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Abstract: Das COSY ist ein wichtiges homonukleares 2D-
NMR-Experiment zur Zuordnung von Resonanzen. Die
Multiplettstruktur seiner Kreuzsignale ist jedoch h�ufig kom-
pliziert, bedingt eine geringe Signalintensit�t und erfordert
lange Aufnahmezeiten. Wir stellen das CLIP-COSY vor, ein
COSY-artiges Experiment, das reine Inphase-Signale erzeugt.
Es verst�rkt die Intensit�t der meisten Kreuzsignale und kann
in wenigen Minuten aufgenommen werden. Durch Kombina-
tion mit nicht-�quidistantem Abtasten (NUS) kann die Mess-
zeit weiter reduziert werden und die Inphase-Natur der Signale
erlaubt den Einsatz homonuklearer Entkopplungsmethoden.
Da beim CLIP-COSY keine Auslçschung von Antiphase-
Komponenten stattfindet, kann das CLIP-COSY auch bei
Makromolekîlen und anderen Systemen mit breiten Linien
angewendet werden.

Das COSY-Experiment ist zwar das �lteste 2D-NMR-Ex-
periment,[1] aber seine Bedeutung fîr die Strukturbestim-
mung kleiner Molekîle ist immer noch außerordentlich hoch,
da mit seiner Hilfe die Signale benachbarter Protonen in
einem kovalenten Bindungsnetzwerk zugeordnet werden
kçnnen. Prinzipiell kann ein COSYals Sequenz mit oder ohne
Phaseninformation eingesetzt werden. Aufgrund der gerin-
geren Dauer des Experiments wird es in Routineanwendun-
gen oft ohne Phaseninformation aufgezeichnet. Sequenzen
mit Phaseninformation liefern eine deutlich bessere Auflç-
sung, erfordern aber eine l�ngere Messzeit, die im Routine-
bereich meist nicht verfîgbar ist. Fîr kleine Molekîle und fîr
Metabolomikanwendungen w�re es wînschenswert, ein
phasenempfindliches COSY-artiges Experiment mit kurzer

Messzeit zur Verfîgung zu haben. Das hier vorgestellte CLIP-
COSY soll dies erfîllen. Es kann in kurzer Zeit aufgenom-
men werden, bietet die hohe Auflçsung eines phasenemp-
findlichen Experiments und kann darîber hinaus mit homo-
nuklearen Entkopplungsmethoden kombiniert werden.

Es wurden bereits COSY-Varianten mit verbesserten
Phaseneigenschaften,[2] erleichterter Kopplungsmessung,[3]

fester Sequenzzeit („Constant Time“)[4] und weiterleitenden
Transferschritten (RELAY)[5] vorgestellt. Allen diesen Vari-
anten, auch dem verbreiteten doppelquantengefilterten
COSY (DQF-COSY),[2a] ist gemein, dass so genannte Anti-
phase-Multiplettstrukuren erzeugt werden, deren Nachteile
im Folgenden diskutiert werden.

Das Zeitsignal, der FID, eines Antiphase-Multipletts ist
sinusmoduliert, es beginnt bei null und die Intensit�t muss fîr
eine gewisse Zeit anwachsen (Abbildung 1A). Die digitale
Auflçsung muss daher ausreichend sein um die aktive
Kopplung aufzulçsen, da sich sonst positive und negative
Komponenten des Antiphase-Multipletts auslçschen (Abbil-
dung 1B). Bei typischen 1H-1H-Kopplungskonstanten im
Bereich von J = 4–10 Hz sind deshalb auf einem 600-MHz-
Spektrometer ungef�hr 1024 reelle Punkte in der indirekten
Dimension erforderlich. Unabh�ngig von der eigentlichen
Signalintensit�t fîhrt dies meist zu mehr als 30 Minuten
Messzeit pro Probe.

Bei nicht-aufgelçsten Multiplettkomponenten tritt ein
weiterer Nachteil auf. Passive Kopplungen fîhren zur �ber-
lagerung von positiven und negativen Anteilen und verrin-
gern die Empfindlichkeit (Abbildung 1C). øhnlich werden
auch Antiphase-Signale unterdrîckt, deren Linien durch
Feldinhomogenit�t, Austauscheffekte oder schnelle Relaxa-
tion verbreitert sind (Abbildung 1D). Die Vermeidung von

Abbildung 1. Vergleich von Inphase- (IP) und Antiphase (AP) Multi-
plettstrukturen: A) Ein cosinus- oder sinusmodulierter FID fíhrt zu In-
phase- bzw. Antiphase-Multipletts. B) Ein abgeschnittener FID be-
grenzt die Signalintensit�t vor allem im Antiphase-Fall. C) Teile des An-
tiphase-Signals werden durch íberlappende Multiplettkomponenten
(hier: Dublett von Dubletts) ausgelçscht. D) Antiphase-Signale werden
bei Linienbreiten, die grçßer als das zugrundeliegende Multiplett sind,
abgeschw�cht.
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Signalauslçschung erfordert deshalb eine Pulssequenz,
welche zu Inphase-Multipletts fîhrt.

Einige Inphase-Varianten des COSY sind bereits bekannt.
Das SUPER-COSY[6] und das ISECR-COSY[7] liefern nur
teilweise Signale mit der gewînschten Phase. Das DQF-
ISECR-COSY[7] erzeugt die gewînschte Linienform bei allen
Signalen, erfordert aber eine große Zahl an aufsummierten
Messungen pro t1-Punkt. Auch das IP-COSY[8] liefert die
gewînschte Linienform, es verwendet aber einen „Constant-
Time“-Ansatz fîr die indirekte Dimension, wodurch die
Auflçsung eingeschr�nkt wird und Signalintensit�ten verzerrt
werden kçnnen.

Die neue Sequenz soll die schnelle Aufnahme von Spek-
tren ermçglichen, dabei aber so wenig generelle Einschr�n-
kungen wie mçglich mit sich bringen. Das hier vorgestellte
Reine-Inphase-COSY („CLean In-Phase COSY“, CLIP-
COSY) basiert auf der Nullquantenkoh�renzunterdrîckung
nach Thrippleton und Keeler[9, 12] in Kombination mit einer
„Perfect-Echo“-Sequenz,[13] die hier als Inphase-Inphase-
Mischelement fungiert (Abbildung 2A). Der von Thrippleton
und Keeler vorgeschlagene z-Filter wird im CLIP-COSY
zweimal eingesetzt. Die beiden Filterelemente umschließen
das Transferelement und entfernen Antiphase- bzw. Null-
quantenanteile aus der Gesamtmagnetisierung.

Das bereits verçffentlichte IP-COSY kann als ver-
schachtelte „Constant-Time“-Version des CLIP-COSY
gelten. Das IP-COSY ist fîr Systeme optimiert, in denen die
Auflçsung durch die inh�rente Linienbreite begrenzt ist. Das
CLIP-COSY-Experiment kann dagegen mit unabh�ngig
w�hlbaren Aufnahmeparametern in beiden Dimensionen
sehr flexibel eingesetzt werden. Wasserunterdrîckung kann
entweder durch Vors�ttigung oder durch ein angeh�ngtes

WATERGATE-,[11, 14] „Excitation-Sculpting“-[10] oder PE-
WATERGATE-Element[15] erreicht werden.

Die verwendeten Thrippleton-Keeler-z-Filter werden mit
zunehmender L�nge effektiver, gleichzeitig kann in dieser
Zeit aber auch Polarisationstransfer durch den Kern-Over-
hauser-Effekt (NOE), chemischer Austausch, konformative
Umwandlung oder TOCSY-artiger Transfer zwischen stark
gekoppelten Spins stattfinden, was zu Artefakten fîhren kann
(siehe die Hintergrundinformationen). Es ist daher nçtig,
einen Kompromiss zwischen kurzen Elementen und guter
Filterung zu finden. Die bençtigte adiabatische Inversion
kann entweder durch CHIRP[16] oder BIP/BIBOP-artige
Pulse[17] oder durch spezielle, mittels Optimal-Control-Theo-
rie (OC) optimierte Pulse umgesetzt werden. Simulationen
zeigen, dass quasi-adiabatische Pulse fîr Pulsl�ngen îber
5 ms hocheffizient sind. Lediglich bei geringeren Pulsl�ngen
kçnnen OC-Pulse bessere Unterdrîckung erreichen (unver-
çffentlichte Daten). Experimentell zeigt sich, dass gute z-
Filterl�ngen fîr kleine Molekîle bei 10–20 ms liegen, w�h-
rend sie fîr große Molekîle wie Proteine sehr kurz, 0.25–
0.5 ms, sein sollten.

In Abbildung 3 wird ein Ausschnitt des CLIP-COSY mit
identischen Ausschnitten eines konventionellen DQF-COSY,
einer Variante des IP-COSY mit Thrippleton-Keeler-z-Filter
und einem TOCSY mit kurzer Mischzeit verglichen (die
Gesamtspektren sind als Abbildung S4–S9 in den Hinter-
grundinformationen enthalten).

Unter den verglichenen Experimenten zeigt das DQF-
COSY die niedrigste Signalintensit�t obwohl es mit ausrei-
chender Auflçsung in der indirekten Dimension aufgenom-
men wurde. Um zumindest alle wichtigen Signale zu sehen,
wurde die Intensit�t hier um den Faktor 4 im Vergleich zu den
anderen Spektren skaliert. Das IP-COSY hat deutlich hçhere
Intensit�t. Es wurde mit der Gesamtmischzeit von 2(Tc +

Tm) = 52 ms als Kompromiss zwischen effizientem Transfer
und ausreichender Auflçsung durchgefîhrt. Das CLIP-COSY
zeigt noch etwas hçhere Intensit�t, da hier die Mischzeit un-
abh�ngig von der Auflçsung einstellbar ist. Das DIPSI-2-
TOCSY-Experiment mit 35 ms Mischzeit liefert hohe Si-
gnalintensit�t, zeigt jedoch auch viele Kreuzsignale îber
mehrere Bindungen hinweg. Diese weitreichenden Korrela-
tionen sind bei COSY-Anwendungen nicht erwînscht.

Der Vergleich zeigt auch den dramatischen Messzeitge-
winn ohne große Nachteile in der F1-Auflçsung. Das CLIP-
COSY kann ohne weiteres mit nicht-�quidistanter Abtastung
(„Non-Uniform Sampling“, NUS)[18] kombiniert werden. In
diesem Fall ist es ausreichend, 76 Datenpunkte fîr t1 zu
messen, mittels „Compressed Sensing“ einen FID aus 256
Punkten zu rekonstruieren und mittels „Linear Prediction“ zu
512 Punkten zu verl�ngern. Dies entspricht einer Abtast-
dichte von lediglich 30%. In Abbildung 3D ist ein solches
CLIP-COSY, das in 3 Minuten aufgezeichnet wurde, abge-
bildet. Des Weiteren kann die Erholzeit zwischen zwei Mes-
sungen beim CLIP-COSY im Vergleich zum DQF-COSY
erheblich reduziert werden, worauf aber in Abbildung 3 zu-
gunsten der Vergleichbarkeit verzichtet wurde (siehe hierzu
etwa das Spektrum von Rebaudiosoid A in Abbildung S10A).

Die Inphase-Multipletts des CLIP-COSY erlauben auch
die Anwendung homonuklearer Entkopplungsmethoden um

Abbildung 2. A) CLIP-COSY-Pulssequenz. Das Experiment kann mit
einem einzigen Messdurchlauf pro F1-Punkt aufgenommen werden;
die Pulsphasen fír weitere Durchl�ufe sind f1 = (x)4(¢x)4 ; f2 = y, ¢y,
¢y, y ; f3 =¢y, ¢x, ¢y, ¢x ; f4 = x, x, ¢x, ¢x ; frec = x, ¢x, ¢x, x, ¢x, x, x,
¢x. Fír f1 wird zudem States-TPPI-Inkrementierung zur phasenemp-
findlichen Detektion verwendet. Nicht bezeichnete Pulsphasen sind x-
Pulse. Gefíllte Rechtecke stehen fír 9088-, ungefíllte fír 18088-Pulse, un-
gefíllte Rechtecke mit geschwungener Linie und gleichzeitiger Anwen-
dung eines Gradienten zeigen z-Filter[9] an. Eine Version mit robusten
Breitbandpulsen ist in den Hintergrundinformationen zu finden.
B) CLIP-COSY-Pulssequenz modifiziert fír Wasserunterdríckung und
optimiert fír große Molekíle, wie etwa Proteine in H2O. Das zweite z-
Filterelement wurde durch ein „Excitation-Sculpting“-Element[10] mit 3-
9-19-Sequenz[11] ersetzt; Pulsphasen wurden angepasst, um ¢z-Magne-
tisierung zu vermeiden, f1 = x ; f2 = x, ¢x ; f3 = y, ¢y ;
f4 = (x)4(y)4(¢x)4(¢y)4 ; f5 = (x)2(y)2(¢x)2(¢y)2 ; frec = x, ¢x. Fír f1 wird
zudem States-TPPI-Inkrementierung verwendet.
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reine Verschiebungsspektren zu erhalten
(„Pure-Shift“-Spektren).[19] Prinzipiell ist
dies in beiden Dimensionen mçglich, als
Machbarkeitsnachweis ist ein CLIP-
COSY-Spektrum mit F2-PSYCHE-Ent-
kopplung[19b] an Menthol in Abbil-
dung S12 enthalten.

Mit den vorgeschlagenen Wasserun-
terdrîckungsmethoden kann das CLIP-
COSY auch bequem auf Molekîle in
w�ssriger Lçsung angewendet werden.
Fîr Proteine kann außerdem der zweite
z-Filter durch ein „Excitation-Sculp-
ting“-Element ersetzt werden, da bei
großen Molekîlen mit hoher Linien-
breite Nullquantenartefakte deutlich
schw�cher ausgepr�gt sind (Abbil-
dung 2B). Abbildung 4 zeigt die HN-Ha-
Fingerabdruckregion des aus 129 Ami-
nos�ureresten bestehenden Proteins
Lysozym zur Veranschaulichung.

Die St�rke der Inphase-COSY-Ex-
perimente zeigt sich vor allem, wenn
Linien durch Austausch oder Relaxation
stark verbreitert sind. Das DQF-COSY
zeigt in diesem Fall sehr starke Signalin-
tensit�tsverluste. In Abbildung 5 ist
dieser Effekt fîr N-Methyl-4-piperidinol,
bei dem Ringinversion zur Austausch-
verbreiterung fîhrt,[20] gezeigt (Gesamt-
spektren in Abbildung S11). Inphase-
Experimente ermçglichen hier einen
enormen Intensit�tsgewinn.

Fîr eine kritische Betrachtung des
CLIP-COSY soll im Weiteren auch auf
zwei potentielle Nachteile des CLIP-
COSYeingegangen werden: Der zentrale
Inphase-Inphase-Transfer h�ngt von der
Mischzeit D und dem jeweils vorliegen-
den Spinsystem ab. Im schwachen
Kopplungsfall unter Vernachl�ssigung
von Relaxation wird die integrierte
Kreuzsignalintensit�t beschrieben durch
Gleichung (1) mit der aktiven Kopplung

I12 ¼ sin2pJ12D
Yn

i6¼1;2

cospJ1iD
Ym
j6¼1;2

cospJ2jD

ð1Þ

J12 sowie den passiven Kopplungen J1i

und J2j zwischen den (n¢2) und (m¢2)
benachbarten Spins im jeweiligen Spin-
system.
Theoretisch sollten in einem Zweispin-
system Mischzeiten bis zu 50 ms prakti-
kabel sein. In den Experimenten erwie-
sen sich aber D = 15 bis D = 25 ms in
grçßeren Kopplungsnetzwerken als guter
Kompromiss. Speziell, wenn vor allem

Abbildung 3. Vergleich der aliphatischen Region verschiedener Spektren von 13.7 mm Hydro-
chinidin in CDCl3. A) Konventionelles DQF-COSY, 4096 Ö 1024 Punkte in 32 min 46 s aufgenom-
men. Signalintensit�ten wurden um den Faktor 4 verst�rkt um alle wichtigen Signale zu zeigen.
B) IP-COSY mit Thrippleton-Keeler-z-Filter, 4096 Ö 384 Punkte in 13 min 3 s aufgenommen. Die
F1-Auflçsung ist beschr�nkt durch die verschachtelte t1- und Gesamtmischzeit von 52 ms.
C) CLIP-COSY, 4096 Ö 1024 Punkte in 34 min 18 sec aufgenommen mit einer Gesamtmischzeit
von 2D = 33.33 ms. D) CLIP-COSY, 4096 Ö 76 nicht-�quidistante Zeitpunkte (30% NUS) in
2 min 59 sec aufgenommen und mittels „Compressed Sensing“ sowie „Linear Prediction“ zu
4096 Ö 512 Punkten rekonstruiert. Gesamtmischzeit 2D =33.33 ms. E) TOCSY mit Thrippleton-
Keeler-z-Filter, 4096 Ö 1024 Punkte in 34 min 24 sec aufgenommen. Die DIPSI-2-Mischzeit war
34.5 ms. F) F2-Schnitte aus den Spektren A–E bei der Frequenz 3.11 ppm, die durch die gestri-
chelte graue Linie angedeutet ist. Spektren A, C und E haben dieselbe Auflçsung. Volle Spek-
tren und Zuordnung sind in den Hintergrundinformationen enthalten.
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Kopplungen mit J> 3 Hz von Interesse sind, ist D = 15 ms
vorteilhaft. Im Unterschied zu „Constant-Time“-Experi-
menten wie dem IP-COSY, begrenzt diese kurze Mischzeit
nicht die Auflçsung des Spektrums.

Neben abweichenden Signalintensit�ten kann die einge-
stellte Mischzeit auch zu weitergeleiteten („relayed“)
Kreuzsignalen fîhren, wenn mindestens zwei der Spins im
Spinsystem zueinander stark gekoppelt sind. Dieser Effekt
tritt allerdings bei allen Inphase-COSY-Ans�tzen auf und
wurde bereits diskutiert (siehe Lit. [8] und die Hintergrund-
informationen). Abschließend ist zu erw�hnen, dass die
Leistung eines Thrippleton-Keeler-z-Filters nahe der Diago-
nalen stark abnimmt[9] und entsprechende Multipletts ver-
zerrt werden kçnnen. øhnliche Artefakte treten jedoch bei
stark gekoppelten Spins in allen COSY-Experimenten auf.

Das CLIP-COSY ist ein leicht handhabbares COSY-Ex-
periment, das hochwertige Inphase-Multipletts erzeugt. Der
Hauptvorteil ist die schnelle Aufnahme von Spektren mit rein
absorptiven Inphase-Signalen in wenigen Minuten, was mit-

tels NUS noch deutlicher wird. Im Vergleich zum DQF-
COSY kann besonders bei verbreiterten Signalen an Emp-
findlichkeit gewonnen werden. Die Sequenz begrenzt nicht
die F1-Auflçsung und kann mit modernen homonuklearen
Entkopplungsmethoden kombiniert werden, �hnlich wie bei
TOCSY/NOESY-Experimenten.[19a, 21] Durch die verkîrzte
Messzeit werden hochaufgelçste COSY-artige Spektren auch
fîr die Routine-NMR zug�nglich und werden voraussichtlich
auch in Metabolomikstudien und der Qualit�tskontrolle
Anwendung finden.
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