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NMR-Spektroskopie von Laser-polarisiertem
%X e unter kontinuierlichem Fluss: eine Methode
zur Untersuchung von Biomolekiilen in wissrigen
Losungen**

Daniela Baumer, Eike Brunner,* Peter Bliimler,
Paul Philipp Zinker und Hans Wolfgang Spiess*

Die NMR-Spektroskopie von '#Xe ist eine wichtige Methode
zur Untersuchung von chemischen Eigenschaften und
Strukturen, z.B. von Wirt-Gast-Wechselwirkungen,[l] mikro-
porésen Systemen,” Oberflichen®™ und vor allem Biomole-
kiilen.°! Solche Untersuchungen werden meist in Losung
(hauptséchlich in Wasser) durchgefiihrt. Fiir Addukte und
Adsorbate betrigt die chemische Verschiebung von '*Xe
(natiirliche Héufigkeit 26.44%, [=1/2) mehr als 0=
300 ppm.[*) Wegen der geringen Loslichkeit von Xenon in
Wasser haben solche Messungen jedoch den Nachteil gerin-
ger Signalstirke. Durch die Verwendung von Laser-polari-
siertem (LP) 'Xel" kann dieses Problem prinzipiell iiber-
wunden werden. Dabei wird durch optisches Pumpen mit
nachfolgendem Spinaustausch eine Kernspinpolarisation er-
reicht, die um mehrere Groenordnungen hoher ist als die
von '¥Xe im thermischen Gleichgewicht bei herkommlichen
Magnetfeldstiarken von 5-25 T und Raumtemperatur. Laser-
polarisiertes 'Xe wird deshalb zunehmend in der Magnet-
resonanztomographie angewendet, z.B. in der Lungen- und
Gehirnbildgebung!'!! oder in der Angiographie.'"” Das Ein-
bringen von Laser-polarisiertem '*Xe-Gas in wissrige Lo-
sungen ist jedoch weiterhin problematisch. Der Nachteil von
Single-Batch-Experimenten ist die begrenzte Zeit des Expe-
riments, da das Laser-polarisierte '*Xe seine Polarisation auf
der Zeitskala der longitudinalen Relaxationszeit 7 (10-
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100 s) verliert. Das depolarisierte Xenon sollte deshalb stin-
dig durch frisch polarisiertes Gas ersetzt werden, was in
Analogie zur NMR-Spektroskopie an Oberflichen durch
Experimente mit kontinuierlichem Fluss zu realisieren
wire.> Vor kurzem entwickelten Han et al." ein System,
das geeignet ist, Laser-polarisiertes '*’Xe bei diskontinuierli-
chem Fluss in Losung zu bringen. Dabei wird das Laser-po-
larisierte '*Xe durch Mikrokapillaren in die Losung injiziert.
Wihrend des NMR-Experiments muss der Xenongasfluss
allerdings gestoppt werden, um die spektrale Auflésung auf-
rechtzuerhalten, die sonst durch den grofSen Unterschied der
magnetischen Suszeptibilitdt zwischen der Gas- und Fliissig-
keitsphase vermindert wiirde. Neue Studien zur Wechselwir-
kung von Xenon mit Phospholipidbicellen” berichten ex-
plizit iiber Probleme beim Losungsvorgang von Xenon durch
das notwendige Schiitteln der Probe und der daraus resul-
tierenden Bildung von stabilen Schdumen.

Wir berichten hier iiber die ersten Anwendungen eines
auf Membranen basierenden Systems, das unter kontinuier-
lichem Fluss (Durchfluss) arbeitet und dabei die spektrale
Auflosung aufrechterhilt, ohne dass der Gasfluss wihrend
der Messungen unterbrochen wird. Das Laser-polarisierte
%Xe (2% Polarisation in der Gasphase) wird mit einem be-
reits beschriebenen Polarisator pripariert™ und unter kon-
tinuierlichem Fluss durch ein neu entwickeltes Membran-
system unter Verwendung kommerzieller Hohlfasermem-
branen (CELGARD, Membrana GmbH, Wuppertal; siche
Hintergrundinformationen) in Losung gebracht."” Ein wei-
teres Problem beim Losen von Gasen z.B. in Losungen von
amphiphilen Molekiilen, Proteinen usw. ist die Bildung von
stabilen Schaumen. Durch unsere Methode wird auch dieses
Problem umgangen, da die Gase auf einem ,,direkten* Weg in
Losung gebracht werden. Das Gas diffundiert kontinuierlich
durch die Nanoporen der Membran in die Fliissigkeit, ohne
diese durch gebildete Blasen oder anderweitige mechanische
Storungen, z.B. durch etwaiges Schiitteln, zu beeinflussen.
Um die Zuverldssigkeit unseres neuen Systems zu testen,
wurde Laser-polarisiertes '*Xe in Wasser, DMSO (Dime-
thylsulfoxid) und einer Losung von Phospholipidbicellen
untersucht. Die Phospholipidlosungen werden in der hoch-
auflosenden NMR-Spektroskopie fiir Proteinuntersuchungen
verwendet™ und sind besonders anfillig fiir Schaumbildung.

Abbildung 1 zeigt charakteristische **Xe-NMR-Spektren
von Laser-polarisiertem '*Xe in Wasser (oben) und in DMSO
(unten). Die Linienbreite des Signals des gelosten Xenons
betragt nur 0.3 bis 0.4 ppm (siche vergroferte Ausschnitte
von Abbildung 1). Somit kann die chemische Verschiebung
bis hin zu einer Genauigkeit von 0.03 bis 0.04 ppm gemessen
werden. Die Verbreiterung des Gassignals auf der rechten
Seite des Spektrums ldsst sich auf rasch diffundierendes Gas
in der heterogenen physikalischen Umgebung der Hohlfasern
(Membran/freies Gas) zuriickfithren. Wie Kontrollexperi-
mente zeigen, ist kein gasformiges Xenon in der Flissigkeit
enthalten (siehe Hintergrundinformationen). Der Losungs-
vorgang erfolgt dabei viel schneller als 7 (siehe unten). Da-
durch reicht die Polarisation des gelosten Xenons an die
maximal mogliche heran. Auf diese Weise werden durch das
neue Membransystem Experimente mit Laser-polarisiertem
%Xe in der biomolekularen hochauflésenden NMR-Spek-
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Abbildung 1. '**Xe-NMR-Spektren von Laser-polarisiertem '*Xe, gelost
in H,O (oben) und DMSO (unten). Beide Spektren wurden mit zwei
Scans bei T=298 K aufgenommen. Als Referenz fiir die chemische
Verschiebung diente das Gassignal. Die Linienbreite der Signale ist in
den vergroéferten Ausschnitten angegeben.

troskopie unter kontinuierlichem Xenon-Fluss ermoglicht.
Das Gassignal kann als interne Referenz der Spektren ver-
wendet werden, da bei einem Xenonpartialdruck von
0.03 MPa eine chemische Verschiebung von 0.12 ppm zu er-
warten ist.”?"! Der Einfluss von Helium in der Gasmischung
kann vernachlissigt werden,® wie aus Abbildung 2 deutlich
wird: Im Unterschied zur Messung mit Laser-polarisiertem
%Xe sind die Datenpunkte fiir reines Xenon ohne Helium
aufgenommen. Die Vorteile dieser neuen Methode werden in
zwei neuen Anwendungen aufgezeigt.

Lipidbicellen sind in zwei Bereichen von wachsendem
Interesse:"! Zum einen dienen sie als Modellsysteme fiir
Zellmembranen, da diese in der Regel aus Lipid-Doppel-
schichten bestehen. Zum zweiten werden heute viele bio-
molekulare NMR-Untersuchungen in Bicellen enthaltenden
Losungen ausgefithrt, um eine partielle Orientierung der
Molekiile zu erreichen.™ Bei der Verwendung von thermisch
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Abbildung 2. Chemische Verschiebung von '*Xe in Abhingigkeit vom
Xenonpartialdruck bei 308 K in einer wissrigen Lésung mit DMPC/
DHPC-Bicellen. Der offene Kreis kennzeichnet die mit Laser-polarisier-
tem '®Xe und der Membranmethode ausgefiihrte Messung, wihrend
die anderen Punkte mit thermisch polarisiertem '*Xe aufgenommen
sind.
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polarisiertem Xenon miissen die Messungen bei hohen Gas-
driicken (bis zu 2 MPa) ausgefiihrt werden, um ausreichende
Signalintensitédt zu erhalten. Um die reine Xenon-Molekiil-
Wechselwirkung aus solchen Messungen zu bestimmen, muss
die chemische Verschiebung auf einen Xenonpartialdruck
von null extrapoliert werden, um Xenon-Xenon-Wechsel-
wirkungen auszuschlieBen. Solche Messreihen sind folglich
sehr zeitaufwiindig. Messungen mit Laser-polarisiertem '*Xe
bieten dagegen die Moglichkeit, in einem einzelnen Experi-
ment die chemische Verschiebung bei sehr niedrigem Xe-
nonpartialdruck zu messen (hier 0.02 MPa).

Entsprechend wurde die chemische Verschiebung von
thermisch polarisiertem '*Xe in einer wissrigen Losung der
Phospholipide DMPC/DHPC*! als Funktion des Xenonpar-
tialdrucks im Bereich von 0.25 bis 2 MPa bestimmt (siche
Hintergrundinformationen). Diese Ergebnisse wurden mit
den Daten der Messungen mit Laser-polarisiertem '*Xe
unter kontinuierlichem Fluss bei 0.02 MPa verglichen (Ab-
bildung 2). Die gemessene chemische Verschiebung steigt
linear mit dem Druck an, d.h. mit wachsender Xenonkon-
zentration. Fiir die chemische Verschiebung o bei 305 K ergab
sich Zusammenhang (1).

O [ppm| = 188.46 + 0.88p [MPa] 1)

Die mit Laser-polarisiertem '*Xe (188.5 ppm) bestimmte
chemische Verschiebung bei niedrigem Druck (0.02 MPa)
passt ausgezeichnet zu den mit thermisch polarisiertem
Xenon gemessenen Werten (Abbildung 2). Dies bestitigt die
Zuverléssigkeit und Genauigkeit der spektroskopischen
Messungen mit Laser-polarisiertem '*’Xe im Durchflussbe-
trieb unter Verwendung der neuen Membranapparatur.

Aus dem Vergleich der chemischen Verschiebung von
Laser-polarisiertem '*Xe in H,O (6=190.9 ppm) und in
DMPC/DHPC (6 =188.5 ppm) lésst sich auBerdem folgern,
dass Xenon mit den Bicellen interagiert, da diese eine indu-
zierte chemische Verschiebung von —2.4 ppm bei 305 K ver-
ursachen. Diese GroBe kann sowohl zur Untersuchung der
Xenon-Molekiil-Wechselwirkungen als auch zur Unterschei-
dung zwischen spezifischen und nichtspezifischen Wechsel-
wirkungen genutzt werden.! Die Relaxationszeit 7, von
Xenon in der Losung mit Bicellen betrug 40s bei 311 K.
Wiihrend die Messung mit Laser-polarisiertem '*’Xe nur etwa
5 Minuten dauerte, nahm ein einzelner Datenpunkt der
druckabhéngigen Messreihe im Durchschnitt 2 Stunden in
Anspruch, entsprechend einer Gesamtmesszeit von etwa
12 Stunden.

Diese verringerte Messzeit ermoglicht es nun, auch
zweidimensionale NMR-Spektren® von '¥Xe aufzunehmen.
Mit 2D-Austauschspektroskopie (EXSY) kann der Losungs-
prozess des Laser-polarisierten 'Xe in Wasser unter konti-
nuierlichem Fluss in Echtzeit verfolgt werden (Abbildung 3).
Das Signal auf der Diagonalen bei ca. 0 ppm stammt von
Xenongas in den Mikrokapillaren, das Signal bei ca. 190 ppm
rithrt von dem im Wasser gelosten Xenon her. Bereits bei

[*] Dihexanoylphosphatidylcholin/Dimyristoylphosphatidylcholin; Ein-
zelheiten zur Probenpriparation finden sich in den Hintergrundin-
formationen.
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Abbildung 3. 2D-EXSY-Spektrum von Laser-polarisiertem '*Xe, gelést
in H,O (T=308 K, t,,,=1 ms). Messzeit: 68 min. Zu beachten ist die
Asymmetrie des Spektrums: Nur ein Kreuzsignal tritt auf, das sich auf
gasformiges Xenon wihrend der Evolutionszeit zurtickfiihren lasst.

einer Mischzeit von nur 1 ms ist ein Kreuzsignal zu messen.
Daraus lasst sich folgern, dass der Losungsprozess von Xenon
durch die Membran auf einer Zeitskala von Millisekunden
ablduft (weitere Details in den Hintergrundinformationen).
Die 2D-EXSY-Technik wird z.B. zur Untersuchung von Sys-
temen, in denen ein langsamer Austausch von Xenon zwi-
schen unterschiedlichen chemischen Umgebungen auftritt,
von Nutzen sein. Dies ist z. B. in Blut®! oder Emulsionen der
Fall. Der mit dieser Methode quantifizierbare dynamische
Bereich erstreckt sich iiber etwa fiinf Gréenordnungen, von
100 ps bis 10 s.

Die hier vorgestellte Methode, Laser-polarisiertes '*Xe
im Durchflussbetrieb iiber Hohlfasermembranen in Losung
einzubringen, hat folgende wichtige Vorziige: Sie ist einfach
anzuwenden, zuverldssig, robust und bedarf keiner speziellen
Probenvorbereitung. Das neue System verhindert die Ent-
stehung von Blasen und Schiumen und die damit einherge-
hende Linienverbreiterung. Die Polarisation bleibt erhalten,
und die Relaxationszeit 7; wird nicht verkiirzt. Der konti-
nuierliche Betrieb ermoglicht das Aufaddieren der Signale
und somit auch mehrdimensionale NMR-Messungen. Die
Membranen sind auflerdem in den meisten Fliissigkeiten
stabil, die fiir das Losen von Biomolekiilen verwendet werden
(Wasser, Alkohole, DMSO).

Obwohl durch Laserpolarisation das NMR-Signal so stark
erhoht werden konnte, dass selbst kleine Mengen von Xenon
in Biomolekiilen oder Gast-Strukturen nachgewiesen werden
konnen, sind Anwendungen bisher noch relativ selten, da der
Losungsprozess ein Haupthindernis ist. Unsere Methode
vereinfacht durch die Verbesserung des Losungsvorgangs die
Anwendung von Laser-polarisiertem 'Xe (oder anderen
Gasen mit kurzlebigen physikalischen Eigenschaften) in
spektroskopischen Experimenten. Es wurde gezeigt, dass das
vorgestellte Verfahren die Anwendung von Laser-polarisier-
tem '®Xe in der biomolekularen hochauflésenden NMR-
Spektroskopie unter kontinuierlichen Flussbedingungen bei
niedrigem Xenonpartialdruck ermoglicht. Aulerdem lassen
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sich erstmals 2D-NMR-Spektren in Losung unter kontinu-
ierlichem Xenonfluss aufnehmen. Wir hoffen, mit dieser
Entwicklung einen Beitrag zur breiteren Anwendung von
hyperpolarisierten Gasen in diesem wachsenden For-
schungsgebiet geleistet zu haben.
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