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Quantenmechanische Feinstruktur und molekulare Dynamik gekoppelter
Spin—%—Systeme in der In-vivo-NMR-Spektroskopie

In Experimenten an Modell-Losungen und am lebenden Gewebe (in vivo) wurden die
Spin—%—Systeme der korpereigenen Metaboliten Kreatin, Taurin, Citrat, Carnosin und
Adenosin-5’-triphosphat (ATP) mit 'H-NMR-Spektroskopie bzw. 3'P-NMR-Spektroskopie
(fiir ATP) an einem konventionellen Ganzkorper-MR-Tomographen bei 1,5 T untersucht.
Die Systeme weisen sowohl skalare als auch residuale dipolare Spin-Spin-Kopplungen ver-
schiedener Stédrken auf. Daraus resultieren unterschiedlich starke Drehungen der Eigen-
basis eines 2-Spin-Systems, die den Spektren eine charakteristische Feinstruktur in Form
verinderter Linienpositionen und -intensitéiten aufpriagen. Im Fall des Carnosins wurde
durch Ubertragung der Theorie der 'H-Hyperfeinstruktur auf das System zweier dipo-
lar koppelnder Protonen-Spins eine verallgemeinerte Breit-Rabi-Gleichung hergeleitet, um
die residuale Wechselwirkung zweier Ringprotonen des Molekiils nachzuweisen. Aus der
Quantifizierung der dipolaren Kopplungsstirken konnte der Ordnungsparameter S ver-
schiedener Molekiil-Untereinheiten der Metaboliten bestimmt werden. Dadurch wurden
qualitative Aussagen iiber die Molekulardynamik in vivo mit einer nicht-invasiven Tech-
nik moglich. Fiir ATP wurden aus der Feinstruktur die Clebsch-Gordan-Koeffizienten der
gekoppelten Spins ermittelt, um eine Verbesserung der Quantifizierung hochaufgeloster
3IP_NMR-Spektren der menschlichen Wade zu erméglichen. Theoretische und experimen-
telle Betrachtungen zeigten, daf3 bei einer Grundfeldinduktion von 1,5T fiir alle hier un-
tersuchten Metaboliten der Ubergang vom Zeeman- zum Paschen-Back-Effekt noch nicht
vollstindig stattgefunden hat und quantenmechanische Korrekturen — vor allem der Li-
nienintensitdten — fiir hochaufgeltste Spektren nicht vernachlissigt werden kénnen.

Quantum Mechanical Fine Structure and Molecular Dynamics of Coupled
Spin-1 Systems in In vivo NMR Spectroscopy

Experiments on model solutions and living tissue (in vivo) were used to study the spin—%
systems of the endogenous metabolites creatine, taurine, citrate, carnosine and adenosine-
5'-triphosphate (ATP) by means of 'H NMR spectroscopy and 3'P NMR spectroscopy (in
case of ATP). Measurements were performed on a conventional whole-body MR scanner
operating at 1.5T. The systems exhibit scalar and dipolar couplings of different strength
and the resultant varying modifications of the eigenbase of a two-spin system induce a
characteristic fine structure in NMR spectra. As a consequence, changes in line positions
and intensities can be observed. By transferring the theory of the hydrogen hyperfine in-
teraction to a system of two dipolar-coupled protons, a generalized Breit-Rabi equation
was derived in order to detect a residual interaction of two imidazole ring protons of car-
nosine. The quantification of dipolar coupling strengths allowed to determine the order
parameter S of several molecular subgroups and, finally, yielded qualitative information
about molecular dynamics in vivo by means of a non invasive technique. A detailed study
of the fine structure was done to derive the Clebsch-Gordan coefficients of the coupled 3P
spins of ATP in order improve quantification of high resolution NMR spectra from human
calf muscle. Theoretical and experimental considerations demonstrate that using a field
inductivity of 1.5 T the transition from Zeeman to Paschen-Back effect is not yet comple-
ted. Therefore, quantum mechanical corrections — in particular for the line intensities —
should not be neglected.
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Einleitung

Commonplace as such experiments have become in our
laboratories, | have not yet lost a feeling of wonder, and
of delight, that this delicate motion should reside in all
the ordinary things around us, revealing itself only to him
who looks for it. | remember, in the winter of our first
experiments, just seven years ago, looking on snow with
new eyes. There the snow lay around my doorstep - great
heaps of protons quietly precessing in the earth’s magnetic
field.

Edward M. Purcell, Nobel-Vortrag 1952

Nach der experimentellen Entdeckung der Kernspinresonanz (NMR) in kondensierter Ma-
terie durch die beiden unabhéngigen Arbeitsgruppen von BLOCH und PURCELL 1946 kam
es schon bald zu weiterfithrenden Ergebnissen, die Aufschluf3 iiber die Feinstruktur der
NMR-Spektren lieferten. Die zwei Arten der Wechselwirkung von Kernen in Molekiilen (di-
rekt und indirekt) machten die NMR-Spektroskopie in experimenteller Hinsicht zu einem
der grundlegenden Analyseverfahren von Molekiilstrukturen und Reaktionsablédufen in der
Chemie und Biologie sowie von Kristallstrukturen in der Festkorperphysik. Zu Beginn der
hochauflésenden NMR, war die Wechselwirkung von Drehimpulsen in der Quantenmecha-
nik bereits ein gelostes Problem und erlaubte eine detaillierte theoretische Analyse z. B.
des Wasserstoff-Spektrums. Die NMR-Spektroskopie an Molekiilen war somit préadestiniert
fiir eine prizise quantenmechanische Beschreibung und ist heute, besonders aufgrund der
binsiren Eigenschaften von 'H-Kernen im Rahmen des Quantencomputing, Gegenstand
aktueller Forschung.

Seit 1979 wird die NMR auch in der medizinischen Diagnostik vor allem in Form der MR-
Tomographie genutzt. Dariiber hinaus wird seit der Verfiigbarkeit von Lokalisationsme-
thoden Ende der 1980er Jahre die NMR-Spektroskopie zur nicht-invasiven Untersuchung
der Stoffwechselvorgiinge in vivo eingesetzt. Hier spielt vor allem die Detektion von 'H-
Kernen eine wichtige Rolle. Hinzu kommen andere Kerne wie 3'P, 13C, 19F und ?3Na.
Die Untersuchung der direkten Spin-Spin-Kopplung war zunéchst eine Methode der Fest-
korper-NMR und gewann anschlieBend Bedeutung in der Strukturaufkldrung von Ma-
kromolekiilen. Fortschritte auf dem Gebiet der mehrdimensionalen NMR-Spektroskopie
erméglichen heute die Darstellung selbst komplexer Strukturen in wifiriger Lésung (Nobel-
Preis fiir Chemie 2002). Inzwischen riickt diese Wechselwirkung auch zunehmend in das
Interesse der In-vivo-NMR, da die resultierende Feinstruktur des Spektrums einen bisher
ungenutzten Zugang zu Informationen iiber die Molekiildynamik beinhaltet. Dabei stellen
Analogien zur Hyperfeinstruktur des 'H-Spektrums eine interessante Moglichkeit zur Ana-



lyse der Spektren dar. Obwohl die residuale direkte Wechselwirkung ebenso wie die indirek-
te Kopplung im Vergleich zur Hyperfeinstruktur ein schwacher Effekt ist, konnen prinzipiell
beide Interaktionen bei den gebréiuchlichen Feldern eines Ganzkorper-MR-Tomographen
(1,5T) als starke Kopplung mit den entsprechenden Abweichungen vom Paschen-Back-
Effekt auftreten.

Die vorliegende Arbeit soll zundchst den theoretischen Hintergrund der Feinstruktur von
In-vivo-NMR-Spektren kldren und dann quantitative Aussagen iiber die gekoppelten Spin-
Systeme und die damit verbundenen Aufschliisse iiber die Dynamik bestimmter endogener
Metaboliten liefern. Dabei wird auch der biochemische Hintergrund miteinbezogen, um
einen Zusammenhang zwischen den Aussagen beziiglich der Dynamik und der Funktion
der Molekiile im lebenden Gewebe herzustellen.
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When the great innovation appears, it will almost be in a
muddled, incomplete and confusing form. To the discoverer
himself it will only be half-understood; to everybody else it
will be a mystery. For any speculation which does not at
first glance look crazy, there is no hope.

Freeman J. Dyson, *1923






Kapitel 1

Grundlagen der NMR-Spektroskopie

1.1 Atomkerne im externen Magnetfeld: Zeeman-Effekt

Alle Atomkerne mit ungerader Nukleonenanzahl besitzen einen nicht verschwindenden
Eigendrehimpuls I — auch Spin genannt —, mit dem ein magnetisches Moment [ ver-
bunden ist. Beide sind iiber das kernspezifische gyromagnetische Verhiltnis v miteinander
verkniipft: R
i=~I. (1.1)
Das Spinsystem ist durch seine Drehimpulsquantenzahl I und die magnetische Spinquan-
tenzahl m gekennzeichnet (m = —I,—I +1,...,1 — 1,1). Dabei gelten die aus der Quan-
tenmechanik bekannten Regeln fiir den Betrag des Drehimpulses und die Grofle der z-
Komponente. Die Anwendung der Operatoren auf einen Drehimpulseigenzustand |1, m)
liefert: R
|1,m) = R*I(I+1) |1, m)

LI, m) = hm|I,m). (1.2)
Die Wechselwirkung des magnetischen Moments mit einem &ufleren Magnetfeld B der
Form B = (0,0, By) wird quantenmechanisch durch folgenden Hamiltonoperator beschrie-
ben:

—

Hy—=—fi-B=—~I-B=—~LB, (1.3)

Die Eigenzustinde von H, sind also nach (1.2) gleich den Drehimpulseigenzustéinden
|I, m). Folglich erhilt man aus der Schrédingergleichung

Hz |I,m) = Ep, |I,m)
die Energieeigenwerte F,, der verschiedenen Zustédnde. Fiir das obige Feld also
E,, = —yhmBy. (1.4)

Die durch das duflere Feld aufgehobene Entartung der Zustéinde bezeichnet man auch als
Zeeman-Effekt, bei dem eine Aufspaltung in 27 4+ 1 dquidistante Niveaus stattfindet. Die
Energiedifferenz betragt

AE = ’yhBo.
Wegen dieser Aquidistanz wird man im Experiment nur eine Resonanzlinie beobachten.
Auf die zeitliche Entwicklung des Spins wird im néchsten Abschnitt eingegangen, wenn
eine makroskopische Probe mit einer groffen Anzahl an Kernen betrachtet wird.

5



6 Kap. 1. Grundlagen der NMR-Spektroskopie

1.2 Makroskopische Magnetisierung einer Probe

In einer makroskopischen Probe mit N unabhéngigen Kernen im Volumen V werden beim
Anlegen eines konstanten dufleren Feldes der oben beschriebenen Form die 27+1 mdoglichen
Energieniveaus entsprechend der Boltzmann-Statistik besetzt. Die Besetzungswahrschein-
lichkeit fiir das Niveau m betrigt demnach:

1
2L o= Bm/kT

pm:Z

Dabei ist Z die Zustandssumme des Systems: Z = Ziﬁbzf I e Em/kT  Bei Raum- bzw.
Korpertemperatur kann aufgrund yhBy < kT eine Taylor-Entwicklung (Hochtemperatur-
Niherung ) der Exponentialfunktionen gemacht werden:

vyhmBg yhm By
L+ kT L+ kT

S <1+7%BO>: ol +1

m=—1

Pm =~

Hieraus 148t sich dann zusammen mit (1.1) und (1.2) der Erwartungswert der z-Komponente
des magnetischen Moments bestimmen:

h’mBo ’Yh AE I )

)= h m = h - m .

(ha) = -7 mZImp K Z m 2]+1 21+ 1 kT mglm
N (pz)

Der Betrag der makroskopischen Magnetisierung in z-Richtung My = » ;* |~ betrégt

dann
R2I(I +1)

3kTV

Fiir den hier zur Signalgebung ausgenutzten Spin des Wasserstoftkerns (I = %) betrigt
das Besetzungszahlverhaltnis

My = N~%B, (1.5)

N_1/2

Niijo
Mit v = 2,68 - 108(Ts)™', h = 1,05 - 107>*Js und k = 1,38 - 1072J /K erhélt man bei
By =1,5T einen Wert der GréBenordnung 1076 fiir den Besetzungszahlunterschied. Dies
reicht bei der grofien Teilchenanzahl aus, um ein mefibares Signal zu erzeugen.

Die zeitliche Entwicklung der Magnetisierung M 158t sich aus folgender Uberlegung unter
Berticksichtigung von (1.1) bestimmen:

_ o~ VhBo/kT

N
Hi _ »_ ydz
dt dtz dtvzl’ o thI'

Aus der Elektrodynamik ist bekannt, daf3 auf ein magnetisches Moment M = VM ein
Drehmoment T = M x B wirkt. Dieses Drehmoment ist aber auch gleich der Drehim-
pulséinderung, so daf gilt:
dM
dt
In Anwesenheit eines Feldes der Form B = (0,0, By) bedeutet dies, daf die Magnetisierung
um die z-Achse prézediert, und zwar mit der Larmorfrequenz wy = vBy.

= M(t) x vB(t). (1.6)
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Tab. 1.1: Eigenschaften einiger NMR-detektierbarer Kerne mit Spin I = %

¥ natiirliche relative absolute

Kern [10% rad (Ts)~™!] Haufigkeit [%] Sensitivitit Sensitivitit
TH 2,675 99,98 1,0000 0,9998
13¢C 0,673 1,108 0,0159 0,0002
9% 2,517 100,00 0,8328 0,8328
3lp 1,083 100,00 0,0664 0,0664

Fiir das MR-Experiment ist die Haufigkeit des detektierten Kerns in der natiirlichen Iso-
topenmischung von zentraler Bedeutung. Wasserstoff ist nicht nur in groflen Konzentra-
tionen im Kérper vorhanden, sondern liegt auch noch zu 99,985% als Protonium und nur
zu 0,015% als Deuterium (I = 1) vor.

Die Signalstidrke héngt auflerdem von der relativen Sensitivitdt des Kerns ab. Von der
Empfangsspule wird eine Induktionsspannung registriert, die der zeitlichen Anderung des
sie durchsetzenden magnetischen Flusses proportional ist. Dieser wiederum ist proportio-
nal zur prézedierenden Magnetisierung, also

U x M.
Da M mit wy, rotiert und proportional zu 2 ist, bekommt man
U x 7.

Das Produkt aus natiirlicher Haufigkeit und relativer Sensitivitit ergibt die absolute Sensi-
tivitdt, die bei gleichen molaren Konzentrationen ein vergleichendes Maf fiir die erwartete
Signalstdrke verschiedener Kerne ist. In Tab. 1.1 sind die Eigenschaften einiger fiir die
NMR-Spektroskopie interessanter Kerne aufgelistet.

1.3 Das FID-Experiment

Das erwéhnte Induktionssignal 148t sich nicht durch ein statisches Grundfeld alleine erzeu-
gen. Um kernmagnetische Resonanz zu beobachten, mufl Energie in Form eines HF-Feldes
B, eingestrahlt werden, auf die das Kernspin-Ensemble dann reagieren kann. Dazu benutzt
man Felder der Frequenz wyp, die in der Ebene senkrecht zum Grundfeld B = (0,0, By)
polarisiert sind:
cos(wprt)
El = Bl sin(wHFt)
0

Analog zu (1.3) lautet hier der Hamiltonoperator

cos(wprt)
HHF = —’yhBl Sin(wHFt)
0

Eingesetzt in Gleichung (1.5) erhélt man die Bewegungsgleichung der Magnetisierung unter
dem Einflufl des HF-Feldes im Laborsystem. Hier ist jedoch ein Wechsel in ein mit wyp
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um die z-Achse mitrotierendes Koordinatensystem (z/,y; 2/ = z) vorteilhaft, in dem sich
dann die Bewegungsgleichung wie folgt vereinfacht:

—

Beg ist in diesem System statisch. Im rotierenden System prézediert die Magnetisierung
natiirlich mit einer anderen Winkelgeschwindigkeit um die z-Achse. Damit mufl auch die
z-Komponente des nun effektiv wirkenden Feldes modifiziert werden. Man erhéilt Beg =
(B1,0, By + wpr/7). Ist die Resonanzbedingung

whyr = —7Bo.

erfiillt, so wirkt auf das magnetische Moment im rotierenden System nur noch ein konstan-
tes Feld in /-Richtung, um welche M dann prézediert. Je nach Dauer ¢, des eingestrahlten
Pulses erreicht man so eine Drehung der Magnetisierung um den Winkel

a = yBit,.

Durch geeignete Kombination von HF-Amplitude und Pulsdauer 148t sich eine Drehung
um jeden beliebigen Winkel erreichen. Fiir die weitere Betrachtung sind besonders die
sogenannten 90°- und 180°-Pulse von Bedeutung.

Nach dem Ende solch einer Resonanzabsorption prizediert die Magnetisierung dann wie-
der um die Richtung des konstanten Grundfeldes By. Die transversalen Anteile induzieren
dabei eine hochfrequente Wechselspannung in einer Spule. Durch Mischung mit dem ein-
gestrahlten HF-Signal 148t sich die niederfrequente Modulation auf der Tragerfrequenz wyg
herausfiltern. Sie wird als eigentliches Mefisignal dargestellt. Dabei enthélt der zeitliche
Verlauf U(t) nach Fourier-Transformation die spektrale Information.

Aufgrund der Riickkehr ins thermische Gleichgewicht zerfallt die transversale Magnetisie-
rung, und man beobachtet lim;_,o, U(t) = 0. Dieser Effekt wird als freier Induktionszerfall
bezeichnet (engl. FID). Die Prozesse dieses Zerfalls werden spéter behandelt.

1.4 Die chemische Verschiebung

Bisher wurden nur freie Kernspins betrachtet. Bei molekular gebundenen Kernen ist je-
doch ein Effekt zu beriicksichtigen, der auf den Einflufl der Elektronenhiille zuriickzufithren
ist. Dieser Effekt erzeugt erst die verschiedenen Resonanzen der unterschiedlichen chemi-
schen Gruppen. Man spricht daher von der chemischen Verschiebung. Die Hiillenelektro-
nen verursachen eine Abschirmung, die nach der Lenzschen Regel dem dufieren Magnetfeld
entgegenwirkt und damit ein leicht geschwichtes lokales Magnetfeld am Kern erzeugt:

Bioc = By + 0B = By(1 — o).

Da o (diese Grofe ist i. A. ein Tensor, aber darauf soll hier nicht weiter eingegangen
werden) mit der Position des Kerns im Molekiil variiert, kann die chemische Verschiebung
zur Strukturaufklirung genutzt werden. Der Stéroperator hat demnach die Form

A~

Ho = —fi-6B = —yIoBy.
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Man sieht leicht, dafi die Eigenzustéinde zum ungestorten, nur durch die Zeeman-Aufspal-
tung beschriebenen System auch Eigenzustéinde zu diesem Operator sind (vergleiche (1.3)).
Wendet man nun Hyz + Hg an, so werden die aus (1.4) bekannten Energieniveaus alle
mit dem Vorfaktor (1 — o) multipliziert und bleiben demnach &quidistant, so dafl man
weiterhin nur eine Resonanzlinie beobachtet. Der modifizierte Zeeman-Hamiltonoperator
fiir ein Molekiil aus N Kernen mit nicht verschwindenden Spins ist dann

N N
Hy == fii- Boc = — »_ %ili(1 - 6;)Bo.
i=1 i=1
Dabei ist &; der Chemical-Shift-Tensor zum Kern 3.

1.5 Grundlegende Relaxationsprozesse

Wie bereits angedeutet ist das mit einer Induktionsspule nach Préaparation der Transver-
salmagnetisierung aufgenommene Signal einer zeitlichen Verdnderung unterworfen, die die
Riickkehr des Spin-Systems ins thermische Gleichgewicht mit der Magnetisierung My zur
Ursache hat. Gleichung (1.6) wurde daher von BLOCH unter Beriicksichtigung folgender
experimenteller Ergebnisse ergénzt [Blo46]:

e Die zum Grundfeld paralle Komponente M, nahert sich proportional zu ihrer mo-
mentanen Abweichung wieder dem Gleichgewichtszustand an.

e Die beiden anderen transversalen Komponenten zerfallen proportional zu ihrer mo-
mentanen Grofle.

Beide Prozesse laufen mit bestimmten Zeitkonstanten ab, die folgendermaflen in die soge-
nannten Bloch-Gleichungen eingehen:

dM, o~ M,
— ~(M x B), — ==
o v(M x B) T
dM, . .M
— ~(M x B), — =X 1.
g Y(M x B)y T (1.7)
dM., .~ My— M,
— ~(M x B), —
o v(M x B) 7

Fiir die Losung mufl nur das konstante Grundfeld beriicksichtigt werden, da Relaxationen
wihrend der HF-Pulse aufgrund der kurzen Zeit ¢, vernachléssigt werden konnen. Fafit
man die beiden transversalen Komponenten zu My, = M, + iM, zusammen, dann erhélt
man folgende zeitliche Entwicklung der Magnetisierung;:

My (t) = M (0)eote /T
M,(t) = Moy— (My— M.(0))e /.

Dabei sind (M,(0), M,(0), M.(0)) die Komponenten des Systems zu Beginn der Relaxa-
tion. Der Zerfall der Transversalmagnetisierung wird im FID als exponentielle Abnahme
der Wechselspannung sichtbar (Abb. 1.1).

Die Relaxationsprozesse kommen durch intra- und intermolekulare Storfelder zustande,
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Abb. 1.1: Mefibares FID-Signal einer Relaxation und Darstellung in der Zeitdoméine nach Fourier-
Transformation

welche wiederum durch Schwingungen, Rotationen und Translationen der Molekiile ver-
ursacht werden. Diese Felder haben verschiedene Frequenzen, die sich iiber die Autokor-
relationsfunktion bzw. die spektrale Dichtefunktion ableiten lassen. Auf Details soll hier
verzichtet werden; wichtig ist jedoch, daf} in Fliissigkeiten wie sie im menschlichen Korper
vorkommen - im Gegensatz zu Festkorpern - auch hochfrequente Storfelder auftreten. Dies
ist deshalb von Bedeutung, da auf die wihrend der Relaxation mit wq rotierende Magneti-
sierung nur solche Felder Einflufl haben kénnen, die im mitrotierenden Bezugssystem sta-
tisch erscheinen. Das vom Stérfeld b auf die Magnetisierung ausgeiibte Drehmoment ergibt
sich aus dem Kreuzprodukt beider Groflen. Daher kénnen T1-Prozesse nur von transver-
salen Komponenten geeigneter Frequenz hervorgerufen werden. Fiir T5-Prozesse kénnen
dagegen Storungen aller drei Komponenten verantwortlich sein, und da statische Kom-
ponenten in z’-Richtung denen in z-Richtung entsprechen, sind hierfiir nicht unbedingt
hochfrequente Stérungen erforderlich. Das Resultat ist, dafl 71 oftmals deutlich grofier als
T5 ist.

Die beiden Zeitkonstanten heilen Spin-Spin- (75) und Spin-Gitter-Relaxationszeit (17),
und zwar aus folgenden Griinden: Die Auflésung der Transversalmagnetisierung wird als
Ergebnis der Wechselwirkung einzelner Spins gedeutet, wihrend die Relaxation der Lon-
gitudinalmagnetiserung durch Uberginge zwischen den Energieniveaus der Einzelspinsy-

Tab. 1.2: Relaxtionszeiten von Gewebe in vivo ; Quelle: M. Reiser, W. Semmler: Magnetresonanztomo-
graphie

Gewebe T; [ms] T5 [ms]

Graue Hirnsubstanz 920+160 101413
Weifle Hirnsubstanz 790+£130  92+22

Skelettmuskel 870+160  47+13
Herzmuskel 870+£140  57x16
Fett 260+70  84+36
Leber 5004110 43414
Niere 650480  58+24

Milz 780+150  62+27
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steme zustande kommt und daher ein Energieaustausch mit dem thermodynamischen Re-
servoir, dem sogenannten Gitter, stattfindet.

Durch die T5-Prozesse geht die Phasenkohirenz des Gesamt-Spins verloren. Diese De-
phasierung spielt beim Spinecho-Experiment eine zentrale Rolle. Fiir den gleichen Ef-
fekt sorgen Inhomogenitéiten des Grundfeldes AB, denn lokal leicht unterschiedliche wy
fithren natiirlich auch zu einer Dephasierung. Daher wird zusétzlich auch die effektive
T5-Relaxationszeit T4 definiert:

1 1
T—2* =T + AB - const. (1.10)

Tabelle 1.2 gibt die Werte fiir einige Gewebearten an.

1.6 Das Spinecho-Experiment

Von E. HAHN wurde 1950 entdeckt, dafl man die sich wihrend des FID auflésende Trans-
versalmagnetisierung durch einen zweiten HF-Puls teilweise wieder zuriickgewinnen kann.
Diese sogenannte Spinecho-Sequenz ist in Abbildung 1.2 dargestellt (Betrachtung im ro-
tierenden Koordinatensystem) und lduft folgendermaflen ab:

Die in z’-Richtung zeigende Gleichgewichtsmagnetisierung wird zunichst wie bekannt
durch einen 90°-Puls (das HF-Feld zeigt in Richtung z’) auf die y/-Achse geklappt. Nun be-
ginnt die Relaxation mit der schon angesprochenen Dephasierung in der Transversalebene.
Nach der Zeit TFE /2 wird ein 180°-Puls eingestrahlt, der eine Spiegelung des momentanen
Zustandes an der z'-Achse bewirkt. Dadurch wird die Daphasierung wieder riickgéingig

t=TE

f)

N

Abb. 1.2: Erzeugung eines Spinechos durch eine 90°-180°-Pulsfolge
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Abb. 1.3: Signalverlauf beim Spinecho-Experiment

gemacht. Zum Zeitpunkt TE sind die einzelnen Magnetisierungen wieder in Phase, so daf}
man ein mefibares Spinecho erhélt. Anschlieend setzt wieder eine Dephasierung ein, so
dafl das Signal wieder exponentiell abfallt (7% ist die bestimmende Konstante).

TE wird als Echozeit bezeichnet. Die Amplitude des Signals ist wegen der schon wéihrend
TE einsetzenden Th-Prozesse um den Faktor e 7%/T2 geringer (s. Abbildung 1.3). Das
Echo kann mehrfach erzeugt werden, wenn nach TFE/2 wieder ein 180°-Puls eingestrahlt
wird. Natiirlich ist die Amplitude dann irgendwann nicht mehr mef3bar, da sich der expo-
nentielle Abfall fortsetzt.



Kapitel 2

Skalare Kopplung

Es sollen nun Systeme von gekoppelten Spins betrachtet werden. In diesem Kapitel wird
dabei zunéchst auf die skalare Wechselwirkung eingegangen, die auch uneingeschréankt
in Modell-Losungen zu beobachten ist. Die dipolare Kopplung, deren Meflbarkeit vom
Medium abhéngt, wird im néchsten Kapitel behandelt.

2.1 Der skalare Hamilton-Operator

Die skalare Spin-Spin-Kopplung wird durch die Hiillenelektronen vermittelt und wird da-
her auch indirekte Kopplung genannt. Sie ist ein rein quantenphysikalisches Phéinomen,
denn bei Kernen (hier: Protonen) und Elektronen handelt es sich um ein gekoppeltes fer-
mionisches System. Daher mufl der Gesamtzustand des Systems antisymmetrisch sein, und
die Ausrichtung der Kernspins erfolgt nicht unabhéngig von der der Elektronenspins.
Die skalare Kopplung kann analog zur dipolaren Kopplung durch die Tensorgleichung

beschrieben werden. J ist der Tensor der skalaren Kopplung, der im Gegensatz zu dem
der dipolaren Kopplung eine nicht verschwindende Spur besitzt. Bei zeitlicher Mittelung
infolge der Brownschen Bewegung verschwindet die Kopplung daher nicht vollstéindig, und
es bleibt stets der Operator

Hy = JioIS (2.1)

mit der skalaren Kopplungskonstante Jis erhalten. Es ergibt sich somit als Gesamt-
Hamilton-Operator fiir das System aus 2 Spins

_H:_FIQ+_HJ = —ﬁwlfz —hAUQS'Z+J12f§.

[:IQ ist der Operator fiir den Zeeman-Effekt des Grundfeldes inklusive der chemischen Ver-
schiebung. Dabei soll zunéchst der allgemeine Fall unterschiedlicher Resonanzfrequenzen

wi =7(l —0;)By i=1,2

angenommen werden. Die Eigenfunktionen des ungestorten Systems (zu H 7) sind die Pro-
duktfunktionen der Einzelspins, also

Yr=++), Yo=|+—-), Y3=|-+), Ys=[-—).

13
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Gesucht werden nun Eigenfunktionen zu H. Zunichst soll gezeigt werden, dafi Hj mit
dem Operator fiir die Zeeman-Wechselwirkung, Z I, + S, kommutiert. Dann existiert
némlich ein Satz simultaner Eigenfunktionen, der die geeignete Darstellung fiir die weitere
Betrachtung des Problems ist.

Im folgenden werden wiederholt drei Beziehungen ausgenutzt werden:

o fiir Kommutatoren gilt allgemein [AB, C] = A[B,C] + [A, C]B;

e da die Freiheitsgrade der beiden koppelnden Spin—%—Teilchen unabhéngig voneinan-
der sind, gilt [fz, S’J] = 0 mit 7, j = z,y, z beliebig;

e Spinoperatoren erfiillen komponentenweise die Vertauschungsrelation fiir Drehim-
pulse: 1hS; =[S}, Skl€ijk-

Zur Vereinfachung werden die Vorfaktoren in den jeweiligen Operatoren weggelassen. Der
Kommutator fiir die z-Komponente des Produktoperators IS berechnet sich dann wie
folgt:

[jxg:ra Z] 8 [Ixs’xylz] + [fz

Analog erhilt man

[fyé’y,Z] X [jyvjz]

und

[1.S., Z)  [I,,I.]S. + L.[S., 5.] = 0.

Also gilt insgesamt [I:I 71, Z] = 0, so da simultane Eigenfunktionen bestimmt werden
konnen. Fiir die folgenden Uberlegungen ist es sinnvoll, den Operator Hj unter Benutzung
der Leiteroperatoren I+ = I, & il, umzuformen:

A 1 .~ - A oA A A
IS == 5(_[4,87 +I,S+) + ZSZ' (22)

2.2 Berechnung der Energieniveaus

2.2.1 Simultane Eigenfunktionen

Mit obiger Darstellung sieht man, dafl 1)1 und 4 bereits Eigenzustdnde zu H 7 sind:
PN 1
Ly |++) = 1 |[+4) . (2.3)

Sie konnen also in den neuen Satz von Eigenzustidnden des Gesamtoperators iibernom-
men werden. s und 13 sind i.a. keine Eigenfunktionen zu H , denn die Leiteroperatoren
bewirken eine Beimischung des jeweils anderen Zustandes. Fiir den zweidimensionalen
Unterraum wird eine neue Eigenbasis {14, 14} bendtigt. Die gesuchten Eigenfunktionen
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konnen als Linearkombinationen der alten ausgedriickt werden. Hilfreich ist hierbei die
Darstellung mittels einer Drehmatrix.

Py \ [ cosa  sina o
Py )\ —sina cosa 3
Dadurch sind Normierung und Orthogonalitét
o = sl =1, (¥hlvs) =0

gewiihrleistet. Aus (4] H |¢4) = 0 kann dann eine Bedingung fiir den Mischungswinkel
« hergeleitet werden. Betrachten wir zunéchst die Wirkung des Operators auf einen der
Zusténde:

H |y

(_hwljlz — hwola, + Ji2 <§(II+I2— + L_Iry) + IlzI2z>>
(=19 sin a + 13 cos )

. hw hw J J
= (—sina) <—71¢2 + 72¢2 + 243 — %%)

2
hw hw J J
+(cos ) <71¢3 - 721/13 + %1#2 - %Tﬂz) .

Dann ergibt sich fiir das Matrixelement

(V4| H [¢h) = (—sinacos ) <—% + % — %) + cos® a (%)

+ (sin avcos ) (@ _fwn £> —sin <£> .

Die obige Bedingung 148t sich dann zu

J
%(cos2 o — sin? @) + (cos asin ) (hw;y — hws) = 0
iD) B 2 cos o sin «
h(w —w2)  cos?a — sin?a

umformen. Nun kann man noch die Winkelfunktionen so zusammenfassen, dafl sich

J12
o —w) — tan 2o (2.4)
ergibt. Demnach ist das Verhéltnis der Kopplungskonstante zum Unterschied der Reso-
nanzfrequenzen, das auch als Stérungs-Parameter bezeichnet wird, fiir den Mischungswin-
kel von entscheidender Bedeutung. Letzterer ist ndmlich fiir anisochrone Spins ein Maf}
fir das von auflen angelegte Grundfeld. Bei hinreichend groflen Feldern wird die Spin-
Spin-Kopplung aufgebrochen, und die Wechselwirkung der Kerne mit By wird dominant
(Ubergang zum Paschen-Back-Effekt, s. Kap. 4). Bei hochaufgelosten Fliissigkeitsspek-
tren beobachtet man meist Kopplungen im Bereich von 10 Hz zwischen Kernen, deren
chemische Verschiebung 10 — 100 Hz bei 1,5 T betrégt. Dies entspricht einem Bereich von
h(w‘lhfm) < 1 und somit einem Mischungswinkel o > —20°. Dies verdeutlicht, dafl bei
den fiir die MR-Spektroskopie gebriduchlichen Feldern die skalare Kopplung oft nur eine
schwache Wechselwirkung ist und die Spektren durch die Wechselwirkung der Kernspins

mit By dominiert werden.
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2.2.2 Eigenwerte des Zeeman-Operators

Zwar sind Eigenwerte unter Basistransformationen invariant, aber bei der Betrachtung der
Spin-Spin-Kopplung geht die durch o bewirkte Basistransformation mit einer Anderung
in der Wichtung zweier verschiedener Effekte einher. Der Anstieg von «, also die Zunahme
der Kopplungsstérke, stellt im zweidimensionalen Unterraum {v, ¢4} eine zunehmende
Mischung der beiden Ausgangs-Zustinde dar. Gleichzeitig verliert der Zeeman-Operator
des Grundfeldes an Bedeutung, so dafl diese Basistransformation auch andere Eigenwerte
zur Folge hat, weil sich die Wechselwirkungen #ndern (s. Breit-Rabi-Diagramm Kap. 4).
Es sollen nun zunéchst die a-abhéngigen Eigenwerte des Zeeman-Operators bestimmt
werden.

Fiir die reinen Zustéande gilt:

Hy 1) = —(hwi I + hanS.) [++) = —g(m +wa) [11)

und damit

- h
(1| Hy [¢n) = —5 (Wi +w2).
Analog erhilt man

(ol ) =+ (o + 2).

Fiir die gemischten Zusténde tritt eine Winkelabhéngigkeit auf. Dabei gilt fiir den einen
Zustand

ﬁ'z\l@ = —(mlfz+7wzgz)(cosa\+—>+Sjna‘__~_>)

huw fuw fuw fw
= —71 cosa|+—) + 71sina |—+) + 72czosa |+—) — 72511&04 |—+),

so dal der Eigenwert

. hw hw Tuw
(V5| Hy [0h) = —710082Q+T2COS204+7181I1204—7281II204
hA RA
= QW(sin2 o —cos’a) = — Y cos2a

betriagt (Aw = w; — wsy). Auf die gleiche Weise ergibt sich fiir den anderen Zustand

cos 2ar.

AW / hA
(v3| Hy |45) = 2w

Die in der neuen Eigenbasis diagonalisierte Matrixdarstellung des Zeeman-Operators lau-
tet dann

—W1 — W2 0 0 0
h 0 —Aw cos 2« 0 0
Hz = 2 0 0 Aw cos 2a 0 (2.5)

0 0 0 w1 + wa
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2.2.3 Korrekturterme der skalaren Kopplung

Die Korrekturterme fiir die beiden beibehaltenen Eigenfunktionen lassen sich schnell be-
stimmen: An (1.2) sieht man bereits, dal beide Niveaus um

1
AE1,4 = ZJlQ =A

angehoben werden. Nun soll die Energieverschiebung der beiden mittleren Niveaus fiir
einen beliebigen Mischungswinkel a berechnet werden:

Hy |[¢h) = (cosa) Ji2 <%1/13 - i%) + (sin @) Ji2 (é% — i@)

Als Erwartungswert von Hj bzw. als Energieverschiebung bekommt man

J12
) 4

1 1
= J]_Q <§ sin 2a0 — Z) (26)

Fiir die andere Eigenfunktion erhélt man analog

Ji2
AE; = —(cos? a)T + (sinacosa)Jyg — (sin? a

Hy [¢5) = (= sina) iz (%1/13 - i%) + (cos ) Jia <%¢2 - il/}g)

und

1 1
AEg = J12 (—5 sin 2 — Z) (27)

fiir die Energieverschiebung. Mit Hilfe der simultanen Eigenfunktionen kann eine diago-
nalisierte Matrix-Darstellung von Hj angegeben werden:

+1 0 0 © 0 0 0 0
B 0 -1 0 0 Ji2 . 0 41 0 0
Hy=A 0 o0 -1 o |T — sin 20 0 0 -1 0 (2.8)
0O 0 0 +1 0 0 0 O
Ji e(a)

Die a- abhanglgen Terme stammen vom Flip-Flop-Operator, der konstante Term vom Ope-
rator I1,12,. Jo wirkt nur auf den zweidimensionalen Hilbert-Unterraum {4, 14} und hebt
die Entartung dieser Zustdnde auf, die noch unter J; vorliegt. Die beiden reinen Zusténde
sind dagegen unter J; entartet (dafiir nicht unter Hy).

2.3 Erlaubte Dipol-Uberginge, Linienintensitaten

Mit Hilfe von Fermis ,,Goldener Regel“ kénnen nun die Wahrscheinlichkeiten fiir Ubergéinge
zwischen den Niveaus berechnet werden. Die Rate des Ubergangs vom Zustand 1); nach
1; betrigt bei kontinuierlicher Einstrahlung mit hw

Wig(nt) = o |Gl B (6) )| 683 = B — ho). (2.9
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Dabei ist Hyp der Hamiltonoperator fiir die Wechselwirkung des Spinsystems mit einem
eingestrahlten HF-Feld, das z.B. in z-Richtung des rotierenden Koordinatensystems zeigen
soll:

Hyr(t) = Byl +75S)Bi(t) = hBi(vil, + 755%) coswi
= h(wil, +wsS,) coswt. (2.10)

Fiir die Ubergangsraten erhilt man als entscheidenden Term

. ) 1 A L
(Vi wily + w2 Sz [Py) = 3 (ilwr (I + 1-) + w2 (S + 5-) [vby)

wenn resonant mit der Frequenz w = EigEj eingestrahlt wird.
Von den 6 denkbaren Ubergéingen sind ] < ¢} und 94 < ¢4 nicht erlaubt, was man an
der Wirkung der Leiteroperatoren sieht:

(Lo + 1+ S+ SO W) = (e +I1-+S4+5) )
= |+=)+ |-+
Diese beiden Zustéinde sind aber orthogonal zu | = |++), so daB ()| Hur(t) 1))
verschwindet. Ein besonderer Fall liegt bei den Ubergéingen vor, an denen v betei-
ligt ist. Da nur Mischungswinkel —45° < a < (0° auftreten, kann man die Darstellung
Yy =al|+—) —b|—+) mit 0 < b < a wihlen. Dann gilt
Hyp [3) o¢ =b(wi [++) + w2 [==)) + a(wz [++) + w1 [=—)).

Hier treten also nur Zusténde auf, die zu den in )4 vorkommenden |+—) und |—+) ortho-

gonal sind, so daB ¥, < ¢4 immer verboten ist. Fiir w; = ws gilt @« = —45° und somit auch
a = b; also verschwindet der Ausdruck Hyr [¢}). Bei der Kopplung isochroner Spins liegt
demnach ein Interkombinationsverbot vor. Ansonsten gilt fiir « = —45° und anisochrone
Spins

Hyr [¥5) o< a(wz — wi) [++) + a(wr — w2) [——) .

Das bedeutet, da8 die Ubergéinge zwar nicht verboten sind, aber wegen der kleinen che-
mischen Verschiebungen homonuklearer Spins von nur einigen ppm extrem unterdriickt
sind. Bei heteronukleraen Kopplungen oder der Kopplung von Elektronen- und Kernspin
ist dies nicht der Fall (s. Kap. 4).
Fiir alle anderen Félle sind die 4 Ubergénge

e

1oy Py e
erlaubt. Zur Berechnung der Ubergangsenergien brauchen wir noch einmal die allgemei-

ne Formulierung der Energieniveaus. Sie zeigen insgesamt mit (2.5) und (2.8) folgende
Winkelabhéngigkeit:

B = —M+A (2.11)
By = - héw cos 20 — A + 2A sin 20 (2.12)
Es = hgw cos 2ac — A — 2A sin 2av (2.13)
By = Meiten) |, (2.14)

2
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Damit betragen die Ubergangsenergien

Ey = g(Aw cos 2a + wy + wa2) + 2A — 2Asin 2« } (2.15)
B3 = g(Aw cos 2a + wy + we) — 2A — 2Asin 2w
By, = g(—Aw cos 2a + wy + wa) — 2A + 2A sin 2« } (2.16)
Eyy = g(—AwCOSQOz—I—wl + wg) + 2A + 2A sin 2.

Diese vier Terme lassen sich paarweise zu Dublett 1 und Dublett 2 zusammenfassen, denn
fiir schwache Kopplung erhélt man 2 symmetrische Linien um Aw; (2.15) und um 7w
(2.16). Bei zunehmender Kopplungsstirke liegen die Resonanzen immer asymmetrischer
um die urspriinglichen Resonanzfrequenzen w;. Dabei ist das eine Dublett praktisch das
Spiegelbild des anderen (s. Abb. 2.1).

Da innerhalb eines Dubletts die winkelabhéingigen Terme identisch sind, ist die Aufspal-
tung interessanterweise konstant. Sie betréigt

_Bu—-FEiy  Eu-FEi 4A Jip

h h h h

Av

Wie in Abb. 2.1 gezeigt, werden die beiden Dubletts jeweils nach auflen gegen die Reso-
nanzfrequenzen verschoben. Formt man die Ausdriicke fiir die Energieniveaus um, so 143t

b a
gl =W I | l
T 74 T
Vg Va
lvg—val = 5WI l I l I
K 7
Ve /Va
\
N J/
|VB-VA| =25 I \\ l l / I
T\ /1
Va\ /VA
\ /
\ /
IVB_VAI =|JI . \\ // .
7 f
Vel [Va
\ [
\ /
[ vg—val = 05| \\ Il
* T
V]a Va
[N
W
W
I\
1|/
\|/
lvB—VAI =0 <—v——
Va

Abb. 2.1: Verhalten der J-Kopplung bei unterschiedlicher Kopplungsstirke (entnommen aus [Har86])
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sich ein Asymmetrieparameter definieren. Mit Hilfe von wy = w1 — Aw 1d8t sich (2.15) zu

h
Eyy = §(Aw(cos2 o —sin? @) + w; +w; — Aw) + 2A — 2Asin 20
hA
= hw + Qw(cos2a—sin2a—1)+2A—4Asinacosa
= hwi + 2A —hAwsin® a — 4A sin «cos «

A (a)

Fi3 = hw — 2A —hAwsin® a — 4A sin a cos o

umformen. Die winkelabhingigen Terme (also wegen (2.4) auch Aw!) bewirken bei wach-
sender Kopplungsstirke eine Verschiebung des Dublett-Mittelpunktes von w; weg (der
Term mit sin? a stammt aus dem Zeeman-Operator, sin « cos o aus dem Flip-Flop-Operator
der Kopplung). Damit 148t sich der Asymmetrie-Parameter Ag des Dubletts definieren:

Ad(a) = —hAwsin? a — 4A sin o cos a. (2.17)

Diese Beziehung la8t sich noch mit (2.4) umformen:

Af(a) = —hAwsin? o + hAwtan 2a sin a cos a
1
= hAw (5 tan 2avsin 2o — sin? a> (2.18)
sin2a  sin’a
= —J — . 2.19
2 < 2 tan 2a> ( )

Ein Vergleich mit der dipolaren Kopplung wird zeigen, dafl die beiden Asymmetrie-Parameter
unterschiedlich stark sind (s. Kap. 5).

Die Linienintensitéiten sollen am Beispiel des Dubletts mit den Ubergingen ] < 4 und
Y4 < 1) betrachtet werden. Fiir den ersten Ubergang erhilt man:

I:IHF }T/Jé> = % (wl(f+ + j_) + w2(5’+ + S'_)) (COSOé ’1/J2> + sin « |¢3>)
= %[wg(sina |thg) + cos a [1)1)) + wi(cos ar [1h4) + sina [1h1))].
Demnach gilt
<@Z)H ﬁHF ’1/)5> X w1 Sin & + wsy Cos .

Fiir den Ubergang ¢4 « 1, bekommt man analog
<¢2‘ Hyr ‘wé> X Wy COS ¢ — w1 Sin av.

Bei homonuklearer Kopplung gilt ndherungsweise wo = w1 — Aw = w1, denn besonders bei
Protonen liegen die chemischen Verschiebungen im Bereich weniger ppm (die Intensitéten
fiir heteronukleare Kopplung sind nicht so zu vereinfachen!). Exakt gilt dieser Ausdruck
natiirlich fiir isochrone Spins, die wie stark koppelnde Teilchen betrachtet werden (s.u.).
Die Intensitdten sind dann proportional zu

Iy o |sina 4 cosal? =1+ sin2a (2.20)

Iy o |cosa—sinal> =1 —sin2a. 2.21)
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Genauso kann man fiir das zweite Dublett verfahren. Man sieht, dal im Extremfall starker
Kopplung jeweils eine Linie verschwindet, weil die Intensitit des Ubergangs, an dem vl
beteiligt ist, Null wird. Dementsprechend nimmt das Intensitétsverhéltnis I;5 : I3y mit
steigendem « ab (s. Kap. 5).

Die winkelabhéngigen Terme, die die Asymmetrie in den Intensitédten verursachen, tre-
ten auf, weil der Flip-Flop-Operator der Kopplung mit steigendem Ji2 eine zunehmende
Beimischung von 5 zu 13 (bzw. umgekehrt) verursacht.

2.4 Nomenklatur von Spin-Systemen und ihrer Spektren

Eine Konvention zur Beschreibung gekoppelter Spins ist die sogenannte PSB-Notation
(nach POPLE, SCHNEIDER und BERNSTEIN [Ber57, Pop57]). Dabei werden die einzelnen
Kerne durch lateinische Gro3buchstaben représentiert. Die Notation beginnt mit A fiir die
am stérksten abgeschirmten Kerne, also die héchsten chemischen Verschiebungen.

Je grofler die Differenz der chemischen Verschiebung zweier Kerne, desto weiter liegen
die entsprechenden Buchstaben im Alphabet auseinander. Isochrone Kerne werden durch
identische Buchstaben gekennzeichnet. Ein System aus zwei isochronen Spins wird dann
mit AA’ oder As bezeichnet. Letztere Notation gilt, wenn neben der chemischen auch noch
magnetische Aquivalenz vorliegt.

Da die chemische Verschiebung in Hz vom Grundfeld abhéngt, ist der Stérungsparameter
2.4 fiir ein gegebenes Spin-System abhéngig von der verwendeten Feldstarke. Daher ist bei
der Notation zu beachten, dafl eine Kopplung bei z.B. 600 MHz schwicher erscheint als
bei 60 MHz und somit ein an einem Hochfeld-Spektrometer untersuchtes AX-System an
einem Ganzkorper-Tomographen zu einem AB-System werden kann.

AX-Systeme zeigen Spektren erster Ordnung, die durch zwei symmetrische Dubletts ge-
kennzeichnet sind. Es gilt die sogenannte X-N#herung fiir die Eigenzustéinde, die fiir AB-
oder gar As-Systeme keine adédquate Beschreibung liefert. Bei starken Kopplungen wie
AB-Systemen spricht man von Spektren zweiter Ordnung. Die Extremfille starker und
schwacher Wechselwirkungen sollen nun n&her betrachtet werden.

2.5 Extremfall starker bzw. isochroner Kopplung (A,-Systeme)

Eine extrem starke Kopplung in dem Sinne, dafl J15 dominant gegeniiber Aw bei 1,5T ist,
kann man nicht beobachten. Fiir anisochrone Spins handelt es sich immer maximal um
AB-Systeme.

Eine besondere Situation liegt jedoch vor, wenn es sich um die Kopplung isochroner Spins
(Aw = 0) handelt. Diese erscheint mathematisch wie eine unendlich starke Kopplung,
denn es ergibt sich ein Mischungswinkel a von -45°. Setzt man diesen Wert in die Dreh-
matrix ein, so ergeben sich symmetrisierte Wellenfunktionen, die auch Eigenzustéinde des
Spinvertauschungs-Operators P sind. Man kann den Gesamtspin F definieren und die
Zusténde zu einem Triplett und einem Singulett zusammenfassen. Die Eigenwerte zum
Zeeman-Operator lassen sich direkt aus (2.5) ablesen.
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a) b)
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Abb. 2.2: Energieniveaus fiir (a) schwache und (b) starke J-Kopplung

Eigenwert von

Eigenfunktion |F, I, +S.) Hy, P Multiplizitat
Y1 = |++) I1,1) EY = —hwy +1  Triplett
vy = J5(I+=) = [=+) 0,0) EY=0 —1  Singulett
5= %(’_"‘) +[+=)) [1,0) Eg =0 +1 Triplett
7%1 = |__> |1v _1> Eff =+hwy —+1 Triplett

Die Energieverschiebungen betragen nach (2.8)

AE; =AFE;s=AFE;=A
AFE; = —3A.
Von den maximal 4 méglichen Dipol-Ubergingen verschwinden in diesem Fall wegen (2.20)

alle mit ¢}. Es bleiben nur zwei Ubergiinge (einer von jedem der urspriinglich zwei Du-
bletts) innerhalb des Tripletts:

ey Py e Yl

Dies wird auch als Interkombinationsverbot von Singulett und Triplett bezeichnet. Die
Ubergangsenergien der entsprechenden Linien sind nach (2.15) und (2.16)

hwg hwg.

Fiir chemisch dquivalente Spins findet also keine Aufspaltung durch J-Kopplung statt. Wir
werden noch sehen, daf} das bei der dipolaren Kopplung nicht der Fall ist. Das Termschema
fiir starke und schwache Kopplung ist in Abb. 2.2 gezeigt.

2.6 Extremfall schwacher Kopplung (AX-Systeme)

Bei schwacher Kopplung ist die Differenz der Resonanzfrequenzen dominant gegeniiber
der Kopplungsstéirke, und es ergibt sich ein Mischungswinkel von 0°. Man erhélt gerade
wieder die urspriinglichen Eigenfunktionen nach der Drehung zuriick.
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Die Energieniveaus nach der Zeeman-Aufspaltung ergeben sich wieder direkt aus (2.5).
Der Einflufl der J-Kopplung ist durch (2.8) gegeben:

AE, = AE;=A
AEy = AF3;=—A.

Die Ubergangsenergien der entsprechenden Linien sind nach (2.15) und (2.16)

hwi + 2A hwy — 2A
fuwg — 2A fuwg + 2A.

Die vormals sichtbaren 2 Resonanzen bei wy und wy spalten also jeweils in ein Dublett mit

der Breite AA ;
Ay = — =212
R

auf. Das Intensitidtsverhéltnis innerhalb eines Dubletts betrégt nach (2.20) und (2.21) 1:1.

2.7 Ausbildung von Multipletts, Composite-Particle-Modell

Bisher wurde nur die Kopplung zwischen zwei Spins betrachtet. Koppeln Gruppen mit
mehreren Spins untereinander, so kommt es im Spektrum zur Ausbildung von Multipletts
mit bestimmten Intensitatsverhéltnissen der einzelnen Linien. Zum Versténdnis dieser Mu-
ster ist das Composite-Particle-Modell hilfreich, das mehrere n magnetisch dquivalente
Spins I zu einem Teilchen (CP) mit einem Gesamtspin F' = nl zusammenfafit. Unter
Berticksichtigung der Auswahlregel Am = 1 lassen sich dann alle erlaubten Uberginge
herleiten (eine ausfiihrliche Dartellung ist in [Web98] zu finden).

Je nach Orientierung der n Einzelspins ergeben sich verschiedene Werte Fr fiir den Ge-
samtspin, die in Analogie zur Atomphysik in sogenannte Terme zusammengefafit werden.
Jeder Term hat eine Multiplizitdt von 2F7 + 1 und stellt eine irreduzible Komponente des
Gesamt-Spektrums dar. Zwischen den Termen findet keine Wechselwirkung statt, so dafl
diese Teil-Spektren in der Summe das Gesamt-Spektrum liefern. Zur Unterscheidung von
einzelnen Spins werden die Terme der CP in geschweiften Klammern geschrieben.

Als einfachstes Beispiel soll zunéchst ein As-System betrachtet werden. Es 1483t sich in ein
Triplett und ein Singulett zerlegen. Die vollsténdige Notation ist in Tab. 2.1 gezeigt.

Im folgenden wird es niitzlich sein, fiir die Bestimmung der Ubergiinge die Zusténde nicht
nach der Frequenz in Hz, sondern nach my zu sortieren. Mit der Auswahlregel sind dann
im Ay-System nur zwei Uberginge erlaubt. In der Darstellung in Abb. 2.3 liegen entartete

Tab. 2.1: Nomenklatur in der CP-Beschreibung fiir ein As-Teilchen (I = 1)

As-Teilchen Zustand 1 Zustand 2

Spin-Symbole " Tl
Fr 1 0
Multiplizitat 3 1
Zustand Triplett Singulett

Term 3{As} AL}
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Abb. 2.3: Irreduzible Komponenten eines As-Systems

Ubergiinge (gleiche Frequenz) hintereinander, so da8 wie erwartet nur ein Signal sichtbar
ist.

Im n#chsten Schritt kann man nun das Spektrum eines AsX-Systems herleiten. Hierbei
sind das Triplett und das Singulett des As-Teilchens mit dem Dublett des X-Spins zu
kombinieren, so daf} sich zwei Teilspektren ergeben (Abb. 2.4). Mit der Auswahlregel erge-
ben sich vier A-Ubergiinge und vier X-Uberginge. Von den A-Ubergéngen sind wieder die
entartet, die hintereinander liegen. Das Signal der As-Gruppe spaltet also in ein Dublett
mit Intensititsverhiltnis 2:2 auf. Bei den X-Ubergéngen sind die entartet, die auf einer
Hohe nebeneinander liegen. Also hat der einzige Ubergang im '{A5}?X-Term die gleiche
Frequenz wie der mittlere diagonale im Untersystem zu 3{A5}?X. Daraus resultiert fiir
den X-Spin ein Triplett mit dem Veréltnis 1:2:1.

2.7.1 Spektren in der X-Naherung

Fiir schwache Kopplungen von A Xj,/-Systemen kann man analog vorgehen und sich die
Spektren zusammenfassend folgendermaflen erkléren, ohne dafi dabei der volle Nutzen der
abgeleiteten Termschemata deutlich wird:

Man betrachte eine Gruppe A mit N und eine Gruppe B mit M &quivalenten Spins.
Die skalare Wechselwirkung innerhalb der Gruppe fiihrt zu keiner Aufspaltung. Allerdings
koppelt jeder der A-Spins mit den B-Spins und umgekehrt. Fiir die erste Gruppe gibt es
2NV fiir die zweite 2M Einstellmoglichkeiten, von denen aber einige energetisch dquivalent

mT
A \
(1,112) !
+324 s |
~ I
~ I
~ |
(0,1/2) N (12, (0172)
+1/2 N | ST
. : o
N

A/2— (-1,1/2) N J0-172) : N (0-172)
N N ]
~ |
~ |
~ -2y
-3/2- —
|

3 2 1 2
Term: {AYX {AFX

Abb. 2.4: Irreduzible Komponenten eines AsX-Systems. Es sind vier A-Ubergéinge (vertikal) und vier
X-Ubergiinge (diagonal) erlaubt. Wegen der teilweisen Entartung treten aber nur 5 Resonanzlinien auf.
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Tab. 2.2: Pascalsches Dreieck zur Bestimmung von Linienintensitéten in Multipletts

N Intensitéiten

0 1

1 11

2 1 21

3 1 3 31

4 1 46 41
5 [1510105 1

sind (110, T17,117), so dal die Resonanz der A-Spins in M + 1 Linien und die der B-
Spins in N + 1 Linien aufspaltet. Die Intensitédtsverhéltnisse ergeben sich im Grenzfall der
schwachen Kopplung aus den Realisierungsmoglichkeiten der einzelnen Niveaus. Bei Spin-
%—Teilchen sind dies gerade die Binomialkoeffizienten, und man kann die Linienintensitédten
innerhalb eines Multipletts mit Hilfe des Pascalschen Dreiecks darstellen, welches in Tab.
2.2 gezeigt ist.

2.7.2  Uberginge in stark gekoppelten Systemen

Der Vorteil der Termschemata wird erst bei Systemen deutlich, bei denen die X-Néherung
nicht mehr vollstéindig gilt. Geht man vom A xXj/-System aus, so wird bei zunehmender
Kopplungsstéirke durch die Mischung der urspriinglichen Produktzustdnde die Entartung
der verschiedenen Ubergiinge aufgehoben. Das AyB-System zeigt also zuniichst acht mogli-
che Uberginge. Thre Intensititen ergeben sich wie bei AB-Systemen aus den Mischungs-
winkeln. Auf die kompliziertere Diagonalisierung eines Hamilton-Unterraums fiir mehr als
zwei Spins soll hier nicht niher eingegangen werden, denn die damit verkniipften Inten-
sitdtsverhéltnisse werden in Simulationsprogrammen bereits beriicksichtigt.

Zusétzlich zur Aufhebung der Entartung kommt bei stark gekoppelten Systemen noch ein
Effekt hinzu, der zu weiteren (sehr schwachen) Resonanzen im Spektrum fiithren kann. Die
Auswahlregel mp = 1 wird dahingehend aufgeweicht, dafl nicht nur ein Spin umklappen
darf, sondern daf} sich bei einer Kombination von Spin-Flips nur die Netto-Differenz fiir

mT
I
A (1,1/2) !
+32- o !
N I
N 1
(0,1/2) N (1,-112) : 0,112
H29 T S S
N [} ~
~ ~N ! S ~N
1,112 ~J o2 ! N 0172
AJo— ( ) J( ) ( )
~N N |
~ 1
RN 1) !
-3/24 ==
I
3 2 1 2
Term: {A)}B {A}B

Abb. 2.5: Irreduzible Komponenten eines A;B-Systems. Neben den acht Ubergéngen, die in der X-Néhe-
rung teilweise entartet sind, tritt nun auch noch der sehr schwache Kombinations-Ubergang (") auf.
Insgesamt sind nun neun Signale theoretisch detektierbar.
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Abb. 2.6: Irreduzible Komponenten eines AsB-Systems. Je acht A- (diagonal) und acht B-Uberginge
(yertikal) ergeben insgesamt 16 nicht entartete Linien; Zusétzlich gibt es zwei sehr schwache Kombinations-
Ubergénge ().

mr um +1 dndern muB. Im Ay X-System ist dann auch der Ubergang (1, —%) — (—1, %)
erlaubt, der in Abb. 2.5 grau gekennzeichnet ist.

Zum Schluf} soll noch das Spektrum eines AsBs-Systems hergeleitet werden, da ein sol-
ches System in dem hier untersuchten Metaboliten Taurin vorkommt. Die Kombination
der Triplett- und Singulett-Zustédnde ergibt vier irreduzible Komponenten mit insgesamt
12, 2, und 2 Ubergéingen. Sie sind je zur Hilfte A- (diagonal) und B-Ubergénge (vertikal).
In der AX-Niherung liegt eine solche Entartung vor, daf8 die Ubergiinge von 3{As}1{Bs}
gerade der mittleren Diagonalen in 3{A5}3{B2}, und die Ubergiinge in 1{A2}3{By} gerade
der mittleren Vertikalen in 3{A5}3{Bs} entsprechen. Somit ergibt sich das fiir ein AyXo-
System erwartete Muster aus zwei Tripletts mit den Intensitédten 2 : 4 : 2.

Die Simulation des Taurin-Spektrums bei 1,5 T wird zeigen, dafl bei hochster Auflésung
alle 16 Resonanzen detektierbar sind. Thre Intensitéten ergeben sich aus dem Mischungs-
winkel nach Drehung des (6-dimensionalen) Hamilton-Unterraums. Auf Details soll hier
nicht weiter eingegangen werden. Das verwendete Programm berechnet die Intensitdten
zur entsprechenden Kopplungsstérke, beriicksichtigt allerdings nicht die zwei noch mdogli-
chen Kombinations-Ubergéinge (1,0) «» (—1,1) und (1, —1) > (—1,0). Sie sind in Abb.
2.6 grau dargestellt.



Kapitel 3

Dipolare Kopplung

3.1 Der dipolare Hamilton-Operator

Die dipolare Kopplung ist vergleichbar mit der aus dem Alltag bekannten Wechselwirkung
zwischen den Dipolfeldern eines Stabmagneten und einer Kompassnadel. Sie ist eine direk-
te Kopplung zwischen den magnetischen Dipolen der Spins. In der klassischen Elektrody-
namik ist die Wechselwirkungsenergie zweier magnetischer Dipole im Abstand r gegeben

durch o . .
g Mo (ulm B 3(#@(#2@)
47

73 5

(mit £2 = 10*7513:11;% ). Der Ubergang zur Quantenmechanik erfolgt durch Substitution des
Vektors i mit dem Operator ’yhf . Der Hamiltonoperator Hpp fiir die direkte dipolare
Wechselwirkung von N Spins ist dann

N N A . .
Fiop = }@hz Z Z (%‘Iizkfk B 3(’Yz'fﬂ’ik)5(’7kfk7“ik)> .

>

. IS 3(IFs)(SF,
Hpp = M—E’H’Ysﬁz (rT - ATs)(51s) IS)) : (3.1)

Dies ergibt mit r := r;g nach Ausfithrung der Produkte und Sortierung der Komponenten
von D in kartesischen Koordinaten:

R 52 R r? — 322 —3zy —3xz R o
Hpp = IZ)_WzSI —3zy r?—3y* —3yz S =krIDS.
T —3rz —3yz 1% — 322

K= '”Z—§EQ kann als Kopplungskonstante aufgefait werden (analog zu J). Da der Tensor
D spurfrei ist, verschwindet sein zeitlicher Mittelwert, wenn isotrope Brownsche Bewegung
moglich ist. Dies wird aber auch noch an anderer Stelle sichtbar.

Unter Benutzung von Polarkoordinaten r, ¢, 8, der Operatoren I s S, sowie der Leiterope-

ratoren Iy, 1,5, und S_ kann man die Gleichung (3.1) auch zu

. K2 A A A A
Hpp = 5= TL5(A+ B+ O+ D+ B+ F)

27
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umschreiben. Dabei sind die Terme A bis F' das sogenannte dipolare Alphabet von Ope-
ratoren, die Ubergénge verschiedener ,Kohérenzordnungen“ darstellen:

A = I.5.(1—-3cos?0)

B = —i(ﬁS_Jrf S)(1 = 3cos6) 0QC
C = —g(f+5'z + 1.5, )sin 6 cos e~ ¢ 1QC
D = C*= —g(f_gz + I.5_)sin 0 cos fe'® 1QC
E = —ZI.5,sin?0e ¢ 2QC
F = E*= —%f S_ sin? ge%i? 2QC

Term B beschreibt eine Nullquanten-Kohérenz (beide Spins ,,flippen gegeneinander®, z.B.
|+—) — |—=+)). Analog beschreiben die Terme C' und D Einquanten-Kohérenzen (I oder
S flippt) und E bzw. F' Doppelquanten-Kohérenzen (beide ,flippen parallel*, z.B. |++) —
—=)).

Durch die Brownsche Bewegung fallen nun in Fliissigkeiten und in den meisten Geweben
die Terme A bis F' wegen

<eii¢> = <eﬂi¢> = <3 cos’ 6 — 1> =0

weg. Das heifit, dal die dipolare Kopplung keinen Einflul auf die Linienposition und -
intensitdt hat. In vielen Féllen ist die dipolare Kopplungskonstante so grofl, daf3 ohne
diesen Mittelungsprozef3 die Effekte der skalaren Kopplung gar nicht sichtbar wéren. Bei
Flissigkeitsspektren handelt es sich daher immer um hochaufgeloste Spektren.

Anders sieht die Situation aus, wenn die Brownsche Bewegung nicht isotrop erfolgen kann
(z. B. in Muskel- oder Kollagen-Fasern). Leider ist der Operator fiir die dipolare Wech-
selwirkung wesentlich komplexer als der fiir die J-Kopplung, da hier zusétzlich Terme
fir Ein- und Doppelquantenkohérenzen auftreten. Es wird eine Vereinfachung von Hpp
bendtigt, die nun hergeleitet werden soll.

3.1.1 Sé&kularer Anteil des Operators

Die dipolare Wechselwirkung kann bei starken Grundfeldern als klein gegen die Zeeman-
Aufspaltung angesehen werden (k < hwr, iwg, sog. Hochfeldndherung). Dann kann man
Hpp so vereinfachen, dafl nur Terme eingehen, die mit dem Zeeman-Operator ZxI.+8,
kommutieren (”sékularer” Anteil des Operators). So lassen sich simultane Eigenfunktionen
finden, die eine genaue Bestimmung der Verschiebung der Zeeman-Niveaus ermoglichen.
Zur Veremfachung werden die Vorfaktoren in den Jewelhgen Operatoren zunéchst wegge-
lassen. Fiir A 148t sich sehr leicht zeigen, daf} er mit Z kommutiert:

A A ~

(A, 2]  [I.S,, I.] + [I.5.,5.] = 0+ [I., I.]S. +

~

I[5.,5.]+0=0.

Bei der Betrachtung aller anderen Vertauschungsrelationen ist es sinnvoll, zunéchst die Lei-
teroperatoren wieder in die kartesischen Komponenten der Spin-Operatoren zu iiberfiihren.
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>

Fiir Boc I, S_ +1_5, =2(I,5, + ySy) ergibt sich dann

[B,Z] o [I.S:+1,S,, L +5.]
= [ T malz] + [Izsxasz] + [Iy Y z] + [Iy Yo SZ]
= [valz]sx + Ix[va Sz] + [ Yo Iz]Sy + y[ Y Sz]
= —ihl,S, — ihl,S, + ihl,S, +ihlyS, = 0.

Die Operatoren fiir die Einquanteniiberginge kommutieren allerdings nicht mehr mit
dem Zeeman-Operator. Zwar enthélt auch der Nullquantenoperator die nicht mit der z-
Komponente kommmutierenden z- und y-Komponenten der Spinoperatoren, aber bei B
liegt eine solche Symmetrie vor, dafl sich die Terme gegenseitig autheben. Dies ist bei den
anderen Operatoren nicht der Fall.

(C,Z) o« [I4S.+ 15,1, +5.]
= [I+Szalz]+[I+Szvsz]+[lzs+7lz]+[ZS+7 z]
—_——— —m — Y N——
a b c d

Diese 4 Terme sollen nun einzeln betrachtet werden. Man sieht leicht, daf3 die beiden
mittleren nur kommutierende Grofien enthalten:

b = [,S.,5.]+i[l,S.,5.] =0
¢ =[S, L) +i[l.5,1.]=0
Fiir a und d gilt dagegen
a = [I,S,, L) +i[l,S., ) = L, I)S, +i[l,, .]S.
— (i, + 1S,
d = [fzng Az] + l[jz Ayv Az] = +fz['§$7 Sz] + lfz[gyy Sz]
—RI,(iS, + Sz).

Insgesamt bleibt mit
(C, Z] < —h ((ify +I,)S, + LS, + S}))

ein nicht verschwindender Term. Wegen D = C* unterscheiden sich die beiden Operatoren
nur im Vorzeichen der Konstanten i, und man kann direkt
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Diese acht Terme sind alle von Null verschieden:

a = [I,fz]gx = —ih yS’x
b = il ]S, = &I,S,
¢ = i[l,,1.)S; = —hl,S,
d =—[I,,1,]S, = —ihl,S,
e = ILJ[S.S.] =—inl.S,=d
[ = le[SAy,S'z] = —hl,S, =c
g = il,[8.,5,] = KIS, =b
h =—1,[8,,5.] =—ihl,S; =a

Insgesamt ergibt sich fiir den Kommutator
(B, Z) o< 20(1, Sy — 1S, —il, S, —il,5,).

Genau wie fiir den zweiten Einquantenoperator erhilt man automatisch auch
[F, Z] o 21i(1,Sy — ISy +1il,Sy + il.S,).

Der sikulare Anteil besteht demnach nur aus den ersten beiden Termen des dipolaren
Alphabets, so dafl der Hamilton-Operator fiir die weitere Betrachtung folgende Gestalt
hat:

. h? A
Hyp = Ho 7178 (1 —3cos?6) <IZS’Z -

3.2 Berechnung der Energieniveaus

3.2.1 Simultane Eigenfunktionen

Der Operator (3.2) hat nun eine Gestalt, die schon in &hnlicher Weise bei der skalaren
Kopplung auftauchte. Um simultane Eigenfunktionen des Zeeman- und des séikularen di-
polaren Operators zu finden, geht man wieder von den 4 Produktzusténden

P = |++>7 o = |+_>a Py = |_+>7 Py = |__>

aus. ¥ und ¥4 kénnen wiederum als Eigenzustédnde beibehalten werden, weil
. k
Hpp |££) = 7 [£%£) (33)

gilt. Auch die weitere Betrachtung gestaltet sich analog zur skalaren Kopplung iiber die
Drehung der alten Zusténde 9 und 3. Sie miissen dann Eigenfunktionen sein zu

A~

‘F[ = _(hwlfz + thgz) + k (fzgz — (f+57 + f§+)> .

=
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Dabei liefert die Orthogonalititsbedingung (14| H |14) eine Beziechung zwischen Drehwin-
kel und Kopplungskonstante k. Die Wirkung des Operators auf den einen Zustand ist:

7 03) = (cose) ("2 a0 b (~ v = qun ) ) +

4
. hw hw 1 1
+ (sina) <+71¢3 - 727,03 +k <—Z¢3 - 1@02)) :
Das Skalarprodukt ist dann
A . hwy  hws K k
/ I\ -1 s v o 2 v
(Y| H |[) = —(sinacos a) < 5 + 5 4) (cos” @) (4)

+ (sin acos @) (T - - Z) + (sin? @) <§> . (3.4)

Dieser Term verschwindet, wenn

1
Zk:(sin2 o — cos? a) = —h(w; — wy) sinacos a
gilt. Dies kann man noch so umformen, dafl man analog zu (2.4) die Beziehung
k
———— =tan2 3.5
2h(wy — w2) anea (3:5)

erhélt. Der Verlauf ist bis auf das Vorzeichen der gleiche wie bei der skalaren Kopp-
lung. Dies hat im Extremfall der starken Kopplung Auswirkungen auf die Einteilung in
Singulett- und Triplett-Zusténde (s.u.).

3.2.2 Eigenwerte des Zeeman-Operators
Aufgrund des analogen Vorgehens bei der Bestimmung der simultanen Eigenfunktionen
bekommt man gerade wieder die Darstellung (2.5) fiir Hz. Fiir die dipolare Kopplung
treten zwar nur positive Mischungswinkel auf, aber da nur die Funktion cos 2a: Bedeutung
hat, ist das Ergebnis identisch.
3.2.3 Korrekturterme der dipolaren Kopplung
Fiir die reinen Zustédnde kann man direkt an (3.3) die Energiekorrekturen
k
AE, = i A und
AE, = A
ablesen. Fiir die gemischten Zusténde ist die Wirkung des zusétzlichen Operators folgende:
Fr/ ’ 1 1 . 1 1
Hpp |y) = (cosa)k [ ==ty — ~tbg | + (sina)k [ —=thg — ~t2 | .
4 4 4 4
Demnach ist die Energieverschiebung
9 k

AFE; = —(cos a)z — (sin« cos oz)§ — (sin? )Z

k .
= 7 (—sin2a —1). (3.6)
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Fiir die andere Eigenfunktion erhélt man analog

1 1

Hpp [¥5) = —(sin )k <—Z¢2 - Z¢3> + (cosa)k (—%% — i%)

und

AFE;5 = % (sin2a — 1) (3.7)

als Energieverschiebung. Wie bei der skalaren Kopplung wird der winkelabhingige Term
durch den Flip-Flop-Operator verursacht.

Durch die Wahl simultaner Eigenfunktionen kann nun auch die durch (3.4) diagonalisierte
Matrixdarstellung von E[{DD angegeben werden. Sie 148t sich wie der Ausdruck fiir die
skalare Kopplung in einen konstanten und einen winkelabhéngigen Term zerlegen:

+1 0 0 0 0 O 0 0
0 -1 0 0 . 0O -1 0 O
Hpp(a) = A 0 0 -1 0 + Asin 2« 0 0 +1 0 (3.8)
0O 0 0 +1 0 0 0 O
A B(a)

A und B(«) sind die diagonalisierten Matrixdarstellungen von A und B. Sie entsprechen
den Matrizen /1 und Jo der skalaren Kopplung. Wiederum wirkt der winkelabhéingige
Operator nur im zweidimensionalen Hilbert-Unterrraum {4, ¢/4}. Er hebt die Entartung
der beiden Zusténde auf, die noch unter A vorliegt.

3.3 Erlaubte Dipol-Uberginge, Linienintensititen

Die mefbaren Ubergiinge berechnen sich wieder mit (2.9) und (2.10). Daher ist auch
der Ubergang 1} « v/, genauso wie bei der skalaren Kopplung verboten. Da hier aber
Mischungswinkel 0° < o < 45° auftreten, liuft die Betrachtung der weiteren Uberginge
etwas anders ab. Fiir stark gekoppelte Systeme wird 5 der Singulett-Zustand sein:

Y3 = —sinali) + cosalys)
=t = —ala) +blbs) mit a <bund a > 0.

Zwar entstehen auch bei
Hup [f) o¢ —a(|++) +[==)) +b(l++) + =)
wieder Terme, die den Ubergang Yl — 1) generell verbieten, aber hier gilt fiir isochrone

Systeme bzw. fiir den Extremfall starker Kopplung a = b, so dafi dann alle Ubergénge mit
Y4 (statt 1) verboten sind. Fiir alle anderen Mischungswinkel sind wieder die Ubergiinge

R
vy oy Y ey
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erlaubt. Mit den winkelabhéngigen Energieniveaus aus (2.5) und (3.8)

B, = —M A (3.9)
By = fhé“’ cos2a — A — Asin2a (3.10)
By = hg‘" cos2a — A + Asin 2a (3.11)
B — M LA (3.12)

erhilt man die Ubergangsenergien

Eyy = g(Aw cos2a + wy + we) + 2A + Asin 2« } (3.19)
Fis = %(chos?a—i—wl + wy) — 2A 4+ Asin 2«
B = g(—Aw cos2a + wy + we) — 2A — Assin 2« } (3.14)
B3 = B(—Awcos2a +wi +ws) +2A — Asin2a.

Auch diese vier Ausdriicke lassen sich aufgrund einer symmetrischen Aufspaltung um fiw;
in (3.13) und um Aws in (3.14) zu zwei Dubletts zusammenfassen. Die winkelabhéngigen
Terme treten innerhalb eines Dubletts in identischer Form auf, so dafl die Aufspaltung
unabhéngig von der dipolaren Kopplungskonstante ist:

Ey—FEy  En—Fy 4A

A= = T T T

Mit wachsendem a wéchst die Asymmetrie der Dubletts um die urspriinglichen Resonanz-
frequenzen wj;. Sie ist jedoch nicht so ausgeprigt wie bei der skalaren Kopplung. Dafl der
Mittelpunkt von den urspriinglichen Resonanzen abweicht kann man leicht am Beispiel
des 1. Dubletts zeigen. Mit Hilfe von wy = w; — Aw 1d8t sich (3.13) zu

2

h k
Ey = —(Aw(cos’ a—sin®a) +wy +w; — Aw) + 2A + B sin « cos «

2
hA
= hwi+ @

k
(cos®> a —sin® a — 1) + 2A + §sinac0sa

= hwy + 2A —hAwsin® a + 2A sin a cos a

Aé?a)

A

Ei3 = hw; —2A —hAwsin® a + 2A sin « cos

umformen. Alle winkelabhéngigen Terme (also wegen (3.5) auch Aw!) bewirken bei wach-
sender Kopplungsstéirke eine Verschiebung des Dublett-Mittelpunktes von w; weg. Damit
1483t sich der Asymmetrie-Parameter AIQ des Dubletts definieren:

AR () = —hAwsin® a 4+ 2Asin a cos a. (3.15)

Dieser ist auch ein Maf fiir die Kopplungsstirke (wenn Aw fiir das System ohne Kopplung
bekannt ist) und kann zur Beurteilung dipolar gekoppelter Systeme in vivo herangezogen
werden (s. Kap. 3.7).



34 Kap. 3. Dipolare Kopplung

Die Intensitdten eines Dubletts zeigen die gleiche Abhéngigkeit wie (2.20) und (2.21), was
aber diesmal zum Verschwinden des Ubergangs ¢/, « ¢4 fiihrt. Dadurch kommt es zu
einer verdnderten Zusammenfassung der Linien in einzelne Dubletts:
Im Fall w; # wy werden die Linien folgendermafien zusammengefaft:

Dublett 1: ¢} < ¢4 und 5 < ¢}
Dublett 2: o)} < o und 9} < 1)}.

Fallen die Resonanzfrequenzen aber zusammen (zu wp), so verschwinden die Ubergiinge,
an denen 45 beteiligt ist, und in (3.13) und (3.14) ist o = 45° einzusetzen. Man erhélt
h
E12 = 52&)0—2A—A=7M}0—3A
h
FEoy = §2w0+2A+A:hA«)0+3A

und fafit somit zwei Linien zusammen, die vorher zu verschiedenen Dubletts gehorten:
Dublett 3: 9] < 1) und ¢ — ].
Die Aufspaltung betrigt

FEoy — Eqo 6A 3
= —=—=-An.
h h 2
Ebenso wie fiir die asymmetrischen Linienpositionen kann man auch fiir die unterschied-
lichen Intensitéten einen Asymmetrie-Parameter definieren:

AVQ

I

Ap =2 (3.16)
Io

Dieser nimmt Werte 0 < A1 < 1 an und ist wiederum ein Ma$ fiir die Kopplungsstérke (s.

Kap. 3.7).

3.4 Extremfall starker bzw. isochroner Kopplung

Genau wie bei der skalaren Kopplung tritt die Beobachtung einer extrem starken Kopp-
lung (d.h. die Spin-Spin-Wechselwirkung ist dominant und die Ankopplung ans Grundfeld
von geringerer Bedeutung) bei den verwendeten Grundfeldern nicht auf. Zwar liegen die
Kopplungskonstanten k ~ 10 — 10% Hz deutlich iiber den skalaren Kopplungskonstanten
J12, aber immer noch um drei Gréflenordnungen unter dem Aw anisochroner Spins.

Ein Sonderfall ist auch hier die Identitéit der Resonanzfrequenzen wg := w1 = wo. Der Mi-
schungswinkel betrégt a = 45°. Die neue Basis sind die schon bekannten symmetrisierten
Zusténde mit den Eigenwerten aus (2.5):

Eigenwert von

Eigenfunktion |F, I, +S.) Hy P Multiplett
Y = [++) I1,1) EY=—hwy +1  Triplett
vy = J5(l+=)+[=+)) 10,1) EY=0 +1  Triplett
vy = J5(I=+) = [+-)) 10,0) E9=0 —1  Singulett

Yy=|--) 1, -1) E9 = +hwy +1  Triplett
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Fiir die Korrekturterme bekommt man mit (3.8) folgende Werte:

AE; = AE;=A

AE, = —-2A

AFE; = 0.
Zusammenfassend erhélt man also folgende Niveaus:

Erwartungswert von

Eigenfunktion — H 7 H bD
1/){ —hwg +A
(0 0 —2A
e 0 0
wzll hwo +A

Durch die Symmetrisierung der Zusténde sind nach der goldenen Regel wieder nur zwei
Ubergénge innerhalb des Tripletts erlaubt:

Y1y Yy oyl

Das Termschema ist in Abb. 3.1 zusammen mit dem der schwachen Kopplung gezeigt. Im
Gegensatz zur skalaren Kopplung fallen die beiden Linien bei starker Kopplung aber nicht
zusammen, denn wie bereits erwihnt, betrigt die Aufspaltung fiir diesen Fall

3k 3 po vrysh

Avg=—— = - 1-— 29).
V2= o h T 6 e T 3eosO)
Dies wird oft auch als 5

Avy = 5 Do(3 cos’f — 1) (3.17)
geschrieben. Dabei ist Dy die sogenannte dipolare Kopplungskonstante

po rysh
Dy = . 1
07 1673 3 (3.18)

Die Frequenzaufspaltung hidngt also nicht nur von k£ und damit vom Kernabstand r und von
den gyromagnetischen Verhiltnissen 7; ab, sondern nach (3.5) auch noch vom Verhéltnis
k/(w1 — we). Zwei Kerne A und B mit festem Abstand r zeigen demnach unterschiedliche
Aufspaltungen der Resonanzlinien, wenn w; und we zusammenfallen (z. B. durch unter-
schiedliche chemische Verschiebungen: einmal fiir Kopplung innerhalb einer CHse-Gruppe
und einmal bei Kopplung zwischen einer CHs- und einer CHs-Gruppe).

3.5 Extremfall schwacher Kopplung

Es sei k verschwindend klein. Dann geht tan 2o gegen 0, was einem Mischungswinkel von
0° entspricht. Die Energiekorrekturen sind nach (3.8)

AE, = AE; =A
AEy = AF3=—A.

Die 4 Niveaus sehen bei schwacher Kopplung wie folgt aus:
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a) b)
E E
A A
h(v, +v,)/2 hvyl -
h(v, - v,)/2
0 obece e Vs
v .
-h(v, - v,)/2 on k"
V \|/'
-h(v, +v,)2 hvgt- T~ Lo
A

Abb. 3.1: Energieniveaus fiir (a) schwache und (b) starke bzw. homonukleare dipolare Kopplung. Im
Gegensatz zur J-Kopplung kommt es bei (b) zur Ausbildung eines Dubletts.

Erwartungswert von

Eigenfunktion ), Hyp
] = |++) —g(wl +ws)  +A
Py = [+-) —Hwr —w2)  —A
Py =|—+) %(wl —wy) —A
vy =1--) swi+w)  +A

Mit (2.9) ergeben sich
R R
ey Py ey
als mogliche Ubergiinge mit den Energien

hwi + 2A hwy — 2A
hwg — 2A huwy + 2A.

Wieder spalten die beiden vormals sichtbaren Resonanzen bei w; und wsy jeweils in ein
Dublett mit der Breite

A T

auf. Die Linienintensitiaten innerhalb eines Dubletts stehen wieder im Verhéiltnis 1:1.

(1 —3cos®6) = Dy(1 — 3cos? ) (3.19)

3.6 Dipolare Multipletts bei schneller, aber anisotroper Bewegung

Die bisherigen Uberlegungen gingen davon aus, dafl der Verbindungsvektor zwischen den
Spins zeitlich konstant ist und daher zum Grundfeld immer den gleichen Winkel 6 ein-
schliefit. Dies ist aber nur in Kristallen bei hinreichend tiefen Temperaturen der Fall
und fiithrt dann zu den aus der Festkérper-NMR bekannten Kopplungskonstante im kHz-
Bereich. Fiir Korpergewebe mufl man jedoch davon ausgehen, daf sich gréfiere Molekiile
zwar entlang einer Vorzugsrichtung (z. B. in der Muskelfaser) orientieren, einzelne Grup-
pen oder Kerne sich aber noch eingeschrinkt bewegen kénnen, so daf 8 zeitlich schwankt,
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ohne dafl es zu einem vollstdndigen Verschwinden der dipolaren Kopplung kommt. Die
Kopplungskonstante nimmt dann deutlich kleinere Werte an.

In der Fliissigkristall-NMR fiihrte man daher den Ordnungsparameter S ein, der solch
eine Skalierung bewirkt [Ems75]. Dieser fithrt teilweise zu einer erheblichen Verkleinerung
der sichtbaren Linienaufspaltung. Untersuchungen an Kristallen zeigen bereits die Folgen
einer Rotation von Methylen- und Methyl-Gruppen, bevor das Medium fliissig wird. Die
einzelnen Effekte sollen hier kurz vorgefiihrt werden.

3.6.1 Mobilitdt eines 2-Protonen-Systems

GUTOWSKY et al. untersuchten den Einflul der Molekulardynamik auf die Linienbrei-
ten von "H-NMR-Signalen in Kristallen [Gut50]. Hier ist bereits deutlich unterhalb des
Schmelzpunktes die Rotation von Methylen-Gruppen um eine Achse senkrecht zur Kern-
verbindunglinie zu beobachten. Die Linienaufspaltung (3.17) verdndert sich dadurch fol-
gendermafen:

Der Kernverbindungsvektor 77g schliefe mit dem Feld By den Winkel 6 ein und die Ro-
tationsachse ist um 6" gegen das Feld gekippt (es sei eine freie Rotation um 0 < ¢ < 27
moglich, Abb. 3.2). Eine CHy-Gruppe des Typs R;—CHy—Rg kann sich um eine der Ein-
fachbindungen (zusammen mit einem der Reste) oder mit dem ganzen Molekiil um die
Achse durch Ry und Ry drehen. In beiden Fillen erfolgt die Rotation senkrecht zu 7.
Der Geometrie-Faktor (3 cos? 6 — 1) aus (3.17) transformiert sich dann zu (3 cos? ¢’ — 1),
so daf} die Linienaufspaltung fiir diese Art der Rotation

3
Avgor = 7Do(3 cos’ 0 — 1) (3.20)

betrégt. Die Herleitung fiir diese Transformation ist identisch mit der Betrachtung des
"Magic Angle- Spinnings” (MAS) — einem Verfahren, das die dipolare Kopplung gerade
unterdriicken soll. Dabei ist eine Koordinatentransformation des in Kugelflichenfunktio-
nen Y}, dargestellten winkelabhsingigen Teils (3 cos?6 — 1) der dipolaren Kopplung not-
wendig, die letztendlich den oben angegebenen Ausdruck liefert (Details siehe [S1i89)]).
Die Charakteristik der Orientierungsabhéngigkeit bleibt also erhalten, aber sie bezieht sich
nicht mehr auf den internuklearen Vektor, sondern auf die Rotationsachse. Dabei ist zu
beachten, daf} eine schnelle Rotation nicht von den Tunnel-Effekten in einem Potential mit
3- oder 6-zdhliger Symmetrie unterschieden werden kann.

Abb. 3.2: Rotation einer CH2-Gruppe um eine Achse A senkrecht zur Kernverbindungslinie. Die Win-
kelabhiingigkeit des Hamilton-Operators bezieht sich nicht mehr auf 6, sondern auf ¢’.
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Abb. 3.3: Struktur von 1,2-Dichloroethan. Die dominante dipolare Kopplung findet zwischen den Proto-
nen innerhalb der CHa-Gruppen statt. Diese Spin-Paare rotieren um eine Achse senkrecht zu #yn. Wegen
der Grofle der Cl-Atome ist dies aber wohl nicht die C—C-Achse, sondern das Molekiil rotiert als Ganzes
am Gitterplatz im Kristall.

Als Beispiel fiir rotierende Protonen-Paare wurde z. B. kristallines 1,2-Dichlorethan unter-
sucht [Gut50]. Dabei stellte sich heraus, dafi die Wechselwirkung zwischen den Protonen
der gleichen Methylen-Gruppe dominant ist. Intramolekulare Wechselwirkungen mit ande-
ren Spins liefern nur einen schwachen Beitrag und intermolekulare Wechselwirkungen im
Kristall sind noch einmal geringer. Also sind die beiden CHyCl-Gruppen niherungsweise
wie zwei identische, isolierte Systeme zu behandeln. Etwa 60 K unterhalb des Schmelz-
punktes nimmt die Dublett-Breite auf die Hélfte hab. Dies wird so interpretiert, daf eine
Rotation senkrecht zu gy stattfindet. Wahrscheinlich handelt es sich dabei nicht um die
Achse der C—C-Bindung, denn dann wiirden sich die Cl-Atome beriihren (s. Abb. 3.3). Da
aulerdem die Energieschwelle fiir eine Rotation der beiden CHoCl-Gruppen gegeneinander
in der gasférmigen Phase recht hoch ist, geht man davon aus, da3 das Molekiil als Ganzes
an seinem Gitterplatz eine Rotation vollfiihrt.

Schon die Einfithrung eines Rotations-Freiheitsgrades verringert also die sichtbare Auf-
spaltung um den Faktor 2.

Unter In-vivo-Verhéltnissen wird jedoch keine Rotation um eine feststehende Achse senk-
recht zu 77g stattfinden. Die Molekularbewegung fiihrt zu einer Herabskalierung, die deut-
lich stéirker sein kann als nur der Faktor 1/2. Man fiihrt den Ordnungsparameter S ein,
der fiir isotrope Bewegung in Fliissigkeiten den Wert 0 und fiir fiir Festkorper den Wert 1
annimmt [Gen93]. Die residuale Linienaufspaltung betrigt dann analog zu (3.17)

AVyino = ;SDO(S cos® ) — 1), (3.21)

bei der sich 6 wieder auf die Orientierung von 7rs bezieht (S selber ist das zeitliche
Mittel einer Funktion, die vom Winkel zwischen 77¢ und der Vorzugsachse, um die eine
Molekiil-Rotation stattfindet, abhéngt [S1i89]). Diese ist zwar nicht starr, weist aber im
Mittel aufgrund der anisotropen Bewegung eine Vorzugsrichtung auf. Bisherige Arbeiten
zeigten, daBl eine Euler-Tansformation zwischen Labor- und Molekiil-System vernachlissigt
werden kann und somit die Vorzugsrichtung von 77g mit der makroskopischen Anisotropie
der Muskelfasern zusammenféllt [Kre94, Asl99]. Fiir 6 kann daher der Winkel benutzt
werden, den die Fasern mit Eo bilden.

Eine analoge Beziehung ist fiir zwei Protonen unterschiedlicher Resonanzfrequenz giiltig,
die sich an einer aromatischen Ringstruktur befinden. Der relativ steife Ring wird als
geschlossene Einheit einem Reorientierungsprozefl unterliegen, der die Linienaufspaltung
(3.19) fiir anisochrone Spins folgendermaflen modifiziert:

AVm'vo,aniso = SD0(3 cos® ) — 1) (322)
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3.6.2 Rotation einer CH3-Gruppe

Die Protonen einer Methyl-Gruppe bilden ein gleichseitiges Dreieck, das um die R—C-
Achse rotieren kann, und befinden sich somit in einem Potential mit dreizéhliger Sym-
metrie. Bei tiefen Temperaturen spielen Tunneleffekte eine Rolle, wihrend bei hohen T-
Werten die Ubergiinge durch die schnelle Rotation geprigt sind. Die Grofie des an das
C-Atom gebundenen Restes beeinfluit die Rate der Tunnelprozesse und die Rotationsfre-
quenz. Ist die Tunnelfrequenz im gekiihlten Kristall ausreichend grof}, ist das Spektrum
nicht von dem bei hoher Rotationsfrequenz zu unterscheiden. Dies ist z. B. bei Acetonitril
der Fall [Hae03].

Der Hamilton-Operator fiir drei dipolar wechselwirkende Protonen (Gesamtspin 3/2) ist
in [And50] angegeben und fiihrt zu orientierungsabhéngigen Energiekorrekturen, die sich
aus zwei Termen zusammensetzen (Notation wurde an diese Arbeit angepafit):

3h

x = ZDO(l — 3cos? 1)) (3.23)
h 2
y = %Do Z7 sin* 1) — 3sin? ¢ + 1. (3.24)

Dabei ist v der Winkel zwischen By und der Normalen der Dreiecksebene, die durch die
drei Protonen definiert wird. Die Wirkung des Hamilton-Operators auf die 4 urspriing-
lichen Zusténde ist in Abb. 3.4 angegeben. Die Zustinde mit I = +1/2 spalten in drei
Unterniveaus auf. Es sind insgesamt neun Uberginge erlaubt, die zu einer Zentralresonanz
und drei orientierungsabhéngigen Dubletts mit den Aufspaltungen +2y, +(3z + y) und
+(3xz — y) zusammengefait werden kénnen. Der Verlauf von = und y sowie die Variati-
on der Dublett-Aufspaltungen ist in Abb. 3.5 dargestellt. Aus Abb. 3.5(b) wird deutlich,
dafl kein Kollaps des Multipletts auftritt und der magische Winkel keine ausgezeichnete
Orientierung mehr ist. Von den drei Dubletts kollabiert nur das mit der Energiedifferenz
3z + y bei ca. 42°.

Die Ubergangswahrscheinlichkeiten sind ebenfalls von den Funktionen (3.23) und (3.24)
abhéngig (s. Tab. 3.1). Abb. 3.6 zeigt die Multipletts einer stationidren Methyl-Gruppe fiir

E
+3/2
~~~~~~~~ -2x
2 o
¢_“- X(-)y
A2 Xty
~~~~~ ny
-312
~~~~~~~~ -2x

Abb. 3.4: Energieniveaus fiir ein System aus drei dipolar koppelnden Spin-1/2-Kernen. Die neun erlaubten
Ubergénge erzeugen eine Zentralresonanz und drei Dubletts.
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a) b)

Energiekorrektur [hD ]
o
o
Energiedifferenz [hD ]

x(y)

3x-y
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Abb. 3.5: Orientierungsabhéngigkeit der Energiekorrekturen = und y (a) sowie der Energieunterschiede
der 3 Dubletts einer stationdren CHs-Gruppe relativ zur Zentralresonanz bei fiw (b). Zum Vergleich ist
noch die Winkelabhiéingigkeit einer stationiren CHz-Gruppe angegeben (gestrichelt).

verschiedene Orientierungen im Feld. Der allgemeine Fall mit sieben Resonanzen verein-
facht sich fiir 1) = 0 zu einem einfachen Triplett, weil die Ubergangswahrscheinlichkeiten
fiir zwei der Dubletts auf 0 absinken. Der Mittelwert iiber alle Orientierungen v ist fiir
die einzelnen Dublets verschieden, so dafl das 'H-NMR-Spektrum einer Pulver-Probe ein
nicht mehr mit den trivialen Mustern der J-Kopplung vergleichbares Schema aufweist.

Die freie Rotation der Methyl-Gruppe oder das Auftreten von Tunnelprozessen mit hoher
Frequenz konnen das Spektrum aber erheblich vereinfachen. Die Energiekorrekturen fiir
die Rotation der Protonen um eine beliebig orientierte Achse mit dreizdhliger Symmetrie

Tab. 3.1: Ubergangswahrscheinlichkeiten der sieben ' H-NMR-Resonanzen einer stationdren CHs-Gruppe
nach [And50]. Die gemittelten Werte ganz rechts spielen fiir Kristallpulver-Spektren eine Rolle.

Energieverschiebung des

Ubergangs relativ zur Ubergangs- Wahrscheinlickeit gemittelt
ungestorten Resonanz ~ wahrscheinlichkeit  {iber alle Orientierungen v
0 1 (1 + 822 0,19

+2y 2(1-% 0,31
+(3z +y) s(1+2 0,22
+(3z —y) (11— %% 0,28
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vID] vID] vID,)
Abb. 3.6: Simulation von 'H-NMR-Spektren einer stationéiren Methyl-Gruppe fiir verschiedene Orien-

tierungen zum Grundfeld. Bei 1) = 0 verschwinden die Ubergangswahrscheinlichkeiten von zwei der drei
moglichen Dubletts, und es tritt nur ein Triplett mit den Intensitédtsverhéltnissen 1:2:1 auf.

sind [And50]
o3

xr = §D0(1 —3cos?n)(1 — 3cos?€) (3.25)
3h 27
y = IDO(l — 3cos? n)\/z sinte — 3sin® e + 1, (3.26)

wobei € und n die Winkel zwischen der Rotationsachse und der Dreiecksnormalen bzw.
zwischen dem Grundfeld und der Drehachse sind. Methylgruppen kénnen sich meist frei
um die R—C-Achse drehen, welche parallel zur Normalen des Dreiecks steht. Setzt man
also € = 0 in (3.25) und (3.26) ein, so erhilt man

= —%Do(l —3cos?n) = —v. (3.27)
Die Darstellung dieser Korrekturterme in Abb. 3.7 zeigt, daf fiir die Rotation der Gruppe
um diese Achse der magische Winkel wieder von Bedeutung ist und es zu einem Kollaps
des Multipletts kommen kann, weil 2’ und 3/ identische Nullstellen haben.
Mit den Wahrscheinlichkeiten aus Tab. 3.1 ergibt sich, dafl auler der Zentralresonanz nur
noch das Dublett mit +(3z" —y’) = £4a’ sichtbar ist (Abb. 3.7b)). Man erhélt ein Triplett
mit dem Verhéltnis 1:2:1 und der Aufspaltung |42’ /h/|, also

Avporn = 3Dg(1 — 3cos® 1) (3.28)

Ist das Dreieck also so orientiert, dafl es maximal vom Feld durchsetzt wird (n = 0 bzw.
1 = 0) kann man wegen 2’ = —y’ bzw. 2 = —y nicht unterscheiden, ob es sich um ein
stationdres System oder den dreizéhligen Protonen-Rotor handelt — in beiden Féllen be-
obachtet man ein Triplett mit der Aufspaltung 6Dy.
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Energiekorrektur [hD ]
Energiedifferenz [hD ]

BS 7T T+ T 7T
0 45 90 135 180 225 270 315 360 0 45 90 135 180 225 270 315 360
n[] n[7]

Abb. 3.7: Orientierungsabhiingigkeit der Energiekorrekturen ' und 3y’ (a) sowie der Energieunterschiede
der drei Dubletts einer rotierenden CHs-Gruppe relativ zur Zentralresonanz bei hw (b). Aufler dieser
Resonanz hat nur das Dublett bei &(3z" —y') eine nicht verschwindende Ubergangswahrscheinlichkeit; die

anderen Verldufe sind daher nur in Grau angegeben. Zum Vergleich ist noch die Winkelabhéngigkeit einer
stationdren CH2-Gruppe angegeben (gestrichelt); sie fillt mit der Kurve 3z’ + 3’ zusammen.

Auch fiir den Rotor stimmt die Orientierungsabhéngigkeit qualitativ mit der in (3.17) iibe-
rein, bezieht sich aber diesmal auf die Richtung der Drehachse R—C und ist um den Faktor
2 groBer. Kommt nun noch die Skalierung durch eine zeitliche Variation dieser Achse hin-
zu, so kann auch diese Linienaufspaltung um mehrere Grolenordnungen herunterskaliert
werden. (3.28) wird daher zu

AVyivor = 35Dy(1 — 3cos®n). (3.29)

Das Triplett einer rotierenden Methyl-Gruppe, das die gleiche Aufspaltung wie das Du-
blett einer rotierenden Methylen-Gruppe aufweist, impliziert aber fiir die R—C-Achse eine
groflere raumliche Beweglichkeit mit einem nur halb so groflen Ordnungsparameter S.
Die typische Rotation der Methyl-Gruppe fithrt demnach im Gegensatz zu dem bei der
Methylen-Gruppe auftretenden Freiheitsgrad zu einem Verschwinden von Resonanzen.

In den Arbeiten zur Rotation von CHs3-Gruppen wurde deutlich, dafl sterische Aspekte
innerhalb des Molekiils eine wichtige Rolle spielen. 1,1,1-Trichlorethan (Abb. 3.8a)) zeigt
z.B. erst 100 K unterhalb des Schmelzpunktes Anzeichen fiir eine Rotation [Gut50]. Dies
liegt daran, dafl die grofien Cl-Atome die Bewegung des Protonen-Rotors um die Molekiil-
Hauptachse behindern. Bei 90K kann dieses System im Vergleich zu Acetonitril (Abb.
3.8b)) als stationdre CHs-Gruppe angesehen werden [And50]. Auch Dimethyl-Quecksilber
(H3C—Hg—CHgs) zeigt bereits 150K vor Erreichen des Phaseniibergangs eine Abnahme
der Linienbreite aufgrund der schnellen Rotation der Methyl-Gruppen.

In der In-vivo-MR-Spektroskopie sind die Auswirkungen der Molekularbewegung so aus-
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Abb. 3.8: Struktur von 1,1,1-Trichlorethan (a) und Acetonitril (b). In kristallinem Zustand findet wegen
der groflen Cl-Atome bei (a) keine Rotation der Methyl-Gruppe statt. Bei (b) dagegen bewegt sich diese
frei um die Langsachse des Molekiils, die senkrecht auf der durch die Protonen definierten Dreiecks-Ebene
steht.

gepragt, da3 S auf keinen Fall zu vernachléssigen ist und man nur effektive Kopplungs-
konstanten beobachtet, die in keiner Weise mehr direkt mit dem Kernabstand korreliert
sind. Daher wird in dieser Arbeit in allen weiteren Betrachtungen k durch Sk ersetzt.

3.7 Ordnungsparameter aus Spektren 2. Ordnung

Bei Spektren 2. Ordnung konnen neben der sichtbaren Aufspaltung des Dubletts auch
die asymmetrischen Linienpositionen in Kombination mit dem Frequenzunterschied Aw
zur Bestimmung der effektiven Kopplungsstéirke herangezogen werden. Dies soll anhand
der dipolaren Kopplung im Folgenden ausfiihrlich untersucht werden. Der Asymmetrie-
Parameter (3.15),

AR (a) = —hAwsin? o + 2Asin a cos o,

148t sich leicht aus der Verschiebung der Dublett-Mittelpunkte von fw; (Linienpositi-
on ohne Kopplung mufl bekannt sein) bestimmen. Nun kann man folgendermafien den
Mischungswinkel berechnen: die Energieverschiebung 2A = % 1aBt sich mit (3.5) in
2A = hAw tan 2a umformen. Dann erhélt der Asymmetrie-Parameter die Form

Ap(a) = —hAwsin®a + hAwtan 2asin acosa
1
= hAw (5 tan 2cvsin 2o — sin? a> (3.30)
sin 2a sin? o
= Sk - . 31
o ( 4 2tan2a> (3:31)

Dies sind die analogen Gleichungen zu (2.18) und (2.19). Aw in (3.30) ist zwar auch eine
Funktion von «, kann andererseits aber direkt aus einem Spektrum abgelesen werden, in
dem die beiden Spins nicht koppeln (z. B. Aufhebung der dipolaren Kopplung in Modell-
Losungen). Daher ist die Darstellung (3.30) praktischer, weil zur Anwendung von (3.31) die
effektive Kopplungskonstante Sk bekannt sein mufl. Will man die Kopplungsstéirke aber
alternativ aus der Asymmetrie bestimmen, um zu testen, ob sie konsistent mit dem Wert
der Linienaufspaltung ist, so 148t sich Sk gerade nicht als Vorwissen benutzen, um mit AIQ
den Winkel o und daraus dann letztendlich die Kopplungssidrke Sk zu bestimmen. Beide
Gleichungen wurden mit Hilfe von Maple© umgeformt und danach weiter vereinfacht. Fiir
(3.30) gilt
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0,10

IA| [nAw/27]

0,05

Mischungswinkel a [°]

Abb. 3.9: Verlauf des Asymmetrie-Parameters Ap(«) fiir dipolare Kopplung nach Gleichung (3.30). Man
sieht, daBl AL selbst bei relativ starken Mischungswinkeln von 20° nur ca. 15% des Frequenzunterschieds
dw betrigt.

_hchos2a— 1 —hAw%(1+0082a) -1
cos 2« cos 2«

B hAw 1 1
- 2 cos2a )

Da die residualen Kopplungsstéirken in vivo recht schwach sind, reicht es, kleine Winkel
zu betrachten. Der Verlauf fiir o < 20° ist in Abb. 3.9 dargestellt. Es wird deutlich, dafl
die Asymmetrie fiir kleine Mischungswinkel sehr schwach ist. Selbst fiir & = 20° sind die
Resonanzen nur um ca. 15% des Frequenzabstandes Aw verschoben. Die Auflésung nach
a ergibt:

AP (a)

hAw
ap = 5 arccos m (332)
Der Vollstidndigkeit halber soll noch die Vereinfachung fiir (3.31) angegeben werden:
2a—1 sin? o
AD _ _gploste _ '
p(e) s 2sin 2a 2sin 2a

Die a-Abhéngigkeit von Ag wird noch einmal vergleichend mit der skalaren Kopplung in
Kap. 5 diskutiert.

Analog kann man die Asymmetrie der Linienintensitéten (3.16) ausnutzen. Hier ist es auch
moglich, direkt aus

1+ sin 2«
A =
e
als Umkehrfunktion den Mischungswinkel
1 Ar—1
ar =5 arcsin (Ai " 1> (3.33)

zu berechnen. Hat man « mit einer der beiden Methoden ermittelt, so erhilt man zu-
sammen mit (3.5) die effektive Aufspaltung Sk/h in Hz und kann sie ins Verhéltnis zum
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theoretisch aus der Molekulargeometrie bestimmten Wert setzen, um den Ordnungspara-
meter zu erhalten.

AuBerdem kann die Asymmetrie zum Nachweis residualer dipolarer Kopplungen herange-
zogen werden, denn die iiber AIQ und « bestimmte Kopplungsstirke mufl im Spektrum
einer Aufspaltung von Sk/h entsprechen.






Kapitel 4

Analogien zur Hyperfeinstruktur des
Wasserstoff-Atoms

Betrachtet man koppelnde magnetische Momente, so 148t sich das Problem zweier wechsel-
wirkender Protonen direkt mit der Hyperfeinstruktur des Wasserstoff-Atoms vergleichen.
Die magnetische Wechselwirkung von Proton und Elektron wurde 1931 von KOPFERMANN
und SCHULER experimentell untersucht. Die theoretische Grundlage ist durch die quan-
tenmechanische Kopplung von Drehimpulsen gegeben.

4.1 Wahl der Observablen, verallgemeinerte Clebsch-Gordan-Koeffizien-
ten

Die Bestimmung neuer, simultaner Eigenzustédnde verlduft im Grunde sowohl fiir die ska-
lare als auch fiir die dipolare Kopplung analog zum Verfahren, das bei der Kombination
von Drehimpulsen bei der Spin-Bahn- oder Spin- Spm Kopplung Anwendung findet. All-
gemein geht man bei zwei Drehimpulsen L1 und Ly von den Produktzustinden aus, wenn
man geeignete Eigenzusténde fiir die neuen Operatoren L= L1 + LQ und L = le + ng
sucht.

Dabei bilden Zusténde mit gleichem m-Wert (die Quantenzahl zu f)z) Linearkombina-
tionen, die sich in der Quantenzahl L (zu ﬁ2) unterscheiden. Fiir die hier betrachteten
Spin-Spin-Kopplungen sind das gerade die Zustdnde |[+—) und |—+), die zu geeigneten
1} kombiniert werden. Bei der verallgemeinerten Betrachtung der Kopplungen bilden die
in m entarteten Zustinde Linearkombinationen, die sich in der Quantenzahl des Flip-
Flop-Operators (B bzw. J2) unterscheiden. Die zugehorigen Entwicklungskoeffizienten Cj;

(A cosa sina Y2\ [ Cn Ci2 9

Y )\ —sina cosa vy )\ Cop O 13
sind dann nichts anderes als verallgemeinerte Clebsch-Gordan-Koeffizienten, die mit der
relativen Stéirke der Kopplung variieren:

Cij.g(a) = Cy(J)  fur skalare Kopplung und
Cij:p(o) = C;;(Sk) fiir dipolare Kopplung.
Fiir den Extremfall starker Kopplung ergeben sich gerade die aus der Hyperfeinstruktur

bekannten Werte C1; = Coy = Co = % und Cy = —%.

47
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Tab. 4.1: Analogien in der Betrachtung von gekoppelten Spinsystemen

vollstandiger Satz  Clebsch-Gordan-

von Observablen Koeffizienten
anfangs S2,1%,5,,1,
Hyperfeinstruktur 5‘2, IA27 FQ’ F, %’ _%
skalierbare skalare Kopplung S’AQ, I:Q, To(a), FZ Cij.r(a)
skalierbare dipolare Kopplung 52, 1%, B(«a), F, Cij:p(a)

Tabelle (4.1) zeigt zusammenfassend, daf§ sich die Betrachtung der durch « skalierbaren
Kopplungen von der Theorie der Spin-Spin-Kopplung der Hyperfeinstruktur nur durch
einen Operator im vollstdndigen Satz der Observablen unterscheidet.

Jo und B sind deshalb die geeigneten Observablen, weil sich die Stérke der Kopplung
nicht im Gesamtspinoperator F? = (S’ +1 )2, wohl aber iiber die Effektivitit der Flip-
Flop-Vorgéinge ausdriickt.

Ein Verzicht auf die Observable 2 ist aus folgendem Grund plausibel: Bei der Betrach-
tung der Linienintensitéten (s. u.) zeigte sich, da§ das Interkombinationsverbot nur im
Extremfall starker Kopplung gilt. Demnach ist F' mit seinen Eigenwerten 0 (Singulett)
und 1 (Triplett) bei der allgemeinen Betrachtung keine geeignete Quantenzahl mehr, weil
die Einteilung in Singulett- und Triplett-Zusténde zur Beschreibung des Systems obsolet
geworden ist. Wie sich zeigen wird, ist mp trotz des aufgebrochenen Gesamtspins eine
geeignete Quantenzahl und taucht in der Breit-Rabi-Formel auf (s.u.).

4.2 Paschen-Back-Effekt, Breit-Rabi-Formel

Das Aufbrechen einer Kopplung von Drehimpulsen geladener Teilchen durch ein hinrei-
chend starkes Magnetfeld ist in der Atomphysik auch als Paschen-Back-Effekt bekannt
(PAscHEN und BAck 1912/13). Die dafiir notwendige Feldstérke richtet sich nach der
Stéirke der Wechselwirkung zwischen den Teilchen, also nach der Grofie der Drehimpulse
(klassisch oder intrinsisch). Demnach ist die LS-Kopplung am schwierigsten aufzuheben.
Etwas einfacher ist es bei der I.J-Kopplung der Hyperfeinstruktur, bei der die magneti-
schen Momente von Elektron und Proton von Bedeutung sind. Da das Kernmagneton um
den Faktor 1836 kleiner ist als das Bohrsche Magneton, bricht die Spin-Spin-Kopplung
zwischen zwei Protonen als erstes auf. Wegen des hohen gyromagnetischen Verhéltnisses
sind gekoppelte Protonen aber das stabilste unter den Kern-Systemen.

Der Ubergangsbereich vom Zeeman-Effekt (normal und anomal) zum Paschen-Back-Effekt
der Hyperfeinstruktur wird durch die Breit-Rabi-Formel beschrieben [Bre3l1]. Sie gibt al-
lerdings nur die einfachste Losung fiir die S-Orbitale, also F' = I + % an:

1 A AE 1
RS (F =TI+ §,mF) == T mrgxurB TO L+ zjﬂerf” . (4.1)

Dabei wird die Variable x aufgrund des kleinen Kernmagnetons zu

9IUB — JK K 2up
=222 I B~ "2 R
v AE, AE,
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Abb. 4.1: Breit-Rabi-Diagramm fiir die Hyperfeinstruktur des Wasserstoff-Atoms. Die drei Spinquanten-
zahlen jedes Niveaus sind angegeben.

mit der Annahme gy = 2 vereinfacht und AEj ist die Energieaufspaltung zwischen Triplett
und Singulett des Gesamtspins F' (sichtbar bei z = 0)

AE0:A<I+%).

A ist die Hyperfeinaufspaltung, die bei 'H 1,419 GHz/h betriigt. Die beiden Niveaus mit
den extremalen Quantenzahlen mp = +F, also fiir die Hyperfeinstruktur des Wasser-
stoffs mp = %1, zeigen dann eine lineare Abhéingigkeit vom Grundfeld (gxurB kann ver-
nachléssigt weden und das Argument unter der Wurzel ist eine binomische Formel). Die
restlichen Niveaus zeigen einen Verlauf, der anfangs vom Wurzel-Term dominiert wird und
fiir starke Felder annéhernd parallel und dquidistant (nur noch einfache Zeeman-Spektren)
zu den beiden anderen Niveaus ist.

Mit der bisher benutzten Nomenklatur fiir die Energieniveaus vereinfacht sich (4.1) beim
Wasserstoff folgendermafien (man beachte das unterschiedliche Vorzeichen von Protonen-
und Elektronen-Spin!):

1 1 1 =z
E/JA = —= B+ -vV142 242
1/ 1 T9RHEB A oV 2 tat s o+ o
1 1
EyJA = —Z 4+ -\/1+ 22
5/ 4+2 +x
1 1
E3/A = —1—5\/1“:2
1 1 1 =
Ej /A = —=— B—-y1-2 22— 2,
1/ 1~ B =5 T+t~ =3
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Der Hauptunterschied zur skalaren Kopplung der NMR-Spektroskopie besteht darin, dafl
hier ein magnetisches Moment verschwindend klein gegeniiber dem anderen ist, weil ver-
schiedene Teilchen koppeln. Dies ermdglicht eine Vereinfachung, die bei der Kopplung
identischer Teilchen nicht zuléssig ist.

Wegen der isotropen Bewegung des s-Elektrons um den Kern kann bei der Hyperfein-
struktur eigentlich keine dipolare Kopplung die Ursache sein. Dafl im Grundzustand aber
trotzdem eine Aufspaltung zu sehen ist, hdngt damit zusammen, daf} fiir s-Orbitale der
Kern nicht als punktférmiger magnetischer Dipol angesehen werden darf (die s-Elektronen
haben im Kern eine endliche Aufenthaltswahrscheinlichkeit). In diesem Fall der Fermi-
Kontakt-Wechselwirkung liegt ein nicht verschwindendes mittleres Feld des Kerns vor,
das der Spin des Elektrons erfidhrt.

Fiir alle Zustdnde | > 0 gilt eine Ndherung, auf die hier nicht weiter eingegangen wer-
den soll. Die Hyperfeinstruktur wird dann wegen der Anisotropie der Orbitale richtungs-
abhingig.

4.2.1 Breit-Rabi-Diagramm der skalaren Kopplung

Um ein Breit-Rabi-Diagramm fiir die skalare Kopplung zwischen zwei Protonen zu erhal-
ten, mufl man die Energieniveaus (2.11) - (2.14) betrachten. Im Prinzip wird ein Ausdruck
E; = E;(B) gesucht. Die Resonanzfrequenzen héngen linear von B ab, so dafl sowohl
Aw x B als auch w; +wsy o B geeignete Groflen sind. An dieser Stelle macht sich bemerk-
bar, dafl zwei identische magnetische Momente miteinander koppeln. Betrachtet man

h

E, = A—W%A—h’yB:A—clB und (4.2)
h

E, = A_szAﬁ—fwB:A—i—clB, (4.3)

so sieht man, daf} in die Steigung ¢; = Ay dieser Geradengleichung so etwas wie eine Summe

aus magnetischen Momenten eingeht. Dagegen tritt bei den beiden anderen Zusténden eine

Differenz auf, denn nach Substitution des Winkels a = % arctan (gilj) in

A
Ey = _h2w cos2a — A + 2A sin 2«
hA
By = 2“’ cos 20 — A — 2A sin 2a,
erhilt man zwei Funktionen von Aw:
hA — -
E, = — 2w cos [arctan (hiljﬂ — A+ 2Asin [arctan (hii)] (4.4)
_ hAw —J12 ) —J12
Es = 5 Cos [arctan <hAw>} — A —2Asin [arctan (hAw)} . (4.5)

Fiir grofie Felder, also Aw — 0o, geht das Argument im arctan gegen Null. Dann verein-
fachen sich auch diese Ausdriicke zu Geradengleichungen:

A A
Eo(B — o0) = —A—hT”:—A—Z—”B:—A—cQB
hAw hA~y

2
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(mit A~y als scheinbarem Unterschied im gyromagnetischen Verhéltnis, verursacht durch
die chemische Verschiebung). Nun ist aber die Steigung co = @ = ELQU wegen der kleinen
chemischen Verschiebung o um ca. 6 Groflenordnungen kleiner als ¢;! Das bedeutet, dafl
die beiden Niveaus mit paralleler Orientierung der Spins (mp = +1) wesentlich stérker
vom Grundfeld abhéngen als die beiden gemischten Zustédnde (mp = 0).

In der Hyperfeinstruktur des Wasserstoffatoms tritt dieser Unterschied nicht auf, weil
das magnetische Moment des Kerns vernachlissigt werden kann und somit sowohl in der
Summe als auch in der Differenz die Resonanzfrequenz des Elektrons dominiert: w, +w, ~
We R We — Wp-

Unter Ausnutzung der Quantenzahlen 148t sich eine verallgemeinerte Form der Breit-
Rabi-Gleichung formulieren, die alle vier Energieniveaus fiir die skalare Kopplung zweier
identischer Teilchen mit S = I = % wiedergibt. Die Variable, die die Abhéngigkeit vom
B-Feld enthalt, ist

hAw  hoyB

J12 Jiz

xr =

Fiir die beiden Geraden, in denen B nach der Vereinfachung w; + wy = 2vB direkt auf-
taucht, mufl dann entsprechend substituiert werden. Man erhélt insgesamt:

J12 mpJia
Er{zF,mI( )= T(—l)HmF I—

J J
+ (1 — [mp|)(—1)"zFms —%cos(arctan—x_l) +$Sin(arctan—x_l) . (4.6)

Zeeman-Gebiet Paschen-Back-Gebiet

— 2,0 T T T T T
>
w 1,54
| Steigung
skaliert
1,0 4 um10° .

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
x [Avid, ]

Abb. 4.2: Breit-Rabi-Diagramm fiir skalare Spin-Spin-Kopplung. Die vier Niveaus sind durch die z-
Komponenten der einzelnen Spins und der des Gesamtspins gekennzeichnet. Das asymptotische Verhalten
der gemischten Zustédnde ist gestrichelt dargestellt.



52 Kap. 4. Analogien zur Hyperfeinstruktur des Wasserstoff-Atoms

Mit den Beziehungen

1
V1422

sin(arctanx) = T und cos(arctan x) =

V1422

148t sich diese Gleichung noch vereinfachen zu

By () = D2 (cayome - TR2, 2 TG () @)
Die unterschiedliche Skalierung in der Steigung bewirkt, dafl es zu einem Schnittpunkt
von Fy und F7 kommt! Bei gezielter Verdnderung des Grundfeldes konnte man zunéchst
beide Niveaus in Kontakt bringen und einen Populationsausgleich erzielen, der dann beim
Trennen der Niveaus zu einer Polarisationsverstidrkung fithrt. Da « aber mit dem Planck-
schen Wirkungsquantum skaliert ist, liegt dieser Schnittpunkt bei sehr kleinen Feldern,
und dort unterscheiden sich die Besetzungszahlen der einzelnen Zustdnde noch nicht sehr
stark.

Die Asymmetrie in den Linienpositionen ist im Breit-Rabi-Diagram daran erkennbar, dafl
der Schnittpunkt der beiden Geraden (+0,25) gegen den extrapolierten Schnittpunkt der
beiden anderen Kurven (-0,25) verschoben ist. Da die Steigung der beiden Geraden extrem
stark ist und somit die Ubergangsenergien schnell anwachsen, ist man schon bei kleinen
x-Werten in einem Bereich, in dem diese Verschiebung kaum noch relevant ist: es ergeben
sich sehr schnell Spektren 1. Ordnung.

4.2.2 Breit-Rabi-Diagramm der dipolaren Kopplung

Aufgrund der starken Analogien zwischen der skalaren und der (sékularen) dipolaren
Kopplung kann man fiir eine geeignete Darstellung der Energieniveaus auf die gerade
berechneten Ausdriicke zuriickgreifen. Gln. (4.2) und (4.3) kénnen direkt iibernommen
werden.

hw

B = A—%zA—mBzA—qB
hw

By = A+%QA+EVB:A+QB.

Einziger Unterschied ist hier, dal jetzt A = Sk/4 gilt. Der Vergleich der Energieniveaus
beider Kopplungen zeigt, daf bei der dipolaren Kopplung in (4.4) und (4.5) die Kopp-
lungsstérke vor dem letzten Produktterm nur in halber Wichtung eingeht. Auflerdem tre-

ten nur positive Mischungswinkel auf, so dafl nun oo = % arctan (%) substituiert werden
mufl. Es ergibt sich somit sofort
hAw Sk . Sk
E, = — 5 cos [arctan <m)] — A — Asin [arctan (%)] (4.8)
hAw Sk Sk
_ _ - 4.
Es 5 cos [arctan <2hAw>} A + Asin [arctan <2hAw)} (4.9)

Die Asymptoten der beiden Kurven sind die gleichen wie bei der skalaren Kopplung. Al-
lerdings ndhern sich die Kurven anders an als bei der skalaren Kopplung. Aufgrund der
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Paschen-Back-Gebiet
- T T

Zeeman-Gebiet
= 2,0 T T T T
2
w 1,54 -
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| 0510°
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Abb. 4.3: Breit-Rabi-Diagramm fiir dipolare Spin-Spin-Kopplung. Die Darstellung ist an Abb. 4.2 ange-
lehnt.

Tatsache, daf3 die Korrekturterme des Flip-Flop-Operators schwécher gewichtet werden,
ist die Konvergenz mit den Asymptoten schneller. Der Unterschied im Vorzeichen der
Wichtung fithrt aulerdem dazu, dal bei = 0 nicht alle Triplett-Zusténde zusammenfal-
len.

Dadurch kommt es sogar zu zwei Niveau-Kreuzungen: mit sinkendem Feld schneiden sich
zunéchst F1 und Es und dann E7 und E3. Auch hier gilt, dal wegen x o< i die Schnittpunk-
te bei sehr schwachen Feldern liegen. Dort ist die Kopplung aber nicht mehr unbedingt
klein gegen die Effekte des Grundfeldes, so dafl die Ndherung mit dem sdkularen Anteil
des Hamilton-Operators nicht mehr giiltig ist. Wie weit sie im Ubergangsbereich zwischen
Zeeman- und Paschen-Back-Effekt giiltig ist, kann hier nicht gesagt werden.

Die stark unterschiedlichen Steigungen haben wiederum die Beobachtung von Spektren 1.
Ordnung bei groflien z-Werten zur Folge.

Analog zu (4.7) kann man eine Breit-Rabi-Gleichung fiir die dipolare Kopplung angeben:

Sk -
BBy (@) = 2 (=) —

'mpSk
mp,mjy x

g

k k
+(1- \mp|)(—1)*%+mf —% cos(arctan z 1) —SI sin(arctanz 1) | . (4.10)

Auch hier lassen sich die Winkelfunktionen vereinfachend zusammenfassen. Man erhalt:

ED  (x)= %(—1)”’% - mF—Skx - %(1 —mp)) (=12 ta2 11 (4.11)

mp,mjy o 4

Hier lautet die Variable
_ 2hAw  2hoyB

Sk Sk

X
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4.2.3 Sonderfall isochroner Systeme

Die in den letzten beiden Abschnitten betrachteten Breit-Rabi-Diagramme gelten nur fiir
anisochrone Systeme, also o # 0, denn fiir den Breit-Rabi-Parameter = besteht folgende
Problematik:

Fiir x = 0 zeigen die Diagramme eine Entartung der Zustdnde ¥; und 4. Diese liegt aber
nur vor, wenn kein dufleres Feld anliegt und man nur noch die Nullfeld-Aufspaltung beob-
achtet (bei der HF'S gerade die 21 cm-Linie), da die entsprechenden Komponenten von Hy,
verschwinden. Andererseits gilt x = 0 aber auch fiir isochrone Systeme, weil dort ¢ = 0
gilt. Daher muf} dieser Fall gesondert betrachtet werden, wenn ein dufleres Feld anliegt.
(Bleibt die Frage, ob = 0 mit o # 0 bei dipolarer Kopplung im Breit-Rabi-Diagramm
richtig wiedergegeben wird, wenn nur der siikulare Anteil beriicksichtigt ist.)

Bei einem Aj-System ist der Mischungswinkel unabhéngig von By auf +45° festgelegt,
so daf} die Energieniveaus nur noch durch die winkelunabhéingigen Terme der Zeeman-
Wechselwirkung beeinflufit werden konnen. Davon sind aber nur die beiden Produkt-
zustdnde betroffen, die den nicht-transformierten Unterraum aufspannen. Da die beiden
gemischten Zusténde in diesem Sonderfall unter dem Zeeman-Operator mit Eigenwert 0
entartet sind, bleiben sie konstant auf dem Niveau, das die durch a bestimmte Nullfeld-
Aufspaltung erzeugt. Die Breit-Rabi-Parameter beinhalten logischerweise nicht mehr die
chemische Verschiebung,

JomB L 2B
Ji2 ' Sk
—, 20 : : : : : :
= | |
W 1,54 _
1,0 4 i
0,5 i
-1/2 +1/2 0
F=1
0,0
4 m/ fnS mF 4
-0,5 i
+1/2 -1/2 0
F=0
-1,0 + +1/2 T
1 +1/2 1
_1’5 — +1 -
2,0 : : : : : : : : . : :
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
x'[hyBIJ,)]

Abb. 4.4: Breit-Rabi-Diagramm fiir ein skalar gekoppeltes As-System. Die erlaubten Ubergiinge innerhalb
des Tripletts sind entartet.
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Abb. 4.5: Breit-Rabi-Diagramm fiir ein dipolar gekoppeltes Az-System

und die Breit-Rabi-Gleichungen zeigen nur noch fiir die Zustdnde mit mp # 0 eine z-
Abhéangigkeit:

Bpans(@) = o (08 e = 0~ ()7 ()

mpg,my 4
1 1
ERpmi(@) = 8k (G0H atnp = {0 e~ ) ()

Die zugehorigen Diagramme sind in Abb. 4.4 und 4.5 gezeigt. Fiir den Fall, daf§ die neuen
Breit-Rabi-Parameter gleich 0 sind, ergeben sich erwartungsgeméf die gleichen Situationen
wie in Abb. 4.2 und 4.3, denn 2’ = 0 < B = 0 bedingt automatisch x = 0 (nicht aber
umgekehrt!).

Abb. 4.4 verdeutlicht noch einmal, daf§ in isochronen skalar gekoppelten Systemen nur
ein Signal zu beobachten ist: Wegen des symmetrischen Verlaufs der drei Zustéinde mit
F =1 sind die beiden erlaubten Ubergéinge immer entartet. Dagegen hat bei dipolaren
A;-Systemen das Feld-unabhéngige Triplett-Niveau immer eine negative Energie, so dafl
die erlaubten Uberginge nicht mehr entartet sind.

Interessanterweise kann man bei isochroner Kopplung einen sinnvollen Gesamtspin (mit
Interkombinationsverbot) definieren, obwohl nicht wirklich eine starke Kopplung vorliegt.
Denn dann wiirde die Néherung wieder nicht gelten. Die Bedingung, daf} in (3.5) % —
oo gilt, ist demnach nur eine notwendige, aber keine hinreichende Bedingung fiir das
Vorliegen einer starken Kopplung. A;-Systeme sollten daher nur als pseudo-starke Systeme
bezeichnet werden (bei der J-Kopplung spielt dies keine Rolle, weil dort sowieso keine
isochrone Kopplung beobachtet werden kann).
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4.2.4 Hanle-Effekt, Interkombinationsverbot

Die in den Breit-Rabi-Diagrammen sichtbare Niveau-Kreuzung bei abgeschaltetem Grund-
feld wird auch als Hanle-Effekt bezeichnet (HANLE, 1924). Soweit es sich um keine verbo-
tenen Ubergiinge handelt, ist dann eine kohirente Anregung der Zeeman-Aufspaltungen
im Nullfeld moglich.

In Kap. 2.3 und 3.3 wurde das Interkombinationsverbot stark gekoppelter Systeme be-
trachtet. Wegen By — 0 = w; — 0 liegen im Nullfeld nur isochrone Systeme vor, und
somit gilt selbst fiir heteronukleare Systeme das Verbot und es kénnen hochstens die
Triplett-Ubergéinge beobachtet werden. Nun sind jedoch alle Triplett-Zustinde der ska-
laren Kopplung im Nullfeld entartet (s. Abb. 4.2), so dafl das Interkombinationsverbot
zum Verschwinden aller Resoanzlinien (in Form von Dipoliibergéingen) eines As-Systems
fithrt!.

Bei der dipolaren Kopplung besteht die Frage, inwieweit das Breit-Rabi-Diagramm in
Abb. 4.3 iiberhaupt fiir das Nullfeld giiltig ist. Die Néherung mit dem sidkularen Anteil
des Hamilton-Operators wurde unter der Annahme gemacht, dafl die Stérung des Grund-
feldes dominant ist. Hier wiirden Experimente mit SQUIDs Aufschluf} iiber den Verlauf
der Energieniveaus fiir B — 0 liefern. Sollte das Diagramm weiterhin giiltig sein, so wéiren
die zwei Uberginge innerhalb des Tripletts (Abb. 3.1b) entartet und koénnten kohirent
angeregt werden. Demnach wére der Hanle-Effekt fiir isochrone Spins bei dipolarer Kopp-
lung im Gegensatz zur J-Kopplung moglich.

Auch bei der Hyperfeinstruktur des Wasserstoffs ist dieser Effekt nicht direkt im Labor

'Durch StoBprozesse induzierte Uberginge diirften zu vernachlissigen sein.

324,8 nm

X

1 1 1
2 ' 0 100 200 300
Sz NEa By(Gauss)

300
ik = e 20 ,/\2.5" £\ ) -
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Abb. 4.6: Beobachtung von Niveau-Kreuzungen und Hanle-Effekt am Beispiel von Cu: Im unteren Dia-
gramm ist die Ableitung der Emissions-Intensitéit nach dem Magnetfeld, dI/dBy, aufgetragen. Diese zeigt
beim Kreuzen der Niveaus Nulldurchgénge (entnommen aus [Hak96]).
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beobachtbar. Aufgrund der Auswahlregel Al # 0 ist der mit der 21-cm-Linie verbun-
dene Ubergang wischen F = 0 und F = 1 im Grundzustand (s-Orbital) nicht erlaubt.
Der Triplett-Zustand ist metastabil und im interstellaren Gas nur aufgrund der hohen
Teilchenzahl zu beobachten.






Kapitel 5

Vergleich von skalarer und dipolarer
Kopplung

5.1 Die Hamilton-Operatoren

Die beiden Operatoren (2.2) und (3.2) unterscheiden sich nur durch einen konstanten Vor-
faktor. Fiir die Energiekorrekturen ist bei beiden nur der Flip-Flop-Operator, also die
Null-Quanten-Kohérenzen, ausschlaggebend. Die Zwei-Quanten-Kohérenzen machen sich
erst bei der Relaxation bemerkbar.

Wie man am Vergleich von (2.4) und (3.5) sieht, erfolgt die Drehung des 2-dimensionalen
Hilbert-Unterraumes bei direkter und indirekter Kopplung in entgegengesetzten Richtun-
gen. Auflerdem lauft sie bei der dipolaren Kopplung langsamer ab, da sich bei gleichem
Verhiltnis von Linienaufspaltung zum Unterschied der Resonanzfrequenzen ein kleine-
rer Mischungswinkel ergibt. Demnach ist eine stirkere Kopplungskonstante nétig, um die
dominante Wechselwirkung mit dem Grundfeld zu stoéren; oder anders ausgedriickt: der
sidkulare Anteil der dipolaren Kopplung 143t sich leichter durch ein externes Feld aufbre-
chen.

Die unterschiedlichen Hamilton-Operatoren und die damit verbundenen Linearkombina-
tionen der Eigenzustinde haben auf die Spektren charakteristischen Einfluf}. Wie die
néichsten Abschnitte zeigen werden, kann man bei mittelstark und stark gekoppelten Syste-
men anhand der spektralen Muster einer einzigen Messung eindeutig dipolare von skalarer
Kopplung unterscheiden und ist somit nicht auf die Untersuchung der Winkelabhéngigkeit
angewiesen, die nur bei der direkten Wechselwirkung auftritt.

5.2 Spektren stark gekoppelter Systeme

Das zunehmende Verschwinden jeweils einer Resonanz eines Dubletts bei anwachsender
Kopplungsstirke (bzw. bei sinkendem &ufleren Grundfeld) wird als Dach-Effekt bezeich-
net. Er ist eine Folge des allméhlich auftretenden Interkombinationsverbotes zwischen
Singulett- und Triplett-Zusténden. Dabei ist das Vorzeichen des Mischungswinkels o von
Bedeutung. Es fiihrt bei skalarer und dipolarer Kopplung zu kontréiren Effekten.

Fiir die J-Kopplung geht der Singulett-Zustand aus 1o des AX-Systems hervor. Dies ist
der Zustand mit der zweitniedrigsten Energie. Das Termschema ist in Abb. 5.1 dargestellt
und verdeutlicht, dal die Intensitdt der dufleren Resonanzen a und d abnimmt, wenn der

99
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a) b)

X

Abb. 5.1: Dach-Effekt der skalaren Kopplung eines AM-Systems. Der Singulett-Zustand (¢2) ist grau
dargestellt und man beobachtet eine Intensitdtsabnahme der dufleren Resonanzen. Die Verschiebung der
Dubletts a,b und c¢,d (relativ zu den Frequenzen v; und v2) in Richtung Niedrig- bzw. Hochfeldseite ist
durch Pfeile angedeutet.

Ubergang zum AM-System erfolgt. Dies ist der wohlbekannte Dach-Effekt der skalaren
Kopplung. Er erleichtert in 1D-Spektren die Zuordnung der koppelnden Partner, weil die
Resonanz mit der hoheren Intensitdt zu der Seite weist, auf der das zugehorige Dublett
mit komplementérer Asymmetrie zu suchen ist.

Bei der dipolaren Kopplung geht wegen des anderen Vorzeichens von « der Singulett-
Zustand aus 3 des AX-Systems hervor. Dies ist aber nun das zweit-héchste Energieni-
veau, so daf} die inneren Resonanzen b und ¢ vom Interkombinationsverbot betroffen sind
(s. Abb. 5.2).

Der Dach-Effekt zusammen mit den asymmetrischen Verschiebungen verdeutlicht auch,
warum die Spektren von As-Systemen der beiden Kopplungsarten so unterschiedlich ausse-
hen. Durch den gréfieren Vorfaktor des Flip-Flop-Operators im skalaren Hamilton-Operator
kommt es zu einer doppelt so grofien Asymmetrie wie bei der dipolaren Kopplung (s. Abb.
5.3). Das As-System stellt den Extremfall der Entwicklung dar, die in Abb. 5.1 und 5.2
gezeigt ist. Wihrend jedoch im ersten Fall die Dublett-Mittelpunkte um maximal Jy2/2
verschoben werden und daher die verbleibenden Linien mit der Frequenz des ungekop-
pelten Systems zusammenfallen, kommt es bei der dipolaren Kopplung zu keiner Uber-
lagerung von Resonanzen. Die beiden inneren Resonanzen laufen gegenseitig aneinander

a) b)
E Sk

4 h

c ;

8 a b c d
3 N

b, 2 B o

W oo
v

Abb. 5.2: Dach-Effekt der dipolaren Kopplung eines AM-Systems. Der Singulett-Zustand wird nun aus
13 gebildet, weshalb das zunehmende Interkombinationsverbot zur Intensitdtsabnahme der inneren Reso-
nanzen fiihrt. Die Verschiebung der Dubletts erfolgt in die gleiche Richtung wie in Abb. 5.1.
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Abb. 5.3: Absoluter Verlauf des Asymmetrie-Parameters Ap () fiir skalare und dipolare Kopplung nach
Gleichung (2.19) bzw. (3.31). Die stéirkere Asymmetrie der J-Kopplung fiihrt zu einem Kollaps der Mul-
tipletts (s. Text).

vorbei und liegen dann um k/2 auseinander. Die beiden noch sichtbaren Signale liegen
aber % rechts und links von 1y und zeigen daher die verstéirkte Aufspaltung von 1,55k
(s. Abb. 5.4).

Gleichwertig zur Darstellung des Asymmetrie-Verlaufs in Abb. 5.3 kann auch der Breit-
Rabi-Parameter herangezogen werden, um die entsprechenden Verschiebungen der Reso-
nanzen anzugeben. x hat im Gegensatz zu « den Vorteil, daf er direkt proportional zum
Quotienten aus Frequenzabstand und Linienaufspaltung ist. Mit der Definition aus Kap.
4 und den GroBen Aw und Sk, die direkt in [Hz] aus einem Spektrum abgelesen werden

a) b)
E
\ I, Jy, 3/2 Sk
-
hV ____‘____4 _________ ____‘____4. _________
¢ a blc al Sk |d
0____ :_3 _________ —_———— ____—3_
Y - a d c b
2 Y
b d | T
vV V,
-hv _:_'_—__1. __________ =1 ° °
0 -
\%
skalar dipolar skalar dipolar

Abb. 5.4: As-Systeme als Extremfille des Dach-Effekts fiir skalare und dipolare Kopplung. Die verschie-
denen Asymmetrie-Parameter bewirken nur bei der J-Kopplung den Kollaps der Multipletts.
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Abb. 5.5: Darstellung der Asymmetrie-Parameters nach GIl. 5.1 und 5.2. Selbst fiir einen Breit-Rabi-
Parameter von x = 2 ist ein dipolares Dublett nur um weniger als 10% der Linienaufspaltung verschoben.

konnen, kann man x leicht bestimmen. Die Beziehungen fiir die Asymmetrien lauten dann:

1 arctan (—z 1
Al(x) = —Jio <§ sin arctan (—:):_1) + 2 sin? %)
1 arctan (z !
= Jpo (5 sin arctan (x_l) — xsin? rf()) (5.1)
Sk [1 arctan (z—!
AR(z) = > (5 sinarctan (z~') — z sin® #) (5.2)

Abb. 5.5 zeigt die beiden Funktionen. Es wird deutlich, dafl besonders fiir dipolar gekop-
pelte Systeme die zu erwartenden Verschiebungen recht gering sind. Bei = 2 hat das
externe Feld die Kopplung bereits so weit aufgebrochen, dai die Dubletts nur noch um
ca. 10% ihrer Linienaufspaltung verschoben sind.

5.2.1 Kumulierter Dach-Effekt dublierter Dubletts

Bei einer multiplen Linienaufspaltung kann es zu einem kumulativen Dach-Effekt kommen,
wenn mehr als eine der Konnektivitdten kein AX-System mehr repréisentiert. Ein Beispiel
hierfiir sind die beiden skalaren Kopplungen der drei 3'P-Kerne im ATP-Molekiil. Wenn
es sich nur um leichte Abweichungen von einer schwachen Kopplung handelt, so kann man
die Korrekturen fiir die Linienintensititen in erster Naherung additiv behandeln:

Betrachtet werden soll ein AMX-System, bei dem zwei Kopplungen des mittleren Kerns
mit den beiden #ufleren vorliegen (Ji2 und Jo3 mit den dazugehérenden Mischungswin-
keln a2 und ag3). Eine Wechselwirkung der beiden dufleren Kerne sei zu vernachléssigen.
Die chemischen Verschiebungen sollen der Einfachheit halber so vorliegen, dafl die beiden
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Abb. 5.6: Kumulierter Dach-Effekt eines AMX-Systems. Die Korrekturen der Intensitéten fiir die einzel-
nen Dubletts treten bei der multiplen Aufspaltung additiv auf.

einfachen Dubletts auf der Niederfeldseite des dublierten Dubletts liegen. Die Korrektur-
faktoren fiir die Kopplungen seien z = |sin2ai2| und y = |sin2ass|. Die Intensititen
nach multipler Aufspaltung ergeben sich multiplikativ aus den schrittweise korrigierten
Werten. Wenn die Effekte der Mischung klein sind (a;; < 5°), konnen wegen z,y o 1072
Produktterme wie zy vernachléssigt werden. Man erhélt dann fiir die vier Resonanzen des
dublierten Dubletts (in der Reihenfolge abnehmender Frequenz):

1 I+z)(1+y)=1+x+y
2 I+z)(1-y)~1l+z—y
3 1-2)1l+y)=1l—x+y
4 l-z)(1-y)~l-z—y

Es ergibt sich dann das in Abb. 5.6 gezeigte Spektrum. Man sieht leicht, dafl im Multiplett
des Kerns 2 die beiden mittleren Linien zusammenfallen, wenn die beiden Kopplungskon-
stanten nicht signifikant verschieden sind. Dies fithrt dann zu einer relativen Intensitét,
die unabhéngig von den Kopplungskonstanten den Wert 2 hat.

Es sei hier noch erwihnt, dafl die multiple Aufspaltung fiir die Resonanz eines CHs-Rotors
mit den zugehorigen Intensitédten der sieben Resonanzen nicht so einfach als kumulierter
Effekt zu betrachten ist.

5.3 Spinecho-Experiment an stark gekoppelten Systemen

Die bei zunehmender Kopplung notwendige Linearkombination der urspriinglichen Pro-
duktzustande wird fiir die 4-dimensionale Basis durch die elementare Jacobi-Rotationsma-
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trix
0 0 0
cosa sina 0
—sina cosa O

0 0 1

(5.3)

OO O

beschrieben. Diese hat auch Einflul auf das Ergebnis eines Spinecho-Experiments. Ein
Inversionspuls (entlang der z-Achse orientiert) hat auf einzelne Zustédnde folgende Aus-
wirkung (Notation nach [Ern97]):

i)
=) i),

Demnach ist die Matrixdarstellung des zum 7-Puls gehorenden Operators in der Produkt-
basis des 2-Spin-Systems gegeben durch

0O 0 0 -1
0O 0 -1 0

RP) = 0 -1 0 o (5.4)
-1 0 0 0

Bei zunehmend starker Kopplung mufl natiirlich auch dieser Operator transformiert wer-
den. Im rotierten Eigenraum ergibt sich dann nach Zusammenfassung einiger Winkelfunk-

tionen (2sin a cosa = sin 2a und sin? @ — cos? a = — cos 2a)
0 0 0 -1
") _ 1-1p(P)7, — 0 sin2a  —cos2a 0
Ry =U"Rx"U 0 —cos2a —sin2a 0 (5:5)
-1 0 0 0

Die einzelnen Uberginge werden dann nach ERNST et al. in der neuen Basis folgenderma-
Ben ausgedriickt [Ern97]:

‘t> <U‘ IE» ZR’/‘S tu ‘T> <3‘ . (56)
T8
Dabei ergeben sich die sog. Transferkoeffizienten

Rrs tu — (R;T))rt(R(r))* (57)

Y sUu

aus der Darstellung des Puls-Operators. Man bekommt fiir die vier Ubergéinge nach Ein-
strahlung des Inversionspulses

1) (2] ™, |4) (3| cos2a — |4) (2] sin 2« (5.8)
13) (4] ™=, |2) (1| cos2a + |3) (1] sin 2« (5.9)
1) (3] ™, |4)(2|cos2a + |4) (3|sin 2« (5.10)
12) (4] ™=, |3)(1|cos2a —|2) (1]sin 2c. (5.11)

Wiéhrend in einem AX-System (o = 0) nur die ersten Terme eine Rolle spielen, kommt es
durch die zunehmende Drehung der Eigenbasis beim Anwachsen der Kopplungsstirke zu
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Abb. 5.7: Phasenmodulation fiir unterschiedlich stark gekoppelte Systeme. (a) Im AX-System kommt es
zu symmetrischen Phasenakkumulationen, weil nur Konnektivitdten innerhalb eines Dubletts bestehen. Die
Phasen ungekoppelter Resonanzen dienen als Referenz und sind mit u gekennzeichnet. (b) Die Drehmatrix
(5.3) bewirkt fiir das AM-System zusitzliche Konnektivitdten, die fiir die beiden #ufleren Resonanzen zu
einer beschleunigten und fiir die beiden inneren Resonanzen zu einer verlangsamten Phasenmodulation
fithren. (c) Ein dipolares A2-System kann dagegen wieder wie ein AX-System behandelt werden.

einer progressiven Verkniipfung der Ubergiinge aus beiden Dubletts. Dies fiihrt zu komple-
xeren 2D-Korrelations-Spektren und zu einer verdnderten Phasenmodulation der einzelnen
Resonanzen.

Die Konsequenzen fiir ein Dublett (z. B. das mit den hoheren Frequenzen; Nomenklatur
wie in Abb. 5.1) sollen anhand von Abb. 5.7 verdeutlicht werden. (a) Die Situation fiir
ein AX-System: Nur die Resonanzen a und b werden durch den Inversionspuls miteinan-
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der verkniipft, und das anfangs schnell laufende Spinpaket lduft nach dem Puls mit der
langsameren Frequenz von b hinter dem anderen Spinpaket her. Daher kommt es nach
TFE zu einer symmetrischen Phasenakkumulation +¢ und —¢ relativ zu den Resonanzen
ungekoppelter Spins (u). Diese ist wegen des gegenseitigen Austauschs von nur zwei Prézes-
sionsfrequenzen direkt mit der Kopplungskonstante verkniipft. Fiir skalare Kopplung gilt
z. B.:

+¢ =180°-J15 - TE. (5.12)

(b) Im AM-System entwickeln sich die Phasen vor dem Puls genauso wie bei schwacher
Kopplung. Resonanz a wird durch die Inversion aber nicht nur mit b, sondern auch zu-
nehmend mit d verkniipft. Letztere bringt nun einen noch langsameren Anteil fiir die
Prézessionsfrequenz hinzu, so dafl die Phase —¢ von a vom Betrag her wéichst, die Phasen-
modulation also beschleunigt stattfindet. Im Gegensatz dazu prazediert die zu b gehtrende
Magnetisierung nun nicht mehr nur mit den schnelleren Anteilen von a, sondern auch mit
den langsameren von c. Diese kompensieren sich teilweise, so daf§ die Phase +¢ kleiner
wird. Analoge Betrachtungen fiir das andere Dublett ergeben insgesamt, dafl die beiden
inneren Resonanzen eine verzogerte, die beiden dufleren Resonanzen eine beschleunigte
Phasenmodulation erfahren.

Diese spezielle Phasenmodulation der dufleren Resonanzen spielt bei dipolaren AM-Syste-
men eine besondere Rolle: da es sich hierbei gerade um die Linien héherer Intensitéit han-
delt, kann die schnelle Phasenmodulation dazu fithren, dafl der Dach-Effekt umgedreht
wird und wie bei der skalaren Kopplung erscheint. Die inneren Resonanzen unterliegen
aufgrund ihrer sehr langsamen Modulation fast nur dem 75-Zerfall und erscheinen deshalb
ab einem bestimmten T'E hoher. Bei der J-Kopplung fallt dieser Effekt nicht ins Gewicht,
da dort die schnelle Phasenmodulation die schwicheren Linien betrifft und somit das In-
tensitédtsverhiltnis nicht umgekehrt werden kann.

Die Betrachtung des As-Systems als Extremfall starker Kopplung macht nur fiir die dipo-
lare Wechselwirkung Sinn. Abb. 5.7 (c¢) geht daher direkt aus der Betrachtung in Abb. 5.4
(b) hervor. Es kommt nur noch zu einer Verkniipfung der Resonanzen a und d, weshalb
man eine zum AX-System analoge Uberlegung durchfiihren kann. Man beobachtet wieder
eine symmetrische Phasenakkumulation, die aber wegen der nun vergrofierten Aufspaltung
von 1,55k und der Winkelabhéngigkeit etwas komplexer als (5.12) ausfillt:

+¢ =180° - 1,55Dg(3cos*H — 1) - TE. (5.13)

Das dipolare As-System ist daher nur eine pseudo-starke Wechselwirkung: es ist zwar mit
dem maximalen Mischungswinkel verkniipft, zeigt aber spektrale Eigenschaften wie ein
AX-System. Auflerdem ist der Zeeman-Effekt weiterhin dominant, und die Spins koppeln
hauptsichlich an das Grundfeld.
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Welche gewaltige Umwiélzung wiirde es fiir die Biologie
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Kapitel 6

Eigenschaften der untersuchten
Metaboliten

Die Kenntnis des biochemischen Hintergrundes der hier untersuchten Metaboliten spielt
eine wichtige Rolle bei der Beurteilung der In-vivo-NMR-Spektren bzw. der darin ent-
haltenen Information iiber die Molekulardynamik. Es soll daher kurz ein Uberblick iiber
die in diesem Zusammenhang wichtigen biochemischen Eigenschaften der verschiedenen
Substanzen gegeben werden.

6.1 Kreatin und Phosphokreatin

Phosphokreatin (PCr) ist als phosphorylierte Form des Kreatins (Cr) der Puffer fiir den
universellen Energielieferanten Adenosin-5’-triphosphat (s. u.). Fiir die rasche Nachbildung
dieser Substanz aus Adenosin-5’-diphosphat wird bei akutem Energiebedarf mit Hilfe des
Enzyms Kreatin-Kinase die Phosphoryl-Gruppe vom PCr auf ADP {ibertragen:

[PCr]>~ 4 [ADP>~ + HT = Cr + [ATP]*~ + 12,6 kJ /mol.

Die Gleichgewichtskonstante dieser Phosphorylierung ist

[ATP][Ct]

K= tADPjpCr

= 162.

Kreatin wird sowohl iiber die Nahrung aufgenommen, als auch vom Organismus in Leber,
Niere und Pankreas synthetisiert. Kommt der Stoffwechsel zum Erliegen, so wird das gan-
ze PCr zu Cr abgebaut.

Da der PCr-Gehalt im Muskel drei- bis viermal hoher als der des ATP ist (s. Tab 6.3),
liegt ein ausreichender Speicher an Phosphoryl-Gruppen vor, um einen hohen Energiebe-
darf kurzzeitig zu decken. Das akkumulierte Cr wird in der anschlieenden Erholungsphase
ebenfalls iiber die Kreatin-Kinase-Reaktion phosphoryliert, denn diese ist reversibel. Ein
anderer Stoffwechselpfad fiir Erzeugung und Abbau des PCr besteht nicht.

In 'H-NMR-Spektren der beiden Stoffe lassen sich vier Resonanzen erkennen (s. Tab. 6.1),
die jedoch bei 1,5T keine Unterscheidung zwischen PCr und Cr zulassen, da der Einflufl
der Phosphat-Gruppe auf die detektierbaren Signale zu gering ist. Man spricht daher auch
oft vom totalen Kreatin-Signal (tCr), denn es ist nicht genau bekannt, welcher Anteil am

69
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Abb. 6.1: Strukturformel des Kreatin (a) und seiner phosphorylierten Form PCr (b)

NMR-Signal auf Cr und welcher auf PCr zuriickzufiihren ist. Man kann jedoch davon aus-
gehen, dafl das Gleichgewicht der Kreatin-Kinase-Reaktion zu 90% auf der Seite des PCr
liegt [Bru91] und daher relativ wenig Cr zum Signal beitrégt.

Die Signale der an Stickstoff gebundenen Protonen sind aufgrund des raschen chemischen
Austausches sehr schwach und werden vor allem in vivo praktisch nicht detektiert; die Re-
sonanzen der Methyl- und der Methylen-Gruppe sind dagegen leicht zu erkennen. Aufgrund
der geringen chemischen Verschiebung zur Wasser-Resonanz bei 4,7 ppm besteht beim Si-
gnal der CHe-Gruppe die Gefahr, dafl die CHESS-Pulse der Wassersignal-Unterdriickung
(s. Kap. 7) und das Herausfiltern des restlichen HoO-Signals zu unerwiinschten Verdnde-
rungen im Spektrum fiithren.

Quantifizierungen der Konzentration von PCr mittels ' P-NMR-Spektroskopie liefern iiber-
einstimmende Werte mit Ergebnissen aus Biopsien [Bru91]. Aktuelle Studien mit Protonen-
MRS [Kru99] deuten jedoch auf einen NMR-unsichtbaren Anteil des PCr/Cr-Pools von ca.
30% hin. Dies ist ein Hinweis darauf, daf} ein Teil der Molekiile in vivo bewegungsgehemmt
ist und somit residuale dipolare Kopplungen sichtbar werden kénnen.

Tab. 6.1: 'H-NMR-Resonanzen von PCr und Cr

Zahl dquivalenter Bezeichnung )
Gruppe Protonen der Resonanz  [ppm]
CH; 3 (P)Cr3 3,04
CH, 2 (P)Cr2 3,93
NH 1 (PCr) 6,62
NH, 2 (PCr) bzw. 4 (Cr) 6,73

6.2 Carnosin

Carnosin ((-Alanyl-L-histidin, Cs) ist ein aus den Aminoséduren Histidin (His) und Ala-
nin (Ala) bestehendes Dipeptid. Es wird entweder iiber die Nahrung aufgenommen (hohe
Konzentrationen in Gefliigel) oder iiber das Enzym Cs-Synthase aus His und -Ala endo-
gen erzeugt. Cs-produzierende Zellen (wie sie z. B. im Muskel und in Oligodendrozyten zu
finden sind) brauchen hierfiir ein effektives Transportsystem fiir 4-Ala. Diese Amino-Siure
entsteht als Endprodukt des Uracil- und Thymin-Abbaus in der Leber. Uber das Enzym
Carnosinase kann die Spaltung in His und Ala erfolgen.

Bislang gibt es verschiedene Anhaltspunkte fiir die Einbindung von Cs in metabolische
Prozesse; seine physiologische Bedeutung ist allerdings noch immer nicht vollstéindig ge-
kldrt. Viele Studien zeigen, dafl die Substanz bei der Muskelkontraktion eine wichtige
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Abb. 6.2: Strukturformel des Dipeptids L-Carnosin. Die Linie grenzt die beiden Aminosiren Histidin
(His) und Alanin (Ala) voneinander ab. Die fiir In-vivo-Untersuchungen relevanten Protonen des Imidazol-
Rings sind fett dargestellt; alle weiteren detektierbaren Kerne sind durch Buchstaben gekennzeichnet.

Rolle zu spielen scheint, denn in diesem Gewebe-Typ ist die Konzentration auch erstaun-
lich hoch. So konnten im m. gluteus von Kamelen je nach Gewebetyp Werte von 25 mM
(Typ I-Fasern) bzw. 40 mM (Typ II-Fasern) nachgewiesen werden [Dun97]. Diese Unter-
schiede scheinen auf den unterschiedlichen Stoffwechsel der Fasern zuriickzufiihren zu sein,
denn Cs fungiert als wichtiger Puffer fiir das bei Kontraktion von Typ-II-Fasern in grofien
Mengen anfallende Laktat [Abe00]. Da ein Anstieg von [H'] die Enzyme der Glycolyse
hemmt, ist in diesen anaeroben Fasern eine effektive Pufferung unerléfllich. Der p Kg-Wert
des Imidazol-Rings liegt mit 7,01 nahe am intrazelluliren pH-Wert, weshalb sich Cs (und
ahnliche Verbindungen wie Anserin und His) hervorragend zur Pufferung eignen [Abe00].
In diesem Zusammenhang wird von der ” Alphastat-Reaktion” gesprochen, bei der der

Wert
nicht-protoniertes Imidazol

Hmid = gesamtes Imidazol

moglichst konstant gehalten werden soll; er liegt typischerweise bei ca. 0,55 im Cytoplas-
ma. Dabei sind die metabolisch inerten Dipeptide fiir diesen Prozefl besser geeignet als
andere Puffer wie z. B. anorganisches Phosphat oder His-Residuen in Proteinen.
Auffallig ist jedoch, daB8 Cs (und andere His-enthaltende Substanzen) beim Menschen im
Gegensatz zu anderen Séugern wie Pferd und Hund nur einen geringen Anteil (ca. 7%) an
der Pufferkapazitit des Gewebes hat. Hingegen kommen diese Stoffe in sehr hohen Kon-
zentrationen bei Lebewesen vor, die einen hohen Energieumsatz bei andauernder, starker
Hypoxie (z. B. Wale) haben [Har90].

Weiterhin kann durch Cs die inaktivierende Wirkung von HyO- auf die Kreatin-Kinase
aufgehoben werden, so dafl das Molekiil direkt die Energiezufuhr der Zellen unterstiitzen
kann [Pre99]. AuBerdem gibt es starke Hinweise darauf, das die zur Kontraktion notwendi-
gen Ca-Kanile (Ryanodin-Rezeptoren) durch Cs gedffnet werden, und zwar vor allem bei
Ubermiidung des Muskels (Severin-Effekt). Das zur Muskelkontraktion notwendige Enzym
Myofibrillar-ATPase scheint ebenfalls durch Cs aktiviert werden zu kénnen [Yun65].

Die Komplexbildung von Cs mit verschiedenen Kationen ist in mehreren Arbeiten unter-
sucht worden und liefert weitere Anhaltspunkte fiir das Verhalten dieses Metaboliten in
vivo [Bar00, Gag90]. Deformation des Molekiils und eine Verklumpung mit erheblichen
Bewegungseinschrankungen bestimmter Teile des Molekiils lassen es plausibel erscheinen,
dafl auch hier residuale dipolare Kopplungen beobachtet werden kénnen. Hinweise auf ei-
ne Fixierung, die nur im intakten Muskelgewebe auftritt, liegen auch bereits seit einigen
Jahren vor [Alo90].

Das 'H-NMR-Spektrum dieses Molekiils kann also viele Anhaltspunkte fiir die Molekiildy-
namik in vivo und in vitro liefern. Es besteht aus mehreren Signalgruppen, die bei 1,5T
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Tab. 6.2: "H-NMR-Signale des Dipeptids Carnosin in D2O bei pH = 7. Chemische Verschiebungen sind
relativ zu [2,2,3,3-2Hy)-3-Tetramethylsilylpropanoat angegeben [Gag90]; dadurch liegen die Werte ca. 1 ppm
niedriger als bei der Referenz TMS.

Protonen d

Gruppe Aminoséure (s. Abb. 6.2) Struktur [ppm]
B-CHaz Ala E t 1,88
CH, His A B dd 221237
a-CH, Ala D £ 2,44
CH His C dd 3,71
C4-H His S 6,17
C2-H His 8 6,93

zwar teilweise iiberlappen, deren Zuordnung aber noch zweifelsfrei moglich ist. Die Signale
der verschiedenen Protonen sind in Tab. 6.2 aufgelistet. Fiir die Untersuchungen in vivo
werden nur die aromatischen Resonanzen der Ringprotonen H2 und H4 von Bedeutung
sein. Der aliphatische Teil des Spektrums besteht aus zwei Tripletts (t) der Ala-Methylen-
Gruppen und zwei dublierten Dubletts (dd), die von der CH- bzw. CHy-Gruppe des His
stammen.

6.3 Adenosin-5'-triphosphat

Adenosin-5’-triphosphat (ATP) gehort zur Gruppe der Nukleosid-5’-triphosphate (NTP),
bei denen die Phosphorylgruppen iiber Kohlenhydrate an eine organische Base (Ade-
nin, Cytosin, Guanin, Thymin oder Uracil) gebunden sind. ATP dient als universeller
Ubertréger freier Energie in lebenden Organismen und kommt daher in wesentlich héhe-
ren Konzentrationen als die iibrigen NTP im Gewebe vor. Deren Beitrag zum In-vivo-31P-
Spektrum kann daher vernachlissigt werden.

Im Muskel wird ATP von den Aktin- und Myosin-Filamenten als Energietriger zur Kon-
traktion benotigt. Dabei erfolgt durch die Aktomyosin-ATPase die Abspaltung der endstén-

Abb. 6.3: Strukturformel des ATP. Die Nomenklatur der drei Phosphor-Kerne in der Polyphosphat-Kette
ist angegeben.
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Abb. 6.4: Funktionsweise der ATPase bei der Phosphorylierung von ADP

digen Phosphorylgruppe:
ATP + H,O = ADP +P; + H'.

Da die Coulomb-Abstoung zwischen den negativ geladenen Gruppen im Adenosin-5’-
diphosphat (ADP) geringer ist, werden die NTP auch als energiereiche Phosphate bezeich-
net. Die freigesetzte Energie von AG? = —30, 5kJ/mol ermoglicht die Muskelkontraktion.
Um einen Zusammenbruch des Energiehaushaltes zu verhindern, mufl ADP schnell wie-
der phosphoryliert werden. Dies geschieht durch Ubertragung der Phosphorylgruppe von
PCr mit der in 6.1 beschriebenen Reaktion. Die ATP-Produktion in Phasen ohne akuten
Energiebedarf erfolgt in Prozessen der Atmungskette (s. auch Abschnitt iiber Citrat). Die
Netto-Reaktion ist praktisch die Riickreaktion der eben genannten Dephosphorylierung
der Aktomyosin-ATPase. Dabei ist jedoch das freiwerdende ATP nicht aus dem gleichen
ADP entstanden, das zuvor als Edukt an die ATPase gebunden wurde. Abb. 6.4 zeigt,
daf der aktive Teil einer ATPase aus drei Untereinheiten besteht, die durch Drehung der
zentralen y-Struktur eine Konformationsénderung erfahren und so ADP zu ATP phospho-
rylieren kénnen.

Zunéchst befinden sich fest gebundenes (tight) ATP und lose gebundenes (light) ADP +
P; an den Untereinheiten O bzw. (. Eine Drehung der v-Einheit 1a8t St zu fo (of-
fen) werden und gibt ATP frei. Gleichzeitig wird r, zu S, um die Phosphorylierung zu
ermoglichen, und Bo wird zu O, um neue Edukte aufzunehmen. Die néichste Konformati-
onsénderung erfolgt analog, so dafl nach einer Umdrehung der vy-Einheit alle S-Einheiten
jede der drei moglichen Funktionen einmal durchlaufen haben.

Bei Anwesenheit von Mg?*-Tonen (oder anderen zweiwertigen Ionen) findet eine Kom-
plexbildung mit ATP statt. Sie hat eine grofle Bedeutung fiir die von Enzymen gesteuerte
Ubertragung einer Phosphorylgruppe auf einen Akzeptor. Diese Kinasen sind nur aktiv,

Tab. 6.3: Konzentration von Adenin-Nukleotiden, anorganischem Phosphat (P;) und PCr in verschiedenen
Zellen (in mM; nach [Leh82]).

ATP ADP AMP P; PCr

Leber (Ratte) 3,38 1,32 0,29 480 0,0
Muskel (Ratte) 8,05 0,93 0,04 8,05 28,0
Gehirn (Ratte) 2,59 0,73 0,06 272 4,7

Erythrocyten (Mensch) 2,25 0,25 0,02 1,65 0,0
E. coli 790 104 082 7,90 0,0




74 Kap. 6. Eigenschaften der untersuchten Metaboliten

Tab. 6.4: Mittelwerte spektraler Parameter der 3 P-NMR-Signale von ATP aus Messungen an Waden-
und Herzmuskulatur [Jun96] in In-vivo-Experimenten (Referenz: PCr bei 6 = 0 ppm)

) Ji
Signal  Struktur [ppm] [Hz
~-ATP a 239 16,8
a-ATP d -7,48 16,0

O-ATP dd (t)  -16,00

wenn ATP in komplexierter Form vorliegt. Die zwei moglichen MgATP-Komplexe sind in
Abb. 6.5 gezeigt.

Die Komplexbildung hat iiber die Verédnderung der Elektronen-Konfiguration Auswirkung
auf das 3'P-NMR-Spektrum von ATP (auf das Protonen-Spektrum soll hier nicht einge-
gangen werden). Die drei Phosphor-Kerne bilden ein AMX-System und zeigen bei 1,5T
insgesamt sieben Resonanzen im Spektrum. Das System wird durch zwei Kopplungskon-
stanten des Typs 2Jpp: hinreichend beschrieben, denn die Wechselwirkung zwischen dem
- und dem y-Kern iiber vier Bindungen kann vernachléssigt werden. Somit liegen zwei Du-
bletts und ein dubliertes Dublett vor. Letzteres erscheint wegen des geringen Unterschieds
in den Kopplungskonstanten (Jo3 ~ Jy3 ~ 16 — 17Hz in vivo [Jun96]) als " Triplett”.
Die Linienpositionen der Resonanzen fiir ein In-vivo-Experiment (ATP liegt dann fast
vollstédndig komplexiert vor) sind in Tab. 6.4 angegeben.

6.4 Citrat

Citrat (Cit) spielt im Rahmen des Zitronensdure-Zyklus bei der Zellatmung eine zentrale
Rolle. Die Mehrzahl der Zellen in lebenden Organismen oxidiert auf diesem Wege ener-
giereiche Brennstoffe vollstdndig zu CO2 und Wasser. So wird z. B. bei dieser Art der
Verbrennung von Glukose wesentlich mehr Energie freigesetzt als bei der anaeroben Gly-
kolyse, in deren Endprodukt Laktat noch ca. 93% der Energie gebunden sind.

Die Zellatmung lduft im wesentlichen in drei Stufen ab, die in Abb. 6.6 gezeigt sind.
Zunichst werden die Brennstoffe wie Kohlenwasserstoffe, Fettsiuren sowie einige Ami-
nosduren oxidiert, um Fragmente mit 2 Kohlenstoffatomen — die Acetyl-Gruppen des
Acetyl-Coenzyms A (Acetyl-CoA) — zu gewinnen. Im zweiten Schritt gelangen diese Grup-
pen in den Citrat-Zyklus, in dem sie enzymatisch schrittweise zu verschiedenen Tricar-
bonsduren umgewandelt werden. Dabei werden CO2 und energiereiche Wasserstoff-Atome
abgegeben. Letztere werden im dritten Schritt in Protonen und energiereiche Elektronen
getrennt, welche dann in der Atmungskette {iber die elektronentransportierenden Molekiile

\ 2+
o) p_ Mg
/- / \\ _ . N
o) |0 Y% o) yo) o)
& T ]
Adenosin—O—lPl—O \O Adenosin—o—ﬁ—o—ﬁ—o—ﬁ—o'
(0] (0] (0] (0]

Abb. 6.5: Mogliche Komplexe von Mg?™ mit ATP



6.4 Citrat 75
B Pyruvat
2H Co,
Stufe 1 Aminosauren Fettsduren
CO, +NH, Acetyl-CoA
Oxalacetat Citrat
2H
cis-Aconitat
Malat
Stufe 2: Iso-Citrat
Citrat-Zyklus co,
Fumerat a-Ketoglutarat
2H CO; o
Succinat Succinyl-CoA
GTP
N
/
NADH
ADP + P,
NADH
Dehydrogenase
ATP
—— Ubiquinon =
ADP + P,
Stufe 3:
oxidative Cytochrom b
Phosphorylierung l
Cytochrom ¢ = ATP
ADP + P,
Cytochrom c,
Cytochrom aa,
ATP

2H +%0, HO
Abb. 6.6: Uberblick iiber die drei Stufen der Zellatmung. Die energiereichen Wasserstoff-Atome, die aus
dem Citrat-Zyklus in die oxidative Phosphorylierung iibergehen, sind ebenso wie der Energiespeicher ATP
rot dargestellt. Der zu Beginn des Zyklus stattfindende Metabolismus von Cit ist fett wiedergegeben und
wird im Detail in Abb. 6.7 und 6.8 dargestellt.

o CoA-SH + H OH

I ) N

C—S——CoA + O=C—CH;COO O0C—C—C—C—CO0O0

| ] AHO [ H,

CH, COO COO
Acetyl-CoA Oxalacetat Citrat

Abb. 6.7: Bildung von Cit beim Eintritt von Acetyl-CoA in den Zyklus. Die NMR-detektierbaren Proto-
nen des (AB)2-Systems sind gekennzeichnet.
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Aconitase Fe2+
OH [ \ OH

3 B 3 H B
00C—C—C—C—C00~ -H,0 0ooC—C—C—C—C00~| _*H,0  "‘ooc—C—C—C—CO00
H H = H — H A

2 M +H,0 2 ‘ H -H,0 2 ‘ N

COO COo0" COO

Citrat cis-Aconitat (gebunden) Iso-Citrat

Abb. 6.8: Enzymatische Umwandlung zwischen Cit und Iso-Cit. Zur Aktivierung des Prozesses werden
Eisen-Ionen bendtigt.

mit molekularem Sauerstoff in Verbindung gebracht werden, um diesen zu Wasser zu re-
duzieren. Die Verarbeitung der Elektronen setzt viel Energie frei, die in Form von ATP
gespeichert wird (Prozef§ der oxidativen Phosphorylierung).

Auf die enzymatischen Reaktionen, an denen Cit beteiligt ist, soll nun etwas ndher ein-
gegangen werden. Beim Eintritt von Acetyl-CoA in den Citrat-Zyklus wird zunéchst die
Acetyl-Gruppe auf Oxalacetat iibertragen. Diese Reaktion wird durch die Citrat-Synthase
gesteuert (Abb. 6.7). Im aktiven Zentrum des Enzyms wird zunéchst Citryl-CoA gebildet,
das aber schnell zu Cit und CoA-SH hydrolysiert wird. Wegen der grofien negativen freien
Energie der Hydrolyse von AG® = —7, 7kecal/mol ist das Gleichgewicht dieser Reaktion
in den meisten Féllen stark nach rechts verschoben.

Im néchsten Schritt wird Cit in Iso-Cit umgewandelt. Das Zwischenprodukt cis-Aconitat
16st sich normalerweise nicht vom aktiven Zentrum der Aconitase ab. Dieses Enzym
ermoglicht auf zwei Arten die reversible Addition von HsO an die Doppelbindung des
gebundenen cis-Aconitat (Abb. 6.8). Dabei entsteht entweder Cit oder Iso-Cit:

-0 _ _ +H20 ‘
Cit —— [cis-Aconitat] —— Iso-Cit.
+H->O —H->0

Bei einem pH-Wert von 7,4 und 25°C liegt im Gleichgewicht einer Modell-Lésung weniger
als 10% Iso-Cit vor. In der Zelle ist jedoch aufgrund der schnellen Weiterverarbeitung des
Iso-Cit im néchsten Schritt des Zyklus’ das Gleichgewicht normalerweise stark nach rechts
verschoben.

Das aktive Zentrum der Aconitase besteht aus einem sogenannten Eisen-Schwefel-Zentrum,
das das Substrat bei der Reaktion kéfigartig umschliefft. Normalerweise ist Cit wegen der
schnellen Verstoffwechselung nicht NMR-detektierbar. In der Prostata ist die enzymatische
Reaktion jedoch durch Zn?*-Ionen gehemmt, wodurch die Aktivierung durch Fe?t aus-
bleibt [Cos00]. Daher ist das Gleichgewicht stark nach links verschoben und die Oxidation
von Cit im Zyklus herabgesetzt. Dies fithrt zu einer Akkumulierung dieses Metaboliten
und einer im Vergleich zu anderen Geweben etwa drei- bis vierfach hoheren Konzentrati-
on.

Die Prostata zeigt daher als einziges Gewebe beim Menschen intensive Cit-Resonanzen bei
In-vivo-Untersuchungen. Die beiden detektierbaren Methylen-Gruppen bilden aufgrund
der Chiralitét ein (AB)2-System (Abb. 6.7). Die Kopplung innerhalb der Gruppen ist sehr
stark, die iiber das Symmetriezentrum hinweg kann dagegen vernachlissigt werden. Da
sich die Kernsorten A und B nicht stark in der Resonanzfrequenz unterscheiden, ist mit
einem starken Dach-Effekt zu rechnen. Dies wurde auch experimentell bestéitigt. Aus dem
Zentrum der Signalgruppe (bei 2,63 ppm) und der Ausprigung des Dach-Effekts konnte
mit (2.4) ein Frequenzunterschied von Aw = 0,12 ppm ermittelt werden [Sch93], so dafl
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die Linienpositionen der beiden Kernsorten in Hochfeld-Experimenten bei § = 2,69 ppm
bzw. 6 = 2,57 ppm liegen.

6.5 Taurin

Taurin (2-Aminoethansulfonsiure, Tau) ist das Abbauprodukt der schwefelhaltigen Ami-
noséduren Cystein und Methionin. Da die Sulfonat-Gruppe keine Peptidbindung eingehen
kann, ist die Substanz nicht am Aufbau von Proteinen beteiligt und liegt im Korper fast
nur in freier Form vor. Im physiologischen pH-Bereich treten die Aminogruppe zu ca. 96%,
die Sulfonat-Gruppe zu 100% in ionisiertem Zustand auf. Das Gesamtmolekiil ist somit
fast vollsténdig als Zwitterion im Gewebe vorhanden (s. Abb. 6.9)

Waéhrend Taurin bislang nur in einer Pflanzenart nachgewiesen wurde, ist schon seit lan-
gem bekannt, dafl es im Tierreich ubiquitdr vorkommt. Dies deutet darauf hin, dafl es
dort eine wichtige Funktion hat. Die Konzentrationen variieren jedoch stark zwischen
den einzelnen Spezies und Gewebetypen. Besonders hohe Werte treten in jeder Art von
Muskelgewebe auf (30-160 mg/100 g); bei Ratten macht die Substanz 0,15% des gesamten
Korpergewichts aus.

Physiologische Bedeutung fiir den Menschen hat Tau in erster Linie im Skelettmuskel, denn
dort liegt 75% des gesamten Taurins vor. Die Aufnahme des Stoffes ist stark erndhrungs-
abhéngig (vegane Erndhrung unterbindet die Taurin-Aufnahme).

Da Tau als Stoffwechsel-Endprodukt beim Abbau der Aminosédure Cystein auftritt, ist es
metabolisch inert, was fiir seine weitere physiologische Rolle von Bedeutung ist. Die Meta-
bolisierung von Cystein, das bei zu hohen Konzentrationen in der Zelle toxisch ist, kann auf
verschiedene Weise geschehen. Im Menschen ist der Reaktionsweg iiber Cysteinsulfinsdure
und Hypotaurin der quantitativ bedeutendste (s. Abb. 6.10.) Zun#chst findet die durch
Cysteindioxygenase gesteuerte Oxidation statt. Daran schliefit sich die Decarboxylierung
durch Cysteinsulfatdecarboxylase (CSAD) an. Die letzte Oxidation vom Hypotaurin zum
Tau verlduft nach bisherigen Kenntnissen spontan.

Physiologisch spielt Tau im Muskel eine #hnliche Rolle wie Cs. Es kann auf den Ca?*t-
Haushalt der Zelle auf zwei Arten einwirken. Einerseits konnen durch Tau direkt die ent-
sprechenden Transportkanile reguliert werden [Bre01]. Diese Funktion ist aber unspezi-
fisch, da das Molekiil auch andere Ionen-Kanéile beeinflufit. Andererseits wird die Bindung
von Ca?* an die Phospholipide der Zellmembran durch Tau gesteuert [Seb86]: bei einem
Mangel an Ca-Tonen wird die Affinitéit gesteigert, bei einem Uberschufl werden die Bindun-
gen zur Zellmembran gelost. Diese EinfluBnahmen auf die Ca-Ionenkonzentration spielen
besonders im Herzmuskel sowohl fiir die RegelméBigkeit als auch fiir die Stérke der Kon-
traktion eine wichtige Rolle; sie sind aber auch in allen anderen Muskelzellen relevant.
Dartiber hinaus hat Tau noch weitere allgemeine physiologische Bedeutungen, von de-
nen hier noch zwei erwahnt seien. Es kann als Antioxidans auftreten, womit eine weitere

o] o}

A B A B||

HZN—CHQ—CH—ﬁ—OH == HN—CH;CHS—O

2 2 |

Abb. 6.9: Strukturformel von Taurin, das bei physiologischem pH-Wert fast vollstindig als Zwitterion
vorliegt. Die Protonen des AsBs-Systems sind angegeben.
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HZC_SH HZC_SOZH CO2
| Ox. H,C—SOH Ox. H,C—SOH
HC—NH, T’ HC——NH, > —>3
H,C——NH, H,C——NH,
COOH COOCH
Cystein Cysteinsulfinsdure Hypotaurin Taurin

Abb. 6.10: Hauptpfad der Metabolisierung von Cystein. Die Schritte 1 und 2 sind enzymatisch gesteuert,
die letzte Oxidation verlduft (wahrscheinlich) spontan.

Parallele zu Cs besteht. Dabei wirkt es folgendermafien als Hypochlorit-Radikalquencher:
bei stark erhohtem oxidativem Stoffwechsel (z. B. zur Infektions-Abwehr) entsteht in der
Zelle vermehrt das starke Oxidationsmittel Wasserstoffperoxid. Da dessen Abbau durch
das Enzym Katalase dann nicht rasch genug erfolgt, werden Chlorid-lonen, welche aus den
Leukozyten stammen, zu hypochloriger Sdure umgewandelt (Abb. 6.11). Der Abbau dieses
starken Oxidationsmittels, das u. a. die schidliche Carbonylisierung von Proteinen verur-
sacht ([Hip00], s. Kap. 10.5), geschieht durch Tau. Dabei entsteht N-Monochloro-Taurin,
das zwar langlebiger ist, aber eine viel schwéchere oxidative Wirkung hat. Der Zelle bleibt
daher mehr Zeit zur Entgiftung, welche iiber die Reduktion durch Glutathion erfolgt. Fiir
weitere Details sei auf [Bre01] verwiesen.

Die zweite gewebeunspezifische Bedeutung von Tau liegt in Form seiner osmoregulativen
und membranstabilisierenden Wirkung vor. Diese scheint auch zu erkldren, warum die
Substanz nicht in pflanzlichen Zellen nachzuweisen ist. Im Gegensatz zu tierischen Zel-
len verfiigen letztere nédmlich iiber eine verstiarkte Zellwand. Daher ist die Regulation des
Zellvolumens iiber den osmotischen Druck fiir tierisches Gewebe von grofier Bedeutung.
Tau hat aufgrund seiner Eigenschaften als ionische (also lipophobe) und metabolisch in-
erte Substanz ideale Eigenschaften fiir die Aufgabe als Osmolyt: das Zwitterion unterliegt
keiner ungerichteten Diffusion, und es besteht keine durch den Metabolismus verursachte
konkurrierende Funktion. Hinzu kommt der Vorteil, dafl Tau im Gegensatz zu anorgani-
schen Osmolyten wie NaCl oder KCI kaum enzymatische Funktionen inhibiert. Tau wird
bei Hyperosmolaritét zusammen mit freien Aminosduren in die Zelle transportiert, um den
Innendruck zu stabilisieren. Hypoosmolaritét fithrt zu gemeinsamer Diffusion von Tau und
K" in das Plasma [Bre01].

Der Transportprozel von Tau in die Zelle ist duflerst effektiv. Es wird hauptséchlich durch
das Na™- und Cl™-abhiingige L-Aminosiuren-Carriersystem bereitgestellt. Aufgrund sei-
ner strukturellen Analogie zu L-Aminosduren kann Tau auf diese Weise mit hoher Affinitét

- H -
H,0, + ClI , Myeloperoxidase

H,0 + HOCI

HOCl + H,N—CH;—CH;~SOH ——= HT—CH;CH;SOSH + H,0
Cl

Hypochlorige Taurin N-Monochloro-Taurin

Saure

Abb. 6.11: Antioxidative Wirkung von Tau als Hypochlorit-Radikalquencher
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Tab. 6.5: 'H-NMR-Signale von Tau. Die angegebene Struktur bezieht sich auf die bei 250 MHz sichtbare
Multiplizitdt [Gov00]. Bei 1,5 T liegt ndherungsweise ein A2Ba-system vor.

Protonen 0 J
Gruppe Struktur (s. Abb. 6.9) [ppm] [Hz]
N-CHs t B, B’ 3,25 Jap = 6,742
Jap = 6,403
S-CH, t AN 342  Jap = 6,464
Jarg = 6,792

transportiert werden. Ein zweites, sehr langsames System ist vorhanden, aber bislang noch
nicht weiter charakterisiert. Die Abgabe von Tau aus der Zelle erfolgt dagegen nur durch
passive Diffusion, was zu hohen Konzentrationsunterschieden zwischen intra- und extra-
zelluldrem Medium fiihrt. Die Diffusion ist wegen der lipophoben Eigenschaften erschwert.
Im Skelettmuskel betrégt der Gradient 1:220, im Herzmuskel sogar 1:450 [Bre0O1].

Das '"H-NMR-Spektrum von Tau weist die Signale der beiden Methylen-Gruppen auf. Die-
se bilden ein stark gekoppeltes System, das nur bei hohen Feldern aus zwei Tripletts besteht
(Tab. 6.5); fiir In-vivo-Untersuchungen ist mit starken Abweichungen von der X-Né&herung
zu rechnen.






Kapitel 7

Lokalisierte NMR-Spektroskopie

7.1 Der Ganzkorpertomograph und das Spulensystem

Fiir die multinukleare In-vivo-NMR-Spektroskopie verfiigt das Deutsche Krebsforschungs-
zentrum (DKFZ) in Heidelberg iiber einen Ganzkérpertomographen des Typs MAGNE-
TOM VISION Plus© der Firma Siemens AG, Erlangen. Das Grundfeld hat eine Stéirke von
By = 1,5T und wird durch einen supraleitenden (NbTi-Wicklung), heliumgekiihlten Ma-
gneten erzeugt (Typ HELICON 2E, variable Feldstéirke By = 0 — 2'T). Fiir die zusétzlich
benotigten Gradientenfelder ist der Tomograph mit drei zueinander orthogonalen Spu-
len ausgestattet. Die Feinabstimmung zur Optimierung der Homogenitéit des Grundfeldes
wird mittels acht Shimspulen realisiert. Zusétzlich sind sogenannte EPI-Booster eingebaut,
durch die die Ansteuerung des Gradientensystems auf eine maximale Stérke von 25 mT /m
in 300 us erreicht wird.

Die In vivo-'H-NMR-Untersuchungen erfolgten mit einer um die Wade gelegten zirkular
polarisierten Flexspule (17 x 35 cm?), die als Empfangsspule mit integriertem Vorverstirker
arbeitet. Als Sendeeinrichtung diente die Ganzkorperspule des Tomographen. Fiir die Mes-
sungen an Phantomen wurde die zirkular polarisierte Kopfspule benutzt.

Fiir die 3' P-Experimente wurde mit einer doppelresonanten Oberfliichenspule (25 x 25 cm?)
gearbeitet. Sie besteht aus einer linear polarisierten Sende-/Empfangsspule und einer zir-
kular polarisierten Empfangsspule. Erstere erméglicht Senden und Empfang auf 63,6 MHz
zur Akquirierung von 'H-MR-Bildern sowie die Anregung der Phosphor-Kerne mit einer
Frequenz von 25,7 MHz. Das eigentliche Spektrum wird dann mit hohem S/N-Verhéltnis
von der zweiten Spule mit integriertem Vorverstiarker aufgenommen. Dieses Spulen-System
ist mit einem Hochpaf fiir die Protonen- und einem Tiefpafl fiir die Phosphor-Frequenz
ausgestattet, um doppelresonante Experimente zur Entkopplung und Signalverstirkung
zu ermdglichen (alle Spulen sind Produkte des Herstellers des Tomographen).

Die Ansteuerung des Tomographen erfolgt iiber eine SUN© SPARC™.-Workstation, auf
der die Software NUMARIS/3 (Nuclear Magnetic Resonance Imaging System) installiert
ist. Als Pulssequenzen stehen nicht nur die ab Werk fiir den Klinikbetrieb mitgelieferten
Standardsequenzen zur Verfiigung, sondern es kénnen auch noch zuséitzlich eigene Se-
quenzen mit dem Programm PARGEN (Parameter Generaor, ebenso wie NUMARIS
vom Tomographen-Hersteller) erzeugt werden.

Der zweite HF-Kanal ist mit dem Hauptsystem beziiglich Frequenz und Timing der ge-
sendeten Pulse sychronisiert und wird iiber zwei Steuerleitungen getriggert. Die Trigger-

81
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Signale werden im Sequenz-Ablauf des PARGEN mitaufgefiihrt. Pulsform und -amplituden
werden iiber einen Laptop, der mit dem Steuerrechner des zweiten Kanals verbunden
ist, eingegeben. Die zusédtzlich vom zweiten Sender applizierte HF-Leistung ist in die
SAR-Uberwachung (SAR = Spezifische Absorptions-Rate) des Tomographen integriert.
Dabei werden, beruhend auf den jeweiligen Sequenz-Parametern eines Doppelresonanz-
Experiments, minimale Repetitionszeiten vom Steuerrechner ermittelt, die nicht unter-
schritten werden diirfen.

7.2 'H-NMR-Spektroskopie

Protonen sind aufgrund ihres hohen gyromagnetischen Verhéltnisses und ihrer natiirlichen
Héufigkeit das System mit der hochsten Sensitivitdt (s. Tab. 1.1). Neben der Aufnahme
von 'H-Spektren wird ihr Signal deshalb auch fiir mehrere Justierungs-Prozesse genutzt,
die fiir ein hochaufgelostes Spektrum notwendig sind.

Zunéchst wird zu Beginn jedes Experiments die Protonen-Resonanzfrequenz prizise er-
mittelt, damit die Unterdriickung der unerwiinschten Wasser- und Fettsignale moglichst
vollstindig erfolgen kann. Fiir Phosphor-Experimente wird aulerdem aus der 'H-Frequenz
iiber das gyromagnetische Verhéltnis ein erster Wert fiir die Resonanzfrequenz der Phos-
phor-Kerne bestimmt.

Zudem wird das Wassersignal benutzt, um die Flipwinkel zu kalibrieren und den Shim des
Magnetfeldes durchzufiithren. Letzteres wird durch manuelles Regeln der Spulenstrome
in den drei linearen Gradienten realisiert. Die Halbwertsbreite der Wasserresonanz dient
dann als Ma$ fiir die Homogenitét des Grundfeldes innerhalb des Mefivolumens. Im Muskel
liegen aufgrund der Faserstruktur relativ starke Suszeptibilitédtsspriinge vor, die zu einer
Linienverbreiterung fithren (7% kurz). Fiir hochaufgeloste Muskelspektren sind Werte von
16-20 Hz in einem Voxel von 8 ml erreichbar. In Messungen an Modell-Losungen sind je-
doch Werte von bis zu 3 Hz moglich. Fiir den Schicht-selektiven Shim (250 x 250 x 30 mm?)
der Phosphor-Messungen betréigt die Linienbreite mindestens 30-40 Hz.

Die fiir die zur Plazierung des Mef3volumens notwendigen Basis-Bilder werden ebenfalls
mit dem 'H-Signal erzeugt, um eine hinreichend feine raumliche Auflésung bei gleichzeiti-
ger schneller Akquisition zu ermdoglichen. Auf Einzelheiten der Bildgebung soll hier nicht
eingegangen werden.

7.2.1 Unterdriickung von Wasser- und Fett-Signalen

Das Signal der im Wasser enthaltenen Protonen liefert die mit Abstand (ca. Faktor 10%)
grofte Resonanz in 'H-NMR-Experimenten in vivo oder an Modell-Losungen. Wie Abb.
7.1 zeigt, ist es daher unabdingbar, das Wasser-Signal zu unterdriicken und so durch
Anpassung des dynamischen Empfangsbereichs eine hohe Auflosung der Metaboliten-
Resonanzen zu erzielen. Andernfalls wiirde das Wasser-Signal den Empfinger fiir die
schwachen Signale der Metaboliten insensitiv machen [Sch91].

Eine Unterdriickung des Wasser-Signals erfolgt durch schmalbandige, nicht-schichtselektive
Gauf-Pulse, die gezielt im Bereich der chemischen Verschiebung von Wasser eingestrahlt
werden. Dieser Anregungs-Modus wird als CHESS-Puls (chemical shift selective) bezeich-
net. Der in dieser Arbeit verwendete Puls hat eine Linge von 25,6 ms mit einer Halbwerts-
breite, die in der Frequenz-Doméne 0,41 ppm entspricht. Durch anschliefende Applikation
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Abb. 7.1: Lokalisiertes In-vivo-'H-NMR-Spektrum von der Wade eines Probanden ohne Anwendung einer
Wassersignal-Unterdriickung. Die Intensitdt der HoO-Protonen verhindert eine hohe Auflésung anderer
Resonanzen. Der Verlauf des CHESS-Pulses mit 25,6 ms Lénge und einer Halbwertsbreite von 0,41 ppm ist
gestrichelt dargestellt (STEAM mit TR = 2s, TE = 10ms, NEX = 10, VOI = (2cm)?).
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Abb. 7.2: Lokalisiertes In-vivo-'H-NMR-Spektrum von der Wade eines Probanden nach Anwendung eines
CHESS-Pulses bei 4,7 ppm und der Software-Wassersignal-Unterdriickung. Die Signale der meisten Meta-
boliten sind noch sehr schwach und nur in einer Vergroflerung zu erkennen. Zu weiteren Steigerung der
Auflésung kann auch noch ein CHESS-Puls bei 1,4 ppm eingestrahlt werden, um die dominanten Lipid-
Signale zu verringern (STEAM mit TR = 2s, TE = 10ms, NEX = 256, VOI = (2cm)?).

von Spoiler-Gradienten wird die fast vollstdndig in transversale Komponenten transferier-
te Magnetisierung dephasiert und somit vor der eigentlichen Anregung mit Ortskodierung
eine deutlich verringerte Ausgangs-Magnetisierung erzeugt.
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Vor der Aufnahme eines Spektrums mufl der Puls in Bezug auf seine Amplitude und
Tragerfrequenz dahingehend optimiert werden, dafl on-resonant moglichst genau ein Flip-
winkel von 90° erreicht wird. Das Eingangssignal am ADC sinkt dann bei voller Verstédrkung
von 112,47dB auf ca. 0,1V ab. Fiir TR < 577 muf} sich im Spinsystem erst ein vom
thermischen Gleichgewicht abweichender Zustand einstellen, um gleiche Ausgangsvoraus-
setzungen vor jeder neuen Anregung vorliegen zu haben. Dies wird durch Verwerfen der
ersten vier sog. Pre-Scans realisiert. Zusétzlich zu dieser durch HF-Einstrahlung bewirkten
Wasser-Signal-Unterdriickung besteht auch noch die Moglichkeit, das im Spektrum auftre-
tende residuale Signal der Wasser-Protonen durch eine mathematische Operation weiter zu
reduzieren. Dabei wird in der Zeitdoméne das aufgenommene FID-Signal punktweise durch
einen FID eines Wasser-Phantoms geteilt. Dies eliminiert nach der Fourier-Transformation
die entsprechende Frequenzkomponente bei 4,7 ppm.

Nach Unterdriickung des Wasser-Signals treten bei Untersuchungen der Skelett-Muskula-
tur starke Resonanzen der CHs- und CHs-Gruppen der Lipide zwischen 0,9 ppm und
2,7ppm auf. Nur eine Vergroflerung der vertikalen Auflésung im Spektralbereich mit
6 > 2,5 ppm, wie in Abb. 7.2, 143t die Signale anderer Metaboliten erkennen. Da die aro-
matischen Signale des hier untersuchten Metaboliten Carnosin besonders schwach sind,
ist eine zusétzliche Anpassung des Mefibereichs wiinschenswert. Die beiden dominanten
Signale der intra- und extramyozelluldren Lipide (IMCL bzw. EMCL) kénnen durch einen
zweiten CHESS-Puls oben genannter Breite reduziert werden, wenn dieser bei 1,4 ppm
eingestrahlt wird. Die Signale der olefinischen Fett-Protonen bei ca. 5,5 ppm (molekula-
re Gruppe —CH=CH-) sind wesentlich kleiner und werden schon teilweise durch den
CHESS-Puls bei 4,7 ppm gesittigt, so dafl eine Unterdriickung dieses spektralen Bereichs
nicht notwendig ist.

7.2.2 PRESS und STEAM

Fiir Spin-Systeme aus Protonen sind die T5-Relaxationsprozesse hinreichend langsam, um
die Ortskodierung des akquirierten Signals durch das Hintereinanderschalten von drei
schichtselektiven HF-Pulsen zu realisieren. Der FID des sich formierenden Echos stammt
dann nur aus dem quaderférmigen Schnitt-Volumen dieser drei Schichten.

Die selektive Anregung von Spins in Schichtebenen geschieht durch Einstrahlung eines
HF-Pulses definierter spektraler Breite bei gleichzeitiger Schaltung eines Gradientenfeldes
G entlang einer der Koordinatenachsen (z. B. z). Durch dessen Uberlagerung mit dem
Grundfeld wird die Resonanzfrequenz

w(z) = 3(Bo + 2G2)(1 - 9)
abhéingig von der Ortskoordinate z. Das Frequenz-Band

w € |wy — 'szc—i,wo —i—’yGZil

2 2
des HF-Pulses mit der Trigerfrequenz wy regt dann nur die Spins in einer Schicht der
Dicke d um zp an. Dabei kann der EinfluB (1 — §) der chemischen Verschiebung auf die
Schichtdicke, also Aw, ohne weiteres vernachlissigt werden. Die Schichtposition zy héngt
dagegen wegen

B
ZO%G—O(S
z
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Abb. 7.3: Aufbau einer PRESS-Sequenz. Den Schichtselektionsgradienten (S) ist eine Refokussierung (R)
angeschlossen. Parasitire Signale werden durch Defokussierungsgradienten (D) zerstort.

linear von § ab, und die chemische Verschiebung bewirkt somit eine Anregung in einer leicht
versetzten Schicht (relativ zur Schicht-Position fiir die Wasser-Molekiile, deren Resonanz
als Triiger-Frequenz benutzt wird). Fiir die in der 'H-NMR-Spektroskopie bei 1,5 T auftre-
tenden kleinen chemischen Verschiebungen sind die resultierenden Fehler verhiltnisméfig
klein. Spektroskopie an 3'P- oder *C-Kernen oder mit starken Grundfeldern ist dagegen
mit sogenannten Chemical-shift-Artefakten behaftet.

Die Form der Schicht im Ortsraum ergibt sich aus dem Puls-Verlauf B; (w) in der Frequenz-
Doméne, also der Fourier-Transformierten von Bj(t). Die Pulslédnge ¢p geht somit invers
in die Bandbreite Aw ein. Rechteckige Schichten werden mit einem sinc-formigen Puls
erzeugt, wobei es wegen der endlichen Pulsdauer zu Abschneideartefakten und damit zu
Abweichungen vom idealen Schichtprofil kommt. Die innerhalb der Schicht aufgrund der
Ortsabhéngigkeit w(z) auftretende Dephasierung der Spins mufl nach Einstrahlung des
Pulses durch einen Refokussierungsgradienten umgekehrter Orientierung wieder kompen-
siert werden.

Prinzipiell stehen fiir die Echo-Formation nach Applikation von drei Pulsen zwei Me-
thoden zur Verfiigung. Beide beginnen mit einer Préparation durch einen 90°-Puls. Die
Riickgewinnung eines Fchos mit zwei weiteren Pulsen geschieht dann entweder mit einer
Doppel-Spinecho-Sequenz oder einem stimulierten Echo.

Die erste Methode wird als PRESS (Point Resolved Spectroscopy) bezeichnet [Bot84]. Die
Pulssequenz hat dann das in Abb. 7.3 gekennzeichnete Schema. Unerwiinschte (“parasi-
tére*) Signale wie etwa das erste Echo werden durch zusitzliche Dephasierungsgradienten
vor der Akquisition zerstort. Dieser Sequenz-Typ eignet sich zur Untersuchung der in Kap.
5.3 beschriebenen Phasen-Modulation gekoppelter Systeme. Allerdings ist zu beriicksichti-
gen, dafl wegen des zweimaligen Auftretens von T5-Prozessen diese Technik prinzipiell mit
hoheren Echo-Zeiten arbeiten mufl und daher fiir schnell relaxierende Metaboliten nicht
optimal ist.
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Abb. 7.4: Aufbau einer STEAM-Sequenz

Dieses Problem wird mit dem stimulierten Echo, das in der STEAM-Sequenz (Stimulated
Echo Akqusition Mode) Anwendung findet, umgangen [Fra87]. Sie ist in Abb. 7.4 dar-
gestellt. Durch den zweiten 90°-Puls wird die T5-Relaxation zwischenzeitlich quasi ein-
gefroren. Das stimulierte Echo nach dem letzten Puls formiert sich nicht allein in der
Transversalebene, sondern die Spitzen der Magnetisierungsvektoren bilden die Kappe ei-
nes Kegels, dessen Zentralachse eine der Transversalachsen (2 oder y’) des rotierenden
Koordinatensystems ist. Damit liegt ein Teil der Magnetisierung zwar als Longitudinal-
komponente vor (deren Summe 0 ist), aber dennoch ist das Signal fiir schnell relaxierende
Metaboliten hoher als mit PRESS.

Fiir die in dieser Arbeit aufgenommenen lokalisierten 'H-NMR-Spektren wurde (soweit
nicht anders angegeben) mit einem Anregungs-Volumen von (2 cm)? gearbeitet. Der Posi-
tionierung des Voxels ging eine MR-Bildgebung mit einer Standard-FLASH-Sequenz des
Herstellers voraus. Die einzelnen Akqusitionen (N EX = 256 mindestens) wurden mit einer
Repetitionszeit von TR = 2 s aufgenommen, wobei die minimale Echozeit bei der STEAM-
Sequenz 10 ms (sowie 10 ms Delay-Zeit) und bei der PRESS-Sequenz 36 ms betrug. Bei bei-
den Sequenzen war standardméflig vom Hersteller ein 25,6 ms-Gauss-Puls bei 4,7 ppm zur
Wasser-Unterdriickung implementiert. Die STEAM-Sequenz zur hochaufgelosten Muskel-
spektroskopie wurde zusétzlich mit der oben erwidhnten Fett-Unterdriickung ausgestattet.

7.3 3'P-NMR-Spektroskopie

Die bei der Protonen-Spektroskopie verwendeten Lokalisationstechniken kénnen fiir 31 P-
Experimente nicht zum Einsatz kommen, weil die mit einem priméren Anregungspuls
erzeugte Transversalmagnetisierung so schnell zerfillt, daf sie mit zwei weiteren schichtse-
lektiven Pulsen nur sehr rudimentér zuriickgewonnen werden kann. Es finden daher aus der
MR-Bildgebung bekannte Kodierungsprozesse Anwendung, auf die nun kurz eingegangen
werden soll.
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7.3.1 CSl

Die fiir die 3'P-NMR-Spektroskopie geeignete Methode zur Aufnahme ortsaufgeloster
Spektren ist das sogenannte Chemical Shift Imaging (CSI). Dabei werden statt der norma-
lerweise in der Bildgebung benutzten Kombination aus Phasen- und Frequenzkodierung
zur zeilenweisen Abtastung des k-Raums zwei Phasenkodierungen benutzt, um die intrin-
sische Frequenz-Information des Spektrums nicht zu zerstéren. Durch den Wegfall der
Frequenzkodierung wihrend der Auslese ist nur noch eine punktweise Abtastung des k-
Raums méglich.

Die hier benutzte CSI-Sequenz ist in Abb. 7.5 dargestellt und basiert auf einer einfachen
FID-Sequenz, bei der nach schichtselektiver (in z-Richtung) Anregung (Flip-Winkel «)
zwei Phasenkodier-Gradienten G, und G, stufenweise in z- bzw. y-Richtung geschaltet
werden. Das so ortskodierte 3!P-FID-Signal wird im AnschluB daran wihrend takq. aus-
gelesen und enthélt die spektrale Information: Fiir die transversale Magnetisierung in der
angeregten Schicht 148t sich das zeitliche Verhalten allgemein mit

M, (t) = / /S - m(ey) e <i / w(x,y,t)dt) dxdy (7.1)

beschreiben. Dabei ist m(z,y) die lokale Magnetisierungsdichte, die in der Bildgebung
nach 2-dimensionaler Riicktransformation das Bild ergibt. Die Phasenverschiebung

¢($7 y) - w(:v, y)t = 7 Bioct

im Exponenten von 7.1 ergibt sich aus dem wéahrend der Zeit ¢ am Kernort herrschenden
Feld By, und enthélt die Ortsinformation des hochfrequenten Auslese-Signals. Aus diesem
1483t sich dann wie {iblich durch Mischung mit dem hochfrequenten Anregungssignal der
FID zur Transformation in die Frequenz-Doméne gewinnen.

Bei der CSI-Technik tritt als nicht zu vernachléssigendes Problem das sogenannte Voxel-
Bleeding auf, das in diesem Zusammenhang einerseits auf die starken chemischen Verschie-
bungen von 3!'P, andererseits aber vor allem auf die Abschneideartefakte bei der Transfor-
mation des diskretisierten k-Raums zuriickzufiihren ist. Um diesen Effekt zu vermindern,
wird vor der 2D-FT durch die Software des Tomographen ein Hanning-Filter iiber die
Matrix gelegt. Seine Stirke in % gibt an, ab welchem Bereich von der Matrixmitte aus
gerechnet die Dampfung durch den Filter einsetzt (bei 50% sind also die beiden #ufleren
Viertel des k-Raums betroffen).

7.3.2 3'P-{'H}-Spin-Entkopplung und Cross-Polarisation

Die spektrale Qualitéit kann mit Hilfe eines Doppelresonanz-Experiments hinsichtlich zwei-
er Punkte verbessert werden:

e cine Entkopplung der wechselwirkenden Kerne 'H-3'P fiihrt zu einem Kollaps be-
stimmter Phosphor-Multipletts zu Singuletts; dies ist vor allem bei den Resonanzen
der Phosphomono- und -diester effektiv.

e cin Ubertrag der Polarisation der Protonen auf die insensitiveren 3'P-Kerne mittels
des Kern-Overhauser-Effekts (engl. NOE) fiihrt zu einer Signalverstirkung von ca.
20%.
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Abb. 7.5: Aufbau der benutzten 3'P-CSI-Sequenz mit Cross-Polarisation und Spin-Entkopplung

Die Entkopplung skalar gekoppelter Spins wird durch eine Séttigung des Protonen-Systems
withrend der Auslese des 3'P-Signals ermdglicht. Die Netto-Protonenmagnetisierung ist so-
mit 0 und kann zu keiner Aufspaltung der Phosphor-Signale mehr fiithren. Hierfiir wird zu
Beginn der Auslese ein WALTZ-4-Zyklus von 50 ms (aus Griinden des SAR-Limits wurde
nur eine kurze Entkopplung benutzt) mit einer Amplitude von 100V auf dem 'H-Kanal
eingestrahlt. Der Zyklus besteht aus Pulsen von 2 ms Dauer und einem Abstand von 0,5 ms.
Eine einmalige Anregung des Protonen-Systems mit einem Puls auf der zuvor genau ermit-
telten Wasser-Resonanzfrequenz vor Anregung der Phosphor-Kerne ermoglicht die Cross-
polarisation 'H — 3!P. Hierfiir wird ein rechteckférmiger Puls (U = 100V, t = 2ms)
eingestrahlt, der einem effektiven 90°-Puls entspricht, um das Protonen-System aus dem
thermischen Gleichgewicht zu bringen. Die so erzeugte Polarisation kann sich wéahrend
der Evolutionszeit 7 = 7,8 ms auf 3!P-Kerne in Molekiilen iibertragen, an denen sich eine
Hydrat-Hiille befindet. Da die Phosphoryl-Gruppen in PCr und ATP sowie das anorgani-
sche Phosphat alle ladungsbehaftet sind, bildet sich hier leicht eine Wasserstoffbriicken-
bindung mit umgebenden HyO-Molekiilen aus.

7.4 Nachbearbeitung der Daten

Die Nachbearbeitung der Daten wurde mit der am Tomographen implementierten Soft-
ware Luise durchgefithrt. Bei der Protonen-Spektroskopie wurden ein Zero-Filling von
1032 auf 4096 komplexe Datenpunkte durchgefiihrt. Dies entspricht einer Auflésung von
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0,004 ppm bzw. 0,25 Hz. Fiir die Phantom-Messungen wurde auf diese Prozedur verzich-
tet. Der Fouriertransformation (FFT) ging eine Gauss-formige Filterung (Zeitkonstante:
200 ms, zentriert bei ¢ = 0 des FID, soweit nicht anders angegeben) zur Glittung des
Spektrums voraus. Daran schlossen sich Phasen- und Baseline-Korrektur (mittels eines
Splines) an. Falls notwendig, wurde vor Beginn der Anpassung mit Gauss-formigen Reso-
nanzen noch eine Korrektur der Frequenzverschiebung mit der Methyl-Resonanz von PCr
bei 3,03 ppm als Referenz vorgenommen.

Die Datensiitze der Phosphor-Spektroskopie wurden zunéchst ohne Zero-Filling, aber mit
einem k-Raum-Filter von 50% fouriertransformiert, um die ortsaufgelésten 8 x8 FID-
Signale zu erhalten. Die spektrale Qualitdt nach Zero-Filling von 1024 auf 2048 Daten-
punkte in der Zeitdoméne (Auflosung: 0,076 ppm bzw. 2 Hz) war hinreichend grof}, um auf
einen Glattungs-Filter verzichten zu kénnen. Nach Phasen- und Baseline-Korrektur konn-
ten somit Lorentz-formige Resonanzkurven in der Frequenz-Doméne angepaflt werden.
Zur besseren Darstellung wurden alle nachverarbeiteten Datensétze exportiert und mit
Origin® 6.1 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) dargestellt.

7.5 Simulation mit WinDNMR-Pro

Simulierte NMR-Spektren zum Vergleich mit gemessenen Daten wurden mit dem frei
zugénglichen Shareware-Programm WinDNMR-Pro von Hans J. Reich [Rei01] generiert.
Das Programm wird vom Journal of Chemical Education verdffentlicht und ermdoglicht
neben der Simulation von Spektren zweiter Ordnung multipler Spin-Systeme (AB, ABo,
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Abb. 7.6: Benutzeroberfliche des Simulationsprogramms WinDNMR-Pro. Die Parameter wie Linienpo-
sition und -breite sowie Kopplungskonstanten und die angezeigte spektrale Breite sind frei wahlbar.
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ABX, ABX3, AA’BB’, AA’XX’ sowie bis zu 15 Singuletts bzw. 10 Multipletts) auch die
Erzeugung dynamischer NMR-Spektren (Spin-Austausch etc.).

Die resultierenden Spektren spiegeln die Ergebnisse von Experimenten an einem 300 MHz-
Spektrometer wider. Alle wesentlichen Parameter kénnen iiber eine graphische Benutzer-
oberfliiche unter Windows® eingestellt werden (5. Abb. 7.6). Linienintensitéiten konnen
iiber frei wéhlbare Integrationsbereiche (auch unter Einbeziehung von Rauschen) berech-
net werden.
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| am sure we have only begun to explore the domain of very
weak interactions — the "audio spectrum” of molecules, if
| may call it that.

Edward M. Purcell, Nobel-Vortrag 1952






Kapitel 8

Untersuchung skalarer Kopplungen in vitro

Wie bereits in den theoretischen Grundlagen angesprochen, kénnen in Modell-Lésungen
nur skalare Kopplungen beobachtet werden. So besteht zumindest fiir die Substanzen Cit,
Tau und insbesondere ATP die Moglichkeit, Abweichungen vom Paschen-Back-Effekt zu
studieren, wie sie auch im lebenden Gewebe auftreten. Wegen der vielen Parallelen zur
dipolaren Kopplung kénnen Experimente an diesen skalar gekoppelten Systemen aber auch
fiir Vorhersagen iiber die dipolaren Wechselwirkungen von (P)Cr und Cs herangezogen
werden.

8.1 Die AB-Systeme Citrat und Taurin

Zunéchst sollen die stark gekoppelten Spin-Systeme der Metaboliten Cit und Taurin un-
tersucht werden. Da in vivo keine dipolaren AB-Systeme existieren, sind dies die einzigen
starken Wechselwirkungen, die am Ganzkorpertomographen studiert werden kénnen. Ihre
spektralen Parameter fiir 1,5T sind in Tab. 8.1 zusammengestellt. Sie illustrieren ein-
drucksvoll die Konsequenzen einer starken Superposition der Eigenzusténde.

Die Kopplung zwischen den zwei Protonen jeweils einer der beiden CHo-Gruppen des Cits
und die damit verbundenen Signal-Modulationen fiir verschiedene T'E bei lokalisierten
Spektroskopien sind ausfiihrlich untersucht worden [Sch93, Mul93, Str95, Wil95]. Eine
detaillierte Beschreibung des Intensitdtsverhéltnisses der inneren zu den dufleren Reso-
nanzen dieses (AB)s-Systems liegt jedoch nicht vor. Daher wurde der stark ausgepréigte
Dach-Effekt an einer 50 mM Cit-Losung beobachtet und mit simulierten Spektren eines
AB-Systems verglichen. Die Parameter wurden dabei aus einer bei 1,5 T durchgefiihrten
Studie entnommen: Aw = 0,12 ppm und J = 15,1 Hz [Sch93].

Hieraus ergibt sich nach Gl. (2.4) ein Stérungsparameter von 1,978 (bzw. o = —31,6°).
Die mit (2.20) und (2.21) berechneten Intensitéten stehen dann im Verhéltnis 1,89:0,11.

Tab. 8.1: Eigenschaften der untersuchten stark gekoppelten Systeme. Fiir Tau wurde naherungsweise
magnetische Aquivalenz der Kerne angenommen.

Metabolit System Jap [Hz] Aw [Hz] o« [°]
Cit (AB)- 15,1 7,6 -31,6
Tau AsB, 6,6 10,8 -15,7

93
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Abb. 8.1: Simulation eines 'H-NMR-Spektrums von Cit bei 1,5 T fiir verschiedene Linienbreiten (a und
b) und experimentelle Ergebnisse (c) unterschiedlicher Aufnahmetechniken an einer 50 mM Modell-Lésung.
Die Intensitéten der beiden dufleren Resonanzen sowie die Summe des zentralen Dubletts (bestimmt durch
Integration eines Kurvenabschnitts) sind angegeben (in willkiirlichen Einheiten). Die Linienbreite kann
wegen der Diskretisierung der Daten das Integralergebnis beeinflussen. Bei den experimentellen Daten wird
die storende Phasenmodulation eines STEAM-lokalisierten Spektrums bereits fiir TE = 10 ms deutlich.

Da bei 1,5 T die beiden zentralen Resonanzen fiir kurze Echozeiten nicht getrennt von-
einander aufgelost werden kénnen (fiir lange T'E spielt die Phasenmodulation eine Rolle),
betrachten wir sie als ein Signal. Somit steht diese zentrale Resonanz zu jeder der bei-
den #dufleren theoretisch im Verhéltnis Iz : Iy = 34,36 : 1. Die Integration iiber die
Peaks simulierter hoch aufgeloster Spektren (4 getrennte Signale) ergibt einen Wert von
I;/4 = 36,3 (s. Abb. 8.1). Wird die Linienbreite von 0,4 auf 2,8 Hz erhht, so kénnen die
beiden intensiveren Resonanzen nicht mehr getrennt aufgelost werden. Die reale Linien-
breite liegt mindestens bei 3Hz, so dafl das in Abb. 8.1(b) gezeigte Spektrum eher den
experimentellen Bedingungen entspricht. Die Verbreiterung der Linien zusammen mit den
Folgen der Diskretisierung bewirkt eine Verminderung des Verhéltnisses auf 19,6. Die Ana-
lyse eines Fourier-transformierten FID, der 500 ms ausgelesen wurde und auf den in der
Nachbearbeitung ein Gauf-Filter angewendet wurde, liefert einen Wert von 17,9 (Abb.
8.1(c)): Dies bestéitigt damit den erwarteten Dach-Effekt im Rahmen der erreichbaren
Genauigkeit (der Filter ist notig, da die schwachen dueren Cit-Resonanzen ohne Wasser-
Unterdriickung sonst nicht stark genug vom Rauschen getrennt sind).

Die starke Kopplung des Systems bewirkt bei Transversalmagnetisierungen eine rasche
Phasenmodulation, die sich bei der Anwendung von Lokalisationstechniken durch eine
Veranderung des Spektrums zwischen der Zentralresonanz und den beiden Satelliten be-
merkbar macht. In Abb. 8.1(c) ist vergleichend zum FID-Experiment das Ergebnis einer
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STEAM-Messung mit TE = 10 ms gezeigt. Die wahrend T'F akkumulierte Phase fiihrt be-
reits bei kurzen Echozeiten zu einer beginnenden Teil-Inversion des Spektrums. Dadurch
ist eine einfache Integralbestimmung nicht mehr moglich, weil die Einbeziehung der Phase
bei einer Linienanpassung mit der Software Luise nicht automatisch erfolgt. Dies verdeut-
licht, dafl der Dach-Effekt stark gekoppelter Systeme sehr sensitiv auf die angewendete
MefBtechnik ist. Bei Cit erfolgt daher die genaue Untersuchung der quantenmechanischen
Effekte am besten mit einer FID-Sequenz. Die Homogenitit der Kopfspule reicht dabei
aus, um eine ausreichende spektrale Auflésung zu bekommen (Shim: 7 Hz; keine CHESS-
Wassersignal-Unterdriickung).

Das 'H-NMR-Spektrum von Tau ist bei 1,5 T noch schwieriger zu analysieren. Die Signale
der beiden Methylengruppen liegen bei 3,42 ppm bzw. 3,25 ppm. Bei einer prézisen Be-
schreibung handelt es sich um ein AA’BB’-System mit 4 Kopplungskonstanten. Nimmt
man vereinfachend an, dafl es sich um jeweils 2 magnetisch dquivalente Protonen han-
delt, so 1dBt sich das Spektrum mit den irreduziblen Komponenten eines AsBo-Systems
(s. Theorie) erklédren. Dies ist moglich, da sich die Kopplungskonstanten nur wenig un-
terscheiden; ihr gemittelter Wert betriigt 6,6 Hz. Ohne die Kombinations-Ubergiinge sind
also 16 Resonanzen zu erwarten. Thre Positionen &ndern sich bei Simulation des Spektrums
mit WinDNMRPro unter Beriicksichtigung von Aw = 0,17 ppm und aller 4 Kopplungs-
konstanten nur unwesentlich (s. Abb. 8.2).

Die Simulation mit realistischen Linienbreiten ergab eine Uberlagerung zu insgesamt noch
8 auflosbaren Signalen. Dies wurde im Experiment bestétigt und unterstreicht damit un-
abhingig vom Dach-Effekt die Abweichungen vom Paschen-Back-Effekt.

Die gemittelte Kopplungskonstante ist weniger als halb so grofl wie die des Cit-Systems.
Damit verlauft die Phasenmodulation auch deutlich langsamer, und eine Lokalisation mit
STEAM bei kurzen Echozeiten ist moglich. Die Verdnderungen im Spektrum sollten im
Vergleich zum FID-Experiment vertretbar klein sein. Letzteres ist ndmlich aus folgendem
Grund ungeeignet zur Untersuchung des Tau-Spektrums:

Mit 6,6 Hz ist die Kopplungskonstante relativ klein und die einzelnen Resonanzen liegen
sehr dicht im Spektrum. Es ist daher eine hohe Auflésung erforderlich, die nur mit dem
besseren Shim eines Single-Voxel-Experiments erzielt werden kann (ca. Faktor 2 besser als
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Abb. 8.2: Simulation eines hochaufgelésten 'H-NMR-Spektrums von Tau bei exakter Beschreibung als
AA’BB’-System (spezifische Daten aus [Gov00]). Bei einer theoretischen Linienbreite von 0,1 Hz treten bei
1,5T 16 Resonanzen auf. Die beiden duflersten sind dabei so schwach, daf} sie in dieser Darstellung nicht
sichtbar sind.
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Abb. 8.3: Vergleich von simuliertem (a,b) und gemessenem 'H-NMR-Spektrum (c) von Tau bei
63,63 MHz. Bei realistischen Linienbreiten sind nur noch 8 Resonanzen zu erwarten (b). Der Einflul der
Phasenmodulation einer STEAM-Lokalisation mit TE' = 10ms im Spektrum einer 50 mM Modell-Lésung
ist deutlich weniger ausgepragt als bei Cit.

beim FID). In Abb. 8.3(c) ist daher nur ein STEAM-Spektrum mit TE = 10 ms gezeigt.
Eine Integralbestimmung im Spektrum war aufgrund der starken Uberlagerung der Reso-
nanzen nicht sinnvoll durchzufiihren. Daher wurden die Amplituden der einzelnen Signale
ausgewertet, um den Vergleich zwischen Simulation und Experiment zu erméglichen. Die
Werte wurden dabei immer auf die stidrkste Resonanz normiert. Die Gegeniiberstellung
zeigt, daf die spektrale Trennung der dufleren Satelliten im gemessenen Spektrum deut-
licher ist. Dies liegt daran, dafl wie beim AB-System die Phasenmodulation der inneren
Signale am langsamsten erfolgt. Die Konsequenzen der STEAM-Lokalisation werden daher
bei den dufleren Signalen deutlich.

Der Stoérungsparameter ist in der 1. Ndherung (nur die gemittelte Kopplungskonstan-
te wird beriicksichtigt) mit 0,61 im Vergleich zu dem des Cits sogar relativ klein (o =
—15,7°), aber die Konsequenzen fiir Multipletts mit mehr als zwei Linien sind also we-
sentlich dramatischer, weil z. B. zwischen den urspriinglich 8 Produktzustéinden eines
AsX-Systems durch die Mischung bei zunehmend starker Kopplung die Entartung einiger
Ubergiinge aufgehoben wird.

Die Simulation macht klar, dal bei den Linienbreiten, die im Muskelgewebe in vivo erreich-
bar sind, aufgrund des Dach-Effekts bei 1,5 T nicht zwei, sondern nur eine Tau-Resonanz
bei ca. 3,34 ppm detektiert werden kann; bei zusétzlicher dipolarer Aufspaltung von ca.
9Hz (s. KAp 9) also dann zwei Signale.

Bei beiden Systemen wird deutlich, dafl die rein theoretische Behandlung mit den sich
aus Fermis Goldener Regel ergebenden Linienintensitéiten nicht zu Beurteilung der expe-



8.2 Das AMX-System ATP 97

a) Linienbreite: 3 Hz b) Linienbreite: 6 Hz c) Linienbreite: 18 Hz

J-

4‘2 4,0 3,8 3‘6 3‘4 3,2 3‘0 2‘3 Z,G 2,4 4,2 410 313 315 3,4 3,2 3,0 2,8 2,6 2,4 4,2 4,0 3,8 3,6 3,4 3,2 3,0 2,3 2,6 2,4
ppm pom ppm

Abb. 8.4: Simulierte "H-NMR-Spektren von Tau bei 63,63 MHz mit verschiedenen Linienbreiten und 2%
Rauschen (das Integral unter der Linie wurde dabei konstant gehalten). Bereits ab 6 Hz 148t sich die
Unterstruktur der Linie nicht mehr erkennen.

rimentellen Daten herangezogen werden kann. Fiir die Spektren ist die Beriicksichtigung
der realen Linienienbreiten von entscheidender Bedeutung. Ansonsten wiirde fiir Cit der
gemessene Dach-Effekt eine zu kleine Mischung der Zustédnde ergeben, und bei Tau wéire
ohne das Vorwissen iiber die Uberlagerung einiger der 16 moglichen Signale ein Vergleich
mit der Theorie gar nicht moglich.

8.2 Das AMX-System ATP

Die drei 3'P-Kerne des ATP stellen ein schwach gekoppeltes System dar, bei dem die
Resonanz B-ATP einen kumulierten Dach-Effekt aufgrund der sukzessiven Aufspaltung der
urspriinglichen Resonanz zeigt. Interessant an diesem System ist, daf} sich die chemischen
Verschiebungen der «- und 3-Resonanz mit Hilfe des pH-Wertes und der Konzentration von
Mg?* in Modell-Lésungen beeinflussen lassen. Dadurch kénnen eventuelle Versinderungen
des Dach-Effekts bei kleinen Variationen des Stérungsparameters untersucht werden.

8.2.1 Spektren des unkomplexierten ATP

Zunéchst wurde das Spektrum einer 45 mM ATP-Loésung untersucht, der 90 mM PCr als
Chemical-Shift-Referenz zugesetzt wurden. Die Spektren wurden mit der beschriebenen
CSI-Sequenz aufgenommen. Bei der Nachverarbeitung der Daten konnte wegen der guten
Auflésung (Abb. 8.5) auf einen Filter verzichtet werden, so dafl bei der Anpassung an die
Mefidaten Lorentz-Kurven benutzt werden konnten.

Da die Abweichungen im Spektrum von der X-Né&herung nicht sehr gro8 sind, kann man da-
von ausgehen, dafl vornehmlich die Linienintensitdten und nicht die -positionen verédndert
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PCr

-ATP
0-ATP B-ATP

L X 1 A 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . I
10 5 0 -5 -10 -15 -20 -25

o [ppm]

Abb. 8.5: 3 P-NMR-Spektrum einer Lésung aus PCr (90 mM) und ATP (45 mM) bei einem pH-Wert von
7,04 (aufgenommen mit der beschriebenen CSI-Sequenz). Das starke Signal des PCr dient als Chemical-
Shift-Referenz bei 0 ppm. Neben den Signalen der drei Phosphor-Kerne im ATP ist auch eine schwache
Resonanz des anorganischen Phosphats (P;) zu sehen.

sind (s.u.). Die chemischen Verschiebungen der beiden Dubletts ergeben sich somit direkt
aus ihrem Mittelpunkt, und die Position der 8-Resonanz ist durch die zentrale Resonanz
gegeben. Mit diesen Werten fiir dw und den sich aus der Linienaufspaltung ergebenden
Kopplungskonstanten J,3 und J,g kénnen der Stérungsparameter bzw. der Mischungs-
winkel bestimmt werden. Dann liefert a die Clebsch-Gordan-Koeffizienten und geht in die
Korrekturterme x und y der Intensitdten ein. Diese wurden mit einer Genauigkeit von
0,01 als Vorgaben fiir die in LUISE verwendeten Multipletts einbezogen. Das Ergebnis der
Anpassung ist in Abb. 8.6 gezeigt.

AuBer den Messungen bei physiologischem pH-Wert wurden auch Experimente in saurer
und basischer Losung durchgefiihrt. Die pH-Werte wurden mit 5,02 und 8,00 so gewé&hlt,
dafl die Resonanzen extremal verschoben waren. Ein Anhaltspunkt hierfiir war die Dar-
stellung in [Gra98]. Erwartungsgemif ergab sich folgende Tendenz:

Die a-ATP-Resonanz ist praktisch unabhéngig vom eingestellten pH-Wert. Die beiden an-
deren Signale liegen dagegen fiir hohe H*-Konzentrationen bei niedrigeren Frequenzen.
Da das Signal der endsténdigen Phosphoryl-Gruppe empfindlicher auf pH-Wert-Anderun-
gen reagiert, 148t sich mit zunehmender Ansiduerung die chemische Verschiebung zwischen
dem v- und dem (-ATP-Signal verkleinern und somit die effektive Kopplungsstirke beein-
flussen. Gleichzeitig dndern sich aber auch die mebaren Kopplungskonstanten J;3 etwas,
so daB die Auswertung der Spektren nur eine geringfiigige Anderung des Dach-Effektes
erkennen 1af3t. Das Signal der endsténdigen Phosphorylgruppe iiberlappt in saurer Losung
teilweise mit dem des a-Kerns. Als Linienpositionen der beiden Dubletts ergeben sich so-
mit die beiden Minima des nun um 7,4 ppm erscheinenden ” Tripletts”. Zusammen mit den
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Tab. 8.2: Daten von am Tomographen gemessenen ' P-NMR-Spektren bei verschiedenen pH-Werten zur
Bestimmung der Clebsch-Gordan-Koeffizienten von ATP in Abwesenheit von Mg?" (wo = 25,758 MHz).
Der erste Datensatz entspricht dem Spektrum aus Abb. 8.5 unter physiologischen Bedingungen. Weitere
Datensitze wurden bei pH = 8,00 (Mitte) und pH = 5,02 (unten) aufgenommen. Der Mischungswinkel «
bestimmt den Korrekturterm der Intensitéiten, der in LUISE auf 0,01 genau vorgegeben werden kann. Die
Korrekturterme der Intensitéten dndern sich nur so geringfiigig, dai der kumulierte Effekt (X = z +y) fiir
die S-ATP-Resonanz konstant bleibt.

) J; « Korrekturterm CGK
Signal  [ppm] [Hz] [°] | sin 2 cos « sin a
~-ATP  -3,420 19,5 -1,431 x = 0,0499 0,9996880 -0,0249781
a-ATP  -7,836 20,0 -2,071  y=0,0722  0,9993471 -0,0361309
B-ATP  -18,560 2 =0,1221
~-ATP 2,680 20,0 -1,421 — 10,0496 0,9996924 -0,0247999
a-ATP  -7,816 19,0 -2,008 ,0701 0,9993857 -0,0350474
G-ATP  -18,320
~-ATP  -6,980 18,0 -1,613
a-ATP  -7.860 18,0 -1,736
B-ATP  -19,380

0
0

=0,0563 0,9996039 -0,0281444
0, 0605 0,9995412  -0,0302886
0

aus diesem Signal ermittelten Linienaufspaltungen von je 18 Hz fiir die beiden eigentlichen
Dubletts ergeben sich die in Tab. 8.2 angegebenen Korrekturterme z und y. Das Spek-
trum der basischen Losung weicht nur geringfiigig von der Messung unter physiologischen
Bedingungen ab. Ergénzend zu Abb. 8.6 sind die Anpassungen von Lorentz-Linien an die
Spektren mit den veréinderten Linienpositionen in Abb. 8.8 gezeigt.

x = 0,05 pH =7,04

y=0,07

-2 -4 -6 -8 -10 -12 -14 -16 -18 -20 -22
S [ppm]

Abb. 8.6: Vergroerung des ATP-Spektrums aus Abb. 8.5 nach Anpassung der Datenpunkte mit Lorentz-
Linien unter Benutzung der Korrekturfaktoren aus Tab. 8.2.



100 Kap. 8. Untersuchung skalarer Kopplungen in vitro

ATP 45 mM

5 pH = 5,02
pH = 7,04

2 -4 6 -8 -10 -12 -14 -16 -18 -20 -22 -24
3 [ppm]

Abb. 8.7: 3'P-NMR Spektren von ATP bei verschiedenen pH-Werten. Eine zunehmende Ansiuerung fiihrt
zu einer Verschiebung vor allem der v-ATP-Resonanz zu kleineren Frequenzen. Gleichzeitig wird aber auch
das -ATP-Signal leicht in diese Richtung verschoben, so dafl sich der Dach-Effekt nur unwesentlich &ndert.

a) b)

pH = 8,00 pH = 5,02

x=y=0,06

x=0,05

1 I 1 I I 1 I 1 I 1 (! » 1 I 1

1 n 1 1 1 1 1 n 1 ]

2 -4 -6 -8 -10 -12 -14 -16 -18 -20 -22 2 4 6 -8 -10 12 -14 -16 -18 20 -22
5 [ppm] 3 [ppm]

Abb. 8.8: Anpassung von Lorentz-Linien an 3! P-NMR-Spektren von ATP bei verschiedenen pH-Werten.
Die verwendeten Korrekturfaktoren fiir den Dach-Effekt sind angegeben.

Innerhalb der Genauigkeit des Fit-Programms erhoht sich der Korrekturterm fiir das -
Dublett von extremer Niederfeld-Position bei -2,68 ppm (pH = 8,00) zu extremer Hochfeld-
Position bei -6,98 ppm (pH = 5,02) nur von 0,05 auf 0,06. Fiir das andere Dublett sinkt
der Faktor von 0,07 auf 0,06 wegen des leicht wachsenden Abstandes zum (-Signal. Die-
ses verschiebt sich von -18,32 ppm auf -19,38 ppm. Der Netto-Effekt ¥ = x + y fiir das
dublierte Dublett bleibt also (nach Rundung) mit 0,12 konstant.
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8.2.2 Spektren des Komplexes MgATP

Bei Zugabe von Mg-Ionen (z. B. in Form von Magnesiumchlorid-Hexahydrat, MgCls -
6H20) zur 45 mM ATP-Modell-Losung bilden sich die in Kap. 6 beschriebenen Komplexe
aus. Dies fithrt zu einer Verdnderung der Elektronen-Verteilung entlang der Phosphoryl-
Kette und damit zu einer Beeinflussung der chemischen Verschiebungen und skalaren
Kopplungskonstanten.

Ein Vergleich der beiden Spektren mit und ohne Komplexierung bei physiologischem pH-
Wert zeigt, dal der Ligand zu einer verstirkten Abschirmung der 3! P-Kerne fithrt, denn die
Werte fiir die chemischen Verschiebungen steigen an (Abb. 8.9). Dabei ist die Verdnde-
rung fiir die a-Resonanz mit 0,236 ppm &uflerst gering, was ein Anhaltspunkt fiir eine
Komplexierung der beiden endsténdigen Phosphoryl-Gruppen ist. Das Modell einer Ein-
bindung von drei Sauerstoffen in den Komplex scheint zumindest von dieser Beobach-
tung nicht direkt gestiitzt zu werden. Der Einflul von Kationen auf die Resonanzen ist
aber recht komplex und 148t sich schwer voraussagen [Jaf78]. Gleichzeitig verkleinern sich
die Kopplungskonstanten im Vergleich zum unkomplexierten Molekiil um ca. 3-4 Hz auf
Jyg = Jop = 16 Hz.

Die Anpassung von Lorentz-Linien an das Spektrum der neutralen Losung ist in Abb. 8.10
gezeigt. Die sich aus den Kopplungskonstanten und Linienpositionen ergebenden Korrek-
turfaktoren betragen diesmal z = 0,04 und y = 0,07 (s. Tab. 8.3). Damit ist der kumulierte

—— MgATP Mg
------ ATP o

0] 0] 0]

-2 -4 -6 -8 -10 -12 -14 -16 -18 -20 -22
3 [ppm]

Abb. 8.9: Vergleich der 3'P-NMR-Spektren von ATP (45 mM) mit und ohne vollstindige Komplexie-
rung durch Mgt bei physiologischem pH-Wert von ca. 7,04 (Referenz: PCr bei § = 0 ppm). Das Mg-Ion
beeinfluit hauptsichlich die Abschirmung der beiden endstéindigen 3*P-Kerne, was als Hinweis auf die Be-
vorzugung des MgATP-Komplexes gedeutet werden kann, der die Konformation der Phosphoryl-Gruppen
nicht ”verbiegt” (s. Zeichnung).
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Tab. 8.3: Korrekturterme und Clebsch-Gordan-Koeffizienten aus den Daten eines 3'P-NMR-Spektrums
von MgATP bei pH = 7,03 (wo = 25, 758 MHz).

4] Jig o Korrekturterm CGK
Signal  [ppm] [Hz] °] | sin 2¢| cosa sin «
~-ATP  -2440 16,0 -1,284  z=0,0448 0,9997488  -0,0224143
a-ATP  -7,600 16,0 -2,045 y=0,0713 0,9993630 -0,0356884
B-ATP  -16,286 ¥ =0,1161

Dach-Effekt etwas geringer als im Spektrum des freien ATP.

Eine Verdnderung der Resonanzen von MgATP in Folge einer unterschiedlichen Anséue-
rung geschieht im wesentlichen nur innerhalb eines pH-Bereichs von 4 bis 6,5 [Gra98]. Da-
her wurden noch Messungen bei pH = 5 und pH = 4 durchgefiihrt. Die Serie ist in Abb.
8.11 gezeigt und zeigt folgende Tendenz: die Resonanzen der Kerne an - und S-Position
verschieben sich wieder zu niedrigeren Frequenzen hin (letztere erneut etwas weniger).
AuBerdem wird auch die Frequenz der Resonanz von a-ATP etwas beeinflufit; sie zeigt
eine geringfiigige gegenldufige Tendenz hin zu hoheren Frequenzen. Fiir die Kopplungs-
konstanten konnte keine Variation mit dem pH-Wert festgestellt werden.

Die Auswertung ergab, dafl der Dach-Effekt fiir die y-Resonanz bei der Einstellung des
pH-Wertes auf 5 noch geringfiigig ansteigt, der fiir das andere Dublett geringfiigig sinkt;
die Summe der Korrekturfaktoren bleibt unverédndert bei 0,11, wenn vor der Summation
gerundet wird. Andernfalls ist der Effekt in der neutralen Losung mit ¥ = 0,12 etwas
grofler als in saurer Losung. Da sich bei weiterer Ansduerung auf pH = 4 die Linienpo-

H=703
x = 0,04 y=007 "
....‘ﬁ
L 1 L 1 L 1 L
2 4 6

o [ppm]

Abb. 8.10: 3'P-NMR-Spektrum einer Modell-Lésung aus ATP und Mg** (je 45 mM) bei physiologischem
pH-Wert im Bereich der ATP-Signale. Referenz ist PCr bei § = 0 ppm. Fiir die Anpassung der Datenpunkte
mit Lorentz-Linien wurden die Korrekturfaktoren aus Tab. 8.3 verwendet.
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MgATP 45 mM

pH =7,03

2 -4 6 -8 -10 -12 -14 -16 -18 20 -22 -24
8 [ppm]

Abb. 8.11: 3'P-NMR-Spektren des Komplexes MgATP bei verschiedenen pH-Werten. Referenz ist PCr
bei § = 0 ppm.

sitionen nicht mehr stark dndern, bleiben x und y innerhalb einer Genauigkeit von 0,01
konstant (s. Tab. 8.4).

Insgesamt ist der Dach-Effekt durch die Komplexierung mit Mg?T abgeschwicht, was
auch schon durch die verkleinerten Kopplungskonstanten angedeutet wird. Eine Zusam-
menstellung der Ergebnisse zeigt Abb. 8.13. Die Komplexierung hat jedoch keinen Einfluf3
auf den Trend bei zunehmender Ansiuerung, denn in beiden Fillen ndhern sich die beiden
Korrekturfaktoren an. Da sich die Position der a-Resonanz am wenigsten éndert, das (-
Signal aber fast so schnell wie das y-Signal auf die Hochfeld-Seite verschoben wird, sinkt
y schneller, als x ansteigt. Somit zeigt der kumulative Effekt > eine Abnahme: sich an
die Phosphoryl-Kette anlagernde Protonen ”ziehen” an der Elektronenhiille, so daf} die
effektive Kopplungsstiarke abnimmt.

Tab. 8.4: Einflul des pH-Wertes (oberer Datensatz: pH = 5,02; unterer Datensatz pH = 4,00) auf die
CGK von MgATP bei 1,5T (wg = 25,758 MHz). Die Korrekturterme der Intensititen #ndern sich nur
geringfiigig, so dafl der kumulierte Effekt fiir die 8-ATP-Resonanz konstant bleibt.

) J; « Korrekturterm CGK

Signal  [ppm] [Hz] [°] | sin 2 cos & sin av
~-ATP  -4215 16,0 -1,382 x = 0,0482 0,9997091 -0,0241188
a-ATP  -7,415 16,0 -1,838 y = 0,0641 0,9994852  -0,0320819
B-ATP  -17,081 5

~-ATP  -5,095 16,0 -1,488 x =0,0519 0,9996627 -0,0259726
a-ATP  -6,475 16,0 -1,682 y = 0,0587 0,9995690 -0,0293566
B-ATP  -17,041 Y =0

I
o
—
=
I
w
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pH = 5,02 pH = 4,00
x=0,05

1 1 1 1 1 1 1 l

2 4 6 -8 -10 -12 -14 -16 -18 -20 -22 2 4 6 -8 -10 12 -14 -16 -18 20 -22
3 [ppm] 3 [ppm]

Abb. 8.12: Anpassung von Lorentz-Linien an 3'P-NMR-Spektren von MgATP bei verschiedenen pH-
Werten. Die fiir den Dach-Effekt benutzten Korrekturfaktoren sind angegeben.

Es kann davon ausgegangen werden, dafl wegen der Genauigkeit von 1% in der Auswerte-
Software der Grad der Komplexierung unter physiologischen Bedingungen keinen Einfluf3
auf die Grofle y und den kumulierten Effekt 3 hat. Insgesamt wird also die Verminderung
der Kopplungskonstanten gerade durch den verringerten Abstand zwischen der o~ und der
(-Resonanz kompensiert. Hochstens fiir die Korrektur  kénnte man einen durch starke
Komplexierung verringerten Wert angeben; denn hier ist die Kompensation aufgrund der
Verschiebung des y-Signals zu hoheren Frequenzen nicht ausreichend.
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> | |
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Abb. 8.13: Variation der Korrekturfaktoren z und y fiir den Dach-Effekt in 3'P-NMR-Spektren von
ATP bei verschiedenen pH-Werten mit und ohne Komplexierung durch Mg®*. Im Bereich physiologischer
pH-Werte lassen sich wegen der fiir das Auswerteprogramm ” Luise” notwendigen Rundungen keine signifi-
kanten Verdnderungen mit der Komplexierung feststellen. Die Ansduerung bewirkt jedoch insgesamt einen
Trend hin zu einem abgeschwéchten Dach-Effekt.
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8.3 Das Carnosin-Spektrum

Zur Gegeniiberstellung mit In-vivo-Spektren von Cs wurden auch Experimente an Modell-
Losungen mit verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt. Alle in Kap. 5 genannten Resonanz-
gruppen konnten detektiert werden, wobei die Auflésung bei 1,5T nicht ausreicht, um die
volle Unterstruktur des Spektrums zu erhalten.

Die Resonanzen des Imidazol-Rings weisen erwartungsgemifl eine dquivalente Intensitét
auf; eine Linienaufspaltung ist nicht zu erkennen (Abb. 8.14). Die aliphatischen Resonan-
zen tberlagern teilweise. Gut zu erkennen sind die Signale der endstédndigen Methylen-
Gruppe des (3-Alanins, die zusammen mit den benachbarten CHs-Protonen ein skalar
gekoppeltes System bildet. Dieses zeigt ein Spektrum zweiter Ordnung, denn die Kopp-
lungskonstante von ca. 6,3 Hz erscheint bereits relativ stark gegeniiber der Differenz in der
chemischen Verschiebung von 0,59 ppm =~ 37 Hz.

8.3.1 Hinweise auf skalare Kopplungen innerhalb des Imidazol-Rings

Eine mogliche skalare Kopplung zwischen den Ring-Protonen miifite aufgrund der Bin-
dungsanzahl zwischen den Kernen relativ klein sein (*J < 2 Hz) und wiirde nicht unbedingt
als Linien-Aufspaltung sichtbar werden. Daher wurde dieser Bereich des Spektrums auf
eine mogliche Phasenmodulation hin untersucht. Die Messungen mit TE = 135...265 ms
(Inkrement ATE = 10ms) ergaben jedoch nur einen monotonen Signalabfall. Somit kann
eine signifikante skalare Kopplung ausgeschlossen werden.
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CH, _NH CH, _NH;
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B E
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Abb. 8.14: 'H-NMR-Spektrum einer 50 mM Modell-Lésung von Cs unter physiologischen Bedingungen
(pH-Wert = 7,07). Die Strukturformel des Molekiils mit der Nomenklatur der unterschiedlichen Protonen
ist angegeben (STEAM mit TR = 2s, TE = 10ms, TM = 15ms, NEX = 256, Voxel-GrofBe: (2cm)?).
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8.3.2 Identifikation der detektierbaren NH-Gruppe

In fritheren Arbeiten wurde von einer zusétzlichen Resonanz des Cs in In-vivo-Spektren
berichtet, die bei ca. 8 ppm auftritt und damit mit dem H2-Signal iiberlagert. Dieses Signal
wurde zunéichst dem Proton an der Peptid-Bindung [Aru86], spiter aber der NH-Gruppe
des Imidazol-Rings zugeordnet [Alo90]. Eine eindeutige Zuordnung 148t sich durch zwei
einfache Kontroll-Experimente durchfithren: Die NH-Gruppe des Rings tritt natiirlich auch
in der einen Peptid-Hilfte des Cs, also im Histidin auf. Das Proton der Peptid-Bindung
148t sich in sehr dhnlicher Struktur in N-Acetyl-Aspartat (NAA) wiederfinden. Abb. 8.15
verdeutlicht die Parallelen in den Strukturen der drei Molekiile.

Die NH-Gruppen sind normalerweise aufgrund ihres raschen chemischen Austauschs schwer
detektierbar. Um dies zu umgehen, wurden die Modell-Lésungen unterschiedlich stark an-
gesduert. Der Datensatz fiir die Messungen an Cs ist in Abb. 8.16 gezeigt. Bereits bei pH =
6 tritt auf der Hochfeld-Flanke des H2-Signals ein Dublett in Erscheinung, dessen Position
pH-Wert-abhéngig ist. In stark saurer Losung fillt es mit dem Signal dieses Ring-Protons
zusammen und erweckt somit bei geringer Auflésung den Eindruck unterschiedlicher Si-
gnale der beiden Ring-Protonen. Ein hoher Protonierungsgrad am Cs-Molekiil verfilscht
also das Verhéltnis der Intensitéiten H2: H4. Die Aufspaltung des Dubletts entspricht einer
Kopplungskonstanten von J = (7,6 4+ 0,4) Hz; sie dndert sich nicht erkennbar mit dem
pH-Wert. Bei der H4-Resonanz kommt es fiir niedrige pH-Werte zu einer Uberlagerung
mit dem breiten Signal der terminalen NH;—Gruppe des Alanins. Das Signal dieser aus-
tauschenden Protonen erschwert teilweise die Baseline-Korrektur.

Der Kontroll-Versuch mit der NAA-Losung zeigte ein sehr &hnliches Dublett bei ca. 8 ppm.
Die Kopplung zwischen Amid- und Methin-Gruppe betrigt J = (7,140, 4) Hz. Auch die-
ses Signal verschiebt sich mit steigender Protonen-Konzentration zu hoheren Frequenzen
(es ist auBerdem bekannte, dafl das Signal temperaturabhéngig ist [Aru85]). Am rechten
Rand in Abb. 8.17(a) erscheint teilweise die breite Resonanz der austauschbaren Carboxyl-
Protonen. Abgesehen davon, dafi das Dublett im NAA-Spektrum im Gegesatz zum Cs-
Experiment schon bei der neutralen Losung auftaucht, spricht dieses Ergebnis sehr dafiir,
dafl im Cs bei steigendem Protonierungsgrad die NH-Gruppe der Peptid-Bindung sichtbar

u H \
b) c)

CH NH, i - ;
N e ° -ooc” cH Y
% T
H ‘ Coo" _.coo O
N H

Abb. 8.15: Strukturformeln der Molekiile L-Carnosin (a), L-Histidin (b) und N-Acetylaspartat (c). Die
beiden Typen von NH-Gruppen des Cs treten einzeln in den beiden anderen Substanzen auf: Die NH-
Gruppe des Imidazol-Rings kann am His untersucht werden. Gemeinsame Strukturbereiche von Cs und
NAA sind umrandet dargestellt, so dal die NH-Gruppe an der Peptid-Bindung des Cs in dhnlicher Weise
in NAA auftaucht.
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Abb. 8.16: Aromatischer Bereich des 'H-NMR-Spektrums einer 50 mM Cs-Modell-Lésung bei verschie-
denen pH-Werten. Die zunehmende Anséduerung lat auf der Hochfeld-Seite der H2-Resonanz ein Dublett
in Erscheinung treten, dessen Position pH-Wert-abhéngig ist. Eine breite Resonanz der weiterhin schnell
austauschenden NH -Protonen erscheint am rechten Rand und erschwert die Baseline-Korrektur (STEAM
mit TR =2s, TE = 10ms, TM = 15ms, NEX = 256, Voxel-Grofle: (2 Cm)g).

pH=2,0
pH=2,0
pH=4,9
90 85 80 75 70 90 85 80 75 70 65
3 [ppm] 3 [ppm]
(a) 50mM NAA (b) 50mM His

Abb. 8.17: 'H-NMR-Signal der NH-Gruppen von NAA und His bei verschiedenen pH-Werten. In a) tritt
bereits fiir die neutrale Losung ein Dublett auf. Die Linienaufspaltung aufgrund der Wechselwirkung mit
der CH-Gruppe é#hnelt der in Abb. 8.16. Eine breite Resonanz der austauschenden Carboxyl-Protonen ist
am rechten Rand der Spektren in (a) zu erkennen. Dagegen verursacht die Ansduerung in b) nur eine
Verschiebung der Signale von H2 und H4 (STEAM mit TR = 2s, TE = 10ms, TM = 15ms, NEX = 256,
Voxel-CréBe: (2cm)?).
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wird.

Diese These wird auch durch das aufgenommene His-Spektrum gestiitzt (Abb. 8.17(b)),
bei dem kein Dublett im aromatischen Bereich zu beobachten ist. Die Absenkung des
pH-Werts verursacht lediglich die bekannte Verschiebung der Resonanzen H2 und HA4.
Demnach war die urspriingliche Zuordnung einer in wvivo sichtbaren weiteren Resonanz
des Cs richtig. Die Ursache fiir die in vivo auftretende unerwartet hohe Protonierung an
der Peptid-Bindung wird spéter diskutiert werden.

8.3.3 EinfluB der Komplexierung mit Cu?*

Cs bildet in Anwesenheit von Cu?T-Ionen Komplexe aus. Diese sind so strukturiert, dafl
die paramagnetischen Eigenschaften des Kations vor allem die Relaxation der Signale H2
und H4 beeinflussen. Um zu untersuchen, ob dies Einflul auf das Intensititsverhéltnis
H2:H4 hat, wurden zu einer 50 M Cs-Modell-Lésung schrittweise Cu?*-Ionen (in Form
einer 1M CuSO4-Losung) gegeben. Das Verhiltnis [Cu?*]:[Cs] wurde dabei von 1:10%
auf 7:10" erhoht.

Die aufgenommenen Spektren bestéitigen die Vermutung, dafl beide Resonanzen in glei-
chem Ausmafl von dem paramagnetischen Kation in ihrer Relaxation beeinflufit werden.
Abb. 8.18 zeigt deutlich die auftretende Linienverbreiterung und die damit verbundene
verkiirzte Transversalrelaxation in einer neutralen (pH = 7,05) 50 mM Cs-Modell-Losung
bei zunehmender Konzentration [Cu?*]. Bei einem Verhiltnis von 7:10% sind nach der
Echozeit von 10 ms praktisch keine Signale mehr zu erkennen.

Die aliphatischen Resonanzen des Cs werden dagegen kaum von der Komplexbildung
beeinfluBt. Geringe Konzentrationen von Cu?t-Ionen machen sich demnach nur durch
Komplexbildung iiber die paramagnetische Wirkung in der unmittelbaren Ndhe der Ko-
ordinationsstellen bemerkbar. Fiir die anderen Protonen des Molekiils ist der Effekt des

[Cu®]:[Cs] =0

9,0 8,5 8,0 7,5 7,0 6,5 6,0
3 [ppm]

Abb. 8.18: EinfluB von Cu?*-Ionen auf die aromatischen Resonanzen im 'H-NMR-Spektrum einer 50 mM
Cs-Modell-Losung (pH = 7,05). Die Komplexbildung mit dem Kation fithrt zu einer deutlichen Beschleu-
nigung der T>-Relaxation. Beide Resonanzen sind in gleichem Ausmafl von dem Effekt betroffen (STEAM
mit TR = 2s, TE = 10ms, TM = 15ms, NEX = 256, Voxel-Gréle: (2cm)?)
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[Cu”T:[Cs] = 0

350 325 300 2,75 250 225
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Abb. 8.19: EinfluB von Cu?"-Ionen auf die aliphatischen Resonanzen im 'H-NMR-Spektrum einer 50 mM
Cs-Modell-Losung (pH = 7,05). Eine signifikante Verdnderung ist nicht zu erkennen. Die Stérung durch
das paramagnetische Ion scheint sich demnach nur in der unmittelbaren Ndhe der Koordinationsstellen
bemerkbar zu machen. (STEAM mit TR = 2s, TE = 10ms, TM = 15ms, NEX = 256, Voxel-Grofe:

(2em)?)
32:10
‘ ! ‘ | ' 28:10*
‘ ' | l 24:10"
| |\ 20;10‘
f 16:10
12:10*
8:10°"
n 1

4:10°
2 =
L n 1 1 n 1 J[CS]'[CU 1=0

90 85 80 75 70 65 60
3 [ppm]

Abb. 8.20: EinfluB von Cu?*-Ionen auf die aromatischen Resonanzen im 'H-NMR-Spektrum einer 50 mM
sauren Cs-Modell-Lésung mit pH = 3,02. Selbst hohe Konzentrationen des paramagnetischen Ions fithren
zu keiner Signalverminderung. Dies deutet auf eine Unterbindung der Komplexbildung hin (STEAM mit
TR =2s, TE = 10ms, TM = 15ms, NEX = 256, Voxel-Grofle: (2cm)?)
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Signalriickgangs sehr stark abgeschwiicht (s. Abb. 8.19).

In starkem Kontrast zu den Effekten der Ionen auf die Imidazol-Signale in neutraler Losung
steht die Beobachtung im Fall einer Ansduerung. Abb. 8.20 zeigt die aromatischen Reso-
nanzen von Cs bei pH = 3,02 fiir verschieden starke Konzentrationen [Cu®*]. Der Pa-
ramagnetismus der Ionen fiihrt diesmal selbst fiir hohe Werte von [Cu?'] nicht zu einer
Ausloschung der Signale, sondern aufgrund der verkiirzten 73-Relaxation sogar zu einem
leichten Signalanstieg mit zunehmender Cu?t-Konzentration. Dies deutet darauf hin, dafl
die Komplexbildung am Imidazol-Ring durch die Ansduerung unterbunden ist.

8.4 lonische Bindungen in vitro: Taurin mit Phospholipiden

Wegen der osmoregulativen Funktion von Tau vermutet man, daf3 es ionisch an die Phos-
pholipide der Zellmembran, also Phosphatidyl-Serin, -Ethanolamin und -Cholin, gebunden
ist. Es wurde daher gepriift, ob sich in den NMR-Spektren der hydrophilen Koépfe dieser
Molekiile einige Resonanzen bei Zugabe von Tau verschieben, weil eventuell die ionische
Bindung die Elektronenhiille ausreichend beeinflufit.

Der hydrophile Teil des Phosphatidyl-Cholins ist identisch mit Phosphorylcholin, das als
Ca?*-Salz gut wasserloslich ist. Nun ist Ca?t aber neben K+ und Na™ ein Antagonist der
Bindung von Tau an die Zellmembran, so dafl auch die Ionenbindung mit Phosphorylcho-
lin behindert sein konnte [Bre01]. In In-vivo-'H-NMR-Spektren besteht das Problem, daf
die Resonanz der NT-(CHs)3-Gruppe (TMA) sehr dominant gegeniiber dem sehr dicht
daneben liegenden Tau-Signal ist, so dafl die Protonen-Spektroskopie an diesem Molekiil
nicht geeignet ist, um Verédnderungen der chemischen Verschiebung festzustellen.

Es wurden daher 3'P-NMR-Spektren von Phosphorylcholin (50 mM) mit und ohne Tau
aufgenommen. Der Einflufl des Zwitterions ist allerdings nicht signifikant: bei Zugabe im
Verhéltnis 1:1 verschiebt sich die Resonanz von 6 = 7,2 ppm auf 6 = 7,4 ppm (relativ zur
Resonanz des anorganischen Phosphats; der pH-Wert betrug in beiden Losungen 7,05).
Entweder ist die Wechselwirkung zwischen beiden Molekiilen tatsichlich durch das Ka-
tion unterbunden, oder der Einfluff auf die chemische Verschiebung ist zu gering, um so
detektiert zu werden.

R1—C—0—CH,

R2—C—O-—¢—l—H o CH,
o) Hzé—i—o—ﬁ—o—CHz—CHz—N*—CH3 L- o-Phosphatidylcholin
' CH,
o
OLﬁ—O—CH;CH;NH; O-Phosphorylethanaolamin
o]

Abb. 8.21: Strukturformel des Phospholipids L-a-Phosphatidylcholin und des O-Phosphorylethanolamin,
das das Phosphorylcholin als hydrophilen Kopf (Abgrenzung durch getrichelte Linie) ersetzen kann. Die
Reste R1 und R2 sind verschiedene Fettsduren (hauptséchlich Linolat und Palmitoleat).
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a) b)

—— O-Phosphorylethanolamin —— O-Phosphorylethanolamin + Taurin
,,,,,,,, Taurin -------- Graphische Summe aus a)
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Abb. 8.22: 'H-NMR-Spektren von Modell-Lésungen aus 50 mM O-Phosphorylethanolamin bzw. 50 mM
Tau (a). Beiden Losungen ist als Referenz 25 mM NAA zugesetzt (Signal der Methyl-Gruppe bei 2,00 ppm).
(b) Die graphische Addition der beiden Spektren im Bereich der Methylen-Signale ist dem Spektrum einer
Losung aus 50 mM Tau und 50 mM O-Phosphorylethanolamin (4 25 mM NAA) sehr dhnlich. Der pH-Wert
betrug jeweils 7,05 (STEAM mit TE = 10ms, TM = 15ms, TR = 2s, NEX = 256, Voxel-GroBe: (2cm)?).

Einfacher ist die Untersuchung an O-Phosphorylethanolamin (PE), das ebenfalls in Abb.
8.21 abgebildet ist. Dieses Molekiil ist bis auf das Phosphor-Atom identisch mit Tau, so
daf sich die Zwitterionen immer wechselseitig aneinander binden kénnten. Das Signal des
an die Sulfonat-Gruppe gebundenen Methylens im Tau ist gegeniiber der an den Phosphat-
Rest gebundenen CHy-Gruppe des PE deutlich zu niedrigeren Frequenzen verschoben, so
daf} die Effekte einer starken Kopplung bei Tau deutlicher ausgeprigt sind.

Abb. 8.22 zeigt vergleichend die 'H-NMR-Spektren zweier Losungen von PE und Tau sowie
einer Losung mit beiden Substanzen im Verhéltnis 1: 1. Die Addition der Einzel-Spektren
unterscheidet sich hinsichtlich der Linienpositionen nicht signifikant vom Spektrum der
Losung mit Tau und PE. Die Ausbildung einer Ionenbindung 148t sich also auch hier nicht
mit einem Einflufl auf die chemische Verschiebung nachweisen.

Ein besserer Hinweis auf eine Wechselwirkung von Tau mit Phospholipiden lie8 sich durch
die Aufnahme von 'H-NMR-Spektren einer Tau-Modell-Lésung mit und ohne Phospho-
lipide erzielen. Dazu wurden 100 mg/ml Phospholipon® 90 H (Fa. Nattermann, K&ln)
gelost. Die Substanz besteht zu 95% aus Phosphatidylcholin, das nur die beiden Fettsiu-
ren Stearat (85%) und Palmitoleat (15%) enthélt.

Die Vesikel-Ausbildung fithrt zu einer makromolekular-dhnlichen Relaxation, so dal die
Signale des Phospholipons selber im Spektrum nicht erkennbar sind. Ein Vergleich zwi-
schen Tau-Spektren mit und ohne Phospholipon zeigt jedoch, daf§ die Signalintensitét bei
Anwesenheit des Makromolekiils geringer ist. Der Riickgang auf ca. 89% des Ausgangs-
signals (das NAA-Signal geht sogar auf ca. 76% zuriick) ist stirker als die Varianz von
ca. 5% in den Signalintensititen bei Kontroll-Messungen an der Modell-Lésung ohne das
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----Tau mit Phospholipon®
Tau ohne Phospholipon®

Abb. 8.23: 'H-NMR-Spektrum einer 25mM Tau-Modell-Lésung mit und ohne Zugabe von
Phospholipon® 90 H (100 mg/ml). Als Chemical-Shift-Referenz war beiden Lésungen 10mM NAA zu-
gesetzt (pH = 7,06) (STEAM mit TR = 2s, TE = 10ms, TM = 15ms, NEX = 256, Voxel-Grofle:
(2cm)?).

Phospholipid. Dies deutet darauf hin, dafl ein Teil der Tau-Molekiile durch die Ausbildung
einer ionischen Bindung zum Lipid immobiler und damit MR-unsichtbar wird. Bei Bin-
dung des Molekiils an frei hydrophile Képfe (z.B. O-Phosphorylethanolamin) ist dagegen
eine ausreichende Beweglichkeit der Gesamt-Struktur vorhanden, und es kommt zu keinen
Signal-Verlusten.

Verédnderungen in der chemischen Verschiebung (NAA als Referenz) lassen sich nicht er-
kennen. Die Wechselwirkung verréit sich also nur iiber die verdnderte Dynamik einiger
Molekiile.



Kapitel 9

Untersuchung gekoppelter Systeme in vivo

9.1 Untersuchte Muskelgewebe

Skelett-Muskulatur 148t sich je nach Faser-Zusammensetzung in verschiedene Typen klas-
sifizieren. Diese unterscheiden sich sowohl in ihren kontraktilen Eigenschaften (schnell und
langsam), als auch in ihrem Stoffwechsel (aerob oder anaerob). Dariiber hinaus verlaufen
die kontraktilen Aktin-Myosin-Filamente nur innerhalb eines Muskelstranges relativ pa-
rallel. Die verschiedenen Muskeln der Wade haben abhingig von der Bewegungsfunktion
eine Orientierung, die nicht unbedingt parallel zur Tibia verlduft.

Grundsétzlich unterscheidet man zwischen Fasern des Typs I (slow twitch fibres) und II
(fast twitch fibres). In letzteren findet anaerober Stoffwechsel statt, der unter Belastung
eine schnelle Laktat-Bildung zur Folge hat. Dies ist bei den Typ-I-Fasern nicht der Fall.
Fiir die Detektion residualer dipolarer Kopplungen von Protonen in vivo ist aulerdem die
Ausbildung einer Anisotropie im Gewebe von Bedeutung. Stark ausgeprigte Spindelformen
sowie eine durch die Befestigung der Muskeln am Skelett verursachte starke Verdrillung
fithren zu einer groflen Variation des Winkels 6 und somit zu einem zunehmenden Ver-
schwinden der sichtbaren Linienaufspaltungen. In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene
Gewebetypen untersucht, die sich folgendermaflen in ihren Eigenschaften unterscheiden:

e M. gastrocnemius:
zwei spindelférmige Lappen (caput laterale und caput mediale), deren Fasern am
Septum wie ein leicht gedffnetes V zusammenlaufen; iiberwiegend Typ-II-Fasern, die
ca. 20° gegen die Tibia verdreht sind [Ver02, Ver03];

e M. soleus:
leichte Spindelform, aber Verdrillung von proximal lateral nach distal medial; die Fa-
sern bilden einen Winkel von 40—50° mit der Tibia; fast ausschliellich Muskelfasern
des Typs I.

Bisherige Studien zeigen, dafi im M. soleus bei paralleler Ausrichtung der Wade zum
Grundfeld erwartungsgemifl eine deutlich kleinere Aufspaltung zu sehen ist als im M.
gastrocnemius. Die beiden Muskeln bieten also die Moglichkeiten, residuale Kopplungen
in unterschiedlicher Stirke zu untersuchen.

113
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Abb. 9.1: Lage der untersuchten Muskeln am Beispiel des rechten Unterschenkels (Darstellung aus
[Sob00]). 1: M. gastrocnemius (la: caput mediale M. gastrocnemii, 1b: caput laterale M. gastrocnemii), 2:
M. soleus

9.2 Dipolare Kopplung im Phosphokreatin

9.2.1 Sichtbare Linienaufspaltungen

Hochaufgeloste, lokalisierte Protonen-Spektroskopie der Wadenmuskulatur von Probanden
wurde mit der beschriebenen optimierten STEAM-Sequenz durchgefiihrt. Die Wasser- und
Fett-Signalunterdriickung war so effektiv, dafl die residualen HoO- und Lipid-Signale in
den nachbearbeiteten Spektren schwicher als die der untersuchten Metaboliten waren.
Samtliche bisher bekannten Linienaufspaltungen konnten daher zweifelsfrei im M. gas-
trocnemius detektiert werden: Das Signal der CHo-Gruppe spaltet in ein Dublett, das der
Methyl-Gruppe in ein Triplett auf. Die Aufspaltungen des in Abb. 9.2 gezeigten Spek-
trums betragen 14,0 Hz bzw. 7,6 Hz. Das Triplett iiberlagert sichteilweise mit dem Signal
der Trimethylamid-Gruppe der Cholin-enthaltenden Substanzen (Cho) bei ca. 3,2 ppm. Da
der Abstand der Protonen in beiden Gruppen identisch ist, deutet die kleinere mefibare
Linienaufspaltung auf eine hohere Beweglichkeit der CH3-Gruppe hin.

In einem Experiment war die spektrale Aufléosung hinreichend grof, um eine Anpassung
der MeBpunkte durch drei (P)Cr3-Signale durchzufiithren und somit in dem Bereich von
2,8 ppm — 3,5 ppm das Cho-Singulett vom Tau-Dublett und (P)Cr3-Triplett getrennt dar-
zustellen (s. Abschnitt iiber Tau und Abb. 9.8). Auf eine Bestimmung der Kopplungskon-
stanten fiir die CHa-Gruppe aus der Linienaufspaltung soll hier nicht weiter eingegangen
werden, da dies schon in anderen Arbeiten getan wurde [Kre94, Sch01].

Im M. soleus fallen die Effekte deutlich schwécher aus. Im Vergleich zum M. gastroc-
nemius sind hier beide (P)Cr-Multipletts zu breiten Singuletts kollabiert. Dadurch wird
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a) M. gastrocnemius b) M. soleus
(P)Cr
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[>N-CH ]
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Abb. 9.2: In-vivo-'H-NMR-Spektren des M. gastrocnemius (a) und des M. soleus (b) im Bereich der
(P)Cr-Signale. Residuale dipolare Kopplungen sind in a) deutlich stirker ausgeprigt: eine Aufspaltung des
Methylen- und des Methyl-Signals von (P)Cr (3,39 ppm bzw. 3,03 ppm) ist deutlich sichtbar. Weiterhin
treten die Resonanz der Trimethylamid-Gruppe Cholin-enthaltender Substanzen (Cho) sowie ein Signal der
Tau-CHz-Gruppen auf. Geringe residuale Fett- und Wasser-Signale zeigen die Effektivitit der verwendeten
CHESS-Pulse (STEAM mit TR =2s, TE = 20ms, TM = 15ms, NEX = 500, Voxel-Grofle: (2 cm)3).

bei ca. 3,65 ppm ein Signal sichtbar, das bislang nicht zugeordnet werden konnte (der
>NCH3-Gruppe des Anserins wird zwar eine pH-abhéingige Resonanz im Bereich von
0 = 3,84 — 3,62 ppm zugeordnet [Aru86], aber menschlicher Muskel enthilt nahezu kein
Anserin [Har90]).

9.2.2 Bestimmung der Faserorientierung

Um fiir weitere Untersuchungen dipolarer Kopplungen einen Anhaltspunkt iiber die Faser-
orientierung bei jedem einzelnen Experiment zu bekommen, wurde die Linienaufspaltung
der (P)Cr-Methylen-Resonanz bei 3,9 ppm herangezogen. Ihre Winkelabhéngigkeit wurde
in [Kre94] genau untersucht und geniigt der Beziehung (3.21) mit SDy = 4,92 Hz.

Tab. 9.1: Bestimmung der Faserorientierung 6 aus der Linienaufspaltung des (P)Cr-Methylen-Signals
(Nomenklatur der Resonanzen wie in [Kre94]). Die Linienpositionen sind in Hz relativ zu TMS bei 0 ppm
angegeben; Linienaufspaltungen konnten auf 0,7 Hz genau bestimmt werden.

Studie 6 X1 4§ X2 Av 0

# [Hz]  [Hz] [Hz] ]
2549 244,7 10,2 26,99 + 1,15
254,6 241,2 134 14,35+2,20
2577 2434 14,3  8,29+2,76
256,0 240,5 15,5 ~0+4,97
255,6 2436 12,0 20,68 +1,48

T W N =
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Aufspaltung Av [HZ]

Av = 1,5-4,92Hz(3cos2 0-1)

o+—r v
0 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Orientierung 6 [°]

Abb. 9.3: Bestimmung der Faserorientierung aus den Linienaufspaltungen des (P)Cr-Methylen-Dubletts.
Der Frequenzabstand der beiden Resonanzen wurde auf die Funktion Avyiwe = 3/2-SDo(3 cos? 6 — 1) mit
dem in [Kre94] ermittelten Wert SDo = 4,92 Hz aufgetragen.

Dabei wurde gezeigt, dafl eine Euler-Transformation fiir die Orietierung 6 der Kernver-
bindungsachse 775 vom molekularen Koordinatensystem ins Laborsystem nicht notwendig
ist, da die Verkippung beider Systeme gegeneinander nur minimal ist. Somit kann die
Orientierung der Faserstruktur direkt aus der Linienaufspaltung abgelesen werden. Die
MefBwerte sind in Tab. 9.1 angegeben.

Bei Studie #4 war der Mefiwert grofler als die mit SDg = 4,92 Hz maximale theoretische
Aufspaltung. Daher wurde hier eine parallele Orientierung von 0° angenommen. Aufgrund
der nicht linearen Beziehung zwischen # und Av kommt es zu unterschiedlich groflen Feh-
lern bei der Winkelbestimmung. Die Aufspaltungen konnten auf 0,7 Hz genau bestimmt
werden. Mit (3.17) ergeben sich dann kleine Fehler bei grofien Winkeln und grofie Unsi-
cherheiten fiir annidhernd parallele Ausrichtung der Fasern.

9.2.3 Phasenmodulation des Methylen-Dubletts

Die Phasenmodulation des Methylen-Dubletts wurde bereits in [Sch01] untersucht, damals
aber noch nicht in allen Details dargestellt. Daher sollen ergéinzend zum theoretischen Hin-
tergrund, der in Kap. 5.3 die Ausnutzung der Modulation eines As-Systems beschreibt,
auch noch einmal die Me3daten aufgefiihrt werden.

AuBerdem wurde die Bestimmung der Faserorientierung bei der damaligen Auswertung
anders durchgefiihrt. Dies wurde nun folgendermaflen getan: Aus der bei der kiirzesten
Echo-Zeit TE = 36 ms sichtbaren Linienaufspaltung Avgps wurde 6 analog zu Abschnitt
9.2.2 errechnet (in [Kre94] wurde S Dy ebenfalls aus der sichtbaren Linienaufspaltung abge-
leitet; eine Phase der Resonanzen wurde nicht beriicksichtigt). Fiir den zweiten Datensatz
war die Aufspaltung wieder etwas grofier als der mit SD_ = 4,92 Hz maximal erreichbare
Wert. Daher wurde hier wieder § = 0° angenommen.
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Abb. 9.4: Modulation des (P)Cr-Methylen-Dubletts in In-vivo-' H-NMR-Spektren im M. gastrocnemius

eines Probanden. Die unterschiedlichen Echo-Zeiten sind rechts angegeben. (PRESS mit TR = 2s, NEX =
150, Voxel-Grofe: (2cm)?).
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Abb. 9.5: Linearer Verlauf der Phase fiir das (P)Cr-Methylen-Dublett aus aus zwei Probanden-
Messungen. Der Spektren aus Abb. 9.4 entsprechen dem Datensatz mit den offenen Symbolen.

Bei den mit der PRESS-Lokalisationstechnik aufgenommenen Spektren wurde die Echo-
Zeit in 10 ms-Schritten zwischen 36 und 146 ms variiert. Fine Modulation des Signals mit
TFE ist in Abb. 9.4 deutlich zu erkennen. Die Bestimmung der Phasen erfolgte manuell
unter LUISE (s. [Sch01]) und bestétigte fir die Studien an zwei Probanden eindeutig den
erwarteten linearen Verlauf (Abb. 9.5). Die Anpassung einer linearen Funktion ergab die
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Tab. 9.2: Ergebnis der Anpassung eines linearen Verlaufs nach Gl (5.13) an die Phasen-Modulation. 6
wurde mit (3.21) mit SDy = 4,92Hz aus [Kre00] und der bei der kiirzesten Echo-Zeit TE = 36ms
sichtbaren Linienaufspaltung Aveps bestimmt. Die Fehler vonS Dy beinhalten nur den Fehler von A aus der
linearen Anpassung; die Unsicherheit in der sichtbaren Linienaufspaltung wurde nicht weiter beriicksichtigt
(s. Text).

Studie # A [Hz] a [°] Aveps [Hz] 6 [°]  SDy [Hz]
1 1700 £ 034 —101+7 13.6 132 65+02

2 18,42 + 0,38 —99+8 15,2 00 6140,
Mittel 6,3+ 0,1

in Tab. 9.2 aufgefithrten Werte.

Es wird deutlich, dafl die der Phasenmodulation entsprechende Frequenz A grofler als
die sichtbare Aufspaltung Auv,s ist. Daraus ergeben sich residuale Kopplungsstiarken von
iiber 6 Hz. Da nur Meflwerte von zwei verschiedenen ¢ vorhanden waren und somit die
Winkelabhéngigkeit nicht ndher abgetastet wurde, sind in den Fehlern von SDy nur die
Genauigkeiten von A aus der linearen Anpassung beriicksichtigt.

Die sich gleichenden konstanten Phasen « ergeben sich aus der vor der Baseline-Korrektur
eingestellten konstanten Phase des Gesamt-Spektrums. Da sich das Dublett recht dicht an
der Hochfeld-Flanke des residualen Wassersignals befindet, mu# fiir eine zufriedenstellende
Baseline-Korrektur in diesem Bereich eine konstante Phase von ca. 100° ~ —a benutzt
werden, so dafl der Fitparameter a nur die Kompensation dieses Wertes widerspiegelt und
keine weitere Bedeutung hat.

9.2.4 Kopplungskonstante der (P)Cr-Methylgruppe

KREIS et al. beobachteten, dafi das (P)Cr3-Triplett zusammen mit dem (P)Cr2-Dublett
kollabiert, wenn die Fasern am magischen Winkel ausgerichtet sind. Auf die Verdnderungen
der Winkelabhéngigkeit bei Rotation der CH3-Gruppe wurde in der Theorie eingegangen:
die charakteristische Orientierung des Methyl-Restes wird durch die R—C-Achse und den
zugehorigen Winkel 7 mit By bestimmt. Die Beobachtung ist also ein Hinweis darauf, daf3
die Rotationsachse des CH3-Rotors im zeitlichen Mittel eine dhnliche Vorzugsrichtung wie
der internukleare Vektor der CHg-Protonen hat. Die Linienaufspaltung Avyi,oa(n) des
Tripletts kann also mit (3.29) unter Benutzung der in 9.2.2 ermittelten Orientierungen
analysiert werden, um SDgy der Methylengruppe zu bestimmen.

Tab. 9.3: Ermittelte Multiplett-Aufspaltungen Av fiir das (P)Cr3-Signal im M. gastrocnemius aus dem
Abstand der Resonanzen (P)Cr3 und X4 (Linienpositionen sind in Hz relativ zu TMS bei 0 ppm angegeben).
Die Faserorientierung 6 ist angegeben.

Studie ¢ (P)Cr3 0 X4 Aufspaltung Av  Orientierung 7

# [Hz] [Hz] [Hz] [°]

1 194,0 1881 5,9 27,0
2 190,6  182,3 8,3 14,4
3 1914 1834 8,0 8,3
4 192,8  183,9 8,9 0,0
5 1956  187,9 7.7 20,7
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Abb. 9.6: Ermittlung der Kopplungskonstanten der (P)Cr-Methylgruppe aus der winkelabhéngigen Lini-
enaufspaltung eines CHs-Rotors

In Arbeiten, die bisher iiber das (P)Cr3-Triplett berichtet haben, wurde nicht néher auf die
residuale Kopplungsstirke eingegangen. Es ist lediglich ein Zahlenwert fiir eine Gesamt-
Breite des Tripletts von ca. 22,4 Hz genannt worden [Han99|. Die Linienaufspaltung 148t
sich iiber den Abstand des rechten Satelliten X4 zur Zentral-Resonanz abschitzen. Mit
Hilfe der Auswertesoftware Luise konnen die Linienpositionen direkt in Hz (relativ zur
fiktiven TMS-Resonanz bei 0 ppm) abgelesen werden. Die Daten aus fiinf Experimenten
sind in Tab. 9.3 angegeben.

Das Ergebnis der Anpassung ist in Abb. 9.6 gezeigt. Die Giiltigkeit einer Ubertragung
der Faserorientierungen 6 auf die Ausrichtung n des CHs-Rotors wird qualitativ durch
die Anpassung von (3.29) gestiitzt. Die anhand von Abb. 9.2 gestellte Vermutung einer
relativ kleinen Linienaufspaltung wird durch den gesamten Datensatz bestétigt. Trotz des
gleichen Protonen-Abstands wie in der Methylengruppe ist der Wert ca um 40% geringer.
Unter Beriicksichtung der Rotation ergibt sich mit SDy = (1,5+0,1) Hz ein Wert, der auf
eine hohe Beweglichkeit hindeutet.

9.3 Dipolare Kopplungen im Taurin

Die Messungen an der Tau-Modell-Losung haben gezeigt, daf3 die Spektren dieses Meta-
boliten bei 1,5T bereits starke Abweichungen von der X-N&dherung zeigen. Mit der bei
In-vivo-Experimenten erreichbaren spektralen Auflésung ist somit nur noch ein gemeinsa-
mes Signal beider Methylengruppen zu erwarten. Dieses sollte in der Mitte zwischen den
aus Hochfeld-Messungen angegebenen Positionen von § = 3,42 und 6 = 3,25 ppm liegen.

Der Vergleich der in Abb. 9.2 gezeigten Spektren ergibt fiir die Tau-Resonanz im M. gas-
trocnemius gegeniiber denen im M. soleus eine Verschiebung hin zu héheren ppm-Werten.
Das bei ca. 3,35 ppm erwartete Signal ist nur im M. soleus zu identifizieren. Dies deutet
auf eine Linienaufspaltung im M. gastrocnemius hin, wie sie auch schon an Ratten bei
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Abb. 9.7: Vergroflerung eines In-vivo-'H-NMR-Spektrums aus dem M. gastrocnemius im Bereich der
CHas- und CHs-Signale. Die Verschiebung des Zentrums des verwendeten Gauss-Filters auf 200 ms 1aft die
durch dipolare Kopplung verursachten Multipletts von Tau und (P)Cr3 erahnen (STEAM mit TR = 25,
TE =20ms, TM = 15ms, NEX = 500, Voxel-GroBe: (2cm)?).

Tau- und (P)Cr-Multiplett
------ Cho-Singulett

3,6 3,4 3,2 3,0 2,8 2,6 3,6 3,4 3,2 3,0 2,8 2,6
& [ppm] 3 [ppm]

Abb. 9.8: Anpassung der Datenpunkte eines In-vivo-'H-NMR-Spektrums des M. gastrocnemius im Be-
reich der iiberlappenden Resonanzen um 3,2ppm (a). Die einzelnen Komponenten von Tau, Cho und
(P)Cr lassen sich eindeutig voneinander trennen (b) (STEAM mit TR = 2s, TE = 20ms, TM = 15ms,
NEX = 500, Voxel-Grofle: (2cm)?).

4,7T beobachtet wurde [Zan00]. Bei einer Verschiebung des Mittelpunkts des in der Nach-
verarbeitung verwendeten Gauss-Filters von 0 auf 200 ms 148t sich die zweite Halfte des so
erzeugten Tau-Dubletts auf der Schulter des Cho-Peaks erahnen (s. Abb. 9.7). Gleichzeitig
wird auch das (P)Cr3-Triplett besser erkennbar.

Bei dieser Messung war die spektrale Auflésung so hoch, dafl eine Anpassung der MeB-
werte mit Gauss-Linien moglich war, um die einzelnen Multipletts getrennt voneinander
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Tab. 9.4: Abschitzung der Linienaufspaltung Av im M. gastrocnemius fiir das Tau-Signal, welche sich aus
dem doppeltem Abstand zwischen der Resonanz X3 und dem Minimum zwischen X3 und dem Cho-Signal
ergibt.

Studie ¢ X3 ¢ Minimum Aufspaltung Av  Orientierung 6

# [Hz] [Hz] [Hz] [°]

1 215,5 212.8 5,40 27,0
2 216,8 212,6 8,40 14,4
3 2169 212,9 8,00 8,3
4 2198 215.4 8,80 0,0
5 221,0 217,2 7,60 20,7

darzustellen. Das Ergebnis ist in Abb. 9.8 gezeigt und ergibt eine Linienaufspaltung von
0,097 ppm = 6,2 Hz fiir Tau und 0,090 ppm =~ 5,7 Hz fiir (P)Cr3. Es verdeutlicht, da} um
3,2 ppm mehrere Resonanzen iiberlappen, die oft zu einem breiten Signal unterschiedlicher
Metaboliten verschmelzen.

Bei allen anderen 'H-NMR-Spektren des M. gastrocnemius konnte nur die linke Hilfte
des Tau-Dubletts sowie der rechte Satellit der (P)Cr3-Resonanz aufgelost werden. Die-
se beiden Resonanzen wurden in fritheren Arbeiten mit X3 bzw. X4 bezeichnet. Eine
Abschétzung der Linienaufspaltung fiir Tau ist {iber den Abstand des Signals X3 zu dem
bei ca. 3,35 ppm sichtbaren Minimum mdglich. Diese entspricht ungefdhr dem Zentrum
des Dubletts und damit der eigentlichen Resonanzfrequenz des Tau-Signals (wie es auch
im M. soleus auftritt). Die Zusammenstellung der Werte ist in Tab. 9.4 gezeigt.

Die Auftragung der so ermittelten Aufspaltung Av gegen die in Abschnitt 9.2.2 bestimm-
ten Faserorientierungen (Abb. 9.9) ermoglicht eine Anpassung der Funktion (3.17) und
liefert eine Kopplungskonstante von SDy = (2,9 £ 0, 1) Hz; dieser Wert ist ca. 40% gerin-
ger als der der Methylgruppe von (P)Cr.
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Abb. 9.9: Ermittlung der Kopplungskonstanten von Tau aus der winkelabhéngigen Linienaufspaltung.
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9.4 Dipolare Kopplung im Carnosin

Das im M. gastrocnemius aufgenommene 'H-NMR-Spektrum weicht deutlich von dem
der Modell-Losung ab. In den fiinf Studien traten neben den Resonanzen bei 7 ppm bzw.
8 ppm vier weitere Satelliten (X1—X4) auf. Ein Bespiel dafiir ist in Abb. 9.10 gezeigt. Es
wird auch deutlich, da8 die Abstdnde X1—X2 und X3—X4 sehr #hnlich sind, was auf eine
Kopplung hindeuten kénnte. Die Annahme, daf} es sich hierbei um zwei Dubletts handelt,
wird auch durch die Beobachtung gestiitzt, dafl X1 und X2 gegen die Hauptresonanz H2
nach links und X3 und X4 entsprechend gegeniiber H4 nach rechts verschoben sind. Dies
fithrt zu der Annahme, daf fiir einen Teil der Cs-Molekiile eine residuale dipolare Kopp-
lung auftritt, die diese zusétzlichen Resonanzen verursacht.

Betrachtet man den T,-Zerfall (Abb. 9.11), so wird die Diskrepanz zwischen den Inten-
sitdten von H2 und H4 immer deutlicher. Da dieser Effekt in der Modell-Lésung nicht
auftritt, mufl er auch mit der spezifischen Muskelstruktur zusammenhéngen. Entweder
weisen die beiden Resonanzen deutliche Unterschiede im Relaxationsverhalten auf, oder
es befindet sich bei 8 ppm aufler dem Signal des Ringprotons H4 noch eine weitere Reso-
nanz. Ungleiche Transversalrelaxationen, die durch Komplexbildung mit Cu?* verursacht
sein konnten, wurden in den In-vitro-Experimenten ausgeschlossen. Vielmehr sprechen
die Ergebnisse dafiir, dafl die NH-Gruppe der Peptid-Bindung von Cs in diesem Gewebe
sichtbar wird.

9.4.1 Nachweis der dipolaren Kopplung H2-H4

Um die dipolare Kopplung zwischen den beiden Ringprotonen nachzuweisen, wurden die
Asymmetrien der einzelnen Spektren quantifiziert und getestet, ob sie mit der beobach-
teten Linienaufspaltung konsistent sind. Dazu wurden zunéchst fiir jeden Datensatz die
Abstéinde X1—X2 und X3—X4 ermittelt. Wie Tab. 9.5 zeigt, sind diese Werte paarweise
sehr #&hnlich. Anschlieffend konnte dann zusammen mit dem Abstand Aw der Breit-Rabi-

H2 H4

8,5 8,0 7.5 7.0 65 85 8,0 75 7,0 6,5
3 [ppm] 3 [ppm]

Abb. 9.10: Vergleich der 'H-NMR-Spektren aus dem M. gastrocnemius und der Modell-Lésung mit phy-
siologischem pH-Wert. Es sind vier zusétzliche Resonanzen zu erkennen, die paarweise nach auflen ver-
schoben sind. Die sechs Signale lassen sich durch Gauss-Linien anpassen (gestrichelt dargestellt; STEAM
mit TE = 17ms, TD = 10ms, TR = 2s, NEX = 500, Voxel-CGréBe: (2cm)?).
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Abb. 9.11: Ty-Zerfall der Resonanzen von Cs in In-vivo-'H-NMR-Spektren des M. gastrocnemius. Der
Unterschied zwischen der in Abb. 9.10 als H4 bezeichneten Resonanz und dem Signal H2 wird mit zu-
nehmender Echo-Zeit immer stirker (STEAM mit TD = 10ms, TR = 2s, NEX = 500, Voxel-Grofle:
(2cm)?).

Parameter = bestimmt werden, fiir den sich nach Gl. (5.2) eine bestimmte Verschiebung
in Einheiten von Sk ergibt.

Nach Umrechnung in Einheiten von [ppm] ldfit sich dieser Wert dann mit der Asym-
metrie vergleichen, die sich aus der Verschiebung der Dubletts gegeniiber den Haupt-
Resonanzen H2 und H4 ergibt; Tab. 9.6 stellt diese Werte gegeniiber. Innerhalb der bei
In-vivo-Messungen erreichbaren Genauigkeit sind die beobachteten Asymmetrien mit den
Aufspaltungen konsistent. Somit ist ein Nachweis der residualen dipolaren Kopplung H2-
H4 in 1D Spektren moglich, und zwar ohne die charakteristische Winkelabhéngigkeit der
Linienaufspaltung auszunutzen. Diese wére ndmlich durch eine eventuell notwendige Euler-
transformation so veréindert, daf§ sie nicht der Funktion (3 cos? — 1), sondern nur deren
transformierter Version (s. [Kre94|) geniigen wiirde. Man kénnte dann auf Anhieb nicht

Tab. 9.5: Linienpositionen der sechs aromatischen Resonanzen in In-vivo-'H-NMR-Spektren des M. ga-
strocnemius (Referenz: TMS bei § = Oppm). Die Auflésung nach Zero-Filling betrug 0,004 ppm. Die
Auswerte-Software Luise gibt die Werte auf drei Nachkommastellen an. Alle abgeleiteten Werte wurden
auf 0,01 ppm gerundet. Avq 2 und Avs 4 sind die Linienaufspaltungen der Dubletts X1, X2 bzw. X3, X4.
0 gibt die in Abschnitt 9.2.2 ermittelten Faserorientierungen an.

Studie | § X1 0H2 6X2 | 6X3 OJH4 X4 | Avia Avgy 0
# [ppm] [ppm] [ppm] | [ppm] [ppm] [ppm] | [ppm] [ppm] | [°]
8,235 8,023 7,837 | 7,220 7,040 6,832 | 0,40 0,39 | 27,0
8,210 7,945 7,720 | 7,190 6,985 6,720 | 0,49 047 | 14,4
8,410 8,060 7,830 | 7,325 7,100 6,815 | 0,58 051 | 83
— 8,020 7,820 | 7370 7,20 6825 | — 055 | 00
8,250 8,005 7,780 | 7,270 7,060 6,830 | 0,47 0,44 | 20,7

T W N =
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Tab. 9.6: Vergleich der beobachteten Asymmetrien der Dubletts (X1, X2) und (X3, X4) relativ zu den
Haupt-Resonanzen (H2 und H4) von Cs der In-vivo-'H-NMR-Spektren des M. gastrocnemius mit den aus
den Linienaufspaltungen Sk erwarteten Werten fiir A5 .

Studie | Asym. 1,2 Asym. 34 | Sk/h T erw. Ap erw. Ap
# [ppm] [ppm] | [ppm] [2hAv/Sk]  [SE] [ppm]
1 10,01 —0,01 | 0,40 5,00 10,025 +0,01
2 +0,02 —0,03 0,48 4,00 40,031 40,02
3 10,06 ~0,03 | 055 3,52 40,035 40,02
4 — 0,02 | 055 3,30 40,037 +0,02
5 10,01 —0,01 | 0,46 415 40,030 40,01

sagen, ob die Verdnderungen durch die Transformation kommen oder die Variation der
Aufspaltung gar nicht auf eine dipolare Kopplung zuriickzufiihren ist.

Da die Konsistenz der verschiedenen, aus den Linienpositionen ermittelten Groflen aber
auf eine Spin-Spin-Kopplung hindeutet, a8t sich nun S Dy aus Av(#) fiir anisochrone Spins
ermitteln. Es ist bekannt, daf} sich die Cs-Resonanzen analog zum Verhalten des (P)Cr2-
Dubletts fiir eine Orientierung der Fasern am magischen Winkel vereinfachen [Kre00].
Auch die Unterschiede zwischen den Spektren aus M. gastrocnemius und M. soleus (s.
u.) sprechen dafiir, dafl die in 9.2.2 ermittelten Winkel direkt fiir eine Anpassung von
Av = SDy(3 cos? § — 1) herangezogen werden kénnen. Triigt man also die Aufspaltungen
Sk/h (Tab. 9.6) gegen die Orientierungen 6 (Tab. 9.5) auf, so sollte die charakteristische
Winkelabhéngigkeit der dipolaren Kopplung erkennbar sein. In Abb. 9.12 ist das Ergebnis
der Anpassung gezeigt, die einen Wert von SDy = (17,7 £ 0, 3) Hz ergibt.

Die Auswertung der aus dem M. soleus akquirierten Spektren zeigen im aromatischen Be-
reich eine deutlich schwicher ausgeprigte Kopplung. Analog zum Kollaps der Multipletts

0,6 ———————————————————1———————

0,5 +

0,4 -
g
& 0.3+ -
§ Data: Cs
& Model: Sk/h = SD(3cos” § -1)/(63.63Hz)
0,2 1
x*IDoF =0,00027
R? = 0,93298
0,14
SD, 17,7+03Hz
o+~ ¥—7——7—77
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Abb. 9.12: Winkelabhéngigkeit der Linienaufspaltung der den Cs-Ringprotonen H2 und H4 zugeordneten
Resonanzen. Deutlich ist der dipolare Charakter zu erkennen.
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Abb. 9.13: Vergleich der In-vivo-'H-NMR-Resonanzen von Cs im M. gastrocnemius (a) und M. soleus
(b). Die residuale dipolare Kopplung ist in (b) deutlich schwiicher.

von (P)Cr und Tau im aliphatischen Teil (Abb. 9.2) kommt es auch hier zu einer Ver-
einfachung: Durch die kleinere Aufspaltung fallen nun die Satelliten X2 und X3 mit den
Haupt-Resonanzen zusammen, und die beiden &ufleren Peaks X1 und X4 riicken ndher
an diese heran (Abb. 9.13). Gleichzeitig ist der Intensitétsunterschied zwischen H2 und
H4 nicht mehr so ausgeprigt wie im M. gastrocnemius. Diese Effekte stimmen mit der
Tatsache iiberein, daf} die Faserorientierung in den beiden Muskeln unterschiedlich ist und
daher bei anndhernd paralleler Ausrichtung der Wade zum Grundfeld die Effekte im M.
soleus deutlich schwicher auftreten.

Die Gegeniiberstellung zeigt auch, dafl die Gesamt-Intensitéit der Cs-Resonanzen im M.
gastrocnemius hoher zu sein scheint als im M. soleus ((P)Cr-Signale sind in beiden Messun-
gen vergleichbar). Diese Beobachtung a8t sich mit dem unterschiedlichen Metabolismus
in diesen beiden Geweben erkliren (s. Diskussion).

9.4.2 Alternative Bestimmung der Kopplungskonstanten aus den Asymmetrien

Die residuale Kopplungsstirke S Dy kann auch aus den Asymmetrien der Linienpostionen
bestimmt werden. Nach Bestimmung des Mischungswinkels ap kann wegen des bekannten
Abstands Aw der nicht koppelnden Protonen direkt Sk fiir eine bestimmte Faserorientie-
rung ermittelt werden.

Zunéchst wurden also aus den fiinf Studien die Verschiebungen der Dubletts ermittelt.
Dazu wurde der Mittelwert aus den Up- und Downfield-Shifts aus Tab. 9.6 gebildet, um
zusammen mit dem Frequenzunterschied Av der Resonanzen H2 und H4 (ermittelt aus
Tab. 9.5) @ zu bekommen. Dazu wurde (3.32) in eine Beziehung umgeformt, in der nur
Frequenzen auftauchen':

Av
Qp = — arccos

— 9.1
2 2A8 + Av (©-1)

! Av ist hierbei keine Dublett-Aufspaltung, sondern der Frequenzabstand von H2 und H4!
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Tab. 9.7: Gemessene Kopplungsstirken Sk/h fiir Cs im M. gastrocnemius, abgeleitet mit (9.1) und (9.2)
aus den Asymmetrien der Dubletts X1,X2 und X3,X4. Av (hier der Frequenzunterschied H2-H4) wurde
mit der Genauigkeit der Linienpositionen aus Tab. 9.5 angegeben; alle anderen abgeleiteten Groéfien wurden
auf 0,01 ppm genau angegeben.

Studie Ap Av ap Sk/h 0
#  [ppm] [ppm] [7]  [ppm] [7]
00l 0983 573 040 27,0
0,03 0960 987 0,69 144
0,05 0960 1254 090 83
0,02 0900 839 054 00
0,01 0,945 5,84 0,39 20,7

U W N =~

Die so bestimmten Mischungswinkel sind in Tab. 9.7 angegeben. Die Transformation von
(3.5) in Frequenz-Einheiten [Hz| liefert die mefibare Kopplungsstérke

Sk/h = 2Av tan 2ap. (9.2)

Die entsprechenden Werte sind zusammen mit den Orientierungen 6 aus Abschnitt 9.2.2
in Tab. 9.7 rechts angegeben. Nimmt man fiir die aus den Linienpositionen abgeleiteten
Groflen eine Genauigkeit von 0,01 ppm an, so ergibt sich mit Fehlerfortpflanzung fiir (9.1)
ein Fehler von ca. 0,1° in den Mischungswinkeln. Fiir die mit (9.2) bestimmten Werte ist
der Fehler, der auf dem steilen Verlauf der tan-Funktion beruht, dominant. Man erhélt
fiir die gemessenen Kopplungsstéirken Sk/h einen Fehler von ca. 0,4 ppm!

Wie Abb. 9.14 zeigt, liefert die Anpassung der Winkelabhéngigkeit dennoch mit SDy =
(21,5+2,7) Hz einen Wert, der qualitativ mit der Bestimmung aus der Linienaufspaltung
im vorigen Abschnitt iibereinstimmt.

1,6 - .

g Data: CsAsym ]
14 Model: Sk/h = SD,(3cos” 6 -1)/(63,63 Hz) |
12 ¥’/DoF = 0,02858 |

. R? = 0,38037
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Sk/h [ppm]
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Abb. 9.14: Winkelabhingigkeit der Kopplungsstirke H2-H4 aus den gemessenen Asymmetrien. Die Un-
genauigkeit dieser Methode ist deutlich hoher.
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9.5 Molekulardynamik: Vergleich der Kopplungsstarken

Aus den gemessenen Kopplungsstéirken SDg lassen sich mit Kenntnis der Kernabsténde
und den Beziehungen (3.21), (3.29) und (3.22) die Ordnungsparameter S fiir die verschiede-
nen Systeme CHs, CH3 und H2-H4 bestimmen. Unterschiede in den Ordnungsparametern
lassen dann qualitative Aussagen iiber die Molekulardynamik zu.

In Tab. 9.8 sind die fiir S relevanten Daten der in dieser Arbeit untersuchten gekoppelten
Spin-Systeme aufgefiihrt. Fiir die H2-H4-Kopplung des Cs sind die beiden Ergebnisse aus
den hier durchgefithrten alternativen Auswertungen gegeniibergestellt. Ebenso lagen fiir
das (P)Cr-Methylen-Dublett mehrere Bestimmungen von SDy vor. Die zwei Zahlenwerte
aus fritheren Arbeiten [Kre94, Kre96] liegen etwas unter dem mittels der Phasenmodula-
tion bestimmten Wert.

Die mit Abstand stirkste residuale Wechselwirkung liegt im Cs vor, obwohl dieses 2-
Protonen-System eindeutig den grofiten Abstand hat. Dieses Molekiil ist demnach sehr
effektiv in seiner Mobilitdt innerhalb der Muskelfasern eingeschrinkt. Alle anderen Syste-
me haben einen relativ geringen Kern-Abstand von 0,178 nm. Hiervon hat die Methylen-
Gruppe von (P)Cr die stirkste Bewegungseinschrinkung; die des Tau sind etwas mobiler.
Die grofite Bewegungsfreiheit hat der CHs-Rotor des (P)Cr, dessen nach aulen gerichte-
te R—C-Achse relativ unabhéngig vom Rest des Molekiils einer schnellen Reorientierung
unterliegt.

9.6 Skalare Kopplung im ATP

Die beschriebene CSI-Sequenz mit Doppelresonanz-Technik lieferte auch bei In-vivo-Expe-
rimenten hochaufgeloste 3'P-NMR-Spektren. Ein Beispiel ist in Abb. 9.15 gezeigt. Neben
der deutlich dominanten Resonanz von PCr sind die ATP-Multipletts, P;, UDP und Phos-
phodiester (PDE) zu erkennen. Die Auflésung war auch hier grofi genug, um auf eine
Filterung des Zeit-Signals zu verzichten.

Bei richtiger Phasenkorrektur des Spektrums ist deutlich der Dach-Effekt in allen ATP-
Multipletts zu erkennen. Das in Abb. 9.15 gezeigte Spektrum wurde auf zwei Arten aus-
gewertet: Zunéchst wurden wie bei den Phantom-Messungen aus den Linienaufspaltungen
die Kopplungskonstanten bestimmt und dann mit den Linienpositionen (welche deutlich

Tab. 9.8: Bestimmung der Ordnungsparameter aus In-vivo-'H-NMR-Spektren fiir verschiedene Systeme
gekoppelter Protonen. Unterschiedliche Methoden: ! Ausnutzung der Linienaufspaltung; ? Ausnutzung der
Asymmetrien; > Ausnutzung der Phasenmodulation; ¢ von Kreis et al. aus der Linienaufspaltung bestimmt
[Kre94]; ® entspricht der von Kreis et al. angegebenen Nullquanten-Modulation von 120 ms [Kre96].

THH D() SD() S
Konnektivitdt [nm]  [kHz] [Hz] (1074
H2-H4 in Cs 0,425 1,564 17,7+£0,3 1T 11342
21,542,72 137417
6,3+0,1 3 3,0£0,1
CH; in (P)Cr 0,178 21,294 4,924 2.3
5,56 ° 2,6
CH;z in (P)Cr 0,178 21,294  1,5+0,1 1 0,7£0,05
CH; in Tau 0,178 21,294 2,9+0,1 1 1,44+0,1




128 Kap. 9. Untersuchung gekoppelter Systeme in vivo

Tab. 9.9: Berechnung der Korrekturfaktoren und CGK von ATP bei 1,5 T (wo = 25, 757 MHz) in vivo fiir
das in Abb. 9.15 gezeigte Spektrum.

0 J; « Korrekturterm CGK
[ppm] [Hz] °] | sin 2¢| oS (v sin a
~-ATP  -2,39 17,7 -1,448 x = 0,051 0,99968 -0,02528
a-ATP 747 16,2 -2,116 y=0,074 0,99932 -0,03692
B-ATP -1597 —  — ¥ =0,125 — —

schwiicher durch die leichte Abweichung von der X-Naherung betroffen sind als die Inten-
sitdten) die Korrekturfaktoren z,y und ¥ bestimmt. Sie sind zusammen mit den entspre-
chenden CGK in Tab. 9.9 angegeben. Wie bei der Modell-Losung liegen die Korrekturterme
der beiden Dubletts bei 5% bzw. 7%. Bildet man X aus den gerundeten Werten, so stimmt
auch dieser Wert mit dem der Modell-Lsung iiberein.

Das FErgebnis der Anpassung von Lorentz-Linien im Bereich zwischen —0,5ppm und
—18 ppm mit den so ermittelten Korrekturfaktoren ist in Abb. 9.16(a) gezeigt. Der kumu-
lierte Dach-Effekt mit einem Intensitétsverhéaltnis von 1,12:2:0,88 gibt die experimentelle
Form des B-ATP-Signals gut wieder.

Fiir die zweite Auswertemethode wurden der Software keine Vorgaben gemacht. Alle Reso-
nanzen wurden als Singuletts ohne jegliche Zusammenhénge definiert. Da sich dadurch die
Zahl der Freiheitsgrade erhoht, wird die Anpassung unsicherer und auch ungenauer. Abb.
9.16(b) zeigt deutlich, dafi das residuale Signal nach Abzug der angepafiten Lorentz-Linien
grofler als bei der ersten Methode ist. Die Anpassung fiir die beiden Dubletts verschlechtert

PCr
P +-ATP a-ATP B-ATP
' PDE UDP
MM—»KM L\J\/\‘,‘N\WJ\/\LVWVWVJ/\/\A’W
L L | L | L | L | L | L |
10 5 0 -5 -10 -15 -20

S [ppm]

Abb. 9.15: In-vivo-3'P-NMR-Spektrum der menschlichen Wade (CSI 8x8 Voxel auf 250x250x30 mm?,
TR = 1100 ms, mit NOE und 'H-Entkopplung).
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a) b)

0,95:1,05 0,93:1,07
0,935 : 1,065

0,949 : 1,051

1,12:2:0,88
0,979:2:0,635

3 [ppm] 3 [ppm]

Abb. 9.16: Vergleich der verschiedenen Anpassungen an einen Ausschnitt des in Abb. 9.15 gezeigten
Spektrums. Die Differenz zum gemessenen Spektrum ist mit angegeben.

sich nicht wesentlich, aber fiir den kumulierten Dach-Effekt ist das Intensitdtsverhéltnis
eindeutig nicht korrekt wiedergegeben.

Die erste Methode ist also besser zur quantitativen Auswertung geeignet. Die Mittelwerte
der Korrekturterme und CGK aus fiinf Messungen sind in Tab. 9.10 angegeben.

9.7 Skalare Kopplung im Citrat

Zum Vergleich mit dem AMX-System des ATP wurden auch noch In-vivo-Spektren der
stark koppelnden Cit-Protonen aufgenommen. Dies ist das einzige im lebenden Gewebe
auflosbare AB-System, denn bei Tau geht die Multiplett-Struktur der skalaren Kopplung
in vivo verloren.

Abb. 9.17 zeigt einen Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum der menschlichen Prosta-
ta. Da die Nachbearbeitung des CSI-Datensatzes nicht mit Luise erfolgte, wurde mit
Origin® eine Integration iiber das gesamte Spektrum durchgefiihrt. Die Integrations-Kurve
J I(v)dv fiir den Bereich § = 2 — 3 ppm ist ebenfalls in Abb. 9.17 dargestellt. Um daraus
die Intensitéten der einzelnen Signal-Anteile zu bestimmen, wurde das Cit-Signal in drei

Tab. 9.10: Mittelwerte der quantenmechanischen Korrekturterme des Dach-Effekts und daraus resultie-
render CGK fiir ATP in vivo bei 1,5 T (wo = 25,757 MHz)

) Jig « Korrekturterm CGK
[ppm)] [Hz] °] | sin 2a| CoS o sin o
~-ATP  -234(8) 17,7 -1,450(7) = 0,0506(2) 0,999680(3)  -0,0253(1)
a-ATP  -7,40(9) 16,2 -2,116(1) y=0,07378(4) 0,9993182(7) -0,03692(2)
v-ATP  -1590(9) — — 3 =0,1244(2) — —
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Cit

—

@®: 5,01
©@:139,48
®: 6,03
.1, =253
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Abb. 9.17: Ausschnitt eines In-vivo-'H-NMR-Spektrums der menschlichen Prostata. Der Dach-Effekt
von Cit ist im Vergleich zum FID-Spektrum der Modell-Losung etwas abgeschwécht. Das Cit-Signal
wurde in drei Bereiche unterteilt, um mittels der Integrationskurve (grau) die Intensitéten der einzel-
nen Signal-Anteile zu bestimmen (Spin-Echo-CSI-Sequenz mit Wasser- und Fett-signal-Séttigung: VOI =
(45x40x55)mm® mit 16x16x8 Voxeln (interpoliert); TR =1,3sm TE = 120ms, NEX = 4).

Bereiche unterteilt und es wurden aus den Verdnderungen innerhalb dieser Intervalle die
Signalintensitdten bestimmt.

Das Verhiiltnis Iz : 14 betragt im Mittel 25,3 und weist somit auf einen im Vergleich zum
in Abb. 8.1 gezeigten Spektrum verstirkten Dach-Effekt hin. Dies hdngt mit der komple-
xen Phasenmodulation des AB-Systems zusammen, die zu einem verringerten Integral der
dufleren Satelliten fithrt. Fiir das In-vivo-Spektrum wurde eine CSI-Sequenz benutzt, die
im Ggensatz zu der fiir 3'P-Messungen benutzten Technik kein FID-Signal, sondern ein
Spin-Echo ortskodiert (dafiir wird im Prinzip die in Abb. 7.5 gezeigte Sequenz durch zwei
180°-Pulse erweitert; dazwischen sind selektive Inversionspulse zur Signalunterdriickung
von Wasser und Lipiden geschaltet [Sie02]). Bei TE = 120ms hat bereits eine deutliche
Phasenmodulation stattgefunden (fiir die &ueren Signale ca. eine volle Periode), so dafl
die beiden Signale hoherer Intensitéit getrennt aufgelost werden kénnen.



Teil IV

Diskussion und Zusammenfassung

2,0 : :
- Jo,s 1.0

AYATAA

¢, = hize

E[SK]

Zeeman

2,0

Paschen-Back

1,54
1,01
0,5
0,0
-0,5
-1,04

-1,54

Niveau-Kreuzung bei
x=1,510°

15
X [2hAvISK]

NMR is still a nice tool - and TOY!

Richard R. Ernst, ENC 2003






Kapitel 10

Diskussion der Ergebnisse

10.1 Stark gekoppelte Systeme wie Citrat und Taurin

Diese Molekiile wurden untersucht, um Systeme mit stark gemischten Eigenzustinden
und deutliche Abweichungen vom Paschen-Back-Effekt zu demonstrieren. Das Feld By des
Tomographen reicht nicht aus, um die Spin-Spin-Kopplung vollsténdig aufzubrechen, so
dafl die Abweichungen von der X-Naherung deutlich zu tage treten. Eine Quantifizierung
der Metaboliten in vivo wird dadurch unter bestimmten Umsténden vereinfacht.

10.1.1 Vorwissen aus den In-vitro-Studien

Die Effekte der Superposition von Eigenzustdnden sind fiir Cit besonders stark. Hier ent-
spricht die Kopplung bei 1,5T einem Breit-Rabi-Parameter von z = 0,52, mit ande-
ren Worten: die Wechselwirkungsenergie der Kerne ist ca. doppelt so gro wie der Ein-
flul der Elektronenhiille, und die J-Kopplung stellt somit den gréfleren Stéroperator dar
(x = ZAT;" < 1). Die chemische Verschiebung erscheint sozusagen unterdriickt. Dies wird
auch an Abb. 10.1 deutlich:

Fiir schwache Kopplungen (o ~ 0) ist der aus der chemischen Verschiebung stammen-
de und im Zeeman-Operator enthaltene Storterm mit dem Vorfaktor Aw dominant. Mit
wachsender Kopplungsstiarke entwickelt sich die Spin-Spin-Kopplung zum dominanten
Storterm, weil einerseits der Term cos « gegen Null geht, aber auch der zugehorige Vor-
faktor Aw klein gegen den Vorfaktor der Kopplung wird.

Der nun dominante Flip-Flop-Operator ist auch fiir die Asymmetrien in den Spektren
(Abb. 10.2) entscheidend. Die durch das aufkommende Interkombinationsverbot begiinstig-
ten Resonanzen werden in Richtung der urspriinglichen Resonanzfrequenzen w; bzw. wo
verschoben. Da sich diese nicht mehr stark unterscheiden (Aw — 0), entsteht im Fall
des Cit eine intensive Zentral-Resonanz und zwei sehr schwache Satelliten. Der Effekt
hat dhnliche Wirkung wie eine heteronukleare Entkopplung zur Vereinfachung von Spek-
tren in Doppelresonanz-Experimenten: Es kommt zu einer Konzentration des Signals in
einem schmalen spektralen Bereich. Man kénnte von einer Art ”Entkopplung” vom Ein-
flu der Elektronenhiille sprechen. Fiir Cit ergibt sich aus z mit (5.1) eine Verschiebung
von Ag ~ 0,304 - Jio = 0,072 ppm. Die Mittelpunkte im gemessenen Spektrum sind um
0,068 ppm bzw. 0,070 ppm nach auflen verschoben. Innerhalb der erreichbaren Genauigkeit
von 0,004 ppm stimmen also Theorie und Experiment {iberein.

Bei Tau ist dagegen mit x = 1,64 der Einflul der Elektronenhiille gegeniiber der Wech-
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Abb. 10.1: Variation der winkelabhéngigen Korrekturterme fiir die Eigenzustinde 12 und 3 in gekop-

pelten Spin-Systemen

selwirkung der Kerne dominant. Daher ist die ”Entkopplung” nicht ganz so effektiv, weil
einerseits das Interkombinationsverbot noch nicht so ausgepragt ist und andererseits die
Multipletts nicht ganz so dicht nebeneinander liegen. Es ist noch eindeutig eine brei-
te Multiplett-Struktur aufzulésen. Genauso wie bei Cit sind die Asymmetrien aufgrund
der verhéltnisméfBig kleinen Breit-Rabi-Parameter im Vergleich zur residualen dipolaren
Kopplung des Cs (AIQ < 0,01 ppm) aber immer noch stéirker ausgepragt.

So liegen die Mittelpunkte der beiden Multiplett-Hélften des Tau bei ca. 3,195 ppm bzw.

0,8

0,6

Anteil des Zeeman-Operators

-40 -30 -20

o [7]

-10 0

Abb. 10.2: Zusammensetzung des Asymmetrie-Parameters nach Gl. (2.19) aus den Anteilen der chemi-
schen Verschiebung im Zeeman-Operator und des Flip-Flop-Operators der Spin-Spin-Kopplung.



10.1 Stark gekoppelte Systeme wie Citrat und Taurin 135

AP‘ -»AP
additiv
AP AP AP AP
| 1 2 11 2 1
2A_ < —2A

Abb. 10.3: Einfachste Form der Naherung fiir eine kumulierte Asymmetrie am Beispiel zweier Tripletts
koppelnder Methylengruppen.

3,463 ppm. Sie sind damit im Mittel um ca. 0,049 ppm nach auflen gegen die Resonanz-
frequenzen verschoben, die man mit einem Hochfeld-Spektrometer beobachten wiirde.
Der theoretische Wert, der sich zunéchst direkt aus x ergibt, betragt Ag, ~ 0,140-J15 =
0,015 ppm. Nun muf} jedoch beriicksichtigt werden, dafl es sich nicht mehr um Dubletts
handelt. Niherungsweise kann die Asymmetrie des Tripletts durch eine konsekutive Auf-
spaltung mit additiver Asymmetrie (dhnlich dem kumulierten Dach-Effekt) beschrieben
werden. Abb. 10.3 verdeutlicht, dafl die Kopplung mit einem der Protonen aus der benach-
barten Methylen-Gruppe zunéchst ein Dublett mit der erwarteten Asymmetrie erzeugt.
Die Linienaufspaltung durch das zweite Proton spaltet das asymmetrische Dublett erneut
mit einer Verschiebung nach auflen auf, so dafi sich die Asymmetrie des gesamten Multi-
pletts zu 2Ap addiert.

Diese sehr starke Niherung gilt natiirlich nur, solange die Entartung der Uberginge noch
nicht deutlich aufgehoben ist, also zusédtzlich zu den zwei Tripletts auftretende Signale
vernachléssigt werden kénnen. Bei Tau ist jedoch schon eindeutig in jeder Signal-Gruppe
eine vierte Resonanz zu sehen. Damit wird sicherlich die Bestimmung von Ap erschwert.
Es kommt hinzu, dafl die wéhrend T'E stattfindende Phasenmodulation einzelne Signale
immer auf der dem Zentrum zugewandten Flanke beeinflu3t und der Linienabstand somit
grofler erscheint, als er in Wirklichkeit ist. Insofern erklért der Wert von 2Ap noch nicht
die experimentelle Beobachtung, aber mit Abb. 10.3 wird deutlich, dal Multipletts hohe-
rer Ordnung eine stéirkere Asymmetrie aufweisen.

Die Experimente zeigen fiir beide Spin-Systeme, dafl die Intensitédten weitaus stérker von
den Abweichungen der X-N#herung als die Linienpositionen betroffen sind. Wie die Simu-
lation verdeutlichte, kommt es aufgrund der realen Linienbreite und der Diskretisierung
des Spektrums zu einer Abweichung von dem Intensitdtsverhiltnis, das sich direkt mit
(2.20) und (2.21) aus dem Mischungswinkel ergibt: der Effekt wird etwas abgeschwécht,
ist aber dennoch auf jeden Fall immer grofler als die Verdnderung in den Linienpositio-
nen. Damit 148t sich abschétzen, dafl fiir schwichere Wechselwirkungen, wie etwa im ATP,
zunéchst nur die quantenmechanische Korrektur der Linienintensitédten zu beriicksichtigen
ist und die Verschiebung der Resonanzen u. U. vernachléssigt werden kann.

Die Ausbildung einer ionischen Bindung von Tau mit den hydrophilen Anteilen der Phos-
pholipide war mit der NMR leider nur andeutungsweise moglich. Die chemische Verschie-
bung wurde offensichtlich nicht durch eine mégliche ionische Bindung beeinflufit, sondern
héchstens die zu einem Signalverlust fithrende Molekiildynamik. Weitere Messungen mit
verschiedenen Konzentrationen des Lipids zur zunehmenden Ausbildung eines immobilen
Tau-Kompartiments kénnten hier fiir Klarung sorgen. Die chemischen Strukturen lassen
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den hier erhaltenen Hinweis auf eine Bindung an die Zellmembran aber durchaus plausi-
bel erscheinen, so daf} fiir Tau im Gegensatz zu Cit eine Kombination aus dipolaren und
skalaren Kopplungen in vivo zu beriicksichtigen ist.

10.1.2  Auswirkungen der Effekte in vivo

Die erwarteten spektralen Muster im Bereich des Zeeman-Gebiets bestehen fiir Cit aus
zwei Dubletts bzw. zwei Tripletts fiir Tau. Zwar kommt es aufgrund der Abweichung von
der X-Niherung bei 1,5 T zur Aufhebung der Entartungen der Ubergéinge im AyBo-System
des Tau und damit zu einer hoheren Multiplett-Struktur, die erreichbare Linienbreite und
die spektrale Auflosung lassen aber in wvivo nur die Detektion einer Signal-Gruppe bei
3,35 ppm zu. Fiir Cit besteht das Phdnomen zusétzlich auftretender Signale nicht, aber
auch hier kommt es zu einer Konzentration der Signalintensitét. Dies erleichtert die Detek-
tion bei relativ schwachen In-vivo-Konzentrationen. Hochfeld-MR-~Tomographen wiirden
zwar zu einer verbesserten spektralen Auflssung fithren, der Ubergang zu reinen Zeeman-
Spektren wiirde das Signal der Metaboliten aber zunehmend auf eine gréflere spektrale
Breite (in Hz) verteilen.

Fiir Tau besteht im menschlichen Muskelgewebe das Problem, da§ (im Gegensatz z. B.
zur Ratte) das dominante Cho-Signal bei 3,2ppm die Auflésung der Tau-Resonanz er-
schwert. Hier ist die residuale dipolare Kopplung von Vorteil, die sich durch die Fixierung
des Molekiils an den hochgradig anisotrop orientierten Zellmembranen erkliren liefle. Sie
fithrt zwar zu einer Aufspaltung, aber gleichzeitig zu einer deutlichen Unterscheidung vom
Cho-Signal. Wiirde die starke skalare Kopplung nicht zunéchst ein einzelnes breites Signal
erzeugen, so wiirden in Verbindung mit der dipolaren Kopplung insgesamt vier verhélt-
nisméBig schwache Resonanzen in vivo auftreten. Die Kombination aus den quantenme-
chanischen Effekten beider Wechselwirkungen vereinfacht somit die Analyse der Spektren.
Das Cit-Spektrum ist dagegen nur durch die skalare Kopplung geprégt. Die Frage nach
einem moglichen Mechanismus der Immobilisierung (wie etwa bei Tau durch Wechselwir-
kungen mit Makromolekiilen) ist insofern schwer zu kliren, als daf§ Cit im hochgradig
strukturierten Skelettmuskel nicht detektierbar ist. Prostata-Gewebe als ”Matrix” zur
Untersuchung auf residuale dipolare Kopplungen ist aufgrund seiner unzureichend aus-
geprigten Anisotropie nicht geeignet (hinzu kommen erschwerend Bewegungsartefakte im
Bauchraum).

Das mit der CSI-Sequenz aufgenommene In-vivo-'H-NMR-Spektrum von Cit weist auf-
grund der Lokalisationsmethode leichte Abweichungen vom mit FID-Technik aufgenom-
menen Spektrum auf. Durch die Phasenmodulation verdndert sich sowohl scheinbar die
spektrale Auflosung als auch das Ausmafl des Dach-Effekts. Die komplexe Phasenmodula-
tion des AB-Systems fithrt dazu, dafl die kleinen Satelliten bereits mehr als eine komplette
Periode durchlaufen haben. Die Modulation der intensitétsreichen Signale erfolgt dagegen
bei 1,5 T verlangsamt. Aulerdem bewirkt der Einflul der Echozeit, daf} die Zentralresonanz
bei PRESS-Lokalisation ab ca. 50 ms als Dublett aufgelost werden kann. Somit entspricht
das in Abb. 9.17 dargestellte Spektrum den in fritheren Arbeiten untersuchten Verldufen
fir TE = 120 ms [Gra99]. Der Dach-Effekt wurde dabei nicht niher quantifiziert, aber auf-
grund der Phasenmodulation scheint ein iiberproportional starker Signal-Verlust bei den
Satelliten vorzuliegen. Daher ist das Verhéltnis Iz : I4 hoher als bei der FID-Messung an
der Modell-Losung. Wegen der deutlichen Verdnderungen des Signal-Verlaufs wéahrend TE
kommen fiir eine In-vivo-Untersuchung nur bestimmte Zeit-Intervalle in Frage. In Verbin-
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dung mit einer eventuellen Detektion von Lactat wurde daher TE = 135 ms vorgeschlagen
[Hee97].

10.2 Feinstruktur des ATP-Spektrums

Das Phéanomen des Dach-Effekts findet zwar in der analytischen Chemie hinreichend Be-
achtung, in der In-vivo-NMR-Spektroskopie ist es jedoch bislang weitgehend vernachlassigt
worden. Dies liegt daran, dafl bei 1,5T auch in Modell-Losungen die spektrale Aufldsung
nur fiir zwei Metaboliten ausreichend ist, um den Effekt quantitativ zu untersuchen: Cit
und ATP. Fiir ersteren ist er so stark ausgeprégt, dafl in vivo die dufleren Satelliten nicht
immer zu erkennen und die Unterstruktur der Zentral-Resonanz auch nur fiir TE > 50 ms
und hoher Auflésung zu beobachten ist. Es reicht daher oft, fiir die Quantifizierung mittels
Anpassung von Gauss-Linien von nur einem Signal auszugehen.

Anders ist dies bei ATP, das auch in vivo drei aufgeloste Multipletts zeigt. Hier wurde
der Effekt bisher vollig vernachldssigt, und aktuelle Auswerte-Methoden gehen fiir die
Dubletts falschlicherweise von einem Intensitétsverhéltnis von 1:1 aus [VanO1]. Fiir qua-
litativ hochwertige Spektren ist es jedoch moglich, eine bessere Linienanpassung durch
entsprechendes Vorwissen iiber den Dach-Effekt zu erreichen.

10.2.1 Vorwissen aus den In-vitro-Studien

Die Messungen an den ATP-Modell-Loésungen haben gezeigt, dafl die Abweichung von der

X-Naherung fiir ATP bei 1,5T nicht sehr ausgeprigt ist. Zusammen mit den Erkennt-

nissen iiber die stark gekoppelten Systeme ist daher klar, dafl die quantenmechanischen

Korrekturen vor allem fiir die Linienintensitéten zu beriicksichtigen sind.

Generell lassen sich Verdnderungen in der Linienposition aus den vier Resonanzen a — d

eines AM- oder AB-Systems erkennen, indem man den Abstand der Dublett Mittelpunkte
1

AV = 5((7/a — ) — (Ve — 1q))

mit dem wahren Abstand

Av = /|(Va — va) (W — ve)|

vergleicht [Fri98]. Diese Methode versagt hier aber wegen der multiplen Aufspaltung der
(-Resonanz. Verdnderungen kénnen daher nur iiber den Mischungswinkel nach Analyse
der Intensitéiten abgeschitzt werden: Der Mischungswinkel wird nicht kleiner als -2,1° (dies
entspricht einem Breit-Rabi-Parameter x = 13,6), weshalb die Asymmetrie stets kleiner
als Ag = 0,018 - J;3 ist. Die maximalen Kopplungskonstanten betrugen 20 Hz, also gilt
Af/h < 0,36 Hz (ca. 0,014 ppm). Da dies unterhalb der Auflssungsgrenze liegt, ist es ge-
rechtfertigt, als Linienposition die Dublett-Mitte anzunehmen.

Der Einflufl der Drehung im Hilbert-Unterraum auf die Intensitéiten betréigt unter die-
sen Bedingungen maximal 7% fiir ein einzelnes Dublett. Daher kann man auch die in der
Theorie angefithrte Ndherung einer Addition der Korrekturfaktoren fiir die Beschreibung
des kumulierten Dach-Effekts benutzen.

Die Digitalisierung der Spektren fithrt dazu, daf§ die Spitzen der Resonanzen nicht immer
optimal mit den angepafiten Lorentz-Linien iibereinstimmen. In den meisten Bereichen
ist jedoch eine sehr genaue Anpassung moglich gewesen, so dafl die theoretisch erwarte-
te Asymmetrie der Intensitdten experimentell bestitigt wurde. Die Beeinflussungen des
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Dach-Effekts durch Ansduerung oder Komplexierung des Molekiils mit Mg(II)-Ionen hat
einen dhnlichen Effekt: beide Mafinahmen fiithren zu einer Abschwichung der Korrektur-
faktoren und somit zu einer geringeren effektiven Kopplungsstidrke. Der Versuch einer
Erklarung der Effekte ist jedoch schwierig. In beiden Experimenten spielt die Wechselwir-
kung mit Kationen eine Rolle, aber der Einflul auf die chemischen Verschiebungen und die
Kopplungskonstanten ist unterschiedlich. Es ist auch bekannt, dafl der Einfluf} einer Kom-
plexbildung auf die ATP-Signale schwer vorhersagbar ist. Dazu gehort u.a. das Phinomen,
daf die Resonanzen, die am stéirksten auf die Komplexierung reagieren, nicht unbedingt zu
den Kernen gehoren, die als Liganden fungieren [Jaf78]. Die Details der Komplexbildung
von ATP sind also noch nicht vollstindig geklért.

Es bleibt festzuhalten, dafl Korrekturen in der Feinstruktur des Spektrums am deutlich-
sten in neutraler Losung ohne Kationen auftreten. Damit liegt eine Abschétzung fiir das
Ausmaf des Effektes in vivo vor, und die angesprochenen Néherungen kénnen auch fiir
die Auswertung der an Probanden aufgenommenen Spektren gemacht werden.

10.2.2  Auswirkungen der Effekte in vivo

Die Vernachlassigung des Dach-Effekts in Spektren aus lebendem Gewebe macht sich oft
schon in einer unzureichenden Phasenkorrektur bemerkbar. Diese werden teilweise so dar-
gestellt, dafl der kumulierte Effekt, der eigentlich der stérkere ist, gar nicht sichtbar ist.
Dies liegt daran, dafl besonders das G-ATP-Signal aufgrund seines groflen Abstandes zum
PCr-Signal eine hinreichend starke lineare Phasenkorrektur bendtigt. Abb. 10.4 verdeut-
licht, daf} eine zu kleine lineare Phase die Intensitétsverhéltnisse des dublierten Dubletts
nicht addquat wiedergibt. Eine genaue Nachbearbeitung der Spektren ermoglicht aber die
Darstellung der auch bei diesen Spektren schon sichtbaren quantenmechanischen Fein-
struktur.

Fiir die Auswertung der fiinf Probanden-Messungen ergab sich im Mittel eine lineare
Phasenkorrektur von (-160,04+4,6)° /10 ppm. Mit dem Vorwissen aus den In-vitro-Studien
wurde Ap vernachlissigt. Die Linienaufspaltungen waren unerwartet konstant und zeig-
ten bei den fiinf Probanden keine statistische Varianz. Interindividuelle Anderungen der
Korrekturfaktoren z,y und ¥ sind daher nur auf Variationen in den Linienpositionen
zuriickzufiihren.

Da auch diese mit guter Genauigkeit bestimmt werden konnten (ca. 0,09 ppm), liegt der
Fehler der Korrekturfaktoren bei héchstens 2 - 1074, also zwei Gréfenordnungen unter
der Genauigkeit der Auswerte-Software. Als Vorwissen fiir die Auswertung von In-vivo-
Spektren kann man daher mit folgenden Werten fiir ATP bei 1,5 T arbeiten: z = 5%,y =
7% und ¥ = 12%.

Diese Werte liegen recht dicht an denen der neutralen Modell-Losung ohne Mg?+-Ionen.
Zwar ist durch die Komplexierung von ca. 70% des ATP im Muskelgewebe [Bac95] die
Kopplungskonstante geringer, die -ATP-Resonanz ist in vivo aber zu noch héheren Fre-
quenzen verschoben, als sie das in den sauren Losung mit [MgATP]?* war. Dadurch ist der
Dach-Effekt trotzdem recht stark ausgeprigt und sollte bei der Analyse hochaufgeloster
Spektren nicht vernachlissigt werden. Die Qualitéit der Anpassung von Lorentz-Linien an
das gemessene Spektrum 148t sich durch die Beriicksichtigung der Korrekturfaktoren ver-
bessern, und es wird dadurch eine genauere Quantifizierung erméglicht.

Die Bestimmung des kumulierten Dach-Effekts als direkte Summe 3 = x4y der Asymme-
trien in den Dublett-Signalen ist aus folgendem Grund zuldssig: Die $-Resonanz stammt
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Abb. 10.4: Vernachlissigung des Dach-Effekts aufgrund einer unzureichenden Phasenkorrektur in In-vivo-
31P_NMR-Spektren der Wadenmuskulatur. In (a) betréigt die lineare Phase -150° /10 ppm. Der kumulative
Dach-Effekt wird dadurch praktisch unsichtbar. (b) Eine lineare Phase von -160°/10 ppm gibt die Fein-
struktur der Resonanzen richtig wieder.

nur von ATP, zu den Dubletts tragt jedoch auch ADP bei. Das 2-Spin-System zeigt zwar
vergleichbare Kopplungskonstanten, aber Aw betrdgt nur noch ca. 5ppm, so dafl es zu
einer stiarkeren Drehung des Hilbert-Unterrraums und somit zu einem stirkeren Dach-
Effekt kommt. Allerdings ist in vivo das Gleichgewicht der Kreatin-Kinase-Reaktion so
verschoben (s. Kap. 6.1), dafl das Verhéltnis [ATP]:[ADP] ca. 1:308 betrdagt [Str90].
Die ADP-Signale machen so nur ca. 3,25%c der Dubletts aus und konnen daher ver-
nachléssigt werden. Der beobachtete Dach-Effekt ist dann praktisch ausschliellich auf das
AMX-System des ATP zuriickzufiihren, fiir das die in der Theorie genannten Néherungen
zuléssig sind.

Die CGK konnten mit unterschiedlicher Préizision bestimmt werden. Prinzipiell ist der
Koeffizient sin 2a wegen des steileren Verlaufs der sin-Funktion um a = 0 stérker feh-
lerbehaftet als das Komplementir cosa. Aulerdem ist von beiden Resonanzen der Mi-
schungswinkel fiir den a-'P-Kern genauer bestimmbar als fiir das andere Dublett. Die
Unsicherheit in den CGK schwankt zwischen 7-10~7 und 1-10~%. Die Unterschiede zu den
symmetrisierten Wellenfunktionen sind sehr gering, aber da die CGK fiir die Kopplung
- stiarker von 1 bzw. 0 abweichen, wird deutlich, daf dies trotz der kleineren Kopplungs-

Abb. 10.5: Unterschiede der residualen 3'P-Gesamt-Spins F' im ATP-Molekiil
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konstante die effektivere Wechselwirkung ist. Der Gesamt-Spin F' ist bei diesem System
weniger stark durch die Kopplung an das Grundfeld aufgebrochen (Abb. 10.5).

10.2.3 Konsequenzen einer leichten Drehung der Eigenbasis

Die Experimente an ATP zeigen, daf§ die Linienintensitéiten immer in stirkerem Ausmaf
von den Abweichungen von der X-Niherung betroffen sind als die Ubergangsfrequenzen
und dafl daher bei leichten Drehungen der Eigenbasis die Korrekturen fiir die Linienposi-
tionen vernachlissigt werden konnen. Dies wird auch durch folgende Abschitzung leicht
verstandlich:

Die Verschiebung der Linienpositionen ist durch die Kopplungsstirke beeinfluf3t, weshalb
AZ mit Jig skaliert ist (s. (2.19)). Abb. 5.3 verdeutlicht, dafi der Asymmetrie-Parameter
aber maximal %Jlg betragen kann. In AX-Systemen ist Jis < Aw, also ist der Fehler
in Aw bei kleinen Mischungswinkeln klein gegeniiber dem Wert, der sich in einer ersten
Abschétzung aus der Mitte der Multipletts ergibt, und die Verschiebung der Linienposi-
tionen kann vernachléssigt werden.

Fiir das Beispiel ATP gilt z. B. (bei pH = 7 und ohne Mg) selbst fiir die stirkere der bei-
den Kopplungen J,3 ~ 20 Hz und Aw ~ 10, 7ppm (bei der hier benutzten Feldstérke also
274,3Hz). Im Vergleich zu den Multiplett-Mittelpunkten lige die Position des a-Dubletts
also hochstens 10 Hz weiter rechts, die des 5-"Tripletts” ca. 20 Hz weiter links (kumulati-
ver Effekte durch sukzessive Aufspaltung). Demnach wiirde sich der Frequenz-Abstand um

30 Hz verkleinern, und der Extremfall % entspréiche einem Mischungswinkel o ~ 4, 7°.

Daraus ergibt sich aber eine maximale Verschiebung von A}J, = 0,041 Jy9, also 0,8 Hz bzw.
0,03 ppm. Dies liegt eindeutig unter der spektralen Auflésung.

Die Anderung der Intensititen ist dagegen nicht durch einen Wert wie Jio oder Sk skaliert
und kann bis zu 100% des urspriinglichen Wertes betragen. Daher bewirken auch schon
kleine Mischungswinkel einen sichtbaren Effekt.

10.3 Erklérung des Carnosin-Spektrums

Die Unterschiede zwischen den '"H-NMR-Spektren einer neutralen Cs-Modell-Losung und
den aus dem M. gastrocnemius aufgezeichneten Spektren sind eklatant. Die besonderen
Verhéltnisse in vivo fithren zu markanten Effekten, die sich auf die Faser-Struktur des
Gewebes zuriickfithren lassen und somit einen aufschluflireichen Vergleich zwischen der
Molekulardynamik in wéfriger Losung und im lebenden Gewebe ergeben.

10.3.1 Skalare Kopplungen und detektierbare Protonen in den In-vitro-Studien

Die skalaren Kopplungen, die sich aus den '"H-NMR-Spektren der Modell-Losungen erge-
ben, treten nur im aliphatischen Bereich auf. Fiir den Imidazol-Ring ist keine signifikante
J-Kopplung zu erkennen — weder iiber eine Linienaufspaltung noch iiber eine Phasenmo-
dulation. Dies entspricht auch der Erwartung, denn obwohl die w-Elektronen des Rings
prinzipiell eine Kopplung begiinstigen, ist der Abstand zwischen den Ringprotonen H2
und H4 zu grof (vier Bindungen), und es kann angenommen werden, daf§ eine Kopplung
des Typs *J die beobachteten Linienaufspaltungen nicht verursachen kann.

Das einzig aufgeloste Multiplett sind die Signale der #ufleren Ala-CHa-Gruppe (Ej_3).
Sie zeigt bereits ein Spektrum 2. Ordnung mit x = 5,87 (entspricht « = —4,83°). Die
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Abb. 10.6: Anpassung von Gauss-Linien an das Triplett der mit E bezeichneten Methylen-Gruppe in Cs
(Ausschnitt aus dem Spektrum in Abb. 8.14). Die Intensitédtsverhiltnisse entsprechen nicht vollstdndig den
erwarteten Werten. Mogliche Ursache ist eine nicht korrekte Zuordnung der Resonanzen.

Abweichung von der X-Ndherung ist also stérker als beim ATP, aber noch nicht so aus-
geprigt wie bei Tau. Dies sieht man auch daran, da die Entartung der Ubergéinge noch
weitgehend erhalten ist, denn es kénnen keine zusétzlichen Signale aufgelost werden. Der
Korrekturfaktor fiir die Intensititen betréigt in der ersten Stufe 17%. Durch den kumula-
tiven Effekt miifiten die Intensitétsverhéltnisse im Triplett dann 1,34:2:0,66 betragen.
Eine Anpassung des Multipletts mit drei Gauss-Linien ergibt jedoch ein Verhéltnis von
1,63:2:0,66 (Abb. 10.6). Wihrend also auf der Hochfeld-Seite die Resonanzen im erwarte-
ten Verhiltnis stehen, ist das Signal am linken Rand unerwartet hoch. Dies deutet darauf
hin, dafl die Zuordnung der Resonanzen B;_,4 falsch sein kénnte und E; mit einem Teil des
B-Multipletts zusammenfillt (das kleine Signal links vom Triplett wére dann nicht By).
Dieses Problem verdeutlicht, dafi Kenntnisse iiber den Dach-Effekt helfen konnen, die
Analyse eines Spektrums mit vielen Uberlappungen bei geringen Feldstéirken aufzukliren.
Eine genauere Analyse der einzelnen Multipletts ist in diesem Zusammenhang jedoch we-
nig ergiebig.

Von den austauschbaren Protonen sind unter physiologischen Bedingungen keine scharfen
Resonanzen zu erkennen. Entweder sind die entsprechenden Stellen bei pH = 7,08 nicht
ausreichend protoniert, oder die chemische Austauschrate ist zu hoch. Erst eine Anséue-
rung liefert bei 8 ppm ein Signal, das mit Hilfe des NAA-Spektrums dem Proton der
Peptid-Bindung zugeordnet werden kann. Die geringe Differenz in der Dublett- Aufspaltung
(0,5Hz) ist auf strukturelle Unterschiede des Molekiils zuriickzufiihren.

10.3.2 Nachweis residualer dipolarer Kopplung in vivo

Die im aromatischen Bereich des Spektrums beobachteten Satelliten X1—X4 geben Anlafl
zu der Vermutung, dafl eine residuale dipolare Kopplung zwischen den Ringprotonen H2
und H4 vorhanden ist. Der Nachweis dieser Wechselwirkung kann aufgrund der schwachen
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Cs-Resonanzen und der damit verbundenen langen Mefzeiten jedoch nicht iiber die sonst
iibliche Drehung der Wade im Grundfeld nachgewiesen werden. Auch kommt erschwerend
hinzu, dafl die kurzen T5-Zeiten [Bru91] (H4 verschwindet nach ca. 40 ms) einen Nachweis
moglicher Kopplungen im aromatischen Bereich mittels der Phasenmodulation unmdoglich
machen. Ebenso sind 2D-Spektroskopien wegen der langen Mefizeit ungeeignet fiir Unter-
suchungen an Probanden. Es mufite daher eine andere Methode ausgenutzt werden, die
die Spektren auf die Charakteristika dieser Wechselwirkung untersucht.

Bevor eine Quantifizierung der zum Nachweis geeigneten Effekte vorgenommen wurde,
ist es sinnvoll zu priifen, inwieweit dieses Molekiil {iberhaupt von solch einer Kopplung
betroffen sein kann bzw. welche alternativen Erkldrungen fiir die Satelliten herangezogen
werden koénnten.

In einer aktuellen Arbeit wurden zusétzliche Signale auf der Niederfeld-Seite der aromati-
schen Cs-Resonanzen beobachtet [Dam03]. Als Erklérung wurde dabei die unterschiedliche
Ansduerung verschiedener Muskelfaser-Typen nach Kontraktion angefiihrt. Dieser Effekt
kann fiir das Auftreten von X1—X4 als Ursache aus zwei Griinden ausgeschlossen werden:
Erstens wurden Spektren im Ruhezustand aufgenommen, so dafi der pH-Wert konstant
bleibt, und zweitens traten die Satelliten auf beiden Seiten von H2 und H4 auf, wihrend
bei sinkendem pH-Wert nur Signale auf der Niederfeld-Seite beobachtet wurden.

Aus zahlreichen Arbeiten ist bekannt, dafl bei In-vivo-Studien die Anisotropie der Mus-
kelfaser-Struktur zur orientierungs-abhingigen Effekten in 'H-NMR-Spektren von (P)Cr
[Kre94, Kre96, Kre97, Ntz97|, Tau [Zan00] und Lactat [Asl99] fithrt. Diese Phédnome-
ne konnten als residuale dipolare Kopplungen identifiziert werden. Gleichzeitig wurden
strukturbedingte Suszeptibilitits-Variationen als Erklérung ausgeschlossen [As199, Kre96].
Demnach erscheint es fiir Cs plausibel, dal ein Teil der Molekiile einer eingeschréinkten
Bewegung unterliegt und die Satelliten durch eine residuale direkte Spin-Spin-Kopplung
verursacht werden. Die beiden Haupt-Resonanzen bei 7 ppm und 8 ppm stammen von ei-
nem frei beweglichen Anteil an Molekiilen.

Eine dhnliche Beobachtung — zwei Kompartimente, bei dem eines nur skalare, das andere
skalare und dipolare Kopplung aufweist — wurde fiir Lactat berichtet und einem intra-
bzw. extrazelluldren Anteil dieses Metaboliten zugeschrieben [Asl99]. Cs besitzt dagegen
aufgrund seiner Eigenschaft als Zwitterion eine schlechte Permeabilitit beziiglich der Zell-
membran und kann daher als rein intrazelluldre Substanz angesehen werden. Die sich in
der Mobilitdt unterscheidenden Kompartimente konnten im Bereich zwischen Myofibrillen
und an anderen Stellen im Cytoplasma lokalisiert sein.

Verschiedene Proton-Proton-Wechselwirkungen kénnen die beobachtete Linienaufspaltung
verursachen. ALONSO et al. beobachteten ex vivo Cross-Peaks in zweidimensionalen Spek-
tren von Cs, die auf eine Korrelation zwischen H2 und H4 hindeuten [Alo89, Alo90]. Inter-
essanterweise beobachteten sie auflerdem eine skalare Wechselwirkung in Modell-Losungen
[Alo89]. Deren Kopplungskonstante muf jedoch unter 2 Hz liegen, denn bei einer solchen
spektralen Auflésung wurden in einer anderen Arbeit nur Kopplungen im aliphatischen
Bereich beobachtet [Bro79b]. Eine signifikante skalare Kopplung H2-H4 kann daher in
Ubereinstimmung mit der in unseren Experimenten nicht beobachteten Phasenmodulati-
on ausgeschlossen werden. Ebenso kann eine eine J-Kopplung der beiden Ringprotonen
mit der benachbarten N*H-Gruppe ausgeschlossen werden, denn dieses Proton unterliegt
einem raschen chemischen Austausch und ist nicht detektierbar (s. u.; fiir His geht man
fiir die Kopplung mit N'H von J ~ 1Hz aus [Gov00]). Insgesamt koénnen J-Kopplungen
die Resonanzen X1—X4 in den lokalisierten ' H-NMR-Spektren des M. gastrocnemius nicht
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Tab. 10.1: Negative Cross-Peaks (ROE-Peaks) in HOHAHA-Experimenten an intaktem M. gastrocne-
mius von Fréschen nach [Alo90]. >NH bezeichnet das Amino-Proton des Imidazol-Rings, alle anderen
Bezeichnungen entsprechend Abb. 8.14.

H2 H4 >NH AB D E
2 1
H4 | 1 2
>NH 3 4
AB 2
D 3
E 4

erkléren.

Spektren von exzidiertem, intaktem Gewebe des M. gastrocnemius von Froschen zeigten im
Vergleich zu Gewebe-Extrakt oder Modell-Losungen zusétzliche Resonanzen in homonu-
klearen Hartmann-Hahn (HOHAHA) Experimenten [Alo90]. Die einzige Erkldrung hierfiir
ist Overhauser-Verstérkung im rotierenden Koordinatensystem (ROE); die entsprechen-
den Konnektivitdten sind in Tab. 10.1 angegeben. ROE-Peak #4 ist eine Konsequenz der
skalaren Kopplung (J = 6,3Hz) zwischen den Protonen D und E in Kombination mit
ROE-Peak #3. Beide wurden in der Original-Arbeit der NH-Gruppe des Imidazol-Rings
zugeordnet (welche normalerweise nicht detektiert werden kann). Aufler der Wechselwir-
kung zwischen H4 und den Histidinyl-3-CHa-Protonen (A, B) besteht demnach auch eine
direkte Kopplung zwischen den zwei Ringprotonen H2 und H4.

ROE-Peaks haben nur fiir den Fall langer Korrelationszeiten 7. gleiche Intensitdten wie
HOHAHA Kohirenz-Transfer-Resonanzen. Aus diesem Grund mufl die Bewegung von Cs
in vivo eingeschrénkt sein (in [Alo90] wird eine Bindung von Cs mit einem Protein an den
Myofibrillen vorgeschlagen). Deshalb sollte auch eine Linienaufspaltung oder zumindest
-verbreiterung in 1D-Spektren sichtbar sein.

Auf diese Weise kann die Analyse der ROE-Peaks bei der Erklarung der beobachteten Sa-
telliten hilfreich sein. Die Verschiebung des angenommenen Dubletts X1, X2 zu niedrigeren
Feldern (relativ zu H2) deutet auf eine Konnektivitdt der Resonanz bei 6 = 8 ppm mit
einer Resonanz auf der Hochfeld-Seite hin. Dies steht in Ubereinstimmung mit ROE-Peak
#1. In diesem Fall resultieren die Satelliten X1, X2 aus der Wechselwirkung zwischen H2
und H4 — ein Argument, welches auch durch die dhnlichen Linienaufspaltungen Avq 2 und
Avz 4 (Tab. 9.5) und die komplementére Verschiebung von X3 und X4 unterstiitzt wird.
Demnach bliebe nur die beobachtete Diskrepanz zwischen den Intensitdten von H2 und
H4 noch zu kldren. ROE-Peaks #3 und #4 sind in diesem Zusammenhang insofern infor-
mativ, als daf sie implizieren wiirden, dafl das Amino-Proton des Histidin-Rings keinem
schnellen Austausch unterliegt und deshalb ein zusétzliches Signal in vivo auftreten sollte.
Zunichst identifizierten ARUS et al. ein Signal nahe der H2-Resonanz mit dem Amid-
Proton der Cs-Peptid-Bindung [Aru86]. Spiter wurden die ROE-Peaks #3 und #4 bei
0 = 8ppm den Konnektivititen zwischen den Alanyl-CHs-Gruppen und der NH-Gruppe
des Imidazol-Rings zugeordnet (Tab. 10.1). Der internukleare Abstand fiir die letzte Kon-
nektivitét ist jedoch relativ grof3, so daf3 es wahrscheinlicher ist, dal das wesentlich néhere
Proton der Peptid-Gruppe die Ursache fiir diese ROE-Peaks ist. Diese Vermutung wurde
durch die vergleichenden Experimente mit NAA und His in saurer Losung bestétigt. Un-
ter In-vivo-Bedingungen ist das NH-Dublett des NAA relativ breit und schlecht aufgelost
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(J = 6,4Hz, [Gov00]). Der Intensitdtsunterschied von H2 und H4 ist also nur scheinbar
und 148t sich mit dem Auftreten einer durch verlangsamten Austausch in vivo detektier-
baren Resonanz erkléren.

Zusétzliche Resonanzen um § = 7 ppm kénnen durch die Konnektivitéiten #1 und #2 ver-
ursacht werden, aber ihre Verschiebung gegeniiber H4 hin zu Niederfeld-Seite ist ein Indiz
dafiir, dafl nur die ROE-Peak #1 entsprechende Kopplung effektiv ist. Eine zu ROE-Peak
#2 gehérende Wechselwirkung wiirde eine eingeschrénkte Rotation um die Cg-Cinidazol-
Einfachbindung erfordern. Demgegeniiber sind Kopplungen innerhalb des steifen Imidazol-
Rings immer relativ stark. Davon abgesehen kann die Konnektivitdt zu ROE-Peak #2
nicht weiter untersucht werden, denn das Signal der Histidinyl-CHs-Protonen wiirde —
wenn es detektierbar wire — in vivo mit den Resonanzen von (P)Cr und Cho zusammen-
fallen. Obwohl die beobachteten Asymmetrien bereits auf eine Kopplung H2-H4 hinwei-
sen und obwohl die Rotation um die Cg-Cinidazol-Einfachbindung relativ frei zu erfolgen
scheint [Bro79b], muf} iiber die molekulare Beweglichkeit mit Hinblick auf eine mégliche
makromolekulare Fixierung von Cs generell nachgedacht werden. Erst ein solcher Prozef3
wiirde die angesprochenen Konnektivititen durch Immobilisierung spezifischer Gruppen
des Molekiils ermdoglichen oder sogar eine Bewegungseinschrankung des gesamten Molekiils
zur Folge haben und damit der Unterdriickung dipolarer Kopplungen entgegenwirken.
Arbeiten iiber die Bindung von Cs an bovinem Albumin-Serum [Bro79b] bzw. Komplex-
Bildung mit Ca?* [Gag90] zeigten, daB der Ring von der aliphatischen Struktur abgewin-
kelt ist und die Hystidinyl-Methylen-Gruppe vom Ring wegzeigt (Abb. 10.7(a)). Bei den
Experimenten mit Albumin stellten sich H2, H4, A und B als Binding-Sites heraus. Es ist
bekannt, dafl diese Stellen von der Funktion abhéngen, in die das Molekiil eingebunden ist
[Bro79b]. Die hier vorgestellten Ergebnisse sprechen hauptséchlich fiir eine Bewegungsein-
schrinkung des Imidazol-Rings und der Peptid-Gruppe; Auswirkungen auf die Protonen
A und B konnen nicht ausgeschlossen werden, scheinen aber von geringerer Bedeutung zu
sein.

Die Studien zur Komplexbildung von Cs mit Ca?*t in wiifiriger Losung zeigten, daBl jeweils
zwei Cs-Molekiile durch zwei Ca(II)-Ionen verbunden werden kénnen (Abb. 10.7(b)). Fiir
hohe Konzentrationen von [Ca?"] (jenseits derer in vivo) wurde eine sehr effektive Ver-
klumpung beobachtet, die prinzipiell die Wechselwirkung H2-H4 erméglicht. Da Cs mut-
maflich in bedeutender Weise an der Aktivierung der Ca-Ionenkanile und der anschlieflen-

Abb. 10.7: (a) 3D-Struktur von Cs in wéBriger Lésung nach Ergebnissen von GAGGELLI et al. (adaptiert
von Abb. 3 in [Gag90]; zur Bezeichnung der Protonen s. Abb. 8.14). Der Imidazol-Ring ist abgewinkelt von
der aliphatischen Struktur, welche ihrerseits leicht gebogen ist. Die Striche geben die Binding-Sites mit
bovinem Albumin-Serum entsprechend [Bro79b] an. (b) Skizze des Dreiding-Models des Ca®T-Komplexes
von Cs in wifiriger Lésung (adaptiert von Abb. 7 in [Gag90]). H2 und H4 sind explizit angegeben.
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den Muskel-Kontraktion beteiligt ist [Rub01], ist eine spezifische Bindung des Molekiils
denkbar, und sogar die In-vivo-Konzentrationen dieses Kations koénnten die Kopplung
H2-H4 ermoglichen. Auflerdem ist zu erwéhnen, dafl selbst durch extrem hohe Werte von
[Ca2*] nicht alles Cs komplexiert wurde und dementsprechend ein gewisser Anteil an mobi-
lem Cs im Gewebe existieren mufi — ganz in Ubereinstimmung mit den hier beobachteten
dominanten Resonanzen frei beweglicher Molekiile.

Insgesamt kann man feststellen, dafl in vitalem Muskelgewebe Bedingungen existieren, die
eine residuale dipolare Kopplung von 'H-Spins des Cs erméglichen. Abgesehen davon, da8
dieser Effekt fiir (P)Cr, Tau und Lactat bereits bekannt ist, sprechen im Fall des Cs noch
weitere Aspekte fiir eine solche Interpretation der Daten:

Erstens wurden orientierungsabhéngige Effekte der aromatischen Cs-Resonanzen in vivo
beobachtet [Kre00], die bereits auf eine residuale dipolare Kopplung fiir dieses Spin-System
hinwiesen. Solche Effekte kénnen fiir verschiedene Metaboliten im M. gastrocnemius beob-
achtet werden, verschwinden aber nahezu im M. soleus fiir eine parallele Ausrichtung der
Wade mit dem Grundfeld. Nach VERMATHEN et al. kann dies mit der unterschiedlichen
Orientierung der Muskel-Fasern erkliart werden [Ver01, Ver02]. Der sog. ” pennation angle”
0 betragt ca. 20° im M. gastrocnemius und 40—50° im M. soleus fiir parallele Ausrichtung
der Wade relativ zu By.

Das gleichzeitige Auftreten zusétzlicher Signale von (P)Cr und Cs in einem Muskel und
das Verschwinden oder die Abschwéichung dieses Effekts in anderem Gewebe spricht fiir
eine gemeinsame physikalische Erklarung des Phénomens bei beiden Metaboliten.
Zweitens muf fiir die Analyse dipolar gekoppelter Systeme mit Unterschieden in der chemi-
schen Verschiebung von nur ca. 1 ppm bei 1,5 T schon das Auftreten von Spektren zweiter
Ordnung beriicksichtigt werden. Die beobachteten Asymmetrien in den In-vivo-'H-NMR-
Signalen von Cs entsprechen den theoretischen Erwartungen. Nicht alle Spektren, die
an Probanden aufgenommen wurden, konnten durch Anpassung mit Gauss-Linien quan-
titativ ausgewertet werden, und aufgrund der geringen Signalintensititen der Satelliten
(Phasenmodulation kommt erschwerend hinzu) konnte auch der in der Theorie beschrie-
bene inverse Dach-Effekt nicht ndher untersucht werden. In allen Spektren wurden jedoch
dhnliche Verschiebungen der Satelliten beobachtet, die qualitativ die erwarteten Asymme-
trien bestétigen.

Die hier durchgefiithrten Probanden-Messungen decken nur einen kleinen Bereich der win-
kelabhéingigen Linienaufspaltung ab. Fiir a < 30° konnte dabei die Charakteristik der
(3cos? @ — 1)-Funktion gut bestitigt werden, und auch die Unterschiede zwischen den
Spektren aus M. gastrocnemius und M. soleus passen in das Bild der dipolaren Kopplung.
Aber auch hier wire die Aufnahme von Datenpunkten bis hin zum magischen Winkel hilf-
reich, um zu kldren, ob genau wie bei (P)Cr eine Euler-Transformation zwischen Labor-
und molekularem Koordinatensystem vernachléssigt werden kann [Kre94]. Erste Anzei-
chen deuten in der Tat darauf hin, denn fiir eine Ausrichtung der Wade auf den magischen
Winkel verschwanden die Effekte, fiir die eine residuale dipolare Kopplung als Ursache
vermutet wurde [Kre00].

10.3.3 Hinweise auf eine groBraumige Fixierung des Molekiils in vivo

Neben dem Auftreten einer residualen dipolaren Kopplung, die per se fiir eine gewisse Be-
wegungseinschrankung des Molekiils spricht, liefert das Auftreten einer weiteren Resonanz
in vivo Anhaltspunkte fiir eine Fixierung des Cs-Molekiils, die iiber den Imidazol-Ring hin-
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ausgeht.

Prinzipiell kommen fiir eine variable Protonierung mehrere Stellen in Frage: die beiden
Stickstoffe des Imidazol-Rings (von denen immer einer in neutraler Lésung protoniert ist,
s. u.), die Carboxyl-Gruppe, die terminale Amino-Gruppe sowie die Peptid-Bindung. Die
pK-Werte sind bis auf den der NH-Gruppe an der Peptid-Bindung bekannt [Bar00], und
die Protonierung findet in folgender Reihenfolge statt: die Amino-Gruppe ist mit pK > 9
die schwichste Sdure und damit auch in neutraler Losung protoniert. Danach wird der
Stickstoff N? des Rings vor der Carboxyl-Gruppe protoniert. Rascher chemischer Aus-
tausch kann jedoch weiterhin eine klare Signal-Detektion in den Spektren unterbinden.
Der Vergleich der 'H-NMR-Spektren von Cs, His und NAA in saurer Losung zeigte, daB
das mit der H2-Resonanz zusammenfallende Signal bei 8 ppm der NH-Gruppe der Peptid-
Bindung zuzuordnen ist.

Da dieses Proton in der Modell-Losung bei pH > 7 nicht sichtbar ist, muf} die Austauschra-
te in vivo herabgesetzt sein. Eine mogliche Ursache hierfiir konnte die Ausbildung einer
Wasserstoff-Briickenbindung mit einem Makromolekiil sein. Dies héitte wiederum eine wei-
tere, sehr effektive Fixierung des Cs zur Folge, und das Molekiil wére im Vergleich zu (P)Cr
7grofirdumig” bewegungsgehemmt.

Fiir die Erkldrung des anscheinenden Signalunterschieds H2/H4 wurde in fritheren Studien
auch eine unterschiedliche 7»-Relaxation der beiden Ringprotonen in Folge der Komplex-
bildung mit Cu?* in Erwéigung gezogen [Pan88]. In der Tat ist die Rolle dieser Metall-Ionen
in vivo nicht zu vernachlissigen: Im Rahmen der physiologischen Bedeutung von Cs wurde
diskutiert, ob dieser Metabolit bei der Aufhebung einer durch Cu®*-Ionen verursachten
Blockierung der Glykolyse eine Rolle spielt [Bro79a]. Das Kation wird durch Komplex-
bildung mit Cs praktisch inaktiviert. Dabei findet eine Isomerisation des Imidazol-Rings
statt. Freies Cs liegt in der N3-H-Form vor (Abb. 10.8(a)). Um als Ligand fiir Metall-Tonen
aktiv zu werden, wird das andere Stickstoff-Atom protoniert, es bildet sich also das Tau-
tomer mit der N'-H-Form aus.

Der fiir physiologische Bedingungen ([Cu]>T < [Cs]) bedeutsame Komplex ist in Abb.
10.9(b) dargestellt. Cu(II) hat die Koordinationszahl 6, bildet also einen oktaedrischen
Koordinationspolyeder aus. Ein typisches Beispiel ist das [Cu(NH3)4(OHz)s]?>"-Ion (Abb.
10.9(a)). Analog bildet sich in vivo ein Komplex aus, bei dem der unprotonierte Imidazol-
Stickstoff N? an eine der vier dquatorialen Koordinationsstellen des Ions bindet. Wie die
"H-NMR-Spektren zeigten, sind nur die Protonen in der unmittelbaren Umgebung dieser
Koordinationsstellen von dem paramagnetischen Einflufl des Ions betroffen. Da der Ef-
fekt in saurer Losung verschwindet, kann man davon ausgehen, dafl die Komplexbildung
ausbleibt. Der Imidazol-Ring ist vollstdndig protoniert, und somit sind die beiden poten-
tiellen Liganden blockiert. Obwohl die Austauschrate der Protonen so hoch ist, daf} keine

a) b)
R H R
/N N1
<1 &
N H N H
H

Abb. 10.8: Tautomere des Imidazol-Rings fiir freies Cs (a) und als Ligand fiir Metall-Tonen auftretendes
Cs (b).
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Abb. 10.9: Komplexbildende Eigenschaften von Cu(II)-Ionen: Bei der Ausbildung des Koordinations-
Oktaeders des [Cu(NH3z)4(OHz)z]?-Tons treten N-Atome als Liganden in der Aquatorial-Ebene auf; die
restlichen zwei Koordinationsstellen werden durch Wasser besetzt (a). Analog kann auch das unprotonierte
N®-Atom des Imidazol-Rings im Cs einer der Liganden sein (b) (Darstellung in Anlehnung an Abb. 1 in
[Bro79a)).

zusétzliche Resonanz im Spektrum erscheint, 148t sich die vollstdndige Protonierung also
indirekt iiber das Verhalten in Gegenwart von Cu?t-Ionen nachweisen.

Da das Spektrum der His-Modell-Lésung bei Ansduerung keine weiteren Signale erkennen
148t, ist dies ein weiteres Indiz dafiir, dafl trotz der vollstdndigen Protonierung des Rings
nur H2 und H4 detektierbar sind und dafl das mit der H2-Resonanz bei 8 ppm zusammen-
fallende Signal nicht vom Ring kommen kann. Der Nachweis, dafl es sich um das Dublett
des Protons an der Peptid-Bindung handelt, wird dadurch bekraftigt.

10.4 Bestimmung der residualen Kopplungsstarken

Grundlage fiir die Quantifizierung aller residualen Kopplungsstéirken ist die Bestimmung
der Faserorientierung aus der Linienaufspaltung des (P)Cr2-Dubletts. Aufgrund der hohen
Qualitéat der Spektren konnten die Positionen beider Resonanzen mit hoher Genauigkeit
(0(Av) = 0,7Hz) bestimmt werden. Einziges Problem war die in Studie #4 sichtbare
Linienaufspaltung, die iiber dem maximalen theoretischen Wert liegt, den die Daten aus
[Kre94] zulassen. Leider wurde damals kein Fehler fiir die Kopplungskonstante angegeben;
aber alleine §(Av) reicht schon fast aus, damit der Datenpunkt innerhalb seiner Varianz
0 = 0 zugeordnet werden kann. Auflerdem sind interindividuelle Schwankungen der Kopp-
lungsstérke nicht auszuschlieflen.

Die Form der Winkelabhéngigkeit bewirkt, daf kleine Werte von 6 mit relativ grofien Feh-
lern behaftet sind. Ab ca. 20° sind die Werte bis zum magischen Winkel alle ungeféihr gleich
fehlerbehaftet. In diesem Bereich wéren also prinzipiell genauere Messungen moglich, aber
stattdessen besteht das Problem, daf3 der Proband die Wade nicht lange genug verdreht
halten kann (abgesehen davon wird auch der Shim schlechter).

Die Bestimmung von SDj des (P)Cr2-Dubletts aus der Phasenmodulation liefert einen
etwas hoheren Wert als die konventionelle, in [Kre94] angewandte Methode. Gleich zu Be-
ginn fillt auf, dal A groBer als die sichtbare Linienaufspaltung ist. Die Phasenmodulation
hat bei TE = 36 ms sicher bereits Einflufy auf den Verlauf des Dubletts, aber man wiirde
das Gegenteil erwarten: Dadurch, dafi das Dublett wihrend der Modulation zunéchst in
der Mitte "nach unten gezogen” wird, miifite eigentlich Avgys grofler als der wahre Wert
der Kopplung erscheinen, der sich direkt in A widerspiegelt. Eine Erklérung kann hierfiir
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nicht gegeben werden. Der lineare Verlauf nach Gl. (5.13) ist aber eindeutig zu erkennen
und liefert eine Kopplungsstérke, die qualitativ mit den Werten aus anderen Bestimmun-
gen {ibereinstimmt.

Fiir die residualen Kopplungsstérken der Spin-Systeme von Tau und das des (P)Cr-Methyl-
Rotors 148t die Auswertung der Mefiwerte mit (3.21) bzw. (3.29) qualitativ die Aussage zu,
daf die Orientierungen 6 und n mit der Faserorientierung tibereinstimmen. Gleiches wurde
auch fiir Lactat berichtet [Asl99]. Die Korrelationskoeffizienten fiir die Anpassung der Mef3-
werte des (P)Cr3-Tripletts und des Tau-Dubletts sind vergleichbar. Dies ist ein Anzeichen
dafiir, daf} die Abschitzung der Dublett-Mitte aus dem Minimum links neben der Cho-
Resonanz eine vergleichbare Qualitit hat wie die Bestimmung der Triplett-Aufspaltung,
die direkt aus den Position der aufgelosten Resonanzen (P)Cr3 und X4 moglich ist. Die
Methode scheint also ausreichend zu sein, um alle Signalgruppen in diesem Bereich richtig
zu charakterisieren.

Die unerwartet starke residuale dipolare Kopplung der Ringprotonen im Cs 148t zusammen
mit den bereits beobachtbaren Asymmetrien eine Klassifizierung als AM-System zu. Die
Bestimmung von SDg aus den Linienaufspaltungen war unter allen Messungen die mit der
hochsten Genauigkeit. Der hohe Korrelationskoeffizient von R? = 0,93 fiir die Anpasssung
der Daten an Gl. (3.22) deutet sehr stark darauf hin, daf§ auch die Vorzugsrichtung der
Kernverbindungslinie H2—H4 im Mittel streng mit der Faserrichtung korreliert. Bei der
Auswertung der beobachteten Asymmetrien in den Linienpositionen zur alternativen Be-
stimmung von SDg wurde klar, dafy diese Methode wesentlich fehlerbehafteter ist. Zwar
konnte der Wert von ca. 18 Hz qualitativ bestétigt werden, aber aufgrund der in die Be-
stimmung eingehende tan-Funktion ist der Fehler von Sk/h verhéltnisméfBig grof.

Die aus den Kopplungsstiarken ermittelten Ordnungsparameter S der verschiedenen Spin-
Systeme decken einen Bereich von mehr als zwei GroBlenordnungen ab und lassen damit
zumindest qualitative Aussagen iiber signifikante Unterschiede in der Molekulardynamik
zu. Mogliche Prozesse, die dabei eine Rolle spielen, sollen nun diskutiert werden.

10.5 Phospholipide als moglicher Schliissel zum Verstandnis der Mole-
kulardynamik in vivo

Die unterschiedliche Auspriagung der residualen dipolaren Kopplungen deckt starke Un-
terschiede in der Molekulardynamik der hier untersuchten Metaboliten in vivo auf. Dabei
spielen zwei Effekte zusammen, die nur in der Summe das sonst {ibliche Kollabieren der
Multipletts unterbinden: die Bewegungseinschrinkung der Molekiile und die Anisotropie
des umgebenden Gewebes, also sozusagen die "Matrix”, in die die Spin-Systeme eingebet-
tet sind.

Das Auftreten der Kopplung in Form einer Linienaufspaltung ist per se ein Anhalts-
punkt fiir eine deutliche Einschriankung in der Beweglichkeit der Molekiile. Im Rahmen
der biochemischen Eigenschaften der Metaboliten wurde gezeigt, dafl es verschiedene An-
haltspunkte fiir eine zumindest zeitweise Fixierung der Molekiile in vivo gibt. In Frage
kommen hier einerseits enzymatische Bindungen wie etwa an ATP- oder Citrat-Synthase
bzw. Aconitase, andererseits konnen Wechselwirkungen mit der dufleren Zellmembran,
den Membranen der subzelluldren Elemente oder Interaktionen mit den Actin-/Myosin-
Filamenten stattfinden. Diese Mechanismen reichen jedoch ohne eine ausgepréigte Vorzugs-
Orientierung der fixierenden Einheit nicht aus, um im daran befindlichen Molekiil direkte
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Spin-Spin-Kopplungen zu beobachten.

So ist z. B. fiir die Prostata die Detektion einer direkten Spin-Spin-Kopplung innerhalb
grofler Voxel nicht zu erwarten, weil dieses Gewebe in sich keine deutliche Vorzugsrich-
tung wie etwa die Skelett-Muskulatur aufweist (hier konnte hochstens eine Verkleinerung
des Voxels an Hochfeld-Tomographen kldren, ob in der zum Grofiteil aus Muskelgewebe
bestehenden Prostata zumindest iiber kleine Bereich solche Effekte zu beobachten sind).
Selbst wenn es zu einer effektiven Fixierung des Metaboliten kommen wiirde, ist nicht
zwangslaufig davon auszugehen, dafl die Molekiile alle annéhernd gleich ausgerichtet sind.
Fiir Cit sind daher nur die Effekte einer starken J-Kopplung zu beobachten.

Die Effektivitdt enzymatischer Bindungen mufl im Rahmen der direkten Spin-Spin-Kopp-
lungen aber generell als zu gering eingestuft werden, denn im Vergleich zur Auslese-Zeit
eines NMR-Experiments ist der Umsatz des Enzyms zu hoch, und die Fixierung dauert
nicht lange genug an. Auflerdem ist selbst fiir den Muskel anzuzweifeln, ob alle Enzyme
rdumlich dhnlich orientiert sind. Nur eine grofiriumige Struktur, die in direktem Zusam-
menhang zur Vorzugsrichtung der Muskelfasern steht, sollte diesen Effekt haben. So ist
verstiandlich, dafy die ATP-Synthase zu keiner Fixierung des ATP fiihrt, die eine zusétzli-
che, winkelabhéngige Linienaufspaltung zur Folge hat.

10.5.1 Substruktur der Muskelzelle, Eigenschaften von Membranen

In der Struktur von Muskelzellen lassen sich mehrere Elemente finden, die fiir eine Fixie-
rung von Metaboliten in Frage kommen. Abb. 10.10 zeigt den schematischen Aufbau, der
verschiedene, streng orientierte Unterstrukturen erkennen 1aft.

Die Zelle ist von einer Membran, dem Sarkolemma, umgeben, die wie bei anderen Zel-
len auch aus einer Phospholipiddoppelschicht besteht. Auflerdem ist ein ausgeprigtes
Longitudinal- und Transversalsystem zu erkennen. Letzteres ist ein Rohrensystem (T-
System genannt), das sich durch unzéhlige Einstiilpungen des Sarkolemmas in den Zellin-
nenraum ergibt. Parallel zu den Sarkomeren und deren Unterstruktur aus Actin-/Myosin-
Filamenten erstreckt sich zwischen den transversalen Tubuli das Longitudinalsystem der
sarkoplasmatischen Retikula (SR). Es dient u.a. als Speicher fiir die zur Aktivierung der
Kontraktion benotigten Ca’*t-Ionen, die iiber die terminalen Zisternen (am T-System an-
liegend) ausgeschiittet werden.

Parallel zu den Fasern orientiert befinden sich noch weitere Organellen wie z. B. Mitochon-

transversale Tubuli

‘ ‘ Zellmembran
SR mit ) o
Terminalzisternen Stetres I Ntatiees

— Sarkomer —

Abb. 10.10: Schematische Darstellung der Substruktur einer Muskelzelle. Die aus den kontraktilen
Filamenten (Actin: blau; Myosin: rot) gebildeten Sarkomere erstrecken sich ldngs zur Faserrichtung.
Einstiilpungen der Zellmembran bilden ein System transversaler Tubuli; dazwischen erstreckt sich ein Lon-
gitudinalsystem aus sarkoplasmatischen Retikula, die iiber ihre terminalen Zisternen Ca(II)-Ionen (rot)
ausschiitten kénnen.
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Abb. 10.11: Struktur von Phosphatidylcholin (a) und Cholesterol (b). Im unpolaren Schwanz des Li-
pids ist meist eine ungesittigte Fettsdure enthalten. Sie fithrt zu einer abgewinkelten Konformation der
Kohlenwasserstoff-Kette. Cholesterol besteht ebenfalls aus einem unpolaren Anteil und einem hydrophilen
Kopf.

drien und Lipid-Einlagerungen im Cytosol. SR und Mitochondrien sind ebenfalls von einer
Membran umgeben. Besonders erstere sind neben dem Sarkolemma aufgrund ihrer streng
an den Faserverlauf gebundenen Struktur ein interesanter Kandidat fiir die Immobilisie-
rung der hier untersuchten Metaboliten.

Die Konformation der Lipiddoppelschichten wird einerseits durch die Art der unpolaren
Fettsduren und andererseits durch elektrostatische Eigenschaften der hydrophilen Koépfe
bestimmt. Ketten aus geséttigten Kohlenwasserstoffen haben eine lineare Struktur und bil-
den aufgrund der Tatsache, dafi sie dicht gepackt werden koénnen, ein recht festes Ensemble.
In Zellmembranen ist jedoch von den beiden unpolaren Kohlenwasserstoff-Ketten meistens
eine ungeséttigt (Abb. 10.11(a)). Eine cis-Doppelbindung fiihrt zu einer geknickten Struk-
tur und damit zu einer weniger dicht gepackten Membran. Reine Doppelschichten haben
deshalb die Eigenschaften einer hochfliissigen Phase, in denen die Partialladungen der
Kopfe zu einer gegenseitigen Wechselwirkung fiihren. Bei Phosphatidylcholin z.B. ist der
polare Kopf mit dem P~ —N*-Dipol so gegen die Oberfliche der Membran geneigt (Abb.
10.12(a)), daB die Dipol-Achse nahezu parallel (innerhalb 30°) zur Oberfliche verldauft

Tab. 10.2: Lipid-Zusammensetzung subzellulirer Membranen der Ratten-Leber (in Massen-%, nach
[Leh82])

Membrantyp Phospholipide = Cholesterol  Glycolipide Cholesterol-Ester

Plasma, 57 15 6 22
Golgi 57 9 0 34
ER 85 5 0 10
Mitochondrien 92 0 0 8
Kern 85 5 0 10
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Abb. 10.12: Konformation von Phospholipiden mit ungesittigten Fettsduren. (a) Die durch cis-
Doppelbindungen verursachten Knicke in einem Teil der Kohlenwasserstoffketten fithren zu einer unge-
ordneten Packung im unpolaren Kern der Doppelschicht (hier nur obere Hélfte dargestellt). Gleichzeitig
kommt es zu einer intermolekularen Wechselwirkung der Phosphorylcholin-Einheiten. (b) Einlagerung von
Cholesterol fithrt zu einer reduzierten Membranfluiditit und zu einem Trennen der polaren Kopfe.

[See87]. Die dadurch erméglichte Anlagerung der positiven Partialladung des Stickstoffs
an die negative Partialladung der Phosphatgruppe stabilisiert die Membran.

In vivo wird die Membranfluiditét iiber das Steroid Cholesterol (Abb. 10.11(b)) gesteu-
ert. Es kommt in relativ grofen Mengen in der &ufleren Zellmembran vor (s. Tab. 10.2)
und lagert sich mit seiner polaren Hydroxyl-Gruppe iiber eine Wasserstoffbriicke an das
Carbonyl-Sauerstoffatom des Phospholipids an. Wie Abb. 10.12(b) zeigt, befinden sich die
steife Ring-Struktur und der Kohlenwasserstoffschwanz dabei im unpolaren Kern der Dop-
pelschicht, so dafl das Molekiil mit seiner langen Achse senkrecht zur Membranoberfliche
orientiert ist. Dadurch werden groflere Bewegungen der Ketten sterisch gehemmt. Gleich-
zeitig wird die intermolekulare Wechselwirkung zwischen Phosphat und MesN™-Gruppen
geschwiicht (mefibar durch einen verminderten 3'P-'H-NOE, [Yea77]), und es entstehen
vergroflerte Zwischenrdume, die zu einer erhéhten Beweglichkeit der Phosphorylcholin-
Gruppen fiihren.

Dabei kommt es einerseits zu einer erhdhten Hydratation der polaren Kopfe [Yea77], aber
zusétzlich besteht auch die Moglichkeit zur Anlagerung anderer geladener oder polarisier-
ter Teilchen.

10.5.2 Interaktion von Taurin und Phospholipiden als Ausgangspunkt

FEine konkretere Vorstellung iiber die Ursache der dipolaren Kopplungen im Tau-Molekiil
liefern die hier gewonnenen Erkenntnisse in Zusammenhang mit den biochemischen Ei-
genschaften dieses Metaboliten. Die orientierungsabhéngige Aufspaltung des Tau-Signals
zeigt (wie bei den anderen Metaboliten) fiir parallel zum Feld ausgerichtete Fasern ein
Maximum und li8t von der Qualitit der Anpassung der (3 cos? @ — 1)-Funktion her einen
Kollaps des Dubletts fiir § =~ 55° durchaus plausibel erscheinen. Somit ist eine Euler-
Transformation vernachléssigbar, und die CHo-Gruppen miissen im Mittel so orientiert
sein, dafl die Verbindungsachse der Protonen parallel zur Faserrichtung verlduft.

Die Vermutung, dafl Tau mit der Zellmembran interagiert, indem es stabilisierend an diese
bindet [Bre01], wiirde eine passende Erkldrung dafiir liefern. Die hydrophilen Képfe der
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Abb. 10.13: Darstellung der Phospholipide, die auf Wechselwirkungen mit Tau untersucht wurden. Das
Zwitterion bindet ionisch an den polaren Kopf der Lipide, der iiber eine Glycerol-Briicke mit den unpolaren
Fettsdure-Ketten verbunden ist. Die Stérke der Bindung von Tau héngt von der positiven Partialladung
am Kopf ab und ist daher bei Phosphatidylcholin am gréften; Phosphatidylinositol kann dagegen kein Tau
binden [Seb86].

Phosholipiddoppelschicht haben ein elektrisches Dipolmoment, das (je nach Cholesterol-
Gehalt mehr oder weniger schrig) in die Membran hineinzeigt. In diesem Zusammenhang
sind Untersuchungen iiber die Bindung von Tau an die polaren Képfe der Lipide interessant
[Seb86]. SEBRING et al. stellten fest, dal Tau unterschiedlich stark an die verschiedenen in
Membranen vorkommenden Strukturen bindet. Die untersuchten Molekiile sind in Abb.
10.13 dargestellt. Tau hat im Vergleich zu anderen Molekiilen die seltene Eigenschaft,
dafl seine basische Gruppe durch eine extrem saure Sulfonat-Gruppe (pKg = 1,5; Abb.
10.14(a)) kompensiert wird. Substitution dieses Anteils durch eine Corboxyl-Gruppe er-
gibt (-Alanin, das einen hoheren pKg-Wert hat und nicht die bindenden Eigenschaften

a) b)
i i
pK, =874 pK.=1,5 pK, =6,9 pK, =3,6
+/CH2\ /S\SO_ +/CH2\ /C\ i
H3N CH2 o) H3N CH2 0]
Taurin B-Alanin

Abb. 10.14: Vergleich von Tau (a) und und seinem Carboxyl-Analogon 3-Alanin (b). Fiir die Wechsel-
wirkung mit den Phospholipid-Képfen ist der pKs-Wert von Bedeutung.
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mit der Membran zeigt.

Die Stdrke der Bindung hingt eindeutig von den basischen FEigenschaften des Lipid-
Stickstoffs ab. Diese sind bei Phosphatidylcholin durch die angrenzenden Methyl-Gruppen
am stirksten ausgeprégt und fithren somit bei Vesikeln dieses Phospholipids zur stérksten
Bindung von Tau. Die Amino-Gruppe des Phosphatidylethanolamins ist eine schwache
Base (pKp = 9,5) und bindet Tau schwiicher. Bei Phosphatidylserin (pKp = 9,15) ver-
ringert die angrenzende Carboxyl-Gruppe (pKg = 2,25) den Effekt noch einmal etwas.
Im Phosphatidyinositol ist die Phosphat-Gruppe direkt an den Zucker gebunden, so dafl
keine positive Ladung vorhanden ist, an die die Sulfonat-Gruppe binden kénnte.

Neben der offensichtlich wichtigen Bedeutung dieser Gruppe fillt auch die starke struktu-
relle Ahnlichkeit zwischen Tau und den Kopfen auf, die (aus sterischen Griinden) ebenfalls
eine wichtige Rolle spielen kénnte. Das Dipolmoment des Zwitterions kénnte sich antipar-
allel zu dem der Kopfe ausrichten und damit die Membran stabilisieren. Hierfiir wurden
in [Seb86] ebenfalls Hinweise gefunden:

Eine ionische Wechselwirkung des Tau mit dem Stickstoff neutralisiert teilweise die positi-
ve Netto-Ladung des Lipids. Dies hitte wiederum eine Verstdrkung der negativen Netto-
Ladung im Bereich der Phosphoryl-Gruppe zur Folge. Damit wird jedes positiv geladene
Teilchen vom Lipid-Phosphat angezogen. SEBRING et al. erklédrten hiermit zunichst die
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Abb. 10.15: Modell einer moglichen Anlagerung von Tau an die Zellmembran am Beispiel der Wechsel-
wirkung mit Phosphatidylcholin. Nach [Seb86] lagert sich zunéchst ein Molekiil mit der Sulfonat-Gruppe
an die TMA-Gruppe an. Ein zweites Molekiil kann sich mit der NHz -Gruppe ans Phosphat anlagern; dabei
konnte sich auch die zweite Sulfonat-Gruppe zum terminalen Stickstoff ausrichten. Sollte das Molekiil auf-
grund elektrostatischer Krifte an beiden Enden fixiert sein, wére auch die Rotation der Methylen-Gruppen
um die Einfachbindungen eingeschrankt. Dann kénnte die Verbindungslinie der Protonen jeder Methylen-
Gruppe (stehen hintereinander in dieser Darstellung) weitgehend parallel zur Faserrichtung laufen.
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Abb. 10.16: Abstéinde der Protonen in trans- und cis-Stellung in den benachbarten Methylen-Gruppen
des Tau.

durch Tau gesteigerte Bindung von Ca?T an das Sarkolemma von Herz-Muskelzellen; sie
erwihnten aber auch, dafl jedes Molekiil mit ausreichender positiver Ladung an diese
Stelle binden konnte, wenn sie nicht durch Ca(II)-Ionen blockiert ist. In Abwesenheit
von Kationen werden nidmlich zwei Tau-Molekiile pro Phospholipid gebunden [Seb86]. In
diesem Zusammenhang wurde folgender Prozefl diskutiert: Die Bindung eines ersten Tau-
Molekiils mittels der Sulfonat-Gruppe an die Membran-Oberfliche konnte die Lokalisation
eines zweiten Tau-Molekiils zwischen den Lipid-Kopfen nach sich ziehen. Abgesehen von
der Argumentation iiber die antiparallelen Dipol-Momente wére dieses Molekiil vermut-
lich auch aus sterischen Griinden mit der Langsachse parallel zur Oberflichennormale der
Membran orientiert. Diese Situation ist in Abb. 10.15 dargestellt.

Um die Léngsachse wire eine Rotation moglich, aber die Spektren implizieren eine solche
Orientierung, bei der die Kernverbindungsachse zwischen den Protonen der CHo-Gruppen
im Mittel noch eine leichte Vorzugsrichtung parallel zur Hauptachse der Zellen (und da-
mit zur Faserrichtung) hat. Der geringe Ordnungsparameter (kleiner als fiir das (P)Cr2-
Dublett) deutet auf eine hohe Beweglichkeit hin. Es konnte jedoch sein, daf} die elek-
trostatischen Kréfte die beiden geladenen terminalen Gruppen in ihrer Dynamik so weit
einschrinken, dafl keine freie Rotation der CHa-Gruppen mehr um die Einfachbindungen
erfolgen kann und somit ein wichtiger Freiheitsgrad blockiert wére.

Die auftretenden Bewegungen scheinen eine Kopplung zwischen den benachbarten CHa-
Gruppen zu unterbinden. Von den Atomabsténden her (0,25nm bzw. 0,31nm, s. Abb.
10.16) wiire eine residuale Wechselwirkung durchaus vorstellbar, so dal man kein dipola-
res AoZo-, sondern ein AoMs oder zumindest ein A3 Xs-System erwarten wiirde.

Es ist aber auch moglich, daf sich die Unterstruktur des Spektrums in vivo nicht auflésen
148¢t, denn fiir die Inter-Methylen-Wechselwirkung ist der internukleare Abstand minde-
stens um den Faktor 1,4 grofler als innerhalb der einzelnen Gruppen; demnach ist ei-
ne solche Kopplung (1,4)® ~ 2,7mal geringer. Die entspricht nur noch einer Stirke von
Sk/h ~ 1,6 Hz. Allerdings konnte auch bei Studien an Ratten eine weitere Unterstruktur
der Tau-Multipletts nicht eindeutig aufgelost werden [Zan00]. Auerdem stimmt dies mit
den Beobachtungen an zwei benachbarten CHo-Gruppen in 1,2-Dichlorethan iiberein, bei
dem die Wechselwirkung zwischen den Gruppen ebenfalls nur einen geringen Anteil liefert
(s. Kap. 3.6.1).

10.5.3 Ubertragung des Modells auf Kreatin

Im Falle des (P)Cr liegen bislang keine konkreten Anhaltspunkte fiir die Lokalisation der
weitgehend immobilisierten Molekiile vor. Nachdem andere (Makro-)Molekiile als Ursache
fiir die Signale ausgeschlossen werden konnten [Kre97], wurden in fritheren Arbeiten noch
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zwel Erkldrungsmodelle fiir die Immobilisation diskutiert [Boe99]:

e ein Einschlufl der Molekiile in ldngliche Strukturen wie die Actin-/Myosin-Filamente,
das SR oder die Mitochondrien,

e Bindung an Makromolekiile, die ihrerseits in den Zellen einen hohen Grad an Ord-
nung besitzen.

Fiir das letzte Modell wurde zunéchst die Kreatin-Kinase (CK) favorisiert, aber mit Ex-
perimenten an transgenen M#usen wurde diese Idee widerlegt [Zan00]. Daher scheint die
erste Theorie der beste Ansatzpunkt zu sein, denn da die meisten Metaboliten von Be-
wegungseinschrinkung betroffen sind, ist eine allgemeine Erkldrung wahrscheinlicher als
eine spezifische Bindung an bestimmte Enzyme.

Untersuchungen zur Diffusions-Anisotropie von (P)Cr haben gezeigt, dafl die starke Re-
striktion in Transversalrichtung der Zelle nicht auf die Filamente zuriickgefithrt werden
kann [Kin99]. Es kommt nur eine grofiere Struktur wie das SR oder die Mitochondrien
in Frage (die duBere Zellmembran [Sarkolemma] ist schon wieder zu groBréumig). Beide
Elemente sind wie die Zelle von einer Phospholipid-Membran umschlossen, die fiir das
geladene (P)Cr undurchléssig ist. Daher kénnte man vermuten, dafl auch diese Molekiile
sich zwischen den polaren Képfen ansiedeln. PCr besitzt zwei terminale negative Ladun-
gen und eine positive Ladung an der NHy-Gruppe. Letztere konnte sich wie ein Kation

Faserrichtung

)

|

Jm
&P
»

4
5

T

N
¥
29!

"
M

Abb. 10.17: Modell einer moglichen Anlagerung von PCr an die Zellmembran am Beispiel der Wechsel-
wirkung mit Phosphatidylcholin. Die positiv geladene NH2-Gruppe kénnte sich an das Phosphat des Lipids
anlagern. Inwieweit das Phosphat des PCr in Wechselwirkungen mit dem positiv geladenen Lipid-Kopf ein-
bezogen ist, ist unklar. Die ermittelte Struktur des PCr-Molekiils (Abb. 10.18) wiirde es erméglichen, dafl
sich sowohl 77s der Methylen-Gruppe als auch die N—C-Achse des Methyl-Rotors (rote Pfeile) annihernd
parallel zur Faserrichtung orientieren.
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Abb. 10.18: Strukturen von PCr ohne (a) und mit (b) der Beriicksichtigung interatomarer Kréfte (MM2-
Algorithmus). Bei der energetisch bevorzugten Form (b) sind die Achse des Methyl-Rotors und #1s der
Methylen-Gruppe (rote Pfeile) anndhernd parallel orientiert.

an die Phosphat-Gruppe des Lipids anlagern. Fiir die beiden entgegengesetzt gerichte-
ten elektrischen Dipolmomente des PCr ist die Frage, ob sich eines antiparallel zu dem
Moment der Lipide ausrichten wird. Fiir dasjenige zur Phosphorylgruppe spricht, dafl
sich bei seiner Ausrichtung die Phosphat-Gruppe nicht zum Membran-Innenraum orien-
tieren wiirde. Dieser Aspekt ist deshalb von Bedeutung, als dafl die schmale Resonanz im
3IP_NMR-Spektrum gegen eine Mobilititseinschrinkung dieser Gruppe spricht. Die um-
gekehrte Orietierung mit der Phosphat-Gruppe im tieferen Bereich der Membran ist eher
unwahrscheinlich. Abb. 10.17 zeigt die diskutierte Anordnung der Molekiile und verdeut-
licht, daf3 bei dieser Anordnung entsprechend den gemessenen Orientierungsabhéngigkeiten
sowohl die Rotationsachse des Methyl-Restes als auch internuklearer Vektor der Methylen-
Gruppe im Mittel eine bevorzugte Orientierung in Faserrichtung haben kénnten.

Cr hat dagegen nur die eine negative Ladung an der Carboxyl-Gruppe, so daf} sich dieses
Molekiil umgekehrt orientieren wiirde, wenn die Dipole entscheidend sind. Unabhingig
von der Frage, welcher Teil des Molekiils in Richtung Cytoplasma zeigt, ist es durch die
langlich Anordnung zwischen den Lipid-Koépfen moglich, dafl die CHe-Gruppe sich wie
beim Tau orientiert und eine Euler-Transformation fiir die Quantifizierung der Kopplung
zwischen den Protonen vernachléssigt werden kann.

Die durchgefithrte Anpassung von (3.29) an die Daten des Methyl-Tripletts bestétigte
qualitativ die schon vorher gemachte Beobachtung, dafl die Achse des CHs-Rotors &hn-
lich orientiert sein mufl wie der internukleare Vektor der Methhylen-Gruppe. Daf} sich
und 7 nicht grofl unterscheiden, 148t sich mit der Struktur des PCr-Molekiils erkléren. Bei
dem zunéchst mit ACD/3D dargestellten Molekiil, fiir das nur die Tetraederwinkel der
Bindungen beriicksichtigt werden, stehen die beiden Achsen fast senkrecht aufeinander
(Abb. 10.18(a)). Eine Berechnung der Struktur unter Beriicksichtigung der molekularen
Mechanik unter Chem3D® Ultra 8.0 (Quelle: [Cam]; Benutzung des MM2-Algorithmus
nach Allinger [All]) ist in Abb. 10.18(b) dargestellt. Fiir diese Struktur unterscheiden sich
die beiden Orientierungen nicht wesentlich (allerdings kann der Einflul des Wassers unter
In-vivo-Bedingungen nicht beriicksichtigt werden).

Von den isochronen Systemen ist die (P)Cr-Methylen-Gruppe diejenige mit dem gréften
Ordnungsparameter. Im Vergleich zu Tau scheint sie eine stédrkere Bewegungseinschran-
kung zu erfahren. Dies kénnte daran liegen, dafl die nach auflen gerichteten Gruppen —CHs
und —NH;r eine Bewegung der Methylen-Gruppe um die Einfachbindungen C—CHs—N
erschweren. Simulationen der Molekulardynamik mit Chem3D Ultra zeigen auch, daf} die
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N—C-Achse des Methylen-Rotors eine recht grofle Beweglichkeit hat und daher S fiir die-
ses Spin-System am kleinsten ist.

Es fallt auf, dafl im Gegensatz zum Cs im M. gastrocnemius nur ein immobiles Komparti-
ment vorzuliegen scheint, denn als Signal der Methylen-Gruppe tritt nur ein Dublett auf;
ein von mobilen Molekiilen ohne residuale dipolare Kopplung stammendes Singulett ist
nicht zu beobachten.

Besonders bei (P)Cr bleiben viele Aspekte der Dynamik ungekldrt. So gibt es wider-
spriichliche Ergebnisse, die einerseits darauf hindeuten, dafl das Dublett bei 3,9 ppm nur
von PCr stammen kann [Kre99, Boe99], andererseits diese Hypothese aber widerlegen
[Zan00]. Auflerdem ist es fraglich, ob das Dublett nur durch PCr, das Triplett aber durch
PCr und Cr verursacht wird.

10.5.4 Anhaltspunkte fiir die Dynamik von Carnosin an Membranen

Neben den bereits erwidhnten Prozessen, die zu einer Bwegungseinschrankung von Cs-
Molekiilen fithren (Wechselwirkungen mit Albumin und Ca?*-Ionen), gibt es auch hier
Anhaltspunkte fiir eine Interaktion mit den Phospholipiden. Lange Zeit wurde vermutet,
da3 Cs nur als Puffer fiir das bei Muskelaktivitit anfallende Lactat fungiert; abgesehen
davon, dafl dies keinen Anhaltspunkt fiir eine veréinderte Mobilitit gibt, geht man inzwi-
schen davon aus, da} Cs noch weitere wichtige Funktionen hat.

Aktuelle Studien zeigen, dafl Molekiile mit aromatischen Strukturen sich ebenfalls in
Phospholipiddoppelschichten einlagern [Gae03]. Dabei konnte iiber chemische Verschie-
bungen und NOE-Experimente nachgewiesen werden, dafl die Ringstrukturen sich vor-
zugsweise auf Hohe der Glycerol-Gruppe und der oberen Acyl-Kette anlagern. Die Stérke
der Wechselwirkung (mit NOE gemessen) nimmt mit steigender Polaritdt des Molekiils
oder des Phospholipid-Kopfes zu. Es spielen also elektrostatische Anziehungen eine Rol-
le. Dabei dringen Molekiile mit kleinen elektrischen Dipolen tiefer in die Membran ein,
wihrend stark polare Molekiile von den unpolaren Ketten zum Kopf hin wandern. 2H-
NMR-Experimente mit deuterierten aromatischen Verbindungen zeigten auflerdem, daf
sich die Ringe parallel zur Oberflichennormale der Membran ausrichten.

Diese Orientierung impliziert, dafl die Ober- und Unterseite eines Rings fiir die Wech-
selwirkung mit den Phospholipiden in Frage kommen und daher die m-Elektronen eine
besondere Rolle spielen kénnten. Einerseits kann es daher zur Ausbildung von Wasserstoft-
Briickenbindungen kommen, andererseits aber auch zu der sehr viel effektiveren Kation-
m-Wechselwirkung. Diese dient in vielen Féllen als treibende Kraft fiir die Rezeptor-
Erkennung quartdrer Ammonium-, Sulfonium- und Guanidinium-Kationen [Mec96]. Fiir
diese bildet sich in Folge des negativen Ringstroms iiber dem Benzol-Ring eine Potential-
mulde aus, in der sie sich in einem gebundenen Zustand befinden kénnen. Die Form dieser
Mulde héingt besonders bei Hetero-Ringen von der jeweiligen Struktur ab.

Im Fall des Imidazol-Rings sind die elektrostatischen Bedigungen aber etwas komplizierter.
Abb. 10.19 zeigt, dal Stickstoff unterschiedliche Auswirkungen auf die Potentiale aroma-
tischer Strukturen haben kann. Die NH-Gruppen von Indol und Pyrrol bewirken eine
leichte Verschiebung der Potentialmulde von den Sticktoff-Atomen weg. Die grofirdumige
Doppelring-Struktur kann z. B. ein Na™-Ton mit 32,6 kcal/mol binden. Fiir Pyrrol ist die
Bindung etwas schwécher. Auch im Imidazol-Ring ist das Zentrum der Mulde von der
NH-Gruppe abgewendet. Hinzu kommt aber noch, dafl das freie Elektronenpaar an der
einzig nicht protonierten Stelle des Rings (N3) stark nucleophil ist und daher dort die
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Abb. 10.19: Elektrostatische Potentialoberflichen verschiedener Aromaten fiir die Bindung eines Na™-
Tons. Rot entspricht einer Bindungsenergie von mindestens -25 kcal/mol, blau einer abstoflenden Energie
von 25kcal/mol oder mehr. Auerdem sind die Bindungsenergien fiir ein Na-Ion in der Potentialmulde
durch die Wechselwirkung mit den m-Elektronen in kcal/mol angegeben (entnommen aus [Doul]).

groBte Affinitét fiir Kationen ist. Na™ kann zwar mit 21,0 kcal/mol oberhalb des Ringes
binden, befindet sich dann aber in einer instabilen Konformation und wird sich an das He-
teroatom anlagern. Die Bindungsenergie hierfiir betrégt 39,5 kcal/mol [Mec96] und stellt
damit das wirkliche Minimum der Potentialoberfliche dar. Nebenbei erklart dies auch,
warum Cu(II)-Ionen nur mit unprotonierten N-Atomen einen Komplex ausbilden; in allen
anderen Bereiche der Kante des Benzol-Rings herrscht ein repulsives Potential (in Abb.
10.19 blau dargestellt).

Das unprotonierte N-Atom kénnte sich also an die positiv geladene TMA-Gruppe anla-
gern. Durch die Freiheit der Drehung um die Einfachbindung der Kettenstruktur kénnte
die NH-Gruppe der Peptid-Bindung mit der Phosphat-Gruppe die vermutete Wasserstoft-
Briickenbindung ausbilden. Das Molekiil wire dann mehrfach in der Bewegung einge-
schrénkt.

Es ist nicht auszuschlieflen, dafl eine solche Immobilisierung der Cs-Molekiile aufler im
Sarkolemma noch in weiteren Zellmembranen auftritt. Man vermutet, daf3 Cs eine wich-
tige Rolle bei der Aktivierung der Ryanodin-Rezeptoren spielt [Rub01], welche in den
Terminalzisternen des SR lokalisiert sind und als Ca-Ionenkanal fungieren (Abb. 10.20).
Diese Art der Aktivierung wiirde fiir eine Interaktion des Cs mit dem Rezeptor selber

InsP.R
oder RyR

Cytoplasma

ER/SR-Membran

Lumen

Abb. 10.20: Transport von Ca?"-Ionen durch Inositol-1,4,5-triphosphat-Rezeptoren (InsPsR) oder
Ryanodin-Rezeptoren (RyR) aus dem Lumen des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) in das Zellinne-
re (Darstellung in Anlehnung an Abb. 1 in [Mac99]).
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oder vielleicht auch mit der Membran in seiner unmittelbaren Néhe sprechen. Studien zum
Severin-Effekt zeigten, dafl die SR-Ca-Pumpen durch Cs (und Ans) vor Lipid-Peroxidation
geschiitzt werden [Bol00]. Auf jeden Fall bestiinde iiber die longitudinale Ausrichtung der
SR ein strenger Zusammenhang mit der Faserrichtung. Da die Membran des SR jedoch
weniger Cholesterol als das Sarkolemma enthélt (Tab. 10.2) konnte dieses fixierende Sy-
stem andere dynamische Eigenschaften haben als im Fall der Wechselwirkung zwischen
Tau und dem Sarkolemma. Die Ordnungsparameter sprechen jedoch eher fiir eine recht
effektive Fixierung.

Weitere Hinweise auf eine Immobilisierung von Cs liefern Beobachtungen beziiglich einer
verlangsamten Zellalterung. Hierbei ergeben sich teilweise interessante Parallelitdten zum
biochemischen Verhalten von Tau, die sich eventuell auch auf (P)Cr tibertragen lassen.
Auf diese Aspekte soll nun genauer eingegangen werden.

10.6 Reaktivitat von Carbonyl-Gruppen bei der Glycation und Fixierung
aminohaltiger Metaboliten

Ein Prozefl der Alterung ist die sog. Glycation, die nicht-enzymatische Glycolyse von Pro-
teinen. Der Prozel wird durch Aldehyde oder Ketone (z. B. reduzierende Zucker) ausgelost
und hat im Endeffekt eine Ausbildung von Protein-Protein- und Protein-DNA-Cross-Links
zur Folge. Haupt- Angriffspunkt sind die e-Amino-Gruppen eines Lysin-Residuums der Ma-
kromolekiile [Hip98], die z. B. mit Glucose zu einer Schiffschen Base reagieren (Abb. 10.21).
Diese stellt das primére Glycations-Produkt dar, das durch intramolekulare Umordnung
in ein stabileres Amadori-Produkt (intermediéires Glycations-Produkt) umgewandelt wird.
In einer irreversiblen Folge von Reaktionen entstehen dann ”advanced glycation endpro-
ducts” (AGEs) wie z. B. FFI (2-2(Furoyl)-4(5)-(2-Furanyl)-1H-Imidazol) [Bie98].

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dafl auch die Amino-Gruppen der Phospholipi-
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Abb. 10.21: Entstehung von ” AGE”-Cross-Links in Proteinen in der Maillard-Reaktion. Zunéchst rea-
giert die Amino-Gruppe eines Proteins reversibel mit einem reduzierenden Zucker zu einer Schiffschen
Base. Intramolekulare Umordnungen fiithren zum chemisch stabileren Amadori-Produkt, das durch weitere
Umordnungen, Dehydrationen und Kondensationen irreversibel zu einem ” advanced glycation endproduct”
(AGE) umgewandelt wird. Diese Produkte kénnen zu einer Verkettung von Amino-Gruppen fiihren [Bie98].
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Abb. 10.22: Lipid-AGE-Bildung am Beispiel des Phosphatidylethanolamins und dadurch induzierte
Lipid-Oxidation mit Zerfall des Phospholipids (in [Bie98] vorgestellter Ablauf).

de von der Glycation betroffen sein kénnen. Analog zu Abb. 10.21 kann das Aldehyd mit
der Amino-Gruppe von z.B. Phosphatidylethanolamin reagieren und so wie bei Proteinen
eine Carbonylierung des Makromolekiils durchfithren. Im Unterschied zum Prozef in Abb.
10.21 kommt es aber nicht zu einer Polymerisation, sondern im Anschlufl an die AGE-
Bildung zu einer Oxidation ungesittigter Fettsduren [Bie98]. Der ProzeB, der den Zerfall
des Phospholipids zur Folge hat, ist in Abb. 10.22 dargestellt.

10.6.1 Bedeutung von Cs bei der Glycation

Es ist bekannt, dal der grofite Teil des endogenen Cs in vivo mit Proteinen assoziiert ist
[Bol00] und daher die Funktion als mobiler pH-Puffer als Haupt-Aufgabe angezweifelt wer-
den muf. Die Mechanismen der Glycation liefern hier Aufschluf} iiber die Zusammenhénge
der Immobilisierung durch Assoziation mit Makromolekiilen.

Cs hat einen protektiven Effekt fiir die Makromolekiile, der in verschiedenen Studien un-
tersucht wurde und bei dem es auf zwei verschiedene Arten wirksam ist:

e Reaktion mit der Carbonyl-Gruppe des Markromolekiils; dieser Prozel wird als Car-
nosinylierung bezeichnet [Hip00] und unterbindet die AGE-Bildung.

e Reaktion mit Aldehyden/Ketonen oder Hypochlorit, bevor diese die Amino-Gruppe
des Makromolekiils angreifen und die Carbonylierung induzieren.

Die Hypothese einer wichtigen Funktion von Cs in Zusammenhang mit der Glycation
wird dadurch untermauert, dafl das Dipeptid in glykolytischen Geweben in hoher Kon-
zentration vorkommt. Fiir die Reaktion mit den Protein-Aldehyden geht man davon aus,
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Abb. 10.23: Inhibition von AGE-Cross-Links durch Aminoguanidin. Die resultierende Triazin-Verbindung
wird {iber den Urin ausgeschieden [Bie98].

daf} die terminale Cs-Amino-Gruppe unter Abspaltung des Sauerstoffs an den Kohlenstoff
der Carbonyl-Gruppe bindet. Das ”carnosinylierte” Molekiil ist in seiner Reaktivitéit so
verdndert, dafl kein Cross-Linking mehr stattfindet. Untersuchungen iiber den Ablauf der
Reaktion liegen bislang nur in vitro vor [Hip00], aber es ist bekannt, dal AGE-Bildung in
viwo durch Aminoguanidin unterbunden wird [Bie98]. Der Mechanismus dieser Reaktion
(Abb. 10.23), bei dem das Endprodukt iiber den Urin ausgeschieden wird, 148t darauf
schlieflen, dafl Carnosinylierung auch in vivo stattfinden kénnte. Als mogliche Kandidaten
fiir geordnete Proteine, die mittels dieser Reaktion Cs immobilisieren, kommen natiirlich
die Actin-/Myosin-Filamente in Frage. Aber auch das in [Hip00] vorgeschlagene Modell

‘Interaktion
mit Cholesterol?

Abb. 10.24: Struktur eines carnosinylierten Lipids (a). Das rdumliche Modell (b) wiirde die Méglichkeit
einer Wasserstoff-Briicke an der Peptid-Bindung (s. Pfeil) bestétigen und die hier gemessene Resonanz bei
8 ppm in vivo erkliren. Der Ring kénnte auBerdem iiber das N3-Atom fixiert sein, beispielsweise iiber eine
Wiasserstoff-Briicke mit der Hydroxyl-Gruppe des Cholesterols.
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Carnosin Histidin Lysin

Abb. 10.25: Struktur von Cs im Vergleich zu den Amisosduren Lys und His, den beiden bevorzugten
Residuen bei Carbonylierung von Proteinen: jedes Molekiil enthélt eine Amino-Gruppe mit proximaler
Carboxyl-Gruppe.

eines carnosinylierten Lipids ist interessant. Abb. 10.24 verdeutlicht, dafl eine solche Kon-
formation durchaus in Ubereinstimmung mit der im vorigen Abschnitt erwihnten Lokali-
sation aromatischer Strukturen auf Hohe der Glycerol-Briicke und der oberen Acyl-Kette
und der in dieser Arbeit vermuteten Ausbildung einer Wasserstoff-Briickenbindung an der
NH-Gruppe der Peptid-Bindung steht. Eine Fixierung des Rings kénnte noch iiber das
stark nucleophile, unprotonierte N3-Atom stattfinden (z.B. mit der Hydroxyl-Gruppe des
Cholesterols). Diese Kombination aus verschiedenen Wechselwirkungen inklusive kovalen-
ter Bindungen konnte eine sehr effektive Immobilisierung des Molekiils verursachen und
stiinde daher in Ubereinstimmung mit den aus den NMR-Spektren gewonnenen Kenntnis-
sen.

Die zweite Art der Protektion hat einen préaventiven Charakter. Einerseits kann es auf-
grund der strukturellen Ahnlichkeiten zwischen Cs, His und Lysin sein, daf Cs anstelle
dieser beiden Aminosdure-Residuen eines Proteins von den reaktiven Stoffen an der NH-
Gruppe der Peptid-Bindung carbonyliert wird [Hip98]. Alle drei Molekiile besitzen ndmlich
eine Amino-Gruppe mit proximaler Carboxyl-Gruppe (Abb. 10.25). Hinzu kommt, dafl
ein Imidazol-Ring, der sich in rdumlicher Ndhe zu dem Reaktionszentrum befindet, die
Amadori-Umordnung katalysiert [Shi91] — eine Voraussetzung, die also auch bei Cs gege-
ben ist. Es konnte aber auch sein, dafl die Reaktion wie bei Phosphatidylethanolamin in
Abb. 10.22 an der terminalen Amino-Gruppe ablauft. Diese ist auch im Zusammenhang
mit der beobachteten Funktion als Hypochlorit-Radikalquencher [Hip98] interessant, denn
analog zu Tau koénnte sich hierdurch ein Chloramin-Derivat bilden.

Im Rahmen der Carnosinylierung sollte noch kurz auf das sog. Carnosinase-Paradoxon
eingegangen werden. Dieses Enzym ermdoglicht die Spaltung des Dipeptids in His und Ala.
Da Cs eine der schwéchsten toxischen Verbindungen ist, stellt die hohe Konzentration des
Enzyms (intrazelluléir und im Serum) ein bisher ungeldstes Rétsel dar. Es wurde daher
spekuliert, ob das Molekiil, das bei der Reaktion mit Carbonyl-Gruppen in vivo eine Rolle
spielt, nicht His ist [Hip00]. Dabei wurde auch das Argument angefiihrt, dafl eine Ver-
bindung aus Formaldehyd und His im Urin nachweisbar ist. Aufgrund der Toxizitdt von
His ware es demnach denkbar, dafl Cs nur als Speicherform auftritt und iiber Carnosi-
nase an den bendtigten Stellen freigesetzt wird, um eine Anlagerung von His an Protein-
Carbonyl-Gruppen zu bewirken. Angeborene Insuffizienz des Enzyms fiihrt zu mentaler
Retardierung, was auch auf die Notwendigkeit einer Freisetzung der beiden Peptid-H#lften
hindeutet [Hip00].

10.6.2 Erweiterung des Modells auf andere Metaboliten

Zwischen Cs und Tau gibt es strukturell die Gemeinsamkeit des Ethylamin-Restes, aber
auch Gemeinsamkeiten bei der Eigenschaft als Hypochlorit-Radikalquencher sind auffillig.
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Abb. 10.26: Denkbare Umwandlungen carbonylierter Makromolekiile: (a) Endstadium der bereits un-
tersuchten Carnosinylierung [Hip00]. (b) Die Anlagerung nur des His-Residuums kénnte ein Hinweis zum
Verstandnis des Carnosinase-Paradoxons sein. Aufgrund der Analogien zu Cs bzw. Aminoguanidin kénn-
ten auch Tau (c¢) bzw. Cr (d) iiber ihre terminalen Amino-Gruppen die vollstindige Maillard-Reaktion
verhindern.

Es kann also spekuliert werden, ob ein der Canosinylierung analoger Mechanismus nicht
auch mit Tau mdglich ist.

Ob Tau auler mit HOCI dhnlich wie Cs auch noch mit Ketonen und Aldehyden reagiert,
um eine Carbonylierung von vornherein zu unterbinden, ist wegen des fehlenden katalysie-
renden Imidazol-Rings fraglich. Makromolekiile, die aber bereits zu einem intermedidren
Glycations-Produkt umgewandelt wurden, kénnten jedoch auch mit Tau an der Carbonyl-
Gruppe reagieren und so das Fortschreiten der Maillard-Reaktion verhindern.

Ebenso sollte in Betracht gezogen werden, ob nicht auch Cr mit seiner Amino-Gruppe
eine #hnliche Reaktion ausldsen kénnte, denn die strukturelle Ahnlichkeit zu Aminogua-
nidin kénnte ein Hinweis dafiir sein, dafl die Carbonyl-Gruppen von Makromolekiilen im
frithen Stadium der Glycation allgemein mit Amino-Gruppen reagieren (s. auch diskutier-
te Reaktion mit His als Alternative zur Carnosinylierung). Abb. 10.26 zeigt die moglichen
Produkte dieser Reaktionen. Die Beweglichkeit der so an einem Makromolekiil fixierten
Cr- und Tau-Reste konnte innerhalb der Zwischenriume der Lipid-Kopfe hoher sein als
die des grofleren Cs-Restes. Somit wire versténdlich, dafl der Ordnungsparameter fiir das
System H2—H4 am grofiten ist.

Es liegen also mehrere Anhaltspunkte dafiir vor, dafl die verschiedenen Metaboliten nicht
nur aus sterischen Griinden und iiber elektrostatische Kréfte in ihrer Beweglichkeit ein-
geschréinkt sind, sondern es kommen auch durchaus kovalente Bindungen mit orientierten
Strukturen wie etwa den kontraktilen Filamenten oder zelluldren Membranen in Frage.






Kapitel 11

Résumé und Ausblick

Die vorliegende Arbeit zeigt, dafl bei 1,5 T die NMR-Spektren einiger gekoppelter Spin-
1/2-Systeme eine Feinstruktur aufweisen, die Abweichungen vom Paschen-Back-Effekt ver-
anschaulichen. Linienposition und -intensitdten zeigen Verdnderungen, die auf eine nicht-
verschwindende Superposition der Produkt-Eigenzustinde zuriickzufiihren sind. Fiir eine
genaue quantitative und qualitative Analyse hochaufgeloster Spektren sind diese Effekte
unbedingt zu beriicksichtigen.

Die Effekte sind gleichermaflen bei skalaren und dipolaren Kopplungen zu beobachten.
Erstere treten in vivo deutlicher auf und haben den Vorteil, daf} sie leicht in vitro unter
ghnlichen Bedingungen zu untersuchen sind. Der aus der chemischen Analytik wohlbe-
kannte Dach-Effekt, dessen Bedeutung bei der Identifikation gekoppelter Spin-Systeme
durch die Methoden der mehrdimensionalen Spektroskopie etwas gesunken ist, konnte
mit geeigneten Modell-Losungen von ATP ausfiihrlich untersucht und damit fiir hoch-
aufgeloste 3'P-NMR-Spektren der Wadenmuskulatur mit hoher Genauigkeit quantifiziert
werden. Dieses Vorwissen kann in die verbesserte Auswertung von klinisch erhobenen Da-
ten einflieflen.

Durch die Ubertragung der von Breit und Rabi entwickelten Darstellung der feldabhingi-
gen Hyperfeinstruktur war es moglich, eine allgemeine Formel fiir die dipolare Interaktion
zweier anisochroner Protonen-Spins zu bekommen und den verhiltnismiBig raschen Uber-
gang vom Zeeman- zum Paschen Back-Effekt zu demonstrieren. So konnte die Existenz
einer langreichweitigen Wechselwirkung im Cs nachgewiesen werden. Die theoretischen Be-
trachtungen zeigten die Unterschiede zwischen skalarer und dipolarer Kopplung auf und
machten insbesondere fiir die direkte Wechselwirkung klar, dafl die Drehung des Hilbert-
Unterraums Konsequenzen fiir die Klassifizierung der Systeme in schwache, starke und
pseudo-starke Kopplungen hat.

Experimente an skalar gekoppelten Systemen zeigten, dafl die Verdnderungen in den Li-
nienintensititen deutlich ausgeprigter sind und bei hohem S/N-Verhéltnis als erstes auf
Abweichungen von der X-Ndherung hinweisen. Beim dipolaren AM-System des Cs konnte
wegen der geringen Intensitét der Signale und der teilweisen Uberlagerung mit anderen Re-
sonanzen nur eine Quantifizierung der Asymmetrie in den Linienpositionen durchgefiihrt
werden. Abb. 11.1 zeigt, dafl die hier untersuchten Spin-Systeme einen weiten Bereich
an Breit-Rabi-Parametern abdecken. Von den starken Wechselwirkungen wie Cit und
Tau bis zu den schwachen Interaktionen des ATP wird deutlich, dafi bei Experimenten
an Ganzkorper-Tomographen ein unterschiedlich starker residualer Gesamt-Spin definiert
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Abb. 11.1: Darstellung der unterschiedlich starken Mischungswinkel fiir die Uberlagerung von Quan-
tenzustdnden verschiedener Spin-1/2-Systeme bei 1,5 7T (fiir dipolare Kopplungen bezieht sich z auf die
maximal mogliche Linienaufspaltung bei 6 =~ 0°).

werden kann. Beim System der Cs-Ringprotonen ist der Gesamt-Spin durch das Grund-
feld schon deutlich stérker aufgebrochen als bei den AB-Systemen Cit und Tau. Trotzdem
liegt dieses System noch dichter am Zeeman-Bereich als die 3'P-Kerne im ATP. Diese
werden wegen des bereits auftretenden Dach-Effekts als AMX-System gekennzeichnet, so
daf} sich Cs durchaus als AM-System klassifizieren 1é8t. Die pseudo-starken isochronen
Syteme nehmen eine Sonderrolle ein, da es bei ihnen immer zur maximalen Mischung der
Eigenzustdnde kommt. IThr Phéinomen der residualen dipolaren Kopplung ist daher deut-
lich von dem des Cs zu unterscheiden.

Da die quantenmechanische Feinstruktur nur beobachtet werden kann, wenn der residua-
le Gesamt-Spin noch ausreichend definiert ist, werden die hier beschriebenen Effekte bei
Hochfeld-Tomographen (By > 3T) nur noch abgeschwicht oder gar nicht mehr auftre-
ten. Die Vereinfachung der Spektren durch eine Art Entkopplung mittels des gesteigerten
Grundfeldes geht mit einem Informationsverlust einher, der u. a. die Identifikation kop-
pelnder Spins erschwert.

Experimente bei kleinen xz-Werten sind also prinzipiell aufschluflreicher, was die Unter-
suchung der Feinstruktur angeht, weisen aber aufgrund der Boltzmann-Verteilung das
Problem der geringen Spinpolarisation auf. Aktuelle Fortschritte auf dem Gebiet der p'T-
NMR geben jedoch AnlaB zu der Uberlegung, residuale dipolare Kopplungen in Bereichen
x < 1 zu untersuchen. Breit und Rabi klassifizierten bei der Hyperfeinwechselwirkung
den Bereich x < 0,1 als starke Wechselwirkung; wie die Verallgemeinerung der Breit-Rabi-
Gleichung jedoch zeigte, muf} fiir Protonen von einem deutlich kleineren Wert ausgegangen
werden, damit der steile Anstieg der Eigenwerte fiir die nicht veréinderten Eigenzustéinde
11 und 14 nicht dominant wird.

In diesem Zusammenhang ist die Methode der Niveau-Kreuzungs-Spektroskopie (level
crossing, LC) interessant, die 1959 von COLEGROVE et al. vorgeschlagen wurde, um die
atomare Feinstruktur préizise zu untersuchen [Col59]. Wird das duBlere Feld so eingestellt,
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daf} sich im Breit-Rabi-Diagramm zwei Niveaus kreuzen, so verschwindet der zugehorige
Ubergang. Wie Abb. 11.2 zeigt, kreuzen sich (von hohen Feldern kommend) zuniichst 1/
und 9. Da x mit hAw skaliert ist, muf} die benétigte Feldstérke sehr klein sein. In diesem
Bereich ist E5 noch konstant —0,5S5k, so dafl der steile Anstieg von F(z) zur Niveau-
Kreuzung bei = 1,5 - 1076 = 2AAw/Sk fiihrt. Mit SDy = 17,7Hz und Aw =~ 1 ppm fiir
Cs erhélt man fiir das benotigte externe Feld einen Wert von 0,624 ¢ T. Dies ist schwéicher
als das Erdmagnetfeld, aber die Weiterentwicklung aktuell verfiigbarer Methoden [McD02]
konnte in Zukunft die Untersuchung einer solchen Niveau-Kreuzung bei residualer dipo-
larer Kopplung mit SQUIDs mdoglich machen.

Weitere Experimente zum Nachweis der Kopplung H2-H4 sollten die Winkelabhéngigkeit
des Effekts untersuchen. Zwar wurde in dieser Arbeit durch leicht verdnderte Lagerung der
Probanden ein Bereich bis 6 ~ 30° abgedeckt und die Tendenz eines Multiplett-Kollapses
fiir & — 55° auch durch die Auswertung der Spektren aus dem M. soleus bestétigt, die
Aufnahme der gesamten Winkelabhéngigkeit wurde jedoch noch nicht durchgefiithrt. We-
gen der mit der notwendigen hohen Auflésung verkniipften langen Mefizeit von ca. 16 min
pro Spektrum ist es fiir die Probanden nicht méglich, die Wade dauerhaft gegen das Feld
verdreht zu halten. Ein verbessertes S/N eines Hochfeld-Tomographen wiire eine geeignete
Moglichkeit, um den charakteristischen (3 cos? @ — 1)-Verlauf zu messen und die Notwen-
digkeit einer Euler-Transformation zu untersuchen.

Da mit den Ringprotonen des Cs erstmalig ein anisochrones Spin-System vorliegt, konnten
auch NOE-Experimente weiterfithrende Ergebnisse liefern: selektive Sattigung der einen
Resonanz mit anschliefender Beobachtung der Signalveréinderung des anderen Signals
wiirde einen alternativen Zugang zur Kopplungsstéirke darstellen.

Mit der verallgemeinerten Breit-Rabi-Formel und den zugehorigen Asymmetrie-Parame-
tern stehen Beziehungen zur Verfiigung, um In-vivo-NMR-Spektren auf weitere anisochro-
ne Wechselwirkungen zu untersuchen. Die Quantifizierung der Kopplungskonstante mittels
der beobachteten Multiplett-Verschiebung erwies sich im Fall des Cs als weniger genau
als die Methode iiber die Linienaufspaltung; dennoch kann Ap (und unter bestimmten
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Abb. 11.2: Breit-Rabi-Diagramm dipolar gekoppelter Protonen zur Illustration der Niveau-Kreuzung fiir
sehr niedrige Felder. Bei z = 1,5 - 10® verschwindet der Ubergang 1 « 2. Die residuale Kopplungsstirke
der Imidazol-Protonen von Cs impliziert diesen Effekt bei 0,624 uT.
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Umsténden auch Ap) herangezogen werden, um Wechselwirkungen von Spins nachzuwei-
sen. Experimente an '>C wiiren ein interessantes Gebiet, um zu priifen, ob Hinweise auf
Fixierungen weiterer Untereinheiten der Molekiile vorliegen.

Die Mechanismen dieser Immobilisierung sind immer noch nicht endgiiltig aufgeklart. Vie-
le Ergebnisse sprechen fiir eine elektrostatische Wechselwirkung zwischen den Metaboli-
ten und einer ausgerichteten Struktur (in diesem Zusammenhang wurden die Protein-
Filamente favorisiert [Asl99, Asl03, El94]), aber auch chemische Prozesse mit der Aus-
bildung kovalenter Bindungen sind ein mogliches Modell. Als Kandidaten fiir die bin-
dende Struktur werden momentan die kontraktilen Filamente oder Zellmembranen disku-
tiert. Zur Klirung dieser Frage sollten zukiinftige Projekte auch die Wechselwirkung mit
Phospholipiden untersuchen, da diese fiir die NMR-Spektroskopie leicht in den benétig-
ten Mengen fiir In-vitro-Experimente zugénglich sind. Bislang liegt nur eine Studie iiber
die Immobilisierung von (P)Cr in Doppelschichten vor [Vil00]. Die Priparation isolierter
Filamente, um in wvitro eine Wechselwirkung mit Membranen auszuschliefen, diirfte nur
schwer durchfithrbar sein.

Unabhéngig von der noch ausstehenden Erkldrung der genauen Umstédnde der Moleku-
lardynamik in hochgradig strukturierten Geweben stellt sich fiir quantitative Messun-
gen erneut das Problem MR-sichtbarer und -unsichtbarer Kompartimente: Ist Cs nicht
vollstdndig immobilisiert, so sollten aliphatische Resonanzen sichtbar sein und somit bis-
lang nicht beriicksichtigte Beitréige unterhalb der (P)Cr- und Cho-Signale liefern. Wiren
die Signale der Cs-Methylen-Gruppen andererseits wirklich nicht detektierbar, so wiirde
auch wieder die Frage auftauchen, welcher Anteil dieser leichten Metaboliten iiberhaupt
detektierbar ist.
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