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Die Kapillar-NMR(CapNMR)-Spektroskopie erhoht die Mengen-
empfindlichkeit der NM R-spektroskopischen Analyse und ermoglicht
ihre Kombination mit anderen Analysetechniken. CapNMR-Spek-
troskopie bietet nicht nur eine hohere Empfindlichkeit, sondern liefert
fiir niedermolekulare Verbindungen in vielen Fillen auch Spektren
besserer Qualitit als herkommliche Verfahren. Dieser Kurzaufsatz
beschreibt den aktuellen Stand der Cap NMR-Technologie sowie ihrer
Anwendungen zur Charakterisierung von niedermolekularen Ver-

bindungen und Proteinen bei begrenzten Probenmengen, das schnelle
Screening von Bibliotheken aus niedermolekularen Verbindungen
oder Proteinen sowie die Kombination von CapNM R-Spektroskopie

mit anderen Analysemethoden.

1. Einfiihrung

NMR-Spektren geben unsere Vorstellung von organi-
schen Strukturen als Kugel-Stab-Modellen am besten wieder.
Wenn wir NMR-Spektren nach der ersten Ordnung inter-
pretieren, so konnen wir jedes NMR-Signal einem bestimm-
ten Wasserstoff- oder Kohlenstoffatom (genauer gesagt:
Gruppen nichtdquivalenter Atome) zuordnen, sodass wir die
einzelnen Wasserstoff- oder Kohlenstoffatome eines Mole-
kiils quasi ,,sehen” konnen. Homo- und Heterokern-Korre-
lationsspektren wie COSY, HSQC (heteronuclear single-
quantum correlation) oder HMBC (heteronuclear multiple-
bond correlation) liefern weitere Signale, die in unserem
Modell den Bindungen zwischen den Atomen entsprechen.!!
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Es ist diese Analogie zu Molekiilmo-
dellen, die die Interpretation von
NMR-Spektren so eingédngig macht.
FEin tiefes Verstindnis der physikali-
schen Grundlagen der NMR-Spektro-
skopie in Losung ist weitaus schwerer
zu erlangen — aber fiir die meisten
Chemiker, die mit niedermolekularen Verbindungen arbei-
ten, ist dies auch nicht erforderlich. Organiker und Bioche-
miker konnen die NMR-Spektroskopie sehr effizient einset-
zen, ohne sich um Quantenmechanik oder Statistik zu sorgen,
da Grundkenntnisse iiber Pulssequenzen und Datenverar-
beitung fiir den Umgang mit den verfiigbaren NMR-Spek-
trometern vollstindig ausreichen.

Allerdings wird dabei fast jeder, der die NMR-Spektro-
skopie zur Charakterisierung von Molekiilstrukturen oder
dynamischen Prozessen genutzt hat, frither oder spéter ihre
Achillesferse kennengelernt haben: die begrenzte Empfind-
lichkeit. So benétigt man fiir eine NMR-spektroskopische
Analyse wesentlich mehr Material als fiir ein Massenspek-
trum.’# Zwar ist die NMR-Spektroskopie im Unterschied
zur Massenspektrometrie eine zerstorungsfreie Methode,
doch dies ist ein schwacher Trost, wenn man schlicht nicht
geniigend Material fiir ausreichend gute NMR-Spektren iso-
lieren kann. So stehen bei der Identifizierung neuer Natur-
stoffe, bei der Analyse von Metaboliten oder Abbauproduk-
ten von Pharmaka und Agrochemikalien sowie bei der Cha-
rakterisierung grofler Bibliotheken synthetischer Verbin-
dungen in der kombinatorischen Chemie hé&ufig nur be-
grenzte Probenmengen zur Verfiigung.

Die Empfindlichkeit der NMR-Spektroskopie hingt
grundsitzlich von drei instrumentellen Parametern ab: der
Stiarke des Magnetfelds (starke Magnete erhohen die Emp-
findlichkeit), der GroBe und dem Fiillfaktor der Empfianger-
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spule (die Mengenempfindlichkeit steigt mit zunehmendem
Fiillfaktor und abnehmendem Spulendurchmesser) und dem
Rauschen, das bei der Detektion entsteht.>® Nachdem
NMR-Spektrometer in den 1960er Jahren weithin zugénglich
geworden waren, sahen die beiden folgenden Jahrzehnte ei-
nen drastischen Anstieg der Feldstirke — und damit der
Empfindlichkeit — dank des Einsatzes supraleitender Ma-
gnete. Diese Entwicklung hat sich bei kommerziellen NMR-
Spektrometern in den vergangenen 15 Jahren zusehends
verlangsamt, denn die heute erhiltlichen Magnete stoflen
bereits an die Leistungsgrenze verfiigbarer supraleitender
Drihte, und auch die Kosten fiir die Installation solcher
Spektrometer steigen mehr als exponentiell mit der Feld-
stiarke. Beispielsweise konnen sich die Kosten fiir Anschaf-
fung und Installation eines 900-MHz-Spektrometers leicht
auf 10000000 US-Dollar (ca. 8000000 Euro) belaufen, wih-
rend ein Standard-600-MHz-Instrument bereits fiir weniger
als 10% dieses Betrags zu haben ist”! — und dabei ist die
Empfindlichkeit bei 900 MHz lediglich doppelt so hoch wie
bei 600 MHz."! Neuerdings wird daher vorrangig versucht,
die Empfindlichkeit der NMR-Spektroskopie durch den
Entwurf neuer Probenkopfe zu steigern, etwa durch Redu-
zieren des thermischen Rauschens im Empféinger oder durch
die Entwicklung von Probenkopfen fiir kleinere Empfianger-
spulen mit hoherem Fiillfaktor. Die Einfithrung von Tief-
temperaturprobenkdpfen, in denen das thermische Rauschen
deutlich verringert wird, indem man die Empféngerspule und
die Vorverstirker auf 25 K oder darunter abkiihlt, ergab drei-
bis viermal hohere Empfindlichkeiten als bei iiblichen Pro-
benkopfen.®? Tieftemperaturprobenkopfe stellen allerdings
extrem hohe Anforderungen an die thermische Isolierung
und den Kiihlmechanismus, da die 25 K kalte Empfénger-
spule nur wenige Millimeter von der NMR-Probe entfernt ist,
die bei Raumtemperatur vermessen wird. Durch das erfor-
derliche Helium-Kiihlsystem sind Tieftemperaturproben-
kopfe recht teuer in Ankauf und Wartung, und die Installa-
tion eines Tieftemperaturprobenkopfes fiithrt gewohnlich
dazu, dass ein Spektrometer ausschlieflich mit diesem Pro-
benkopf genutzt werden kann.

Ungeachtet aller erwdhnten Nachteile hat ihre deutlich
hohere Empfindlichkeit Tieftemperaturprobenkopfe unent-
behrlich fiir die NMR-spektroskopische Charakterisierung
von Biomakromolekiilen gemacht. Zur Analyse begrenzter
Probenmengen bieten sich jedoch Mikrospulenprobenkop-
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tel' als Alternative an, da sie — schon zu einem Bruchteil der
Kosten fiir Tieftemperaturprobenkopfe — die Mengenemp-
findlichkeit deutlich steigern. In diesem Kurzaufsatz be-
schreiben wir einige physikalische Konzepte, aus denen sich
die Vorteile und Einschriankungen von Mikrospulenproben-
kopfen ergeben, und vergleichen die Mengenempfindlichkeit
von Mikrospulenprobenkopfen mit derjenigen iiblicher
Probenkopfe. Wir gehen auBerdem auf Anwendungen der
NMR-Spektroskopie mit Mikrospulen ein — als eigensténdige
Technik und in Verbindung mit anderen Analysetechniken
wie HPLC oder Elektrophorese — und verweisen auf jiingste
Fortschritte beim Einsatz von Mikrospulenprobenkodpfen in
Hochdurchsatzverfahren.

2. NMR-Probenképfe mit Mikrospulen
2.1. Grundlagen und Bauweise

Die Grundidee bei der Entwicklung von NMR-Proben-
kopfen mit Mikrospulen ergab sich daraus, dass sich das Si-
gnal-Rausch(S/N)-Verhiltnis fiir eine bestimmte Analyt-
menge erhoht, wenn man den Durchmesser der Empfinger-
spulen verringert.®'*2 Da Spulen mit kleinerem Durch-
messer auch nur Platz fiir kleinere Probenvolumina bieten,
sind NMR-Probenkopfe mit Mikrospulen nur dann vorteil-
haft, wenn die in begrenzter Menge vorhandene Probe voll-
stindig in dem geringeren Solvensvolumen l6slich ist. Fiir
Proben mit schlechterer Loslichkeit bieten Mikrospulen kei-
nerlei Vorteile, da der kleinere Probenkopf eine geringere
Menge einer solchen Probe aufnimmt als iibliche Anord-
nungen. Deswegen ist die Konzentrationsempfindlichkeit von
NMR-Probenkopfen mit Mikrospulen generell geringer als
diejenige von 5-mm-Probenkopfen (Tabelle 1).11%

Die Entwicklung von NMR-Probenkopfen mit kleineren
Empféangerspulen war eine anspruchsvolle Aufgabe. Dadurch
dass die Probe ndher an kleinere Spulen herangebracht wer-
den muss, kann es infolge unterschiedlicher magnetischer
Suszeptibilitidten von Probe, Spulenmaterial und Umgebung
zu einer deutlichen Linienverbreiterung kommen.'*? Bei
der Verringerung des Spulendurchmessers ist auch zu be-
denken, wie die Probe in den Probenkopf eingefiihrt wird,
denn die herkdmmlichen Probenréhrchen konnen nicht be-
liebig miniaturisiert werden, und ein hoher Fiillfaktor der
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Tabelle 1: Vergleich der Konzentrations- (S.) und Mengenempfindlich-
keit (S,,) fiir eine Sucrose-Probe in einem CapNMR-Mikrospulenpro-
benkopf und einem 5-mm-H{C,N}-Probenkopf bei 600 MHz mit Shige-
mi-Réhrchen.!

Probenkopf Probenvolumen S, (S/N pro mm) S (S/N pro pmol)

[1eL] (normalisiert) (normalisiert)
5 mm 260" 104 1
CapNMR 5 1 5.0

[a] Fur Lésungen von Sucrose (17.2 pg, 50 nmol) in D,O wurde ein
einziger Scan aufgenommen.'® Die Signal-Rausch-Verhiltnisse wurden
fiir das Signal des anomeren Protons mit VNMR-Software (VARIAN)
ermittelt. Lit. [12] enthilt einen ahnlichen Vergleich. [b] Im Shigemi-
Réhrchen hitte ein etwas kleineres Probenvolumen (200-220 plL) ver-
wendet werden kénnen. Dies hitte die Mengenempfindlichkeit des 5-
mm-Probenkopfes um ungefihr 25% verbessert, sodass die CapNMR-
Spektroskopie nur noch etwa viermal empfindlicher wire.

Spule ist entscheidend, um die Empfindlichkeitsverbesserung
durch die Verkleinerung vollstindig zu nutzen. Ein grofer
Fortschritt waren Probenkopfe, in denen die Empfiangerspu-
len direkt um eine Kapillarflusszelle gewickelt waren; diese
Kapillare befand sich in einer Fliissigkeit, deren magnetische
Suszeptibilitit derjenigen des Spulenmaterials entsprach.'”)
Ein sorgfiltiges Abstimmen der Suszeptibilitdt verringerte
die Magnetfeldinhomogenitéten in der Umgebung der Spule
drastisch und verbesserte die Linienform so weit, dass hoch-
auflosende NMR-spektroskopische Untersuchungen moglich
wurden. Die Linienbreiten fiir die jiingste Generation kom-
merzieller Kapillar-NMR(CapNMR)-Probenkopfe mit Mi-
krospulen sind bereits mit denjenigen von 5-mm-Tieftempe-
raturprobenkopfen vergleichbar. Da CapNMR-Flusszellen
sehr klein sind, konnen sie horizontal (senkrecht zum Ma-
gnetfeld) ausgerichtet werden, sodass Solenoidspulen als
Empfingerspulen verwendet werden koénnen (Abbildung 1).

M—1
Magnet
% e
i~
Auslass-
kapillare //—- \

=
_//
Einlass- CapNMR-
kapill
Probenzufuhr Aptare Probenkopf
oder Cap-HPLC, =
CE usw.

Abbildung 1. Aufbau und Funktionsweise des Probenkopfes in der Cap-
NMR-Spektroskopie. CE = Kapillarelektrophorese.

www.angewandte.de

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

F. C. Schroeder und M. Gronquist

Solenoidspulen sind wegen ihrer stdrkeren Kopplung mit der
Probe etwa doppelt so empfindlich wie die Sattelspulen, die
fur vertikal angeordnete Proben erforderlich sind;" die
Empfindlichkeit des Probenkopfes wird durch den Einsatz
von Solenoidspulen also iiber den Verstirkungseffekt der
Miniaturisierung hinaus erhoht. Durch den Einsatz sehr
kleiner Probenvolumina wird zudem die Feldkorrektion
(Shimming) stark vereinfacht, und gewohnlich sind nur einige
wenige Parameter erster Ordnung anzugleichen.' Bei
Messreihen im gleichen Solvens geniigt es zudem oft, wenn
man die Feldkorrektion fiir die erste Probe vornimmt.

Typische NMR-Probenkopfe mit Mikrospulen enthalten
nur eine Spule fiir das Deuterium-Lock-Signal und die Pro-
tonen- und C/**N-Kanile. Die CapNMR-Probenképfe mit
der grofiten Mengenempfindlichkeit bestehen aus einer sehr
kleinen 5-uL-Flusszelle mit einem aktiven Volumen von nur
2.5 uL." Dariiber hinaus ist eine weniger empfindliche 10-
pL-Version mit einem aktiven Volumen von ca. 5 pL erhilt-
lich. Die Flusszelle ist darin jeweils mit aus der Gaschroma-
tographie bekannten Kapillaren aus Kieselglas oder Kapil-
larschlduchen aus fluoriertem Ethylenpropylen (FEP) mit
75-100 pm Innendurchmesser verbunden, die als Ein- und
Auslass dienen. Beim Beladen der Flusszelle wird die Probe
entweder manuell mit einer Spritze oder automatisch durch
ein Fliissigkeitstransportsystem in den Einlass injiziert. Der
Einsatz eines Kapillarfluss-Systems hat viele Vorteile: Mit
Flusszellen lassen sich in Mikrospulen etwas hohere Fiillfak-
toren erzielen als mit Probenrohrchen. Bei sehr engen Ka-
pillaren tritt praktisch keine Durchmischung in Ein- und
Auslass auf, sodass Probleme bei der Probenhandhabung
(z.B. Peakverbreiterung und Probeniibertrag) minimiert
werden, die in groBeren Fluss-Systemen hiufig auftreten.!
Ferner konnen Ein- und Auslass leicht an weitere Analyse-
instrumente, etwa ein Kapillar-Fliissigchromatographie(LC)-
Gerit, angeschlossen werden, was zu ,,online“ gekoppelten
Anwendungen fiihrt. Wichtiger ist aber noch, dass CapNMR-
Spektroskopie kompatibel mit Standard-Titerplatten und
Mikrolitergefdfien ist und sich somit fiir die Hochdurchsatz-
analyse von Verbindungsbibliotheken anbietet. CapNMR-
Spektroskopie kann auferdem leicht mit HPLC, Kapillar-
elektrophorese (CE) oder Massenspektrometrie (MS) kom-
biniert werden.

2.2. Vergleich der Mengenempfindlichkeit

Im vorigen Abschnitt ist deutlich geworden, dass der
Einsatz von CapNMR-Spektroskopie eine neuartige Pro-
benvorbereitung und —zufuhr erfordert. An die Stelle eines
NMR-Rohrchens aus Glas, in dem eine Losung der Substanz
in 200-600 pL Solvens (je nach Probenkopf und Glasrohr-
chen) vorbereitet wird, tritt in der CapNMR-Spektroskopie
eine Losung der Substanz in nur 5-10 uL Solvens, die mog-
lichst verlustfrei — manuell mit einer Spritze oder automatisch
mit einem Flissigkeitstransportsystem — in den Probenkopf
iiberfithrt werden muss. Will man die Niitzlichkeit des Fluss-
zellenaufbaus von CapNMR-Spektroskopie mit der her-
kommlicher Probenkopfe fiir NMR-Rohrchen vergleichen,
sind diese Unterschiede zu beriicksichtigen, insbesondere
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wenn man die CapNMR-Spektroskopie mit manueller In-
jektion von Proben betrachtet, die auch in gewohnlichen
Probenkopfen analysiert werden konnten. Der Hauptgrund
fiir den Einsatz von CapNMR-Spektroskopie wire in diesem
Fall die deutlich hohere Mengenempfindlichkeit.'” Aber wie
grof3 ist dieser Unterschied zu normalen 5-mm-Probenk&pfen
in der Praxis? Bei Verwendung solvensspezifischer NMR-
Rohrchen mit abgestimmter Suszeptibilitidt (z.B. Shigemi-
Rohrchen) in 5-mm-Probenkodpfen resultiert bereits eine
zwei- bis dreimal hohere Mengenempfindlichkeit. Um zu er-
mitteln, wie weit CapNMR-Spektroskopie die Empfindlich-
keit tiber das mit Shigemi-Rohrchen mogliche Maf3 hinaus
steigern kann, verglichen Gronquist et al. die Spektren, die
sie mit beiden Probenkopfarten fiir Sucrose-Losungen
(10 mm) sowie einige Naturstoffextrakte erhielten.'® Fiir eine
Messreihe wurden eindimensionale "H-NMR-Spektren sowie
zweidimensionale 'H,"”C-HMQC- und 'H,"*C-HMBC-Spek-
tren™ von 5 uL einer 10 mm Sucrose-Probelosung aufge-
nommen, die mit einer Spritze in den CapNMR-Probenkopf
injiziert wurde. Fiir eine zweite Messreihe wurde dieselbe
Sucrosemenge in dem Volumen an D,0O gel6st, das fiir ein 5-
mm-Shigemi-Rohrchen erforderlich ist; anschlieend wurden
entsprechende Spektren mit einem gewohnlichen 5-mm-
H{C,N}-Probenkopf am selben Spektrometer aufgenommen.
Beim Vergleich der '"H-NMR-Spektren zeigte das CapNMR-
Spektrum ein ungefihr fiinfmal besseres Signal-Rausch-Ver-
hiltnis (Abbildung 2). Zudem ist das HDO-Solvenssignal in
der CapNMR-Messung um GroBenordnungen kleiner als bei
der Verwendung des S5-mm-Probenkopfes, dessen aktives
Volumen 100-mal gréBer ist. Durch das kleinere Solvenssi-
gnal konnte das CapNMR-Spektrum mit einer hoheren
Empfiangerverstarkung aufgenommen werden, was zu der
beobachteten groSeren Empfindlichkeit beitrug.

Besonders wichtig fiir die NMR-spektroskopische Cha-
rakterisierung niedermolekularer Verbindungen sind die in-
direkt detektierten C,H-Korrelationen HMQC, HSQC und
HMBC. Wegen der geringen natiirlichen Haufigkeit von *C
ist die Empfindlichkeit dieser Experimente deutlich geringer
als diejenige von H,H-Korrelationen, und unzureichende Si-
gnal-Rausch-Verhiltnisse in HMQC/HSQC- und besonders
in HMBC-Spektren verhindern oft letztlich die Strukturauf-
klarung niedermolekularer Verbindungen bei begrenzter
Probenmenge. CapNMR-Probenkopfe sind oft mit Gradien-
tenspulen ausgestattet, sodass die Aufnahme von HMQC-
und HMBC-Spektren mit oder ohne Gradienten moglich ist.
(Die Version ohne Gradienten ist gewohnlich etwas emp-
findlicher.) Wie fiir die HMBC-Spektren ohne Gradienten in
Abbildung 3 gezeigt ist, bringen CapNMR-Probenkopfe auch
hier deutliche Empfindlichkeitsvorteile."®! Die indirekt de-
tektierten C,H-Korrelationen ohne Gradienten, in denen die
Signale fiir Protonen an "“C-Atomen durch Phasenzyklen
unterdriickt werden, konnen die Empfindlichkeit gegentiber
entsprechenden Spektren mit Gradienten steigern™ (siche
auch Lit. [21]). Diese Spektren profitieren in besonderem
Malle von den kleineren Solvenssignalen bei der Aufnahme
mit CapNMR-Probenképfen.
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Abbildung 2. 'H-NMR-Spektren (je 1 Scan) fiir eine Lésung von Sucro-
se (17.2 pg) in A) D,O (260 pL) in einem Shigemi-Réhrchen in einem
5-mm-H{C,N}-Probenkopf; B) 5 uL D,O in einem 5-uL-CapNMR-Pro-
benkopf. Die Signal-Rausch(S/N)-Verhiltnisse wurden mit der VNMR-
Software (Varian Inc.) ermittelt.
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3. Eigenstdndige Anwendungen
3.1. Offline-Charakterisierung niedermolekularer Verbindungen

Nur wenige Beitrdge beschreiben die Anwendung von
NMR-Probenkdpfen mit Mikrospulen fiir die Charakterisie-
rung von niedermolekularen Verbindungen bei begrenzter
Probenmenge, z. B. von wertvollen Naturstoffen oder anderen
biologisch aktiven Materialien, die nicht in ausreichender
Menge fiir eine Strukturbestimmung mit iiblichen NMR-
Probenkopfen erhalten werden konnen. Naturstoff-Forscher
konnten jedoch stark von Mikrospulenprobenkdpfen profi-
tieren. Potenziell interessante Sekunddrmetabolite vieler
Organismen werden nur deswegen von der Naturstoffunter-
suchung ausgeschlossen, weil sie in so geringen Mengen ver-
fiigbar sind, dass die Sammlung von ausreichendem Material
fir eine fundierte Identifizierung mit gewohnlichen NMR-
Spektroskopiemethoden als nicht moglich gilt. Die zogerliche
Einfiihrung von Mikrospulen-NMR-Techniken in der Natur-
stoff-Forschung konnte teilweise auf den Flusszellenaufbau
zuriickzufiihren sein, der eine sorgfiltige Probenvorbereitung
erforderlich macht und Chemiker abschreckt, die NMR-
Rohrchen aus Glas gewohnt sind. Die manuelle Injektion!!®%?!
oder die automatische Zufuhr®! einzelner Proben in Cap-
NMR-Probenkopfe bereiten jedoch keinerlei Probleme. Zum
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Abbildung 3. A) "H,"*C-HMBC-Spektrum (ohne Gradient) einer Lésung
von Sucrose (17.2 pg) in D,O (260 pL) in einem Shigemi-Réhrchen in
einem 5-mm-H{C,N}-Probenkopf. B) 'H,"*’C-HMBC-Spektrum (ohne
Gradient) einer Lésung von Sucrose (17.2 pg) in D,O (5 uL) in einem
5-uL-CapNMR-Probenkopf. Die Gesamtaufnahmedauer fiir die Spek-
tren betrug jeweils 14 h."® Die S/N-Verhiltnisse wurden anhand von
f2-Schnitten mit der VNMR-Software (Varian Inc.) ermittelt.

Beladen einer 5-puL-CapNMR-Flusszelle wird die Substanz in
5 uL deuteriertem Solvens gelost und — mit einem Fliissig-
keitstransportsystem oder einfach mit einer Spritze — in den
Einlass tiberfiihrt. Nach der Probe wird noch etwas deute-
riertes Solvens injiziert, um die Probe durch den Einlass in die
Flusszelle zu schieben. Das hierfiir benotigte Solvensvolumen
hédngt von der Lénge des Einlasses ab und wird bei der In-
stallation des Probenkopfes anhand einer Testprobe ermittelt.
Nach Abschluss der NMR-spektroskopischen Analyse wird
die Probe einfach durch Injektion eines groferen Solvens-
volumens (ca. 50 uL) aus dem Probenkopf gespiilt und auf-
gefangen. Diese Offline-Probeninjektion bietet eine gute
Reproduzierbarkeit und kann routinemiBig zur Charakteri-
sierung vieler in begrenzter Menge verfiigbarer Proben an-
gewendet werden. Allerdings miissen alle Proben vor der
Injektion sorgfiltig filtriert werden, um zu verhindern, dass
unlosliche Verunreinigungen die Kapillaren verstopfen. Fol-
gerichtig wird gewohnlich ein Filtrationsschritt vorgeschaltet
(iibliche FiltergroBe: 2 um).

Bei der Identifizierung der beiden antibakteriellen Gly-
coside 1 und 2 gelang Hu und Mitarbeitern die erste Struk-
turaufkldrung neuer Naturstoffe durch CapNMR-Spektro-
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Abbildung 4. Pflanzliche Naturstoffe, die Hu und Mitarbeiter mithilfe
von CapNMR-Spektroskopie identifizierten.

skopie (Abbildung 4).?Y Die Glycoside 1 und 2 wurden durch
automatische Hochdurchsatzfraktionierung aus einer Biblio-
thek pflanzlicher Extrakte isoliert. Fraktionen mit antibak-
terieller Aktivitdit wurden nach der Fraktionierung durch
CapNMR mit manueller Injektion offline charakterisiert. Auf
dhnliche Weise wurden der antibakterielle pflanzliche Meta-
bolit Suaveolindol® (3) und eine Gruppe teilweise acety-
lierter Oligorhamnoside™® wie 4 mithilfe der CapNMR-
Spektroskopie identifiziert. Die isolierte Menge an Glycosid 2
(70 pg) hitte sicherlich nicht fiir eine Charakterisierung durch
gewoOhnliche Techniken ausgereicht. Zwar wurden ausrei-
chende Mengen an 1 und 3 fiir die Identifizierung in iiblichen
5-mm-Probenkopfen isoliert, doch mit dem CapNMR-Pro-
benkopf konnten die “C-NMR-, gCOSY(gradient-selected
COSY)-, HSQC- und HMBC-Spektren in viel kiirzerer Zeit
erhalten werden.

Gronquist et al. nutzten einen 5-pL-CapNMR-Proben-
kopf, um neuartige Steroide mit Pyronteilstrukturen aus ei-
nigen wenigen Exemplaren einer seltenen Glithwiirmchen-
Spezies zu charakterisieren." Dabei wurden dreizehn neue
Cardenolide und &hnliche Steroide entdeckt (z.B. 5 und 6,
Abbildung 5). Die Verbindungen wurden anhand von dqf-
COSY (double quantum filtered COSY)-, NOESY-, HMQC-
und HMBC-Routinespektren identifiziert. Dabei wurden
HMBC-Spektren ohne Gradienten erhalten, die hinreichend
gut zur Strukturaufkldrung fiir Proben waren, die nicht mehr
als 40 nmol Substanz enthielten. Ein direkter Vergleich von
CapNMR-Spektren und Spektren, die mit Shigemi-Rohrchen
in einem 5-mm-H{C,N}-Probenkopf gemessen wurden, ergab
fiir CapNMR eine etwa dreimal hohere Empfindlichkeit. Die
sehr hohe Qualitdt der Spektren (gute Linienform, wenige
Artefakte) war fiir die spektroskopische Charakterisierung
der Steroide entscheidend, da diese teilweise als Gemische
von zwei oder drei Verbindungen vorlagen. Die beobachtete
Steigerung um das Dreifache fillt allerdings deutlich geringer
aus als die Empfindlichkeitszunahme bei den Experimenten
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Abbildung 5. Steroide aus Lucidota-atra-Glithwiirmchen, die mithilfe
von CapNMR-Spektroskopie identifiziert wurden.

mit Sucrose in Abschnitt 2.2. Der Grund hierfiir liegt in den
Einzelheiten der Probenvorbereitung: Eine Probe kann na-
hezu verlustfrei in ein Shigemi-Rohrchen iiberfiihrt werden,
da man mehrfach aus dem Gefafl mit der Originalprobe in das
relativ grole Volumen des NMR-Rohrchens nachspiilen
kann. Bei der CapNMR-Spektroskopie bleibt hingegen un-
vermeidlich eine kleiner Probenanteil im Originalgefaf3 zu-
riick, da die Probe in einer einzigen 5-pL-Injektion tiberfiihrt
werden muss. Dennoch konnten mithilfe des CapNMR-
Probenkopfes mindestens doppelt so viele Glithwiirmchen-
Cardenolide identifiziert werden wie bei der moglichen Ver-
wendung eines Shigemi-Rohrchens in einem 5-mm-Proben-
kopf.

AuBler zur Identifizierung neuer Naturstoffe eignet sich
die Kapillar-NMR-Spektroskopie auch fiir die Dereplikation
von Naturstoffbibliotheken, wie Hu et al. zeigten.””! Da ge-
wohnlich bereits 10 nmol Substanz (5 pg fiir eine Verbindung
mit einer Molmasse von 500 gmol™') fiir die Aufnahme von
'H- sowie von 'H,'H-COSY-Spektren geniigen, kénnen be-
kannte Naturstoffe auch dann leicht identifiziert werden,
wenn sie nur in Spuren vorliegen. CapNMR-Probenké&pfe
sind dariiber hinaus erfolgversprechend fiir die Identifizie-
rung von bekannten Metaboliten in der Pharmakologie oder
von synthetischen Verbindungen in der kombinatorischen
Chemie (siche Abschnitt 5).

3.2. Bestimmung von Proteinstrukturen

CapNMR-Probenkopfe sind schon seit einigen Jahren
kommerziell erhiltlich, doch ihr Nutzen fiir die Charakteri-
sierung von Biomakromolekiilen wurde erst kiirzlich erkannt.
Die vergleichsweise geringe Konzentrationsempfindlichkeit
von Mikrospulenprobenkopfen spricht zunédchst gegen ihre
Anwendung zur Charakterisierung von Proteinen und Nuc-
leinsduren, da diese Biomakromolekiile generell in geringe-
ren Konzentrationen gelost sind als niedermolekulare orga-
nische Verbindungen. Im Jahr 2004 zeigten Peti et al. jedoch,
dass Mikrospulenprobenkopfe auch Vorteile fiir die Bestim-
mung von Proteinstrukturen bieten.”? Die NMR-spektro-
skopische Charakterisierung eines Proteins beginnt norma-
lerweise mit der Zuordnung des Proteinriickgrats durch be-
wihrte Tripelresonanzexperimente wie HNCOCA und
HNCA.! Dem folgt die Aufnahme zusitzlicher Spektren,
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um die aliphatischen und aromatischen Seitenketten zuzu-
ordnen. Diese Zuordnung ist, besonders im Fall aromatischer
Aminosdureseitenketten, weniger direkt als die Charakteri-
sierung des Proteinriickgrats; sie ist zudem oft sehr zeitauf-
windig, weil 'H,'H-NOESY-, 'H,'H-COSY- und 'H,'H-
TOCSY-Spektren interpretiert werden miissen, die stark
verbreiterte Signale enthalten, sodass die Kreuzpeaks iiber-
lagert sind und nicht eindeutig zugeordnet werden konnen.
Da die hydrophoben aromatischen Seitenketten entschei-
dend fiir die Proteinstabilitit sind, besteht ein grof3es Inter-
esse an besseren Methoden zu ihrer Charakterisierung. Peti
et al. nutzten die auBergewohnlichen physikalischen Eigen-
schaften von Mikrospulenprobenkopfen, um die Zuordnung
der Seitenketten enorm zu vereinfachen. Zusétzlich zu ihrer
hohen Mengenempfindlichkeit zeichnen sich Mikrospulen-
probenkdpfe dank ihrer Solenoidspulen durch hervorragende
Radiofrequenz(RF)-Eigenschaften aus, und schon eine sehr
geringe Transmitterleistung ist ausreichend, um kurze 90-
Grad-Pulse fiir Proton und Kohlenstoffatom zu erhalten.
Diese Vorziige der Mikrospulen erméglichten zum ersten Mal
die Zuordnung der aromatischen und aliphatischen Seiten-
ketten eines vollstindig *C-markierten Proteins anhand eines
einzigen HCCH-TOCSY-Experiments (Abbildung 6). Mit

Hd Hd
N Hp
— Ha
o

o} N
H

Abbildung 6. In einem wichtigen Schritt der NMR-spektroskopischen
Charakterisierung von Proteinen werden die Atome Coai/Ha und CR/Hf
in aromatischen Aminosduren mit den HO-Protonen des entsprechen-
den aromatischen Rings in Verbindung gebracht. Die HCCH-TOCSY-
Korrelationen zwischen Ha und Cd sowie HO und Ca in einem Phe-
nylalaninrest sind gezeigt.””

herkommlichen 5-mm-Probenkopfen konnen solche Spek-
tren nicht aufgenommen werden, da eine Induktion des
TOCSY-Transfers iiber den gesamten Bereich chemischer
Verschiebungen fiir aromatische und aliphatische Kohlen-
stoffatome eine unerreichbar hohe RF-Leistung erfordern
wiirde. Mit ihrer HCCH-TOCSY-Messung iiber den ganzen
Bereich ordneten Peti et al. alle Seitenketten eines 9.7-kDa-
Proteins zu; ihre Probe enthielt dabei lediglich 500 ug Sub-
stanz. Auch die dreidimensionalen HNCO- und HNCOCA-
Spektren fiir die Zuordnung des Riickgrats wurden mit einem
CapNMR-Probenkopf erhalten.

Ein neueres Beispiel von Peti et al. beschreibt den Einsatz
von Kapillar-NMR-Systemen in der Strukturgenomik. Bei
der Suche nach geeigneten Studienobjekten fiir eine ront-
genkristallographische Strukturanalyse greifen Strukturbio-
logen zunehmend auf das NMR-spektroskopische Screening
von Proteinbibliotheken zuriick, um Proteine aufzuspiiren,
die auch in Losung gefaltet sind. Zusammen mit Hoch-
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durchsatzmethoden fiir die Expression und Reinigung von
Proteinen konnen CapNMR-Techniken dazu beitragen, den
Substanzbedarf bei strukturgenomischen Untersuchungen
spiirbar zu verringern. Anhand von 'H-NMR- und 'H,"N-
COSY-Spektren demonstrierten Peti et al. die Effizienz ihres
miniaturisierten Ansatzes. Sie verglichen ihre Resultate fiir
neun Maushomolog-Proteine mit solchen, die nach iiblichen
Methoden in groBerem Mafstab erhalten wurden, wobei das
CapNMR-Verfahren Strukturinformationen dhnlicher Qua-
litat lieferte. Mithilfe der Kapillar-NMR-Spektroskopie ge-
lingt also die Miniaturisierung von Strukturgenomik-Ansét-
zen ohne Verschlechterung der Datenqualitét. Dies senkt die
Kosten der Proteinsynthese deutlich, da beispielsweise 20-
mal geringere Mengen an “N-markierten Medien benétigt
werden.

4. Gekoppelte Techniken

Gegeniiber fritheren Durchfluss-NMR-Probenkopfen
bieten Kapillarprobenkopfe klare Vorteile in Aufbau und
Leistung, die eine direkte Kopplung mit verschiedenen
Chromatographiemethoden ermdoglichen  (,,hyphenated*
techniques).F”! CapNMR-Probenkdpfe eignen sich besonders
gut fiir die Kombination mit Kapillartrennmethoden, die mit
kompatiblen Flussgeschwindigkeiten arbeiten und deren
Peakvolumina dem Volumen der Flusszelle nahekommen;
diese Anforderung muss erfiillt sein, um die Mengenemp-
findlichkeit des Mikrospulenprobenkopfes zur Génze zu
nutzen. Die fiir Kapillartrennungen typischen héheren Kon-
zentrationen fiir die Peaks ergeben eine zusédtzliche Emp-
findlichkeitserhohung gegeniiber Trennungen in weiteren
Rohrchen P! Durch die sehr niedrigen Flussgeschwindigkei-
ten in Kapillarsystemen verringert sich der Bedarf an deute-
rierten Solventien, was einerseits die Kosten senkt und an-
dererseits eine Unterdriickung des Solvenssignals iiberfliissig
macht. Die Kapillar-NMR-Spektroskopie wurde online mit
Kapillar-HPLC (CapLC-NMR) gekoppelt, ebenso mit Ka-
pillarelektrophoresetechniken wie der Kapillarisotachopho-
rese (cITP-NMR)® und der Kapillarelektrochromatogra-
phie (CEC-NMR).!

4.1. Kapillar-LC-NMR (CapLC-NMR)

Kapillar-HPLC ist das Trennverfahren, das am héufigsten
mit CapNMR-Probenkopfen gekoppelt wurde, nicht zuletzt
weil die HPLC sich als Methode der Wahl fiir vielféltige
Trennungen erwiesen hat. Wie bei fritheren LC-NMR-Ver-
fahren*** sind je nach Probenart und vorgegebenem Zeit-
rahmen verschiedene Vorgehensweisen denkbar. Im Con-
tinuous-flow-Modus (auch On-flow-Modus genannt) werden
im Verlauf der Trennung kontinuierlich Transienten gesam-
melt. Die stete Zufuhr frisch polarisierter Kerne in die
Flusszelle erhoht einerseits die Empfindlichkeit, da die Re-
laxationsintervalle in den Pulssequenzen verkiirzt werden
konnen, andererseits verbreitern sich die Linien mit zuneh-
mender Flussgeschwindigkeit.”® Da sich die Elutionsbanden
der einzelnen Peaks nur kurz im aktiven Volumen der
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Flusszelle aufhalten, werden nur relativ wenige Scans pro
Komponente gesammelt, und folglich ist dieser Modus wenig
empfindlich.®® Die Empfindlichkeit kann durch geringe
Flussgeschwindigkeiten®” und groBere Probenmengen ver-
bessert werden, aber man stoBt dabei schnell an eine Grenze,
da sich dabei die Qualitédt der chromatographischen Trennung
verschlechtert. Durch die hohe Mengenempfindlichkeit der
CapNMR-Probenkopfe ist Continuous-flow-LC-NMR den-
noch erwigenswert, wenn eine schnelle Analyse detaillierte
Strukturinformationen liefern soll. Krucker et al. nutzten die
Vorziige von CapLC-NMR bei der Continuous-flow-Analyse
von Naturstoffgemischen.! Sie trennten ein 200-nL-Aliquot,
das jeweils ca. 1.3 pg von vier Tocopherol-Homologen ent-
hielt, und identifizierten jede eluierte Fraktion einzig anhand
ihres '"H-NMR-Spektrums. (Hier ist anzumerken, dass zwei
der Komponenten, [3- und y-Tocopherol, nicht massenspekt-
rometrisch unterschieden werden konnen.) Ein Vergleich mit
klassischen HPLC-NMR-Experimenten derselben Autoren
zeigte, dass das CapLC-NMR-System vergleichbar leistungs-
fahig ist, aber nur 1/200 der Probenmenge benotigt.”!

Die meisten Anwendungen mit begrenzter Probenmenge
erfordern Aufnahmezeiten, die im Continuous-flow-Modus
nicht erreichbar sind. Im Stopped-flow-Modus konnen Elu-
tionsbanden ausgewihlter Peaks dagegen in der Flusszelle
festgehalten werden, sodass ein- oder zweidimensionale
Spektren iiber lingere Zeit aufgenommen werden konnen.
Dies verbessert das Signal-Rausch-Verhéltnis erheblich, an-
dererseits dauert die gesamte Analyse naturgemif linger.
Ein direkt vor dem NMR-Probenkopf eingebauter UV/Vis-
Detektor identifiziert die Fraktionen vor dem FEintritt in die
Kapillarflusszelle, und die zeitliche Verzogerung bis zur kor-
rekten Positionierung der Elutionsbanden des Analyten im
aktiven Volumen der Flusszelle wird durch Kalibrieren er-
mittelt. Ein Continuous-flow-Aufbau mit nur 50-100 um In-
nendurchmesser fiir den Ein- und Auslass der Flusszelle mi-
nimiert die Verdiinnung der Probe durch Diffusion, wihrend
das kleine Probenvolumen und der vergleichsweise grofie
Durchmesser der Flusszelle eine schnelle Aquilibrierung der
Proben in der Flusszelle begiinstigen.'" Daher ist die Pro-
bendiffusion auch bei mehrstiindigen Aufnahmen vernach-
lassigbar. Das Potenzial von Stopped-flow-CapLC-NMR-
Spektroskopie wurde unldngst fiir die Analyse von Natur-
stoffen**! und bei der Identifizierung von Metaboliten >+
mit begrenzten Probenmengen nachgewiesen. Auflerdem
kommt die Technik fiir die Verfolgung der Proteinphos-
phorylierung bei der zelluliren Signalgebung in Betracht.[*!

Diese Beispiele zeigen die CapLC-NMR-Spektroskopie
als vielversprechende Technik, mit der sich schnell detaillierte
Strukturinformationen bei begrenzter Probenmenge erhalten
lassen. Doch wie fiir die eigenstdndigen Anwendungen be-
reits angemerkt, zeigen sich die Vorziige der CapLC-NMR-
Spektroskopie gegeniiber anderen NMR-Techniken erst dann
in vollem Umfang, wenn wirklich wenig Substanz verfiigbar
ist. Vor kurzem erwies sich die CapLC-NMR-Spektroskopie
beim Vergleich mit alternativen Methoden als effiziente
Technik fiir die Unterscheidung diastereomerer Adamantan-
Metabolite in einer Urinprobe.*!! Die Autoren machten aber
auch auf Einschrinkungen des CapLC-NMR-Systems auf-
merksam, wie etwa die Beladungskapazitidt der Sdule und
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Schwierigkeiten beim Erfassen der Elutionsbanden einzelner
Peaks fiir Stopped-flow-Messungen. Daher sind alternative
Techniken vorzuziehen, solange die Probenmenge nicht
ernstlich begrenzt ist. In diesen Féllen ist es vorteilhaft, die
gewiinschten Fraktionen in groerem MalBstab offline zu
sammeln und anschlieBend manuell oder automatisch in den
CapNMR-Probenkopf zu injizieren. Zwar handelte es sich bei
den meisten bisherigen CapLC-NMR-Anwendungen um
Machbarkeitsstudien, doch die Technik scheint gute Aus-
sichten zu haben, sich als Routinemethode zu etablieren.
Darauf deutet auch die Vermarktung eines CapLC-NMR-
Komplettsystems mit automatischer Probenfithrung und in-
tegrierter Diodenanordnung fiir die UV/Vis-Detektion hin.!

4.2. Kopplung von Kapillarelektrophorese und Kapillar-N MR-
Spektroskopie (CE-NMR)

Die Kapillarelektrophorese und ihre vielféltigen Varian-
ten haben sich zu wichtigen Trenntechniken entwickelt, die
oft auch dann effizient sind, wenn die HPLC versagt.[*! Es
sind bereits viele verschiedene Detektionsmethoden (z.B.
UV/Vis-Spektroskopie, MS) mit kapillarelektrophoretischen
Trennungen gekoppelt worden, doch die NMR-Spektrosko-
pie blieb bislang wegen ihrer geringen Empfindlichkeit auen
vor. Die NMR-Spektroskopie mit Mikrospulen bietet nun
erstmals eine Moglichkeit, die Leistungsfahigkeit kapillar-
elektrophoretischer Trennverfahren mit der detaillierten In-
formation zur Struktur und Dynamik von Molekiilen aus
NMR-Spektren zu verbinden."!! Unter den bisher beschrie-
benen CE-NMR-Varianten mit Mikrospulen verspricht Ka-
pillarisotachophorese-NMR-Spektroskopie (cITP-NMR) am
meisten.’” Die Kapillarisotachophorese (cITP) trennt und
konzentriert geladene Spezies anhand ihrer elektrophoreti-
schen Mobilitdten, indem eine hohe Spannung iiber eine
Kapillare angelegt wird, die ein Zwei-Puffer-System aus ei-
nem Leitelektrolyten (leading electrolyte, LE) und einem
Folgeelektrolyten (trailing electrolyte, TE; Abbildung 7)
enthélt. Unter optimalen Bedingungen steigert eine cITP-
Trennung die Konzentration geladener Analyten um zwei bis
drei Grofenordnungen. Bei der Kopplung an Kapillar-NMR-
Spektroskopie werden mithilfe der cITP einzelne Proben-
komponenten genau im aktiven Volumen des Kapillarpro-
benkopfes platziert, um so den Mikrospulenaufbau best-
moglich zu nutzen. Durch diese Fokussierung der Probe
konnen in der cITP-NMR-Spektroskopie Probenkopfe mit
aktiven Volumina von zehn bis hundert Nanolitern eingesetzt
werden. Diese zusitzliche Verstarkung macht cITP-NMR zu
der NMR-Technik mit der bislang hochsten Mengenemp-
findlichkeit. Korir et al. demonstrierten das Potenzial der
cITP-NMR fiir die Online-Trennung und —Analyse von na-
nomolaren Mengen bioaktiver niedermolekularer Verbin-
dungen.””! Dazu wurde eine Mischung mit jeweils 2.5 nmol
von drei sulfatierten Heparin-Disacchariden getrennt, und
jede Komponente wurde anhand eines 'H-NMR-Spektrums
identifiziert, das aufgenommen wurde, wihrend die Banden
das aktive Volumen (25 nL) eines eigens entwickelten Mi-
krospulenprobenkopfes passierten.
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Abbildung 7. Funktionsweise von cITP-NMR. Zum Fokussieren der ge-
ladenen Analyte wird eine hohe Spannung an eine Kapillare angelegt,
die ein Zwei-Puffer-System enthilt. Die Analytbanden werden beim
Passieren des Mikrospulenprobenkopfes detektiert.l”-*!

Im Unterschied zur CapLC-NMR-Spektroskopie, die sich
als Routineanalysemethode zu etablieren scheint, befindet
sich die Kapillarelektrophorese-NMR-Spektroskopie (CE-
NMR) noch in einem frithen Entwicklungsstadium. Die
meisten Ergebnisse wurden mit speziell gebauten Proben-
kopfen erzielt, die oft modifizierte Kapillaren und sehr kleine
aktive Volumina verwenden."®*! Erste vielversprechende
Resultate deuten aber an, dass CE-NMR sich einmal als
Methode der Wahl fiir bestimmte chemische, biochemische
und Umweltanalysen durchsetzen konnte.

5. Hochdurchsatz-Kapillar-NMR-Spektroskopie

Die Kapillar-NMR-Spektroskopie ist besonders aus-
sichtsreich fiir Hochdurchsatzanwendungen wie die Analyse
von Bibliotheken aus Naturstoffen oder synthetischen Ver-
bindungen. Ein lange bekanntes Problem bei der Charakte-
risierung grof3er Bibliotheken ist das Fehlen eines universel-
len Detektors. Verschiedene Kombinationen von MS-, UV-
und Verdampfungs-Lichtstreudetektoren (ELSD) wurden
ausgiebig in Hochdurchsatzverfahren eingesetzt, doch diese
Methoden sind entweder nur fiir bestimmte Substanzgruppen
geeignet oder liefern nur wenig Strukturinformation. Fiir eine
umfassende Charakterisierung von Naturstoffen und synthe-
tischen Verbindungen aus Bibliotheken ist daher oft die de-
taillierte strukturelle und stereochemische Information aus
zusitzlichen NMR-Spektren unverzichtbar.® NMR-Spek-
troskopietechniken wurden auch genutzt, um Bibliotheken
aus niedermolekularen Verbindungen auf schwache Ligand-
Protein-Wechselwirkungen zu durchsuchen, die iiber den
Erfolg oder Misserfolg bei der Wirkstoffentwicklung ent-
scheiden konnen, mit iiblichen Fluoreszenztechniken aber
schwer zu erkennen sind.P'™ Zwar sind automatische
Hochdurchsatz-NMR-Systeme nichts Neues,* doch die ver-
besserte Mengenempfindlichkeit von Kapillarprobenkodpfen
mit Mikrospulen erdffnet auf diesem Gebiet neue Perspek-
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tiven, da Spektren schneller und mit kleineren Probenmen-
gen aufgenommen werden konnen, wobei zudem deutlich
weniger deuteriertes Solvens verbraucht wird. Als Durch-
fluss-Systeme sind Kapillarprobenkopfe gut fiir eine Auto-
matisierung geeignet — sowohl online gekoppelt mit analyti-
schen Trennverfahren als auch offline als eigenstdndige
Analysegeridte. Der allgemeine Trend scheint zu Offline-
Analysen zu gehen, die durch den Einsatz standardisierter
Probenformate in komplementidren Analyseverfahren er-
leichtert werden. Die einfache und stabile Feldkorrektion der
Mikrospulenanordnungen macht die gesamte Probenbear-
beitung noch effizienter. Da die NMR-Spektroskopie
schlieBlich eine zerstorungsfreie Methode ist, kann sie in
Online-Analysen mit einem Fraktionensammler oder einer
zusitzlichen Detektionstechnik, etwa MS, UV oder ELSD,
gekoppelt werden, sodass komplementire Strukturinforma-
tionen erhéltlich sind.

Kiirzlich wurden erste Versuche an Testbibliotheken mit
Mikrospulenprobenkopfen unterschiedlicher Systemkonfi-
gurationen vorgenommen. Bailey und Marshall nutzten eine
Continuous-flow-Methode fiir die schnelle Analyse einer
Testbibliothek aus p-Hydroxybenzoesiureestern.” Die ein-
zelnen Proben wurden nacheinander automatisch von einer
96er-Titerplatte geladen und als gleichméBiger Probenstrom
durch die Kapillarflusszelle gepumpt. Dabei wurden konti-
nuierlich Transienten aufgenommen und als Pseudo-2D-Da-
teien gespeichert; aus diesen Dateien wurden Inkremente fiir
die einzelnen Proben extrahiert und zu individuellen eindi-
mensionalen Spektren vereinigt. Mit einer Substanzmenge
pro Injektion von umgerechnet 3.4 ug lieferten diese 'H-
NMR-Spektren hinreichende Informationen, um die Struk-
turen zu bestétigen. Eine 96er-Titerplatte wurde in weniger
als einer Stunde mit weniger als 4.0 mL deuteriertem Solvens
durchgemustert.

Eine Alternative bietet eine Stopped-flow-Methode von
Kautz et al., die auf einer Analyse mit segmentiertem Fliis-
sigkeitsstrom (segmented flow analysis, SFA) beruht.! Die
Verbindungen der Bibliothek werden hierfiir einzeln injiziert,
wobei die Probenbanden durch einen nicht mischbaren Flu-
orkohlenwasserstoff mit vergleichbarer Suszeptibilitdt als
Transportfliissigkeit getrennt sind. Die einzelnen Proben
werden beim Eintritt in die Flusszelle NMR-spektroskopisch
erkannt und anschliefend zur Aufnahme von Spektren ge-
stoppt. Die Transportfliissigkeit dient zur Benetzung der
Kapillarenwédnde, um die Adhédsion zu verringern und den
daraus folgenden Ubertrag und Probenverlust zu verhindern.
Dadurch dass sich die Transportfliissigkeit nicht vermischt,
begrenzt sie auch die Probenausbreitung, sodass Datensitze
fiir zweidimensionale Spektren iiber mehrere Tage aufge-
nommen werden konnen. Das Potenzial der Technik zeigte
sich bei der eindeutigen Identifizierung aller Mitglieder einer
Testbibliothek mit strukturell so verschiedenen Verbindun-
gen wie Reserpin, Erythromycin und Uracil (griine, rote bzw.
blaue Struktur in Abbildung 8). Die Substanzmengen lagen
bei 10 ug pro Injektion, und die Analyse einer 96er-Titer-
platte benétigte 3 h und 0.5 mL deuteriertes Solvens. Erst
kiirzlich wurde ein flexibles automatisches System vorgestellt,
das sowohl einzelne Proben als auch ganze Bibliotheken auf
384er-Titerplatten verarbeitet.”” Bei diesem computerge-
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Abbildung 8. Funktionsweise der SFA-NMR-Spektroskopie.® Die Pro-
ben aus einer Bibliothek werden als getrennte 1-uL-Banden einge-
bracht, die durch eine nicht mischbare Transportfliissigkeit voneinan-
der getrennt sind. [Dg]DMSO-Waschbanden mit 1% Trimethylsilylpro-
pionat begrenzen den Probeniibertrag und erleichtern die Detektion
und Positionierung der Probenbanden.

steuerten System ist es jederzeit moglich, Einzelmessungen
dringender Proben in die laufende Analyse einer Bibliothek
einzuschieben.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Die Einfiihrung von Mikrospulenprobenkopfen wird die
Anwendungsbreite der NMR-Spektroskopie, die bereits jetzt
zu den wichtigsten Analysetechniken fiir Organiker und
Biochemiker zdhlt, noch erweitern, da sie die Mengenemp-
findlichkeit erhoht und die Kombination mit nahezu jeder
Chromatographietechnik ermoglicht. Wenn man bedenkt,
wie grundlegend sich die Mikrospulentechnologie von der
Technik iiblicher NMR-Probenkopfe unterscheidet, so muss
ihr Erfolg allerdings tiberraschen: Schon wenige Jahre nach
ihrer Erfindung bietet sie eine ernstzunehmende Alternative
zu Tieftemperaturprobenkopfen, und in vielen Fillen sind
Mikrospulenanordnungen bei deutlich niedrigeren Kosten
vergleichbar empfindlich. CapNMR-Probenkdpfe konnen
dariiber hinaus schnell installiert und gegen herkommliche 5-
oder 3-mm-NMR-Probenkopfe ausgetauscht werden — anders
als bei Tieftemperaturprobenkopfen muss also nicht ein
Spektrometer eigens zu ihrer Anwendung abgestellt werden.
Da die Technologie noch jung ist, sind weitere Verbesserun-
gen der Empfindlichkeit und des apparativen Aufbaus zu
erwarten. Interessierte Chemiker miissen sich zur Anwen-
dung der Mikrospulen-NMR-Spektroskopie mit den Beson-
derheiten der Probenvorbereitung und —handhabung vertraut
machen. Vor der Injektion der Probe ist eine sorgfiltige Fil-
tration erforderlich, und eine vollstindige Uberfiihrung der
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begrenzten Probenmenge in die Flusszelle gelingt nicht im-
mer. Die Routineverfahren fiir manuelle und automatische
Probeninjektion werden jedoch stidndig verbessert. Hoch-
durchsatzverfahren in der kombinatorischen Chemie und der
Naturstoffchemie sowie pharmakologische Anwendungen
konnten von Probenkopfen mit zwei oder mehr Flusszellen
profitieren.P”!

Mikrospulenprobenkopfe erscheinen derzeit besonders
geeignet fiir die NMR-spektroskopische Untersuchung nie-
dermolekularer Verbindungen. Ihr Nutzen fiir die Charakte-
risierung von Biomakromolekiilen ist dadurch eingeschrinkt,
dass viele Proteine und Nucleinsduren nicht in hinreichender
Konzentration gelost werden konnen; fiir solche Proben sind
Tieftemperaturprobenkopfe =~ weiterhin ~ vorzuziehen. In
jingsten Studien von Peti et al. haben sich Mikrospulen-
probenkopfe jedoch auch bei der Bestimmung von Protein-
strukturen bewéhrt, und manchmal kann ihr Einsatz sogar
von entscheidendem Vorteil sein (sieche Abschnitt 3.2).

Auch einige weitere Vorteile miniaturisierter NMR-
Probenkopfe diirfen nicht iibersehen werden: Wegen der
geringen Probenvolumina benétigen NMR-Probenkopfe mit
Mikrospulen deutlich kleinere Bereiche mit homogenem
Magnetfeld als tibliche 5-mm-Probenkopfe. Daraus folgt die
relativ einfache Feldkorrektion (Shimming) fiir Mikrospu-
lenprobenkopfe, bei denen es gewohnlich ausreicht, einige
Shims erster Ordnung anzupassen. Wichtiger ist jedoch, dass
einerseits durch die Entwicklung kleinerer Magnete Kosten
gespart werden konnten und andererseits auch Magnete mit
hoherer Feldstirke oder aus alternativen Materialien, ein-
schlieBlich Raumtemperatur-Supraleitern, denkbar sind. Die
Einfiihrung kleiner Magnete mit hohen Feldstiarken fiir die
hochauflosende NMR-Spektroskopie konnte die Grole von
NMR-Spektrometern stark verringern und so letztlich auch
zur Entwicklung von Instrumenten fiir die Laborbank fiihren.
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