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Quantenmechanische Feinstruktur und molekulare Dynamik gekappelte
Spin-%-Systeme in dem-vivoNMR-Spektroskopie

In Experimenten an Modell-Lesungen und am lebenden Geweben( vivo) wurden die

Spin-%-Systeme der lerpereigenen Metaboliten Kreatin, Taurin, Citrat, Carnosin und

Adenosin-5'-triphosphat (ATP) mit *H-NMR-Spektroskopie bzw.3!P-NMR-Spektroskopie
(far ATP) an einem konventionellen Ganzkerper-MR-Tomographen bei 1,5T untersucht.
Die Systeme weisen sowohl skalare als auch residuale dip@aSpin-Spin-Kopplungen ver-
schiedener Sarken auf. Daraus resultieren unterschiedlich starke Drebingen der Eigen-
basis eines 2-Spin-Systems, die den Spektren eine charaksgische Feinstruktur in Form

veranderter Linienpositionen und -intensitaten aufpragen. Im Fall des Carnosins wurde
durch ®bertragung der Theorie der *H-Hyperfeinstruktur auf das System zweier dipo-
lar koppelnder Protonen-Spins eine verallgemeinerte BreiRabi-Gleichung hergeleitet, um
die residuale Wechselwirkung zweier Ringprotonen des Mokails nachzuweisen. Aus der
Quanti zierung der dipolaren Kopplungsstarken konnte der OrdnungsparameterS ver-

schiedener Molelgl-Untereinheiten der Metaboliten bestimmt werden. Dadurch wurden

qualitative Aussagen eber die Molekulardynamik in vivo mit einer nicht-invasiven Tech-

nik meglich. Fur ATP wurden aus der Feinstruktur die Clebsch-Gordan-Koe zi enten der
gekoppelten Spins ermittelt, um eine Verbesserung der Quanzierung hochaufgelester

31p-NMR-Spektren der menschlichen Wade zu ermglichen. Theoretische und experimen-
telle Betrachtungen zeigten, da bei einer Grundfeldinduktion von 1,5T fur alle hier un-

tersuchten Metaboliten der bergang vom Zeeman- zum Paschen-Back-E ekt noch nicht
vollstandig stattgefunden hat und quantenmechanische Korrektuen vor allem der Li-

nienintensitaten  fur hochaufgebste Spektren nicht vernachassigt werden lennen.

Quantum Mechanical Fine Structure and Molecular Dynamics of Coupled
Spin+ Systems irn vivoNMR Spectroscopy

Experiments on model solutions and living tissue {n vivo) were used to study the spin-%
systems of the endogenous metabolites creatine, taurinejtrate, carnosine and adenosine-
5'-triphosphate (ATP) by means of 'H NMR spectroscopy and®'P NMR spectroscopy (in
case of ATP). Measurements were performed on a conventionathole-body MR scanner
operating at 1.5T. The systems exhibit scalar and dipolar caiplings of di erent strength
and the resultant varying modi cations of the eigenbase of atwo-spin system induce a
characteristic ne structure in NMR spectra. As a consequerte, changes in line positions
and intensities can be observed. By transferring the theoryof the hydrogen hyper ne in-
teraction to a system of two dipolar-coupled protons, a genedlized Breit-Rabi equation
was derived in order to detect a residual interaction of two midazole ring protons of car-
nosine. The quanti cation of dipolar coupling strengths allowed to determine the order
parameter S of several molecular subgroups and, nally, yielded qualiative information
about molecular dynamicsin vivo by means of a non invasive technique. A detailed study
of the ne structure was done to derive the Clebsch-Gordan coeients of the coupled 3P
spins of ATP in order improve quanti cation of high resoluti on NMR spectra from human
calf muscle. Theoretical and experimental considerationgdemonstrate that using a eld
inductivity of 1.5T the transition from Zeeman to Paschen-Back e ect 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 rst
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
eld.

Edward M. Purcell, Nobel-Vortrag 1952

Nach der experimentellen Entdeckung der KernspinresonanfNMR) in kondensierter Ma-
terie durch die beiden unabhangigen Arbeitsgruppen vonBloch und Purcell 1946 kam
es schon bald zu weitedhrenden Ergebnissen, die Aufschlu uber die Feinstruktur der
NMR-Spektren lieferten. Die zwei Arten der Wechselwirkung von Kernen in Molekelen (di-
rekt und indirekt) machten die NMR-Spektroskopie in experimenteller Hinsicht zu einem
der grundlegenden Analyseverfahren von Mole#istrukturen und Reaktionsablaufen in der
Chemie und Biologie sowie von Kristallstrukturen in der Fesk erperphysik. Zu Beginn der
hochau esenden NMR war die Wechselwirkung von Drehimpulsen in der Qantenmecha-
nik bereits ein gebstes Problem und erlaubte eine detaillierte theoretischeAnalyse z. B.
des Wassersto -Spektrums. Die NMR-Spektroskopie an Moleklen war somit pradestiniert
fur eine prazise quantenmechanische Beschreibung und ist heute, besters aufgrund der
binaren Eigenschaften von'H-Kernen im Rahmen des Quantencomputing, Gegenstand
aktueller Forschung.

Seit 1979 wird die NMR auch in der medizinischen Diagnostik or allem in Form der MR-
Tomographie genutzt. Dareber hinaus wird seit der Verfugbarkeit von Lokalisationsme-
thoden Ende der 1980er Jahre die NMR-Spektroskopie zur nichinvasiven Untersuchung
der Sto wechselvorgange in vivo eingesetzt. Hier spielt vor allem die Detektion vontH-
Kernen eine wichtige Rolle. Hinzu kommen andere Kerne wi€'P, 3C, °F und ?Na.

Die Untersuchung der direkten Spin-Spin-Kopplung war zurachst eine Methode der Fest-
kerper-NMR und gewann anschlie end Bedeutung in der Strukturaufklarung von Ma-
kromolekelen. Fortschritte auf dem Gebiet der mehrdimensionalen NMR-Spektroskopie
ermeglichen heute die Darstellung selbst komplexer Strukture in wa riger L esung (Nobel-
Preis fur Chemie 2002). Inzwischen uckt diese Wechselwirkung auch zunehmend in das
Interesse derin-vivo-NMR, da die resultierende Feinstruktur des Spektrums einenbisher
ungenutzten Zugang zu Informationeneiber die Molekelldynamik beinhaltet. Dabei stellen
Analogien zur Hyperfeinstruktur des 'H-Spektrums eine interessante Mglichkeit zur Ana-
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lyse der Spektren dar. Obwonhl die residuale direkte Wechselirkung ebenso wie die indirek-
te Kopplung im Vergleich zur Hyperfeinstruktur ein schwacher E ekt ist, kK ennen prinzipiell
beide Interaktionen bei den gebauchlichen Feldern eines Ganz&rper-MR-Tomographen
(1,5T) als starke Kopplung mit den entsprechenden Abweichmgen vom Paschen-Back-
E ekt auftreten.

Die vorliegende Arbeit soll zumachst den theoretischen Hintergrund der Feinstruktur von
In-vivo- NMR-Spektren klaren und dann quantitative Aussagenelber die gekoppelten Spin-
Systeme und die damit verbundenen Aufschisserber die Dynamik bestimmter endogener
Metaboliten liefern. Dabei wird auch der biochemische Hinergrund miteinbezogen, um
einen Zusammenhang zwischen den Aussagen lggich der Dynamik und der Funktion
der Molekele 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
rst glance look crazy, there is no hope.

Freeman J. Dyson, 1923






Kapitel 1

Grundlagen der NMR-Spektroskopie

1.1 Atomkerne im externen Magnetfeld: Zeeman-E ekt

Alle Atomkerne mit ungerader Nukleonenanzahl besitzen eien nicht verschwindenden
Eigendrehimpuls T auch Spin genannt , mit dem ein magnetisches Moment~ ver-
bunden ist. Beide sindeber das kernspezi sche gyromagnetische Vewdtnis miteinander
verknelpft:

= (1.1)
Das Spinsystem ist durch seine Drehimpulsquantenzahl und die magnetische Spinquan-
tenzahl m gekennzeichnetth = I; | +1;::;1 1;1). Dabei gelten die aus der Quan-

tenmechanik bekannten Regeln ér den Betrag des Drehimpulses und die Go e der z-
Komponente. Die Anwendung der Operatoren auf einen Drehimplseigenzustandjl; mi
liefert:
Fjlimi = ~21(1 +1)jl;mi

(Zjl;mi = ~mjl;mi: (1.2)
Die Wechselwirkung des magnetischen Moments mit einenau eren Magnetfeld B der
Form B = (0; 0; Bp) wird quantenmechanisch durch folgenden Hamiltonoperato beschrie-
ben:

N

B,= 2 B= T B= [}Bg (1.3)

Die Eigenzus&nde von K, sind also nach (1.2) gleich den Drehimpulseigenzuahden
jl; mi. Folglich erhalt man aus der Schedingergleichung

Bzjl;mi=Enjl;mi
die EnergieeigenwerteE, der verschiedenen Zusinde. Fur das obige Feld also
Em= ~mB: (1.4)

Die durch das au ere Feld aufgehobene Entartung der Zusande bezeichnet man auch als
Zeeman-E ekt, bei dem eine Aufspaltung in 2 + 1 aquidistante Niveaus statt ndet. Die
Energiedi erenz betragt

E = -~Bog:
Wegen dieserAquidistanz wird man im Experiment nur eine Resonanzlinie keobachten.
Auf die zeitliche Entwicklung des Spins wird im nachsten Abschnitt eingegangen, wenn
eine makroskopische Probe mit einer gro en Anzahl an Kernerbetrachtet wird.
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6 Kap. 1. Grundlagen der NMR-Spektroskopie

1.2 Makroskopische Magnetisierung einer Probe

In einer makroskopischen Probe mitN unabhangigen Kernen im VolumenV werden beim
Anlegen eines konstanterau eren Feldes der oben beschriebenen Form did 21 meglichen
Energieniveaus entsprechend der Boltzmann-Statistik beget. Die Besetzungswahrschein-
lichkeit fer das Niveaum betragt demnach:

1 -
pm = e Em=kT.
P
Dabei ist Z die Zustandssumme des Systems&Z = | _ , e En“KT. Bej Raum- bzw.

Kerpertemperatur kann aufgrund ~Bg KT eine Taylor-_EntvvickIung (Hochtemperatur-
Naherung ) der Exponentialfunktionen gemacht werden:

~mB o ~mB o

0 1+ 7 _ 1+ 7

mo Py 1+ —~MBo 21 +1
m= | kT

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

X X 1+ ~MBo ~ E. X
i = i= ~ = KT = m 2.
hai= Ha MPm A +1 2 +1 kT m-
m= | m= | m= |
P .
Der Betrag der makroskopischen Magnetisierung ire-Richtung Mg = = |Z; hv;" betragt
dann 2 ( )
~I(l +1
- 2 .
Mo= N “Bp wTY (1.5)
Fur den hier zur Signalgebung ausgenutzten Spin des Wasseoskerns (I = %) betragt

das Besetzungszahlveraltnis
N 1= = @ ~Bo=kT.

N.i1=

Mit =2;68 108(Ts) %, ~=1;05 10 3*Js und k = 1;38 10 22J/K erh alt man bei
Bo=1:5T einen Wert der Gre enordnung 10 © fur den Besetzungszahlunterschied. Dies
reicht bei der gro en Teilchenanzahl aus, um ein me bares Sjnal zu erzeugen.

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

av _dX 5 _d X d,
dt —dt vV oodtv vt
Aus der Elektrodynamik ist bekannt, da auf ein magnetisches Moment M = VM ein
Drehmoment T = M B wirkt. Dieses Drehmoment ist aber auch gleich der Drehim-
pulsanderung, so da gilt:
dmr
— = M (1) B(t): (1.6)
dt
In Anwesenheit eines Feldes der FornB = (0 ; 0; Bg) bedeutet dies, da die Magnetisierung

um die z-Achse pmzediert, und zwar mit der Larmorfrequenz! | = B .



1.3 Das FID-Experiment 7

Tab. 1.1: Eigenschaften einiger NMR-detektierbarer Kerne mit Spin | = %
naterrliche relative absolute

Kern [10% rad (Ts) !] Hau gkeit [%] Sensitivit at Sensitivitat
H 2,675 99,98 1,0000 0,9998

3¢ 0,673 1,108 0,0159 0,0002

19F 2,517 100,00 0,8328 0,8328

sip 1,083 100,00 0,0664 0,0664

Fur das MR-Experiment ist die Hau gkeit des detektierten Kerns in der naterlichen Iso-
topenmischung von zentraler Bedeutung. Wassersto ist niéit nur in gro en Konzentra-
tionen im Kerper vorhanden, sondern liegt auch noch zu 99,985% als Pronium und nur
zu 0,015% als Deuterium [ = 1) vor.

Die Signalstarke hangt au erdem von der relativen Sensitivitat des Kerns ab. Von der
Empfangsspule wird eine Induktionsspannung registriert,die der zeitlichen Anderung des
sie durchsetzenden magnetischen Flusses proportional isDieser wiederum ist proportio-
nal zur prazedierenden Magnetisierung, also

U/ M
Da M mit ! | rotiert und proportional zu 2 ist, bekommt man
us 3

Das Produkt aus naterlicher Hau gkeit und relativer Sensitivit at ergibt die absolute Sensi-
tivit at, die bei gleichen molaren Konzentrationen ein vergleicendes Ma fer die erwartete
Signalstarke verschiedener Kerne ist. In Tab. 1.1 sind die Eigenscheen einiger fur die
NMR-Spektroskopie interessanter Kerne aufgelistet.

1.3 Das FID-Experiment

Das erwahnte Induktionssignal la t sich nicht durch ein statisches Grundfeld alleine erzeu

gen. Um kernmagnetische Resonanz zu beobachten, mu Enemgin Form eines HF-Feldes
B, eingestrahlt werden, auf die das Kernspin-Ensemble dann regeren kann. Dazu benutzt
man Felder der Frequenz! yg, die in der Ebene senkrecht zum GrundfeldB = (0; 0; Bg)

polarisiert sind:

cos( prt)
B1= Bl@ sin(! H[:t) A :
0

Analog zu (1.3) lautet hier der Hamiltonoperator

cos( nrt)
quF = ~Bl@ sin(! H|:t) A .
0

Eingesetzt in Gleichung (1.5) erhalt man die Bewegungsgleichung der Magnetisierung unter
dem Einu des HF-Feldes im Laborsystem. Hier ist jedoch ein Wechsel in ein mit! g
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um die z-Achse mitrotierendes Koordinatensystem x%y%z%= z) vorteilhaft, in dem sich
dann die Bewegungsgleichung wie folgt vereinfacht:

dnr o
— = MYt Be :
dt (K ) e
Be istin diesem System statisch. Im rotierenden System puzediert die Magnetisierung
naterlich mit einer anderen Winkelgeschwindigkeit um die z-Achse. Damit mu auch die
z-Komponente des nun e ektiv wirkenden Feldes modi ziert werden. Man erhalt B =
(B1;0;Bo + ! yr= ). Ist die Resonanzbedingung

'we = B o:

erfellt, so wirkt auf das magnetische Moment im rotierenden Sysem nur noch ein konstan-
tes Feld in xX%Richtung, um welche Nt dann prazediert. Je nach Dauertp des eingestrahlten
Pulses erreicht man so eine Drehung der Magnetisierung um aeWinkel

= B 1tp

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

Nach dem Ende solch einer Resonanzabsorption prediert die Magnetisierung dann wie-
der um die Richtung des konstanten GrundfeldesB,. Die transversalen Anteile induzieren
dabei eine hochfrequente Wechselspannung in einer Spuleuich Mischung mit dem ein-
gestrahlten HF-Signal la t sich die niederfrequente Modulation auf der Tragerfrequenz! o
heraus Itern. Sie wird als eigentliches Me signal dargestllt. Dabei enthalt der zeitliche
Verlauf U(t) nach Fourier-Transformation die spektrale Information.

Aufgrund der Reickkehr ins thermische Gleichgewicht zewillt die transversale Magnetisie-
rung, und man beobachtet limy;  U(t) = 0. Dieser E ekt wird als freier Induktionszerfall
bezeichnet (engl. FID). Die Prozesse dieses Zerfalls wendepater behandelt.

1.4 Die chemische Verschiebung

Bisher wurden nur freie Kernspins betrachtet. Bei molekula gebundenen Kernen ist je-
doch ein E ekt zu berucksichtigen, der auf den Ein u der Elektronenh elle zureickzufehren
ist. Dieser E ekt erzeugt erst die verschiedenen Resonanreder unterschiedlichen chemi-
schen Gruppen. Man spricht daher von der chemischen Verscbbung. Die Hellenelektro-
nen verursachen eine Abschirmung, die nach der Lenzschen & demau eren Magnetfeld
entgegenwirkt und damit ein leicht geschvachtes lokales Magnetfeld am Kern erzeugt:

Bioc = Bo+ B = Bo(1 ):

Da (diese Gme ist i. A. ein Tensor, aber darauf soll hier nicht weiter eingegangen
werden) mit der Position des Kerns im Molekel variiert, kann die chemische Verschiebung
zur Strukturaufkl arung genutzt werden. Der Seroperator hat demnach die Form

|4C= 2 B = r\Boi
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Man sieht leicht, da die Eigenzustande zum ungesbrten, nur durch die Zeeman-Aufspal-
tung beschriebenen System auch Eigenzuahde zu diesem Operator sind (vergleiche (1.3)).
Wendet man nun B + B¢ an, so werden die aus (1.4) bekannten Energieniveaus alle
mit dem Vorfaktor (1 ) multipliziert und bleiben demnach aquidistant, so da man
weiterhin nur eine Resonanzlinie beobachtet. Der modi zigte Zeeman-Hamiltonoperator
fur ein Molekell aus N Kernen mit nicht verschwindenden Spins ist dann

X X
Ho = ~i Biloc = il ~)Bo:
i=1 i=1

Dabei ist ~ der Chemical-Shift-Tensor zum Kerni.

1.5 Grundlegende Relaxationsprozesse

Wie bereits angedeutet ist das mit einer Induktionsspule nah Praparation der Transver-
salmagnetisierung aufgenommene Signal einer zeitlichenev@nderung unterworfen, die die
Reckkehr des Spin-Systems ins thermische Gleichgewicht mitet MagnetisierungM g zur
Ursache hat. Gleichung (1.6) wurde daher vonBloch unter Berecksichtigung folgender
experimenteller Ergebnisse ergnzt [Blo46]:

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

Die beiden anderen transversalen Komponenten zerfallen pportional zu ihrer mo-
mentanen Gre e.

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

de _ I\/IX
dt - (M B)X T—z
dMy My
o - (M B)y T, (1.7)
dMZ _ MO MZ .
dt (VM B): Ts .

Fur die Losung mu nur das konstante Grundfeld bericksichtigt werden, da Relaxationen
wahrend der HF-Pulse aufgrund der kurzen Zeitt, vernachlassigt werden lennen. Fat
man die beiden transversalen Komponenten zMy = My +i My zusammen, dann erialt
man folgende zeitliche Entwicklung der Magnetisierung:

Mg (t) = My (0)e' ote B2 (1.8)
M(t) Mo (Mo Mz(0)e =Tt (1.9)

Dabei sind (Mx(0); My(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 intermolkulare Sterfelder zustande,
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1.0 T T T T ()

0,54 A exp(-t/T;)
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Abb. 1.1: Me bares FID-Signal einer Relaxation und Darstellung in der Zeitdom ane nach Fourier-
Transformation

welche wiederum durch Schwingungen, Rotationen und Transitionen der Molekelle ver-
ursacht werden. Diese Felder haben verschiedene Frequemgzealie sich eber die Autokor-
relationsfunktion bzw. die spektrale Dichtefunktion ableiten lassen. Auf Details soll hier
verzichtet werden; wichtig ist jedoch, da in Fl mssigkeiten wie sie im menschlichen Krper
vorkommen - im Gegensatz zu Fest&rpern - auch hochfrequente Sérfelder auftreten. Dies
ist deshalb von Bedeutung, da auf die whrend der Relaxation mit ! o rotierende Magneti-
sierung nur solche Felder Ein u haben kennen, die im mitrotierenden Bezugssystem sta-
tisch erscheinen. Das vom Sirfeld b auf die Magnetisierung ausgabte Drehmoment ergibt
sich aus dem Kreuzprodukt beider G en. Daher kennen T1-Prozesse nur von transver-
salen Komponenten geeigneter Frequenz hervorgerufen wesd. Fer To-Prozesse kbnnen
dagegen Serungen aller drei Komponenten verantwortlich sein, und dastatische Kom-
ponenten in z-Richtung denen in z-Richtung entsprechen, sind hierir nicht unbedingt
hochfrequente Serungen erforderlich. Das Resultat ist, da T; oftmals deutlich gre er als
T, ist.

Die beiden Zeitkonstanten hei en Spin-Spin- (T2) und Spin-Gitter-Relaxationszeit (T1),
und zwar aus folgenden Gunden: Die Au esung der Transversalmagnetisierung wird als
Ergebnis der Wechselwirkung einzelner Spins gedeutet, ahrend die Relaxation der Lon-
gitudinalmagnetiserung durch Ubergange zwischen den Energieniveaus der Einzelspinsy-

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

Gewebe T1 [ms] T, [ms]

Graue Hirnsubstanz 920 160 101 13
Wei e Hirnsubstanz 790 130 92 22

Skelettmuskel 870 160 47 13
Herzmuskel 870 140 57 16
Fett 260 70 84 36
Leber 500 110 43 14
Niere 650 80 58 24

Milz 780 150 62 27
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steme zustande kommt und daher ein Energieaustausch mit derthermodynamischen Re-
servoir, dem sogenannten Gitter, statt ndet.

Durch die T,-Prozesse geht die Phasenkattenz des Gesamt-Spins verloren. Diese De-
phasierung spielt beim Spinecho-Experiment eine zentrale &lle. Fur den gleichen Ef-
fekt sorgen Inhomogenititen des Grundfeldes B, denn lokal leicht unterschiedliche! o
fuhren naterlich auch zu einer Dephasierung. Daher wird zustzlich auch die e ektive
T»-Relaxationszeit T, de niert:

1 1
— = —+ B const 1.10

Tabelle 1.2 gibt die Werte fur einige Gewebearten an.

1.6 Das Spinecho-Experiment

Von E. Hahn wurde 1950 entdeckt, da man die sich vahrend des FID au esende Trans-
versalmagnetisierung durch einen zweiten HF-Puls teilweis wieder zurickgewinnen kann.
Diese sogenannte Spinecho-Sequenz ist in Abbildung 1.2 dastellt (Betrachtung im ro-
tierenden Koordinatensystem) und lauft folgenderma en ab:

Die in z%Richtung zeigende Gleichgewichtsmagnetisierung wird zuschst wie bekannt
durch einen 90 -Puls (das HF-Feld zeigt in Richtung x9 auf die y>Achse geklappt. Nun be-
ginnt die Relaxation mit der schon angesprochenen Dephagieng in der Transversalebene.
Nach der Zeit TE=2 wird ein 180 -Puls eingestrahlt, der eine Spiegelung des momentanen
Zustandes an derx®Achse bewirkt. Dadurch wird die Daphasierung wieder mckgangig

t=TE
f) >

Abb. 1.2: Erzeugung eines Spinechos durch eine 90180 -Pulsfolge
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Signal [a.u.]
1,0
0,5 7
0,0 7]
-0,5 7
T2 = 3000 ms

. T2* = 150 ms

-1,0 = T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Zeit [s]

Abb. 1.3: Signalverlauf beim Spinecho-Experiment

gemacht. Zum Zeitpunkt TE sind die einzelnen Magnetisierurgen wieder in Phase, so da

man ein me bares Spinecho erhlt. Anschlie end setzt wieder eine Dephasierung ein, so
da das Signal wieder exponentiell abéllt (T, ist die bestimmende Konstante).

TE wird als Echozeit bezeichnet. Die Amplitude des Signalsst wegen der schon whrend

TE einsetzendenT,-Prozesse um den Faktore TE=T2 geringer (s. Abbildung 1.3). Das

Echo kann mehrfach erzeugt werden, wenn nacfi E=2 wieder ein 180-Puls eingestrahlt

wird. Nat wrlich ist die Amplitude dann irgendwann nicht mehr me bar, da sich der expo-
nentielle Abfall fortsetzt.



Kapitel 2

Skalare Kopplung

Es sollen nun Systeme von gekoppelten Spins betrachtet weet. In diesem Kapitel wird
dabei zumchst auf die skalare Wechselwirkung eingegangen, die auameingeschankt
in Modell-L esungen zu beobachten ist. Die dipolare Kopplung, deren Méarkeit vom
Medium abheangt, wird im neachsten Kapitel behandelt.

2.1 Der skalare Hamilton-Operator

Die skalare Spin-Spin-Kopplung wird durch die Hellenelektronen vermittelt und wird da-
her auch indirekte Kopplung genannt. Sie ist ein rein quantephysikalisches Phanomen,
denn bei Kernen (hier: Protonen) und Elektronen handelt es &£h um ein gekoppeltes fer-
mionisches System. Daher mu der Gesamtzustand des Systenamtisymmetrisch sein, und
die Ausrichtung der Kernspins erfolgt nicht unabhangig von der der Elektronenspins.
Die skalare Kopplung kann analog zur dipolaren Kopplung duch die Tensorgleichung

0= 178

beschrieben werdenJ ist der Tensor der skalaren Kopplung, der im Gegensatz zu dem
der dipolaren Kopplung eine nicht verschwindende Spur besit. Bei zeitlicher Mittelung
infolge der Brownschen Bewegung verschwindet die Kopplundaher nicht vollstandig, und
es bleibt stets der Operator

ﬁj = ler\é (2.1)

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

|q = ﬁg'l' |q‘] = ~l 1f\z ~l zéz + lef\ﬁ:

12 ist der Operator fur den Zeeman-E ekt des Grundfeldes inklusive der chemische Ver-
schiebung. Dabei soll zuachst der allgemeine Fall unterschiedlicher Resonanzfremgnzen

= (@1 i)Bg 1i=1;2

angenommen werden. Die Eigenfunktionen des ungestten Systems (zuﬁg) sind die Pro-
duktfunktionen der Einzelspins, also
il Rt I T b B T I IV

13



14 Kap. 2. Skalare Kopplung

Gesucht werden nun Eigenfunktionen zuH. Zunachst soll gezeigt werden, da B; mit
dem Operator fur die Zeeman-Wechselwirkung,Z / [} + S,, kommutiert. Dann existiert
namlich ein Satz simultaner Eigenfunktionen, der die geeigete Darstellung fer die weitere
Betrachtung des Problems ist.

Im folgenden werden wiederholt drei Beziehungen ausgenutzverden:

fur Kommutatoren gilt allgemein [AB; €] = A[B; &1+ [A; CIB;

da die Freiheitsgrade der beiden koppelnden Spir%—TeiIchen unabhangig voneinan-
der sind, gilt [(};$]1=0 mit i;j = x;y;z beliebig;

Spinoperatoren erbilllen komponentenweise die Vertauschungsrelationefr Drehim-

pulse: FS = [$; S] ik -

Zur Vereinfachung werden die Vorfaktoren in den jeweiligenOperatoren weggelassen. Der
Kommutator fur die x-Komponente des Produktoperators("$ berechnet sich dann wie
folgt:

[r\xéxiz] / [r\xéx;r\z]"'[r\xéx;éz]

0+[ r\x; r\z]éx + r\x[éx;éz]"'()
i~S i~\S, = a

Analog erhalt man

[r\yéyvz] / [r\;r\z]éy"' r\y[é'y;éz]
= i~S+i~NS= a

und

[35,: 211 [(3: 1518, + 15[S;::8,] = 0:

Also gilt insgesamt H;;2] = 0, so da simultane Eigenfunktionen bestimmt werden
kennen. Fer die folgenden®berlegungen ist es sinnvoll, den Operato#} ; unter Benutzung
der Leiteroperatoren! = fy iy, umzuformen:

(4 = %(ﬁé P08y + 1S 2.2)

2.2 Berechnung der Energieniveaus

2.2.1 Simultane Eigenfunktionen

Mit obiger Darstellung sieht man, da ; und 4 bereits Eigenzusande zu I% sind:
. 1. .
Mlsji = 2l (2.3)

Sie konnen also in den neuen Satz von Eigenzushden des Gesamtoperatorabernom-
men werden. , und 3 sind i.a. keine Eigenfunktionen zu¥, denn die Leiteroperatoren
bewirken eine Beimischung des jeweils anderen ZustandeseF den zweidimensionalen
Unterraum wird eine neue Eigenbasisf 9; 9g benetigt. Die gesuchten Eigenfunktionen
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kennen als Linearkombinationen der alten ausgedrckt werden. Hilfreich ist hierbei die
Darstellung mittels einer Drehmatrix.

> cos sin
9 sin  cos
Dadurch sind Normierung und Orthogonalitat
ifi=igi=1 %3 =0
gewahrleistet. Aus h 9] A j % = 0 kann dann eine Bedingung #Ir den Mischungswinkel

hergeleitet werden. Betrachten wir zurachst die Wirkung des Operators auf einen der
Zustande:

Ro3

~1al, ol + 31 %(r\u (5 + 11 (o) + (1,0,

( 2sin + 3co0s)

: ~I ~l) J1i2 J12
= 1oy 2 4 212 el
( sin ) 5 2t 2t 53 2
~I ~l) J1o NEP)
+(cos — —£ 3+ == =<
( ) 5 3 5 3t 2 42

Dann ergibt sich fer das Matrixelement

. ~ty e Ji2 J12

9H¥ § =( sin cos) -t i + cos? —
. ~ly Sl Joo .o J1o
+(sin  co — = == n =<
(si S ) 5 > 1 Si >

Die obige Bedingung &t sich dann zu
le( o  sin> )+(cos sin )(~1; ~1,)=0
J12 _ 2cos sin
~('1 !2) cog  sin?

umformen. Nun kann man noch die Winkelfunktionen so zusammefassen, da sich

J12

~('1 12
ergibt. Demnach ist das Verhaltnis der Kopplungskonstante zum Unterschied der Reso-
nanzfrequenzen, das auch als $tungs-Parameter bezeichnet wird, éir den Mischungswin-
kel von entscheidender Bedeutung. Letzterer ist amlich fer anisochrone Spins ein Ma
fur das von au en angelegte Grundfeld. Bei hinreichend gro @ Feldern wird die Spin-
Spin-Kopplung aufgebrochen, und die Wechselwirkung der Kare mit By wird dominant
(Ubergang zum Paschen-Back-E ekt, s. Kap. 4). Bei hochaufgaisten Flussigkeitsspek-
tren beobachtet man meist Kopplungen im Bereich von 10Hz zwachen Kernen, deren
chemische Verschiebung 10 100Hz bei 1,5T betmgt. Dies entspricht einem Bereich von
~(.Jl 5 1 und somit einem Mischungswinkel > 20 . Dies verdeutlicht, da bei
den fur die MR-Spektroskopie gebruchlichen Feldern die skalare Kopplung oft nur eine
schwache Wechselwirkung ist und die Spektren durch die Wedelwirkung der Kernspins
mit Bg dominiert werden.

= tan2 (2.4)
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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  bewirkte Basistransformation mit einer Anderung
in der Wichtung zweier verschiedener E ekte einher. Der Andieg von , also die Zunahme
der Kopplungsstarke, stellt im zweidimensionalen Unterraumf 9; 9g eine zunehmende
Mischung der beiden Ausgangs-Zusinde dar. Gleichzeitig verliert der Zeeman-Operator
des Grundfeldes an Bedeutung, so da diese Basistransforntian auch andere Eigenwerte
zur Folge hat, weil sich die Wechselwirkungenandern (s. Breit-Rabi-Diagramm Kap. 4).
Es sollen nun zumchst die -abhangigen Eigenwerte des Zeeman-Operators bestimmt
werden.

Fur die reinen Zustande gilt:

RO 1i= (Haly+ ~128)j++ i = %(! 1+ 12)j 4
und damit
hiiAgj ai= S(ta+ o)
Analog erhalt man
h A A2j ai =+ S(ta+ 1)

Fer die gemischten Zustande tritt eine Winkelabh angigkeit auf. Dabei gilt fur den einen
Zustand

R 9 = (il + ~1,8)(cos j+i +sin j +i)
T e T hain osie M 2c0s i T 2sin i o+i:
T cos It T msin i mmcos R s b

so da der Eigenwert

~1 ~I ~I ~I
040 0 _ —1 -2 —1lgin2? 2 6in2
SHe 9 = 5 cosg + 5 cosg + 5= sin 5= sin
~ | ~ 1
_ . . 2 — .
= sin cod )= ——cos2
5 ) 2
betragt ( ! =13 !5). Auf die gleiche Weise ergibt sich &r den anderen Zustand
~ 1
S —5—cos2:
Die in der neuen Eigenbasis diagonalisierte Matrixdarstdung des Zeeman-Operators lau-
tet dann
0 1
ly 1o 0 0 0
- 0 | cos?2 0 0 §
Hz = E% 0 0 | cos?2 0 (2:5)

0 0 0 1+ 15
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2.2.3 Kaorrekturterme der skalaren Kopplung

Die Korrekturterme fur die beiden beibehaltenen Eigenfunktionen lassen sich koell be-
stimmen: An (1.2) sieht man bereits, da beide Niveaus um

1
Eia= =Jio =
1,4 4 12

angehoben werden. Nun soll die Energieverschiebung der lgdegin mittleren Niveaus fer
einen beliebigen Mischungswinkel berechnet werden:

NN

2

NI =

Ry 2 =(cos )i 53 72 +(sin )J12

Als Erwartungswert von H; bzw. als Energieverschiebung bekommt man

J . : J
E, = (cod )%+(sm cos )Jip (sin? )22
1 1
= Jip =sin2 = 2.6
12 sin 2 (2.6)
Fur die andere Eigenfunktion ertalt man analog
1 1
0 - i _ Z + = =
My § =( sin ) 53 z2 T(os M 52 73
und 1 L
Ez=J =sin2 - 2.7
3 12 25"1 1 (2.7)

fur die Energieverschiebung. Mit Hilfe der simultanen Eigeriunktionen kann eine diago-
nalisierte Matrix-Darstellung von H; angegeben werden:

0 1 0 1
+1 O 0 0 0 O 0 O
0 1 0 O Jio . 0O +1 0 O
Hj = % o o0 1 o §+%zsm2 %}0 0 1 O§ (2.8)
0O 0O 0 +1 0O 0 0 O
| {z o {z }
J1 Ja( )

Die -abhangigen Terme stammen vom Flip-Flop-Operator, der konstanteTerm vom Ope-
rator [1,0%,. J» wirkt nur auf den zweidimensionalen Hilbert-Unterraum f  9; 9gund hebt
die Entartung dieser Zustande auf, die noch unterJ 1 vorliegt. Die beiden reinen Zus&ande
sind dagegen unterJ ; entartet (dafer nicht unter Hyz).

2.3 Erlaubte DipoBbergnge, Linienintensaten

Mit Hilfe von Fermis ,,Goldener Regel\ konnen nun die Wahrscheinlichkeiten &ir bergange
zwischen den Niveaus berechnet werden. Die Rate dddbergangs vom Zustand ; nach
j betragt bei kontinuierlicher Einstrahlung mit ~!

Wi ()= 2 h B i (B B ) (2.9)
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Dabei ist e der Hamiltonoperator fur die Wechselwirkung des Spinsystems mit einem
eingestrahlten HF-Feld, das z.B. inx-Richtung des rotierenden Koordinatensystems zeigen
soll:

~( 1+ s9B1(t) = ~B1( (I + sS)coslt
~(1 1} + 1 28;) coslt: (2.10)
Fur die Ubergangsraten erllt man als entscheidenden Term

P (1)

, .1 -
hojlafx + 125 ji = >N el + 0 )+ 18 + 8)j i
wenn resonant mit der Frequenz! = @ eingestrahlt wird.
Von den 6 denkbaren®bergangen sind $$ 2und 9% 9 nicht erlaubt, was man an
der Wirkung der Leiteroperatoren sieht:

+0F+8+8) 9 = (Kh+l +8 +8)ji

= j+i +j +i:

Diese beiden Zusande sind aber orthogonal zu § = j++i, so da h {jRus(t)j Ji
verschwindet. Ein besonderer Fall liegt bei den®bergangen vor, an denen J betei-
ligt ist. Da nur Mischungswinkel 45 0 auftreten, kann man die Darstellung
9=aj+i b} +imit0 b awahlen. Dann gilt
Hue 2 /7 bB(lajw+i+toji )+ a(lajt+i+laji )
Hier treten also nur Zustande auf, die zu den in § vorkommendenj+ i undj +i ortho-
gonal sind, so da 8$ gimmer verbotenist. Fur! 1 = 1, gilt = 45 und somit auch
a= b; also verschwindet der AusdruckP e j 9i. Bei der Kopplung isochroner Spins liegt
demnach ein Interkombinationsverbot vor. Ansonsten gilt far = 45 und anisochrone
Spins

Mue 5/ a(lz lo)j++i+alls 12)ji

Das bedeutet, da die Ubergange zwar nicht verboten sind, aber wegen der kleinen che-
mischen Verschiebungen homonuklearer Spins von nur einigeppm extrem unterdreickt
sind. Bei heteronukleraen Kopplungen oder der Kopplung vorElektronen- und Kernspin
ist dies nicht der Fall (s. Kap. 4).
Fur alle anderen Falle sind die 4 Ubergange

95 & s

'$ 2 3%
erlaubt. Zur Berechnung der Ubergangsenergien brauchen wir noch einmal die allgemei-
ne Formulierung der Energieniveaus. Sie zeigen insgesamtitm(2.5) und (2.8) folgende
Winkelabhangigkeit:

~OwWo

"‘(!1+!2)+

E, = 5 (2.11)
~

E, = T'cosz +2 sin2 (2.12)
~ 1

Es = 2' cos 2 2 sin2 (2.13)
~(1 g+

E, = MJF (2.14)

2
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Damit betragen die &bergangsenergien

Exs = 5( !'cos2 +!11+15)+2 2 sin2
_ (2.15)
Eiz = 5( 'cos2 +!1;+15) 2 2 sin2
Eio = 3( lcos2 +11+15) 2+2sin2
2 _ (2.16)
Eas = 3( !cos2 +11+15)+2 +2sin2

Diese vier Terme lassen sich paarweise zu Dublett 1 und Dubie2 zusammenfassen, denn
fur schwache Kopplung ermalt man 2 symmetrische Linien um ~! ; (2.15) und um ~! »
(2.16). Bei zunehmender Kopplungssirke liegen die Resonanzen immer asymmetrischer
um die urspreinglichen Resonanzfrequenzehh ;. Dabei ist das eine Dublett praktisch das
Spiegelbild des anderen (s. Abb. 2.1).

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

E2s Ei3_Ess Ep_ 4 _ Jip

h h h h

Wie in Abb. 2.1 gezeigt, werden die beiden Dubletts jeweils ach au en gegen die Reso-
nanzfrequenzen verschoben. Formt man die Ausdicke fur die Energieniveaus um, soé t

d c b a
gl = I I I
T 7f T
Vg Va
lvB—vAl = 5|J| l I l I
K 7
Ve /Va
\
N J/
[Vg—val = 2.5|UI |\ l I /|
N v
Ve\ /VA
\ /
\ /
|vg=val = I . N / 1
T f
Vel [Va
\ [
\ /
[ vg—val = 05| \\ ll
* T
V]a Va
[N
W
W
I\
1|/
\|/
lVB—VAI =0 ‘V—

Va

Abb. 2.1: Verhalten der J-Kopplung bei unterschiedlicher Kopplungsst arke (entnommen aus [Har86])
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sich ein Asymmetrieparameter de nieren. Mit Hilfe von ! , = 14 I lat sich (2.15) zu
Eoy = ;(!@m§ sin? Y+ 1.+1; 1)+2  2sin2
~ 1
= ~lq+ 2' (cod  siP  1)+2 4 sin  cos
= ~1,+2 |~ l'sin? ,4sin cos
! I {z }
AL()

z ] {
Eiz = ~';7 2 ~ Ilsin® 4sin cos

umformen. Die winkelabhangigen Terme (also wegen (2.4) auch ! !) bewirken bei wach-
sender Kopplungssaerke eine Verschiebung des Dublett-Mittelpunktes von! 1 weg (der
Term mitsin? stammt aus dem Zeeman-Operator, sin cos aus dem Flip-Flop-Operator
der Kopplung). Damit | a t sich der Asymmetrie-Parameter Aﬂ, des Dubletts de nieren:

Al( )= ~ !'sin® 4sin cos: (2.17)
Diese Beziehungé t sich noch mit (2.4) umformen:

A()

~ I'sin® +~ 1 tan2 sin cos
1 . .
= ~ ! Stan2 sin2 sin’ (2.18)

sin2 sin?
2 tan 2

= J12 (2.19)

Ein Vergleich mit der dipolaren Kopplung wird zeigen, da di e beiden Asymmetrie-Parameter

unterschiedlich stark sind (s. Kap. 5).

Die Linienintensit aten sollen am Beispiel des Dubletts mit dentbergangen $$ 9 und
9% 9 betrachtet werden. Fer den ersten®bergang erhalt man:

A 9 -%!ﬂﬁ+fﬁ¢ﬂ$+§)m%sz§njﬂ)
= %[! 2(sin j 4i +cos j qi)+ V1(cos | 4i +sin j qi)]:
Demnach gilt
O¥ue 9/ tysin +1!,cos:

Fur den Ubergang §$ ¢ bekommt man analog
 Pur 9/ 'ocos  !gsin:

Bei homonuklearer Kopplung gilt naherungsweisd , = ! ; ! I 1, denn besonders bei
Protonen liegen die chemischen Verschiebungen im Bereichemiger ppm (die Intensitaten
fur heteronukleare Kopplung sind nicht so zu vereinfachen!) Exakt gilt dieser Ausdruck
naterlich fer isochrone Spins, die wie stark koppelnde Teilchen betrditet werden (s.u.).
Die Intensitaten sind dann proportional zu

l1 / j sin +cos j2=1+sin2 (2.20)
lss / j cos sin j2=1 sin2: (2.21)
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Genauso kann man @ir das zweite Dublett verfahren. Man sieht, da im Extremfal | starker
Kopplung jeweils eine Linie verschwindet, weil die Intensiat des Ubergangs, an dem 9
beteiligt ist, Null wird. Dementsprechend nimmt das Intensitatsverhaltnis 112 : 134 mit
steigendem ab (s. Kap. 5).

Die winkelabhangigen Terme, die die Asymmetrie in den Intensiaten verursachen, tre-
ten auf, weil der Flip-Flop-Operator der Kopplung mit steigendem J;,> eine zunehmende

Beimischung von ; zu 3 (bzw. umgekehrt) verursacht.

2.4 Nomenklatur von Spin-Systemen und ihrer Spektren

Eine Konvention zur Beschreibung gekoppelter Spins ist diesogenannte PSB-Notation
(nach Pople, Schneider und Bernstein [Ber57, Pop57]). Dabei werden die einzelnen
Kerne durch lateinische Gro buchstaben repmsentiert. Die Notation beginnt mit A f ur die
am starksten abgeschirmten Kerne, also die echsten chemischen Verschiebungen.

Je gre er die Dierenz der chemischen Verschiebung zweier Kerngdesto weiter liegen
die entsprechenden Buchstaben im Alphabet auseinander. ¢t&hrone Kerne werden durch
identische Buchstaben gekennzeichnet. Ein System aus zwisochronen Spins wird dann
mit AA' oder A , bezeichnet. Letztere Notation gilt, wenn neben der chemideen auch noch
magnetischeAquivalenz vorliegt.

Da die chemische Verschiebung in Hz vom Grundfeld abéngt, ist der Sterungsparameter
2.4 fur ein gegebenes Spin-System algimgig von der verwendeten Feldsirke. Daher ist bei
der Notation zu beachten, da eine Kopplung bei z.B. 600 MHz shwacher erscheint als
bei 60 MHz und somit ein an einem Hochfeld-Spektrometer unteguchtes AX-System an
einem Ganzlerper-Tomographen zu einem AB-System werden kann.

AX-Systeme zeigen Spektren erster Ordnung, die durch zwei symetrische Dubletts ge-
kennzeichnet sind. Es gilt die sogenannte X-Mherung fur die Eigenzus@nde, die ®r AB-
oder gar Ay-Systeme keine adquate Beschreibung liefert. Bei starken Kopplungen wie
AB-Systemen spricht man von Spektren zweiter Ordnung. Die Exremfalle starker und
schwacher Wechselwirkungen sollen nuneher betrachtet werden.

2.5 Extremfall starker bzw. isochroner Kopplung-8ysteme)

Eine extrem starke Kopplung in dem Sinne, da J;, dominant gegeruber ! bei 1,5T ist,
kann man nicht beobachten. Far anisochrone Spins handelt es sich immer maximal um
AB-Systeme.

Eine besondere Situation liegt jedoch vor, wenn es sich um diKopplung isochroner Spins
( ' = 0) handelt. Diese erscheint mathematisch wie eine unendtih starke Kopplung,
denn es ergibt sich ein Mischungswinkel von -45 . Setzt man diesen Wert in die Dreh-
matrix ein, so ergeben sich symmetrisierte Wellenfunktiorn, die auch Eigenzusande des
Spinvertauschungs-OperatorsP sind. Man kann den GesamtspinF de nieren und die
Zustande zu einem Triplett und einem Singulett zusammenfassenDie Eigenwerte zum
Zeeman-Operator lassen sich direkt aus (2.5) ablesen.
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a) b)

E E

A A
h(v, +v,)/2 hv b T

h(v, - v,)2 v .
0 of- Tk “’33 ..............
-h(v, - v,)2 AJ—\VZ'
]
h(v, +v,)/2 v, e
A

Abb. 2.2: Energieniveaus fur (a) schwache und (b) starke J-Kopplung

Eigenwert von

Eigenfunktion jFil,+S,i Kz P Multiplizit at
g: e T E‘é: ~lg +1 Triplett
9= pl—é(ﬁ i +i) jO;0i EJ=0 1  Singulett
9= p%(j +i+j+i) jL0i EJ=0 +1 Triplett
9=ji i 1 1 Ed=+~1o +1 Triplett

Die Energieverschiebungen betragen nach (2.8)
E]_ = E3 = E4 =
E, = 3

Von den maximal 4 meglichen Dipol-Ubergangen verschwinden in diesem Fall wegen (2.20)
alle mit 9. Es bleiben nur zweitbergange (einer von jedem der urspanglich zwei Du-
bletts) innerhalb des Tripletts:

0 0 0 0.
1% 3 3% &

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

~lo ~!o:

Fur chemischaquivalente Spins ndet also keine Aufspaltung durchJ -Kopplung statt. Wir
werden noch sehen, da das bei der dipolaren Kopplung nicht dr Fall ist. Das Termschema
fur starke und schwache Kopplung ist in Abb. 2.2 gezeigt.

2.6 Extremfall schwacher Kopplung (AX-Systeme)

Bei schwacher Kopplung ist die Dierenz der Resonanzfrequezen dominant gegember
der Kopplungsstarke, und es ergibt sich ein Mischungswinkel von Q Man erhalt gerade
wieder die urspringlichen Eigenfunktionen nach der Drehung zueck.
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Die Energieniveaus nach der Zeeman-Aufspaltung ergeben biavieder direkt aus (2.5).
Der Einu der J-Kopplung ist durch (2.8) gegeben:

E1 = E4=
E2 = E3=

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

~l+2 ~ly 2
~l, 2 ~l,+2

Die vormals sichtbaren 2 Resonanzen bei; und ! » spalten also jeweils in ein Dublett mit
der Breite
4 I

h h
auf. Das Intensitatsverhaltnis innerhalb eines Dubletts betragt nach (2.20) und (2.21) 1:1.

2.7 Ausbildung von Multipletts, Composite-Particle-Mobdel

Bisher wurde nur die Kopplung zwischen zwei Spins betrachte Koppeln Gruppen mit
mehreren Spins untereinander, so kommt es im Spektrum zur Asbildung von Multipletts
mit bestimmten Intensit atsverhaltnissen der einzelnen Linien. Zum Versandnis dieser Mu-
ster ist das Composite-Particle-Modell hilfreich, das mehree n magnetisch aquivalente
Spins | zu einem Teilchen (CP) mit einem GesamtspinF = nl zusammenfat. Unter
Berucksichtigung der Auswahlregel m = 1 lassen sich dann alle erlaubtenUbergange
herleiten (eine ausehrliche Dartellung ist in [Web98] zu nden).

Je nach Orientierung dern Einzelspins ergeben sich verschiedene Wertey fer den Ge-
samtspin, die in Analogie zur Atomphysik in sogenannte Terne zusammengefa t werden.
Jeder Term hat eine Multiplizit at von 2Ft +1 und stellt eine irreduzible Komponente des
Gesamt-Spektrums dar. Zwischen den Termen ndet keine Wechslwirkung statt, so da
diese Teil-Spektren in der Summe das Gesamt-Spektrum lieferrzur Unterscheidung von
einzelnen Spins werden die Terme der CP in geschweiften Klamern geschrieben.

Als einfachstes Beispiel soll zuachst ein Ay-System betrachtet werden. Es & t sich in ein
Triplett und ein Singulett zerlegen. Die vollstandige Notation ist in Tab. 2.1 gezeigt.

Im folgenden wird es rutzlich sein, fer die Bestimmung der Ubergange die Zusainde nicht
nach der Frequenz in Hz, sondern nacimt zu sortieren. Mit der Auswahlregel sind dann
im A -System nur zweitlbergange erlaubt. In der Darstellung in Abb. 2.3 liegen entartee

Tab. 2.1: Nomenklatur in der CP-Beschreibung f ur ein A,-Teilchen (I = %)

A>-Teilchen Zustand 1 Zustand 2

Spin-Symbole "#
Fr 1 0
Multiplizit at 3 1
Zustand Triplett Singulett

Term 3f Aog ¥ A2g
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o
1
|
I

A} A}

Abb. 2.3: Irreduzible Komponenten eines A,-Systems

Ubergange (gleiche Frequenz) hintereinander, so da wie erwartenur ein Signal sichtbar
ist.

Im nachsten Schritt kann man nun das Spektrum eines AX-Systems herleiten. Hierbei
sind das Triplett und das Singulett des Ay-Teilchens mit dem Dublett des X-Spins zu
kombinieren, so da sich zwei Teilspektren ergeben (Abb. 21). Mit der Auswahlregel erge-
ben sich vier AUbergange und vier X-Ubergange. Von den AUbergangen sind wieder die
entartet, die hintereinander liegen. Das Signal der A-Gruppe spaltet also in ein Dublett
mit Intensit atsverhaltnis 2:2 auf. Bei den X&bergangen sind die entartet, die auf einer
Hehe nebeneinander liegen. Also hat der einzig8bergang im f A,g?X-Term die gleiche
Frequenz wie der mittlere diagonale im Untersystem zu®f A,g?X. Daraus resultiert fer
den X-Spin ein Triplett mit dem Ver altnis 1:2:1.

2.7.1 Spektren in der X#herung

Fer schwache Kopplungen von A Xy -Systemen kann man analog vorgehen und sich die
Spektren zusammenfassend folgenderma en emkten, ohne da dabei der volle Nutzen der
abgeleiteten Termschemata deutlich wird:

Man betrachte eine Gruppe A mit N und eine Gruppe B mit M aquivalenten Spins.
Die skalare Wechselwirkung innerhalb der Gruppe #ihrt zu keiner Aufspaltung. Allerdings
koppelt jeder der A-Spins mit den B-Spins und umgekehrt. Fur die erste Gruppe gibt es
2N | fur die zweite 2Y Einstellmeglichkeiten, von denen aber einige energetischaquivalent

mT
A '
(1,172) !
+324 s |
~ |
~ I
~ |
(0,1/2) N (12, (0172)
+1/2 N | ST
. : o
N
- - | -
A/2— (-1,1/2) N J 0172 | N (0-172)
N N ]
~ |
~ |
~ -2y
-3/2- —
|
3 2 1 2
Term: {AYX {AYX

Abb. 2.4: Irreduzible Komponenten eines A,X-Systems. Es sind vier A-8bergange (vertikal) und vier
X-Ubergange (diagonal) erlaubt. Wegen der teilweisen Entartung treten aber nu r 5 Resonanzlinien auf.
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Tab. 2.2: Pascalsches Dreieck zur Bestimmung von Linienintensitaten in Multipletts

N Intensitaten

0 1

1 11

2 121
3 1331
4 146 41
511510105 1

sind ("#;"#";#"), so da die Resonanz der A-Spins inM + 1 Linien und die der B-
Spins in N +1 Linien aufspaltet. Die Intensit atsverhaltnisse ergeben sich im Grenzfall der
schwachen Kopplung aus den Realisierungseglichkeiten der einzelnen Niveaus. Bei Spin-
%-Teilchen sind dies gerade die Binomialkoe zienten, und mankann die Linienintensitaten
innerhalb eines Multipletts mit Hilfe des Pascalschen Dreecks darstellen, welches in Tab.
2.2 gezeigt ist.

2.7.2 Ubera@nge in stark gekoppelten Systemen

Der Vorteil der Termschemata wird erst bei Systemen deutlidl, bei denen die X-Naherung
nicht mehr vollstandig gilt. Geht man vom Ay Xy -System aus, so wird bei zunehmender
Kopplungsstarke durch die Mischung der urspeinglichen Produktzustande die Entartung
der verschiedenertybergange aufgehoben. Das AB-System zeigt also zumchst acht megli-
che Ubergange. lhre Intensitaten ergeben sich wie bei AB-Systemen aus den Mischungs-
winkeln. Auf die kompliziertere Diagonalisierung eines Hanilton-Unterraums fur mehr als
zwei Spins soll hier nicht mher eingegangen werden, denn die damit verlapften Inten-
sitatsverhaltnisse werden in Simulationsprogrammen bereits bercksichtigt.

Zusatzlich zur Aufhebung der Entartung kommt bei stark gekoppelten Systemen noch ein
E ekt hinzu, der zu weiteren (sehr schwachen) Resonanzen inspektrum fehren kann. Die
Auswahlregelmt = 1 wird dahingehend aufgeweicht, da nicht nur ein Spin umklappen
darf, sondern da sich bei einer Kombination von Spin-Flips rur die Netto-Di erenz f ur

m;
I
A (1,1/2) !
+32- o !
N I
N |
(0,1/2) N (1,-1/2) : 0,112
+1/2_ _T\ — | \\
N [} ~
~N N | ~N N
1,112 ~J o2 ! N~ (0172
R ( ) J( ) ( )
~N N |
~ 1
RN 2 !
-3/24 ==
I
3 2 1 2
Term: {A}B A} B

Abb. 2.5: Irreduzible Komponenten eines A,B-Systems. Neben den acht®bergangen, die in der X-Nahe-
rung teilweise entartet sind, tritt nun auch noch der sehr schw ache Kombinations-Ubergang (%) auf.
Insgesamt sind nun neun Signale theoretisch detektierbar.
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m
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(1,0) ~_ 0 | (0,1) ) (1,0) I
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Term: {A}{B,} {A}{B,} {A}{B,} {A}{B,}

Abb. 2.6: Irreduzible Komponenten eines A;B,-Systems. Je acht A- (diagonal) und acht B- Ubergange
(vertikal) ergeben insgesamt 16 nicht entartete Linien; Zus atzlich gibt es zwei sehr schwache Kombinations-
Ubergange (- ).

mt um 1 andern mu. Im A ,X-System ist dann auch der®bergang 1; % $ 1
erlaubt, der in Abb. 2.5 grau gekennzeichnet ist.

Zum Schlu soll noch das Spektrum eines AB»-Systems hergeleitet werden, da ein sol-
ches System in dem hier untersuchten Metaboliten Taurin vokommt. Die Kombination
der Triplett- und Singulett-Zust ende ergibt vier irreduzible Komponenten mit insgesamt
12, 2, und 2Ubergangen. Sie sind je zur Hilfte A- (diagonal) und B-Ubergange (vertikal).
In der AX-N aherung liegt eine solche Entartung vor, da die ®&bergange von3f A»g'f Bog
gerade der mittleren Diagonalen in®f A»g3f B,g, und die Ubergange inf A,g*f B,g gerade
der mittleren Vertikalen in 3f A,g®f Bog entsprechen. Somit ergibt sich das#r ein A>Xo»-
System erwartete Muster aus zwei Tripletts mit den Intensitaten 2 : 4 : 2.

Die Simulation des Taurin-Spektrums bei 1,5T wird zeigen, da bei h echster Au esung
alle 16 Resonanzen detektierbar sind. Ihre Intens#ten ergeben sich aus dem Mischungs-
winkel nach Drehung des (6-dimensionalen) Hamilton-Unterraums. Auf Details soll hier
nicht weiter eingegangen werden. Das verwendete Programmebechnet die Intensi®ten
zur entsprechenden Kopplungssairke, bericksichtigt allerdings nicht die zwei noch megli-
chen Kombinations-Ubergange (0) $ ( 1;1) und (1; 1) $ ( 1;0). Sie sind in Abb.
2.6 grau dargestellt.

Nl



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 Kgpassnadel. Sie ist eine direk-
te Kopplung zwischen den magnetischen Dipolen der Spins. Ider klassischen Elektrody-
namik ist die Wechselwirkungsenergie zweier magnetischddipole im Abstand r gegeben
durch

0 ~1m2 3(maf)(~2f)

4 rs rs

(mit 2% =10 75%%%). Der Ubergang zur Quantenmechanik erfolgt durch Substitution des

Vektors ~ mit dem Operator ~I". Der Hamiltonoperator Hpp fer die direkte dipolare
Wechselwirkung vonN Spins ist dann

E =

!
b = }_0~2X\| X ikl 3CilR)C klerk)
24k i rix

Fur ein 2-Spin-System (* §) erhalt man also

!
Rop = O o IS 3(fris)(Sns) :

— | s~ (3.1)
4 rs s

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

1
P r2  3x? 3xy 3xz
Hop = 40—'—55 @ 3xy r2 3y? yz AS= (DS
' 3xz yz r?2 377

= - r§~2 kann als Kopplungskonstante aufgefa t werden (analog zw ). Da der Tensor

D spurfrei ist, verschwindet sein zeitlicher Mittelwert, wenn isotrope Brownsche Bewegung
meglich ist. Dies wird aber auch noch an anderer Stelle sichtar.

Unter Benutzung von Polarkoordinaten r; ; , der Operatoren(3; S, sowie der Leiterope-
ratoren 4 ; " ; S, und & kann man die Gleichung (3.1) auch zu

fop = =L SR+ B+ CrBrErf)

27
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umschreiben. Dabei sind die TermeA bis F das sogenannte dipolare Alphabet von Ope-
ratoren, die Ubergange verschiedener,Koharenzordnungen\ darstellen:

A = 151 3cos)

B = %(hﬁ +1 &)1 3cod) 0QC
¢ = g(r‘+éz+ (,S:)sin cose ' 1QC
B = & = g(ﬂ §, + 138 )sin cose! 1QC
E = gmg siP e 2 2QC
£ o= &= 208 sive? 2QC

Term B beschreibt eine Nullquanten-Koharenz (beide Spins, ippen gegeneinanden, z.B.
il +i). Analog beschreiben die Terme€ und I Einquanten-Koharenzen (" oder
8 ippt) und E bzw. F Doppelquanten-Koharenzen (beide, ippen parallel, z.B. j++ i!
jio).

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

e! = e? = 3c0¢ 1=0

weg. Das heit, da die dipolare Kopplung keinen Einu auf d ie Linienposition und -
intensitat hat. In vielen Fallen ist die dipolare Kopplungskonstante so gro, da ohne
diesen Mittelungsproze die E ekte der skalaren Kopplung gar nicht sichtbar waren. Bei
Flussigkeitsspektren handelt es sich daher immer um hochauftpste Spektren.

Anders sieht die Situation aus, wenn die Brownsche Bewegungicht isotrop erfolgen kann
(z. B. in Muskel- oder Kollagen-Fasern). Leider ist der Operdor fer die dipolare Wech-
selwirkung wesentlich komplexer als der éir die J-Kopplung, da hier zusatzlich Terme
fur Ein- und Doppelquantenkoharenzen auftreten. Es wird eine Vereinfachung vorti pp
benetigt, die nun hergeleitet werden soll.

3.1.1 Skularer Anteil des Operators

Die dipolare Wechselwirkung kann bei starken Grundfeldernals klein gegen die Zeeman-
Aufspaltung angesehen werden ( ~!;~! 5, sog. Hochfeldmherung). Dann kann man
Mop so vereinfachen, da nur Terme eingehen, die mit dem Zeeman-gerator 2 / 1+ S,
kommutieren ("sakularer" Anteil des Operators). So lassen sich simultane Eenfunktionen
nden, die eine genaue Bestimmung der Verschiebung der Zeean-Niveaus ernmeglichen.
Zur Vereinfachung werden die Vorfaktoren in den jeweiligenOperatoren zurachst wegge-
lassen. Fur A lat sich sehr leicht zeigen, da er mit Z kommutiert:

[A\; 2]/ [r\zéz; r\Z] +[r\z§z;§z] =0+] r\z; r\z]éz + r\z[éz;éz] +0=0:

Bei der Betrachtung aller anderen Vertauschungsrelationa ist es sinnvoll, zurachst die Lei-
teroperatoren wieder in die kartesischen Komponenten der @n-Operatoren zu eiberfehren.
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Fur B/ L8 + 1 & =215 + [}$)) ergibt sich dann

[|§; 2] / [r\xgx + r\yéy; (y + éz]

[r\xgx; r\z] + [r\xéx; éz] + r\yéy; r\z] +[r\y§y;éz]

[r\x; r\z]éx + r\x[éx; éz] +[ r\y; r\z]éy + r\y[éy; §z]
i~ S i~IxS, +i~Ix§ +i~,S =0:

Die Operatoren fur die Einquantenebergange kommutieren allerdings nicht mehr mit
dem Zeeman-Operator. Zwar entlalt auch der Nullguantenoperator die nicht mit der z-
Komponente kommmutierendenx- und y-Komponenten der Spinoperatoren, aber beB
liegt eine solche Symmetrie vor, da sich die Terme gegenday aufheben. Dies ist bei den
anderen Operatoren nicht der Fall.

€:2] / [ﬂéﬁﬁé P+éz]

P AL Aiohgls ZIUAIE o

Diese 4 Terme sollen nun einzeln betrachtet werden. Man si¢Heicht, da die beiden
mittleren nur kommutierende Gre en enthalten:

b = [xS;8]+i[}S,;6,]=0
c = [RS8+ ]=0

Fer a und d gilt dagegen

a = [r\xgz; I,\z] +il r\yéz; II\z] = [r\x; r\z]éz +i r\y; r\z]éz
= ~ify+ S

d = [r\zéx;r\z]"'i[r\zéy;r\z]:"' I,\z[éx;éz]"'ir\z[éyiéz]
= -8 + S

Insgesamt bleibt mit
[C; 211 ~ (I} + )8, + IL(S, + )

ein nicht verschwindender Term. WegenD = € unterscheiden sich die beiden Operatoren
nur im Vorzeichen der Konstanten i, und man kann direkt

;217 ~ (I if)& + (S iS)

ablesen. Auch die Zweiquantenoperatoren kommutieren nighmit Z.
E:2] 1 [v8e:;l+ S =[S+ 14 84S,

= (\% +|[_%(\ +|[(\%é P'\%%(\
r\%é +|[(\%§ +|[f\%§ [f\y_é{%ézﬂ
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Diese acht Terme sind alle von Null verschieden:

a = [r\x;r\z]éx = i"“r\yéx
b = i[;1S, = -~(S
c = i[fy;8 = ~S
d = [r\y;r\z]éy = i“'r\xéy
e = S:S&] = i~x§ =d
fo=if5;8] = ~NS=c
g = ir\y[éxiéz] = ~r\y§y: b
h = ([S:5] = i~}5=a

Insgesamt ergibt sich #ir den Kommutator
[E; 211 2~(y§, 1S ifySc ilkS,):

Genau wie #®ir den zweiten Einquantenoperator ertalt man automatisch auch
[F; 211 2~(1yS, NS +ilyS+ily$)):

Der sakulare Anteil besteht demnach nur aus den ersten beiden Tenen des dipolaren
Alphabets, so da der Hamilton-Operator fer die weitere Betrachtung folgende Gestalt
hat:

2
A% = 257 3c0d) 18, ;mé s 14
=k 18, %ms 8 (3.2)

3.2 Berechnung der Energieniveaus

3.2.1 Simultane Eigenfunktionen

Der Operator (3.2) hat nun eine Gestalt, die schon inahnlicher Weise bei der skalaren
Kopplung auftauchte. Um simultane Eigenfunktionen des Zeenan- und des skularen di-
polaren Operators zu nden, geht man wieder von den 4 Produktustanden

1=+, 2= gvi o 3= i 4=
aus. i und 4 kennen wiederum als Eigenzuginde beibehalten werden, weil

ASii =i (3.3)

gilt. Auch die weitere Betrachtung gestaltet sich analog zu skalaren Kopplung eber die
Drehung der alten Zustande » und 3. Sie meissen dann Eigenfunktionen sein zu

B = (~! 1y + ~1 Zgz)+ k 135, %(ﬁé + 1 é+)
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Dabei liefert die Orthogonalitatsbedingungh $jH j i eine Beziehung zwischen Drehwin-
kel und Kopplungskonstante k. Die Wirkung des Operators auf den einen Zustand ist:

~! ! 1 1
|4 0 - _1 _2 + Kk . — +
2 =(cos ) 5 275 2 42 78
. ~l ~l s 1 1
+ + —= —Z 3+ - -
(sin ) 5 3 5 3 K 13 72
Das Skalarprodukt ist dann
SR 9 = (sin cos) T I (cos ) -
3 2 2 2 4
~I ~1
+(sin cos ) —r —2 2 4(sin? ) - : (3.4)
2 2
Dieser Term verschwindet, wenn
1 .
zrk(sm2 cod )= ~('1 !y)sin cos

gilt. Dies kann man noch so umformen, da man analog zu (2.4) & Beziehung

—— =tan2 3.5
201 12 (35
erhalt. Der Verlauf ist bis auf das Vorzeichen der gleiche wie bieder skalaren Kopp-
lung. Dies hat im Extremfall der starken Kopplung Auswirkun gen auf die Einteilung in
Singulett- und Triplett-Zust ande (s.u.).

3.2.2 Eigenwerte des Zeeman-Operators

Aufgrund des analogen Vorgehens bei der Bestimmung der sintanen Eigenfunktionen
bekommt man gerade wieder die Darstellung (2.5) r Hz. Fur die dipolare Kopplung
treten zwar nur positive Mischungswinkel auf, aber da nur de Funktion cos2 Bedeutung
hat, ist das Ergebnis identisch.

3.2.3 Kaorrekturterme der dipolaren Kopplung

Fer die reinen Zustande kann man direkt an (3.3) die Energiekorrekturen

k
E, = 2 = und
E4 =
ablesen. Fur die gemischten Zusande ist die Wirkung des zutzlichen Operators folgende:

1 1

1
0 0 _
=(cos )k — - =
oo 2 =( ) 2 123 1

4

Demnach ist die Energieverschiebung

3 +(sin )k 2

1
4

E>

K (o k .5 .k
(cos )Z (sin cos )5 (sin )Z

g( sin2 1): (3.6)
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Fur die andere Eigenfunktion erhalt man analog

RSy 9 = (sin )k 3 +(cos )k

NN
i
NN
Ml

und
Ez= g(sinz 1) 8.7)

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

Durch die Wahl simultaner Eigenfunktionen kann nun auch diedurch (3.4) diagonalisierte
Matrixdarstellung von '480 angegeben werden. Siealt sich wie der Ausdruck fer die
skalare Kopplung in einen konstanten und einen winkelabkhngigen Term zerlegen:

0 1 0 1

+1 0 0 O 0 0 0 O
_ 0O 1 0 O § . %o 1 0 O
Hpp( )= % 0 0 1 0 + sin2 0 0 +1 0 (3.8)
0 0 0 +1 0 0 0 O
I {z o {z }
A B( )

A und B( ) sind die diagonalisierten Matrixdarstellungen von A und B. Sie entsprechen
den Matrizen J; und J, der skalaren Kopplung. Wiederum wirkt der winkelabhangige
Operator nur im zweidimensionalen Hilbert-Unterrraum f 9; $g. Er hebt die Entartung
der beiden Zusknde auf, die noch unterA vorliegt.

3.3 Erlaubte DipoBbergnge, Linienintensaten

Die me baren Ubergange berechnen sich wieder mit (2.9) und (2.10). Daher ist ath
der Ubergang 9 $ 2 genauso wie bei der skalaren Kopplung verboten. Da hier aber
Mischungswinkel 0 45 auftreten, lauft die Betrachtung der weiteren Ubergange
etwas anders ab. Rir stark gekoppelte Systeme wird $ der Singulett-Zustand sein:

sin j 2i +cos | si
aj 2i+bj 3si mta bunda O:

wo wo

)

Zwar entstehen auch bei
Bue S/ a(++i+ji )+bj++i+ji )

wieder Terme, die denWbergang $$ 9 generell verbieten, aber hier gilt #ir isochrone
Systeme bzw. #éir den Extremfall starker Kopplung a = b, so da dann alle Ubergange mit
9 (statt  9) verboten sind. Fur alle anderen Mischungswinkel sind wieder diebergange

9%

$
$ 0g

woro
howo
NOoRO
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erlaubt. Mit den winkelabh angigen Energieniveaus aus (2.5) und (3.8)

~(1 1+ 1|
g, = Gatla), (3.9)
2
~ 1
E, = 2' cos?2 sin2 (3.10)
~ |
Ez = T’cosz + sin2 (3.11)
~(1q+ !
Es = %+ (3.12)

erhalt man die Ubergangsenergien

Ezq = 3( 'cos2 +!3+15)+2 + sin2
_ (3.13)
Eiz = 3( !'cos2 +!11+15) 2+ sin2
Eio = 5( 'cos2 +!11+1,) 2 sin2
2 , (3.14)
Eas = 5 lcos2 +!11+15)+2 sin2 :

Auch diese vier Ausdricke lassen sich aufgrund einer symmetrischen Aufspaltungm ~! ¢
in (3.13) und um ~! 2 in (3.14) zu zwei Dubletts zusammenfassen. Die winkelal®ngigen
Terme treten innerhalb eines Dubletts in identischer Form auf, so da die Aufspaltung
unabhangig von der dipolaren Kopplungskonstante ist:

_Eau Eiz_Exu Ep_4 _k

! h h h ~h

Mit wachsendem wachst die Asymmetrie der Dubletts um die urspringlichen Resonanz-
frequenzen! ;. Sie ist jedoch nicht so ausgepmgt wie bei der skalaren Kopplung. Da der
Mittelpunkt von den urspr einglichen Resonanzen abweicht kann man leicht am Beispiel

des 1. Dubletts zeigen. Mit Hilfe von! , = ! 1 I' lat sich (3.13) zu

- _ Kk
Eas = 5 (cos  sin® )+ 1y+1; 1)+2+ 5SIin cos

~ |1 . k .
= ~l.+ T(cos2 sin>  1)+2 + 5 sin cos

= ~1,+2 |~ | sin? sin  cos
1*2 2 }
AB()
Z H {
Eiz = ~l; 2 ~ Isii® +2sin  cos

umformen. Alle winkelabhangigen Terme (also wegen (3.5) auch ! !) bewirken bei wach-
sender Kopplungssérke eine Verschiebung des Dublett-Mittelpunktes von! ; weg. Damit
la t sich der Asymmetrie-Parameter A5 des Dubletts de nieren:

AB( )= ~ !sin®> +2sin cos: (3.15)

Dieser ist auch ein Ma fur die Kopplungsstarke (wenn ! fer das System ohne Kopplung
bekannt ist) und kann zur Beurteilung dipolar gekoppelter Systemein vivo herangezogen
werden (s. Kap. 3.7).
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Die Intensitaten eines Dubletts zeigen die gleiche Abdingigkeit wie (2.20) und (2.21), was
aber diesmal zum Verschwinden de®)bergangs 2 $ 9 fuhrt. Dadurch kommt es zu
einer vemnderten Zusammenfassung der Linien in einzelne Dubletts:
Im Fall !, 6 !, werden die Linien folgenderma en zusammengefa t:

Dublett 1: 9% Jund 2% ¢
Dublett2: 9% %und 9% &

Fallen die Resonanzfrequenzen aber zusammen (2w), so verschwinden dietbergange,
an denen { beteiligt ist, und in (3.13) und (3.14) ist =45 einzusetzen. Man erlalt

E]_z = ;2!0 2 = ~!0 3
Eoy = %2!0+2+ = ~log+3

und fa t somit zwei Linien zusammen, die vorher zu verschie@nen Dubletts gelerten:
Dublett3: 9% %und 9% &
Die Aufspaltung betragt
_Ezs E1p_6 _ 3 |
>7h T h T2 *
Ebenso wie #r die asymmetrischen Linienpositionen kann man auch dr die unterschied-
lichen Intensitaten einen Asymmetrie-Parameter de nieren:

I
A = 2 (3.16)
l12
Dieser nimmt Werte 0 <A, 1 an und ist wiederum ein Ma fur die Kopplungsstarke (s.
Kap. 3.7).

3.4 Extremfall starker bzw. isochroner Kopplung

Genau wie bei der skalaren Kopplung tritt die Beobachtung ener extrem starken Kopp-
lung (d.h. die Spin-Spin-Wechselwirkung ist dominant und die Ankopplung ans Grundfeld
von geringerer Bedeutung) bei den verwendeten Grundfelder nicht auf. Zwar liegen die
Kopplungskonstantenk  10°  10* Hz deutlich uber den skalaren Kopplungskonstanten
J12, aber immer noch um drei G® enordnungen unter dem ! anisochroner Spins.

Ein Sonderfall ist auch hier die Identitat der Resonanzfrequenzetg:= ! 1 = ! ,. Der Mi-
schungswinkel betegt =45 . Die neue Basis sind die schon bekannten symmetrisierten
Zustande mit den Eigenwerten aus (2.5):

Eigenwert von

Eigenfunktion jFil,+ S Hz P Multiplett
g =i L Eg = ~lo +1 Triplett
9= 91—2(1+ i+ +i) jO1i Ed=0 +1  Triplett
9= p%(j +ij +i) joO;0i EJ=0 1 Singulett
9=ji i 1 1 EQ=+~log +1 Triplett
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Fer die Korrekturterme bekommt man mit (3.8) folgende Werte:

E]_ - E4 =
Ez = 2
Es = 0:

Zusammenfassend enlt man also folgende Niveaus:

Erwartungswert von

Eigenfunktion ~ K9 RS
7 ~1o +
% 0 2
: ; °
4 ~o +

Durch die Symmetrisierung der Zus&nde sind nach der goldenen Regel wieder nur zwei
Ubergange innerhalb des Tripletts erlaubt:

0 0 0 0.
1% 3 2% 7

Das Termschema ist in Abb. 3.1 zusammen mit dem der schwacheKopplung gezeigt. Im
Gegensatz zur skalaren Kopplung fallen die beiden Linien hiestarker Kopplung aber nicht
zusammen, denn wie bereits erahnt, betragt die Aufspaltung fer diesen Fall

_ 3k _3 o | sh

2= SR = 2163 13 (L 3008 )
Dies wird oft auch als 3
5= éDo(:ecos2 1) (3.17)
geschrieben. Dabei istD( die sogenannte dipolare Kopplungskonstante
_ o 1 sh,
Do = 63 13 " (3.18)

Die Frequenzaufspaltung hangt also nicht nur von k und damit vom Kernabstand r und von
den gyromagnetischen Verlaltnissen ; ab, sondern nach (3.5) auch noch vom Veraltnis
k=(! 1 !5). Zwei Kerne A und B mit festemAbstand r zeigen demnach unterschiedliche
Aufspaltungen der Resonanzlinien, wenn ; und ! , zusammenfallen (z. B. durch unter-
schiedliche chemische Verschiebungen: einmadif Kopplung innerhalb einer CH»-Gruppe
und einmal bei Kopplung zwischen einer CH- und einer CHs-Gruppe).

3.5 Extremfall schwacher Kopplung

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

E1 = E4=
E2 = E3=

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 obewcce Vs
\i ,
-h(v, - v,)/2 on k"
V \|/'
-h(v, +v,)2 hvgt- T~ Lo
A

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

Erwartungswert von

Eigenfunktion A2 SRS
0= j+i Ui+t +
9=+ (' 12)
9= +i 501 1)

A= (it o+

Mit (2.9) ergeben sich

IE T
1% 2 3% 4
als megliche Ubergange mit den Energien
~l1+2 ~l, 2
~l, 2 ~l,+2

Wieder spalten die beiden vormals sichtbaren Resonanzen bé; und ! » jeweils in ein
Dublett mit der Breite

_4 _k_ o 1 sh _
1= = E= s @ 3cod )= Do(1 3cod ) (3.19)

auf. Die Linienintensitaten innerhalb eines Dubletts stehen wieder im Verhaltnis 1:1.

3.6 Dipolare Multipletts bei schneller, aber anisotropew@&jung

Die bisherigen®berlegungen gingen davon aus, da der Verbindungsvektor wischen den
Spins zeitlich konstant ist und daher zum Grundfeld immer den gleichen Winkel ein-
schliet. Dies ist aber nur in Kristallen bei hinreichend ti efen Temperaturen der Fall
und fehrt dann zu den aus der Festlorper-NMR bekannten Kopplungskonstante im kHz-
Bereich. Fur Kerpergewebe mu man jedoch davon ausgehen, da sich grere Molekele
zwar entlang einer Vorzugsrichtung (z. B. in der Muskelfas€) orientieren, einzelne Grup-
pen oder Kerne sich aber noch eingeschankt bewegen lennen, so da zeitlich schwankt,
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ohne da es zu einem vollsandigen Verschwinden der dipolaren Kopplung kommt. Die
Kopplungskonstante nimmt dann deutlich kleinere Werte an.

In der Flussigkristal-NMR fehrte man daher den OrdnungsparameterS ein, der solch
eine Skalierung bewirkt [Ems75]. Dieserdhrt teilweise zu einer erheblichen Verkleinerung
der sichtbaren Linienaufspaltung. Untersuchungen an Krisallen zeigen bereits die Folgen
einer Rotation von Methylen- und Methyl-Gruppen, bevor das Medium wmssig wird. Die
einzelnen E ekte sollen hier kurz vorge#hrt werden.

3.6.1 Mobilimt eines 2-Protonen-Systems

Gutowsky et al. untersuchten den Einu 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 Abse senkrecht zur Kern-
verbindunglinie zu beobachten. Die Linienaufspaltung (317) verandert sich dadurch fol-
genderma en:

Der Kernverbindungsvektor s schlie e mit dem Feld By den Winkel ein und die Ro-
tationsachse ist um ©gegen das Feld gekippt (es sei eine freie Rotation um 0 2
meglich, Abb. 3.2). Eine CH,-Gruppe des Typs R CH» R kann sich um eine der Ein-
fachbindungen (zusammen mit einem der Reste) oder mit dem gaen Moleksl um die
Achse durch R, und R, drehen. In beiden FRallen erfolgt die Rotation senkrecht zu .
Der Geometrie-Faktor (3cog 1) aus (3.17) transformiert sich dann zu3(3cog © 1),
so da die Linienaufspaltung fur diese Art der Rotation

3
rot? = ZDo(Scos2 ° 1) (3.20)

betragt. Die Herleitung fur diese Transformation ist identisch mit der Betrachtung des
"Magic Angle- Spinnings" (MAS)  einem Verfahren, das die dipolare Kopplung gerade
unterdrecken soll. Dabei ist eine Koordinatentransformation des m Kugel achenfunktio-
nen Yy, dargestellten winkelabhangigen Teils (3 cod 1) der dipolaren Kopplung not-
wendig, die letztendlich den oben angegebenen Ausdruck fert (Details siehe [SIi89]).

Die Charakteristik der Orientierungsabhangigkeit bleibt also erhalten, aber sie bezieht sich
nicht mehr auf den internuklearen Vektor, sondern auf die Raationsachse. Dabei ist zu
beachten, da eine schnelle Rotation nicht von den Tunnel-E ekten in einem Potential mit
3- oder 6-mhliger Symmetrie unterschieden werden kann.

Abb. 3.2: Rotation einer CH ,-Gruppe um eine Achse A senkrecht zur Kernverbindungslinie. Die Win-
kelabhangigkeit des Hamilton-Operators bezieht sich nicht mehr auf , sondern auf °.
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Abb. 3.3: Struktur von 1,2-Dichloroethan. Die dominante dipolare Kopplung nde t zwischen den Proto-
nen innerhalb der CH»-Gruppen statt. Diese Spin-Paare rotieren um eine Achse senkrett zu . Wegen
der Gre e der Cl-Atome ist dies aber wohl nicht die C C-Achse, sondern das Molelel rotiert als Ganzes
am Gitterplatz im Kristall.

Als Beispiel fur rotierende Protonen-Paare wurde z. B. kristallines 1,2-Dchlorethan unter-

sucht [Gut50]. Dabei stellte sich heraus, da die Wechselwkung zwischen den Protonen
der gleichen Methylen-Gruppe dominant ist. Intramolekulare Wechselwirkungen mit ande-
ren Spins liefern nur einen schwachen Beitrag und intermoleulare Wechselwirkungen im
Kristall sind noch einmal geringer. Also sind die beiden CHCI-Gruppen naherungsweise
wie zwei identische, isolierte Systeme zu behandeln. Etwa0X unterhalb des Schmelz-
punktes nimmt die Dublett-Breite auf die H alfte hab. Dies wird so interpretiert, da eine

Rotation senkrecht zu +yy statt ndet. Wahrscheinlich handelt es sich dabei nicht um die

Achse der C C-Bindung, denn dann weirden sich die Cl-Atome berihren (s. Abb. 3.3). Da

au erdem die Energieschwelle éir eine Rotation der beiden CH,CI-Gruppen gegeneinander
in der gaskrmigen Phase recht hoch ist, geht man davon aus, da das Molell als Ganzes
an seinem Gitterplatz eine Rotation vollfehrt.

Schon die Einkihrung eines Rotations-Freiheitsgrades verringert also @ sichtbare Auf-

spaltung um den Faktor 2.

Unter In-vivo-Verhaltnissen wird jedoch keine Rotation um eine feststehende éhse senk-
recht zu s statt nden. Die Molekularbewegung fehrt zu einer Herabskalierung, die deut-
lich starker sein kann als nur der Faktor 1/2. Man fahrt den Ordnungsparameter S ein,

der fur isotrope Bewegung in Feissigkeiten den Wert 0 und #ir fer Festkerper den Wert 1

annimmt [Gen93]. Die residuale Linienaufspaltung betmgt dann analog zu (3.17)

3
vivo = ESDO(3cos.2 1): (3.21)

bei der sich wieder auf die Orientierung von s bezieht (S selber ist das zeitliche
Mittel einer Funktion, die vom Winkel zwischen +s und der Vorzugsachse, um die eine
Molekel-Rotation statt ndet, abh angt [Sli89]). Diese ist zwar nicht starr, weist aber im
Mittel aufgrund der anisotropen Bewegung eine Vorzugsrickung auf. Bisherige Arbeiten
zeigten, da eine Euler-Tansformation zwischen Labor- und Molekel-System vernachkssigt
werden kann und somit die Vorzugsrichtung vont;s mit der makroskopischen Anisotropie
der Muskelfasern zusammerdllt [Kre94, Asl99]. Fur kann daher der Winkel benutzt
werden, den die Fasern mitBg bilden.

Eine analoge Beziehung ist éir zwei Protonen unterschiedlicher Resonanzfrequenzegtig,
die sich an einer aromatischen Ringstruktur be nden. Der rdativ steife Ring wird als
geschlossene Einheit einem Reorientierungsproze untedgen, der die Linienaufspaltung
(3.19) fur anisochrone Spins folgenderma en modi ziert:

vivo; aniso — SDo(3 cos 1) (3.22)
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3.6.2 Rotation einer CHGruppe

Die Protonen einer Methyl-Gruppe bilden ein gleichseitigesDreieck, das um die R C-

Achse rotieren kann, und be nden sich somit in einem Potental mit dreizahliger Sym-
metrie. Bei tiefen Temperaturen spielen Tunnele ekte eineRolle, wahrend bei hohenT -

Werten die ®Ubergange durch die schnelle Rotation gepgt sind. Die Gro e des an das
C-Atom gebundenen Restes beein u t die Rate der Tunnelprozesse und die Rotationsfre-
quenz. Ist die Tunnelfrequenz im gelahlten Kristall ausreichend gro, ist das Spektrum

nicht von dem bei hoher Rotationsfrequenz zu unterscheiderDies ist z. B. bei Acetonitril

der Fall [HaeO03].

Der Hamilton-Operator fur drei dipolar wechselwirkende Protonen (Gesamtspin 3/2)ist

in [And50] angegeben und éhrt zu orientierungsabhangigen Energiekorrekturen, die sich
aus zwei Termen zusammensetzen (Notation wurde an diese Aeit angepa t):

X = %00(1 3cod ) (3.23)
r
y = %Do ZZYSin“ 3sit +1: (3.24)

Dabei ist der Winkel zwischenB und der Normalen der Dreiecksebene, die durch die
drei Protonen de niert wird. Die Wirkung des Hamilton-Opera tors auf die 4 urspring-
lichen Zustande ist in Abb. 3.4 angegeben. Die Zuginde mit | = 1=2 spalten in drei
Unterniveaus auf. Es sind insgesamt neuttybergange erlaubt, die zu einer Zentralresonanz
und drei orientierungsabhangigen Dubletts mit den Aufspaltungen 2y, (3x + y) und
(3x y) zusammengefat werden lonnen. Der Verlauf von x und y sowie die Variati-
on der Dublett-Aufspaltungen ist in Abb. 3.5 dargestellt. Aus Abb. 3.5(b) wird deutlich,
da kein Kollaps des Multipletts auftritt und der magische W inkel keine ausgezeichnete
Orientierung mehr ist. Von den drei Dubletts kollabiert nur das mit der Energiedi erenz
3x + y bei ca. 42.
Die Ubergangswahrscheinlichkeiten sind ebenfalls von den Fiktionen (3.23) und (3.24)
abhangig (s. Tab. 3.1). Abb. 3.6 zeigt die Multipletts einer stationaren Methyl-Gruppe fur

E
+3/2
~~~~~~~~ -2x
2 o
- - X(-)y
A2 Xty
~~~~~ Xc_)y
-312
~~~~~~~~ -2x

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

Energiekorrektur [hD ]
o
o
Energiedifferenz [hD ]

x(y)

3x-y

-3,5 T T T T T T T T T T T T -7 — T T T T T " T T T T T T T T
0 45 90 135 180 225 270 315 360 0 45 90 135 180 225 270 315 360
vl v [’

Abb. 3.5: Orientierungsabheangigkeit der Energiekorrekturen x und y (a) sowie der Energieunterschiede
der 3 Dubletts einer station aren CH3-Gruppe relativ zur Zentralresonanz bei ~! (b). Zum Vergleich ist
noch die Winkelabhangigkeit einer station aren CH,-Gruppe angegeben (gestrichelt).

verschiedene Orientierungen im Feld. Der allgemeine Fall i sieben Resonanzen verein-
facht sich far = 0 zu einem einfachen Triplett, weil die Ubergangswahrscheinlichkeiten
fur zwei der Dubletts auf 0 absinken. Der Mittelwert eber alle Orientierungen st fur
die einzelnen Dublets verschieden, so da da$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 lennen das Spektrum aber erheblich vereinfachen. Die Energjkorrekturen fer
die Rotation der Protonen um eine beliebig orientierte Ach& mit dreizahliger Symmetrie

Tab. 3.1: ®bergangswahrscheinlichkeiten der sieben'H-NMR-Resonanzen einer stationaren CHz-Gruppe
nach [And50]. Die gemittelten Werte ganz rechts spielen fuer Kristallpulver-Spektren eine Rolle.

Energieverschiebung des

Ubergangs relativ zur Ubergangs- Wabhrscheinlickeit gemittelt
ungeskrten Resonanz  wahrscheinlichkeit eber alle Orientierungen
0 L+ 0,19
2y 31 ;— 0,31
(Bx+y) g 1+2 0,22
3x y) i1 X 0,28
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vID] viD) vID]

Abb. 3.6: Simulation von 'H-NMR-Spektren einer station aren Methyl-Gruppe f ur verschiedene Orien-
tierungen zum Grundfeld. Bei = 0 verschwinden die Ubergangswahrscheinlichkeiten von zwei der drei
meglichen Dubletts, und es tritt nur ein Triplett mit den Intens it atsverhaltnissen 1:2:1 auf.

sind [And50]

h

x0 = %Do(l 3cog )1 3cog ) (3.25)
r

yo = %Do(l 3cog ) %7sin4 3siP® +1; (3.26)

wobei und die Winkel zwischen der Rotationsachse und der Dreiecksnaralen bzw.
zwischen dem Grundfeld und der Drehachse sind. Methylgrupen kennen sich meist frei
um die R C-Achse drehen, welche parallel zur Normalen des Dreiecksedit. Setzt man
also =0in (3.25) und (3.26) ein, so erhalt man

3h
o_ SN
X 4

Die Darstellung dieser Korrekturterme in Abb. 3.7 zeigt, da f ur die Rotation der Gruppe
um diese Achse der magische Winkel wieder von Bedeutung istnd es zu einem Kollaps
des Multipletts kommen kann, weil x° und y%identische Nullstellen haben.

Mit den Wahrscheinlichkeiten aus Tab. 3.1 ergibt sich, da au er der Zentralresonanz nur
noch das Dublett mit  (3x° y9 = 4xsichtbar ist (Abb. 3.7b)). Man erh alt ein Triplett
mit dem Verhaltnis 1:2:1 und der Aufspaltung j4x%hj, also

Do(1 3cog )= y° (3.27)

ota =3Do(1 3cog ) (3.28)

Ist das Dreieck also so orientiert, da es maximal vom Feld duchsetzt wird ( = 0 bzw.

= 0) kann man wegenx®=y%bzw. x = y nicht unterscheiden, ob es sich um ein
stationares System oder den dre&hligen Protonen-Rotor handelt in beiden Fallen be-
obachtet man ein Triplett mit der Aufspaltung 6 Dg.
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Abb. 3.7: Orientierungsabhangigkeit der Energiekorrekturen x° und y° (a) sowie der Energieunterschiede
der drei Dubletts einer rotierenden CH 3-Gruppe relativ zur Zentralresonanz bei ~! (b). Auer dieser
Resonanz hat nur das Dublett bei  (3x° y9 eine nicht verschwindende &bergangswahrscheinlichkeit; die
anderen Verlaufe sind daher nur in Grau angegeben. Zum Vergleich ist noch die Winkelabhangigkeit einer
station aren CH,-Gruppe angegeben (gestrichelt); sie #llt mit der Kurve 3 x°+ y° zusammen.

Auch fur den Rotor stimmt die Orientierungsabhangigkeit qualitativ mit der in (3.17) wbe-
rein, bezieht sich aber diesmal auf die Richtung der Drehacke R C und ist um den Faktor
2 gre er. Kommt nun noch die Skalierung durch eine zeitliche Vaiation dieser Achse hin-
Zu, so kann auch diese Linienaufspaltung um mehrere @renordnungen herunterskaliert
werden. (3.28) wird daher zu

vivoa =3SDg(1 3cog ): (3.29)

Das Triplett einer rotierenden Methyl-Gruppe, das die gleiche Aufspaltung wie das Du-
blett einer rotierenden Methylen-Gruppe aufweist, impliziert aber fur die R C-Achse eine
gre ere raumliche Beweglichkeit mit einem nur halb so gro en OrdnungparameterS.

Die typische Rotation der Methyl-Gruppe fuhrt demnach im Gegensatz zu dem bei der
Methylen-Gruppe auftretenden Freiheitsgrad zu einem Vershwinden von Resonanzen.

In den Arbeiten zur Rotation von CH 3-Gruppen wurde deutlich, da sterische Aspekte
innerhalb des Molelels eine wichtige Rolle spielen. 1,1,1-Trichlorethan (Abb.3.8a)) zeigt
z.B. erst 100K unterhalb des Schmelzpunktes Anzeicheruif eine Rotation [Gut50]. Dies
liegt daran, da die gro en Cl-Atome die Bewegung des Protonan-Rotors um die Molekell-
Hauptachse behindern. Bei 90K kann dieses System im Verglegh zu Acetonitril (Abb.
3.8b)) als stationare CHsz-Gruppe angesehen werden [And50]. Auch Dimethyl-Quecksillre
(H3C Hg CH3) zeigt bereits 150K vor Erreichen des Phasesbergangs eine Abnahme
der Linienbreite aufgrund der schnellen Rotation der Methy-Gruppen.

In der In-vivo- MR-Spektroskopie sind die Auswirkungen der Molekularbewegng so aus-
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Abb. 3.8: Struktur von 1,1,1-Trichlorethan (a) und Acetonitril (b). In kristal  linem Zustand ndet wegen
der gro en Cl-Atome bei (a) keine Rotation der Methyl-Gruppe statt. Be i (b) dagegen bewegt sich diese
frei um die L angsachse des Molekls, die senkrecht auf der durch die Protonen de nierten Dreiec ks-Ebene
steht.

gepmgt, da S auf keinen Fall zu vernachkssigen ist und man nur e ektive Kopplungs-
konstanten beobachtet, die in keiner Weise mehr direkt mit dm Kernabstand korreliert
sind. Daher wird in dieser Arbeit in allen weiteren Betrachtungenk durch Sk ersetzt.

3.7 Ordnungsparameter aus Spektren 2. Ordnung

Bei Spektren 2. Ordnung kennen neben der sichtbaren Aufspaltung des Dubletts auch
die asymmetrischen Linienpositionen in Kombination mit dem Frequenzunterschied !
zur Bestimmung der e ektiven Kopplungsstarke herangezogen werden. Dies soll anhand
der dipolaren Kopplung im Folgenden auséihrlich untersucht werden. Der Asymmetrie-
Parameter (3.15),

AB( )= ~ !sin> +2sin cos;
lat sich leicht aus der Verschiebung der Dublett-Mittelpunk te von ~!; (Linienpositi-

on ohne Kopplung mu bekannt sein) bestimmen. Nun kann man fdgenderma en den
Mischungswinkel berechnen: die Energieverschiebung 2 = 57“ lat sich mit (3.5) in

2 = ~ !'tan2 umformen. Dann erhalt der Asymmetrie-Parameter die Form
Ap() = ~ !sin®> +~ ! tan2 sin cos
1 . .
= ~ ! Stan2 sin2 sin’ (3.30)
sin2 sin?
= Sk 7] sana - (3.31)

Dies sind die analogen Gleichungen zu (2.18) und (2.19).! in (3.30) ist zwar auch eine
Funktion von , kann andererseits aber direkt aus einem Spektrum abgeleseverden, in
dem die beiden Spins nicht koppeln (z. B. Aufhebung der diparen Kopplung in Modell-

Lesungen). Daher ist die Darstellung (3.30) praktischer, we zur Anwendung von (3.31) die
e ektive Kopplungskonstante Sk bekannt sein mu. Will man die Kopplungsstarke aber
alternativ aus der Asymmetrie bestimmen, um zu testen, ob @ konsistent mit dem Wert
der Linienaufspaltung ist, so la t sich Sk gerade nicht als Vorwissen benutzen, um mitAB

den Winkel und daraus dann letztendlich die Kopplungssrke Sk zu bestimmen. Beide
Gleichungen wurden mit Hilfe von Maple umgeformt und danach weiter vereinfacht. Fr

(3.30) qilt
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Abb. 3.9: Verlauf des Asymmetrie-Parameters Ap( ) fur dipolare Kopplung nach Gleichung (3.30). Man
sieht, da AB selbst bei relativ starken Mischungswinkeln von 20 nur ca. 15% des Frequenzunterschieds

I betragt.

1
AR() = - ,co8 1_ !§(1+c052) 1
P cos 2 cos?2
~ 1
= 1
2 cos?2

Da die residualen Kopplungssirken in vivo recht schwach sind, reicht es, kleine Winkel

zu betrachten. Der Verlauf fuar < 20 ist in Abb. 3.9 dargestellt. Es wird deutlich, da

die Asymmetrie fur kleine Mischungswinkel sehr schwach ist. Selbstefr =20 sind die

Resonanzen nur um ca. 15% des Frequenzabstandes verschoben. Die Au esung nach
ergibt:

1 ~ |
P = E arCCOSm. (332)
Der Vollstandigkeit halber soll noch die Vereinfachung ér (3.31) angegeben werden:
b, co¥¢ 1 _ _ sin®
AP()= Skagns = SKgsinz

Die -Abhangigkeit von AB wird noch einmal vergleichend mit der skalaren Kopplung in

Kap. 5 diskutiert.
Analog kann man die Asymmetrie der Linienintensitaten (3.16) ausnutzen. Hier ist es auch

meglich, direkt aus

1+sin2
A =
) 1 sin?
als Umkehrfunktion den Mischungswinkel
1 A1
| = éarcsm AL (3.33)

zu berechnen. Hat man mit einer der beiden Methoden ermittelt, so erhalt man zu-
sammen mit (3.5) die e ektive Aufspaltung Sk=h in Hz und kann sie ins Verhaltnis zum
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theoretisch aus der Molekulargeometrie bestimmten Wert sezen, um den Ordnungspara-
meter zu erhalten.

Au erdem kann die Asymmetrie zum Nachweis residualer dipoarer Kopplungen herange-
zogen werden, denn diesber AB und bestimmte Kopplungsstarke mu im Spektrum
einer Aufspaltung von Sk=h entsprechen.






Kapitel 4

Analogien zur Hyperfeinstruktur des
Wassersto -Atoms

Betrachtet man koppelnde magnetische Momente, saalt sich das Problem zweier wechsel-
wirkender Protonen direkt mit der Hyperfeinstruktur des Wa ssersto -Atoms vergleichen.
Die magnetische Wechselwirkung von Proton und Elektron wude 1931 vonKopfermann
und Scheler experimentell untersucht. Die theoretische Grundlage istdurch die quan-
tenmechanische Kopplung von Drehimpulsen gegeben.

4.1 Wahl der Observablen, verallgemeinerte Clebsch-GKaanien-
ten

Die Bestimmung neuer, simultaner Eigenzusande verlauft im Grunde sowohl fur die ska-
lare als auch #ir die dipolare Kopplung analog zum Verfahren, das bei der Kembination
von Drehimpulsen bei der Spin-Bahn- oder Spin-Spin-Kopplung Awendung ndet. All-
gemein geht man bei zwei Drehimpulserf’; und (> von den Produktzustanden aus, wenn
man geeignete Eigenzustnde fir die neuen Operatorenl = 1+ Lo und £, = L, + Loy
sucht.
Dabei bilden Zustande mit gleichem m-Wert (die Quantenzahl zu [,) Linearkombina-
tionen, die sich in der QuantenzahlL (zu ['2) unterscheiden. Fur die hier betrachteten
Spin-Spin-Kopplungen sind das gerade die Zusinde j+ i und j +i, die zu geeigneten
iokombiniert werden. Bei der verallgemeinerten Betrachtungder Kopplungen bilden die
in m entarteten Zustande Linearkombinationen, die sich in der Quantenzahl des kp-
Flop-Operators (B bzw. J,) unterscheiden. Die zuge®rigen Entwicklungskoe zienten C;;

In
({0} sin 2 _ Ci1 Ci2 2

sin  cos 3 Ca1 Co2 3

sind dann nichts anderes als verallgemeinerte Clebsch-Goath-Koe zienten, die mit der
relativen Starke der Kopplung variieren:

wonNo

Cja() =Cj() furskalare Kopplung und
Cijp( ) = Cj(Sk) furdipolare Kopplung.
Fur den Extremfall starker Kopplung ergeben sich gerade die as der Hyperfeinstruktur

bekannten Werte C11 = C22 = C12= P und Co1 = ph.

a7



48 Kap. 4. Analogien zur Hyperfeinstruktur des Wasserstdefs

Tab. 4.1: Analogien in der Betrachtung von gekoppelten Spinsystemen

vollstandiger Satz  Clebsch-Gordan-

von Observablen Koe zienten
anfangs 82:12;§,:1,
Hyperfeinstruktur §2: (2, F2: F, T
skalierbare skalare Kopplung — $2;12;3,( );F; Cia()
skalierbare dipolare Kopplung 82,12, B( );F; Cin()

Tabelle (4.1) zeigt zusammenfassend, da sich die Betraching der durch skalierbaren
Kopplungen von der Theorie der Spin-Spin-Kopplung der Hyperéinstruktur nur durch
einen Operator im vollstandigen Satz der Observablen unterscheidet.

J> und B sind deshalb die geeigneten Observablen, weil sich die &ke der Kopplung
nicht im Gesamtspinoperator F2 = (8 + N2, wohl aber uber die E ektivit at der Flip-
Flop-Vorgange ausdeickt.

Ein Verzicht auf die Observable F2 ist aus folgendem Grund plausibel: Bei der Betrach-
tung der Linienintensitaten (s. u.) zeigte sich, da das Interkombinationsverbot rur im
Extremfall starker Kopplung gilt. Demnach ist F mit seinen Eigenwerten 0 (Singulett)
und 1 (Triplett) bei der allgemeinen Betrachtung keine geegnete Quantenzahl mehr, weil
die Einteilung in Singulett- und Triplett-Zust ande zur Beschreibung des Systems obsolet
geworden ist. Wie sich zeigen wird, istmg trotz des aufgebrochenen Gesamtspins eine
geeignete Quantenzahl und taucht in der Breit-Rabi-Formel ad (s.u.).

4.2 Paschen-Back-E ekt, Breit-Rabi-Formel

Das Aufbrechen einer Kopplung von Drehimpulsen geladener dilchen durch ein hinrei-
chend starkes Magnetfeld ist in der Atomphysik auch als Padten-Back-E ekt bekannt

(Paschen und Back 1912/13). Die dafur notwendige Feldstarke richtet sich nach der
Starke der Wechselwirkung zwischen den Teilchen, also nach dé&re e der Drehimpulse

(klassisch oder intrinsisch). Demnach ist dieLS -Kopplung am schwierigsten aufzuheben.
Etwas einfacher ist es bei derJ -Kopplung der Hyperfeinstruktur, bei der die magneti-

schen Momente von Elektron und Proton von Bedeutung sind. Dadas Kernmagneton um
den Faktor 1836 kleiner ist als das Bohrsche Magneton, bridhdie Spin-Spin-Kopplung

zwischen zwei Protonen als erstes auf. Wegen des hohen gyragnetischen Verhaltnisses
sind gekoppelte Protonen aber das stabilste unter den Kernsgtemen.

Der Ubergangsbereich vom Zeeman-E ekt (hormal und anomal) zum Rschen-Back-E ekt

der Hyperfeinstruktur wird durch die Breit-Rabi-Formel beschrieben [Bre31]. Sie gibt al-

lerdings nur die einfachste losung #ir die S-Orbitale, also F = | + % an:
1 A E r 4
m
EEFS F=1 = = Z+ B —2 1+ _—F x+x2 4.1
B 2:mF 2 MEOK K 5 2|+1X X (4.1)

Dabei wird die Variable x aufgrund des kleinen Kernmagnetons zu

G B &K K 2B
XxX==—_"= "B —B
Eo Eo
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Abb. 4.1: Breit-Rabi-Diagramm f wr die Hyperfeinstruktur des Wassersto -Atoms. Die drei Spinq uanten-
zahlen jedes Niveaus sind angegeben.

mit der Annahme g; = 2 vereinfachtund Ej ist die Energieaufspaltung zwischen Triplett
und Singulett des Gesamtspinsk (sichtbar bei x = 0)

1
Eo= A |+ =
0 2

A ist die Hyperfeinaufspaltung, die beilH 1,419 GHz/h betragt. Die beiden Niveaus mit
den extremalen Quantenzahlenmg = F, also fur die Hyperfeinstruktur des Wasser-
stos mg = 1, zeigen dann eine lineare Ablangigkeit vom Grundfeld (gx B kann ver-
nachlassigt weden und das Argument unter der Wurzel ist eine binorische Formel). Die
restlichen Niveaus zeigen einen Verlauf, der anfangs vom Wael-Term dominiert wird und
fur starke Felder anmahernd parallel und aquidistant (nur noch einfache Zeeman-Spektren)
zu den beiden anderen Niveaus ist.

Mit der bisher benutzten Nomenklatur fur die Energieniveaus vereinfacht sich (4.1) beim
Wassersto folgenderma en (man beachte das unterschiedthe Vorzeichen von Protonen-
und Elektronen-Spin!):

Ei=A = %+gk kB+%pm %+%
Ex=A = %+%p1+x2
Es=A = % %p1+x2
Es=A = % G B = 1 X+x2 = g:
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Der Hauptunterschied zur skalaren Kopplung der NMR-Spektraskopie besteht darin, da
hier ein magnetisches Moment verschwindend klein gegeiber dem anderen ist, weil ver-
schiedene Teilchen koppeln. Dies ermglicht eine Vereinfachung, die bei der Kopplung
identischer Teilchen nicht zulassig ist.

Wegen der isotropen Bewegung des-Elektrons um den Kern kann bei der Hyperfein-
struktur eigentlich keine dipolare Kopplung die Ursache s&n. Da im Grundzustand aber
trotzdem eine Aufspaltung zu sehen ist, mngt damit zusammen, da fur s-Orbitale der
Kern nicht als punktf ermiger magnetischer Dipol angesehen werden darf (dig-Elektronen
haben im Kern eine endliche Aufenthaltswahrscheinlichke). In diesem Fall der Fermi-
Kontakt-Wechselwirkung liegt ein nicht verschwindendes mitleres Feld des Kerns vor,
das der Spin des Elektrons esfhrt.

Fur alle Zustande | > 0 gilt eine Naherung, auf die hier nicht weiter eingegangen wer-
den soll. Die Hyperfeinstruktur wird dann wegen der Anisotropie der Orbitale richtungs-
abhangig.

4.2.1 Breit-Rabi-Diagramm der skalaren Kopplung

Um ein Breit-Rabi-Diagramm fur die skalare Kopplung zwischen zwei Protonen zu erhal-
ten, mu man die Energieniveaus (2.11) - (2.14) betrachten.Im Prinzip wird ein Ausdruck
Ei = E;(B) gesucht. Die Resonanzfrequenzenemngen linear von B ab, so da sowohl

! / Balsauch! 1+!,/ B geeignete Gp en sind. An dieser Stelle macht sich bemerk-
bar, da zwei identische magnetische Momente miteinander kppeln. Betrachtet man

~(11+!

E, = % ~B= B  und (4.2)

~(11+!

Eq = + % + ~B = + (B (4.3)
so sieht man, da in die Steigungc; = ~ dieser Geradengleichung so etwas wie eine Summe
aus magnetischen Momenten eingeht. Dagegen tritt bei den been anderen Zusanden eine
Di erenz auf, denn nach Substitution des Winkels = larctan -2 in

~ 1
E, = T’cosZ +2 sin2
~ 1
Ez = 2' cos?2 2sin2 ;
erhalt man zwei Funktionen von ! :
~ | J .
E, = > cos arctan — 12 +2 sin arctan 1Iz (4.4)
~ | J . J
Ez = — cos arctan 12 2 sin  arctan 12 (4.5)
Fur groe Felder, also ! !'1 | geht das Argument im arctan gegen Null. Dann verein-
fachen sich auch diese Ausdrcke zu Geradengleichungen:
~ 1 -~
Ex(B!1 = — = ——B = c;B
2( ) > > 2
~ 1 -~
Ez(B!1 ) = + ~ = 4+ —B= + B

2 2
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(mit als scheinbarem Unterschied im gyromagnetischen Vestitnis, verursacht durch
die chemische Verschiebung). Nun ist aber die Steigung = —— = —— wegen der kleinen
chemischen Verschiebung um ca. 6 Gre enordnungen kleiner alsc;! Das bedeutet, da
die beiden Niveaus mit paralleler Orientierung der Spins tng = 1) wesentlich swarker
vom Grundfeld abhangen als die beiden gemischten Zuahde (mg = 0).
In der Hyperfeinstruktur des Wassersto atoms tritt dieser Unterschied nicht auf, well
das magnetische Moment des Kerns vernachssigt werden kann und somit sowohl in der
Summe als auch in der Di erenz die Resonanzfrequenz des Elekns dominiert: ! ¢+ !
le le !p.
Unter Ausnutzung der Quantenzahlen kRt sich eine verallgemeinerte Form der Breit-
Rabi-Gleichung formulieren, die alle vier Energieniveaus ¥r die skalare Kopplung zweier
identischer Teilchen mit S = | = % wiedergibt. Die Variable, die die Abhangigkeit vom
B -Feld enthalt, ist

~1 ~B

J1i2 Jizg

Fur die beiden Geraden, in denerB nach der Vereinfachung! 1 + ', 2B direkt auf-
taucht, mu dann entsprechend substituiert werden. Man erhalt insgesamt:

Jio meJi2
£ m, 00 = Z2( qypeme MEd2,

J
+ 12

+(L j mej)( 1) 2™ &lecos(arctan x 1) 5

sin(arctan x 1) : (4.6)

Zeeman-Gebiet

2.0 ] . | quchen-Back-erlet

E[J)

| Steigung
skaliert
um 10°

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
x [hAvid, ]
Abb. 4.2: Breit-Rabi-Diagramm f wr skalare Spin-Spin-Kopplung. Die vier Niveaus sind durch die z-

Komponenten der einzelnen Spins und der des Gesamtspins gekenreichnet. Das asymptotische Verhalten
der gemischten Zustande ist gestrichelt dargestellt.
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Mit den Beziehungen

1
und cos(arctanx) = pl:

. X
sin(arctanx) = p——
1+ + X2

X2
la t sich diese Gleichung noch vereinfachen zu

p—
Mediz, 22050000 jme( D B @

B ()= 2 1)t
Die unterschiedliche Skalierung in der Steigung bewirkt, @ es zu einem Schnittpunkt
von E» und E1 kommt! Bei gezielter Veranderung des Grundfeldes &nnte man zurachst
beide Niveaus in Kontakt bringen und einen Populationsausggich erzielen, der dann beim
Trennen der Niveaus zu einer Polarisationsversrkung fehrt. Da x aber mit dem Planck-
schen Wirkungsquantum skaliert ist, liegt dieser Schnittpunkt bei sehr kleinen Feldern,
und dort unterscheiden sich die Besetzungszahlen der einlben Zustande noch nicht sehr
stark.
Die Asymmetrie in den Linienpositionen ist im Breit-Rabi-Dia gram daran erkennbar, da
der Schnittpunkt der beiden Geraden (+0,25) gegen den extrpolierten Schnittpunkt der
beiden anderen Kurven (-0,25) verschoben ist. Da die Steigunder beiden Geraden extrem
stark ist und somit die Ubergangsenergien schnell anwachsen, ist man schon bei iklen
x-Werten in einem Bereich, in dem diese Verschiebung kaum noctelevant 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 de(sekularen) dipolaren
Kopplung kann man fer eine geeignete Darstellung der Energieniveaus auf die gale
berechneten Ausdeicke zurackgreifen. Gin. (4.2) und (4.3) kennen direkt sbernommen
werden.

~lp+ !
El = —1r-2 ~B = C]_B
2
~lg+ !
E4=+7122 + ~B = + ¢B:
Einziger Unterschied ist hier, da jetzt = Sk=4 gilt. Der Vergleich der Energieniveaus

beider Kopplungen zeigt, da bei der dipolaren Kopplung in (4.4) und (4.5) die Kopp-
lungsstarke vor dem letzten Produktterm nur in halber Wichtung eing eht. Au erdem tre-

ten nur positive Mischungswinkel auf, so da nun = %arctan zf—k, substituiert werden
mu . Es ergibt sich somit sofort
E, = . cos arctan sin arctan Sk (4.8)
2 - 2 2~ | 2~ | '
~ 1
Ez = — cos arctan + sin arctan 4.9
3 2 2~ | 2~ | (4.9)

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

Zeeman-Gebiet
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Abb. 4.3: Breit-Rabi-Diagramm f wr dipolare Spin-Spin-Kopplung. Die Darstellung ist an Abb. 4.2 ange-
lehnt.

Tatsache, da die Korrekturterme des Flip-Flop-Operators schwacher gewichtet werden,
ist die Konvergenz mit den Asymptoten schneller. Der Unterghied im Vorzeichen der
Wichtung fehrt au erdem dazu, da bei x = 0 nicht alle Triplett-Zust ande zusammenfal-
len.

Dadurch kommt es sogar zu zwei Niveau-Kreuzungen: mit sinkethem Feld schneiden sich
zunachstE; und E» und dann E1 und E3. Auch hier gilt, da wegen x / ~die Schnittpunk-
te bei sehr schwachen Feldern liegen. Dort ist die Kopplung aer nicht mehr unbedingt
klein gegen die E ekte des Grundfeldes, so da die Mherung mit dem sakularen Anteil
des Hamilton-Operators nicht mehr gultig ist. Wie weit sie im ®bergangsbereich zwischen
Zeeman- und Paschen-Back-E ekt giltig ist, kann hier nicht gesagt werden.

Die stark unterschiedlichen Steigungen haben wiederum diBeobachtung von Spektren 1.
Ordnung bei gro en x-Werten zur Folge.

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

Sk mg Sk
Epem, (0= (DM =

+(1 j mej)( 1) ™ %cos(arctanx h STksin(arctanx  : 4.10)

Auch hier lassen sich die Winkelfunktionen vereinfachend azsammenfassen. Man erilt:

Sk
Mg X

P—
EDim (0= S )T S imep( 1 MA@y

Hier lautet die Variable
2~ 1 2B

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 fer
anisochrone Systeme, also 6 0, denn fur den Breit-Rabi-Parameter x besteht folgende
Problematik:

Fer x = 0 zeigen die Diagramme eine Entartung der Zusande ; und 4. Diese liegt aber
nur vor, wenn kein au eres Feld anliegt und man nur noch die Nullfeld-Aufspaltung beob-
achtet (bei der HFS gerade die 21 cm-Linie), da die entsprecimelen Komponenten vonH 7
verschwinden. Andererseits giltx = 0 aber auch fur isochrone Systeme, weil dort =0
gilt. Daher mu dieser Fall gesondert betrachtet werden, wenn ein au eres Feld anliegt.
(Bleibt die Frage, ob x = 0 mit 6 0 bei dipolarer Kopplung im Breit-Rabi-Diagramm
richtig wiedergegeben wird, wenn nur der skulare Anteil berecksichtigt ist.)

Bei einem Ay-System ist der Mischungswinkel unabmngig von Bo auf 45 festgelegt,
so da die Energieniveaus nur noch durch die winkelunablngigen Terme der Zeeman-
Wechselwirkung beein ut werden kennen. Davon sind aber nur die beiden Produkt-
zustande betro en, die den nicht-transformierten Unterraum aufspannen. Da die beiden
gemischten Zusende in diesem Sonderfall unter dem Zeeman-Operator mit Eigevert O
entartet sind, bleiben sie konstant auf dem Niveau, das die drch  bestimmte Nullfeld-
Aufspaltung erzeugt. Die Breit-Rabi-Parameter beinhalten logischerweise nicht mehr die
chemische Verschiebung,

~B 2~B
0_ 0_
X'= ——  bzw. x°=
J12 Sk
—, 2,0 T T T T
>
W 1,54 s
1,0 s
0,5+ _
-1/2 +1/2 0
F=1
0,0
m/ ms mF
-0,5 i
+1/2 -1/2 0
F=0
-1,0 5 +1/2 -
b +1/2 b
_1’5 — +1 -
2,0 . , . , . , . , . , .
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
X [ﬁyB/J12]

Abb. 4.4: Breit-Rabi-Diagramm f wur ein skalar gekoppeltes A>-System. Die erlaubten Ubergange innerhalb
des Tripletts sind entartet.
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-172 +1/2 0
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_ 05 +2 112 0
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J »
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0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
X' [2nyBISK]

Abb. 4.5: Breit-Rabi-Diagramm f ur ein dipolar gekoppeltes A,-System

und die Breit-Rabi-Gleichungen zeigen nur noch ér die Zustande mit mg 6 O eine x-
Abhangigkeit:

NS

Ehem (O = Jio (D™ xine @ jme( D) P (@12)

ED w9 = Sk Z( DM™ e @ jme)( 1) BT (@419

Die zugelorigen Diagramme sind in Abb. 4.4 und 4.5 gezeigt. kir den Fall, da die neuen
Breit-Rabi-Parameter gleich 0 sind, ergeben sich erwartunggena die gleichen Situationen
wie in Abb. 4.2 und 4.3, dennx®=0 , B = 0 bedingt automatisch x = 0 (nicht aber
umgekehrt!).

Abb. 4.4 verdeutlicht noch einmal, da in isochronen skalar gekoppelten Systemen nur
ein Signal zu beobachten ist: Wegen des symmetrischen Verés der drei Zustande mit
F =1 sind die beiden erlaubten &bergange immer entartet. Dagegen hat bei dipolaren
A;-Systemen das Feld-unablngige Triplett-Niveau immer eine negative Energie, so da
die erlaubten Ubergange nicht mehr entartet sind.

Interessanterweise kann man bei isochroner Kopplung einesinnvollen Gesamtspin (mit
Interkombinationsverbot) de nieren, obwohl nicht wirkli ch eine starke Kopplung vorliegt.
Denn dann weirde die Naherung wieder nicht gelten. Die Bedingung, da in (3.5) zf—k, !

1 gilt, ist demnach nur eine notwendige, aber keine hinreichede Bedingung #r das
Vorliegen einer starken Kopplung. A -Systeme sollten daher nur als pseudo-starke Systeme
bezeichnet werden (bei derJ-Kopplung spielt dies keine Rolle, weil dort sowieso keine
isochrone Kopplung beobachtet werden kann).
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4.2.4 Hanle-E ekt, Interkombinationsverbot

Die in den Breit-Rabi-Diagrammen sichtbare Niveau-Kreuzung kei abgeschaltetem Grund-
feld wird auch als Hanle-E ekt bezeichnet (Hanle , 1924). Soweit es sich um keine verbo-
tenen Ubergange handelt, ist dann eine kolmrente Anregung der Zeeman-Aufspaltungen
im Nullfeld m eglich.

In Kap. 2.3 und 3.3 wurde das Interkombinationsverbot stark gekoppelter Systeme be-
trachtet. Wegen B! 0) ;! O liegen im Nullfeld nur isochrone Systeme vor, und
somit gilt selbst fur heteronukleare Systeme das Verbot und es énnen hechstens die
Triplett- Ubergange beobachtet werden. Nun sind jedoch alle Triplett-Zusande der ska-
laren Kopplung im Nullfeld entartet (s. Abb. 4.2), so da das Interkombinationsverbot
zum Verschwinden aller Resoanzlinien (in Form von Dipobibergangen) eines A-Systems
fuhrt?.

Bei der dipolaren Kopplung besteht die Frage, inwieweit dasBreit-Rabi-Diagramm in
Abb. 4.3 uberhaupt fur das Nullfeld geltig ist. Die N aherung mit dem sakularen Anteil
des Hamilton-Operators wurde unter der Annahme gemacht, da die Sterung des Grund-
feldes dominant ist. Hier weirden Experimente mit SQUIDs Aufschlu eber den Verlauf
der Energieniveaus @ir B ! 0 liefern. Sollte das Diagramm weiterhin gultig sein, so waren
die zwei Ubergange innerhalb des Tripletts (Abb. 3.1b) entartet und kennten koharent
angeregt werden. Demnach ware der Hanle-E ekt fer isochrone Spins bei dipolarer Kopp-
lung im Gegensatz zurJ -Kopplung meglich.

Auch bei der Hyperfeinstruktur des Wassersto s ist dieser Eekt nicht direkt im Labor

1Durch Sto prozesse induzierte ®bergange durften zu vernachlassigen sein.

324,8 nm

X

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

0 10 50 I(I{O 1?0 2(130 }/\2[50 ~ 3(1)0 -
\/ \//EO'(Gauss)

Abb. 4.6: Beobachtung von Niveau-Kreuzungen und Hanle-E ekt am Beispiel von C u: Im unteren Dia-
gramm ist die Ableitung der Emissions-Intensit at nach dem Magnetfeld, dil=dB o, aufgetragen. Diese zeigt
beim Kreuzen der Niveaus Nulldurchgange (enthommen aus [Hak96]).
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beobachtbar. Aufgrund der Auswahlregel | 6 0 ist der mit der 21-cm-Linie verbun-
dene Ubergang wischenF = 0 und F = 1 im Grundzustand (s-Orbital) nicht erlaubt.

Der Triplett-Zustand ist metastabil und im interstellaren G as 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 nudurch einen konstanten Vor-
faktor. Fur die Energiekorrekturen ist bei beiden nur der Flip-Flop-Operator, also die
Null-Quanten-Koh arenzen, ausschlaggebend. Die Zwei-Quanten-Ka@nenzen 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 i n entgegengesetzten Richtun-
gen. Au erdem lauft sie bei der dipolaren Kopplung langsamer ab, da sich begleichem
Verhaltnis von Linienaufspaltung zum Unterschied der Resonanzequenzen ein kleine-
rer Mischungswinkel ergibt. Demnach ist eine sarkere Kopplungskonstante retig, um die
dominante Wechselwirkung mit dem Grundfeld zu s®ren; oder anders ausgedrckt: der
sakulare Anteil der dipolaren Kopplung let sich leichter durch ein externes Feld aufbre-
chen.

Die unterschiedlichen Hamilton-Operatoren und die damit vebundenen Linearkombina-
tionen der Eigenzusende haben auf die Spektren charakteristischen Einu. Wie die
nachsten Abschnitte zeigen werden, kann man bei mittelstarkund stark gekoppelten Syste-
men anhand der spektralen Muster einer einzigen Messung aleutig dipolare von skalarer
Kopplung unterscheiden und ist somit nicht auf die Untersudung der Winkelabhangigkeit
angewiesen, die nur bei der direkten Wechselwirkung auftti.

5.2 Spektren stark gekoppelter Systeme

Das zunehmende Verschwinden jeweils einer Resonanz einesililetts bei anwachsender
Kopplungsstarke (bzw. bei sinkendemau eren Grundfeld) wird als Dach-E ekt bezeich-
net. Er ist eine Folge des allmahlich auftretenden Interkombinationsverbotes zwischen
Singulett- und Triplett-Zust anden. Dabei ist das Vorzeichen des Mischungswinkels von
Bedeutung. Es #hrt bei skalarer und dipolarer Kopplung zu kontraren E ekten.

Fur die J-Kopplung geht der Singulett-Zustand aus » des AX-Systems hervor. Dies ist
der Zustand mit der zweitniedrigsten Energie. Das Termschma ist in Abb. 5.1 dargestellt
und verdeutlicht, da die Intensit at der au eren Resonanzen a und d abnimmt, wenn der

59
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a) b)
E J12
a b c d
par .
V1 Av V2

Abb. 5.1: Dach-E ekt der skalaren Kopplung eines AM-Systems. Der Singulet t-Zustand ( ) ist grau

dargestellt und man beobachtet eine Intensit atsabnahme der au eren Resonanzen. Die Verschiebung der
Dubletts a,b und c,d (relativ zu den Frequenzen 1 und ») in Richtung Niedrig- bzw. Hochfeldseite ist

durch Pfeile angedeutet.

Ubergang zum AM-System erfolgt. Dies ist der wohlbekannte Dah-E ekt der skalaren
Kopplung. Er erleichtert in 1D-Spektren die Zuordnung der koppelnden Partner, weil die
Resonanz mit der teheren Intensitat zu der Seite weist, auf der das zugedrige Dublett
mit komplementarer Asymmetrie zu suchen ist.

Bei der dipolaren Kopplung geht wegen des anderen Vorzeichs von der Singulett-
Zustand aus 3 des AX-Systems hervor. Dies ist aber nun das zweit4chste Energieni-
veau, so da die inneren Resonanzen b und ¢ vom Interkombinansverbot betro en sind
(s. Abb. 5.2).

Der Dach-E ekt zusammen mit den asymmetrischen Verschiebugen verdeutlicht auch,
warum die Spektren von A-Systemen der beiden Kopplungsarten so unterschiedlich ags-
hen. Durch den gm® eren Vorfaktor des Flip-Flop-Operators im skalaren Hamilt on-Operator
kommt es zu einer doppelt so gro en Asymmetrie wie bei der diplaren Kopplung (s. Abb.
5.3). Das Ay-System stellt den Extremfall der Entwicklung dar, die in Abb. 5.1 und 5.2
gezeigt ist. Wahrend jedoch im ersten Fall die Dublett-Mittelpunkte um maximal J1,=2
verschoben werden und daher die verbleibenden Linien mit deFrequenz des ungekop-
pelten Systems zusammenfallen, kommt es bei der dipolaren dpplung zu keiner Uber-
lagerung von Resonanzen. Die beiden inneren Resonanzen fan gegenseitig aneinander

a) b)
E Sk
4 h
c ;
8 a b c d
3 N
b, 2 B o
Ve - &

Abb. 5.2: Dach-E ekt der dipolaren Kopplung eines AM-Systems. Der Singule tt-Zustand wird nun aus
3 gebildet, weshalb das zunehmende Interkombinationsverbot zur Int ensitatsabnahme der inneren Reso-
nanzen fehrt. Die Verschiebung der Dubletts erfolgt in die gleiche Rich tung wie in Abb. 5.1.
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Abb. 5.3: Absoluter Verlauf des Asymmetrie-Parameters Ap( ) fur skalare und dipolare Kopplung nach
Gleichung (2.19) bzw. (3.31). Die starkere Asymmetrie der J-Kopplung fehrt 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 ¢ und zeigen daher die versarkte Aufspaltung von 1;5Sk
(s. Abb. 5.4).

Gleichwertig zur Darstellung des Asymmetrie-Verlaufs in Abb. 5.3 kann auch der Breit-
Rabi-Parameter herangezogen werden, um die entsprechendéferschiebungen der Reso-
nanzen anzugebenx hat im Gegensatz zu den Vorteil, da er direkt proportional zum

Quotienten aus Frequenzabstand und Linienaufspaltung ist Mit der De nition aus Kap.

4 und den Gmen ! und Sk, die direkt in [Hz] aus einem Spektrum abgelesen werden
a) b)
E
Jy, Iy, 3/2 Sk
-
h\/ ____‘____4 _________ ________4. _________
¢ a blc al Sk |d
ob=——=3 ... __ 3
—Y - a d c b
b 2 I T
d
i VO VU
-hV _:_____1 __________ T_____l _________
0 -
A%
skalar dipolar skalar dipolar

Abb. 5.4: A,-Systeme als Extremfalle des Dach-E ekts fur 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 Gl. 5.1 und 5.2. Selbst fur einen Breit-Rabi-
Parameter von x = 2 ist ein dipolares Dublett nur um weniger als 10% der Linienaufspalt ung verschoben.

kennen, kann manx leicht bestimmen. Die Beziehungen#r die Asymmetrien lauten dann:
!

1. _,arctan x !
Ab(x) = i 5sinarctan  x b xsmzf
!
1 _,arctan x 1!
= Jip 5 sinarctan x 1 xsmzf (5.1)
!
Sk 1 _,arctan x 1!
AB(x) = —  psinarctan x ! xsmzf (5.2)

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

5.2.1 Kumulierter Dach-E ekt dublierter Dubletts

Bei einer multiplen Linienaufspaltung kann es zu einem kumiativen Dach-E ekt kommen,
wenn mehr als eine der Konnektivieten kein AX-System mehr repmsentiert. Ein Beispiel
hierfur sind die beiden skalaren Kopplungen der drefP-Kerne im ATP-Molek ul. Wenn
es sich nur um leichte Abweichungen von einer schwachen Kojymg handelt, so kann man
die Korrekturen fur die Linienintensitaten in erster Naherung additiv behandeln:
Betrachtet werden soll ein AMX-System, bei dem zwei Kopplungn des mittleren Kerns
mit den beiden au eren vorliegen (J12 und J,3 mit den dazugeterenden Mischungswin-
keln 1o und »3). Eine Wechselwirkung der beidenau eren Kerne sei zu vernachéssigen.
Die chemischen Verschiebungen sollen der Einfachheit ha#s so vorliegen, da die beiden



5.3 Spinecho-Experiment an stark gekoppelten Systemen 63
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Abb. 5.6: Kumulierter Dach-E ekt eines AMX-Systems. Die Korrekturen d er Intensit aten fur die einzel-
nen Dubletts treten bei der multiplen Aufspaltung additiv auf.

-
23

einfachen Dubletts auf der Niederfeldseite des dublierterbubletts liegen. Die Korrektur-
faktoren fur die Kopplungen seienx = jsin2 1oj und y = jsin2 ,3j. Die Intensitaten
nach multipler Aufspaltung ergeben sich multiplikativ aus den schrittweise korrigierten
Werten. Wenn die E ekte der Mischung klein sind ( jj < 5 ), kennen wegenx;y / 10 2
Produktterme wie xy vernachlassigt werden. Man erfalt dann fur die vier Resonanzen des
dublierten Dubletts (in der Reihenfolge abnehmender Freqenz):

(I+x)(1+y) 1+x+y
(I+x)1 y) 1+x vy
1 x)(1Q+y) 1 x+y
T X2 y) 1 x vy

A W N P

Es ergibt sich dann das in Abb. 5.6 gezeigte Spektrum. Man sk leicht, da im Multiplett
des Kerns 2 die beiden mittleren Linien zusammenfallen, wandie beiden Kopplungskon-
stanten nicht signi kant verschieden sind. Dies fehrt dann zu einer relativen Intensitat,
die unabhangig von den Kopplungskonstanten den Wert 2 hat.

Es sei hier noch ervehnt, da die multiple Aufspaltung f r die Resonanz eines ChtRotors
mit den zugeherigen Intensitaten der sieben Resonanzen nicht so einfach als kumulierter
E ekt zu betrachten ist.

5.3 Spinecho-Experiment an stark gekoppelten Systemen

Die bei zunehmender Kopplung notwendige Linearkombination der ursprenglichen Pro-
duktzustande wird fur die 4-dimensionale Basis durch die elementare Jacobi-Rot@nsma-
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trix

0 1
1 0 0 0
B0 cos sin 0 §
U= % 0 sin cos O (5-3)
0 0 0 1

beschrieben. Diese hat auch Einu auf das Ergebnis eines Specho-Experiments. Ein
Inversionspuls (entlang derx-Achse orientiert) hat auf einzelne Zusende folgende Aus-
wirkung (Notation nach [Ern97]):

i
jio ijEie

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

0
0 0 O
(p):%o 0 1
R 0O 1 0
1 0 O

Bei zunehmend starker Kopplung mu naterlich auch dieser Operator transformiert wer-
den. Im rotierten Eigenraum ergibt sich dann nach Zusammenrdssung einiger Winkelfunk-

1 1
§ : (5.4)

oo o

tionen (2sin cos =sin2 und sin? co€ = cos2)
0 1
0 0 0 1
"N = 1Ip®(] = % 0 sin2 cos2 O §
R v RTU 0 cos2 sin2 0 A" (5.5)
1 0 0 0

Die einzelnenWbergange werden dann nacteErnst et al. in der neuen Basis folgenderma-
en ausgedrickt [Er97]: X

jtihuj Rx Ristw jrihsj: (5.6)

rs

Dabei ergeben sich die sog. Transferkoe zienten
Rrsw = (RM) (RM)g, (5.7)

aus der Darstellung des Puls-Operators. Man bekommtefr die vier Ubergange nach Ein-
strahlung des Inversionspulses

jlih2j x  j4ih3jcos2 | 4ih2jsin2 (5.8)
j3ih4j | j2ihljcos2 + j3ihljsin2 (5.9)
juih3j *x  j4ih2jcos2 + j4ih3jsin2 (5.10)
j2ihgj *»  j3ihljcos2 | 2ihljsin2: (5.11)

Wahrend in einem AX-System ( = 0) nur die ersten Terme eine Rolle spielen, kommt es
durch die zunehmende Drehung der Eigenbasis beim Anwachseater Kopplungsstarke zu
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Abb. 5.7: Phasenmodulation fer unterschiedlich stark gekoppelte Systeme. (a) Im AX-System k ommt es
zu symmetrischen Phasenakkumulationen, weil nur Konnektivit aten innerhalb eines Dubletts bestehen. Die
Phasen ungekoppelter Resonanzen dienen als Referenz und sind mit gekennzeichnet. (b) Die Drehmatrix

(5.3) bewirkt f ur das AM-System zusatzliche Konnektivit aten, die fur die beiden au eren Resonanzen zu
einer beschleunigten und fur die beiden inneren Resonanzen zu einer verlangsamten Phasenmoualation

fuhren. (c) Ein dipolares A ,-System kann dagegen wieder wie ein AX-System behandelt werden.

einer progressiven Verkmipfung der Ubergange aus beiden Dubletts. Diessfhrt zu komple-
xeren 2D-Korrelations-Spektren und zu einer veanderten Phasenmodulation der einzelnen
Resonanzen.

Die Konsequenzen dr ein Dublett (z. B. das mit den heheren Frequenzen; Nomenklatur
wie in Abb. 5.1) sollen anhand von Abb. 5.7 verdeutlicht wercen. (a) Die Situation fer
ein AX-System: Nur die Resonanzen a und b werden durch den Inveionspuls miteinan-
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der verknepft, und das anfangs schnell laufende Spinpaketeluft nach dem Puls mit der
langsameren Frequenz von b hinter dem anderen Spinpaket heDaher kommt es nach
TE zu einer symmetrischen Phasenakkumulation + und relativ zu den Resonanzen
ungekoppelter Spins (u). Diese ist wegen des gegenseitigdnstauschs von nur zwei Pmzes-
sionsfrequenzen direkt mit der Kopplungskonstante verkmpft. F ur skalare Kopplung gilt
z.B.:

=180 Jip TE: (512)

(b) Im AM-System entwickeln sich die Phasen vor dem Puls genaso wie bei schwacher
Kopplung. Resonanz a wird durch die Inversion aber nicht nurmit b, sondern auch zu-
nehmend mit d verknepft. Letztere bringt nun einen noch langsameren Anteil #r die
Prazessionsfrequenz hinzu, so da die Phase von a vom Betrag her wachst, die Phasen-
modulation also beschleunigt statt ndet. Im Gegensatz daai prazediert die zu b gelrende
Magnetisierung nun nicht mehr nur mit den schnelleren Antelen von a, sondern auch mit
den langsameren von c. Diese kompensieren sich teilweis® da die Phase + Kkleiner
wird. Analoge Betrachtungen fer das andere Dublett ergeben insgesamt, da die beiden
inneren Resonanzen eine veemerte, die beidenau eren Resonanzen eine beschleunigte
Phasenmodulation erfahren.

Diese spezielle Phasenmodulation desiu eren Resonanzen spielt bei dipolaren AM-Syste-
men eine besondere Rolle: da es sich hierbei gerade um die ien heherer Intensitat han-
delt, kann die schnelle Phasenmodulation dazusfhren, da der Dach-E ekt umgedreht
wird und wie bei der skalaren Kopplung erscheint. Die inner@ Resonanzen unterliegen
aufgrund ihrer sehr langsamen Modulation fast nur demT,-Zerfall und erscheinen deshalb
ab einem bestimmtenT E heher. Bei derJ-Kopplung fallt dieser E ekt nicht ins Gewicht,
da dort die schnelle Phasenmodulation die schecheren Linien betrit und somit das In-
tensitatsverhaltnis nicht umgekehrt werden kann.

Die Betrachtung des Ay-Systems als Extremfall starker Kopplung macht nur fur die dipo-
lare Wechselwirkung Sinn. Abb. 5.7 (c) geht daher direkt ausder Betrachtung in Abb. 5.4
(b) hervor. Es kommt nur noch zu einer Verknepfung der Resonanzen a und d, weshalb
man eine zum AX-System analogdyberlegung durchkihren kann. Man beobachtet wieder
eine symmetrische Phasenakkumulation, die aber wegen deun vergre erten Aufspaltung
von 1;5Sk und der Winkelabhangigkeit etwas komplexer als (5.12) audilt:

=180 1;5SDg(3cos 1) TE: (5.13)

Das dipolare Ax-System ist daher nur eine pseudo-starke Wechselwirkung: estizwar mit
dem maximalen Mischungswinkel verkmpft, zeigt aber spektrale Eigenschaften wie ein
AX-System. Au erdem ist der Zeeman-E ekt weiterhin dominant , und die Spins koppeln
hauptsachlich an das Grundfeld.
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Kapitel 6

Eigenschaften der untersuchten
Metaboliten

Die Kenntnis des biochemischen Hintergrundes der hier untesuchten Metaboliten spielt
eine wichtige Rolle bei der Beurteilung derIn-vivo-NMR-Spektren bzw. der darin ent-
haltenen Information eber die Molekulardynamik. Es soll daher kurz ein®berblick uber
die in diesem Zusammenhang wichtigen biochemischen Eigestsaften der verschiedenen
Substanzen gegeben werden.

6.1 Kreatin und Phosphokreatin

Phosphokreatin (PCr) ist als phosphorylierte Form des Kreains (Cr) der Pu er f wr den
universellen Energielieferanten Adenosin-5'-triphosphais. u.). Fur die rasche Nachbildung
dieser Substanz aus Adenosin-5'-diphosphat wird bei akutem &ergiebedarf mit Hilfe des
Enzyms Kreatin-Kinase die Phosphoryl-Gruppe vom PCr auf ADP ebertragen:

[PCr]> +[ADP]3 +H* Cr+[ATP] 4 +12;6kJ=mol:
Die Gleichgewichtskonstante dieser Phosphorylierung ist

_ [ATPICO _ .o,

Kreatin wird sowohl eber die Nahrung aufgenommen, als auch vom Organismus in Ledp,
Niere und Pankreas synthetisiert. Kommt der Sto wechsel zun Erliegen, so wird das gan-
ze PCr zu Cr abgebaut.

Da der PCr-Gehalt im Muskel drei- bis viermal heher als der des ATP ist (s. Tab 6.3),
liegt ein ausreichender Speicher an Phosphoryl-Gruppen voum einen hohen Energiebe-
darf kurzzeitig zu decken. Das akkumulierte Cr wird in der arschlie enden Erholungsphase
ebenfallsuber die Kreatin-Kinase-Reaktion phosphoryliert, denn die® ist reversibel. Ein
anderer Sto wechselpfad #ir Erzeugung und Abbau des PCr besteht nicht.

In *H-NMR-Spektren der beiden Sto e lassen sich vier Resonanzerriennen (s. Tab. 6.1),
die jedoch bei 1,5T keine Unterscheidung zwischen PCr und Crulassen, da der Einu
der Phosphat-Gruppe auf die detektierbaren Signale zu gerigist. 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 P Cr (b)

NMR-Signal auf Cr und welcher auf PCr zureickzufehren ist. Man kann jedoch davon aus-
gehen, da das Gleichgewicht der Kreatin-Kinase-Reaktion zu90% auf der Seite des PCr
liegt [Bru91] und daher relativ wenig Cr zum Signal beitragt.

Die Signale der an Sticksto gebundenen Protonen sind aufgind des raschen chemischen
Austausches sehr schwach und werden vor allemn vivo praktisch nicht detektiert; die Re-
sonanzen der Methyl- und der Methylen-Gruppe sind dagegen ieht zu erkennen. Aufgrund
der geringen chemischen Verschiebung zur Wasser-Resonaneild,7 ppm besteht beim Si-
gnal der CH,-Gruppe die Gefahr, da die CHESS-Pulse der Wassersignal-Untelr eickung
(s. Kap. 7) und das Heraus ltern des restlichen HO-Signals zu unervinschten Vemnde-
rungen im Spektrum fehren.

Quanti zierungen der Konzentration von PCr mittels 3!P-NMR-Spektroskopie liefernuber-
einstimmende Werte mit Ergebnissen aus Biopsien [Bru91]. Atuelle Studien mit Protonen-
MRS [Kru99] deuten jedoch auf einen NMR-unsichtbaren Anteildes PCr/Cr-Pools von ca.
30% hin. Dies ist ein Hinweis darauf, da ein Teil der Molekele in vivo bewegungsgehemmt
ist und somit residuale dipolare Kopplungen sichtbar werd& kennen.

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

Zahl aquivalenter Bezeichnung

Gruppe Protonen der Resonanz [ppm]
CHs 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 Aminosauren Histidin (His) und Ala-
nin (Ala) bestehendes Dipeptid. Es wird entwedereber die Nahrung aufgenommen (hohe
Konzentrationen in Ge wmgel) oderuber das Enzym Cs-Synthase aus His und -Ala endo-
gen erzeugt. Cs-produzierende Zellen (wie sie z. B. im Muskeihd in Oligodendrozyten zu
nden sind) brauchen hierfur ein e ektives Transportsystem fer -Ala. Diese Amino-Saure
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 dér die Einbindung von Cs in metabolische
Prozesse; seine physiologische Bedeutung ist allerding®ch immer nicht vollstandig ge-
klart. Viele Studien zeigen, da die Substanz bei der Muskelkatraktion eine wichtige
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Abb. 6.2: Strukturformel des Dipeptids L-Carnosin. Die Linie grenzt die beiden Aminosaren Histidin
(His) und Alanin (Ala) voneinander ab. Die f wr 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 Kzentration auch erstaun-
lich hoch. So konnten im m. gluteus von Kamelen je nach Geweltgp Werte von 25 mM
(Typ I-Fasern) bzw. 40 mM (Typ Il-Fasern) nachgewiesen werden[Dun97]. Diese Unter-
schiede scheinen auf den unterschiedlichen Sto wechsel dBasern zureckzufehren zu sein,
denn Cs fungiert als wichtiger Pu er fur das bei Kontraktion von Typ-II-Fasern in gro en
Mengen anfallende Laktat [Abe00]. Da ein Anstieg von [H] die Enzyme der Glycolyse
hemmt, ist in diesen anaeroben Fasern eine e ektive Pu erurg unerla lich. Der p K s-Wert
des Imidazol-Rings liegt mit 7,01 nahe am intrazelluaren pH-Wert, weshalb sich Cs (und
ahnliche Verbindungen wie Anserin und His) hervorragend zu Pu erung eignen [Abe00].
In diesem Zusammenhang wird von der "Alphastat-Reaktion” gesprochen, bei der der
Wert
nicht-protoniertes Imidazol

gesamtes Imidazol

Imid =

meglichst konstant gehalten werden soll; er liegt typischeweise bei ca. 0,55 im Cytoplas-
ma. Dabei sind die metabolisch inerten Dipeptide &r diesen Proze besser geeignet als
andere Pu er wie z. B. anorganisches Phosphat oder His-Resigen in Proteinen.

Au allig ist jedoch, da Cs (und andere His-enthaltende Substazen) beim Menschen im
Gegensatz zu anderen @igern wie Pferd und Hund nur einen geringen Anteil (ca. 7%) a
der Pu erkapazit at des Gewebes hat. Hingegen kommen diese Sto e in sehr hohdon-
zentrationen bei Lebewesen vor, die einen hohen Energieuaiz bei andauernder, starker
Hypoxie (z. B. Wale) haben [Har90].

Weiterhin kann durch Cs die inaktivierende Wirkung von H,0O, auf die Kreatin-Kinase
aufgehoben werden, so da das Moledl direkt die Energiezufuhr der Zellen unterstitzen
kann [Pre99]. Au erdem gibt es starke Hinweise darauf, das @ zur Kontraktion notwendi-
gen Ca-Kamale (Ryanodin-Rezeptoren) durch Cs ge net werden, und zwar vor allem bei
Ubermedung des Muskels (Severin-E ekt). Das zur Muskelkontraktion notwendige Enzym
Myo brillar-ATPase scheint ebenfalls durch Cs aktiviert we rden zu kennen [Yun65].

Die Komplexbildung von Cs mit verschiedenen Kationen ist inmehreren Arbeiten unter-
sucht worden und liefert weitere Anhaltspunkte fur das Verhalten dieses Metabolitenin
vivo [Bar00, Gag90]. Deformation des Molekis und eine Verklumpung mit erheblichen
Bewegungseinschankungen bestimmter Teile des Molekils lassen es plausibel erscheinen,
da auch hier residuale dipolare Kopplungen beobachtet wetden kennen. Hinweise auf ei-
ne Fixierung, die nur im intakten Muskelgewebe auftritt, li egen auch bereits seit einigen
Jahren vor [Alo90].

Das 'H-NMR-Spektrum dieses Molekils kann also viele Anhaltspunkte #ir die Molekeldy-
namik in vivo und in vitro liefern. Es besteht aus mehreren Signalgruppen, die bei 115
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Tab. 6.2: 'H-NMR-Signale des Dipeptids Carnosin in D ;O bei pH = 7. Chemische Verschiebungen sind
relativ zu [2,2,3,3-2H,]-3-Tetramethylsilylpropanoat angegeben [Gag90]; dadurch liegen die Werte ca. 1 ppm
niedriger als bei der Referenz TMS.

Protonen
Gruppe Aminosaure (s. Abb. 6.2)  Struktur [ppm]
-CH, Ala E t 1,88
CH, His A, B dd 2,21; 2,37
-CH, Ala D t 2,44
CH His C dd 3,71
C4-H His S 6,17
C2-H His S 6,93

zwar teilweisewberlappen, deren Zuordnung aber noch zweifelsfrei sglich ist. Die Signale
der verschiedenen Protonen sind in Tab. 6.2 aufgelistet. & die Untersuchungenin vivo
werden nur die aromatischen Resonanzen der Ringprotonen Hand H4 von Bedeutung
sein. Der aliphatische Teil des Spektrums besteht aus zweiripletts (t) der Ala-Methylen-
Gruppen und zwei dublierten Dubletts (dd), die von der CH- bzw. CH»-Gruppe des His
stammen.

6.3 Adenosin-5'-triphosphat

Adenosin-5'-triphosphat (ATP) geh ort zur Gruppe der Nukleosid-5'-triphosphate (NTP),
bei denen die Phosphorylgruppeneber Kohlenhydrate an eine organische Base (Ade-
nin, Cytosin, Guanin, Thymin oder Uracil) gebunden sind. AT P dient als universeller
Ubertrager freier Energie in lebenden Organismen und kommt dahemiwesentlich hohe-
ren Konzentrationen als diewbrigen NTP im Gewebe vor. Deren Beitrag zumin-vivo-3!P-
Spektrum kann daher vernachissigt werden.

Im Muskel wird ATP von den Aktin- und Myosin-Filamenten als En ergietrager zur Kon-
traktion ben etigt. Dabei erfolgt durch die Aktomyosin-ATPase die Abspaltung der endstan-

T 11
OTPfOfPfO?Pf; —CH

A

0] o o

D-Ribose !

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
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Da die Coulomb-Absto ung zwischen den negativ geladenen Grppen im Adenosin-5'-
diphosphat (ADP) geringer ist, werden die NTP auch als energereiche Phosphate bezeich-
net. Die freigesetzte Energie von G° =  30;5kJ/mol erm eglicht die Muskelkontraktion.
Um einen Zusammenbruch des Energiehaushaltes zu verhindermu ADP schnell wie-
der phosphoryliert werden. Dies geschieht durchHdbertragung 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. ath Abschnitt eber Citrat). Die
Netto-Reaktion ist praktisch die Reckreaktion der eben genannten Dephosphorylierung
der Aktomyosin-ATPase. Dabei ist jedoch das freiwerdende AP nicht aus dem gleichen
ADP entstanden, das zuvor als Edukt an die ATPase gebunden wide. Abb. 6.4 zeigt,
da der aktive Teil einer ATPase aus drei Untereinheiten begseht, die durch Drehung der
zentralen -Struktur eine Konformationsanderung erfahren und so ADP zu ATP phospho-
rylieren kennen.

Zunachst be nden sich fest gebundenes (tight) ATP und lose gebaodenes (light) ADP +
P; an den Untereinheiten 1 bzw. . Eine Drehung der -Einheit lat 1 zu o (of-
fen) werden und gibt ATP frei. Gleichzeitig wird | zu +, um die Phosphorylierung zu
ermeglichen, und ¢ wird zu |, um neue Edukte aufzunehmen. Die achste Konformati-
onsanderung erfolgt analog, so da nach einer Umdrehung der -Einheit alle -Einheiten
jede der drei meglichen Funktionen einmal durchlaufen haben.

Bei Anwesenheit von Mg -lonen (oder anderen zweiwertigen lonen) ndet eine Kom-
plexbildung mit ATP statt. Sie hat eine gro e Bedeutung f er die von Enzymen gesteuerte
Ubertragung einer Phosphorylgruppe auf einen Akzeptor. Dése 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) 338 132 029 480 0,0
Muskel (Ratte) 805 0,93 0,04 8,05 28,0
Gehirn (Ratte) 259 0,73 0,06 272 47

Erythrocyten (Mensch) 225 0,25 0,02 1,65 0,0
E. coli 790 104 082 79 0,0
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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 = 0ppm)
Ji
Signal  Struktur [ppm] [HZ]
-ATP d -2,39 16,8
-ATP d -7,48 16,0

ATP dd (t) -16,00

wenn ATP in komplexierter Form vorliegt. Die zwei m eglichen MgATP-Komplexe sind in
Abb. 6.5 gezeigt.
Die Komplexbildung hat eber die Veranderung der Elektronen-Kon guration 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-Syste und zeigen bei 1,5T
insgesamt sieben Resonanzen im Spektrum. Das System wird il zwei Kopplungskon-
stanten des Typs2Jppo hinreichend beschrieben, denn die Wechselwirkung zwischedem
-und dem -Kern uber vier Bindungen kann vernachkssigt werden. Somit liegen zwei Du-
bletts und ein dubliertes Dublett vor. Letzteres erscheint wegen des geringen Unterschieds
in den Kopplungskonstanten (J J 16 17Hzin vivo [Jun96]) als "Triplett".
Die Linienpositionen der Resonanzen#fr ein In-vivo- Experiment (ATP liegt dann fast
vollstandig komplexiert vor) sind in Tab. 6.4 angegeben.

6.4 Citrat

Citrat (Cit) spielt im Rahmen des Zitronens aure-Zyklus bei der Zellatmung eine zentrale
Rolle. Die Mehrzahl der Zellen in lebenden Organismen oxidirt auf diesem Wege ener-
giereiche Brennsto e vollstandig zu CO, und Wasser. So wird z. B. bei dieser Art der
Verbrennung von Glukose wesentlich mehr Energie freigeset als bei der anaeroben Gly-
kolyse, in deren Endprodukt Laktat noch ca. 93% der Energie gbunden sind.

Die Zellatmung lauft im wesentlichen in drei Stufen ab, die in Abb. 6.6 gezeigsind.
Zunachst werden die Brennsto e wie Kohlenwassersto e, Fett®uren sowie einige Ami-
nosauren oxidiert, um Fragmente mit 2 Kohlensto atomen 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 schrittwei® zu verschiedenen Tricar-
bonsauren umgewandelt werden. Dabei werden C®und energiereiche Wassersto -Atome
abgegeben. Letztere werden im dritten Schritt in Protonen und energiereiche Elektronen
getrennt, welche dann in der Atmungsketteeber die elektronentransportierenden Molekile

Mg-------- (0] -
RN (0] +
A \P/ Mgz
/) o) / \\ N _
7 7 99
Adenosin—O—P—O/ \\O Adenosin—o—ﬁ—o—ﬁ—o—ﬁ—o'
(0] (0] (@]

Abb. 6.5: Megliche Komplexe von Mg?* mit ATP
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Abb. 6.6: Uberblick wber die drei Stufen der Zellatmung. Die energiereichen Wassergo -Atome, die aus
dem Citrat-Zyklus in die oxidative Phosphorylierung ebergehen, sind ebenso wie der Energiespeicher ATP
rot dargestellt. Der zu Beginn des Zyklus statt ndende Metabolismu s 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 N  MR-detektierbaren Proto-
nen des (AB).-Systems sind gekennzeichnet.
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Abb. 6.8: Enzymatische Umwandlung zwischen Cit und Iso-Cit. Zur Aktivie rung des Prozesses werden
Eisen-lonen bemstigt.

mit molekularem Sauersto in Verbindung gebracht werden, um diesen zu Wasser zu re-
duzieren. Die Verarbeitung der Elektronen setzt viel Energe frei, die in Form von ATP
gespeichert wird (Proze der oxidativen Phosphorylierung).
Auf die enzymatischen Reaktionen, an denen Cit beteiligt i$, soll nun etwas naher ein-
gegangen werden. Beim Eintritt von Acetyl-CoA in den Citrat-Z yklus wird zunachst die
Acetyl-Gruppe auf Oxalacetat mbertragen. Diese Reaktion wird durch die Citrat-Synthase
gesteuert (Abb. 6.7). Im aktiven Zentrum des Enzyms wird zurachst Citryl-CoA gebildet,
das aber schnell zu Cit und CoA-SH hydrolysiert wird. Wegen de gro en negativen freien
Energie der Hydrolyse von G ®=  7;7kcal/mol ist das Gleichgewicht dieser Reaktion
in den meisten Fallen stark nach rechts verschoben.
Im nachsten Schritt wird Cit in Iso-Cit umgewandelt. Das Zwischenprodukt cis-Aconitat
lest sich normalerweise nicht vom aktiven Zentrum der Aconitise ab. Dieses Enzym
ermeglicht auf zwei Arten die reversible Addition von H,O an die Doppelbindung des
gebundenencis-Aconitat (Abb. 6.8). Dabei entsteht entweder Cit oder Iso-Cit:

H20 +H 20
cit ! [cis-Aconitat] ' Iso-Cit.
+H 20 H20
Bei einem pH-Wert von 7,4 und 25 C liegt im Gleichgewicht einer Modell-Lesung weniger
als 10% Iso-Cit vor. In der Zelle ist jedoch aufgrund der schniéen Weiterverarbeitung des
Iso-Cit im nachsten Schritt des Zyklus' das Gleichgewicht normalerwese stark nach rechts
verschoben.
Das aktive Zentrum der Aconitase besteht aus einem sogenaten Eisen-Schwefel-Zentrum,
das das Substrat bei der Reaktion la gartig umschlie t. Normalerweise ist Cit wegen der
schnellen Versto wechselung nicht NMR-detektierbar. In der Prostata ist die enzymatische
Reaktion jedoch durch Zr?*-lonen gehemmt, wodurch die Aktivierung durch F&* aus-
bleibt [Cos00]. Daher ist das Gleichgewicht stark nach linls verschoben und die Oxidation
von Cit im Zyklus herabgesetzt. Dies #ihrt zu einer Akkumulierung dieses Metaboliten
und einer im Vergleich zu anderen Geweben etwa drei- bis viéach heheren Konzentrati-
on.
Die Prostata zeigt daher als einziges Gewebe beim Menschemeénsive Cit-Resonanzen bei
In-vivo-Untersuchungen. Die beiden detektierbaren Methylen-Grupgn bilden aufgrund
der Chiralit at ein (AB) »-System (Abb. 6.7). Die Kopplung innerhalb der Gruppen ist sdr
stark, die wber das Symmetriezentrum hinweg kann dagegen vernadi$sigt werden. Da
sich die Kernsorten A und B nicht stark in der Resonanzfrequaz unterscheiden, ist mit
einem starken Dach-E ekt zu rechnen. Dies wurde auch experirantell bestatigt. Aus dem
Zentrum der Signalgruppe (bei 2,63 ppm) und der Auspagung des Dach-E ekts konnte
mit (2.4) ein Frequenzunterschied von ! = 0;12ppm ermittelt werden [Sch93], so da
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die Linienpositionen der beiden Kernsorten in Hochfeld-Exgrimenten bei = 2;69 ppm
bzw. =2;57ppm liegen.

6.5 Taurin

Taurin (2-Aminoethansulfonsaure, Tau) ist das Abbauprodukt der schwefelhaltigen Ami-
nosauren Cystein und Methionin. Da die Sulfonat-Gruppe keine Pgtidbindung eingehen
kann, ist die Substanz nicht am Aufbau von Proteinen beteilgt und liegt im K erper fast
nur in freier Form vor. Im physiologischen pH-Bereich tretendie Aminogruppe zu ca. 96%,
die Sulfonat-Gruppe zu 100% in ionisiertem Zustand auf. Das @samtmolelel ist somit
fast vollstandig als Zwitterion im Gewebe vorhanden (s. Abb. 6.9)

Wahrend Taurin bislang nur in einer P anzenart nachgewiesenwurde, ist schon seit lan-
gem bekannt, da es im Tierreich ubiquitar vorkommt. Dies deutet darauf hin, da es
dort eine wichtige Funktion hat. Die Konzentrationen varii eren jedoch stark zwischen
den einzelnen Spezies und Gewebetypen. Besonders hohe Véetteten in jeder Art von
Muskelgewebe auf (30-160 mg/100 g); bei Ratten macht die Sukbenz 0,15% des gesamten
Kerpergewichts aus.

Physiologische Bedeutungdir den Menschen hat Tau in erster Linie im Skelettmuskel, dem
dort liegt 75% des gesamten Taurins vor. Die Aufnahme des Stes ist stark ern ahrungs-
abhangig (vegane Ermhrung unterbindet die Taurin-Aufnahme).

Da Tau als Sto wechsel-Endprodukt beim Abbau der Aminosaure Cystein auftritt, ist es
metabolisch inert, was #ir seine weitere physiologische Rolle von Bedeutung ist. [@i Meta-
bolisierung von Cystein, das bei zu hohen Konzentrationenn der Zelle toxisch ist, kann auf
verschiedene Weise geschehen. Im Menschen ist der Reaktiovegeber Cysteinsul nsaure
und Hypotaurin der gquantitativ bedeutendste (s. Abb. 6.10.) Zunachst ndet die durch
Cysteindioxygenase gesteuerte Oxidation statt. Daran scle t sich die Decarboxylierung
durch Cysteinsulfatdecarboxylase (CSAD) an. Die letzte Oxdation vom Hypotaurin zum
Tau verlauft nach bisherigen Kenntnissen spontan.

Physiologisch spielt Tau im Muskel eineahnliche Rolle wie Cs. Es kann auf den C# -
Haushalt der Zelle auf zwei Arten einwirken. Einerseits lennen durch Tau direkt die ent-
sprechenden Transportkamle reguliert werden [BreQ1]. Diese Funktion ist aber unspza-
sch, da das Molekell auch andere lonen-Kamle beein u t. Andererseits wird die Bindung
von Ca?* an die Phospholipide der Zellmembran durch Tau gesteuert [8b86]: bei einem
Mangel an Ca-lonen wird die A nit at gesteigert, bei einemtberschu werden die Bindun-
gen zur Zellmembran gebst. Diese Ein u nahmen auf die Ca-lonenkonzentration spiden
besonders im Herzmuskel sowohleir die Regelma igkeit als auch fer die Starke der Kon-
traktion eine wichtige Rolle; sie sind aber auch in allen anéren Muskelzellen relevant.
Dareber hinaus hat Tau noch weitere allgemeine physiologisch@&edeutungen, von de-
nen hier noch zwei ervahnt seien. Es kann als Antioxidans auftreten, womit eine wéere

o] o}
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HZN—CHQ—CH—ﬁ—OH == HN—CH;CH;~S—O
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Abb. 6.9: Strukturformel von Taurin, das bei physiologischem pH-Wert fast voll standig als Zwitterion
vorliegt. Die Protonen des A »B,-Systems sind angegeben.
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H2C—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 si nd enzymatisch gesteuert,
die letzte Oxidation verl auft (wahrscheinlich) spontan.

Parallele zu Cs besteht. Dabei wirkt es folgenderma en als Mpochlorit-Radikalquencher:
bei stark erhehtem oxidativem Sto wechsel (z. B. zur Infektions-Abwehr) entsteht in der
Zelle vermehrt das starke Oxidationsmittel Wassersto peroxid. Da dessen Abbau durch
das Enzym Katalase dann nicht rasch genug erfolgt, werden dbrid-lonen, welche aus den
Leukozyten stammen, zu hypochloriger &iure umgewandelt (Abb. 6.11). Der Abbau dieses
starken Oxidationsmittels, das u. a. die scldliche Carbonylisierung von Proteinen verur-
sacht ([Hip00], s. Kap. 10.5), geschieht durch Tau. Dabei etsteht N -Monochloro-Taurin,
das zwar langlebiger ist, aber eine viel schachere oxidative Wirkung hat. Der Zelle bleibt
daher mehr Zeit zur Entgiftung, welche eber die Reduktion durch Glutathion erfolgt. F wr
weitere Details sei auf [Bre01] verwiesen.

Die zweite gewebeunspezi sche Bedeutung von Tau liegt in Fon seiner osmoregulativen
und membranstabilisierenden Wirkung vor. Diese scheint aoh zu erklaren, warum die
Substanz nicht in p anzlichen Zellen nachzuweisen ist. Im Gegensatz zu tierischen Zel-
len verfegen letztere mamlich eber eine versarkte Zellwand. Daher ist die Regulation des
Zellvolumens uber den osmotischen Druck #ér tierisches Gewebe von gro er Bedeutung.
Tau hat aufgrund seiner Eigenschaften als ionische (alsogophobe) und metabolisch in-
erte Substanz ideale Eigenschafterefr die Aufgabe als Osmolyt: das Zwitterion unterliegt
keiner ungerichteten Di usion, und es besteht keine durch é&n Metabolismus verursachte
konkurrierende Funktion. Hinzu kommt der Vorteil, da Tau i m Gegensatz zu anorgani-
schen Osmolyten wie NaCl oder KCIl kaum enzymatische Funktioen inhibiert. Tau wird
bei Hyperosmolaritat zusammen mit freien Aminosauren in die Zelle transportiert, um den
Innendruck zu stabilisieren. Hypoosmolariwt feihrt zu gemeinsamer Di usion von Tau und
K* in das Plasma [Bre01].

Der Transportproze von Tau in die Zelle ist au erst e ektiv. Es wird haupts achlich durch
das Na' - und Cl -abhangige L-Aminosauren-Carriersystem bereitgestellt. Aufgrund sei-
ner strukturellen Analogie zu L-Aminosauren kann Tau auf diese Weise mit hoher A nit at

H , Myeloperoxidase

H,0, + CI° H,0 + HOCI
HOCI + H,N—CH;—CH;~SOH —= HT—CHZ—CHZ—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
Multiplizit at [Gov0Q]. Bei 1,5T liegt n aherungsweise ein AB»-system vor.

Protonen J
Gruppe Struktur (s. Abb. 6.9) [ppm] [HZ]
N-CH, t B, B' 3,25 Jag =6;742
Jaog =6;403
S-CH;, t A A 3,42 Jago = 6;464
Jaogo =6;792

transportiert werden. Ein zweites, sehr langsames Systensi vorhanden, aber bislang noch
nicht weiter charakterisiert. Die Abgabe von Tau aus der Zele erfolgt dagegen nur durch
passive Diusion, was zu hohen Konzentrationsunterschiedn zwischen intra- und extra-
zellularem Medium fuhrt. Die Di usion ist wegen der lipophoben Eigenschaften eschwert.

Im Skelettmuskel betragt der Gradient 1:220, im Herzmuskel sogar 1:450 [Bre01].

Das *H-NMR-Spektrum von Tau weist die Signale der beiden Methylen-Guppen auf. Die-

se bilden ein stark gekoppeltes System, das nur bei hohen lern aus zwei Tripletts besteht
(Tab. 6.5); fur In-vivo- Untersuchungen ist mit starken Abweichungen von der X-Naherung
zu rechnen.






Kapitel 7

Lokalisierte NMR-Spektroskopie

7.1 Der Ganzérpertomograph und das Spulensystem

Fur die multinukleare In-vivo-NMR-Spektroskopie verfigt das Deutsche Krebsforschungs-
zentrum (DKFZ) in Heidelberg wuber einen Ganzlerpertomographen des Typs MAGNE-
TOM VISION Plus  der Firma Siemens AG, Erlangen. Das Grundfeld hat eine Sirke von
Bo = 1;5T und wird durch einen supraleitenden (NbTi-Wicklung), heliumgekehlten Ma-
gneten erzeugt (Typ HELICON 2E, variable Feldstarke Bo =0 2T). Fur die zusatzlich
benetigten Gradientenfelder ist der Tomograph mit drei zueinander orthogonalen Spu-
len ausgestattet. Die Feinabstimmung zur Optimierung der Homogenitat des Grundfeldes
wird mittels acht Shimspulen realisiert. Zusatzlich sind sogenannte EPI-Booster eingebaut,
durch die die Ansteuerung des Gradientensystems auf eine riamale Starke von 25 mT/m
in 300 s erreicht wird.

Die In vivo-H-NMR-Untersuchungen erfolgten mit einer um die Wade gelegta zirkular
polarisierten Flexspule (17 x 35 cm), die als Empfangsspule mit integriertem Vorverstrker
arbeitet. Als Sendeeinrichtung diente die Ganzlerperspule des Tomographen. kr die Mes-
sungen an Phantomen wurde die zirkular polarisierte Kopfsple benutzt.

Fur die 31P-Experimente wurde mit einer doppelresonanten Oberachenspule (25 x 25 crf)
gearbeitet. Sie besteht aus einer linear polarisierten Sete-/Empfangsspule und einer zir-
kular polarisierten Empfangsspule. Erstere ermglicht 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 miihohem S/N-Verhaltnis
von der zweiten Spule mit integriertem Vorverstarker aufgenommen. Dieses Spulen-System
ist mit einem Hochpa fer die Protonen- und einem Tiefpa fer die Phosphor-Frequenz
ausgestattet, um doppelresonante Experimente zur Entkopfung und Signalvers®rkung
zu ermeglichen (alle Spulen sind Produkte des Herstellers des Toographen).

Die Ansteuerung des Tomographen erfolgkiber eine SUN SPARC™ -Workstation, auf
der die Software NUMARIS/3 (Nu clear Ma gnetic R esonancd maging System) installiert
ist. Als Pulssequenzen stehen nicht nur die ab Werksfr den Klinikbetrieb mitgelieferten
Standardsequenzen zur Vedgung, sondern es knnen auch noch zustzlich eigene Se-
quenzen mit dem Programm PARGEN (Par ameter Gen eraor, ebenso wie NUMARIS
vom Tomographen-Hersteller) erzeugt werden.

Der zweite HF-Kanal ist mit dem Hauptsystem bezglich Frequenz und Timing der ge-
sendeten Pulse sychronisiert und wirdeber zwei Steuerleitungen getriggert. Die Trigger-
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Signale werden im Sequenz-Ablauf des PARGEN mitaufgeihrt. Pulsform und -amplituden
werden uber einen Laptop, der mit dem Steuerrechner des zweiten Kaals verbunden
ist, eingegeben. Die zustzlich vom zweiten Sender applizierte HF-Leistung ist in die
SAR-Uberwachung (SAR = Spezi sche Absorptions-Rate) des Tomogaphen integriert.
Dabei werden, beruhend auf den jeweiligen Sequenz-Parameteeines Doppelresonanz-
Experiments, minimale Repetitionszeiten vom Steuerrecher ermittelt, die nicht unter-
schritten werden deirfen.

7.2 H-NMR-Spektroskopie

Protonen sind aufgrund ihres hohen gyromagnetischen Verdftnisses und ihrer natirlichen
Heau gkeit das System mit der hechsten Sensitiviat (s. Tab. 1.1). Neben der Aufnahme
von H-Spektren wird ihr Signal deshalb auch &ir mehrere Justierungs-Prozesse genutzt,
die fur ein hochaufgebstes Spektrum notwendig sind.

Zunachst wird zu Beginn jedes Experiments die Protonen-Resonairequenz pmzise er-
mittelt, damit die Unterdr emckung der unerweinschten Wasser- und Fettsignale mglichst
vollstandig erfolgen kann. Fur Phosphor-Experimente wird au erdem aus derH-Frequenz
eber das gyromagnetische Verhltnis ein erster Wert fur die Resonanzfrequenz der Phos-
phor-Kerne bestimmt.

Zudem wird das Wassersignal benutzt, um die Flipwinkel zu kéibrieren und den Shim des
Magnetfeldes durchzutihren. Letzteres wird durch manuelles Regeln der Spulenstme
in den drei linearen Gradienten realisiert. Die Halbwertslreite der Wasserresonanz dient
dann als Ma fur die Homogenitat des Grundfeldes innerhalb des Me volumens. Im Muskel
liegen aufgrund der Faserstruktur relativ starke Suszeptbilit atssprenge vor, die zu einer
Linienverbreiterung fehren (T, kurz). Feur hochaufgebste Muskelspektren sind Werte von
16-20Hz in einem Voxel von 8 ml erreichbar. In Messungen an Mal-Lesungen sind je-
doch Werte von bis zu 3 Hz neglich. Fer den Schicht-selektiven Shim (250 x 250 x 30 mi{)
der Phosphor-Messungen betgt die Linienbreite mindestens 30-40 Hz.

Die fur die zur Plazierung des Me volumens notwendigen Basis-Bder werden ebenfalls
mit dem H-Signal erzeugt, um eine hinreichend feineaumliche Au esung bei gleichzeiti-
ger schneller Akquisition zu ermaglichen. Auf Einzelheiten der Bildgebung soll hier nicht
eingegangen werden.

7.2.1 Unterdackung von Wasser- und Fett-Signalen

Das Signal der im Wasser enthaltenen Protonen liefert die ntiAbstand (ca. Faktor 10%)

gre te Resonanz in 'H-NMR-Experimenten in vivo oder an Modell-Losungen. Wie Abb.
7.1 zeigt, ist es daher unabdingbar, das Wasser-Signal zu uetdrecken und so durch
Anpassung des dynamischen Empfangsbereichs eine hohe Aasung der Metaboliten-
Resonanzen zu erzielen. Andernfalls wde das Wasser-Signal den Emginger fur die

schwachen Signale der Metaboliten insensitiv machen [Sch)

Eine Unterdreckung des Wasser-Signals erfolgt durch schmalbandige, iitschichtselektive
Gau -Pulse, die gezielt im Bereich der chemischen Verschiaing von Wasser eingestrahit
werden. Dieser Anregungs-Modus wird als CHESS-Pulschemical shift selective) bezeich-
net. Der in dieser Arbeit verwendete Puls hat eine lange von 25,6 ms mit einer Halbwerts-
breite, die in der Frequenz-Donane 0,41 ppm entspricht. Durch anschlie ende Applikation
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Abb. 7.1: Lokalisiertes In-vivo- tH-NMR-Spektrum von der Wade eines Probanden ohne Anwendung einer
Wassersignal-Unterdreickung. Die Intensit at der H,O-Protonen verhindert eine hohe Au esung anderer
Resonanzen. Der Verlauf des CHESS-Pulses mit 25,6 ms knge und einer Halbwertsbreite von 0,41 ppm ist
gestrichelt dargestellt (STEAM mit TR =2s, TE =10ms, NEX =10, VOI = (2cm) 3).

(P)Cr3
Cho

res.
Wasser Tau

S [ppm]

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-Unterdeickung. Die Signale der meisten Meta-
boliten sind noch sehr schwach und nur in einer Vergre erung zu erkennen. Zu weiteren Steigerung der
Au esung kann auch noch ein CHESS-Puls bei 1,4ppm 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 vollstandig in transversale Komponenten transferier-
te Magnetisierung dephasiert und somit vor der eigentliche Anregung mit Ortskodierung
eine deutlich verringerte Ausgangs-Magnetisierung erzeug
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Vor der Aufnahme eines Spektrums mu der Puls in Bezug auf seie Amplitude und
Tragerfrequenz dahingehend optimiert werden, da on-resonammeglichst genau ein Flip-
winkel von 90 erreicht wird. Das Eingangssignal am ADC sinkt dann bei voler Verstarkung
von 112,47dB auf ca. 0,1V ab. ir TR < 5T; mu sich im Spinsystem erst ein vom
thermischen Gleichgewicht abweichender Zustand einstedh, um gleiche Ausgangsvoraus-
setzungen vor jeder neuen Anregung vorliegen zu haben. Diegird durch Verwerfen der
ersten vier sog. Pre-Scans realisiert. Zudzlich zu dieser durch HF-Einstrahlung bewirkten
Wasser-Signal-Unterdrickung besteht auch noch die Mglichkeit, das im Spektrum auftre-
tende residuale Signal der Wasser-Protonen durch eine matheatische Operation weiter zu
reduzieren. Dabei wird in der Zeitdomane das aufgenommene FID-Signal punktweise durch
einen FID eines Wasser-Phantoms geteilt. Dies eliminiert nah der Fourier-Transformation
die entsprechende Frequenzkomponente bei 4,7 ppm.
Nach Unterdreckung des Wasser-Signals treten bei Untersuchungen der Sk#&-Muskula-
tur starke Resonanzen der CH- und CHs-Gruppen der Lipide zwischen 0,9 ppm und
2,7ppm auf. Nur eine Vergmw erung der vertikalen Au esung im Spektralbereich mit
> 2;5ppm, wie in Abb. 7.2, la t die Signale anderer Metaboliten erkennen. Da die aro-
matischen Signale des hier untersuchten Metaboliten Carngin besonders schwach sind,
ist eine zuatzliche Anpassung des Me bereichs wnschenswert. Die beiden dominanten
Signale der intra- und extramyozellularen Lipide (IMCL bzw. EMCL) k ennen durch einen
zweiten CHESS-Puls oben genannter Breite reduziert werdenwenn dieser bei 1,4 ppm
eingestrahlt wird. Die Signale der ole nischen Fett-Protonen bei ca. 5,5ppm (molekula-
re Gruppe CH=CH ) sind wesentlich kleiner und werden schon teilweise durch eh
CHESS-Puls bei 4,7 ppm gesttigt, so da eine Unterdr eickung dieses spektralen Bereichs
nicht notwendig ist.

7.2.2 PRESS und STEAM

Fur Spin-Systeme aus Protonen sind diél>-Relaxationsprozesse hinreichend langsam, um
die Ortskodierung des akquirierten Signhals durch das Hinteeinanderschalten von drei
schichtselektiven HF-Pulsen zu realisieren. Der FID des skt formierenden Echos stammt
dann nur aus dem quaderérmigen Schnitt-Volumen dieser drei Schichten.

Die selektive Anregung von Spins in Schichtebenen geschiekurch Einstrahlung eines
HF-Pulses de nierter spektraler Breite bei gleichzeitiger Schaltung eines Gradientenfeldes
G entlang einer der Koordinatenachsen (z. B.z). Durch dessenWberlagerung mit dem
Grundfeld wird die Resonanzfrequenz

(z)= (BotzG)(1 )
abhangig von der Ortskoordinate z. Das Frequenz-Band

12 1y ng;!o+ ng
des HF-Pulses mit der Tmgerfrequenz! o regt dann nur die Spins in einer Schicht der
Dicke d um zp an. Dabei kann der Einu (1 ) der chemischen Verschiebung auf die
Schichtdicke, also !, ohne weiteres vernacldssigt werden. Die Schichtpositionzg hangt
dagegen wegen

Bo

Zp S
G;
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Abb. 7.3: Aufbau einer PRESS-Sequenz. Den Schichtselektionsgradienten(S) ist eine Refokussierung (R)
angeschlossen. Parasire Signale werden durch Defokussierungsgradienten (D) zersbért.

linear von ab, und die chemische Verschiebung bewirkt somit eine Anragng in einer leicht
versetzten Schicht (relativ zur Schicht-Position fur die Wasser-Molelelle, deren Resonanz
als Trager-Frequenz benutzt wird). Fur die in der 'H-NMR-Spektroskopie bei 1,5 T auftre-
tenden kleinen chemischen Verschiebungen sind die reswdtienden Fehler vertltnisma ig
klein. Spektroskopie an®'P- oder 13C-Kernen oder mit starken Grundfeldern ist dagegen
mit sogenannten Chemical-shift-Artefakten behaftet.

Die Form der Schicht im Ortsraum ergibt sich aus dem Puls-Verhauf B1(! ) in der Frequenz-
Domeane, also der Fourier-Transformierten vonB(t). Die Pulslangetp geht somit invers
in die Bandbreite ! ein. Rechteckige Schichten werden mit einem sinasfmigen Puls
erzeugt, wobei es wegen der endlichen Pulsdauer zu Abschdeartefakten und damit zu
Abweichungen vom idealen Schichtpro | kommt. Die innerhalb der Schicht aufgrund der
Ortsabhangigkeit ! (z) auftretende Dephasierung der Spins mu nach Einstrahlungdes
Pulses durch einen Refokussierungsgradienten umgekehrt®rientierung wieder kompen-
siert werden.

Prinzipiell stehen fur die Echo-Formation nach Applikation von drei Pulsen zwei Me-
thoden zur Verfugung. Beide beginnen mit einer Peparation durch einen 90-Puls. Die
Reuckgewinnung eines Echos mit zwei weiteren Pulsen geschietiann entweder mit einer
Doppel-Spinecho-Sequenz oder einem stimulierten Echo.

Die erste Methode wird als PRESS P oint Resolved Spectroscopy) bezeichnet [Bot84]. Die
Pulssequenz hat dann das in Abb. 7.3 gekennzeichnete Schemanerweinschte (\parasi-
tare\) Signale wie etwa das erste Echo werden durch zaszliche Dephasierungsgradienten
vor der Akquisition zerstert. Dieser Sequenz-Typ eignet sich zur Untersuchung der in Ep.
5.3 beschriebenen Phasen-Modulation gekoppelter Systemallerdings ist zu bereicksichti-
gen, da wegen des zweimaligen Auftretens voriT,-Prozessen diese Technik prinzipiell mit
heheren Echo-Zeiten arbeiten mu und daher #r 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 M ode) Anwendung ndet, umgangen [Fra87]. Sie ist in Abb. 7.4 dr-
gestellt. Durch den zweiten 90-Puls wird die T,-Relaxation zwischenzeitlich quasi ein-
gefroren. Das stimulierte Echo nach dem letzten Puls formid sich nicht allein in der
Transversalebene, sondern die Spitzen der Magnetisierusgektoren bilden die Kappe ei-
nes Kegels, dessen Zentralachse eine der Transversalaange&® oder y9 des rotierenden
Koordinatensystems ist. Damit liegt ein Teil der Magnetisierung zwar als Longitudinal-
komponente vor (deren Summe O ist), aber dennoch ist das Sighfer schnell relaxierende
Metaboliten heher als mit PRESS.

Fur die in dieser Arbeit aufgenommenen lokalisierten’H-NMR-Spektren wurde (soweit
nicht anders angegeben) mit einem Anregungs-Volumen von (2u)3 gearbeitet. Der Posi-
tionierung des Voxels ging eine MR-Bildgebung mit einer Stadard-FLASH-Sequenz des
Herstellers voraus. Die einzelnen AkqusitionenflEX = 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-Sequed6 ms betrug. Bei bei-
den Sequenzen war standardmig vom Hersteller ein 25,6 ms-Gauss-Puls bei 4,7 ppm zur
Wasser-Unterdreckung implementiert. Die STEAM-Sequenz zur hochaufgedsten Muskel-
spektroskopie wurde zustzlich mit der oben erwahnten Fett-Unterdr ickung ausgestattet.

7.3 3P-NMR-Spektroskopie

Die bei der Protonen-Spektroskopie verwendeten Lokalisatinstechniken lonnen fur 31pP-
Experimente nicht zum Einsatz kommen, weil die mit einem primaren Anregungspuls
erzeugte Transversalmagnetisierung so schnell zaift, da sie mit zwei weiteren schichtse-
lektiven Pulsen nur sehr rudimentar zureickgewonnen werden kann. Es nden daher aus der
MR-Bildgebung bekannte Kodierungsprozesse Anwendung, aufie nun kurz eingegangen
werden soll.
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7.3.1 CSI

Die fur die *1P-NMR-Spektroskopie geeignete Methode zur Aufnahme ortsagfelester
Spektren ist das sogenannte Chemical Shift Imaging (CSI). Bbei werden statt der norma-
lerweise in der Bildgebung benutzten Kombination aus Phase- und Frequenzkodierung
zur zeilenweisen Abtastung dek-Raums zwei Phasenkodierungen benutzt, um die intrin-
sische Frequenz-Information des Spektrums nicht zu zersten. Durch den Wegfall der
Frequenzkodierung wahrend der Auslese ist nur noch eine punktweise Abtastung dek-
Raums meglich.
Die hier benutzte CSI-Sequenz ist in Abb. 7.5 dargestellt undbasiert auf einer einfachen
FID-Sequenz, bei der nach schichtselektiver (inz-Richtung) Anregung (Flip-Winkel )
zwei Phasenkodier-GradientenGy und Gy stufenweise inx- bzw. y-Richtung geschaltet
werden. Das so ortskodierte3'P-FID-Signal wird im Anschlu daran w ahrend takg: aus-
gelesen und entlalt die spektrale Information: Fer die transversale Magnetisierung in der
angeregten Schicht &t sich das zeitliche Verhalten allgemein mit

ZZ Z

M, (t) = m(x;y) exp i ! (x;y;t)dt dxdy (7.1)
Schicht

beschreiben. Dabei istm(x;y) die lokale Magnetisierungsdichte, die in der Bildgebung
nach 2-dimensionaler Ricktransformation das Bild ergibt. Die Phasenverschiebury

(X y) =1 (X y)t= B ot

im Exponenten von 7.1 ergibt sich aus dem whrend der Zeitt am Kernort herrschenden
Feld B, und enthalt die Ortsinformation des hochfrequenten Auslese-Signal Aus diesem
lat sich dann wie wblich durch Mischung mit dem hochfrequenten Anregungssigal der
FID zur Transformation in die Frequenz-Domeane gewinnen.

Bei der CSI-Technik tritt als nicht zu vernachl assigendes Problem das sogenannte Voxel-
Bleeding auf, das in diesem Zusammenhang einerseits auf ditarken chemischen Verschie-
bungen von3!P, andererseits aber vor allem auf die Abschneideartefakt®ei der Transfor-
mation des diskretisierten k-Raums zurickzufehren ist. Um diesen E ekt zu vermindern,
wird vor der 2D-FT durch die Software des Tomographen ein Hanting-Filter eber die
Matrix gelegt. Seine St#rke in % gibt an, ab welchem Bereich von der Matrixmitte aus
gerechnet die ampfung durch den Filter einsetzt (bei 50% sind also die beidn au eren
Viertel des k-Raums betro en).

7.3.2 3'P-f'Hg-Spin-Entkopplung und Cross-Polarisation

Die spektrale Qualitat kann mit Hilfe eines Doppelresonanz-Experiments hinsictlich zwei-
er Punkte verbessert werden:

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

ein Ubertrag der Polarisation der Protonen auf die insensitivaen 3'P-Kerne mittels
des Kern-Overhauser-E ekts (engl. NOE) fehrt zu einer Signalverst@rkung 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 &ttigung des Protonen-Systems
weahrend der Auslese des$'P-Signals erneglicht. Die Netto-Protonenmagnetisierung ist so-
mit O und kann zu keiner Aufspaltung der Phosphor-Signale mehfehren. Hierfur wird zu
Beginn der Auslese ein WALTZ-4-Zyklus von 50 ms (aus Ganden 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 uwheinem Abstand von 0,5 ms.
Eine einmalige Anregung des Protonen-Systems mit einem Pulguf der zuvor genau ermit-
telten Wasser-Resonanzfrequenz vor Anregung der Phosphoréd€ne ermeglicht die Cross-
polarisation *H ! 3P, Hierfur wird ein rechteckformiger Puls (U = 100V, t = 2ms)
eingestrahlt, der einem e ektiven 90 -Puls entspricht, um das Protonen-System aus dem
thermischen Gleichgewicht zu bringen. Die so erzeugte Polssation kann sich wahrend
der Evolutionszeit = 7;8ms auf3'P-Kerne in Molekulen ubertragen, an denen sich eine
Hydrat-H elle be ndet. Da die Phosphoryl-Gruppen in PCr und ATP sowie das anorgani-
sche Phosphat alle ladungsbehaftet sind, bildet sich hierdicht eine Wassersto breicken-
bindung mit umgebenden H,O-Molekelen aus.

7.4 Nachbearbeitung der Daten
Die Nachbearbeitung der Daten wurde mit der am Tomographen inplementierten Soft-

ware Luise durchgetihrt. Bei der Protonen-Spektroskopie wurden ein Zero-Filling von
1032 auf 4096 komplexe Datenpunkte durchgehrt. Dies entspricht einer Au esung von
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0,004 ppm bzw. 0,25 Hz. Rr die Phantom-Messungen wurde auf diese Prozedur verzich-
tet. Der Fouriertransformation (FFT) ging eine Gauss-fermige Filterung (Zeitkonstante:
200 ms, zentriert beit = 0 des FID, soweit nicht anders angegeben) zur Gittung des
Spektrums voraus. Daran schlossen sich Phasen- und BasediiKorrektur (mittels eines
Splines) an. Falls notwendig, wurde vor Beginn der Anpassug mit Gauss-rmigen Reso-
nanzen noch eine Korrektur der Frequenzverschiebung mit deMethyl-Resonanz von PCr
bei 3,03 ppm als Referenz vorgenommen.

Die Datensatze der Phosphor-Spektroskopie wurden zuschst ohne Zero-Filling, aber mit
einem k-Raum-Filter von 50% fouriertransformiert, um die ortsaufgelesten 8x8 FID-
Signale zu erhalten. Die spektrale Qualiat nach Zero-Filling von 1024 auf 2048 Daten-
punkte in der Zeitdomane (Au esung: 0,076 ppm bzw. 2 Hz) war hinreichend gro , um auf
einen Glattungs-Filter verzichten zu kennen. Nach Phasen- und Baseline-Korrektur konn-
ten somit Lorentz-foermige Resonanzkurven in der Frequenz-Domine angepat werden.
Zur besseren Darstellung wurden alle nachverarbeiteten Dansatze exportiert und mit
Origin" 6.1 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) dargest ellt.

7.5 Simulation mit WinDNMR-Pro

Simulierte NMR-Spektren zum Vergleich mit gemessenen Daterwurden mit dem frei
zuganglichen Shareware-Programm WinDNMR-Pro von Hans J. Reich Rei01] generiert.
Das Programm wird vom Journal of Chemical Education vem® entlicht und erm eglicht
neben der Simulation von Spektren zweiter Ordnung multiple Spin-Systeme (AB, AB»,

#-NMR Spectrum Calculation: AB =] x|
'FlE Sm-Group SimSave SmRestors Print Export Options Help
i Cale

Jab Vab | Vcentr | SN | RightH: WedthHz
{000, 100 (53000 ][s4000 Ji5000 |f2oo00 |[osoo0 ][z0000

SR
O Custom |T 03|04 |+ |[F 4 s ’
w2 ¥ 4] ¥ = [>€ 10x | @ Rcdraw | m | Stick/Ful | 02-15-2003 16:22:02
 Multiplet—
O Spactum
@ 4B
(@F: 53
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Abb. 7.6: Benutzerober ache des Simulationsprogramms WinDNMR-Pro. Die Parameter wie Linien po-
sition und -breite sowie Kopplungskonstanten und die angezeigte spektrale Breite sind frei w ahlbar.
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ABX, ABX 3, AA'BB', AA'’XX' sowie bis zu 15 Singuletts bzw. 10 Multiplet ts) auch die

Erzeugung dynamischer NMR-Spektren (Spin-Austausch etc.).

Die resultierenden Spektren spiegeln die Ergebnisse von erimenten an einem 300 MHz-
Spektrometer wider. Alle wesentlichen Parameter lonnen eiber eine graphische Benutzer-
ober ache unter Windows eingestellt werden (s. Abb. 7.6). Linienintensitaten kennen

eber frei wahlbare Integrationsbereiche (auch unter Einbeziehung vo Rauschen) berech-
net werden.
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Kapitel 8

Untersuchung skalarer Kopplunigewitro

Wie bereits in den theoretischen Grundlagen angesprocherkoennen in Modell-Losungen
nur skalare Kopplungen beobachtet werden. So besteht zumitest fur die Substanzen Cit,
Tau und insbesondere ATP die Moglichkeit, Abweichungen vom Paschen-Back-E ekt zu
studieren, wie sie auch im lebenden Gewebe auftreten. Wegetter vielen Parallelen zur
dipolaren Kopplung kennen Experimente an diesen skalar gekoppelten Systemen abauch
far Vorhersagen uber die dipolaren Wechselwirkungen von (P)Cr und Cs herangzogen
werden.

8.1 Die AB-Systeme Citrat und Taurin

Zunachst sollen die stark gekoppelten Spin-Systeme der Metabitén Cit und Taurin un-
tersucht werden. Dain vivo keine dipolaren AB-Systeme existieren, sind dies die einzémn
starken Wechselwirkungen, die am Ganz&rpertomographen studiert werden lennen. Ihre
spektralen Parameter #ir 1,5T sind in Tab. 8.1 zusammengestellt. Sie illustrierenein-
drucksvoll die Konsequenzen einer starken Superpositionet Eigenzusende.

Die Kopplung zwischen den zwei Protonen jeweils einer der iden CH,-Gruppen des Cits
und die damit verbundenen Signal-Modulationen #r verschiedeneTE bei lokalisierten
Spektroskopien sind ausdihrlich untersucht worden [Sch93, Mul93, Str95, Wil95]. Ene
detaillierte Beschreibung des Intensiatsverhaltnisses der inneren zu denau eren Reso-
nanzen dieses (AB)-Systems liegt jedoch nicht vor. Daher wurde der stark ausgemgte
Dach-E ekt an einer 50 mM Cit-L esung beobachtet und mit simulierten Spektren eines
AB-Systems verglichen. Die Parameter wurden dabei aus eindoei 1,5T durchgekhrten
Studie entnommen: ! =0;12ppm undJ = 15;1Hz [Sch93].

Hieraus ergibt sich nach GI. (2.4) ein Sberungsparameter von 1,978 (bzw. = 31,6).
Die mit (2.20) und (2.21) berechneten Intensimten stehen dann im Vertaltnis 1,89:0,11.

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

Metabolit System Jag [HZ] I [HZ] [1]
Cit (AB) » 15,1 7,6 -31,6
Tau A,B; 6,6 10,8 -15,7

93
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a) Linienbreite: 0,4 Hz b) Linienbreite: 2,8 Hz c) Modell-Lésung
900 37\,62
—FID
------ STEAM10
94,4
.1, =363 IZ:IA=17’9I::
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Abb. 8.1: Simulation eines *H-NMR-Spektrums von Cit bei 1,5T f wr verschiedene Linienbreiten (a und
b) und experimentelle Ergebnisse (c) unterschiedlicher Auf nahmetechniken an einer 50 mM Modell-L ®esung.
Die Intensit aten der beiden au eren Resonanzen sowie die Summe des zentralen Dubletts (bestinmt durch
Integration eines Kurvenabschnitts) sind angegeben (in willk wrlichen Einheiten). Die Linienbreite kann
wegen der Diskretisierung der Daten das Integralergebnis beein ussen. Bei den experimentellen Daten wird
die storende Phasenmodulation eines STEAM-lokalisierten Spektrums bereits fur TE = 10 ms deutlich.

Da bei 1,5T die beiden zentralen Resonanzereif kurze Echozeiten nicht getrennt von-
einander aufgebst werden lennen (far lange T E spielt die Phasenmodulation eine Rolle),
betrachten wir sie als ein Signal. Somit steht diese zentra Resonanz zu jeder der bei-
den au eren theoretisch im Verhaltnis |z : I = 34;36 : 1. Die Integration ember die
Peaks simulierter hoch aufgedster Spektren (4 getrennte Signale) ergibt einen Wert von
| - = 36;3 (s. Abb. 8.1). Wird die Linienbreite von 0,4 auf 2,8 Hz erlwht, so kennen die
beiden intensiveren Resonanzen nicht mehr getrennt aufge$t werden. Die reale Linien-
breite liegt mindestens bei 3Hz, so da das in Abb. 8.1(b) geeigte Spektrum eher den
experimentellen Bedingungen entspricht. Die Verbreiterung der Linien zusammen mit den
Folgen der Diskretisierung bewirkt eine Verminderung des ¥rhaltnisses auf 19,6. Die Ana-
lyse eines Fourier-transformierten FID, der 500 ms ausgeles wurde und auf den in der
Nachbearbeitung ein Gau -Filter angewendet wurde, liefert einen Wert von 17,9 (Abb.
8.1(c)): Dies besutigt damit den erwarteten Dach-E ekt im Rahmen der erreichbaren
Genauigkeit (der Filter ist n etig, da die schwachenau eren Cit-Resonanzen ohne Wasser-
Unterdreickung sonst nicht stark genug vom Rauschen getrennt sind).

Die starke Kopplung des Systems bewirkt bei Transversalmagetisierungen eine rasche
Phasenmodulation, die sich bei der Anwendung von Lokalisabnstechniken durch eine
Veranderung des Spektrums zwischen der Zentralresonanz und déeiden 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 E akkumulierte Phase #ihrt be-
reits bei kurzen Echozeiten zu einer beginnenden Teil-Invesion des Spektrums. Dadurch
ist eine einfache Integralbestimmung nicht mehr neglich, weil die Einbeziehung der Phase
bei einer Linienanpassung mit der Software Luise nicht autaatisch erfolgt. Dies verdeut-
licht, da der Dach-E ekt stark gekoppelter Systeme sehr sersitiv auf die angewendete
Me technik ist. Bei Cit erfolgt daher die genaue Untersuchung der quantenmechanischen
E ekte am besten mit einer FID-Sequenz. Die Homogeniat der Kopfspule reicht dabei
aus, um eine ausreichende spektrale Awsung zu bekommen (Shim: 7 Hz; keine CHESS-
Wassersignal-Unterdrickung).

Das *H-NMR-Spektrum von Tau ist bei 1,5 T noch schwieriger zu analyseren. Die Signale
der beiden Methylengruppen liegen bei 3,42 ppm bzw. 3,25 ppnBei einer prazisen Be-
schreibung handelt es sich um ein AA'BB'-System mit 4 Kopplungskonstanten. Nimmt
man vereinfachend an, da es sich um jeweils 2 magnetisclaquivalente Protonen han-
delt, so lat sich das Spektrum mit den irreduziblen Komponenten eines A;B»-Systems
(s. Theorie) erklaren. Dies ist meglich, da sich die Kopplungskonstanten nur wenig un-
terscheiden; ihr gemittelter Wert betragt 6,6 Hz. Ohne die Kombinationsbergange sind
also 16 Resonanzen zu erwarten. lhre Positioneandern sich bei Simulation des Spektrums
mit WinDNMRPro unter Ber wcksichtigung von ! = 0;17 ppm und aller 4 Kopplungs-
konstanten nur unwesentlich (s. Abb. 8.2).

Die Simulation mit realistischen Linienbreiten ergab eine®berlagerung zu insgesamt noch
8 au esbaren Signalen. Dies wurde im Experiment besttigt und unterstreicht damit un-
abhangig vom Dach-E ekt die Abweichungen vom Paschen-Back-E ekt

Die gemittelte Kopplungskonstante ist weniger als halb so ¢o wie die des Cit-Systems.
Damit verl auft die Phasenmodulation auch deutlich langsamer, und eia Lokalisation mit
STEAM bei kurzen Echozeiten ist meglich. Die Veranderungen im Spektrum sollten im
Vergleich zum FID-Experiment vertretbar klein sein. Letzteres ist namlich 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 Auesung erforderlich, die nur mit dem
besseren Shim eines Single-Voxel-Experiments erzielt wenddsann (ca. Faktor 2 besser als

(o]

1iﬂ \J |

1 I 1 I 1 I 1 I 1 I
3,6 3,4 3,2 3,0 2,8

ppm

Abb. 8.2: Simulation eines hochaufgebsten *H-NMR-Spektrums von Tau bei exakter Beschreibung als
AA'BB'-System (spezi sche Daten aus [Gov00]). Bei einer theoret ischen Linienbreite von 0,1 Hz treten bei
1,5T 16 Resonanzen auf. Die beidenau ersten sind dabei so schwach, da sie in dieser Darstellung nicht
sichtbar sind.
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a) Linienbreite: 0,4 Hz b) Linienbreite: 2,8 Hz c) Modell-Lésung STEAM10
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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 Einu der
Phasenmodulation einer STEAM-Lokalisation mit TE = 10ms im Spektrum einer 50 mM Modell-L esung
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 durchzufehren. Daher wurden die Amplituden der einzelnen Signale
ausgewertet, um den Vergleich zwischen Simulation und Expément zu ermeglichen. Die
Werte wurden dabei immer auf die serkste Resonanz normiert. Die Gegewnberstellung
zeigt, da die spektrale Trennung der au eren Satelliten im gemessenen Spektrum deut-
licher ist. Dies liegt daran, da wie beim AB-System die Phaseamodulation der inneren
Signale am langsamsten erfolgt. Die Konsequenzen der STEAMokalisation werden daher
bei denau eren Signalen deutlich.
Der Sterungsparameter ist in der 1. Naherung (nur die gemittelte Kopplungskonstan-
te wird beruecksichtigt) mit 0,61 im Vergleich zu dem des Cits sogar relév klein (=
15;7 ), aber die Konsequenzen#r Multipletts mit mehr als zwei Linien sind also we-
sentlich dramatischer, weil z. B. zwischen den urspnglich 8 Produktzustanden eines
A, X-Systems durch die Mischung bei zunehmend starker Kopplunglie Entartung einiger
Ubergange aufgehoben wird.
Die Simulation macht klar, da bei den Linienbreiten, die im Muskelgewebdn vivo erreich-
bar sind, aufgrund des Dach-E ekts bei 1,5T nicht zwei, sonden nur eine Tau-Resonanz
bei ca. 3,34 ppm detektiert werden kann; bei zuatzlicher dipolarer Aufspaltung von ca.
9Hz (s. KAp 9) also dann zwei Signale.
Bei beiden Systemen wird deutlich, da die rein theoretiscle Behandlung mit den sich
aus Fermis Goldener Regel ergebenden Linienintengiten nicht zu Beurteilung der expe-
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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‘8 Z‘G 2‘4 4‘2 4‘0 3‘3 3‘5 3‘4 3‘2 3‘0 2‘3 2‘5 2‘4 4‘2 4‘0 3‘8 3‘6 3‘4 3‘2 3‘0 2‘8 Z‘G 2‘4
ppm oom ppm

Abb. 8.4: Simulierte 1H-NMR-Spektren von Tau bei 63,63 MHz mit verschiedenen Linienbre iten und 2%
Rauschen (das Integral unter der Linie wurde dabei konstant gehalten) . Bereits ab 6 Hz lat sich die
Unterstruktur der Linie nicht mehr erkennen.

rimentellen Daten herangezogen werden kann. & die Spektren ist die Bericksichtigung

der realen Linienienbreiten von entscheidender BedeutungAnsonsten werde fur Cit der

gemessene Dach-E ekt eine zu kleine Mischung der Zuahde ergeben, und bei Tau wre
ohne das Vorwissereber die Uberlagerung einiger der 16 mglichen Signale ein Vergleich
mit der Theorie gar nicht meglich.

8.2 Das AMX-System ATP

Die drei 3'P-Kerne des ATP stellen ein schwach gekoppeltes System dar,eb dem die
Resonanz -ATP einen kumulierten Dach-E ekt aufgrund der sukzessiven Aufspaltung der
ursprenglichen Resonanz zeigt. Interessant an diesem System jsta sich die chemischen
Verschiebungen der -und -Resonanz mit Hilfe des pH-Wertes und der Konzentration von
Mg?* in Modell-L esungen beein ussen lassen. Dadurchénnen eventuelle Veanderungen
des Dach-E ekts bei kleinen Variationen des Serungsparameters untersucht werden.

8.2.1 Spektren des unkomplexierten ATP

Zunachst wurde das Spektrum einer 45 mM ATP-Llesung untersucht, der 90 mM PCr als
Chemical-Shift-Referenz zugesetzt wurden. Die Spektren waien mit der beschriebenen
CSI-Sequenz aufgenommen. Bei der Nachverarbeitung der Datekonnte wegen der guten
Au esung (Abb. 8.5) auf einen Filter verzichtet werden, so da bei der Anpassung an die
Me daten Lorentz-Kurven benutzt werden konnten.

Da die Abweichungen im Spektrum von der X-Naherung nicht sehr gro sind, kann man da-
von ausgehen, da vornehmlich die Linienintensi&ten und nicht die -positionen vemndert
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Abb. 8.5: 3!P-NMR-Spektrum einer L esung aus PCr (90 mM) und ATP (45 mM) bei einem pH-Wert von
7,04 (aufgenommen mit der beschriebenen CSI-Sequenz). Das starke i§nal 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 (B zu sehen.

sind (s.u.). Die chemischen Verschiebungen der beiden Dudltts ergeben sich somit direkt
aus ihrem Mittelpunkt, und die Position der -Resonanz ist durch die zentrale Resonanz
gegeben. Mit diesen Werten @r ! und den sich aus der Linienaufspaltung ergebenden
KopplungskonstantenJ und J  kennen der Serungsparameter bzw. der Mischungs-
winkel bestimmt werden. Dann liefert die Clebsch-Gordan-Koe zienten und geht in die
Korrekturterme x und y der Intensitaten ein. Diese wurden mit einer Genauigkeit von
0,01 als Vorgaben é@rr die in LUISE verwendeten Multipletts einbezogen. Das Ergbnis der
Anpassung ist in Abb. 8.6 gezeigt.

Au er den Messungen bei physiologischem pH-Wert wurden auctExperimente in saurer
und basischer losung durchgetihrt. Die pH-Werte wurden mit 5,02 und 8,00 so gewenhlt,
da die Resonanzen extremal verschoben waren. Ein Anhaltspnkt hierfer war die Dar-
stellung in [Gra98]. Erwartungsgena ergab sich folgende Tendenz:

Die -ATP-Resonanz ist praktisch unabhangig vom eingestellten pH-Wert. Die beiden an-
deren Signale liegen dagegeruf hohe H' -Konzentrationen bei niedrigeren Frequenzen.
Da das Signal der endstindigen Phosphoryl-Gruppe emp ndlicher auf pH-Wert-Anderun-
gen reagiert, B t sich mit zunehmender Ansauerung die chemische Verschiebung zwischen
dem -und dem -ATP-Signal verkleinern und somit die e ektive Kopplungsst arke beein-
ussen. Gleichzeitig andern sich aber auch die me baren Kopplungskonstanten); etwas,
so da die Auswertung der Spektren nur eine geringfigige Anderung des Dach-E ektes
erkennen k t. Das Signal der endstandigen Phosphorylgruppeeberlappt in saurer Lesung
teilweise mit dem des -Kerns. Als Linienpositionen der beiden Dubletts ergeben sih so-
mit die beiden Minima des nun um 7,4 ppm erscheinenden "Tripktts". Zusammen mit den
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Tab. 8.2: Daten von am Tomographen gemessener’' P-NMR-Spektren bei verschiedenen pH-Werten zur
Bestimmung der Clebsch-Gordan-Koe zienten von ATP in Abwesen heit von Mg?* (! ¢ = 25; 758 MHz).
Der erste Datensatz entspricht dem Spektrum aus Abb. 8.5 unter ph ysiologischen Bedingungen. Weitere
Datensatze wurden bei pH = 8,00 (Mitte) und pH = 5,02 (unten) aufgenommen. Der Mischungswinkel

bestimmt den Korrekturterm der Intensit aten, der in LUISE auf 0,01 genau vorgegeben werden kann. Die

Korrekturterme der Intensit aten andern sich nur so geringfugig, da der kumulierte E ekt ( = X +y) fer
die -ATP-Resonanz konstant bleibt.
Ji Korrekturterm CGK
Signal  [ppm] [HZz] [ jsin2 j cos sin
-ATP -3,420 19,5 -1,431 x=0;0499 0,9996880 -0,0249781
-ATP -7,836 20,0 -2,071 y=0;0722 0,9993471 -0,0361309
-ATP  -18,560 =0 ;1221
-ATP -2680 20,0 -1,421 x =0;0496 0,9996924 -0,0247999
-ATP -7,816 19,0 -2,008 y=0;0701 0,9993857 -0,0350474
-ATP  -18,320 =0 ;1197
-ATP 6,980 18,0 -1,613 x =0,0563 0,9996039 -0,0281444
-ATP -7,860 18,0 -1,736 y=0;0605 0,9995412 -0,0302886
-ATP  -19,380 =0 ;1168

aus diesem Signal ermittelten Linienaufspaltungen von je 8 Hz fur die beiden eigentlichen
Dubletts ergeben sich die in Tab. 8.2 angegebenen Korrektterme x und y. Das Spek-
trum der basischen Lesung weicht nur geringkigig von der Messung unter physiologischen
Bedingungen ab. Erganzend zu Abb. 8.6 sind die Anpassungen von Lorentz-Linien adie
Spektren mit den veranderten Linienpositionen in Abb. 8.8 gezeigt.

pH = 7,04

x=0,05

y=0,07

o [ppm]

Abb. 8.6: Vergre erung des ATP-Spektrums aus Abb. 8.5 nach Anpassung der Datenpunk te mit Lorentz-
Linien unter Benutzung der Korrekturfaktoren aus Tab. 8.2.
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ATP 45 mM

pH = 5,02
' \ pH=704

pH = 8,00
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Abb. 8.7: 3'P-NMR Spektren von ATP bei verschiedenen pH-Werten. Eine zun ehmende Ansauerung fehrt
zu einer Verschiebung vor allem der -ATP-Resonanz zu kleineren Frequenzen. Gleichzeitig wird aber auch
das -ATP-Signal leicht in diese Richtung verschoben, so da sich der Dach-E ekt nur unwesentlich andert.

a) b)

pH = 8,00 pH = 5,02

x=y=0,06

3 [ppm] 3 [ppm]

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

Innerhalb der Genauigkeit des Fit-Programms ertoht sich der Korrekturterm fur 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. Fir das andere Dublett sinkt
der Faktor von 0,07 auf 0,06 wegen des leicht wachsenden Alastdes zum -Signal. Die-
ses verschiebt sich von -18,32 ppm auf -19,38 ppm. Der Netto-Eld = x + y fur 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-lonen (z. B. in Form von Magnesiumchlorid-Haahydrat, MgCl
6H,0) zur 45 mM ATP-Modell-L #sung bilden sich die in Kap. 6 beschriebenen Komplexe
aus. Dies #ihrt zu einer Veranderung der Elektronen-Verteilung entlang der Phosphory
Kette und damit zu einer Beein ussung der chemischen Versciebungen und skalaren
Kopplungskonstanten.

Ein Vergleich der beiden Spektren mit und ohne Komplexierumy bei physiologischem pH-
Wert zeigt, da der Ligand zu einer verstarkten Abschirmung der 3'P-Kerne fuhrt, denn die
Werte fur die chemischen Verschiebungen steigen an (Abb. 8.9). Dal ist die Verande-
rung fur die -Resonanz mit 0,236 ppmeau erst gering, was ein Anhaltspunkt fer eine
Komplexierung der beiden endsandigen Phosphoryl-Gruppen ist. Das Modell einer Ein-
bindung von drei Sauersto en in den Komplex scheint zumindest von dieser Beobach-
tung nicht direkt gestetzt zu werden. Der Einu von Kationen auf die Resonanzen ist
aber recht komplex und la t sich schwer voraussagen [Jaf78]. Gleichzeitig verklgiern sich
die Kopplungskonstanten im Vergleich zum unkomplexiertenMolekel um ca. 3-4 Hz auf
J =J =16Hz

Die Anpassung von Lorentz-Linien an das Spektrum der neutraén Lesung ist in Abb. 8.10
gezeigt. Die sich aus den Kopplungskonstanten und Linienpgitionen ergebenden Korrek-
turfaktoren betragen diesmalx = 0;04 undy = 0; 07 (s. Tab. 8.3). Damit ist der kumulierte

—— MgATP Mg
------ ATP L .
o o) o)

| \ |
"O—P—0O—P—0O—P—0——Adenosin

I
o) ¢ o)

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

Abb. 8.9: Vergleich der **P-NMR-Spektren von ATP (45mM) mit und ohne vollst andige Komplexie-
rung durch Mg?* bei physiologischem pH-Wert von ca. 7,04 (Referenz: PCr bei = 0ppm). Das Mg-lon

beein u't haupts &chlich die Abschirmung der beiden endstandigen 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-Koe zienten aus den Daten ei nes ' P-NMR-Spektrums
von MgATP bei pH = 7,03 ( ! o = 25;758 MHz).

Ji Korrekturterm CGK
Signal [ppm]  [HZz] [] jsin2 j cos sin
-ATP -2,440 16,0 -1,284 x=0;0448 0,9997488 -0,0224143
-ATP 7,600 16,0 -2,045 y=0;0713 0,9993630 -0,0356884
-ATP  -16,286 =0 ;1161

Dach-E ekt etwas geringer als im Spektrum des freien ATP.

Eine Veranderung der Resonanzen von MgATP in Folge einer unterschilichen Ansaue-
rung geschieht im wesentlichen nur innerhalb eines pH-Berehs von 4 bis 6,5 [Gra98]. Da-
her wurden noch Messungen bei pH = 5 und pH = 4 durchgsdihrt. Die Serie ist in Abb.
8.11 gezeigt und zeigt folgende Tendenz: die Resonanzen déerne an - und -Position
verschieben sich wieder zu niedrigeren Frequenzen hin (lgere erneut etwas weniger).
Au erdem wird auch die Frequenz der Resonanz von -ATP etwas beein ut; sie zeigt
eine geringkigige gegerdu ge Tendenz hin zu heheren Frequenzen. kir die Kopplungs-
konstanten konnte keine Variation mit dem pH-Wert festgestdlt werden.

Die Auswertung ergab, da der Dach-E ekt fur die -Resonanz bei der Einstellung des
pH-Wertes auf 5 noch geringéigig ansteigt, der far das andere Dublett geringkigig sinkt;
die Summe der Korrekturfaktoren bleibt unverandert bei 0,11, wenn vor der Summation
gerundet wird. Andernfalls ist der E ekt in der neutralen L esung mit = 0 ;12 etwas
gre er als in saurer Lesung. Da sich bei weiterer Ansuerung auf pH = 4 die Linienpo-

pH=7,03

x=0,04 y=0,07

-2 -4 -6 -8 -10 -12 -14 -16 -18 -20 -22
S [ppm]
Abb. 8.10: 3'P-NMR-Spektrum einer Modell-L esung aus ATP und Mg?* (je 45 mM) bei physiologischem

pH-Wert im Bereich der ATP-Signale. Referenz ist PCrbei = 0ppm. F ur die Anpassung der Datenpunkte
mit Lorentz-Linien wurden die Korrekturfaktoren aus Tab. 8.3 verwe ndet.
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MgATP 45 mM

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 =0ppm.

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

Insgesamt ist der Dach-E ekt durch die Komplexierung mit Mg?2* abgeschvacht, was
auch schon durch die verkleinerten Kopplungskonstanten agedeutet wird. Eine Zusam-
menstellung der Ergebnisse zeigt Abb. 8.13. Die Komplexiemg hat jedoch keinen Ein u
auf den Trend bei zunehmender Anauerung, denn in beiden Rllen nahern sich die beiden
Korrekturfaktoren an. Da sich die Position der -Resonanz am wenigsterandert, das -
Signal aber fast so schnell wie das-Signal auf die Hochfeld-Seite verschoben wird, sinkt
y schneller, alsx ansteigt. Somit zeigt der kumulative E ekt eine Abnahme: s ich an
die Phosphoryl-Kette anlagernde Protonen "ziehen" an der Eéktronenhelle, so da die
e ektive Kopplungsst arke abnimmt.

Tab. 8.4: Einu des pH-Wertes (oberer Datensatz: pH = 5,02; unterer Datensatz pH = 4,00) auf die
CGK von MgATP bei 1,5T ( !¢ = 25;758 MHz). Die Korrekturterme der Intensit aten andern sich nur
geringfugig, so da der kumulierte E ekt f wr die -ATP-Resonanz konstant bleibt.

Ji Korrekturterm CGK

Signal [ppm] [HZ] [ jsin2 j cos sin

-ATP  -4215 16,0 -1,382 x=0;0482 0,9997091 -0,0241188
-ATP  -7,415 16,0 -1,838 y=0;0641 0,9994852 -0,0320819
-ATP  -17,081 =0 ;1123

-ATP  -5,095 16,0 -1,488 x=0;0519 0,9996627 -0,0259726
-ATP 6,475 16,0 -1,682 y=0;0587 0,9995690 -0,0293566
-ATP  -17,041 =0 ;1106
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pH = 5,02 pH = 4,00
x=0,05

1 1 1 1 1 1 n 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 'P-NMR-Spektren von MgATP bei verschiedenen pH-
Werten. Die fur den Dach-E ekt benutzten Korrekturfaktoren sind angegeben.

Es kann davon ausgegangen werden, da wegen der Genauigkeibn 1% in der Auswerte-
Software der Grad der Komplexierung unter physiologischerBedingungen keinen Ein u
auf die Greo e y und den kumulierten E ekt hat. Insgesamt wird also die Verm inderung
der Kopplungskonstanten gerade durch den verringerten Absnd zwischen der - und der

-Resonanz kompensiert. ldchstens &ir die Korrektur x kennte man einen durch starke
Komplexierung verringerten Wert angeben; denn hier ist dieKompensation aufgrund der
Verschiebung des -Signals zu leheren Frequenzen nicht ausreichend.
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Abb. 8.13: Variation der Korrekturfaktoren x und y fur den Dach-E ekt in *'P-NMR-Spektren von
ATP bei verschiedenen pH-Werten mit und ohne Komplexierung du rch Mg?* . Im Bereich physiologischer
pH-Werte lassen sich wegen der &éir das Auswerteprogramm "“Luise” notwendigen Rundungen keine signi -
kanten Veranderungen mit der Komplexierung feststellen. Die Ans auerung bewirkt jedoch insgesamt einen
Trend hin zu einem abgeschwachten Dach-E ekt.
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8.3 Das Carnosin-Spektrum

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

Die Resonanzen des Imidazol-Rings weisen erwartungsgemeine aquivalente Intensitat

auf; eine Linienaufspaltung ist nicht zu erkennen (Abb. 8.14). Die aliphatischen Resonan-
zen wberlagern teilweise. Gut zu erkennen sind die Signale dernestandigen Methylen-

Gruppe des -Alanins, die zusammen mit den benachbarten CH-Protonen ein skalar
gekoppeltes System bildet. Dieses zeigt ein Spektrum zweit Ordnung, denn die Kopp-
lungskonstante von ca. 6,3 Hz erscheint bereits relativ stk gegeruber der Di erenz in der

chemischen Verschiebung von 0,59 ppm 37 Hz.

8.3.1 Hinweise auf skalare Kopplungen innerhalb des Imidazol-Rings

Eine megliche skalare Kopplung zwischen den Ring-Protonen mte aufgrund der Bin-
dungsanzahl zwischen den Kernen relativ klein sein®J < 2 Hz) und werrde nicht unbedingt
als Linien-Aufspaltung sichtbar werden. Daher wurde dieserBereich des Spektrums auf
eine megliche Phasenmodulation hin untersucht. Die Messungen miTE = 135:::265ms
(Inkrement  TE = 10ms) ergaben jedoch nur einen monotonen Signalabfall. $oit kann
eine signi kante skalare Kopplung ausgeschlossen werden.

A,D,
CH NH CH NH;
N\C/ A,BZ\CH/ DZ\CH; :
// :c E
RN H coo ©
N H A4 B1
H
A1,2’D2
H2 H4
>
(]
(2]
©
=
@
e

|.|.|.|.;\.||||B‘£|.|

85 80 75 70 50 45 40 35 30 25 20
& [ppm]

Abb. 8.14: H-NMR-Spektrum einer 50mM Modell-L esung von Cs unter physiologischen Bedingungen
(pH-Wert = 7,07). Die Strukturformel des Molek wls mit der Nomenklatur der unterschiedlichen Protonen
ist angegeben (STEAM mit TR =2s, TE =10ms, TM =15ms, NEX = 256, Voxel-Gr o e: (2cm) ).
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8.3.2 Identi kation der detektierbaren NH-Gruppe

In freuheren Arbeiten wurde von einer zusitzlichen Resonanz des Cs inn-vivo- Spektren
berichtet, die bei ca. 8 ppm auftritt und damit mit dem H2-Sign al mberlagert. Dieses Signal
wurde zunachst dem Proton an der Peptid-Bindung [Aru86], smter aber der NH-Gruppe
des Imidazol-Rings zugeordnet [Alo90]. Eine eindeutige Zudnung lat sich durch zwei
einfache Kontroll-Experimente durchfehren: Die NH-Gruppe des Rings tritt naterlich auch
in der einen Peptid-Halfte des Cs, also im Histidin auf. Das Proton der Peptid-Bindung
lat sich in sehr ahnlicher Struktur in N -Acetyl-Aspartat (NAA) wieder nden. Abb. 8.15
verdeutlicht die Parallelen in den Strukturen der drei Molekeile.

Die NH-Gruppen sind normalerweise aufgrund ihres raschen @mischen Austauschs schwer
detektierbar. Um dies zu umgehen, wurden die Modell-bsungen unterschiedlich stark an-
gexuert. Der Datensatz fer 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-abhangig ist. In stark saurer Lesung #llt es mit dem Signal dieses Ring-Protons
zusammen und erweckt somit bei geringer Auesung den Eindruck unterschiedlicher Si-
gnale der beiden Ring-Protonen. Ein hoher Protonierungsgrd am Cs-Molekell verfalscht
also das Verlaltnis der Intensitaten H2 : H4. Die Aufspaltung des Dubletts entspricht einer
Kopplungskonstanten vonJ = (7;6 0;4)Hz; sie andert sich nicht erkennbar mit dem
pH-Wert. Bei der H4-Resonanz kommt es #@r niedrige pH-Werte zu einer Uberlagerung
mit dem breiten Signal der terminalen NH3 -Gruppe des Alanins. Das Signal dieser aus-
tauschenden Protonen erschwert teilweise die Baseline-Kogktur.

Der Kontroll-Versuch mit der NAA-L osung zeigte ein sehahnliches Dublett bei ca. 8 ppm.
Die Kopplung zwischen Amid- und Methin-Gruppe betragtJ = (7;1 0;4)Hz. Auch die-
ses Signal verschiebt sich mit steigender Protonen-Konzerdtion zu heheren Frequenzen
(es ist au erdem bekannte, da das Signal temperaturabhangig ist [Aru85]). Am rechten
Rand in Abb. 8.17(a) erscheint teilweise die breite Resonander austauschbaren Carboxyl-
Protonen. Abgesehen davon, da das Dublett im NAA-Spektrum im Gegesatz zum Cs-
Experiment schon bei der neutralen losung auftaucht, spricht dieses Ergebnis sehr daf,
da im Cs bei steigendem Protonierungsgrad die NH-Gruppe dePeptid-Bindung sichtbar

Abb. 8.15: Strukturformeln der Molek wule 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 da die NH-Gruppe an der Peptid- Bindung des Cs in ahnlicher Weise
in NAA auftaucht.
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pH =11

pH=2,0
pH =30

pH =4,

pH =49

pH = 6,0

pH=7,1

90 85 80 75 70 65
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Abb. 8.16: Aromatischer Bereich des 'H-NMR-Spektrums einer 50mM Cs-Modell-L esung bei verschie-
denen pH-Werten. Die zunehmende Ansauerung lat auf der Hochfeld-Seite der H2-Resonanz ein Dublett
in Erscheinung treten, dessen Position pH-Wert-abh angig 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-Gr o e: (2cm)3).

pH=2,0
pH=2,0
pH =49
pH=71 ; . . ) ) ,
910 8;5 glo 715 710 90 85 80 75 70 65
3 [ppm] 8 [ppm]
(a) 50mM NAA (b) 50 mM His

Abb. 8.17: H-NMR-Signal der NH-Gruppen von NAA und His bei verschiedenen p H-Werten. In a) tritt
bereits fur die neutrale L esung ein Dublett auf. Die Linienaufspaltung aufgrund der Wechsel wirkung mit
der CH-Gruppe ahnelt der in Abb. 8.16. Eine breite Resonanz der austauschenden Carbxyl-Protonen ist
am rechten Rand der Spektren in (a) zu erkennen. Dagegen verursacht de Ansauerung in b) nur eine
Verschiebung der Signale von H2 und H4 (STEAM mit TR=2s, TE =10ms, TM =15ms, NEX = 256,
Voxel-Gre e: (2cm)®).
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wird.

Diese These wird auch durch das aufgenommene His-Spektrum gatzt (Abb. 8.17(b)),
bei dem kein Dublett im aromatischen Bereich zu beobachtenst. Die Absenkung des
pH-Werts verursacht lediglich die bekannte Verschiebung de Resonanzen H2 und H4.
Demnach war die urspeingliche Zuordnung einerin vivo sichtbaren weiteren Resonanz
des Cs richtig. Die Ursache #@r die in vivo auftretende unerwartet hohe Protonierung an
der Peptid-Bindung wird spater diskutiert werden.

8.3.3 Einu der Komplexierung mit Cti

Cs bildet in Anwesenheit von Cl?* -lonen Komplexe aus. Diese sind so strukturiert, da
die paramagnetischen Eigenschaften des Kations vor allemiel Relaxation der Signale H2
und H4 beein ussen. Um zu untersuchen, ob dies Ein u auf das Intensitatsverhaltnis
H2:H4 hat, wurden zu einer 50M Cs-Modell-losung schrittweise C#* -lonen (in Form
einer 1M CuSQy-Lesung) gegeben. Das Vertnis [Cu?*]:[Cs] wurde dabei von 1:16
auf 7:10" erheht.

Die aufgenommenen Spektren bestigen die Vermutung, da beide Resonanzen in glei-
chem Ausma von dem paramagnetischen Kation in ihrer Relaxdion beein u t werden.
Abb. 8.18 zeigt deutlich die auftretende Linienverbreiterung und die damit verbundene
verkerzte Transversalrelaxation in einer neutralen (pH = 7,05) 50 mM Cs-Modell-Losung
bei zunehmender Konzentration [C#*]. Bei einem Verhaltnis von 7:10* sind nach der
Echozeit von 10 ms praktisch keine Signale mehr zu erkennen.

Die aliphatischen Resonanzen des Cs werden dagegen kaum vder Komplexbildung
beein ut. Geringe Konzentrationen von Cu 2*-lonen machen sich demnach nur durch
Komplexbildung wber die paramagnetische Wirkung in der unmittelbaren Nehe der Ko-
ordinationsstellen bemerkbar. Far die anderen Protonen des Molekls ist der E ekt des

[Cu®]:[Cs] =0

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

Abb. 8.18: Einu von Cu 2* -lonen auf die aromatischen Resonanzen im'H-NMR-Spektrum einer 50 mM
Cs-Modell-Lesung (pH = 7,05). Die Komplexbildung mit dem Kation f whrt zu einer deutlichen Beschleu-
nigung der T,-Relaxation. Beide Resonanzen sind in gleichem Ausma von dem E ekt b etro en (STEAM
mit TR=2s, TE =10ms, TM =15ms, NEX =256, Voxel-Gr o €: (2cm)3)
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[Cu”T:[Cs] = 0

350 325 300 2,75 250 225
3 [ppm]

Abb. 8.19: Einu von Cu 2* -lonen auf die aliphatischen Resonanzen im*H-NMR-Spektrum einer 50 mM
Cs-Modell-Lesung (pH = 7,05). Eine signi kante Ver anderung ist nicht zu erkennen. Die Sterung durch
das paramagnetische lon scheint sich demnach nur in der unmittelbaren Nahe der Koordinationsstellen
bemerkbar zu machen. (STEAM mit TR =2s, TE = 10ms, TM = 15ms, NEX = 256, Voxel-Gr o e:

(2cm)®)
32:10
‘ ‘ I | ! 28:10*
{ ' ' | 24:10
| |\ 20;10‘
f 16:10
12:10*
8:10°
n 1 1 n 1

410
\ X ) [CsI[Cu™] =0

90 85 80 75 70 65 60
3 [ppm]

Abb. 8.20: Einu von Cu ?2* -lonen auf die aromatischen Resonanzen im*H-NMR-Spektrum einer 50 mM
sauren Cs-Modell-Lesung mit pH = 3,02. Selbst hohe Konzentrationen des paramagnetischen lons fehren
zu keiner Signalverminderung. Dies deutet auf eine Unterbindun g der Komplexbildung hin (STEAM mit
TR=2s, TE=10ms, TM =15ms, NEX = 256, Voxel-Gr o e: (2cm)3)
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Signalreckgangs sehr stark abgeschacht (s. Abb. 8.19).

In starkem Kontrast zu den E ekten der lonen auf die Imidazol-Signale in neutraler Losung
steht die Beobachtung im Fall einer Ansauerung. Abb. 8.20 zeigt die aromatischen Reso-
nanzen von Cs bei pH = 3,02 #&r verschieden starke Konzentrationen [C&*]. Der Pa-
ramagnetismus der lonen éihrt diesmal selbst far hohe Werte von [CU?* ] nicht zu einer
Ausleschung der Signale, sondern aufgrund der veskzten Ti-Relaxation sogar zu einem
leichten Signalanstieg mit zunehmender Cé* -Konzentration. Dies deutet darauf hin, da
die Komplexbildung am Imidazol-Ring durch die Ansauerung unterbunden ist.

8.4 lonische Bindungdn vitro: Taurin mit Phospholipiden

Wegen der osmoregulativen Funktion von Tau vermutet man, da es ionisch an die Phos-
pholipide der Zellmembran, also Phosphatidyl-Serin, -Ethamlamin und -Cholin, gebunden
ist. Es wurde daher gepesft, ob sich in den NMR-Spektren der hydrophilen Kepfe dieser
Molekele einige Resonanzen bei Zugabe von Tau verschieben, weileatuell die ionische
Bindung die Elektronenhelle ausreichend beein u t.

Der hydrophile Teil des Phosphatidyl-Cholins ist identisch mit Phosphorylcholin, das als
Ca’* -Salz gut wassemslich ist. Nun ist Ca®* aber neben K* und Na* ein Antagonist der
Bindung von Tau an die Zellmembran, so da auch die lonenbinding mit Phosphorylcho-
lin behindert sein kennte [Bre01]. In In-vivo-*H-NMR-Spektren besteht das Problem, da
die Resonanz der N -(CH3)3-Gruppe (TMA) sehr dominant gegeneber dem sehr dicht
daneben liegenden Tau-Signal ist, so da die Protonen-Spektrskopie an diesem Molekl
nicht geeignet ist, um Veranderungen der chemischen Verschiebung festzustellen.

Es wurden daher 3'P-NMR-Spektren von Phosphorylcholin (50 mM) mit und ohne Tau
aufgenommen. Der Ein u des Zwitterions ist allerdings nicht signi kant: bei Zugabe im
Verhaltnis 1:1 verschiebt sich die Resonanz von =7;2ppm auf =7;4ppm (relativ zur
Resonanz des anorganischen Phosphats; der pH-Wert betrug ibeiden Lesungen 7,05).
Entweder ist die Wechselwirkung zwischen beiden Moleklen tatsachlich durch das Ka-
tion unterbunden, oder der Ein u auf die chemische Verschiebung ist zu gering, um so
detektiert zu werden.

R1—C—0—CH,

R2—C—O-—(-;3—l—H o CH,
o} Hzé—i—o—F>—o—c;Hz—c;Hz—N*—CH3 L- a-Phosphatidylcholin
N T
o
OLﬁ—O—CH;CH;NH; O-Phosphorylethanaolamin
o]

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

—— O-Phosphorylethanolamin —— O-Phosphorylethanolamin + Taurin
,,,,,,,, Taurin -------- Graphische Summe aus a)

L L 1 L 1 s 1 s 1 s 1 s | L L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 s 1 N |

4.5 4,0 3,5 3,0 2,5 2,0 1,5 450 4,25 4,00 3,75 3,50 3,25 3,00 2,75
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Abb. 8.22: H-NMR-Spektren von Modell-L esungen aus 50 mM O-Phosphorylethanolamin bzw. 50 mM
Tau (a). Beiden L esungen ist als Referenz 25 mM NAA zugesetzt (Signal der Methyl-Grup pe bei 2,00 ppm).
(b) Die graphische Addition der beiden Spektren im Bereich der M ethylen-Signale ist dem Spektrum einer
Lesung aus 50 mM Tau und 50 mM O-Phosphorylethanolamin (+ 25 mM NAA) sehr ahnlich. Der pH-Wert
betrug jeweils 7,05 (STEAM mit TE =10ms, TM =15ms, TR =2s, NEX = 256, Voxel-Gr o e: (2cm)3).

Einfacher ist die Untersuchung an O-Phosphorylethanolamin(PE), das ebenfalls in Abb.
8.21 abgebildet ist. Dieses Mole#l ist bis auf das Phosphor-Atom identisch mit Tau, so
da sich die Zwitterionen immer wechselseitig aneinander Inden kennten. Das Signal des
an die Sulfonat-Gruppe gebundenen Methylens im Tau ist gegeaber der an den Phosphat-
Rest gebundenen CH-Gruppe des PE deutlich zu niedrigeren Frequenzen verschobeso
da die E ekte einer starken Kopplung bei Tau deutlicher ausgepmagt sind.

Abb. 8.22 zeigt vergleichend die"tH-NMR-Spektren zweier Losungen von PE und Tau sowie
einer Loesung mit beiden Substanzen im Verhltnis 1: 1. Die Addition der Einzel-Spektren
unterscheidet sich hinsichtlich der Linienpositionen nidit signi kant vom Spektrum der
Leosung mit Tau und PE. Die Ausbildung einer lonenbindung la t sich also auch hier nicht
mit einem Ein u auf die chemische Verschiebung nachweisen

Ein besserer Hinweis auf eine Wechselwirkung von Tau mit Phgpholipiden lie sich durch
die Aufnahme von *H-NMR-Spektren einer Tau-Modell-Lesung mit und ohne Phospho-
lipide erzielen. Dazu wurden 100 mg/ml Phospholipofi 90 H (Fa. Nattermann, Keln)
gelost. Die Substanz besteht zu 95% aus Phosphatidylcholin, danur die beiden Fettsu-
ren Stearat (85%) und Palmitoleat (15%) enthalt.

Die Vesikel-Ausbildung fehrt zu einer makromolekular-ahnlichen Relaxation, so da die
Signale des Phospholipons selber im Spektrum nicht erkenmats sind. Ein Vergleich zwi-
schen Tau-Spektren mit und ohne Phospholipon zeigt jedoch, @ die Signalintensitat bei
Anwesenheit des Makromolekls geringer ist. Der Reickgang auf ca. 89% des Ausgangs-
signals (das NAA-Signal geht sogar auf ca. 76% zuck) ist starker als die Varianz von
ca. 5% in den Signalintensiaten bei Kontroll-Messungen an der Modell-losung ohne das
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----Tau mit Phospholipon®
Tau ohne Phospholipon®

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

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

Veranderungen in der chemischen Verschiebung (NAA als Refereh lassen sich nicht er-
kennen. Die Wechselwirkung verat sich also nur eber die vemnderte Dynamik einiger
Molekelle.



Kapitel 9

Untersuchung gekoppelter Systemavo

9.1 Untersuchte Muskelgewebe

Skelett-Muskulatur | & t sich je nach Faser-Zusammensetzung in verschiedene Tymeklas-
si zieren. Diese unterscheiden sich sowohl in ihren kontrtilen Eigenschaften (schnell und
langsam), als auch in ihrem Sto wechsel (aerob oder anaergb Darwuber hinaus verlaufen
die kontraktilen Aktin-Myosin-Filamente nur innerhalb eine s Muskelstranges relativ pa-
rallel. Die verschiedenen Muskeln der Wade haben alingig von der Bewegungsfunktion
eine Orientierung, die nicht unbedingt parallel zur Tibia verlauft.

Grundsatzlich unterscheidet man zwischen Fasern des Typs | (slowwitch bres) und Il
(fast twitch bres). In letzteren ndet anaerober Sto wech sel statt, der unter Belastung
eine schnelle Laktat-Bildung zur Folge hat. Dies ist bei den Typ-I-Fasern nicht der Fall.
Fur die Detektion residualer dipolarer Kopplungen von Protonenin vivo ist au erdem die
Ausbildung einer Anisotropie im Gewebe von Bedeutung. Stak ausgepmgte Spindelformen
sowie eine durch die Befestigung der Muskeln am Skelett versachte starke Verdrillung
fahren zu einer gro en Variation des Winkels und somit zu einem zunehmenden Ver-
schwinden der sichtbaren Linienaufspaltungen. In dieser Aeit wurden zwei verschiedene
Gewebetypen untersucht, die sich folgenderma en in ihren Egenschaften unterscheiden:

M. gastrocnemius:

zwei spindelbrmige Lappen (caput laterale und caput mediale), deren Fagrn am
Septum wie ein leicht g® netes V zusammenlaufen;uberwiegend Typ-ll-Fasern, die
ca. 20 gegen die Tibia verdreht sind [Ver02, Ver03];

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 ausschlie lich Muskelfasern
des Typs |.

Bisherige Studien zeigen, da im M. soleus bei paralleler Aarichtung der Wade zum
Grundfeld erwartungsgenma eine deutlich kleinere Aufspaltung zu sehen ist als im M.
gastrocnemius. Die beiden Muskeln bieten also die ®glichkeiten, residuale Kopplungen
in unterschiedlicher Starke zu untersuchen.

113
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1a 1b

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

Hochaufgebste, lokalisierte Protonen-Spektroskopie der WadenmusKatur von Probanden
wurde mit der beschriebenen optimierten STEAM-Sequenz dursgefihrt. Die Wasser- und
Fett-Signalunterdr eickung war so e ektiv, da die residualen H,O- und Lipid-Signale in
den nachbearbeiteten Spektren scheacher als die der untersuchten Metaboliten waren.
Samtliche bisher bekannten Linienaufspaltungen konnten daer zweifelsfrei im M. gas-
trocnemius detektiert werden: Das Signal der CH-Gruppe spaltet in ein Dublett, das der
Methyl-Gruppe in ein Triplett auf. Die Aufspaltungen des in A bb. 9.2 gezeigten Spek-
trums betragen 14,0 Hz bzw. 7,6 Hz. Das Triplettuberlagert 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, deitet die kleinere me bare
Linienaufspaltung auf eine lwhere Beweglichkeit der CH-Gruppe hin.

In einem Experiment war die spektrale Au esung hinreichend gro, um eine Anpassung
der Me punkte durch drei (P)Cr3-Signale durchzufehren und somit in dem Bereich von
2,8ppm 3,5ppm das Cho-Singulett vom Tau-Dublett und (P)Cr3-Triplett getrennt dar-
zustellen (s. Abschnitt eber Tau und Abb. 9.8). Auf eine Bestimmung der Kopplungskon
stanten fur die CH,-Gruppe aus der Linienaufspaltung soll hier nicht weiter eirgegangen
werden, da dies schon in anderen Arbeiten getan wurde [Kre945ch01].

Im M. soleus fallen die E ekte deutlich schwacher 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
>N-CH] (P)Cr
[>N-CH,]
Cho Cho
. -N"~(CH
[N'(CH,) ENHER) res. Lipide

Tau res. Lipide

5,0 4,5 4,0 35 3,0 25 2,0 5,0 45 4,0 35 3,0 25 2,0
5 [ppm] 3 [ppm]

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 st arker ausgepmgt: eine Aufspaltung des
Methylen- und des Methyl-Signals von (P)Cr (3,39 ppm bzw. 3,03 ppm) i st deutlich sichtbar. Weiterhin
treten die Resonanz der Trimethylamid-Gruppe Cholin-enthalten der Substanzen (Cho) sowie ein Signal der
Tau-CH 2-Gruppen auf. Geringe residuale Fett- und Wasser-Signale zeigen de E ektivit at der verwendeten
CHESS-Pulse (STEAM mit TR =2s, TE =20ms, TM = 15ms, NEX =500, Voxel-Gr o e: (2cm)3).

bei ca. 3,65ppm ein Signal sichtbar, das bislang nicht zugednet werden konnte (der
>NCH3-Gruppe des Anserins wird zwar eine pH-abkngige Resonanz im Bereich von

=3;84 3;62ppm zugeordnet [Aru86], aber menschlicher Muskel en#it nahezu kein
Anserin [Har90]).

9.2.2 Bestimmung der Faserorientierung

Um fur weitere Untersuchungen dipolarer Kopplungen einen Anh#spunkt eber die Faser-
orientierung bei jedem einzelnen Experiment zu bekommen, wde die Linienaufspaltung
der (P)Cr-Methylen-Resonanz bei 3,9 ppm herangezogen. lhre Wkelabhangigkeit wurde
in [Kre94] genau untersucht und gemgt der Beziehung (3.21) mitSDg = 4;92 Hz.

Tab. 9.1: Bestimmung der Faserorientierung 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 Q 7 Hz genau bestimmt werden.

Studie X1 X2

#_ [Hz] [Hz] [H7] []
2549 2447 102 289 1,15
254,6 2412 134 185 2,20
257,7 2434 143 @9 276
256,0 2405 155 0 4,97
255,6 2436 12,0 2B8 1,48

GO~ WNPEF
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Aufspaltung Av [HZ]

Av = 1,5-4,92Hz(3cos’ 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  vivo =3=2 SDg(3cos 1) mit
dem in [Kre94] ermittelten Wert SDo = 4 ;92 Hz aufgetragen.

Dabei wurde gezeigt, da eine Euler-Transformation #ir die Orietierung der Kernver-
bindungsachser;s vom molekularen Koordinatensystem ins Laborsystem nicht mtwendig
ist, da die Verkippung beider Systeme gegeneinander nur mimal ist. Somit kann die
Orientierung der Faserstruktur direkt aus der Linienaufspaltung abgelesen werden. Die
Me werte sind in Tab. 9.1 angegeben.

Bei Studie #4 war der Me wert gr © er als die mit SDy = 4;92 Hz maximale theoretische
Aufspaltung. Daher wurde hier eine parallele Orientierungvon 0 angenommen. Aufgrund
der nicht linearen Beziehung zwischen und kommt es zu unterschiedlich gro en Feh-
lern bei der Winkelbestimmung. Die Aufspaltungen konnten auf 0; 7 Hz genau bestimmt
werden. Mit (3.17) ergeben sich dann kleine Fehler bei gro e Winkeln und gro e Unsi-
cherheiten fur annahernd parallele Ausrichtung der Fasern.

9.2.3 Phasenmodulation des Methylen-Dubletts

Die Phasenmodulation des Methylen-Dubletts wurde bereitsm [Sch01] untersucht, damals
aber noch nicht in allen Details dargestellt. Daher sollen eganzend zum theoretischen Hin-
tergrund, der in Kap. 5.3 die Ausnutzung der Modulation eines Az-Systems beschreibt,
auch noch einmal die Me daten aufge#ihrt werden.

Au erdem wurde die Bestimmung der Faserorientierung bei de damaligen Auswertung
anders durchgeéihrt. Dies wurde nun folgenderma en getan: Aus der bei der lrzesten
Echo-Zeit TE = 36 ms sichtbaren Linienaufspaltung  ops Wurde analog zu Abschnitt
9.2.2 errechnet (in [Kre94] wurdeSDg ebenfalls aus der sichtbaren Linienaufspaltung abge-
leitet; eine Phase der Resonanzen wurde nicht becksichtigt). F er den zweiten Datensatz
war die Aufspaltung wieder etwas gm er als der mit SD- = 4;92 Hz maximal erreichbare
Wert. Daher wurde hier wieder =0 angenommen.
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146ms

“\’\/\/“96ms

66ms

56ms

46ms

36ms
45 40 35
8 [ppm]
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 rechis angegeben. (PRESS mitTR =2s, NEX =
150, Voxel-Gre e: (2cm) ®).
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Abb. 9.5: Linearer Verlauf der Phase fur das (P)Cr-Methylen-Dublett aus aus zwei Probanden-
Messungen. Der Spektren aus Abb. 9.4 entsprechen dem Datensatz ntiden o enen Symbolen.

Bei den mit der PRESS-Lokalisationstechnik aufgenommenen (& ktren wurde die Echo-
Zeit in 10 ms-Schritten zwischen 36 und 146 ms variiert. Eine Mdulation des Signals mit
TE ist in Abb. 9.4 deutlich zu erkennen. Die Bestimmung der Phagn erfolgte manuell
unter LUISE (s. [Sch01]) und besttigte fur die Studien an zwei Probanden eindeutig den
erwarteten linearen Verlauf (Abb. 9.5). Die Anpassung eine linearen Funktion ergab die
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Tab. 9.2: Ergebnis der Anpassung eines linearen Verlaufs nach Gl (5.13) an die Prasen-Modulation.
wurde mit (3.21) mit SDo = 4;92Hz aus [Kre00] und der bei der kerzesten Echo-Zeit TE = 36ms
sichtbaren Linienaufspaltung obs bestimmt. Die Fehler von SD beinhalten nur den Fehler von aus der
linearen Anpassung; die Unsicherheit in der sichtbaren Linienau fspaltung wurde nicht weiter ber ecksichtigt
(s. Text).

Studie # [Hz] [] obs [HZ] [1 SDo [Hz]
1 17,90 0,34 101 7 13,6 13,2 6,5 0,2

2 18,42 0,38 99 8 15,2 00 61 01
Mittel 63 01

in Tab. 9.2 aufgekhrten Werte.

Es wird deutlich, da die der Phasenmodulation entsprechemle Frequenz greer als
die sichtbare Aufspaltung ops ist. Daraus ergeben sich residuale Kopplungssrken von
eber 6 Hz. Da nur Me werte von zwei verschiedenen vorhanden waren und somit die
Winkelabhangigkeit nicht naher abgetastet wurde, sind in den Fehlern vonSDg nur die
Genauigkeiten von aus der linearen Anpassung bericksichtigt.

Die sich gleichenden konstanten Phasen ergeben sich aus der vor der Baseline-Korrektur
eingestellten konstanten Phase des Gesamt-Spektrums. Dacki das Dublett recht dicht an
der Hochfeld-Flanke des residualen Wassersignals be ndemu f ur eine zufriedenstellende
Baseline-Korrektur in diesem Bereich eine konstante Phaseon ca. 100 benutzt
werden, so da der Fitparameter nur die Kompensation dieses Wertes widerspiegelt und
keine weitere Bedeutung hat.

9.2.4 Kopplungskonstante der (P)Cr-Methylgruppe

Kreis et al. beobachteten, da das (P)Cr3-Triplett zusammen mit dem (P)Cr2-Dublett
kollabiert, wenn die Fasern am magischen Winkel ausgericlat sind. Auf die Veranderungen
der Winkelabhangigkeit bei Rotation der CH3-Gruppe wurde in der Theorie eingegangen:
die charakteristische Orientierung des Methyl-Restes wirddurch die R C-Achse und den
zugehorigen Winkel mit By bestimmt. Die Beobachtung ist also ein Hinweis darauf, da
die Rotationsachse des ChH-Rotors im zeitlichen Mittel eine ahnliche Vorzugsrichtung wie
der internukleare Vektor der CH»-Protonen hat. Die Linienaufspaltung vivoa () des
Tripletts kann also mit (3.29) unter Benutzung der in 9.2.2 ermittelten Orientierungen
analysiert werden, um SDq der Methylengruppe zu bestimmen.

Tab. 9.3: Ermittelte Multiplett-Aufspaltungen fur 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 ist angegeben.

Studie (P)Cr3 X4  Aufspaltung Orientierung
# [Hz] [Hz] [Hz] []
1 194,0 188,1 5,9 27,0
2 190,6 182,3 8,3 14,4
3 191,4 183,4 8,0 8,3
4 192,8 183,9 8,9 0,0
5 195,6 187,9 7,7 20,7
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Abb. 9.6: Ermittlung der Kopplungskonstanten der (P)Cr-Methylgruppe aus d er winkelabhangigen Lini-
enaufspaltung eines CH;-Rotors

In Arbeiten, die bisher uber das (P)Cr3-Triplett berichtet haben, wurde nicht n aher auf die
residuale Kopplungssairke eingegangen. Es ist lediglich ein Zahlenwertefr eine Gesamt-
Breite des Tripletts von ca. 22,4 Hz genannt worden [Han99]Die Linienaufspaltung lat

sich eber den Abstand des rechten Satelliten X4 zur Zentral-Resoanz abschatzen. Mit
Hilfe der Auswertesoftware Luise lonnen die Linienpositionen direkt in Hz (relativ zur
ktiven TMS-Resonanz bei 0 ppm) abgelesen werden. Die Daten as fenf Experimenten
sind in Tab. 9.3 angegeben.

Das Ergebnis der Anpassung ist in Abb. 9.6 gezeigt. Die @itigkeit einer Ubertragung
der Faserorientierungen auf die Ausrichtung des CHs-Rotors wird qualitativ durch

die Anpassung von (3.29) geaitzt. Die anhand von Abb. 9.2 gestellte Vermutung einer
relativ kleinen Linienaufspaltung wird durch den gesamtenDatensatz bes#tigt. Trotz des
gleichen Protonen-Abstands wie in der Methylengruppe ist de Wert ca um 40% geringer.
Unter Berecksichtung der Rotation ergibt sich mit SDo = (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, da die Spektren dieses Meta-
boliten bei 1,5T bereits starke Abweichungen von der X-Mherung zeigen. Mit der bei
In-vivo- Experimenten erreichbaren spektralen Au esung ist somit nur noch ein gemeinsa-
mes Signal beider Methylengruppen zu erwarten. Dieses st#l in der Mitte zwischen den
aus Hochfeld-Messungen angegebenen Positionen vorr 3,42 und = 3,25 ppm liegen.
Der Vergleich der in Abb. 9.2 gezeigten Spektren ergibtér die Tau-Resonanz im M. gas-
trocnemius gegember denen im M. soleus eine Verschiebung hin zudheren ppm-Werten.
Das bei ca. 3,35ppm erwartete Signal ist nur im M. soleus zu ienti zieren. Dies deutet
auf eine Linienaufspaltung im M. gastrocnemius hin, wie sieauch schon an Ratten bei
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34 3.2 3.0 2,8
5 [ppm]

Abb. 9.7: Vergre erung eines In-vivo- 'H-NMR-Spektrums aus dem M. gastrocnemius im Bereich der
CH3- und CH3-Signale. Die Verschiebung des Zentrums des verwendeten Gausgilters auf 200 ms lat die
durch dipolare Kopplung verursachten Multipletts von Tau und (P)C r3 erahnen (STEAM mit TR =25,
TE =20ms, TM =15ms, NEX =500, Voxel-Gr e e: (2cm) %).

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

[ T R R R [ T T R R
36 34 32 30 28 26 36 34 32 30 28 26

3 [ppm] 3 [ppm]

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

4,7 T beobachtet wurde [Zan00]. Bei einer Verschiebung des Melpunkts des in der Nach-

verarbeitung verwendeten Gauss-Filters von 0 auf 200 malt sich die zweite Halfte des so
erzeugten Tau-Dubletts auf der Schulter des Cho-Peaks erahmg(s. Abb. 9.7). Gleichzeitig

wird auch das (P)Cr3-Triplett besser erkennbar.

Bei dieser Messung war die spektrale Auesung so hoch, da eine Anpassung der Me -
werte mit Gauss-Linien meglich war, um die einzelnen Multipletts getrennt voneinander
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Tab. 9.4: Abschatzung der Linienaufspaltung im M. gastrocnemius fur 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 Orientierung
# [Hz] [Hz] [Hz] []
1 215,5 212,8 5,40 27,0
2 216,8 212,6 8,40 14,4
3 216,9 212,9 8,00 8,3
4 219,8 2154 8,80 0,0
5 221,0 217,2 7,60 20,7

darzustellen. Das Ergebnis ist in Abb. 9.8 gezeigt und ergibeine Linienaufspaltung von
0,097 ppm 6,2Hz fur Tau und 0,090 ppm 5,7 Hz fur (P)Cr3. Es verdeutlicht, da um
3,2 ppm mehrere Resonanzemberlappen, die oft zu einem breiten Signal unterschiedlicer
Metaboliten verschmelzen.

Bei allen anderen'H-NMR-Spektren des M. gastrocnemius konnte nur die linke Hlfte
des Tau-Dubletts sowie der rechte Satellit der (P)Cr3-Resonaz aufgebst werden. Die-
se beiden Resonanzen wurden in d@iheren Arbeiten mit X3 bzw. X4 bezeichnet. Eine
Abschatzung der Linienaufspaltung fur Tau ist eber den Abstand des Signals X3 zu dem
bei ca. 3,35ppm sichtbaren Minimum meglich. Diese entspricht ungeéhr dem Zentrum
des Dubletts und damit der eigentlichen Resonanzfrequenzes 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 gegen die in Abschnitt 9.2.2 bestimm-
ten Faserorientierungen (Abb. 9.9) ermeglicht eine Anpassung der Funktion (3.17) und
liefert eine Kopplungskonstante vonSDg =(2;9 0;1) Hz; dieser Wert ist ca. 40% gerin-
ger als der der Methylgruppe von (P)Cr.

Data: Tau
Model: Av = 1,5-SD (3cos” 0 -1)

Aufspaltung Av [HZ]

| ¥*IDoF =0,27454
5 R® = 0,84472

SD, 29%0,1Hz

10 5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Orientierung 6 [°]

Abb. 9.9: Ermittlung der Kopplungskonstanten von Tau aus der winkelabh eangigen Linienaufspaltung.
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9.4 Dipolare Kopplung im Carnosin

Das im M. gastrocnemius aufgenommeneH-NMR-Spektrum weicht deutlich von dem
der Modell-Lesung ab. In den #inf Studien traten neben den Resonanzen bei 7 ppm bzw.
8 ppm vier weitere Satelliten (X1 X4) auf. Ein Bespiel dafur ist in Abb. 9.10 gezeigt. Es
wird auch deutlich, da die Abst ande X1 X2 und X3 X4 sehrahnlich sind, was auf eine
Kopplung hindeuten kennte. Die Annahme, da es sich hierbei um zwei Dubletts haneblt,
wird auch durch die Beobachtung gesiitzt, da X1 und X2 gegen die Hauptresonanz H2
nach links und X3 und X4 entsprechend gegesber H4 nach rechts verschoben sind. Dies
fehrt zu der Annahme, da fur einen Teil der Cs-Molekelle eine residuale dipolare Kopp-
lung auftritt, die diese zusatzlichen Resonanzen verursacht.

Betrachtet man den T-Zerfall (Abb. 9.11), so wird die Diskrepanz zwischen den Inén-
sitaten von H2 und H4 immer deutlicher. Da dieser E ekt in der Modell-Lesung nicht
auftritt, mu er auch mit der spezi schen Muskelstruktur zu sammentangen. Entweder
weisen die beiden Resonanzen deutliche Unterschiede im Rehtionsverhalten auf, oder
es be ndet sich bei 8 ppm au er dem Signal des Ringprotons H4 ach eine weitere Reso-
nanz. Ungleiche Transversalrelaxationen, die durch Kompxbildung mit Cu?* verursacht
sein kennten, wurden in den In-vitro- Experimenten ausgeschlossen. Vielmehr sprechen
die Ergebnisse dadir, da die NH-Gruppe der Peptid-Bindung von Cs in diesem Gewele
sichtbar wird.

9.4.1 Nachweis der dipolaren Kopplung H2-H4

Um die dipolare Kopplung zwischen den beiden Ringprotonen achzuweisen, wurden die
Asymmetrien der einzelnen Spektren quanti ziert und geteget, ob sie mit der beobach-
teten Linienaufspaltung konsistent sind. Dazu wurden zumchst fur jeden Datensatz die
Abstande X1 X2 und X3 X4 ermittelt. Wie Tab. 9.5 zeigt, sind diese Werte paarweise
sehrahnlich. Anschlie end konnte dann zusammen mit dem Abstand ! der Breit-Rabi-

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-L esung mit phy-
siologischem pH-Wert. Es sind vier zusatzliche Resonanzen zu erkennen, die paarweise nach auen ver-
schoben sind. Die sechs Signale lassen sich durch Gauss-Linien agssen (gestrichelt dargestellt; STEAM
mit TE =17ms, TD =10ms, TR =2s, NEX =500, Voxel-Gre e: (2 cm)3).
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40.ms

8,4 8,0 7,6 7,2 6,8

3 [ppm]

Abb. 9.11: T,-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 Resonam und dem Signal H2 wird mit zu-
nehmender Echo-Zeit immer starker (STEAM mit TD = 10ms, TR = 2s, NEX = 500, Voxel-Gr o e:
(2cm)®).

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

Nach Umrechnung in Einheiten von [ppm] k&t sich dieser Wert dann mit der Asym-
metrie vergleichen, die sich aus der Verschiebung der Dubtits gegeruber den Haupt-
Resonanzen H2 und H4 ergibt; Tab. 9.6 stellt diese Werte gegeber. Innerhalb der bei
In-vivo- Messungen erreichbaren Genauigkeit sind die beobachtetelisymmetrien mit den
Aufspaltungen konsistent. Somit ist ein Nachweis der residalen dipolaren Kopplung H2-
H4 in 1D Spektren meglich, und zwar ohne die charakteristische Winkelablangigkeit der
Linienaufspaltung auszunutzen. Diese wre namlich durch eine eventuell notwendige Euler-
transformation so verandert, da sie nicht der Funktion (3 cos? 1), sondern nur deren
transformierter Version (s. [Kre94]) gereigen weirde. Man kennte dann auf Anhieb nicht

Tab. 9.5: Linienpositionen der sechs aromatischen Resonanzen inin-vivo- *H-NMR-Spektren des M. ga-

strocnemius (Referenz: TMS bei = Oppm). Die Au esung 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. 1.2 und 3.4 sind die Linienaufspaltungen der Dubletts X1, X2 bzw. X3, X4.
gibt die in Abschnitt 9.2.2 ermittelten Faserorientierungen an.

Studie X1 H2 X2 X3 H4 X4 1.2 34
# [ppm]  [ppm] [ppm] | [ppm] [ppm] [ppm] | [ppm] [ppm] | []
1 8,235 8,023 7,837] 7,220 7,040 6,832] 0,40 0,39 | 27,0
2 8,210 7,945 7,720/ 7,190 6,985 6,720, 0,49 0,47 | 14,4
3 8,410 8,060 7,830 7,325 7,100 6,815 0,58 0,51 | 8,3
4 | 8020 7,820 | 7,370 7,120 6,825 | 0.55 0,0
5 8,250 8,005 7,780 7,270 7,060 6,830 0,47 0,44 | 20,7
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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 fur A5 .

Studie | Asym. 1,2 Asym. 3,4| Sk=h X erw. Ap  erw. Ap
# [ppm] [ppm] | [ppm] [2h =Sk]  [SK] [ppm]
1 +0,01 0;01 0,40 5,00 0,025 0,01
2 +0,02 0;03 0,48 4,00 0,031 0,02
3 +0,06 0;03 0,55 3,52 0,035 0,02
4 | 0;02 0,55 3,30 0,037 0,02
5 +0,01 0;01 0,46 4,15 0,030 0,01

sagen, ob die Veanderungen durch die Transformation kommen oder die Variaion der
Aufspaltung gar nicht auf eine dipolare Kopplung zureckzufehren ist.
Da die Konsistenz der verschiedenen, aus den Linienpositi@n ermittelten Gre en aber
auf eine Spin-Spin-Kopplung hindeutet, Bt sich nun SDgaus () fur anisochrone Spins
ermitteln. Es ist bekannt, da sich die Cs-Resonanzen analogum Verhalten des (P)Cr2-
Dubletts fur eine Orientierung der Fasern am magischen Winkel vereirdgchen [Kre00].
Auch die Unterschiede zwischen den Spektren aus M. gastroemius und M. soleus (s.
u.) sprechen dadérr, da die in 9.2.2 ermittelten Winkel direkt f ur eine Anpassung von
= SDo(3cog 1) herangezogen werden énnen. Tragt man also die Aufspaltungen
Sk=h (Tab. 9.6) gegen die Orientierungen (Tab. 9.5) auf, so sollte die charakteristische
Winkelabhangigkeit der dipolaren Kopplung erkennbar sein. In Abb. 912 ist das Ergebnis
der Anpassung gezeigt, die einen Wert vor6Dg = (17;7 0; 3) Hz ergibt.
Die Auswertung der aus dem M. soleus akquirierten Spektreneigen im aromatischen Be-
reich eine deutlich schwacher ausgepagte 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
0,0 -— 7

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Orientierung 6 [°]

Abb. 9.12: Winkelabh angigkeit der Linienaufspaltung der den Cs-Ringprotonen H2 und H4 zu geordneten
Resonanzen. Deutlich ist der dipolare Charakter zu erkennen.
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a) b)

H2 H2

H4

H4

X3 X2/ \ x4
X1 X1 X4

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

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 schw acher.

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 @telliten X2 und X3 mit den

Haupt-Resonanzen zusammen, und die beidenu eren Peaks X1 und X4 recken maher
an diese heran (Abb. 9.13). Gleichzeitig ist der Intensiatsunterschied zwischen H2 und
H4 nicht mehr so ausgepagt wie im M. gastrocnemius. Diese E ekte stimmen mit der
Tatsacheeberein, da die Faserorientierung in den beiden Muskeln uterschiedlich ist und

daher bei anrahernd paralleler Ausrichtung der Wade zum Grundfeld die E ekte im M.

soleus deutlich schwacher auftreten.

Die Gegeruberstellung zeigt auch, da die Gesamt-Intensit der Cs-Resonanzen im M.
gastrocnemius leher zu sein scheint als im M. soleus ((P)Cr-Signale sind in hden Messun-
gen vergleichbar). Diese Beobachtunget sich mit dem unterschiedlichen Metabolismus
in diesen beiden Geweben erkren (s. Diskussion).

9.4.2 Alternative Bestimmung der Kopplungskonstanten aus denrsirian

Die residuale Kopplungssairke SDg kann auch aus den Asymmetrien der Linienpostionen
bestimmt werden. Nach Bestimmung des Mischungswinkels p kann wegen des bekannten
Abstands ! der nicht koppelnden Protonen direkt Sk fur eine bestimmte Faserorientie-
rung ermittelt werden.

Zunachst wurden also aus denenf Studien die Verschiebungen der Dubletts ermittelt.
Dazu wurde der Mittelwert aus den Up- und Down eld-Shifts aus Tab. 9.6 gebildet, um
zusammen mit dem Frequenzunterschied  der Resonanzen H2 und H4 (ermittelt aus
Tab. 9.5) zu bekommen. Dazu wurde (3.32) in eine Beziehung umgeformin der nur
Frequenzen auftauches:

1
p = — arccos (9.1)

2 2AB +

! ist hierbei keine Dublett-Aufspaltung, sondern der Frequenzab stand von H2 und H4!
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Tab. 9.7. Gemessene Kopplungssarken Sk=h fur Cs im M. gastrocnemius, abgeleitet mit (9.1) und (9.2)
aus den Asymmetrien der Dubletts X1,X2 und X3,X4. (hier der Frequenzunterschied H2-H4) wurde
mit der Genauigkeit der Linienpositionen aus Tab. 9.5 angegeben; alle anderen abgeleiteten Gre en wurden
auf 0,01 ppm genau angegeben.

Studie Ap p Sk=h

# [ppm] [ppm] [ 1  [ppm] []
0,01 0983 5,73 040 27,0
0,03 0,90 9,87 069 144
0,05 0,960 12,54 0,90 83
0,02 0,900 839 054 0,0
0,01 0945 584 039 207

G~ WNPF

Die so bestimmten Mischungswinkel sind in Tab. 9.7 angegelme Die Transformation von
(3.5) in Frequenz-Einheiten [HZz] liefert die me bare Kopplungsswrke

Sk=h=2 tan2 p: (9.2)

Die entsprechenden Werte sind zusammen mit den Orientierugen aus Abschnitt 9.2.2
in Tab. 9.7 rechts angegeben. Nimmt man dér die aus den Linienpositionen abgeleiteten
Gre en eine Genauigkeit von 0,01 ppm an, so ergibt sich mit Fehérfortp anzung f ur (9.1)
ein Fehler von ca. 0,1 in den Mischungswinkeln. Fir die mit (9.2) bestimmten Werte ist
der Fehler, der auf dem steilen Verlauf der tan-Funktion bertht, dominant. Man erhalt
far die gemessenen Kopplungsstken Sk=h einen Fehler von ca. 0,4 ppm!

Wie Abb. 9.14 zeigt, liefert die Anpassung der Winkelabmmngigkeit dennoch mit SDg =
(21,5 2;7)Hz einen Wert, der qualitativ mit der Bestimmung aus der Linienaufspaltung
im vorigen Abschnitt ebereinstimmt.

Data: CsAsym

1,4 - Model: Sk/h = SDO(Scosz 6-1)/(63,63 Hz) _

194 ¥’/DoF = 0,02858 |
. R? = 0,38037

1.0 SD, 215+27Hz N

Sk/h [ppm]

-10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Orientierung 0 [°]

Abb. 9.14: Winkelabh angigkeit der Kopplungsstarke H2-H4 aus den gemessenen Asymmetrien. Die Un-
genauigkeit dieser Methode ist deutlich heher.
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9.5 Molekulardynamik: Vergleich der Kopplungdstn

Aus den gemessenen Kopplungsatken SDg lassen sich mit Kenntnis der Kernabsande
und den Beziehungen (3.21), (3.29) und (3.22) die Ordnungsgrameter S fur die verschiede-
nen Systeme CH, CH3 und H2-H4 bestimmen. Unterschiede in den Ordnungsparameter
lassen dann qualitative Aussageruber die Molekulardynamik zu.

In Tab. 9.8 sind die fur S relevanten Daten der in dieser Arbeit untersuchten gekoppken
Spin-Systeme aufgedhrt. F er die H2-H4-Kopplung des Cs sind die beiden Ergebnisse aus
den hier durchgethrten alternativen Auswertungen gegembergestellt. Ebenso lagen dr
das (P)Cr-Methylen-Dublett mehrere Bestimmungen von SDg vor. Die zwei Zahlenwerte
aus freheren Arbeiten [Kre94, Kre96] liegen etwas unter dem mittés der Phasenmodula-
tion bestimmten Wert.

Die mit Abstand starkste residuale Wechselwirkung liegt im Cs vor, obwohl dises 2-
Protonen-System eindeutig den ge ten Abstand hat. Dieses Molekel ist demnach sehr
e ektiv in seiner Mobilit at innerhalb der Muskelfasern eingeschankt. Alle anderen Syste-
me haben einen relativ geringen Kern-Abstand von 0,178 nm. Hirvon hat die Methylen-
Gruppe von (P)Cr die starkste Bewegungseinschenkung; die des Tau sind etwas mobiler.
Die gre te Bewegungsfreiheit hat der CHz-Rotor des (P)Cr, dessen nach au en gerichte-
te R C-Achse relativ unabhangig vom Rest des Moleldls einer schnellen Reorientierung
unterliegt.

9.6 Skalare Kopplung im ATP

Die beschriebene CSI-Sequenz mit Doppelresonanz-Technileferte auch beiln-vivo- Expe-
rimenten hochaufgebste 31P-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 Au esung war auch hier gro genug, um auf eine
Filterung des Zeit-Signals zu verzichten.

Bei richtiger Phasenkorrektur des Spektrums ist deutlich cer Dach-E ekt in allen ATP-
Multipletts zu erkennen. Das in Abb. 9.15 gezeigte Spektrumwurde auf zwei Arten aus-
gewertet: Zunachst wurden wie bei den Phantom-Messungen aus den Linienasgaltungen
die Kopplungskonstanten bestimmt und dann mit den Linienpositionen (welche deutlich

Tab. 9.8: Bestimmung der Ordnungsparameter aus In-vivo- 'H-NMR-Spektren f ur verschiedene Systeme
gekoppelter Protonen. Unterschiedliche Methoden: * Ausnutzung der Linienaufspaltung; 2 Ausnutzung der
Asymmetrien; ° Ausnutzung der Phasenmodulation; * von Kreis et al. aus der Linienaufspaltung bestimmt
[Kre94]; 5 entspricht der von Kreis et al. angegebenen Nullquanten-Modulation von 120 ms [Kre96].

I'HH Do SDO S
Konnektivit &t [nm]  [kHz] [Hz] [10 4
H2-H4 in Cs 0,425 1,564 17,7031 113 2
215 2,72 137 17
6,3 0,1° 3,0 0,1
CH,in (P)Cr 0,178 21,294 4,92 2,3
5,565 2,6
CHzin (P)Cr 0,178 21,294 150,1 1 0,7 0,05
CH5 in Tau 0,178 21,294 290,11 1,4 0,1
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Tab. 9.9: Berechnung der Korrekturfaktoren und CGK von ATP bei 1,5T ( ! ¢ =25;757 MHz) in vivo fur
das in Abb. 9.15 gezeigte Spektrum.

Ji Korrekturterm CGK
[ppm] [HZ] [] jsin2 j cos sin
-ATP -2,39 17,7 -1,448 x =0;051 0,99968 -0,02528
-ATP -7,47 16,2 -2,116 y=0;074 0,99932 -0,03692
-ATP  -15,97 | | =0 ;125 | |

schwacher durch die leichte Abweichung von der X-Mherung betro en sind als die Inten-
sitaten) die Korrekturfaktoren x;y und bestimmt. Sie sind zusammen mit den entspre-
chenden CGKin Tab. 9.9 angegeben. Wie bei der Modell-asung liegen die Korrekturterme
der beiden Dubletts bei 5% bzw. 7%. Bildet man aus den gerundeten Werten, so stimmt
auch dieser Wert mit dem der Modell-Losunguberein.
Das Ergebnis der Anpassung von Lorentz-Linien im Bereich zweichen 0;5ppm und
18 ppm mit den so ermittelten Korrekturfaktoren ist in Abb. 9 .16(a) gezeigt. Der kumu-
lierte Dach-E ekt mit einem Intensit atsverhaltnis von 1,12 :2:0,88 gibt die experimentelle
Form des -ATP-Signals gut wieder.
Fur die zweite Auswertemethode wurden der Software keine Vayaben gemacht. Alle Reso-
nanzen wurden als Singuletts ohne jegliche Zusammemhnge de niert. Da sich dadurch die
Zahl der Freiheitsgrade erteht, wird die Anpassung unsicherer und auch ungenauer. Abb.
9.16(b) zeigt deutlich, da das residuale Signal nach Abzugler angepa ten Lorentz-Linien
gre er als bei der ersten Methode ist. Die Anpassungér die beiden Dubletts verschlechtert

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

S [ppm]

Abb. 9.15: In-vivo- ' P-NMR-Spektrum der menschlichen Wade (CSI 8x8 Voxel auf 250x250x30 mm?,
TR =1100ms, 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 de in Abb. 9.15 gezeigten
Spektrums. Die Di erenz zum gemessenen Spektrum ist mit angegeben.

sich nicht wesentlich, aber fir den kumulierten Dach-E ekt ist das Intensit atsverhaltnis
eindeutig nicht korrekt wiedergegeben.

Die erste Methode ist also besser zur quantitativen Auswening geeignet. Die Mittelwerte
der Korrekturterme und CGK aus funf 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 eirige im lebenden Gewebe
au esbare AB-System, denn bei Tau geht die Multiplett-Struktur d er skalaren Kopplung
in vivo verloren.

Abb. 9.17 zeigt einen Ausschnitt aus dem'H-NMR-Spektrum der menschlichen Prosta-
ta. Da die Nachbearbeitung des CSlI-Datensatzes nicht mit Luse erfolgte, wurde mit
rigin’ eine Integration eiber das gesamte Spektrum durchgedrt. Die Integrations-Kurve
I( )d fur den Bereich =2 3ppm ist ebenfalls in Abb. 9.17 dargestellt. Um daraus

die Intensitaten der einzelnen Signal-Anteile zu bestimmen, wurde das €Signal in drei

Tab. 9.10: Mittelwerte der quantenmechanischen Korrekturterme des Dach- E ekts und daraus resultie-
render CGK fur ATP in vivo bei 1,5T (! o =25;757 MHz)

Ji Korrekturterm CGK
[ppm] [Hz] [1 jsin2 j cos sin
-ATP -2,34(8) 17,7 -1,450(7) x =0;0506(2) 0,999680(3) -0,0253(1)
-ATP  -7,40(9) 16,2 -2,116(1) y=0;07378(4) 0,9993182(7) -0,03692(2)
-ATP  -15,90(9) | | =0 ;1244(2) | |
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Cit

—

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

Bereiche unterteilt und es wurden aus den Vesnderungen innerhalb dieser Intervalle die
Signalintensitaten bestimmt.

Das Verhaltnis 17 : 1 5 betragt im Mittel 25,3 und weist somit auf einen im Vergleich zum
in Abb. 8.1 gezeigten Spektrum versarkten Dach-E ekt hin. Dies h angt mit der komple-
xen Phasenmodulation des AB-Systems zusammen, die zu einerewingerten Integral der
au eren Satelliten fuhrt. F ur das In-vivo- Spektrum wurde eine CSI-Sequenz benutzt, die
im Ggensatz zu der #r 3'P-Messungen benutzten Technik kein FID-Signal, sondern ein
Spin-Echo ortskodiert (dafer wird im Prinzip die in Abb. 7.5 gezeigte Sequenz durch zwei
180 -Pulse erweitert; dazwischen sind selektive Inversionspak zur Signalunterdrickung
von Wasser und Lipiden geschaltet [Sie02]). BelT E = 120 ms hat bereits eine deutliche
Phasenmodulation stattgefunden (kir die au eren Signale ca. eine volle Periode), so da
die beiden Signale ®herer Intensitat getrennt aufgelost werden kennen.
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Diskussion und Zusammenfassung
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NMR is still a nice tool -and TOY!
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Kapitel 10

Diskussion der Ergebnisse

10.1 Stark gekoppelte Systeme wie Citrat und Taurin

Diese Molekile wurden untersucht, um Systeme mit stark gemischten Eigezustanden
und deutliche Abweichungen vom Paschen-Back-E ekt zu demonsieren. Das Feld B des
Tomographen reicht nicht aus, um die Spin-Spin-Kopplung volktandig aufzubrechen, so
da die Abweichungen von der X-Naherung deutlich zu tage treten. Eine Quanti zierung

der Metaboliten in vivo wird dadurch unter bestimmten Umstanden vereinfacht.

10.1.1 Vorwissen aus démvitro-Studien

Die E ekte der Superposition von Eigenzustnden sind #ir Cit besonders stark. Hier ent-
spricht die Kopplung bei 1,5T einem Breit-Rabi-Parameter von x = 0;52, mit ande-
ren Worten: die Wechselwirkungsenergie der Kerne ist ca. dupelt so gro wie der Ein-
u der Elektronenh elle, und die J-Kopplung stellt somit den gre eren Steroperator dar
(x = % < 1). Die chemische Verschiebung erscheint sozusagen untesatkt. Dies wird
auch an Abb. 10.1 deutlich:

Fer schwache Kopplungen ( 0) ist der aus der chemischen Verschiebung stammen-
de und im Zeeman-Operator enthaltene Sérterm mit dem Vorfaktor ! dominant. Mit
wachsender Kopplungssarke entwickelt sich die Spin-Spin-Kopplung zum dominanten
Sterterm, weil einerseits der Term cos gegen Null geht, aber auch der zugedrige Vor-
faktor ! klein gegen den Vorfaktor der Kopplung wird.

Der nun dominante Flip-Flop-Operator ist auch fer die Asymmetrien in den Spektren
(Abb. 10.2) entscheidend. Die durch das aufkommende Interiambinationsverbot beginstig-
ten Resonanzen werden in Richtung der ursminglichen Resonanzfrequenzeh bzw. ! ,
verschoben. Da sich diese nicht mehr stark unterscheiden (! ! 0), entsteht im Fall
des Cit eine intensive Zentral-Resonanz und zwei sehr schwiae Satelliten. Der E ekt
hat ahnliche Wirkung wie eine heteronukleare Entkopplung zur \éreinfachung von Spek-
tren in Doppelresonanz-Experimenten: Es kommt zu einer Kongntration des Signals in
einem schmalen spektralen Bereich. Man énnte von einer Art "Entkopplung" vom Ein-

u der Elektronenh wlle sprechen. Rur Cit ergibt sich aus x mit (5.1) eine Verschiebung
von Aﬂ, 0;304 Jio = 0;072ppm. Die Mittelpunkte im gemessenen Spektrum sind um
0,068 ppm bzw. 0,070 ppm nach au en verschoben. Innerhalb derreichbaren Genauigkeit
von 0,004 ppm stimmen also Theorie und Experimentiberein.

Bei Tau ist dagegen mitx = 1;64 der Einu der Elektronenh elle gegember der Wech-
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Korrekturterme
Zeeman-Operator
(skaliert mit Aw)
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Abb. 10.1: \Variation der winkelabh angigen Korrekturterme f wr die Eigenzustande . und 3 in gekop-
pelten Spin-Systemen

selwirkung der Kerne dominant. Daher ist die "Entkopplung” nicht ganz so e ektiv, weil
einerseits das Interkombinationsverbot noch nicht so ausgpragt ist und andererseits die
Multipletts nicht ganz so dicht nebeneinander liegen. Es is noch eindeutig eine brei-
te Multiplett-Struktur aufzul esen. Genauso wie bei Cit sind die Asymmetrien aufgrund
der verhaltnisma ig kleinen Breit-Rabi-Parameter im Vergleich zur residualen dipolaren
Kopplung des Cs (AB 0; 01 ppm) aber immer noch sarker ausgepmrgt.

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

08 , . , . , . ,

Anteil des Flip-Flop-Operators

0,4

-0,2 1 Anteil des Zeeman-Operators

-40 -30 -20 -10 0
o [?]

Abb. 10.2: Zusammensetzung des Asymmetrie-Parameters nach Gl. (2.19) aus den Ateilen der chemi-
schen Verschiebung im Zeeman-Operator und des Flip-Flop-Operators der Spin-Spin-Kopplung.
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Abb. 10.3: Einfachste Form der Naherung fer eine kumulierte Asymmetrie am Beispiel zweier Tripletts
koppelnder Methylengruppen.

3,463 ppm. Sie sind damit im Mittel um ca. 0,049 ppm nach au engegen die Resonanz-
frequenzen verschoben, die man mit einem Hochfeld-Spektroster beobachten weirde.
Der theoretische Wert, der sich zurachst direkt aus x ergibt, betragt Ag, 0,140J4, =
0,015 ppm. Nun mu jedoch bericksichtigt werden, da es sich nicht mehr um Dubletts
handelt. Naherungsweise kann die Asymmetrie des Tripletts durch einé&onsekutive Auf-
spaltung mit additiver Asymmetrie ( ahnlich dem kumulierten Dach-E ekt) beschrieben
werden. Abb. 10.3 verdeutlicht, da die Kopplung mit einem der Protonen aus der benach-
barten Methylen-Gruppe zunachst ein Dublett mit der erwarteten Asymmetrie erzeugt.
Die Linienaufspaltung durch das zweite Proton spaltet das aymmetrische Dublett erneut
mit einer Verschiebung nach au en auf, so da sich die Asymmérie des gesamten Multi-
pletts zu 2Ap addiert.

Diese sehr starke Miherung gilt naterlich nur, solange die Entartung der Ubergange noch
nicht deutlich aufgehoben ist, also zustzlich zu den zwei Tripletts auftretende Signale
vernachlassigt werden loennen. Bei Tau ist jedoch schon eindeutig in jeder Signal-Grppe
eine vierte Resonanz zu sehen. Damit wird sicherlich die B&smung von Ap erschwert.
Es kommt hinzu, da die wahrend TE statt ndende Phasenmodulation einzelne Signale
immer auf der dem Zentrum zugewandten Flanke beein u t und der Linienabstand somit
gre er erscheint, als er in Wirklichkeit ist. Insofern erkl art der Wert von 2Ap noch nicht
die experimentelle Beobachtung, aber mit Abb. 10.3 wird detlich, da Multipletts h ehe-
rer Ordnung eine s&rkere Asymmetrie aufweisen.

Die Experimente zeigen #r beide Spin-Systeme, da die Intensilaten weitaus st@rker von
den Abweichungen der X-Naherung als die Linienpositionen betro en sind. Wie die Sinu-
lation verdeutlichte, kommt es aufgrund der realen Linienkreite und der Diskretisierung
des Spektrums zu einer Abweichung von dem Intensétsverhaltnis, das sich direkt mit
(2.20) und (2.21) aus dem Mischungswinkel ergibt: der E ekt wird etwas abgeschwcht,
ist aber dennoch auf jeden Fall immer ge er als die Veranderung in den Linienpositio-
nen. Damit |a t sich abschatzen, da fer schwachere Wechselwirkungen, wie etwa im ATP,
zunachst nur die quantenmechanische Korrektur der Linienintensitaten zu bemicksichtigen
ist und die Verschiebung der Resonanzen u. U. vernachssigt werden kann.

Die Ausbildung einer ionischen Bindung von Tau mit den hydrophilen Anteilen der Phos-
pholipide war mit der NMR leider nur andeutungsweise neglich. Die chemische Verschie-
bung wurde o ensichtlich nicht durch eine megliche ionische Bindung beein u t, sondern
hechstens die zu einem Signalverlusteinrende Molekelldynamik. Weitere Messungen mit
verschiedenen Konzentrationen des Lipids zur zunehmendeAusbildung eines immobilen
Tau-Kompartiments k ennten hier far Kl arung sorgen. Die chemischen Strukturen lassen
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den hier erhaltenen Hinweis auf eine Bindung an die Zellmemian aber durchaus plausi-
bel erscheinen, so da #r Tau im Gegensatz zu Cit eine Kombination aus dipolaren und
skalaren Kopplungenin vivo zu berecksichtigen ist.

10.1.2 Auswirkungen der E ekia vivo

Die erwarteten spektralen Muster im Bereich des Zeeman-Gebts bestehen #@r Cit aus
zwei Dubletts bzw. zwei Tripletts fur Tau. Zwar kommt es aufgrund der Abweichung von
der X-Naherung bei 1,5T zur Aufhebung der Entartungen dertJbergange im A,B,-System
des Tau und damit zu einer lheren Multiplett-Struktur, die erreichbare Linienbreite und
die spektrale Au esung lassen abelin vivo nur die Detektion einer Signal-Gruppe bei
3,35ppm zu. Fur Cit besteht das Phanomen zustzlich auftretender Signale nicht, aber
auch hier kommt es zu einer Konzentration der Signalintendiat. Dies erleichtert die Detek-
tion bei relativ schwachen In-vivo- Konzentrationen. Hochfeld-MR-Tomographen weirden
zwar zu einer verbesserten spektralen Auesung kihren, der bergang zu reinen Zeeman-
Spektren weirde das Signal der Metaboliten aber zunehmend auf eine grere spekitrale
Breite (in Hz) verteilen.

Fur Tau besteht im menschlichen Muskelgewebe das Problem, dgim Gegensatz z. B.
zur Ratte) das dominante Cho-Signal bei 3,2 ppm die Auesung der Tau-Resonanz er-
schwert. Hier ist die residuale dipolare Kopplung von Vortdl, die sich durch die Fixierung
des Molelkells an den hochgradig anisotrop orientierten Zellmembrane erklaren lie e. Sie
fuhrt zwar zu einer Aufspaltung, aber gleichzeitig zu einer @éutlichen Unterscheidung vom
Cho-Signal. Weirde die starke skalare Kopplung nicht zurachst ein einzelnes breites Signal
erzeugen, so wrden in Verbindung mit der dipolaren Kopplung insgesamt vier verhalt-
nisme ig schwache Resonanzernn vivo auftreten. Die Kombination aus den quantenme-
chanischen E ekten beider Wechselwirkungen vereinfacht emit die Analyse der Spektren.
Das Cit-Spektrum ist dagegen nur durch die skalare Kopplung gpragt. Die Frage nach
einem meglichen Mechanismus der Immobilisierung (wie etwa bei Tauwdurch Wechselwir-
kungen mit Makromolekelen) ist insofern schwer zu karen, als da Cit im hochgradig
strukturierten Skelettmuskel nicht detektierbar ist. Pro stata-Gewebe als "Matrix" zur
Untersuchung auf residuale dipolare Kopplungen ist aufgrmd seiner unzureichend aus-
gepragten Anisotropie nicht geeignet (hinzu kommen erschwereth Bewegungsartefakte im
Bauchraum).

Das mit der CSI-Sequenz aufgenommenén-vivo- 'H-NMR-Spektrum von Cit weist auf-
grund der Lokalisationsmethode leichte Abweichungen vom it FID-Technik aufgenom-
menen Spektrum auf. Durch die Phasenmodulation vesindert sich sowohl scheinbar die
spektrale Au esung als auch das Ausma des Dach-E ekts. Die komplexe Phasenodula-
tion des AB-Systems tihrt dazu, da die kleinen Satelliten bereits mehr als eine lomplette
Periode durchlaufen haben. Die Modulation der intensittsreichen Signale erfolgt dagegen
bei 1,5T verlangsamt. Au erdem bewirkt der Ein u der Echoz eit, da die Zentralresonanz
bei PRESS-Lokalisation ab ca. 50 ms als Dublett aufgest werden kann. Somit entspricht
das in Abb. 9.17 dargestellte Spektrum den in faheren Arbeiten untersuchten Verlaufen
fur TE = 120 ms [Gra99]. Der Dach-E ekt wurde dabei nicht naher quanti ziert, aber auf-
grund der Phasenmodulation scheint eineberproportional starker Signal-Verlust bei den
Satelliten vorzuliegen. Daher ist das Verhaltnis 17 : 1o heher als bei der FID-Messung an
der Modell-Lesung. Wegen der deutlichen Vesinderungen des Signal-Verlaufs ehrend T E
kommen fur eine In-vivo- Untersuchung nur bestimmte Zeit-Intervalle in Frage. In Verbin-
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dung mit einer eventuellen Detektion von Lactat wurde daherTE = 135 ms vorgeschlagen
[Hee97].

10.2 Feinstruktur des ATP-Spektrums

Das Phanomen des Dach-E ekts ndet zwar in der analytischen Chemiehinreichend Be-
achtung, in der In-vivo- NMR-Spektroskopie ist es jedoch bislang weitgehend vernathssigt
worden. Dies liegt daran, da bei 1,5T auch in Modell-Lesungen die spektrale Auesung
nur fur zwei Metaboliten ausreichend ist, um den E ekt quantitat iv zu untersuchen: Cit
und ATP. F ur ersteren ist er so stark ausgepgt, da in vivo die au eren Satelliten nicht
immer zu erkennen und die Unterstruktur der Zentral-Resonarz auch nur fur TE > 50 ms
und hoher Au esung zu beobachten ist. Es reicht daher oft,dr die Quanti zierung mittels
Anpassung von Gauss-Linien von nur einem Signal auszugehen.

Anders ist dies bei ATP, das auchin vivo drei aufgelste Multipletts zeigt. Hier wurde
der E ekt bisher v ellig vernachlassigt, und aktuelle Auswerte-Methoden gehenefr die
Dubletts falschlicherweise von einem Intensitsverhaltnis von 1:1 aus [Van01]. Fir qua-
litativ hochwertige Spektren ist es jedoch meglich, eine bessere Linienanpassung durch
entsprechendes Vorwissember den Dach-E ekt zu erreichen.

10.2.1 Vorwissen aus démvitro-Studien

Die Messungen an den ATP-Modell-losungen haben gezeigt, da die Abweichung von der
X-Naherung fur ATP bei 1,5T nicht sehr ausgepragt ist. Zusammen mit den Erkennt-
nisseneber die stark gekoppelten Systeme ist daher klar, da die gantenmechanischen
Korrekturen vor allem fur die Linienintensit aten zu bemicksichtigen sind.

Generell lassen sich Veanderungen in der Linienposition aus den vier Resonanzea d
eines AM- oder AB-Systems erkennen, indem man den Abstand dddublett Mittelpunkte

= 2a B (e o)

mit dem wahren Abstand p
= Jla (b oI

vergleicht [Fri98]. Diese Methode versagt hier aber wegenat multiplen Aufspaltung der
-Resonanz. Veanderungen lennen daher nureber den Mischungswinkel nach Analyse
der Intensitaten abgeschatzt werden: Der Mischungswinkel wird nicht kleiner als -2,1 (dies
entspricht einem Breit-Rabi-Parameter x = 13; 6), weshalb die Asymmetrie stets kleiner
als Aﬂ, = 0,018 J; ist. Die maximalen Kopplungskonstanten betrugen 20Hz, ale gilt
A}=h 0;36Hz (ca. 0,014 ppm). Da dies unterhalb der Auesungsgrenze liegt, ist es ge-
rechtfertigt, als Linienposition die Dublett-Mitte anzune hmen.
Der Einu der Drehung im Hilbert-Unterraum auf die Intensit aten betragt unter die-
sen Bedingungen maximal 7%¢r ein einzelnes Dublett. Daher kann man auch die in der
Theorie angetihrte Naherung einer Addition der Korrekturfaktoren fur die Beschreibung
des kumulierten Dach-E ekts benutzen.
Die Digitalisierung der Spektren fuhrt dazu, da die Spitzen der Resonanzen nicht immer
optimal mit den angepaten Lorentz-Linien ebereinstimmen. In den meisten Bereichen
ist jedoch eine sehr genaue Anpassung oglich gewesen, so da die theoretisch erwarte-
te Asymmetrie der Intensitaten experimentell bes#tigt wurde. Die Beein ussungen des
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Dach-E ekts durch Ans auerung oder Komplexierung des Molekls mit Mg(ll)-lonen hat
einen ahnlichen E ekt: beide Ma nahmen f ehren zu einer Abschwachung der Korrektur-
faktoren und somit zu einer geringeren e ektiven Kopplungstarke. Der Versuch einer
Erklarung der E ekte ist jedoch schwierig. In beiden Experimenten spielt die Wechselwir-
kung mit Kationen eine Rolle, aber der Ein u auf die chemischen Verschiebungen und die
Kopplungskonstanten ist unterschiedlich. Es ist auch bekant, da der Ein u einer Kom-
plexbildung auf die ATP-Signale schwer vorhersagbar ist. Dau gelert u.a. das Phanomen,
da die Resonanzen, die am sarksten auf die Komplexierung reagieren, nicht unbedingt m
den Kernen geloren, die als Liganden fungieren [Jaf78]. Die Details der Kimplexbildung
von ATP sind also noch nicht vollstandig gekiart.

Es bleibt festzuhalten, da Korrekturen in der Feinstruktu r des Spektrums am deutlich-
sten in neutraler Lesung ohne Kationen auftreten. Damit liegt eine Abschatzung fer das
Ausma des E ektes in vivo vor, und die angesprochenen Mherungen lennen auch #r
die Auswertung der an Probanden aufgenommenen Spektren gexoht werden.

10.2.2 Auswirkungen der E ekia vivo

Die Vernachlassigung des Dach-E ekts in Spektren aus lebendem Gewebe nfdcsich oft
schon in einer unzureichenden Phasenkorrektur bemerkbabDiese werden teilweise so dar-
gestellt, da der kumulierte E ekt, der eigentlich der st arkere ist, gar nicht sichtbar ist.
Dies liegt daran, da besonders das -ATP-Signal aufgrund seines gro en Abstandes zum
PCr-Signal eine hinreichend starke lineare Phasenkorrektubenetigt. Abb. 10.4 verdeut-
licht, da eine zu kleine lineare Phase die Intensiatsverhaltnisse des dublierten Dubletts
nicht adequat wiedergibt. Eine genaue Nachbearbeitung der Spektreermeglicht aber die
Darstellung der auch bei diesen Spektren schon sichtbarenugntenmechanischen Fein-
struktur.

Fur die Auswertung der funf Probanden-Messungen ergab sich im Mittel eine lineare
Phasenkorrektur von (-160,0 4,6) /10 ppm. Mit dem Vorwissen aus den In-vitro- Studien
wurde Ap vernachlassigt. Die Linienaufspaltungen waren unerwartet konstan und zeig-
ten bei den funf Probanden keine statistische Varianz. Interindividuelle Anderungen der
Korrekturfaktoren x;y und sind daher nur auf Variationen in den Linienpositionen
zureickzufehren.

Da auch diese mit guter Genauigkeit bestimmt werden konnten(ca. 0,09 ppm), liegt der
Fehler der Korrekturfaktoren bei hechstens 2 10 4, also zwei Gm® enordnungen unter
der Genauigkeit der Auswerte-Software. Als Vorwissen dr die Auswertung von In-vivo-
Spektren kann man daher mit folgenden Werten éir ATP bei 1,5T arbeiten: x =5%;y =
7% und = 12%.

Diese Werte liegen recht dicht an denen der neutralen ModelLosung ohne Md* -lonen.
Zwar ist durch die Komplexierung von ca. 70% des ATP im Muskefjewebe [Bac95] die
Kopplungskonstante geringer, die -ATP-Resonanz istin vivo aber zu noch teheren Fre-
quenzen verschoben, als sie das in den saureedung mit [MgATP]2* war. Dadurch ist der
Dach-E ekt trotzdem recht stark ausgepragt und sollte bei der Analyse hochaufgalster
Spektren nicht vernachlassigt werden. Die Quali&t der Anpassung von Lorentz-Linien an
das gemessene Spektrumalt sich durch die Berwcksichtigung der Korrekturfaktoren ver-
bessern, und es wird dadurch eine genauere Quanti zierungremeglicht.

Die Bestimmung des kumulierten Dach-E ekts als direkte Sumnme = x+y der Asymme-
trien in den Dublett-Signalen ist aus folgendem Grund zubssig: Die -Resonanz stammt
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Abb. 10.4: Vernachlassigung des Dach-E ekts aufgrund einer unzureichenden Phasenkorektur in In-vivo-
31 p_.NMR-Spektren der Wadenmuskulatur. In (a) betr agt die lineare Phase -150/10 ppm. Der kumulative
Dach-E ekt wird dadurch praktisch unsichtbar. (b) Eine lineare P hase von -160/10 ppm gibt die Fein-
struktur der Resonanzen richtig wieder.

nur von ATP, zu den Dubletts tr agt jedoch auch ADP bei. Das 2-Spin-System zeigt zwar
vergleichbare Kopplungskonstanten, aber ! betragt nur noch ca. 5ppm, so da es zu
einer strkeren Drehung des Hilbert-Unterrraums und somit zu einem sarkeren Dach-
E ekt kommt. Allerdings ist in vivo das Gleichgewicht der Kreatin-Kinase-Reaktion so
verschoben (s. Kap. 6.1), da das Vermltnis [ATP]:[ADP] ca. 1:308 betragt [Str90].
Die ADP-Signale machen so nur ca. 3,25 der Dubletts aus und kennen daher ver-
nachlassigt werden. Der beobachtete Dach-E ekt ist dann praktisd ausschlie lich auf das
AMX-System des ATP zureckzufehren, far das die in der Theorie genannten Mherungen
zulassig sind.
Die CGK konnten mit unterschiedlicher Prazision bestimmt werden. Prinzipiell ist der
Koe zient sin2 wegen des steileren Verlaufs der sin-Funktion um = 0 starker feh-
lerbehaftet als das Komplemenar cos . Au erdem ist von beiden Resonanzen der Mi-
schungswinkel #ir den -3'P-Kern genauer bestimmbar als ér das andere Dublett. Die
Unsicherheit in den CGK schwankt zwischen 710 “und 1 10 “. Die Unterschiede zu den
symmetrisierten Wellenfunktionen sind sehr gering, aber d die CGK fur die Kopplung
- starker von 1 bzw. 0 abweichen, wird deutlich, da dies trotz de kleineren Kopplungs-

Abb. 10.5: Unterschiede der residualen ! P-Gesamt-Spins F im ATP-Molek el
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konstante die e ektivere Wechselwirkung ist. Der Gesamt-Spn F ist bei diesem System
weniger stark durch die Kopplung an das Grundfeld aufgebroken (Abb. 10.5).

10.2.3 Konsequenzen einer leichten Drehung der Eigenbasis

Die Experimente an ATP zeigen, da die Linienintensitaten immer in starkerem Ausma
von den Abweichungen von der X-Naherung betro en sind als die &bergangsfrequenzen
und da daher bei leichten Drehungen der Eigenbasis die Korekturen fer die Linienposi-
tionen vernachlassigt werden lennen. Dies wird auch durch folgende Absclatzung leicht
verstandlich:

Die Verschiebung der Linienpositionen ist durch die Kopplungsserke beein u t, weshalb
A} mit J;, skaliert ist (s. (2.19)). Abb. 5.3 verdeutlicht, da der Asy mmetrie-Parameter
aber maximal %le betragen kann. In AX-Systemen ist Ji» |, also ist der Fehler
in ! bei kleinen Mischungswinkeln klein gegember dem Wert, der sich in einer ersten
Abschatzung aus der Mitte der Multipletts ergibt, und die Verschi ebung der Linienposi-
tionen kann vernachlassigt werden.

Fer das Beispiel ATP gilt z. B. (bei pH = 7 und ohne Mg) selbst fur die starkere der bei-
den KopplungenJ 20Hz und ! 10; 7 ppm (bei der hier benutzten Felds®rke also
274,3Hz). Im Vergleich zu den Multiplett-Mittelpunkten | age die Position des -Dubletts
also hechstens 10 Hz weiter rechts, die des-"Tripletts" ca. 20 Hz weiter links (kumulati-
ver E ekte durch sukzessive Aufspaltung). Demnach wirde sich der Frequenz-Abstand um

30 Hz verkleinern, und der Extremfall ;2922 entsprache einem Mischungswinkel ~ 4;7 .

Daraus ergibt sich aber eine maximale Verschiebung voAﬂ, =0;041 Jq,, also 0,8 Hz bzw.
0,03 ppm. Dies liegt eindeutig unter der spektralen Au esung.

Die Anderung der Intensitaten ist dagegen nicht durch einen Wert wiel1, oder Sk skaliert
und kann bis zu 100% des urspanglichen Wertes betragen. Daher bewirken auch schon
kleine Mischungswinkel einen sichtbaren E ekt.

10.3 Erkérung des Carnosin-Spektrums

Die Unterschiede zwischen dertH-NMR-Spekiren einer neutralen Cs-Modell-Losung und
den aus dem M. gastrocnemius aufgezeichneten Spektren siraklatant. Die besonderen
Verhaltnisse in vivo fehren zu markanten E ekten, die sich auf die Faser-Struktur des
Gewebes zuackfuhren lassen und somit einen aufschlu reichen Vergleich zischen der
Molekulardynamik in we riger L esung und im lebenden Gewebe ergeben.

10.3.1 Skalare Kopplungen und detektierbare Protonen inrdgitro-Studien

Die skalaren Kopplungen, die sich aus deftH-NMR-Spektren der Modell-Lesungen erge-
ben, treten nur im aliphatischen Bereich auf. Fur den Imidazol-Ring ist keine signi kante
J-Kopplung zu erkennen weder uber eine Linienaufspaltung nochelber eine Phasenmo-
dulation. Dies entspricht auch der Erwartung, denn obwohl de -Elektronen des Rings
prinzipiell eine Kopplung begenstigen, ist der Abstand zwischen den Ringprotonen H2
und H4 zu gro (vier Bindungen), und es kann angenommen werde, da eine Kopplung
des Typs“J die beobachteten Linienaufspaltungen nicht verursachen &nn.

Das einzig aufgebste Multiplett sind die Signale der au eren Ala-CH >-Gruppe (E1 3).
Sie zeigt bereits ein Spektrum 2. Ordnung mitx = 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 Intensit atsverhaltnisse entsprechen nicht vollstandig den
erwarteten Werten. M egliche Ursache ist eine nicht korrekte Zuordnung der Resonanzen.

Abweichung von der X-Naherung ist also sarker als beim ATP, aber noch nicht so aus-
gepragt wie bei Tau. Dies sieht man auch daran, da die Entartung der &bergange noch
weitgehend erhalten ist, denn es knnen keine zustzlichen Signale aufgedst werden. Der
Korrekturfaktor f ur die Intensitaten betragt in der ersten Stufe 17%. Durch den kumula-
tiven E ekt m w ten die Intensit atsverhaltnisse im Triplett dann 1,34 :2:0,66 betragen.
Eine Anpassung des Multipletts mit drei Gauss-Linien ergibt jedoch ein Verhaltnis von
1,63:2:0,66 (Abb. 10.6). Wahrend also auf der Hochfeld-Seite die Resonanzen im erwarte
ten Verhaltnis stehen, ist das Signal am linken Rand unerwartet hochDies deutet darauf
hin, da die Zuordnung der Resonanzen B 4 falsch sein lennte und E; mit einem Teil des
B-Multipletts zusammenfallt (das kleine Signal links vom Triplett w are dann nicht By).
Dieses Problem verdeutlicht, da Kenntnisse eber den Dach-E ekt helfen kennen, die
Analyse eines Spektrums mit vielentberlappungen bei geringen Feldsirken aufzuklaren.
Eine genauere Analyse der einzelnen Multipletts ist in dieem Zusammenhang jedoch we-
nig ergiebig.

Von den austauschbaren Protonen sind unter physiologischreBedingungen keine scharfen
Resonanzen zu erkennen. Entweder sind die entsprechendetelfen bei pH = 7,08 nicht
ausreichend protoniert, oder die chemische Austauschratést zu hoch. Erst eine Ansue-
rung liefert bei 8ppm ein Signal, das mit Hilfe des NAA-Spektums dem Proton der
Peptid-Bindung zugeordnet werden kann. Die geringe Di ererz in der Dublett-Aufspaltung
(0,5Hz) ist auf strukturelle Unterschiede des Molekils zureckzufehren.

10.3.2 Nachweis residualer dipolarer Kopplungivo

Die im aromatischen Bereich des Spektrums beobachteten Saititen X1 X4 geben Anla
zu der Vermutung, da eine residuale dipolare Kopplung zwishen den Ringprotonen H2
und H4 vorhanden ist. Der Nachweis dieser Wechselwirkung kan aufgrund der schwachen
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Cs-Resonanzen und der damit verbundenen langen Me zeiten goch nicht eber die sonst
eibliche Drehung der Wade im Grundfeld nachgewiesen werdemuch kommt erschwerend
hinzu, da die kurzen T,-Zeiten [Bru91] (H4 verschwindet nach ca. 40 ms) einen Nachvie
meglicher Kopplungen im aromatischen Bereich mittels der Plasenmodulation unneglich
machen. Ebenso sind 2D-Spektroskopien wegen der langen Meit ungeeignet #ir Unter-
suchungen an Probanden. Es mu te daher eine andere Methodeuagenutzt werden, die
die Spektren auf die Charakteristika dieser Wechselwirkug untersucht.

Bevor eine Quanti zierung der zum Nachweis geeigneten E eke vorgenommen wurde,
ist es sinnvoll zu prafen, inwieweit dieses Molekl eberhaupt von solch einer Kopplung
betro en sein kann bzw. welche alternativen Erklarungen fur die Satelliten herangezogen
werden kennten.

In einer aktuellen Arbeit wurden zusatzliche Signale auf der Niederfeld-Seite der aromati-
schen Cs-Resonanzen beobachtet [Dam03]. Als Esklung wurde dabei die unterschiedliche
Ansauerung verschiedener Muskelfaser-Typen nach Kontraktiorangekihrt. Dieser E ekt
kann fur das Auftreten von X1 X4 als Ursache aus zwei Ganden ausgeschlossen werden:
Erstens wurden Spektren im Ruhezustand aufgenommen, so dader pH-Wert konstant
bleibt, und zweitens traten die Satelliten auf beiden Seite von H2 und H4 auf, wahrend
bei sinkendem pH-Wert nur Signale auf der Niederfeld-Seite babachtet wurden.

Aus zahlreichen Arbeiten ist bekannt, da bei In-vivo- Studien die Anisotropie der Mus-
kelfaser-Struktur zur orientierungs-abhangigen E ekten in *H-NMR-Spektren von (P)Cr
[Kre94, Kre96, Kre97, Ntz97], Tau [Zan00] und Lactat [AsI99 fehrt. Diese Phanome-
ne konnten als residuale dipolare Kopplungen identi ziert werden. Gleichzeitig wurden
strukturbedingte Suszeptibilit ats-Variationen als Erklarung ausgeschlossen [AsI99, Kre96].
Demnach erscheint esdr Cs plausibel, da ein Teil der Molekele einer eingeschainkten
Bewegung unterliegt und die Satelliten durch eine residua direkte Spin-Spin-Kopplung
verursacht werden. Die beiden Haupt-Resonanzen bei 7 ppm unfl ppm stammen von ei-
nem frei beweglichen Anteil an Molelelen.

Eine ahnliche Beobachtung zwei Kompartimente, bei dem eines nur skalare, das andere
skalare und dipolare Kopplung aufweist wurde fur Lactat berichtet und einem intra-
bzw. extrazellularen Anteil dieses Metaboliten zugeschrieben [Asl99]. Csdsitzt dagegen
aufgrund seiner Eigenschaft als Zwitterion eine schlecht®ermeabilitat bezeglich der Zell-
membran und kann daher als rein intrazellukre Substanz angesehen werden. Die sich in
der Mobilit at unterscheidenden Kompartimente konnten im Bereich zwischen Myo brillen
und an anderen Stellen im Cytoplasma lokalisiert sein.

Verschiedene Proton-Proton-Wechselwirkungen &nnen die beobachtete Linienaufspaltung
verursachen.Alonso et al. beobachtetenex vivo Cross-Peaks in zweidimensionalen Spek-
tren von Cs, die auf eine Korrelation zwischen H2 und H4 hindaten [Alo89, Alo90]. Inter-
essanterweise beobachteten sie au erdem eine skalare Waelwirkung in Modell-Lesungen
[Alo89]. Deren Kopplungskonstante mu jedoch unter 2 Hz liggen, denn bei einer solchen
spektralen Au esung wurden in einer anderen Arbeit nur Kopplungen im aliptatischen
Bereich beobachtet [Bro79b]. Eine signi kante skalare Kogplung H2-H4 kann daher in
Ubereinstimmung mit der in unseren Experimenten nicht beolachteten Phasenmodulati-
on ausgeschlossen werden. Ebenso kann eine eiheékopplung der beiden Ringprotonen
mit der benachbarten N®H-Gruppe ausgeschlossen werden, denn dieses Proton untedt
einem raschen chemischen Austausch und ist nicht detektiéar (s. u.; fur His geht man
fur die Kopplung mit N2H von J 1 Hz aus [Gov00]). Insgesamt &nnen 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 intak tem M. gastrocne-
mius von Freschen nach [Alo90]. > NH bezeichnet das Amino-Proton des Imidazol-Rings, alle anderen
Bezeichnungen entsprechend Abb. 8.14.

H2 H4 >NH AB D E
H2 1
H4 1 2
>NH 3 4
A,B 2
D 3
E 4

erklaren.
Spektren von exzidiertem, intaktem Gewebe des M. gastrocheius von Freschen zeigten im
Vergleich zu Gewebe-Extrakt oder Modell-Lesungen zuatzliche Resonanzen in homonu-
klearen Hartmann-Hahn (HOHAHA) Experimenten [Alo90]. Die einzige Erklarung hierfer
ist Overhauser-Verstrkung im rotierenden Koordinatensystem (ROE); die entsprechen-
den Konnektivit aten sind in Tab. 10.1 angegeben. ROE-Peak #4 ist eine Konseanz 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 werderkann). Au er der Wechselwir-
kung zwischen H4 und den Histidinyl- -CH»-Protonen (A, B) besteht demnach auch eine
direkte Kopplung zwischen den zwei Ringprotonen H2 und H4.
ROE-Peaks haben nur #r den Fall langer Korrelationszeiten . gleiche Intensitaten wie
HOHAHA Koh arenz-Transfer-Resonanzen. Aus diesem Grund mu die Bewegugnvon Cs
in vivo eingeschankt sein (in [Alo90] wird eine Bindung von Cs mit einem Protein an den
Myo brillen vorgeschlagen). Deshalb sollte auch eine Linenaufspaltung oder zumindest
-verbreiterung in 1D-Spektren sichtbar sein.
Auf diese Weise kann die Analyse der ROE-Peaks bei der Erafung der beobachteten Sa-
telliten hilfreich sein. Die Verschiebung des angenommemeDubletts X1, X2 zu niedrigeren
Feldern (relativ zu H2) deutet auf eine Konnektivit at der Resonanz bei = 8 ppm mit
einer Resonanz auf der Hochfeld-Seite hin. Dies steht ilbereinstimmung mit ROE-Peak
#1. In diesem Fall resultieren die Satelliten X1, X2 aus der Wechselwirkung zwischen H2
und H4  ein Argument, welches auch durch dieahnlichen Linienaufspaltungen 1., und
3.4 (Tab. 9.5) und die komplementare Verschiebung von X3 und X4 untersutzt wird.
Demnach bliebe nur die beobachtete Diskrepanz zwischen deimtensitaten von H2 und
H4 noch zu klaren. ROE-Peaks #3 und #4 sind in diesem Zusammenhang insofer infor-
mativ, als da sie implizieren weirden, da das Amino-Proton des Histidin-Rings keinem
schnellen Austausch unterliegt und deshalb ein zuazliches Signalin vivo auftreten sollte.
Zunachst identi zierten Ar us et al. ein Signal nahe der H2-Resonanz mit dem Amid-
Proton der Cs-Peptid-Bindung [Aru86]. Spater wurden die ROE-Peaks #3 und #4 bei
= 8 ppm den Konnektivit aten zwischen den Alanyl-CH-Gruppen und der NH-Gruppe
des Imidazol-Rings zugeordnet (Tab. 10.1). Der internuklege Abstand fer die letzte Kon-
nektivit at ist jedoch relativ gro, so da es wahrscheinlicher ist, da das wesentlich nahere
Proton der Peptid-Gruppe die Ursache #ir diese ROE-Peaks ist. Diese Vermutung wurde
durch die vergleichenden Experimente mit NAA und His in sauler Lesung besatigt. Un-
ter In-vivo-Bedingungen ist das NH-Dublett des NAA relativ breit und schlecht aufgebst
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(J = 6;4Hz, [Gov00]). Der Intensitatsunterschied von H2 und H4 ist also nur scheinbar
und lat sich mit dem Auftreten einer durch verlangsamten Austauschin vivo detektier-
baren Resonanz erléren.

Zusatzliche Resonanzen um =7 ppm kennen durch die Konnektivitaten #1 und #2 ver-
ursacht werden, aber ihre Verschiebung gegetber H4 hin zu Niederfeld-Seite ist ein Indiz
dafur, da nur die ROE-Peak #1 entsprechende Kopplung e ektiv is t. Eine zu ROE-Peak
#2 geherende Wechselwirkung verde eine eingeschainkte Rotation um die C -Cinigazol -
Einfachbindung erfordern. Demgegember sind Kopplungen innerhalb des steifen Imidazol-
Rings immer relativ stark. Davon abgesehen kann die Konnekvit at zu ROE-Peak #2
nicht weiter untersucht werden, denn das Signal der Histidnyl-CH »-Protonen weirde
wenn es detektierbar wvare  in vivo mit den Resonanzen von (P)Cr und Cho zusammen-
fallen. Obwohl die beobachteten Asymmetrien bereits auf eie Kopplung H2-H4 hinwei-
sen und obwohl die Rotation um die C -Cimigazol -Einfachbindung relativ frei zu erfolgen
scheint [Bro79b], mu weber die molekulare Beweglichkeit mit Hinblick auf eine nmegliche
makromolekulare Fixierung von Cs generell nachgedacht welen. Erst ein solcher Proze
weirde die angesprochenen Konnektiviaten durch Immobilisierung spezi scher Gruppen
des Molekls ermeglichen oder sogar eine Bewegungseins@mkung des gesamten Mole#ls
zur Folge haben und damit der Unterdreckung dipolarer Kopplungen entgegenwirken.
Arbeiten uber die Bindung von Cs an bovinem Albumin-Serum [Bro79b] bzw Komplex-
Bildung mit Ca?* [Gag90] zeigten, da der Ring von der aliphatischen Struktu abgewin-
kelt ist und die Hystidinyl-Methylen-Gruppe vom Ring wegzeigt (Abb. 10.7(a)). Bei den
Experimenten mit Aloumin stellten sich H2, H4, A und B als Bin ding-Sites heraus. Es ist
bekannt, da diese Stellen von der Funktion abhangen, in die das Molell eingebunden ist
[Bro79b]. Die hier vorgestellten Ergebnisse sprechen haagachlich fer eine Bewegungsein-
schrankung des Imidazol-Rings und der Peptid-Gruppe; Auswirkungn auf die Protonen
A und B kennen nicht ausgeschlossen werden, scheinen aber von geener Bedeutung zu
sein.

Die Studien zur Komplexbildung von Cs mit Ca?* in we riger L esung zeigten, da jeweils
zwei Cs-Molelelle durch zwei Ca(ll)-lonen verbunden werden lonnen (Abb. 10.7(b)). Fer
hohe Konzentrationen von [C&*] (jenseits dererin vivo) wurde eine sehr e ektive Ver-
klumpung beobachtet, die prinzipiell die Wechselwirkung H2-H4 ermeglicht. Da Cs mut-
ma lich in bedeutender Weise an der Aktivierung der Ca-lonerkaneale und der anschlie en-

a) b)

Abb. 10.7: (a) 3D-Struktur von Cs in w ariger L esung nach Ergebnissen vonGaggelli et al. (adaptiert
von Abb. 3 in [Gag90]; zur Bezeichnung der Protonen s. Abb. 8.14). Der Im idazol-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*" -Komplexes
von Cs in wariger L esung (adaptiert von Abb. 7 in [Gag90]). H2 und H4 sind explizit angegeben .
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den Muskel-Kontraktion beteiligt ist [Rub01], ist eine spez sche Bindung des Molekells
denkbar, und sogar dieIn-vivo-Konzentrationen dieses Kations lennten die Kopplung
H2-H4 ermeglichen. Au erdem ist zu erwahnen, da selbst durch extrem hohe Werte von
[Ca®* ] nicht alles Cs komplexiert wurde und dementsprechend ein@wisser Anteil an mobi-
lem Cs im Gewebe existieren mu  ganz in Ubereinstimmung mit den hier beobachteten
dominanten Resonanzen frei beweglicher Molake.
Insgesamt kann man feststellen, da in vitalem Muskelgewel Bedingungen existieren, die
eine residuale dipolare Kopplung vontH-Spins des Cs ermglichen. Abgesehen davon, da
dieser E ekt fur (P)Cr, Tau und Lactat bereits bekannt ist, sprechen im Fall des Cs noch
weitere Aspekte #ir eine solche Interpretation der Daten:
Erstens wurden orientierungsabmngige E ekte der aromatischen Cs-Resonanzein vivo
beobachtet [Kre00], die bereits auf eine residuale dipol& Kopplung fer dieses Spin-System
hinwiesen. Solche E ekte konnen fur verschiedene Metaboliten im M. gastrocnemius beob-
achtet werden, verschwinden aber nahezu im M. soleuaif eine parallele Ausrichtung der
Wade mit dem Grundfeld. Nach Vermathen et al. kann dies mit der unterschiedlichen
Orientierung der Muskel-Fasern erkkrt werden [Ver01, Ver02]. Der sog. "pennation angle"
betragt ca. 20 im M. gastrocnemius und 40 50 im M. soleus fur parallele Ausrichtung
der Wade relativ zu Bg.
Das gleichzeitige Auftreten zustzlicher Signale von (P)Cr und Cs in einem Muskel und
das Verschwinden oder die Abschwchung dieses E ekts in anderem Gewebe sprichtefr
eine gemeinsame physikalische Erafung des Planomens bei beiden Metaboliten.
Zweitens mu fur die Analyse dipolar gekoppelter Systeme mit Unterschiedn in der chemi-
schen Verschiebung von nur ca. 1 ppm bei 1,5T schon das Auftten von Spektren zweiter
Ordnung berecksichtigt werden. Die beobachteten Asymmetrien in denin-vivo-'H-NMR-
Signalen von Cs entsprechen den theoretischen ErwartungerNicht alle Spektren, die
an Probanden aufgenommen wurden, konnten durch Anpassung inGauss-Linien quan-
titativ ausgewertet werden, und aufgrund der geringen Sigalintensitaten der Satelliten
(Phasenmodulation kommt erschwerend hinzu) konnte auch dein der Theorie beschrie-
bene inverse Dach-E ekt nicht naher untersucht werden. In allen Spektren wurden jedoch
ahnliche Verschiebungen der Satelliten beobachtet, die alitativ die erwarteten Asymme-
trien bestatigen.
Die hier durchgefihrten Probanden-Messungen decken nur einen kleinen Berdiader win-
kelabhangigen Linienaufspaltung ab. Frir < 30 konnte dabei die Charakteristik der
(3cog 1)-Funktion gut bestatigt werden, und auch die Unterschiede zwischen den
Spektren aus M. gastrocnemius und M. soleus passen in das Bitler dipolaren Kopplung.
Aber auch hier ware die Aufnahme von Datenpunkten bis hin zum magischen Winkl hilf-
reich, um zu klaren, ob genau wie bei (P)Cr eine Euler-Transformation zwisken Labor-
und molekularem Koordinatensystem vernachéssigt werden kann [Kre94]. Erste Anzei-
chen deuten in der Tat darauf hin, denn #ir eine Ausrichtung der Wade auf den magischen
Winkel verschwanden die E ekte, fer die eine residuale dipolare Kopplung als Ursache
vermutet wurde [Kre00].

10.3.3 Hinweise auf eine graumige Fixierung des Mokk in vivo

Neben dem Auftreten einer residualen dipolaren Kopplung, @ per se #rr eine gewisse Be-
wegungseinscheinkung des Molells spricht, liefert das Auftreten einer weiteren Resonanz
in vivo Anhaltspunkte fur eine Fixierung des Cs-Molelels, die mber den Imidazol-Ring hin-
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ausgenht.

Prinzipiell kommen fer eine variable Protonierung mehrere Stellen in Frage: diebeiden
Sticksto e des Imidazol-Rings (von denen immer einer in neutaler Lesung protoniert ist,
S. u.), die Carboxyl-Gruppe, die terminale Amino-Gruppe sowe die Peptid-Bindung. Die
pK -Werte sind bis auf den der NH-Gruppe an der Peptid-Bindung bekant [Bar00], und
die Protonierung ndet in folgender Reihenfolge statt: die Amino-Gruppe ist mitpK > 9
die schwachste Sure und damit auch in neutraler Lesung protoniert. Danach wird der
Sticksto N 2 des Rings vor der Carboxyl-Gruppe protoniert. Rascher chersicher Aus-
tausch kann jedoch weiterhin eine klare Signal-Detektion inden Spektren unterbinden.
Der Vergleich der H-NMR-Spektren von Cs, His und NAA in saurer Lesung zeigte, da
das mit der H2-Resonanz zusammenfallende Signal bei 8 ppm dbiH-Gruppe der Peptid-
Bindung zuzuordnen ist.

Da dieses Proton in der Modell-Losung bei pH> 7 nicht sichtbar ist, mu die Austauschra-
te in vivo herabgesetzt sein. Eine mgliche Ursache hierir kennte die Ausbildung einer
Wassersto -Br eickenbindung mit einem Makromolekel sein. Dies hatte wiederum eine wei-
tere, sehr e ektive Fixierung des Cs zur Folge, und das Molekl ware im Vergleich zu (P)Cr
"gro r aumig" bewegungsgehemmt.

Fur die Erklarung des anscheinenden Signalunterschieds H2/H4 wurde ineheren Studien
auch eine unterschiedlicheT,-Relaxation der beiden Ringprotonen in Folge der Komplex-
bildung mit Cu 2* in Erwegung gezogen [Pan88]. In der Tat ist die Rolle dieser Metallonen
in vivo nicht zu vernachlassigen: Im Rahmen der physiologischen Bedeutung von Cs wae
diskutiert, ob dieser Metabolit bei der Aufhebung einer durch Cu?* -lonen verursachten
Blockierung der Glykolyse eine Rolle spielt [Bro79a]. Das lktion wird durch Komplex-
bildung mit Cs praktisch inaktiviert. Dabei ndet eine Isom erisation des Imidazol-Rings
statt. Freies Cs liegt in der N3-H-Form vor (Abb. 10.8(a)). Um als Ligand fur Metall-lonen
aktiv zu werden, wird das andere Sticksto -Atom protoniert, es bildet sich also das Tau-
tomer mit der N1-H-Form aus.

Der fur physiologische Bedingungen ([CW/* [Cs]) bedeutsame Komplex ist in Abb.
10.9(b) dargestellt. Cu(ll) hat die Koordinationszahl 6, bildet also einen oktaedrischen
Koordinationspolyeder aus. Ein typisches Beispiel ist dagCu(NH 3)4(OH>2)»]%* -lon (Abb.
10.9(a)). Analog bildet sich in vivo ein Komplex aus, bei dem der unprotonierte Imidazol-
Sticksto N 2 an eine der vieraquatorialen Koordinationsstellen des lons bindet. Wie dé
1H-NMR-Spektren zeigten, sind nur die Protonen in der unmittelbaren Umgebung dieser
Koordinationsstellen von dem paramagnetischen Einu des lons betro en. Da der Ef-
fekt in saurer Loesung verschwindet, kann man davon ausgehen, da die Kompibildung
ausbleibt. Der Imidazol-Ring ist vollstandig protoniert, und somit sind die beiden poten-
tiellen Liganden blockiert. Obwohl die Austauschrate der Protonen so hoch ist, da keine

a) b)
R H R
/N N1
<1 &
N H N H
H

Abb. 10.8: Tautomere des Imidazol-Rings fur freies Cs (a) und als Ligand fer Metall-lonen auftretendes
Cs (b).
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a) b)

Abb. 10.9: Komplexbildende Eigenschaften von Cu(ll)-lonen: Bei der Ausbil dung des Koordinations-
Oktaeders des [Cu(NHs)4(OH2)2]?* -lons treten N-Atome als Liganden in der Aquatorial-Ebene auf; die
restlichen zwei Koordinationsstellen werden durch Wasser besdzt (a). Analog kann auch das unprotonierte
N2-Atom des Imidazol-Rings im Cs einer der Liganden sein (b) (Darstell ung in Anlehnung an Abb. 1 in
[Bro79a]).

zusatzliche Resonanz im Spektrum erscheint,d t sich die vollst andige Protonierung also
indirekt wber das Verhalten in Gegenwart von C#* -lonen nachweisen.

Da das Spektrum der His-Modell-Losung bei Ansuerung keine weiteren Signale erkennen
lat, ist dies ein weiteres Indiz dafur, da trotz der vollst andigen Protonierung des Rings
nur H2 und H4 detektierbar sind und da das mit der H2-Resonanzbei 8 ppm zusammen-
fallende Signal nicht vom Ring kommen kann. Der Nachweis, daes sich um das Dublett
des Protons an der Peptid-Bindung handelt, wird dadurch bekmftigt.

10.4 Bestimmung der residualen Kopplungidstin

Grundlage fur die Quanti zierung aller residualen Kopplungsstearken ist die Bestimmung
der Faserorientierung aus der Linienaufspaltung des (P)C2-Dubletts. Aufgrund der hohen
Qualitat der Spektren konnten die Positionen beider Resonanzen rnhoher Genauigkeit
( () = 0;7Hz) bestimmt werden. Einziges Problem war die in Studie #4 schtbare
Linienaufspaltung, die mber dem maximalen theoretischen Wert liegt, den die Daten as
[Kre94] zulassen. Leider wurde damals kein Fehlerf die Kopplungskonstante angegeben;
aber alleine ( ) reicht schon fast aus, damit der Datenpunkt innerhalb seirer Varianz
= 0 zugeordnet werden kann. Au erdem sind interindividuelle Schwankungen der Kopp-
lungsstarke nicht auszuschlie en.
Die Form der Winkelabhangigkeit bewirkt, da kleine Werte von  mit relativ gro en Feh-
lern behaftet sind. Ab ca. 20 sind die Werte bis zum magischen Winkel alle ungethr gleich
fehlerbehaftet. In diesem Bereich varen also prinzipiell genauere Messungen eglich, aber
stattdessen besteht das Problem, da der Proband die Wade mht lange genug verdreht
halten kann (abgesehen davon wird auch der Shim schlechter)
Die Bestimmung von SDg des (P)Cr2-Dubletts aus der Phasenmodulation liefert einen
etwas hoheren Wert als die konventionelle, in [Kre94] angewandte Mthode. Gleich zu Be-
ginn fallt auf, da gr e er als die sichtbare Linienaufspaltung ist. Die Phasenmalulation
hat bei TE = 36 ms sicher bereits Ein u auf den Verlauf des Dubletts, aber man werrde
das Gegenteil erwarten: Dadurch, da das Dublett wahrend der Modulation zunachst in
der Mitte "nach unten gezogen" wird, me te eigentlich obs gre er als der wahre Wert
der Kopplung erscheinen, der sich direkt in widerspiegelt. Eine Erklarung kann hierfer
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nicht gegeben werden. Der lineare Verlauf nach Gl. (5.13) tsaber eindeutig zu erkennen
und liefert eine Kopplungsstarke, die qualitativ mit den Werten aus anderen Bestimmun-
gen ebereinstimmt.

Fur die residualen Kopplungssarken der Spin-Systeme von Tau und das des (P)Cr-Methyl-
Rotors la t die Auswertung der Me werte mit (3.21) bzw. (3.29) quali tativ die Aussage zu,
da die Orientierungen und mit der Faserorientierung ebereinstimmen. Gleiches wurde
auch fur Lactat berichtet [As|99]. Die Korrelationskoe zienten fur die Anpassung der Me -
werte des (P)Cr3-Tripletts und des Tau-Dubletts sind vergleichbar. Dies ist ein Anzeichen
dafur, da die Abschatzung der Dublett-Mitte aus dem Minimum links neben der Cho-
Resonanz eine vergleichbare Qualktt hat wie die Bestimmung der Triplett-Aufspaltung,
die direkt aus den Position der aufgebsten Resonanzen (P)Cr3 und X4 reglich ist. Die
Methode scheint also ausreichend zu sein, um alle Signalgopen in diesem Bereich richtig
Zu charakterisieren.

Die unerwartet starke residuale dipolare Kopplung der Ringrotonen im Cs la t zusammen
mit den bereits beobachtbaren Asymmetrien eine Klassi zieung als AM-System zu. Die
Bestimmung von SDg aus den Linienaufspaltungen war unter allen Messungen die inder
hechsten Genauigkeit. Der hohe Korrelationskoe zient von R? = 0; 93 fur die Anpasssung
der Daten an Gl. (3.22) deutet sehr stark darauf hin, da auch die Vorzugsrichtung der
Kernverbindungslinie H2 H4 im Mittel streng mit der Faserrichtung korreliert. Bei de r
Auswertung der beobachteten Asymmetrien in den Linienpodionen zur alternativen Be-
stimmung von SDo wurde klar, da diese Methode wesentlich fehlerbehafteterist. Zwar
konnte der Wert von ca. 18 Hz qualitativ bestatigt werden, aber aufgrund der in die Be-
stimmung eingehende tan-Funktion ist der Fehler vonSk=h verhaltnisma ig gro .

Die aus den Kopplungssarken ermittelten Ordnungsparameter S der verschiedenen Spin-
Systeme decken einen Bereich von mehr als zwei &enordnungen ab und lassen damit
zumindest qualitative Aussagenwuber signi kante Unterschiede in der Molekulardynamik
zu. Megliche Prozesse, die dabei eine Rolle spielen, sollen nurskutiert werden.

10.5 Phospholipide alseglicher Schissel zum Veranhdnis der Mole-
kulardynamikin vivo

Die unterschiedliche Auspmgung der residualen dipolaren Kopplungen deckt starke Un-
terschiede in der Molekulardynamik der hier untersuchten Metaboliten in vivo auf. Dabei
spielen zwei E ekte zusammen, die nur in der Summe das sonaibliche Kollabieren der
Multipletts unterbinden: die Bewegungseinschenkung der Molekelle und die Anisotropie
des umgebenden Gewebes, also sozusagen die "Matrix", in die Spin-Systeme eingebet-
tet sind.

Das Auftreten der Kopplung in Form einer Linienaufspaltung ist per se ein Anhalts-
punkt fur eine deutliche Einschenkung in der Beweglichkeit der Molelele. Im Rahmen
der biochemischen Eigenschaften der Metaboliten wurde gemt, da es verschiedene An-
haltspunkte fur eine zumindest zeitweise Fixierung der Molekle in vivo gibt. In Frage
kommen hier einerseits enzymatische Bindungen wie etwa an - oder Citrat-Synthase
bzw. Aconitase, andererseits knnen Wechselwirkungen mit derau eren Zellmembran,
den Membranen der subzellubiren Elemente oder Interaktionen mit den Actin-/Myosin-
Filamenten statt nden. Diese Mechanismen reichen jedoch bne eine ausgepgte Vorzugs-
Orientierung der xierenden Einheit nicht aus, um im daran b e ndlichen Molekul direkte
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Spin-Spin-Kopplungen zu beobachten.

So ist z. B. fur die Prostata die Detektion einer direkten Spin-Spin-Kopplung innerhalb
gro er Voxel nicht zu erwarten, weil dieses Gewebe in sich kee deutliche Vorzugsrich-
tung wie etwa die Skelett-Muskulatur aufweist (hier kennte hechstens eine Verkleinerung
des Voxels an Hochfeld-Tomographen ldren, ob in der zum Gro teil aus Muskelgewebe
bestehenden Prostata zumindestiber kleine Bereich solche E ekte zu beobachten sind).
Selbst wenn es zu einer e ektiven Fixierung des Metabolitenkommen weirde, ist nicht
zwangshu g davon auszugehen, da die Molekile alle anrahernd gleich ausgerichtet sind.
Fur Cit sind daher nur die E ekte einer starken J-Kopplung zu beobachten.

Die E ektivit at enzymatischer Bindungen mu im Rahmen der direkten Spin-$in-Kopp-
lungen aber generell als zu gering eingestuft werden, denmi Vergleich zur Auslese-Zeit
eines NMR-Experiments ist der Umsatz des Enzyms zu hoch, undid Fixierung dauert
nicht lange genug an. Au erdem ist selbst #ir den Muskel anzuzweifeln, ob alle Enzyme
raumlich ahnlich orientiert sind. Nur eine gro r aumige Struktur, die in direktem Zusam-
menhang zur Vorzugsrichtung der Muskelfasern steht, solk diesen E ekt haben. So ist
verstandlich, da die ATP-Synthase zu keiner Fixierung des ATP fehrt, die eine zustzli-
che, winkelabhangige Linienaufspaltung zur Folge hat.

10.5.1 Substruktur der Muskelzelle, Eigenschaften von Membrane

In der Struktur von Muskelzellen lassen sich mehrere Elemdr nden, die fer eine Fixie-
rung von Metaboliten in Frage kommen. Abb. 10.10 zeigt den deematischen Aufbau, der
verschiedene, streng orientierte Unterstrukturen erkenen la t.

Die Zelle ist von einer Membran, dem Sarkolemma, umgeben, diwie bei anderen Zel-
len auch aus einer Phospholipiddoppelschicht besteht. Auerdem ist ein ausgepagtes
Longitudinal- und Transversalsystem zu erkennen. Letztees ist ein Rehrensystem (T-
System genannt), das sich durch unahlige Einstelpungen des Sarkolemmas in den Zellin-
nenraum ergibt. Parallel zu den Sarkomeren und deren Untettsuktur aus Actin-/Myosin-
Filamenten erstreckt sich zwischen den transversalen Tubli das Longitudinalsystem der
sarkoplasmatischen Retikula (SR). Es dient u.a. als Speiatr fur die zur Aktivierung der
Kontraktion ben etigten Ca?* -lonen, die uber die terminalen Zisternen (am T-System an-
liegend) ausgeschttet werden.

Parallel zu den Fasern orientiert be nden sich noch weitereOrganellen 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 erstre cken sich langs zur Faserrichtung.
Einstelpungen der Zellmembran bilden ein System transversaler Tubul i; dazwischen erstreckt sich ein Lon-
gitudinalsystem aus sarkoplasmatischen Retikula, die wber ihre terminalen Zisternen Ca(ll)-lonen (rot)
ausschutten k ennen.
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Phosphatidylcholin

HZ
07? polarer Kopf

0—C—H O CH,
- : |L O—CH;-CH r‘u CH
unpolare Kohlenwasserstoff-Ketten 0 ﬁz o e 3
CH,
b) planare OH

Steroid-Struktur
polarer Kopf

unpolare Kohlenwasserstoff-Kette

Abb. 10.11: Struktur von Phosphatidylcholin (a) und Cholesterol (b). Im unpolare n Schwanz des Li-
pids ist meist eine ungeattigte Fetts aure enthalten. Sie fehrt zu einer abgewinkelten Konformation der
Kohlenwassersto -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 Sarkolera aufgrund ihrer streng
an den Faserverlauf gebundenen Struktur ein interesanter lindidat fur die Immobilisie-
rung der hier untersuchten Metaboliten.

Die Konformation der Lipiddoppelschichten wird einerseits durch die Art der unpolaren
Fettsauren und andererseits durch elektrostatische Eigenschighn der hydrophilen Kepfe
bestimmt. Ketten aus geattigten Kohlenwassersto en haben eine lineare Struktur und bil-
den aufgrund der Tatsache, da sie dicht gepackt werden knnen, ein recht festes Ensemble.
In Zellmembranen ist jedoch von den beiden unpolaren Kohlewassersto -Ketten meistens
eine ungesittigt (Abb. 10.11(a)). Eine cis-Doppelbindung fehrt zu einer geknickten Struk-
tur und damit zu einer weniger dicht gepackten Membran. Reire Doppelschichten haben
deshalb die Eigenschaften einer hochussigen Phase, in denen die Partialladungen der
Kepfe zu einer gegenseitigen Wechselwirkungifiren. Bei Phosphatidylcholin z.B. ist der
polare Kopf mit dem P N* -Dipol so gegen die Oberache der Membran geneigt (Abb.
10.12(a)), da die Dipol-Achse nahezu parallel (innerhalb ® ) zur Ober ache verhuft

Tab. 10.2: Lipid-Zusammensetzung subzellularer 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 unges attigten Fetts auren. (a) Die durch cis-
Doppelbindungen verursachten Knicke in einem Teil der Kohlenwas sersto ketten f ehren zu einer unge-
ordneten Packung im unpolaren Kern der Doppelschicht (hier nur obe re Halfte dargestellt). Gleichzeitig
kommt es zu einer intermolekularen Wechselwirkung der PhosphoryIcholin-Einheiten. (b) Einlagerung von
Cholesterol fuhrt zu einer reduzierten Membran uidit &t und zu einem Trennen der polaren Kepfe.

[See87]. Die dadurch ermaglichte Anlagerung der positiven Partialladung des Sticlsto s
an die negative Partialladung der Phosphatgruppe stabiligert die Membran.

In vivo wird die Membran uidit at mber das Steroid Cholesterol (Abb. 10.11(b)) gesteu-
ert. Es kommt in relativ gro en Mengen in der au eren Zellmembran vor (s. Tab. 10.2)
und lagert sich mit seiner polaren Hydroxyl-Gruppe elber eine Wassersto brecke an das
Carbonyl-Sauersto atom des Phospholipids an. Wie Abb. 10.2(b) zeigt, be nden sich die
steife Ring-Struktur und der Kohlenwassersto schwanz dabé&im unpolaren Kern der Dop-
pelschicht, so da das Molekl mit seiner langen Achse senkrecht zur Membranobemche
orientiert ist. Dadurch werden gre ere Bewegungen der Ketten sterisch gehemmt. Gleich-
zeitig wird die intermolekulare Wechselwirkung zwischen Posphat und MesN* -Gruppen
geschvacht (me bar durch einen verminderten 3'P-1H-NOE, [Yea77]), und es entstehen
vergre erte Zwischenraume, die zu einer erwhten Beweglichkeit der Phosphorylcholin-
Gruppen fuhren.

Dabei kommt es einerseits zu einer erbhten Hydratation der polaren Kepfe [Yea77], aber
zusatzlich besteht auch die Meglichkeit zur Anlagerung anderer geladener oder polarigir-
ter Teilchen.

10.5.2 Interaktion von Taurin und Phospholipiden als Ausgangspunkt

Eine konkretere Vorstellung eber die Ursache der dipolaren Kopplungen im Tau-Molell
liefern die hier gewonnenen Erkenntnisse in Zusammenhang itnden biochemischen Ei-
genschaften dieses Metaboliten. Die orientierungsalingige Aufspaltung des Tau-Signals
zeigt (wie bei den anderen Metaboliten) &r parallel zum Feld ausgerichtete Fasern ein
Maximum und l& t von der Qualit at der Anpassung der (3 co$ 1)-Funktion her einen
Kollaps des Dubletts fer 55 durchaus plausibel erscheinen. Somit ist eine Euler-
Transformation vernachlassigbar, und die ChH-Gruppen messen im Mittel so orientiert
sein, da die Verbindungsachse der Protonen parallel zur Faerrichtung verlauft.

Die Vermutung, da Tau mit der Zellmembran interagiert, ind em es stabilisierend an diese
bindet [Bre01], weirde eine passende Erldrung dafur liefern. Die hydrophilen K epfe der
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unpolar polarer Kopf
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Abb. 10.13: Darstellung der Phospholipide, die auf Wechselwirkungen mit Tau u ntersucht wurden. Das
Zwitterion bindet ionisch an den polaren Kopf der Lipide, der wber eine Glycerol-Brecke mit den unpolaren
Fettsaure-Ketten verbunden ist. Die St arke der Bindung von Tau h eangt von der positiven Partialladung
am Kopf ab und ist daher bei Phosphatidylcholin am gr e ten; Phosphatidylinositol kann dagegen kein Tau
binden [Seb86].

Phosholipiddoppelschicht haben ein elektrisches Dipolmment, das (je nach Cholesterol-
Gehalt mehr oder weniger schag) in die Membran hineinzeigt. In diesem Zusammenhang
sind Untersuchungeneiber die Bindung von Tau an die polaren Kepfe der Lipide interessant
[Seb86].Sebring et al. stellten fest, da Tau unterschiedlich stark an die verschiedenen in
Membranen vorkommenden Strukturen bindet. Die untersuchien Molekele sind in Abb.
10.13 dargestellt. Tau hat im Vergleich zu anderen Moleklen die seltene Eigenschatft,
da seine basische Gruppe durch eine extrem saure Sulfonati@ppe (pKs = 1,5; Abb.
10.14(a)) kompensiert wird. Substitution dieses Anteils durch eine Corboxyl-Gruppe er-
gibt -Alanin, das einen hpheren K s-Wert hat und nicht die bindenden Eigenschaften

a) b)
i i
pK, =874 pK =15 pK, =6,9 pK, =3,6
+/CH2\ /S\"u,,o_ +/CH2\ /C\ i
H3N CH2 o) H3N CH2 0]
Taurin B-Alanin

Abb. 10.14: Vergleich von Tau (a) und und seinem Carboxyl-Analogon -Alanin (b). F ur die Wechsel-
wirkung mit den Phospholipid-K epfen ist der pK s-Wert von Bedeutung.
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mit der Membran zeigt.

Die Starke der Bindung hangt eindeutig von den basischen Eigenschaften des Lipid-
Sticksto s ab. Diese sind bei Phosphatidylcholin durch dieangrenzenden Methyl-Gruppen
am starksten ausgepagt und fehren somit bei Vesikeln dieses Phospholipids zur strksten
Bindung von Tau. Die Amino-Gruppe des Phosphatidylethanolamins ist eine schwache
Base (Kg = 9,5) und bindet Tau schwacher. Bei Phosphatidylserin ((Kg = 9,15) ver-
ringert die angrenzende Carboxyl-Gruppe (Ks = 2,25) den E ekt noch einmal etwas.
Im Phosphatidyinositol ist die Phosphat-Gruppe direkt an den Zucker gebunden, so da
keine positive Ladung vorhanden ist, an die die Sulfonat-Grppe binden kennte.

Neben der o ensichtlich wichtigen Bedeutung dieser Gruppefallt auch die starke struktu-
relle Ahnlichkeit zwischen Tau und den Kepfen auf, die (aus sterischen Ginden) ebenfalls
eine wichtige Rolle spielen lennte. Das Dipolmoment des Zwitterions kennte sich antipar-
allel zu dem der Kepfe ausrichten und damit die Membran stabilisieren. Hierbir wurden
in [Seb86] ebenfalls Hinweise gefunden:

Eine ionische Wechselwirkung des Tau mit dem Sticksto neutalisiert teilweise die positi-
ve Netto-Ladung des Lipids. Dies hatte wiederum eine Vers&rkung der negativen Netto-
Ladung im Bereich der Phosphoryl-Gruppe zur Folge. Damit wird jedes positiv geladene
Teilchen vom Lipid-Phosphat angezogen.Sebring et al. erklarten hiermit zuneachst die

HH

Abb. 10.15: Modell einer meglichen Anlagerung von Tau an die Zellmembran am Beispiel der Wechsel
wirkung mit Phosphatidylcholin. Nach [Seb86] lagert sich zun achst ein Molekell mit der Sulfonat-Gruppe

an die TMA-Gruppe an. Ein zweites Molek ul kann sich mit der NH 3 -Gruppe ans Phosphat anlagern; dabei
kennte sich auch die zweite Sulfonat-Gruppe zum terminalen Sticksto ausrichten. Sollte das Molek ul auf-
grund elektrostatischer Kr afte an beiden Enden xiert sein, w are auch die Rotation der Methylen-Gruppen

um die Einfachbindungen eingeschrankt. Dann k ennte die Verbindungslinie der Protonen jeder Methylen-

Gruppe (stehen hintereinander in dieser Darstellung) weitgehend parallel zur Faserrichtung laufen.
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0,31 nm 0,25 nm
| [T
C—(|3 c—=C
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trans cis

Abb. 10.16: Abstande der Protonen in trans- und cis-Stellung in den benachbarten Methylen-Gruppen
des Tau.

durch Tau gesteigerte Bindung von C&* an das Sarkolemma von Herz-Muskelzellen; sie
erwahnten aber auch, da jedes Molell mit ausreichender positiver Ladung an diese
Stelle binden kennte, wenn sie nicht durch Ca(ll)-lonen blockiert ist. In Ab wesenheit
von Kationen werden mamlich zwei Tau-Molekelle pro Phospholipid gebunden [Seb86]. In
diesem Zusammenhang wurde folgender Proze diskutiert: D8 Bindung eines ersten Tau-
Molekels mittels der Sulfonat-Gruppe an die Membran-Ober ache lonnte die Lokalisation
eines zweiten Tau-Molells zwischen den Lipid-Kepfen nach sich ziehen. Abgesehen von
der Argumentation uber die antiparallelen Dipol-Momente ware dieses Molekl vermut-
lich auch aus sterischen Ganden mit der Langsachse parallel zur Oberachennormale der
Membran orientiert. Diese Situation ist in Abb. 10.15 dargestellt.

Um die Langsachse wre eine Rotation meglich, aber die Spektren implizieren eine solche
Orientierung, bei der die Kernverbindungsachse zwischenah Protonen der CH-Gruppen
im Mittel noch eine leichte Vorzugsrichtung parallel zur Hauptachse der Zellen (und da-
mit zur Faserrichtung) hat. Der geringe Ordnungsparameter (kleiner als fur das (P)Cr2-
Dublett) deutet auf eine hohe Beweglichkeit hin. Es lennte jedoch sein, da die elek-
trostatischen Krafte die beiden geladenen terminalen Gruppen in ihrer Dynarik so weit
einschmnken, da keine freie Rotation der CHp-Gruppen mehr um die Einfachbindungen
erfolgen kann und somit ein wichtiger Freiheitsgrad blockert ware.

Die auftretenden Bewegungen scheinen eine Kopplung zwiseh den benachbarten CH-
Gruppen zu unterbinden. Von den Atomabstanden her (0,25nm bzw. 0,31 nm, s. Abb.
10.16) ware eine residuale Wechselwirkung durchaus vorstellbar,osda man kein dipola-
res AyZ,-, sondern ein AM, oder zumindest ein AX,-System erwarten werde.

Es ist aber auch meglich, da sich die Unterstruktur des Spektrums in vivo nicht au esen
lat, denn fur die Inter-Methylen-Wechselwirkung ist der internukleare Abstand minde-
stens um den Faktor 1,4 ge er als innerhalb der einzelnen Gruppen; demnach ist ei-
ne solche Kopplung (1,4%  2,7mal geringer. Die entspricht nur noch einer Sarke von
Sk=h 1;6Hz. Allerdings konnte auch bei Studien an Ratten eine weitee Unterstruktur
der Tau-Multipletts nicht eindeutig aufgel st werden [Zan00]. Au erdem stimmt dies mit
den Beobachtungen an zwei benachbarten CHGruppen in 1,2-Dichlorethan eberein, bei
dem die Wechselwirkung zwischen den Gruppen ebenfalls nuireen geringen Anteil liefert
(s. Kap. 3.6.1).

10.5.3 Wbertragung des Modells auf Kreatin

Im Falle des (P)Cr liegen bislang keine konkreten Anhaltspunkte fur die Lokalisation der
weitgehend immobilisierten Molekelle vor. Nachdem andere (Makro-)Molelele als Ursache
fur die Signale ausgeschlossen werden konnten [Kre97], wud in freheren Arbeiten noch
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zwei Erklarungsmodelle #@ir die Immobilisation diskutiert [Boe99]:

ein Einschlu der Molekele in langliche Strukturen wie die Actin-/Myosin-Filamente,
das SR oder die Mitochondrien,

Bindung an Makromolekelle, die ihrerseits in den Zellen einen hohen Grad an Ord-
nung besitzen.

Fur das letzte Modell wurde zurachst die Kreatin-Kinase (CK) favorisiert, aber mit Ex-
perimenten an transgenen Mausen wurde diese Idee widerlegt [Zan00]. Daher scheint die
erste Theorie der beste Ansatzpunkt zu sein, denn da die mdmsn Metaboliten von Be-
wegungseinschankung betro en sind, ist eine allgemeine Erklmrung wahrscheinlicher als
eine spezi sche Bindung an bestimmte Enzyme.

Untersuchungen zur Di usions-Anisotropie von (P)Cr haben gezeigt, da die starke Re-
striktion in Transversalrichtung der Zelle nicht auf die Filamente zureckgekihrt werden
kann [Kin99]. Es kommt nur eine gre ere Struktur wie das SR oder die Mitochondrien
in Frage (die au ere Zellmembran [Sarkolemma] ist schon wieder zu gro aumig). Beide
Elemente sind wie die Zelle von einer Phospholipid-Membran mschlossen, die ¥r das
geladene (P)Cr undurchiassig ist. Daher lonnte man vermuten, da auch diese Molekile
sich zwischen den polaren lépfen ansiedeln. PCr besitzt zwei terminale negative Ladun
gen und eine positive Ladung an der NH-Gruppe. Letztere kennte sich wie ein Kation

Abb. 10.17: Modell einer meglichen Anlagerung von PCr an die Zellmembran am Beispiel der Wechsd-
wirkung mit Phosphatidylcholin. Die positiv geladene NH »-Gruppe kennte sich an das Phosphat des Lipids
anlagern. Inwieweit das Phosphat des PCr in Wechselwirkungen mit de m positiv geladenen Lipid-Kopf ein-

bezogen ist, ist unklar. Die ermittelte Struktur des PCr-Molek wls (Abb. 10.18) werde es ernmeglichen, da

sich sowohl ts der Methylen-Gruppe als auch die N C-Achse des Methyl-Rotors (rote Pfeile) ann ahernd
parallel zur Faserrichtung orientieren.
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Abb. 10.18: Strukturen von PCr ohne (a) und mit (b) der Ber ecksichtigung interatomarer Kr afte (MM2-
Algorithmus). Bei der energetisch bevorzugten Form (b) sind die Ac hse des Methyl-Rotors und s der
Methylen-Gruppe (rote Pfeile) ann ahernd parallel orientiert.

an die Phosphat-Gruppe des Lipids anlagern. kir die beiden entgegengesetzt gerichte-
ten elektrischen Dipolmomente des PCr ist die Frage, ob sicleines antiparallel zu dem
Moment der Lipide ausrichten wird. Fer dasjenige zur Phosphorylgruppe spricht, da
sich bei seiner Ausrichtung die Phosphat-Gruppe nicht zum Menbran-Innenraum orien-
tieren weirde. Dieser Aspekt ist deshalb von Bedeutung, als da die dumale Resonanz im
31p-NMR-Spektrum gegen eine Mobilitatseinschmnkung dieser Gruppe spricht. Die um-
gekehrte Orietierung mit der Phosphat-Gruppe im tieferen Beeich der Membran ist eher
unwahrscheinlich. Abb. 10.17 zeigt die diskutierte Anordrung der Molekelle und verdeut-
licht, da bei dieser Anordnung entsprechend den gemessenelrientierungsabhangigkeiten
sowohl die Rotationsachse des Methyl-Restes als auch intenklearer Vektor der Methylen-
Gruppe im Mittel eine bevorzugte Orientierung in Faserrichtung haben kennten.

Cr hat dagegen nur die eine negative Ladung an der Carboxyl-Guppe, so da sich dieses
Molekel umgekehrt orientieren weirde, wenn die Dipole entscheidend sind. Unabéingig
von der Frage, welcher Teil des Molehlils in Richtung Cytoplasma zeigt, ist es durch die
langlich Anordnung zwischen den Lipid-Kepfen meglich, da die CH,-Gruppe sich wie
beim Tau orientiert und eine Euler-Transformation fer die Quanti zierung der Kopplung
zwischen den Protonen vernacldssigt werden kann.

Die durchgefihrte Anpassung von (3.29) an die Daten des Methyl-Tripletts bestatigte
qualitativ die schon vorher gemachte Beobachtung, da die Achse des CH-Rotors ahn-
lich orientiert sein mu wie der internukleare Vektor der Me thhylen-Gruppe. Da sich
und nicht gro unterscheiden, lat sich mit der Struktur des PCr-Molek wls erklaren. Bei
dem zurmachst mit ACD/3D dargestellten Molek ul, fer das nur die Tetraederwinkel der
Bindungen bericksichtigt werden, stehen die beiden Achsen fast senkretlaufeinander
(Abb. 10.18(a)). Eine Berechnung der Struktur unter Bereicksichtigung der molekularen
Mechanik unter Chem3D Ultra 8.0 (Quelle: [Cam]; Benutzung des MM2-Algorithmus
nach Allinger [All]) ist in Abb. 10.18(b) dargestellt. F wr diese Struktur unterscheiden sich
die beiden Orientierungen nicht wesentlich (allerdings kan der Ein u des Wassers unter
In-vivo- Bedingungen nicht bericksichtigt werden).

Von den isochronen Systemen ist die (P)Cr-Methylen-Gruppe dijenige mit dem gm® ten
Ordnungsparameter. Im Vergleich zu Tau scheint sie eine sirkere Bewegungseinscham-
kung zu erfahren. Dies lennte daran liegen, da die nach au en gerichteten Gruppen CHg;
und NH} eine Bewegung der Methylen-Gruppe um die Einfachbindungen CCH, N
erschweren. Simulationen der Molekulardynamik mit Chem3DUltra zeigen auch, da die
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N C-Achse des Methylen-Rotors eine recht gro e Beweglichkeit At und daher S fer die-
ses Spin-System am kleinsten ist.

Es fallt auf, da im Gegensatz zum Cs im M. gastrochemius nur ein mmobiles Komparti-
ment vorzuliegen scheint, denn als Signal der Methylen-Grupe tritt nur ein Dublett auf;
ein von mobilen Molekelen ohne residuale dipolare Kopplung stammendes Singuleist
nicht zu beobachten.

Besonders bei (P)Cr bleiben viele Aspekte der Dynamik ungédlart. So gibt es wider-
sprechliche Ergebnisse, die einerseits darauf hindeuten, dadas Dublett bei 3,9 ppm nur
von PCr stammen kann [Kre99, Boe99], andererseits diese Hyphese aber widerlegen
[Zan00]. Au erdem ist es fraglich, ob das Dublett nur durch PCr, das Triplett aber durch
PCr und Cr verursacht wird.

10.5.4 Anhaltspunktesf die Dynamik von Carnosin an Membranen

Neben den bereits ermhnten Prozessen, die zu einer Bwegungseins@mkung von Cs-
Molekelen fehren (Wechselwirkungen mit Albumin und Ca?* -lonen), gibt es auch hier
Anhaltspunkte fur eine Interaktion mit den Phospholipiden. Lange Zeit wurde vermutet,
da Cs nur als Puer f ur das bei Muskelaktivitat anfallende Lactat fungiert; abgesehen
davon, da dies keinen Anhaltspunkt fer eine vemnderte Mobilit et gibt, geht man inzwi-
schen davon aus, da Cs noch weitere wichtige Funktionen hat
Aktuelle Studien zeigen, da Molekele mit aromatischen Strukturen sich ebenfalls in
Phospholipiddoppelschichten einlagern [Gae03]. Dabei kmte wber chemische Verschie-
bungen und NOE-Experimente nachgewiesen werden, da die Rigstrukturen sich vor-
zugsweise auf lehe der Glycerol-Gruppe und der oberen Acyl-Kette anlagern. e Starke
der Wechselwirkung (mit NOE gemessen) nimmt mit steigenderPolarit &t des Molekels
oder des Phospholipid-Kopfes zu. Es spielen also elektrosiache Anziehungen eine Rol-
le. Dabei dringen Molekele mit kleinen elektrischen Dipolen tiefer in die Membran en,
weahrend stark polare Molekele von den unpolaren Ketten zum Kopf hin wandern. 2H-
NMR-Experimente mit deuterierten aromatischen Verbindungen zeigten au erdem, da
sich die Ringe parallel zur Ober achennormale der Membran ausrichten.
Diese Orientierung impliziert, da die Ober- und Unterseite eines Rings ér die Wech-
selwirkung mit den Phospholipiden in Frage kommen und daherdie -Elektronen eine
besondere Rolle spielendnnten. Einerseits kann es daher zur Ausbildung von Wassets -
Breickenbindungen kommen, andererseits aber auch zu der sehieV e ektiveren Kation-
-Wechselwirkung. Diese dient in vielen Rllen als treibende Kraft fer die Rezeptor-
Erkennung quartarer Ammonium-, Sulfonium- und Guanidinium-Kationen [Mec96]. Fur
diese bildet sich in Folge des negativen Ringstromsiber dem Benzol-Ring eine Potential-
mulde aus, in der sie sich in einem gebundenen Zustand be naekennen. Die Form dieser
Mulde hangt besonders bei Hetero-Ringen von der jeweiligen Struktuab.
Im Fall des Imidazol-Rings sind die elektrostatischen Bedigngen aber etwas komplizierter.
Abb. 10.19 zeigt, da Sticksto unterschiedliche Auswirku ngen auf die Potentiale aroma-
tischer Strukturen haben kann. Die NH-Gruppen von Indol und Pyrrol bewirken eine
leichte Verschiebung der Potentialmulde von den Stickto -Atomen weg. Die gro raumige
Doppelring-Struktur kann z. B. ein Na* -lon mit 32,6 kcal/mol binden. F ur Pyrrol ist die
Bindung etwas schwacher. Auch im Imidazol-Ring ist das Zentrum der Mulde von der
NH-Gruppe abgewendet. Hinzu kommt aber noch, da das freie Ektronenpaar an der
einzig nicht protonierten Stelle des Rings (N) stark nucleophil ist und daher dort die
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32,6 29,6 21,0

H H
N N
SO AR

Indol Pyrrol Imidazol

Abb. 10.19: Elektrostatische Potentialober achen verschiedener Aromaten #r die Bindung eines Na* -
lons. Rot entspricht einer Bindungsenergie von mindestens -25 kcal/mol, blau einer absto enden Energie
von 25kcal/mol oder mehr. Au erdem sind die Bindungsenergien f ur ein Na-lon in der Potentialmulde
durch die Wechselwirkung mit den -Elektronen in kcal/mol angegeben (enthommen aus [Dou]).

gre te Anit at fur Kationen ist. Na* kann zwar mit 21,0 kcal/mol oberhalb des Ringes
binden, be ndet sich dann aber in einer instabilen Konformation und wird sich an das He-
teroatom anlagern. Die Bindungsenergie hiesr betragt 39,5 kcal/mol [Mec96] und stellt
damit das wirkliche Minimum der Potentialober ache dar. Nebenbei erlért dies auch,
warum Cu(Il)-lonen nur mit unprotonierten N-Atomen einen Kom plex ausbilden; in allen
anderen Bereiche der Kante des Benzol-Rings herrscht ein refsives Potential (in Abb.
10.19 blau dargestellt).

Das unprotonierte N-Atom kennte sich also an die positiv geladene TMA-Gruppe anla-
gern. Durch die Freiheit der Drehung um die Einfachbindung cer Kettenstruktur k ennte
die NH-Gruppe der Peptid-Bindung mit der Phosphat-Gruppe die vermutete Wassersto -
Breickenbindung ausbilden. Das Molell ware dann mehrfach in der Bewegung einge-
schrankt.

Es ist nicht auszuschlie en, da eine solche Immobilisierung der Cs-Molelelle au er im
Sarkolemma noch in weiteren Zellmembranen auftritt. Man vemutet, da Cs eine wich-
tige Rolle bei der Aktivierung der Ryanodin-Rezeptoren spid¢t [Rub01], welche in den
Terminalzisternen des SR lokalisiert sind und als Ca-lonenanal fungieren (Abb. 10.20).
Diese Art der Aktivierung w urde fur eine Interaktion des Cs mit dem Rezeptor selber

InsP3R

oder RyR
Cytoplasma

ER/SR-Membran

Lumen

Abb. 10.20: Transport von Ca?*-lonen durch Inositol-1,4,5-triphosphat-Rezeptoren (Ins PsR) oder
Ryanodin-Rezeptoren (RyR) aus dem Lumen des sarkoplasmatischen Reikulums (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 Nahe sprechen. Studien zum
Severin-E ekt zeigten, da die SR-Ca-Pumpen durch Cs (und Ans) vor Lipid-Peroxidation
geschutzt werden [Bol00]. Auf jeden Fall bestinde eiber die longitudinale Ausrichtung der
SR ein strenger Zusammenhang mit der Faserrichtung. Da die Mmbran des SR jedoch
weniger Cholesterol als das Sarkolemma en#iit (Tab. 10.2) kennte dieses xierende Sy-
stem andere dynamische Eigenschaften haben als im Fall der &¢hselwirkung zwischen
Tau und dem Sarkolemma. Die Ordnungsparameter sprechen jexth eher #ir eine recht
e ektive Fixierung.

Weitere Hinweise auf eine Immobilisierung von Cs liefern Bebachtungen beziglich einer
verlangsamten Zellalterung. Hierbei ergeben sich teilwsee interessante Paralleliaten zum
biochemischen Verhalten von Tau, die sich eventuell auch &u(P)Cr wbertragen lassen.
Auf diese Aspekte soll nun genauer eingegangen werden.

10.6 Reaktiviat von Carbonyl-Gruppen bei der Glycation und Fixierung
aminohaltiger Metaboliten

Ein Proze der Alterung ist die sog. Glycation, die nicht-enzymatische Glycolyse von Pro-
teinen. Der Proze wird durch Aldehyde oder Ketone (z. B. reduzierende Zucker) ausgeaist
und hat im Ende ekt eine Ausbildung von Protein-Protein- und Protein-DNA-Cross-Links
zur Folge. Haupt-Angri spunkt sind die  -Amino-Gruppen eines Lysin-Residuums der Ma-
kromolekele [Hip98], die z. B. mit Glucose zu einer Schi schen Base i@gieren (Abb. 10.21).
Diese stellt das primare Glycations-Produkt dar, das durch intramolekulare Umordnung
in ein stabileres Amadori-Produkt (intermedi ares Glycations-Produkt) umgewandelt wird.
In einer irreversiblen Folge von Reaktionen entstehen danrfadvanced glycation endpro-
ducts" (AGEs) wie z. B. FFI (2-2(Furoyl)-4(5)-(2-Furanyl)-1H-Im idazol) [Bie98].
Interessant ist in diesem Zusammenhang, da auch die Amino-@ippen der Phospholipi-

e-Amino-Gruppe
eines Lys-Residuums
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HC ' OH \ \
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reduzierender Zucker Schiffsche Base Amadori Produkt "AGE"-Cross-Links

Abb. 10.21: Entstehung von "AGE"-Cross-Links in Proteinen in der Maillard-Reak tion. Zun achst rea-
giert die Amino-Gruppe eines Proteins reversibel mit einem red uzierenden Zucker zu einer Schi schen
Base. Intramolekulare Umordnungen fehren zum chemisch stabileren Amadori-Produkt, das durch weite re
Umordnungen, Dehydrationen und Kondensationen irreversibel zu ei nem "advanced glycation endproduct"

(AGE) umgewandelt wird. Diese Produkte k ennen zu einer Verkettung von Amino-Gruppen f eihren [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] vorgeste llter Ablauf).

de von der Glycation betro en sein kennen. Analog zu Abb. 10.21 kann das Aldehyd mit
der Amino-Gruppe von z.B. Phosphatidylethanolamin reagieen und so wie bei Proteinen
eine Carbonylierung des Makromoleldls durchfehren. Im Unterschied zum Proze in Abb.
10.21 kommt es aber nicht zu einer Polymerisation, sondernmi Anschlu an die AGE-
Bildung zu einer Oxidation ungesattigter Fetts auren [Bie98]. Der Proze , der den Zerfall
des Phospholipids zur Folge hat, ist in Abb. 10.22 dargestél

10.6.1 Bedeutung von Cs bei der Glycation

Es ist bekannt, da der gre te Teil des endogenen Csin vivo mit Proteinen assoziiert ist

[Bol00] und daher die Funktion als mobiler pH-Pu er als Haupt-Aufgabe angezweifelt wer-
den mu . Die Mechanismen der Glycation liefern hier Aufschu wber die Zusammenimnge

der Immobilisierung durch Assoziation mit Makromolekelen.

Cs hat einen protektiven E ekt f ur die Makromolekele, der in verschiedenen Studien un-
tersucht wurde und bei dem es auf zwei verschiedene Arten wisam ist:

Reaktion mit der Carbonyl-Gruppe des Markromolekells; dieser Proze wird als Car-
nosinylierung bezeichnet [Hip0O0] und unterbindet die AGE-Bldung.

Reaktion mit Aldehyden/Ketonen oder Hypochlorit, bevor di ese die Amino-Gruppe
des Makromolelels angreifen und die Carbonylierung induzieren.

Die Hypothese einer wichtigen Funktion von Cs in Zusammenhag mit der Glycation
wird dadurch untermauert, da das Dipeptid in glykolytisch en Geweben in hoher Kon-
zentration vorkommt. F er 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 resulti erende Triazin-Verbindung
wird ember den Urin ausgeschieden [Bie98].

da die terminale Cs-Amino-Gruppe unter Abspaltung des Sauesto s an den Kohlensto
der Carbonyl-Gruppe bindet. Das "carnosinylierte” Molekul ist in seiner Reaktivit at so
verandert, da kein Cross-Linking mehr statt ndet. Untersuchu ngeneber den Ablauf der
Reaktion liegen bislang nurin vitro vor [Hip00], aber es ist bekannt, da AGE-Bildung in
vivo durch Aminoguanidin unterbunden wird [Bie98]. Der Mechanismus dieser Reaktion
(Abb. 10.23), bei dem das Endprodukt eber den Urin ausgeschieden wird, d t darauf
schlie en, da Carnosinylierung auch in vivo statt nden k ennte. Als megliche Kandidaten
fur geordnete Proteine, die mittels dieser Reaktion Cs immobisieren, kommen natrlich
die Actin-/Myosin-Filamente in Frage. Aber auch das in [Hip0OO] vorgeschlagene Modell
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Abb. 10.24: Struktur eines carnosinylierten Lipids (a). Das r aumliche Modell (b) w erde die Meglichkeit
einer Wassersto -Br ucke an der Peptid-Bindung (s. Pfeil) best atigen und die hier gemessene Resonanz bei
8ppm in vivo erklaren. Der Ring kennte au erdem wber das N®-Atom xiert sein, beispielsweise eber eine
Wassersto -Br eicke mit der Hydroxyl-Gruppe des Cholesterols.
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Carnosin Histidin Lysin

Abb. 10.25: Struktur von Cs im Vergleich zu den Amisos auren Lys und His, den beiden bevorzugten
Residuen bei Carbonylierung von Proteinen: jedes Molekel enthalt eine Amino-Gruppe mit proximaler
Carboxyl-Gruppe.

eines carnosinylierten Lipids ist interessant. Abb. 10.24verdeutlicht, da eine solche Kon-
formation durchaus in Ubereinstimmung mit der im vorigen Abschnitt erw ahnten Lokali-
sation aromatischer Strukturen auf Hohe der Glycerol-Breacke und der oberen Acyl-Kette
und der in dieser Arbeit vermuteten Ausbildung einer Wassesto -Br eickenbindung an der
NH-Gruppe der Peptid-Bindung steht. Eine Fixierung des Rings kennte noch eber das
stark nucleophile, unprotonierte N3-Atom statt nden (z.B. mit der Hydroxyl-Gruppe des
Cholesterols). Diese Kombination aus verschiedenen Wechkbkvirkungen inklusive kovalen-
ter Bindungen kennte eine sehr e ektive Immobilisierung des Molells verursachen und
stande daher inWUbereinstimmung mit den aus den NMR-Spektren gewonnenen Kettnis-
sen.

Die zweite Art der Protektion hat einen praventiven Charakter. Einerseits kann es auf-
grund der strukturellen Ahnlichkeiten zwischen Cs, His und Lysin sein, da Cs anstde
dieser beiden Aminoswure-Residuen eines Proteins von den reaktiven Sto en an deNH-
Gruppe der Peptid-Bindung carbonyliert wird [Hip98]. Alle d rei Molekelle besitzen ramlich
eine Amino-Gruppe mit proximaler Carboxyl-Gruppe (Abb. 10.25). Hinzu kommt, da
ein Imidazol-Ring, der sich in raumlicher Nahe zu dem Reaktionszentrum be ndet, die
Amadori-Umordnung katalysiert [Shi91] eine Voraussetzung, die also auch bei Cs gege-
ben ist. Es kennte aber auch sein, da die Reaktion wie bei Phosphatidyléhanolamin in
Abb. 10.22 an der terminalen Amino-Gruppe abhuft. Diese ist auch im Zusammenhang
mit der beobachteten Funktion als Hypochlorit-Radikalquencher [Hip98] interessant, denn
analog zu Tau kennte sich hierdurch ein Chloramin-Derivat bilden.

Im Rahmen der Carnosinylierung sollte noch kurz auf das sogCarnosinase-Paradoxon
eingegangen werden. Dieses Enzym emglicht die Spaltung des Dipeptids in His und Ala.
Da Cs eine der schwichsten toxischen Verbindungen ist, stellt die hohe Konzetnation des
Enzyms (intrazellular und im Serum) ein bisher ungebstes Ratsel dar. Es wurde daher
spekuliert, ob das Molelel, das bei der Reaktion mit Carbonyl-Gruppen in vivo eine Rolle
spielt, nicht His ist [Hip00]. Dabei wurde auch das Argument angekihrt, da eine Ver-
bindung aus Formaldehyd und His im Urin nachweisbar ist. Aufgrund der Toxizit &t von
His ware es demnach denkbar, da Cs nur als Speicherform auftrittund elber Carnosi-
nase an den bentigten Stellen freigesetzt wird, um eine Anlagerung von Hs an Protein-
Carbonyl-Gruppen zu bewirken. Angeborene Insu zienz des Erzyms fehrt zu mentaler
Retardierung, was auch auf die Notwendigkeit einer Freisetung der beiden Peptid-Halften
hindeutet [Hip00].

10.6.2 Erweiterung des Modells auf andere Metaboliten

Zwischen Cs und Tau gibt es strukturell die Gemeinsamkeit de Ethylamin-Restes, aber
auch Gemeinsamkeiten bei der Eigenschaft als Hypochlorit-Rdikalquencher sind au allig.
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Abb. 10.26: Denkbare Umwandlungen carbonylierter Makromolek ele: (a) Endstadium der bereits un-
tersuchten Carnosinylierung [Hip00]. (b) Die Anlagerung nur des His-Residuums kennte ein Hinweis zum
Verstandnis des Carnosinase-Paradoxons sein. Aufgrund der Analogien zu Cs bw. Aminoguanidin k enn-
ten auch Tau (c) bzw. Cr (d) wber ihre terminalen Amino-Gruppen die vollst andige Maillard-Reaktion
verhindern.

Es kann also spekuliert werden, ob ein der Canosinylierungrealoger Mechanismus nicht
auch mit Tau meglich ist.

Ob Tau au er mit HOCI ahnlich wie Cs auch noch mit Ketonen und Aldehyden reagiert,
um eine Carbonylierung von vornherein zu unterbinden, ist vegen des fehlenden katalysie-
renden Imidazol-Rings fraglich. Makromolelelle, die aber bereits zu einem intermediren
Glycations-Produkt umgewandelt wurden, kennten jedoch auch mit Tau an der Carbonyl-
Gruppe reagieren und so das Fortschreiten der Maillard-Reatkon verhindern.

Ebenso sollte in Betracht gezogen werden, ob nicht auch Cr rhiseiner Amino-Gruppe
eine ahnliche Reaktion ausbsen lennte, denn die strukturelle Ahnlichkeit zu Aminogua-
nidin kennte ein Hinweis dakr sein, da die Carbonyl-Gruppen von Makromolekelen im
frehen Stadium der Glycation allgemein mit Amino-Gruppen reageren (s. auch diskutier-
te Reaktion mit His als Alternative zur Carnosinylierung). Abb. 10.26 zeigt die neglichen
Produkte dieser Reaktionen. Die Beweglichkeit der so an eiem Makromolekel Xxierten
Cr- und Tau-Reste kennte innerhalb der Zwischenmume der Lipid-Kepfe heher sein als
die des gm eren Cs-Restes. Somit vare verswndlich, da der Ordnungsparameter fer das
System H2 H4 am gre ten ist.

Es liegen also mehrere Anhaltspunkte dafr vor, da die verschiedenen Metaboliten nicht
nur aus sterischen Genden und eber elektrostatische Krafte in ihrer Beweglichkeit ein-
gescheankt sind, sondern es kommen auch durchaus kovalente Bindugen mit orientierten
Strukturen wie etwa den kontraktilen Filamenten oder zellularen Membranen in Frage.






Kapitel 11

Resunme und Ausblick

Die vorliegende Arbeit zeigt, da bei 1,5T die NMR-Spektren eniger gekoppelter Spin-
1/2-Systeme eine Feinstruktur aufweisen, die Abweichungerom Paschen-Back-E ekt ver-
anschaulichen. Linienposition und -intensiwten zeigen Veanderungen, die auf eine nicht-
verschwindende Superposition der Produkt-Eigenzuginde zurickzufehren sind. Fer eine
genaue quantitative und qualitative Analyse hochaufgebster Spektren sind diese E ekte
unbedingt zu bereicksichtigen.

Die E ekte sind gleicherma en bei skalaren und dipolaren Kopplungen zu beobachten.
Erstere treten in vivo deutlicher auf und haben den Vorteil, da sie leicht in vitro unter
ahnlichen Bedingungen zu untersuchen sind. Der aus der chasthen Analytik wohlbe-
kannte Dach-E ekt, dessen Bedeutung bei der ldenti kation gekoppelter Spin-Systeme
durch die Methoden der mehrdimensionalen Spektroskopie atas gesunken ist, konnte
mit geeigneten Modell-Losungen von ATP ausihrlich untersucht und damit f er hoch-
aufgelste 3'P-NMR-Spektren der Wadenmuskulatur mit hoher Genauigkeit quanti ziert
werden. Dieses Vorwissen kann in die verbesserte Auswertgnvon klinisch erhobenen Da-
ten einie en.

Durch die Ubertragung der von Breit und Rabi entwickelten Darstellung der feldabhangi-
gen Hyperfeinstruktur war es meglich, eine allgemeine Formeldr die dipolare Interaktion
zweier anisochroner Protonen-Spins zu bekommen und den veatinisma ig raschen Uber-
gang vom Zeeman- zum Paschen Back-E ekt zu demonstrieren. Skonnte die Existenz
einer langreichweitigen Wechselwirkung im Cs nachgewieseverden. Die theoretischen Be-
trachtungen zeigten die Unterschiede zwischen skalarer uhdipolarer Kopplung auf und
machten insbesonderedfr die direkte Wechselwirkung klar, da die Drehung des Hilbert-
Unterraums Konsequenzen dr die Klassizierung der Systeme in schwache, starke und
pseudo-starke Kopplungen hat.

Experimente an skalar gekoppelten Systemen zeigten, da @i Veranderungen in den Li-
nienintensitaten deutlich ausgepmgter sind und bei hohem S/N-Verhaltnis als erstes auf
Abweichungen von der X-Naherung hinweisen. Beim dipolaren AM-System des Cs konnte
wegen der geringen Intensiat der Signale und der teilweisendberlagerung mit anderen Re-
sonanzen nur eine Quanti zierung der Asymmetrie in den Linienpositionen durchgeéihrt
werden. Abb. 11.1 zeigt, da die hier untersuchten Spin-Syséme einen weiten Bereich
an Breit-Rabi-Parametern abdecken. Von den starken Wechselitkungen wie Cit und
Tau bis zu den schwachen Interaktionen des ATP wird deutlich da bei Experimenten
an Ganzkerper-Tomographen ein unterschiedlich starker residualeiGesamt-Spin de niert

165
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Abb. 11.1: Darstellung der unterschiedlich starken Mischungswinkel f er die Uberlagerung von Quan-
tenzustanden verschiedener Spin-1/2-Systeme bei 1,5T (&r dipolare Kopplungen bezieht sich x auf die
maximal megliche Linienaufspaltung bei 0).

werden kann. Beim System der Cs-Ringprotonen ist der Gesamt{8n durch das Grund-
feld schon deutlich serker aufgebrochen als bei den AB-Systemen Cit und Tau. Trotdem
liegt dieses System noch dichter am Zeeman-Bereich als diéP-Kerne im ATP. Diese
werden wegen des bereits auftretenden Dach-E ekts als AMX-Sgtem gekennzeichnet, so
da sich Cs durchaus als AM-System klassi zieren & t. Die pseudo-starken isochronen
Syteme nehmen eine Sonderrolle ein, da es bei ihnen immer zoraximalen Mischung der
Eigenzusande kommt. Ihr Phanomen der residualen dipolaren Kopplung ist daher deut-
lich von dem des Cs zu unterscheiden.
Da die quantenmechanische Feinstruktur nur beobachtet weden kann, wenn der residua-
le Gesamt-Spin noch ausreichend de niert ist, werden die hiebeschriebenen E ekte bei
Hochfeld-Tomographen 89 3 T) nur noch abgeschvacht oder gar nicht mehr auftre-
ten. Die Vereinfachung der Spektren durch eine Art Entkopplung mittels des gesteigerten
Grundfeldes geht mit einem Informationsverlust einher, de u. a. die Identi kation kop-
pelnder Spins erschwert.
Experimente bei kleinen x-Werten sind also prinzipiell aufschlu reicher, was die Unter-
suchung der Feinstruktur angeht, weisen aber aufgrund der Bltzmann-Verteilung das
Problem der geringen Spinpolarisation auf. Aktuelle Fortchritte auf dem Gebiet der T-
NMR geben jedoch Anla zu der Uberlegung, residuale dipolare Kopplungen in Bereichen
X 1 zu untersuchen. Breit und Rabi klassi zierten bei der Hypeafeinwechselwirkung
den Bereichx < 0;1 als starke Wechselwirkung; wie die Verallgemeinerung deBreit-Rabi-
Gleichung jedoch zeigte, mu fur Protonen von einem deutlich kleineren Wert ausgegangen
werden, damit der steile Anstieg der Eigenwerte #@r die nicht veranderten Eigenzustnde
1 und 4 nicht dominant wird.
In diesem Zusammenhang ist die Methode der Niveau-KreuzungSpektroskopie (level
crossing, LC) interessant, die 1959 vorColegrove et al. vorgeschlagen wurde, um die
atomare Feinstruktur pr azise zu untersuchen [Col59]. Wird dasu ere Feld so eingestellt,
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da sich im Breit-Rabi-Diagramm zwei Niveaus kreuzen, so vershwindet der zugelerige
Ubergang. Wie Abb. 11.2 zeigt, kreuzen sich (von hohen Felda kommend) zunachst ;
und ». Dax mit ~ ! skaliertist, mu die ben etigte Feldstarke sehr klein sein. In diesem
Bereich ist E»> noch konstant 0;5Sk, so da der steile Anstieg von E1(x) zur Niveau-
Kreuzung beix =1;5 10 ® =2~ 1=Sk fuhrt. Mit SDg=17;7Hz und ! 1 ppm fer
Cs erhalt man fur das berptigte externe Feld einen Wert von 0,624 T. Dies ist schwacher
als das Erdmagnetfeld, aber die Weiterentwicklung aktuellverfeagbarer Methoden [McDO02]
kennte in Zukunft die Untersuchung einer solchen Niveau-Krezung bei residualer dipo-
larer Kopplung mit SQUIDs m eglich machen.

Weitere Experimente zum Nachweis der Kopplung H2-H4 sollterdie Winkelabhangigkeit
des E ekts untersuchen. Zwar wurde in dieser Arbeit durch ldcht veranderte Lagerung der
Probanden ein Bereich bis 30 abgedeckt und die Tendenz eines Multiplett-Kollapses
fur ! 55 auch durch die Auswertung der Spektren aus dem M. soleus besigt, die
Aufnahme der gesamten Winkelabmngigkeit wurde jedoch noch nicht durchgeéihrt. We-
gen der mit der notwendigen hohen Au esung verkreipften langen Me zeit von ca. 16 min
pro Spektrum ist es ®r die Probanden nicht meglich, die Wade dauerhaft gegen das Feld
verdreht zu halten. Ein verbessertes S/N eines Hochfeld-Tomgraphen ware eine geeignete
Meglichkeit, um den charakteristischen (3 co$ 1)-Verlauf zu messen und die Notwen-
digkeit einer Euler-Transformation zu untersuchen.

Da mit den Ringprotonen des Cs erstmalig ein anisochrones $p-System vorliegt, kennten
auch NOE-Experimente weiterfuhrende Ergebnisse liefern: selektive &tigung der einen
Resonanz mit anschlie ender Beobachtung der Signalvemnderung des anderen Signals
weirde einen alternativen Zugang zur Kopplungssarke darstellen.

Mit der verallgemeinerten Breit-Rabi-Formel und den zugelorigen Asymmetrie-Parame-
tern stehen Beziehungen zur Vemigung, um In-vivo- NMR-Spektren auf weitere anisochro-
ne Wechselwirkungen zu untersuchen. Die Quanti zierung de Kopplungskonstante mittels
der beobachteten Multiplett-Verschiebung erwies sich im Fll des Cs als weniger genau
als die Methode uber die Linienaufspaltung; dennoch kannAp (und unter bestimmten
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Abb. 11.2: Breit-Rabi-Diagramm dipolar gekoppelter Protonen zur lllustration der  Niveau-Kreuzung fuer
sehr niedrige Felder. Beix =1;5 10 ° verschwindet der tbergang 1$ 2. Die residuale Kopplungsstarke
der Imidazol-Protonen von Cs impliziert diesen E ekt bei 0,624 T.



168 Kap. 11. Resune und Ausblick

Umstanden auchA,) herangezogen werden, um Wechselwirkungen von Spins naalveei-
sen. Experimente an13C waren ein interessantes Gebiet, um zu pifen, ob Hinweise auf
Fixierungen weiterer Untereinheiten der Molekelle vorliegen.

Die Mechanismen dieser Immobilisierung sind immer noch niet endgeltig aufgeklart. Vie-
le Ergebnisse sprecheneir eine elektrostatische Wechselwirkung zwischen den Metzoli-
ten und einer ausgerichteten Struktur (in diesem Zusammenhng wurden die Protein-
Filamente favorisiert [AsI99, Asl03, EIll94]), aber auch clemische Prozesse mit der Aus-
bildung kovalenter Bindungen sind ein megliches Modell. Als Kandidaten fur die bin-
dende Struktur werden momentan die kontraktilen Filamente oder Zellmembranen disku-
tiert. Zur Kl arung dieser Frage sollten zulkinftige Projekte auch die Wechselwirkung mit
Phospholipiden untersuchen, da dieseefr die NMR-Spektroskopie leicht in den berwtig-
ten Mengen #ir In-vitro- Experimente zuganglich sind. Bislang liegt nur eine Studieuber
die Immobilisierung von (P)Cr in Doppelschichten vor [Vil00Q]. Die Praparation isolierter
Filamente, um in vitro eine Wechselwirkung mit Membranen auszuschlie en, @rfte nur
schwer durchiihrbar sein.

Unabhangig von der noch ausstehenden Erldrung der genauen Umsande der Moleku-
lardynamik in hochgradig strukturierten Geweben stellt sich fur quantitative Messun-
gen erneut das Problem MR-sichtbarer und -unsichtbarer Kompatimente: Ist Cs nicht
vollstandig immobilisiert, so sollten aliphatische Resonanzenishtbar sein und somit bis-
lang nicht berecksichtigte Beitrage unterhalb der (P)Cr- und Cho-Signale liefern. Waren
die Signale der Cs-Methylen-Gruppen andererseits wirklich icht detektierbar, so weirde
auch wieder die Frage auftauchen, welcher Anteil dieser lehten Metaboliten mberhaupt
detektierbar ist.
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