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Biomolekulare NMR-Spektroskopie

l m Friihling 2013 versammelten sich NMR-Spektroskopiker am
Weizmann-Institut in Israel, um neue Ansdtze zur Verbesserung der
Empfindlichkeit von NMR-Experimenten zu diskutieren, besonders
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1. Notwendigkeit der Empfindlichkeitssteigerung

Die NMR-Spektroskopie verfiigt iiber einen privilegier-
ten Blickwinkel auf die Materie. Sie und die verwandten In-
vivo-Techniken der magnetischen Resonanzspektroskopie
(MRS) und Kernspintomographie (MRI) sind in einzigartiger
Weise in der Lage, eine Vielzahl von Kernspins und deren
chemische Umgebung mit atomarer Auflésung zu betrachten,
und dies in fast allen Zustédnden der Materie und unter allen
Probenbedingungen. Diese Eigenschaften und andere Qua-

lititen haben die NMR-Spektroskopie zu einer unabdingba-
ren Methode fiir anspruchsvolle Untersuchungen in der
Physik, dem Ingenieurwesen, der Chemie, der Biochemie, der
Biologie und der Medizin reifen lassen. So reichen die NMR-
spektroskopisch untersuchten Systeme vom Festkorper in
kondensierter Phase bis hin zu Biomaterialien, von nieder-
molekularen Verbindungen (so genannten ,,kleinen Molekii-
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len*) bis zu Polymeren mit einem Molekulargewicht von

Megadaltons im Festkorper, von biologisch relevanten Mo-

lekiilen inklusive Metaboliten, Nukleinsduren und Proteinen

im Probenrohrchen bis zu komplexen Aggregaten in leben-

den Zellen, von Zellen und Geweben bis zur in-vivo-spek-

troskopischen Bildgebung sowohl des ganzen Korpers als
auch genau lokalisierter Bereiche im Korper. Dieser einzig-
artigen Aussagekraft und Anwendungsbreite der NMR-

Spektroskopie steht allerdings die niedrige Empfindlichkeit

von NMR-Experimenten entgegen. Sie ist eine intrinsische

Eigenschaft der magnetischen Resonanz, die von den kleinen

Wechselwirkungsenergien zwischen externem Magnetfeld

und atomaren Spins herriihrt. Wéhrend dies fiir klinische

Anwendungen vorteilhaft ist — denn NMR-spektroskopische

Studien lassen die untersuchten Objekte unverdndert —,

schriankt die niedrige Empfindlichkeit die Anwendungen der

NMR-Spektroskopie ein. Gibe es diese Einschrankung nicht,

wire das Anwendungspotenzial der NMR-Spektroskopie fast

ohne Grenzen: Kerne wie *C, ®N und O kénnten in na-
tiirlicher Isotopenhaufigkeit sowohl in komplexen als auch in
verdiinnten Proben beobachtet werden, Reaktionsintermed-
iate auf katalytischen Oberflichen konnten charakterisiert
werden, Biomolekiile konnten strukturell in einzelnen Zellen
und in Zellkompartimenten untersucht werden, komplexe
Reaktionen und biologische Prozesse konnten in Echtzeit
verfolgt werden, der metabolische Status eines Menschen
konnte nichtinvasiv jederzeit aufgenommen werden. Wahr-
lich phantastische Moglichkeiten wiirden sich ergeben, be-
sonders in biophysikalischen und biomedizinischen Anwen-
dungsbereichen, konnte nur das Signal/Rausch(S/R)-Ver-
héltnis der NMR-Spektren erhoht werden. Nutzer wenden
dementsprechend viel Miihe auf, um die Grenzen der NMR-

Spektroskopie auszudehnen. Strategien zur Steigerung der

Empfindlichkeit kann man in eine Reihe verschiedener,

voneinander unabhidngiger technischer Ansdtze wie folgt

unterscheiden:

a) Verbesserung durch Optimieren von NMR-Experimenten
ohne Anderungen am Gerit (an der ,,Gerdtehardware®).
Wenn man z.B. den Fiillfaktor der Probe durch hohere
Konzentration erhoht, dann wird das S/R-Verhiltnis
besser. Genauso hilft es, die Relaxationseigenschaften
einer Probe zu ,,optimieren*, z. B. indem man lénger le-
bende Kohidrenzen anregt oder indem man einen schnel-
len Wiederaufbau longitudinaler Magnetisierung indu-
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ziert. Auf diese Weise kann man das S/R-Verhiltnis pro
Einheit Messzeit erhohen. Weitere Verbesserungen lassen
sich durch bessere Pulssequenzen und Wahl des beob-
achteten Kernspins erreichen.

b) Verbesserung der Kopplung der Spins in der Probe an den
Radiofrequenzschwingkreis, z.B. indem man das Spulen-
design optimiert oder Hintergrundrauschen vermindert.
Dies fiihrt zu hoherem S/R-Verhiltnis.

c) Erhohung des statischen Magnetfelds B, das sowohl die
Boltzmann-Verteilung der Populationsverteilung der
Kernspinniveaus als auch die Larmor-Frequenz bestimmt.
Dies kann das NMR-Signal gemif3 B,” mit a > 1 verstar-
ken.

d) Verstiarkung der Populationsunterschiede mithilfe physi-
kalischer Methoden, die zu einer Polarisation der Kern-
spins jenseits der Boltzmann-Verteilung fiithren. Solche
Methoden umfassen den Transfer von Spinordnung un-
gepaarter Elektronen, die wegen ihres hoheren magne-
togyrischen Verhiltnisses eine viel groere Polarisation
als Kerne aufweisen, auf benachbarte Kerne oder auch
den Transfer von Spinordnung aus speziellen Kernzu-
stinden wie im para-Wasserstoff mithilfe chemischer
Prozesse. Beide Methoden gehoren zu den modernen S/R-
Verstarkungsstrategien. Besonders die Methode der dy-
namischen Kernpolarisation (dynamic nuclear polariza-
tion, DNP), bei der Elektronenspinpolarisation auf
Kernspins durch Mikrowelleneinstrahlung in der Nihe
zur Elektronen-Larmor-Frequenz transferiert wird, findet
immer hiufiger Anwendung fiir die Signalverstirkung
von NMR-Spektren in Losung und im Festkorper.

Diese Themen wurden vor kurzem intensiv bei einem
Treffen diskutiert,!! bei dem sich die Autoren dieses Aufsat-
zes zum Ideenaustausch zusammenfanden. Die folgenden
Abschnitte beschreiben getrennt jede der genannten Strate-
gien, allerdings mit dem Ziel, einen einheitlichen Ausblick zu
liefern, wie die verschiedenen Strategien und ihre synergisti-
schen Kombinationen neue Forschungsmoglichkeiten im
Bereich der biomolekularen NMR-Spektroskopie erdffnen
konnen.

Harald Schwalbe promovierte 1990-1993
bei C. Griesinger in Frankfurt und absolvier-
te 19931995 ein Postdoktorat bei C.
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2. Optimierung von Proben und Pulssequenzen

2.1. Probenoptimierung fiir NMR-spektroskopische Studien im
Festkorper

Eine einfache Moglichkeit, die Signalintensitdt zu ver-
stiarken, ist die Erh6hung der Zahl der aktiven Kerne in der
NMR-Detektionsspule, z.B. indem man die Probenmenge
erhoht. Gegeniiber der Losungs-NMR-Spektroskopie, bei der
die Konzentration von der Loslichkeit und die Probengrofie
von sehr hohen Anforderungen an die Feldhomogenitit ab-
héngen, ermoglicht die Festkorper-NMR-Spektroskopie eine
groBere Variabilitdt aufgrund der sehr unterschiedlichen Be-
schaffenheit der untersuchten Biomakromolekiile und wegen
der Linienbreiten, die normalerweise breiter als in Losung
sind. Die Probenvorbereitung von biomolekularen Feststof-
fen ist deshalb von sehr grof3er Bedeutung, um Spektren mit
guten Linienbreiten zu erzielen, bei denen Intensitdt und
Auflosung der Signale optimiert sind. Die untersuchbaren
Systeme umfassen, in einer ersten Einteilung, unlosliche und
16sliche Biomakromolekiile; in die Klasse der unloslichen
Biomakromolekiile gehéren auch Membranproteine!'!
sowie Fibrillenaggregate.l

Losliche Proteine konnen auf viele Arten pripariert
werden, es stellt sich aber die grundlegende Frage, weshalb
man sie tiberhaupt mit Festkorper-NMR-Spektroskopie un-
tersuchen soll. Auch wenn losliche Proteine mithilfe von
NMR-Losungs-Spektroskopie untersucht werden konnen,?!
treten praktische Einschriankungen auf, je grofler die unter-
suchten Proteine werden: Die Linienbreite der Signale erhoht
sich proportional zur Rotationskorrelationszeit des gelosten
Molekiils, und diese wiederum steigt linear proportional zur
Molekiilgrofe: also je grofer das Protein, umso breiter
werden die NMR-Signale. Es wurden geniale Losungen zur
Uberwindung dieses Problems erfunden, die den TROSY-
Effekt nutzen® oder besondere Isotopenmarkierungssche-
mata anwenden.”"! Trotz all dieser Erfolge bleibt die Fest-
stellung, dass es im Festkorper nicht zu einer solchen Ska-
lierung der Linienbreite mit der MolekiilgroBe kommt; im
Festkorper sind die Spektren prinzipiell unabhéngig von der
ProteingroBe.'>¥) Auf Grundlage dieser Uberlegung wird
ersichtlich, dass sehr grofle Proteine, die aus vielen identi-
schen Untereinheiten aufgebaut sind, besser mit Festkorper-
als mit Losungs-NMR-Spektroskopie untersucht werden

Lucio Frydman erhielt seine B.Sc.- und PhD-
Titel von der University of Buenos Aires und
war im Anschluss Postdoktorand bei A.
Pines in Berkeley (USA). 19922001 war er
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— Chicago. Er ist Professor am Weizmann-
Institut in Israel und Chief Scientist fiir
Chemie und Biologie im US National High
Magnetic Field Laboratory in Tallahassee,
Florida. Er ist Herausgeber des Journal of
Magnetic Resonance, Vorsitzender des Orga-
nisationskomitees von Euromar und Direktor
des Weizmann'’s Helen L. and Martin S.
Kimmel Institute for Magnetic Resonance.
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sollten.*! Bisher wurden drei Methoden zur Priparation
von Feststoffproben aus loslichen Proteinen angewendet:
Gefriertrocknung,'*'® Einfrieren"*?" und Kristallisation(*":**!
(Abbildung 1). Gefriertrocknung fiihrt typischerweise zu he-
terogenen Proben mit geringer Auflosung.*?! Einfrieren

OQ:OOQOO
N Ve

o 0( goo

Mikrokristalle

gefrorene Losung

lyophilisiert Sediment

Abbildung 1. Verschiedene Methoden zur Probenpriparation fur die
Festkérper-NMR-Spektroskopie: Kristallisation, Einfrieren in Gegenwart
von Gefrierschutzmitteln, Gefriertrocknung, Sedimentation.

ergibt ebenfalls schlechte Auflosung,"®*! auch wenn die
Zugabe der richtigen Gefrierschutzadditive™ ! hiufig
brauchbare, gut aufgeloste Festkorper-NMR-Spektren von
Proteinen in ihrem Glaszustand liefert.* Wenn schlieBlich
mikrokristalline Proteine hergestellt werden konnen, ist die
Spektrenqualitdt hiufig noch besser als in ihrem Glaszu-
stand.?12% Allerdings wirft dieser Ansatz erneut die Frage
nach der Notwenigkeit auf: Wenn man Mikrokristalle eines
Proteins herstellen kann, findet man fast immer auch pas-
sende Kristallisationsbedingungen.?"!

Vor diesem Hintergrund konzentrieren wir uns hier auf
die Optimierung von nicht mikrokristallinen Proben. Eine
vierte Prédparationsmethode, deren Bedeutung vor einigen
Jahren erkannt wurde, nutzt die Sedimentation eines Proteins
durch Ultrazentrifugation.”>* Man erhilt das Sediment
ausgehend von einer homogenen Losung des Proteins, es ist
also deutlich von einem Prézipitat unterschieden, das sich aus
Partikeln bildet, die gro3 genug sind, um sich bei normaler
Schwerkraft abzulagern. Es ist schon lange bekannt, dass
Sedimentation eine sehr milde Methode zur Losungsextrak-
tion von Proteinen ist, die normalerweise nicht aufgrund von
Gravitation prizipitieren.*! Festkorper-NMR-Experimente
wurden an verschiedenen sedimentierten Proteinen durch-
gefiihrt, und es stellte sich heraus, dass die Spektrenqualitét
vergleichbar mit derjenigen von Spektren ist, die man bei
mikrokristallinen Priparationen erhalt.**3 Um maoglichst
viel Sediment in den MAS-Rotor zu fiillen, kann dieser Rotor
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in einfach zu entwerfenden Behiltern innerhalb einer Zen-
trifuge platziert werden, sodass das Proteinsediment direkt
aus der Losung entsteht und den Rotor umfinglich fiillt.5>)
Interessanterweise konnte auch gezeigt werden, dass die
Qualitdt von Festkorper-NMR-Spektren von bestimmten
gefriergetrockneten Proteinen durch partielle Rehydratisie-
rung verbessert werden konnte. Eine solche Rehydratisierung
fiihrt zu einem physikalischen Zustand, der an ein Sediment
erinnert oder sogar identisch dazu sein konnte.”>*? Die
Effizienz der Sedimentation hdngt vom Molekulargewicht
des Proteins, seiner Konzentration und der angewendeten
Zentrifugalkraft ab. Da sich die Sedimentation derzeit zu
einer niitzlichen Methode fiir die Probenpréparation von
Festkorper-NMR-Proben entwickelt, werden Vorhersage-
programme entwickelt, die bei der Suche nach den besten
Sedimentationsstrategien helfen sollen.™*!

Die Probenpréparation nichtloslicher Proteine, inklusive
derjenigen von Membranproteinen und Proteinaggregaten,
kann noch schwieriger sein.***! Anscheinend miissen opti-
male Bedingungen bei dieser Klasse von Systemen fiir jeden
einzelnen Fall optimiert werden. Die Untersuchung dieser
weit verbreiteten Systeme ist jedoch von so groBer Bedeu-
tung, dass weltweit zahlreiche Versuche unternommen
werden, diese schwierigen Systeme NMR-spektroskopisch zu
studieren.

2.2. Optimierte NMR-Pulssequenzen

Es ist seit langem bekannt, dass die NMR-Spektroskopie
eine #duBerst flexible Technik ist, bei der Fortschritte im
theoretischen Verstdndnis der dem Experiment zugrunde
liegenden Spinphysik einhergehen mit Fortschritten in der
Qualitdt der Information, die aus NMR-Experimenten ge-
wonnen werden kann. Die biomolekulare NMR-Spektro-
skopie ist ein Paradebeispiel fiir diese enge Beziehung, und
besonders in den letzten Jahren konnten substanzielle Ver-
besserungen der Empfindlichkeit vieler Experimente sowie
der Geschwindigkeit, mit der sich Informationen aus den
Experimenten extrahieren lassen, erzielt werden. Tatsédchlich
sind diese beiden Aspekte korreliert, denn die Steigerung des
S/R-Verhiltnisses fithrt zu einer Reduktion der Messzeit
ebenso wie kiirzere Messzeiten das S/R-Verhiltnis erhohen.

Eine der wirkungsvollsten in der letzten Dekade entwi-
ckelten Strategien zur Empfindlichkeitssteigerung reduziert
die Wartezeit zwischen zwei sukzessiven NMR-Experimen-
ten. Diese Strategie fufit auf der Tatsache, dass ein NMR-
Experiment aus einer zeitlich relativ kurzen Pulssequenz mit
Pulsen, Transferzeiten, Wartezeiten und Messung des rele-
vanten Signals der Spins sowie einer viel lingeren Wieder-
aufbauzeit besteht, wiahrend derer nichts au3er Spinrelaxati-
on passiert. Die mit Pulsaktivitit gefiillte Zeit dauert einige
10 ms, widhrend die passive Wartezeit eine Sekunde oder
langer ist und damit den grofiten Teil der NMR-Messzeit
verbraucht. Eine wesentliche Steigerung der Empfindlichkeit
pro Messzeiteinheit, in der das Signal gemittelt wird, kann
also dadurch erzielt werden, dass die Wiederaufbauzeit des
angeregten Kerns reduziert wird. Eine Moglichkeit hierfiir ist
die Zugabe eines geeigneten Relaxationsagens, das die lon-
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gitudinale Relaxationszeit eines Spins verkiirzt, ohne gleich-
zeitig in unerwiinschter Weise die transversale Relaxations-
zeit zu verringern, was zu Linienverbreiterung fiihrt. Dieser
Ansatz ist lange bekannt und wird in der NMR-Spektrosko-
pie von kleinen organischen Molekiilen genutzt, bei denen
z.B. die Zugabe von kleinen Mengen des paramagnetischen
Agens [Cr(acac);] (acac= Acetylacetonat) eine geldufige
Methode ist, um lange T)-Relaxationszeiten zu verkiirzen.
Die Ubertragung solcher Strategien auf die biomolekulare
NMR-Spektroskopie erfolgte bisher eher zogerlich, weil die
Zugabe geladener paramagnetischer Komplexe zum einen zu
Linienverbreiterungen fiihren und zum anderen die Struktur
des untersuchten Biomakromolekiils verdndern kann. Vom
Einsatz einiger neutraler Relaxationsagentien wurde bereits
berichtet.*) Alternative Ansitze, die einen direkten Kontakt
des Relaxationsagens mit dem Biomakromolekiil verhindern,
nutzen Lanthanoidkomplexe, die sehr effiziente Relaxation-
sagentien fiir Wasser sind. Durch den Austausch der Was-
serprotonen mit austauschlabilen NH- oder OH-Gruppen
konnen die longitudinalen Relaxationseigenschaften des
Biomakromolekiils moduliert werden.”-*! Ahnliche Ansiitze
wurden schon vor langem in der Festkorper-NMR-Spektro-
skopie verfolgt,*” aber der Nutzen blieb unklar, zum einen
wegen der sehr starken, auf dipolarer Relaxation beruhenden
Linienverbreiterung, zum anderen, weil die Anwendung von
leistungsstarker Entkopplung bei sehr schneller Pulsfolge an
die Grenzen der Hardware stof3t. Ein Durchbruch auf diesem
Gebiet konnte von Ishii et al. erzielt werden,”” die zeigen
konnten, dass bei MAS-Rotationsraten von >40 kHz eine
geringere Leistung fiir heteronukleare Entkopplung not-
wendig ist. Damit werden Limitationen, die sowohl durch
Probeneigenschaften (in puncto Erhitzung der Probe) als
auch durch jene der elektronischen Bauteile bedingt sind,
iiberwunden, was wiederum schnellere Pulsfolgen ermog-
licht.P1-2

Eine erfinderische Methode, die Wartezeit zwischen zwei
NMR-Experimenten zu verkiirzen, ohne externe Agentien
zufiigen zu miissen, ergibt sich in der biomolekularen NMR-
Spektroskopie dadurch, dass man 1) einzelne Spins selektiv
anregt und 2) Flipwinkel fiir Anregungspulse nutzt, die von
90° verschieden sind und nach dem Rezept des Ernst-Winkels
optimiert werden.” Dass diese Vorgehensweise funktioniert,
ist eine Konsequenz von Kreuzrelaxationsphdnomenen, bei
denen nichtangeregte, rdumlich benachbarte Kerne als
Quelle zum Polarisationsaustausch wirken konnen, mit
dessen Hilfe sehr schnell Gleichgewichtsmagnetisierung auf-
gebaut werden kann, besonders fiir isolierte Amid- oder
Methylgruppenprotonen. Diese Idee wird insbesondere in
den BEST-P und SOFAST-Experimenten®’ in Losung an-
gewendet, die wahrend der letzten Jahre Methoden der Wahl
fir die Aufnahme von HSQC- bzw. HMQC-Experimenten
mit maximaler Empfindlichkeit geworden sind. Diese Kom-
bination aus selektiver Anregung nur derjenigen Spins, die
man messen will, mit optimierten Pulswinkeln fiithrt zu Ex-
perimenten, die 50-100% empfindlicher sind als die tradi-
tionellen, breitbandigen Experimente mit 90°-Anregung.
Auch wenn die Empfindlichkeitssteigerungen dann weniger
stark ins Gewicht fallen, wenn die Komplexitit der Pulsse-
quenzen und/oder deren Dimensionalitit steigen, gibt es nach

Angew. Chem. 2015, 127, 9292 — 9317


http://www.angewandte.de

Biomolekulare NMR-Spektroskopie

wie vor zahlreiche 3D- und 4D-Tripelresonanz(H/N/C)-Ex-
perimente, fiir die sich eine solche Optimierung lohnen
wird.P+%]

Ein weitere empfindlichkeitssteigernde Klasse von Ex-
perimenten beruht auf der so genannten ,,7ransverse-Rela-
xation-Optimized ~ SpectroscopY  (TROSY)“.*>"1  Die
TROSY-Methode basiert auf dem Umstand, dass nicht alle
Komponenten eines Multiplettsignals, das sich aufgrund von
J-Kopplung aufspaltet, die gleiche Linienbreite aufweisen.
Dies liegt daran, dass die Linienbreite eines Kerns S durch die
Summe aller schnell fluktuierenden Magnetfelder bestimmt
wird. TROSY-Experimente beruhen auf dem Effekt, dass die
fluktuierenden Felder unterschiedlicher Relaxationsmecha-
nismen destruktiv interferieren konnen. Diese destruktive
Interferenz fithrt zu langlebigen und damit schirferen Si-
gnalkomponenten, die mit hoherer Empfindlichkeit beob-
achtet werden konnen. Dies ist z. B. fiir "N-"H-Amidgruppen
in Proteinen mit hohem Molekulargewicht der Fall, in denen
sich die Effekte der dipolaren Anisotropien und derjenigen
der chemischen Verschiebungen fiir eine der beiden Du-
blettkomponenten in diesem Zweispinsystem verstirken,
wihrend sie sich fiir die zweite Dublettkomponente aufhe-
ben. Etwas Ahnliches passiert fiir die *C-"H-Spins in aro-
matischen Proteinseitenketten wie auch in den aromatischen
Nukleobasen in Nukleinsiuren.”*>*) Als Konsequenz dieser
Relaxationsinterferenzen beobachtet man, dass man in dem
Moment, wo man die gebrauchliche Entkopplung ausschaltet,
nicht ein in zwei gleich intensive Multipletts aufgespaltetes
Signal detektiert, sondern ein Multiplett, in dem eine der
Komponenten eine erstaunlich kleine Linienbreite aufweist
und damit einfacher zu detektieren wird. TROSY-Experi-
mente nutzen genau diesen Effekt, indem sie nicht nur keine
Entkopplungssequenzen anwenden, sondern dariiber hinaus
nur Korrelationen zwischen den langlebigen Multiplettkom-
ponenten selektieren. Wéhrend die Feinadjustierung der de-
struktiven Interferenz der dipolaren Anisotropien sowie der
Anisotropien der chemischen Verschiebungen in den Zwei-
spinsystemen vom gewihlten externen Magnetfeld abhingt,
das das Ausmalf} der Anisotropie der chemischen Verschie-
bung verdndert und keinen Einfluss auf dipolare Relaxation
hat, beobachtet man einen Magnetfeld-unabhéngigen
TROSY-Effekt bei Methylgruppen in Proteinen mit groSem
Molekulargewicht. Diese Beobachtung rithrt daher, dass die
in diesem Fall langlebigen Spinzustédnde im gekoppelten Ex-
periment aus destruktiver Interferenz der 'H-'"H- und 'H-"C-
dipolaren Anisotropien resultieren.”” Durch Einbringen
solcher empfindlichen und héufig strategisch positionierten
Reportergruppen in die Proteinseitenketten vor einem an-
derweitig vollstdndig deuterierten Proteinhintergrund wird es
auch moglich, molekulare Maschinen mit sehr hohem Mole-
kulargewicht bei physiologischen Bedingungen in Losung mit
beispielloser Empfindlichkeit in NMR-Experimenten zu un-
tersuchen.®!

Auch wenn diese Forschungsrichtung nicht direkt mit der
Steigerung der Empfindlichkeit verkniipft ist, hat doch die
Durchfiihrung hoherdimensionaler Experimente sehr von der
Verbesserung der Rechenleistung und neuen Algorithmen
profitiert.[>® Tatszchlich gibt es eine Reihe von Publikatio-
nen iiber biomolekulare NMR-Spektroskopie, die sich mit
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der Entwicklung von Experimenten befassen, die maximale
Auflésung und minimale Mehrdeutigkeit bei geringstmogli-
cher Messzeit bieten. Ein derart optimiertes Design ver-
deutlicht die moglichen Vorteile der Erweiterung vom tradi-
tionellen Satz von 2D/3D-NMR-Zuordnungsexperimenten®”
zu komplexeren 4D/5D/6D/7D-Experimenten. Fiir die Auf-
nahme solcher Spektren wire es erforderlich, dass die ange-
regten Kohidrenzen lange Lebenszeiten aufweisen und dass
die Proben Spektren mit guten S/R-Verhiltnissen liefern, um
alle Kohidrenztransferwege in den sehr hochdimensionalen
(nD-)NMR-Experimenten zu ermdglichen; auBerdem wiirde
die Aufnahme in konventionellen, durch das Nyquist-Theo-
rem definierten Akquisitionsschemata eine zu grof3e Zahl von
wiederholten Einzelexperimenten und eine astronomisch
lange Akquisitionszeit erfordern. Angesichts dieser Uberle-
gungen wurden Alternativen gesucht, um die Zeit fiir die
Datenakquisition zu reduzieren. Diese Alternativen umfas-
sen verschiedene Methoden der Projektionsspektroskopie,
bei der unterschiedliche Wartezeiten gleichzeitig evolvie-
ren,” " wie auch Digitalisierungsmethoden, die nicht in
dquidistanten Zeitabstdinden die Evolutionszeiten digitali-
sieren und damit vom gewohnlichen Fourier/Nyquist-Krite-
rium abweichen. Deshalb wird ein grofler Anteil der sonst
iiblicherweise erfassten experimentellen Datenpunkte nicht
aufgenommen.® ! Anschliefend miissen Algorithmen ent-
wickelt werden, um die hyperdimensionale Verteilung von
Signalen zu rekonstruieren, die die Daten der Zeitdoméne am
besten représentieren, ohne dabei Information zu verlieren
oder artifizielles Rauschen zu erzeugen. Diese Methodik hat
neue NMR-spektroskopische Anwendungen in Losung und
im Festkorper eroffnet, und gleichzeitig werden in rascher
Folge neue Digitalisierungsschemata entwickelt, die A-priori-
Informationen oder anspruchsvollere mathematische Re-
konstruktionsmethoden nutzen. Die Grenze der Beschleuni-
gung der Datenaufnahme von mehrdimensionalen NMR-
Spektren wird bei raumzeitlichen Codierungsmethoden er-
reicht, die im Prinzip in der Lage sind, unbeschriankt hoch-
dimensionale Daten in einem einzigen Experiment zu pro-
duzieren.""! Allerdings muss das Problem des Empfindlich-
keitsverlusts, der mit der gleichzeitigen Digitalisierung vieler
Zeitdominen einhergeht, fiir biomolekulare Anwendungen
noch gelost werden.>"!

3. Optimierung von NMR-Probenképfen und
-Spulen

Zusitzlich zu Verbesserungen bei der Probenpréparation
und der bei NMR-Experimenten angewendeten ,,Spingym-
nastik® sind auch Fortschritte bei den elektronischen Be-
standteilen eines NMR-Spektrometers sehr wichtig fiir eine
hohere Signalintensitidt. Das bei NMR-Experimenten detek-
tierbare Signal § riihrt von der induktiven Kopplung von
Spins mit der detektierenden Spule gemiB Gleichung (1)
nach Hoult und Richards her.¥

2 2
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In dieser Gleichung steht V fiir das Probenvolumen, k ist
eine Konstante, in der rdumliche Inhomogenititen des B;-
Felds zusammengefasst werden, k ist die Boltzmann-Kon-
stante, S ist die Spindrehimpulsquantenzahl, y ist das gyro-
magnetische Verhiltnis, N ist die Spindichte (Zahl der Spins
pro Volumenelement), 4 ist die Plancksche Konstante, 7 ist
die absolute Temperatur (in Kelvin gemessen), und w, ist die
Larmor-Frequenz. Der Faktor B/l — das magnetische Feld
pro Stromeinheit — wird als Spulenempfindlichkeit definiert;
er ist invers proportional zum Spulendurchmesser. Das S/R-
Verhiltnis in der NMR-Spektroskopie erhélt man, indem
man durch die vom Rauschen verursachte Spannung V.
teilt [Gl. (2)]; hier steht Af fiir die Bandbreite des Empfan-
gers. Typrobe UNA Ty preamp Sind die beiden Rauschtemperaturen
des Probenkopfs und des Vorverstirkers, die gemil3 Glei-
chung (3) definiert sind. In dieser steht NF fiir den Rausch-
faktor des Vorverstarkers, T, fiir die Spulentemperatur,
Tompic flir die Probentemperatur und R,y bzw. R,y fiir den
effektiven Widerstand von Spule bzw. Probe.

Vnoisc X \/4k(Af) (TN.pmbc + TN.prcamp) (2)
Tcoi Rcoi + Tsam eRsam e NE_
TN’pmbe - l Rc:)il + Rsa:ple . : TN,preamp - 290(1010 1) (3)

Gleichung (1) zeigt, dass sich die Empfindlichkeit eines
NMR-Probenkopfs durch eine Verkleinerung der Spulen-
grofe verbessern lésst, und Gleichung (2), dass das S/R-Ver-
hiltnis auch gesteigert werden kann, indem man die Pro-
benkopftemperatur verringert. Die Effektivitédt dieses kryo-
genen Ansatzes hdngt von den relativen Werten fiir Proben-
und Spulenwiderstédnden ab. Eine Erhohung des Probenfiill-
faktors verringert die Vorteile; dies kann so weit reichen, dass
der Proben- groBer als der Spulenwiderstand wird. Der Pro-
benfiillfaktor hangt auch stark vom Durchmesser des NMR-
Probenrohrchens ab: Probenrohrchen mit kleinerem Durch-
messer tolerieren mehr Salz als solche mit groSerem Durch-
messer. De Swiet konnte zeigen, dass rechteckige Proben-
rohrchen mit der Léngsachse entlang des B;-Felds in Kryo-
Probenkopfen mit verlustreichen Proben, die dielektrische
Substanzen wie Salze enthalten, ebenfalls das Signal verbes-
sern.’¥ Gleichung (3) zeigt, dass eine zusitzliche Erhohung
des S/R-Verhiltnisses durch Kiihlen des Vorverstirkers er-
zielt werden kann. Vorverstirker mit entweder einen
schmalbandigen Galliumarsenidtransistor (GaAs field effect
transistor, GaAsFET) oder einem Hochelektronenmobili-
titstransistor (HEMT) konnen so hergestellt werden, dass sie
einen Rauschfaktor von ca. 0.3 dB erreichen, was einer
Rauschtemperatur von etwa 20 K entspricht. Kiihlt man den
Vorverstiarker auf die Temperatur von fliissigem Stickstoff
oder noch tiefer, kann man den Rauschfaktor des Vorver-
starkers auf ca. 0.1 dB driicken, was einer Rauschtemperatur
von ungefihr 10 K entspricht. Die Kiihlung des Vorverstar-
kers ist also dann sinnvoll, wenn man die Spulen auf Tem-
peraturen unterhalb der Siedetemperatur des fliissigen
Stickstoffs bringt. Die oben zitierten, einfachen Gleichungen
und Uberlegungen bilden die Grundlage fiir derzeitige Fort-
schritte bei Probenkopfdesign und -technik; einige davon
werden in der Folge diskutiert.
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3.1. Neues Spulendesign fiir die biomolekulare NMR-
Spektroskopie in Losung

Auch wenn NMR-Probenkopfe mit kleinen Solenoid-
spulen zunéchst fiir massenlimitierte Proben von Molekiilen
mit niedrigem Molekulargewicht entwickelt wurden, werden
sie seit kurzem auch in der Protein-NMR-Spektroskopie
eingesetzt.™ Tatséchlich sind Solenoidspulen die am hiu-
figsten genutzte Geometrie der bei der Magnetresonanz-
bildgebung genutzten ,,Mikrospulen“ (Abbildung 2A). Die
Massenempfindlichkeit von Mikrospulen mit einem Durch-
messer von 1-1.5 mm ist vergleichbar mit der von 5-mm-
Kryo-Probenkopfen, ohne dass man deshalb ein ganzes
System aus Probenkopf und Vorverstarker unter kyrogenen
Bedingungen installieren miisste. Aus diesem Grund sind auf
kleine Volumina optimierte Probenkdpfe mit solchen Spulen
sinnvoll fiir Proben, die massen-, aber nicht konzentrations-
limitiert sind.

R

Abbildung 2. Gebriuchliche NMR-Spulengeometrien: A) Solenoid,
B) Sattelspule, C) induktiv gekoppelte Hochtemperatur-supraleitende
Spule (Zeichnungen von Jason Kitchen, NHMFL).

Trotz der anfangs befiirchteten Komplexitidt von Kryo-
Probenkdpfen mit gekiihlten Hochfrequenz(rf)-Spulen sind
sie in den letzten Jahren weit verbreitet bei hochauflosenden
NMR-Untersuchungen der Proteinstruktur und -dynamik
eingesetzt worden. Die Probenkodpfe werden auf Tempera-
turen zwischen 20 und 77 K gekiihlt und haben meistens
konventionelle Sattelspulen aus Kupfer (Abbildung 2B). Si-
gnifikante Verbesserungen des S/R-Verhiltnisses, bis zu
einem Faktor 4 fiir konventionelle Kupfer-basierte Sattel-
spulen, konnten bei Proteinstudien unter Verwendung der
Kryotechnik erreicht werden; kommerzielle Kryo-Proben-
kopfe konnen fiir die meisten Probenkopfkonfigurationen
gekauft werden. Dies umfasst auch Tripelresonanzproben-
kopfe bei einer Feldstirke von bis zu 1000 MHz. Eine aus-
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filhrliche Ubersicht mit Anwendungen dieser Plattform
wurde 2005 publiziert.[”®

Hochtemperatursupraleiter (high temperature supercon-
ductors, HTS) wie Yttrium-Barium-Kupferoxid (YBCO), das
auf einem Substrat aus Saphir deponiert wird, konnen die
Empfindlichkeit zusétzlich verbessern. Brey und Mitarbeiter
haben die Techniken der kleinen ProbengroBen, niedrigen
Temperaturen und HTS-Spulen vereint, um einen 1-mm-Tri-
pelresonanz-Kryo-Probenkopf (600 MHz) mit vier Paaren
von HTS-Spulen aufzubauen.”! Dieser auf 'H-Detektion
optimierte Probenkopf kann abhingig von der Dicke der
Glaswand eines Probenrohrchens mit 1 mm Durchmesser
maximal ein Probenvolumen zwischen 5 und 10 uL aufneh-
men. Die Massenempfindlichkeit ist fast viermal groBer als
die eines 5-mm-Kryo-Probenkopfs, auch wenn das absolute
Signal sehr viel geringer ausféllt. Es muss allerdings ange-
merkt werden, dass mit dem jetzigen HTS-Spulendesign (wie
in Abbildung 2C) fiir einen Tripelresonanz-('H,"C,"N-und-
’H-Lock)-HTS-basierten Probenkopf in einem Magneten mit
Standardbohrung maximal ein Durchmesser von 1.7 mm er-
reicht werden kann. Fiir Proben mit gréeren Volumina wird
ein neues HTS-Spulendesign entwickelt werden miissen. Im
National High Magnetic Field Laboratory (NHMFL) wurde
vor kurzem auch ein auf *C-Detektion optimierter 1.5-mm-
Probenkopf mit HTS-Spulentechnologie entwickelt, der eine
mehr als zweimal hohere Massenempfindlichkeit aufweist als
kommerzielle *C-optimierte Probenkopfe. Solche Proben-
kopfe sind ideal einsetzbar fiir *C-basierte Metabolomik-
studien und Experimente wie INADEQUATE."! Diese
Technik und die zugrunde liegende Optimierung von Mi-
krokryo-Probenkopfen, besonders fiir HTS-Spulen, sind vor
kurzem in einem Ubersichtsartikel zusammengefasst
worden.[”]

Ein alternativer Ansatz zur Entwicklung von Spulen bei
sehr hohen Frequenzen besteht darin, Materialien mit hoher
Permittivitdt zu nutzen. Da solche Materialien in Apparatu-
ren mit hohen Q-Faktoren eingesetzt werden konnen, liegt es
nahe, dass sie statt der traditionellen, auf Stromleitern ba-
sierenden, metallischen rf-Spulen insbesondere fiir Hochfre-
quenzanwendungen eingesetzt werden konnen. Vor einigen
Jahren konnte, aufbauend auf Elektronenspinresonanz-
(EPR)-spektroskopischen Arbeiten, diese Art von Materia-
lien das erste Mal fiir die Magnetresonanzbildgebung einge-
setzt werden.’*”) Es ist sehr wahrscheinlich, dass diese Reso-
natoren auch ihre Nischenanwendungen bei NMR-Frequen-
zen oberhalb von 1 GHz finden werden. Die Kerneigen-
schaften eines dielektrischen Resonators (DR) sind die Zeit-
invariablen Muster des elektrischen und magnetischen
Feldes, die sich in diesem Resonator bilden. Zylindrische DRs
haben transversale elektrische (TE-) und transversale ma-
gnetische (TM-)Moden, aber auch hybride elektromagneti-
sche (HEM-)Moden. Eine TE-Mode wird als eine Mode de-
finiert, deren elektrischer Feldvektor senkrecht auf der
Richtung der Ausbreitung des elektrischen Felds steht, also
kein elektrisches Feld entlang der Propagationsrichtung auf-
weist. Eine TM-Mode stellt eine Mode dar, deren magneti-
scher Feldvektor senkrecht auf der Richtung der Ausbreitung
des magnetischen Felds steht, also kein magnetisches Feld
entlang der Propagationsrichtung aufweist, und eine HEM-
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Abbildung 3. Verteilung der magnetischen (H(t)) und elektrischen
Felder (E(t)) fur die TEy-Mode, die meistgenutzte Mode zylindrischer
dielektrischer Resonatoren.

Mode besteht aus nicht verschwindenden elektrischen und
magnetischen Feldern in Ausbreitungsrichtung. Abbildung 3
zeigt die Verteilung der elektrischen und magnetischen
Felder fiir die am héufigsten genutzte Mode zylindrischer
DRs, die TE;;-Mode. In dieser Mode stehen elektrische und
magnetische Felder tangential zueinander. Es ist hierbei
entscheidend, dass das elektrische Feld im Zentrum des DR
verschwindet und dass es sich nur innerhalb der Struktur des
DR ausbreitet. In einem alternativen Ansatz konnen dielek-
trische Materialien auch in einen konventionellen Resonator
eingebracht werden. Das Dielektrikum kann man als zirku-
lare Ummantelung in der rf-Spule nutzen, um die Empfind-
lichkeit zu erhohen und/oder die Abschirmung der Probe
vom herkommlichen elektrischen Feld der rf-Spule zu ver-
bessern. Eine solche Abschirmung ist wichtig, um das Heizen
bei Experimenten, die Protonenentkopplungen mit starker
Leistung erfordern, zu reduzieren. Diesen Fall beobachtet
man haufig fiir biologische Proben im Festkorper mit starker
Leitfihigkeit. Crum und Zilm® konnten zeigen, dass Proben
von der herkommlichen Komponente des elektrischen Felds
in einer Solenoidspule abgeschirmt werden konnen, ohne die
B,-Feldverteilung oder -amplitude zu verdandern, indem man
eine zylindrische dielektrische Hiilse zwischen Probe und
Spule anbringt.

3.2. NMR-Probenkdépfe: kiinftige Ziele und Aufgaben

Auf den allen Anwendungsgebieten der magnetischen
Resonanz beobachtet man einen kontinuierlichen Trend zu
hoheren statischen Magnetfeldern. Kommerzielle hochauf-
losende  NMR-Magnete haben eine Feldstirke von ca.
23.5 Tesla (1 GHz) erreicht, und Hybridmagnete, die eine
Feldstarke von 1.2 GHz erzielen, werden entwickelt. MRI-
Systeme fiir Untersuchungen an Tieren wenden eine Feld-
stiarke von bis zu 21.1 Tesla (900 MHz) an, und Magnete fiir
MRI am Menschen mit einer Feldstirke von 11.7 Tesla
(500 MHz) befinden sich in der Entwicklung. In Bezug auf
Radiofrequenzspulen sind sowohl die absolute Frequenz als
auch das Produkt aus Frequenz und Durchmesser wichtige
Kriterien fiir Design und Effizienz. Es ist interessant festzu-
stellen, dass Resonatoren in mm-GroBe fiir die Hochfre-
quenz-EPR-Spektroskopie, in cm-GroBe fiir die Hochfre-
quenz-NMR-Spektroskopie sowie in einer Grofe von 10—
100 cm fiir die Hochfrequenz-MRI ein Frequenz-Durchmes-
ser-Produkt in der gleichen GroBenordnung aufweisen. Was
die Eigenschaften der Probe angeht, vergrolern sich die di-
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elektrischen Verluste wie auch die Konduktivitdt mit stei-
gender Frequenz sowohl fiir wéssrige Proben als auch fiir
Gewebeproben. Deshalb ist es wahrscheinlich, dass die Ent-
wicklung dielektrischer Resonatoren nicht nur bei MRI-
Spulen fiir Tiere und Menschen, sondern auch bei hochauf-
l6senden NMR-Probenkopfen und kleinen Resonatoren fiir
die Hochfrequenz-DNP eine Rolle spielen wird.

4. Verbesserung der Empfindlichkeit durch hohere
magnetische Felder

4.1. Supraleitende NMR-Magnete

Aufgrund der Boltzmann-Polarisation und Aspekten der
Faraday-Induktion verstdrkt sich das von Spins emittierte
Signal quadratisch mit steigendem Feld. Die spektrale Auf-
16sung in n-dimensionalen NMR-Experimenten steigert sich
mit der n-ten Potenz von B, wodurch sich der Wunsch der
NMR-Spektroskopiker nach immer hoheren Magnetfeld-
starken erkldrt (Abbildung4). Wéihrend die zurzeit ge-
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Abbildung 4. Steigerung der maximalen Stirke der Magnetfelder, die in den

letzten 40 Jahren fiir die hochauflésende NMR-Spektroskopie verwendet
wurden. Die Abbildung zeigt, wann die ersten kommerziell erhiltlichen
Gerite installiert wurden.

brauchlichen Niedertemperatursupraleiter ein Feld von
23.5 T mit hervorragender Stabilitdt, Homogenitidt und da-
durch bedingter hoher Auflosung ermoglichen, werden kon-
ventionelle NMR-Ansétze aller Wahrscheinlichkeit nach
keine hoheren Felder als 25.9 T (1.1 GHz) erreichen. Diese
Tatsache beruht darauf, dass die kritische Stromdichte im
Supraleiter oberhalb einer Feldstdrke von 23 T rapide ab-
nimmt (siehe Abbildung 5). Hochtemperatursupraleiter (high
temperature superconductors, HTS) wie Bi,Sr,Ca,Cu;0, (Bi-
2223), Bi,Sr,CaCu,O, (Bi-2212) oder REBa,Cu;0,_,
(REBCO; RE = Seltenerdmetall) konnen entsprechend hohe
Stromdichten aushalten, die fiir Magnetfelder oberhalb 23 T
notwendig sind, und ermoglichen so das Design eines NMR-
Magneten mit einer Frequenz oberhalb von 1 GHz. So konnte
tatsichlich eine Magnetfeldstirke von 34 T (was einer 'H-
NMR-Frequenz von 1.45 GHz entspricht) unter Nutzung
einer kleinen eingefiigten Bi-2212-Spule erreicht werden,*
wihrend ein 35.4-T(1.5-GHz)-Feld mit einer kleinen
REBCO-Spule, in ein 31-T-Hintergrundfeld eines wasserge-
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kiihlten resistiven Magneten eingefiigt, erzielt wurde.™ An-
geregt durch diese Erfolge wird ein in allen Teilen supralei-
tender Magnet bei 32 T im NHMFL in den USA entwickelt,
der mit einer konventionellen Spule aus Niedertemperatur-
supraleitern (LTS) bei 15 T zusammen mit einer inneren 17-T-
REBCO-Spule betrieben wird.™ Es sollte also moglich sein,
einen NMR-Magneten fiir den Betrieb bei >1 GHz zu ent-
wickeln, indem man eine duflere LTS-Spule und eine innere
Hochfeld-HTS-Spule, also einen ,,LTS/HTS-NMR-Magne-
ten* herstellt.

Hochfeldmagnete erzeugen enorme Wickelspannungen,
wenn die Konduktoren geladen werden. Deshalb enthalten
Magnete gebriauchlicher supraleitender Materialien oberhalb
von ca. 17 T Verstarkungsmaterialien, z. B. auch Stahl, um die
Supraleiter zu stiitzen, was wiederum Auswirkungen auf die
Gesamtstromdichte des Magneten hat. Fiir lange Zeit war Bi-
2223 das bevorzugte Material, um Feldstdrken oberhalb 23 T
zu erreichen. 2007 konnte die Firma SuperPower ein neues
REBCO-Band produzieren, das Hastelloy-Substrat-Driicke
von 450 MPa, also zweimal mehr als Bi-2223, aushilt. Dieses
Material wird seitdem weltweit fiir zahlreiche Hochfeld-
Demo-Spulen genutzt, die nur minimal zusitzlich ver-
starkt werden miissen. Zahlreiche Laboratorien konzen-
trieren sich jetzt auf REBCO als bevorzugtes Material fiir
NMR-Magnete mit Magnetfeldfrequenzen bis zu
1.5 GHz (35 T). Dennoch ist es nicht ausgeschlossen, dass
der Einsatz der HTS-Konduktoren in NMR-Magneten
entweder wegen des hohen Preises der HTS-Kondukto-
ren oder wegen anderer technischer Probleme scheitern
wird.

2007 startete Japan ein Projekt, ein NMR-Spektro-
meter bei einer Magnetfeldfrequenz von 1.02 GHz
(242T) mit einer inneren Hochfeld-Bi-2223-Spule in-
nerhalb eines Niob-basierten LTS-NMR-Magneten zu
entwickeln. Wegen der Schwierigkeiten bei der Herstel-
lung eines verlésslichen supraleitenden Verbindungs-
stiicks ist es unwahrscheinlich, dass ein solcher LTS/HTS-
NMR-Magnet einen persistenten Strom generieren kann,
der ausreichend stabil fiir NMR-spektroskopische Mes-
sungen ist. Deshalb werden solche und dhnliche LTS/
HTS-NMR-Magnete wahrscheinlich von einem externen
Gleichspannungs-Leistungsgenerator betrieben werden, wie
er auch fiir den ersten 14.1-T-Magneten in der NMR-Spek-
troskopie angewendet wurde.™ Ein internes *H-Feld-Fre-
quenz-Lock-System reicht aus, um das magnetische Feld bei
externen Fluktuationen fiir NMR-Messungen an Proteinen in
Losung zu stabilisieren. Zum Nachweis der Umsetzbarkeit
dieses Prinzips wurde zuerst ein 500-MHz-NMR-Spektro-
meter mit LTS/Bi-2223-Magnet entwickelt, mit dem 2D-
NOESY-, 3D-HNCO- und 3D-HNCACB-Spektren eines
Proteins aufgenommen wurden;®! die Spektrenqualitit war
dabei vergleichbar mit jener von Spektren, die mit einem
konventionellen LTS-500-MHz-NMR-Spektrometer erhalten
wurden. Der néchste Schritt in diesem Projekt, der die Ent-
wicklung eines 1.02-GHz-NMR-Spektrometers mit LTS/Bi-
2223-Magnet vorsah, wurde 2015 abgeschlossen.[*21°]

Ein weiteres Projekt in Japan zielt auf die Entwicklung
eines LTS/REBCO-NMR-Spektrometers fiir den Betrieb bei
Magnetfeldfrequenzen oberhalb 1 GHz ab. REBCO-Kon-
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duktoren wurden erst 2009 kommerziell erhéltlich, weshalb  aus supraleitenden Béndern wie REBCO oder Bi-2223 ge-
die Magnettechnologie von REBCO-Konduktoren bisher nerieren. Solche Projekte werden auch an anderen Standor-
noch nicht weit entwickelt ist. Wiahrend dieses LTS/HTS-  ten in den USA und Japan verfolgt.

Projekts wurden signifikante technische Probleme bei Es gibt zahlreiche Ansédtze zur Entwicklung von LTS/
REBCO-Spulen beobachtet: a) Verlust der supraleitenden ~ HTS-NMR-Magneten fiir die hochauflésende NMR-Spek-
Eigenschaften aufgrund mechanischer Probleme!® sowie  troskopie. Diese Ansitze auf Basis des Zwei-Konduktoren-
b) groBe Effekte der durch Probenstrome induzierten ma-  Aufbaus konnten die NMR-Magnettechnologie revolutio-
gnetischen Felder.® Als Konsequenz dieser technischen  nieren, weil Magnete mit viel groReren Magnetfeldstirken als
Probleme wurde das REBCO-Spulenmaterial mit Parrafin-  heute moglich werden. Die Erforschung und Entwicklung
wachs imprégniert, um Verluste der Spuleneigenschaften zu  solcher Magnete laufen unter Hochdruck im akademischen
verhindern; damit konnte der LTS/REBCO-Magnet bei und industriellen Bereich in Japan, in den USA und in
400 MHz betrieben werden. Dennoch beobachtet man auch  Deutschland.

weiterhin drastische Unterschiede in der Auswirkung von

Probenstromen zwischen LTS/REBCO-400-MHz- und LTS/

BSCCO-500-MHz-NMR-Spektrometern infolge der viel-  4.2. Resistive und Hybrid-NMR-Magnete

schichtigen Bandstruktur der REBCO-Konduktoren. Weitere

Verbesserungen der Feldhomogenitidt und -stabilitidt miissen Institute in Europa und in den USA, die Zugang zu
deshalb erzielt werden, um diesen vorteilhaften Konduktor = Hochstfeld-NMR-Magneten anbieten, beschiftigen sich auch
fiir NMR-Magnete anwendbar zu machen. AuBerdem haben  mit NMR-Experimenten oberhalb 30 T (ca. 1.3 GHz) unter
Experimente am NHMFL an multifilamentosen, runden  Verwendung ausschlieflich resistiver Magnete. Es konnte
Dréhten aus Bi-2212 gezeigt, dass die kritische Stromdichtein  z.B. gezeigt werden, dass NMR-Experimente in gepulsten
Konduktoren nach Durchfiihrung von Sauerstoffreaktionen = Hochstfeldmagneten durchgefithrt werden konnen. Solche
bei hohem Druck (diese kritische Stromdichte Jg erreicht  Systeme, die in Dresden und in Toulouse®"*?! installiert sind,
500 Am 'm 2 bei 30 T, ein hoherer Wert als bei REBCO oder ~ nutzen ausschlieBlich resistive Magnete, die durch Gleich-
Bi-2223) signifikant gesteigert werden kann (Abbildung 5).'"!  strom aus groBen Stromversorgungsgeriten oder Kondensa-
Diese runden Drihte mit kleinerem Durchmesser konnen  torenbanken gespeist werden. In diesen Systemen konnen
vielleicht Magnetfelder hoherer Homogenitdt unter Ver- NMR-Spektren mit einem Magnetfeld im Bereich von 40—
wendung geringerer Magnetisierungsstrome als Magneten 70 T aufgenommen werden. Die Magnete haben eine kom-

10#

| YBCO (hoch anisotrop, daher nicht |
ideal fiir Magnete)

el
—
—

666-Filament-OST-Strang mit
INHMFL-100-bar-Uberdruck-MT,

103 +—N — 87 T Bi-2212 (isotroper,

= \’/ runder Draht)

SCEN Sy
__ = “1 | Spulen aus rundem Draht:
Sprvs ooy, © ™ = == | |- leichter im Design
Bandebene “wrager Bandebene [ - leichter zu winden
E,i'c’i",,-’c“}'z",ﬁz fontrollirted” *\ ‘ - leichter in der Erzeugung
102 +— prod.) 4 Nb,Sn mut hohem J, hoher Homogenitit

kritische Stromdichte (A nm™)
fiir vollen Konduktor bei 4.2 K

L zusammengestellt aus
/ *_ ASC'02-und |
2223 Bronze-Nb,Sn \ ICMC'02-Artikeln

(I Parrell 01-ST)

| O ‘l N b Sn Nb;Sn-Magnete sind
4543-_F//ament-Bronze mit hohem ) 3 beschrénkt auf ca. 25 T

Sn-Anteil; 16 Gew.-% Sn, 0.3 Gew.-% Ti |
(Miyazaki-MT18-IEEE'04) g |
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angelegtes Magnetfeld (T)

Abbildung 5. Kritische Stromdichte supraleitender Drihte als Funktion des angewendeten Magnetfelds. Gezeigt sind Daten fiir zurzeit verwende-
te, runde Nb;Sn-Drihte (roter Pfeil), runde isotrope Bi-2212-Drahte (blau), anisotrope Bi-2223-Binder (griin) und anisotrope YBCO(REBCO)-
Binder (gelb), fiir die der obere Pfeil das Magnetfeld innerhalb der Cu-O-Ebenen und der untere das zu den Cu-O-Ebenen orthogonale Magnet-
feld markiert. Vor kurzem durchgefiihrte Experimente mit rundem Bi-2212-Draht haben gezeigt, dass die kritische Stromdichte substanziell an-
steigt, wenn das Material unter Sauerstoff-Hochdruckbedingungen gesintert wurde® (Bild von Peter Lee, NHMFL).
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pakte Struktur, deren Feldhomogenitét und -stabilitét fiir die
Hochauflosungs-NMR-Spektroskopie nicht ausreicht. Typi-
sche Feldvariationen im Zentrum des Magnetfelds belaufen
sich auf 500 ppm in einem Volumen von 1 cm?, und die zeit-
liche Stabilitédt betrdgt ca. 10 ppm bei ca. 1500 Hz aufgrund
von Oszillationen in den Stromversorgungsgeriaten und ther-
mischer Drift im Kiihlsystem. Solche Systeme kommen des-
halb nicht als Alternativen fiir die biomolekulare NMR-
Spektroskopie infrage, im Unterschied zu so genannten
Hybrid-NMR-Magneten. Diese bestehen aus einem resisti-
ven Magneten innerhalb einer supraleitenden Spule und sind
in Serie geschaltet, um die hochstmoglichen kontinuierlichen
Magnetfelder sowie eine verbesserte induktionsinduzierte
Stabilitdt zu erreichen. Im NHMFL wird z.B. ein 36-T-
Hybrid-NMR-Magnet gebaut, der eine 1-ppm-Feldhomoge-
nitiit in einem Volumen von 1 cm® erreichen soll. Nach Op-
timierung der Feldshims und der Stabilitit konnte ein solches
System auch fiir die hochauflésende NMR-Spektroskopie
infrage kommen. Ein besonderes Merkmal des Magnetde-
signs besteht darin, dass ein elektromagnetischer Einsatz in
Serie mit einem supraleitenden LTS-Magneten mit sehr
hoher Induktivitdt geschaltet ist, um eine Démpfung im
Hinblick auf die Fluktuationen des Stromversorgungsgerits
zu erzielen. Es bleibt aber eine anspruchsvolle Aufgabe, fiir
jedes System mit einer inneren resistiven Magnetkomponente
die Homogenitédt und Stabilitidt zu erreichen, die fiir hoch-
auflosende NMR-Spektroskopie (selbst im Festkorper) not-
wendig sind. Alle Versuche in dieser Richtung erhohen die
Komplexitdt des Magnetdesigns, verringern die Leistungsef-
fizienz und konnten den erreichbaren Raumtemperatur-
Bohrungsdurchmesser verkleinern. In Projekten in Nijmegen,
im NHMFL und in Japan wurden ferromagnetische und pa-
ramagnetische Shimsysteme als Alternative eingesetzt, die
keine Anderungen am Magnetdesign oder am Stromversor-
gungsgerit notig machten (Abbildung 6).%Y

L-Alanin bei 30T CH,

30

,(kHz)

co
50 uﬂ

Abbildung 6. Homonukleares *C-Kreuzkorrelationsspektrum, aufge-
nommen an einer Probe von L-Alanin bei einer Feldstarke von 30 T in
einem Standard-33-T-Bitter-Magneten im Hochfeldmagnetlabor in Nij-
megen. Dieser Magnet hat eine 32-mm-Raumtemperaturbohrung mit
einem Ferro-Shim und ohne elektrische Shims. Ein 1D-digitaler Fre-
quenz-Lock des 2H-Referenzsignals wurde genutzt, mittels Hardware-
Steuerung Phaseninkremente in der indirekten Dimension einzuspei-
sen. Die MAS-Rotationsfrequenz betrug 45 kHz, und dipolare Kopp-
lung wurde durch eine rotorsynchronisierte SR6-Sequenz riickgekop-
pelt. Die Messzeit betrug ungefihr 30 min.
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Die Stabilitdtsprobleme miissen durch eine geeignete
schnelle, digitale Feldfrequenz-Lock-Einheit ausgeglichen
werden. Im Prinzip konnen so die meisten 2D-NMR-Expe-
rimente ohne Anderungen in den Pulssequenzen durchge-
fithrt werden, da alle durch die Felddnderungen induzierten
Phasenfluktuationen, die die Evolutionsperioden der ver-
schiedenen Kerne beeinflussen, durch Anderungen des Locks
ausgeglichen werden.” Eine zweite Losung besteht in einem
»Feld/Frequenz“-Lock mithilfe einer Riickkopplungsspule,
die es ermoglicht, dass Signalmittelung und multidimensio-
nale Experimente in resistiven Magneten in gleicher Weise
durchgefiihrt werden konnen wie in supraleitenden NMR-
Magneten.®™ Zum Aufbau eines solchen Systems muss die
Riickkopplung auf Feldfluktuationen innerhalb von Millise-
kunden bis Sekunden erfolgen. Um dies zu erreichen, wurden
spezielle Feldmessungen wie Frequenzzihlung und Phasen-
messungen entwickelt. Dennoch muss festgehalten werden,
dass der Betrieb von resistiven und hybriden NMR-Magneten
sehr viel teurer ist als der kontinuierliche Betrieb supralei-
tender NMR-Magnete. Die Kosten allein fiir die Elektrizitit,
die resistive und hybride NMR-Magnete bendtigen, belaufen
sich auf mehrere Tausend Dollar pro Stunde. Insbesondere
2D- oder 3D-NMR-Experimente mit niedriger Empfindlich-
keit, die recht lange Aufnahmezeiten erfordern, sind damit
praktisch unmoglich. Deshalb liegt der Fokus bei der bio-
molekularen NMR-Spektroskopie auf dem LTS/HTS-Ma-
gnetdesign.

Zusammengefasst sollten die Hochstfeldmagneten, wie
sie bereits mit nichtpersistenten Magneten erreicht werden
konnen, interessante Perspektiven fiir die NMR-Spektro-
skopie im Hochstfeld bieten. Auch wenn diese Systeme nicht
in der Lage sein werden, die erforderliche Stabilitdt und
Homogenitdt der traditionellen hochauflosenden NMR-
Spektroskopie zu erreichen, ermoglichen sie es doch, Expe-
rimente bei 30-45 T zu testen, zehn oder zwanzig Jahre, bevor
solche Felder in rein supraleitenden Magneten moglich sein
werden. Die Bedeutung solcher Experimente fiir die biomo-
lekulare NMR-Spektroskopie im Festkorper ist damit offen-
sichtlich, nicht nur was Spin-!/,-Kerne mit niedrigem gyro-
magnetischem Verhiltnis angeht, sondern auch in Bezug auf
andere Spezies, die nur geringe Auflosungen erlauben, wie
'"H-Kerne in einfachen Spinnetzwerken oder biologisch rele-
vante quadrupolare Kerne wie '’O oder “Zn.

5. Steigerung der Empfindlichkeit durch Strategien
zum Transfer der Spinausrichtung: DNP, PHIP,
optische Pumpexperimente

Die detektierten Signale eines Ensembles von Spins
konnen verstirkt werden, indem die Spinpolarisation von
Elektronen, die ein grofles Magnetmoment aufweisen, auf
Kerne iibertragen wird. Nutzt man hierfiir Mikrowellen-
strahlung fiir die Elektron-Kern-Uberginge, spricht man von
dynamischer Kernpolarisation (dynamic nuclear polarization,
DNP). Innerhalb der letzten zehn Jahre wurden Mikrowel-
lenquellen entwickelt, die DNP-Experimente bei Magnet-
feldstarken ermoglichen, wie sie bei modernen NMR-Expe-
rimenten (5-20 T) eingesetzt werden. Deshalb ist DNP nun
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ein integraler Bestandteil zahlreicher NMR-spektroskopi-
scher Studien, darunter In-vivo-NMR-Spektroskopie, NMR-
metabolische Untersuchungen und hochauflésende NMR-
Experimente in Losung und im Festkorper.’™*! Die physi-
kalischen Grundlagen der DNP wurden bereits vor 60 Jahren
von Overhauser beschrieben,” und erste Experimente
wurden kurz danach an Metallen durchgefiihrt."® Die heu-
tige Bedeutung der DNP fiir die Praxis beruht hauptsachlich
auf ihrer Implementierung bei hohen Feldern in Festkorpern.
Solche Experimente konnen bei Rotation um den magischen
Winkel (magic angle spinning, MAS) an Feststoffen, die mit
paramagnetischen Zentren dotiert wurden,'”'~'%! aber auch in
Losung durchgefiihrt werden, indem an einem kryogen ge-
kiihlten Pellet zundchst DNP im Festkorper induziert und
anschliefend aufgelost wird; dies fiithrt zu groflen Steigerun-
gen der Empfindlichkeit.'! Dies sind die beiden vielver-
sprechendsten Strategien zum Erzielen einer drastischen
Empfindlichkeitssteigerung bei der biomakromolekularen
NMR-Spektroskopie, und wir wollen hier ihre jiingsten
Fortschritte diskutieren. Da sich auerdem die physikalischen
Grundlagen der DNP unterscheiden, je nachdem, ob DNP-
Transfer im Festkorper oder in Fliissigkeit induziert wird
(unabhingig von der Frage, in welchem Zustand anschlieBend
NMR-Experimente durchgefithrt werden), unterteilen wir
unsere Diskussion gemif3 diesen beiden Szenarien.

5.1. Das physikalische Prinzip der DNP im Festkérper

Der Polarisationstransfer zwischen mit Mikrowelle ange-
regten Elektronen und den umgebenden Kernen ist im Fest-
korper am effizientesten (Abbildung 7), da man dann sowohl
hohe Magnetfelder als auch niedrige Temperaturen nutzen
kann. Dies kann die Empfindlichkeit um bis zu 4-5 Grofen-
ordnungen gegeniiber der im Fall von Kernpolarisation bei
Raumtemperatur verstdrken. Die Steigerung beruht auf den
groen Unterschieden der gyromagnetischen Verhéiltnisse
der Elektronen und der Kerne (y./y =658 fiir 'H und y,./
Ve = 2618 fiir *C) sowie auf dem groBen Unterschied in der
auf der Boltzmann-Verteilung beruhenden Energiedifferenz,
den man durch Temperatursprung erzielen kann (ca. 300 bei
einem Sprung von 1 zu 300 K). Die hauptsichlich verant-
wortlichen physikalischen Mechanismen, die dem Hyperpo-
larisationsprozess im Festkorper zugrunde liegen, sind die
folgenden: 1) ,,Solideffekt“ (SE-DNP),!'*! 2)  Kreuzeffekt“
(CE-DNP)I'%1%]  ynd  3) thermische Mischung (TM-
DNP),' ™M1 aych wenn kiirzlich von Verstirkungen unter

Mikrowellenbestrahlung
Analyt
Polarisationsmittel

W\
0
o

Polarisationstransfer

Abbildung 7. Schematische Abbildung eines DNP-Experiments: Mikro-
wellenstrahlung induziert elektronische Uberginge, die in der Folge
das Ausmaf? der Kernpolarisation verstérken.
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Nutzung des Overhauser-Mechanismus im Festkorper be-
richtet wurde.""” SE-DNP induziert den Polarisationstransfer
zum Kern von einem isolierten ungepaarten Elektron
aus 18 LB CE_DNP beruht darauf, dass zwei Elektronen
Polarisation in Resonanz zu einem Kern transferieren.['17]
Der TM-Mechanismus beschreibt den Prozess des Elektro-
nen-Kern-Polarisationstransfers in groen Spinsystemen, die
aus vielen dipolar gekoppelten Elektronen und Kernen be-
stehen, und wird typischerweise im Rahmen eines Spintem-
peratur-Formalismus ~ beschrieben.®2!  Gemeinsames
Merkmal all dieser Mechanismen ist, dass man fiir eine Ma-
ximierung der Kernpolarisation von der hochsten méglichen
Elektronenpolarisation unter Nutzung eines grofen Hoch-
feld/Temperatur-Quotienten ausgeht und durch Mikrowel-
leneinstrahlung in der N&dhe oder bei der elektronischen
Larmor-Frequenz das Polarisationsgleichgewicht stort. Meis-
tens werden Festkorper-DNP-Experimente mit glasartigen
Proben bei tiefer Temperatur und Dotieren mit Radikalen
einer Konzentration von 5-40 mwm durchgefiihrt; das Messen
der Verstiarkung der Kernpolarisation als Funktion der Mi-
krowelleneinstrahlfrequenz kann Aufschluss dariiber geben,
ob der SE- oder der CE-Mechanismus oder eine Kombination
beider Mechanismen zur Verstirkung fithrt (Abbil-
dung 8)."""1212 Tn neueren Untersuchungen wurden die
spezifischen Bedingungen fiir effiziente Signalverstirkung
erneut abgeleitet und die Aufbauraten der Kernpolarisation
sowie statische DNP-Experimente unter Frequenzmodulati-
on simuliert.""*'?* Wihrend SE- und CE-DNP-Mechanismen
zum Aufbau lokaler Polarisation fithren, muss dennoch ihre
Wirkung auf weit entfernte Kerne im Kontinuum mitbe-
riicksichtigt werden. Dieser Prozess beruht auf der dipolaren
Wechselwirkung zwischen Kernen und kann als Spindiffusi-
onsprozess beschrieben werden.''>1113-1271 UUm diese Pro-
zesse zu simulieren, muss man einen relaxationsartigen Me-
chanismus, der den Effekt fluktuierender Operatoren
I'I7 + 17 1] zwischen Paaren von Kernen i und j beschreibt,
beriicksichtigen.® Der Transfer der Polarisation entlang des
Netzwerks dipolar gekoppelter Kerne héngt auch von der 7-
Relaxation des Kernpools und den dipolaren Relaxationsge-
schwindigkeiten ab. Auf diese Weise — und verstéarkt durch die
niedrige Temperatur, dank derer man mit langen DNP-
Pumpzeiten arbeiten kann — lassen sich gro3e Kernspinsys-
teme in Molekiilen unter Nutzung des SE- (Abbildung 9) wie

=

0X63 + *C-Harnstoff

13C-DNP-Verstarkung

oe®

(]
HW-Frequenz
Solideffekt
Angleichung = +
Kreuzeffekt

Abbildung 8. Synergistische Effekte aufgrund von Solid- und Kreuzef-
fekt bei der *C-Festkérper-DNP.'?!
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auch des CE-DNP-Mechanismus polarisieren. Fiir grofie
Systeme ndhern sich die Aufbauzeiten denen der Kernrela-
xationszeit an. Dann hingt die erzielbare Polarisation von der
Relaxationszeit und der effektiven Grofle des Spinsystems fiir
jedes DNP-aktive Elektron ab.

Ein wesentlicher Unterschied zwischen dem SE- und dem
CE-Mechanismus beruht auf der Aufbaurate der Kernpola-
risation in der Nihe des Elektrons oder der Elektronen. Im
Fall des SE-Mechanismus, der verbotene Uberginge nutzt, ist
die effektive Mikrowellenleistung, die fiir den Ubergang zur
Verfiigung steht, klein; die Aufbauraten sind dann sehr viel
geringer als nach dem CE-Mechanismus, bei dem Elektro-
nen-getriebene Kernpolarisation erlaubt ist, weshalb die Ef-
fizienz des Ubergangs direkt proportional zur uW-Leistung
ist. Im Experiment ist es aber so, dass die Konzentration an
Elektronenpaaren, die die sehr stringente CE-DNP-Bedin-
gung erfiillen — ndmlich dass zwei Elektronen rdumlich so
angeordnet sein miissen, dass die Differenz ihrer Resonanz-
frequenz genau der Kern-Larmor-Frequenz entspricht — viel
geringer ist als bei SE-DNP-Elektronen.!® Deshalb sind die
beiden Arten von Signalverstdrkung immer gleichzeitig aktiv;
welche von ihnen tiberwiegt, hangt von Faktoren wie der Art
des Radikals, der Konzentration und den Relaxationseigen-
schaften ab.

Auf Grundlage dieser Uberlegungen ist klar, dass es fiir
einen gro3en DNP-Effekt vorteilhaft ist, wenn entweder die
EPR-Linie scharf und damit einfach zu sittigen ist (fiir SE-
DNP) oder wenn es Paare gekoppelter Spins gibt (fiir CE-
DNP). Unabhingig davon sollten die Radikale homogen tiber
die Probe verteilt sein, weshalb man mit amorphen oder
glasartigen Festkorpern arbeitet. In einigen Forschungsgrup-
pen werden neue Molekiile fiir die Polarisation sowie Ver-
fahren zur Probenpriparation entwickelt, die diese Anfor-
derungen erfiillen.® %%l Kohlenstoff-zentrierte Radikale mit
scharfen Linien wie das Tritylradikal™" und 1,3-Bisdipheny-
len-2-phenylallyl (BDPA)™? werden hiufig verwendet, um
den SE-DNP-Effekt insbesondere bei kryogenen Tempera-
turen zu nutzen; aber auch 2,2,6,6-Tetramethylpiperidinyl-
oxyl (TEMPO)"! und sogar Metallionen mit niedrigem
Spinmoment wurden als polarisierende Molekiile fiir SE-

Solideffekt-DNP-Polarisation

C. Luchinat et al.

DNP genutzt.’*1*1 Wegen der niedrigen Anforderungen an
die eingestrahlte Leistung fiir einen effizienten CE-DNP-
Effekt ist der Einsatz von Biradikalen sehr vielversprechend
fiir Anwendungen an Biomolekiilen und Materialien.!* Mit
Biradikalen wie TOTAPOL"*! und AMUPOL"" konnten
gute Verstarkungsfaktoren bei 80 K erzielt werden. Fiir die
DNP-Anwendung werden diese Radikale typischerweise in
glasartigen Losungsmitteln wie DMSO/Wasser oder Glycer-
in/Wasser gelost, die beim Einfrieren zu einer amorphen
Phase eine Segregation des Radikals/Biradikals von der
fliissig-amorphen Phase verhindern.'"” Bemerkenswerter-
weise konnen auch die Wechselwirkungen zwischen den
Biomolekiilen und den Radikalen, seien sie spezifisch oder
unspezifisch, die Bildung von Koérnern von Radikalen ver-
hindern,['¥-141]

5.2. Apparative Aspekte der DNP-verbesserten MAS-NMR-
Spektroskopie

Fiir die In-situ-Aufnahme einer Probe unter MAS-Be-
dingungen brauchen DNP-NMR-Experimente im Festkorper
sowohl einen rf-Schwingkreis fiir die Akquisition der Kern-
induktion als auch einen Mikrowellenschwingkreis, um
Uberginge der Elektronen sittigen zu kénnen. Zusitzlich
muss die Probe kalt gehalten werden, um die Elektronen- und
Kern-Relaxationszeiten zu verlangern. Dazu wird typischer-
weise Stickstoffgas, das auch fiir die Rotation der Probe ge-
braucht wird, bei 80 K verwendet. Unter diesen Bedingungen,
bei denen die 7;- und 7,-Zeiten der Elektronen relativ kurz
und die angewendeten Magnetfelder recht gro (>9.4T)
sind, benotigt man fiir eine effiziente Sattigung des Elektro-
nenspinsystems eine Mikrowellenquelle, die sowohl hoch-
frequent als auch leistungsstark ist. Griffin und Mitarbeiter
am MIT haben Pionierarbeit bei der Verwendung von Cy-
clotronresonanzmasern (so genannten Gyrotrons) geleis-
tet.'”!! Gyrotrons liefern sehr viel hohere Leistungen als die
alternativen Gunn-Dioden oder Klystrone, und diese Leis-
tung kann stabil fiir langere Experimente erzeugt werden.
Eine Einschriankung fiir diese Quelle ist ihr vergleichsweise
geringer Abstimmungsbereich, was zur Folge
hat, dass man das Feld und nicht die Frequenz
dieser Quelle dndern muss, wenn man andere
Radikale verwendet, z.B. BDPA statt

TEMPO. Kiirzlich konnte allerdings gezeigt
werden, dass einige Gyrotrons auch abge-
stimmt werden konnen, wenn man verschie-
dene Kavititsmoden auswihlt.'*”] Allerdings
bleibt abzuwarten, ob man mit diesen Neue-
rungen tatsidchlich eine Abstimmbarkeit des
Mikrowellensystems erreichen konnen wird.
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Abbildung 9. Solideffekt-DNP-Verstirkungsprofile, die fiir ein Modellsystem aus acht an
ein einzelnes Elektron im Kernbereich gekoppelten Kernen (links im Bild) simuliert
wurden. Die kleinen blauen Kugeln zeigen die relative Position der Spins an. Die Kurve
auf der rechten Seite zeigt die Simulation der zeitlichen Progression der Polarisation

durch Mikrowelleneinstrahlung.
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40 Tycko etal. konnten zudem zeigen, dass die
Anforderungen an die Mikrowellenleistung
deutlich verringert werden konnen, wenn man
unter stabiler Rotation bei 13-25 K die Re-
laxtionszeiten verlingern kann >

Aus diesen Ausfithrungen wird klar, dass
man fiir die biomolekulare Anwendung der
DNP-MAS-NMR-Spektroskopie einen Pro-
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benkopf braucht, in dem man gleichzeitig zwei bis drei
Kernfrequenzen (z.B. 'H, “C und "N) und zugleich auch die
Elektronenspinresonanz des Radikals in der Probe anregen
kann. Die zurzeit gebriuchlichen Probenkopftechnologien
sehen vor, dass die Mikrowelle durch einen Wellenleiter mit
geriffelten Winden im Ubermoden-Modus als Hybridmode
vom Gryotron in den DNP-NMR-Probenkopf eingebracht
wird.!"¥ Der Wellenleiter endet in einer Apertur, die auf eine
Offnung im MAS-System gerichtet ist, sodass der Strahl
radial auf die rf-Spule und den MAS-Rotor, der die zu un-
tersuchende Probe enthilt, auftrifft (Abbildung 10). Dreidi-
mensionale Simulationen der Wellenverteilung des elektro-
magnetischen Feldes im Millimeterbereich!*! ermoglichen
es, die Elektroneneinstrahlung innerhalb des Rotors zu ver-
stehen. Die an den Konturlinien annotierten Zahlen in Ab-
bildung 11, links, geben die gemessenen Voltzahlen (in mV)

MAS-Stator

Abbildung 10. Oben: Computerzeichnung des Inneren eines DNP-
MAS-Probenkopfs. Eingezeichnet sind das Ende des Wellenleiters
sowie der MAS-Stator. Unten: Querschnitt durch einen MAS-Stator.
Eingezeichnet sind die solenoidale NMR-Radiofrequenzspule, der
MAS-Rotor und der Raum fiir die Probe. Im Koordinatensystem ist die
y-Richtung parallel zum MAS-Rotor und der Spulenachse ausgerichtet,
wihrend die z-Richtung die Richtung fiir den einfallenden Millimeter-
wellenstrahl andeutet.
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an, die gut mit den berechneten Werten iibereinstimmen
(Abbildung 11, rechts). Diese Simulationen zeigen, dass di-
elektrische Materialien wie Zirconoxid oder Saphir, die man
als Materialien fiir MAS-Rotoren verwendet, den einfallen-
den Mikrowellenstrahl signifikant brechen. Sogar die di-
elektrischen Eigenschaften der DNP-NMR-Probe, die aus
einer gefrorenen Glycerin/Wasser-Mischung besteht, konnen
zu solchen Effekten fithren. Dementsprechend ist klar, dass
man noch viel lernen muss, um die Einbringung von Mikro-
wellen unter diesen Bedingungen zu optimieren.

5.3. Physikalisches Prinzip und Eigenschaften der Verdiinnungs-
ex-situ-DNP-NMR-Spektroskopie

DNP-NMR-Spektroskopie wird traditionell bei hohen
Magnetfeldern unter kryogenen Bedingungen durchgefiihrt.
Eine bahnbrechende Neuerung, die diese Art von DNP in
den Bereich der hochauflosenden NMR-Spektroskopie in
Losung und in die In-vivo-MRI/MRS ceinfiihrte, war die
Entwicklung eines Verdiinnungsprozesses, der eine gefrorene
Probe mit sehr hoch polarisierten Kernspins in eine Losung
bei Raumtemperatur tiberfiihrt, in der Kerne mit ausreichend
langen longitudinalen Relaxationszeiten ihre enormen Pola-
risationen behalten (Abbildung 12).1 Dieser Verdiin-
nungsprozess ist irreversibel und lduft in der Art ab, dass man
eine heifle Losung, z. B. iiberhitztes Wasser, auf die gefrorene
Probe gibt, um sie zu schmelzen. Die resultierende Losung
wird aus dem Polarisator unter Verwendung von Heliumgas
unter hohem Druck herausgetrieben, aufgefangen und an-
schlieBend in ein NMR-Probenrohrchen, ein Tier oder einen
Menschen injiziert. Diese ,,Verdiinnungs-DNP*“ wurde ge-
nutzt, um Kerne wie 'H, °Li, "Li, “C, "N, ¥Y, ¥Rb sowie '"Ag
und 'Ag zu polarisieren,'*!1*13 wobei die Kernpolarisati-
on in Losung um Faktoren zwischen 1000 und 50000 gegen-
iiber der thermischen Polarisation bei Raumtemperatur, die
in Standard-Magnetfeldern in der hochauflosenden NMR-,
MRS- und MRI-Spektroskopie erzielbar ist, verstarkt werden
konnte. Dementsprechend liegt die Anwendung dieser
Technik, auch wenn man keine Signalmittelung durchfiihren
kann, darin begriindet, dass wegen der drastischen Emp-
findlichkeitssteigerung eine solche Signalmittelung gar nicht
mehr notig ist.

Im Unterschied zur DNP-MAS-NMR-Spektroskopie im
Festkorper ist die Verdiinnungs-DNP inhdrent eine Ex-situ-
Methode. Die Feldstirke wie auch die Temperatur, bei der
der DNP-Prozess stattfindet, konnen deshalb unabhéngig von
den Parametern gewéhlt werden, die man fiir die NMR-
Messungen nach der Verdiinnung benétigt. Diese Flexibilitét
ermoglicht es, unterschiedliche Kombinationen von Tempe-
raturen und Magnetfeldern zu wihlen, um die hochste Pola-
risation fiir einen speziellen Zeitbereich zu erzielen. Typische
Parameter sind z.B. ein Feld zwischen 3 und 7 T und eine
Temperatur von 1-2 K7l Unter diesen Bedingungen ist die
Elektronenpolarisation nahezu 1, und Kernpolarisationen
von 0.1-0.5 kann man innerhalb einiger Stunden erzeugen.
Der Ex-situ-Ansatz fiihrt natiirlich auch dazu, dass die NMR-
Gerite eine sekundidre Rolle fiir den Polarisationsprozess
spielen und dass nur sehr einfache Spulen zur Verfolgung des
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Abbildung 11. Vorwirtsstreuung eines Millimeterwellenstrahls (unter Annahme einer Gauf-Intensititsverteilung, der Hybridmode HE11, und eines
linear polarisierten Strahls) in einem MAS-Rotor mit einem AufRendurchmesser von 3.2 mm. Der MAS-Rotor ist aus Zirconkeramik, und die Welle
hat eine Frequenz von 263 GHz, was einer Wellenlange von 1.13 mm entspricht. Gezeigt ist die Streuung in der Ebene des einfallenden Strahls,
orthogonal zur Rotorenachse. Der Rotor befindet sich auRerhalb des Sichtfeldes (unterhalb der unteren Kante der dargestellten Feldebene), und
die Welle propagiert vom unten nach oben entlang der z-Achse. Links: experimentell bestimmter Absolutwert des elektrischen Felds. Rechts:
simulierte Feldverteilung (Absolutwert des , Poynting“-Vektorfeldes). Die Messung und die COMSOL-Simulationen wurden von E. de Rijk (EPFL)
durchgefiihrt und mit der Software SWISSto12 berechnet.
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Abbildung 12. DNP-System mit Transferleitung, installiert an einem 400-MHz-NMR-Spektrometer. Die Position des Verdiinnungsstabs ist vor (A)
und nach Verdiinnung (B) eingezeichnet. Die gefrorene Lésung wird in einem Magneten bei 3.35 T bestrahlt und so schnell wie méglich nach
Aufbau des DNP-Effekts bei tiefer Temperatur in das Hochfeldsystem fiir NMR-Messungen (rechts) mittels heilem Lésungsmittel und Heliumgas
zum Druckaufbau transferiert. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [165].
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Aufbaus der Polarisation mittels Kleinwinkelanregung not-  durchgefiihrt wird, verringern ebenfalls signifikant die An-
wendig sind. Eine Ausnahme sind Anwendungen, bei denen  forderungen an die Mikrowellenleistung; in den meisten
der Aufbau von “C-Polarisation durch 'H-"C-Kreuzpolari-  Fillen geniigen typischerweise ca. 100 uW anstelle der meh-
sationsschemata erzielt werden soll.® Hier werden reren zehn Watt, wie sie von Gyrotrons geliefert werden.!'™
Schwingkreise mit hoher Leistung, die auf zwei Frequenzen Der Fest-nach-flissig-Phaseniibergang und der damit
abgestimmt werden konnen, benotigt werden.'! Die  verbundene Transfer der polarisierten Fliissigkeit aus der
niedrigen Temperaturen, bei denen das DNP-Experiment Polarisationsapparatur in das NMR-Spektrometer schridnkt
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die moglichen Vorteile der Verdiinnungs-DNP-Spektrosko-
pie auf solche Kernspins ein, die relative lange Polarisati-
onslebenszeiten mit 7;-Zeiten im Bereich mehrerer Sekun-
den aufweisen. Zu bedenken sind dabei die magnetischen
Felder, die wiahrend des Transfers von der Polarisationsap-
paratur in das NMR-Spektrometer herrschen, wie auch die
vorherrschenden Magnetfelder im NMR-Spektrometer,
wihrend die Probe ins Probenrshrchen eingefiillt wird, oder
auch im Kernspintomographen, wihrend ein polarisierter
Metabolit in ein Gewebe perfundiert und dort im unter-
suchten Organ metabolisiert wird. Nach der Verdiinnung der
Probe und wihrend der weiteren Probentransferschritte zer-
fallt die Hyperpolarisation der Kern zuriick zum Gleichge-
wichtszustand. Wie lange diese Hyperpolarisation ausrei-
chend grof} ist, um mit der normalen akkumulierten Akqui-
sition zu konkurrieren, ist abhéngig von den Eigenschaften
der untersuchten funktionalen Gruppe, vom Molekularge-
wicht der Probe, von deren globaler und interner Dynamik
sowie vom Magnetfeld und von der Temperatur. Die auf
Relaxation basierenden Verluste sind besonders stark bei 'H
mit hoher Spindichte und fiir groBe Molekiile, wie Polypep-
tide, Nukleinsduren und Polymere. Solche Systeme sind ty-
pischerweise ungeeignet fiir eine Verstarkung der Polarisati-
on mittels Verdiinnungs-DNP. Die Erhohung der Temperatur
verldngert typischerweise die Relaxationszeiten kleiner Mo-
lekiile, allerdings ist dies bei biomolekularen und In-vivo-
Studien nicht immer moglich. Eine Verbesserung auf
Grundlage einer kleinen chemischen Anderung beruht auf
einer Deuterierung der Probe, wodurch die dipolare Kern-
relaxation verringert wird. Die Abtrennung oder Neutrali-
sierung der polarisierenden Radikale fithrt manchmal eben-
falls zu einer Reduktion der Relaxationsgeschwindigkeit und
vermindert dadurch die durch den Probentransfer induzierten
Verluste.* 131 Man kann auch die Signale von Kernspins
mit kurzen longitudinalen 7)-Zeiten verstiarken oder beob-
achten, indem man einen Polarisationstransfer von hyperpo-
larisierten Kernspins mit langen longitudinalen T7)-Zeiten
herbeifiihrt.'%*1%191 §plche Methoden kénnen mdoglicher-
weise die Empfindlichkeit und Auflosung sogar in vivo ver-
bessern.['®!) Weitere Verbesserungen koénnten darauf aufbau-
en, dass man langlebige, Singulett-artige Spinzustdnde
nutzt,'”! deren T)-Zeiten deutlich linger sind als die der
Einzelspin-T}-Zeiten. Fiir chemische oder biomolekulare
Anwendungen an schnell relaxierenden Molekiilen sollte die
Entwicklung supraleitender Magnete, die fiir Verdiinnungs-
DNP-Spektroskopie ausgelegt sind, die beste Losung sein.
Solche supraleitenden Magnete miissten zwei homogene
Feldzentren aufweisen, eines fiir DNP und ein weiteres fiir die
NMR-Spektroskopie. Dann kann der Probentransfer inner-
halb von wenigen hundert Millisekunden zwischen diesen
beiden Zentren stattfinden, was eine breite Palette von
bahnbrechenden Experimenten ermdglichen sollte.'*! Al-
lerdings muss man dabei stets mogliche Probleme beziiglich
der Proben bedenken, wie Kéltedenaturierung von biomole-
kularen Proben sowie Loslichkeits- oder Prizipitationspro-
bleme. Diese treten speziell dann auf, wenn man mit hoch-
konzentrierten Losungen (100-1000 mMm) arbeitet, wie sie
normalerweise fiir die Ex-situ-Hyperpolarisation verwendet
werden.
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Eine weitere allgemeine Eigenschaft des irreversiblen
Zerfalls der hart erarbeiteten DNP-Hyperpolarisation ist,
dass man nur Einzeltransient-NMR-Spektren oder wenige
NMR-Experimente mit Anregung mit einem kleinen Flip-
winkel mit Verdiinnungs-DNP verbinden kann. Dies macht es
sehr schwierig, hyperpolarisierte 2D-NMR-Akquisition
durchzufiihren, wie sie typischerweise bei der biomolekularen
NMR-Spektroskopie angewendet wird. Ein vielversprechen-
der Ansatz liegt in der Verwendung der so genannten Ein-
Experiment-,,ultrafast“-2D-NMR-Spektroskopie von hyper-
polarisierten Verbindungen; 2D-Spektren von hyperpolari-
sierten fliissigen Proben bei Konzentrationen unterhalb des
um Bereichs konnen dann innerhalb von 0.1 s aufgenommen
werden.[>1%11 Aych mit anderen Methoden kann man
Korrelationsinformation indirekt erhalten, z.B. durch 1D-
Akquisition unter Anwendung von Entkopplungen aufler-
halb der Resonanz (off-resonance decoupling);!® diese
Methoden sind einfach aufzusetzen, haben aber nicht die
Vorteile der 2D-Spektroskopie. Auf dem jetzigen Stand der
Entwicklung scheint sich abzuzeichnen, dass Verdiinnungs-
DNP nicht in der Lage sein wird, die komplexesten Sequen-
zen aus dem Methodenrepertoire der mehrdimensionalen
modernen NMR-Spektroskopie zugédnglich zu machen. Des-
halb sollte man Verdiinnungs-DNP nicht als Konkurrenz zu
bestehenden Methoden betrachten, sondern als synergisti-
sche Komponente fiir konventionelle hochauflésende NMR-
Methoden zur biomolekularen Charakterisierung.

5.4. Anwendungen der Verdiinnungs-DNP in der Chemie,
Biochemie und Medizin

Der Hauptanwendungsbereich der Verdiinnungs-DNP
liegt zurzeit in der Préparation von hyperpolarisierten Sub-
straten fiir die Durchfithrung metabolischer NMR-spektro-
skopischer Studien in vivo sowohl beim Magnetresonanzi-
maging (MRI) als auch bei der Magnetresonanzspektrosko-
pie (MRS). Der kurzen Lebensdauer der hyperpolarisierten
Spinzustande zum Trotz ist die Anwendung dieser Technik als
diagnostisches Hilfsmittel, z.B. zum Verfolgen des Anspre-
chens auf therapeutische MaB3nahmen in der Krebsforschung
und Kardiologie, gut in priklinischen Studien dokumentiert
worden.'1%] In den letzten Jahren wurde Verdiinnungs-
DNP erstmals auch in Studien am Patienten eingesetzt.!'!
Diese beeindruckende Entwicklung ist durch einen multidis-
ziplindren Ansatz beziiglich der Ausrichtung und Durchfiih-
rung charakterisiert; sie umfasst zahlreiche Pulssequenzent-
wicklungen""" und fiihrte zu biologischen Erkenntnissen,
die zu zahlreich sind, um sie in diesem biomolekular fokus-
sierten Aufsatz aufzidhlen zu konnen.

Die Verdiinnungs-DNP ermoglicht auch wichtige An-
wendungen auf dem Gebiet der hochauflésenden NMR-
Spektroskopie. Sie ist sehr gut geeignet, transient auftretende
Molekiile in chemischen oder biochemischen Reaktionen, die
weit entfernt vom Gleichgewicht ablaufen, zu charakterisie-
ren. Um die Polarisationsverluste bei der Beobachtung tran-
sienter Zustinde zu minimieren, nutzt ein Ansatz schnelle
Probeninjektionsapparaturen, mit denen man unter Ver-
wendung der Verdiinnungs-DNP-Apparaturen auch Kern-
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spins mit 7}-Zeiten unterhalb von Sekunden beobachten
kann.'"” Ein solcher Ansatz konnte z.B. fiir die Untersu-
chung neuer Wirkstoffe, die schnell zu Proteintargets injiziert
werden, niitzlich sein. Eine Reihe von Untersuchungen hat
deshalb die Hyperpolarisation moglicher Liganden mittels
Verdiinnungs-DNP genutzt, um Bindung oder sogar Bin-
dungskonstanten durch die Anderung der Relaxations- und
Kreuzrelaxationsparameter zu detektieren.'’*!””! Von einem
technischen Standpunkt aus mogen solche Studien geradezu
ideal fiir die Verdiinnungs-DNP sein, denn hier stellen weder
die notwendige Verdiinnung der Probe noch der Einzelex-
perimentcharakter der Methode signifikante Einschréankun-
gen dar. Ahnliche Vorteile konnten sich auch bei der Be-
stimmung der Kinetik chemischer und biochemischer Reak-
tionen ergeben, z.B. bei der Protein- und RNA-Faltung. Die
Aufnahme eines Zeitverlaufs einer Enzym-katalysierten Re-
aktion konnte mit Verdiinnungs-DNP an einer einzigen hy-
perpolarisierten Probe durchgefiihrt werden,'*! was eine
Unterscheidung zwischen Ausgangsverbindungen und Pro-
dukten auf Basis ihrer unterschiedlichen chemischen Ver-
schiebungen erlaubte. Die Verfiigbarkeit von maBgeschnei-
derten Verdiinnungsapparaturen ermoglichte sogar substan-
zielle Hyperpolarisationen und die Detektion transienter
Proteinsignale. Diese Proteine konnen z.B. im entfalteten
Zustand hyperpolarisiert und anschlieBend in eine NMR-
Messzelle im Spektrometer injiziert werden, um so Riickfal-
tung, z.B. durch pH-Sprung, zu induzieren.[* 18

5.5. In-situ-DNP-NMR-Spektroskopie in Losung

Flissigkeiten konnen auch direkt polarisiert werden, und
nicht nur durch Anwendung der Verdiinnungs-DNP. Dies
ermoglicht die Signalmittelung durch schnelle Wiederholung
der Aufnahme, da die Probe ja in ihrem urspriinglichen Zu-
stand verbleibt. Im Unterschied zu den DNP-Mechanismen
im Festkorper wird DNP in Losung durch Kreuzrela-
xationsprozesse zwischen Elektronen und Kernen
getrieben, dhnlich wie in Metallen, in denen der Pro-
zess zuerst theoretisch vorhergesagt!'™! und experi-
mentell beobachtet wurde."™ In Analogie zum NOE

-200

©-150
nennt man diesen Mechanismus in Losung auch %
Overhauser-DNP. In den meisten Fillen wird die 8 o,
Kreuzrelaxationsgeschwindigkeit zwischen dem DNP- 7
Radikal und dem untersuchten Molekiil von der ma- & 50

gnetischen Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwischen
dem Elektron und dem Kernspin dominiert. Um ef-
fiziente Polarisationstransfergeschwindigkeiten zu er-
reichen, muss diese Wechselwirkung auf einer Zeit-
skala moduliert werden, die der Larmor-Frequenz der
Elektronenspins entspricht.'® Fiir kleine, in Wasser
geloste organische Radikale liegen die Rotations- und
Diffusionskorrelationszeiten bei Raumtemperatur bei
einigen zehn Pikosekunden; dies fithrt zu einem star-
ken Einbruch der spektralen Leistungsdichten und
somit der DNP-Effizienz bei Larmor-Frequenzen der
Elektronenspins von ungefihr 34 GHz, was einer
Feldstiarke von ungefdhr 1 T entspricht. Overhauser-
DNP wurde deshalb bei Magnetfeldern <0.5T be-
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obachtet und in biologischen Untersuchungen genutzt, um
die lokale Hydratationsdynamik innerhalb komplexer mole-
kularer Systeme und um diese herum zu untersuchen: Durch
die Quantifizierung der beobachteten Hyperpolarisation des
Wassers kann man mit guter Genauigkeit und Empfindlich-
keit auf die Translationszeitkonstanten des hydratisierten
Wassers an den Orten der Spinsonden schlieBen.***! Den-
noch glaubte man lange Zeit, dass DNP in Losung bei Ma-
gnetfeldern oberhalb 1.5T zu vernachlédssigbaren Verstér-
kungen fiihrt. In den letzten Jahren konnte aber eine Reihe
von Gruppen zeigen, dass man substanzielle Overhauser-

DNP-Verstarkungen auch bei

Magnetfeldern zwischen

345181 ynd 92T beobachten kann."™"' Mit einem
TEMPOL-Nitroxidradikal konnten in fliissigem Wasser Pro-
tonpolarisationsverstarkungen von —165 bei 3.4 T mit einer
Radikalkonzentration im Bereich von 20-100 mm (Abbil-
dung 13 A,B)* sowie von —83 bei 9.2 T mit einer Radikal-

konzentration

im Bereich von 20-1000 mm!""

(Abbil-

dung 13C) erzielt werden. Diese Verstirkungen wurden am
Siedepunkt der Losung oder oberhalb davon infolge des
Anstiegs der Temperatur durch die Mikrowellenerwirmung

erzielt.

Um den zugrunde liegenden Mechanismus quantitativ
verstehen zu konnen, wurde eine detaillierte Analyse durch-
gefithrt, um alle fiir den Prozess relevanten Parameter zu
erfassen. Einer dieser Parameter ist das Ausmaf} der Satti-
gung des Elektroneniibergangs, der von der Elektronenrela-

xationsrate

und

der

Heisenbergaustauschrate

ab-

hangt 18188121 Apnino et al. konnten eine vollstindige Sit-
tigung bei Leistungen von ungefihr 100 pW bei 95 GHz in
einem neuen nichtstrahlenden Resonator erreichen (Abbil-
dung 14);™ Neugebauer etal. nutzten die beobachtete
Auflosung der chemischen Verschiebung, die man bei 9.2 T
erzielen kann, um die Unterdriickung der paramagnetischen
"H-NMR-chemischen Verschiebung nach Mikrowellenein-
strahlung zu messen.'”! Die relevanten Korrelationszeiten
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t. [191].
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Abbildung 13. DNP-Verstirkung bei 3.4 T als Funktion der eingestrahlten Mikro-
wellenleistung (94 GHz, Leistung in W) fiir Wasser und TEMPOL in einer Kon-
zentration von 20 mm (A) bzw. 100 mm (B). Die durchgezogene Linie entspricht
den theoretischen Vorhersagen auf der Basis von Parametern, die unabhangig
mittels EPR und Relaxometriemessung bestimmt wurden (siehe van Bentum

et al."®)). C) DNP-Verstirkung bei 9.2 T als Funktion der eingestrahlten Mikro-
wellenleistung fiir eine 1 M Lésung von "“N-TEMPOL in Wasser fiir drei unter-
schiedliche KapillargroRen: 50 (a), 30 (0) und 20 um (%) Innendurchmesser.
Die Temperaturzunahme wird durch die gestrichelten horizontalen Linien ange-
deutet, die die Kurven bei den angegebenen Temperaturen kreuzen. Adaptiert
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Abbildung 14. Doppelresonanzstruktur, wie sie von Annino et al. fiir In-
situ-NMR- und DNP-Anwendungen unter Verwendung eines nicht-
strahlenden Hochumwandlungsresonators genutzt wird.["!

sind ein weiterer wichtiger Parameter. Es wurde lange kon-
trovers diskutiert, ob die Relaxometriedaten, die man zur
Charakterisierung solcher Dynamik auf mikroskopischem
Niveau nutzt,”"">" mit den beobachteten DNP-Verstir-
kungen bei hohem Feld konsistent sind. Innerhalb des
Overhauser-DNP-Mechanismus sollten die beiden unter-
schiedlichen Datensétze vom gleichen Relaxationsmechanis-
mus abhingen. Die In-situ-DNP-Messungen bei 3.4 und 9.2 T
an TEMPOL/Wasser-Mischungen konnten zeigen, dass beide
Datensitze konsistent sind, wenn man bei der Analyse der
'H-Relaxometriedaten, die bei Feldern zwischen 0.01 MHz
Larmor-Frequenz der Protonen bis zu hohen Magnetfeldern
gemessen wurden, den Effekt der Relaxation in Wasser-Ra-
dikal-Komplexen mitberiicksichtigt.*1°!l Das resultierende
Modell kann die paramagnetische Relaxation und die DNP-
Verstdarkung des Wassers fiir unterschiedliche Radikalkon-
zentrationen und Temperaturen voraussagen. Der Hauptef-
fekt, der die beobachteten DNP-Verstarkungen erklirt, liegt
in der substanziellen Herabsetzung der Diffusionskorrelati-
onszeit des Wassers von ungefidhr 20-30 ps bei Raumtempe-
ratur auf einige wenige Pikosekunden nahe dem Siedepunkt.
Unter der Bedingung schneller Mobilitdt leistet Doppel-
quantenrelaxation, die fiir den Overhausereffekt verant-
wortlich ist, einen signifikanten Beitrag auch bei den recht
hohen Magnetfeldern von 3.4 oder 9.2 T. Ahnliche Untersu-
chungen zeigen gleiche Effekte auch fiir andere Losungs-
mittel. Selbst fiir Ethanol fiihrt die verminderte Mobilitét, die
auf der Bildung eines gebundenen Komplexes beruht, zu
Verstdarkungen, wenn auch weniger stark als im Fall des
Wassers. Messungen an unpolaren Losungsmitteln zeigten,
dass wahrscheinlich noch weitere dynamische Moden zu-
sédtzlich zur Translationsdiffusion zu den hohen DNP-Ver-
starkungen bei 9.2 T beitragen.'” Molekiildynamiksimula-
tionen"*!" konnten weitere Einblicke in die spezifischen
Dynamikmoden liefern, die fiir die Kreuzrelaxation bei
hohen Frequenzen verantwortlich sind.

Ein Nachteil der In-situ-DNP-Experimente in Losung bei
hohen Magnetfeldern ist, dass sie auf kleine Probenvolumina
beschrédnkt sind. Zwar kann eine betrédchtliche Polarisation
des Wassers bei hohen Magnetfeldern erreicht werden,
jedoch sind die dielektrischen Verluste in Wasser sehr grof.
Dies limitiert die Eindringtiefe der Mikrowelle, weshalb Po-
larisationen bei hohen Feldern nur an Probenvolumina im
Nanoliterbereich innerhalb einer Resonanzkavitdt moglich
sind, die die Absorption der elektrischen Feldkomponente
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der Mikrowellenstrahlung umgeht. Dieses Prinzip kann auf
der einen Seite fiir die NMR-Detektion bei mikrofluidischen
Anwendungen genutzt werden, auf der anderen Seite limi-
tiert es allerdings stdrker biomolekulare Anwendungen. Ein
weiterer Ansatz ist, die Probe bei niedrigerem Feld zu pola-
risieren, bei dem die Probengrofie geringere Einschrinkun-
gen aufweist, um sie danach ins Hochfeld-NMR-Detektions-
system zu transferieren.***! Diese , Shuttle“-DNP-Imple-
mentierungen fithren Overhauser-DNP-Verstdarkungen bei
einem niedrigen Feld (0.35T) aus, bei dem es einfach ist,
Radikale wie TEMPOL zu sittigen, die nachfolgend effizient
ihre Magnetisierung auf benachbarte Protonen tiibertragen.
Im Anschluss wird die Probe ins hohe Magnetfeld fiir die
finale Detektion der NMR-Signale transferiert. Der Trans-
port der Probe (das ,,Shutteln®) erfolgt iiber eine Pneumatik
(Abbildung 15). Dabei muss der Abstand zwischen dem Ort
mit hohem und mit niedrigem Feld minimiert werden, und das
By-Feld muss monoton zwischen den beiden Positionen an-
steigen.™™ Auch wenn dieses Vorgehen zu hohen Verstir-
kungen bei niedrigen Magnetfeldern fiihrt, reduzieren sich
die Gewinne abhingig vom Verhéltnis der Stdrken des Pola-
risations- und des Detektionsfelds und werden vermutlich
weiter durch den Transportprozess verringert,!!3%1%4:200]
Dennoch kann man mit diesem Ansatz eine Multiexpe-
rimentmittelung durchfithren, und DNP-Verstarkungen von
—2.4 konnten fiir die Protonensignale der Aminosaure Tryp-
tophan beobachtet werden (Abbildung 16 A). Unter Einbe-
ziehung der Gesamtmesszeit erhdlt man dann Verstarkungs-

1. NF-Positon
2. Pneumatik

3. HF-Position

Abbildung 15. Transfer-DNP-Spektrometer, in dem eine Niedrigfeldpo-
sition (NF; 0.34 T) 47 cm oberhalb der Hochfeldposition (HF; 14.1T)
konstruiert ist. Am Ort des niedrigen Felds kann die Probe mit Mikro-
wellen bestrahlt werden, um den DNP-Effekt aufzubauen, wihrend
sich am Ort des hoheren Felds die rf-Spule fiir die NMR-Detektion be-
findet. Die Probe wird innerhalb von 60 ms (iber eine Pneumatik zwi-
schen diesen beiden Orten transferiert, wobei eine Genauigkeit der
Probenpositionierung von 50 um erreicht wird. Die Aufnahme der 'H-
und "C-NMR-Signale unter Nutzung eines H-Lock-Systems geschieht
am Hochfeldort, nachdem der Probenbehilter diese Position erreicht
hat.
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faktoren von —4.”°" Kiirzlich wurde auch die *C-Verstirkung
im DNP-Shuttle-Spektrometer an folgenden Proben unter-
sucht: [®C,;,”N,]-Tryptophan sowie [Ds,"C;;,"N,]-Tryp-
tophan (Abbildung 16 B). Wihrend im ersten Fall nur die
Carbonylresonanzen des Tryptophans eine negative Verstar-
kung zeigen, wie man es fiir einen direkten Overhauser-
Effekt durch Translations- und Rotationsdiffusion des Radi-
kals relativ zum “C-Spin im Molekiil erwartet, zeigen die
anderen Kohlenstoffspins eine positive Verstarkung, die,
wenn es sich um einen direkten Effekt handelte, auf einen
skalaren Transfer zwischen Kohlenstoffkernen und Elektro-
nen schlieBen lieBe. Hierbei muss man sich allerdings vor
Augen halten, dass auch die Protonen im Tryptophan pola-
risiert werden und dass die Kombination eines positiven
'H,"C-Kern-Overhauser-Effekts (NOE) mit einem Elektron-
"H-Overhauser-Effekt auch zu einer Verstirkung der “C-
Magnetisierung mit gleichem Vorzeichen wie jenem der
Boltzmann-Magnetisierung fithren kann. Nach Austausch
aller Protonen durch Deuteronen wird dieser dominante
Magnetisierungstransferweg unterdriickt. Dann zeigen alle
BC-NMR-Resonanzen negative  Verstirkung  (Abbil-
dung 16 B). Dies lésst stark darauf schlieBen, dass tatsidchlich
der durch den Raum vermittelte Overhauser-Effekt zwischen
Elektronen und Kohlenstoffspins ausschlaggebend ist. Eine
Analyse dieser Prozesse auch in Biomolekiilen, die noch
groBer als Tryptophan sind, befindet sich in Planung.

5.6. Alternativen der Spinausrichtung: Kern-Hyperpolarisation
mithilfe von para-Wasserstoff und optischem Pumpen

Ein Polarisationstransfer ausgehend von ungepaarten
Elektronen ist nicht die einzige Moglichkeit, um eine Hy-
perpolarisation des Kerns zu erzielen — eine andere Quelle fiir
Polarisation bietet H,. Bei Raumtemperatur kommt Wasser-
stoff in zwei isomeren Formen vor, dem ortho- und dem para-
Wasserstoff, die im statistischen Verhiltnis von 3:1 vorlie-
gen.” Diese beiden Formen unterscheiden sich in der An-
ordnung der beiden 'H-Kerne im Molekiil, was auf der Kor-
relation der Molekiilform und der Protonenspinzustinde
unter dem Einfluss der Antisymmetrie der Molekiilwellen-

C. Luchinat et al.

funktion beruht. ortho-H, mit der symmetrischen Triplettan-
ordnung im Kern ist assoziiert mit einer antisymmetrischen
Rotationswellenfunktion, wihrend para-H, mit der antisym-
metrischen (| o >-|Ba >)/v/2-Singulettanordnung im Kern
in Molekiilen mit symmetrischer Rotationswellenfunktion
auftritt. Von den Wasserstoffrotationszustdnden hat der
symmetrische J = 0-Zustand die niedrigste Energie. Deshalb
findet man bei tiefen Temperaturen die Singulett-Wellen-
funktion von para-H, bevorzugt. Wéhrend para-Wasserstoff
selbst keinen Spindrehimpuls aufweist und deshalb im NMR-
Spektrum zu keinem Signal fiihrt, kann es als chemisches
Reagens genutzt werden, das nach einer Reaktion zu Reak-
tionsprodukten fiihrt, die eine Nicht-Boltzmann-Verteilung
der Kernspins mit einem hohen Ausmaf3 an Spinausrichtung
aufweisen. Dies passiert immer dann, wenn die beiden Spins
des unsichtbaren (| afB >-|pa >)/\/2-Zustands plotzlich un-
terscheidbar werden, z. B., wenn die beiden Wasserstoffatome
an zwei chemisch nicht &dquivalente Positionen addiert
werden. Auf diese Weise wird eine para-Wasserstoff-indu-
zierte Polarisation (para-hydrogen induced polarization
(PHIP)) erzeugt,?™2* die zu Verstirkungen im 10 %-Bereich
auf einfache, repetitive Art fithrt, was wiederum eine inter-
essante Moglichkeit bietet, Kerne in geeigneten Zielmole-
kiilen zu hyperpolarisieren. Mit dieser Methode konnte eine
Reihe von organischen und biomolekularen Verbindungen
durch Hydrierung hyperpolarisiert werden. Mehrere Uber-
sichtsartikel zeigen die grofle Spannbreite der para-Wasser-
stoff-abgeleiteten Anwendungen auf.?*>2"]

Vor einiger Zeit konnte auch demonstriert werden, dass
man para-Wasserstoff fiir die Hyperpolarisation einer wach-
senden Anzahl organischer Substrate anwenden kann, indem
man eine einfache und reversible Wechselwirkung an einem
Metallzentrum nutzt. Bei diesem Prozess tauschen das Sub-
stratmolekiil und der para-Wasserstoff in Losung mit den
Substratmolekiilen und dem para-Wasserstoff, die im Kom-
plex gebunden sind, aus, woraufhin sich die Konzentration an
hyperpolarisiertem Produkt in Losung erhoht. Diese An-
wendung wurde Signalverstarkung durch reversiblen Aus-
tausch genannt (signal amplification by reversible exchange,
SABRE),”™! und sie kann typischerweise einen Polarisati-
onstransfer in einem abgeschmolzenen NMR-Rohrchen

ohne DNP CO
He K{
-1.9 J}[
mit DNP 21 . .
77 76 75 74 73 72 71 4.0 34 33 3.2 175 135 130 125 120 115 110 105 55 25
&/ ppm &/ ppm

Abbildung 16. A) 'H-Verstirkung von 10 mm Tryptophan in einer 10 mm [D;q,"°N]-TEMPONE-L6sung in 4.5 uL D,O. Die Zeit zum Aufbau der
Polarisation betrug 3 s (T=52°C, 64 Experimente). B) *C-Verstirkung von 50 mm [Dg,"*C;;,"°N,]-Tryptophan in einer 10 mm [D;s,'°N]-TEMPONE-
Lésung in 4.5 uL D,O. Die Zeit zum Aufbau der Polarisation betrug 3 s (T=52°C, 4096 Experimente). Alle Signale zeigen jetzt negative Verstir-

kung.
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binnen 10-20 s erzielen. Schiitteln des Probenrohrchens be-
schleunigt die Bildung des Dihydridkomplexes, der mit dem
SABRE-Magnetisierungstransfer assoziiert ist; au3erdem ist
es wichtig, eine moglichst hohe effektive Konzentration des
para-Wasserstoffs in Losung wéhrend des Transfers durch
schnellen Gasaustausch im Gasraum zu erreichen. Nach
Schiitteln wird die Probe schnell in das NMR-Spektrometer
tiberfithrt, wo die NMR-spektroskopische Detektion erfolgt.
Abbildung 17 A zeigt die so aufgenommenen 1D-Spektren
mit verbessertem S/R-Verhiltnis. Multipulssequenzen, die
Signalmittelung erfordern (wie 2D-COSY-NMR-Experi-
mente), wurden ebenfalls mit der SABRE-Technik kombi-
niert (Abbildung 17B).

Eine letzte elegante Methode fiir die Hyperpolarisation
besteht in der Bestrahlung von Proben mit sichtbarem Licht:
Nutzt man zirkular polarisiertes Licht zur Erzeugung eines
elektronisch angeregten Zustands, findet eine Selektion der
Spinzustdnde statt. Diese Nichtgleichgewichtspolarisation
induziert wie im Fall der DNP eine drastische Anderung der
Kernspinpolarisation. Verstarkung der Kernpolarisation
durch optisches Pumpen wurde zuerst und meistens fir Al-
kalimetalle erreicht. In Alkalimetallen ist das duf3ere einzelne
Valenzelektron stark an den Kernspin gekoppelt.”” Die

8.6 8.2 7.8 7.4

9.4 9.0
5/ppm
| Bl JUL b
#
& 0 QB 0 ey m o
[N I L 78
= & LT i
5/ppm
8.2
% @ @ m F
8.6
.ﬁ ® T @ |
9.0 8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 76
S5/ppm

Abbildung 17. A) Unten: 1D-"H-NMR-Spektrum von Nicotinamid, das
mit der SABRE-Technik verstirkt wurde; oben: das entsprechende
Spektrum mit normalen, auf Boltzmann-Verteilung beruhenden Signa-
len. B) 2D-"H-COSY-NMR-Spektrum von mit SABRE hyperpolarisiertem
Chinolon unter Verwendung des automatisierten Polarisationsagens,
wie in Lit. [213] beschrieben.
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kohérente Polarisation dieses Elektrons durch eine geeignet
polarisierte Lichtquelle kann dann auf den Kern iibertragen
werden. Die Elektronenspinpolarisation wird z.B. von Ru-
bidium auf ein Edelgas wie '*Xe iibertragen, wobei die Hy-
perfeinwechselwirkung genutzt wird, die sich bei Kollision
von *Xe-Atomen mit dem Alkalimetall aufbaut. Xenon ist
ein interessantes Substrat, weil es typischerweise nicht in le-
benden Organismen vorkommt, weil optisches Pumpen eine
recht einfache Methode zur Erzeugung von Hyperpolarisati-
on ist und weil es iiber einen breiten Bereich von chemischen
Verschiebungen zur Resonanz kommt und damit ein genaues
Reportersignal fiir die Anderungen in seiner Umgebung
darstellt.”') Hyperpolarisiertes '*’Xe-Gas kann z.B. auch
ohne Modifikation fiir die Bildgebung des Atmungsapparats
genutzt werden, oder es kann als Biosensor eingesetzt
werden, da Xenon sowohl in hydrophilen als auch in hydro-
phoben Losungsmitteln gelost werden kann.*'!l Es bleibt
abzuwarten, wie viele dieser Moglichkeiten, die sich aus dem
optischen Pumpen ergeben, tatsédchlich Eingang in biomole-
kulare NMR-spektroskopische Studien finden werden.

6. Biomolekulare NMR-Spektroskopie: Perspektiven
fiir Empfindlichkeitssteigerungen

Die NMR-Spektroskopie liefert Informationen {iiber
Strukturen und Dynamiken in einer herausragenden Zahl
von Forschungsbereichen, die Einfluss auf vielfiltige bio-
chemische und biophysikalische Untersuchungen haben und
in denen eine Vielzahl von Systemen studiert wird, darunter
pharmazeutische Studien, die Profilierung metabolischer
Prozesse sowie Untersuchungen von loslichen und unlosli-
chen Proteinen, Membranen und Nukleinsiduren, kristallinen
und Membranproteinen sowie Proteinaggregaten und -fi-
brillen. Ungeachtet ihrer enormen Leistungsbilanz und der
einzigartigen Moglichkeit, das Verhiltnis von chemischer
Struktur und biologischer Funktion zu beleuchten, steht die
NMR-Spektroskopie vor zahlreichen Herausforderungen.
Hier ist vor allem die niedrige Empfindlichkeit der NMR-
Experimente zu nennen. Tatsédchlich beruhen der nichtinva-
sive Charakter der NMR-Experimente und die aufleror-
dentliche atomare Auflosung auf den sehr geringen Energien
bei dieser Magnet-basierten Spektroskopie. Diese sehr ge-
ringen Energien bilden auf der anderen Seite aber auch die
Achillesferse der NMR-Spektroskopie, denn sie ist damit
wesentlich weniger empfindlich als konkurrierende optische
Methoden oder Methoden auf Grundlage elektrischer Felder.
Es ist klar, dass diese Einschrdankung einen Nachteil fiir die
NMR-Spektroskopie im Wettbewerb mit anderen sich schnell
entwickelnden spektroskopischen und mikroskopischen Me-
thoden bedeuten wird, sollte es keine Fortschritte bei der
Methodenentwicklung geben.

Die Gebiete, die man bei Verfiigbarkeit hoherer Emp-
findlichkeiten untersuchen konnte, lassen sich grob in zwei
Szenarien unterteilen: Eines umfasst Proben, die im Prinzip
langzeitstabil sind, deren intrinsische Empfindlichkeit aber
eingeschrénkt ist, entweder weil man Kerne mit kleinem gy-
romagnetischem Verhiltnis untersucht oder weil die Los-
lichkeit eingeschriankt ist. Ein zweites umfasst Proben, die
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sich im Laufe der Zeit dndern und in denen ein besseres S/R-
Verhiltnis einzigartige Informationen iiber transient popu-
lierte Zustinde und deren dynamische Anderungen liefern
konnte. Ein verbessertes S/R-Verhiltnis konnte fiir beide
Szenarien detaillierte, wertvolle Informationen liefern.

Die Verbesserung der Detektionsgrenze der NMR-
Spektroskopie hitte unmittelbare Konsequenzen fir die
Analyse eines groBeren Anteils der biologischen und huma-
nen Metaboliten im gesunden und kranken Korper. Sie wiirde
neue Moglichkeiten der Strukturbestimmung im Bereich der
Naturstoffchemie eréffnen uns wiirde die seltene Moglichkeit
bieten, niedrig populierte, aber duflerst wichtige Zustidnde
biologisch aktiver Makromolekiile zu charakterisieren. Die
niedrige Haufigkeit pro Atom ist eines der Merkmale ma-
kromolekularer Komplexe und Membran-gebundener Pro-
teine, wobei die niedrige Loslichkeit und das hohe Moleku-
largewicht die Hiirden darstellen, die durch hohere Emp-
findlichkeiten genommen werden konnten. Hohere Emp-
findlichkeit wiirde auch die Detektion von Kernen mit nied-
rigem gyromagnetischem Verhéltnis ermoglichen, wie man
sie hédufig in chemischen und biochemischen aktiven Zentren
findet (**S, O, PN, diamagnetische Metallzentren). Diese
Kerne haben oft eine geringe natiirliche Hiufigkeit und
kommen bei sehr niedrigen Frequenzen zur Resonanz. Ver-
besserte Empfindlichkeit wiirde es der NMR-Spektroskopie
auch ermdéglichen, die Gegenwart, die Struktur und die Re-
aktivitdt von Intermediaten mit niedrig populierten, aber oft
entscheidenden dynamischen Eigenschaften zu bestimmen.
Im Bereich der dynamischen Biochemie wiirde eine Verbes-
serung der Empfindlichkeit die Grenzen erweitern, innerhalb
derer verschiedene Prozesse und Molekiilgrof3en untersuch-
bar sind, wihrend ein System in Echtzeit evolviert. Bei An-
wendungen in der Zelle konnte man Einblicke in die Art und
Dynamik posttranslationaler Modifikationen auf atomarer
Ebene erhalten. Bei der Erforschung niedermolekularer
Metaboliten konnte man bei hoherer Empfindlichkeit die
Konzentrationsverdnderungen quantifizieren, um kataboli-
sche und metabolische Stoffwechselwege zu verstehen. Wei-
tere Verbesserungen konnten zu neuen gekoppelten NMR-
Spektroskopietechniken fiithren, die wesentliche Hilfsmittel
fir Struktur-Funktions-Untersuchungen darstellen und in
viele Aspekte der ,,Omics-Wissenschaften® integriert sind.
Nimmt man all diese Aspekte zusammen, ist es offensichtlich,
welch enorme wissenschaftliche Fortschritte sich ergeben
wiirden, wenn die NMR-Spektroskopie mit optimaler Emp-
findlichkeit pro Einzelexperiment durchgefithrt werden
konnte.

Ebenso klar ist, dass eine Vielzahl von Techniken benétigt
wird, um das S/R-Verhiltnis in der NMR-Spektroskopie zu
verbessern; und diese Techniken werden sich unterscheiden,
je nachdem, welche NMR-spektroskopische Methode man
anwenden will und welche Bedingungen man vorfindet. In
diesem Aufsatz wurde deshalb versucht, die aktuellen Fort-
schritte in bestimmten Schliisselbereichen zu beschreiben, die
fiir eine Vielzahl von Anwendungen niitzlich sein konnten,
unabhingig vom letztlich durchgefiihrten NMR-Experiment.
Eine traditionelle Losung des Empfindlichkeitsproblems der
NMR-Spektroskopie ist die Erhohung der Magnetfeldstér-
ke B,. Diese Erhohung fiihrt zu einem gleichzeitigen Anstieg
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der Empfindlichkeit und Auflosung. Wiahrend des letzten
Jahrzehnts hat sich aber gezeigt, dass die hochauflosende
NMR-Magnettechnologie auf der Basis traditioneller, voll-
stindig persistenter, Nb-basierter Niedertemperatur-Supra-
leiter an ihre Grenzen stof3t. Diese Grenzen zeigen sich in den
rapide ansteigenden Groflen und Kosten eines vollstandig
Niedertemperatur-supraleitenden Systems, wéhrend gleich-
zeitig nur eine geringe Erhohung der Magnetfeldstérke erzielt
werden konnte. Vor dem Hintergrund dieser Situation wurde
in diesem Aufsatz ein Forschungsbereich diskutiert, der sich
dem Design und der Entwicklung alternativer Magnettech-
nologien widmet, mit denen die strengen Anforderungen an
Homogenitit und Stabilitdt der NMR-Spektroskopie erfiillt
werden konnen und gleichzeitig ein Quantensprung bei den
erreichbaren Magnetfeldstarken erzielt werden kann. Zwei
Modelle sind hierbei reizvoll: eines, bei dem Nieder- und
Hochtemperatur-supraleitende Drihte in Serie verwendet
werden, und ein anderes, bei dem supraleitende und Elek-
tromagnete in Serie angeordnet werden. Beide Modelle er-
fordern Anderungen im kanonischen Ansatz, nach dem
NMR-Spektroskopie durchgefiihrt wird. Sie erfordern das
Wiedereinfiihren einer Stabilisierung des aktiven Felds auf-
grund der nichtpersistiven Weise, in der die Systeme bisher
operieren. Beide Modelle wiirden zahlreiche neue Hinder-
nisse mit sich bringen, wie hohe Kosten fiir den Bau und den
Unterhalt dieser Magnete und Anforderungen an die Stabi-
litdt. Dennoch sollten die Vorteile solcher neuen Systeme,
z.B. das Erreichen einer Feldstdrke von 40 T und Verbesse-
rungen, die auch im Niederfeld-NMR-Spektroskopie- und
MRI-Bereich wichtig wiren, die Kosten rechtfertigen.

Die Empfindlichkeit wurde auch durch die Entwicklung
besserer Probenkopfe in den letzten zehn Jahren erhoht. Dies
war besonders fiir strukturbiologische Experimente von Be-
deutung, wo die Einfiihrung von kryogen gekiihlten Spulen
und Vorverstiarkern fiir Experimente in Losung und von
Probenkopfen mit niedrigem elektrischen Feld fiir Festkor-
perexperimente essenziell waren, um zuvor nicht mogliche
Versuche durchfithren zu konnen. Diese Technologien sind
mittlerweile ausgereift, was die Frage aufwirft, welche Fort-
schritte hier noch zu erwarten sein mogen. Unser Aufsatz hat
einige Optionen fiir die Zukunft aufgezeigt, z. B. Mikrospulen
fiir die Losungs-NMR-Spektroskopie, deren Durchmesser fiir
die GroBe und Art der untersuchten Probe maf3geschneidert
wird, sowie Spulen, die Hochtemperatur-Supraleiter mit noch
niedrigerer Rauschfigur als kryogen gekiihlte Kupferspulen
enthalten. Manche diese Verbesserungen konnten zwar auch
fir NMR-Experimente im Festkorper niitzlich sein, jedoch
werden viele Moglichkeiten durch sehr strenge Anforderun-
gen aufgrund von schneller MAS und hohen Radiofre-
quenzleistungen beschrdankt. Dennoch ist es sehr wahr-
scheinlich, dass es zu substanziellen Verbesserungen auch fiir
Festkorperexperimente kommen wird — besonders bei hohe-
ren Magnetfeldern und hoheren Rotationsfrequenzen, wo die
Anforderungen an die rf-Leistung geringer sind. Dies wiirde
dann auch die Einfithrung von kryogen gekiihlten Spulen und
Vorverstiarkern rechtfertigen. Ebenso wichtig wird die Opti-
mierung von Vorschriften zur Probenpréparation bei der
Untersuchung von Feststoffen und Feststoff-artigen Systemen
sein. Dies umfasst Sedimentation, Probenausrichtung und
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neue Markierungsansétze, aber auch neue Pulssequenzen und
Experimente mit hoherer Empfindlichkeit. Insbesondere
werden Methyl-TROSY-Experimente in Losung, 'H-Detek-
tion bei sehr schnellem MAS und Experimente an Spezies mit
niedrigem gyromagnetischem Verhéltnis, wie ’N und 'O, bei
denen interessante biochemische Reaktionen und Wechsel-
wirkungen stattfinden, dank dieser neuen Entwicklungen
wahrscheinlich hédufiger durchgefiihrt werden.

Die Verbesserung der traditionellen Bestandteile eines
NMR-Experiments — des Spektrometers, der Pulssequenz,
des Probenkopfs und der Probe — ist ein wichtiger For-
schungsschwerpunkt, aber dariiber hinaus wurde im letzten
Jahrzehnt auch das Potenzial von Hyperpolarisationsmetho-
den fiir die Standard-NMR-Spektroskopie wiederentdeckt.
Entsprechende Arbeiten bauen auf der Uberlegung auf, dass
die Ausgangspolarisation P der Kerne vom normalen P~ 5 x
107° im thermischen Gleichgewicht bei 300 K auf P~0.5
erhoht werden konnte — in diesem Fall wiirden sich Emp-
findlichkeitsverbesserungen erzielen lassen, die alle anderen
technischen Verbesserungen iiberbieten wiirden. Eine be-
sondere Stellung genieBt hier wegen ihrer allgemeinen An-
wendbarkeit die DNP, eine Methode, die eigentlich nur er-
fordert, dass eine untersuchte Probe mit einer geringen
Menge eines freien Radikals vermischt wird, dessen EPR-
Signal mittels Mikrowellenstrahlung geséttigt werden kann.
Dank einer Reihe beeindruckender technischer Fortschritte,
zusammen mit einem sehr profunden Verstindnis der zu-
grunde liegenden Spinphysik, ist die DNP eine zentrale For-
schungsrichtung fiir Losungs- wie auch Festkorper-NMR-
Spektroskopie geworden. Wichtige Neuerungen in diesen
Feldern ergaben sich wegen der Verfiigbarkeit kommerzieller
Systeme fiir Fliissig- und Festkorper-NMR-Experimente.

Bei der Losungs-NMR-Spektroskopie erreicht man die
Empfindlichkeitsverstirkung bei Bedingungen von gepump-
tem flissigem Helium, was (wegen der gemeinsam genutzten
Unterschiede im gyromagnetischen Verhiltnis von Elektro-
nen und Kernen sowie der Boltzmann-Spinausrichtung bei
kryogener Temperatur im Unterschied zu Raumtemperatur)
zu Empfindlichkeitsgewinnen von bis zu 10000 fiihrt. Bei der
Festkorper-NMR-Spektroskopie wird die Messtemperatur
durch die des kalten Stickstoffgases bestimmt, das besser fiir
Hochleistungs-MAS-Experimente geeignet ist. Hier erreicht
man prinzipiell bescheidenere, 100-fache Steigerungen, die
hauptséchlich von den Unterschieden der gyromagnetischen
Verhiltnisse von Elektronen und Kernen herriihren.

Diese Empfindlichkeitssteigerungen — auch wenn sie
beispiellos im Vergleich mit anderen technischen Fortschrit-
ten sein mogen — haben bisher noch nicht zu automatischen
Verbesserungen in allen Bereichen gefiihrt. Besonders bei
Anwendungen in der Strukturbiologie gilt es noch eine Reihe
von Hiirden zu iiberwinden. Der Verdiinnungs-DNP-Ansatz
ist, zumindest in der jetzigen Form, nicht gut geeignet, um
grof3e biomolekulare Systeme zu untersuchen; Grund ist die
schnelle Relaxation, die die Spins erfahren, wenn sie vom
polarisierenden Magneten in den Beobachtungsmagneten
transferiert werden. Apparate zur schnellen Injektion und
zum Probentransport, bei denen die Probe den Bereich des
Hochfeldmagneten nicht verldsst, werden zurzeit als mogli-
che Losungsansitze fiir dieses Problem untersucht, ebenso
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wie Ansitze, die einen In-situ-Overhauser-DNP-Effekt
nutzen. Auch DNP-NMR-spektroskopische Untersuchungen
im Festkorper sind anspruchsvoll fiir grole Biomolekiile,
besonders wegen des Einflusses der Linienverbreiterung bei
niedrigen Temperaturen auf die *C- und *N-Resonanzen und
der geringeren Verstdrkungseffekte bei hoheren Magnet-
feldstirken.?*??! Der Effekt der Linienverbreiterung beruht
auf dem Ausfrieren dynamischer Mittelungseffekte von bio-
logischen Festkorpern unterhalb ca. 230 K; er wirkt sich nicht
auf die NMR-Spektren inhdrent heterogener Systeme wie
Proteinaggregate oder auf inhérent breite Linien wie die von
Quadrupolkernen aus. Aber dennoch bildet er ein Hindernis
fiir einen allgemeinen Einsatz der Festkorper-DNP-Spektro-
skopie zur Analyse einer Reihe von Proteinen, und Wege zur
Erhohung der Auflosung werden derzeit untersucht. Alter-
native Moglichkeiten, die eventuell die Notwendigkeit von
Tieftemperaturmessungen umgehen, werden erortert, dar-
unter die Entwicklung neuer polarisierender Radikale oder
einer Optik-basierten Komplementierung der traditionellen
DNP-Experimente.

Fazit: Wegen des ausgereiften Zustands der modernen
NMR-Spektroskopie mogen alle leicht zu pfliickenden
Friichte bereits geerntet sein, aber die unerreichte Erfolgs-
geschichte dieser Technik ldsst auf neue Forschungsmoglich-
keiten hoffen, wenn erst einmal neue Verbesserungen in die
biomolekulare  Standard-NMR-Spektroskopie integriert
worden sind.
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