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die hauptsichlichen Strukturidnde-
rungen bereits unterhalb von ~205K
stattfinden.

Fir den Sublimations-Resub-
limations-Prozess existieren aller-
dings noch keine genauen Daten.
Die Kinetik dieses Prozesses wird
unter anderem von der Geschwin-
digkeit abhangen, mit der Wasser-
molekiile, die auf die Eisoberfliche
treffen, in den Kristall eingebaut
werden. Hier deuten erste Labor-
messungen darauf hin, dass diese
Rate bei kubischem Eis grofSer sein
konnte als bei hexagonalem Eis.”"

Es ist immer wieder faszinierend,
dass eine so gut untersuchte Sub-
stanz wie Wasser noch mit Uber-
raschungen aufwartet und die Mog-
lichkeit bietet, mit Hilfe von klassi-
schen physikalisch-chemischen Me-
thoden mneue thermodynamische
und kinetische Parameter zu gewin-
nen. Im hier geschilderten Fall kon-
nen sie von enormer Bedeutung fur
die Wolkenforschung sein und da-
mit auch eine Rolle bei Klimastudien
spielen.
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Magnetische Reso-
nanzspektroskopie

@ Die Magnetische Resonanzspek-
troskopie (NMR und EPR) ist heute
eine der wichtigsten analytischen

Methoden der Chemie. Dies gilt ins-

besondere fur die hochauflosende

NMR in Loésung und ihre Anwen-

dung auf Biomolekule. Dartiber hi-

naus gibt es seit Jahren eine stir-
mische methodische Entwicklung in
der Festkorper-NMR und der ge-
pulsten EPR, die das Einsatzfeld der

Magnetischen Resonanz (MR) fiir ei-

ne Fulle physikalisch-chemischer

Fragen standig erweitert.
Hardware-Entwicklungen und in-

novative Konzepte haben in den letz-
ten Jahren zu einer deutlichen Steige-
rung der Empfindlichkeit in der MR-
Spektroskopie gefithrt. Heute kon-
zentriert man sich auf die Verkur-
zung der Messzeit bei biomolekula-
ren Anwendungen und die Verkniip-
fung der MR mit anderen experimen-
tellen und theoretischen Methoden:

e Die Empfindlichkeitssteigerung
durch hyperpolarisierte Gase, z.B.
’He, '*’Xe ist bereits etabliert.
Solche Verfahren konnen nun zur
Untersuchung von supramoleku-
laren Strukturen' und Biomole-
kitlen'” eingesetzt werden.

¢ Durch Kombination von EPR und
NMR lasst sich die erheblich ho-
here Elektronenpolarisation auf
die Kerne tbertragen. Nach lan-
ger Entwicklungszeit sind heute
Anwendungen auf Segmente von
Prion-Proteinen erfolgreich.z)

e. Durch Detektion von MR-Sig-
nalen mit einem Kraftmikroskop
ist heute ortsaufgeloste NMR im
pm-Bereich méglich.3)

e Fur Feldforschungseinsatze wur-
de ein tragbares Ex-situ-NMR-
Gerdt mit Auflosung der che-
mischen  Verschiebung reali-

e Auflerdem sind Steigerungen der
Empfindlichkeit durch effiziente
Pulssequenzen®, der spektralen
Auflosung durch Deuterierunng)
und der Aussagekraft der NMR
durch verbesserte Spektrenana-
lyse™ zu verzeichnen.
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e In der optisch detektierten EPR-
Spektroskopie sind Einzelspin-
experimente an Quantenpunkten
nun auch bei Raumtemperatur
moglich,* wobei selbst die koha-
rente  Dynamik  gekoppelter

Quantenbits beobachtet werden

kann, von denen das eine ein

Elektronenspin und das andere

ein Kernspin ist.””

e Bei Abstandsmessungen mittels
EPR ermoglicht die Empfindlich-
keitssteigerung,  hauptsachlich

durch Deuterierung der Matrix,

genaue Messungen von Ab-
standsverteilungen im Bereich bis

7
zu 8nm’™

und Messungen an

Proben, die nur in relativ kleiner

Konzentration zu préparieren

sind, wie z.B. vesikel- und micell-

gebundene Proteine’.

* Neue Verfahren zur Datenaufnah-
me und -prozessierung multi-
dimensionaler (nD) NMR-Spek-
tren beschleunigen die Spektren-
aufnahme dramatisch, ohne die
spektrale Auflosung und die Sig-
nalposition oder -intensitit zu
beeintrachtigen.*” So sinkt die
Messzeit fur eine Proteinstruktur-
bestimmung von Monaten auf

wenige Tage.*

e Die Aufnahme mehrdimensiona-
ler Spektren im Sekunden- oder
Minutentakt erlaubt es, kineti-
sche Prozesse ortsaufgelost in
Echtzeit zu charakterisieren. Das
macht Hochdurchsatz-NMR-Stra-
tegien praktikabel.””

* NMR-Daten reflektieren die Dy-
namik individueller Kerne wah-
rend der Entfaltung von Protei-
nen und erlauben eine neuartige
Sicht auf die Kooperativitdt von
Strukturﬂbergéngen.lo)

e FEine neue clusterorientierte Zu-
ordnungsstrategie auf der Basis
von 3D- und 4D-Experimenten
erlaubt die Strukturbestimmung
von Proteinen mit einem Mole-
kulargewicht von bis zu ~60kDa
ohne aufwandige Deuteriummar-
kierung.''®

e Die Verwendung stereospezifisch
markierter Aminosauren bei der
zellfreien Proteinsynthese erhoht

Informationsgehalt  der

NMR-Spektren und vereinfacht

den
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die Strukturbestimmung grofSer
Proteine.'"”

Im Folgenden werden aktuelle
Entwicklungen in der Festkorper-
NMR, der EPR und der hochauf-
losenden NMR in Flussigkeiten bei-
spielhaft dargestellt. Die Anwendun-
gen reichen von allgemeinen Proble-
men der Physikalischen Chemie bis

zu biologischen Fragestellungen.

Festkorper-NMR

¢ Ahnlich wie in der Strukturauf-
kldrung von Biomolekiilen, bei de-
nen die hochauflosende NMR als Er-
ganzung der Rontgenstreuung in-
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zwischen fest etabliert ist, steigt die
Bedeutung der Festkorper-NMR bei
der Strukturaufklarung in Festpha-

sen unaufhorlich. Dies liegt u.a. da-
ran, dass viele funktionelle und su-
pramolekulare Systeme zwar hoch
geordnet, aber nicht kristallin im
herkommlichen Sinne sind. Deshalb
ist ihre Struktur mit atomarer Auflo-
sung durch konventionelle Streu-
methoden allein nicht zugénglich,
jedoch durch Kombination mit Fest-
korper-NMR. In Modellstudien wur-
den so Rontgen-Pulverdiagramme
und Magic-Angle-Spinning(MAS)-
NMR-Spektren zur Bestimmung der
dreidimensionalen Struktur eines

Abb. 1.

a) Packungseffekte

der *H-chemischen

Verschiebung in

kristallinen Amino-

sduren durch Was-

serstoffbriicken.

13a)

b) Kernunabhdingi-

ge Verschiebung der

NMR-Frequenz in

der Umgebung ei-

ner aromatischen

Gruppe der Amino-

sdure Tyrosin. Die

Protonen des ge-

zeigten Molekiil-

fragments zeigen

wegen der Nihe zur

unteren Gruppe un-

terschiedliche Ver-

schiebungen.

13a)
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Abb. 2. Bestimmung der Flexibilitét von Oligo(paraphenylenethinylen)en. 7a) a) Struktur

eines doppelt endmarkierten Molekiils mittlerer Linge. b) Grobkérniges Modell aus starren

Riickgratsegmenten (blau), Spinmarkern (rot) und Gelenken (griin) mit harmonischem

Biegepotential und freier Drehbarkeit. c) Experimenteller Puls-EPR-Formfaktor (schwarze

Punkte) und dessen Anpassung durch die Marker-zu-Marker-Abstandsverteilung des grob-

kérnigen Modells. d) Marker-zu-Marker-Abstandsverteilungen aus einer modellfreien

Analyse des Formfaktors (schwarz) und durch Anpassung des grobkérnigen Modells (rot)

sowie die aus dem grobkérnigen Modell extrahierte End-zu-End-Abstandsverteilung des

Riickgrats (blau).

Dipeptids'*” und eines mikrokristal-
linen Zeoliths'”™ kombiniert. Me-
thoden der 'H-Spin-Diffusion und
der *Si-Doppelquanten-NMR  er-
moglichen es dabei, Kernabstande
durch den Raum und durch Bindun-
gen getrennt zu erfassen.

Bei supramolekularen Strukturen
haben  Wasserstoffbriicken — und
n-Wechselwirkungen entscheidende
Bedeutung. Hier kann die chemische
Verschiebung zur Bestimmung der
Packung im Festkorper mit grofSem
Gewinn eingesetzt werden, wenn
man NMR mit Quantenchemie kom-
biniert. Als Beispiel sind in Abbil-
dung la die enormen Verschiebun-
gen dargestellt, die bei Aminosauren
durch Wasserstoftbriicken im Fest-
korper auftreten.”” In Abbildung
1b sieht man, wie empfindlich die
chemische Verschiebung auf die Na-
he von aromatischen Strukturen rea-
giert.” Dies ist vor allem in der
"H-Festkorper-NMR von Bedeutung,
wo diese Packungseffekte von glei-
cher Groflenordnung sind wie die

chemische Verschiebung selbst. Mit
Prazisionsmessungen von Dipol-Di-
pol-Kopplungen durch MAS-NMR
kombiniert mit Quantenchemie ge-
lingt es so, die Protonen in den Vier-
fach-Wasserstoffbriicken eines nicht-
kristallinen supramolekularen Sys-
tems mit pm-Genauigkeit zu bestim-
men."” Ahnlich wie bei der Ront-
genstreuung erfordert diese Genau-
igkeit Vibrationskorrekturen.
Aktuelle Beispiele fur die vielfal-
tigen  Anwendungsmoglichkeiten
der Festkorper-NMR auf verschiede-
ne Stoffklassen sind die Dynamik
der Deuteronen in Modifikationen

. l4a
von amorphem Eis, )

ortho/para-
Spinkonversion und ihre Implika-
tion fur Katalyse und interstellares
Wasser,' ™ die Adsorptions-Desorp-
tions-Kinetik von Peptiden in Zeoli-
then'* sowie die Struktur von
Transmembranproteinen in Lipid-
membranen."*”

Festkorper-NMR ist besonders
gut zur Untersuchung von Struktur

und Dynamik in amorphen Syste-

men geeignet. So liefert diese Metho-
de einzigartige Information tiber die
Nahordnung in Natriumphosphat-
Glasern.”™ Die in diesen Glasern
beobachtete nichtlineare Abhangig-
keit des Glaspunkts von der Zusam-
mensetzung konnte auf die Na-
P-Abstandsverteilung zurtickgefithrt
werden.

Die neuen Methoden sind auch
auf Systeme anwendbar, in denen
die anisotropen Wechselwirkungen
durch lokale Bewegungen teilweise
ausgemittelt werden. Dazu gehoren
z.B. Elastomere”™” und Polymer-
schmelzen."” Hier liefert die NMR
Aussagen zur segmentalen Restord-
nung, die unmittelbar mit dem me-
chanischen Verhalten, etwa der Ver-
streckbarkeit des Materials in Bezie-
hung gesetzt werden konnen.

EPR

@ In der Hochfeld-EPR-Spektrosko-
pie ist eine Spezialisierung auf kom-
binierte Continuous-wave(CW)/
Puls-Spektrometer mit einer festen
Frequenz und maximaler Empfind-
lichkeit einerseits und reine CW-
Spektrometer ohne Mikrowellenre-
sonator mit einer grofSen Zahl von
Frequenzen andererseits zu beob-
achten. Mit einem Einfrequenz-
Spektrometer bei 275 GHz (Pro-
tonenfrequenz 420 MHz) lassen sich
routinemafSig Elektronen-Kern-
Doppelresonanz (ENDOR)-Experi-
mente mit Probenmengen im Mikro-
grammbereich durchfihren.'® Ein
Spektrometer auf der Basis von
Rickwartswellenoszillatoren'™ st
uber 150 bis 700 GHz abstimmbar
und so fur die Charakterisierung
von Hochspin-Systemen geeignet,
deren Spektren bei einer einzelnen
Frequenz zu komplex fur eine er-
folgreiche Linienzuordnung sind.
Mit einem optisch gepumpten Fa-
bry-Perot-Resonator als Quelle kon-
nen sogar Frequenzen bis in den Te-
rahertzbereich realisiert werden.'®”
Bei der Messung der Temperatur-
und Frequenzabhangigkeit mit ei-
nem solchen Spektrometer wurde
gefunden, dass ein auleres Magnet-
feld von mehr als 25T das Kristall-
feld eines vierkernigen Ni"-Komple-
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xes dominiert, so dass der Spin-
grundzustand von S=0 sich im
Hochfeld nach S=1 andert. Bei ei-
nem Feld von 3,55T konnten Spin-
Relaxationszeiten von Ladungselek-
tronen in Halbleiterquantengraben
(quantum wells) durch hochemp-
findliche elektrische Detektion ge-
messen werden.'” Die longitudinale
Relaxation der Leitungselektronen
ist im Hochfeld stark unterdruckt.
Dies verbessert die Anwendbarkeit
solcher Systeme in der Spintronik.
Komplexe Strukturen diamag-
netischer Systeme und ihre Struktur-
dynamik werden sowohl in den Ma-
terial-'"® als auch in den Biowissen-
schaften'”’ zunehmend mit Spinmar-
kern untersucht. Fur eine genaue
Strukturbestimmung muss die Kon-
formationsverteilung der Spinmar-
ker in die Modellierung einbezogen
werden.”*” Auf diese Weise konnte
die Asymmetrie der End-zu-End-
Abstandsverteilung von Oligo(para-
phenylenethinylen)en gemessen
und daraus die Persistenzlange von
Poly(paraphenylenethinylen)  be-
stimmt werden, (Abbildung 2).
Abstandsmessungen im Nanometer-
bereich zwischen Spinmarkern er-
lauben auch die Charakterisierung
schwacher intermolekularer Wech-
selwirkungen zwischen Biomakro-
molekulen, wie sie zum Beispiel bei
der pH-Wert-abhangigen Dimerisie-

Membranproteins™'*

rung eines
oder der Trimerisierung eines losli-
chen Proteins auftreten.”” In Ver-
bindung mit der Modellierung der
Markerkonformation sollte in naher
Zukunft eine Bestimmung hochauf-
geloster Strukturen von Proteinoli-
gomeren und Komplexen zwischen
Biomakromolekiillen moglich wer-
den, sofern die Strukturen der ein-
zelnen Komponenten aus der Kris-
tallographie oder durch hochauf-
losende NMR bekannt sind. Geht
man von starren Strukturen der
Komponenten aus, so sind z.B. fur
einen Proteinkomplex nur sechs
und fur ein symmetrisches Dimer
sogar nur vier geometrische Parame-
ter zu bestimmen. Fine Unter-
suchung an einem dimeren Protein
zeigt, dass Abstandsdaten hoher
Qualitat fir eine deutlich hohere

Zahl spinmarkierter Mutanten erhal-
) 22) .
ten werden konnen,™ so dass prin-
zipiell eine Uberbestimmung der
Struktur und damit eine Konsistenz-

prufung und hohe Genauigkeit
moglich wird.
Hochauflésende NMR

in Fliissigkeiten

¢ Nur mit multidimensionalen (nD)
hochaufgelosten Experimenten las-
sen sich die in den Kernspins grofSer
Biomolektile kodierten Informatio-
nen optimal auslesen. Maximal vier
Dimensionen sind beim traditionel-
len, gleichmafliigen Abtasten aller
Zeitdomanen praktikabel. Bei der
zeitsparenden  Projektions-Rekon-
struktions-Technik nimmt man an-
stelle eines nD-Spektrums wenige
planare Projektionen des nD-Raumes
auf. Uber eine Bildrekonstruktion
lasst sich daraus das vollstandige nD-
Spektrum berechnen.*” Eine auto-
matisierte Signalzuordnung gelingt
auch direkt aus den 2D-Projektio-
nen.® Alternativ werden beim un-
vollstandigen Abtasten die n Zeitdo-
manen mit wenigen, pseudo-stochas-
tisch verteilten Datenpunkten geras-
tert. Mit nur 6 bis 9% der konventio-
nellen Daten wird mit rekursiver
multidimensionaler Dekomposition
der komplette Informationsgehalt
des nD-Spektrums rekonstruiert.*”
Mit einem genialen Trick konnen

mehrdimensionale NMR-Spektren
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bei hoher Analytkonzentration seit

kurzem sogar in nur einem Scan auf-
genommen werden. Dazu wird die
Beobachtung der zeitlichen Evolu-
tion des Spinsystems in den indirek-
ten Domdanen durch eine feldgra-
dientenbasierte rdumliche Kodie-
rung ersetzt. Mit dieser Methode
konnen chemische Umwandlungen
auf der Sekundenzeitskala in Echt-
zeit verfolgt werden.”” Die Kom-
bination bandselektiver Anregung
mit optimierter transversaler "H-Re-
laxation ermoglicht sehr hohe Scan-
raten und extrem kurze Aufnahme-
zeiten fur 2D- (Sekunden) und
3D-Spektren (wenige Minuten).”

Mit NMR konnen biologische
Makromolekiile seit wenigen Jahren
in lebenden Zellen untersucht wer-
den.” Eine zeitversetzte Induktion
der Biosynthese erlaubte es sogar,
Proteine mit unterschiedlichen Iso-
topenmarkierungen in Bakterien zu
erzeugen und anschlieBend moleku-
lare Interaktionen in Zellen mit
NMR nachzuweisen und Bindungs-
epitope zu kartieren.”” Per Mikro-
injektion wurde unlangst ein mar-
kiertes Protein in Froschoozyten
eingebracht und erstmals mit NMR
in eukaryotischen Zellen unter-
sucht.

Die Aufkliarung der Kontaktstel-
len in grofSen Proteinkomplexen
(> 50kDa) gelingt mit Kreuz-Satti-
gungs—Experimenten.M) Zur Bestim-
mung der hochaufgelosten Struktur

Abb. 3.

Losungsstruktur der

SH3-Domydine der

humanen hédmato-

poetischen Zell-

Kinase Hck (halb-

durchldssig dar-

gestellt) im Kom-

plex mit einem arti-

fiziellen hochaffi-

nen Peptidliganden

(,,ball-and-stick*).
Aminosduren der
Hck-SH3-Domdine,

deren Amidreso-

nanzen sich infolge

der Peptidbindung
im *’N-'H-HSOC

stark verschieben

(>0,2 ppm) sind in
der Oberfléiichen-

darstellung griin

hervorgehoben.

24¢)
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ganzer Protein-Ligand-Komplexe im
Falle starker Bindung (Kj<l1pM)
(siche Beispiel in Abbildung 3) eig-
nen sich Filter-NOE-Experimente.
Neuerdings konnen auch ultra-
schwache Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen (K;>100 uM) mit NMR

24b
untersucht werden.>™”

Fazit

@ Diese Beispiele belegen ein-
drucksvoll, dass sich die Magneti-
sche Resonanzspektroskopie mehr
als 60 Jahre nach ihrer Entdeckung
noch immer stiirmisch weiterentwi-
ckelt. Durch innovative Konzepte,
Kombination mit anderen experi-
mentellen und theoretischen Me-
thoden, sowie nicht zuletzt durch
wichtige Hardwareentwicklungen
werden heute mit der MR Fragen
bearbeitet, die dieser Methode noch
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Raman-Intensitéat
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Raman-Spektroskopie

@ Einen GrofSteil unseres Wissens
iber die Struktur von Atomen oder
Molekulen verdanken wir der ra-
schen Entwicklung laserspektrosko-
pischer  Untersuchungsmethoden.
Besonders die Raman-Spektroskopie
ermoglicht es, detaillierte und spezi-
tische Informationen auf molekula-
rer Ebene zu erhalten, die andere
spektroskopische Methoden nur be-
dingt liefern konnen.

Die Raman-Spektroskopie hat
sich in den letzten Jahren als leis-
tungsstarke Methode in fast allen
naturwissenschaftlichen — Gebieten
etabliert. Obwohl der Raman-Effekt
bereits vor mehr als 70 Jahren ent-
deckt wurde, konnte die Raman-
Spektroskopie ihr grofes Potential
erst in den letzten zehn bis zwanzig
Jahren voll entfalten. Diese Renais-
sance ist vor allem den grofSen Fort-
schritten in der Lasertechnologie,
dem Design von sehr effizienten Fil-
tern, die das elastisch gestreute Ray-
leigh-Licht ausblenden und der Ent-
wicklung extrem sensitiver Detekto-
ren zu verdanken.

Die wichtigsten Vorztige der Ra-
man-Spektroskopie sind ihre extrem
hohe Spezifitat und ihre Vielseitig-
keit. Die Raman-Spektroskopie ist
eine zerstdrungsfreie Methode und
benotigt nur eine minimale oder oft
gar keine Probenvorbereitung. Pro-
ben jeglichen Aggregatszustandes,
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transparente und nicht-transparente
Stoffe oder Proben mit unterschied-
lichen Oberflichenbeschaffenheiten
konnen fur Raman-Studien heran-
gezogen werden. Zudem lassen sich
Messanordnungen Untersu-
chung von Objekten einer Grofse
von 250 nm? (spitzenverstirkte Ra-

man—StreuungD) bis zu einigen dm?

zur

realisieren.

Wahrend die Spezifitit der Ra-
man-Spektroskopie sehr hoch ist, ist
ihre Sensitivitat sehr gering. Um dies
zu umgehen, konnen spezielle Tech-
niken anangewendet werden, die das
Raman-Signal verstarken. Die bei-
den bekanntesten Beispiele hierfur
sind der Resonanz-Raman-Effekt”
und die Oberfachenverstarkte Ra-
man-Streuung (,Surface Enhanced
Raman Scattering, SERS“).3)

Bei der Resonanz-Raman-Spek-
troskopie liegt die verwendete Anre-
gungswellenldnge im Bereich einer
elektronischen  Absorptionsbande
des zu untersuchenden Systems.
Dies fithrt dazu, dass die Schwin-
gungsmoden, die an den elektro-
nischen Ubergang gekoppelt sind,
bis zu 10°-fach verstarkt werden.
Zudem ermoglicht die Resonanz-
Raman-Spektroskopie die Unter-
suchung einzelner Chromophoren
innerhalb eines Molekils.”

Der SERS-Effekt bewirkt eine
Verstarkung der Raman-Streuung
um einen Faktor von etwa 10" bis
10" bei Molekiilen, die an einer na-

Abb. 1.
Raman-Spektren
eines gefangenen
roten Blutkorper-
chens im oxygenier-
ten (A) und desoxy-
genierten Zustand
(B) (V.exc=514,5nm).
In der Mikroskop-

aufnahme ist ein
gefangenes rotes
Blutkérperchen (C,
schwarzer Kreis)
dargestellt. Teil D
beschreibt die che-
mische Struktur der

Hdm-Gruppe.



