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5. Experimente und Anwendungen

5.1 Austausch und Sprungprozesse

5.1.1 Motivation und Phinomenologie

SS'02

Wie bereits diskutiert sind die Resonanzfrequenzen der NMR empfindlich auf die Details
der Umgebung eines Kernspins. Die Beeinflussung kann uiber die chemische Verschiebung
oder uiber die Quadrupolwechselwirkung geschehen. Man kann dies nicht nur dazu verwen-
den, die einzelnen Resonanzlinien einem bestimmten Kern zuzuordnen, sondern man kann
damit auch beobachten wenn sich die Umgebung eines Kerns dndert. Dies kann wiederum
dadurch geschehen dass in der Umgebung Bewegungsprozesse ablaufen, aber es kann auch
auf einen Bewegungsprozess des Kerns selber zurickzufuhren sein.

Wir betrachten zunichst einen einzelnen Spin,
der zwischen zwei Positionen mit unterschiedlicher
chemischer Verschiebung hin- und her springen
kann. Wenn die Aufenthaltszeit an einem bestimm-
ten Ort lang ist verglichen mit der transversalen
Relaxationszeit, so wird sich wahrend jeder Messung
ein Teil der Spins an der einen Position befinden, ein
Teil an der anderen, und mit ihrer jeweiligen Reso-
nanzfrequenz zum Signal beitragen. Handelt es sich
um einen Gleichgewichtsprozess, sind in der Probe
also beide Positionen mit der zugehorigen Wahr-
scheinlichkeit besetzt, so findet man im Spektrum
zwel Linien, deren Amplitude durch die Beset-
zungswahrscheinlichkeit der beiden Platze gegeben
ist.

Konnte man den FID eines einzelnen Spins be-
obachten, so wurde man sehen wie beim Sprung die
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Larmorfrequenz andert. Dies ist naturlich nicht moglich und man beobachtet statt dessen eine
Uberlagerung der Frequenzen, welche fur ein System im Gleichgewicht stationir ist.

In der Figur werden drei solche Uberlage-

k=10x10%s’

k=63x10°s

rungn und die dazu gehorige Summe darge-
k=02x10%s!| stellt, jeweils fur unterschiedliche Austauschra-
ten. Mit zunehmender Austauschrate wird der
gemittelte FID kurzer, was einer breiteren Re-
sonanzinie entspricht.
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5.1.2 Linienformen

So lange der mittlere Abstand T zwischen zwei

Spriungen lang ist im Vergleich zur transversalen Re- Sprungprozesse und Linienformen
laxationszeit wird das Spektrum durch die Spriinge
nicht beeinflusst. Wird der Austausch schneller so ist langsamer Austausch

jedoch die Koharenzzeit durch die Spriinge limitiert
und die Linie wird breiter. Nahert sich die Aus-
tauschrate 1/t der Differenz Aw der beiden Lar-

morfrequenzen, so konnen die beiden Plitze nicht
mehr einzeln beobachtet werden; statt der beiden ein- / \ AwT>1 / \
zelnen Resonanzlinien findet man eine einzelne in der

Mitte zwischen den beiden. Diese ist stark verbreitert, Aot~ 1
well die Prazession noch beide Frequenzen enthilt.
Erst wenn die Sprungrate weiter steigt und dadurch _f\_
die Mittelung auf einer sehr kurzen Zeitskala ablauft
wird die Linie wieder schmiler. schneller Austausch

©» T,

Austauschprozesse Awt«1

A sind normalerweise
thermisch aktiviert, d.h.

r
das System muss eine
Energiebarriere uber-
Lenr | winden. Solche Prozesse werden bekanntlich mit zunehmen-
/ ¢ der Temperatur exponentiell schneller, d.h. die Austauschrate r
zeigt das Verhalten

/
— r= 1/t =ry e AFKT

 J

Hier stellt T die mittlere Aufenthaltszeit an einem Platz dar.

5.1.3 2D Austausch

Eine besonders nutzliche Methode zur Verfolgung solcher Austauschprozesse ist die 2D
Spektroskopie. Sie erlaubt eine direkte Korrelation der Positionen zwischen denen Austausch
stattfindet; dies ist insbesondere dann nutzlich wenn es sich um einen Austausch zwischen
mehr als zwei Platzen handelt. Es steht dafur ein Zeitfenster zur Verfugung, welches nach un-
ten durch die relevanten Frequenzdifferenzen, nach oben durch die Lebensdauer T der

Spins beschrankt wird.

Dabei markiert man die Prazes-
sionsfrequenz der Spins und spei-
chert diese Information in den Po-
pulationen der Spins. Man wartet
anschlieend eine gewisse Zeit, - . .
Mischzeit genannt, welche nicht 1, T 1,

m V4
wesentlich langer als die longitudi-
nale Relaxationszeit der Spins der Spins sein darf, und fragt anschlieBend die Préazessionsfre-
quenz nochmals ab. Hat in dieser Zeit ein Austausch stattgefunden, so duBert sich dies in ei-
ner Resonanzlinie im 2D Spektrum, welche nicht auf der Diagonalen liegt: sie zeigt an, dass
fur einen Teil der Spins die Larmorfrequenz sich wahrend der Mischzeit gedndert hat.

5) Experimente und Anwendungen 17. Juli 2002
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anderes beobachtet. Amidbindungen (wie sie z.B. in Protei-
nen vorkommen) zeigen eine behinderte Rotation, welche y
in der Ndhe der Raumtemperatur etwa einmal pro Sekunde _C—FN
rotieren. Die Protonen der beiden Methylgruppen haben CH3 AN
unterschiedliche chemische Verschiebung, konnen also im CH3
NMR Spektrum getrennt beobachtet werden.

In der Figur die Rotation eines Molekiilteils gegen ein O
\ CH,

Bei niedrigen Temperaturen ist
der Austausch langsam und man
kann beide Linien getrennt beobach-
ten. Im 2D Spektrum findet man un-
ter diesen Bedingungen das 1D
Spektrum entlang der Diagonalen
und keine Linien auBerhalb der Dia-
gonalen.

Steigt die Temperatur so wird der
Austausch schneller.

20 30 a0 H

a2

Man kann dann wahrend der Mischzeit
einen Austausch beobachten, welcher zu
Kreuzpeaks mit w{#w, fuhrt.

Ist der Austausch sehr schnell,

d.h. ist die mittlere Aufenthaltszeit
kurz im Vergleich zur Larmorpe-
riode, so beobachtet man im
Spektrum (1D und 2D) nur eine
gemittelte Resonanzfrequenz. Im
Zwischenbereich verbreitern sich
die Linien. Mittels Variation der Temperatur kann man deshalb in vielen Systemen sowohl
den Bereich des langsamen Austausches, wie auch den Bereich des schnellen Austausches
und den Ubergangsbereich untersuchen.

5.1.4 Sprungprozesse in Festkorpern

Solche Prozesse konnen auch in Festkorpern beobachtet werden. Am direktesten sind die
Beobachtungsmoglichkeiten bei molekularen Festkorpern.
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In diesem Beispiel wurde die Bewegung von Mole-
kulen in Zeoliten untersucht. Zeolite sine kristalline
Festkorper, welche Kafigstrukturen bilden, wobei die
GroBe dieser Kafige im Bereich von etwa < 1 nm liegt.
Sie haben eine grofle wirtschaftliche Bedeutung erhal-
ten u.a. welil sie in der chemischen Synthese als Kataly-

satoren verwendet werden.

200 100 bppm
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Bringt man ein
Molekul wie
Benzol in einen
solchen Kifig,
und misst man

das NMR Spektrum einer polykristallinen Probe, so
beobachtet man aufgrund der Orientierungsunord-
nung ein typisches Pulverspektrum. Finden Sprung-
prozesse statt, so andert sich dadurch die Larmorfre-
quenz der Spins. Sind die Sprungprozesse beliebig, so
konnen dadurch alle moglichen Resonanzfrequenzen
entstehen. Experimentell beobachtet man aber, dass
fur eine bestimmte Ausgangsfrequenz nur diskrete
,Zielfrequenzen® angesprungen werden. Die be-
obachteten Spektren konnen exakt simuliert werden
(in der Figur als Hohenkurvenplot) wenn man als
Bewegungsmodell postuliert, dass die Molekile

Spriinge zwischen vier Orientierungen durchfuhren, welche zueinander tetraedrisch angeord-
net sind. Dies passt auch auf die Symmetrie des Kristalls. Man findet im Spektrum zu jeder
Startfrequenz (w1) vier verschiedene Endfrequenzen (w;), welche den vier moglichen Orien-

tierungen entsprechen.

Bewegungsprozesse spielen insbesondere fur die Eigenschaften von Kunststoffen eine
wichtige Rolle. Sie bestimmen unter anderem die mechanischen Parameter wie Steifigkeit,
Flexibilitat und Bruchfestigkeit, aber auch die Verarbeitungsfahigkeit. Die Untersuchung der
molekularen Bewegungsprozesse kann mit verschiedenen NMR Methoden erfolgen. Fur
langsame Bewegungen eignet sich besonders die 2S Spektroskopie.
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Polyoxymethylen

In diesem Beispiel wurden B3¢ Austauschspektren verwendet, um die molekulare Bewe-
gung in Polyoxymethylen zu untersuchen. Bei 252 findet man nur auf der Diagonale Signal,
was andeutet, dass hier keine Bewegungn stattfinden. Bei 370 K finden offensichtlich Aus-
tauschprozesse statt. Die diskrete Natur deutet darauf hin, dass die Spriinge um gut definierte
Winkel erfolgen. Eine Simulation des Spektrums bringt gute Ubereinstimmung wenn man
von einem Sprungwinkel von 200 Grad ausgeht.

5.1.5 Spindiffusion

Ein Austausch von Kohiarenz zwischen zwei unterschiedlichen Spins muss nicht unbedingt
auf chemischen Austausch zuriickzufuhren s ein.

Es gibt auch die so genannte Spindiffusion, einen
Prozess der durch den B-Term des Dipolalphabeths ge-
trieben wird: er entspricht einem doppelten Umklappen —
von zwei antiparallelen Spins. Auf diese Weise kann
Spin-Ordnung sich diffusionsartig in einem Festkorper
ausbreiten.

E~0 E~0
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Spindiffusion

Pulvermischung

Mischkristall aus
Schmelze
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ist, so dass die Spindiffusion zu langsam wird.

Fur das untere Spektrum wurde ein Mischkristall hergestellt, indem
beide zusammen geschmolzen und daraus ein Pulver kristallisiert wur-
de. In diesem Fall befinden sich Molekiile von beiden Spezies in unmit-
telbarer Nachbarschaft und es findet Polarisationstranfer zwischen den

beiden statt.

5) Experimente und Anwendungen

- 108 -

Die Diffusionsldnge dieses Prozesses be-
tragt typischerweise einige wenige nm. Man
kann ihn deshalb dazu verwenden, Nachbar-
schaft in einem Festkorper zu analysieren.

Hier wurde z.B. Spindiffusion in einem
Mischkristall aus Adamantan und Hexa-
methylbenzol gemessen.

Fur das obere

Spektrum wur- Pulver Zm

de eine Mi- i

schung von Pul- ( T A 4

vern der beiden Y ) AT
Substanzen her- N~ T f T_,‘;.
gestellt und dar- T\ T/ -
an Spindiffusion \ \ T
gemessen. Jedes )

der beiden Mo- -

lekiile enthélt zwei unterschiedliche 13C Ker-
ne, tragt also zwei Linien zum Spektrum bei.
Da sich beide Kerne in der gleichen Einheits-
zelle vorkommen ist die Distanz kurzer als
die Diffusionslange, es findet eine Ubertra-
gung statt. Wir sehen jedoch keine Ubertra-
gung von HMB nach Adamantan. Der
Grund dafur ist, dass die Distanz zwischen
Molekiilen unterschiedlichen Typs zu grof3

Mischkristall

~1Imn
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5.2 Spin Echo und Diffusionsmessungen

5.2.1 Dephasierung

Ein FID wird niemals durch einen einzelnen Spin erzeugt; statt dessen beobachtet man
immer ein Ensemble. Das beobachtete Gesamtsignal eines Ensembles von Spins kann ge-
schrieben werden als

1

Stot = D, s? (1) =302 COS(A(DS)'C) el2t |
1

wobei wir angenommen haben dass alle Mitglieder des Ensembles identisch prapariert wur-
den mit ihrer Magnetisierung entlang der x-Achse des rotierenden Koordinatensystems. Die
Observable sei ebenfalls die Magnetisierung in x-Richtung.

Die Resonanzfrequenzen Aoo8 ) der einzelnen Spins sind nicht exakt identisch, da verschie-

dene Wechselwirkungen einen Unterschied hervorrufen konnen. Im aktuellen Zusammen-
hang betrachten wir dazu lediglich ein inhomogenes Magnetfeld, welches eine entsprechende
Verteilung der Larmorfrequenzen erzeugt. Der anfangliche Zustand

pO =3 s¥
i
entwickelt sich deshalb unter freier Prazession zu

p(T) = STos(Awy'T) Sy - sin(Awg ' T) Sy) e T2T.

i
Die Summe uber die Spins kann am besten als Integral uber die Spindichte in einem in-
homogenen Feld geschrieben werden:
p(M =eT2T[ SW cos(AmgT) + S cos(AwgT) p(Awg) dAwy .

Man erhilt somit einen ,,Spinfacher®, dessen Breite durch das Produkt AT gegeben ist, wobei
A die Breite der Verteilung p(Aw() darstellt. Ist dieses Produkt grof3 gegen eins, so sind die

Phasen AwgT in der xy Ebene zuféllig verteilt, der Mittelwert der Magnetisierung ver-
schwindet.
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In der Figur sind in der oberen
Spur der Zerfall der transversalen
Magnetisierung gezeigt; der Zerfall
der Magnetisierung nach dem ersten
Puls ist durch die Breite der Vertei-
lung p(Awg) im inhomogenen Feld

bestimmt. In der unteren Spur ist die
Zeitentwicklung der Phase von zwei
unterschiedlichen Spins dargestellt.

Die Dephasierung der Spins kann
mit dem Auseinanderfliegen von
Gasmolekulen verglichen werden
wenn ein Gefal mit komprimiertem
Gas geodffnet wird. Es ist in beiden
Fallen prinzipiell denkbar, aber sehr
unwahrscheinlich, dass die Molekiile,
resp. Spins wieder in den Ausgangs-
punkt zuriickkehren.

Wie von Maxwell portratiert wére
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Hahn-Echo
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dies auch moglich wenn ein Damon, welcher die
einzelnen Molekule (Spins) beobachtet, deren Ge-
schwindigkeiten (Prazessionsfrequenzen) alle

gleichzeitig invertieren wirde.

5.2.2 Hahn-Echo

Im Gegensatz zu einem molekularen Gas, wo
kein Maxwell-Damon existiert, welcher die Be-
wegung der Molekille umdrehen kann, ist es im
Falle eines Spinsystems moglich, die Phasen aller

Spins zu invertieren, von exp(iA(n(()l )t) zu exp(-

iAoo(()i )t). Dazu muss die gesamt Magnetisierung

mit einem RF Puls in x-Richtung um 5 rotiert werden:

A
j‘ﬁ
Y

N

H

p®

~

p(Ty) = e ImSx EEbOS(A(Dg)T) SS) - sin(Amg)T) SS)) e T2T oinSx
i

= Em:OS(A(Dg)T) SS) + sin(AwS)T) Sg,l)) e 12T _

1

= EIIbos(-Amg)T) SS)— sin(-Amg)T) s_f,l)) el

1

Der Zustand nach dem Puls ist somit der gleiche wie vor dem Puls, au3er dass die Phase aller
Spins invertiert wurde. Dies kann auch als Zeitumkehr T = -T interpretiert werden.

5) Experimente und Anwendungen
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Nach dem Puls lauft die Evolution der Spins wieder wie vor dem Puls, d.h. die Phase
wachst gemal
p(T+t) = EE[cos(Amg)(t-T) ) SS) - sin(Amg)(t_T) ) S(yl) ] e T2(t+T)
i

Die Zeit t misst die Dauer der freien Priazession nach dem Refokussierungspuls. Wenn diese
gleich lang wird wie die Dauer zwischen Anregung und Refokussierungspuls, t=T, ver-

) (1) ) ) ) ) )
schwinden alle Phasen Aw( (t-T) , da sich die negativen Werte aus der ersten Prazessionszeit

gerade gegeniiber den positiven aus der zweiten Periode aufheben, unabhingig von der Fre-
quenz der einzelnen Spins. Damit ist die destruktive Interferenz aufgehoben, es entsteht
"spontan" ein Signal, ein Echo. Dieses ist gegenuiber dem urspringlichen Signal lediglich um
die Dampfung e 22T = ¢2T/Ts reduziert. Diese Dampfung ist fur alle Spins vorhanden, auch
in einem homogenen Feld und wird deshalb als homogener Beitrag zur Relaxation respektive
zur Linienbreite bezeichnet.

In diesem Beispiel wurde der Zerfall der

] . 71 Qo
Hahn-Fchos bei 288 K Kohiarenz von 'Li Spins untersucht.
T =288 K 5.2.3 Diffusionsmessungen im Magnet-
iy 17 . feldgradienten
on = (1,38 ms
Tyq = 0,28 ms

Voraussetzung fur die Refokussierung der
Magnetisierung ist dass die Spins wahrend der
0.20 ganzen Dauer der Messung mit der gleichen
Larmorfrequenz préizedieren. Dies ist u.a.
dann nicht der Fall wenn sie sich in einem
Feldgradienten bewegen. Man kann deshalb
Echo-Experimente verwenden, um Bewe-
gungsprozesse, wie z.B. Diffusion zu messen.
Eine gute Referenz zur Messung von Diffusi-

onsbewegungen mit NMR ist (R. Kimmich,
0.40 'NMR Tomography, Diffusometry, Relaxometry',

Springer, Berlin (1997).).

Das Messprinzip besteht darin, dass das E-
R - cho nur dann zustande kommt wenn die Spins
h 05 : wirklich die gleiche Prazessionsfrequenz vor

t [ms] und nach dem Echopuls besitzen. Andert sich

Ld
7ims|

Signalhohe [a.u.

die Frequenz, so heben sich die beiden Phasen
nicht mehr auf und der entsprechende Spin tragt nicht mehr zum Echo bei: die Echohohe
wird kleiner.

5) Experimente und Anwendungen 17. Juli 2002
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B(z)=Bg+ Gz

bewegt, wobei G den Gradienten darstellt. Diffusion um einen Be-
trag 8z andert dann die Larmorfrequenz um

Eine solche Anderung der Larmorfrequenz kommt z.B. dann zu-
stande wenn der Spin sich in einem inhomogenen Magnetfeld t

dw=0zGy,.

Wenn wir der Einfachheit halber annehmen dass diese Bewegung
durch einen Sprung wihrend des Refokussierungspulses zustande

kommt, so wird die gesamte Phase dieses Spins zum Zeitpunkt des
Echos nicht mehr O, sondern 6z G y, T. Hier stellt y, das gyro-

magnetische Verhiltnis des Spins dar.

Die Anderung der Echo-Amplitude ergibt sich uber eine Integration des Signal uiber alle
Spins, also uiber die Spindichte im Gradienten. Die Distanz 6z, um die sich die einzelnen Spins
bewegen, ist durch die Diffusions

Bei einem Hahn-Echo Experiment wird die Hohe des Echos um den Faktor
exp(-2/3 y,2 G2 D T)

abgeschwicht. Hier stellt D die Diffusionskonstante und T den Pulsabstand dar. Die Messung
der Echo-Abschwichung erlaubt somit die Bestimmung der Diffusionskonstante (sieche auch
Praktikumsversuch).

In der Praxis verwendet man haufig eine Drei-
puls-Sequenz. Hier wird die Magnetisierung zwi-
schen dem zweiten und dritten Puls entlang der
Magnetfeldrichtung gespeichert. Dies ist vor allem

in Experimenten in Festkorpern interessant, wo die
Relaxation fur longitudinale Magnetisierung meist T T 7

deutlich langsamer ist als fur transversale. Das E-
cho wird in diesem Fall um den Faktor

exp(-2/3 v, G2 D t13(2/3 + 1o/ty))

abgeschwicht. Hier stellt T; die Zeit zwischen den ersten beiden Pulsen dar, 1y die Zeit zwi-
schen dem zweiten und dritten Puls. Diese ist im Allgemeinen wesentlich langer als tp. Der
Grund ist dass wahrend T die Magnetisierung mit der transversalen Relaxationszeit T, zer-
fallt, wahrend ©, aber mit der longitudinalen Relaxationszeit T;. Wenn T; langer ist als T,

was meistens der Fall ist, kann die Diffusionszeit bei einem Dreipulsexperiment deshalb ldnger
gemacht werden als bei einem Zweipulsexperiment.

5.2.4 Diffusion in Ionenleitern

Man verwendet diese Methode z.B. zur Untersuchung der Ionendiffusion in sogenannten
schnellen Ionenleitern. Dabei handelt es sich um eine Klasse von Materialien, in denen die Io-
nen relativ schnell diffundieren konnen. Solche Materialien werden u.a. in Batterien und
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Brennstoffzellen verwendet, wo die Ionen den Ladungsausgleich zwischen den beiden Halb-

zellen herstellen.

Ein Beispiel fur Ionenleiter sind Glaser, welche ein Ge-
rust aus Si-O und P-O Bindungen enthalten, sowie Li-

Ionen, welche sich durch das Geruist bewegen.

Diffusionskoefhizienten
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In diesem Beispiel wurde der
Diffusionskoeffizient von Li in ei-
nem Lithium-Silikat-Phosphat
Glas gemessen. Die Kreuze stellen
die Resultate der Diffusionsmes-
sungen in einem Magnetfeldgra-
dienten dar, die Dreiecke Resulta-
te von Messungen mit dielektri-
scher Spektroskopie. Die beiden
Messmethoden decken unter-
schiedliche Temperaturbereiche
ab, da sie etwas unterschiedliche
GrofBlen messen. Ein wichtiger
Unterschied ist dass nur bei der

NMR Kklar ist welcher Kern transportiert wird. Die Diffusionskonstante hiangt stark von der
Temperatur ab; im hier betrachteten Temperaturbereich variiert sie um sieben Groflenord-

nungen.

Es gibt nur wenige andere Messmethoden, die geeignet sind, die Diffusion in solchen Sys-
temen zu untersuchen. Die einzige, welche direkt die gleiche Messgrofe liefert, ist die Mes-
sung der Diffusion von radioaktiven Isotopen durch Aufbringen auf einer Oberfliche und
schichtweises Abtragen nach einer gewissen Zeit. Ihr gegenuiber hat die NMR unter anderem
auch den Vorteil, dass sie das Material nicht zerstort oder auch nur verandert.
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5.3 AS

5.3.1 Prinzip

In nichtkristallinen Proben bilden liegen unterschiedliche Orientierungen der Molekille und
Kristallite vor. Da prinzipiell alle Wechselwirkungen der magnetischen Resonanz orientie-
rungsabhingig sind fuhrt dies dazu, dass die entsprechenden NMR Spektren inhomogen ver-
breiterte Pulverlinien enthalten. Sie sind deshalb zum einen wenig empfindlich, zum andern
sind sie schwierig zu interpretieren. Es ist deshalb von groBBer Wichtigkeit, Techniken zu ver-
wenden, welche diese inhomogene Verbreiterung eliminieren.

Die wichtigste Methode dafur ist die magisch Win-
kel Rotation (MAS; Magic Angle Spinning). Sie ba-
siert darauf, dass bei einer Rotation (molekulare oder
Probenrotation) um eine Achse die Anisotropie der
Wechselwirkungen ausmittelt. Im Bild ist ein MAS
Probenkopf dargestellt; das Magnetfeld zeigt senk-
recht nach oben, wihrend die Rotationsachse schrag
nach oben zeigt.

Das Prinzip einer MAS Turbine ist in
s | der Figur schematisch dargestellt. Ein Gas

wird unter Druck in den Stator eingebla-
sen und so auf den Rotor gerichtet, dass
es einerseits die Rotation antreibt, andererseits den Rotor in einer stabilen Lage hilt. Die RF
Spule ist um den Rotor gewickelt und damit ebenfalls im magischen Winkel zum statischen
Feld orientiert. Rotationsgeschwindigkeiten liegen im Bereich von einigen kHz bis zu maxi-
mal 50 kHz.
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Die Rotation fuhrt dazu, dass der Win-

kel 6 zwischen der Hauptachse des

Tensors und der Magnetfeldrichtung

\ zeitabhangig wird. In der Figur ist die
0 Larmorfrequenz von vier Spins als
Funktion der Zeit dargestellt. Die

Spins unterscheiden sich durch die O-
rientierung ihres Tensors gegeniiber
der Rotationsachse. Je nach dem Win-

kel yj zwischen der Tensor-
7 Hauptachse und der Rotationsachse

variiert die Larmorfrequenz unter-
schiedlich stark. Fur diese vereinfachte
T Darstellung wurde angenommen dass
alle Hauptachsen bei t=0 in der Bild-

ebene liegen; in einer dreidimensiona-

zeitabhiingige Larmorfrequenz

w () \

len Probe ist dies nicht der Fall und die
einzelnen Kristallite zeigen unterschiedliche Phasen.
Die zeitlich gemittelte Larmorfrequenz, d.h. die Wechselwirkungsstarke eines Tensors
zweiter Stufe wird statt mit dem Faktor (1-300526) mit Faktor

<1-3¢0820> = (1—300526') (3coszyjk—1)/2
gewichtet. Hier stellt O den Winkel zwischen der Tensor-Hauptachse und dem Magnetfeld

dar, yjkx den Winkel zwischen der Tensor-Hauptachse und der Rotationsachse und 6" den

Winkel zwischen der Rotationsachse und der Richtung des Magnetfeldes dar. Somit ist es
moglich, die zeitlich gemittelte Wechselwirkungsstarke fur alle Orientierungen vk auf Null zu

skalieren wenn man die Rotationsachse auf den Winkel

1
0y, = cos” | —= = 54.7°

V3

einstellt. Dieser Winkel wird als magischer Winkel bezeichnet. In der obigen Figur wurde die
Rotationsachse auf den magischen Winkel gelegt; wie man erkennen kann ist hier die mittlere
Larmorfrequenz fur alle Spins identisch.
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Auf diese Weise kann insbesondere die Anisotropie

der chemischen Verschiebung ausgemittelt werden. Da
die mittlere Frequenz fur alle Spins identisch wird er-
hélt man schmale Linien, d.h. hoch aufgeloste Spekt-
ren, welche praktisch einem Flussigkeitsspektrum ent-

B3C Spektren von Polycarbonat

100 ppm
— sprechen.
Festkorper 5.3.2 FID, Spektrum

"Echos" wiihrend eines M AS Experimentes

MM. Maricq and J.S. Waugh, 'NMR in rotating solids',
J. Chem. Phys. 70, 3300-3316(1979).

3IPNMR  Barium-Diethylphosphat

v, = 1020Hz

Fliissigkeit IJ J

Im Zeitbereich zerfallt der FID auf kur-
zen Zeiten wie bei einem statischen Experiment. Nach einer vollen Umdrehung kompensiert
sich jedoch der Zerfall aufgrund der Orientierungsanisotropie, da zu diesem Zeitpunkt die
mittlere Frequenz (und damit die akkumulierte Phase) fur alle Orientierungen identisch ist.

Man erhilt deshalb einen FID der aus einer Reihe von Echos besteht, wobei die Envelope
die gleiche Zerfallszeit besitzt wie der isotrope FID. Die Modulation der Echos mit einer Fre-
quenz von 150 Hz zeigt dass die RF Frequenz um diesen Betrag von der Mitte der Linie ent-
fernt ist. Die Rotationsfrequenz von 1 kHz war damals recht hoch; heute kommt man bis auf
50 kHz.
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31p MAS Seitenbander

J. Herzfeld, A. Roufosse, LA, Haberkorn, R.G. Criffin, and M.J. Glimcher,
Fhilosoph. Trans. Foy. Soc. London Ser. B 289, 459 (1980)

Yoot = 2.06 kHz

Uy = 0.84 kHz H

WMAU‘M | | J“WAW%

)
I
I
I
‘, Veor = 2.92kHz
]
1

16 8 0
Freq {kHz )

! ' T T T T I T I

6 8 0 -8 -16
Freq (kHz )

Die Technik ist besonders dann nutzlich wenn eine
grofle Zahl von Linien im Spektrum vorhanden ist,
welche in einem statischen Spektrum so stark iber-
lappen dass sie nicht getrennt werden konnen. In die-
sem Beispiel erhoht die bessere Auflosung des MAS
Spektrums in Kombination mit der hoheren Emp-
findlichkeit gegenuiber dem statischen Spektrum die
Nutzlichkeit um Groenordnungen.

5.3.3 Erweiterungen
Ein MAS Spektrum eliminiert die Anisotropie und

Die wiederkehrenden Echos ent-
sprechen einer Modulation des FID's,
welche sich auch im Spektrum nieder-
schlagen muss. Man erhalt deshalb im
Spektrum nicht eine einzelne Reso-
nanzlinie, sondern so genannte Seiten-
bander, deren Abstand von der Zent-
rallinie mehrfachen der Rotationsfre-
quenz entspricht. Die Einhiuillende der
Seitenbander ist in erster Naherung
durch das Pulverspektrum gegeben.
Um die Spektren zu vereinfachen
wahlt man heute gerne sehr hohe Ro-
tationsfrequenzen, so dass praktisch
keine Seitenbanden mehr entstehen.
Gleichzeitig wird dadurch auch die Li-
nienbreite geringer.

Effekt von MAS

statisches Spektrum

A
AT TRIvS

MAS

[

e e J
= 70 T e

liefert eine einzelne Linie, welche dem isotropen Mittelwert entwpricht. Fur die chemische
Verschiebung ist damit die Resonanzfrequenz gegeben durch

1/3 (Oxx + Oyy + 0z) .
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Es gibt auch die Moglichkeit, die Ani-

———————— sotropie nicht wegzumitteln, sondern
Spektrum der Hauptwerte 35 s bt ™ Spektren zu erzeugen, welche an den
Hauptwerten des Pulverspektrums Linien
zeigen und damit Zugang zu den Werten
Oxx» Oyy und Oy, einzeln bieten. Dies ist

deshalb attraktiv weil die Anisotropie inte-
ressante Informationen enthalt, welche fur
die Untersuchung von Materialeigenschaf-
ten verwendet werden konnen. Diese An-
wendung benotigt einen doppelten Mitte-
lungsprozess, bei dem korrelierte Rotatio-
nen der raumlichen Koordinaten (MAS
Rotation) und der Spinkoordinaten (mit
Pulsen) durchgefuhrt werden.

(NH,),HPG,2H,0 CaHPO, 2H,0

MAS

Statisch B

5.3.4 Tensoren hoherer Stufe

c
MAS + Pulse

Magisch Winkel Rotation mittelt Tenso-
ren zweiter Stufe aus, d.h. Tensoren, deren
Winkelabhéngigkeit durch das zweite Le-
gendrepolynom

b H P5(cos 0) = %(3C0$26—1)

gerechnete .
Hauptwerte [ gegeben ist.

g0 10 -lo a0 30 10 -10 -30 Eine Wechselwirkung, welche eine an-
o2 [k ot [tz dere Orientierungsabhzngigkeit aufweist ist

die Quadrupolwechselwirkung zweiter
Ordnung, welche den Zentralubergang von halbzahligen Spins I>1/2 verbreitert. Diese Linien
bleiben deshalb auch unter MAS Bedingungen verbreitert.

Um diese Verbreiterung zu MAS: mittelt P, DAS, DOR: mitteln P,, P,
eliminieren muss man die
Probe um zwei Achsen
gleichzeitig rotieren um ande-
re Wechselwirkungen zu eli-
minieren, welche eine andere
Orientierungsabhéangigkeit
zeigen. Fur die Eliminiereung
dieser Wechselwirkungen ho-
herer Ordnung ist es notwe-
nig, um mehr als eine Achse
zu rotieren. Man kann die
beiden Mittelungsprozesse in
reguliare Polyeder einfugen.

Tkosaeder Dodecaeder
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Die gleichzeitige Rotation um zwei verschiede-
ne Achsen ist experimentell nicht einfach zu reali- D
sieren. Es gibt dazu verschiedene Verfahren, z.B. ,
DAS (=Dynamic Angle Spinning) oder DOR X
(=Double Rotation). In diesem Fall sind zwei
Spinner ineinander geschachtelt, welche um unter-
schiedliche Achsen rotieren.

170 Spekren von Kristobalit (SiO,)
Statisch
MAS k

DAS . .
Ein Kern, welcher relativ starke Quadru-
polwechselwirkung zweiter Ordnung zeigt ist
170 _ das einzige Isotop von Sauerstoff, wel-
ches in der NMR verwendet werden kann.
Wie die Figur zeigt ist der Zentralubergang

Lo b v o by 0 by ]y . .

200 100 0 —100  —200 der statischen Spektren durch die Quadru-
ppm polwechselwirkung zweiter Ordnung stark
B.F. Chmelka, and 4. Pines, Science 246, 71 {1282). Vel‘bl‘eitel‘t. MAS I‘eduZieI‘t dle Lil’lienbl‘eite

etwas und ermoglicht die Trennung der
Hauptwerte, ergibt jedoch immer noch eine Pulver-Linienform. Erst mit DAS erhdlt man
scharfe Linien.
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5.4 Strukturbestimmung in Proteinen

Strukturelle und dynamische Eigenschaften von Proteinen gehoren zu den wichtigsten
Anwendungen der magnetischen Resonanz. Da Proteine relativ komplexe Molekille sind ist
es hier in den meisten Fallen nicht moglich, eindimensionale Spektren iiberhaupt zuzuordnen.
Man verwendet fur diese Untersuchungen unterschiedliche mehrdimensionale Experimente
(meist 2D, 3D). Hier sollen die beiden wichtigsten (und #ltesten) kurz diskutiert werden.

54.1 COSY

Eine wichtige Anwendung der 2D Spektroskopie ist das COSY (=Correlation Spectrosco-
pY) Experiment, welches dazu dient, Verknupfungen zwischen Kernspins zu finden.

Im einfachsten Fall verwendet man dafur
eine Folge aus zwei RF Pulsen, welche alle

Spins anregen. Wir diskutieren hier den Fall
eines homonuklearen, schwach gekoppelten
Zweispinsystems AX mit einem Hamiltonope-

rator 4“ ; >

H=wpA,+0B,+JA,X,.
Die Gleichgewichtsmagnetisierung
Po = Az + Xy
wird durch den ersten (5t/2) Puls in transversale Magnetisierung
p(0) = Ay + Xy
umgewandelt. Wahrend der Evolutionszeit t; wird daraus
Pt = (Ay cos(waty) - Ay sin(waty) + Xy cos(wxty) - X sin(wxty)) cos(Jty/2)
+ (-Ax Xz cos(waty) - Ay X, sin(waty) - Xx Az cos(wxty) - Xy Az sin(wxty)) sin(Jty/2) .
Der zweite (7t/2)y Puls erzeugt daraus
p(ty, 0) = (-A, cos(mwaty) - Ax sin(waty) - X, cos(wxt) - Xy sin(wxty)) cos(Jt1/2)

+ (-Ax Xy cos(waty) + Az Xy sin(waty) - Xx Ay cos(wxty) + Xz Ay sin(wxty)) sin(Jt;/2) .

Von diesen Termen stellen nur die Komponenten Ay, Xy, A;Xy und X; Ay beobachtbare
Magnetisierung dar.

Wihrend der Detektionszeit ty entwickelt sich die relevanten Komponenten des Dichte-
operators wie

Ay sin(waty) cos(Jt/2) =2 sin(waty) cos(Jt1/2) [(Ax cos(wptp) + Ay sin(watp)) cos(Jtr/2))

+ (Ay X, cos(matr) - Ax X, sin(watr) ) sin(Jty/2)) ].
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Beobachten wir z.B. die y-Komponente der Magnetisierung, so erhalten wir davon einen Sig-
nalbeitrag

s(t1, tp) = sin(waty) cos(Jt1/2) sin(wpty) cos(Jtr/2) .

5.4.2 Form und Interpretation des Spektrums

Eine zweidimensionale Fouriertransformation erzeugt daraus vier Linien bei den Frequenzen
[w] = wa £ /2, Wy = wax J/2]. Einen entsprechenden Signalbeitrag bei der Frequenz [wg =

wx £J/2, wy = wx £ J/2] liefert der Term Xy sin(wxt;) cos(Jt1/2).
Einen weiteren Signalbeitrag erhdlt man von den Termen(A, Xy sin(waty) sin(Jt;/2) und
X7 Ay sin(wxty) sin(Jt;/2). Der erste entwickelt sich wihrend der Detektion wie
Az Xy sin(waty) sin(Jt1/2) = sin(waty) sin(Jt;/2)

[(AzXy cos(wxtp) - AzX sin(wxtp)) cos(Jtp/2) - (X cos(wxtr) + Xy sin(wxtp)) sin(Jtp/2)].
Mit der Observablen Xy wird das Signal im Zeitbereich sin(waty) sin(Jt;/2) sin(wxt))

sin(Jtp/2) und im Frequenzbereich erhalten wir vier Linien bei [w] = wa *+ J/2, Wy = 0x *
J/2]. Der Term X, Ay sin(wxty) sin(Jt;/2) erzeugt dementsprechend Linien bei [0 = wx +
J/2, 0y = wpa £ J/2].

Das gesamte Spektrum besteht somit aus vier
Gruppen zu je vier Linien. Die Quartette in der Nahe .
der Diagonalen enthalten die gleiche Information wie | oy |---=-
das eindimensionale Spektrum; die Kreuzpeaks hinge- ®® ®e
gen zeigen, dass die beiden aneinander gekoppelt sind. :
Da solche Kopplungen immer uber chemische Bin-

dungen (eine oder mehrere) laufen erlauben sie Ruck- “1
schluisse auf die Struktur des Molekiils, welches den !
Kern enthalt. 5
e 0 ®.0
Al @@ T oo
" ® o
A 0, X

In der Figur ist eines der éltesten
COSY Spektren dargestellt, welches
die beiden Protonen in Dibromthi-
ophen dargestellt. Die zusatzlichen
Resonanzlinien bei w1 = 0 stammen

von Magnetisierungsbeitrigen, wel-
che wihrend der Evolutionszeit

durch Relaxation entstanden sind. Sie
werden in den meisten Experimenten
durch Phasenzyklen eliminiert.
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In diesem Beispiel wurde das COSY

Spektrum von HB in o-Carboran ge-

! messen. Das Molekil enthalt 10 B Ato-
{9 §0 COSY Spektrum von Carboran me, welche angrund der Symmetrie des
Molekils in drei zweier- und einer Vie-
rergruppen aquivalent sind.

39) ) . . .
Die verschiedenen Atome sind uber

i & i) [ skalare Kopplungen mit ihren néchsten

@ e S SN 3 Nachbarn gekoppelt. Dies kann dazu
L= 1 . . .

j verwendet werden, die Resonanzlinien

! zuzuordnen. So sind die Atome 3 und 6
i nicht an die Atome 9 und 12 gekoppelt,
L s ¢ wahrend die Atome an den Positionen 8,
10,4, 5,7, 11 an alle anderen Positionen
gekoppelt sind.

Die einzelnen Liniengruppen sind hier
nicht aufgelost weil die Relaxation durch
das Quadrupolmoment (I=3/2) relativ
schnell und dadurch die Linienbreite
groBer ist als die Kopplungen.

5.4.3 NOESY

Das zweite wichtige Experiment fur
die Untersuchung von Biomolekilen
wird als NOESY (fur Nucluear Overhau-
ser Effect SpectroscopY) bezeichnet. In
diesem Experiment misst man den Aus-
tausch von Polarisation uber Dipol-Dipol

Wechselwirkung und damit den geomet-
rischen Abstand zwischen den entsprechenden Spins. Dieser Austausch wird durch die (zeit-
abhangige) Dipolkopplung getrieben, welche u.a. Spinoperatoren A X_ enthilt, welche (longi-

tudinale) Polarisation zwischen A und X tauschen.

Das NOESY Experiment [ ] [
verwendet eine Dreipulsfolge. /
Wir betrachten wiederum ein
Zweispinsystem, welches aber
nicht gekoppelt ist (J=0). Wie .
beim COSY Experiment be- 1y T t

ginnt man mit einer Evoluti- &
onszeit. Danach der das Spinsystem durch den Dichteoperator

p(t) = Ay cos(waty) - Ay sin(waty) + Xy cos(oxty) - Xy sin(wxty) .

beschrieben wird. Der zweite Puls, welcher die Evolutionszeit abschlieBt erzeugt daraus

p(ty, 0) =-A, cos(mwaty) - Ay sin(waty) - X, cos(wxty) - Xy sin(wxty) .
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Die transversalen Terme Ay und Xy zerfallen wahrend der Mischzeit T, und werden nicht
mehr berucksichtigt.

Sind die beiden Spins geometrisch benachbart, so spuren sie eine Dipolwechselwirkung

1
Haa = g { (1-3c05%0) (A1, Xz - 7(A1 X + A1 X))
3 . : -
- 5 sin6 cosB [(A1 X4 + A1 4Xa,) e 4+ (A Xo + A Xp,) e

- % $in20 [A.Xo 4 €210 + A X, e?if])

Aufgrund der molekularen Bewegung in einer Flussigkeit verschwindet die Kopplung im
zeitlichen Mittel. Die Terme (A,Xo. + A1-X54) und (A14Xo4 + A1_X5.) konnen jedoch,

gerade aufgrund der Zeitabhangigkeit, Ubergange zwischen den Zustanden laf>[] Ipa>
respektive loo>[] B> erzeugen. In beiden Fallen wird Zeeman-Polarisation zwischen den
gekoppelten Spins ausgetauscht, wobei im zweiten Fall das Vorzeichen gedreht wird.

Findet ein Austausch statt, so ist der Zustand am Ende der Mischzeit

p(t1, T) = -Az [(1-X) cos(waty) + x cos(wxty)] - X, [(1-x) cos(wxty) + X cos(mwaty)].

Der dritte Puls erzeugt daraus

P(t1, Tm,0) = -Ay [(1-x) cos(waty) + x cos(wxty)] - Xy [(1-x) cos(owxt]) + X cos(waty)]-

Wir erhalten somit insgesamt vier Linien:

w1 wy Amplitude WK |- @ e ® -

wp  wp 1x
WA wx X w1
wyx waA X

wx 01)°¢ 1-x

Die Diagonale enthalt wie iblich die Information des | @A |~ @ ®--
1D Spektrums, wahrend die AuBlerdiagonalelemente an-
zeigen welche Spins geometrisch benachbart sind.

® [
A ) X

Der Austausch wird durch die Dipolwechselwirkung

getrieben; in zweiter Ordnung Storungsrechnung kann
man die Rate berechnen, welche proportional zum Quadrat der Kopplungskonstante ist und

damit ~ d©.
Die Austauschamplitude x ist abhangig von der Mischzeit t,,. Der Austausch kann be-
schrieben werden durch ein lineares Differentialgleichungssystem

d/dt A, = -w(A,X,) — AJTy

d/dt X, = -w(X,A,) — X,/Ty ,
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wobei T die Spin-Gitter Relaxationszeit beschreibt, w die Austauschrate durch die d-d Wech-

selwirkung.

Der Austauschprozess fuhrt mit der
Rate w zum Aufbau der Kreuzpeaks und
gleichzeitig zu einer Reduktion der Dia-
gonalpeaks. Die Relaxationsprozesse fuh-
ren zu einer Ddmpfung aller Linien. In
der Figur ist das Verhalten fur Kreuzpeak
und Diagonalpeak fur unterschiedliche
Austauschraten dargestellt.

Die verschiedenen Kurven stellen die
Zeitabhiangigkeit der Amplituden fur un-
teschiedliche Korrelationszeiten dar. Fur
langsame Bewegung (wg Tt >> 1) wird

der Austausch durch den FlipFlop Term
dominiert und die Kreuzpeaks haben po-
sitives Vorzeichen. Fur kurze Korrelati-
onszeiten (wg T, << 1) dominiert der

0.5

0.4

0.3

0.2

0.7

-0

i 7 72

N

WeT.—0.112

.

-0.2

FlopFlop (2 Quanten) Term A, X, + A_X_und das Vorzeichen der Auflerdiagonalpeaks wird

negativ.
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In der Figur ist das NOESY Spektrum von BPTI, einem kleinen Protein dargestellt. Auf
der Diagonalen erscheint das 1D Spektrum, welches sehr wenig Auflosung zeigt. Die gestri-
chelten Linien geben die Bereiche an, in denen die wichtigsten Kreuzpeaks fur die Zuord-
nung liegen: Die Amidprotonen NH liegen im Bereich > 6.5 ppm, die C,, Protonen im Be-

reich 4-6 ppm und die Cg ... Protonen unterhalb 3.5 ppm. Die Rechtecke bezeichnen somit
den Austausch NH-NH, NH - C, und NH — CB'

Da die Stiarke der Wechselwirkung mit 1/r3 skaliert verschwindet die Kreuzrelaxation mit

14°. Sie hangt damit sehr stark vom Abstand ab, ergibt also sehr genaue Messwerte fur in-
tramolekulare Distanzen. Fur die Bestimmung der Raten muss eine Reihe von Spektren mit
unterschiedlicher Mischzeit aufgenommen werden.

5.4.4 Proteine

Wahrscheinlich das wichtigste Beispiel fur die Anwendung solcher Messungen sind Prote-
inmolekiile. Proteine sind natiirliche Polymere aus Aminosauren.
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Aminosduren haben grundsatzlich immer die gleiche H O
Struktur: An einem zentralen Kohlenstoffatom sind eine | H '
Sauregruppe, eine Aminogruppe, ein Wasserstoffatom, so- \ |1 !
wie eine Seitenkette gebunden. Die verschiedenen Amino- N—C—C—O—H

sauren unterscheiden sich durch diese Seitenketten. II’/ l|{
i

In einem Protein sind einige Dutzend bis einige Hundert

Aminosduren aneinander gebunden, wobei der
Riuckgrat des Molekiils immer aus der Wie- H H O H H O H H O
derholung NH - CHR; - CO besteht. Diese Pro- | | I | B |l

teine bilden die Grundbausteine der meisten | _L|_L —N _(|’_ C—N—C—C—
Lebewesen; sie sind z.B. fur die Energiever- R. R. ﬁa
sorgung zustindig, oder fur die Steuerung der : :

meisten biochemischen Prozesse. Die Sequenz der Aminosduren ist in den Genen codiert und
kann u.a. durch die Sequenzierung der DNA bestimmt werden. Allerdings ist die Sequenz
noch nicht direkt fur die Funktion zustandig. Die Ketten der Aminoséduren falten sich und erst
die daraus entstehende dreidimensionale Struktur bestimmt die biologische Funktion. Um die
Struktur solcher Molekille zu bestimmen ist die uibliche Methode der Rontgenbeugung nicht
immer geeignet, da es haufig nicht moglich ist, geniigend gute Einkristalle zu ziehen. Aufler-
dem ist es naturlich interessant, sie auch in ihrer “naturlichen” Umgebung, d.h. in wiéssriger
Losung zu untersuchen. Dies ist moglich mit Hilfe der NMR-Spektroskopie.

Bevor Struktur und : :
Dynamik bestimmt wer- Dipeptide Fragment b 4 ’ 1
den konnen mussen die 0 /S V
Linien in den Spektren cH” ¢ &2 Hy
einzelnen Kernen zuge- | Y1 \',/ ~¥? ¢ / Hp
ordnet werden. Dazu ?H’E—\ o ..,_g
konnen zum einen die T H
gerechneten chemischen Cm"' C ¢
Verschiebungen benutzt \HN/ \C/ \Cﬁ/ N
werden, aber auch bereits M | * N -
Informationen aus zwei- Q R
dimensionalen Spektren. ) ) HN i
So konnen NOESY | —Res.i —Res. i+1-
Kreuzpeaks verwendet (Valine

werden, um ein A-
midproton einer bestimmten Aminosdure zuzuordnen: Im gezeigten Beispiel werden dafur die
Abstiande zu einem benachbarten Valin verwendet.

Dabei benutzt man die oben skizzierte Abstandsabhdngigkeit der Dipol-Dipol Wechselwir-
kung, aber zusitzlich auch so genannt indirekte Kopplungen, welche durch die Elektronen in
chemischen Bindungen vermittelt werden. Dadurch kann man nicht nur feststellen, uber wie
viele chemische Bindungen die Atome aneinander gebunden sind, sondern auch wie die Sub-
stituenten gegeneinander verdreht sind.
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5.4.5 Beispiel: BPTI

In der Figur ist ein Teil des Proteins BPTI darge-
stellt. Die Pfeile geben an, wo jeweils ein N-H Proton
einer Aminosaure zum C-H Proton der vorangehenden
Aminoséure benachbart ist.

25 -

201 } 1 | !
, FA5NH L F22NH ".‘ F33NH

11 S 1 | a2 coH
! s (2.3A)
Irel I"I !
'. . )
104 Y ] LI
° T32 CPH(2.84)
) . v o
N“‘; ;:AT Y21 C'H
. . . ,
sd T N (.2'/25)\, P
/ ° /031 NH™N Y TeT32CHI4SA)
/ Y 2eh), o | o 7T TSN, FI3C2,6H2.4/5.04)
Y2INH{258)° |¢f ,—%—~_ ” *119C'HI5.65
e - s nzlo NH(2.9A)
0 100 200 300 0 100 200 300 0 100 200 300

Tmims}

Die Distanzen konnen aus der Zeitabhangigkeit der
Kreuzpeaks berechnet werden. In der Figur sind die
gemessenen Zeitabhangigkeiten fur einige Aminosau-
ren von BPTI dargestellt. In der dritten Kolonne sind auch einige Kurven sichtbar, die bei
T,,=0 eine horizontale Tangente aufweisen. Dies ist ein Hinweis darauf, dass es sich hier um

Prozesse hoherer Ordnung handelt: die Magnetisierung wird von Spin A auf Spin M und erst
von dort auf Spin X ubertragen.
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Hier ist als Beispiel die 9
Bestimmung der Struktur NOESY
von BPTI dargestellt. Links Yoy @ 7
oben ist die Struktur des be-
ta-Faltblattes dargestellt. Un- A e g - ol k18
ten sind das COSY und das e IR 4 N L
NOESY Spektrum in ein 0 @ Qo
Spektrum kombiniert, wo- O‘f 0 '
bei das linke obere Dreieck
das NOESY Spektrum dar- |
stellt, das rechte untere das |
COSY Spektrum. Diese |
Darstellungsweise erlaubt {
eine relativ einfache Se-
quenzanalyse: wie durch die |
Linien markiert ist gelangt |‘
man jeweils ber ein Vier- |
eck von einer Aminosaure ‘
zur nachsten. Die Figur o-
ben rechts zeit die Abhdn-
gigkeit der einzelnen Li- L. Kag — - o
nienamplituden von der COSY (H;0)
Mischzeit: die Diagonal- 5 2

-~ R39
T A4Q

8 {p.p.m.}

- Fd5

& {p.p.m.)

peaks haben die maximale
Amplitude zu Beginn der Mischzeit, wahrend die Kreuzpeaks mit Amplitude O beginnen,
aufgrund der Kreuzrelaxation wachsen und schlielich aufgrund der Relaxation wieder ver-
schwinden. Man erkennt zwei Arten von Kreuzpeaks: diejenigen welch fur niedrige Mischzei-
ten linear anwachsen und andere die zunichst eine verschwindende Steigung aufweisen.
Hierbei handelt es sich um Transferprozesse hoherer Ordnung, d.h. mehrstufige Transferpro-
zesse.

Kombiniert man das COSY und das NOESY Spektrum so kann man sich durch die Se-
quenz der Aminosduren "durchhangeln": Im COSY Spektrum sind jeweils die 3-
Bindungskopplungen H-C-N-H innerhalb einer Aminoséaure sichtbar, wiahrend im NOESY
Spektrum die rdumliche Nachbarschaft zwischen den CH und NH Protonen aufeinanderfol-
gender Aminosduren gemessen werden kann. Im Bereich von 7-10 ppm sind die Amid-
Protonen im Spektrum zu finden, wahrend die CH-Protonen im Bereich von 4-5 ppm zu fin-
den sind. Die COSY und NOESY Spektren fuhren deshalb jeweils von einem Bereich in den
anderen; jeweils zwei Kreuzpeaks verbinden eine Aminosaure mit der nachsten.
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Die NMR Messungen werden immer mit
Simulationsrechnungen (v.a. Molekulardyna-
mik) kombiniert, um zuverlassige Aussagen zu
erhalten. In vielen Fallen stellt man dann fest,
dass nicht fur das gesamte Molekul eine ein-
deutige Losung erhalten wird. Dies deutet
darauf hin, dass in der Losung Teile des Mo-
lekils relativ flexibel sind.

Neben den rein statischen Informationen
sind auch dynamische Informationen sehr
wichtig. So kann man nicht nur die Struktur
untersuchen, sondern auch Bewegungsprozes-
se, z.B. als Antwort auf externe Stimuli wie

z.B. chemische Substanzen oder Licht. Auch
die Wechselwirkung zwischen unterschiedlichen Molekiilen, z.B. zwischen Enzym und Sub-
strat liefert wertvolle Informationen.

5.4.6 _Festkorper

Die meisten NMR Experimente an Proteinen werden in Losung durchgefuhrt, weil hier
die spektrale Auflosung optimiert wird. Auflerdem ist Wasser fur die meisten interessanten
Proteine die naturliche Umgebung.

Dies trifft jedoch nicht fur alle Proteine
zu. Insbesondere Transmembran-Proteine,
also Proteine, welche in eine biologische
Membran eingebettet sind. Diese sind
stark lipophil und l6sen sich deshalb in
Wasser nicht.

Oligosaccharid

Glycolipid

Solche Molekile konnen mit den Me-
thoden der Festkorper-NMR untersucht
werden. Um eine genuigend gute Auflo-
sung zu erhalten wird hierbei fast immer
mit MAS gearbeitet.

Es gibt auch Proteine, welche naturli-
cherweise in fester Form vorliegen. Dazu
gehort z.B. Seide, welche als halb-
kristallines Material vorliegt.. Seide ist ei-
nes der Materialien mit der groten Reis-

Phosphaelipid

Cholesterin

festigkeit — wesentlich hoher als Stahl.
Um diese besonderen Eigenschaften besser zu verstehen werden Daten uber die Struktur be-
notigt.
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Die Sequenz der Seide ist bekannt, nicht aber

ihre sekundire und tertiare Struktur. Diese wird
wesentlich durch die Rotation um C-C und C-N
Bindungen bestimmt. Sie kann z.B. bestimmt wer-
den, wenn man die relative Orientierung von be-
nachbarten C=0 Kohlenstoffen bestimmt. Beu-
gungsmethoden helfen wir kaum weiter, da die
langreichweitige Ordnung sehr gering ist.

Hingegen ist es moglich, mit NMR die relative
Orientierung der CSA-Tensoren zu bestimmen
(J.D.v. Beek, L. Beaulieu, H. Schifer, M. Demura, T. Asakura,
and B.H. Meier, Nature 405, 1077 (2000).). Da diese im-
mer an die chemischen Bindungen gekoppelt sind
erhélt man daraus die gewi’mschte Information.

&

Die Figur zeigt die erwarteten Pulver- 60 /7 BB =
spektren als Funktion der beiden Winkel W i ﬁ%ﬁ @ @ o “;‘:.
und ®. Die farbig unterlegten Bereich sind e &

D &
energetisch gunstig (gemal MD- 0/ Wﬁﬁgﬁ/ﬁﬁgﬁﬁ
Simulgationen). ¢ =08 %0 4‘7@ ey d ﬁﬁ?ﬁfﬁy
A et

%ﬁb % % N\

¥ (degrees)

experimentell 0 & f’ﬁ@@@ﬁﬁwﬁ@
o - m - L g e T— iR /ﬁ
Far g mﬁfg@@@@@@w@%-
i 2 -150 / 7
o -180-150 -120 -90 -60 -30 30 60 90 120 150 180
*‘ . - o] {degrees}

i . Vergleicht man die gemessenen Spektren

300 200 100 mit Spektren, welche fur bestimmte dihedrale
Winkel gerechnet wurden, so kann man den
theoretisch Bereich der moglichen Winkel stark einschrin-
ken. In Kombination mit Kraftfeldrechnungen
: v kann die vorliegende Orientierungsverteilung
E ane 300 bestimmt werden.

i -4 Die beste Ubereinstimmung wird fur die

o : Wertepaare (-140°, 35°) und (-57°, -47°) erhal-
ten.

800 P S 500 T 10
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5.4.7 Lichtinduzierte Konformationsinderung

Ein weiteres Beispiel fur die Moglichkeiten der Festkorper NMR fur die Untersuchung
von groflen Biomolekiilen ist die Untersuchung der Aktivierung von Retinal im photosynthe-
tischen Komplex Rhodopsin. Hier wird nicht das Protein, sondern ein darin eingelagertes
kleines Molekil, welches fur die Funktion des Proteins eine entscheidende Bedeutung hat, un-

tersucht.
Retinal weist eine Reithe von benachbarten
Zp Doppelbindungen auf, welche die planare Struk-
i tur stabilisieren und die Absorption von Licht
} ermoglichen. Es war bereits bekannt, dass sich
’-I"n das Molekil bei der Absorption bewegt.
08, 19
| a
P NN S LN
4 4] \""\.E. “““\"'ID H\""IE :\.x_ oy
|3 1 1|3 e
Y e T By
2 : 20/ %T protein film Zyy
15"‘1\“"‘-‘*\.
Um die Art der Umordnung zu bestimmen
wurden orientierte Proben hergestellt, in der
jeweils eine der Methylgruppen 18, 19 oder 20 | solid support
deuteriert waren.

Rhodopsin dark state
11cis retinal

il o

hn

Rhodopsin M, state
all-trans retinal

b,

WMol g

Das Muster der MAS Sei-
tenbanden hingt von der O-

rientierung der C-C(*H)3

Bindung bezuglich der Rota-
tionsachse ab. Die gemesse-
nen Spektren wurden vergli-
chen mit Rechnungen.

Aus dem Vergleich der
gerechneten mit den gemes-
senen Spektren konnen die
Winkel bestimmt werden. In
der Figur ist dargestellt wie
die Spitze des Molekiils sich

60.0 30.0 0 -30.0 —60.0
Frequency (kHz)

e0.0 300

0 -30.0 0.0
Frequency (kHz)

wahrend der Belichtung be-
wegt.
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5.5 Medizinische Anwendungen

5.5.1 MRI: Grundlagen

Wenn man die Stiarke der Resonanzabsorption als Funktion des Ortes misst, d.h. ein Dich-

tebild einer bestimmten Kernsorte, z.B. von 'H (Protonen) aufnimmt, so gelangt man bereits
zu der wohl einzigen Anwendung der magnetischen Resonanz, die auBlerhalb von For-
schungslaboratorien betrieben wird, der Kernspin-Tomografie oder MRI (Magnetic Resonan-
ce Imaging).

Um raumliche Auflosung zu erhalten legt
man ein ortsabhiangiges Magnetfeld an. Da die
Resonanzfrequenz der Kernspins proportional
zur Starke des Magnetfeldes ist wird dadurch
die Resonanzfrequenz ortsabhéngig. Fur einen
konstanten Gradienten gy = dBg/dx variiert ' .
die Larmorfrequenz deshalb linear mit der X Tnel ]
Ortskoordinate,

WL =wWp+7YygX.

Im Folgenden werden wir wg = 0 setzen, d.h.

die Spektrometer-Frequenz auf die Resonanz
der Spins im Ursprung des Koordinatensystems setzen.

Misst man das Signal einer eindimensionalen Spindichteverteilung p(x) erhélt man

s(t) = [ p(x) et dx = [ p(x) e VEXt dx |

also die Fouriertransformierte der Spindichte. Die Spindichte selber erhialt man somit durch
die Fouriertransformation, d.h. das Spektrum entspricht der Spindichteverteilung.

p(x) = F{s(t)} = [ s(t) el dt ...

Bei einer dreidimensionalen Spindichte p(x, y, z) ist das Signal gegeben als

s(t) :fff p(X,y, z) e 1Ot dx dy dz =f Px(X) e Ivext 4y ,

wobel

pX =ff p(Xa y’ Z) dy dZ
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die Projektion der Spindichte auf die
x-Achse darstellt. Das resultierende
Signal entspricht einer Projektion auf
die Richtung in der das Magnetfeld
variiert. Indem man eine Reihe von
Projektionen aufnimmt kann man die
Verteilung der Kernspins berechnen.

In der Praxis verwendet man heu-
te jedoch nicht mehr die ,,Projection-
Reconstruction* Technik, sondern
die Methode der Fourier-Bildgebung.
Dafur wird ein 2D (3D) Experiment
durchgefuhrt, bei dem wihrend der
Evolutionszeit ein Gradient gy in x-

Richtung geschaltet wird, wahrend
der Detektionszeit ein Gradient g, in

- 134 -

y-Richtung.

Jedes Element dA = dx dy tragt in diesem Experiment t, t,
zum Signal mit der Amplitude Jl*—'* \4‘*

: : LN
ds = p(x, y) e flEt A

Eine Fourier-Transformation des Signals ergibt deshalb an & [ 1
jedem Punkt im (@1, 2) = (YgxX, Ygyy) ~ (X, y) Raum di- | g [
rekt die Spindichte. :

Fur medizinische Bildgebung besitzen nur Protonen eine geniigende Empfindlichkeit. Die
Kernspintomographie bildet somit im Wesentlichen die Protonendichte ab. Der menschliche
Korper besteht zu mehr als 50% aus Wasser (H>O), enthilt also einen sehr groBen Anteil von

Protonen. Neben Wasser ist Fett ((-CH»y-),,) einer der wichtigsten Wasserstoff enthaltenden

Stoffe im Korper.

5.5.2 Beispiele

5) Experimente und Anwendungen

Auch das Gehirn besteht zu einem wesentlichen Teil aus
Wasser und Fett. Da Wasserstoff durch Rontgen sehr schwer
nachweisbar ist, ist das Gehirn sehr schwierig mit Rontgen-
licht abzubilden: Die Rontgenstrahlen werden im Wesentli-
chen vom Schiadel absorbiert, wahrend die Weichteile kaum
Kontrast ergeben. MRI hat deshalb insbesondere in der Hirn-
forschung ein groBes Interesse gefunden.

Im Bild ist ein MRI Schnittbild eines Kopfes dargestellt.
Was auffillt ist, dass hier, in direktem Gegensatz zur Rontgen-
Bildgebung (auch Computer-Tomographie), der Schédel, also
der Knochen, dunkel erscheint, wahrend die Weichteile hell
sind und gute Strukturen zeigen.
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Ein Schnittbild durch den Brustraum zeigt die Lunge dunkel, da sie wenige Protonen (viel
Luft) enthalt. Im linken Bild sind die Herzkammern leer, rechts gefullt. Fur die Aufnahme
eines solchen Bildes muss die Imaging-Sequenz auf den Herzschlag getriggert werden oder
man muss das gesamt Bild in einem einzelnen Experiment aufnehmen.

Ein Bild des Ruckens zeigt in erster Linie die Weichteile:
die Bandscheiben sind besser abgebildet als die Ruckenwir-
bel.

Das Bild vergleicht eine gesunde Lunge (links) mit der
Lunge eines Rauchers. Hier wird das zugéngliche Gasvo-
lumen dargestellt, welches im rechten Bild stark einge-
schrankt ist, da einzelne Teile der Lunge nicht mehr funkti-
onieren. In diesem Fall wurden nicht die Protonen abgebil-

det, sondern die Lunge wurde mit 3He gefullt, und das Gas
wurde abgebildet. Wegen der geringen Dichte von Spins in
einem Gas ist es im Allgemeinen nicht moglich, NMR von
Gasen zu messen. Fur diese Anwendung wurde deshalb ei-
ne besondere Technik entwickelt: Die Kernspinpolarisation

des He wurde uiber optisches Pumpen um einen Faktor 10°
und damit die Empfindlichkeit entsprechend gesteigert.
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5.5.3 Kontrast

Geeignete Pulssequenzen konnen
Kontrast erzeugen, der nicht nur die
Spindichte darstellt. So wurde in die-
sem Beispiel der Kontrast auf Bewe-
gung eingestellt, so dass der Blutfluss
in Adern dargestellt wurde.

Eine weitere wichtige Moglichkeit
ist die Kontrasterzeugung uiber Rela-
xation.

t, t,
- e " =
T w2
JMMI el -.Iu ‘\ A A -
7 A
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Dafur wird wahrend der Praparationszeit eine Rela-
xationszeit eingebaut, wobei die Magnetisierung wih-
rend dieser Zeit transversal ist (fur To-Kontrast), resp.

longitudinal (fur T{ Kontrast). Im gezeigten Beispiel
wird die Zeit zwischen dem Inversionspuls und dem

Anregungspuls so gewahlt, dass die langsam relaxierende Komponente nicht zum Signal bei-
tragt. T Zeiten sind oft relativ unterschiedlich zwischen unterschiedlichen Gewebetypen und

konnen so fur die Unterscheidung zwischen Typen verwendet werden.

Es zeigt sich dass z.B. Tumore deutlich unterschiedliche Relaxationszeiten aufweisen, so
dass Relaxationskontrast bei der Suche nach und Lokalisierung von Tumoren helfen kann.

Protonendichte

T,-Gewichtung T,-Gewichtung

Je nach Gewichtung werden unterschiedliche Details sichtbar gemacht.

5) Experimente und Anwendungen
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Spindichte T,-Gewichtung Gd-Gewichtung

In diesem Beispiel sind Schnitte durch ein menschliches Gehirn gezeigt, in denen auf un-
terschiedliche Weise ein Hirntumor dargestellt wird. Zusatzlich zur NMR-spezifischen Ge-
wichtung kann man auch kontrasterzeugende Chemikalien verwenden. Diese erzeugen den
Kontrast im Wesentlichen uiber eine verstarkte Relaxation, d.h. es sind paramagnetische Mo-
lekule. Mit der Verwendung dieser Substanzen geht zwar einer der Vorteile der MR Bildge-
bung verloren, sie wird stirker invasiv, doch man erhilt z.T. wichtige Information, welche
sonst nicht leicht zu erhalten ist.

In vielen Fillen wird die Bildgebung auch mit spektroskopischer Information kombiniert:
so ist es moglich, anhand eines Bildes aus einer Region ein NMR Spektrum aufzunehmen um
damit z.B. lokale Stoffwechselstorungen zu untersuchen. Beispiele sind Funktionsstorungen in
einzelnen Organen.

5.5.4 Funktionelle Bildgebung

Man kann dies naturlich weiter treiben und nicht nur statische Bilder aufnehmen, sondern
zusatzlich z.B. Anderungen des Signals aufzeichnen, wenn der Proband bestimmte Tatigkei-
ten ausfuhren muss oder geeigneten Stimuli ausgesetzt wird, wie z.B. einer Sequenz von
Lichtern, welche auf sein Auge projiziert werden. Diese Technik wird als funktionelle Bildge-
bung oder fMRI bezeichnet.

Man kann dann z.B. feststellen, welche Region des Gehirns

durch diese dufleren Stimuli angeregt wird. Es ist davon auszu-
gehen, dass diese Gehirnregionen fur die Verarbeitung der Sig-
nale zustandig sind. Die Anderung der Gehirnaktivitiat kann
hierbei direkt iiber den Sauerstoffverbrauch, resp. die erhohte
Sauerstoffzufuhr beobachtet werden.

Hamoglobin
> S
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Beim Sehprozess wird das Bild in der Netzhaut in
Nervenimpulse umgewandelt, welche zum Sehzentrum
in der Riuckseite des Gehirns gefuhrt und dort verarbei-

tet werden.

5) Experimente und Anwendungen

In diesem Beispiel
wurde dem Proban-
den ein optisches
Muster auf die
Netzhaut projiziert
und es wurde ge-
messen, wo sich die
Gehirnaktivitat am
meisten andert. Die
starkste Aktivitat
wurde wie erwartet
1m Sehzentrum fest-

visueller

gestellt. Zusatzliche Aktivitaten sind vermutlich der Bewe-
gungsverarbeitung und dem Signalfluss zuzuordnen.
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