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Beispiellose Verstarkung von Kohlenstoffsignalen in der
Flussigphasen-NMR-Spektroskopie

Gyorgy Pintér und Harald Schwalbe*

Dynamische Kernpolarisation - Empfindlichkeitsver-
stirkung - Hohes Magnetfeld - NMR-Spektroskopie

” Die Schwiche der Kernspinwechselwirkungen, die bis-
lang als Vorteil dargestellt wurde, fiihrt allerdings zu gravie-
renden Schwierigkeiten bei der Detektion. Eine grofle Zahl
von Spins ist notwendig, um die schwachen Signale vom
Rauschen unterscheiden zu koénnen. Unter optimalen Be-
dingungen [...] benstigt man 10"-10" Spins einer Art, um
nach einer einstiindigen Messung ein Signal zu detektieren.
Das schlechte Signal-Rausch-Verhéltnis ist der am stirksten
limitierende Faktor in der Anwendung von Kernresonanz-
methoden. Jegliche Verbesserung dieses Verhiltnisses durch
technische Mittel wird den NMR-Anwendungsbereich be-
deutend erweitern. ("]

Dieses Zitat aus Richard Ernsts Nobelpreisvortrag gab
den AnstoB fiir zahlreiche Studien und Ansétze zur Verbes-
serung des Signal-Rausch(S/N)-Verhiltnisses in der NMR-
Spektroskopie. Uber die letzten Jahre wurden entsprechend
viele Methoden zur Verbesserung des S/N-Verhiltnisses ent-
wickelt, Beispiele sind PHIP,? SABRE,? hyperpolarisierte
Edelgase "l MAS-DNP Stickstoffvakanzen in Diamanten,”’
Dissolution-DNP'®) und DNP im festen Zustand.”! Eine Zu-
sammenfassung dieser Techniken findet sich in einem neue-
ren Aufsatz in der Angewandten Chemie.™

Ein besonders wichtiger Ansatz fiir die Signalverstarkung
ist die dynamische Kernpolarisation (DNP; dynamic nuclear
polarization), eine erstmals durch Overhauser und Abragam
beschriebene Technik, die vor allem durch Bob Griffin iiber
viele Jahre erforscht und ausgearbeitet wurde. Bei dieser
Technik wird die Empfindlichkeit der NMR erhoht, indem
die hohere Spinmagnetisierung des Elektrons tiber die Hy-
perfeinwechselwirkungen zwischen Elektronen- und Kern-
spins auf einen Kern iibertragen wird. Die Probe wird zu-
ndchst mit einem stabilen Radikal dotiert, dann werden Mi-
krowellen (MW) im Bereich der Larmor-Frequenz in die
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Elektronenspiniiberginge des Radikals eingestrahlt,”) wo-
raufhin ein verstiarktes NMR-Signal detektiert wird.

Eine Vielzahl von Anwendungen der DNP-Technik im
festen Zustand wurde veroffentlicht, z. B. die Charakterisie-
rung von Photointermediaten verschiedener Rhodopsine!”
und funktionellen Gruppen auf der Oberfliche von Kataly-
satoren!! oder die Detektion von Zellrezeptoren bei nativen
Konzentrationen, um nur einige aktuelle Beispiele zu nen-
nen.['”)

Die in diesem Highlight vorgestellte Veroffentlichung von
Bennati et al.'"¥! beschreibt neuartige Methoden fiir DNP im
fliissigen Zustand. Die Verstarkung ¢ hingt in diesem Fall von
einer Reihe experimenteller Parameter ab:
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ys; sind die gyromagnetischen Verhéltnisse der Elektronen-
und Kernspins, s ist der Sattigungsfaktor der Elektronenspins,
f ist der Streufaktor und & der Kopplungsfaktor. s und f
konnen zwischen 0 und 1 liegen. Das theoretische Maximum
der Verstiarkung resultiert aus den gyromagnetischen Ver-
hiltnissen, diese betragen y./yy=—658 fiir 'H und y/yc=
—2618 fiir C. Um den zugrundeliegenden Mechanismus der
DNP-Verstiarkung bei hohem Magnetfeld im fliissigen Zu-
stand zu verstehen, sind Messungen des Kopplungsfaktors &
essenziell.

In protondetektierenden DNP-Experimenten bei hohem
Feld wurden bisher nur kleine Signalverstirkungen (< 10%)
beobachtet.”! Die Hyperpolarisation wird in diesem Fall von
den Dipol-Dipol-Wechselwirkungen zwischen Elektron und
Kern dominiert, die mit steigender Feldstdrke verschwinden.
Nur eine einzelne Hochfeldanwendung wurde fiir °C, ®N, “F
und *'P berichtet, wobei signifikante Beitrige skalarer
Wechselwirkungen beobachtet wurden.™ Das allgemein
verwendete Modell zur Vorhersage von DNP-Verstiarkungen
beruht auf der Annahme von Spins auf sphérischen Mole-
kiillen sowie translationaler Diffusion, und eine solche Be-
handlung ermoglicht die Beschreibung von DNP in ge-
schlossener analytischer Form. Dieses Modell konnte expe-
rimentelle 'H-DNP-Verstirkungen fiir verschiedene Lo-
sungsmittel und Radikale bei verschiedenen Feldstéirken re-
produzieren.

In der hier vorgestellten Arbeit von Bennati et al. wird
iiber die Verstirkung von *C-Losungsmittelkernen in einem
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Magnetfeld von 34T (144 MHz

Protonen-, 36.4 MHz Kohlenstoff-

und 94 GHz Elektronen-Larmor-

frequenz) und von "*C-markierten

Verbindungen dotiert mit “N-

markiertem TEMPONE (4-Oxo-
2,2,6,6-tetramethylpiperidin-N- 9
oxyl) berichtet.™ In allen Fillen
wurden Signalverstarkungen von
mindestens zwei GroéBenordnun-
gen beobachtet. Im Fall von CCl,
resultierte eine beispiellose Si-
gnalverstirkung von 930+ 100
(Abbildung 1). Im Fall von Acetoacetat, Diethylmalonat und
Brenztraubensiure — mit den in Abbildung 1 gezeigten “C-
Markierungen — wurden 100- bis 300-fache Verstdrkungen
beobachtet. Diese Werte stellen die hochsten bisher durch
Overhauser-DNP erzielten Verstdrkungen dar und kénnen
mit den bisherigen allgemeinen Mechanismen nicht erkldrt
werden.

Um den Mechanismus hinter diesem Phdnomen zu ver-
stehen, bestimmten die Autoren den Streufaktor f und den
Sattigungsfaktor s in separaten Messungen und konnten
daraus anhand von Gleichung (1) den Kopplungsfaktor & und
die Temperaturabhingigkeit von f und s berechnen. Zusétz-
lich wurde die *C-Spin-Gitter-Relaxation T;, gemessen, um
die skalare Relaxationswahrscheinlichkeit zu bestimmen. Um
weiteren Einblick in die durch skalare Relaxation dominier-
ten Wechselwirkungen zwischen Elektronen- und Kernspins
zu gewinnen, wurde ferner die kernmagnetische Relaxa-
tionsdispersion (NMRD) von "C in CHCI; und CCl, bis zu
1T Feldstarke gemessen. Die experimentellen Ergebnisse
konnten in guter Ubereinstimmung mit dem neuen Modell
reproduziert werden. Aus den Angleichparametern lief3 sich
folgern, dass bei hohen Feldern die “C-Relaxation von ska-
laren Hyperfeinwechselwirkungen vermittelt durch das
Chloratom dominiert wird und auf einer sehr schnellen
Zeitskala (um 1 ps) moduliert. Dies steht im Gegensatz zur
Tieffeld-Overhauser-DNP, wo durch dipolare Wechselwir-
kungen vermittelte Einzelquanteniibergdnge den Kopp-
lungsfaktor zwischen Elektron- und Kernspins dominieren.
Die durch skalare Relaxation vermittelte Hyperpolarisation
skaliert giinstig bei hoheren Magnetfeldern verglichen mit

1*C-NMR-Spektrum Signalverstarkung £=100 ~ 300
el £=930 %100 oo
CREC=CI
i ~HAdo
dynamische Kernpolarisation
(Raumtemperatur) o o0
4
104 Scans Hg”CJ”C)J\O/\
O, OH
4000 | 2000 1 2000 000 Hy'%C o]

Abbildung 1. Links: *C-NMR-Spektrum von "*C-markiertem CCl, im
thermischen Gleichgewicht. Mitte: *C-NMR-Spektrum von CCl, mit
nur einem Scan nach MW-Bestrahlung; gemessener Verstirkungsfak-
tor=930-100. Rechts: C-markierte Verbindungen mit gebundenen
Protonen zeigen 100- bis 300-fache Verstirkung.
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Abbildung 2. Zwei geometrieoptimierte (Gaussian09) Orientierungen des Komplexes aus nicht-me-
thyliertem TEMPONE-Derivat und CHCl,, der zur Berechnung der "*C-Hyperfeinkopplungskonstanten
verwendet wurde. In der linken Struktur koordiniert das H-Atom von CHCl; mit dem O-Atom des
Radikals, in der rechten Struktur ist es das Cl-Atom. Farben: C grau, Cl griin, H weif3, N blau, O rot.

dem Fall der dipolaren Relaxation. Um die Stirke der C-
Hyperfeinkopplung vorherzusagen, berechneten die Autoren
den Spinradikal-Chloroform-Komplex (Abbildung 2) mithil-
fe quantenchemischer Methoden.

Die Autoren untersuchten dann die allgemeine Eignung
von “C-DNP-Messungen fiir biologisch relevante Molekiile
mit unterschiedlichen chemischen Umgebungen. In allen
Fillen konnten sie eine 100- bis 200-fache Verstidrkung fiir
Kohlenstoffkerne mit einem gebundenen Proton nachweisen.
Fiir die a-Kohlenstoffe von Diethylmalonat wurde eine po-
sitive Verstdarkung beobachtet, die von skalaren Wechselwir-
kungen verursacht wird. Schlussendlich erlauben sowohl
proton- als auch chlorvermittelte Hyperfeinwechselwirkun-
gen signifikante DNP-Signalverstarkungen durch einen ska-
laren Mechanismus.

Die hier vorgestellten Ergebnisse verweisen auf eine
konzeptionelle Beschrankung fritherer Modelle, die eine
niedrige DNP-Verstirkung bei hohem Feld im fliissigen Zu-
stand vorhergesagt haben. Die aufwindige Analyse des Me-
chanismus der DNP-Wechselwirkungen mittels MD- und
DFT-Rechnungen kann zur gezielten Entwicklung von neuen
Radikalen und eines experimentellen Hochfeld-Setups ge-
nutzt werden, wie es in der Hochauflésungs-NMR der Stan-
dard ist. Noch immer bestehende Einschriankungen beziiglich
des Probevolumens konnten mithilfe neuer Mikrowellen-
Technologien iiberwunden werden, was die Anwendung von
DNP in Standard-Fliissigphasen-NMR-Messungen ermogli-
chen wiirde. Solche methodischen Verbesserungen diirften
weitreichende Anwendung finden. Im Bereich der Meta-
bolomik, On-Chip-NMR, Mikrofluidikdetektion oder HPLC-
gekoppelter Experimente, wo mit begrenzten Probenmengen
gearbeitet wird, konnte dank der von Bennati et al. entwi-
ckelten DNP-Verstiarkung die NMR-Spektroskopie zur De-
tektionsmethode der Wahl werden. In der Metabolomik liegt
die untere Nachweisgrenze bisher im mikromolaren Bereich.
Mit DNP konnte der nanomolare Bereich erreicht werden,
was fiir die Detektion niedermolekularer Verbindungen bei
ihren physiologischen Konzentrationen und fiir die meta-
bolomische Flussanalyse erforderlich wire.
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