NMR-Spektroskopie von Festkorpern

Bisher hat vor allem die Materialforschung von der Festkorper-NMR-Spektroskopie profitiert. Wichtige Einsatzgebiete

1-3. 45 6,7, 8
k ? ? Fullerene” und

sind z. B. die Untersuchung poroser Materialien und Katalysatoren, ~ Polymere,”” Glaser,
Hochtemperatursupraleiter.” Apparative und methodische Neu- und Weiterentwicklungen wie die Erprobung des ersten
750-MHz-Festkorper-NMR-Spektrometers mit weiter Bohrung erschlossen der Festkorper-NMR-Spektroskopie im
vergangenen Jahr neue Anwendungen. Dazu gehoren Studien an festen Proteinen und Peptiden. Bildgebende Verfahren
(NMR-Mikroskopie) werden zunehmend auch in der Materialforschung eingestzt — eine weitere wichtige Entwicklung.
Grundlage des bisherigen Erfolges der Festkorper-NMR-Spektroskopie war die Entwicklung von Methoden zur
Unterdrickung der fur Festkorper charakteristischen anisotropen magnetischen Wechselwirkungen, insbesondere der
Probenrotation um den magischen Winkel (magic angle spinning, MAS)."” In vielen Fallen ist die spektrale Auflosung der
Festkorper-MAS-NMR-Spektren jedoch noch deutlich geringer als die hochauflosender Flussigkeits-NMR-Spektren.
Wesentlich fiur die Unterdriickung linienverbreiternder magnetischer Wechselwirkungen ist die Erhohung der
Probenrotationsfrequenz v, und die Erhohung des &ufSeren magnetischen Feldes B,. v, beeinflufit speziell dann die
Restlinienbreite, wenn die Spins einer starken homonuklearen magnetischen Dipol-Dipol-Wechselwirkung unterliegen,
d.h. wenn Atomkerne mit groflem gyromagnetischen Verhiltnis wie 'H oder “F in hoher Konzentration vorliegen. Die
Restlinienbreite der MAS-NMR-Signale ist dann durch Gleichung 1 gegeben,"” wobei Av, den homonuklearen Beitrag zur
statischen Linienbreite bezeichnet. Auf dem Markt sind bereits seit einigen Jahren MAS-Turbinen mit

Probenrotationsfrequenzen bis etwa 35 kHz.

Apparative und methodische Neuentwicklungen und ihre méglichen Konsequenzen fiir biologische Systeme

Im vergangenen Jahr gab es sowohl hinsichtlich der verfiigbaren Probenrotationsfrequenz als auch des #ufSeren

' konstruierte  ein MAS-System,  welches

magnetischen ~ Feldes wichtige  Neuentwicklungen.  Samoson™
Probenrotationsfrequenzen bis zu 50 kHz gestattet. Die Erhohung der Probenrotationsfrequenz ist z. B. fiir biologische
Systeme wie Proteine und Peptide mit hoher Konzentration an 'H-Kernen interessant. Viele fur die Flussigkeits-NMR-
spektroskopische Strukturbestimmung grundlegende mehrdimensionale Korrelationsexperimente beruhen auf der
Detektion der 'H-Magnetisierung. Dies setzt jedoch eine ausreichend hohe spektrale Auflosung der 'H-NMR-Spektren
voraus. Typische Linienbreiten hochaufgeloster Flussigkeits-NMR-Spektren von Proteinen betragen ca. 10 — 20 Hz, was fur
feste Proteine bislang noch nicht erreicht ist. Deshalb wird bei isotopenmarkierten festen Proteinen und Peptiden in der
Regel nicht die 'H-Magnetisierung, sondern z.B. die "C-Magnetisierung detektiert.

Neben der Erhohung der Probenrotationsfrequenz ist fiir Proben, bei denen die Restlinienbreite durch Gleichung (1)
bestimmt wird, auch die Erhohung von B, wesentlich. Man erwartet eine linear mit B, zunehmende Auflosung der
Spektren, weil der Frequenzabstand der verschiedenen Signale mit B, linear ansteigt, wihrend die Linienbreite in
Frequenzeinheiten konstant bleibt. van Rossum et al."” haben aber nachgewiesen, daf die Auflosung stérker als erwartet, d.
h. nichtlinear mit B, zunimmt. Die ftr die Linienverbreiterung nach Gleichung (1) verantwortlichen ,Flip-flop“-Prozesse
werden wegen des zunehmendem Frequenzabstandes zwischen den verschiedenen Spins immer unwahrscheinlicher. Ein
wichtiger Fortschritt bei der Erhohung von B, war die erfolgreiche Erprobung des ersten kommerziell erhaltlichen 750-
MHz-Festkorper-NMR-Spektrometers (B, = 17,6 T) mit weiter Magnetbohrung (Hersteller: Bruker, Karlsruhe) in Leiden
(Niederlande). Damit konnten unter anderem mehrdimensionale Korrelationsspektren aufgenommen werden, anhand
derer sich die "C- und “N-Signale eines Proteins (SH3-Domine des 0-Spectrins) im immobilisierten Zustand zuordnen
lieBen'” (Abbildung 1). Mit einem 600-MHz-Festkorper-NMR-Spektrometer (B, = 14,1 T) gelang Detken et al.” vor
kurzem auch die Aufnahme hochaufgeloster Korrelationsspektren eines cyclischen Decapeptids im mikrokristallinen
Zustand (Abbildung 2). Diese Resultate beweisen, daf$ die Festkorper-NMR-Spektroskopie unter den nunmehr erreichten
Bedingungen Experimente ermdglicht, welche bislang der hochauflosenden Flussigkeits-NMR-Spektroskopie vorbehalten
waren. Die geschilderten apparativen und methodischen Entwicklungen der jungsten Zeit eroffnen damit neue
Anwendungsmoglichkeiten der Festkorper-NMR-Spektroskopie besonders in der Strukturbiologie. Seit kurzem sind auch
supraleitende Magnete mit enger Bohrung und B, = 21,1 T (900- MHz-'"H-NMR-Frequenz, Hersteller: Bruker, Karlsruhe,
und Oxford Instruments, Wiesbaden) verfugbar.'”” Im Grenoble High Magnetic Field Laboratory wird zur Zeit in
Kooperation mit Oxford Instruments und der Universitat Stuttgart an der Entwicklung eines 21 T-Magneten mit weiter
Bohrung (> 100 mm) fur NMR-Zwecke (Projekt Giga-NMR) gearbeitet.mb)

Angeregt durch die genannten apparativen Neuentwicklungen werden in jungster Zeit vermehrt Anstrengungen

17-20)

unternommen, um neue Korrelationsexperimente sowie Experimente zur Gewinnung von Parametern, die

*2% Bemerkenswert ist ein 'H-"N-

Strukturinformation wie Kern-Kern-Abstinde enthalten, zu entwickeln.
Korrelationsexperiment, welches Ishii und Tycko'” unter anderem am festen Tripeptid AlaGyGly testeten. Dabei konnte —
bedingt durch die inzwischen erreichte Verbesserung der Auflosung — die 'H-Magnetisierung detektiert werden. Es besteht

deshalb durchaus Grund zu der Annahme, dafl 'H-detektierte Spektren in Zukunft auch fiir feste Proteine und Peptide

Nachrichten aus der Chemie| 49| Mé&rz 2001] www.gdch.de



verstarkt Anwendung finden werden.

Fritzhanns et al.”” publizierten Untersuchungen zur Kreuzrelaxation in ,soft matter* unter den Bedingungen sehr
schneller Probenrotation um den magischen Winkel, welche auch fir die Strukturbestimmung von biologischen
Makromolekiilen im festen oder partiell immobilisierten Zustand von Bedeutung sind.

Saalwachter und Schmidt-Rohr*”
ein, welches die Messung heteronuklearer Kern-Kern-Abstainde erlaubt. Im Unterschied zu den ublichen

fihrten das Rider-Experiment (relaxation-induced dipolar exchange with recoupling)

Doppelresonanzexperimenten ~wie Redor (rotational echo double resonance) erfolgt dabei aber die
Hochfrequenzeinstrahlung nur auf einen der beiden Spins.

Andere neue biologische Anwendungen der Festkdrper-NMR-Spektroskopie

Abgesehen von den eben geschilderten neuen biologischen Anwendungen hat die Festkorper-NMR-Spektroskopie
bereits seit langerer Zeit Bedeutung fiir die Untersuchung von Membranproteinen.”” In den letzten Jahren ist von Glaubitz
und Watts™
aufgebracht. Es bilden sich dann die bekannten Lipid-Doppelschichten so aus, daf§ die Schichtnormalen senkrecht zum
Glasplittchen stehen, d. h. es entsteht eine orientierte Probe. Die Plattchen werden dann im MAS-Rotor ubereinander
geschichtet. Mit Hilfe dieser Methode, welche MAS- NMR-Untersuchungen an Membranproteinen erlaubt, konnten im

eine interessante Technik entwickelt worden. Lipid/Protein-Mischungen werden auf Glasplattchen

vergangenen Jahr” lichtinduzierte Veranderungen der Struktur des Retinals im Rhodopsin nachgewiesen werden. Diese
Methode zur Orientierung von Lipid/Peptid-Mischungen auf Glasplittchen ermoglichte auch die “F-NMR-
spektroskopische Bestimmung der Lage von membrangebundenen Peptiden (Gramicidin A und S, Abbildung 3) bezuglich
der Lipidmembran® (dabei wurden Peptide mit "“F-substituierten Aminosauren verwendet).

Ein weiterer Beleg fir die zunehmende Bedeutung der Festkorper-NMR-Spektroskopie in der Biologie sind die *'P MAS

" in Verbindung mit Einkristall-"'P-NMR-Untersuchungen

NMR-spektroskopischen Untersuchungen, welche Stumber”
benutzte, um die Existenz mehrerer unterschiedlicher Molekiilkonformationen bei GTP-bindenden Proteinen im festen
Zustand nachzuweisen.

van Beek et al.”” gelang mit dem Dogsy-Experiment (double quantum/single quantum correlation spectroscopy) die

Bestimmung der Sekundarstruktur der Seide von Samia cynthia ricini, einer Seidenraupe.

Materialwissenschaftliche Anwendungen der Festkorper-NMR-Spektroskopie und NMR-Mikroskopie

Die eingangs genannten apparativen Neuentwicklungen eroffnen auch neue Perspektiven fir die
materialwissenschaftlichen Anwendungen der Festkorper-NMR-Spektroskopie. Methoden, die auf der Anregung von

31-35)

~Mehrquantenkoharenzen“ beruhen, finden zunehmend Anwendung. Eine wichtige Eigenschaft der Mehrquanten-

NMR-Spektroskopie ist die Moglichkeit zur Bestimmung der Grofe von Spin-Clustern (,spin counting®).”” Eine neue

)

Methode zum ,spin counting® bei schneller MAS wurde von Geen et al.” entwickelt. Auch Quadrupolkerne werden

zunehmend mit Mehrquanten-MAS-NMR-Spektroskopie untersucht.’” So wurden beispielsweise hochaufgeloste "O-
Mehrquanten-MAS-NMR-Spektren von Geriistsauer- stoffatomen in Zeolithen aufgenommen.”

Eine bemerkenswerte Entwicklung ist der zunehmende Einsatz bildgebender (NMR-Mikroskopie) und ortsaufgeloster
spektroskopischer Verfahren zur Untersuchung fester Materialien.” Blimich et al.”” entwickelten ein transportables Gert,
die NMR-Mouse (mobile universal surface explorer, Abbildung 4 unten), welches die lokale Messung von NMR-
Parametern (vor allem der transversalen Relaxationszeit T,) von Spins an Oberflachen bei Eindringtiefen bis zu ca. 10 mm
erlaubt. Dieses Gerat wurde bisher beispielsweise zur Untersuchung von Elastomeren®™ und Sehnen’ (auch in vivo)
eingesetzt. In jungster Zeit wird dartber hinaus versucht, die NMR-Mouse im Rahmen einer Eureka-Initiative zur
Zustandsbewertung von Kulturgiitern zu verwenden (Abbildung 4).

Ein anderer interessanter Trend ist die ortsaufgeloste Untersuchung von Stofftransportvorgingen, z. B. von Gasen in
pordsen Materialien (dynamische NMR-Mikroskopie). Diese Methode wird besonders durch die Verwendung Laser-

129 40)

polarisierter Edelgase wie ~Xe unter kontinuierlichem Fluf$

Empfindlichkeit der NMR-Signale erreicht wird. Erste Experimente, welche die Anwendbarkeit Laser-polarisierter Edelgase

praktikabel, da dadurch eine enorme Erhohung der

in der dynamischen NMR-Mikroskopie zeigten, wurden von Brunner et al.”’ durchgefihrt (Abbildung 5). Inzwischen sind
mit Hilfe dieser Methode z. B. Studien zur Gas- adsorption und zum Gasflufs durch Katalysatorschiittungen ausgefthrt
worden,**”

Im Zusammenhang mit Untersuchungen zum Stofftransport sei abschlieflend auf Weiterentwicklungen bei der
Messung von Diffusionskoeffizienten mit der PFG- (pulsed field gradient) NMR hingewiesen. Es gelang, die
Richtungsabhangigkeit des Selbstdiffusionskoeffizienten adsorbierter Molekiile in nano- und mikropordsen Festkorpern
nachzuweisen (Abbildung 6 zeigt die Messung des anisotropen Diffusionstensors von Wasser im Kanalsystem von MCM-

44,45)

41. Die Kanile sind parallel zueinander orientiert und hexagonal angeordnet). Die Existenz eines von Null

verschiedenen Wertes fir D_, deutet darauf hin, daf§ die SiO,-Wande von MCM-41 fiir Wasser durchlassig sind oder die
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Kanale uber die beobachteten Diffusionsldngen nicht die aus der Rontgenstruktur postulierte ideale Ausrichtung aufweisen.

Beide Komponenten sind kleiner als der Selbstdiffusionskoeffizient des freien unterkithlten Wassers bei gleicher

MefStemperatur (durchgezogene Linie).

Eike Brunner, Institut fir Biophysik und physikalische Biochemie, Universitat Regensburg, E-Mail eike.brunner@biologie.uni-
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Double-Quantum- (DQ)-NCACB-Korrelationsexperiment eines isotopenmarkierten Proteins (SH3-Doméne des a-Spectrins) im
immobilisierten Zustand, aufgenommen am 750-MHz-Festkérper-NMR-Spektrometer in Leiden.™ (Daten von Dr. M. Baldus,
Gottingen)

Uberlagerung zweier >C-**N-Korrelationsspektren eines mikrokristallinen und **C/**N-isotopenmarkierten, cyclischen Decapeptids
(schwarz: NCA-Korrelationsspektrum, blau/gelb: N(CA)CB-Korrelationsspektrum, blau markierte Kreuzsignale haben eine negative
Intensitit, d. h. 180°-Phasenverschiebung gegeniiber gelb markierten Signalen). (Daten®” von Dr. A. Detken aus der Abteilung von
Prof. Dr. B. Meier, Zirich)

°F-NMR-spektroskopisch bestimmte Orientierung der Peptide Gramicidin A und S beziiglich der Lipidmembran.?® Die *°F-sub-
stituierten Aminoséuren sind angegeben, schwarze Punkte markieren die Positionen der *°F-Kerne. (Abbildung von Prof. Dr. A.
Ulrich, Jena)
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Abb. 4. Erste Resultate von T,-Messungen an Zementoberflidchen mit der transportablen NMR-Mouse. (Daten von Dipl.-Chem. Shatrughan
Sharma aus der Abteilung von Prof. Dr. B. Bliimich, Aachen)

Abb.5.  Geschwindigkeitsprofil eines Gasstroms durch zwei verschiedene Schaumstoffe mit unterschiedlichem Porendurchmesser. Die
Profile wurden mit Hilfe der dynamischen NMR-Mikroskopie (ortsaufgeléstes ,,pulsed gradient spin echo experiment*) unter Verwendung
von Laser-polarisiertem *Xe aufgenommen.*?

Abb. 6. PFG-NMR-Messungen der parallelen (entlang der Kanéle, D,,,:ll ) und der dazu senkrechten (D,,,,:@ ) Komponente des
axialsymmetrischen Diffusionstensors von Wasser im Kanalsystem von MCM-41*" (Daten von Dr. F. Stallmach aus der Abteilung von Prof. Dr. J.

Kdrger, Leipzig)
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