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NMR-Spektroskopie: Wo sind die Grenzen der

Nachweisempfindlichkeit?
Hans Wolfgang Spiess*

Die magnetische Kernresonanz(NMR)-Spektroskopie ist in
der Physik, Chemie, Biologie und Medizin unverzichtbar. Thr
Einsatz geht weit iiber Routineanwendungen in der chemi-
schen Analytik hinaus und liefert z. B. die Struktur von Bio-
makromolekiilen in Losung!"! oder die Struktur und Dynamik
von Polymeren und supramolekularen Systemen, die nicht
kristallin im traditionellen Sinne sind.”) Hochfeld-NMR-
Spektroskopie ist heute bis zu einer 'H-NMR-Frequenz von
2.4 GHz moglich.’! Ungeachtet des enormen Erfolgs der
NMR-Spektroskopie, der vor allem auf ihrer sonst uner-
reichten Selektivitit in Bezug auf die chemische Struktur
beruht, wird ihre Anwendung noch immer durch ihre niedrige
Nachweisempfindlichkeit eingeschrinkt. Dagegen ist die
Detektion von Einzelmolekiilen in der Rastermikroskopie!
und in der Optik bereits etabliert, wo Signale einzelner
Elektronenspins und deren Kopplung mit einzelnen Kern-
spins beobachtet werden konnen.”! Will man den steigenden
Anforderungen an die Miniaturisierung gerecht werden, muss
man die Nachweisempfindlichkeit der NMR-Spektroskopie
deutlich erhohen. In jiingster Zeit wurde nun iiber eine Reihe
von Ansétzen zur Steigerung der Empfindlichkeit berichtet,
die hier vorgestellt werden sollen. Dabei handelt es sich so-
wohl um grundlegend neue Detektionsverfahren als auch um
wichtige Weiterentwicklungen bereits etablierter Methoden.
Angesichts der breiten Einsatzbereiche der NMR-Spektro-
skopie ist es klar, dass das Problem der Nachweisempfind-
lichkeit nicht mit einer einzigen Technik gelost werden kann;
daher beschreibt dieses Highlight mehrere der neuen Ansétze
in ihrem jeweiligen Zusammenhang.

Eine bereits weit fortgeschrittene Methode erhoht die
Kernspinpolarisation durch laserpolarisierte Edelgase, wobei
diese Gase auch selbst als NMR-Sonden eingesetzt werden
konnen, z.B. bei der magnetischen Resonanztomographie
(MRT) der Lunge.”! Um die Selektivitit der Polarisation in
der hochauflosenden NMR-Spektroskopie in Fliissigkeiten,
aber auch bei der MRT zu steigern, wurden Konzepte der
supramolekularen Chemie genutzt, um Dendrimerkapseln als
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Mikrospulen - NMR-Spektroskopie

Biosensoren fiir hyperpolarisiertes '*’Xe zu konstruieren.!
Lange unbeantwortet blieb jedoch die Frage, wie sich '®Xe in
kontrollierter Weise in Wasser 19sen liee. Zu diesem Zweck
wurde kiirzlich ein Membransystem fiir kontinuierlichen
Fluss entwickelt,® das die Anwendung dieser Methode bei
der NMR-Spektroskopie von Biomolekiilen in Losung we-
sentlich erleichtern sollte.

Die Nachweisempfindlichkeit der NMR-Spektroskopie
lasst sich auch durch Ubertragung der hohen Polarisation von
Elektronspins auf Kernspins steigern (dynamic nuclear po-
larization, DNP). Nach langer Entwicklungszeit werden
heute Steigerungsfaktoren von etwa 150 erreicht und er-
moglichen so den Vergleich der Packung von Prionproteinen
in Amyloidfasern und Nanokristallen desselben Materials
durch Festkorper-NMR-Spektroskopie.!

Ein anderer Ansatz zur Miniaturisierung nutzt die Blatt-
feder eines Kraftmikroskops zur mechanischen Detektion der
magnetischen Resonanz (magnetic resonance force micros-
copy, MRFM). So wurden kiirzlich Signale in einem Volumen
von nur 650 Zeptolitern detektiert,'”’ 60000-mal kleiner als
das bisher kleinste Volumen fiir die magnetische Kernreso-
nanzmikroskopie. Abbildung 1 zeigt den schematischen
Aufbau und die mit Mikrotechnik erzeugten MRFM-Kom-
ponenten. Die erreichte Nachweisempfindlichkeit entspricht
einer Ortsauflosung von etwa 100 nm und zeigt, dass die
bildgebende NMR-Spektroskopie die Nanometerskala er-
reichen kann.

Besonders vielversprechend sind Ansitze, die etablierte
Techniken nutzen und insbesondere den FEinsatz der in
kommerziellen NMR-Spektrometern verfiigbaren, leistungs-
fahigen Pulssequenzen zulassen, die in allen Gebieten der
NMR-Spektroskopie verwendet werden. Die Entwicklung
neuer Probenkopfe kann hier die Nachweisempfindlichkeit
drastisch steigern. In , konventionellen® NMR-Spektrome-
tern wird das NMR-Signal durch Hochfrequenzspulen de-
tektiert. Deren Empfindlichkeit kann durch Miniaturisierung
und Kiihlung erheblich gesteigert werden (Mikro- and
Kryoprobenkopfe). Der Hochfrequenzfluss, den die prize-
dierenden Kernspins erzeugen, kann aber auch mit anderen
Mitteln detektiert werden. So wurde kiirzlich ein Mikro-
schlitz-Wellenleiter (Abbildung2) fiir NMR-spektroskopi-
sche Anwendungen entwickelt, dessen Induktionselement in
weiten GroBenbereichen, von Zentimetern bis Nanometern,
produziert werden kann. Dies ermoglicht die Untersuchung
von Biomolekiilen im Nano- bis Pikomolbereich.!'! Tatszch-
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Abbildung 1. Schema und Komponenten eines MRFM-Experiments. a) Eine Blattfeder mit einem diinnen Probenfilm am Ende wird senkrecht zu

einem Substrat ausgerichtet, das eine konische magnetische Spitze trigt. Kerne innerhalb des Resonanzbereichs in der Nihe der Spitze kénnen

magnetische Resonanz zeigen. b) Einkristalline Siliciumblattfeder, wie sie im Experiment verwendet wird. c) Rasterelektronenmikroskopische Auf-
nahme einer Anordnung von geitzten Siliciumspitzen, die zur Herstellung magnetischer Spitzen verwendet wurden. d) Einzelne magnetische

Spitze. Wiedergabe von Lit. [10].
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Abbildung 2. Mikroschlitz-Wellenleiter zum Nachweis von NMR-Signa-
len. a) Probenkopf ohne Mantel. Der Probenkreis befindet sich auf ei-
nem planaren Substrat. Der Detektionsbereich ist durch ein Rechteck
gekennzeichnet, das Schaltbild ist rechts davon dargestellt. C: Konden-
sator, L: Induktivitit, R: Widerstand. b) Mikroschlitz, hergestellt mit
einem 248-nm-Excimerlaser, unmittelbar nach der Herstellung. Wieder-
gabe von Lit. [11].

lich wurden mit einem solchen Probenkopf zweidimensionale
NMR-Spektren von 1.57 nmol Ribonuclease A mit einer
3300-mal geringeren Substanzmenge aufgenommen als in
einem konventionellen 5-mm-NMR-Probenkopf. Uber sol-
che Anwendungen hinaus kann diese integrierte Bauweise in
Zukunft in parallelen Anordnungen mit Mikrofluidik kom-
biniert werden und in kombinatorischen Verfahren und in
,lab-on-a-chip“-Finheiten eingesetzt werden, z.B. in der
Metabolomik. Ein verwandter, vielversprechender Ansatz
beruht auf miniaturisierten Streifenleitungen,'? die mit -
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thographischen Methoden leicht herzustellen sind und zu
kostengiinstigen ,,Wegwerfkomponenten* weiterentwickelt
werden konnen.

In der Festkorper-NMR-Spektroskopie ist die spektrale
Auflosung wegen winkelabhingiger Kopplungen wie Dipol-
Dipol-Kopplung, anisotroper chemischer Verschiebung oder
Quadrupol-Kopplung gering;™! dies macht zusitzliche Kon-
zepte fiir die Aufnahme hochaufgeloster NMR-Spektren er-
forderlich. Die meisten davon nutzen Rotation am magischen
Winkel von 54.7° (MAS-NMR-Spektroskopie)'* in Kombi-
nation mit Hochleistungsentkopplung. Dabei werden heute
Rotationsfrequenzen von 70 kHz erreicht.™ Wie bei der
NMR-Spektroskopie an Fliissigkeiten werden Kryoproben-
kopfe entwickelt, um die Nachweisempfindlichkeit zu stei-
gern. In Kombination mit Doppelquantenspektroskopie lie-
fert die MAS-Festkorper-NMR-Spektroskopie einzigartige
Informationen iiber Struktur und Dynamik in supramoleku-
laren Systemen, indem sie Wasserstoffbriicken, m-7-Wech-
selwirkungen, Formtreue und die Anbindung an Oberfldchen
in Proben ohne Isotopenmarkierung abfragt.’! In der Bio-
physik wurde MAS-NMR-Spektroskopie kiirzlich zum Stu-
dium der Sekundérstruktur, der Dynamik und der Mem-
brantopologie eines Rezeptors mit sieben Helices in seiner
natiirlichen Membranumgebung eingesetzt."®! Dazu wurde
die Probe gleichformig mit *C- und *N-Atomen markiert. In
beiden Bereichen ist der Einsatz der NMR-Spektroskopie oft
durch das verfiigbare Material limitiert. Diese Limitierung
bezieht sich nicht nur auf die insgesamt verfiigbare Proben-
menge, sondern hdufig auch auf den vorhandenen Anteil an
Material mit einer definierten Packung, z.B. fibrillire Pro-
teine wie Seide und Amyloid-Proteine oder auch selbstorga-
nisierte biomimetische Materialien.

Hier bietet der Einsatz von Mikrospulen einen einfachen,
aber vielversprechenden Ansatz."”’ Diese machen Festkor-
per-NMR-Spektroskopie an Nanoliterproben moglich. Da-
ritber hinaus sind die Hochfrequenzfelder in solchen Mikro-
spulen wesentlich stirker als in herkémmlichen Spulen und
ermoglichen so eine erheblich effizientere Anregung und
Entkopplung, die fiir viele Festkorper-NMR-spektroskopi-
sche Anwendungen entscheidend sind. Einen Submillime-

Angew. Chem. 2008, 120, 649 — 652


http://www.angewandte.de

terrotor zur Rotation im kHz-Bereich zu bringen, ist aller-
dings ausgesprochen schwierig. Abbildung 3 zeigt einen we-
sentlich einfacheren Weg: Der Mikrorotor wird von einem

Abbildung 3. Rechts: Mikro-MAS-NMR-Probenkreis mit Kondensator
(a) und Mikrospule (c) sowie Rotor (b), Huckepack auf einem 4-mm-
MAS-Stator. Links: Ausschnitt mit Rotor (b) und Mikrospule (c). Wie-
dergabe von Lit. [17].

konventionellen Rotor quasi ,,Huckepack® mitgedreht. Auf
diese Weise konnen konventionelle Statoren eingesetzt wer-
den, und der gréere 4-mm-Rotor garantiert stabile Rotation
auch fiir die Mikroprobe. Der Mikrorotor kann einen Auf3en-
und Innendurchmesser von bis hinunter zu 170 bzw. 125 um
haben, was einem Probenvolumen von 10 Nanolitern ent-
spricht. Der Mikrorotor und die ihn umgebende Mikrospule
miissen exakt ausgerichtet werden. Mit einem konventionel-
len 4-mm-Rotor wurden jedoch bereits Rotationsfrequenzen
bis 15 kHz erreicht. Das gro8e Potenzial dieses Ansatzes
wurde an gleichformig isotopenmarkierten Polypeptiden in
antiparallelen B-Faltblattstrukturen sowie an ausgerichteten
Seidenfiden demonstriert.!'”)

Es ist zu erwarten, dass Mikrospulen in der Festkorper-
NMR-Spektroskopie in Biophysik und Materialforschung, wo
héufig nur kleine Probenmengen vorhanden sind, vielzéhlige
Anwendungen finden werden. Diese Methode eignet sich
allerdings nicht fiir hochgiftige oder radioaktive Proben, die
in dickwandigen Behiltern eingeschlossen sein miissen. Fiir
solche Fille wurde kiirzlich ein neues Detektionsverfahren
entwickelt, das auch an konventionellen NMR-Spektrome-
tern einsetzbar ist."8! Es nutzt die induktive Kopplung zwi-
schen einer konventionellen statischen gro3en Spule und ei-
ner mit der Probe rotierenden Mikrospule (Abbildung 4).
Auf diese Weise wird eine drahtlose Ubertragung der Hoch-
frequenzpulse und des NMR-Signals erreicht. Wie bei den
Mikrospulen werden auch hier nicht nur Empfindlichkeiten
im Nanoliterbereich erzielt, sondern auch starke Hochfre-
quenzfelder, die eine Hochleistungsentkopplung erleichtern.

Diese beiden MAS-NMR-Techniken stehen zwar noch
am Anfang, lassen aber sehr informative Spektren von Na-
noliter- oder sogar Pikoliterfeststoffproben erwarten. Beide
profitieren von der Tatsache, dass Mikrotechnik die stabile
Rotation und Verstarkung der Hochfrequenzfelder und damit
eine hohere Nachweisempfindlichkeit und bessere Entkopp-
lung ermoglicht. Dariiber hinaus wird MAS-Spektroskopie

Angew. Chem. 2008, 120, 649 — 652

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

O 10 mm

Abbildung 4. Magischer-Winkel-Spule fiir hochempfindliche Signal-
detektion durch induktive Kopplung einer Spule, die mit der Probe
rotiert. Die Probe befindet sich innerhalb einer abgestimmten Mikro-
spule in einer Glaskapillare (dunkelgelb). Ein zylindrischer keramischer
Einsatz (gruin) dient zur Fixierung der Kapillare und des Abstimm-
kondensators (rot) wihrend der Rotation. Wiedergabe von Lit. [18].

mit vergleichsweise niedrigen Rotationsfrequenzen in hoch-
mobilen Proben wie Gelen oder biologischem Gewebe zur
Eliminierung anisotroper Restkopplungen und Suszeptibili-
tiatsverbreiterung der NMR-Peaks eingesetzt. In Mikrospulen
sind die Zentrifugalkréfte anders als in konventionellen Ro-
toren wegen der niedrigen Kapillardurchmesser minimal. Die
hohe Nachweisempfindlichkeit der neuen Techniken eroffnet
die Moglichkeit, das Volumen von Biopsieproben drastisch zu
reduzieren. Sogar MAS-NMR-Spektroskopie an einzelnen
Zellen sollte moglich werden. Auch metabolomische Studien
an eingefrorenen Systemen sind denkbar, denn FEinfrieren
minimiert den Probenabbau und macht Extraktion und Ho-
mogenisierung {iberflissig. Diese Verfahren konnen mit
Kryotechnik kombiniert werden, was die Nachweisempfind-
lichkeit noch einmal steigert. Nicht zuletzt konnen die starken
Hochfrequenzfelder im MHz-Bereich den Anwendungsbe-
reich der Festkorper-NMR-Spektroskopie drastisch verédn-
dern. Man denke etwa an verbesserte Entkopplung der Di-
pol-Dipol-Wechselwirkung, an die Anregung von Kernen in
paramagnetischen Systemen oder an die NMR-Spektrosko-
pie quadrupolarer Kerne wie "“N.

In den letzten Jahren wurden verschiedene Ansétze zur
Steigerung der Nachweisempfindlichkeit der NMR-Spektro-
skopie in Gasen, Fliissigkeiten und Festkorpern entwickelt.
Einige basieren auf vollig neuen Detektionstechniken (Ab-
bildung 1), andere steigern die Anregung der Kerne und die
Nachweisempfindlichkeit in konventionellen NMR-Spektro-
metern (Abbildungen 2-4). Solche Entwicklungen, die bei
Weitem noch nicht abgeschlossen sind, bilden die Grundlage
dafiir, dass die NMR-Spektroskopie auch in Zukunft eine
unverzichtbare Methode in vielen Gebieten der Wissenschaft
bleiben wird, nicht zuletzt in der Chemie.
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