mit A=A, +A, fur
das heteronucleare H-Relayed-H,X-COSY-Experiment die
Sequenz?'>2'°! (P18). Ein Beispiel fiir ein H-Relayed-H,C-
COSY-Spektrum zeigt Abbildung 35b.

o o 180° o ]
| w2 w2 a ]| a ]| & [ss
180° l 180° 90 I3
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2
1 — —
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T T T

Man erkennt, daf3 im Vergleich zum H,C-COSY-Spek-
trum (Abb. 35a) zusitzliche Signale (Relayed-Peaks) auf-
treten (in Abb. 35b durch Pfeile gekennzeichnet). Sie ent-
stehen durch Fragmente H'-H%-C? und liefern daher auf
indirektem Weg Informationen iiber Kohlenstoffkonnekti-

- P S S ___M_ J_J\_l
thoy -y
. i
YA ! 4
- y 0 |
gt
é . )
- L 5CH)
6
! i
- ;
L o 7
90 80 70
- 5 {1)

se in [De]DMSO. Die Zuordnung der CH-Kreuzsi-

gnale des Zuckers ist in (a) angegeben. Sie folgt eindeutig ohne zusatzliche Annahmen aus dem Relayed-Spektrum (b), wenn man die
Intensititen der Protonensignale hinzuzieht (das Signal 6 wird durch zwei Protonen an einem Kohlenstoffatom verursacht und kann

daher als Startpunkt fir die sequentielle Zuordnung genutzt werden).
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vitdten?"*, So ist es mit dem Spektrum in Abbiidung 35
moglich, die Ringprotonen und -kohlenstoffatome der Te-
trabenzylglucose zuzuordnen. Daneben sieht man aber
auch die auf direkter H?,C*-Kopplung beruhenden Signa-
le. Das liegt daran, dal3 der Relayed-Transfer ebenso Ein-
quanten-Kohirenz benutzt wie die auf H' verbleibende
Magnetisierung und damit durch Phasencyclen nicht un-
terdriickt werden kann (siehe homonucleares Relayed-Ex-
periment in Abschnitt 3.1.6). Allerdings kann man bei Be-
darf die unterschiedliche GroBe der Kopplungskonstanten
(z.B. 'Jyc und "Jy¢) benutzen, um mit einem Low-Pass-
J-Filter die H,X-COSY-Anteile herauszufiltern (siche Ab-
schnitt 3.2.8).

X-Relayed-H X-COSY

Eine weitere Variante der heteronuclearen Relayed-
Spektroskopie ist das X-Relayed-H,X-COSY-Experi-
ment'**>22], Die Pulssequenz ist (P19). Dieses Experiment
dien! ebenso wie das INADEQUATE-Experiment (siche
Abschnitt 3.1.8) zur Aufkldarung von Verkniipfungen, an
denen quartdre Kohlenstoffatome beteiligt sind. Die Ex-
traktion von Kopplungskonstanten 'J ist ebenfalls mog-
lich.

9% 90 ‘
I _L W2 a2 | 4 | & [8 | a [BB ]
180° 90° 180° 90° f .
s: o2 oa ] ae o | & \hases
_ i

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 hiufig zu
klein, um bei groBeren Molekiilen sinnvoll gemessen wer-
den zu koénnen.
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3.2.8. Filter und deren Anwendungen

Wichtige Instrumente, um die bisher besprochenen hete-
ronuciearen Pulssequenzen zu modifizieren, sind der Low-
Pass-J-Filter®®* und BIRD-Pulse®®, Bei groBen Unter-
schieden in den Kopplungskonstanten 'Jis und "J;s und
bei hoher ,,Verdiinnung™ des S-Kerns sind selektive Mani-
pulationen derjenigen I-Kerne moglich, die eine 'Jig-
Kopplung zu einem S-Kern aufweisen. Im Isotopomer A
von Abbildung 36 wiirden H' und H? von H? aufgrund der
'Jen-Kopplung unterschieden werden kdnnen; umgekehr-
tes gilt fiir das Isotopomer B.
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Abb. 36. Isotopomere eincs CH,CH-Fragments. Jedes Signal in einem (-
NMR-Spektrum kommt von cinem anderen lIsotopomer der untersuchten
Verbindung.

BIRD

Wir betrachten den ,,Puls-Sandwich***¥ (P21) mit
A=(2'Js) ~'. Fir I-Kerne, die nicht direkt an einen S-
Kern gebunden sind, ist dieser BIRD,-Puls im wesentli-
chen ein 360°-Puls (Weitbereichs- und homonucleare

(P21

Kopplungen kénnen wegen der Kiirze der Delays in guter
Niherung vernachlassigt werden). Fiir einen 1-Kern, der
iiber 'J;s mit einem S-Kern wechselwirkt, erhalten wir da-
gegen (fiir A=(2J) ') die Gleichungen (113) und (114).
Der BIRD,-Puls wirkt also auf die Spins von I-Kernen, die
mit dem S-Kern koppeln, wie ein 180,-Puls, auf die von
I-Kernen dagegen, die nicht mit dem S-Kern koppeln, wie
ein 0°-Puls.

A 180%(1,S A 903
lx % lx - Zlysz —_(_)—’ ZIYSZ -

902 A
L, =5 1 — 1

180%(1,S A 907
_1804S) | -, — oI, = I, (114

Andert man die Phase des 180°(I)-Pulses auf y (BIRD,,
P22), so kehrt sich die Wirkung des BIRD-Pulses um.

1P22)

Nunmehr bleiben die Spins von 1-Kernen, die eine 'Jig-
Kopplung aufweisen, unverdndert, und die von I-Kernen
ohne 'Jis werden invertiert. Eine andere Reprisentation
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.

{P23)

5
-

(P24)
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w,-entkoppelte Verschiebungskorrelation

In der H,C-Verschiebungskorrelation erhilt man eine
Uberlagerung von Spektren verschiedener Isotopomere.
Eine Linie im '*C-NMR-Spektrum bedeutet immer, daB3
nur das zu diesem Signal gehorende Kohlenstoffatom im
Molekiil ein *C-Isotop ist. Folglich sind nur die Protonen,
die direkt an dieses '*C-Atom gebunden sind, in unserem
Sprachgebrauch kohlenstofftragend, alle anderen nicht.

o,-Entkopplung in der Verschiebungskorrelation!'”®
(P25) erreicht man, indem man die passiven, d.h. nicht-
kohlenstofftragenden Protonen nach 1,/2 selektiv invertiert
und die aktiven unbeeinfluit 14B8t"'78- '8 Dies gelingt mit
dem BIRD,-Sandwich. Der dabei eigentlich benétigte
180°(S)-Puls gibt mit dem 180°(S)-Entkopplungspuls einen
360°-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 148t sich bei einem
DEPT-COSY-Experiment einsetzen>®®,

90° BIRD,

[: _I n/2 Ill 6/2

w —_—
a | a jus |

(P25)

90° [
s A A g,
1AM

COLOC bei protonentragenden Kohlenstoffatomen

In der Refokussierungsphase A, des COLOC-Experi-
ments entwickeln sich auch die schnell oszillierenden
"Jou-Kopplungen mit  cosm'JopyAl!'®Y. Auch  geringe
Schwankungen von 'Jcy haben daher groBen EinfluB3 auf
die Transferamplitude. Dieses Problem kann durch einen
BIRD,-Puls gelost werden!'*®, der die Magnetisierung von
Protonen invertiert, die an *C-Atome gebunden sind. So
werden selektiv die 'Joy-Kopplungen in A, refokus-
sier!!?%193.300-3081 - yahrend die Weitbereichskopplungen
unbeeinflufit bleiben.

Der BIRD,-Puls in der ¢,-Zeit des COLOC-Experiments
wird zur Unterscheidung von 2J¢y- und 3Jy-Kopplungen
in long-range-Korrelationen fiir protonentragende '*C-
Atome genutzt (XCORFE!*), Dabei werden die beiden
wandernden 180°-Pulse im COLOC-Experiment (P12)
durch einen BIRDy-Puls ersetzt. Dieser hat auf die Proto-
nen, die an ein '*C-Atom gebunden sind (H' im Fragment
BCH'-"2CH?-"2CH?), im Unterschied zu den ubrigen
Protonen keinen EinfluB. Folglich entwickeln die mit H'
koppelnden (durch BIRD, invertierten) Protonen H? eine
3Jiw>-Kopplung. Ist diese geniigend groB3, so beobachtet
man an den Kreuzsignalen fiir CH? die entsprechende
Aufspaltung (Dublett fiir '*CH—"2CH?, Doppeldublett fiir
3CH,-"2CH? usw.). Protonen dagegen, die iiber >J,; mit
diesem Kohlenstoffkern koppeln (z.B. im Fragment
H"?C—-"2C—"*CH}), weisen zum entsprechenden Proton
H' nur eine sehr kleine *J,-Kopplung auf, die nicht zu
einer meBbaren Aufspaltung AnfaB gibt!'®". Auf diese
Weise kann man die Kopplung tiber zwei Bindungen von
der iiber drei Bindungen unterscheiden.

Low-Pass-J-Filter

Bet der Korrelation iiber Weitbereichskopplungen oder
auch im Relayed-Experiment mochte man manchmal di-
rekte I,S-Korrelationen unterdriicken, weil diese meist zu
intensiven Kreuzsignalen fiihren und dadurch schwichere
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Signale stéren kénnen. Die Unterdriickung von 'Js-Kreuz-
signalen gelingt mit dem Low-Pass-J-Filter®®® (P26). Fir
%

I:l

A=(2'J;s) "' findet man nach dem 90°(S)-Puls fiir kohlen-
stofftragende Protonen I, S, oder —1I, S, 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 geschwicht, und zwar um den Faktor cosn"JisA.

Low-Pass-J-Filter lassen sich gut in 'H,"*C-Korrela-
tionsexperimenten einsetzen, da die 'J¢y- und "Jeou-Kopp-
lungen jeweils in engen Bereichen liegen. Details zu einer
Perfektionierung dieser Filter finden sich in P%. Sie wer-
den in der heteronuclearen Relayed-?** und der COLOC-
Spektroskopie!'®”! eingesetzt.

(P26)

3.2.9. Composite-Pulse

Bisher haben wir immer mit idealen Pulsen gearbeitet,
d.h. beispielsweise ein 90°-Puls soll fir alle Kerne einer
Sorte exakt 90° sein sowie keine Phasenabweichung und
die Linge Null haben. Bei realen Pulsen gibt es Komplika-
tionen aufgrund von Off-Resonance-Effekten und B;-In-
homogenititen. Off-Resonance-Effekte kommen dadurch
zustande, daB die chemische Verschiebung wihrend der
Pulse nicht ,,abgeschaltet ist. Dadurch wird die Magneti-
sierung um ein getiitetes Feld und um einen groBeren Win-
kel als den maximalen Pulswinkel gedreht. B;-Inhomoge-
nititen haben ihre Ursache in der Imperfektion der Sen-
derspulen, die idealerweise iiber ein Probenvolumen ein
konstantes Feld und auBerhalb desselben tiberhaupt kein
Feld erzeugen mii3ten.

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

180°-Puls

Der hiufigste Puls ist 902 - 1807 - 90.8%3%7), Er er-
reicht eine Inversion von z-Magnetisierungen iiber einen
groBen Bereich von chemischen Verschiebungen und ist
miBig empfindlich auf B,-Inhomogenititen. Anwendung
findet er z. B. bei der Ermittlung von T,-Zeiten fiir '>C-Re-
sonanzen und bei Verschiebungskorrelationen in der Mitte
von ¢{.

90° - Puls

Der 90°-Puls ist beziiglich Offset-Effekten weitgehend
selbstkompensierend. Ebenfalls weitgehende Kompensa-
tion von B -Inhomogenititen erreicht man durch 90; -
90,0%31% Man bemerke, daB3 dieser Composite-Puls ge-
rade ein halber Composite-Inversionspuls ist.

Bei der Konstruktion von Pulssequenzen mit Composi-
te-Pulsen muBB man Vorsicht walten lassen, da das blofie
Ersetzen der einfachen Pulse durch zusammengesetzte
Pulse nicht zum Ziel fithrt. Der Grund dafiir sind die
durch solche Pulse eingefiihrten zusitzlichen Phasen. Ein
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Beispiel fiir die Konstruktion einer Pulssequenz mit Com-
posite-Pulsen findet sich in 2% Composite-Pulse weitge-
hend ohne Phasenverzerrungen finden sich in 11232326
Das sind Pulse, die sowohl Offset-Effekte als auch B,-In-
homogenitidten kompensieren.

3.2.10. Heteronucleare Entkopplung

Die meisten heteronuclearen Expcrimente arbeiten mit
heteronuclearer Breitbandentkopplung wihrend der De-
tektion. Das ,,Abschalten‘* der heteronuclearen Kopplung
fihrt zur Intensititssteigerung, da die Multiplettaufspal-
tung aufgrund dieser Kopplung entfillt. Die Problematik
der heteronuclearen Breitbandentkopplung besteht in dem
zum Teil enorm groBBen Bereich fiir die chemische
Verschiebung der zu entkoppelnden Kerne. So umfaBt bei
300 MHz der Verschiebungsbereich von Protonen etwa 3
kHz. der von "*C aber bereits etwa 15 kHz und der von "F
ungefdhr 60 kHz. Man kann aber nicht mit beliebig hohen
Entkopplerleistungen arbeiten. Hauptziel war also, Pulsse-
quernzen zu finden, die moglichst offset-unabhiingig ent-
koppeln.

Stark vereinfacht ausgedriickt muB3 es das Ziel von Ent-
kopplungssequenzen sein, den zu entkoppelnden Spin der-
art z7u rotieren, daf} «- und B-Zustidnde gleich hiufig sind.
Der Wechsel vom a- zum B-Zustand muB3 dabei schneller
sein als die Spin-Spin-Wechselwirkung, denn die Struktur
eines Multipletts z. B. im '*C-NMR-Spektrum beruht ja ge-
rade darauf, daB o- und B-Zustand des koppelnden Kerns
wohl definiert sind.

Die erste Methode der heteronuclearen Breitbandent-
kopplung, die stochastische Modulation des Entkoppler-
felds"*® 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, MLEV mit 16 Composite-Pulsen, benutzt einen 180°-
Composite-Puls (907 - 180y - 907)P%*3 ym eine mog-
lichst offset-unabhingige Inversion der zu entkoppelnden
Kerne zu erreichen. Expansion nach einer ausgekliigelten
Methode!?®* 24 fiihrt zur Kompensation von Imperfektio-
nen immer héherer Ordnung. MLEV-16 hat eine Band-
breite von etwa *+yB,.

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
zug-undeliegende Inversionspuls ist 902 - 1802, - 270,.
WALTZ hat ebenfalls einen Offset-Bereich von etwa
+¥B,. Allerdings wird eine weit bessere Skalierung der
Kopplung erreicht. Prizisionsmessungen ergaben Linien-
verbreiterungen bei '*C-NMR-Linien von nur etwa 10
mHzP?*-*3 WALTZ ist zudem beziiglich Phasenfehlern
weitaus weniger empfindlich als MLEV®*3,

Zur Entkopplung von Kernen mit sehr grofien Verschie-
bungsbereichen eignet sich die GARP-Sequenz**?. Sie er-
reicht Entkopplung iiber einen Bereich von +2.5yB; und
eignet sich daher beispielsweise fiir die Entkopplung bei
inversen H,C-Experimenten. Einen sehr guten Uberblick
iiber Entkopplungssequenzen findet man in >,
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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 abschitzen, so kommt
zu den sequenzspezifischen Transferfunktionen daher wie
in Abschnitt 3.2 erldutert immer ein sequenzunabhingiger
Faktor yy(yx)** hinzu. Inverse Spektroskopie geht eben-
falls von der Protonenmagnetisierung aus, detektiert diese
aber auch, wodurch fiir den sequenzunabhidngigen Emp-
findlichkeitsfaktor (y,,)*’? erhalten wird. Die Empfindlich-
keit bei der inversen H,C-Korrelation ist also achtmal so
groB wie bei der konventionellen. Der Unterschied wird
natiirlich fiir Heterokerne mit kleinerem y wie '*N noch
groBler. Dieser betrichtliche Intensitidtsgewinn macht die
inverse Spektroskopie sehr attraktiv. Problematisch ist al-
lerdings bei Proben mit natiirlicher Haufigkeit der Isotope
die Unterdriickung der Signale von Protonen, die nicht an
NMR-aktive Heterokerne gebunden sind. So muB die Un-
terdriickung bei >C | zu 200 und bei '*N gar 1 zu 600 sein.
Dies stellt hohe Anforderungen an die Stabilitit des
NMR-Spektrometers. Obwohl der Phasencyclus diese Si-
gnale unterdriickt, ist ein starkes f,-Rauschen (siehe An-
hang) kaum zu vermeiden. Methoden, um diese stérenden
Signale auch noch zu unterdriicken, werden wir daher et-
was spiter zeigen. Hiaufig hilft man sich aber auch durch
Anreicherung der NMR-aktiven Heterokerne.

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

Experiment S/N Vergleichs-  '*C SN
faktor

a) Direkte Observation yx(yx)*? 1.0 1.0
b) INEPT ulyx)*”?

verglichen mit a) (Yn/Yx) 4.0 9.9
c) Inverses INEPT yx(ym)*?

verglichen mit a) (yu/yx)*"? 7.9 3t.0

verglichen mit b) (Yn/yx)'"? 2.0 3.1
d) Inverse Verschiebungskor- yulyn)*?

relation

verglichen mit a) (yw/Yx)¥? 316 3060

verglichen mit b) (yu/yx)*? 79 31.0

Tabelle 9 vergleicht die Empfindlichkeiten verschiede-
ner Detektionsméglichkeiten. Die erste Spalte gibt dabei
die generellen S/N-Verhiltnisse an, die zweite die sich
daraus ergebenden Vergleichsfaktoren. Die letzten beiden
Spalten zeigen am Beispiel von *C- und "N-NMR-Mes-
sungen den theoretisch méglichen Intensititsgewinn bei
inverser Detektion. Die einfachste Sequenz (P27) ist zu-
gleich die am haufigsten verwendete.

96 186° Y
I: A 4/2 4/2
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Wir wollen nur die fiir ein [,S,-Kreuzsignal relevanten
Operatoren betrachten: Die transversale Protonenmagneti-
sierung nach dem ersten 90°-Puls entwickelt homonu-
cleare Kopplung wihrend A +1t, +1,, chemische Verschie-
bung dagegen nur wihrend A + ¢,. Das Protonennetzwerk
fuhrt daher zur Transferamplitude (115). Damit haben wir
alle passiven Protonen beschrieben. Es fehlt nur noch der
Beitrag durch die heteronucleare Kopplung zwischen Iy
und S, gemif (116), denn genau dieser Beitrag wird durch
den *-Phasencyclus fiir den 90°(S)-Puls selektiert. Man
erhdlt als Transferamplitude fir die Korrelation L, S,
schlieBlich (117).

q cos {mJy; (t,+A+1)} cos {2 (A+1)} (115)
902 A 90%(S
I, = I, — 2L.S, 25, 21,8, LI 208,005 Qg ty

90%(S ' ) (116)
—o;ilv -2, 8,.cos sty L B L cos Qgysin nJy st

riI cos {)y, (1+A+1,)} cos Qgty cos {Q (A+1,)} sinn)ysh (17)

Das Multiplettmuster ist dem in einem 2D-J-Spektrum
dhnlich (Phasenmodulation in ¢,). Man kann daher keine
reinen Phasen bekommen. Fir den Idealfall, d.h. alle
Kopplungskonstanten sind geniigend unterschiedlich und
groBer als die Linienbreite, erhilt man z. B. fiir ein Spinsy-
stem CH'-CH?H? das in Abbildung 37 links gezeigte Mu-
ster. Im entsprechenden konventionellen Spektrum ergibt
sich das Muster von Abbildung 37 rechts.

Qu/an | g .
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Abb. 37. Multiplettaufspaltung des H', 'C-Kreuzsignals eines CH' -CH"H ™
Fragments in einem inversen Spektrum (links) verglichen mit der in einem
konventionellen H,C-COSY-Spektrum (rechts).

Man gewinnt beispielsweise durch die inverse C,H-
Verschiebungskorrelation einen Faktor vier in der Emp-
findlichkeit. Den theoretischen Faktor acht erhilt man
nicht wegen der Aufspaltung in doppelt soviele Linien
(siehe Abb. 37). Bekanntlich mull die MeBzeit in einem
NMR-Experiment um den Faktor n? erhdht werden, wenn
die Empfindlichkeit um den Faktor n zunehmen soll. Dies
bedeutet fiir den Vergleich inverse/konventionelle C,H-
Verschiebungskorrelation, dafl im Fall der inversen Spek-
troskopie wegen der viermal gréofleren Empfindlichkeit die
Mefizeit 16mal kiirzer sein kann als bei der konventionel-
len Spektroskopie. Derartige mit der Pulssequenz ver-
kniipfte Empfindlichkeitsfaktoren miissen immer beriick-
sichtigt werden, wenn man einen genauen Empfindlich-
keitsvergleich anstellen will. Fir den Vergleich inverse/
konventionelle Verschiebungskorrelation ist im gewéhlten
Beispiel nur die Multiplizitit der Protonensignale auf-
grund der Kopplung zu ">C von Interesse. Sie betrigt
zweli.
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Einen weiteren Empfindlichkeitsgewinn kann man errei-
chen, indem man nach dem zweiten 90°(S)-Puls ¢inen Re-
fokussierungsdelay einfihrt und dann die Heterokerne
entkoppeit. Dadurch entfilit die 'J,s-Kopplung in «; und
man gewinnt einen Faktor zwei in der Empfindlichkeit.
Die inverse heteronucleare Verschicbungskorrelation mit
Rekofussierungsdelay sollte daher um den Faktor acht
empfindlicher sein als die konventionelle Verschiebungs-
korrelation. Damit werden auch Proteine heteronuclearer
Messungen zuginglich®,

Vorsdttigung der nicht an NMR-aktive Heterokerne yebun-
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 kénnen mit einem BIRD,-Puls die
Signale der nicht an NMR-aktive Heterokerne gebunde-
nen Protonen unterdriickt werden. Der BIRD,-Puls inver-
tiert die Spins solcher Protonen und nach einer Wartezeit
von T} xIn2 ist das Signal dieser Kerne minimal (Null-
durchgang). Beginnt man nun mit der Sequenz der inver-
sen Verschiebungskorrelation, werden nur Kohirenzen der
an NMR-aktive Heterokerne gebundenen Protonen er-
zeugt. Unerwiinschte Signale werden daher viel besser un-
terdriickt®™"!. Dieses Verfahren ist nur fiir die Korrelation
iiber direkte Kopplungen einsetzbar. Unterschiedliche T-
Zeiten der Protonen verhindern, daB3 alle unerwiinschten
Signale wirklich null sind. Zudem vermindern NOE-Ef-
fekte der an ein Heteroatom gebundenen Protonen zu
nicht an Heteroatome gebundenen Protonen die Intensitit
der Kreuzsignale zum Teil erheblich**”!.

Inverse Korrelation iiber Weitbereichskopplungen

Verlingert man den Delay A, so kann man auch inverse
Korrelationen iiber heteronucleare Weitbereichskopplun-
gen durchfiithren. Es ist selbstverstindlich, da8 man die
iiblichen Varianten, z. B. den Low-Pass-J-Filter, auch hier
cinfiigen kann!'. Weitbereichskopplungen enthalten
nicht nur wertvolle Informationen fiir die Signalzuord-
nung, sondern auch iiber die Konformation des Mole-
kiils®** Die quantitative Bestimmung von heteronuclearen
Weitbereichskopplungen ist durch die inverse Spektrosko-
pie erstmals mit guter Empfindlichkeit méglich®?s.

Inverse Relayed-Spektroskopie

Auch die Relayed-Spektroskopie wurde erfolgreich in-
vers durchgefithrt’™*. Die Unterdriickung der Signale von
nicht-kohlenstofftragenden Protonen geschieht wie folgt:
Nach der Anregungssequenz 907(1) - A,/2 - 180°(L,S) -
A,/2 wird die Antiphase-Magnetisierung 21, S, durch ei-
nen 90/(I)-Puls in longitudinale Zweispinordnung
(—21,8,) umgewandelt (siehe auch Abschnitt 3.4.2). Die
verbleibende transversale Protonenmagnetisierung wird
durch einen Homospoil-Puls (HS, siehe Anhang) zerstért,
so daB die entsprechenden Protonensignale weitgehend
unterdriickt werden. Die gesamte Pulssequenz hat die
Form (P28).

Nach einer Erholungszeit A, beginnt die Sequenz wie
schon in Gleichung (116) beschrieben: Nach den 90°-Pul-
sen auf beide Kernsorten liegt heteronucleare Doppel-
quanten-Kohérenz vor (—21,,8,), die in t; mit der chemi-
schen Verschiebung des Heterokerns markiert wird. Der
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90°(S)-Puls verwandelt die Kohdrenz in Antiphase-Magne-
tisicrung (21,,8.), die wihrend A; refokussiert wird (Z,,).
Wihrend #,+A; + A, kann sich Antiphase-Magnetisierung
7u einem weiteren Proton entwickeln (21,,1,,), wobei der
letzt> 90.(1)-Puls einen Kohirenz-Transfer auf einen wei-
teren I-Kern bewirkt. Mit dieser Pulssequenz gelang die
weitgehende Zuordnung der Kohlenstoffsignale eines
kleinen Proteins®’. Die Pulsfrequenz liefe sich iibrigens
dad srch verbessern, dal man den 90° ,(I)-Puls nicht di-
rekt nach A.. sondern vor den Beginn des Delays A, setzt.
Darn entfiele die Modulation des Signals mit der homo-
nuc caren Kopplung in f,.

3.3. Homonucleare Korrelationen iiber Heterokerne

In den folgenden Abschnitten sollen NMR-Experimente
besprochen werden, die nicht Protonen- oder Heterokern-
kor ¢lationen liefern, sondern Korrelationen zwischen
Pra.onen, von denen eines oder beide mit einem Hetero-
kern koppeln. Zu dieser Kategorie von NMR-Experimen-
ten gehdren im wesentlichen X-Relayed-H,H-COSY sowie
Sequenzen wie COSY, NOESY, TOCSY mit X-Filter oder
X-Halbfilter.

3.3.1. X-Relayed-H,H-COSY

Das alteste Experiment ist das X-Relayed-H,H-COSY-
Experiment??*22"1 (P29). Es korreliert Protonen in einem
Fragment H—X-H. Die Magnetisierung wird dabei
schrittweise von H auf X und wieder auf H iibertragen.
Wihrend ¢, entwickelte I-Kern-Magnetisierung wird durch
die beiden 90°-Pulse in S-Kern-Magnetisierung iiberfiihrt.
De- zweite 1-Kern wird durch die heteronucleare Kopp-
lung aktiviert, und die S-Kern-Magnetisierung wird letzt-
lich auf diesen 1-Kern iibertragen. Die Sequenz detektiert
demnach ein lineares H—X—H-Kopplungsnetzwerk. An-
we1dungen dieser Technik auf *'P-NMR-Spektren sind
be: chrieben!??*-22"1,

I e | az a2
o 18 W
s: | a2 Qo |
2 (P29)
1
Yl A _
L i A%
2 JEE
2 —_———
e
\ J
1
3 .
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3.3.2. X-Filter und X-Halbfilter

Neuerdings wurden X-Filter und X-Halbfilter!!?'-'5333]
(P30) eingefiihrt. Sie sind universelle Bausteine, die in jede
homonucleare Pulssequenz integriert werden konnen.

—_— (P30)
90390,
S I l

Zweck der Filter ist es, an einer bestimmten Stelle in der
Pulssequenz zu priifen, 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-Pass-J-Fil-
ter. Kohdrenzen mit einem S,-Operator bleiben unverin-
dert bei 90¢ - 90°,, dndern jedoch ihr Vorzeichen bei
902 - 902. Kohirenzen ohne S,-Operator sind ginzlich
unbeeinfluBdt. Subtraktion der mit zwei derartigen Folgen
erhaltenen Spektren unterdriickt alle Kohidrenzen, die kei-
nen S,-Operator enthalten.

Eine Verallgemeinerung ist die Sequenz (P31), bei der sich Ope-
ratoren mit n S,-Operatoren gemaf3 (118) verhalten.

90 90°%, (P30)

S, — S,"cos" 8 4 transversale Terme (118)

Man kann nun editieren und Subspektren erzeugen, die von ei-
ner ganz bestimmten Zah! von §,-Operatoren stammen. Man er-
hilt je nach n und in Abhéngigkeit von der Phase f§ des Pulses dic
in Tabelle 10 aufgefiihrten Koeffizienten, mit denen die entspre-
chenden Transferfunktionen multipliziert werden miissen.

Tabelle 10. Kocffizicaten fiir einc unterschiedliche Anzahl n von §,-Operato-
ren in Abhingigkeit von der Phase f# beim X-Filter.

n p=0 60 120 180°
0 | -8 8 [
! ] -4 -4 ]
2 1 -1 -1 1
3 1 -2 —1

Im folgenden werden wir sehen, daB3 eine ganze Reihe
niitzlicher Sequenzen entsteht, je nachdem, an welcher
Stelle einer Pulsfolge der X-Filter eingebaut wird.

X-Filter-COSY

Bei der Sequenz (P32)!"*" sollen nur Protonen Kreuzsi-
gnale ergeben, die gemeinsam mit einem Heterokern kop-
peln. Das erforderliche Kopplungsnetzwerk ist also
I'—S—17% Der X-Filter wird daher zur gleichen Zeit wie der
Mischpuls angewendet. Wihrend Evolutions- und Detek-

I 4
{P32)
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tionszeit entwickeln sich bzw. refokussieren die heteronu-
clearen Antiphase-Terme. Der Transfer ergibt sich wie im
konventionellen COSY-Experiment, nur dal} die hetero-
nucleare Kopplung beriicksichtigt werden muf [Gl. (119)].

90° t 0°
L 2% n, A cong, - anns, 2% o, s ans, a1

Ein 90.(S) - 90.7(S)-Puls wiahrend des Mischpulses inver-
tiert nun alle Terme, die einen S,-Operator enthalten.

Addiert man die Subspektren fir 907 - 907 und
902 - 90°,, so erhdlt man Kreuzsignale, die auf Operato-
ren ohne Beteiligung von Heterokernen zuriickzufiithren
sind (d. h. die Kreuzsignale sind in-phase beziiglich der he-
teronuclearen Kopplung). Subtrahiert man die Subspek-
tren dagegen, so erhilt man nur Kreuzsignale fiir I-Kerne,
die gemeinsam mit einem S-Kern koppeln, da die Terme
ohne §,-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 enthdlt.

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

%" 180°
I:IAIZIA/2§ f

h

90°
IA AAI\VA‘TA
VVV (P33

180° 907907, 180°

s_anfenll L

A=(2'Jis)™" zur Bildung von heteronuclearen Antiphase-
Termen!'*?, Sie werden selektiert, wodurch am Anfang von
t, nur noch Kohidrenzen der Spins von S-gebundenen I-
Kernen vorliegen. Wegen des 180°-Pulses in der Mitte von
t, entwickelt sich keine heteronucleare Kopplung, so daf3
Kohidrenz vom Typ 217,,1,, 8, mit dem 90°(I)-Mischpuls
auf 21,.1,, 8, iibertragen wird. Diese Kohirenz refokus-
siert_in f,. Strukturelle Voraussetzung ist also wieder ein
@2-System mit J,,#0. Diese Verwirklichung des X-
Filters hat den Vorteil, daB sich in ¢, keine Multiplettstruk-
tur aufgrund von heteronuclearer Kopplung entwickelt,
durch die das S/N-Verhiltnis verschlechtert wiirde.

X-Halbfilter-COSY

LaBt man in der Sequenz (P33)!"**33¢ den 180°-Refokus-
sierungspuls in der Mitte von ¢, weg, so kann die hetero-
nucleare Antiphase-Magnetisierung schon in ¢, refokussie-
ren. Damit passieren auch Spinsysteme vom Typ S—I'—I?
den Filter, und man erhilt den X-Halbfilter. Die (w))-
Halbfilter-COSY-Sequenz ist somit (P34). Den Filter kann
man statt zu Beginn von r, auch zu Beginn von ¢, einfiithren
und erhilt dann die (w,)-Halbfilter-COSY-Sequenz (P35).

90° 180° 90° [
I ARz § AR A

B 00N, (P34)
s an ] an ]I

544

90° 9%° 180° [
I 4 AR § a2

(P35)
oF 80P 990,

s [ae [ ozl

Der 90°(S)-Puls gleichzeitig mit dem 90°(I)-Mischpuls
dient dazu, zu Beginn von ¢, nur Produktoperatoren ohne
Heterokernbeteiligung zu selektieren.

Techniken mit X-Filter oder X-Halbfilter werden immer
mehr angewendet - hauptsachlich bei der Untersuchung
von sehr groBen Proteinen”, da dort die Aufldsung im
konventionellen 2D-NMR-Spektrum nicht mehr ausreicht.
Man nimmt daher entweder die besser aufgelosten Hetero-
kern-Resonanzsignale zu Hilfe, oder man erhilt nach se-
lektiver Anreicherung von NMR-aktiven Isotopen der He-
teroatome Subspektren der konventionellen Spektren, die
Untereinheiten des Proteins in der Ndhe der Markierun-
gen entsprechen. Die immer einfacher werdende gentech-
nische Synthese selektiv angereicherter Proteine 145t einige
Erfolge auf diesem Gebiet erwarten.

3.4. Experimente 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 wih-
rend der Mischzeit. Die Intensitdt der Signale (das Inte-
gral) enthilt wertvolle Abstandsinformation®**->*. Die ge-
naue Analyse zeigt, dal} die Kreuzrelaxationsrate o, die die
Effizienz des NOE-Transfers bestimmt, durch Gleichung
(120) gegeben ist (fiir ein isoliertes Zweispinsystem). Somit
ist die Abstandsinformation (r) in der Kreuzrelaxationsrate
o enthalten.

_ 1hair, 6 1 )

o=W,-W, = - 2
1 e 104 1+ (0 +eg)rt 1+ (0,-wg)*7? (120

Um aus dem NOESY-Spektrum o zu bestimmen, ermit-
telt man entweder die Ableitung des Aufbaus der NOE-
Raten fiir 7,=0, d.h. die ,initiale Aufbaurate* (indem
man fir verschiedene Zeiten ab r,=0 je ein NOESY-
Spektrum mift), oder man macht von der linearen Appro-
ximation Gebrauch. Im zweiten Fall geht man davon aus,
daB sich das System bei der gewihlten Mischzeit r, noch
linear verhilt, d.h. daB} die Intensitit der Kreuzsignale di-
rekt proportional zur Kreuzrelaxationsrate ist. In jiingster
Zeit wurde auch versucht, aus einem Spektrum ohne die
ninitial-rate“*-Approximation NOE-Werte unter Beriick-
sichtigung von Mehrschritttransfers zu gewinnen, oder die
volle Relaxationsmatrix zu ldsen!®*>346),

Bei Kenntnis eines Abstands ry, in einem Molekiil (z. B.
zwischen zwei Protonen einer CH,-Gruppe) und der ent-
sprechenden Kreuzrelaxationsrate gy, kann ein unbekann-
ter Abstand r,, aus einer gemessenen Rate o, gemil
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Gleichung (121) berechnet werden (dabei sind I,, und 7,
die Intensititen der zugehorigen Kreuzsignale), vorausge-

= — (121)

setzt die Korrelationszeiten der Reorientierung 7. fiir die
jewciligen Abstandsvektoren sind gleich. Dies kann man
experimentell z.B. iiber die Relaxationszeiten von '*C-
Kernen oder iiber ,steady-state'‘-Werte des heteronuclea-
ren NOEs iberpriifen. Eine andere Mdglichkeit ist die
gleichzeitige Auswertung von NOESY und ROESY, die
die Bestimmung von 7. und o erméglicht?™,

Artefakte

Der Phasencyclus in einem NOESY-Experiment ist so
angelegt, dal wihrend der Mischzeit r,, Kohirenzen, die
unglzich Null sind, herausgefiltert werden. Nullquanten-
Kohirenzen sind folglich nicht davon beriihrt, so daf} sie
genauso im NOESY-Spektrum vorhanden sind wie die ge-
wiinschten NOE-Kreuzsignale. Betrachten wir nun die
Feinstruktur dieser Nullquanten-Kohédrenzen anhand der
Produktoperatorbeschreibung [Gl. (122)). Nullquanten-

s, 2 WS, +15) —= (IS, +1,5,) cos (Qy-0g)1,

2 15,+1,5) cos -5y, 2

Kol drenzen priazedieren in 7, und fithren schlieflich zu
Dispersionssignalen mit doppelter Antiphase-Struktur im
Spextrum. lhr Integral ist zwar Null, dennoch kénnen sie
die Integration von Kreuzsignalen storen.

Eine Unterdriickung gelingt am besten durch einen 180°-Puls
wihirend der Mischperiode. Dieser 180°-Puls wird innerhalb der
kon:tanten Mischzeit verschoben. 7, wird also zu {A/2 - 180° -
(7n-- A/2)). Der Puls refokussiert die Nullquanten-Kohirenzen, so
dal3 sie sich mit cos(Q,—Qg)(r.,—A) entwickeln. Zufillige®*"
oder auch systematische!® Variation von A unterdriickt die Null-
quanten-Kohdrenzen, weil das Argument des Cosinus abhingig
von A positive und negative Werte annimmt, so daB diese Anteile
zu Null gemittelt werden. Da die Mischzeit unveridndert bleibt,
wird im Gegensatz zur zufilligen Variation von 7, kein zusitzli-
cher. ¢-Rauschen eingefiihrt.

Eine zweite Moglichkeit besteht darin, die Nullquanten zu
verschieben oder aufzuspalten. Inkrementiert man 7, synchron
mit der Evolutionszeit um k1, so geben die Nullquanten ein Si-
gna , das mit cos(Q), — Qs) k¢, moduliert ist. Die Nullquanten lie-
gen dann bei Q,+(Q,—Q5)k in w, statt bei Q, und sind so mogli-
che -weise aus dem interessanten Bereich herausgeschoben*®.

3.4.2. Longitudinale Mehrspinordnungen

Im NOESY-Experiment wird durch die Verwendung
von 90°-Pulsen fiir die Mischung ausschlieBlich z-Magne-
tisierung erzeugt. Operatoren mit mehr als einem z-Opera-
tor kénnen aus transversaler Magnetisierung nicht mit 90°-
Pulsen erhalten werden. Das ist anders bei der Verwen-
dung von Pulsen mit kleinen Flipwinkeln. Dann kann man
aus 21,, I, durch einen y-Puls auch 2 I, I,,-Operatoren er-
halten. Diese ,longitudinale Mehrspinordnung* ist das
Kernstiick einiger Pulssequenzen.
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zz-Spektroskopie

Longitudinale Zweispinordnung kann verwendet wer-
den, um gewisse Austausch- und Kreuzrelaxationssignale
sowie inter- und intramolekulare NOEs!"*"-'*® zu unter-
scheiden. Durch den gew#hlten Phasencyclus werden nur
die Kreuzsignale selektiert, die der Uberfithrung des Ope-
rators 21,,1,, in 21,1, entsprechen. Die Kerne I* und I*
miissen ebenfalls skalar gekoppelt sein, wie es bei-
spielsweise fiir 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 180°-Puls er-
reicht werden. Die erhaltenen Signale werden addiert.
Operatoren mit einer ungeraden Zahl von z-Operatoren
fiihren 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 f
gleich 45°+n90° und die Empfingerphase gerade 2p
sind.

o 902 903 8 AQ,
A TP

zz-COSY

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, wihlt also 7, entsprechend kurz.
Die Selektion von zz-Operatoren erfolgt wie vorhin be-
schrieben. Der Transfer hat eine Effizienz von Yisin® 28,
d.h. bei f=45° erreicht man die maximale Intensitit, die
jedoch nur ein Viertel der des konventionellen COSY-Ex-
periments betrdgt. Allerdings bietet diese Sequenz eine
wirkungsvolle Methode zur Unterdriickung von Wassersi-
gnalen!'””., Durch einen HS-Puls wird die unerwiinschte
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).

(P37)

2z-COSY

Diese Sequenz wurde bereits im Zusammenhang mit der
E.COSY-Technik (Abschnitt 3.1.4) erwidhnt. Durch p-
Pulse als flankierende Pulse eines z-Filters erhilt man
E.COSY-dhnliche Multiplettstrukturen in den Kreuzsigna-
len. Verlangert man den z-Filter (P38) so, dal Kreuzrelaxa-
tion moglich ist, kann man im Idealfall in gekoppeliten
Spinsystemen die Raten W,, W, und W, fiir die Kreuzrela-
xation zweier Spins separat beobachten!>?,

8
Lo b = Wpases i
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3.4.3. ROESY

Wir hatten bereits in Abschnitt 2.2.2 erwihnt, dafl un-
giinstige Korrelationszeiten gerade zu W,— W, =0 fiihren
konnen und es dann keinen NOE-Effekt mehr gibt.
Abhilfe schafft das von Bothner-By et al. eingefihrte
CAMELSPIN-Experiment'®®, das wir, einem Vorschlag
von Bax et al.'"" folgend, ROESY nennen. Das ROESY-
Experiment (P39) erreicht die Mischung in einer Spinlock-
Periode.

90° - t,

1

(P39)

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 Prizedieren um die z-Achse gehindert wird. Fir
die entlang der x-Achse ,gelockten’* Magnetisierungen
z.B. findet man bei einem Zweispinsystem die Relaxa-
tionsraten (123-125)"7198:202 Der ROE (W, — W) ergibt
sich damit zu (126).

W 410 7%75‘?21‘ (1+L’1§ * 1+41021§ ) 123
W, = 43_0 7?7%:?1‘ (3 R 1%215 +_1T4171?) (125)

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 Abhingigkeit von der Korrelations-
zeit 1. fiir ein Zweispinsystem graphisch dargestellt sind.
Zudem sind die ROE-Aufbauraten aufler fiir 7.—0 immer
groBer als die NOE-Aufbauraten (Abb. 39). Allerdings ist
auch die Zeit, fur die die lineare Approximation giiltig ist,
kiirzer als im NOESY-Experiment.

ROE
0.5 —
0.25+ -
'
| 090
A -0
-0.25 T L
v
-0.5 T ! - '
-2 -1 0 1 2 -2 -1 0 1 2
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546

— 1.0
£~0
L 05
[}
\ - 00
\\\ OnoE/OROE

A\,

\\‘.__‘._.____. _05
T
T T T -10
-2 -1 1 2

0
lg(wr) —=

Abb. 39. Verhiltnis der Kreuzrelaxationsraten o, die sich aus einem 2D-
NOESY- und einem 2D-ROESY-Spektrum ergeben. Fir r.—0 sind die Ra-
ten gleich. Sonst ist gpop immer groBer als Onok.

Bei der quantitativen Auswertung von ROESY-Spek-
tren* geht man genauso vor wie bei der von NOESY-
Spektren. Wenn die Korrelationszeiten in der Nidhe des
Werts 1.~(5/4)'"?/w, liegen, werden die Intensititen von
NOESY-Signalen klein und dadurch nur ungenau be-
stimmbar. Zudem werden dic Intensititen durch unter-
schiedliche Korrelationszeiten innerhalb eines Molekiils
sehr stark beeinfluft. Dies kann leicht zu Fehlinterpreta-
tionen beziiglich der Abstinde fiihren. Beim ROESY-
Spektrum dagegen spielt diese Empfindlichkeit wegen der
im wesentlichen nur linearen r-Abhéngigkeit der Intensi-
tiat der Kreuzsignale eine viel kleinere Rolle. Das Lock-
Feld muf} schwach sein, da man sonst Beitrige im Spek-
trum durch den Transfer iiber skalare Kopplungen erhilt.
Diese Beitrige sind in der Nihe der Diagonalen stdrker.
Ein Richtwert ist etwa: Lock-Feld in der GroBlenordnung
der halben spektralen Breite [Gl. (127)].

SW

1B, = 5 (127)

Fiir die quantitative Auswertung muf} dann die Abhin-
gigkeit des ROE-Effekts vom Abstand zwischen Resonanz-
und Lock-Frequenz (Offset-Effekt) beriicksichtigt wer-
deni2°%,

Der Spinlock kann durch eine CW-Einstrahlung mit
niedriger Leistung oder gepulst mit einer Folge (A1),
durchgefiihrt werden. f soll dabei so klein wie mdglich ge-
wihlt?®'"! werden, und r ergibt sich aus Gleichung (128),

0.5

0.25
0g I Abb. 38. Maximale Intensitdt /{3 des Kreuzsignals in 2D-
' ross NOESY- und 2D-ROESY-Spektren fiir ein Zweispinsy-
Ik stem, normiert auf In, die Intensitit eines Diagonalsignals
.02 bei der Mischzeit r,=0. Im NOESY-Spektrum hat das
) Kreuzsignal bej r.— 0 etwa 20% der Intensitit des Diagonal-
signals, es verschwindet bei wo tc= 1 und erreicht fiir .- » o
-05 50% der Intensitit des Diagonalsignals. Im ROESY-Spek-

trum ist die maximale Intensitit dagegen etwa 20% fur r -0
und etwa 34% fiir 7.~ oo.
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wobei f in rad einzusetzen ist und t; die Lange des §-Pul-
ses in Sekunden ist.

28
(‘r+‘r‘;)

= 1B, (128)

Eine verbesserte Version mit hoherer Empfindlichkeit
wendet zusétzlich vor und nach der Spinlock-Periode je ei-
nen 90°-Puls an?*?,

3.4.4. Relayed-NOESY

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 mit iberlagerten
Signalen. Die Einfiihrung eines Doppelquantenfilters nach
dem Relayed-Transfer kann sinnvoll sein, um die dadurch
dispersiven Diagonalsignale herauszufiltern (P40)2,

T o1 o Terfan
2”___~
e

2—

(P40)

Eine zweite Moglichkeit, die zu leicht unterschiedlichen
Spectren fithrt, bietet die antisymmetrisierte Pulsse-
que1z2% 31, (P40) ist bis zum dritten 90°-Puls, der die Re-
layed-Transferperiode einleitet, identisch mit der NOESY-
Sequenz (P2). Somit erhdlt man in @, absorptive In-Phase-
Signale, die mit der chemischen Verschiebung eines ersten
Kerns moduliert sind. Nach ¢, wird die Magnetisierung
abe- durch dipolare Kopplung auf einen zweiten Kern
(NOE-Transfer) und von dort durch skalare Kopplung auf
einen dritten Kern (Relayed-Transfer) ibertragen. In 1,
wird also Antiphase-Magnetisierung des dritten Kerns de-
tektiert. Daher ist das Signal in o, in Antiphase. Man be-
achte, daB das Spektrum auch beziiglich der Lage der
Kreuzsignale asymmetrisch ist®',

Als besonders vorteilhaft hat sich die Kombination von
TOCSY und ROESY (P41) fiir Molekiile mittlerer GroB3e

90

t.
1w [Ev] ROBY gy,
] v

erwiesen. Sie lafit sich durch Variation der Mischse-
quenz!?? (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-
Phuse-Korrelationen vom COSY-Typ (der Transfer geht
bevorzugt iiber eine Kopplung), die direkt fiir den ROE-
Transfer genutzt werden kénnen. 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 aufgeldst ist.
Auf groBBe Molekiile kann man entsprechend die Kombi-
nation TOCSY-NOESY"***! anwenden.
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3.5. Austauschspektroskopie

Eine weitere Moglichkeit, um Magnetisierung von
einem Kern auf einen anderen zu iibertragen, bietet der
chemische Austausch. Hierzu miissen zwei Isomere oder
Topomere!'%*19%3%0) in einem dynamischen Gleichgewicht
vorliegen. Je nach Austauschgeschwindigkeit lassen sich
dann separate Signalsitze (langsamer Austausch) oder ein
gemittelter Signalsatz (schneller Austausch) im NMR-
Spektrum beobachten. Im Ubergangsbereich dienen Lini-
enverinderungen zur Bestimmung der Austauschkine-
tik[107- 108111 113114351 Qohald ein Austausch beginnt, kann
Polarisierung zwischen den am Austausch beteiligten Posi-
tionen iibertragen werden (z. B. Sittigungstransfer®*?), so
daBl derartige Austauschprozesse mit der NOESY- oder
ROESY-Sequenz***3* nachgewiesen werden kdonnen.
Der Vorteil der 2D-NMR-Technik®’" liegt auf der Hand:
Es lassen sich gegenseitige Zuordnungen treffen), Aus-
tauschmechanismen werden sofort sichtbar®*¢-*5% und
quantitative Auswertungen sind moglicht***3%"), Kreuzsi-
gnale aufgrund von chemischem Austausch haben ebenso
wie solche, die durch negative NOE-Effekte (grofie Mole-
kile, viskose Losungsmittel, tiefe Temperatur, hohe Feld-
stiarke) 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 allen
ROESY-Spektren sind Austauschsignale**"**? wie auch
NOEs"?°" %] iber mehrere Kerne durch das andere Vorzei-
chen leicht von NOE-Kreuzsignalen zu unterscheiden.

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

) o I F P F¢
S | B | L1 | -
| |
o "':\ 7.8

= CO \\hj' 1 8.2
v 8.3
\ 8.4

N4 - .
0" 0
: /N't\ v e

8.8

Abb. 40. Ausschnitt aus einem 300MHz-ROESY-Spektrum von cyclo(-p-
Pro'-Phe?-Phe?-Pro*-Phe’-Phe®-) in [DJDMSO, 320 K, Pulswinkel 8 =24¢,
Mischzeit 200 ms. Das Molekiil existiert in zwei Konformeren, deren Aus-
tausch durch die positiven Kreuzsignale (schwarz) indiziert ist. NOE-Effekte
zwischen NH-Signalen geben negative (rote) Kreuzsignale (F>-F* und F*-F*).
Phenylalanin=F, f (das iberwiegend populierte Isomer ist mit groBen Buch-
staben bezeichnet).
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denen die Prolin-Amidbindung trans- bzw. cis-konfiguriert
ist. Die Signale der NH-Protonen, die durch die cis/trans-
[somerisierung korreliert sind, sind fiir beide Konformere
an zur Diagonale positiven (schwarzen) Kreuzsignalen zu
erkennen; die negativen (roten) Signale zeigen einen NOE
im rotierenden Koordinatensystem (ROE) an.

3.6. Weitere 2D-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®®¥, Puis-Sandwiches, verschiedene Entkopplungen
etc. Auch wurden einige der beschriebenen homonuclea-
ren Techniken auf heteronucleare Experimente iibertragen
(z.B. Hetero-TOCSY!'#5-'%l)  Ferner wurde die photoche-
mische Anregung erfolgreich mit der kernmagnetischen
Resonanzspektroskopie verkniipft (Photo-CIDNP)I*3¢-257),

Neuerdings gibt es durch die Verwendung von semise-
lektiven Pulsen mit programmierter Linienform eine ganze
Reihe von 1D-Varianten der 2D-NMR-Techniken®'?, die
sich fiir die Beantwortung einfacher Fragen anbieten. Der
Einsatz von semiselektiven Pulsen bei der Aufnahme von
2D-257:335 ynd 3D-NMR-Spektren(?33-2%%1 stellt einen wei-
teren aktuellen Zweig der Methodenforschung dar. Eine
detailliertere Beschreibung dieser neuesten Entwicklungen
wiirde allerdings den Rahmen dieses Beitrags sprengen.

4. SchluBbemerkungen

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

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

- das richtige Experiment fiir seine Fragesteliung auszu-
wihlen,

- die optimalen Delays und Phasencyclen auszuwihlen
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 mit Kollegen und mit Mitarbeitern unseres Arbeits-
kreises verbessert worden, denen dafiir an dieser Stelle ge-
dankt sei. Besonderer Dank gebiihrt Prof. Dr. D. Kost, Beer
Sheva, Israel, fiir seine Anrequngen und Beitrdge anldflich
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, 25, 31, 33) zur Verfiigung gestellt.
Finanzielle Unterstiitzung erhielten wir fiir die bei uns erar-
beiteten wissenschaftlichen Ergebnisse von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemischen In-
dustrie. C. G. dankt Prof. Dr. R. R. Ernst, Ziirich, fiir seine
Unterstiitzung.

Eingegangen am 12. Mai 1987,
verdnderte Fassung am [9. Januar 1988 [A 662]

Anhang 1: Wichtige im Text verwendete Begriffe und Abkiirzungen

W, Erste Frequenzdomiine im 2D-NMR-Spektrum, durch Fourier-Transformation iiber ¢, erhalten
- Zweite Frequenzdomine

1D Eindimensional

2D Zweidimensional

Akquisition, AQ Aufnahme des NMR-Signals, in 2D-NMR-Experimenten findet sie in der #,-Zeit statt

Antiphase Multiplettstruktur mit entgegengesetzter Phase, Multiplettlinien mit Vorzeichenwechsel
B, Starkes Magnetfeld, konventionsgemil3 entlang der z-Achse orientiert

B, Im allgemeinen zusitzliches transversales Magnetfeld, z. B. fiir Pulse

B, Weiteres zusdtzliches Magnetfeld, z. B. fiir Entkopplungspulssequenzen, Spinlock etc.

Band-Pass-Filter

Filter zu Selektion einer bestimmten Kohirenzordnung p

BB Breitbandentkopplung einer Spinsorte. Sie wird in heteronuclearen Experimenten zur Zerstdrung der
Magnetisierung einer der Spinsorten, z. B. wihrend der Akquisition eingesetzt. BB wird hecutzutage
durch hochentwickelte Composite-Pulssequenzen erreicht

B Effektives Magnetfeld, hervorgerufen durch die Elektronenhitlle der Kerne {chemische Verschie-
bung). Hiufig auch: bei unvolilstindiger Entkopplung das im rotierenden Koordinatensystem sich

ergebende Restfeld
chemische Verschiebung
auf die Trigerfrequenz
Composite-Puls
mogenititen auszugleichen

constant time

Differenz zwischen der Prizessionsfrequenz des Kerns und der Frequenz eines Standards, bezogen
Aus mehreren Pulsen zusammengesetzter Puls. Er wird eingesetzt, um Phasenfehler oder B,-Feldinho-

In ,,constant time*-Varianten von NMR-Experimenten ist die Gesamtdauer jedes t,-Experiments kon-

stant, da die ¢,-Zeit durch Pulse begrenzt innerhalb eines festen Delays liegt

Dichtematrix

dipolare Kopplung

Sie beschreibt den Zustand eines quantenmechanischen Objekts

Wechselwirkung zwischen zwei Spins, die durch den Raum vermittelt wird. Sie ist orientierungsab-

hédngig und wird durch schnelle Umorientierung der Molekiile in Lsung ausgemittelt. Sie ist die

Ursache fiir Relaxation und NOE

DQF Doppelquantenfilter
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Delay
Editing

Faltung (Convolution)

Faltung (Folding}
FID
Flipwinke!

Fourier- Transformation

High- Pass-Filter
Homuspoil- Puls, HS

In-Ptase

inversc Techniken

Kohirenz

Kohéarenzordnung p

Kohiirenz-Transfer
Kohitrenz-Transferweg

Korrelationszeit

Kreuvzrelaxation

long tudinale Magnetisierung
Low -Pass-Filter

Mul iplizitét

NOL:

Pea}

Phut.encyclus

Polurisationstransfer

Polarisierung

Prizessionsfrequenz

Produktoperatoren
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Zeitspanne

Es liefert durch Variation weniger Parameter in einer Pulssequenz (z. B. Pulse, Delays) einen Satz von
Subspektren, die unterschiedliche Informationen beispielsweise
iiber die Multiplizit4t der Signale enthaiten (z. B. Subspektren fiir *CH, '*CH, und *CH;)

+ oo
Mathematische Operation: F*G = | F(x —y)G(y)dy

Sie ist fiir die NMR-Spektroskopie aufgrund der Beziehung F* G = F(f. g) von Bedeutung, wobei F(f)
die Fourier-Transformierte von { ist. 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 @,=0 bedeutet:
S¢(@1,@2) =5 (@1,02) + S (—w1,07)

Jree induction decay, das aufgenommene NMR-Signal

Winkel, um den der Magnetisierungsvektor ausgelenkt wird

»Rechenvorschrift”, um die in einer zeitlich verinderlichen Funktion enthaltenen Frequenzen zu be-
stimmen. Die Fourier-Transformierte F(w) ist bei einer komplexen Fourier-Transformation gegeben
durch

F@= | c-®f(d

— oo

und bei einer reellen Fourier-Transformation durch
+ oo
Fw)= | f()cos(wt+¢)dt
Filter zur Selektion von Kohirenzordnungen =p
Ein Puls zur kurzzeitigen Erzeugung von Feldinhomogenititen. Er dient zur Entfernung unerwiinsch-
ter Kohdrenzen (transversaler Magnetisierungen)
Multiplettstruktur mit gleicher Phase, Multiplettlinien ohne Vorzeichenwechsel
Bezeichnung fiir heteronucleare Experimente, die den Heterokern indirekt iiber Protonenmagnetisie-
rung detektieren. Im Englischen auch ,reversed techniques*

Sie entspricht einem Ubergang zwischen zwei Eigenzustinden und ist eine Erweiterung des Aus-
drucks ,transversale Magnetisierung®, der sich nur auf erlaubtc Uberginge bezieht. Quantenmecha-
nisch gesehen entspricht eine Kohirenz einem Nicht-Diagonal-Element in der Spin-Dichtematrix

Differenz Am, der magnetischen Quantenzahlen zweier an einer Kohirenz beteiligten Energieniveaus
(z. B. Nullguanten-Kohirenz, Einquanten-Kohirenz)

Ubertragung der Kohirenz von einem Kern auf einen anderen

Beschreibung des zeitlichen Verlaufs der Kohdrenzordnung in einer Pulssequenz

Die Korrelationszeit r. gibt die mittlere Zeitdauer der molekularen Umorientierung wieder, die Ursa-
che fiir die Relaxation ist

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

Magpnetisierung in Richtung des By-Felds, also in z-Richtung

Filter zu Selektion von Kohirenzordnungen <p

Aufspaltung der NMR-Signale durch skalare Kopplung in z.B. Dubletts, Tripletts, ... Bei Kohlen-
stoffspektren wird sie auch fiir die groBe Aufspaltung durch die direkte C-H-Kopplung verwendet,
um quartire '>C-Kerne, CH-, CH,- und CH;-Gruppen zu unterscheiden
Nuclear-Overhauser-Enhancement-Effekt. Intensititsverinderung cines NMR-Signals bei Stérung
des Gleichgewichts eines anderen Kerns, hervorgerufen durch dipolare Kopplung

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

Pulssequenzen fir 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 unerwiinschten Kohirenzen und Artefakten dient

Ubertragung von Polarisierung von einem Kern auf einen anderen, wird in der Literatur hiufig syn-
onym mit Kohirenz-Transfer verwendet, auch wenn dabei eigentlich Kohérenzen iibertragen wer-
den

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

Larmor-Frequenz @ der um die z-Achse prizedierenden Kerne. Im rotierenden Koordinatensystem
beschreibt sie nur die Differenzfrequenz §2; aus der individuellen Larmor-Frequenz der Kerne
;=¥ B und der Tragerfrequenz wo=yB,

Satz zueinander orthogonaler Operatoren, dic durch die Produktbildung miteinander verkniipft wer-
den kénnen
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Produktoperatorformalismus

Puls

Pulssequenz
Quadraturdetcktion

ROEL

roticrendes Koordinatensystem

Scan
Scherung
schwache Kopplung

skalare Kopplung

1>

1,-Rauschen

thermisches Gleichgewicht

TQF

Tréagerfrequenz

transversale Magnetisierung
transversaler Operator
Weitbereichskopplung
Zero-Filling

Formalismus zur Beschreibung von NMR-Experimenten, der hohe Anschaulichkeit mit grofler An-
wendungsbreite verbindet (ausfithrlichere Erlduterungen siehe Text)

Anlegen cines nur fiir kurze Zeit erzeugten, hochfrequenten (im Radiofrequenzbereich liegenden) zu-
sitzlichen Magnetfelds mit der Trigerfrequenz w,, um cinen Ubergang anzuregen. Im Deutschen auch
,»impuls*

Abfolge von Radiofrequenzpulsen und Zeiten freier Evolution (Delays) mit anschlieflender Detektion
der entstandenen Magnetisierung

Verfahren zur Detektion von NMR-Signalen, das es gestattet, Vorzeichen von Frequenzen zu unter-
scheiden (im Gegensatz zur Einkanaldetektion)

Rotating Frame NOE. Durch Relaxation im rotierenden Koordinatensystem hervorgerufener NOE
Ein mit der Frequenz o, rotierendes Koordinatensystem; dies vereinfacht die Beschreibung der Wir-
kung von Pulsen und Perioden freier Priizession

Einmaliger Ablauf eines NMR-Experiments

Transformation eines Spektrums gemif: wi=w,, w;=0;+k-w,

Die Kopplungskonstante J fiir die Kopplung zwischen zwei Spins ist klein gegeniiber der Differenz
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. Sic ist skalar, d.h. orientierungsunabhingig, und bewirkt die Multiplettaufspaltung der Si-
gnale

Inkrementierte Zeit, dic in 2D-NMR-Experimenten nach der Fourier-Transformation die erste Fre-
quenzdomaine ergibt

Detektionszeit, ergibt nach der Fourier-Transformation die zweite Frequenzdomine

In 2D-NMR-Spektren parallel zur w,-Achse auftretendes Rauschen, das besonders dort beobachtet
wird, wo intensive Signale auftreten; es ist weitgehend durch geritetechnische Faktoren bestimmt

Im thermischen Gleichgewicht sind die Energieniveaus gemil} der Boltzmann-Verteilung besetzt:

p(bvi)ze——h'l/k'l‘/ze E ki

Dreiquantenfilter (Triple-Quantum-Filter)
,, Senderfrequenz der Hochfrequenzpulse
Magnetisierung in der x,y-Ebene
Bezeichnung fir J, und [,

Skalare Kopplung iber mehrere Bindungen

Anhingen von Nullen an den FID zur Verbesserung der digitalen Auflésung

Anhang 2: Erlduterung der im Text verwendeten Acronyme

BIRD
CAMELSPIN
CIDNP
COCONOSY
COLOC
COSY
DEPT
DEPT-GL
DISCO

E. COSY
GARP
HETCOR
HMQC
HOHAHA
INADEQUATE
INEPT
MLEV
NOESY
P.F.COSY
RCT
ROESY
ROTO
TOCSY
TORO
WALTZ
XCORFE
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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

Heteronuclear Correlation

Heteronuclear Multiple Quantum Coherence

Homonucleares Hartmann-Hahn-Experiment

Incredible Natural Abundance Double Quantum Transfer Experiment
Insensitive Nuclei Enhanced by Polarisation Transfer

Malcom Levitt

Nuclear Overhauser Enhancement and Exchange Spectroscopy

Primitive E. COSY

Relayed Coherence Transfer Spectroscopy

Rotating Frame Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy

ROESY - TOCSY

Total Correlation Spectroscopy

TOCSY - ROESY

Wideband Alternating Phase Low Power Technique for Zero Residue Splitting
X-Nucleus Correlation with Fixed Evolution Time
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