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Kapitel 1

Einfiihrung

1.1 Einleitung

Die magnetische Kernresonanz (nuclear magnetic resonance, NMR) wurde 1945 von Bloch
und Purcell unabhédngig voneinander entdeckt [12; 81], beide erhielten 1952 dafiir den
Nobelpreis. Die NMR-Spektroskopie ist seitdem eine unentbehrliche Technik zur Unter-
suchung der Struktur, Dynamik und Funktion biologischer Molekiile. Sie wird aber auch
in den Materialwissenschaften und der chemischen Analytik eingesetzt. Biologische Mo-
lekiile konnen dabei in Losung sowie fester Phase untersucht werden. Der Kernmagne-
tismus bildet die Grundlage der NMR-Spektroskopie. Das magnetische Moment des
Atomkerns ist verbunden mit einem Kerndrehmoment bzw. Kernspin. In einem stati-
schen Magnetfeld spalten die Energieniveaus der Atomkerne aufgrund der Wechselwir-
kung zwischen dem Magnetfeld und dem magnetischen Moment des Kernes auf. Fiir
NMR-Untersuchungen sind vor allem Kerne mit einer Kernspinquantenzahl von 1/2 in-
teressant, da hier die Aufspaltung in genau zwei Energieniveaus erfolgt. Zur Strukturun-
tersuchung von biologischen Molekiilen werden deshalb vor allem die Spin-1/2-Kerne
14, 13C und °N, aber auch 3!P, beobachtet. Die Verteilung der Kerne auf die verschiede-
nen Energieniveaus wird im thermischen Gleichgewicht durch die Boltzmann-Verteilung
bestimmt. Im NMR-Experiment werden Ubergénge zwischen diesen Niveaus durch Ein-
strahlung von hochfrequenten (HF) Feldern senkrecht zum statischen Magnetfeld in-
duziert und beobachtet. Die Frequenz der HF-Felder muss dabei der Energiedifferenz
zwischen den Niveaus entsprechen. Die dadurch angeregten Kerne senden HF-Quanten
beim Ubergang in den Grundzustand aus. Durch Wechselwirkungen innerhalb des Mo-
lekiils werden die Energielevel beeinflusst, wodurch Informationen iiber die Struktur
gewonnen werden konnen. Anfianglich wurde mit der continuous wave (CW)-Methode

gearbeitet, bei der die Frequenz des eingestrahlten HF-Feldes linear erhoht bzw. verrin-



gert wird. In Resonanz wird ein Signal beobachtet. Aufgrund der geringen Sensitivitat
und des hohen Zeitbedarfs dieser Methode verwendet man heutzutage hauptsachlich
die gepulste NMR-Spektroskopie. Dabei werden alle Kerne einer Kernsorte gleichzeitig
mit einem kurzen HF-Puls einer bestimmten Frequenz angeregt. Der freie Induktions-
abfall (free induction decay, FID) wird danach als zeitabhédngiges Signal gemessen und
per Fouriertransformation in ein Frequenzspektrum umgewandelt. Eine weitere Verbes-
serung konnte durch die Entwicklung der multidimensionalen NMR-Spektroskopie er-
reicht werden. Diese ermoglichte eine hohere Empfindlichkeit sowie die Gewinnung von

Informationen, die in eindimensionalen Experimenten nicht zugénglich waren.

1.2 Ziele der Arbeit

Die NMR-Spektroskopie ist ein leistungsstarkes Werkzeug fiir Strukturstudien und wird
routineméflig fiir kleine bis mittelgrofse biologische Systeme in Losung verwendet. In-
folge begrenzter Loslichkeit, breiter Spektrallinien aufgrund kurzer Relaxationszeiten
grofSer Molekiile sowie Problemen bei der Herstellung von Einkristallen fiir die Ront-
genkristallographie, ist es oft notwendig, auf Festkorper-NMR-Spektroskopie auszuwei-
chen. Das Potenzial dieser Technik wurde in Strukturuntersuchungen an Peptiden und
Proteinen [18; 58; 67; 68; 94; 114] sowie Ribonukleinsduren [76; 90] und Amyloid-Fibrillen
[79; 103] aufgezeigt. Grundlegend fiir NMR-Experimente im Allgemeinen ist die Reso-
nanzzuordnung, bei der jedem Kern im Molekiil ein Resonanzsignal im NMR-Spektrum
zugeordnet wird. Dies erlaubt nachfolgende Untersuchungen von Abstidnden, Torsions-
winkeln und anderen strukturellen Parametern. Mittels numerischer Verfahren wird
daraus eine Struktur berechnet, die konsistent mit den so bestimmten Parametern ist.
Es ist somit naheliegend, sich mit der Entwicklung und Verbesserung von Korrelations-
experimenten der chemischen Verschiebung zu beschiftigen, welche fiir Resonanzzu-
ordnungen und Abstandsmessungen genutzt werden konnen. Besonderes Augenmerk
sollte darauf gelegt werden, dass die Pulssequenzen auch bei hohen Drehfrequenzen an-
wendbar sind, bei denen die negativen Effekte anisotroper Wechselwirkungen eliminiert
werden.

In diesem Kontext wurden in fritheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe die Vor-
teile aufgezeigt, Korrelationsexperimente ohne 'H-Entkopplung wihrend der Mischzeit
durchzufiihren. Damit konnten Interferenzen zwischen dem Entkopplungs- und Riick-
kopplungskanal verhindert werden. Allerdings besitzt der dort verwendete tanh/tan-

Puls einen hohen HF-Leistungsfaktor, wodurch solche Mischsequenzen potentiell Scha-



den an der Probe und/oder der NMR-Technik verursachen kénnen. Deshalb wird in
dieser Arbeit untersucht, ob adiabatische Pulse mit niedrigem HF-Leistungsfaktor effek-
tiv in homonuklearen Korrelationsexperimenten eingesetzt werden konnen.

Da adiabatische Pulse nicht immer zufriedenstellende Wirksamkeit zeigen, wird hier
das HF-Pulsprofil den experimentellen Gegebenheiten angepasst. Hierfiir wird die glo-
bale Optimierungsmethode Genetic Algorithms (GA) angewandt, um effiziente 180°- und
360°-Pulse zu generieren. Diese sollen in einem weiteren Schritt in Pulssequenzen ver-
wendet werden, deren Effektivitdt numerisch und experimentell tiberpriift wird. Wei-
terfithrend sollen solche Pulse genutzt werden, um symmetriebasierte Riickkopplung
auch bei hohen Drehfrequenzen zu erreichen. Die Anwendbarkeit wird zuerst fiir homo-
nukleare CNY- und RN}-Pulssequenzen gepriift und dann auf heteronukleare RN,"*-
Riickkopplungssequenzen erweitert, in denen die Einstrahlung von HF-Pulsen auf zwei
Kanilen notwendig ist. Dabei werden zwei verschiedene Varianten, die Phasenmodula-
tionsprofile darzustellen, verwendet: (i) als Teilsumme einer Fourierreihe oder (ii) einge-
teilt in eine kleine Zahl von Intervallen gleicher Lange.

Moderne Spektrometer besitzen das Potenzial, mittels mehrerer Empfanger verschiede-
ne Signale gleichzeitig aufzunehmen. Dies soll mittels hier zu entwickelnden RN,
Pulssequenzen sowohl zur gleichzeitigen Aufnahme von 2D-1°N—13C- und 3C—1°N-
sowie von 3D-P°N-13C-13C- und BC-°N-('H)-'H-Korrelationsspektren erfolgen. Diese
Experimente erlauben die Zuordnung von Resonanzen sowie eine Untersuchung der
globalen Faltung von Proteinen. Weiterhin sollen mehrere Empfanger zur simultanen
Durchfiihrung von CHHC-, CHHN-, NHHC-, und NHHN-Experimenten verwendet
werden, welche besonders wichtig in strukturellen Studien an Ribonukleinsduren sind.
So kénnen unter anderem Wasserstoffbriickennetzwerke und der glykosidische Torsi-
onswinkel x charakterisiert werden. Durch die Aufnahme aller vier Spektren in einem

einzigen Experiment wird eine erhebliche Zeitersparnis erreicht.



Kapitel 2

Grundlagen

2.1 Semiklassische Betrachtung

2.1.1 Einfiihrung

Eine charakteristische Grofie des Atomkerns ist das

magnetische Dipolmoment ji, welches tiber

//—\\
?/‘:l
Q.
=

ji=nT I

mit dem Kerndrehmoment I verbunden ist, wobei -y
/

das gyromagnetische Verhaltnis ist. Im Magnetfeld pra- Abb. 2.1: Priizession des Dipolmomen-

zediert ji um den magnetischen Feldvektor By tes, aus [106]

—

dji =
2 _— _+B

dt 0ox K

mit der Lamorfrequenz wy = yBy (Abb. 2.1). In einer NMR-Probe mit vielen Kernen gilt

fiir die Gesamtmagnetisierung M
— = —’yEO X ]\71,

wobei sich durch die Prézession die magn. Dipolmomente in der zu M senkrechten
Ebene gegenseitig ausloschen. Es bleibt daher nur die parallel zu By stehende Magneti-
sierung. Die Richtung von By sei bis auf weiteres die z-Achse, dazu senkrecht die x-y-
Ebene. Um ein NMR-Signal zu detektieren, muss der Magnetisierungsvektor M von der
z-Achse weggelenkt werden. Der entstehende oszillierende Dipol induziert einen Strom

in der Empfangerspule, der als NMR-Signal detektiert wird.
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Bty Bo- 7)7

(a)

Abb. 2.2: a) Priizession des Magnetisierungsvektors um Begs im mitbewegten Bezugssystem. b) Resonanz-
fall, w = wy. Abb. aus [106]

2.1.2 Hochfrequenz-Feld

Um M aus der z-Achse auszulenken, wird ein zusitzliches Feld By senkrecht zu By
fiir eine Dauer t, eingestrahlt. M prizediert nun um das resultierende Feld. Wire B;
ein statisches Feld, miisste es in der gleichen Grofsenordnung wie Bo liegen, um eine
Wirkung zu erzielen. Dies ist anders bei Verwendung eines oszillierenden Bi-Feldes,
hier dreht sich B; mit einer Winkelgeschwindigkeit w um die z-Achse. Im mitbewegten

System gilt dann fiir das effektive Magnetfeld

Best = \/B% + (Bo—w/7)?,

um das sich M mit der effektiven Prézessionsgeschwindigkeit

Weff = \/w% + (wp — w)?

dreht (Abb. 2.2). Ist die Tragerfrequenz w in Resonanz, also der Resonanzoffset Aw =
w —wy = 0, folgt Begg = By und M wird um einen Winkel a = vBit, ausgelenkt.
Besonders wichtig fiir die NMR-Spektroskopie sind die Auslenkungswinkel 90° und
180°.

2.1.3 Relaxation

Nach Abschalten des Bj-Feldes geht M wieder in seine Ausgangsposition zuriick. Die
Ursache dafiir ist der Austausch von Energie zwischen dem Spin-System und der Um-

gebung, sowie das Auffachern der transversalen Magnetisierung, da die magnetischen

8



Kernmomente geringfiigig unterschiedliche Prdzessionsfrequenzen haben. Dies macht
man sich anhand .
dM = —
— =—7BxM
a —
und der Einfiihrung zweier Relaxationszeiten T; (longitudinale Relaxation) und T; (trans-

versale Relaxation) klar. Mit

d 1

d 1

EMy = (a)o - CU)Mx - ?ZMy + w1 M;
d 1

Diese Gleichungen sind die Bloch-Gleichungen.

2.2 Quantenmechanische Betrachtung

Das NMR-Signal resultiert aus der zeitlichen Entwicklung einer Vielzahl von Atomker-
nen bzw. Kernspins. Im Idealfall eines reinen Zustandes haben alle Spins den gleichen
Zustand, welcher durch die Wellenfunktion |®(t)) beschrieben wird. Die Schrodinger-
Gleichung

d . ho A
2| @) = —i_ A1) @(1))

bestimmt die zeitliche Entwicklung dieses Systems, wobei 7{(t) der zeitabhingige Ha-
miltonoperator ist. Der Dichteoperator p(t) wird zur Beschreibung des Zustandes des
Systems benutzt. Die Diagonalelemente pj; geben die Wahrscheinlichkeit an, das Sys-
tem im Zustand |j) vorzufinden, mit j = 1,2,...,2I 4+ 1. Die Nichtdiagonalelemente
reprdsentieren die Superposition zweier Zustinde. Die entsprechende Wellenfunktion
|D(t)) = cili) + cjlj) zeigt einen Ubergang zwischen beiden Zustinden an und wird
als kohdrente Superposition bzw. Kohdrenz bezeichnet. Durch die Differenz der ma-
gnetischen Quantenzahlen m; der Zustinde werden diese Kohdrenzen in Einquanten-
Kohérenzen (Am;; = =+1), Nullquanten-Kohédrenzen (Am;; = 0) und Multiquanten-
Kohérenzen (|Am;j| > 1) unterteilt. Multiquanten-Kohédrenzen kénnen nur indirekt be-

obachtet werden, da kein Dipoliibergang stattfindet.



Die Liouville-von-Neumann-Gleichung beschreibt die zeitliche Entwicklung des Dichte-

operators:

ausgedriickt, mit p(0) als Dichteoperator im thermischen Gleichgewichtszustand. Der

Entwicklungsoperator {(t,0) ist mit dem Hamiltonoperator wie folgt verbunden:

t

Z/Al(t,O) = Texp(—i/O ﬂ(t/)dt/),

wobei T der Dysonsche Zeitordnungsoperator ist.

2.3 Wechselwirkungen

2.3.1 Externes statisches Magnetfeld

Die Zeeman-Wechselwirkung wird durch das externe statische Magnetfeld By hervorge-

rufen und durch
Ho = —yBol; = —wyl

beschrieben, wobei Hamiltonoperatoren von nun an Frequenzeinheiten angegeben wer-

den (71/ (h/27) wird durch H ersetzt).
2.3.2 Externes transversales HF-Feld

Der Effekt der Einstrahlung eines HF-Pulses senkrecht zum statischen Magnetfeld wird
durch

Hup = —vB1(Lx cos(wt) — [, sin(wt))

ausgedriickt.
2.3.3 Chemische Verschiebung

Selbst bei konstantem By-Feld ist das Magnetfeld um die Kerne in der Probe nicht ho-
mogen. Die Ursache sind die um den Kern rotierenden Elektronen, welche ein Magnet-

feld induzieren, das die Grof3e des effektiven Magnetfeldes am Ort des Kernspins dndert

10
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/
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622
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b) By I'
| 933
y
c) ' R

Abb. 2.3: Schema der 3 CSA-Hauptwerte: a) 611, b) 61, ¢) d33, wobei sich die Position des Signals je nach
Orientierung des Magnetfelds zur Hauptachse des Tensors dndert. Abb. aus [61]

(B = (1—0)By, o... Abschirmungstensor). Diese Verinderungen sind lokal verschieden
(aufgrund von Anderungen der Elektronenverteilung durch verschiedene Bindungspart-
ner, Bindungsldngen, Bindungsorientierungen u.a.). Durch die verschiedenen Lamorfre-
quenzen konnen die Nachbarschaft der Atome und die rdumliche Struktur untersucht
werden. Die anisotrope chemische Verschiebung ist abhdngig vom Abschirmungstensor,
und wird in Bezug auf eine Referenzprobe (oft die 'H-Resonanz in Tetramethylsilan
(TMS)) ausgedriickt:
0 = (Orer — 00) (1 — a,ef)_1106.

Die chemische Verschiebung wird in ppm (parts per million) angegeben.

Die Anisotropie der chemischen Verschiebung (chemical shift anisotropy, CSA) beruht dar-
auf, dass die Elektronendichten nicht sphérisch, sondern zum Beispiel ellipsoidal ent-
lang Bindungen oder nichtbindenden p-Orbitalen verteilt sind. Die Beeinflussung durch
die CSA hingt von der Orientierung der Elektronenwolke zum By-Feld ab (Abb. 2.3).
In einer pulverisierten Probe liegen alle moglichen Orientierungen vor, man beobachtet
ein Pulvermuster (siehe Kapitel 3). Den Hamiltonoperator der chemischen Verschiebung

kann man in einen isotropen und einen anisotropen Term aufteilen. Fiir den Spezialfall

11



011 = o einer axialsymmetrischen Verteilung ergibt sich
. . 1 ’
Hes = 7Bolz(0iso + 50csa(3cos™0 — 1))

mit J;5, = %(511 + 00 + 033), dcsa = 033 — diso und 6 als Winkel der Ellipsoid-Achse zu
Bo.
2.3.4 Heteronukleare dipolare Wechselwirkung

Die dipolare Wechselwirkung beruht auf der Interaktion der magnetischen Kernmomen-

te zweier Spins. Bei zwei unterschiedlichen Kernen ergibt sich

A

His = d(3cos?6 —1)L,8,

Mo\ Y17Ysh 2 5 a
= (—)——=—(8cos"0 —1)L,S,
4’ 13

I und S sind die Kernspins der wechselwirkenden Kerne, d ist die dipolare Kopplungs-
starke, v die gyromagnetischen Verhiltnisse der Spins, r;s der Abstand zwischen den
Kernen und 6 der Winkel zwischen dem internuklearen Vektor und EO. Die Starke der

Wechselwirkung hangt also vom Kernabstand ab (through-space interaction).
2.3.5 Homonukleare dipolare Wechselwirkung

Die dipolare WW kann auch zwischen Spins gleicher Atomkerne auftreten. Bei identi-
schen Kernen kann es zu energieerhaltenden Flipflop-Prozessen kommen, bei denen ein
Spin vom energiearmen Zustand in den Energiereicheren iibergeht, und gleichzeitig der
Nachbarspin vom energiereichen in den energiearmen Zustand. Mit diesem Extraterm

erhdlt man fiir den Hamiltonoperator
~ 1 2 N ~ — —
Hi = d§(3 cos“0 —1)(3h,Ip, — I - Ip)

2.3.6 Skalare Wechselwirkung

J-coupling resultiert aus der Fermi-Kontakt-Wechselwirkung zwischen Elektronen und
Kern. Diese ist 10> bis 10* mal kleiner als die direkte dipolare Wechselwirkung, tritt nur
zwischen chemisch gebundenen Kernen auf (through-bond interaction) und ist isotrop.

Mit der skalaren Kopplungskonstante | gilt fiir den Hamiltonoperator

1>

7‘2]:]?
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ADbb. 2.4: Abhiingigkeit eines Glyzin-Spektrums aus [61]

von der Drehgeschwindigkeit, aus [61]

2.4 Magic Angle Spinning

Offensichtlich geben die anisotropen Wechselwirkungen keinen Beitrag zum Gesamt-
Hamilton-Operator, falls der Term (3 cos? — 1) gegen Null geht. Dies ist der Fall beim
magischen Winkel (magic angle) 6,, = 54,74°. Erreicht werden kann dies durch Verwen-
dung eines Einkristalls, den man im magischen Winkel zum Magnetfeld ausrichtet. Da
Einkristalle aber zumeist schwer herzustellen sind, lasst man die (Pulver-)Probe um eine
Achse rotieren, welche um 6, zum Magnetfeld ausgelenkt ist, wodurch die anisotropen
Effekte zeitlich herausgemittelt werden [2; 69]. Falls die Drehfrequenz nicht deutlich gro-
er als die Anisotropie ist, erfolgt keine vollstindige Ausloschung, im Spektrum treten
sogenannte spinning sidebands auf, Rotationsbanden in Abstinden von Vielfachen der
Rotationsfrequenz (Abb. 2.4). Da man durch die anisotropen Wechselwirkungen Riick-
schliisse auf die lokale Umgebung und die Geometrie der Kerne ziehen kann, ist man in
bestimmten Situationen bestrebt, diese zu erhalten. Dies kann durch Einstrahlen spezi-

eller Pulssequenzen erreicht werden, was als Riickkoppeln bezeichnet wird.
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2.5 Unterschiede zwischen Festkorper- und Fliissigkeits-NMR-Spek-
troskopie

Aufgrund der starken anisotropen Wechselwirkun-
gen, wie dipolare Kopplungen und CSA, sind Lini- Gl vl
enbreiten in Festkorper-NMR-Spektren (Abb. 2.6) all-
gemein viel grofier als in Fliissigkeits-NMR-Spektren.
Durch die Molekularbewegungen werden die aniso-
tropen Wechselwirkungen in Fliissigkeiten herausge-
mittelt. Festkorper-NMR-Spektren werden erst durch
Magic Angle Spinning analysierbar.

| 1 L

Zumeist werden in der Fliissigkeits-NMR-Spektrosko- 300 200 100 0
«— S /ppm

pie Protonen beobachtet, da diese mit einem grofien

Abb. 2.6: 3C-Festkorper-NMR-Spek-
trum von 90 mg 3C-markiertem Gly-
und hohem natiirlichem Vorkommen fiir hochaufge- zinpulver, aus [61]

gyromagnetischen Verhiltnis, geringer Relaxationszeit

loste Spektren sorgen. Aufgrund des grofien Netz-

werks starker dipolarer Kopplungen zwischen den Wasserstoffkernen und der damit
verbundenen Verbreiterung der Linien im Spektrum, beobachtet man in Festkorpern
hauptsichlich *C- und ®N-Kerne.

Verbessert wird die Signalintensitat durch Kreuzpolarisation (CP) [80]. Hierbei wird das
Signal von selten vorkommenden Kernen, wie die in Festkérper-NMR detektierten 13C
und N, verstirkt, indem Polarisation von héufig vorkommenden Kernen, wie 1Y, tiber-
tragen wird. Bei homonuklearen Kernen ist dieser Austausch automatisch durch ener-
gieerhaltende Flipflop-Prozesse moglich, bei heteronuklearen Kernen muss der Prozess
durch Einstrahlen von HF-Feldern angeregt werden (Abb. 2.5). Eine von Hartmann und
Hahn entwickelte Methode [35] wirkt durch Einstrahlen zweier HF-Felder, eines mit Re-
sonanzfrequenz von Spin I, das andere mit derjenigen von Spin S. Sind die Nutationsfre-
quenzen beider Kerne gleich (erreichbar durch Variation der Amplitude der HF-Felder),
so ist ein energieneutraler dipolarer Kontakt zwischen den Kernen hergestellt, Flipflop-
Prozesse sind nun moglich. Man erhilt die Hartmann-Hahn-Bedingung y;B1; = 7ysBis
(Abb. 2.7).
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Abb. 2.7: a) In einem doppelt rotierten Referenzkoordinatensystem nehmen die Energieunterschiede der
Ubergiinge gleiche Werte an, wenn die Nutationsfrequenzen beider Spins gleich sind; b) Schema einer
CP-Pulssequenz, aus [61]

2.6 Symmetrie-Theorie

Eine elegante Methode zur Beschreibung von Pulssequenzen wurde von Levitt et al.
eingefiihrt [15; 16; 66]. Man ordnet diese in die Symmetrieklassen CN,, bzw. RN, ein.
Dabei werden die Rotationseigenschaften der nuklearen Wechselwirkungen genutzt, um
einzelne Terme des Gesamt-Hamiltonoperators durch Wahl der Parameter n, N und v
auszuldschen bzw. zu erhalten. Der Vereinfachung halber werden die Operatordacher
in allen folgenden Gleichungen weggelassen. Aufgebaut sind diese Pulssequenzen aus
N Elementen mit einer Gesamtldnge von T = N1 = n7 (7¢ ...Léange eines Elements,
T, ...Ldnge einer Rotationsperiode) (Abb. 2.8). Die einzelnen Elemente werden je nach
Symmetrieklasse nach einer bestimmten Vorschrift aus dem Basiselement C bzw. R ge-

wonnen.

e CN}: Das Basiselement C hat den Propagator U° = Ry(Z,7), wobei Zg einer gera-
den ganzen Zahl, sowie Ry (¢) = exp(—i$S,) einer Rotation des Spins S um den
Winkel ¢ um die Achse x = {x,y,z} entspricht. Somit ergibt das Basiselement
einen Puls, welcher den Spin S um ein ungerades Vielfaches von 180° um die x-
Achse rotiert. Solche Pulse werden auch Universalrotationspulse genannt, da sie

sowohl z- als auch y-Magnetisierung invertieren. Daraus folgt, dass das Basisele-

15



nt,

CN,"

nt,

RN,

b) R¢R_¢ R¢R_¢ LR R¢R_¢

Rm// N R—nv/ N

Abb. 2.8: Schema der Symmetrieklassen a) CN,, sowie b) RN}/

ment den Spin wieder in den Anfangszustand zuriickversetzen muss. Jedes weitere

Element ist gegeniiber dem Vorhergehenden um 27rv/N phasenverschoben.

e RN!: Das Basiselement R hat den Propagator U’ = R,(Z, ), wobei Z, einer un-
geraden ganzen Zahl entspricht. Das Basiselement wird um 7rv/N phasenverscho-
ben. Ein zweites Basiselement R’ wird durch Andern des Vorzeichens der Phase
von R generiert. N/2 Paare RR’ ergeben eine Sequenz, wobei der Entwicklungs-

operator des Paares exp(—i4¢I,) entspricht.

Unter Rotation bei v, kann der Hamiltonoperator wie folgt in dufiere und innere Wech-

selwirkungen aufgeteilt werden:

H(t) = Hur(t) + Hin(t)

Hint(t) = Y wiy, exp(i27'cmvrt)T){\y (Modulation durch Rotation)
AlmAy
bzw. Hins(£) = Z w{;T){\y fir w, =0
AlmAp

A beschreibt die Art der Wechselwirkung, w?), ist die komplexe Amplitude und Ti\y sind
nichtreduzierbare Tensoroperatoren vom Rang A fiir die rdumliche Rotation und Rang y
fiir die Spinrotation. Die Quantenzahlen m und y konnen die Werte m = —I, =141, ...,
bzw.y = —A,—A+1,...,A annehmen, wobei / und A durch die Art der Wechselwirkung
festgelegt sind. Weiterhin beinhaltet H;,; nur Terme mit p = 0.

Die Average Hamiltonian Theory (AHT) [32; 109] erlaubt die einfachste Beschreibung des
Hamiltonoperators bei symmetriebasierten Sequenzen. Diese bendtigt eine Transforma-

tion in das rotierende Koordinatensystem des HF-Feldes. Dort gilt fiir den Hamilton-

16



operator allgemein:

ﬂ(tq): Z 7:(111\11Ay(t5])
AlmApy

mit
ﬁ{,\my(tq) = dﬁo(—ﬁq)wl/\m exp(ipyy + i27Tm1/ytq)T)(\#,

dﬁo sind reduzierte Wigner-Elemente, ¢, beschreibt einen Zeitpunkt wihrend der Ein-
strahlung des g-ten Basiselementes und (a4, B4, 74) sind die HF-Eulerwinkel zum Zeit-
punkt t,. Unter Berticksichtigung der Konstruktionsvorschriften der Pulssequenzen kann

man zeigen, dass fiir die HF-Eulerwinkel folgende Symmetrien gelten:

27TV
CN:Z/ . ,Bq - ,60/ ')’q = Y0 — Tq
v 2ntv
RNn: ‘Bq:,B0+q7T/ ')’q:')’O_Tq

Dadurch erhilt man

Fllty) = T il (o) expli (mn — )

AlmApy
fiir CN,,-Symmetrien bzw.
- ~ 27T AN
Hty) = Y2 iy (to) expli (mn — v = =)
AlmAy

tir RNy -Symmetrien. Mittels der AHT kann nun durch Magnus-Entwicklung der Hamil-

tonoperator aufgeteilt werden in
H=H" +H" +H 4.

wobei uns hier nur der Term nullter Ordnung

=(0) F7A
H = Z Hlm)\]/t
AlmApy
1 to+T ~A
= 2 T ; dtHlmAy(t)
AlmAy 0
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interessiert. Durch die Periodizitit des Wechselwirkungshamiltonoperators erhélt man

damit die Auswahlregel

CN,, : Himry = 0 fur (mn—uv) #NZ,Z € 2
_ N
RN; : Hl[:n,\y = 0  fur (mn—puv) # EZA,

mit der ganzen Zahl Z, der gleichen Geradzahligkeit wie A. Spezielle Pulssequenzen
sorgen dafiir, dass nur Terme des Hamiltonoperators erhalten werden, fiir die es eine
eineindeutige Zuordnung der Quantenzahlpaare {/, m} zu den Paaren {A, i} gibt. Diese
Sequenzen werden 7y-kodierte Sequenzen genannt [66].

Erweiterbar ist diese Methode auch auf die simultane Einstrahlung der HF-Pulssequenzen
auf zwei verschiedene Kernarten (,,Zweikanal-Sequenzen”). Hierfiir gibt es vier verschie-
den Moglichkeiten. In allen Fillen ist die Anzahl der Basiselemente N und die Anzahl
der Rotationsperioden n der Sequenzen fiir beide Kerne S und K gleich, aber die Sym-
metrieklasse (C oder R), das Basiselement und der Phaseninkrementparameter v kann

sich unterscheiden. Folgende Kombinationen sind moglich:
¢ S:CNY,K: CNY — CN,>"¥
e S:CNY, K: RNY — CRN,>"¥
e S:RNY, K: CN/ — RCN,>"¥
e S: RN, K: RN} — RN/S"VK

Da fiir die HF-Eulerwinkel analoge Symmetrien wie fiir die Einkanaleinstrahlung gelten,
kann auch die Herleitung der Auswahlregeln analog erfolgen. Fiir die hier in dieser

Arbeit verwendete RN,*"¥-Symmetrie erhilt man
RNUSY . — 0 fir (mn— psvs — jixuk) £ N7
noot ImAspsAkpx — ur (mn — ysvs — UKVK 5 LAst+Ak:

2.7 NMR-Spektrometer

2.7.1 Supraleitender Magnet

Die Feldstirke des Magneten ist die pragendste Grofie im Experiment, da die Empfind-
lichkeit des Spektrometers proportional zu BS/ 2 und die Auflosung des Spektrums pro-
portional zu By ist. Aufgrunddessen werden NMR-Spektrometer durch einen mit fliis-

sigem Stickstoff und Helium gekiihlten supraleitenden Magnet realisiert, da die hohen
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Abb. 2.9: (a) Experimenteller Aufbau (www.varianinc.com) (b) Schematische Darstellung eines Einkanal-
NMR-Spektrometers.

benotigten Feldstirken bei Verwendung konventioneller Magnetspulen enorme Kiihl-
leistungen erfordern wiirden. Ein weiterer Vorteil ist die hohe Homogenitit des Magnet-
feldes. Die relative Abweichung betrdgt in Festkorper-NMR-Spektrometern nur 107,
in Fliissigkeits-NMR-Spektrometern kann sogar 10~!0 erreicht werden. Field-frequency-
locking sorgt fiir eine konstante By-Feldstdarke und durch shims werden kleine Inhomoge-

nititen innerhalb des Probenkopfes korrigiert.
2.7.2 Probenkopf

Innerhalb des Magneten befindet sich der Probenkopf, welcher die Probe sowie Vorrich-
tungen zum Drehen der Probe enthilt. Senkrecht zum Magnetfeld wird mittels einer
Spule das Hochfrequenz-Feld (HF-Feld) eingestrahlt. Aufserdem enthélt der Probenkopf
noch mehrere Schwingkreise, die in Resonanz gebracht werden miissen, um den Strom
in der Spule, und somit auch das eingestrahlte HF-Magnetfeld, zu maximieren. Die ein-
zelnen Schwingkreise konnen auf verschiedene Lamorfrequenzen abgestimmt werden,

um mehrere Kerne gleichzeitig anzuregen und zu beobachten.
2.7.3 Sender

Der Sender produziert das hochfrequente Wechselfeld. Um verschiedene Kerne anzu-
regen, benotigt man verschiedene, von Frequenzgebern generierte, Tragerfrequenzen.

Diese werden auch Kanile genannt.
2.7.4 Empfinger

Das detektierte NMR-Signal ist der vom rotierenden Magnetisierungsvektor in der Spule

induzierte Strom. Mit einer Spule kann nur das Signal von M, oder M, beobachtet
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werden, man erhilt:

S(t) = Ce ™2 cos(wot + )

Das Signal wird im Empfanger mit der Tragerfrequenz moduliert:

S'(t) = cos(wt)S(t)

= %Ce—t/T2 (cos[(wo + w)t + ¢] + cos[(wy — w)t + 4)])

Mit einem Tiefpassfilter wird die (wp + w) -Komponente herausgefiltert:

S"(t) = %Ce_t/T2 cos|[(wg — w)t + ¢|

Man detektiert also eine Frequenz )y = wy — w relativ zu der Tragerfrequenz. Dadurch
kann aber das Vorzeichen der Pridzessionsfrequenz nicht unterschieden werden. Dies
wird durch eine sogenannte Quadrature Detection erreicht, bei der zwei um 90° phasen-
verschobene Detektoren verwendet werden. Die beiden Ausgangssignale werden auch
als Real- und Imaginérteil bezeichnet, da daraus mittels komplexer Fouriertransformati-
on ein Spektrum in Absorption generiert wird. Generell werden in NMR-Spektrometern
keine zwei Empfangerspulen integriert. Trotzdem konnen phasenempfindliche Spektren
unter Verwendung der Methode von States [100] generiert werden, welche auch in dieser

Arbeit genutzt wurde.
2.7.5 AD-Wandler

Das Eingangssignal wird zur weiteren Analyse digitalisiert. Aus diesem Grund wird in
regelmifliigen Abstdnden das Signal gemessen. Dabei bestimmt die Lange des Intervalls
(dwell time) die maximal zu detektierende Frequenz (Nyquist-Frequenz, v, = 2_1E ) und

die beobachtbare Spektralbreite (v = A%).
2.7.6 Computer

Das digitalisierte NMR-Signal wird im Computer gespeichert und mittels Fouriertrans-

formation in ein Frequenzspektrum umgewandelt.
2.7.7 Verwendete Spektrometer

Experimentelle Untersuchungen dieser Arbeit wurden mit einem 500 MHz wide-bore Va-
rian UYNITYINOVA- (Kap. 3) bzw. einem 500 MHz wide-bore Bruker Avance I1I-Festkorper-
NMR-Spektrometer (Kap. 4-8) durchgefiihrt. Dabei wurde ein 3.2 mm Chemagnetics triple
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Abb. 2.10: a) L-Histidin, b) L-Arginin

resonance- (Kap. 3), ein 2.5 mm Bruker triple resonance- (Kap. 4-6) beziehungsweise ein 3.2

mm Bruker triple resonance-Probenkopf (Kap. 7 und 8) verwendet.

2.8 Verwendete Proben

L-Histidin (Abb. 2.10a) ist eine der 20 natiirlichen eiweifsbildenden Aminosaduren. Es
kommt in fast allen Proteinen vor und ist hdufig in katalytischen Zentren von Proteinen
essentiell, zum Beispiel zur Komplexierung von Metallen und als Akzeptor bzw. Donor
von Protonen wihrend der Katalyse in Proteasen und anderen Enzymen.

Eine weitere untersuchte Aminosdure ist L-Arginin (Abb. 2.10b). Es ist eine Quelle
energiereicher Stickstoff-Phosphat-Verbindungen in Organismen und fiir den Menschen
semi-essentiell. So ist L-Arginin die alleinige Vorstufe von Stickstoffmonoxid, einem der
Botenstoffe im menschlichen Korper.

(CUG)9y (Abb. 2.11) ist ein triplet expansion repeat RNA-Molekiil, das aus 97 CUG-Wie-
derholungen besteht. Diese CUG-Wiederholungen binden und sequestrieren muscleblind
(MBNL) Proteine [47; 73], was zum Verlust der MBNL-Funktionen und damit zu fehler-
haften Prozessierungen von pra-mRNAs, welche fiir die Muskelzelle wichtige Prozesse
kodieren, fiihrt. Als Beispiel ist hier die fehlerhafte Prozessierung der pra-mRNA fiir
den Chlorid-Kanal (CIC-1) des Skelettmuskels zu nennen. Die Folgen sind der Verlust
der normalen Chlorid-Leitfahigkeit und Hyperexzitabilitiat (Myotonie) [19; 70].

Zum Verstdndnis, warum die CUG-Wiederholungen MBNL-Proteine binden, ist die Auf-
klarung ihrer dreidimensionalen Struktur notig. Dies soll auch die Grundlage fiir an-
schliefende Untersuchungen des RNA-Protein-Komplexes bilden. Aufgrund des ho-
hen Molekulargewichts von ca. 100 kDa sind Untersuchungen des (CUG)97-Molekiils
in fliissiger Phase nicht moglich, weswegen Festkorper-NMR-Spektroskopie notwendig
ist [64; 84; 87-90]. Die RNA wird in vitro aus 1°N- und 3C-markierten Ribonukleosid-
Triphosphaten (rNTPs) synthetisiert, zur Homogenitdt aufgereinigt und mittels eines
Denaturierungs-Renaturierungsverfahren gefaltet. Um das RNA-Molekiil fiir Festkorper-

NMR-Untersuchungen vorzubereiten, wird es gefriergetrocknet, in Wasserdampf-gesét-
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Abb. 2.11: Schema des Basentripletts CUG und eines (CUG),-Doppelstrangs mit Haarnadelschleife

tigter Atmosphdre rehydratisiert und bei -15°C eingefroren. Die in dieser Arbeit verwen-
dete (CUG)97-Probe wurde von Sabine Héafner aus unserer Arbeitsgruppe hergestellt und
freundlicherweise fiir die Messungen zur Verfiigung gestellt wurde.

Alle untersuchten Proben waren einheitlich 3C-/1°N-markiert, wobei L-Histidin und

L-Arginin in polykristalliner Form vorlag.
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Kapitel 3

Korrelationsexperimente ohne 'H-Entkopplung

wahrend der Mischzeit mit adiabatischen Pulsen

3.1 Einleitung

Homonukleare Korrelationsexperimente der chemischen Verschiebung werden allge-
mein in MAS-Festkorper-NMR-Studien an biomolekularen Systemen wie Proteinen und
Nukleinsduren fiir Resonanzzuordnungen und zur Bestimmung von strukturellen Ein-
schrankungen verwendet. So wird das charakteristische Konnektivititsmuster in einem
B3C-13C-Korrelationsspektrum im Allgemeinen genutzt, um Kohlenstoffresonanzen, die
zu einer spezifischen Klasse von Resten (zum Beispiel einer bestimmten Sorte von Ami-
nosduren eines Peptides/Proteins oder eines Zuckerrestes einer Nukleinsdure) gehoren,
zuzuordnen. Da schwache dipolare Kopplungen zwischen Kernen mit geringem gyro-
magnetischen Verhéltnissen normalerweise bei schnellen Drehgeschwindigkeiten nicht
messbar sind, wurden effiziente dipolare Riickkopplungsschemata entwickelt, welche
die rdaumliche Mittelung dipolarer Kopplungen in rotierenden Festkorperproben unter-
binden [9; 23; 29; 66]. Diese erlauben die Aufnahme von Korrelationsspektren sowohl
mittels longitudinaler als auch transversaler Magnetisierungsiibertragung, wobei letzte-
re ein um den Faktor /2 besseres Signal-Rausch-Verhdltnis und einen schnelleren Auf-
bau der Kreuzsignalintensitaten bewirkt [104]. Total through-bond correlation spectroscopy
(TOBSY) findet auch einige Anwendung in 3C-Resonanzzuordnungen in Festkérpern
[1; 5; 22; 34; 37]. Hierbei wird die Korrelation der chemischen Verschiebung ausnahmslos
via skalarer Kopplungen erreicht, welche zu einer kompletten Magnetisierungsiibertra-
gung von Spin zu Spin und somit zu grofleren Kreuzsignalintensititen fithren konnen.
Aufgrund der starken dipolaren *C-'H-Kopplungen wird {iblicherweise 'H wéhrend

der Mischzeit entkoppelt. Falls das Verhdltnis der Entkopplungs- zu den Riickkopp-
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lungsfeldstarken nicht grofs genug (>3:1) ist, kann es zu Signalverlusten aufgrund der
Interferenz zwischen diesen beiden Feldern kommen [8]. Kiirzlich wurde gezeigt, dass
es ebenso moglich ist, 1C-Korrelationsspektren der chemischen Verschiebung ginzlich
ohne 1H-En’ckopplung wiéhrend der Mischzeit zu generieren [6; 43; 71; 74; 77; 92], um
solche Interferenzen zu vermeiden. Dabei muss die verwendete HF-Mischsequenz nicht
nur effizienten Magnetisierungsiibertrag zwischen dipolar/skalar gekoppelten Kohlen-
stoffen gewdhrleisten, sondern auch die Protonen entkoppeln. Auch mittels adiabati-
schen tanh/tan-Inversionspulsen [44] wurde dieses Prinzip erfolgreich angewandt [92].
Der tanh/tan-Puls wurde extensiv in MAS-Festkorper-NMR-Untersuchungen verwen-
det [38; 49; 62; 63; 85-87; 91]. Allerdings hat dieser Puls einen hohen HF-Leistungs-
faktor (power factor, PF= (By s/ B1max)?, mit By s als quadratisches Mittel der HF-
Feldstérke) und Korrelationsexperimente ohne 'H-Entkopplung wihrend der Mischzeit
benstigen im Allgemeinen sehr groie >C-HF-Feldstarken (>100 kHz) [92]. Deswegen
ist absehbar, dass Mischsequenzen basierend auf solchen Pulsen eine erhebliche Ge-
fahr fiir die Probe und die NMR-Hardware darstellen, besonders in Situationen, in
denen lange Mischzeiten benotigt werden, wie zum Beispiel bei Abstandsmessungen
weiter entfernter Kerne. In diesem Kontext wurden die Moglichkeiten untersucht, 13C-
Korrelationsspektren der chemischen Verschiebung bei reduziertem HF-Leistungsfaktor
zu generieren. Pulssequenzen unter Verwendung adiabatischer Inversionspulse mit ver-
schiedenen Amplituden- und Frequenzmodulationsprofilen wurden fiir longitudinale
sowie transversale Magnetisierungsiibertragung evaluiert. Die Wirksamkeit wurde mit-
tels numerischer Simulationen und experimenteller Messungen beurteilt. Die Resultate

dieser Untersuchungen werden in diesem Kapitel préasentiert.
3.1.1 Adiabatische Inversionspulse

Das effektive Feld bei Einstrahlung eines HF-Feldes By setzt sich aus w; = vB1 und dem
Resonanzoffset Aw = y/ABy zusammen und bildet einen Winkel 6 mit der x-Achse.
Falls die adiabatische Bedingung ||d6/dt|| < w, s erfiillt ist, also die Anderung von 6
langsam erfolgt im Vergleich zur Prézession der Spins um das effektive Feld, dann ist der
Winkel « zwischen dem Vektor des effektiven Feldes und der Richtung der nuklearen
Magnetisierung zeitlich konstant, die Magnetisierung folgt dem effektiven Feld. Aus
dem adiabatischen Faktor

Weff (w? + sz)%
|dO/dt]|  wi(dAw/dt) — Aw(dwy/dt)

Q=
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erkennt man, dass adiabatische Anderungen durch Frequenzidnderung (dAw/dt) oder
Amplitudendnderung (dw; /dt) verwirklicht werden konnen. Vollstandige Inversion wird
erreicht, wenn das effektive Feld, und damit auch der Magnetisierungsvektor, entlang
der +z-Achse startet und entlang der —z-Achse endet. Offensichtlich ist es deswegen
notig, symmetrische Amplitudenprofile zu verwenden, die an den Enden asymptotisch
gegen 0 gehen.

Adiabatische Pulse sind ab einem bestimmten B;-Grenzwert tolerant gegen Feldstark-

einhomogenitdten und besitzen eine grofse Bandbreite.
3.1.2 RFDR

Radio-frequency driven recoupling (RFDR) [7; 8] ist die meistverwendete Nullquanten-
Riickkopplungssequenz und besteht aus einer Serie von 7-Pulsen in Abstdnden von
Vielfachen der Rotationsperiode. Sie wird in Strukturuntersuchungen von Peptiden und
Proteinen [11; 95] sowie anorganischen Phosphaten [102] eingesetzt. Allerdings hdngt
die Effektivitdt, mit der der gewiinschte ZQ-Hamiltonoperator erzeugt wird, vom Ver-

héltnis der Pulsldnge des Rechteckpulses zur Rotationsperiode ab [45].
3.1.3 TOBSY

Mittels total through-bond correlation spectroscopy (TOBSY) kann man durch Ausnutzung
der skalaren Kopplung leicht Aussagen iiber Bindungspartner innerhalb eines Molekiils
treffen, da die skalare Wechselwirkung nur zwischen gebundenen Kernen auftritt. Die
Summe der Magnetisierung der verschiedenen Spins bleibt unter dem Einfluss des ent-

sprechenden Hamiltonoperators konstant, nur die Differenz entwickelt sich nach

(Ijz - Ikz) - (Ijz - Ikz) COS(ZT(]jkT)) + (ijlkx - Ijxlky) Sin(zrfjjkT)

Dieses oszillierende Verhalten bewirkt einen resultierenden Magnetisierungsiibergang

zwischen den Spins:

1 1
I, — EIjZ(l + cos(27]T)) + zlkz(l — cos(27t]T))
+(I]’y1kx - I]'kay) Siﬂ(Zﬂ]jkT)

mit analogen Ausdriicken fiir die transversalen Komponenten, da der Hamiltonoperator

isotrop ist. Nach einer Mischzeit T = s ist die Magnetisierung vollstindig von Spin j
P 2 & & & pm j

auf Spin k tibergegangen. Aufgrund der im Vergleich zur dipolaren Kopplung sehr ge-
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Abb. 3.1: CPMAS-HF-Pulssequenz zum Generieren von 3C-Korrelationsspektren der chemischen Ver-
schiebung mittels adiabatischer Mischsequenzen. Schema (a) bzw. (b) wurde fiir Experimente mit longitu-
dinalem bzw. transversalem Mischen genutzt. Schwarze bzw. weifle Rechtecke reprisentieren jeweils 180°-
bzw. 90°-Pulse. Um phasenempfindliche Spektren mittels Schema (b) zu generieren, wurden Daten mit
und ohne den 13C-180°-Puls am Ende der t;-Zeit aufgenommen [104]. Two-pulse phase-modulated
(TTPM)-Entkopplung [10] wurde wihrend t; und t, verwendet. Die Phasenzyklen der HF-Pulse und
Empfingerphasen: (a) ¢1 = (y, -y); ¢o = (x); p3 = (2*y, 2%-y); ¢4 = (4* y, 4* -y); pr = (x, X, -X, X, -X, X,
x,-x); (b) ¢1 = (y, -y); ¢2 = (x); ¢3 = (y); Pr = (x, -x)

ringen Kopplungsstarke | sind die Mischzeiten fiir TOBSY-Experimente im Allgemeinen
deutlich langer.

In symmetriebasierten TOBSY-Sequenzen werden nur Terme mit (I, m, A, u) = (0,0,0,0)
und (0,0,1,0) erlaubt, welche der skalaren Wechselwirkung sowie der isotropen chemi-

schen Verschiebung entsprechen.

3.2 Numerische und experimentelle Methoden

13C-Korrelationsspektren der chemischen Verschiebung wurden durch Vermittlung von
skalaren bw. dipolaren Kopplungen erzeugt. Die verwendeten HF-Pulssequenzen sind
in Abb. 3.1 zu sehen. Im Experiment, welches auf longitudinalem Magnetisierungsaus-
tausch basiert (Abb. 3.1a), wird entweder die x- oder die y-Magnetisierungskomponente
am Ende der t;-Zeit durch Festlegen der Phase ¢3 ausgewihlt. Diese Magnetisierungs-
komponente wird dann zu z-Magnetisierung umgewandelt und anschliefSfend wihrend
der Mischzeit auf die dipolar/skalar gekoppelten Spins {ibertragen, bevor das Signal
detektiert wird. Dipolare Korrelationsexperimente, welche auf transversalem Magneti-
sierungsaustausch aufbauen (Abb. 3.1b), erlauben die Verwendung beider x- und y-
Magnetisierungskomponenten am Ende von t;. Dadurch tragen beide Komponenten

u jedem freien Induktionszerfall in ¢, bei [104]. Die verwendeten dipolaren Mischse-
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quenzen beinhalten die Einstrahlung eines adiabatischen Pulses in der Mitte jeder Ro-
tationsperiode (RFDR-Sequenz). TOBSY-Spektren wurden unter Verwendung der sym-
metriebasierten R323.-Mischsequenz [66; 92] mittels longitudinalem Magnetisierungs-
austausch generiert. Die Experimente wurden bei Raumtemperatur an einer L-Histidin-
Probe durchgefiihrt. Alle Spektren wurden unter Hochleistungsentkopplung in der #;-
und #,-Dimension, aber ohne 'H-Entkopplung wihrend der Mischzeit aufgenommen.
Numerische Simulationen wurden mittels des SIMPSON-Programms [3] durchgefiihrt.
Zur Mittelung {tiber die Kristallorientierungen wurden 168 («, p)-Pulverwinkelpaare
nach dem REPULSION-Schema [4] und 16 -Winkel gewdhlt. Falls nicht anders an-
gegeben, wurde dieses Schema auch in allen folgenden Kapiteln verwendet. Die Lange
der verwendeten Inversionspulse t, war durch die Drehgeschwindigkeit und Mischse-
quenz festgelegt. Die anfangliche Geschwindigkeit der Magnetisierungsiibertragung ist
ein Maf$ fir die Effizienz der Mischsequenz. Aufgrunddessen wurde zur Bewertung
der einzelnen Sequenzen die Grofle der auf den zweiten Spin (}3C’,'3CF) iibertragenen
Magnetisierung in Abhédngigkeit von der Mischzeit, beginnend mit der entsprechenden
Magnetisierung des ersten Kohlenstoffspins (**C*), simuliert. Falls nicht anders angege-
ben, wurden alle Simulationen in einem 1H1—13Cl-13C2—1H2—Spilr1system unter expliziter
Beriicksichtigung heteronuklearer dipolarer 3C-'H-Kopplungen durchgefiihrt. Weitere
Details sind den Bildunterschriften zu entnehmen.

Neben den tanh/tan-Pulsen wurden die Experimente auch mit hyperbolischen Sekant-
(sech), constant adiabacity-Gauss- (cagauss), -Kosinus- (cacos) und -Wurst- (cawurst) In-
versionspulsen durchgefiihrt. Diese Inversionspulse, deren Amplituden- und Frequenz-
profil in der Fachliteratur dokumentiert sind [55], wurden mittels der Varian-Software

Pbox generiert.

3.3 Ergebnisse und Diskussion

Abb. 3.2a zeigt die verschiedenen in diesem Kapitel verwendeten Inversionspulse. Der
HF-Leistungsfaktor dieser Pulse umfasst eine grofie Spanne von Werten. Der Maximal-
wert von ~ 0,9 entspricht dem tanh/tan-Puls, den Minimalwert ~ 0,18 besitzt der sech-
Puls. Wie man anhand von Ein-Spin-Simulationen (unter Vernachldssigung von CSA-
Parametern) sehen kann, ermoglichen die adiabatischen Pulse eine effiziente Invertie-
rung der longitudinalen Magnetisierungskomponente {iiber eine grofie Bandbreite. Mit
Ausnahme des tanh/tan-Pulses bendtigen sie typischerweise eine grofSe minimale HF-

Feldstdrke fiir zufriedenstellende Invertierung (Abb. 3.2b). Abb. 3.2c und d zeigen die
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Abb. 3.2: Adiabatische Inversionspulse und deren Leistungscharakteristika: (a) Amplitudenprofile der
Inversionspulse tanh/tan (PF~0,9), cagauss (Durchstimmbereich Awp.x=200 kHz, PF~0,29), cacos
(Awmax=350 kHz, PF~0,5), cawurst mit dem Pulsparameter n=2 und n=64 (Awmq=350 kHz, PF~0,38
bzw. 0,88), und hyperbolischer Sekant-Puls (Aw,x=200 kHz, PF~0,18) mit Lingen von 42 us; (b) Inver-
sionseffizienz als Funktion der HF-Feldstirke; (c) und (d) zeitliche Entwicklung der Magnetisierungskom-
ponenten <I,> und <I,> wihrend des (c) cagauss- bzw. (d) tanh/tan-Pulses von 42 us Linge, ausgehend
von longitudinaler bzw. transversaler (<I,>) Magnetisierung

zeitliche Entwicklung der longitudinalen und transversalen Magnetisierungskomponen-
te wahrend der Einstrahlung des adiabatischen Pulses an zwei reprédsentativen Beispie-
len. Die HF-Feldstarkeanforderung fiir effektive Magnetisierungsiibertragung der Inver-
sionspulse unterscheiden sich kaum, ein Mindestwert der HF-Feldstarke von ~ 100 kHz
oder mehr wird in allen Féllen benétigt. Als Beispiel sieht man in Abb. 3.3a die HF-
Feldstiarkeabhéngigkeit der 3C* —!3CP-Magnetisierungsiibertragung einer dipolaren
Mischsequenz unter Verwendung von cagauss-Inversionspulsen bei einer Drehfrequenz
von 23,810 kHz. Abb. 3.3b-e zeigen die Charakteristika der longitudinalen Magnetisie-
rungsiibertragung bei Drehfrequenzen von 23,810 kHz (Abb. 3.3b und c) und 11,111
kHz (Abb. 3.3d und e) unter Verwendung verschiedener adiabatischer Mischsequen-
zen. Aus diesen graphischen Darstellungen ist ersichtlich, dass adiabatische Mischse-
quenzen mit niedrigem HF-Leistungsfaktor genutzt werden konnen, ohne die dipo-
lare Riickkopplungswirksamkeit im Vergleich zum tanh/tan-Puls zu beeintrachtigen.
Bei transversalen dipolaren Mischsequenzen sieht man jedoch, dass der adiabatische
tanh/tan-Puls hinsichtlich der maximalen Magnetisierungsiibertragung auf den zwei-
ten Spin tiberlegen ist (Abb. 3.4). Abb. 3.3f zeigt die Charakteristika der symmetrieba-

sierten TOBSY-Pulssequenz R323; unter Benutzung verschiedener adiabatischer Pulse.
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Abb. 3.3: Simulierte Leistungscharakteristika adiabatischer Mischsequenzen ohne *H-Entkopplung wiih-
rend der Mischzeit. (a) HF-Feldstirkeabhingigkeit der Magnetisierungsiibertragung, beginnend mit lon-
gitudinaler Magnetisierung, unter Verwendung des m8-Phasenschema [65] mit cagauss-Inversionspulsen
von 42 s, fiir eine Drehfrequenz von 23,810 kHz; (b-d) Darstellung der Magnetisierungsiibertragungen,
beginnend mit longitudinaler Magnetisierung, unter Verwendung des m8-Phasenschema, bei Drehfre-
quenzen von (b,c) 23,810 kHz und 11,111 kHz (d,e) mit verschiedenen adiabatischen Mischsequenzen,
unter Einstrahlung eines Pulses pro Rotationsperiode. Der Magnetisierungsiibertrag von 40 us tanh/tan-
Pulsen zentriert in der Mitte einer Rotationsperiode ist zusitzlich gegeben (tanh/tan gap); (f) Charakteris-
tika der TOBSY-Magnetisierungsiibertragung, beginnend mit longitudinaler Magnetisierung, unter Ver-
wendung der R283,-Pulssequenz, fiir eine Drehfrequenz von 23,810 kHz mit verschiedenen adiabatischen
Mischsequenzen unter Verwendung von Inversionspulsen von 36,75 us Linge. Die korrespondierenden
13C-HF-Feldstiirken sind jeweils angegeben.

Die Simulationen fiir die 13C* —13CP-Magnetisierungsiibertragung wurden durchgefiihrt unter Ver-
wendung eines 1H1-13C1-13C2-1H2-Netzwerks (wobei sich alle Kerne in einer Ebene befinden) und die
13¢x 13C"-Magnetisierungsiibertragung wurde mittels eines \H1-'3C1-'3C2-Netzwerks simuliert. Eine
13C-1H-Kopplungsstirke von 20 kHz wurde verwendet. Es wurde angenommen, dass sich die *C-'H-
Kopplungen in einem Winkel von 109° in Bezug auf den 13C-13C-Vektor befinden. Die Simulationen
wurden mit einer 13C-HF-Triigerfrequenz von 110 ppm durchgefiihrt. Folgende Parameter wurden fiir das
Spinsystem verwendet [14]:

Alanin: (3C%: isotrope chemische Verschiebung 8;s, = 50,9 ppm; Anisotropie der chemischen Verschiebung
Oaniso = -19,67 ppm; Asymmetrieparameter 1 = 0,437; Orientierung Qppy = {81,7°; 24,5°; 29,1°}; 13CP.
diso = 20 ppm; baniso = -11,7 ppm; 11 = 0,76; Qpy = {-52,9°; 77,4°; 14,5°}; Dipolare Kopplungsstirke D =
2156 Hz; Qpp =1{0°; 0°; 0°}; J-Kopplung | = 35 Hz)

Glyzin: (3C*: 6j5, = 45 ppm; Suniso = -19,43 ppm; 1 = 0,98; Qpp = {99,4°; 146,0°; 138,9°}; 13C’: 8i50 =
178,2 ppm; Saniso = -74,5 ppm; 1 = 0,88; Qpym = {-0,7°; 88,5°; 52,6°}; D = 2135 Hz; Qpp = {0°; 0°; 0°);
J =53,1 Hz)
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Abb. 3.4: Darstellung der Magnetisierungsiibertragung der transversalen Mischsequenz ohne 'H-
Entkopplung wihrend der Mischzeit, beginnend mit transversaler (<I,>) Magnetisierung, unter Ver-
wendung des m8-Phasenschema, fiir eine Drehfrequenz von 23,810 kHz mit verschiedenen adiabatischen
Mischsequenzen unter Verwendung von Inversionspulsen von 42 us Liinge. Die korrespondierenden 3C-
HF-Feldstirken sind angegeben. Andere Parameter analog zu Abb. 3.3.

Unter Verwendung von Inversionspulsen mit niedrigem PF-Wert, wie zum Beispiel ca-
gauss, ist es moglich, einen zufriedenstellenden *C%* —13CP-TOBSY-Transfer zu errei-
chen. Die 13C* —13C’-Magnetisierungsiibertragung ist aber bereits mit 'H-Entkopplung
unzureichend, infolgedessen wurde auf eine Untersuchung des 3C* —!3C’-Transfers in
Experimenten ohne 'H-Entkopplung verzichtet.

13C-13C-Korrelationsexperimente mit L-Histidin wurden unter Benutzung adiabatischer
Mischsequenzen mittels longitudinalem sowie transversalem Magnetisierungsaustausch
durchgefiihrt. Die 2D-Spektren zeigen alle erwarteten Kreuzsignale, welche durch di-
rekte sowie weitergeleitete Magnetisierungsiibertragung hervorgerufen wurden (Daten
nicht gezeigt). Im Allgemeinen stimmten die experimentellen HF-Feldstarkeanforderun-
gen fiir zufriedenstellende Leistung mit den numerischen Simulationen tiberein (>100
kHz). Abb. 3.5 zeigt Querschnitte aus den jeweiligen 2D-Korrelationsspektren an der
angegebenen Diagonalsignalposition. Klar ersichtlich ist, dass die Nutzung von Inversi-
onspulsen mit niedrigem HF-Leistungsfaktor fiir dipolaren longitudinalen Magnetisie-
rungsaustausch die beobachteten Signalintensitdten nicht negativ beeinflussen. Hervor-
zuheben sind hier vor allem die Intensitdten bei einer Drehfrequenz von 11,111 kHz,
die deutlich hoher als unter Verwendung von tanh/tan-Pulsen ausfallen (Abb. 3.5b).
Noch deutlicher sind die Vorteile bei Verwendung léngerer Mischzeiten zu erkennen
(Abb. 3.6).

In den mittels transversaler dipolarer Mischsequenzen generierten Spektren erscheinen
direkte und weitergeleitete Kreuzsignale mit gegensitzlichen Signalintensitdten [104]. Im
Gegensatz zu den Resultaten bei longitudinalem Magnetisierungsaustausch, ist an den

Querschnitten (Abb. 3.5¢) erkennbar, dass die Nutzung von tanh/tan-Pulsen in transver-
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Abb. 3.5: Spektrale Querschnitte an den angegebenen Diagonalsignalpositionen wvon 2D-'3C-
Korrelationsspektren der chemischen Verschiebung, generiert unter identischen experimentellen Bedin-
gungen mittels verschiedener adiabatischer Inversionspulse ohne ' H-Entkopplung wihrend der Mischzeit.
Alle Querschnitte in einer Reihe wurden mit gleicher vertikaler Skalierung gezeichnet. Falls nicht an-
ders erwithnt, wurden die 2D-Korrelationsspektren mit 16 Scans pro ti-Inkrement, 256 ti-Inkrementen,
einer wi-Spektralbreite von 50000 Hz und einer Regenerierungszeit von 2 s generiert. Bei einer Dreh-
frequenz von 11,111 kHz wurde eine Regenerierungszeit von 3 s verwendet. In dipolaren Korrelati-
onsspektren mittels transversalem Mischen wurden 32 Scans pro ti-Inkrement und 128 ti-Inkremente
genutzt. TOBSY-Spektren wurden mit 224 ti-Inkrementen generiert. (a) RFDR, longitudinale Mischse-
quenz, v,=23,810 kHz, T;x=4,032 ms, t,=42 us, m8-Phasenschema. (b) RFDR, longitudinale Mischse-
quenz, v,=11,111 kHz, T,,;x=5,76 ms, tp=90 s, m8-Phasenschema. (c) RFDR, transversale Mischsequenz,
v,=23,810 kHz, Tix=1,008 ms, t,=42 us, m8-Phasenschema. (d) TOBSY-Mischsequenz R32§8, 1,=23,810
kHz, T,,ix=7,056 ms, tp=36,75 s.
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Abb. 3.6: Experimentelle 13C-Signale als Funktion der Mischzeit, beobachtet fiir t1=0, generiert mittels
longitudinalem Magnetisierungsiibertrag unter Verwendung des angegebenen adiabatischen Pulses oh-

ne 'H-Entkopplung wihrend der

Mischzeit, bei einer Drehfrequenz von 11,111 kHz. Falls nicht anders

angegeben, wurden Pulse mit t,=90 us verwendet. Alle anderen Parameter wie in Abb. 3.5b.

cagauss
YH{~110 kHz
tanh/tan
- o YH;{~100 kHz
(0% 5
N liﬁgz(;ﬁ
Ml
A 1. WL Ml ’L .
0 2,352 4,704 7,056 9,408
Trmix [MS]

Abb. 3.7: Experimentelle 3C-Signale als Funktion der Mischzeit, beobachtet fiir t1=0, generiert mittels
TOBSY unter Verwendung des angegebenen adiabatischen Pulses ohne H-Entkopplung wihrend der

Mischzeit, bei einer Drehfrequenz

von 23,810 kHz. Alle anderen Parameter wie in Abb. 3.5d.
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salen Mischsequenzen ohne 'H-Entkopplung von Vorteil ist. Dieser Unterschied der be-
obachteten Leistungscharakteristika steht im Zusammenhang mit den Magnetisierungs-
trajektorien wihrend der Mischzeit. Klar erkennbar ist dies an der zeitlichen Entwick-
lung der transversalen Magnetisierung bei Einstrahlung des cagauss-Inversionspulses
(Abb. 3.2c). Wahrend die HF-Feldstdarke minimal ist, ist die Magnetisierung hauptséch-
lich transversal. Solch eine Situation kann zu einem schnellen Relaxieren der transversa-
len Magnetisierungskomponenten und damit zu reduzierten Signalintensitdten fiihren.
Fiir longitudinale Magnetisierungsiibertragung ist dies nicht der Fall, da sich hier die
Magnetisierung so entwickelt, dass diese fiir einen Grofiteil der Pulsdauer parallel zur
z-Achse bleibt. Deshalb kann mit Mischsequenzen basierend auf adiabatischen Pulsen
wie cagauss fiir longitudinalen Magnetisierungsaustausch eine zufriedenstellende Leis-
tung erwartet werden. Dagegen konnen Mischsequenzen basierend auf tanh/tan-Pulsen
effektiv in longitudinalen sowie transversalen Mischsequenzen eingesetzt werden.
Obwohl der Magnetisierungsiibertrag mit TOBSY-Sequenzen unter Verwendung adiaba-
tischer Pulse keineswegs ideal ist, ist auch in den spektralen Querschnitten in Abb. 3.5d
die bessere Wirksamkeit von adiabatischen Pulsen mit niedrigem HF-Leistungsfaktor
ersichtlich. Noch deutlicher ist dies ldangeren Mischzeiten (Abb. 3.7) erkennbar. Nichts-
destotrotz ist eine Verbesserung der Effektivitat von TOBSY-Sequenzen nétig, worauf in
den nédchsten Kapiteln eingegangen wird.

Die Vor- und Nachteile der Verwendung von Inversionspulsen mit niedrigem HF-Leis-
tungsfaktor in '3C-13C-Korrelationsexperimenten ohne 'H-Entkopplung wihrend der
Mischzeit wurden in diesem Kapitel untersucht. Dabei zeigte sich, dass es nicht nur
praktikabel, sondern auch vorteilhaft ist, Pulssequenzen mit niedrigem HF-Leistungs-
faktor bei longitudinalem Magnetisierungsaustausch ohne 'H-Entkopplung zu verwen-
den. Hingegen sind Sequenzen basierend auf adiabatischen tanh/tan-Pulsen effektiver
fiir transversale Mischsequenzen ohne heteronukleare Entkopplung. Die zeitliche Ent-
wicklung der relevanten Magnetisierungskomponente hat einen entscheidenden Ein-

fluss auf die Gesamtleistung der Mischsequenz ohne Einstrahlung von 'H-Entkopplung.
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Kapitel 4

Konstruktion von 180°-Pulsen und Mischsequen-
zen fiir Korrelationen der chemischen Verschie-

bung

4.1 Einleitung

Wie schon im vorhergehenden Kapitel beschrieben, kann es von Vorteil sein, Korre-
lationsexperimente der chemischen Verschiebung ohne 'H-Entkopplung durchzufiih-
ren. Solche Sequenzen konnen durch Verwendung einfacher 180°-Rechteckpulse [6],
zusammengesetzter Rechteckpulse [43; 74] sowie adiabatischer Inversionspulse (siehe
Kap. 3) realisiert werden. Zum Beispiel ist es moglich, skalare 1*C-13C-Korrelationsspek-
tren der chemischen Verschiebung ohne 'H-Entkopplung wihrend der Mischzeit un-
ter Verwendung des symmetriebasierten HF-Pulsschemas R30:* mit dem Basiselement
{(90),(270)_y} und einer HE-Feldstirke gleich dem 5-fachen der Drehfrequenz zu er-
zeugen [74]. Die Schreibweise {(90),(270)_,} symbolisiert ein aus zwei Rechteckpulsen
bestehendes Element, wobei der erste HF-Puls ein 90°-Puls mit x-Phase und der zwei-
te Puls ein 270°-Puls mit —x-Phase ist. Solche Abhdngigkeiten der HF-Feldstdarke von
der Drehgeschwindigkeit konnen die Anwendbarkeit dieser Sequenzen bei sehr hohen
MAS-Frequenzen begrenzen. Auch bei Verwendung adiabatischer Inversionspulse kon-
nen die HF-Feldstarkeanforderungen auflerhalb der Grenzen des Spektrometers liegen,
wenn Inversionspulse von kurzer Lange benotigt werden. Weiterhin ist es moglich, dass
HEF-Pulssequenzen, welche auf adiabatischen Pulsen basieren, nicht notwendigerweise
zu zufriedenstellenden Resultaten fiihren (siehe Kap. 3, TOBSY-Resultate). In solchen
Fallen muss das Modulationsprofil des HF-Pulses an die experimentellen Gegebenheiten

angepasst werden. Dafiir ist eine komfortable Methode vonnoten, welche die erlaubte
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Abb. 4.1: Schema des Genetische Algorithmen Optimierungsverfahrens

HF-Feldstirke in Betracht zieht, und das Erstellen von Breitband-Inversions- und Uni-
versalrotationspulsen sowie von Mischsequenzen basierend auf solchen Pulsen erlaubt.
In diesem Kapitel wird gezeigt, dass es moglich ist, mafigeschneiderte 180°-Pulse und
Mischsequenzen fiir 1*C-13C-Korrelationsexperimente der chemischen Verschiebung zu
konstruieren. Dafiir wird das Modulationsprofils des 180°-Pulses durch eine Teilsumme
einer Fourierreihe dargestellt und die entsprechenden Fourierkoeffizienten optimiert.

Diese Darstellung lieferte bereits in Fliissigkeits-NMR-Studien [51; 52] gute Ergebnisse.
41.1 Genetische Algorithmen

Genetische Algorithmen (GA) sind heuristische Optimierungsverfahren und gehéren zu
den Evolutiondren Algorithmen. Inspiriert von der biologischen Evolution, basieren die-
se darauf, eine Menge (Population) von Losungskandidaten (Individuen) zu erzeugen,
und die besten Kandidaten entsprechend bestimmter Kriterien auszuwéahlen (Auslese)
(Abb. 4.1). Dabei wird den Kandidaten ein Zahlenwert (Fitnesswert) zugeordnet, welcher
angibt, wie gut dieser Kandidat das Problem 16st. Durch Mutation und Rekombination
der Eigenschaften wird dann eine neue Population (eine neue Generation) erzeugt. Die-
se Vorgehensweise wird mehrmals wiederholt, bis ein Abbruchkriterium erreicht wird.

GA wurden bereits zur Konstruktion von HF-Pulsen fiir die NMR-Spektroskopie ver-
wendet [25; 26; 111; 112]. In dieser Arbeit wurde die GASimpleGA-Routine aus dem
GAlib-Programmpaket von Matthew Wall [108] zur Optimierung der HF-Phasenmodu-
lationsprofile genutzt. Jeder Losungskandidat wurde als eindimensionales Real-Array
reprasentiert. Als Fortpflanzungsoperator zur Auswahl der besten Individuen wurde die
Rouletterad-Selektion verwendet [28; 36; 46]. Hierbei ist die Auswahlwahrscheinlichkeit

proportional zum Fitnesswert des Kandidaten. Der Ubergang zur nichsten Generati-
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on wird durch die Operatoren Single-Point Crossover und Swap Mutator erreicht. Dabei
werden zwei Individuen (Eltern) ausgewdhlt, in jeweils zwei Teile geteilt und kreuzwei-
se wieder zusammengesetzt (Rekombination). Weiterhin wird ein Element des Arrays

bestimmt und durch einen zufilligen Wert ausgetauscht (Mutation).

4.2 Numerische und experimentelle Methoden

Diese Studie beschriankt sich auf Mischsequenzen mit phasenmodulierten 180°-Pulsen
mit konstanter Amplitude. Das phasenmodulierte Profil wurde dabei durch eine Teil-
summe einer Kosinus-Fourierreihe dargestellt: ¢(t) = Y}, axcos(kwt), wobei w =
27t /t, die Modulationsfrequenz und t, die Pulslange beschreiben. Zur Generierung von
breitbandigen 180°-Pulsen wurden HF-Feldstdarken von 100-120 kHz, Pulsbreiten im Be-
reich von 10-30 yus, eine geringe Bi-Feldinhomogenitit (< £10 %), 6 Fourierkoeffizienten
und ein Spin—%-System berticksichtigt. Typische Parameter der GA-Optimierung waren
250-500 Generationen und Populationsgrofien im Bereich von 1000-10000. Ideale Inversi-
onspulse sollten das Spinsystem vom Anfangszustand <I,> in den -<I,>-Zustand tiber-
fithren, sowie ideale Universalrotationspulse einen Propagator U = exp(irrly) erzeugen.
Die mittels GA optimierten Pulse wurden in Mischsequenzen zur Riickkopplung dipo-
larer bzw. skalarer Kopplungen verwendet. Die Effizienz dieser Sequenzen und der ge-
nerierten Pulse wurde anhand von Korrelationsexperimenten der chemischen Verschie-
bung bewertet. Falls die Effizienz in den numerischen Simulationen nicht ausreichend
war, wurde danach ein weiterer Optimierungsschritt durchgefiihrt (siehe unten). Dipo-
lare Korrelationsspektren ohne 'H-Entkopplung wihrend der Mischzeit wurden mit der
dipolaren Riickkopplungssequenz RFDR und einer Drehfrequenz von 34 kHz erzeugt.
Die durch skalare Kopplungen vermittelten Experimente wurden mittels symmetrieba-
sierten CN},-Pulssequenzen und einer Drehfrequenz von 33,3 kHz durchgefiihrt. Alle
Spektren wurden mit einer {13C, 1>N}-markierten Probe von L-Histidin generiert. Die
Luftkithlung wurde bei einer Temperatur von ~-50°C gehalten, was einer Probentem-
peratur von ca. 0°C bei einer Drehfrequenz von 33,333 kHz entspricht. Alle Multispin-
Simulationen und Optimierungen wurden unter Benutzung der Parameter fiir chemi-
sche Verschiebungen und skalare und dipolare Kopplungen aus Abb. 3.3 mittels der
SPINEVOLUTION-Software [107] durchgefiihrt, welche auch in den folgenden Kapiteln ein-

gesetzt wurde.
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Abb. 4.2: Phasen- und Frequenzmodulationsprofile optimierter Inversionspulse, unter Beriicksichtigung
von HF-Feldstirken von 100 kHz und Inversionsbandbreiten von 100 kHz. Die Inversionsprofile sowie
die entsprechenden Fourierkoeffizienten sind angegeben. Reprisentativ ist das Inversionsprofil eines 180°-
Pulses von 20 us Linge bei Variation der HF-Feldstirke um £10 % dargestellt.

4.3 Ergebnisse und Diskussion

Das Phasen-, Frequenz- und simulierten Inversionsprofile sowie die dazugehorigen Fou-
rierkoeffizienten a, von reprédsentativen optimierten 180°-Breitbandpulsen mit Pulslan-
gen im Bereich von 10-30 us sind in Abb. 4.2-4.4 gezeigt. Die in Abb. 4.2 und Abb. 4.3
dargestellten 180°-Pulse wurden unter Forderung einer Bandbreite von 100 bzw. 200
kHz fiir HF-Feldstarken von 100 bzw. 120 kHz konstruiert. Die fiir eine HF-Feldstédrke

von 120 kHz unter Forderung einer Bandbreite von 100 kHz optimierten Universalro-
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Abb. 4.3: Phasen- und Frequenzmodulationsprofile optimierter Inversionspulse, unter Beriicksichtigung
von HF-Feldstirken von 120 kHz und Inversionsbandbreiten von 200 kHz. Die Inversionsprofile sowie
die entsprechenden Fourierkoeffizienten sind angegeben. Reprisentativ ist das Inversionsprofil eines 180°-
Pulses von 25 us Linge bei Variation der HF-Feldstirke um £10 % dargestellt.
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Linge bei Variation der HF-Feldstirke um £10 % dargestellt.
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tationspulse sind in Abb. 4.4 zu sehen. Generell wird die Leistung der 180°-Pulse nicht
signifikant durch geringe Variationen der HF-Feldstirke, zum Beispiel aufgrund von
HEF-Feldinhomogenitédten, beeinflusst. Die phasenmodulierten Pulse wurden in 100 In-
tervalle gleicher Lange eingeteilt. Dies fiihrte zu einer Rechendauer der Optimierung
von wenigen Stunden (Mac Pro: 4-6 h). Obwohl die Pulse fiir eine spezifische Dau-
er konstruiert wurden, sind diese wie konventionelle Pulse skalierbar. Verlangert man
den Puls um das Doppelte, so benétigt dieser nur die halbe HF-Feldstdarke und be-
sitzt ebenso nur die halbe Bandbreite. Die Mindest-HF-Feldstarke, welche nétig ist, um
die gewiinschte Inversionsbandbreite zu erreichen, variiert erwartungsgemaf abhangig
von der Pulsdauer und wurde in dieser Studie nicht untersucht. Trotzdem kann man
anhand der Inversionsprofile in Abb. 4.2-4.4 sehen, dass effiziente 180°-Breitbandpulse
mit HF-Feldstdrken im Bereich von 100-120 kHz generiert werden kdnnen. Solche HF-
Feldstédrken sind typischerweise in Festkorper-NMR-Probenkopfen, welche fiir schnelle
Drehgeschwindigkeiten geeignet sind, nutzbar.

Die phasenmodulierten Inversions- und Universalrotationspulse wurden in verschie-
denen Mischsequenzen verwendet und deren Wirksamkeit numerisch, unter Betrach-
tung eines 'H1-13C1-13C2-1H2- oder 'H1-13C1-13C2-Spinsystems, bewertet. Beginnend
mit z-Magnetisierung des ersten Kohlenstoffspins wurde die Grofie der zum zweiten
Kohlenstoffspin tibertragenen longitudinalen Magnetisierung in Abhéngigkeit von der
Mischzeit untersucht. Dabei ist der anfdngliche Anstieg der iibertragenen Magnetisie-
rung ein Maf3 fiir die Effektivitdt der Sequenz. Manche der phasenmodulierten 180°-
Pulse fiihrten auch ohne weitere Optimierung der Fourierkoeffizienten zu zufriedenstel-
lender Leistung. In Abb. 4.5 ist die RFDR-Leistung fiir eine Drehfrequenz von 34 kHz
dargestellt. Phasenmodulierte Inversionspulse mit Pulslangen von 10 ys wurden unter
Verwendung des xy-16-Phasenschemas [31] rotorsynchron in der Mitte der Rotationspe-
riode eingestrahlt. Die Simulationen wurden fiir zwei verschiedene Zeeman-Feldstédrken,
entsprechend 'H-Frequenzen von 500 bzw. 750 Mhz, durchgefiihrt. Zum Vergleich sind
auch die simulierten Leistungen von 5 bzw. 10 us 180°-Rechteckpulsen abgebildet. Man
sieht anhand des schnelleren und hoheren Magnetisierungsiibertrags, dass RFDR mit
phasenmodulierten Pulsen im Allgemeinen zu besserer Gesamtleistung fiihrt, insbeson-
dere bei 750 MHz. Die Charakteristika der Magnetisierungsiibertragung sind auch fiir
Kohlenstoffkerne mit grofien CSA-Werten und geringen Unterschieden der isotropen
chemischen Verschiebungen der zwei Kerne besser. Dies ist typischerweise der Fall bei

Kohlenstoffen in aromatischen Ringen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.5: Simulierte Charakteristika der longitudinalen Magnetisierungsiibertragung unter Verwendung
der RFDR-Sequenz mit einem phasenmodulierten Inversionspuls von 10 us Linge (pmp), ohne 'H-
Entkopplung withrend der Mischzeit, xy-16 Phasenzyklus und einer Drehfrequenz von 34 kHz. Zum
Vergleich ist die Leistung mittels 5 yus und 10 us Rechteckinversionspulsen angegeben (5 us bzw. 10 us
hard). Die Fourierkoeffizienten des phasenmodulierten 10 us Pulses, generiert fiir eine Inversionsbandbrei-
te von 60 kHz und eine HF-Feldstirke von 120 kHz, sind: ay=-56,7; a1=66,7; a,=27,8; 13=23,5; a4=-5,5;
as=-14,1. Die Grafiken zeigen die Grofe der iibertragenen Magnetisierung (normiert in Bezug auf das
maximal iibertragbare Signal) auf den zweiten Kohlenstoff (*3CP/\3C’), beginnend mit z-Magnetisierung
auf Kohlenstoff 1 (3C*) bei Zeeman-Feldstiirken entsprechend ' H-Frequenzen von (a,b) 500 Mhz und (c,d)

750 MHz. Andere Parameter analog zu Abb. 3.3.

Eine anfiangliche Einschdtzung der TOBSY-Leistung von symmetriebasierten CN,,-Puls-
sequenzen unter Benutzung von phasenmodulierten 180°-Pulsen wurde mittels numeri-
scher Simulationen durchgefiihrt. Die Charakteristika der Magnetisierungsiibertragung
in einem 'H1-*C1-13C2-1H2-Spinsystem unter Einbeziehung der heteronuklearen dipo-
laren Kopplungen war dabei nicht anndhernd zufriedenstellend. Aufgrunddessen wur-
de ein weiterer Optimierungsschritt durchgefiihrt. Die auf der nichtlinearen Methode
der kleinsten Quadrate aufbauende lokale Optimierungsprozedur NL2SOL, welche im
SPINEVOLUTION-Programm integriert ist, wurde angewandt, um eine vollstindige Ma-
gnetisierungstibertragung bei einer Mischzeit von T, = (1/2]cc) (siehe Kap. 3.1.3) von
einem Kohlenstoff zum anderen zu erreichen. Folgende Parameter wurden fiir die Opti-
mierung verwendet: Phasenmodulierte 180°-Pulse von 25 us Lange, C-Basiselemente des

Typs {xx}, eine reprdsentative Drehfrequenz von 33,333 kHz, eine Zeeman-Feldstirke
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entsprechend einer 'H-Frequenz von 500 Mhz, Parameter der skalaren und dipolaren
Kopplungen sowie der Tensoren der chemischen Verschiebung von Alanin (siehe Abb.
3.3) sowie 9 Fourierkoeffizienten. Dabei entspricht {xx} der zweifachen Einstrahlung des
180°-Pulses, wobei beim zweiten Einstrahlen das Phasenprofil um 180° verschoben wird.
Um breitbandige Magnetisierungsiibertragung zu erreichen, wurde die Optimierung
tiber einen Resonanzoffsetbereich von & 15 kHz fiir die zwei Kohlenstoffe durchgefiihrt.
Als Startwerte der lokalen Optimierung wurden die Fourierkoeffizienten von Inversions-
bzw. Universalrotationspulsen, welche zu zufriedenstellender TOBSY-Leistung in einem
13C1-13C2-Spinsystem fiihrten, verwendet. Eine einstufige Optimierung unter Betrach-
tung der vollen dipolaren *C-'H Kopplungsstirke (20 kHz, entspricht einem typischen
13C-1H-Abstand einer Einfachbindung von rund 1.14 A) hat sich als wenig effektiv her-
ausgestellt, um gute Mischsequenzen zu erhalten. Aus diesem Grund wurde die dipolare
13C-TH Kopplungsstirke in mehreren Schritten erhoht. In jedem Schritt wurde die loka-
le Optimierung mehrmals unter zufélliger Variation der Fourierkoeffizienten {iber einen
Bereich von £ 10% gestartet. Die besten Fourierkoeffizienten am Ende jeden Schrittes
wurden dann als Startwerte fiir den folgenden Schritt verwendet. Die Kalkulationen
wurden unter Vernachldssigung von HF-Feldinhomogenitdten und unter Verwendung
von 32 Kristallorientierungen, ausgewdhlt nach dem Zaremba-Chen-Wolfsberg-Schema
(ZCW) [20], durchgefiihrt. Die typische Dauer eines Optimierungslaufes war 9-12 h. Ei-
ne Erhohung der Anzahl der Kristallorientierungen im Optimierungsprozess fithrte zu
keinen signifikanten Verbesserungen (Daten nicht gezeigt).

Abb. 4.6 zeigt die Charakteristika der Magnetisierungsiibertragung einer der besten
TOBSY-Mischsequenzen, welche in dieser Studie generiert wurden. Zusétzlich ist das
Phasenmodulationsprofil des verwendeten 180°-Pulses abgebildet. Ein 25 us-Universal-
rotationspuls, welcher fiir eine Inversionsbandbreite von 260 kHz und eine HF-Feldstarke
von 120 kHz konstruiert wurde, wurde dabei als Startwert fiir die lokale Optimierung
verwendet. Die Magnetisierungsiibertragungskurven machen die Effizienz der Optimie-
rungsprozedur deutlich, da fast der Idealwert einer vollstindigen Polarisationsiibertra-
gung erreicht wird. Obwohl es moglich war, mehrere TOBSY-Mischsequenzen mit zu-
friedenstellender Leistung zu generieren, wurde keine umfangreiche Suche nach der
bestmoglichen Sequenz sowie nach der geringsten notwendigen HF-Feldstarke durch-
gefiihrt. Dies wiirde eine detaillierte Bewertung einer Vielzahl von symmetriebasierten
Sequenzen mit verschiedenen Basiselementen beinhalten und konnte das Ziel zukiinfti-

ger Arbeiten sein.
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Abb. 4.6: (a) Simulierte Charakteristika der longitudinalen Magnetisierungsiibertragung unter Verwen-
dung der symmetriebasierten C9}s-Pulssequenz mit einem C-Basiselement des Typs {xX} und einem 180°-
Puls won 25 us Linge, dessen Phasenmodulationsprofil in (b) gezeigt ist. Die Fourierkoeffizienten des
optimierten phasenmodulierten Pulses sind: ap=0,0; a1=-56,9; ay=-43,6; a3=-21,2; a4=-29,3; a5=2,6; as=-
12,5; a7=-18,0; ag=-12,2. Die Graphen in (a) zeigen die GrifSe der iibertragenen Magnetisierung (normiert
in Bezug auf das maximal iibertragbare Signal) auf den zweiten Kohlenstoff (*3CP/*3C’) beginnend mit z-
Magnetisierung auf Kohlenstoff 1 (*3C*). Die Simulationen wurden fiir eine Drehfrequenz von 33,333
kHz, eine Zeeman-Feldstiirke entsprechend einer -Frequenz von 500 Mhz, ohne *H-Entkopplung und mit
einer HF-Feldstirke von 120 kHz durchgefiihrt. Andere Parameter analog zu Abb. 3.3.

Zusatzlich zu den numerischen Simulationen wurden die Leistungscharakteristika der
phasenmodulierten Mischsequenzen auch via experimentelle Messungen tiberpriift.
Abb. 4.7 zeigt das dipolare 13(2-13C-Korrelationsspek’crum von L-Histidin, aufgenommen
mit der RFDR-Sequenz unter Verwendung von phasenmodulierten Inversionspulsen von
10 ps Lange ohne 'H-Entkopplung wihrend der Mischzeit. Zum Vergleich wurde das
dipolare Korrelationsexperiment auch mit 5 ys 180°-Rechteckpulsen durchgefiihrt. Ein
Ausschnitt aus diesen Spektren ist in Abb. 4.7b,c zu sehen. Ubereinstimmend mit den
numerischen Simulationen zeigt das Spektrum, welches mit dem phasenmodulierten
Inversionspuls generiert wurde, hohere Signalintensitidten. Die Verwendung von HF-
Pulsen mit einer Pulsdauer, welche deutlich kleiner ist als die Rotationsperiode, hat wei-
tere Vorteile fiir RFDR-Experimente. So kann das Aufheizen der Probe vermieden sowie
Relaxationsverluste verringert werden, da sich die Magnetisierung die meiste Zeit par-
allel zur z-Achse befindet (siehe Kap. 3). Die hier gezeigten Resultate zeigen deutlich,
dass kurze phasenmodulierte 180°-Pulse genutzt werden kénnen, um durch dipolare
Kopplungen vermittelte 13C-13C-Korrelationsspektren der chemischen Verschiebung bei
hohen Drehfrequenzen zu realisieren.

Das TOBSY-Spektrum in Abb. 4.8 wurde mit der symmetriebasierten HF-Pulssequenz
C91; und einer Mischzeit von 5,4 ms generiert. Trotz der geringen verwendeten Misch-
zeit spiegelt sich die schnelle Magnetisierungsiibertragung aufgrund der starken ska-

laren ¥C#-13C’- und 3C7-13C°-Kopplungen in den entsprechend groflen Kreuzsignal-
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Abb. 4.7: (a) 2D-3C-13C-Korrelationsspektrum der chemischen Verschiebung unter Verwendung der
RFDR-Sequenz mit einem 10us phasenmoduliertem Inversionspuls (optimiert fiir eine Inversionsband-
breite von 60 kHz und eine HF-Feldstirke von 120 kHz), ohne 'H-Entkopplung wihrend der Misch-
zeit. Folgende Parameter wurden im Experiment verwendet: eine Drehfrequenz von 34 kHz, eine 3C-
HF-Feldstirke von 120 kHz, 16 Scans pro ti-Inkrement, 128 ti-Inkremente, eine wi-Spektralbreite von
34000 Hz, Regenerierungszeit von 2 s, das xy-16-Phasenschema, eine Mischzeit von 2,82 ms und eine
13C-HF-Triigerfrequenz von 110 ppm. Weiterhin sind repriisentative spektrale Querschnitte an den ge-
kennzeichneten Stellen gegeben. Eine vergrifSerte Darstellung des in (a) angedeuteten spektralen Bereichs
ist in (b) zu sehen, zusammen mit (c) der entsprechenden Region aus dem mit 5 us Rechteckinversionspul-
sen generierten Spektrum.
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Abb. 4.8: 2D-TOBSY-13C-13C-Korrelationsspektrum der chemischen Verschiebung unter Verwendung der
symmetriebasierten C91HF-Pulssequenz mit einem C-Basiselement des Typs {xX} und einem 180°-Puls
von 25 us Linge, dessen Phasenmodulationsprofil in 4.6b gezeigt ist. Folgende Parameter wurden im Expe-
riment verwendet: eine Drehfrequenz von 33,333 kHz, keine ' H-Entkopplung und eine '3C-HF-Feldstirke
von 120 kHz withrend der Mischzeit, 16 Scans pro t1-Inkrement, 128 t1-Inkremente, eine w1-Spektralbreite
von 33333 Hz, Regenerierungszeit von 2 s, eine Mischzeit von 2,82 ms und eine 3C-HF-Triigerfrequenz
von 110 ppm. Weiterhin sind repriisentative spektrale Querschnitte an den gekennzeichneten Stellen gege-
ben.

intensitdten wider. Wie zu erwarten ist das Spektrum auch im Wesentlichen frei von
Kreuzsignalen mit dem 1>C¢-Kohlenstoff, da dieses an keine Kohlenstoffe direkt gebun-
den ist. Ubereinstimmend mit den Resultaten aus den numerischen Simulationen sieht
man, dass phasenmodulierte Mischsequenzen auch effektiv angewandt werden konnen,
um TOBSY-Spektren bei hohen MAS-Frequenzen zu generieren.

Zusammenfassend zeigt die hier vorliegende Arbeit, dass breitbandige, phasenmodu-
lierte Inversions- und Universalrotationspulse mittels globaler Optimierungsprozedu-
ren wie Genetic Algorithms unter Berticksichtigung der zur Verfiigung stehenden HF-
Feldstarke konstruiert werden konnen. Obwohl nur ein begrenzter Bereich von mog-

lichen Pulsformen aufgrund der Restriktion des HF-Modulationsprofils auf Fourierrei-
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hendarstellung untersucht wurde, ist diese Herangehensweise gut genug, um effektive
180°-Pulse und Mischsequenzen zu erstellen. Es ist nicht a priori bekannt, welche Inversi-
onsbandbreite fiir eine gegebene HF-Feldstdrke und Pulsdauer erreichbar ist. Deswegen
ist es notwendig, mehrere Optimierungsldufe mit verschiedenen Inversionsbandbreiten
durchzufiihren, um die maximale Bandbreite, bei der eine zufriedenstellende Inversions-
leistung erreicht werden kann, zu finden. Die Resultate zeigen, dass bei Verwendung von
HEF-Feldstarken im Bereich von 100-120 kHz effiziente phasenmodulierte 180°-Pulse mit
Inversionsbandbreiten >100 kHz generiert werden konnen. In den Vorarbeiten zu dieser
Studie wurde festgestellt, dass auch andere globale Optimierungsmethoden, zum Bei-
spiel Simulated Annealing [50; 72], zur Konstruktion von phasenmodulierten 180°-Pulsen
verwendet werden konnen. Weiterhin wurde gezeigt, dass die konstruierten Pulse ef-
fektiv in Mischsequenzen, welche dipolare Wechselwirkungen riickkoppeln, bei hohen
MAS-Frequenzen eingesetzt werden konnen. Falls die Leistung von Mischsequenzen
basierend auf optimierten 180°-Pulsen nicht zufriedenstellend ist, zeigt diese Studie am
Beispiel der TOBSY-Mischsequenz, dass das HF-Modulationsprofil des Pulses weiter op-
timiert werden kann, um die Effizienz zu steigern. In den folgenden Kapiteln wird die
hier vorgestellte Optimierungsmethode auch auf andere Mischsequenzen angewandt.
Zusatzliche Erweiterungen sind vorstellbar, auch wenn diese rechenzeitaufwendig sind:
Mischsequenzen konnen generiert werden (i) unter expliziter Einbeziehung von HF-
Feldinhomogenitédten, (ii) unter Benutzung von phasen- und amplitudenmodulierten
Pulsen, um den HF-Leistungsfaktor zu verringern, (iii) unter expliziter Minimierung
von Relaxationsverlusten. Denkbar ist auch, die lokale Optimierung durch globale Op-
timierungsprozeduren wie GA zu ersetzen. Die zu erwartende lingere Rechenzeit kann
dabei unter anderem durch heuristische Suche verringert werden. Eine weitere Alterna-

tive sind auf ,optimal control theory”-gestiitzte Algorithmen [53].
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Kapitel 5

Numerische Konstruktion symmetriebasierter CN, -

Pulssequenzen

5.1 Einleitung

Die symmetriebasierte Methode bietet eine bequeme Plattform, um verschiedene Puls-
sequenzen in MAS-Festkorper-NMR-Studien an biologischen Systemen zu implementie-
ren. Diese konnen der Resonanzzuordnung als auch der Gewinnung von strukturellen
Informationen dienen. So wird zum Beispiel POST-C7 [40], die homonukleare Doppel-
quanten (DQ)-Riickkopplungssequenz C73 mit dem Basiselement {(7/2)0(27) ~(371/2)0},
verwendet, um '3C-13C-Korrelationsspektren mittels longitudinalem Magnetisierungs-
austausch, Doppelquanten-NMR-Spektroskopie und Doppelquanten-gefilterter Magne-
tisierungsiibertragung zu generieren [37]. Wie bereits erwdhnt (siehe Kap. 4), wird die
Anwendbarkeit von symmetriebasierten HF-Pulssequenzen basierend auf konventionel-
len Rechteckpulsen durch die Abhidngigkeit der HF-Feldstdarke von der Drehfrequenz
beschrankt. Im vorhergehenden Kapitel konnte gezeigt werden, dass diese Schwierig-
keiten prinzipiell iiberwunden werden kénnen, indem phasen-/amplitudenmodulierte
Basiselemente, welche an die jeweiligen experimentellen Anforderungen bzw. Einschran-
kungen angepasst sind, verwendet werden. Dies wurde am Beispiel der symmetrieba-
sierten C9].-Pulssequenz und der Darstellung des Phasenmodulationsprofils des Ba-
siselements als Fourierreihe demonstriert. Einer der Vorteile der Verwendung der Fou-
rierdarstellung ist, dass im Allgemeinen nur eine kleine Anzahl von zu optimierenden
Parametern vonnoten ist, was die Rechenzeit erheblich reduziert. Obwohl dieser An-
satz zu zufriedenstellenden Ergebnissen fiihrte, sollte erwdhnt werden, dass diese Dar-
stellung den Losungsraum der optimalen Pulsprofile beschrdankt. Da auch der Erfolg

des lokalen Optimierungsschritts von guten Startwerten abhdngt, sollte es von Vorteil
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sein, auch fiir die Startwerte verschiedene Losungsrdume zu untersuchen. In diesem
Zusammenhang wird in diesem Kapitel ein alternativer Ansatz betrachtet, um sym-
metriebasierte CN;-Sequenzen ohne Verldngerung der Rechenzeit zu optimieren. Aus-
schlaggebend hierbei ist, dass das Riickkoppeln und Entkoppeln verschiedener nuklea-
rer Wechselwirkungen mittels der symmetriebasierten Methode oft die Anwendung von
Basiselementen kurzer Lange beinhaltet [66]. Aufgrunddessen ist es moglich, solche C-
Basiselemente in eine kleine Zahl , N;” von Intervallen gleicher Lange einzuteilen. Zu
optimieren sind dann die Amplituden- bzw. Phasenwerte jedes Einzelintervalls. Die An-
zahl der unabhdngigen Parameter , N;” kann auch reduziert werden, um Rechenzeit
zu sparen, zum Beispiel iiber Symmetrieeinschrankungen des Pulses. Mit solch einem
Ansatz wurden symmetriebasierte DQ-Riickkopplungs- sowie TOBSY-Pulssequenzen
unter Verwendung phasenmodulierter C-Basiselemente mit konstanter Amplitude und
'H-Entkopplung wihrend der Mischzeit generiert. Aufgrund der Tatsache, dass typi-
scherweise lingere Mischzeiten fiir TOBSY-Magnetisierungsiibertragungen notwendig
sind, kénnen die Interferenzeffekte zwischen den ¥C- und 'H-HF-Feldern wihrend der
Mischzeit betrachtlich sein, falls die Diskrepanz der *C- und 'H-HF-Feldstirken nicht
grofd genug gewdhlt werden kann. Darum wurden hier auch TOBSY-Sequenzen ohne

gleichzeitige 'H-Entkopplung generiert.
5.1.1 Doppelquanten-Riickkopplung

Obwohl nur Einquanten-Kohédrenzen beobachtbar sind, bauen viele NMR-Experimente
auf der Erzeugung von Multiquanten-Kohdrenzen auf. So werden Doppelquanten-Ko-
hédrenzen genutzt, um Torsionswinkel zu bestimmen und um Storsignale isolierter Ker-
ne zu eliminieren. Ausserdem ist es moglich, Korrelationen zwischen Kernen mit sehr
dhnlichen chemischen Verschiebungen aufzuldsen. Diese Experimente bauen auf Riick-

kopplungssequenzen auf, welche einen Doppelquanten-Hamiltonoperator des Typs

012
Hpg = = ("L + I L)

generieren, wobei ()12 ein von der Gréfle und der Orientierung der dipolaren Kopplung
abhingiger Koeffizient ist. Unter dem Einfluss dieses Hamiltonoperators fiir eine Dauer

T entwickelt sich die Summe der Magnetisierung (I, + Ii) der zwei koppelnden Kerne

nach
i

1 1
E(Ijz + Ikz) - E(Ijz + Ikz) COS(leT)) + 2
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wahrend die Differenz (I;, — Ii;) nicht beeinflusst wird. Somit wird Magnetisierung
auf die koppelnden Kerne {iibertragen (erster Term) und gleichzeitig Doppelquanten-
Uberginge angeregt (zweiter Term). In Doppelquanten-Magnetisierungsiibertragungs-
experimenten wird der erste Term ausgewdhlt. Man erhilt eine Korrelation der che-
mischen Verschiebungen aller Kerne. In Doppelquanten-NMR-Experimenten ist haupt-
sdchlich der DQ-Term von Interesse. Doppelquanten-Kohédrenzen werden generiert und
entwickeln sich wiahrend der Zeitspanne ¢;. Das Resultat ist eine Korrelation der chemi-
schen Verschiebung mit den Doppelquanten-Frequenzen, welche der Summe der chemi-
schen Verschiebungen der koppelnden Kerne entsprechen. Eine weitere Variante ist das
DQ-gefilterte Magnetisierungsiibertragungsexperiment, in denen die letztendlich detek-
tierte Magnetisierung durch eine Doppelquanten-Kohédrenz gegangen sein muss. Aber-
mals erhédlt man eine Korrelation der chemischen Verschiebung, wobei die Signale iso-
lierter Kerne herausgefiltert werden.

Um symmetriebasierte y-kodierte homonukleare DQ-Riickkopplung zu erreichen, wer-

den explizit Terme mit (I,m, A, u) = (2,£1,2,4+2) oder (2, +1,2, F2) erlaubt [66].

5.2 Numerische und experimentelle Methoden

Der generelle Ablauf der Optimierung symmetriebasierter Sequenzen in diesem und den
folgenden Kapiteln ldsst sich wie folgt zusammenfassen: Zuerst wurden die symmetrie-
basierten Sequenzen unter Beachtung experimenteller Bedingungen, wie der verwende-
ten MAS-Frequenz sowie der zur Verfiigung stehenden bzw. erlaubten HF-Feldstirke,
ausgewdhlt. Im zweiten Schritt wurden phasenmodulierte HF-Pulse der bendtigten Lan-
ge unter Betrachtung eines Spin-1-Systems und verschiedener Inversions-/Nullrotati-
onsbandbreiten mit der globalen Optimierungsmethode Genetic Algorithms generiert. Im
letzten Schritt wurden diese Pulse als Start-Basiselemente symmetriebasierter Sequen-
zen genutzt und das HF-Modulationsprofil dieses Basiselements mit der lokalen Op-
timierungsprozedur NL2SOL, welche im SPINEVOLUTION-Programm integriert ist, weiter
optimiert, um HF-Pulssequenzen mit zufriedenstellender Charakteristik der Magnetisie-
rungsiibertragung im benotigten Bereich der Resonanzoffsets und HF-Feldinhomogeni-
taten zu generieren.

C-Basiselemente mit geeigneten Langen, welche durch die Symmetrie und die MAS-Fre-
quenz festgelegt sind, wurden entweder als Verbund zweier Breitbandinversionspulse
nach dem {xx}-Schema oder direkt als Breitband-27t-Pulse generiert. Mittels GA wurden

phasenmodulierte 180°- bzw. 360°-Pulse mit konstanter Amplitude generiert. Diese soll-
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ten zu einer Inversion der Magnetisierung (<I,>—-<I,>) bzw. zu einem Entwicklungs-
operator exp(i27tly) tiber den gewiinschten Resonanzbereich fithren. Im Allgemeinen
wurde eine Populationsgrofle von 500 und 500 Generationen im Optimierungsprozess
verwendet. Die Pulse wurden in eine kleine Zahl von Intervallen gleicher Lange einge-
teilt, wobei jedes Einzelintervall durch einen Phasenwert charakterisiert ist. Die verwen-
deten HF-Feldstiarken befanden sich im Bereich von 40-50 kHz bzw. 100-120 kHz, ab-
hingig davon, ob die Pulse fiir Sequenzen mit bzw. ohne gleichzeitige 'H-Entkopplung
verwendet werden sollen. 180°-Pulse wurden so konstruiert, dass das Phasenmodulati-
onsprofil symmetrisch beziiglich der Mitte des Pulses ist. 360°-Pulse wurden entweder
so generiert, dass das Phasenmodulationsprofil symmetrisch beziiglich der Mitte des
Pulses ist (Typ I), oder dass das Phasenmodulationsprofil der ersten Hélfte des Pulses
um 180° phasenverschoben zur zweiten Halfte ist und jede Halfte symmetrisch beziig-
lich ihrer Mitte ist (Typ II). Da die Leistung der symmetriebasierten Sequenzen unter
Verwendung der aus der GA-Optimierung stammenden C-Elemente nicht zufrieden-
stellend war, wurden die Phasenmodulationsprofile mittels der NL2SOL-Prozedur weiter
numerisch optimiert (siehe Kap. 4).

Als représentative Beispiele wurden die Symmetrien C7%, und C83, untersucht, um +-
kodierte 1*C-13C-DQ-Riickkopplungssequenzen zu erhalten. Weiterhin wurde die C9}.-
Symmetrie benutzt, um 3C-13C-TOBSY-Spektren zu generieren. Symmetriebasierte Se-
quenzen mit bzw. ohne gleichzeitige 'H-Entkopplung wurden unter Beriicksichtigung
eines 1>C1-13C2- bzw. eines 'H1-13C1-13C2-1H2-Spinsystems erstellt. Die Resonanzoffset-
bereiche von +10 bzw. £15 kHz wurden verwendet. Numerische Simulationen zeigen,
dass DQ-Riickkopplungssequenzen wie POST-C7 ihre maximale Magnetisierungstiber-
tragung (<I,>—-<Ip,>) im idealen Fall bei ca. 1,1 ms erreichen (Daten nicht gezeigt). Das
Kriterium zur Optimierung der DQ-Riickkopplungssequenzen bestand aufgrunddessen
in der Maximierung der nach einer Mischzeit von ca. 1,1 ms auf den zweiten Kohlenstoff-
spin iibertragenen longitudinalen Magnetisierung. Fiir TOBSY-Sequenzen wurde das
Phasenmodulationsprofil des Basiselements optimiert, so dass die Magnetisierung an
dem der Theorie entsprechenden Zeitpunkt 7,,;, = (1/2]cc) (siehe Kap. 3.1.3) vollstan-
dig von einem Kohlenstoff auf den anderen (<I;,>—<I,>) tibertragen wurde. Weitere
Details der Optimierungsprozedur entsprachen denen aus Kapitel 4. In diesem Kapitel
wurde im Allgemeinen noch ein finaler Optimierungsschritt mit einer etwas grofleren
Anzahl von 84 Kristallorientierungen durchgefiihrt.

Alle Spektren wurden mit L-Histidin- sowie L-Argenin-Proben generiert. Die Luftkiih-
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Abb. 5.1: (a-d) Phasenprofile der 360°-Pulse von 50 us Linge des Typs I, unterteilt in 50 Einzelinter-
valle konstanter Amplitude und gleicher Linge, generiert unter Beriicksichtigung einer HF-Feldstirke
von 50 kHz und Bandbreiten von (a) 40 kHz, (b) 50 kHz, (c) 60 kHz, (d) 70 kHz. Die Grafiken (e-h)
zeigen die resultierende Magnetisierung nach Einstrahlung dieser Pulse, beginnend mit <I,>- und <I,>-
Magnetisierung, unter Beriicksichtigung eines Spin—%—Systems. (i-1) zeigen die Phasenmodulationsprofile
von 360°-Pulsen des Typs Il mit konstanter Amplitude und 50 us Linge, unterteilt in 100 Einzelinterval-
le unter Beriicksichtigung einer HF-Feldstirke von 50 kHz und Bandbreiten von (i) 40 kHz, (j) 50 kHz,
(k) 60 kHz, (I) 70 kHz. Die Grafiken (m-p) zeigen die entsprechende resultierende Magnetisierung nach
Einstrahlung dieser Pulse. Die HF-Phasenwerte der ersten 25 Einzelintervalle sind im Anhang gegeben.

lung wurde bei einer Temperatur von ~ -50°C gehalten, was einer Probentemperatur

von ca. 0°C bei einer Drehfrequenz von 33,333 kHz entspricht.

5.3 Ergebnisse und Diskussion

Die phasenmodulierten 180°- und 360°-Pulse der benétigten Langen wurden unter Be-
riicksichtigung der geforderten Bandbreiten mittels GA generiert. In Abb. 5.1 und 5.2
sind als reprasentative Beispiele die Phasenmodulationsprofile und die Leistungscharak-
teristika einiger 277-Pulse zu sehen. Die in Abb. 5.1a-h dargestellten 360°-Pulse von 50 us
Lange (Typ I) wurden fiir eine HF-Feldstarke von 50 kHz und N;=50 generiert. In Abb.
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Abb. 5.2: (a-d) Phasenprofil der 360°-Pulse von 50 us Linge des Typs I, unterteilt in 50 Einzelinterval-
le konstanter Amplitude und gleicher Linge, generiert unter Beriicksichtigung einer HF-Feldstirke von
120 kHz und Bandbreiten von (a) 60 kHz, (b) 100 kHz, (c) 140 kHz, (d) 180 kHz. Die Grafiken (e-h)
zeigen die resultierende Magnetisierung nach Einstrahlung dieser Pulse, beginnend mit <I,,>- und <I,>-
Magnetisierung, unter Beriicksichtigung eines Spin—%-Systems. (i-1) zeigen die Phasenmodulationsprofile
von 360°-Pulsen des Typs II mit konstanter Amplitude und 50 us Linge, unterteilt in 100 Einzelintervalle
unter Beriicksichtigung einer HF-Feldstirke von 120 kHz und Bandbreiten von (i) 60 kHz, (j) 100 kHz,
(k) 140 kHz, (1) 180 kHz. Die Grafiken (m-p) zeigen die entsprechende resultierende Magnetisierung nach
Einstrahlung dieser Pulse. Die HF-Phasenwerte der ersten 25 Einzelpulse sind im Anhang gegeben

5.1i-p sind 360°-Pulse von 50 us Lange (Typ II) zu sehen, welche mit einer HF-Feldstarke
von 50 kHz und N;=100 erstellt wurden. Die fiir eine HF-Feldstiarke von 120 kHz und
mit N¢=50 erstellten 360°-Pulse von 50 us Lange (Typ I) sind in Abb. 5.2a-h dargestellt.
Die graphischen Darstellungen in Abb. 5.2i-p zeigen 360°-Pulsen von 50 us Lange (Typ
II), welche mit einer HF-Feldstiarke von 120 kHz und N;=100 erstellt wurden. Weitere
Parameter konnen den Bilduntertiteln entnommen werden. Mittels eines Mac Pro war
es moglich, solche Pulse in kurzer Zeit (<15min) zu generieren. Die Leistung dieser Pulse
wird dabei, wie erwartet, nur unerheblich durch geringe Variationen der HF-Feldstarke

gestort. Auch hier sind die phasenmodulierten Pulse wie konventionelle Pulse skalierbar.
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Abb. 5.3: Simulierte Charakteristika der longitudinalen Magnetisierungsiibertragung der (a-c) C7%,- und
(d-f) C83,-Symmetrien sowie (a,d) die Phasenmodulationsprofile des C-Basiselements von 57,14 bzw. 50
us Dauer. Die Simulationen wurden durchgefiihrt mit einer Drehfrequenz von 25 kHz, fiir eine Zeeman-
Feldstiirke entsprechend einer ' H-Resonanzfrequenz von 500 MHz, und HF-Feldstiirken von (b,c) 44 kHz
und (e,f) 45 kHz. Die Darstellungen in (b,e) zeigen die Grife der auf den zweiten Kohlenstoff iibertragenen
Magnetisierung, normiert auf das maximal iibertragbare Signal, beginnend mit z-Magnetisierung des
Kohlenstoff 1. Die Simulationen fiir die 13C* —3CP- und 3C* —13C’-Magnetisierungsiibertragung
wurden durchgefiihrt unter Verwendung der Parameter fiir Alanin- und Glyzin-Spinsysteme aus Abb.
3.3, wobei die 3C-Triigerfrequenz auf die Mitte der beiden Kohlenstoffresonanzen (Plots in Blau) bzw. auf
110 ppm (Griin und Rot) gesetzt wurde. Plots in (c,f) zeigen als Funktion der Resonanzoffsets der dipolar
gekoppelten Kerne die GrofSe der auf Spin 2 iibertragenen Magnetisierung nach T,;x=1,2 ms, beginnend
mit z-Magnetisierung des ersten Kohlenstoffs. Die HF-Phasenwerte der ersten 25 Einzelintervalle sind im
Anhang gegeben.

Verlangert man den Puls um das Doppelte, so benétigt dieser die halbe HF-Feldstarke
und besitzt ebenso nur die halbe Bandbreite. Die simulierten Ergebnisse zeigen deutlich
das Potenzial der GA-Methode, phasenmodulierte, breitbandige HF-Pulse zu generieren,
welche in eine kleine Zahl ,N;” von Intervallen gleicher Lange eingeteilt werden, wo-
bei jedes Einzelintervall durch die dazugehorige HF-Phase charakterisiert ist. Da diese
Pulse nur als Startpunkt fiir die weitere numerische Optimierungsprozedur verwendet
wurden, wurde nicht versucht, die Parameter der GA-Optimierung zu verbessern.

Ausgehend von verschiedenen mittels GA generierten C-Elementen wurden weitere nu-
merische Optimierungsldufe durchgefiihrt, um eine zufriedenstellende Leistung der ge-
wihlten symmetriebasierten Sequenz zu erreichen. Im Allgemeinen war es moglich, fiir
jede Symmetrie eine Vielzahl von Basiselementen zu generieren, wobei die Rechenzeit
unter Verwendung eines Mac Pro mit vier Prozessoren nur wenige Stunden betrug. Die
simulierten Leistungscharakteristika der numerisch optimierten Symmetrien C83, und

C72, sind in Abb. 5.3 abgebildet, zusammen mit dem dazugehérigen Phasenmodula-
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Abb. 5.4: Reprisentative Phasenmodulationsprofile der C-Basiselemente, welche wie in Kapitel 4 als Teil-
summe einer Fourierreihe dargestellt wurden, mit Pulslingen von 57,14 us und 50 us. Diese Pulse wurden
generiert fiir (a,b) C73,- und (c) C83,-Symmetrien, fiir eine Drehfrequenz von 25 kHz unter Verwendung
von HF-Feldstirken von (a,b) 44 kHz und (c) 50 kHz. Fiir die Simulationen wurden die Pulse in 100
Intervalle gleicher Linge unterteilt. Die entsprechenden Fourier-Koeffizienten sind im Anhang gegeben.

tionsprofil (Abb. 5.3a,d) des C-Basiselementes. Die Graphen in Abb. 5.3b,e zeigen die
Grofie der auf den zweiten Kohlenstoff-Spin iibertragenen Magnetisierung als Funkti-
on der Mischzeit. Obwohl die Basiselemente fiir ein 1>C#-13CP-Alanin-Spinsystem gene-
riert wurden, sieht man, dass zufriedenstellende Leistung auch fiir 1*C*—13C’-Glyzin-
Spinsysteme erreicht wird, in denen ein Kohlenstoff eine grofie CSA besitzt. Abb. 5.3c,f
zeigen als Funktion der Resonanzoffsets der dipolar gekoppelten Kerne die Grofse der
tibertragenen Magnetisierung auf Spin 2 bei 7,,,;, = 1,2 ms, beginnend mit z-Magnetisierung
des ersten Kohlenstoffspins. Man sieht, dass die Leistungscharakteristika der Sequenzen
nicht sehr stark von den Resonanzoffsets der dipolar gekoppelten Kerne abhéngen. Auf-
grunddessen wird eine zufriedenstellende DQ-Riickkopplung im gesamten spektralen
13C-Bereich, bei moderaten Zeeman-Feldstirken, erwartet. Somit ist aus Abb. 5.3 ersicht-
lich, dass effektive DQ-Riickkopplungssequenzen sogar bei hohen MAS-Frequenzen mit
moderaten *C-HF-Feldstirken von 50 kHz oder weniger generiert werden konnen. Er-
wiahnenswert ist auch, dass es moglich war, zufriedenstellende DQ-Riickkopplung mit-
tels phasenmodulierter C-Basiselemente, deren HF-Phasenmodulationsprofil in Form ei-
ner Teilsumme einer Fourierreihe dargestellt wurde, zu erhalten (Abb. 5.4). Die Leistung
war vergleichbar mit den Darstellungen aus Abb. 5.3 (Daten nicht gezeigt). Auffallend
in allen numerischen Simulationen war auch, dass die hier vorgestellten symmetrieba-
sierten Sequenzen automatisch eine angemessene Toleranz gegeniiber HF-Feldinhomo-
genitdten bieten, obwohl solche Inhomogenitdten nicht explizit berticksichtigt wurden
(Daten nicht gezeigt).

Die TOBSY-Optimierungen fiir Mischsequenzen mit gleichzeitiger ' H-Entkopplung wur-
den mit der C9{;-Symmetrie, unter Beriicksichtigung einer HF-Feldstérke von 50 kHz, ei-

ner Drehfrequenz von 33,333 kHz und einem Resonanzoffsetbereich von £10 kHz durch-
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Abb. 5.5: Simulierte Charakteristika der longitudinalen Magnetisierungsiibertragung der symmetrieba-
sierten C9}s HF-Pulssequenz. Das optimierte Phasenmodulationsprofile des C-Basiselements von 50 us
Linge in (a) wurde generiert unter Beriicksichtigung einer HF-Feldstiirke von 50 kHz und einer Drehfre-
quenz von 33,333 kHz. Die Darstellungen in (b) zeigen die Grife der auf den zweiten Kohlenstoff iibertra-
genen Magnetisierung, normiert auf das maximal iibertragbare Signal, beginnend mit z-Magnetisierung
des Kohlenstoff 1. Diese wurden generiert unter Verwendung von Parametern fiir ein (3C*,'3CF)-Alanin-
Spinsystem (siehe Abb. 3.3), wobei die 3C-Trigerfrequenz in die Mitte der beiden Kohlenstoffresonanzen
gesetzt wurde. Die Darstellungen der Magnetisierungsiibertragung fiir eine Drehfrequenz von 20 kHz
wurden mittels des gleichen Basiselements aus (a), einer HF-Feldstiirke von 30 kHz und einer Linge des
Basiselements von 83,33 us erhalten. Die Graphen in (c,d) zeigen als Funktion der Resonanzoffsets der
dipolar gekoppelten Kerne die Grofle der auf Spin 2 iibertragenen Magnetisierung bei Ty, ~ 14 ms,
beginnend mit z-Magnetisierung des ersten Kohlenstoffs. Das optimierte Phasenmodulationsprofil des C-
Basiselements von 50 ps Linge in (e) wurde generiert unter Beriicksichtigung einer HF-Feldstirke von
120 kHz und einer Drehfrequenz von 33,333 kHz. Die simulierten Darstellungen in (f) zeigen die Gro-
fe der auf den zweiten Kohlenstoff (\*CP/'3C’) iibertragenen Magnetisierung, normiert auf das maximal
iibertragbare Signal, beginnend mit z-Magnetisierung des Kohlenstoff 1 (**C*). Die 13C* —13CP- bzw.
13¢ca L 13C"-Magnetisierungsiibertragung ist in (g,h) abgebildet. Als Funktion der Resonanzoffsets der
skalar gekoppelten Kerne ist die Grofie der auf Spin 2 iibertragenen Magnetisierung bei Ty, ~ 14 bzw. 9,5
ms, beginnend mit z-Magnetisierung des ersten Kohlenstoffs, zu sehen. Die HF-Phasenwerte der ersten
25 Einzelintervalle der C-Basiselemente sind im Anhang gegeben. Weitere Parameter der numerischen
Simulationen (f-h) entsprachen denen von Abb. 3.3.

gefiihrt. In diesem Fall fiihrte die Verwendung von 360°-Pulsen des Typs II als Start-
werte der lokalen Optimierung zu zufriedenstellenden Losungen. Abb. 5.5a zeigt das
Phasenmodulationsprofil eines der so generierten C-Basislemente. Die entsprechenden
simulierten Magnetisierungsiibertragungskurven (Abb. 5.5b) erreichen fast das theo-
retische Maximum der vollstindigen Polarisationstibertragung fiir den 3C* —13CA-
Magnetisierungsiibertrag. Aufgrunddessen sollte die C9}.-Symmetrie mit solch einem
numerisch optimierten Basiselement effektiv fiir TOBSY-Experimente in der aliphati-
schen Region von Peptiden und Proteinen genutzt werden kénnen. Die Leistung unter
Beriicksichtigung eines 3C*-13C’-Glyzin-Spinsystems war aber nicht zufriedenstellend
(Daten nicht gezeigt). Die graphische Darstellung in Abb. 5.5¢ zeigt, als Funktion der

Resonanzoffsets der skalar gekoppelten Kerne, die Grofie der iibertragenen Magnetisie-
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rung auf Spin 2 bei einer Mischzeit von ~ 14 ms, beginnend mit z-Magnetisierung des
ersten Kohlenstoffspins. Man sieht deutlich, dass diese Sequenz eine effiziente Magneti-
sierungstibertragung auch fiir eine grofie Bandbreite ermdglicht. Fiir eine gegebene Sym-
metrie ist es im Allgemeinen von Vorteil, die HF-Pulscharakteristika des C-Basiselements
unter Berticksichtigung der zu verwendenden Drehfrequenz zu optimieren. Nichtsdesto-
trotz ist es in manchen Situationen moglich, das gleiche Basiselement bei verschiedenen
MAS-Frequenzen einzusetzen, unter Benutzung entsprechend skalierter Pulslangen und
HF-Feldstarken, und zufriedenstellende TOBSY-Leistung zu erhalten. Zum Beispiel ist
die Leistung der C9{s-Symmetrie bei Benutzung des Basiselements aus Abb. 5.5a und
einer Drehfrequenz von 20 kHz (Abb. 5.5b,d) gut genug, um eine effiziente TOBSY-
Magnetisierungsiibertragung im gesamten aliphatischen spektralen Bereich von Pepti-
den und Proteinen zu realisieren.

Es konnten auch TOBSY-Mischsequenzen erstellt werden, welche keine Einstrahlung
von 'H-Entkopplung wiahrend der Mischzeit erfordern. Das fiir solch einen Fall op-
timierte C-Basiselement sowie die Charakteristika der TOBSY-Magnetisierungstibertra-
gung mit der C9],-Symmetrie sind in Abb. 5.5e-h abgebildet. Die Simulationen wurden
tiir eine Drehfrequenz von 33,333 kHz und eine HF-Feldstarke von 120 kHz durchge-
fiihrt. Die Magnetisierungsiibertragungskurven (Abb. 5.5f) wurden mit einer 3C-HF-
Tragerfrequenz von 110 ppm generiert. Abb. 5.5g und h zeigen die Charakteristika der
Magnetisierungsiibertragung als Funktion der Resonanzoffsets der zwei gekoppelten
Kerne. Obwohl die optimierten Basiselemente unter Beriicksichtigung von Parametern
eines Alanin-Spinsystems generiert wurden, sieht man, dass zufriedenstellende Leistung
auch im Fall einer 3C* —13C’ Magnetisierungsiibertragung erreicht wird. Es sollte er-
wahnt werdem, dass das die Leistung des Basiselements aus Abb. 5.5e vergleichbar mit
der des Basiselements aus Abb. 4.6b ist, bei der das HF-Phasenmodulationsprofil durch
eine Teilsumme einer Fourierreihe dargestellt wurde.

Die Leistungscharakteristika der hier beschriebenen symmetriebasierten Sequenzen wur-
den auch mittels experimenteller Messungen untersucht. Die *C-13C-Korrelationsspek-
tren der chemischen Verschiebung von polykristallinen Proben von L-Histidin und L-
Arginin sind in Abb. 5.6a,b gezeigt, zusammen mit einigen Querschnitten zur Verdeut-
lichung der spektralen Qualitit. Diese wurden mittels der C73,- und C83,-Symmetrien
und einer Drehfrequenz von 25 kHz unter Benutzung numerisch optimierter Basisele-
mente generiert. Der Theorie entsprechend zeigen die Spektren und Querschnitte Kreuz-

signale resultierend aus direkter und weitergeleiteter Magnetisierungsiibertragung mit
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Abb. 5.6: 2D-13C-13C-Korrelationsspektren der chemischen Verschiebung von (a) L-Histidin und (b) L-
Arginin unter Verwendung der dipolaren DQ-Riickkopplungssequenzen (a) C7%, und (b) C83, und dem
entsprechenden numerisch optimierten C-Basiselement aus Abb. 5.3. Folgende Parameter wurden im
Experiment verwendet: eine Drehfrequenz von 25 kHz, eine Mischzeit von 1,2 ms, passende 3C-HF-
Feldstirken, 32 Scans pro ti-Inkrement, 64 ti-Inkremente, eine wi-Spektralbreite von 25000 Hz, eine
Regenerierungszeit von (a) 2 s bzw. (b) 4 s und eine 3C-HF-Triigerfrequenz von 100 ppm. (b) zeigt ei-
ne vergrofierte Darstellung der aliphatischen Region. Reprisentative spektrale Querschnitte sind gegeben.
Fiir jedes aliphatische Argininkohlenstoff sind zwei Resonanzen zu sehen, aufgrund der Prisenz zweier
verschiedener Kristallformen [5].
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gegensidtzlichen Signalintensititen. Wie erwartet, sind in allen Spektren starke Kreuzsi-
gnalintensitdten im gesamten spektralen Bereich zu sehen. Abb. 5.7a,b zeigen TOBSY-
Spektren der aliphatischen Region von L-Arginin unter Benutzung der C9{.-Sequenz.
Folgende Parameter wurden im Experiment verwendet: eine Drehfrequenz von 20 kHz,
das numerisch optimierte phasenmodulierte Basiselement aus Abb. 5.5a und Mischzei-
ten von 3,0 ms (Abb. 5.7a) und 11,25 ms (Abb. 5.7b). Das Spektrum in Abb. 5.7c wurde
generiert mit der symmetriebasierten C91.-HF-Pulssequenz und dem in Abb. 5.5¢ abge-
bildeten C-Basiselement ohne 'H-Entkopplung wihrend der Mischzeit bei einer Drehfre-
quenz von 33,333 kHz. Auch in diesen Spektren sind Kreuzsignale, welche aus direkter
und weitergeleiteter Magnetisierungsiibertragung resultieren, von betrdchtlicher Inten-
sitit zu sehen, sowohl mit als auch ohne Verwendung von 'H-Entkopplung wéhrend
der Mischzeit. Somit ist in Ubereinstimmung mit den Resultaten der numerischen Si-
mulationen ersichtlich, dass optimierte symmetriebasierte CN,-TOBSY- und DQ-Riick-
kopplungssequenzen effektiv fiir Studien an isotopen-markierten biologischen Proben
bei hohen MAS-Frequenzen verwendet werden konnen.

Anfangliche Untersuchungen zur numerischen Optimierung von DQ-Pulssequenzen oh-
ne 'H-Entkopplung wihrend der Mischzeit wurden ebenfalls durchgefiihrt. Die Charak-
teristika der Magnetisierungsiibertragung fiir ein reprasentatives C-Basiselement sind
in Abb. 5.8 dargestellt. Obwohl der maximale Wert der iibertragenen Magnetisierung
geringer ist als in Abb. 5.3, fithrte die Sequenz zu einem DQ-NMR-Spektrum mit sehr
gutem Signal-Rausch-Verhiltnis (Abb. 5.9b). Dabei wurde die Pulssequenz aus Abb. 5.9a
genutzt. Dieses vielversprechende Ergebnis ist darauf zurtickzufiihren, dass die Interfe-
renz zwischen Riickkopplungs- und Entkopplungskanal, welche in den Simulationen zu
Abb. 5.3 nicht berticksichtigt ist, vollstindig eliminiert ist. Weitere Untersuchungen sind
geplant, um die Wirksamkeit zu verbessern.

Dieses Kapitel demonstriert eine Vorgehensweise, um das Potenzial der symmetrieba-
sierten Methode auszunutzen. Verschiedene HF-Pulssequenzen, welche grundlegend fiir
Studien an biologischen Systemen sind, wurden optimiert. Zum Riickkoppeln und Ent-
koppeln der relevanten Kernspin-Wechselwirkungen war es bisher giangige Praxis, die
Leistung von verschiedenen erlaubten Symmetrien unter Verwendung einer Vielzahl
von Basiselementen, welche auf zusammengesetzte Rechteckpulse basieren, zu untersu-
chen. Im Gegensatz dazu hat die hier vorliegende Studie gezeigt, dass es moglich ist,
die Charakteristika des Basiselementes fiir jede Symmetrie mafizuschneidern, um die

bestmogliche Leistung der gewdhlten Symmetrie zu realisieren. In diesem Kapitel wird
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Abb. 5.7: 2D-TOBSY-'3C-13C-Korrelationsspektren der chemischen Verschiebung von (a,b) L-Arginin und
(c) L-Histidin unter Verwendung der symmetriebasierten C915-HF-Pulssequenz und dem entsprechenden
numerisch optimierten C-Basiselement aus Abb. 5.5a bzw. 5.5e. Folgende Parameter wurden im Experi-
ment verwendet:

(a,b) eine Drehfrequenz von 20 kHz, Mischzeiten von (a) 3 ms bzw. (b) 11,25 ms, passende 3C-HF-
Feldstirken, 48 Scans pro ti-Inkrement, 64 ti-Inkremente, eine wi-Spektralbreite von 10000 Hz, eine
Regenerierungszeit von 4 s und eine 3C-HF-Trigerfrequenz von 40 ppm.

(c) eine Drehfrequenz von 33,333 kHz, eine Mischzeit von 5,4 ms, eine 13C-HF-Feldstirke von 120 kHz, 16
Scans pro t1-Inkrement, 128 t1-Inkremente, eine wq-Spektralbreite von 33333 Hz, eine Regenerierungszeit
von 2 s und eine 3C-HF-Triigerfrequenz von 100 ppm.

Spektrum (c) wurde ohne 'H-Entkopplung wiihrend der Mischzeit generiert. Das Basiskonturlevel in (b)
wurde auf den halben Wert von (a) gesetzt. Reprisentative spektrale Querschnitte an den gekennzeichneten
Stellen sind gegeben.
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Abb. 5.8: Simulierte Charakteristika der longitudinalen Magnetisierungsiibertragung der C7%-Symmetrie
sowie (a) das Phasenmodulationsprofil des C-Basiselements von 21,43 us Dauer. Die Simulationen wur-
den durchgefiihrt mit einer Drehfrequenz von 33,333 kHz, fiir eine Zeeman-Feldstiirke entsprechend einer
' H-Resonanzfrequenz von 500 MHz und einer HF-Feldstirke von 112 kHz. Die Graphen in (b) zeigen
die GrofSe der auf den zweiten Kohlenstoff iibertragenen Magnetisierung, normiert auf das maximal iiber-
tragbare Signal, beginnend mit z-Magnetisierung des Kohlenstoff 1. Die '3C-Trigerfrequenz wurde auf die
Mitte der beiden Kohlenstoffresonanzen (Graphen in Blau) bzw. auf 110 ppm (Griin und Rot) gesetzt. Die
Grafik in (c) zeigt als Funktion der Resonanzoffsets der dipolar gekoppelten Kerne die GrofSe der auf Spin 2
iibertragenen Magnetisierung nach T,i,=1,2 ms, beginnend mit z-Magnetisierung des ersten Kohlenstoffs.
Weitere Parameter der numerischen Simulationen entsprachen denen von Abb. 3.3. Die HF-Phasenwerte
der 40 Einzelintervalle sind im Anhang gegeben.

ein C-Basiselement genutzt, welches in eine kleine Zahl kurzer Intervalle gleicher Lange
eingeteilt ist, wobei jedes Einzelintervall durch den HF-Phasenwert definiert ist. Wah-
rend im vorhergehenden Kapitel das Phasenmodulationsprofil des C-Basiselements als
Teilsumme einer Fourierreihe dargestellt wurde, bietet diese Methode einen alternati-
ven Ansatz, um verschiedene Regionen des Parameterraums zu durchsuchen, um die
bestmogliche Losung zu finden. Diese ist besonders geeignet fiir Situationen, in denen
C-Basiselemente mit relativ kurzer Lange benotigt werden. Dies ist zum Beispiel un-
ter Verwendung symmetriebasierter Sequenzen bei hohen Drehfrequenzen der Fall. Wie
man an den Ergebnissen sieht, konnten effiziente symmetriebasierte Sequenzen unter
Verwendung einer geringen Anzahl unabhidngiger Phasenwerte entwickelt werden. Es
ist von Vorteil, die Suche nach der optimalen Losung mit nur einer kleinen Anzahl von
zu optimierenden Parametern zu starten, um die Rechenzeit zu minimieren. Nur falls
damit keine zufriedenstellende Losung erhalten werden kann, ist es notwendig, die An-
zahl der zu optimierenden Parameter zu erhohen, sei es durch Erhhung der Anzahl
der Einzelpulse oder durch Verwendung eines asymmetrischen Phasenmodulationspro-
tils des Basiselementes (siehe ndchstes Kapitel). Obwohl nur nominale CSA-Werte und
kleine Spinsysteme verwendet wurden, kann die Methode, wenn nétig, durch Anderung
der Parameter, welche in der Optimierung berticksichtigt werden, an die experimentellen
Gegebenheiten angepasst werden. Die Methode kann aufserdem erweitert werden auf
symmetriebasierte RN/-Pulssequenzen, mit oder ohne gleichzeitiger 'H-Entkopplung,

wie im folgenden Kapitel demonstriert wird.
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Abb. 5.9: (a) HF-Pulssequenz zur Aufnahme von 3C-DQ-NMR-Spektren. 90°-Pulse sind durch gefiillte
Rechtecke dargestellt. Um den gewiinschten Kohirenztransferweg auszuwihlen, wurden folgende Phasen-
zyklen fiir die einzelnen Pulse verwendet: ¢1 = (y, -y); ¢p2 = y; ¢3 = (2%x, 2*x); ¢4 = x; P5 = (4*x, 4y,
4%x, 4*y); pr = (X, -X, -X, X, <Y, Y, Y, Y, -X, X, X, -X, Y, -V, -y, y). Phasenempfindliche 2D-Spektren wurden
durch das Erhohen der Phasen ¢, ¢3 und ¢4 um 45° aufgenommen [100].

(b) 2D-13C-DQ-NMR-Spektrum von L-Histidin, aufgenommen bei einer Rotationsfrequenz von 33,333
kHz mittels der dipolaren Riickkopplungssequenz C7%. Das numerisch optimierte Basiselement aus Abb.
5.8, 2 s Regenerierungszeit, 16 Scans pro ti-Inkrement, 256 t1-Inkremente, eine wq-Spektralbreite von
33,333 kHz und eine Mischzeit Tyi = 450 yus wurden verwendet. Reprisentative spektrale Querschnitte
an den gekennzeichneten Stellen sind ebenfalls gegeben.
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Kapitel 6

Numerische Konstruktion symmetriebasierter RN, -

Pulssequenzen

6.1 Einleitung

Zu jeder gegebenen MAS-Frequenz ist es moglich, verschiedene RN} -Symmetrien zu
tinden, welche den gewiinschten Hamiltonoperator generieren [66]. Wie schon im vor-
hergehenden Kapitel diskutiert, wird die Anwendbarkeit von RN, -Pulssequenzen ba-
sierend auf konventionellen Rechteckpulsen durch die Abhangigkeit der HF-Feldstarke
von der Drehfrequenz beschrankt [54]. Von Vorteil ist deswegen die Verwendung von
phasen- und/oder amplitudenmodulierten Basiselementen, welche mafigeschneidert auf
die Symmetrie und die experimentellen Anforderungen oder Beschrankungen sind. Dies
sind zum Beispiel die zur Verfiigung stehende HF-Feldstdrke, die MAS-Frequenz und
die Resonanzoffsetbereiche der betrachteten Kerne. Der Erfolg solch einer Vorgehens-
weise konnte schon im vorhergehenden Kapitel anhand der Konstruktion von symme-
triebasierten CN,-Sequenzen gezeigt werden. Fortfiihrend wurde nun die numerische
Generierung von effizienten symmetriebasierten RNY-Sequenzen fiir dipolare 3C-1C-

DQ-Riickkopplung sowie fiir TOBSY-Sequenzen untersucht.

6.2 Numerische und experimentelle Methoden

Wie auch im vorhergehenden Kapitel wurden symmetriebasierte RN} -Pulssequenzen
fiir dipolares >C-1*C-DQ-Riickkoppeln unter gleichzeitiger Einstrahlung von 'H-Ent-
kopplung wéhrend der Mischzeit implementiert. Dagegen wurden TOBSY-Sequenzen
ohne gleichzeitige 1H—En’ckopplung generiert, um Interferenzen zwischen BC- und 1BH-
HEF-Feldern vollstindig zu eliminieren. Phasenmodulierte Universalrotationspulse mit

konstanter Amplitude und geeigneten Langen, abhingig von der MAS-Frequenz und
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der Wahl der Pulssequenz, wurden zuerst unter Beriicksichtigung eines Spin-1-Systems
generiert. Die globale Optimierungsmethode GA wurde dabei genutzt, um den Entwick-
lungsoperator exp(irtly) tiber den gewiinschten Resonanzoffsetbereich zu erhalten. Die
Pulse wurden in eine kleine Zahl kurzer Intervalle gleicher Linge eingeteilt. Die HF-
Feldstarken lagen entweder im Bereich von 40-50 kHz oder 100-120 kHz, je nachdem,
ob die Pulse fiir symmetriebasierte Sequenzen mit oder ohne gleichzeitige Entkopp-
lung genutzt werden sollten. 180°-Pulse wurden konstruiert, so dass das Phasenmodu-
lationsprofil symmetrisch beziiglich der Mitte des Pulses ist. Diese Pulse dienten als
Start-R-Basiselement fiir die weitere numerische Optimierung. Falls notwendig, wurde
auch das Phasenmodulationsprofil des R-Basiselements nicht mehr auf ein zur Mitte des
Pulses symmetrisches Profil beschrankt. Im Allgemeinen wurde ein weiterer finaler Op-
timierungsschritt mit einer grofseren Zahl von 84 Kristallorientierungen durchgefiihrt.
Die Rechnungen wurden auf einer Vielzahl von Computersystemen, einschliefdlich eines
UNIX-Clusters mit 64 Prozessoren, ausgefiihrt.

Als stellvertretende Beispiele wurden die symmetriebasierten Sequenzen R18f68, R18],,
R182,, R161,, R16;/, R14;°, R14l,, R20; und R20;; [54] fiir eine Drehfrequenz von
25 kHz untersucht, um 7-kodierte, dipolare 3C-13C-DQ-Riickkopplung zu erreichen.
Die R323;-Symmetrie [92] wurde genutzt, um TOBSY-Sequenzen fiir Drehfrequenzen
von 33,333 kHz und 25 kHz zu generieren. In den numerischen Rechnungen wurde ein
13C1-13C2- bzw. 'H1-13C1-13C2-1H2-Spinsystem betrachtet, je nachdem, ob die Sequenz
mit bzw. ohne gleichzeitige 'H-Entkopplung eingestrahlt wird. Dementsprechend wur-
de auch der Resonanzoffsetbereich der dipolar gekoppelten Kohlenstoff-Spins auf £10
bzw. +£15 kHz gesetzt. Weitere Details der Optimierung entsprachen denen aus dem
vorhergehenden Kapitel.

Alle Spektren wurden mit L-Histidin- sowie L-Arginin-Proben erzeugt. Die Luftkiihlung
wurde bei einer Temperatur von ~ -50°C gehalten, was einer Probentemperatur von ca.

0°C bei einer Drehfrequenz von 33,333 kHz entspricht.

6.3 Ergebnisse und Diskussion

Abb. 6.1 zeigt die Phasenmodulationsprofile und die Leistungscharakteristika einiger
mittels GA generierter Universalrotationspulse. Die graphischen Darstellungen in Abb.
6.1a-h entsprechen 180°-Pulsen von 35 us Léange, welche fiir eine HF-Feldstdrke von
50 kHz und 20 Einzelintervallen erstellt wurden. In Abb. 6.1i-p sieht man 180°-Pulse
von 25 us Lange, diese wurden fiir eine HF-Feldstdarke von 120 kHz und 20 Einzel-
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Abb. 6.1: (a-d) Phasenprofile der Universalrotationspulse von 35 us Linge, eingeteilt in 20 Einzelinterval-
le konstanter Amplitude und gleicher Linge, generiert unter Beriicksichtiqung einer HF-Feldstiirke von 50
kHz und Bandbreiten von (a) 40 kHz, (b) 50 kHz, (c) 60 kHz, (d) 70 kHz. In (e-h) ist die resultierende Ma-
gnetisierung nach Einstrahlung dieser Pulse, beginnend mit <I,>- und <I,>-Magnetisierung, unter Be-
riicksichtigung eines Spin—%—Systems, zu sehen. Die Graphen (i-1) stellen die HF-Phasenmodulationsprofile
von 180°-Pulsen mit konstanter Amplitude und 25 us Linge dar, eingeteilt in 20 Einzelintervalle unter
Beriicksichtigung einer HF-Feldstiirke von 120 kHz und Bandbreiten von (i) 80 kHz, (j) 100 kHz, (k) 120
kHz, (I) 140 kHz. Die Abbildungen (m-p) zeigen die entsprechende resultierende Magnetisierung nach Ein-
strahlung dieser Pulse, beginnend mit <I,>- und <I,>-Magnetisierung. Die HF-Phasenwerte der ersten
10 Einzelintervalle sind im Anhang gegeben

intervallen generiert. Weitere Parameter konnen den Bilduntertiteln enthommen wer-
den. Mittels eines Mac Pro war es moglich, solche Pulse in einer sehr kurzen Zeit (<15
min) zu optimieren. Die Leistung dieser Pulse wird dabei, wie erwartet, nur unerheb-
lich durch geringe Variationen der HF-Feldstdrke gestort (Daten nicht gezeigt). Auch
hier sind die phasenmodulierten Pulse wie konventionelle Pulse skalierbar. Ausgehend
von verschiedenen mittels GA generierten R-Elementen wurde eine grofie Zahl numeri-
scher Optimierungsldufe durchgefiihrt, um zufriedenstellende Leistung der gewdhlten

symmetriebasierten Sequenz zu erreichen. Dabei betrug die Rechenzeit unter Verwen-
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Abb. 6.2: Optimierte R-Elemente und die dazugehorigen Charakteristika der Magnetisierungsiibertragung
der DQ-Riickkopplungssequenzen (al-e1) R18, %, (a2-e2) R18}, (a3-e3) R16},, und (ad-e4) R16;, fiir ei-
ne MAS-Frequenz von 25 kHz, unter Verwendung von HF-Feldstirken von 44, 49, 50 bzw. 50 kHz. In
(al-a4) sind die Phasenmodulationsprofile der numerisch optimierten R-Elemente abgebildet. Die Kurven
(b1-b4) zeigen die Grofie der auf den zweiten Kohlenstoff iibertragenen Magnetisierung, normiert auf das
maximal iibertragbare Signal, beginnend mit z-Magnetisierung des Kohlenstoff 1, in Abhiingigkeit von der
Mischzeit. Diese wurden unter Verwendung von Parametern fiir ein Alanin- bzw. Glyzin-Spinsystem wie
in Abb. 3.3 generiert, wobei die '3C-Triigerfrequenz entweder auf die Mitte der beiden Kohlenstoffresonan-
zen (blau) oder auf 110 ppm (griin und rot) gesetzt wurde. Die Graphen in (c1-c4) zeigen als Funktion der
Resonanzoffsets der dipolar gekoppelten Kerne die Grifie der auf '>CP iibertragenen Magnetisierung bei
Tmix & 1,2 ms, beginnend mit z-Magnetisierung auf 3C*. Die HF-Phasenwerte der 20 Einzelintervalle
der R-Basiselemente sind im Anhang gegeben.

dung eines Mac Pro mit vier Prozessoren nur wenige Stunden (<1 h bzw. <3 h fiir
Optimierungsrechnungen mit bzw. ohne 'H-Entkopplung). Die simulierten Leistungs-
charakteristika einiger der numerisch optimierten RN} -Symmetrien sind in Abb. 6.2
dargestellt, zusammen mit dem dazugehorigen Phasenmodulationsprofil (Abb. 6.2al-
a4) des R-Basiselementes. Abb. 6.2b1-b4 zeigen die Grofie der auf den zweiten Koh-
lenstoff-Spin iibertragenen Magnetisierung in Abhdngigkeit von der Mischzeit. Obwohl
die Basiselemente fiir ein 3C*-13CP-Alanin-Spinsystem generiert wurden, ist auch hier
eine zufriedenstellende Leistung fiir 3C*—13C’-Glyzin-Spinsysteme, in denen ein Koh-
lenstoff eine grofle CSA besitzt, ersichtlich. Die Darstellungen in Abb. 6.2c1-c4 zeigen
die Grofie der iibertragenen Magnetisierung auf Spin 2 bei T,,;, = 1,2 ms, beginnend
mit z-Magnetisierung des ersten Kohlenstoffspins, als Funktion der Resonanzoffsets der
dipolar gekoppelten Kerne. Man sieht, dass zufriedenstellende DQ-Riickkopplung iiber

eine groe Bandbreite mit moderaten >C-HF-Feldstdrken von 50 kHz oder weniger, so-
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Abb. 6.3: Abb. (al-a4) zeigen die Inversionsprofile nach Einstrahlung der verschiedenen R-Elemente aus
ADbb. 6.2a1-a4, beginnend mit <I,>- sowie <I,>-Magnetisierung, unter Beriicksichtigung eines Spin-3-
Systems. In (b1-b4) ist die nach Einstrahlung des Pulspaares RyR_, beobachtete <I,>-Magnetisierung,
beginnend mit <I,>-Magnetisierung, abgebildet (blau). Weiterhin ist auch die beobachtete <Iy>- bzuw.
<l,>-Magnetisierung beginnend mit <I,>-Magnetisierung gegeben (rot bzw. griin). Die HF-Phasenwerte
der 20 Einzelintervalle der R-Basiselemente sind im Anhang gegeben.

gar bei hohen MAS-Frequenzen, auch mittels symmetriebasierter RN, -Pulssequenzen
moglich ist. Erwdhnenswert ist auch, dass eine zufriedenstellende DQ-Riickkopplung
nicht erreichbar war, solange das Phasenmodulationsprofil des R-Basiselementes darauf
beschrankt war, symmetrisch beziiglich des Pulsmittelpunktes zu sein. Deswegen wurde
diese Einschrankung in der lokalen Optimierung aufgehoben. Im Vergleich mit konven-
tionellen R-Elementen des Typs {(71/2)0(371/2)x}, (7t)o und {(7t/3)0(570/3) (71 /3)0} [54]
sind die Charakteristika der Magnetisierungsiibertragung von optimierten R-Elementen
deutlich besser (Daten nicht gezeigt). Anhand der simulierten Inversionsprofile der nu-
merisch optimierten R-Elemente (Abb. 6.3al-a4) ist auch zu sehen, dass diese nicht zur
Klasse der Universalrotationspulse gehoren, welche eine Rotation der Magnetisierung
um 180° um die x-Achse bewirken sollten. Nichtsdestotrotz ist aus Abb. 6.3b1-b4 er-
sichtlich, dass der Entwicklungsoperator des Pulspaares RyR_y dem Term exp(—i4¢l;)
im berticksichtigten Resonanzoffsetbereich entspricht, also einer Rotation um die z-
Achse um den Winkel 4¢. Solch eine Rotation hat keine Auswirkung auf die <I,>-
Magnetisierung, bewirkt aber eine Rotation der transversalen Magnetisierung. Begin-
nend mit <I,>-Magnetisierung fiihrt die Einstrahlung des Pulspaares zum Beispiel fuer
die R18;68- bzw. R18],-Sequenz mit ¢ = 10° zu einem Zustand der Magnetisierung von
<I;>= cos(4¢) = 0,77 und <I,>= —sin(4¢) = —0,64. Offensichtlich ist es also nicht
notwendig, die R-Basiselemente auf Universalrotationspulse zu beschrianken, solange

das Pulspaar RyR_y einen Entwicklungsoperator U = exp(—i4¢l;) erzeugt.
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Abb. 6.4 zeigt die Charakteristika der TOBSY-Magnetisierungstibertragung bei Einstrah-
lung der symmetriebasierten R323¢-Sequenz mit den dazugehorigen optimierten R-Ele-
menten (Abb. 6.4al-a5). Diese wurden ohne 'H-Entkopplung wihrend der Mischzeit
und mit einer Drehfrequenz von 33,333 kHz (Abb. 6.4al-d1, a2-d2, a5-d5) bzw. 25 kHz
(Abb. 6.4a3-d3, a4-d4) generiert. Fiir die Darstellung der Magnetisierungsiibertragung
(Abb. 6.4b1-b5) wurde die 3C-HF-Tragerfrequenz auf 110 ppm gesetzt. Die 3D-Graphen
(Abb. 6.4c1-c5, d1-d5) zeigen die Charakteristika der Magnetisierungsiibertragung als
Funktion der Resonanzoffsets der zwei dipolar gekoppelten Kohlenstoffkerne. Auch hier
sieht man, dass zufriedenstellende Leistung auch im Fall der 13C* —13C’-Magnetisie-
rungsiibertragung erreicht wird, obwohl die optimierten Basiselemente mittels Parame-
ter eines Alanin-Spinsystems generiert wurden. Somit ist aus den Simulationen ersicht-
lich, dass effiziente symmetriebasierte RN} -Sequenzen mittels R-Elementen, welche in
eine kleine Zahl kurzer Intervalle gleicher Lange eingeteilt sind, erstellbar sind. Falls die-
se Methode zuviel Rechenzeit benttigt oder einfach nicht zu einer zufriedenstellenden
Losung fiihrt, kan auf die Darstellung der Phasenmodulationsprofile der R-Elemente als
Teilsumme einer Fourierreihe ausgewichen werden (siehe Kap. 4). Als Beispiel zeigen
Abb. 6.4b5-d5 Leistungscharakteristika der symmetriebasierten R325;-Sequenz fiir eine
Drehfrequenz von 33,333 kHz unter Verwendung eines mittels der Fourier-Methode ge-
nerierten R-Elements (Abb. 6.4a5). Wie im Falle der DQ-Riickkopplung gehdren auch
die optimierten TOBSY-R-Elemente nicht zur Klasse der Universalrotationspulse (Daten
nicht gezeigt). Festzuhalten ist auch, dass die allgemeine Leistung der symmetriebasier-
ten R323;-Sequenz mit numerisch optimierten R-Elementen deutlich besser ist als unter
Verwendung adiabatischer tanh/tan-Pulse (siehe Kap. 3).

Die Wirksamkeit der hier beschriebenen symmetriebasierten Sequenzen wurde auch
mittels experimenteller Messungen untersucht. Die '3C-13C-Korrelationsspektren einer
polykristallinen L-Histidin-Probe sind in Abb. 6.5 zusammen mit einigen spektralen
Querschnitten abgebildet. Generiert wurde das Spektrum mittels der R181_68—Symmetrie.
Analoge Spektren wurden unter Benutzung weiterer hier generierter Basiselemente auf-
genommen und Querschnitte aus diesen Spektren sind ebenfalls in Abb. 6.5 gezeigt.
Zum Vergleich sind auch 2D-13C-13C-Korrelationsspektren der chemischen Verschie-
bung unter Verwendung der R-Basiselemente (7)o und {(71/2)0(377/2),} erstellt wor-
den. Hierfiir waren HF-Feldstdrken im Bereich von 40-50 kHz noétig. Die dazugehori-
gen spektralen Querschnitte sind in Abb. 6.5 zu sehen. Aufgrund der hoheren Inten-

sititen der Kreuzsignale ist ersichtlich, dass die DQ-Riickkopplungsleistung der RN} -
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Abb. 6.4: Phasenmodulationsprofile der optimierten R-Elemente mit Lingen von (al, a2, a5) 26,25 us
und (a3,a4) 35 us und den dazugehorigen simulierten Charakteristika der longitudinalen Magnetisie-
rungsiibertragung, unter Verwendung der symmetriebasierten R3234-HF-Pulssequenz bei Drehfrequen-
zen von (al-d1, a2-d2, a5-d5) 33,333 kHz und (a3-d3, a4-d4) 25 kHz ohne 1H—Enifkopplung wihrend der
Mischzeit. Die simulierten Darstellungen in (b1-b5) zeigen die Grofle der auf den zweiten Kohlenstoff
(3CP/13C’) iibertragenen Magnetisierung, normiert auf das maximal iibertragbare Signal, beginnend mit
z-Magnetisierung des Kohlenstoff 1 (‘3C%). Diese Simulationen wurden durchgefiihrt mit einer 1>C-HF-
Triigerfrequenz von 110 ppm und HF-Feldstirken von (b1,b2,b5) 114 kHz, (b3) 120 kHz und (b4) 100 kHz.
Die Grafiken (c1-c5) und (d1-d5) zeigen die Grofie der 3C* —13CP bzw. 13C* —13C” Magnetisierungs-
iibertragung als Funktion der Resonanzoffsets der skalar gekoppelten Kerne bei (c1-c5) Tyix ~ 14 bzw.
(d1-d5) 9,5 ms. Weitere Parameter der numerischen Simulationen entsprachen denen von Abb. 3.3. Das
Phasenmodulationsprofil des R-Elements (a5) wurde als Teilsumme einer Kosinus-Fourierreihe dargestellt
(siehe Kap. 4). Dieser Puls wurde in 25 Einzelintervalle gleicher Linge eingeteilt. Die HF-Phasenwerte
bzw. Fourierkoeffizienten der optimierten Pulse sind im Anhang gegeben.
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Abb. 6.5: 2D-3C-13C-Korrelationsspektrum der chemischen Verschiebung von L-Histidin generiert mit-
tels longitudinaler Magnetisierungsiibertragung mit der dipolaren DQ-Riickkopplungssequenz R18; 2 und
dem entsprechenden numerisch optimierten R-Basiselement aus Abb. 6.2al. Folgende Parameter wurden
im Experiment verwendet: eine Drehfrequenz von 25 kHz, eine Mischzeit von 1,28 ms, eine BC-HF-
Feldstirke von 44 kHz, 32 Scans pro ti-Inkrement, 64 ti-Inkremente, eine wy-Spektralbreite von 25000
Hz, eine Regenerierungszeit von 2 s und eine 3C-HF-Trigerfrequenz von 100 ppm. Zum Vergleich sind
repriisentative Querschnitte aus Spektren unter Benutzung anderer Symmetrien gegeben. Die unter Ver-
wendung der R16;, und R18}-Symmetrien generierten Daten wurden mit den entsprechenden optimier-
ten R-Elemente aus Abb. 6.2 erhalten, mit Mischzeiten von 1,12 ms bzw. 1,28 ms und HF-Feldstirken
von 50 bzw. 49 kHz. Zur Generierung der Spektren unter Verwendung der R18,;-, R30g*- und R14-
Symmetrien wurden die R-Elemente {(71/2)o(371/2) 71, (70)o bzw. {(71/2)o(370/2) 1} eingesetzt. Misch-
zeiten von 1,2; 1,28 bzw. 1,28 ms und HF-Feldstirken von 45, 47 bzw. 44 kHz wurden dafiir benutzt. Die
13CB-Querschnitte wurden auf die doppelte Hohe der 13C* und 3C’-Querschnitte skaliert.
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Abb. 6.6: (a) 2D-TOBSY-13C-13C-Korrelationsspektren der chemischen Verschiebung von L-Histidin, ge-
neriert mit der symmetriebasierten R3234-Pulssequenz und dem entsprechenden numerisch optimierten
R-Basiselement aus Abb. 6.4al. Folgende Parameter wurden im Experiment verwendet: eine Drehfre-
quenz von 33,333 kHz, eine Mischzeit von 5,88 ms, eine 13C-HF-Feldstirke von 114 kHz ohne 1H-
Entkopplung withrend der Mischzeit, 16 Scans pro ti-Inkrement, 128 t1-Inkremente, eine w-Spektralbreite
von 33333 Hz, eine Regenerierungszeit von 2 s und eine '3C-HF-Triigerfrequenz von 40 ppm. Reprisenta-
tive Querschnitte aus diesem Spektrum und mittels anderen R-Elementen generierten Spektren sind auch
gegeben. Die Spektren in (b, ¢, d) wurden unter Verwendung der R-Elemente aus Abb. 6.4al, a2 bzw. ab
generiert. Die 3CP-Querschnitte wurden auf die doppelte Hohe der '*C*- und '3C’-Querschnitte skaliert.

Symmetrien unter Verwendung numerisch optimierter R-Elemente deutlich besser ist.
Das TOBSY-Spektrum in Abb. 6.6a wurde generiert mit der R323,-Sequenz ohne 'H-
Entkopplung wahrend der Mischzeit. Das numerisch optimierte Basiselement aus Abb.
6.4al und eine Drehfrequenz von 33,333 kHz wurden verwendet. Unter Benutzung wei-
terer numerisch optimierter Basiselemente (Abb. 6.4) wurden analoge Spektren aufge-
nommen. Zum Vergleich sind ebenso einige reprasentative Querschnitte dieser Spektren
zu sehen. Die Kreuzsignalintensitédten aller Spektren sind vergleichbar mit den Resulta-
ten aus dem vorhergehenden Kapitel.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die numerische Konstruktion effizienter
Mischsequenzen auch auf symmetriebasierte RN},-TOBSY und DQ-Riickkopplungsse-
quenzen angewandt werden kann. Durch Einteilung des Phasenmodulationsprofils des
R-Basiselementes in eine kleine Zahl kurzer Intervalle gleicher Lange konnte die Anzahl
der zu optimierenden Variablen eingeschriankt werden. Bemerkenswert ist, dass eine zu-
friedenstellende Wirksamkeit der numerisch optimierten Pulssequenzen nicht moglich
war, solange das Phasenmodulationsprofil des R-Basiselementes darauf beschrankt war,
symmetrisch beziiglich des Pulsmittelpunktes zu sein. Dies ermoglichte dann die Erzeu-
gung effizienter Pulssequenzen unter Bertiicksichtigung experimenteller Anforderungen

und Einschrankungen.
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Kapitel 7

Dipolare °N-*C-Riickkopplung mittels symme-
triebasierter HF-Pulssequenzen bei hohen MAS-

Frequenzen

7.1 Einleitung

Mischsequenzen, welche zu homo- und heteronuklearem Kohérenztransfer tiber dipo-
lare Kopplungen fiihren, stellen einen wichtigen Baustein fiir Festkorper-NMR-Studien
an biologischen Systemen dar. So werden zum Beispiel °N-1>C- und °N-1*C-13C-Kor-
relationsexperimente fiir die Zuordnung von N- und 3C-Resonanzen in Peptiden,
Proteinen und RNA genutzt [17; 22; 27; 33; 42; 48; 78; 89; 93; 97; 99; 101]. Kiirzlich
wurde auch gezeigt, dass Proton-Zuordnungen in Proteinen mittels *C*-1°N-1H-, 13C’-
N-TH- und PN-13C*-'H-Experimenten unter direkter Protondetektion bei hohen MAS-
Geschwindigkeiten erreicht werden konnen [113]. Weiterfiihrend konnten 3D-13C’-15N-
(‘H)-'H-Experimente fiir 'H-'H-Distanzmessungen genutzt werden. Gekoppelt mit Tor-
sionswinkeln, welche aus isotropen chemischen Verschiebungen der *C-Kerne gewon-
nen wurden, erhielt man eine hochaufgeldste Struktur der f1-Immunoglobulin-binden-
den Domine des Proteins G (GB1) [114]. Weiterhin erlauben Experimente basierend
auf °N-13C-Doppelquanten-Kohirenzen die Ermittlung der Torsionswinkel in Protei-
nen [41]. Hierbei entwickelt sich diese Kohdrenz entweder unter dem Einfluss der CSA
oder der heteronuklearen Kopplungen direkt gebundener Protonen. Diese Experimente
haben gemein, dass sie dipolare 1°N-1>C-Wechselwirkungen riickkoppeln, was zum Bei-
spiel durch symmetriebasierte Zweikanal-Sequenzen erreicht werden kann. Brinkmann
und Levitt haben mit einer kombinatorischen Vorgehensweise gezeigt, dass die Symme-

trien R227°, R245” und R24;, > '° mit den Basiselementen {(71/2)(27)o(7)~(71/2)0 }*%,
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{(71/2) 2 (270)0(70) 2 (71 /2)0 }* bzw. {(71/3)0 (571 /3) 2 (71/3)0 }¥ fiir PN-13C-DQ-Riickkopp-
lung genutzt werden konnen [15]. Da diese aber nicht notwendigerweise die besten Lo-
sungen fiir heteronukleare dipolare Riickkopplung darstellen, wurde die in den vor-
hergehenden Kapiteln besprochene numerische Optimierungsmethode auch auf die-
ses Problem angewandt. Die Effizienz dieser Methode zur Entwicklung von breitban-
digen symmetriebasierten RN,*"*-Pulssequenzen, welche «-kodierte dipolare °N-13C-
DQ-Riickkopplung ermoglichen, ist hier mittels numerischer Simulationen und experi-
menteller Messungen dargelegt. Unter Verwendung dieser Pulssequenzen und mehrerer
Empfinger wird auch die Moglichkeit aufgezeigt, 3D-1°N-13C-13C- und BC-°’N-(1H)-

'H-Korrelationsspektren gleichzeitig aufzunehmen.

7.2 Numerische und experimentelle Methoden

In diesem Kapitel wurden phasenmodulierte Universalrotationspulse konstanter Ampli-
tude als R-Basiselement verwendet. Diese wurden mittels der globalen Optimierungs-
methode GA, wie in den vorhergehenden Kapiteln beschrieben, konstruiert. Die Pulse
wurden in eine kleine Zahl kurzer Intervalle gleicher Lange eingeteilt und eine HF-
Feldstarke im Bereich von 15-45 kHz und Inversionsbandbreiten von 8-20 kHz bertick-
sichtigt. Weiterhin wurde ein Phasenmodulationsprofil verwendet, welches symmetrisch
beziiglich der Mitte des Pulses ist. Zusatzlich zu den von Brinkmann und Levitt verof-
fentlichten RN, > -Pulssequenzen mit N < 24,n < 9und N/n < 7 fiir y-kodierte hetero-
nukleare DQ-Riickkopplung wurden auch weitere Sequenzen mit N < 24 und n > 9 auf
Grundlage der Auswahlregeln fiir Zweikanal-Pulssequenzen ermittelt (siehe Tab. C.1),
wobei die gleichen symmetrieerlaubten Terme (m, s, ) = {(1,-1,-1),(—=1,1,1)} aus-
gewdhlt wurden [15]. Wie bisher wurde das Phasenmodulationsprofil der Basiselemente
mittels der in SPINEVOLUTION [107] integrierten lokalen Optimierungsprozedur NL2SOL
unter Beriicksichtigung eines °N-!13C-Spinsystems weiter numerisch optimiert. Zu be-
achten ist, dass es nun notig war, zwei Basiselemente gleichzeitig zu optimieren, je eins
fiir den 13C- sowie fiir den °N-Kanal. In einem System von gebundenen '>C- und °N-
Kernen ist eine Magnetisierungsiibertragung in ca. 2-3 ms moglich. Deshalb wurde die
Grofe der longitudinalen Magnetisierung, welche auf den '°N-Spin {ibertragen wurde,
bei einer Mischzeit von ~ 2 ms maximiert. Ein Resonanzoffsetbereich von + 5 kHz fiir
13C und entweder + 5 kHz oder + 1 kHz fiir °N und typische Parameter fiir chemi-
sche Verschiebungen und dipolare Kopplungen wurden fiir die zwei dipolar gekoppel-

ten Kerne verwendet (siehe Bildunterschrift in Abb. 7.3). In der lokalen Optimierung
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Abb. 7.1: In diesem Kapitel verwendete HF-Pulssequenz zur Aufnahme von > N-13C-Korrelationsspektren
durch longitudinalen Magnetisierungsaustausch unter Verwendung von einem oder zwei Empfingern.
Zur Aufnahme von Korrelationsspektren der chemischen Verschiebung via (‘\H — N — 13C)- bzw.
('H — 1BC — ®N) Magnetisierungsiibertragung werden die blauen bzw. roten Pulse eingestrahlt. Die
Phasenzyklen der HF-Pulse und Empfingerphasen: ¢1 = (y, -y); ¢2 = (x); ¢3 = (y); pa = (2% x, 2% -x); ¢p6
= ¢10 = (8% x, 8* y, 8*x, 8*); ¢y = (2*y, 2*-y); ¢ = (4* x, 4* -x); (Pr)15N8 = (X, =X, X, X, -X, X, X, -X, Y,
VoYY Vo Yo Vo Yy XX, X, X, X, X, X, XY, Y Y Y Y Y Y Y (R)1se = (X X, X, X, X, X, X, X, Y,
YWY Y Y Y XX XXX X% XY, Y, Y Y Y Y YY)

wurden die Phasenmodulationsprofile der Basiselemente nicht mehr darauf beschrankt,
symmetrisch zur Mitte des Pulses zu sein. Die Rechnungen wurden unter Berticksich-
tigung von £5% HF-Feldinhomogenitidten ausgefiihrt. Weitere Details der Optimierung
entsprechen denen aus den vorhergehenden Kapiteln.

Die Leistungscharakteristika der symmetriebasierten RN,""*-DQ-Pulssequenzen wur-
den auch experimentell durch Aufnahme von °N-13C-Korrelationsspektren der chemi-
schen Verschiebung {iberpriift. Dafiir wurde die Pulssequenz aus Abb. 7.1 verwendet.
Mittels der in modernen Spektrometern vorhandenen zwei Empfanger konnen die Si-
gnale beider Mangnetisierungsiibertragungswege (‘H — N — 3C) und ('H — 13C —
I5N)) gleichzeitig aufgenommen werden. Der Phasenzyklus aus Abb. 7.1 eliminiert die
unerwiinschten Signale, welche zum Beispiel aus dem Ubertragungsweg (‘H—13C—13C)
stammen. Mit nur einem Empfanger kann lediglich ein Magnetisierungsiibertragungs-
weg gewdhlt werden. Die Pulssequenz ist folgendermafien aufgebaut: Durch eine ers-
te Kreuzpolarisation wird transversale >N/13C-Magnetisierung erzeugt. Diese entwi-
ckelt sich wihrend t; unter dem Einfluss der chemischen Verschiebung und wird durch
einen 71/2-Puls parallel zur z-Achse gebracht. Die longitudinale Magnetisierung entwi-
ckelt sich dann wiahrend der Mischzeit T,,;, unter dem Einfluss der dipolaren I5N-13¢C-
Kopplung, welche durch Einstrahlen der RN,*"*-Sequenz auf die beiden Kanile riickge-
koppelt wird. Die *C/1°N-Magnetisierung wird am Ende der Mischzeit zuriick in die

transversale Ebene gelenkt und wéhrend ¢, detektiert.
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Abb. 7.2: HF-Pulssequenz zur gleichzeitigen Aufnahme von >N-13C-13C- (blau) und ¥C-">N-("H)-'H-
(rot) Datensitzen unter Verwendung von zwei Empfingern. Die Phasenzyklen der HF-Pulse und Emp-
fiingerphasen: 1 = (y, -y); ¢2 = (x); ¢p3 = (y); s = (2 x, 2 -x); 13 = (4" x, 4" -x); P14 = (8% x, 8" -x);
P14 = (16* x, 16* -x); (¢r)13C = (X, =X, X, X, -X, X, X, -X, -X, X ,X, -X, X, -X, -X, X, -X, X X, -X, X, -X, -X, X, X,
X, X, X, X, X, X, -X); P10 = (Y); P11 = (47 x, 47 -x); P = (8% x, 8% -x); 7 = (x); Ppg = (16 x, 16™ -x); Ppg =
W), 17 = (x); P15 = (y); P10 = (32* -y, 32* y); (Pr)1H = (X, =X, X, X, =X, X, X, X, X, X, =X, X, X, X, X, =X,
-X, X, <X, X, X, X, X, X, X, -X, X, -X, X, X, -X, X, -X, X, -X, X, X, -X, X, -X, X, X, X, -X, -X, X, X, X, X, -X, X, -X,
X, X, <X, X, <X, X, =X, X, X, =X, X, -X).

Eine Erweiterung dieser Sequenz (Abb. 7.2) erlaubt die gleichzeitige Aufnahme von °N-
13BC-13C- und 13C-15N-(1H)-1H-Ko1‘relationsspektren. Statt direkter Detektion entwickelt
sich die transversale >C-/°N-Magnetisierung entsprechend der jeweiligen chemischen
Verschiebung wahrend ¢, und wird anschliefSend in die z-Achse rotiert. Mit einer breit-
bandigen homonuklearen dipolaren Riickkopplungssequenz, wie zum Beispiel RFDR
(siehe Kap. 4), findet longitudinaler Magnetisierungsaustausch zwischen 3C-Kernen
wihrend der Mischzeit T<§ statt. Im Anschluss wird die 13C-Magnetisierung detektiert.
Daraufhin wird die 15N-Magne’as1er1.mg durch einen kurzen CP-Schritt auf die gebunde-
nen 'H-Kerne iibertragen. Wihrend der Zeitspanne t/!7 findet longitudinaler Magne-
tisierungsaustausch aufgrund von dipolaren Proton-Proton-Kopplungen statt und die
resultierende 'H-Magnetisierung wird detektiert.

Alle Spektren wurden mit L-Histidin- sowie (CUG)g7-Proben generiert. Die Luftkiihlung
wurde bei einer Temperatur von ~ -50°C gehalten, was einer Probentemperatur von ca.

0°C bei einer Drehfrequenz von 24 kHz entspricht.

7.3 Ergebnisse und Diskussion

Symmetriebasierte RN,,*"*

-Zweikanal-Pulssequenzen wurden fiir MAS-Frequenzen von
15 kHz und 20 kHz numerisch optimiert. Fiir jede gewéhlte Symmetrie wurde eine Viel-
zahl phasenmodulierter Basiselemente generiert, welche zu effizienter dipolarer Riick-

kopplung fiihrten. Diese Optimierung wurde mit einem Mac Pro mit vier Prozesso-
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ren typischerweise in einer kurzen Zeitspanne (<1 h) durchgefiihrt. Die simulierten
Leistungscharakteristika einiger symmetriebasierter RN,,"""*-Sequenzen fiir eine MAS-
Frequenz von 15 kHz sind in Abb. 7.3 zusammen mit dem optimierten HF-Phasenmodu-
lationsprofilen der Basiselemente (Abb. 7.3al-a4, bl-b4) zu sehen. Die optimierten Profile
in Abb. 7.3al-a3, bl-b3 bzw. a4, b4 wurden unter Beriicksichtigung eines Resonanzoff-
setbereiches von (& 5kHz / 4+ 5kHz) bzw. (£ 5kHz / 4+ 1kHz) fiir die 13C- / ®N-Kerne
erreicht. Die Darstellungen in Abb. 7.3c1-c4 zeigen die Grofse der iibertragenen Magne-
tisierung auf Stickstoff beginnend mit z-Magnetisierung des Kohlenstoffkerns, normiert
auf das maximal tibertragbare Signal. In Abb. 7.3d1-d4 ist die Grofse der iibertragenen
Magnetisierung auf Stickstoff in Abhdngigkeit von den Resonanzoffsets der dipolar ge-
koppelten Kerne zu den angegebenen Mischzeiten zu sehen. Die Pulsprofile wurden
zuerst unter Berticksichtigung nominaler CSA-Werte optimiert (Abb. 7.3al,bl; a4,b4).
Diese Profile konnten zwar mit niedrigen HF-Feldstdrken erstellt werden, aber in den
numerischen Simulationen ist erkennbar, dass der erreichbare Maximalwert der Magne-
tisierungsiibertragung dieser Sequenzen bei grofien CSA-Werten nicht zufriedenstellend
ist. Aufgrunddessen wurden auch Pulse unter Berticksichtigung grofier CSA-Werte opti-
miert (Abb. 7.3a2,b2; a3,b3). Im Vergleich zur Sequenz R24, >~10 mit dem R-Basiselement
{(7t/3)0(571/3) z(7t/3)0}** [15] (Kurven in blau) ist die Wirksamkeit der numerisch op-
timierten symmetriebasierten Sequenzen deutlich besser. Analog zu den Graphen in
Abb. 7.3 sind in Abb. 7.4 die simulierten Leistungscharakteristika einiger symmetrieba-
sierter RN,,*""*-Sequenzen, welche fiir eine MAS-Frequenz von 20 kHz generiert wurden,
und die dazugehorigen, optimierten HF-Phasenmodulationsprofilen der Basiselemente
(Abb. 7.4al-a3, b1-b3) abgebildet. Die optimierten Pulse in Abb. 7.4al,bl bzw. a2,b2;
a3,b3 wurden unter Beriicksichtigung nomineller bzw. grofSer CSA-Werte generiert. Aus
den Simulationen wird ein schneller und hoher Magnetisierungstibertrag der numerisch
optimierten DQ-Riickkopplungssequenzen ersichtlich. Dies verdeutlicht, dass effizien-
te heteronukleare DQ-Riickkopplungssequenzen auch bei hohen MAS-Frequenzen un-
ter Verwendung von nur moderaten '3C-/!°N-HF-Feldstirken von weniger als 50 kHz
mit der in dieser Studie vorgestellten Optimierungsmethode generiert werden kénnen.
Wie erwartet, wird die Wirksamkeit dieser Sequenzen auch von geringen Variationen
(£5 %) der HF-Feldstédrke nicht beeinflusst (Daten nicht gezeigt). Zuséatzlich zu den be-
reits genannten Symmetrien konnte heteronukleare dipolare Riickkopplung auch mit
anderen Symmetrien erreicht werden. Die Phasenmodulationsprofile der entsprechen-

den R-Basiselemente sind im Anhang gegeben.
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Abb. 7.3: (a1-a4, b1-b4) Numerisch optimierte Phasenmodulationsprofile und (c1-c4, d1-d4) dazugehorige
simulierte Charakteristika der Magnetisierungsiibertragung der symmetriebasierten Sequenzen (al,
bl, c1, d1) R203°, (a2, b2, c2, d2) R24,,7, (a3, b3, 3, d3) R18,,> und (ad, b4, c4, d4) R203°. Die
Pulsprofile (a1-a3,b1-b3) bzw. (a4,b4) wurden unter Beriicksichtigung von Resonanzoffsetbereichen von
(+ 5 kHz / + 5 kHz) bzw. (& 5 kHz / & 1 kHz) fiir '3C- / 1>N-Kerne erzeugt. Die Optimierungen
wurden durchgefiihrt fiir eine Drehfrequenz von 15 kHz und eine Zeeman-Feldstirke entsprechend einer
1H—Frequenz von 500 Mhz. Die Lingen der R-Elemente betragen 30,0; 61,1; 63,0 bzw. 30,0 us und die
Pulse wurden fiir 13C- / > N-HF-Feldstiirken von (35 kHz / 35 kHz), (44 kHz / 44 kHz), (43 kHz / 43kHz)
bzw. (35 kHz / 25 kHz) generiert. In (c1-c4) ist die Grife der iibertragenen Magnetisierung (normiert
auf das maximal iibertragbare Signal) auf Stickstoff, beginnend mit z-Magnetisierung des Kohlenstoffs,
gezeigt. Die Simulationen wurden mit folgenden Parametern fiir das Spinsystem durchgefiihrt:

(griin) 3C: 8i5o = 0 ppm; Saniso = -19,43 ppm; 11 = 0,98; Qppy = {99,4°; 146,0°; 138,9°); 5N: 6i, = 0
ppm; daniso = 0 ppm; 1 = 0; Qppy = {0°; 0% 0°}; D = 1000 Hz; Qpp = {0°;0°; 0°); | = 6,3 Hz;

(rot) BC: 6i50 = 0 ppm; Saniso = -76,0 ppm; 11 = 0,9; Qpag = {0°; 0°; 94,0°}; 1°N: b5 = 0 ppm; Suniso =
99,0 ppm; n = 0,19; Qpp = {-90°; -90°; -17°}; D = 1000 Hz; Qppr = {0°; 0°; 0°}; ] = 6,3 Hz.

Die Kurven in blau wurden mittels der Sequenz R24, >0 ynd dem R-Basiselement
{(7t/3)0(57t/3) n(7t/3)0}*k generiert, unter Verwendung (c1) nominaler bzw. (c2) grofer CSA-
Werte. (d1-d4) zeigen die Grofie der iibertragenen Magnetisierung auf Stickstoff bei Tix=2,4; 2,9;
2,4 bzw. 3,0 ms als Funktion der Resonanzoffsets der dipolar gekoppelten Kerne, unter Verwendung
(d1, d4) nominaler bzw. (d2, d3) grofler CSA-Werte. Die HF-Phasenwerte der 20 Einzelintervalle der
R-Basiselemente sind im Anhang gegeben.
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Abb. 7.4: (a1-a3, b1-b3) Numerisch optimierte Phasenmodulationsprofile und (c1-c3, d1-d3) dazugehdrige
simulierte Charakteristika der Magnetisierungsiibertragung der symmetriebasierten Sequenzen (al, b1, c1,
d1) R2250%, (a2, b2, 2, d2) R24,,7 und (a3, b3, c3, d3) R225®. Die Pulsprofile (a1-a3,b1-b3) wurden
unter Beriicksichtigung von Resonanzoffsetbereichen von (+ 5 kHz / + 5 kHz) fiir 1*C / > N-Kerne und
(d1) nominaler bzw. (d2,d3) grofier CSA-Werte erzeugt. Die Optimierungen wurden durchgefiihrt fiir
eine Drehfrequenz von 15 kHz und eine Zeeman-Feldstiirke entsprechend einer 'H-Frequenz von 500
Mhz. Die Lingen der R-Elemente betragen 45,5; 45,8 bzw. 45,5 us und die Pulse wurden fiir Bc./
ISN-HF-Feldstiirken von (33 kHz / 33 kHz), (44 kHz / 44 kHz) bzw. (45 kHz / 45 kHz) generiert. In
(c1-c3) ist die Grofe der iibertragenen Magnetisierung (normiert auf das maximal iibertragbare Signal)
auf Stickstoff, beginnend mit z-Magnetisierung des Kohlenstoffs, gezeigt. (d1-d3) zeigen die Grife der
iibertragenen Magnetisierung auf Stickstoff bei T,,ix=3,0; 3,3 bzw. 3,0 ms als Funktion der Resonanzoffsets
der dipolar gekoppelten Kerne, unter Verwendung (d1) nominaler bzw. (d2, d3) groffer CSA-Werte. Alle
Simulationen wurden mit den Spinsystem-Parametern aus Abb. 7.3 durchgefiihrt. Die HF-Phasenwerte
der 20 Einzelintervalle der R-Basiselemente sind im Anhang gegeben.

Die Leistungscharakteristika der hier beschriebenen symmetriebasierten Sequenzen wur-
den zuerst anhand experimenteller Messungen an einer L-Histidin-Probe eingeschitzt.
Darauffolgend wurden einige Symmetrien ausgewahlt, um *C-1°N-Korrelationsspektren
der chemischen Verschiebung der (CUG)y7-RNA aufzunehmen. Einige représentative
Daten sind in Abb. 7.5 und 7.6 gegeben. Eine Drehfrequenz von (Abb. 7.5) 20 kHz und
(Abb. 7.6) 15 kHz und die symmetriebasierten (Abb. 7.5) R24£25’7— und (Abb. 7.6) R18;74’3—
DQ-Riickkopplungssequenzen wurden verwendet. Die Spektren in Abb. 7.5 und 7.6
wurden unter Verwendung von einem bzw. zwei Empfangern aufgenommen. Wahrend
das Spektrum in Abb. 7.5 unter Verwendung einer CP-Kontaktzeit von 2 ms generiert
wurde, wurden die Spektren in Abb. 7.6 simultan und mit einer kurzen CP-Kontaktzeit

von 300 us aufgenommen. Ein weiteres '3C-""N-Korrelationsexperiment wurde mittels
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Abb. 7.5: 2D-1N-13C-Korrelationsspektrum der chemischen Verschiebung generiert mittels longitudina-
lem Magnetisierungsaustausch bei einer Drehfrequenz von 20 kHz und unter Verwendung der symmetrie-
basierten R24;25’7-DQ-Riickkopplungssequenz. Das Spektrum wurde mittels des Magnetisierungsiibertra-
gungsweges (*H—N—13C) aufgenommen, mit einer CP-Kontaktzeit von 2 ms, 1,1 ms Mischzeit, den
numerisch optimierten R-Elementen aus Abb. 7.4a2 und 7.4b2, mit 5N und BC-HF-Feldstirken von
44 kHz, 96 Scans pro ti-Inkrement, 96 ti-Inkrementen, einer spektralen Breite von 12000 Hz und einer
Regenerierungszeit von 2,5 s. Die Trigerfrequenzen wurden in die Mitte des spektralen Fensters gesetzt.

der Symmetrie R24, >~19 ind dem aus konventionellen Rechteckpulsen zusammenge-
setzten R-Basiselement {(71/3)o(571/3)(71/3)0}** durchgefiihrt. Dabei wurden analog
zu Abb. 7.6 zwei Spektren gleichzeitig mit zwei Empfangern aufgenommen. Vergleicht
man die Signalintensitdten in den Querschnitten (Abb. 7.6) aus diesen Spektren, so ist
ersichtlich, dass die experimentelle Wirksamkeit der symmetriebasierten Sequenz mit
dem numerisch optimierten R-Basiselement in Ubereinstimmung mit den Simulationen
deutlich besser ist. Selbstverstdandlich hdngen die Kreuzsignalintensitdten der hetero-
nuklearen Korrelationsspektren nicht nur von der Effizienz der dipolaren Riickkopp-
lungssequenz, sondern auch von der anfinglichen >C/°N-Magnetisierung zum Beginn
der Mischzeit ab. Die grofle, fiir das Spektrum in Abb. 7.5 verwendete CP-Kontaktzeit
fiihrt sogar fiir °N-Kerne ohne direkt gebundenem Proton zu ’N—13C-Kreuzsignalen
mit detektierbarer Intensitdt, wie zum Beispiel N1,N9—C1’; Gy7 —Gcs,cs (siehe auch
Abb. 2.11). Alle erwarteten °N—!3C-Signale, die zum charakteristischen Konnektivi-

tatsmuster der verschiedenen Nukleotide fiihren, sind in diesem Spektrum klar erkenn-
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Abb. 7.6: 2D->N-13C-Korrelationsspektren der chemischen Verschiebung generiert mittels longitudinalem
Magnetisierungsaustausch bei einer Drehfrequenz von 15 kHz, unter Verwendung der symmetriebasier-

ten Rl81_74'3—DQ—Rﬁckkopplungssequenz. Die Spektren (a,b) wurden simultan aufgenommen, mit einer
CP-Kontaktzeit von 300 us, 1,13 ms Mischzeit, den numerisch optimierten R-Elementen aus Abb. 7.3a3
und 7.3b3, mit > N- und 3C-HF-Feldstiirken von 43 kHz, 64 Scans pro t1-Inkrement, 128 t;-Inkrementen,
einer w1-Spektralbreite von 14000 Hz und einer Regenerierungszeit von 2 s. Die Trigerfrequenzen wurden
in allen Experimenten in die Mitte der spektralen Fenster gesetzt. Zum Vergleich sind einige reprisentati-
ve Querschnitte der Spektren (a) und (b) gegeben, sowie eines unter dhnlichen experimentellen Bedingun-

gen generierten Spektrums aufgenommen mittels der Symmetrie R24, >0 ynd dem aus konventionellen

Rechteckpulsen zusammengesetzten R-Element {(7t/3)o(571/3)(71/3)0}**, einer Mischzeit von 1,2 ms
und mit N- und 3C-HF-Feldstiirken von 47 kHz.

bar. Erhebliche Relaxationsverluste bei langen CP-Kontaktzeiten konnen aber dazu fiih-
ren, dass die Kreuzsignale von sehr geringer Intensitédt sind. In solchen Situationen ist
die simultane Aufnahme von Signalen, die aus den Magnetisierungsiibertragungswe-
gen ("H—-BN—-13C) und (*H—BC—1°N) stammen, von Vorteil (Abb. 7.6). Obwohl die
kurze Kontaktzeit dazu fithrt, dass hauptsichlich nur Kreuzsignale, die von °N- und
13C_Kernen mit direkt gebundenem Proton herriihren, zu sehen sind, ist der Informa-
tionsgehalt beider Spektren zusammen vergleichbar mit dem aus Abb. 7.5. So sind im
Spektrum in Abb. 7.6b viele der *C-1°N-Korrelationssignale zu sehen, welche in Abb.
7.6a fehlen (zum Beispiel C1’—N1,N9). Dieses Experiment bildet die Grundlage fiir die
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Abb. 7.7: 2D-Projektionen aus gleichzeitig aufgenommenen 3D-PN-3C-13C- und BC-°N-'H-
Datensitzen von L-Histidin mit der Pulssequenz aus Abb. 7.2. Folgende Parameter wurden verwendet: ei-
ne CP-Kontaktzeit von 300 us, 32 Scans pro ti-Inkrement, 32 t1- und t-Inkremente, eine wq-Spektralbreite
von 20000 Hz und eine >N-/*3C-Triigerfrequenz von 120 ppm. Dipolarer *C-13C-Magnetisierungsiiber-
trag wurde mit der RFDR-Sequenz ohne 'H-Entkopplung durchgefiihrt. Der auf 12 ys skalierte Inversi-
onspuls aus Abb. 4.7 mit einer HF-Feldstirke von 100 kHz, xy-16-Phasenschema und eine Mischzeit von

TnSiCx:ZA ms wurden verwendet. Weitere Parameter entsprechen denen aus Abb. 7.5.

gleichzeitige Aufnahme von 3D-°N-13C-13C- und *C-1°N-1H-Spektren mittels der Puls-
sequenz aus Abb. 7.2. Das Prinzip wurde an einer L-Histidin-Probe getestet und entspre-
chende 2D-Projektionen der 3D-Daten sind in Abb. 7.7 dargestellt. Die experimentellen
Parameter entsprachen denen aus Abb. 7.5, wobei die RFDR-Sequenz aus Abb. 4.7 fiir
die dipolare ¥C-13C-Magnetisierungsiibertragung genutzt wurde. Wie erwartet, fiithrt

die kurze Mischzeit von Tncﬂlj

=1,1 ms nur zu Kreuzsignalen, welche von gebundenen
13C-15SN-Kernpaaren stammen. Da kein 'H-'H-Transfer stattfindet (Tnl;lilj = (), sind in den
Projektionen des 3D-13C-15N-1H-Spektrums (Abb. 7.7a,b) nur Kreuzsignale von direkt
gebundenen 3C-1°N-'H-Netzwerken zu sehen. Im Gegensatz dazu zeigen die Projektio-
nen des 3D-1°N-13C-13C-Spektrums (Abb. 7.7c,d) auch Signale, welche von weitergeleite-

tem Magnetisierungstransfer aufgrund der dipolaren *C-13C-Riickkopplung stammen.
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Falls deuterierte Proben zur Verfiigung stehen, konnen zusatzlich 'H-'H-Entfernungen
fiir austauschbare Protonen (zum Beispiel Amid-'H) unter Ausnutzung des 'H-Magne-
tisierungsaustauschs aufgrund von dipolaren Proton-Proton-Kopplungen wihrend der
Mischzeit T/H gemessen werden. Diese bilden die Grundlage fiir eine Charakterisierung
des untersuchten Proteins bzw. RNA.

In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dass effiziente dipolare 3 C—'>N-Riickkopp-
lungssequenzen nach der Auswahl passender Symmetrien erstellt werden kénnen. Es
sollte erwdahnt werden, dass es notwendig ist, eine sehr grofle Anzahl von passenden
Symmetrien zu untersuchen, um die bestmdgliche dipolare Riickkopplungssequenz mit
der geringsten HF-Feldstidrke zu generieren. Dies konnte das Ziel weiterer Arbeiten sein.
Fine weitere Anwendungsmoglichkeit der numerisch optimierten RN, *"*-Pulssequenzen
wurde unter Verwendung der in modernen Spektrometern vorhandenen Mdglichkeit,
verschiedene Signale mit mehreren Empfangern aufzunehmen, demonstriert. Die dar-
aus resultierenden °N-13C- bzw. 13C-1"N-Spektren liefern mehr Informationen als das
Einzelexperiment bei gleicher Messzeit, falls lange CP-Kontaktzeiten zu grofsen Signal-
verlusten fithren. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Resonanzzuordnungen und
Untersuchungen der globalen Faltung durch die gleichzeitige Aufnahme von 3D-°N-
1BC-13C- und ¥C-15N-('H)-'H-Korrelationsspektren in nur einem Messvorgang moglich
sind. Da das Augenmerk auf dipolarer Riickkopplung tiber eine grofie Bandbreite lag,
wurden in diesem Kapitel phasenmodulierte R-Elemente mit konstanter Amplitude ge-
nutzt. Dennoch kann diese Methode auch auf amplituden- und phasenmodulierte R-
Elemente ausgeweitet werden, welche zum Beispiel fiir die Erstellung von bandselekti-
ven Riickkopplungssequenzen notig sind [75]. Vorstellbar ist auch eine Ausweitung auf
Riickkopplungssequenzen, welche ohne simultane Einstrahlung von 'H-Entkopplung

anwendbar sind.
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Kapitel 8

MAS-Festkorper-NMR fiir RNA mit mehreren Emp-

fingern

8.1 Einleitung

Aufgrund der gut aufgeldsten chemischen Verschiebungen von *C- und ®N-Kernen
werden homo- und heteronukleare Abstandsmessungen zwischen diesen Kernen in
Strukturstudien mittels MAS-Festkorper-NMR verwendet. Kiirzlich veroffentlichte Ar-
beiten [13; 57; 59; 60; 83; 105] an vollstandig protonierten (13C, 1°N)-markierten Peptid-
/Proteinproben zeigen, dass auch Entfernungen zwischen rdumlich nahen 'H-Kernen
abschétzbar sind. Auch diese Methoden nutzen die bessere spektrale Auflosung von
13C- und ®N-Kernen. Allerdings werden hierbei die Korrelationen der chemischen Ver-
schiebung indirekt durch dipolare 'H-'H-Kopplungen vermittelt. Die in diesen Spek-
tren (im Allgemeinen als CHHC-, CHHN-, NHHC-, NHHN-Spektren bezeichnet) be-
obachteten Kreuzsignalintensitdten sind abhdngig von der rdumlichen Ndhe der Pro-
tonen, welche direkt an die jeweiligen beobachteten 3C-/!®N-Kernen gebunden sind.
Kirzlich veroffentlichte Resultate unserer Gruppe [88; 90] zeigen, dass solche Expe-
rimente auch betrdchtliches Potenzial fiir strukturelle Studien an RNA bieten. RNA-
Molekiile spielen eine entscheidende Rolle in vielen biologischen Prozessen und wei-
sen eine Vielzahl struktureller Eigenschaften auf. Die Tertidrstruktur ist gepragt durch
basengepaarte Bereiche, zum Beispiel in reguldre oder irreguldre helikale Abschnitte.
Die Identifizierung der Basenpaare sowie die Charakterisierung des zugrundeliegen-
den Wasserstoffbriickenbindungsmusters in RNA liefert somit wichtige strukturelle In-
formationen. Die verschiedenen kanonischen und nicht-kanonischen Basenpaarungen
in Nukleinsduren sind durch topologisch unterschiedliche Netzwerke starker dipola-

rer Proton-Proton-Kopplungen charakterisiert. Es wurde gezeigt, dass die Charakterisie-
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Abb. 8.1: Die in diesem Kapitel verwendete HF-Pulssequenz. Bei verschiedenen Anforderungen fiir die
spektrale Breite wy von 3C und >N lautet der Phasenzyklus der HF-Pulse und der Empfiinger wie folgt:
Gr=, -y Q2= ¥ Y, Y); §3 =Y, Y, -y, -y); pa = (16" x, 16™ -x); 5 = (16* -y, 16" y); 6 = (4* -y,
4*y); ¢7 = ¢pg = (8% -y, 8*y); (pr)N = (Pr)c = (%, -X, -X, X, =X, X, X, -X, -X, X, X, -X, X, -X, -X, X, -X, X,
X, -X, X, -X, =X, X, X, -X, -X, X, -X, X, X, -X). Falls die spektralen Breiten identisch sind, wird das {(90), —
(k — 1)ty — (90) pa)-Element im '3C-Kanal nicht verwendet, und der Phasenzyklus sieht wie folgt aus:
¢5 =-y; (Pr)N = (Pr)C = (X, -X, -X, X, -X, X, X, -X, -X, X, X, -X, X, -X, -X, X), wobei die anderen RF-Phasen
wie zuvor definiert sind. Die '¥C- und > N-Signale wurden in t, mittels der entsprechenden Empfinger
der zwei Kaniile aufgenommen.

rung solcher Wasserstoffbriickennetzwerke in RNA mittels Experimenten des Typs NH-
HN und NHHC durchgefiihrt werden kann [88]. Auflerdem wurde gezeigt, dass durch
CHHC-Experimente die Charakterisierung des glykosidischen Torsionswinkel x unter-
stiitzt wird. Dieser beschreibt die relative Orientierung der Base zum Riboseanteil {iber
die glykosidische Bindung. Zuitzlich konnten Aussagen iiber den Riboseanteil sowie
die helikalen Regionen der RNA getroffen werden [90]. Aufgrunddessen sind Daten von
Experimenten des Typs NHHN, CHHC und NHHC grundlegend in strukturellen Studi-
en an RNA. Typischerweise werden diese Experimente einzeln durchgefiihrt, wodurch
betrédchtliche Spektrometermesszeit benétigt wird, um Daten mit gutem Signal-Rausch-
Verhiltnis zu generieren. In diesem Kapitel wird eine effiziente Methode beschrieben,
um diese verschiedenen MAS-Festkorper-NMR-Datensitze gleichzeitig aufzunehmen.

Die Wirksamkeit wird anhand der (CUG)97-RNA demonstriert.

8.2 Numerische und experimentelle Methoden

Die HF-Pulssequenz, welche fiir die Durchfiihrung der soeben diskutierten Experimen-
te verwendet wurde, ist in Abb. 8.1 zu sehen. Durch den ersten Kreuzpolarisations-
schritt wird transversale 13C/1°N-Magnetisierung generiert. Diese entwickelt sich wih-

rend der t;-Zeitspanne unter dem Einfluss der chemischen Verschiebung bei gleich-
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Datensatz ¢ (¢s) $3 13C-Signal 1°N-Signal
1 $2(¢s) ¢3 (N+P) (N+P)

2 4)2(4)4)+900 473+900 (N-P)tl (N-P)tl

3 ¢2(¢4)+1800 4)3 '(N+P)f1 (N+P)t1

4 (Pz (¢4) +270° (P3 +90° -(N-P)tl (N-P)tl

Tab. 8.1: Phasenzyklus zur Aufnahme phasenempfindlicher Spektren sowie zur Separation der Modulatio-
nen der '3C- und > N-Signale wiihrend t,. Beide Empfiinger nehmen diese vier Datensiitze auf. Um CHHC-
und CHHN-Spektren zu erhalten, muss die Differenz der Datensiitze 3 und 1 als Realteil (N+P) sowie die
Differenz der Datensitze 4 und 2 als Imagindrteil (N-P) genutzt werden. Mittels Addition der Datensiitze
1 und 3 bzw. 2 und 4 erhilt man den Real- sowie Imaginirteil der NHHC- und NHHN-Spektren.

zeitiger 'H-Entkopplung. Der zweite CP-Schritt {ibertrédgt die so modulierte 13C/1°N-
Magnetisierung zuriick auf die Protonen. Die 'H-Magnetisierung wird dann in die z-
Achse ausgelenkt. Wahrend der Protonen-Spin-Diffusionszeit [60; 88; 90] T, findet lon-
gitudinaler 'H-Magnetisierungsaustausch aufgrund von dipolaren Proton-Proton-Kopp-
lungen statt. Die Proton-Magnetisierung am Ende von T,,;, wird zuriick in die transver-
sale Ebene rotiert. Der letzte CP-Schritt iibertragt die Polarisation der Protonen auf die
13C-/15N-Kerne, um die gleichzeitige Detektion mittels zweier Empfanger auszunutzen.
Das Experiment wird typischerweise mit sehr kurzen CP-Kontaktzeiten und Mischzei-
ten T,,;, durchgefiihrt, um weitergeleitete Magnetisierungsiibertragungen zu minimie-
ren. Aufgrunddessen erwartet man Kreuzsignale mit nennenswerter Intensitdt nur zwi-
schen Kernen, deren gebundene "H-Kerne weniger als =~ 3 A voneinander entfernt sind
[59; 60; 83; 88; 90; 105]. Das aus 90°-Pulsen und Pausen zusammengesetzte Element
{(90)x — (k —1)t; — (90)44}, welches auf den *C-Kanal eingestrahlt wird, wird ent-
fernt, wenn die benétigten w;-Spektralbreiten fiir die 1*C- und 1°N-Kerne identisch sind.
Falls sich diese unterscheiden, wird die Entwicklung der 1°N-Magnetisierung unter dem
Einfluss der chemischen Verschiebung zuerst gestartet, da die bendtigte spektrale Breite
der ®N-Kerne im Allgemeinen kleiner ist. Wahrend der Zeitspanne (k — 1)t; wird die
13C-Magnetisierung in der z-Achse gehalten. Das Verhltnis zwischen spektraler Breite
von BC- und N-Kernen wird durch den Parameter k bestimmt. Standardphasenzyklen
zur Selektierung der gewiinschten Kohdrenztransferwege und die States-Methode [100]
wurden zur Generierung von phasenempfindlichen Spektren verwendet. Fiir jedes In-
krement in #; wurden vier Datensédtze akquiriert und, wie in Tab. 8.1 und im Anhang
beschrieben, prozessiert. Dadurch konnten die Modulationen der 1BC- und 15N—Signale,
welche durch die zeitliche Entwicklung unter dem Einfluss der chemischen Verschie-

bung wahrend t; hervorgerufen wurden, separiert werden [24; 82; 110]. Die Luftkiihlung
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Abb. 8.2: Experimentelle (1) CHHC-, (b) NHHC-, (c) CHHN- und (d) NHHN-Spektren der (CUG)g7-
RNA generiert mittels der Pulssequenz aus Abb. 8.1. Folgende Parameter wurden im Experiment ver-
wendet: wi-Spektralbreiten von 3C und N wvon 8333,3 Hz bzw. 25000 Hz, eine Drehfrequenz von
25 kHz, CP-Kontaktzeiten von 200 us, eine Regenerierungszeit von 2 s, 256 Scans pro t1-Inkrement, 40 t;-
Inkremente und T,,;x=160 us. Die Zuordnungen der verschiedenen Resonanzen sind in den 1D-Spektren
angegeben, welche mit kurzen CP-Kontaktzeiten aufgenommen wurden. Eine schematische Darstellung
des verwendeten (CUG)g97-Molekiils und das GC-Watson-Crick-Basenpaarschema sind auch abgebildet.
Zusitzliche Details der spektralen Prozessierung sind im Anhang zu finden.

wurde bei einer Temperatur von ~ -50°C gehalten, was einer Probentemperatur von ca.
0°C bei einer Drehfrequenz von 33 kHz entspricht. Das Prozessieren der NMR-Daten
wurde mittels der NMRpipe-Software [21] durchgefiihrt.

8.3 Ergebnisse und Diskussion

In Abb. 8.2a-d sind die 3C-/!°N-Korrelationsspektren der chemischen Verschiebung
der (CUG)g7-Probe zu sehen, welche mit der Pulssequenz aus Abb. 8.1 aufgenommen
wurden. Es wurde eine Drehfrequenz von 25 kHz und eine Spin-Diffusionszeit von 160

us verwendet. Die Resonanzzuordnungen basieren auf fritheren Studien unserer Grup-
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pe [89]. Die beobachteten spektralen Charakteristika entsprechen den Erwartungen und
sind konsistent mit frither veroffentlichten Daten [88; 90]. Strukturell aussagekraftige
Schlussfolgerungen kénnen nicht nur aus der Prdasenz sondern auch aus der Abwesen-
heit von bestimmten Kreuzsignalen gezogen werden. Zum Beispiel deutet die Abwe-
senheit von Kreuzsignalen zwischen den aromatischen und Ribose-C1’-Kohlenstoffen
im CHHC-Spektrum (Abb. 8.2a) auf einen x-Winkel im anti-Bereich hin [90]. Eben-
so sind die C8/C6- (aromatische Kohlenstoffe) < C2’/C3’- (Riboseanteil) Kreuzsigna-
le klar erkennbar. Diese konnen entweder aufgrund sequentieller oder Intranukleotid-
Wechselwirkungen entstehen, da die Abstdnde der entsprechenden Protonen innerhalb
der Detektionsgrenze von 3 A liegen, wenn der x-Winkel im anti-Bereich vorliegt [90].
Im NHHN-Spektrum (Abb. 8.2d) sieht man das Kreuzsignal zwischen Guanin-Imino
(GnN1)- und Cytosin-Amino (Cpy)-Stickstoff. Dies ist ein Merkmal fiir Watson-Crick-GC-
Basenpaare, in denen sich das Guanin-Iminoproton in rdumlicher Ndhe zum Cytosin-
Aminoproton des gegeniiberliegenden Stranges befindet [98]. Die spektralen Charak-
teristika der CHHN- (Abb. 8.2b) und NHHC- (Abb. 8.2c) Daten entsprechen ebenfalls
den Erwartungen. Aufgrund der geringeren Sensitivitdt von °N-Detektion sind die im
CHHN-Spektrum auftretenden Signalintensitdten typischerweise geringer als die ent-
sprechenden Intensititen im NHHC-Spektrum. Mit dem Winkel x im anti-Bereich ist
die intranukleotide Entfernung zwischen dem Guanin-H1” und dem sich nicht in einer
Wasserstoffbriickenbindung befindenden Guanin-Aminoproton grofer als 4 A. Deswe-
gen wird kein Intranukleotid-Kreuzsignal zwischen dem Guanin-Aminostickstoff (Gy»)
und Ribose-C1’-Kohlenstoff im NHHC-/CHHN-Spektrum erwartet. Dennoch ist aus
Fliissigkeits-NMR-Studien bekannt, dass sich in einer A-Form-Helix das Guanin-Ami-
noproton, welches keine Wasserstoffbriickenbindung eingeht, in rdumlicher Ndhe zum
Ribose-H1’-Proton des benachbarten Nukleotids des gleichen Strangs befindet [39]. Des-
halb ist die Prdsenz dieses Kreuzsignals im Spektrum konsistent mit der A-helikalen
Konformation dieser RNA [90]. Ein weiteres starkes Kreuzsignal ist zwischen dem Ami-
no-Stickstoff (Cys) und dem aromatischen C5-Kohlenstoff (Ccs) von Cytosin in den
NHHC-/CHHN-Spektren zu erkennen. Dieses resultiert aus der geringen Entfernung
zwischen dem Aminoproton, welches sich nicht in einer Wasserstoffbriickenbindung
befindet, und dem aromatischen H5-Proton von Cytosin und erlaubt die Zuordung die-
ser Resonanzen. Obwohl Kreuzsignale nur zwischen Kernen auftreten sollten, welche
an Protonen gebunden sind, zeigt das NHHC-Spektrum eine Reihe von Kreuzsignalen

zwischen Stickstoffen und quaterndren Kohlenstoffen ohne direkt gebundene Protonen.
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Diese resultieren aus Magnetisierungstibertragung wahrend des letzten CP-Schrittes
[96]. Mittels der in dieser Studie verwendeten kurzen CP-Kontaktzeit entstehen solche
Kreuzsignale hauptsédchlich durch heteronukleare dipolare Wechselwirkungen tiber kur-
ze Entfernungen innerhalb eines Nukleotides und bieten somit eine bequeme alternati-
ve Methode zur Zuordnung vieler der wichtigen quaterndren Kohlenstoffresonanzen in
RNA. Diese Signale konnen durch eine weitere Reduzierung der CP-Kontaktzeit unter-
driickt werden. Allerdings war in unseren Untersuchungen ersichtlich, dass dies auch
zu zu einer Abnahme der Intensitdten anderer Signale von Interesse fiihrt. Es sollte auch
erwdahnt werden, dass es bei separater Durchfithrung der Experimente moglich ist, die
CP-Kontaktzeiten der 1*C- bzw. I°N-Kerne unabhéngig voneinander zu optimieren. Nor-
malerweise benétigt die 'H-13C-Kreuzpolarisation eine kiirzere CP-Kontaktzeit als die
'H->N-Polarisationsiibertragung. Bei der in dieser Studie verwendeten Drehfrequenz
von 25 kHz wurde experimentell eine CP-Kontaktzeit von 200 us als optimal ermittelt,
um zufriedenstellende Ubertragung zu 3C- und ®N-Kernen gleichzeitig zu erreichen.
Mit solch kurzen CP-Kontaktzeiten zeigten sich keine erheblichen Signalverluste wéah-
rend gleichzeitiger 'H — 12C-, 1°N-Kreuzpolarisation.

Die Verfiigbarkeit solch komplementérer Datensitze ist auch hilfreich, um eine detaillier-
te quantitative Analyse der Kreuzsignalintensitdten in Abhédngigkeit von der Mischzeit
durchzufiihren. Zum Beispiel kann eine Analyse der beobachteten Kreuzsignalintensita-
ten im NHHN-Spektrum (Abb. 8.2d) zu fehlerhaften Resultaten fiihren, falls ausschliefs-
lich ein dipolares Spin-Netzwerk von mit 1°N-Kernen gekoppelten Protonen berticksich-
tigt wird. Das NHHC-Spektrum (Abb. 8.2c) zeigt ndmlich klar die Prasenz eines viel gro-
eren homo- und heteronuklearen dipolaren Spin-Netzwerkes auf, in dem die Protonen
ebenso mit >C- und ®N-Kernen gekoppelt sind. Also ist die gleichzeitige Aufnahme
aller relevanter Kreuzsignalintensitdten der verschiedenen Datensidtze notwendig, um
'H-'H-Distanzen quantitativ zu bestimmen.

Im Kontext von Fliissigkeits-NMR-Studien wurde kiirzlich demonstriert, dass die Mess-
zeit mittels gleichzeitiger Aufnahme von Signalen verschiedener Kerne reduziert wer-
den kann [56]. Dieses Kapitel zeigt, dass diese Methode auch in der Festkorper-NMR-
Spektroskopie, zum Beispiel zur zeiteffizienten Aufnahme mehrdimensionaler Korrela-
tionsspektren, hervorragend einsetzbar ist. Zusatzlich wird ein geeigneter Phasenzyklus
verwendet, um die Signale der 3C- bzw. '>N-Magnetisierung gleichzeitig zu erhalten,
welche wihrend der ti-Zeitspanne unter dem Einfluss der chemischen Verschiebung

moduliert werden. Es wurde gezeigt, dass in einem einzigen Experiment eine Vielzahl
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von strukturellen Informationen und Resonanzzuordnungen von (1B3C, N)-markierten
RNA gewonnen werden konnen. Obwohl die hier aufgezeigte Methode im Kontext von
RNA demonstriert wurde, kann ist sie ebenso geeignet, Datenaufnahmezeiten in Expe-

rimenten an Peptiden und Proteinen zu verringern.
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Kapitel 9

Zusammenfassung

Das grundlegende Ziel der Arbeit war die Entwicklung und Verbesserung homo- und
hetereonuklearer Riickkopplungssequenzen zur Erzeugung von Korrelationsspektren
der chemischen Verschiebung, welche fiir Strukturstudien an biomolekularen Systemen
unter Verwendung hoher MAS-Frequenzen genutzt werden kénnen.

In einem ersten Schritt wurden die Moglichkeiten zur Aufnahme von '3C-13C-Korre-
lationsspektren der chemischen Verschiebung mittels Inversionspulsen mit niedrigem
HF-Leistungsfaktor untersucht. Diese Untersuchungen bauten auf fritheren Studien un-
serer Arbeitsgruppe auf [92], in denen durch Durchfiithrung von Korrelationsexperi-
menten ohne 'H-Entkopplung wihrend der Mischzeit Interferenzen zwischen dem Ent-
kopplungs- und Riickkopplungskanal verhindert wurden. Dies fiihrte zur Verringerung
von Signalverlusten. Allerdings besitzt der dort verwendete tanh/tan-Puls einen ho-
hen HF-Leistungsfaktor. Daher konnen solche Mischsequenzen potentiell Schdden an
der Probe und/oder der NMR-Technik verursachen. In diesem Zusammenhang wurde
hier eine Vielzahl von adiabatischen Pulsen mit verschiedenen Amplituden- und Fre-
quenzprofilen sowohl fiir longitudinalen als auch fiir transversalen Magnetisierungs-
tibertrag getestet. Zusammenfassend hat sich gezeigt, dass adiabatische Pulse mit nied-
rigem HF-Leistungsfaktor fiir longitudinalen Magnetisierungsaustausch ohne 'H-Ent-
kopplung vorteilhaft sind. Hingegen sind adiabatische tanh/tan-Pulse in transversalen
Mischsequenzen ohne heteronukleare Entkopplung effektiver. Die Ursache dieser Unter-
schiede konnte durch Betrachtung der Trajektorie der relevanten Magnetisierungskom-
ponente gekldrt werden. Diese hat einen entscheidenden Einfluss auf die Gesamtleistung
der Mischsequenz.

Weiterhin wurde gezeigt, dass breitbandige, phasenmodulierte Inversions- und Univer-

salrotationspulse mittels globaler Optimierungsprozeduren wie den Genetischen Algo-
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rithmen unter Beriicksichtigung der zur Verfiigung stehenden HF-Feldstdrke konstru-
iert werden konnen. Diese konnten effektiv in Mischsequenzen zur Riickkopplung di-
polarer Wechselwirkungen eingesetzt werden. Auf diesen Ergebnissen aufbauend wur-
de gezeigt, wie das Potenzial der symmetriebasierten Methode genutzt werden kann,
um effiziente und breitbandige Mischsequenzen auch fiir hohe MAS-Frequenzen zu
konstruieren. Hierbei wird das Basiselement einer symmetriebasierten Sequenz opti-
miert, um effektive Magnetisierungsiibertragung zu erreichen. Experimentelle Anforde-
rungen und Einschrankungen wie Rotationsfrequenz, Resonanzoffset, CSA-Werte und
Kompensation von Bi-Inhomogenititen werden dabei berticksichtigt. Mit Inversions-,
Universalrotations- und 360°-Pulsen als Startwerte der Optimierung wurden effizien-
te homonukleare CNY- und RN}-Mischsequenzen sowie heteronukleare RN,*"*-Riick-
kopplungssequenzen generiert. Es zeigte sich, dass die Effektivitat der optimierten CNy -
und RN} -Sequenzen vergleichbar war. Um die bestmogliche Losung zu finden, wur-
den zwei ebenbiirtige Varianten genutzt, das Phasenmodulationsprofil der Basiselemen-
te darzustellen: (i) als Teilsumme einer Fourierreihe oder (ii) eingeteilt in eine kleine
Zahl kurzer Intervalle gleicher Lange. Die zufriedenstellende Leistung der numerisch
optimierten Sequenzen wurde anhand der Ergebnisse der Simulationen sowie anhand
von Korrelationsexperimenten der chemischen Verschiebung von L-Histidin, L-Arginin
und der (CUG)g97-RNA auch im Vergleich zur Verwendung von konventionellen Recht-
eckpulsen gezeigt. Die vorgestellte Optimierungsmethode ist an die experimentellen
Gegebenheiten anpassbar und erweiterbar auf verschiedene andere Riickkopplungsse-
quenzen. Vorstellbar ist zum Beispiel die Anwendung auf heteronukleare dipolare Riick-
kopplungssequenzen der REDOR-Variante [30] mit Unterdriickung der Effekte der che-
mischen Verschiebung und der homonuklearen dipolaren Kopplung, welche auch zur
Riickkopplung der CSA genutzt werden konnen. Die Ersetzung der lokalen Optimie-
rung durch globale Optimierungsprozeduren konnte das Ziel zukiinftiger Studien sein.
Diese Arbeit beschiftigt sich dartiber hinaus mit der in modernen Spektrometern vor-
handenen Moglichkeit, verschiedene Signale mit mehreren Empfangern simultan auf-
zunehmen. Mithilfe von numerisch optimierten RN,;*""*-Pulssequenzen wurden sowohl
N-13C- als auch *C—1°N-Korrelationsspektren gleichzeitig erzeugt. Diese Spektren
liefern mehr Informationen als das Einzelexperiment bei gleicher Messzeit, falls lange
CP-Kontaktzeiten zu erheblichen Signalverlusten fithren. Weiterhin konnte gezeigt wer-
den, dass die gleichzeitige Aufnahme von 3D-1°N-13C-13C- und 3C->N-(*H)-'H-Korre-

lationsspektren moglich ist. Somit konnen in nur einem Messvorgang Resonanzzuord-
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nungen getroffen und Untersuchungen der globalen Faltung durchgefiihrt werden. Eine
weitere Anwendung mehrerer Empfanger ist die gleichzeitige Aufnahme von CHHC-,
NHHN-, NHHC- sowie CHHN-Spektren. Mit solchen Experimenten ist es moglich, das
Wasserstoffbriickenbindungsmuster und den glykosidischen Torsionswinkel x in RNA
zu charakterisieren. Zusitzlich kdnnen Aussagen iiber den Riboseanteil sowie die heli-
kalen Regionen getroffen werden. Dies wurde anhand der (CUG)g7-RNA demonstriert.
Die gleichzeitige Aufnahme aller relevanten Kreuzsignale der Korrelationsspektren fiihrt
nicht nur zu erheblicher Zeitersparnis, sondern ist auch zur quantitativen Bestimmung

von 'H-1H-Distanzen notwendig.
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Anhang A

Weitere Phasenmodulationsprofile

5 13C 15N
180° 235 b1)
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Abb. A.1: Zusitzlich zu Kap. 7 numerisch optimierte Phasenmodulationsprofile der symmetriebasierten
Sequenzen (al, b1) R141_33’4, (a2, b2) RZO , (a3, b3) R24_57 und (a4, b4) RI6_74 Folgende Parameter
wurden in der Optimierung verwendet: eine Zeeman Feldstarke entsprechend einer ' H-Frequenz von 500
Mhz, eine Drehfrequenz von (al,b1; a2,b2; a3,b3) 15 kHz bzw. (a4,b4) 20 kHz, Pulslingen von 61,9; 30,0;
61,1 bzw. 59,4 us, Resonanzoffsetbereiche von (al,bl; a2,b2; a4,b4) (£ 5 kHz / = 5 kHz) bzw. (a3,b3)
(+ 5 kHz / + 1 kHz) fiir 13C- / 'N-Kerne, 13C- / 'N-HF-Feldstiirken von (44 kHz / 44 kHz), (35 kHz
/ 35 kHz), (25 kHz / 15 kHz) bzw. (45 kHz / 45 kHz) und (al,bl; a4,b4) nominale bzw. (a2,b2; a3,b3)
grofie CSA-Werte (siehe Abb. 7.3). Die HF-Phasenwerte der 20 Einzelintervalle der Basiselemente sind im
Folgenden gegeben.
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Anhang B

HF-Phasenwerte

Abb. 5.1
a) 0,00; -74,36; 56,25; 68,01; -49,16; 29,37; 60,15; 56,25; 48,37; 32,18; 43,69; 8,82; -167,09; 36,93; -
157,27; 168,84; -74,36; -151,83; -139,18; -142,11; -131,59; -167,09; -175,88; 160,72; -163,79

b) 0,00; 18,88; -6,07; -21,74; -6,07; -35,76; -65,12; -34,79; -65,12; -34,79; -64,33; -40,95; 141,15; 132,08;
141,15; 136,27; 136,27, 141,15; 132,08; 123,77; 132,08; -139,63; -171,62; -139,63; -171,62

¢) 0,00; 0,00; 0,00; 60,71; 50,89; 51,17; 67,28; 81,48; 67,28; 50,89; 62,46; 81,48; -87,09; -87,09; -142,63;
-116,83; -116,83; -91,11; -93,35; -116,83; -116,83; -133,93; 160,96; -142,63; 160,96

d) 0,00; -3,39; -34,85; -73,48; -78,80; -107,08; -78,80; -107,24; -107,24; -73,48; -72,06; -107,08; -78,80;
62,38; 86,07; 86,07; 86,07; 90,85; 104,12; 90,85; 90,85; 94,08; 120,82; 162,93; 162,93

i) 0,00; 17,65; 4,94; 0,00; 17,30; 1,45; 4,94; 9,05; 4,94; 4,94; 0,00; 7,76; -0,71; -1,24; 1,45; -32,90; -29,34;
-29,34; -58,41; -26,80; -65,61; -65,61; -58,41; -58,41; -47,39

j) 0,00; -9,08; -9,38; 0,00; -24,81; -9,58; -9,38; -18,31; -31,36; -9,38; -9,38; -9,38; -19,83; -38,66; -27,85;
-28,98; -18,31; -39,61; -62,61; -54,99; -62,61; -96,24; -77,16; -77,16; -94,64

k) 0,00; 0,00; -11,55; 5,15; 0,00; -11,55; -9,41; -8,86; -8,86; -7,04; -7,46; -11,55; 0,00; 9,16; 0,00; 0,00;
-7,04; 29,57; 29,57; 41,29; 44,89; 44,89; 75,05; 75,05; 71,39

1) 0,00; -12,79; -16,82; -3,56; -12,79; 0,00; -5,67; 0,00; -0,36; -0,36; 24,13; -3,03; 0,00; -0,36; 23,69; 23,69;
37,08; 24,13; 61,82; 47,59; 70,27; 84,74; 72,81, 76,90; 72,81

Abb. 5.2
a) 0,00; 37,93; 78,14; -53,70; -68,25; -91,10; -82,97; 0,00; -46,86; 82,08; 98,21; -112,64; -101,48; 150,39;
98,21; 37,93; 120,30; -98,11; 131,60; 98,21; 82,08; 120,30; -91,10; -151,92; -171,27

b) 0,00; -11,41; -8,41; 142,52; 126,20; -46,66; -75,53; -75,53; -127,76; -35,69; -82,06; 50,77; 93,26; -
156,14; 98,28; 51,15, -137,17; 57,21, -12,81; 112,37, 126,07; 51,15; -126,27; -160,99; 142,52

c) 0,00; 67,71; 71,87; 99,42; 104,94; -4,70; -56,71; -68,63; -42,56; -1,54; -140,62; 149,97; -0,39; -56,71;
28,21; 34,56; 38,31; 69,06; -1,54; -90,16; -90,16; -80,56; -107,93; 38,31, -56,71

d) 0,00; -59,41; -59,23; -59,23; 102,57; 134,53; 87,63; 0,00; -129,20; -59,23; -141,52; -71,82; -59,23; 87,63;
87,63; -174,64; 91,47; 59,10; 14,84; 87,63; 59,10; 179,23; 169,88; -153,42; 102,57

i) 0,00; 8,98; 0,00; -34,82; 2,29; 13,68; 10,93; -27,15; 6,74; 43,12; 43,12; 44,08; 74,61; 74,02; -18,72;
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54,45; 13,68; 3,94; 77,28; 2,29; 36,71, -53,01; -106,16; -91,77; 0,00

j) 0,00; 59,69; 62,00; 72,91; 59,69; 95,62; 95,62; 95,62; -2,87; 0,55; -2,87; 19,88; 49,23; 35,05; -2,46; -2,87;
41,17, 19,88; 49,23; 73,34, -2,87; 129,25; 168,35; 95,62; 158,95

k) 0,00; 1,06; -155,99; -88,66; -82,95; -77,39; -71,19; -115,24; -59,81; -6,82; 1,06; -39,81; 1,06; -43,96;
1,06; -70,20; -39,81; -97,19; -26,13; -37,64; -26,13; -127,44; 173,75; 158,20; -155,99

1) 0,00; -14,89; 25,14; -76,04; 0,00; 20,93; -30,26; 0,23; 105,10; 82,52; 31,97; 95,64; 90,15; 65,03; 31,97;
25,14; 20,93; 102,41; 50,65; 43,78; -30,26; 13,02; -150,74; -92,95; -73,81

Abb. 5.3
a) 0,00; -1,40; 0,08; -2,50; 12,88; -41,49; 35,49; -178,64; -174,43; 13,80; 123,28; 21,00; 23,30; 14,46;
12,09; 38,41; 108,98; 133,65; 171,10; 143,60; 138,35; 128,09; 119,29; 116,71; 111,94

d) 0,00; 3,37; -0,71; -2,56; -11,53; 69,19; -158,57; -7,35; -2,62; 0,27; 3,19; 2,87; 4,96; 20,27; 51,39; 76,62;
84,42; 95,67; 104,77; 104,87; 81,95; 76,28; 68,89; 61,66; 60,38

Abb. 5.5

a) 0,00; 75,23; 115,72; 135,79; 147,37; 130,59; 154,29; 156,31; 151,99; 175,53; -159,34; -130,10; -115,51;
-115,62; -115,41; -114,17; -113,84; -115,82; -115,61; -115,75; -116,57; -122,33; -125,66; -123,43; -118,10
e) 0,00; 84,36; 131,32; 159,90; 178,26; -165,34; -147,94; -131,78; -120,62; -109,23; -115,35; -106,13;
-123,44; -123,80; -149,59; -114,42; -95,57; -93,84; -85,27; -75,44; -92,80; -120,05; -129,22; -130,96; -
127,32

Abb. 6.1
a) -6,94; 107,78; 123,44; 144,25; 130,31, -34,03; -28,41; 32,44; -9,34; -9,34

b) 44,18; -72,21; -127,74; -159,91; -136,27; 60,73; -12,22; 4,80; 32,96; 4,80

c) 17,19; -77,83; 174,13; 174,13; 174,13; 12,03; -43,92; 12,03; 12,03; 12,03

d) 1,86; 99,11; -113,76; 159,24; -125,24; 99,11; -5,11; 9,07; 1,22; 1,22

i) -35,50; -123,18; -101,20; -52,42; -138,20; 50,54; 93,95; 108,73; -11,37; 15,95

j) -113,51; 103,67; -76,86; -106,35; -79,73; -122,86; -89,17; -123,92; 19,41; -5,84

k) 105,76; 105,76; -96,63; -96,63; -94,56; -96,63; -116,52; -118,04; -14,95; -4,79

1) 117,69; 59,07; 117,69; -4,61; 176,41, -152,22; -4,61; 110,49; 15,16; -2,06

Abb. 6.2

al) 0,00; 64,26; 87,62; 95,70; 68,90; -128,82; 110,35; -3,00; -133,15; -50,81; 70,28; -75,53; -84,50; -152,96;

-143,41; 179,23; -171,02; -144,28; -178,98; 165,01

a2) 0,00; -12,14; 62,36; -97,65; -5,18; 123,82; -30,52; -178,23; -145,67; -129,28; -137,00; -157,25; -155,66;
-152,13; -152,73; -150,21; 119,77; -66,12; -94,57; -79,14

a3) 0,00; -1,93; 16,18; 145,05; 173,23; 112,84; 113,48; 92,68; 88,70; 81,24; 96,55; 106,27; 121,95; 127,19;
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-86,05; 96,24; -94,68; -69,38; -46,23; -39,84

a4) 0,00; 9,65; -23,04; 109,84; -97,24; 171,97; -171,29; -113,16; -128,17; -71,48; -81,05; -98,83; -94,56;
-102,51; -120,04; -103,72; 62,32; 132,90; 72,62; 47,46

Abb. 6.4
al) 0,00; 22,34; 49,60; 54,16; 54,70; 17,95; 14,72; 58,84; 74,94; 39,97

a2) 0,00; -35,21; -52,88; -59,33; -66,68; -42,00; -18,42; -83,60; -75,65; -70,33

a3) 0,00; 25,97; 57,92; 64,13; -3,89; 39,89; 40,49; 21,55; -6,35; 2,53

a4) 0,00; 135,18; 144,80; 154,40; 164,58; 177,88; 77,13; 139,12; 125,59; 81,95

ab) 40,81; 22,29; 1,04; -11,08; -18,83; -16,95; 9,25; 33,11; 12,55; -28,88; -35,97; -10,15; 5,64
dementsprechende Fourierkoeffizienten: al=13,73; a2=2,79; a3=18,17; a4=14,45; a5=-14,79; a6=9,05;
a7=1,86; a8=-1,68

Abb. 7.3

al) 122,43; 134,35; 150,87; 168,34; -166,38; -143,93; -144,01; -131,45; -134,12; -124,43; -132,60; -129,23;
-142,08; -81,19; -150,60; 177,35; 160,90; 150,15; 139,29; 137,26

b1) 58,24; 49,99; 37,49; 18,53; 2,66; -53,85; -24,88; -43,95; -45,57; -48,89; -38,70; -38,44; -41,20; -62,02;
-16,51; 2,44, 19,77; 32,87, 47,49; 67,57

a2) 53,43; -3,03; -29,86; -51,04; -50,67; -39,14; -37,64; -65,70; -101,15; 168,62; -163,49; -112,84; -85,91;
-76,95; -95,20; -111,91; -134,33; -149,03; 152,25; 58,51

b2) -93,98; -58,64; -9,43; 10,21; 7,59; -47,80; -15,06; 141,65; -127,33; -78,45; -60,12; -19,36; 35,51; 13,50;
-23,08; -32,13; -49,10; -25,74; -19,77; 25,08

a3) -14,12; -55,67; -106,10; -123,95; -113,49; -122,79; -105,77; -83,53; -175,08; 88,56; 79,63; 120,58;
-52,85; -59,68; -67,05; -72,30; -63,37; -40,12; -18,95; 42,22

b3) -134,51; 167,59; -75,95; -40,31; -60,32; -63,84; -70,42; -3,66; 113,29; 20,90; -25,51; -54,11; 26,58;
27,15; 31,56; 14,24; 20,23; 17,96; -41,09; -74,22

a4) 134,45; 141,21; 156,93; 178,34; -156,87; -143,35; -130,58; -126,74; -112,27; -159,11; -53,40; -157,47;
-106,61; -127,91; -135,29; -163,32; 173,02; 152,08; 143,07; 139,83

b4) -42,76; -51,92; -62,16; -84,62; -106,81; -124,25; -134,56; -141,72; -145,18; -146,37; -146,00; -143,48;
-138,62; -132,66; -122,82; -106,47; -84,88; -61,26; -50,86; -39,68

Abb. 7.4
al) -12,40; -4,24; -14,86; -89,50; -86,05; -137,47; -137,91; -169,71; 161,74; 157,76, 149,98; 163,84; 166,57;
-101,44; -96,94; -137,07; -85,23; -149,57; 176,36; 143,17

b1) -57,19; -64,26; -79,76; 24,33; 29,94; -35,16; 50,62; 45,72; 40,76; 20,08; -115,75; -131,11; - 162,60;
-160,77; -166,94; -127,36; -135,42; -122,41; -65,56; -51,88

a2) 106,54; 61,64; 143,93; 179,01; 153,24; -89,69; -3,49; -45,60; -36,04; -26,97; -32,20; -7,32; 10,22;
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11,22; 25,39; 21,11; 56,70; -171,77; -160,77; -143,47

b2) 177,03; 85,57; 174,76, 137,09; 70,25; 23,38; -91,29; -80,09; -80,99; -61,36; -44,42; -42,37; - 25,18;
175,04; -45,86; 169,79; 134,24; -74,02; -98,00; -104,19

a3) -53,15; -45,98; -124,42; -163,81; -177,14; -178,29; -171,33; 174,28; -162,20; -126,63; -10,51; 5,09;
31,51; 138,05; 158,79; 140,96; -77,15; -51,20; 179,10; 177,71

b3) -131,88; -149,74; -38,68; -102,58; -8,91; -26,51; -33,14; -29,14; -21,24; -55,91; -81,69; - 45,43; -21,05;
-126,70; -62,11; -66,92; 76,04; 101,03; 141,52; 149,74

Abb. A1
al) -120,47; -167,93; -26,98; -44,03; 6,98; 8,58; -9,71; 4,69; -85,04; -37,33; -13,39; 43,22; 44,08; 35,48;
31,10; -47,11; 23,68; -16,19; 102,60; 73,53

b1) 49,26; 17,51; -16,28; -38,16; -6,19; 12,88; 54,12; 45,35; 22,39; -41,30; -38,11; -41,75; 32,54; 5,30;
31,62; 33,47; 37,01; 29,94; -67,54; -39,99

a2) 109,14; 118,95; 128,18; 156,57; 171,04; -161,18; -158,95; -143,71; -154,66; -145,20; -145,59; -149,52;
-118,64; -179,21; -127,63; 151,10; 146,43; 130,57; 121,22; 120,26

b2) 42,53; 33,86; 12,37; 7,27, -18,02; -45,07; -66,55; -66,41; -63,97; -45,70; -68,53; -53,67; - 60,33; -74,79;
-36,86; -7,06; -0,57; 8,42; 37,21; 48,47

a3) 99,93; 109,17; 151,29; 70,51; -53,94; 104,46; -160,13; 121,34; 132,26; 131,30; 134,12; 139,90; 145,12,
20,54; 110,32; -108,00; 24,99; -53,67; -18,33; -34,58

b3) -93,25; -90,31; -84,78; -66,18; -82,47; -15,22; 149,60; -48,67; 12,26; 61,70; -143,31; 143,18; - 165,05;
167,27; -153,20; -112,13; -100,72; -100,07; -98,22; -101,76

a4) 79,14; 49,06; 3,19; 28,90; 23,57; -4,48; -94,46; -96,18; -66,44; -36,69; -43,41; -14,73; -102,55; -71,72;
-29,35; 11,23; 31,30; 18,98; 62,62; 48,55

b4) -139,72; -112,65; -23,49; -30,15; 27,71; 31,07; 140,03; -30,21; -89,94; -99,29; -136,06; - 99,07; -
146,84; -12,95; 15,02; 10,71; -22,92; -31,92; -147,05; -131,35
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Anhang C

Tabelle Symmetrien

N n wvs v v=15kHz v,=20kHz ‘ ‘ N n wvs v v=15kHz v,=20kHz
9 14 -1 6 429 32,1 13 20 -1 8 43,3 32,5
16 -5 -4 37,5 28,1 20 2 5 43,3 32,5
16 3 4 37,5 28,1 22 -10 -3 394 29,5
10 16 -1 7 41,7 31,3 2 -8 -5 394 29,5
2 -7 -3 30,3 22,7 22 -1 10 394 29,5
22 4 8 30,3 22,7 22 1 8 39,4 29,5
11 14 -2 5 52,4 39,3 22 3 6 394 29,5
16 -7 -4 45,8 34,4 24 9 4 36,1 27,1
16 1 4 45,8 344 24 -8 -5 36,1 27,1
18 -8 -3 40,7 30,6 24 -7 -6 36,1 27,1
18 -1 8 40,7 30,6 24 3 8 36,1 27,1
18 1 6 40,7 30,6 24 4 7 36,1 27,1
20 -7 4 36,7 27,5 24 5 6 36,1 27,1
20 -6 -5 36,7 27,5 14 16 -3 5 58,3 43,8
20 3 6 36,7 27,5 20 9 -5 46,7 35,0
20 4 5 36,7 27,5 20 1 5 46,7 35,0
24 -8 -3 30,6 22,9 22 -2 10 42,4 31,8
24 -7 -4 30,6 22,9 22 -1 9 424 31,8
24 -6 -5 30,6 22,9 24 -11 -3 38,9 29,2
24 4 9 30,6 22,9 24 -1 11 38,9 29,2
24 5 8 30,6 22,9 24 1 9 38,9 29,2
24 6 7 30,6 22,9 15 14 -4 3 714 53,6
12 20 9 -3 40,0 30,0 16 4 5 62,5 46,9
20 -7 -5 40,0 30,0 16 -3 4 62,5 46,9
20 -1 9 40,0 30,0 18 -8 -7 55,6 41,7
20 1 7 40,0 30,0 18 -5 8 55,6 41,7
20 3 5 40,0 30,0 18 -4 7 55,6 41,7
22 -8 4 36,4 27,3 18 -2 5 55,6 41,7
22 3 7 36,4 27,3 18 -1 4 55,6 41,7
13 14 -3 4 61,9 46,4 18 1 2 55,6 41,7
16 -4 7 54,2 40,6 22 -10 -5 45,5 34,1
16 -1 4 54,2 40,6 2 9 -6 45,5 34,1
18 -7 -6 48,1 36,1 2 2 9 45,5 34,1
18 -2 7 48,1 36,1 22 1 6 45,5 34,1
18 2 3 48,1 36,1 22 2 5 45,5 34,1
20 -8 -5 43,3 32,5 24 -11 4 41,7 31,3
20 -2 9 43,3 32,5 24 -10 -5 41,7 31,3

106



15 24
24
24
24
24
24

16 20
20
20
20
20
22
22

17 14
16
16
18
18
18
20
20
20
20
22
22
22
22
22
24
24
24
24
24
24

18 16
20
20
22
22

19 14
16
16
18
18
18
20
20
20
20
22

23 16
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41,7
41,7
41,7
41,7
41,7
41,7
53,3
53,3
53,3
53,3
53,3
48,5
48,5
81,0
70,8
70,8
63,0
63,0
63,0
56,7
56,7
56,7
56,7
51,5
51,5
51,5
51,5
51,5
47,2
47,2
47,2
47,2
47,2
47,2
75,0
60,0
60,0
54,5
54,5
90,5
79,2
79,2
70,4
704
70,4
63,3
63,3
63,3
63,3
57,6
95,8

31,3
31,3
31,3
31,3
31,3
31,3
40,0
40,0
40,0
40,0
40,0
36,4
36,4
60,7
53,1
53,1
47,2
47,2
47,2
42,5
42,5
42,5
42,5
38,6
38,6
38,6
38,6
38,6
35,4
35,4
35,4
35,4
35,4
35,4
56,3
45,0
45,0
40,9
40,9
67,9
59,4
59,4
52,8
52,8
52,8
47,5
47,5
47,5
47,5
43,2
71,9
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19 22
22
22
22
24
24
24
24
24
24

20 22
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24
24
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24
24
24

21 16
16
18
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57,6
57,6
57,6
57,6
52,8
52,8
52,8
52,8
52,8
52,8
60,6
60,6
55,6
55,6
55,6
55,6
55,6
55,6
87,5
87,5
77,8
77,8
77,8
77,8
77,8
77,8
70,0
70,0
70,0
70,0
63,6
63,6
63,6
63,6
63,6
58,3
58,3
58,3
58,3
58,3
58,3
58,3
58,3
91,7
73,3
73,3
61,1
61,1
61,1
109,5
63,9

43,2
43,2
43,2
43,2
39,6
39,6
39,6
39,6
39,6
39,6
45,5
45,5
41,7
41,7
41,7
41,7
41,7
41,7
65,6
65,6
58,3
58,3
58,3
58,3
58,3
58,3
52,5
52,5
52,5
52,5
47,7
47,7
47,7
47,7
47,7
43,8
43,8
43,8
43,8
43,8
43,8
43,8
43,8
68,8
55,0
55,0
45,8
45,8
45,8
82,1
47,9



16 4 5 95,8 71,9 24 -7 8 63,9 47,9
18 -7 2 85,2 63,9 24 -6 7 63,9 47,9
18 -3 -2 85,2 63,9 24 -5 6 63,9 47,9
18 6 7 85,2 63,9 24 4 5 63,9 47,9
20 -8 5 76,7 57,5 24 3 4 63,9 47,9
20 5 2 76,7 57,5 24 20 9 5 80,0 60,0
20 -2 -1 76,7 57,5 20 -7 3 80,0 60,0
20 8 9 76,7 57,5 20 5 1 80,0 60,0
22 -8 7 69,7 52,3 20 3 -1 80,0 60,0
22 -7 6 69,7 52,3 20 7 9 80,0 60,0
22 -6 5 69,7 52,3 22 -8 6 72,7 54,5
22 5 4 69,7 52,3 22 -5 3 72,7 54,5
22 4 3 69,7 52,3

Tab. C.1: Symmetriebasierte RN,*"*-Pulssequenzen mit N < 24 und n > 9 basierend auf den
Auswahlregeln fiir Zweikanal-Sequenzen zur Selektion der symmetrieerlaubten Terme (m, s, px) =
{(1,-1,-1),(—-1,1,1)}. Zusitzlich sind die entsprechenden Liingen der R-Basiselemente fiir verschie-
dene Drehfrequenzen angegeben.

108



Anhang D

reprasentative Prozessierungsskripte

Umwandlung von NHHC-/CHHC-Brukerdaten in das nmrPipe-Format:

#!/bin/csh

bruk2pipe -in ../ser \

-bad 0.0 -aswap -DMX -decim 800 -dspfvs 20 -grpdly 67.9839172363281 \
-xN 512 -yN 160 \

-xT 248 -yT 80 \

-xMODE Complex -yMODE Complex \
-xSW 25000.000 -ySW 12500.000 \
-x0BS 125.704 -y0OBS 125.704 \

-xCAR 748551.658 -yCAR 748551.658 \
-xLAB 13Cx -yLAB 13Cy \

-ndim 2 -aq2D States \

-out ./test.fid -verb -ov

Extrahierung des NHHC-Datensatzes:

#! /bin/csh -f

set N=(1001-100 -1)

echo $N

nmrPipe -in test.fid \

| nmrPipe -fn QMIX -ic 4 -oc 2 -cList $N -time -out ./npart.fid -verb -ov

Extrahierung des CHHC-Datensatzes:

#! /bin/csh -f

set C=(10011001)

echo $C

nmrPipe -in test.fid \

| nmrPipe -fn QMIX -ic 4 -oc 2 -cList $C -time -out ./cpart.fid -verb -ov
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