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1. Einleitung

In den 1940er Jahren wurde an unterschiedlichen Orten der Welt unabhéngig voneinander
Pionierarbeit auf dem Gebiet der Kernspinresonanz (engl.: Nuclear Magnetic Resonace NMR)
geleistet. Die Physiker PURCELL!, BLOCH™?! und MENDELSSOHN legten damit den Grundstein, aus
dem sich die heutige NMR-Spektroskopie und Magnetresonanztomographie (MRT)!?
entwickelte. 1952 wurden BLOCH und PURCELL fiir Thre Arbeit mit dem Nobelpreis in Physik
ausgezeichnet.

Die NMR-Spektroskopie basiert auf den quantenmechanischen Eigenschaften der
Kernspins von Atomkernen. Es werden die Wechselwirkungen von Kernspins in einem starken
duleren Magnetfeld (Bo) beobachtet, die durch angelegte magnetische Wechselfelder angeregt
werden. Dabei ermoglicht ein NMR-Spektrum detaillierte Informationen iiber die chemische
Struktur, die Zusammensetzung und chemische Umgebung von Molekiilen zu erhalten.

Die vergangenen Jahrzehnte an Forschung im Bereich der NMR-Technologie brachten
unter anderem supraleitende Magnete und damit hohere Magnetfelder, die Hochfeld-NMR-
Spektroskopie (HF-NMR), mit Bo-Feldern {iber 7 Tesla bis aktuell maximal 28,2 T4,
Zeugmatographie!®, spater als NMR-Imaging/NMR-Tomographie und inzwischen als
Magnetresonanztomographie (MRT) bekannt und hochauflésende Festkorper-NMR-Techniken
hervor. Ein hoheres Magnetfeld erhoht die Empfindlichkeit und kann die spektrale Auflosung
erhohen. Die Spektren werden durch eine stiarkere Verschiebung und durch
basislinienseparierte Signale einfacher zu interpretieren. Einige der Entwicklungen waren nur
moglich, da sich parallel die Computertechnik mit entwickelt hat.’® Die NMR-Spektroskopie
findet Anwendung in verschiedenen wissenschaftlichen Disziplinen wie Physik, Chemie,
Biochemie, Medizin und Materialwissenschaften und hat sich inzwischen zu einem
unverzichtbaren Instrument der modernen Spektroskopie entwickelt. Allgemein sind die NMR-
Spektroskopie und ihr medizinisches Pendant, MRT, nicht-invasive und zerstorungsfreie
Analysemethoden, was vor allem die Anwendung von MRT fiir die Medizin zur
Tumordiagnostik, zur Diagnostik von Weichteilverletzungen, zur Analyse von Hirnverletzungen
und Erkrankungen sowie anatomischen Strukturen ermoglicht, die mit Rontgentechniken nicht
abgebildet werden.!®”! Im chemischen Bereich dient die NMR-Spektroskopie als Technik zur
chemischen (Reaktions-)Analyse, zur Strukturaufklarung, zur Prozessanalyse, zur
Qualititssicherung und Qualititskontrolle von z.B. Arzneimitteln.®

Die NMR-Spektroskopie und MRT unterliegen allerdings einer starken Limitierung
durch ihre inhdrent geringe Empfindlichkeit. Diese ist darauf zuriickzufithren, dass die
Signalintensitidt von den durch die ZEEMANN-Wechselwirkung bedingten geringen thermischen
Besetzungszahldifferenzen abhdngt. Ein leistungsfiahiger Ansatz zur Losung von
Empfindlichkeitsproblemen ist der Einsatz nicht-thermischer Spin-Polarisation, sogenannter
Hyperpolarisation (HP). Eine der é&ltesten Hyperpolarisationstechniken ist die dynamische
Kernspinpolarisation (engl.: Dynamic Nuclear Polarisation DNP).!) DNP basiert darauf hohe
Elektronenspinpolarisation durch Mikrowellenstrahlung in Kernspinpolarisation zu {iberfiihren.
Eine weitere Hyperpolarisationstechnik hat ihre Anfinge in den 1960 Jahren in Darmstadt.
BARGON! beobachtete nach der radikalischen Polymerisation von Maleinsaureanhyrid einen
Effekt von Signalen mit intensiven Absorptionslinien, die teilweise invertierte Phasen zeigten.
Da hier die chemischen Reaktion als Grund fiir die Signalverstarkung definiert wurde, wurde
der Begriff der chemisch induzierte dynamische Kernpolarisation (CIDNP) eingefiihrt.!1%1213]
Wahrend der Erforschung der Fischer-Tropsch-Reaktion im Jahre 1979 bemerkten BRYNDZA und
BERGAMANN, dass sie ein CIDNP-dhnliches Phidnomen ausschliel}lich Montags beobachten




konnten, wenn sie Proben untersuchten, die aus Losungsmittel, einem Kobalt-Acetylen-
Komplex und Wasserstoffgas bestanden. Diese Proben wurden vorher prapariert und bis zur
Verwendung am Montag in fliissigem Stickstoff gelagert. Die verstarkten Antiphasensignale
traten nur Montags auf und bei keiner Wiederholung an einem anderen Tag, weshalb BRYNDZA
und BERGMANN den Begriff ,Montagsphdnomen* verwendeten.'% Sie hielten es fiir den Beweis
fiir das Auftreten freier Radikale bei metallorganischen Hydrierungsreaktionen. 1986
veroffentlichten BOWERS und WEITEKAMP!41%! ein Konzept und erste (NMR) Resultate zum
Symmetriebruch von Parawasserstoff, welcher durch eine chemische Reaktion (paarweise
Addition) moglich sein sollte. Der in Pasadena vorgestellte Effekt lieferte die Erklarung zu dem
,Montagsphdnomen“ und wurde namensgebend fiir das PASADENA-Experiment (engl.:
Parahydrogen and Synthesis Allow Dramatically Enhanced Nuclear Alignment). Wahrend der
gekiihlten Lagerung des Wasserstoffs in Anwesenheit eines Metallkatalysators wurde
thermischer Wasserstoff durch Umwandlung mit Parawasserstoff angereichert und wéhrend der
Experimente wurde die Hyperpolarisation durch den Parawasserstoff induziert.['® Damit war
die Parawasserstoffl!®induzierte Polarisation (engl.: ParaHydrogen Induced Polarization
PHIP) 15171 als Technik zur Signalverstirkung durch Hyperpolarisation in der Fliissigkeits-NMR-
Spektroskopie entdeckt. Zunichst beschrankte sich die Anwendung der Signalverstdarkung auf
die Detektion von Protonen. Seit 2000 ist durch GOLDMAN''?! GOLMAN!"® und Andere die
Moglichkeit von PHIP hyperpolarisierten *C-Carboxylgruppen durch intramolekularen
Polarisationstransfer bekannt. Die chemische Reaktion der Hydrierung machte PHIP allerdings
zu einer destruktiven Methode beziiglich der Analyten. 2009 veroffentlichten DUCKETT et
al.l'%201  eine reversible PHIP-Variante, welche die Signalverstirkung durch einen
Polarisationstransfer ~von Parawasserstoffinduzierter ~Hyperpolarisation {iiber einen
Metallkomplex ermoglicht (engl.: Signal Amplification By Reverse Exchange, SABRE) %21,

Ein groRer Vorteil der parawasserstoffbasierten Hyperpolarisation gegeniiber
beispielsweise der DNP ist deren vergleichsweise kostengiinstige und einfache Implementierung
in der NMR-Spektroskopie, da kein Mikrowellen-erzeugendes zusatzliches Gerat benétigt wird.
Wie 1979 gezeigt, kann Parawasserstoff bereits durch die Lagerung von Wasserstoffgas iiber
einem Katalysator in fliissigem Stickstoff erzeugt werden. Inzwischen gibt es hierfiir auch
dedizierte Parawasserstoff-Generatoren um PHIP durch zuséatzliche Hardware noch einfacher
an handelsiiblichen Fliissigkeits-NMR-Spektrometern verwenden zu kénnen. 2223
Neben der Entwicklung von Techniken fiir die Uberwindung der inhidrent geringen
Empfindlichkeit der NMR-Spektroskopie, werden auch die NMR-Spektrometer
weiterentwickelt, denn Hochfeld-NMR-Spektrometer sind teuer in der Anschaffung und im
Unterhalt. Die verwendeten supraleitenden Magneten benétigen permanente Kiihlung durch
fliissiges Helium und fliissigen Stickstoff. Damit einher geht ein gewisser Sicherheitsstandard
der Infrastruktur des Labors, was dafiir sorgt, das Hochfeld-NMR-Spektrometer eher in
spezialisierten Analytiklaboren und von Forschungseinrichtungen verwendet werden.

Mit der Entwicklung leistungsstéirkerer, platzsparender Permanentmagneten steigt das
Interesse an der Verwendung sogenannter Benchtop-Spektrometer (BT).[?*! Diese passen auf
einen Labortisch oder in einen Abzug, sind in der Anschaffung kostengiinstiger und erzeugen
weniger Betriebskosten. Sie sind aktuell nur mit Magnetfeldern bis 2,3 T erhaltlich. Das ist in
Kombination mit einer groRen Menge an Analyten ausreichend fiir eine Vielzahl von einfachen
Analysen. Die Verwendung eines geringeren Magnetfeldes fiir die Aufnahme von NMR-
Spektren bringt jedoch einige Herausforderungen mit sich. Das geringere externe Magnetfeld
sorgt fiir kleinere Larmorfrequenzen, die in kleineren Energiedifferenzen zwischen den
Spinzustdnden und somit in kleineren Besetzungszahldifferenzen resultieren. Damit verringert




sich die Polarisation der Probe, welche proportional zur Intensitit des NMR-Signals ist. Als
Konsequenz nimmt die Sensitivitit der NMR mit Verringerung des Feldes ab. Eine weitere
Herausforderung ist die spektrale Auflosung, die bei niedrigerem Feld geringer wird.

Fiir X-Kerne, wie *C und N kommt zuséatzlich noch ihre geringe natiirliche Haufigkeit hinzu.
Mit dem niedrigeren Magnetfeld und geringer natiirlicher Haufigkeit der Isotope ergeben sich
schnell geringe Signal-zu-Rausch-Verhaltnisse und das Detektionslimit wird erreicht. Hierzu
addiert sich die geringe Empfindlichkeit, die sich aus einer geringen Konzentration von
Analyten ergibt. Eine mogliche Losung hierfiir ist die Akkumulation von einer gro3en Anzahl
einzelner Messungen. Durch die quadratische Abhangigkeit der Messzeit von der Anzahl der
Scans verlangern sich die Messzeiten allerdings deutlich. PHIP stellt eine Losung dar'?>!, mit der
die inhdrente und magnetfeldabhédngige geringe Empfindlichkeit ausgeglichen und eine
konkurrenzfahige Spektrenqualitdt im Vergleich zur Qualitit von HF-NMR-Spektrometern
erreicht werden kann.




2. Motivation

Die Moglichkeit, die Intensitit von NMR-Signalen durch Hyperpolarisationstechniken um
mehrere GroRenordnungen zu verstirken, fithrte zur Etablierung der PHIP-NMR-Spektroskopie
und deren reversibler Variante (SABRE). Resultierend daraus gibt es heutzutage ein grof3es
Potenzial fiir eine Vielzahl von interessanten Anwendungsmoglichkeiten der PHIP-NMR-
Spektroskopie.

Auf den ersten Blick lasst sich erkennen, dass die kostengiinstige PHIP-NMR-Spektroskopie
potenziell fiir die Signalverstarkung wahrend der Strukturanalyse genutzt werden kann. Diese
rein wirtschaftliche Betrachtungsweise lasst jedoch das umfassende Potential von PHIP-NMR-
Spektroskopie aufder Acht. In nicht-biochemischen Forschungsbereichen kann PHIP-NMR-
Spektroskopie beispielsweise in der Untersuchungen von Reaktionsmechanismen!¢2%271 oder
Uberwachung chemischer Prozesse in Mikroreaktoren!® verwendet werden.

Das Potential der PHIP-NMR-Spektroskopie liegt in der Detektion von Molekiilen mit
hydrierbarer Mehrfachbindung in sehr niedrigen Konzentrationen, und es existiert eine Vielzahl
von Prozessen, in denen hydrierbare Molekiile in &uflerst geringen Konzentrationen
vorkommen. Ein reprdsentatives Beispiel hierfiir ist der Citratzyklus (Abbildung 1) im
menschlichen Korper. Er beschreibt den gesamten Prozess des Metabolismus von Acetyl-
Coenzym A (Acetly-CoA), einem Produkt aus der Verstoffwechselung von Pyruvat, sowohl in
gesunden Zellenansammlungen als auch in Tumorgewebe. 2]

u.a Pyruvat

Y

‘ Acetyl-CoA ‘

Fumarat

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Citratzyklus.

Der Citratzyklus stellt den energieliefernden Stoffwechsel fiir alle Zellen dar.?>®% Die
Differenzierung in gesunde oder entartete Zellen erfolgt trotz MRT und Computertomographie
letztlich durch eine Biopsie und Histopathologie. Entartete Zellen weisen aufgrund eines
verdnderten Stoffwechsels einen erhohten Verbrauch an Pyruvat und den Produkten des
Citratzyklus, wie Fumarat, auf. Das fiihrt zu einer erhohten Konzentration dieser Substanzen in
der Zellumgebung.?-31




Fumarat ist ein ungesattigtes Molekiill und kann im Labor durch die Hydrierung von
Acetylendicarbonsédure Dinatriumsalz erzeugt werden. Durch Verwendung von Parawasserstoff
kann hyperpolarisiertes Fumarat erzeugt werden, welches in einen Organismus eingebracht
werden konnte und in Tumorgewebe anreichert. Die Hyperpolarisation kann dann verwendet
werden, um hochauflésende MRT-Bilder vom Gewebe zu erhalten und so Tumorzellen zu
lokalisieren. PHIP-hyperpolarisierte, korpereigene Substanzen wie Fumarat konnten in der
MRT an Stelle von schwermetallhaltigem Kontrastmittel verwendet werden. Aktuelle
Forschungen®? befassen sich mit genau diesem Ziel, die Signalverstdrkung durch PHIP-NMR-
Spektroskopie zukiinftig im Rahmen non-invasiver medizinischer Diagnostik, bspw. zur
Ermittlung von potenziell cancerogenen Zellansammlungen verwenden zu koénnen.[32-34
Deshalb sind Fumarat sowie dessen Derivate forschungsrelevante Molekiile. Diese Forschung
hat Anteil am Fortschritt der Wissenschaft im ,Kampf gegen Krebs“. Weiterhin wird PHIP
verstarkte NMR-Spektroskopie im Rahmen der Erforschung von Stoffwechselprozessen®>3% wie
dem Pyruvat-Stoffwechsel®”) und Stoffwechselteilreaktionen wie der (De-)Hydrierung von
Fumarat®2-3438] eingesetzt.

Ein weiteres Anwendungsgebiet und Forschungsgebiet mit biomedizinischem Hintergrund ist
die Verwendung von PHIP-markierten Peptiden als pharmakologisch aktive Biomarker. Hierzu
wird eine Aminoséure wie beispielsweise Tyrosin mit einer zusatzlichen ungesattigten Bindung
versehen und anschlieRend fiir die Synthese von Peptiden wie SFTI-1!*! verwendet. Die
ungesattigte Bindung wird als PHIP-Marker eingesetzt, und kann fiir Studien physiologischer
Prozesse!*>*] in Bindungstaschen#!! hydriert werden.

Im Hinblick auf PHIP-NMR-Spektroskopie und der Vielzahl an unterschiedlichen
Anwendungsbereichen ist die Entwicklung von Transfertechniken, die die eingebrachte
Hyperpolarisation von den Protonen auf Heterokerne verschiebt, von Relevanz. Protonen haben
gegeniiber Heterokerne, wie *C und '°N, zwei nennenswerte Nachteile. Protonen haben eine
schnelle Kernspinrelaxation im Vergleich zu Heterokernen, die zu einem rapiden Verlust der
Hyperpolarisation fiihrt. Zusétzlich erschwert die vergleichsweise geringe Dispersion der
chemischen Verschiebung die Auflosung der erhaltenen Signale. Letzteres fiihrt zu einer
erschwerten spektralen Zuordnung in protonenreichen Molekiilen wie Peptiden und
Polymeren. Daher kommen mehrdimensionale und heteronukleare NMR-Experimente zum
Einsatz. Zusitzlich liefern Heterokerne Informationen, welche durch reine Protonen-NMR-
Spektroskopie nicht erhalten werden konnen. Die Detektion dieser Kerne in der NMR-
Spektroskopie birgt jedoch einige Probleme. Die kleineren gyromagnetischen Verhéltnisse und
geringeren natiirlichen Haufigkeiten der NMR-aktiven Isotope verringern die Signalintensitdten
deutlich. Die Hyperpolarisation durch PHIP-NMR-Spektroskopie liefert eine signifikante
Erhohung der Signalintensitédt, was in einer deutlichen Einsparung an Messzeit resultiert. Die
langere Relaxationszeit der Atomkerne ermoglicht zudem die Durchfiithrung komplexerer und
langerer NMR-Experimente.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Fokus daher auf den Hyperpolarisationstransfer von
Protonen auf Heterokerne, wie *C und N, gelegt. Fiir die bestehende PHIP-NMR-Apparatur
soll ein Transferverfahren etabliert werden, mit Hilfe dessen ZULF-Experimente (engl.: Zero-
and Ultralow Field) durchgefiihrt werden konnen. Da bildgebende NMR-Techniken vorwiegend
niedrige Magnetfelder nutzen, soll weiterhin ein Niedrigfeldspektrometer in die Apparatur mit
eingebunden werden. Kernaspekt dieser Weiterentwicklung ist die Automatisierung der
Messtechnik mit dem Ziel auch bei geringeren Magnetfeldern PHIP Signalverstarkung




untersuchen zu konnen. Dabei soll die durch die niedrige Magnetfeldstarke nochmals geringere
Sensitivitit des Benchtop-NMR-Spektrometers durch die PHIP-NMR-Technik ausgeglichen
werden. Auf technischer Ebene muss dazu zunéchst eine kontrollierte Parawasserstoff- und
Inertgaszufuhr realisiert werden. Des Weiteren soll eine automatisierte und reproduzierbare
experimentelle Durchfiihrung, analog zur bestehenden Durchfiihrung am HF-Spektrometer,
etabliert werden. Die Untersuchung der Hyperpolarisation soll an beiden Spektrometern an
Protonen, *C-Kohlenstoff- sowie »N-Stickstoffkernen méglich sein, in natiirlicher Haufigkeit
und moglichst niedrigen Konzentrationen. Die PHIP-Experimente sollen an beiden
Spektrometern automatisiert und mit moglichst wenig Eingriff des Experimentators moglich
sein. Ebenso soll eine vollwertige, zeitgleiche Nutzung beider Spektrometer moglich sein.

Im Rahmen dieser Arbeit werden zunéchst die Grundlagen der NMR-Spektroskopie und die der
unterschiedlichen = parawasserstoffbasierten = Hyperpolarisationstechniken  beschrieben.
Anschliellend wird die apparative Ausgangslage der bestehenden Apparatur aufgezeigt, gefolgt
von der Beschreibung aller instrumentellen Entwicklungen. Die Ergebniskapitel sind jeweils
untergliedert in die Beschreibung der apparativen Weiterentwicklung, gefolgt von der
Validierung der Apparatur an einem Modellanalyten, sowie der Demonstration der jeweiligen
Technik an einem forschungsrelevanten Substrat. Die Ergebnisse und Erkenntnisse jeder
iterativen Entwicklung werden kurz zusammengefasst, bevor die daraus resultierenden
Schliisse zur nédchsten Entwicklungsstufe fiihren. Abschliefend wird ein Fazit {iber die
Gesamtheit der Entwicklungen, sowie ein Ausblick fiir zukiinftige Weiterentwicklungen
gegeben. Daran schlief3t sich die detaillierte technische Beschreibung des Versuchsaufbaus
sowie der Experimentalteil an.




3. Theoretische Grundlagen

In diesem Kapitel werden kurz die Grundlagen der NMR-Spektroskopie beleuchtet und die fiir
die fliissig-NMR-Spektroskopie wichtigsten Wechselwirklungen ausfiihrlicher beschrieben.
Anschliel3end wird Hyperpolarisation eingefiihrt und die beiden fiir diese Arbeit relevanten, auf
Parawasserstoff basierenden Techniken PHIP und SABRE erlautert. AbschlieBend werden
unterschiedliche Polarisationstransfertechniken, die fiir Messung von hyperpolarisierten X-
Kernen verwendet werden, kurz zusammengefasst und die theoretischen Grundlagen hinter der
Verwendung von Nullfeld-NMR-Spektroskopie erklart.

Nur die fiir diese Arbeit relevanten Bereiche der Theorie werden ausfiihrlicher hervorgehoben.
Detaillierte Beschreibungen der umfangreichen Theorie der NMR-Spektroskopie werden an
geeigneten Stellen durch Verweise auf die Literatur angeboten.

3.1. Physikalische Grundlagen der magnetischen Kernresonanz

Wie bereits einleitend erwahnt, beruht die NMR-Spektroskopie auf den magnetischen
Eigenschaften von Atomkernen. Kerne, die mittels NMR-Spektroskopie detektiert werden
konnen, werden als NMR-aktiv bezeichnet. Eine von Null verschiedene Kernspinquantenzahl I
ist hierzu Voraussetzung. Diese wird beispielsweise von den Kernen 'H, 3C und ®N (=)
erfiillt. Diese Kerne besitzen einen Spin-Drehimpuls P, multipliziert mit dem gyromagnetischen
Verhiltnis y ergibt sich das magnetische Moment ji (Gleichung, Gl. 1).[%-%4

f=vy-P (D

y ist eine kernabhingige Konstante und ein Maf} fiir das durch den Spin hervorgerufene
magnetische Moment. Der Spin-Drehimpuls P ist eine gequantelte Grof3e, dessen Eigenwerte
nach Gleichung 2 berechnet werden konnen.

|P| = JIa+Dn @)

Hierbei ist h das reduzierte PLANKSCHE-Wirkungsquantum.

In einem statischen externen Bo-Feld entlang der Z-Achse orientieren sich die Spins so, dass P,
einem ganz- oder halbzahligen Vielfachen von % entspricht (Gl. 3), wodurch eine
makroskopische Magnetisierung in Feldrichtung erzeugt wird. Die Spins sind
richtungsgequantelt, wobei die Orientierung von m abhangt. 244

P.=m-h 3)

Aufgrund der Richtungsquantelung ergeben sich fiir die Spins 2I+1 mogliche Orientierungen.
Wobei die moglichen Energieniveaus durch die magnetische Quantenzahl m (m=-I, -I+1 ... I)
beschrieben werden. Es ergeben sich somit diskrete Energieniveaus. Die entsprechenden
Energien lassen sich nach Gl. 4 ermitteln.




En = —mhyB, “4)

Aufderhalb des Bo-Feldes sind all diese Energieniveaus entartet. Die Aufhebung der Entartung
durch ein magnetisches Feld wird als ZEEMAN-Aufspaltung bezeichnet. Fiir einen Kernspin von
I="- sind die erhaltenen Energieniveaus exemplarisch in Abbildung 2 dargestellt.[42-44]
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Abbildung 2: Darstellung der Energieniveaus eines 2-Spin Kerns auBerhalb eines Bo-Feldes, sowie die resultierende
ZeemAN-Aufspaltung der Energieniveaus innerhalb eines Bo-Feldes.

Die Energiedifferenz zwischen zwei benachbarten Energieniveaus wird nach Gl. 5 berechnet.

AE = Eg — E, = —mhyB, = hy, (5

Dabei ist v; die Larmorfrequenz (Gl. 6), mit welcher ein Kernspin um die induzierte
Ausrichtungsachse préazediert. Diese Prazession kommt daher, dass ein Kernspin vereinfacht
betrachtet ein Vektor ist, der nicht parallel zum Magnetfeld stehen kann und einen Kreisel
bildet. Das &ulBere Bo-Feld erzeugt ein Drehmoment auf das magnetische Moment, was
aufgrund der Drehimpulserhaltung darin resultiert, dass ein magnetischer Dipol kreisféormig um
die Ausrichtungsachse des Magnetfelds rotiert. Die Rotationsfrequenz ist dabei abhédngig von v,
also der Atomkernsorte und der Feldstirke des dueren Magnetfeldes.!42-44]

v, = =B 6)

Das Anlegen eines magnetischen Wechselfeldes B, mit der Frequenz v, senkrecht zu By kann
Uberginge zwischen den Niveaus erzeugen, wenn v; des B;-Feldes mit der Larmorfrequenz v;,
des Kernspin iibereinstimmt (Resonanz). In diesem Fall wird von v; als Resonanzfrequenz
gesprochen. Durch langsame, kontinuierliche Variation von v; konnen die Resonanzfrequenzen
der Kernspins einzeln angeregt werden. Wahrend der Resonanz kommt es dann zur Absorption
von Energie und Ubergang eines Spins in das energetisch héhere Niveau. Diese absorbierte
Leistung kann gemessen werden und es ergibt sich ein Spektrum von frequenzabhéngigen
Absorptionslinien.® Diese Technik der NMR wird als CW-NMR (engl.: Continuous Wave NMR
CW-NMR) bezeichnet.[42-44]




Daneben gibt es eine weitere Technik, die gepulste NMR-Spektroskopie, welche heutzutage
tiberwiegend verwendet wird."®! Hierbei wird durch einen Radiofrequenzimpuls (B;-Feld) fir
eine bestimmt Zeit t die Resonanzfrequenz einer Kernsorte (y) eingestrahlt. Alle Kernspins
dieser Kernsorte werden dabei aus dem Gleichgewichtszustand des Bo-Feldes (Z-Achse)
ausgelenkt. Die einzelnen magnetischen Momente priazedieren dann zuséatzlich um das B;-Feld.
Der Winkel, in welchem die Magnetisierung rotiert wird, kann nach Gleichung (7) berechnet
werden.

Nach Ende eines 90° Pulses ist die Magnetisierung in der X-Y-Ebene und préazisiert mit der
Larmorfrequenz um By (Abbildung 3A). Diese Prizession induziert eine Wechselspannung in
einer Detektorspule (B). Durch Riickkehr der Magnetisierung in den Ausgangzustand
(Relaxation) wird die induzierte Spannung iiber die Zeit geringer, die Schwingung wird
gedampft und das Signal klingt ab (C).!*#* Das Signal wird als freier Induktionszerfall (FID)
bezeichnet und wurde 1946 von BLOCH™! erstmalig beschrieben. 1966 prisentierten ERNST und
ANDERSON®! die Darstellung der Signale in der Frequenzdomine durch Anwendung einer
Fourier-Transformation (FT) auf den erhaltenen FID (D).[#>44
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Abbildung 3: Darstellung A der Magnetisierung in der X-Y-Ebene und die sich wahrend der Prasession verandernde
Position, sowie B die Auftragung der Magnetisierungsanteile von X und Y gegen die Zeit. C zeigt den freien
Induktionszerfall (FID), betrachtet Uber die gesamte Zeit bis zur Relaxation der Magnetisierung. D zeigt die
Umwandlung des zeitabhdngigen Signals durch Fourier Transformation in ein frequenzabhangiges Signal.
(Abgedndert entnommen aus [43])

Der Grund fiir die unterschiedlichen Eigenfrequenzen, die die Kernspins aufweisen, ist die
Summe der auf sie einwirkenden Wechselwirkungen. Neben der ZEEMAN-Wechselwirkung mit
dem Bo-Feld gibt es weitere Wechselwirkungen. Diese werden durch lokale Magnetfelder in
Kernnédhe hervorgerufen und liefern weitere relevante Informationen iiber das System. Diese
Wechselwirkungen sind die Abschirmung oder Entschirmung des &uf3eren Feldes durch




Elektronenwolken (chemische Verschiebung), die indirekte Spin-Spin-Wechselwirkung (J-
Kopplung), die dipolare Wechselwirkung mit anderen Kernspins und die Wechselwirkung eines
eventuell ~ vorhandenen  elektrischen = Kernquadrupolmomentes  mit  elektrischen
Feldgradienten. 244

Aufgrund der schnellen Molekiilbewegung in Losung sind von den erwédhnten
Wechselwirkungen nur die isotropen Wechselwirkungen im Spektrum zu sehen. Die
richtungsabhéngigen und anisotropen Wechselwirkungen werden durch schnelle Bewegungen
ausgemittelt. Damit verbleiben nur der isotrope Anteil der chemischen Verschiebung und die
Spin-Spin-Wechselwirkung (J-Kopplung) als Wechselwirkungen, die in den Spektren der
Fliissigkeits-NMR zu beobachten sind. Diese werden im Folgenden niher erlautert. 4244

3.1.1. Chemische Verschiebung

Mit ,,chemischer Verschiebung“ ist ein Effekt gemeint, der die Abhéngigkeit des magnetischen
Feldes am Kernort von der Elektronendichte und damit von der chemischen Bindung des
zugehorigen Atoms beschreibt. Eine quantenmechanische Beschreibung des Effekts wurde von
N.F. RAMSEY!*! gegeben und iibersteigt den Rahmen dieser Einfiihrung.

In einer halbklassischen Betrachtungsweise kann der Effekt so veranschaulich werden, dass
durch das duldere Bo-Feld eine Stromdichte innerhalb der Elektronenwolke induziert wird (Bind),
welche nach der LENZSCHEN-Regel ein Feld entgegengesetzt dem Bo-Feld ist. Der Kernspin wird
durch das Bing abgeschirmt und erféhrt ein effektives Magnetfeld Bef, (Befr<Bo). Zu dem Effekt
der jeweiligen Elektronenwolke um den Kernspin addieren sich die unterschiedlichen Einfliisse
der angebundenen Substituenten. Dieser Effekt wird letztlich als chemische Verschiebung
beschrieben. 4244

In guter Ndherung lasst sich die Resonanzfrequenz v; und damit &, eines Kernspins mit
Gleichung 8 berechnen.

B
vL=v1=(1—a)Y2—n0 (®)

Die Abschirmungskonstante o driickt aus, mit welcher Starke ein Kern von By abgeschirmt wird
und ist eine Konstante nur fiir eine bestimmte chemische Umgebung. Daher ist eine theoretische
Bestimmung der exakten Resonanzfrequenz v;und damit i, eines Kernspins im NMR-Spektrum
nur durch quantenchemische Berechnung moglich, da detaillierte Information {iiber die
Elektronendichte in Grund- und angeregten Zustdnden benétigt werden.

Die chemische Verschiebung wird haufig in einer relativen Skala angegeben, um Messungen
an unterschiedlichen Spektrometern besser vergleichen zu konnen.

Vprobe — VReferenz

5=

10° ©
VReferenz

Die chemische Verschiebung in der §-Skala beschreibt den relativen Abstand in parts per million
(ppm) zwischen den Signalen einer Probe und dem Signal eines gewéhlten Standards, welchem
die Verschiebung O ppm zugewiesen ist. Fiir Protonen (*H) und Kohlenstoff (*3C) ist dieser
Standard Trimethylsilan (TMS). Zur Ermittlung der Verschiebung wird die Frequenzdifferenz
zwischen dem Signal der Probe und dem des Standards durch die Resonanzfrequenz der
Referenz dividiert (Gl. (9)). Durch diese Rechnung wird die Verschiebung eine
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frequenzunabhéngige Grofle und damit iiber unterschiedliche Magnetfeldstirken hinweg
konstant. Aus historischen Griinden geht die §-Skala von rechts, dem niedrigen Wertebereich,
in welchem Kernspins aufgrund hoher Abschirmung resonieren, nach links zu den hoéheren
Wertebereichen mit Signalen von Kernspinresonanzen mit geringerer Abschirmung
(Entschirmung).[4>-44

3.1.2. Indirekte Spin-Spin-Wechselwirkung (J-Kopplung)

Die Spin-Spin-Wechselwirkung, auch skalare Kopplung oder J-Kopplung, beschreibt die
indirekte Wechselwirkung zwischen zwei Kernspins iiber die Elektronenhiille. Genauer werden
mehrere Interaktionen zusammengefasst, die alle die gleiche Symmetrie besitzen und iiber die
bindungsbildenden o -Elektronen iibertragen werden. Abbildung 4 zeigt beispielhaft eine 2Juu-
Kopplung und die vorliegenden Interaktionen zwischen den Elektronen und Kernen. Die
Nomenklatur der J-Kopplungen ergibt sich aus der Anzahl der iibertragenden Bindung als
hochgestellte vorgeschaltete Indizes und der betrachteten Atomkerne, zwischen denen die
Kopplung betrachtet wird, als tiefgestellte Indizes.#>47]

Fermi-Kontakt
Pauli-Prinzip

t magnetische Polarisation des Elektrons

y Kernmagnetisches Moment

Hund sche Regel

Paun-Prin& 'Y H

Fermi-Kontak

Abbildung 4: Darstellung der Interaktionen zwischen zwei Protonen Uber zwei chemische Bindungen (ZJu-
Kopplung).

Der FERMI-Kontakt!*®! stellt die magnetische Wechselwirkung zwischen Kern- und
Elektronenspin dar. Aus dem w des H-Kernes resultiert eine antiparallele Ausrichtung der
magnetischen Polarisation der Elektronenspins. Die 0 -Elektronen sind ebenfalls antiparallel
zueinander ausgerichtet, wie es durch das PAULI-Ausschlussprinzip beschrieben wird.*8! Die
Verteilung der Elektronen des C-Kernes auf die Atomorbitale wird durch die HUND‘schen'
Regeln®! beschrieben. Um eine energetisch moglichst glinstigste Konfiguration des
Gesamtatoms zu erzeugen, richten sich die Elektronen in benachbarten Orbitalen parallel
zueinander aus. 750

In einem NMR-Spektrum fithrt die Summe dieser Wechselwirkungen, also die J-Kopplung, zu
einer Aufspaltung von Resonanzpeaks, der Feinstruktur. Die entstehende Feinstruktur der
Signale liefert Informationen iiber die Verkniipfung von Atomen in einem Molekiil. Als Beispiel
wird in Abbildung 5 die Feinstruktur der Methylengruppe von Ethanol gezeigt.*?

! Die Nomenklatur der HUND‘schen Regeln ist abhingig von der wissenschaftlichen Disziplin. Im Rahmen einer physikalischen
Betrachtung handelt es sich um die 2te HUND

’sche Regel, die hier zu Grunde liegt.
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1H chemische Verschiebung in ppm

Abbildung 5: Ausschnitt des "H-NMR-Spektrums von Ethanol. (a) Struktur von Ethanol, die betrachtete Gruppe ist
markiert. (b) Aus den Spin-Kopplungen zwischen den Methylenprotonen und den Methylprotonen entstehen die
unterschiedlichen Signalintensitdten. (c) Die resultierende Feinstruktur stellt ein Triplett dar, anhand welchem die
Kopplungskonstante ausgelesen werden kann.

Fiir die Auswertung der Feinstruktur einfacher Spektren (Spinsystem A,Xu) gelten folgende
Regeln: (a) Die Anzahl der Linien bzw. die Multiplizitét eines Signals kann mit Gleichung 10
bestimmt werden.

Multiplizitdt = n +1 (10)

n-Anzahl der koppelnden Kerne

(b) Die relativen Intensititen der Linien innerhalb der Feinstruktur eines Spektrums wird durch
das PAscalsche-Dreieck gegeben. (c) Die Kopplungskonstante [Hz] ist fiir miteinander
koppelnde Kerne identisch und kann anhand der Linienabstédnde ausgelesen werden. (d) Sie
nimmt mit zunehmendem Abstand der Kerne zueinander ab. (e) Kopplungen unter magnetisch
dquivalenten Kernen sind nicht beobachtbar (innerhalb bspw. einer Methylengruppe). Diese
Regeln erreichen ihre Grenzen bei Spektren héherer Ordnung, also von komplexen Systemen,
mit starken Kopplungen, wenigen Gruppen dquivalenter Kerne und magnetisch indquivalenter
Kerne. Beispiele fiir solche Spektren sind A,B, oder AABB‘ Spinsysteme.

Die Aufspaltung durch eine J-Kopplung kann unterdriickt werden, indem eine Entkopplungs-
sequenz verwendet wird. Ein von Jcu entkoppeltes *C-Spektrum wird mit *C{'H} angegeben.
Dabei wird iiber einen ldngeren Zeitraum das Spinsystem der Protonen angeregt bspw. mit
einer kontinuierlichen Einstrahlung oder {iber eine phasenmodulierte Anregung. Das Resultat
ist ein Spektrum ohne Multiplizititen. Fiir *C-Spektren bspw. ist dies von Vorteil, da die
Aufspaltung in die Hyperfeinstruktur mit einer Verringerung der Signalhohe einhergeht. Unter
Signal-zu-Rauschen Verhaltnis (engl.: Signal to Noise Ration, SNR) wird im Rahmen dieser
Arbeit das Verhéltnis der Signalhohe zur geschétzten mittleren Peakhohe des Rauschens
verstanden.
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3.2. Thermische Polarisation und Hyperpolarisation

Wie einleitend bereits erwdhnt, unterliegt die NMR-Spektroskopie und die bildgebende
Technik, MRT, einer starken Limitierung durch ihre geringe Empfindlichkeit. Diese ist darauf
zuriickzufiihren, dass die Signalintensitdt von dem Besetzungszahlverhéltnis der ZEEMANN-
Energieniveaus E; der Kernspins abhédngt. Das Verhéltnis der Besetzung zwischen den Spins im
angeregten Zustand N; und den Spins im Grundzustand Ny folgt im thermischen Gleichgewicht
der BOLTZMANN-Verteilung (G1.11).1¥ Daraus ergibt sich die Besetzungszahldifferenz AN im
Vergleich zur Gesamtzahl der Spins N nach GI. 12.

B
“kgT yhB
%:e EB — e_ZTthOT 11
0 __LBa
e kgT
YhB,

(12)

In den Gleichungen 11 und 12 sind neben y, dem gyromagnetischen Verhéltnis ks, der
BoLTZMANN-Konstante, und h, dem PLANCKschen-Wirkungsquantum, drei aufbauspezifische
Parameter enthalten. Diese konnen durch Variation zu einer Anderung der
Besetzungszahldifferenz AN und damit Erh6hung der Signalintensitét fiihren. Das Magnetfeld
By oder die Gesamtzahl der Spins N konnen erhoht werden. Alternativ kann die Temperatur T
gesenkt werden. In der Durchfiihrbarkeit unterliegt dies allerdings Limitierungen. Die
Verringerung der Temperatur ist beispielsweise begrenzt durch den Gefrierpunkt von
eingesetzten Losungsmitteln. Das Bo-Feld unterliegt technischen Beschréankungen, und die
Gesamtzahl der Spins wird durch die eingesetzte Probenmenge bestimmt.

Eine andere Strategie zur Erhohung der Sensitivitidt besteht darin Techniken mit nicht-
thermischer Kernpolarisation, sogenannte Hyperpolarisationstechniken, zu verwenden. Diese
erzeugen eine deutliche Uberpopulation eines Energieniveaus und generieren damit ein nicht
thermisches Besetzungszahlverhéltnis, eine Hyperpolarisation. Abbildung 6 zeigt beispielhaft
ein thermisches Besetzungszahlverhiltnis im Vergleich zu dem Besetzungszahlverhiltnis einer
Probe im hyperpolarisierten Zustand.

(O 1 AR 1

Thermische Polarisation Hyperpolarisation

N,

Energie

Abbildung 6: Veranschaulichung exemplarischer Besetzungen zweier Energieniveaus N1 und No mit thermischer
Polarisation und Hyperpolarisation.
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Hyperpolarisationstechniken kénnen auch eingesetzt werden, um die Spin-Polarisation von
einem hochpolarisierten ,,Spin-Reservoir” auf Kernspins zu iibertragen und so das Signal-zu-
Rausch-Verhaltnis zu erh6hen. Die wichtigsten Vorteile dieser Techniken sind die Verringerung
der Messzeit und der Substanzmenge, die fiir die Aufnahme von NMR-Spektren benoétigt
werden, sowie die Vereinfachung des Spektrums bei selektiver Hyperpolarisation. Eine
Quantifizierung der Polarisationszunahme wird durch den Verstarkungsfaktor (¢) gegeben.

Hyperpolarisation erlaubt Strukturaufklarung, die unter Standardbedingungen aufgrund der
geringen Sensitivitdt fiir NMR-Spektroskopie eine Herausforderung darstellen wiirde.
Hyperpolarisationstechniken werden neben chemischer Strukturanalyse und Beobachtung von
Reaktionsmechanismen mittels NMR-Spektroskopie auch fiir bildgebende diagnostische
Verfahren verwendet.!!!

Angewendete Hyperpolarisationstechniken sind beispielsweise die DNP™, bei der
Elektronenpolarisation auf Kerne {ibertragen wird. Eine weitere Hyperpolarisationstechnik ist
SEOP (engl.: Spin Exchange Optical Pumping)'®°->21  bei welcher durch zirkular polarisiertes
Licht Alkalimetallelektronen angeregt werden, die durch Sto3e gegen Edelgas ihre Polarisation
durch Spinaustausch iibertragen konnen. Daneben gibt es die beiden parawasserstoffbasierten
Techniken PHIP und SABRE. Beide verwenden Parawasserstoff als Quelle der Hyperpolarisation
und werden in Kapitel 3.3.2 und Kapitel 3.3.3 detailliert erklart.

Bei allen genannten Hyperpolarisationstechniken ist die Auslenkung aus dem thermischen
Gleichgewichtszustand ein tempordres, reversibles Phi&nomen und wird sich daher
zwangslaufig zur BOLTZMANN-Besetzung im thermischen Gleichgewicht entspannen.

3.3. Parawasserstoff-basierte Hyperpolarisationstechniken

Zum Verstandnis der Parawasserstoff-basierten Hyperpolarisationstechniken und damit des
PHIP-Effekts wird zunéchst mit einer Erlduterung des Wasserstoffmolekiils, seiner Zustédnde
und moglichen Wellenfunktionen begonnen.

3.3.1. Der Parawasserstoff

Die Gesamtwellenfunktion eines Molekiils kann nach der BORN-OPPENHEIMER-Ndherung in eine
elektronische ¢, eine Translations- ¢4y, €ine Vibrations- ¢,;,, eine Rotations- ¢,.,; und eine
Kernspinwellenfunktion ¢, aufgeteilt werden.]

Yrotat = Pel * Perans " Pvib * Prot * Pnuc (13)

Fiir Kerne mit halbzahligem Spin besagt das PAULI-PRINZIP, dass die Gesamtwellenfunktion eines
Molekiils, welches aus diesen Kernen zusammengesetzt ist, in Bezug auf die Vertauschung
dieser antisymmetrisch sein muss. Unter diesem Aspekt wird nachfolgend Wasserstoff
betrachtet. Wasserstoff in seiner molekularen, zweiatomigen Form ist ein stark gekoppeltes A,-
Spinsystem. 47!

Bei Temperaturen unter 100°C kénnen nur die Grundzustdnde der elektronischen und der
Vibrationswellenfunktion des Wasserstoffs besetzt werden. Der elektronische Grundzustand ist
ein symmetrischer Zustand. Der Vibrationsgrundzustand kann durch einen harmonischen
Oszillator im Grundzustand (v =0) reprisentiert werden. Daraus ergibt sich auch hier ein
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symmetrischer Grundzustand. Fiir molekularen Wasserstoff ergeben sich aufgrund der
Entartung der Kernspinzustinde 2I+1 vier Zustdnde: ein antisymmetrischer Kernzustand
(Singulett-Zustand, S) und drei symmetrische Kernzustdnde (Triplet-Zustdnde, T) (Abbildung

7).
/J;Q’ IT,1) = |ac)

!
E/Qp/ + 9/))’|To>=5(|aﬁ>+|ﬁa>)
=
5

” IT_0) = I6)
/Qiy)/— /Jm—l( ) 1Ba))
: S0 = —(1a) = 1fa)

Abbildung 7: Darstellungen der Eigenzustande von molekularem Wasserstoff und Spinzustdande in der Singulett-
Triplett-Nomenklatur (bsp. T+1).

Der Begriff Parawasserstoff (p-H2) wird fiir den Singulett-Zustand verwendet, in dem die beiden
Protonen einen Gesamtspin von Null aufweisen. Die Kernspinwellenfunktionen sind
antisymmetrisch (Differenz) und dem PAULI-PRINZIP folgend ist die Rotationswellenfunktion
symmetrisch. Orthowasserstoff (0-Hz) bezeichnet die Zustinde, in denen die
Kernspinwellenfunktionen symmetrisch (Summe) und die Rotationswellenfunktionen
antisymmetrisch sind. Bei den Rotationsquantenzahlen [ ist eine niedrigere Zahl proportional
zu einem energetisch niedrigeren Zustand. Den niedrigsten Rotationszustand mit [ = 0 kann
somit nur Parawasserstoff einnehmen.

Die ortho-para-Gleichgewichtsverteilung lasst sich bestimmen durch die Betrachtung des Ha-
Molekiils als linearer starrer Rotator. Fiir die Rotationsenergien E.,; eines solchen starren
Rotators gilt Gleichung 14.1>4

2l + 1)
E\qt =0pl(l+1) ky=——"= 14
rot R ( ) B Zkeredrz ( )
Dabei ist O die charakteristische Rotationstemperatur (Hz = 85,36 KI**), welche neben den
Konstanten h und kg, der reduzierte Masse m..qa Sowie dem Kernabstand r, in Gleichung 14
vorkommt.

Aus dieser Definition von E., kann die temperaturabhingige Gleichgewichtsverteilung von p-
H,-und o-H»-Anteilen mittels der BOLTZMANN-Verteilung berechnet werden. Dabei ergeben sich
fiir die para-Zustédnde gerade Werte fiir [ (I = 0, 2, 4...) wahrend fiir o-H; die ungeraden Werte
von [ relevant sind. Jeder Zustand von [ ist mit (2[4+1) entartet. Aus der Summe iiber alle
Niveaus ergibt sich Gleichung (15).
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0o —0rI(l+1
Npara _ 121:0(21 + 1)exp%

(15)

Northo 32;20(21 + l)exp _GRZ’(TI + 1)

Die Gleichgewichtsbesetzung zwischen den Isomeren hiangt wie in Gleichung 15 beschrieben
von der Temperatur ab. Bei Raumtemperatur liegen o-Hz zu p-H; in einem Verhéltnis von 3:1
vor. Wenn der Parawasserstoffanteil angereichert werden soll, muss folglich der
Rotationsgrundzustand hoher besetzt werden. Dies geschieht bei Abkiihlung des Wasserstoffs.
Der Ubergang der Spinzustinde o-H, zu p-Ha ineinander ist allerdings symmetriebedingt
verboten. Durch Verwendung eines Umwandlungskatalysators wie FeO(OH) oder Aktivkohle
ist es moglich, den p-H,-Gehalt abhéngig von den Reaktionstemperatur anzureichern. >

Abbildung 8 veranschaulicht die Temperaturabhédngigkeit der relativen Besetzung der
Kernspinzustdnde im thermischen Gleichgewicht.

100 — " p-H, - Anteil
i —m=— 0-H, - Anteil

90

80

70
60-
50—-
40—.
30—-

20

10

Prozentuale H,-Zusammensetzung

0 -

T I T I ! I T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Temperatur in Kelvin

Abbildung 8: Auftragung der mittels Gleichung 14 berechneten H>-Zusammensetzungen bei unterschiedlichen
Temperaturen. Mit den Werten /=0, 2, 4 fir die para-Zustande und /= 1, 2, 3 fiir die ortho-Zustande.

Der erhaltene Parawasserstoff kann bei Raumtemperatur katalysatorfrei in Gasflaschen gelagert
werden. Energetisch betrachtet ist Parawasserstoff der stabilere Zustand des
Wasserstoffmolekiils, weshalb eine Riickwandlung zu o-H, ohne Katalysator mehrere Wochen
dauern kann. Aufgrund der symmetrischen Kernspinwellenfunktion weist p-Hz keinen
Gesamtspin auf und ist NMR-inaktiv.
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3.3.2. Parawasserstoff-induzierte Polarisation (PHIP)

Nach Einfithrung des Parawasserstoffs wird folgend PHIP als Hyperpolarisationstechnik
detaillierter beschrieben.

Das grundlegende Konzept von PHIP besteht darin eine nachweisbare Polarisation aus dem
Singulett-Zustand des Parawasserstoffs zu erhalten. Im ersten Schritt eines PHIP-Experiments
erfolgt eine chemische Modifikation des p-H.. Dazu wird eine Hydrierungsreaktion
durchgefiihrt. Dabei erfolgt eine paarweise Addition des p-Hz (A2-Spinsystem) an eine Doppel-
oder Dreifachbindung durch einen iibergangsmetallbasierten Hydrierkatalysator. Nach der
Hydrierung befinden sich die Protonen, die aus dem Parawasserstoff stammen, typischerweise
an Stellen mit unterschiedlicher chemischer Verschiebung und bilden beispielsweise ein
AX-Spinsystem (Abbildung 9).

Kat. Ri Ra

p-Hy + R,—R;, ———> —
paarweise HA  HB
Addition

Abbildung 9: Schematische Darstellung der ersten von zwei mdglichen paarweisen Additionen eines p-H2-Molekil an
ein ungesattigtes Ausgangsmolekail.

Das Einbringen der Parawasserstoffspinordnung durch Hydrierung und die Anderung in der
Symmetrie des p-Hz ermoglicht dann die Anregung der Spinzustinde der
Parawasserstoffhydride durch einen Anregungspuls. Dies resultiert in direkt messbarer
Protonenhyperpolarisation.

In herkémmlichen thermischen NMR-Experimenten sind die erhaltenen Signale absorptiv. Bei
PHIP hingegen sind die Signale aufgrund der Hyperpolarisation in den Zielmolekiilen in
Antiphase. !

Die Signalform hdngt im Wesentlichen von dem Magnetfeld wiahrend der Hydrierungsreaktion
ab. Hier wird PHIP in zwei unterschiedliche Reaktionsverfahren differenziert. Das erste,
welches folgend betrachtet wird, ist PASADENA (engl.: Parahydrogen and Synthesis Allow
Dramatically Enhanced Nuclear Alignment). Bei PASADENA (Abbildung 10) erfolgt die
Hydrierung und die anschlieffende Detektion innerhalb des Magneten. [

(a) (b) (c)

p-H, a0 18B)
lap) — |pa)
Abbildung 10: Darstellung der Veranderung der Spinzustdnde wahrend eines PHIP-PASADENA Experiments.

(a) Ausgangzustand vor der Hydrierung, (b) nach der Hydrierung im neuen Spinsystem mit dem neuen
Populationszustand und (c) nach der NMR-Aufnahme resultierenden Signalform, alles im Inneren des Magneten.
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Vor der Hydrierung gibt es keinen erlaubten Ubergang zwischen den Singulett- und Triplett-
Zustanden, solange die beiden Protonen im stark gekoppelten A,-Spinsystem vorliegen (Abb.
10a). Die Uberpopulation des Singulett-Zustandes ist unzugénglich fiir die NMR. In dem nach
der Hydrierung gebildeten, schwach gekoppelten AX-Spinsystem bilden sich Superpositionen
der Zustdnde. Dies bedeutet, dass die af- und fa-Zustédnde Linearkombinationen der T und So-
Zustandsfunktionen sind. Dadurch bekommen die entsprechenden Eigenfunktionen den
gleichen Anteil an Singulett- und Triplett-Charakter. Da die Population in den Zustdnden
wahrend der Reaktion konstant bleibt, sind im Idealfall nur die af- und fa- Zustinde besetzt
(Abb. 10b). Es sind in diesem Spinsystem vier Uberginge erlaubt und resultieren in der
Antiphasen-Signalform (Abb. 10c).7:5!

Die zweite Variante ist ALTADENA (engl.: Adiabatic Longitudinal Transport After Dissociation
Engenders Net Alignment). Hier findet die Hydrierung in einem niedrigen Magnetfeld statt,
wobei das Signal nach Transport ins Hochfeld mittels Pulsanregung detektiert werden kann
(Abbildung 11).

In einem niedrigen Magnetfeld (engl.: Low Field, LF) ist der Ubergang zwischen dem Singulett-
und den entarteten Triplett-Zustinden weiterhin nicht méglich (Abb. 11a). Allerdings werden
die Unterschiede in der chemischen Verschiebung im Vergleich zur J-Kopplung geringer. Unter
idealisierten Bedingungen, d.h. bei Abwesenheit zusatzlicher J-Kopplungen zu Kernen, die nicht
aus p-H. stammen, dndert die Addition von p-Hz an eine ungesattigte Bindung nichts an der
Population des Singulett-Zustands (Abb. 11b). Wird das Zielmolekiil adiabatisch ins HF
tiberfithrt, wird auch die Population im energetisch niedrigen Singulett-Zustand in den
entsprechenden, energetisch niedrigeren Zustand bei hohem Feld iibertragen (Abb. 11c). Die
Zustinde aa, BB und af sind magnetfeldunabhingig und werden bei der Uberfiihrung in das HF
nicht besiedelt. Die Population des energetisch niedrigen Zustands ist im Vergleich zu den
anderen, unbesetzten Zustinden im Uberschuss. Wihrend des anschlieRenden NMR-
Experiments sind nur zwei Uberginge erlaubt und resultieren in der entsprechenden
Signalform (Abb. 11d).[5%

(a) (b) (c) (d)

Y laa)
o-H, A_

i
. |aar) ) 1
! |aB) + |Ba) 6

185 o ‘
3,5 THz % e — |Ba) NMR
i Rkt. i
i 1 ~10 Hz
i e
-H., Yo VAW Y
s |aB) — | Bt \B)

Abbildung 11: Darstellung der Verdnderung der Spinzustdnde wahrend eines PHIP-ALTADENA Experiments. (a)
Ausgangszustand vor der Hydrierung, (b) Zustand nach der Hydrierung im neuen Spinsystem, dem anschlieBenden
adiabatischen Transfer vom LF zum HF mit neuem Populationszustand (c) und dem abschlieBenden NMR-Spektrum
mit der daraus resultierenden Signalform (d).
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PHIP stellt in Bezug auf das Anfangssubstrat eine destruktive Technik dar, dennoch hat sich
PHIP in den letzten Jahren vor allem in den Bereichen der Untersuchung der
Reaktionsmechanismen von Hydrierungen und als Quelle der Signalverstarkung fiir
hochauflésende NMR-Spektroskopie etabliert. PHIP bedient sich einer schnellen und
kostengiinstigen Quelle fiir Hyperpolarisation, welche zudem eine sehr hohe Polarisation
erzielen kann. PHIP kombiniert, wie aktuelle Forschungen zeigen, eine grof3e Vielfaltigkeit an
Anwendungsbereichen mit einem kostengiinstigen Aufbau und hohem Durchsatz und ist durch
Spinordnungstransfertechniken (Kapitel 3.3.3) nicht nur exklusiv fiir Protonenverstarkung
nutzbar.!?”->¢! Aufgrund der wachsenden Anzahl an PHIP-Variationen wird die Version, in der
das Substrat hydriert und vermessen wird, als h-PHIP (engl.: hydrogenativ-PHIP) bezeichnet.
Ein Beispiel fiir die Vielfiltigkeit ist die weitere Moglichkeit von PHIP-X,'*”! welche die
Hyperpolarisation aus PHIP mit der Polarisationsiibertragung kombiniert.!*”! Die Verstirkung
durch PHIP macht sich auch PH-INEPT®®5%1 (engl.: Parahydrogen Insensitive Nuclei Enhanced by
Polarization Transfer) zu Nutze, um mit einer Pulssequenz die Protonenverstiarkung iiber die
skalare Kopplung auf X-Kerne zu iibertragen. Eine weitere Technik ist PHIP-SAH (engl.: Side-
Arm Hydrogenation)'®>® bei welcher eine Seitenkette wie die Vinylgruppe von Vinylacetat
hydriert wird. AnschlieBend wird die Spinordnung des Parawasserstoffs (bspw. via PH-INEPT)
auf einen 'C-Kern des Zielmolekiils tibertragen und abschlieRend die Seitenkette
abgespalten.!®® Neuere Forschung befassen sich auch mit PHIP-Katalysatoren, deren Aktivitit
nicht durch die Wasserstoffzugabe, sondern durch Licht gesteuert wird, um bessere Kontrolle
iiber den Startzeitpunkt zu erhalten. ¢!

Eine Herausforderung fiir die Verwendung von PHIP in der Biochemie und (MRT-)Bildgebung,
und damit in in-vivo-Experimenten, ist der Hydrierkatalysator, welcher hdufig auf seltenen
Erden basiert und in der Regel homogen verwendet wird. Die Abtrennung von Katalysator und
hyperpolarisiertem Agens steht hier im Fokus der Forschung. Vereinzelt konnten diese
Herausforderungen bereits {iberwunden werden. So wurde 2021 hyperpolarisiertes Fumarat
durch Préazipitation erhalten und erfolgreich als Kontrastmittel zur Krebserkennung im MRT
verwendet.®?3%] Andere Losungsansitze bilden Versuche zu PHIP in der Gasphase unter
Verwendung von heterogenen Katalysatoren, um die anschlieRende Abtrennung zwischen
Katalysator und Substrat zu erleichtern.
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3.3.3. Signalverstarkung durch reversiblen Austausch (SABRE)

Dieses Kapitel fasst die Grundlagen der Signalverstirkung durch reversiblen Austausch
(SABRE) zusammen und zeigt den SABRE-Reaktionsmechanismus.[!9-21:62-661 AngchlieRend
wird der fiir diese Arbeit relevante magnetfeldabhédngige Spinordnungstransfer (engl.: Spin-
Order-Transfer, SOT), also der Transfer von bspw. p-H.-induzierter Hyperpolarisation auf X-
Kerne, wie bspw. 1C, ausfiihrlich beschrieben.

SABRE ist eine Variante von PHIP, da die Hyperpolarisation ebenfalls durch p-H, erzeugt wird.
Im Gegensatz zu anderen PHIP-Experimenten ist SABRE aber in der Lage Molekiile mit p-Hx zu
hyperpolarisieren, ohne sie chemisch zu verdndern, weshalb in SABRE-Experimenten kein
Hydrierkatalysator zur Anwendung kommt. Stattdessen wird ein Transferkatalysator
verwendet, der die Spin-Ordnung von p-H; auf das Substrat (Sub) iibertragt. Hier haben sich
neben CRABTREE's Katalysator [Ir(COD)(PCys)(Py)] BF41%%3! Iridium-N-heterozyklische
Carbenkomplexe!®3-67:68] etabliert.[62-6467.691 Abbildung 12 zeigt den Iridium-N-heterozyklischen
Carbenkomplex [Ir(H)2(IMes) (Py)s] *Cl der in dieser Arbeit verwendet wurde.

iMeS + IMes:
/Py ~

Py 1,3-Bis(2,4,6-trimethylphenyl)-
|m|dazoI|um

Abbildung 12: Darstellung des in dieser Arbeit verwendeten Iridium-N-heterozyklischen Carbenkomplexes
[Ir(H)2(IMES)(Py)s]*Cl-.

IMES (1,3-Bis(2,4,6-trimethylphenyl)-imidazolium) ist der N-heterozyklische Carbenligand.
Das Pyridin (Py) fungiert exemplarisch als Substrat, kann allgemein aber auch als ein
austauschbares Auxiliar verwendet werden. Bevor der Katalysator (Kat.) allerdings die in
Abbildung 12 gezeigte SABRE-aktive Struktur einnimmt, muss der Prikatalysator (Abb. 13a)
aktiviert werden. Dabei durchlauft der Ir-Katalysator eine irreversible strukturelle Modifikation
(Abbildung 13b),!%2%% in welcher die schwach bindenden Liganden Cyclooctadien (COD),
sowie Chlor durch p-H, und Substrat (Sub) (alternativ ein Auxiliar oder koordinierendes
Losungsmittel) verdréangt werden (Abb. 13b). Erhalten wird [Ir(H)2(IMes)(Py)s]*Cl" als
SABRE-aktiver Katalysator. Wenn das Substrat und die Hydride an das Katalysatorzentrum
gebunden sind, kann die Spinordnung von den p-H.-Hydriden auf das Substrat iibertragen
werden (Abbildung 13c). Anschlieend dissoziiert das hyperpolarisierte Substrat und die freie
Bindungsstelle wird mit p-H; besetzt (Abb. 13d). Die nicht mehr polarisierten Hydride werden
durch neues Substrat oder polarisierte Hydride ausgetauscht (Abb. 13e) und die
Polarisationstibertragung beginnt erneut.®?-%1 Wihrend der SABRE-Reaktion wird durch die
Zufuhr von p-H kontinuierlich hyperpolarisiertes Substrat in der Losung angereichert. Eine
NMR-Messung kann sowohl freies Substrat, als auch koordiniertes Substrat detektieren. Nach
vollstandiger Relaxation der Hyperpolarisation kann durch erneute Zugabe von p-H: die
Hyperpolarisation auf dem Substrat erneut angereichter werden. Dadurch ist die Polarisation
via SABRE ein reversibler Prozess.
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Abbildung 13: Darstellung des Prozesses, der wahrend einer SABRE-Reaktion ablduft. Beginnend mit (a) dem
Prakatalysatorkomplex und (b) dessen Aktivierung zum SABRE-aktiven Katalysator, gefolgt von (c) der Ubertragung
der Polarisation auf das Substrat mit (d) anschlieBendem Austausch des hyperpolarisierten Substrats durch neuen
p-Hz, bis zur Ablésung von thermischen Hz (e) und der Regeneration des SABRE-aktiven Katalysators zur erneuten
Polarisationslibertragung.

Bei niedrigen Magnetfeldern bspw. im Erdmagnetfeld bildet sich auf der Aquatorialebene des
oktaedrischen aktiven SABRE-Katalysators ein stark koppelndes, temporéres Spin-Spin- bzw. J-
Kopplungsnetzwerk. Dieses wird durch ein AA‘B-Spinsystem beschrieben und in Abbildung 14
schematisch dargestellt. [636470-72]
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J A'B
Abbildung 14: Darstellung des temporar in der Aquatorialebene des Polarisationsiibertragungskomplexes gebildeten
J-Kopplungsnetzwerkes (AA'B-Spinsystem).

In Abbildung 14 stehen A und A’ fiir die hyperpolarisierten Hydriden (p-H2) und B fiir den
Zielkern im Substrat. Die Kerne sind durch die dargestellten Jaa, Jag und Jas -Kopplungen
miteinander gekoppelt. Die Spinzustdnde der Hydride werden nachfolgend iiber die Singulett-
Triplet-Nomenklatur (Kapitel 3.3.1, Abbildung 7) beschrieben. Der Zielkern B entspricht einem
isolierten Spin und wird daher durch die ZEEMANN-Zustidnde |a) und |S) beschrieben.

Diese starke Kopplung erlaubt das Vermischen der Spinzustdnde. Die moglichen Spinzustédnde

konnen Tabelle 1 enthommen werden. [63:64.70-72]

Tabelle 1: Auflistung aller méglichen Eigenzustiande des AA'B Systems.[72]

|Sox) |T_a) |Toa) T, a)

S08) IT_B) IToB) IT.B)

Die kontinuierliche Zufuhr von p-H. sorgt dafiir, dass alle Hydride im Singulett-Zustand
vorliegen. Von den moglichen gemischten Spinzustdnden sind dadurch nur noch |Sya) und
|SoB) besetzt.

Solche starken Spin-Spin-Kopplungen werden bspw. schon im Bo-Feld von Niedrigfeld-NMR-
Spektrometern durch die dominierende ZEEMAN-Aufspaltung unterdriickt. Anders fiir
Spinsysteme in einem Null- und Nahenullfeld (engl.: Zero- and Ultralow Field, ZULF), wie bspw.
bei 200 nT. Hier wird die ZEEMAN-Aufspaltung und damit einhergehend die Larmorfrequenz der
Kerne geringer als die Grof3e der Spin-Spin-Wechselwirkungen.

In einem System, in dem keine Spin-Spin-Wechselwirkungen vorhanden sind, wiirde bei einem
bestimmten Magnetfeld eine Kreuzung der Energieniveaus auftreten (Abbildung 15A). Am
Kreuzungspunkt sind die Energieniveaus entartet. Aufgrund einer vorhandenen Spin-Spin-
Kopplung wird diese Entartung jedoch aufgehoben und die Kreuzung vermieden (Abbildung
15B). Es entsteht eine Anti-Kreuzung der Niveaus (engl.: Level Anti Crossing, LAC).[63:6470-72]




1Sox> ¢ [T+B) |Soa)

~ —LAC

S0 rpy | Isoe 46

Energie

- 0 1 uT - 0 1 T
Magnetfeld Magnetfeld

Abbildung 15: Darstellung der Energieniveaus in Abhdngigkeit von exemplarischen Magnetfeldern. (A) in
Abwesenheit von Spin-Spin-Wechselwirkungen und (B) mit Betrachtung der Spin-Spin-Wechselwirkung und
Entstehung eines LAC.

Ein LAC setzt damit zwei Bedingungen voraus; zum einen die annihernde Ubereinstimmung
der Energien zweier Zustdnde, zum anderen eine starke Kopplung, die es erlaubt, dass die
Zustande sich vermischen.

In Tabelle 2 werden alle Zustdnde des Drei-Spinsystems aufgelistet, die im ZULF die
Bedingungen fiir ein LAC erfiillen.636+70-72]

Tabelle 2: Auflistung von vermiedenen Kreuzungen zwischen den Zustédnden im Spinsystem.[72]
1Soa) & |T.B)

1So8) ©  |T_a)

IToB) © |T_a)

|Toa) & |TLf)

Im LAC-Bereich kommt es zu einer Spinzustandsmischung, die im gezeigten Beispiel den
Ubergang zwischen den Zustinden |Sya) und |T, B) ermoglicht. Bei einem Ubergang wihrend
der Zustandsmischung geht So in T+ und damit gekoppelt a in [ iiber. Die thermische
Population der a- und -Zustinde wird verindert, was in einer Uberpopulation auf dem f-
Zustand resultiert, [63,64.70-72]

Dabei sind ein nicht-adiabatischer und ein adiabatischer Polarisationstransfers moglich
(Abb. 16). Eine Probe wird (nicht-adiabatisch) moglichst schnell in einen LAC-Bereich gebracht,
beispielsweise durch Wasserstoffzufuhr in einem statischen ZULF. Bevolkert ist dabei dann
bspw. das Niveau |Sya). AnschlieRend erfolgt eine Entwicklungszeit, in welcher sich die
Spinzustdnde iibertragen konnen (A2). Der |Sya) Zustand geht dabei in den |T, ) Zustand
iiber. Abschliefend erfolgt ein weiterer sprunghafter Transport aus dem LAC ins NMR-
Magnetfeld (A3). Fiir einen adiabatischen Polarisationstransfer (Abbildung 16B) wird das
Magnetfeld kontinuierlich gedndert (engl.: Magnetic Field Change/Cycle, MFC). Dabei wird sich
dem LAC angendhert und es durchfahren, wihrenddessen geht der |Sya)- in den |T, §)-Zustand
iiber (Abb. 16 B3).[6371-74] Djese Technik wird als MFC-SOT bezeichnet. AnschlieRend kann die
Probe ins NMR-Magnetfeld transportiert werden.
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Abbildung 16: Schemata der unterschiedlichen Polarisationstransfers im Bereich des LAC. (A) der nicht-adiabatische
Transfer und (B) der adiabatische Transfer, der im Rahmen des MFC-SOT erfolgt.(Abgedndert entnommen aus [64])

Befinden sich die Proben nach dem Spinordnungstransfer (SOT) im HF-Regime (NMR-
Magneten) treten erneut ZEEMAN-Aufspaltung auf, wodurch eine Entmischung der
Spinzustdnde verhindert wird. Die NMR-Detektion des hyperpolarisierten X-Kern Systems kann
erfolgen. Die erhaltenen hyperpolarisierten Signale werden héiufig als Emissionslinien, also mit
entgegengesetzter Phase zu den thermischen Signalen detektiert.[636470-72] Eine Liste von
moglichen Substraten, sowie die betrachteten Kerne, die mittels SABRE polarisiert wurden,
konnen der Literatur® entnommen werden.

Die Verwendung eines Nullfelds, was in einem magnetisch abgeschirmten Bereich, sogenannten
Schild, erzeugt wird, wird als SABRE-SHEATH (engl.: SABRE in SHield Enables Alignment
Transfer to Heteronuclei)'” bezeichnet.

Der SOT bildet die Grundlage fiir SABRE, ist aber nicht auf SABRE-Experimente beschrénkt.
Beispielsweise entstehen wihrend des h-PHIP im Bereich der neuen Bindung é&hnliche bis
gleiche Spinsysteme, die der beschriebenen Theorie ebenfalls folgen.[”?73] Durch Einbringen
einer h-PHIP-Probe in ein ZULF konnen LACs erzeugt werden. Der SOT erméglicht dann die
Messung von Hyperpolarisation auf X-Kernen.[’’72! Der MFC-SOT wird in der aktuellen
Forschung auch im Rahmen von h-PHIP-Experimenten!®*74 verwendet. Eine andere Technik
des SOT ist der spontane Ubertrag. Dabei erfolgt ein SOT in einem statischen Feld ohne weitere
Einfliisse!?>7®) und der RF-SOT. Bei dieser Technik wird der SOT initiiert durch
Resonanzfrequenzpulse (RF-SOT).[?25877] Ein Beispiel fiir eine Resonanzfrequenzpulsfolge ist
die INEPT-Sequenz!®!, welches in PH-INEPT?260! Anwendung findet.
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4. Apparative Ausgangslage

Im nachfolgenden Kapitel wird die apparative Ausgangsituation beschrieben, auf welcher diese
Arbeit aufbaut.

4.1. Apparativer Ausgangspunkt der Hydriereinheit

Die urspriingliche Apparatur, auf Basis derer die Weiterentwicklung im Rahmen dieser Arbeit
erfolgt, ist in Abbildung 17 dargestellt. Die Apparatur bestand aus drei Abschnitten: dem p-Ha-
Generator, dem manuellen Bereich und den Magnetventilen mit Anschluss an das NMR-
Rohrchen. Es konnte zwischen Helium als verwendetem Inertgas, sowie thermischem
Wasserstoff oder Parawasserstoff gewéahlt werden.

010bar 0.6 bar Manueller Bereich

Magnetventile HE—-@lé @‘/
IN Fﬁ—blé—
|

||

H, pH, Generator

0-5bar  1-10 bar

Vakuum- 1N i
Tank
@ Manometer
Vakuum-
N‘Z Druckminderer pumpe -

D4 Magnetventil

Manuelle Ventile
B Durchflussregulierer

Abbildung 17: Schematische Darstellung der technischen Ausgangslage der Apparatur, abgedndert entnommen aus
Literaturl23]. Zur Steuerung der Gasstrome sind manuelle Ventile, sowie elektrisch schaltbare Magnetventile verbaut.
Die griinen Ventile kdnnen ausschlieBlich manuell bedient werden.

Das Zentrum der Apparatur stellt der p-Hz-Generator dar. Die Parawasserstoffanreicherung
wurde mit einem Parawasserstoffgenerator von Advanced Research Systems Inc. durchgefiihrt,
welcher einen Anreicherungsgrad von 98 % Parawasserstoff erreicht. Nachdem der p-H. im
p-Ho-Generator angereichert wurde, konnte es in einem p-H.-Tank gespeichert oder direkt
verwendet werden. Die Gase wurden dazu durch ein Kupferrohrsystem geleitet. Die
gewtinschten Gasdriicke fiir die Messungen wurden mit Hilfe von Druckminderern manuell
eingestellt.

Um Experimente durchzufithren, wurden die Magnetventile im Magnetventilbereich in
unterschiedlichen Schaltungsmustern getffnet und geschlossen. Der Magnetventilbereich kann
an der gestrichelten Line in Abb. 17. in zwei Bereiche unterteilt werden. Der Einlassbereich
umfasste die Ventile zur Steuerung der Gase (He, H»), das Vakuumventil (VAC) und das Ventil,
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das die Gaszufuhr zur Probe steuert (IN). Der Auslassbereich wurde durch das Ventil, welches
aus dem Probenrohrchen zuriickfuhrt (OUT), und den Ventilen, welche die Apparatur zum
Raum hin 6ffnen (OV und R), gebildet. Verbunden waren diese beiden Bereiche durch das
Equilibrium-Ventil (E). Wenn dieses Ventil getffnet war, stellte sich ein Druckgleichgewicht
iiber dem Magnetventilbereich ein. Wenn das E-Ventil geschlossen war, wurde eine
Druckdifferenz zwischen dem Einlass- und dem Auslassbereich erzeugt. Der Druckunterschied
wurde an dem Druckminderer justiert, welcher dem OV-Ventil nachgeschaltet war. Bei einem
Ungleichgewicht zwischen dem Einlass- und dem Auslassbereich, stromte das Gas durch die
Probe und stieg in Form von Blasen auf. Um eine Vermischung von Gasen im Einlassbereich zu
verhindern, konnte der gesamte Magnetventilbereich, sowie das Probenréhrchen, iiber das
VAC-Ventil evakuiert werden. Zum vollstdndigen Entlasten des Druckes im System wurde das
Ventil R verwendet. Um die Hydrierreaktion zu stoppen, konnte ein schneller Wechsel von
Wasserstoff zu Helium durchgefiihrt werden. In der gezeigten Ausgangslage lieSen sich die
Magnetventile bereits automatisch iiber das Pulsprogramm kontrollieren.

Der Fokus der durchgefiihrten Experimente lag auf Protonen-NMR-Messungen. Dafiir stand ein
BRUKER AVANCE III NMR-Spektrometer bei 11,7 T (500 MHz, 'H-Frequenz) zur Verfiigung.

4.2. Zusatz fiir das SABRE-Setup

Zunichst wird der Stand des SABRE-Setups, auf dessen Basis die in dieser Arbeit besprochenen
SABRE-Experimente durchgefiihlt wurden, skizziert.

Im Gegensatz zu (PHIP)PASADENA-Messungen benotigen SABRE-Experimente ein niedrigeres
Magnetfeld um einen SOT durchfithren zu konnen. Die 20 uT, welche das Erdmagnetfeld im
Labor erreicht, sind dabei bereits addquat niedrig. Um Forschung im Bereich der
Feldabhéngigkeit von SOTs durchfiihren zu konnen, wurde ein Aufsatzrohr auf das Innenrohr
des 11,7 T Magneten aufgesteckt. Die p-Hz-Zufuhr erfolgte in unterschiedlichen Hohen
innerhalb des Aufsatzes. Um den SOT zu verbessern mussten niedrigere Magnetfelder erzeugt
werden. Daher wurden drei u-Metallabschirmungen ineinander gestellt (Anhang Abbildung
75). In das Innere dieser drei Abschirmungen wurden unterschiedlich positionierte
Kupferspulen eingebaut. Durch Stromzufuhr erzeugen diese ihrerseits statische Magnetfelder.
Werden diese Magnetfelder entgegen dem &uferen Feld ausgerichtet, so heben sich die
Magnetfelder gegenseitig auf und im Inneren der Abschirmungen wird ein Nahenullfeld
erreicht. Dies ermoglicht es, unterschiedliche Feldstarken zu erzeugen. Das sogenannte u-
Metallschild wurde iiber das Aufsatzrohr gefiihrt und somit direkt oberhalb des Spektrometers
positioniert (Abb. 18a-c). Um die Operationszeiten des Experimentes zu verkiirzen, wird ein
Schrittmotor mit Zahnrad verwendet, um zwei Zahnstangen (je 10x6x1500 mm) mit befestigter
Probenhalterung innerhalb von weniger als einer Sekunde zwischen Probenkopf und pu-
Metallschild zu bewegen. Die Position der Zahnstange wird durch eine Lichtschranke
kontrolliert, deren Komponenten links und rechts neben der Zahnstange befestigt sind. Die
Motorposition wird angegeben in ,gezédhlte Zahnstangenzdhne“ und ist daher einheitenlos.
Erreicht der Lichtstrahl den Lichtschrankensensor, wird der Motor automatisch gestoppt. Eine
Nahaufnahme des hier beschriebenen Motorbereiches ist in Abbildung 18b zu sehen. Zur
Kontrolle der Probenposition wird nach jedem Aufbau des SABRE-Setups ein Motortest
durchgefiihrt (Abb. 18d). Hierbei wird ein Feldgradient angelegt und eine Wasser-Deuterium
Probe an einer Position angeregt und das Protonenspektren aufgenommen. Der Motor fahrt die
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Probe aus dem Probenkopf heraus und wieder hinein, mit anschliefender Messung des
Protonenspektrums. Dieser Prozess wird mehrere Male wiederholt. Verdndert sich die
chemische Verschiebung des Peaks nicht, ist die Positionierung der Probe reproduzierbar.

50 30 10 -10 -30 -50

H chemische Verschiebung in ppm

Abbildung 18: Darstellung der apparativen Erweiterung fiir SABRE-Messungen (SABRE-Setup). Zu sehen ist in (a) das
Metallschild, sowie die Unterseite der Platte mit dem Schrittmotor und der halb herausgefahrenen Zahnstange mit
Verbindung zur Hydrierapparatur. In (b) ist eine Seitenansicht des Motors und des Lichtschrankenbereiches oberhalb
der Platte und des pMetallschilds darunter zu sehen. (c) zeigt eine Zeichnung des montierten SABRE-Setup auf dem
Magneten (d) zeigt die zur Verifizierung der konstanten Motorpositionierung aufgenommenen Protonenspektren.

Die Gaszufuhr erfolgt iiber die Hydrierapparatur mit der automatischen Magnetventilsteuerung
iiber das Pulsprogramm. Die Steuerung des Schrittmotors erfolgt ebenfalls iiber das
Pulsprogramm. Der Strom in den Spulen des u-Metallschildes ist indirekt iiber die angelegte
Spannung steuerbar. Der Steuerrechner des 11,7 T-NMR-Spektrometers wird mit der
Spannungsquelle der Spulen (Rohde & Schwarz HMP4040) verbunden, welche die Spannung
an den Spulen und damit das Magnetfeld im Schild steuert. Dazu wird ein AU-Programm
(changeBlow4) verwendet, welches neben der Feldstdrkendnderung auch den Start der
Messungen kontrolliert.

Mit dieser voll automatisierten Messapparatur kann ein SABRE-SHEATH-basiertes
Feldabhéngigkeitsexperiment in nur wenigen Minuten durchgefiihrt werden. Dieses Setup wird
fiir die in Kapitel 5.2 gezeigten SABRE-Messungen verwendetet. Das SABRE-Zusatz ist
baugleich dem in Literatur”! vorgestellten.
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5. Instrumentelle Entwicklung und Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit werden in den nachfolgenden Kapiteln aufgezeigt und diskutiert.
Die einzelnen Entwicklungsschritte der Apparatur werden stiickweise nidher beleuchtet und die
Anwendbarkeit an Beispielreaktionen demonstriert.

Das Zusammenspiel der Hardwarekomponenten, sowie die Zeit zwischen dem Ende der
Hydrierung und Aufnahme der Messungen, sind wichtige Aspekte fiir die erfolgreiche
Aufnahme von parawasserstoffbasierten HP-Spektren. Deshalb wird zunéchst die Automatik
der Hydriereinheit optimiert, um die Experimente effizienter automatisiert durchfiihren zu
konnen. Danach wird der Polarisationstransfer auf X-Kerne (in natiirlicher Héaufigkeit)
implementiert, untersucht und optimiert. Hierzu wird das Verfahren von Null- und nahe-
Nullfeld-basierten Hyperpolarisationstransfers verwendet. AbschlieRend wird ein BT-NMR-
Spektrometer in das Hydriersystem integriert, sowie die bereits etablierten HP-Techniken auf
das BT-Spektrometer transferiert.

5.1. Weiterentwicklung der Magnetventilsteuerung

Die Modernisierung der Steuerung der Magnetventile erfolgt mittels eines Mikrocontrollers
(Arduino UNO, ausgestattet mit einem Atmel Atmega 328P), der mit den TTL-Ausgédngen
(Transistor-Transistor-Logik) des IPSO der AVANCE III Konsole verbunden ist. Diese TTL-
Ausginge konnen von der Spektrometersoftware angesteuert werden. Uber eine Bibliothek
werden den einzelnen Ventilen Nummern zugewiesen, die liber die TTL-Ausgidnge ausgegeben
werden. Der Mikrocontroller setzt diese Nummern in ein Schaltsignal fiir das entsprechende
Ventil um. Dies erméglicht es, die Magnetventile {iber Pulsprogramme des 11,7 T Spektrometers
zu steuern. Da die Ausgidnge des Mikrocontrollers nicht geniigend Spannung und Leistung
bereitstellen konnen um die Ventile zu schalten, wurde eine Treiberschaltbox (GATE-Treiber)
gebaut. Die Box enthdlt ein Netzteil und die Treiberschaltung (MOSFET), die je nach
Eingangssignal (O oder 5V) den jeweiligen Magneten des Ventils mit Strom (280 bis 460 mA
bei 24 V) versorgt. Der Treiber kann nicht nur tiber den Mikrocontroller gesteuert werden,
sondern auch manuell {iber einen Kippschalter. Die Kippschalter sind notwendig, um das
Experiment in den richtigen Ausgangszustand zu bringen, bevor die automatische Steuerung
tibernimmt, und um den Aufbau einschlie8lich der angeschlossenen Probe vor der Injektion in
den Magneten auf Gasdichtheit zu testen.

Die neue Benennung der Ventile reduziert zukiinftig den benétigten Programmieraufwand und
vereinfacht die Kommandos, die benétigt werden, um ein neues Ventilschaltungsmuster in ein
Pulsprogramm zu implementieren. Die Programme werden anwenderfreundlicher und
gewinnen dadurch an Ubersichtlichkeit. Beispielhaft ist der Hydrierungspart in der neuen und
alten Schreibweise in Tabelle 3 zusammengefasst und kommentiert.
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Tabelle 3: Ausschnitt aus dem bis 2019 verwendeten Pulsprogramm (links) und dem modernisierten Pulsprogramm
(rechts), am Beispiel der Schaltung zur Hydrierung.

Pulsprogramme vor dem Arduino Pulsprogramme seit dem Arduino
(Ausschnitte aus: sabre) (Ausschnitte aus: PHIP_SER_TEST FT)
;;;bubbling with H2;;;;;; to make PHIP ;;;BEGIN pH2 BUBBLING BLOCK

100m setnmr3|12 ;W2 H2 open VALVES_OFF ;all Valves closed

100m setnmr3 ™~ 12 ;W2 H2 close IN_ON OUT _ON E_ON pH2_ON ;static pH2

100m setnmr3|14 ;W6 E open 1s ;delay

100m setnmr3 ™ 14 ;W6 E close 3 ;loop marker for 2D-experiment

100m setnmr3|12 ;W2 H2 open R_ON E_OFF ;switch R_ON start bubbling

(d12 setnmr3|10) (d12 setnmr4|8) | d12 ;Bubbling time pH2
;US, W3 IN and OUT open (start H2 | E_ ON R_OFF ;stop bubbling
bubbling) 50m

100m setnmr3 ™~ 12 ;W2 H2 close d13 ;wait for bubbles to disappear

100m setnmr3 |14 ;W6 E open to equalize
pressure (stop bubbling)

;sum of delays d12+2 seconds! ;;; END pH2 BUBBLING BLOCK
Offnen des p-H» Magnet Ventil: Offnen des p-Hz, Magnet Ventil:
100m setnmr3|12 ;W2 H2 open pH2 ON

5.1.1. Anwendung der automatischen Magnetventilschaltung fir die
Hydrierung von PPOBLG

Die Schaltzeit der Magnetventile liegt im Bereich von wenigen Millisekunden. Dies ermoglicht
es zeitkritische Messungen, wie beispielsweise Messungen von sehr geringen Konzentrationen
oder die Bestimmung von Reaktionskinetiken, durchzufiihren.

Demonstriert werden diese Messungen an einem langkettigen Homopolypeptid, Poly-y-(4-
propargyloxy)-benzyl-L-glutamat, kurz PPOBLG. Motivierend fiir diese Untersuchungen ist der
geringe Kenntnisstand, der zum Thema hyperpolarisierte langkettige Polymere und Peptide
(>100 kDa) vorhanden ist. Griinde hierfiir konnten sein, dass Polymere zur Linienverbreiterung
aufgrund der langen Rotationskorrelationszeiten neigen, was bei PHIP-Experimenten zur
Ausléschung der PHIP-Antiphasensignale fithren konnte. Langkettige Polymere bzw. grofde
Peptide sind fiir Grundlagen- und reaktionsmechanistische Forschung daher eher ungeeignet.
PPOBLG mit einem Molekulargewicht von 236 kDa ist daher das erste PHIP-verstirkte
Homopolypeptid.

Angefangen wird mit einer Messreihe mit abnehmender Konzentration des Peptides, um die
geringste mogliche Konzentration zu ermitteln, bei welcher ein PHIP-Signal in einer
PASADENA-Messung detektiert werden kann. Ausgewertet wird das erhaltene Protonen-
Spektrum einer ein-Scan-Messung mit hyperpolarisierten Signalen bei 6 ppm und 5,5-5,0 ppm.
Die verwendeten Konzentrationen (Tabelle 4) werden so lange gesenkt, bis die Nachweisgrenze
erreicht ist. Herausfordernd dabei war das Zusammenspiel zwischen Hydrierzeit,
Analytkonzentration und Katalysatorkonzentration. Bei zu geringer Konzentration des Analyts
musste die Hydrierzeit angepasst werden, damit die Reaktion nicht zu schnell wird und die
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Hyperpolarisation vor Start der Messung bereits relaxiert war. Daraus ergeben sich zwei
Konzentrationsreihen, eine mit sechs Messpunkten (45s Hydrierung) und eine mit drei
Messpunkten (20 s Hydrierung). Die errechneten Signalverstarkungen werden in Abbildung 19
gegen die eingesetzte Konzentration aufgetragen.

Tabelle 4: Zusammenfassung der Konzentration 450__
von PPOBLG und der wahrend der Hydrierung 400 ~
verwendeten Hydrierzeit, sowie die erhaltnene © i
Verstarkung €, mit Fehlerbereichen. £ 3507
o)}
c 300
c(PPOBLG) p-H;Zeit €'H 2
@ 250
2 "
10,27 45 23+1 € 150
(7]
5,13 45 3345 107 %
50 e
2,57 45 48 + 7 : =
0 -
T T T T T T T T T T T
1,03 45 63 + 11 0 > A kS 8 10
0,77 45 67 + 8 Konzentration in pM

Abbildung 19: Auftragung der Verstarkungsfaktoren gegen
0,66 45 833 die eingesetzte Konzentration von PPOBLG. Die jeweiligen
Messpunkte einer Messreihe sind miteinander verbunden.

0,39 20 167 + 7
0,15 20 217 + 22
0,12 20 394 + 48

In Abbildung 19 ist ein Trend von steigenden Signalverstdrkungen bei geringer werdender
Konzentration zu sehen. Bei gleichbleibenden Reaktionsparametern und sinkender PPOBLG
Konzentration, kann allerdings kein PHIP-Signal mehr detektiert werden. Um erneut PHIP-
Signalverstirkungen in Ein-Scan-Messung detektieren zu konnen, miissen die
Hydrierreaktionen mindestens hinsichtlich ihrer Hydrierzeit an die Proben angepasst werden.
Daher entstehen vier einzelne Experimente, in denen jeweils PHIP-Signale detektiert werden
konnen (Tabelle 5).

Tabelle 5: Zusammenfassung der Reaktionsansédtze fir die Versuche zur Hydrierung von PPOBLG, sowie die
verwendete Hydrierzeit und die errechneten Verstarkungen.

c(PPOBLG) p-H2 Zeit E('H)
/ M /s 5,5-5,0 ppm
0,071 10 ~666 + 88
0,053 10 ~801 + 137
0,035 5 /
0,013 6.5 /
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Der PHIP-relevante Ausschnitt der erhaltenen ein-Scan-NMR-Spektren der Konzentrationen
0,071 bis 0,013 uM wird in Abbildung 20 dargestellt. Bei keiner dieser Konzentrationen war es
moglich, ein anschliefendes thermisches Spektrum zu detektieren, weshalb fiir 0,017 und
0,053 uM die Verstarkungen € unter der Annahme von linearem Verhalten (und der Gleichung
(17)) abgeschéatzt wurden.

0,071 uM

M

0,053 uM

0,035 pM

759 70 65 6.0 55 50

'H chemische Verschiebung in ppm

Abbildung 20: Ausschnitte des jeweiligen PHIP-relevanten ppm-Bereichs aus den erhaltenen Ein-Scan-NMR-Spektren
der Konzentrationen 0,071 bis 0,013 tM.

Fiir die beiden niedrigsten Konzentrationen sind die Versuchsparameter zu unterschiedlich, um
€ anhand einer Extrapolation der Messreihen (Tabelle 4) kalkulieren zu kénnen. Das geringste
noch detektierbare PHIP-Signal in einem Scan wurde bei einer Substratkonzentration von
13nM erhalten. Das SNR der HP-Signale betrdgt etwa 1. Diese Messreihe hat damit das
Detektionslimit des Spektrometers erreicht. Zur Veranschaulichung ist das Spektrum mit der
Konzentration von 13 nM in Abbildung 21 vollstdndig und im Vergleich zu dessen thermischem
Spektrum gezeigt.
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Abbildung 21: Vergleich zwischen A, dem mit 16 Scans aufgenommenen thermischem Spektrum, und B, dem PHIP-
Spektrum einer 13 nM Polymerldsung. Die Messbedingungen sind 13 nM PPOBLG, 1,5 mM [Rh(dppb)(COD)]BF4 mit
6,55 Zufuhr von 7 bar p-Hz. Das PHIP-Spektrum zeigt ein deutliches PHIP-Signal der terminalen Protonen der
Vinylgruppe bei einem einzigen Scan. Hinweis: Das PHIP-Signal bei 1,5 ppm stammt vom Katalysator.

Eine besondere Herausforderung bei der PHIP-Hyperpolarisation des PPOBLG ist die im
Vergleich zu kleineren Oligopeptiden relativ kurze Ti-Relaxationszeit der hyperpolarisierten
Protonen. Bei 11,7 T liegen die typischen T:-Zeiten von Oligopeptiden ungefdhr bei 3s. Im
Gegensatz dazu betrédgt die T:-Zeit fiir die hyperpolarisierten Protonen des PPOBLG nur etwa
1,1s, d.h. um einen Faktor drei kleiner. Dies verkiirzt das Beobachtungsfenster der
Hyperpolarisation. Aus technischen Griinden ist es allerdings notwendig, zwischen dem Ende
der Hydrierungsreaktion und der NMR-Detektion eine Wartezeit von 1,5 s zu setzen, vor allem
um der Probe Zeit zu geben, ihre Homogenitidt nach dem Blubbern wiederherzustellen und um
interne Schaltzeiten zu beriicksichtigen. Wahrend dieser Verzogerung wird bereits ein Teil der
Hyperpolarisation durch Relaxationsprozesse zerstort.

Die Hyperpolarisation resultiert aus der Hydrierungsreaktion, damit ist sie abhédngig von der
Reaktionskinetik der Hydrierung. Fiir die Hydrierungsreaktion relevant sind drei Komponenten,
die Analytkonzentration ([A]), die Katalysatorkonzentration ([B]) und die p-Ho-
Konzentration([C]) (Kontrolliert iiber die Hydrierzeit). Die Konzentrationen von p-Hz und dem
Katalysator sind hierbei theoretisch so hoch gewahlt, dass diese iiber die gesamte Reaktion
betrachtet, konstant bleiben sollten ([B]>>[A], [C]>>[A]). Damit sollte sich eine Reaktion
pseudo erster Ordnung ergeben, deren Zeitgesetz durch Gl. 16 beschrieben wird.

[Al(t) = [Alpe ™™ (16)

Das Zeitgesetz zeigt eine exponentielle Abhédngigkeit der Konzentration [A] von der
Reaktionszeit t. Die pro Zeiteinheit generierte Konzentration an hyperpolarisiertem Analyten
([A](1)) ist abhdngig von der Anfangskonzentration ([A]o).
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Fiir das detektierbare NMR-Signal bedeutet eine geringe Analytkonzentration bei vorgegebener
Hydrierzeit eine geringere absolute Intensitit des hyperpolarisierten Zustands. Diese geringe
Signalintensitdt wiirde durch Relaxationsprozesse wiederum in kiirzerer Zeit unter das
Detektionslimit abfallen, als bei einem HP-Signal einer hoher konzentrierten Probe. Wenn
dennoch Signal detektierbar ist, kann es zur Unterschitzung des Verstarkungsfaktors kommen,
da die maximale Intensitdt durch Relaxation bereits vor der Detektion (deutlich) verringert
worden wére. Hohere Substratkonzentrationen sind dahingehend weniger anfillig fiir Fehler,
wie bereits anhand der Fehlerbereiche in Tabelle 4 und Abbildung 19 demonstriert wurde.

5.1.2. Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde zum ersten Mal die erfolgreiche PHIP-Hyperpolarisierung eines
Polypeptids mit einem Molekulargewicht iiber 100 kDa am Beispiel des 236 kDa langkettigen
Homopolypeptids PPOBLG gezeigt. PPOBLG zeigt selbst bei nanomolaren Konzentrationen
unter PASADENA-Bedingungen eine sehr hoher PHIP-Aktivitit. Alle PHIP-Signale der
Reaktanten und hyperpolarisierten Produkte konnten zugeordnet werden. Die NMR-Spektren
des Hydrierungsprodukts zeigten nur Verdnderungen, die durch die Hydrierung der
ungeséttigten Anteile in den Seitenketten verursacht wurden, aber keine Verdnderungen im
Polymergeriist. Bei einem solchen Polymer wurde anfinglich erwartet, dass die
Linienverbreiterung aufgrund der langen Rotationskorrelationszeiten des Molekiils zu einer
Ausloschung der PHIP-Antiphasensignale fiihrt. Die Ergebnisse haben diese Erwartung
allerdings nicht bestétigt. Auch hat sich gezeigt, dass das Polymer verglichen mit kleineren
Oligopeptiden eine relativ kurze T:-Relaxationszeit aufweist. Die mogliche Aufnahmezeit fiir
PHIP-Spektren wird limitiert durch die Reaktionskinetik und Spin-Relaxationsprozesse. Daher
miissen die Reaktionsbedingungen, also das Zusammenspiel aus Hydrierungszeit,
Katalysatorkonzentration und Analytkonzentration, und der Zeitablauf der Messung optimiert
werden. Ohne die automatischen PASADENA-Messungen mit schnellen Schaltzeiten zwischen
Hydrierung und Detektion wire diese gezeigte Reaktionsverfolgung fiir Konzentrationen bis zu
13 nM daher nicht méglich. Wie in Abbildung 21 zu sehen, ist die minimale Konzentration bei
13 nM erreicht, bedingt durch die Detektionsgrenze des Spektrometers. Das SNR der HP-
Signale betragt in diesem Fall fast 1. Bei niedrigeren Konzentrationen wiirden die HP-Signale
im Grundrauschen untergehen.
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5.2. Experimente in Magnetfeldern unterhalb von 8 uT

Auf Basis der in Kapitel 4.2 beschriebenen SABRE-Apparatur mit Probenshuttle, automatisch
schaltbaren Magnetventilen und magnetischer Felddnderungen (MFC) werden im folgenden
Kapitel Messungen gezeigt, welche die Anwendung von SABRE, SABRE-SHEATH und MFC-
demonstrieren, und auftretende instrumentelle Herausforderungen beschrieben. Die gezeigten
Messungen dienen als Benchmark fiir instrumentelle Weiterentwicklungen.

Zunéachst wird untersucht, welcher Bereich im SABRE-Setup den stiarksten SOT ermoglicht, also
die intensivsten Emissionssignale erzeugt. Die Signalintegrale der hyperpolarisierten
Pyridinsignale werden aufgetragen gegen die Position der Probe im Setup (Abbildung 22). Im
w-Metallschild liegt dabei ein statisches Magnetfeld von etwa 500 nT an. Der p-H: Zufluss
erfolgt iber die  Hydrierapparatur unter Verwendung der automatischen
Magnetventilsteuerung.
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Abbildung 22: Links: Vergleich von thermischen und durch SABRE polarisierte Protonenmessung. Rechts: Auftragung
der jeweils erhaltenen SABRE bedingten negativen Signalintensitdt der hyperpolarisierten Messungen gegen die
Motorposition, die die Probe wahrend der Hydrierung im Aufbau eingenommen hat.

In Abbildung 22 (links) sind fiinf 'H-SABRE-Spektren am Beispiel der Position 8500 und ein
vergrofertes, thermisches 'H-Spektrum von Pyridin (Py) in Anwesenheit von IrIMes dargestellt.
Die Signale bei 8,51 ppm ortho- (0), 7,79 ppm para- (p) und 7,38 ppm meta- (m) konnen den
Protonen von freiem Pyridin zugeordnet werden. Das erhaltene SABRE-Spektrum zeigt die fiir
die Technik typischen verstarkten Emissionslinien. Zwischen den freien Pyridinsignalen sind bei
8,28 ppm (p-Pyeq) und 7,06 ppm (m-Pyax) Signale von an Iridium koordiniertem Pyridin zu
beobachten. Die fiinfmaligen Wiederholungen zeigen die Reproduzierbarkeit der Messungen
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mit dem Aufbau und ermoglicht gleichzeitig die Angabe eines Fehlerintervalls fiir die
Auftragung der verschiedenen gemessenen Positionen in Abhéngigkeit der erhaltenen
Signalintegrale (rechts). Der Abweichungsbereich fiir die Messwerte wird anhand der fiinf
aufgenommen SABRE-Spektren pro Position bestimmt. Die gemessenen Signale bei einer
Motorposition von 8500 (ZULF-Bereich) sind die intensivsten Emissionssignale der
Versuchsreihe und zeigen die groRte Verstarkung fiir das meta-positionierte Proton von Pyridin
(8,5 ppm). Fiir das Signal bei 8,51 ppm kann hier eine Verstarkung von 334 ermitteln werden,
was einer Protonenpolarisation von 1,34 % entspricht. Allerdings befindet sich die gemessene
Mitte des u-Metallschildes bei einer Motorposition von 8900. Durch eine Magnetsonde
(FLUXGATE) gemessen, stellt dies den Bereich der hochsten Abschirmung des &dufderen
Magnetfeldes dar. Zudem befindet sich die Probe bei 8900 im Zentrum des kontrollierbaren
Magnetfelds, was fiir die nachfolgenden SOT-Experimente essenziell ist. Anhand der
Pyridinprobe wird die fiir einen SOT der Protonenpolarisation auf !3C optimale
Magnetfeldstarke untersucht. Dazu wird eine Reihe an *C-Spektren aufgenommen, die bei
unterschiedlichen Magnetfeldstdrken innerhalb des u-Metallschildes mit p-H, versetzt wurden.
Der Vergleich der Signalintensitit gegen das verwendete Magnetfeld in nT wird in Abbildung
23 gezeigt, ebenso wie die erhaltenen Verstarkungen im Bereich nahe des Nullfelds.
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Abbildung 23: Links: Auftragung des sich verdndernden Signalintegrals von Py-'3C bei unterschiedlichen
Magnetfeldern, gemessen Ulber einen Bereich von -7000 bis 7000 nT in je 1uT Schritten. Rechts: die erhaltene
Signalverstarkung, aufgetragen gegen die Magnetfeldstarke im Bereich von -1400 bis 1400 in 200 nT Schritten, am
Beispiel des 123 ppm Signals von Pyridin.

Abbildung 23 zeigt, dass alle Py-Signale den gleichen Trend in Bezug auf ihre
magnetfeldabhédngigen Integrale zeigen. Ein Maximum kann hier nahe O nT detektiert werden.
Wird ein schmalerer Bereich von 1400 nT bis -1400 nT in je 200 nT Schritten getestet und die
Signalverstarkungen gegen die Magnetfeldstiarke aufgetragen, wird ein Verlauf erhalten, der in
Abbildung 23 rechts gezeigt ist. Das Maximum der Verstirkung kann dabei mit € = 367 fiir die
Messung bei 200 nT bestimmt werden. Dies entspricht einer '*C-Polarisation von 0,37 %.
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5.2.1. >N-SABRE an Pyridin

Stickstoff ist neben Wasserstoff, Kohlenstoff und Sauerstoff eines der am héaufigsten in
biologischen Systemen auftretenden Elemente, wie zum Beispiel in Biomolekiilen wie
Aminosauren oder Nukleobasen. Das NMR-aktive °N-Isotop hat allerdings eine noch geringere
natiirliche Haufigkeit (0,37 %) als '3C (1,1 %), daher sind schnelle und einfache Messtechniken
mit hyperpolarisiertem N von nicht-isotopenmarkierten Molekiilen von groflem
wissenschaftlichem Interesse. Nach erfolgreicher HP auf C als X-Kern werden daher
Experimente zur Hyperpolarisation von *N durchgefiihrt.

Die Messungen erfolgen bei einer Motorposition von 8900, da an dieser Position die beste
Kontrolle {iber das Magnetfeld im u-Metallschild vorliegt. In Abbildung 24 sind vergleichend
ein thermisches und ein hyperpolarisiertes Spektrum bei 500 nT nach Wasserstoffzufuhr, in
Anwesenheit von IrIMes, von °N-Pyridin dargestellt. Beide wurden nach einen %—Puls auf dem

15N-Kanal aufgenommen.
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Abbildung 24: Vergleich eines 16 Scan Spektrums von thermisch polarisiertem Pyridin und einem Ein-Scan Spektrum
von hyperpolarisiertem Pyridin. Die Hyperpolarisation erfolgt mittels SABRE-SHEATH nach einer Wasserstoffzufuhr
bei 500 nT, einer Probe von 61 uM ">N-Pyridin und 2 mg/mL IrIMes in Aceton-de.

In Abbildung 24 ist (oben) in einer 5-fachen Vergroferung ein Spektrum von thermisch
polarisiertem Pyridin nach 16 Scans abgebildet. Darunter ist das Spektrum des
hyperpolarisierten Zustandes der gleichen Probe dargestellt. Das Signal bei 300 ppm lasst sich
der chemischen Verschiebung des >N von freiem Pyridin zuordnen. Das Signal bei 255 ppm
wird dem Katalysator-Pyridin-Komplex zugeordnet. Die Signalverstarkung fiir das intensive
Signal bei 300 ppm wurde zu 1668 bestimmt. Damit wurde erfolgreich gezeigt, dass der SOT
auf 1°N ebenfalls in guter Qualitat moglich ist.
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5.2.2. Limits der >N Sensitivitat

Die erhohte Sensitivitét, die durch das SABRE-Setup erreicht werden kann, wird anhand von
Messungen mit geringen Konzentrationen an Pyridin in Abbildung 25 gezeigt. Dafiir werden
die bereits untersuchten Reaktions- und Transferbedingungen zur Aufnahme verwendet. Einzig
die Konzentration des '>N-markierten Pyridin wird von 61 uM (Abbildung 24) auf 20 uM
verringert. Zusétzlich wird eine Probe mit 200 uM Pyridin mit natiirlicher *N-Haufigkeit
vermessen. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Abbildung 25 gezeigt.
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Abbildung 25: Darstellung der >N-Spektren, einer 20 uM '>N-Pyridinprobe, sowie einer 200 uM Pyridinprobe mit
natirlicher Haufigkeit von '>N.

Die beiden in Abbildung 25 gezeigten °N Spektren zeigen nach je einer Ein-Scan-Messung die
erwarteten *N-Pyridinsignale. Beide Proben wurden nach 20 s p-Hx-Zufuhr bei 200 nT an der
Position 8900 im u-Metallschild aufgenommen. Das Spektrum A zeigt die Probe mit einer
I5N-Pyridinkonzentration von 20 uM. B hingegen zeigt das Spektrum von 200 uM Pyridin mit
natiirlicher ®N-Haufigkeit. Damit sind rein rechnerisch von den initial verwendeten 200 uM
Pyridin nur rund 0,8 uM Pyridinmolekiile mit dem NMR-aktiven !*N-Isotop in der Probe
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enthalten. Die Konzentration an *N-Isotopen ist also nochmals geringer, als in der gering
konzentrierten *N-isotopenmarkierten Probe. Die Aufnahme eines thermischen Spektrums der
nicht-markierten Probe ist in einem realistischen Zeitraum nicht mdglich. Die
Verstarkungsfaktoren werden errechnet unter Verwendung einer externen Standardprobe von
I5N-isotopenmarkiertem Pyridin (200uM) (Anhang 7.8.1, Abbildung 69). Der
Verstarkungsfaktor fiir A ist 145, was einer Polarisation von 0,06 % entspricht. Unter
Berticksichtigung eines Faktors von 0,37 % aufgrund der unterschiedlichen Haufigkeit der *N-
Isotopen ergibt sich fiir die Messung B € = 23643 mit einer Polarisation von 9,6 %.

Die Messungen veranschaulichen die durch Hyperpolarisation und das SABRE-SHEATH-Setup
erhaltene Moglichkeit, erfolgreich *N-Spektren von Proben mit niedrigen Konzentrationen von
I5N-Isotopen in einem Scan zu messen.

5.2.3. SABRE-SHEATH Messungen von Thiourea

Im Anschluss an die Messungen mit Pyridin wird der Aufbau an einem Anwendungsbeispiel,
dem Thiourea (Thioharnstoff) getestet.

Thiourea ist das Schwefelderivat von Urea (Harnstoff) und wird unter anderem als
(Organo)Katalysator fiir die Isomerisierung von Maleinsdure in Fumarsdure verwendet.® In
der Pharmazie wird Thiourea fiir die Umsetzung zu Thiobarbituraten!®!) verwendet, welche als
Schlaf-, Beruhigungs- oder Betdubungsmitte]l Anwendung finden. Aufgrund seiner Struktur
wire Thiourea zudem als SABRE-Marker fiir bspw. Biomolekiile geeignet. Vor diesem
Hintergrund und wegen dieser Reihe an Anwendungsgebieten stellt Thiourea ein interessantes
Molekiil fiir die Forschung dar. Sofern die Koordination an den SABRE-Katalysator moglich ist,

konnen SABRE-Experimente zur Signalverstarkung durchgefiihrt werden.

Die Koordination von Liganden, die aufgrund ihrer Struktur oder Affinitdt gering an den IrIMes-
Komplex binden, kann durch die Verwendung von DMSO oder Pyridin als schwach bindender
Hilfsstoff verbessert werden. Das sogenannte Auxiliar hilft bei der Aktivierung und 16st sich
anschliefend aus der Koordination. Die geschaffene freie Stelle kann von einem neuen
Liganden eingenommen werden. Bei Substraten, deren Koordinationsverhalten unbekannt ist,
kann ein Auxiliar prophylaktisch verwendet werden.

Analog zu den Messungen an Pyridin, werden zunédchst HP-Protonenmessungen durchgefiihrt
und die erhaltenen Ergebnisse in Abbildung 26 dargestellt. Gemessen wird eine Probe aus
Thiourea, IrIMes und Py als Auxiliar.
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Abbildung 26: HP-Protonenspektrum von Thiourea mittels SABRE. Zu sehen sind Pyridin als Auxiliar, IrlMes, Thiourea
und Signale vom Hydrid-Katalysator-Komplex. Rechts sind die Thioureasignale bei unterschiedlichen Motorpositionen
aufgetragen0. Alle Messungen erfolgten in Methanol-da.

In Abbildung 26 ist die fiir die SABRE-Technik typische verstarkte Emissionslinie bei 6,91 ppm
zu erkennen. Dies ist die erwartete Verschiebung fiir das Thioureasignal. Daneben kénnen
Signale des Auxiliars Pyridin detektiert werden. Der Katalysator zeigt im Bereich von 1 bis
5 ppm NMR-Signale. Im Bereich von -19 ppm werden ebenfalls Antiphasensignale detektiert.
Signale, die in diesem Bereich auftreten, konnen typischerweise Hydriden zugeordnet
werden.®? Daher wird vermutet, dass es sich bei diesen Resonanzlinien auch hier um Hydride
handelt, die an den SABRE-Katalysator gebunden sind. Das Auftreten wird nicht weiter
untersucht.

In Abb. 26 rechts ist zudem eine Vergrolderung des Thioureasignals nach Wasserstoffzufuhr bei
unterschiedlichen Motorpositionen abgebildet. Dabei fillt auf, dass sich das Signal von einem
Absorptionssignal erst nach mehreren Messungen in das erwartete Emissionssignal verdndert.
Hier wird zundchst vermutet, dass der Aufenthalt im u-Metallschild wiahrend der 10s p-Ho»-
Zufuhr zu kurz war und das thermische Signal noch dominiert, denn die Probenkonzentration
wurde fiir 1*C-Messungen gewdihlt und ist damit ausreichend hoch, um in einem Scan Signale
von thermisch polarisierten Protonen zu messen. Die allgemeine SABRE-Aktivitat ist jedoch an
dieser Stelle gezeigt worden.

Im Anschluss an die Protonenmessungen erfolgen Messungen mit einem Polarisationstransfer
auf 13C. Aufgrund eines thermischen Spektrums einer hoherkonzentrierten Probe von Thiourea
(*3C in natiirlicher Haufigkeit) wird ein einzelnes Signal bei 184 ppm erwartet (Abb. 27A). Die
SABRE-SHEATH-Messung wird bei einer Motorposition 8900 und 200 nT durchgefiihrt. Die
erhaltenen Spektren sind in Abbildung 27 aufgetragen.
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Abbildung 27: Vergleich eines thermischen {'H}-'3C-Spektrums von Thiourea nach 128 Scans und einem mit SABRE-
SHEATH hyperpolarisierten Thiourea-'3C-Spektrum nach 1 Scan.

In Abbildung 27B kénnen mehrere *C-Signale in der SABRE-Messungen detektiert werden.
Beim Signal bei 184 ppm handelt es sich um das erwartete frei in der Losung vorliegende
Thiourea. Bei 182 und 179 und 151 ppm konnen ebenfalls Signale detektiert werden. Hier wird
vermutet, dass es sich dabei um Thiourea handelt, welches in unterschiedlicher Ausrichtung an
den Katalysator koordiniert, da die Signale nicht das typische Aufspaltungsmuster aufweisen,
das aus der Koppelung mit Protonen entstanden sein konnte und spater auch bei 'H-
entkoppelten Spektren auftritt. Im Vergleich zum thermischen Spektrum kann, unter
Beriicksichtigung der unterschiedlichen Konzentrationen, eine Verstarkung von ungefdahr 189
erreicht werden, was einer gesamten Polarisation von 0,19 % entspricht.

Nachfolgend soll untersucht werden, bei welcher Magnetfeldstidrke der SOT fiir Thiourea das
Maximum beziiglich des Signalintegrals aufweist. Dazu werden zwei Messreihen bei Position
8900 mit variierenden Magnetfeldstdrken durchgefiihrt. Der Bereich von 500 nT bis -500 nT
wird in 100 nT Schritten getestet (Rot, rund), sowie 300 nT bis -300 nT in 10 nT Schritten
(Blau, eckig). Die Integrale der erhaltenen Signale bei 184 ppm werden in Abbildung 28 gegen
die Magnetfeldstarke aufgetragen.
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Abbildung 28: Auftragung von '3CSignalintegralen gegen die wahrend der Begasung verwendeten
Magnetfeldstarke zur Ermittlung optimaler Bedingungen des SOT. Als rote Punkte dargestellt sind die Ergebnisse im
Magnetfeldbereich von 500 nT bis =500 nT, in 100 nT Schritten. In blauen Vierecken dargestellt sind die Ergebnisse
im Bereich von 300 nT bis -300 nT, in 10 nT Schritten.

Beide Messreihen zeigen fiir hyperpolarisiertes Thiourea einen dhnlichen Trend. Dabei liegt das
Maximum der erhaltenen Signalintegrale fiir beide Messreihen zwischen -100 nT und -200 nT.

Trotz Verwendung des optimalen Magnetfeldes fiir den SOT kann bei einer Detektion von °N-
Kernen erwartungsgemaf kein NMR-Signal erhalten werden. Das >N-Isotop hat eine zu geringe
natiirliche Haufigkeit und ein ebenfalls geringes gyromagnetisches Verhaltnis, was die NMR-
Aufnahme deutlich erschwert. Hier miisste zunidchst eine Isotopenmarkierung oder eine
Erhohung der Probenkonzentration erfolgen, neben weiteren Anpassungen des
Reaktionsansatzes und anderer Parameter.
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5.2.4. PHIP-SHEATH an Dimethylacetylendicarboxylat (DiMeADC)

Die apparative Durchfithrung von PHIP-Messungen erfolgt analog zu den SABRE-Messungen.
Hypothetisch betrachtet konnte dann auch im Anschluss an ein h-PHIP-Experiment die
induzierte Polarisation auf 3C iibertragbar werden. Auf Basis dieser Hypothese wird das
beschriebene SABRE-SHEATH-Setup fiir PHIP verwendet.

Dazu wird die Hydrierung von Dimethylacetylendicarboxylat (DiMeADC) betrachtet. Das
entstehende Dimethylmaleinat (DiMeMa) bildet im Bereich der neuen Bindungen ein AA‘B-
Spinsystem, analog zu Maleinsdure, dem cis-Isomer der Butendisdure.!”? Das Isomer
Dimethylfumarat (DiMeF), ist aufgrund seiner pharmazeutischen Anwendung als
Therapeutikum bei remittierender multipler Sklerose von wissenschaftlichem Interesse. %
DiMeMa und DiMeF sind Strukturderivate von Fumarsiure (trans-Butendisdure) und Fumarat,
welches als hyperpolarisiertes Kontrastmittel in der MRT erforscht wird.®?
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Abbildung 29: Protonen- und '3CSpektren der Hydrierung von DiMeADC zu DiMeMa. Links: Gemessene
Protonenspektren von DiMeMa (1-5) im Vergleich zum thermischen Protonenspektrum (je 1 Scan). Rechts:
Gemessene '3C-Spektren (1 Scan) im Vergleich zum thermischen 3C-Spektrum (64 Scans).

Abbildung 29A zeigt die erhaltenen Protonenspektren nach je 10 s Hydrierung bei ungefdhr
500 nT. Es konnen die SABRE-typischen Emissionslinien detektiert werden, entgegen der
Erwartung von Antiphasen PHIP-Signalen. Die Messung wurde fiinf Mal wiederholt mit dem
Ergebnis, dass das HP-Signal (6,2 ppm) mit voranschreitender Reaktion geringer wird. PHIP ist
eine irreversible Technik, die Edukt verbraucht. Die gleiche Signalintensitdt kann nur durch ein
Wechseln auf eine frische Probe erreicht werden. Das aufgenommene thermische Spektrum
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zeigt kein HP-Signal und auch kein thermisches Signal an der gleichen Position, daher wird die
Signalverstarkung am messbaren Losungsmittelsignal als interner Standard errechnet. Das
hyperpolarisierte Signal der ersten Messung erreicht eine Verstarkung von ungefdhr 550.

Die gezeigte Hyperpolarisation des Protonensignals mit dem Setup eroffnet die Moglichkeit des
Polarisationstransfers auf '*C-Kerne. In Abbildung 29B wird ein erhaltenes '*C-Spektrum
gezeigt. Die Hydrierung erfolgt analog zur Protonenmessung bei der Motorposition 8500 und
500 nT, nach 10 s p-Ha-Zufuhr. Mittels eines einzelnen Scans kann bei einer Verschiebung von
165 ppm das HP-Signal des Carbonylkohlenstoffs, des Hydrierprodukt detektiert werden. Der
Polarisationstransfer auf *C ist damit nachgewiesen. Ein thermisches Signal kann in einer
anschlieRenden Messung (5 min spater) nach 64 Scans detektiert werden. Diese beiden *C-
Signale bei 165 ppm werden miteinander verglichen, die erhaltene Signalverstdrkung nimmt
einen Wert von 8 an.

5.2.5. Apparative Herausforderungen

Der héaufige Gebrauch des Schrittmotors erzeugt eine mechanische Belastung auf den
Probenkopf und die Klemmbhalterung des Spektrometerinnenrohres. Durch das schnelle
Transportieren, sowie das abrupte Abbremsen der Probe, kommt es zu einer Kraftiibertragung
und in seltenen Féllen zum Aufsetzen der Probenhalterung auf der Verjiingung des Innenrohres.
Dies resultiert wiederholt in Schdden am Spulenbereich des Probenkopfes und fiihrt zu einem
Absacken des gesamten Innenrohres inklusive der Shimrohre und des Probenkopfes um bis zu
10 mm. Dies sorgt wiederum dafiir, dass sich die Feldhomogenitit reduziert, bis hin zum
vollstdndigen Signalverlust.

Kontrollen des Magnetfeldes innerhalb des u-Metallschildes zeigen, dass die angelegten
Spannungen fiir die Spulen {iber die Zeit zu unterschiedlichen Feldstdrken fiihrten. Innerhalb
einer Experimentreihe bleiben die Daten zwar vergleichbar, der Vergleich von Experimenten,
welche zu verschiedenen Zeitpunkten durchgefiihrt wurden, zeigt jedoch Unterschiede in den
erhaltenen Signalintegralen (Intensitdaten) und die Messungen sind nicht mehr reproduzierbar.
Die wahrscheinlichste Erklirung fiir diese Beobachtung ist eine Anderung der Magnetfelder
innerhalb des w-Metallschilds, das sich im Laufe der Zeit durch das Streufeld des 11,7 T
Magneten aufmagnetisiert. Der Faktor der Felddnderung ist jedoch unbekannt und scheint sich
kontinuierlich zu verdndern. Die Kontrolle {iber das Magnetfeld im w-Metallschild wahrend
einer Messung ist damit stark fehlerbehaftet, da nicht bekannt ist, wie schnell und stark die
Magnetisierung des Metallschildes erfolgt.
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5.2.6. Zusammenfassung

Das SABRE-Setup mit dem automatischen Probenshuttle ermdéglicht unkomplizierte, schnelle
und zundchst reproduzierbare Messungen. Durch das automatische, motorbasierte
Transportverfahren kann eine Probe in unter einer Sekunde zwischen dem w-Metallschild und
dem Probenkopf transportiert werden. Das ermoglicht es geringe Mengen an Polarisation (von
geringen Konzentrationen) oder schnell relaxierende Polarisation (von Protonen)
aufzunehmen. Die Moglichkeit von solchen automatisierten Messungen mit reproduzierbaren
Ergebnissen, sind im Hinblick auf die rasante Entwicklung der Forschung und dem Zeitmangel
fiir die umfassende Analytik von besonderer Wichtigkeit, vor allem fiir industrielle
Anwendungen.

Das eingebaute u-Metallschild ermoglicht es unterschiedlichste, magnetfeldabhédngige, SOT-
basierte Messungen durchzufiihren, mit guten Ergebnissen. Protonenmessungen sind weiterhin
ohne Aufwand moglich. Mit dem Setup ist es zudem méglich in einem einzelnen Scan *C-
Spektren von Proben, mit 3C in natiirlicher Haufigkeit, zu detektieren, ohne grofse Mengen an
Substrat zu verwenden. Selbst Messungen von hyperpolarisiertem °N sind mittels eines Scans
moglich. Dabei kann eine ®N-Isotopenmarkierung hilfreich sein, wie Messungen ohne *N-
Isotopenmarkierung an Pyridin gezeigt haben. Weiter werden die 'H- und '*C-Signale zweier
Proben, Thiourea und DiMeADC, erfolgreich verstérkt. Fiir Thiourea mit SABRE-SHEATH kann
eine '3C-Signalverstdrkung von mindestens 189 erreicht werden. Fiir DiMeADC mit PHIP-
SHEATH wird eine '*C-Verstirkung von 8 erreicht.
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5.3. Neuanordnung der Apparatur

In diesem Kapitel werden die Losungsansitze vorangegangener Herausforderungen dargestellt
und anschlielend PHIP- und SABRE-Messungen an der weiterentwickelten Apparatur gezeigt,
sowie die Ergebnisse diskutiert.

Im Hinblick auf geplante Erweiterungen um einen weiteren NMR-Magneten und zur Erhéhung
der Stabilitat des Nullfelds, sowie zur Pravention von Schdden am NMR-Probenkopf, wird das
w-Metallschild auBerhalb der Fiinf-Gauf3-Linie des Hochfeldspektrometers positioniert. Dadurch
wird einer Magnetisierung des Metallschildes entgegengewirkt. Des Weiteren fallt die
mechanische Belastung durch das Probenshutteln weg. Das u-Metallschild wird entmagnetisiert
und das Nullfeld fiir die neue Position eingestellt. Es erreicht ein tatsdchliches Minimum von
2 uT. Dieser Umbau geht mit neuen Herausforderungen einher, wie der Positionierung der
Probe im w-Metallschild, dem Probentransport und einem neuen AU-Programm fiir die
automatische Steuerung.

Abbildung 30 zeigt einen Uberblick iiber die Apparatur nach dem Umbau. Die Apparatur kann
in drei Bereiche unterteilt werden: (A) Der Parawasserstoffgenerator, (B) die Ventilschaltung
(inkludiert den manuellen Bereich und den Magnetventilbereich), und (C) das u-Metallschild
und der Detektionsbereich.

A B
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Abbildung 30: Aufbau der Hydrierapparatur unter Verwendung des Metallschilds, mit manuellem Transfer der
Probe in das HF-Spektrometer.

Durch den Umbau treten neue Herausforderungen auf, die zwecks reibungsloser
Verwendbarkeit der Apparatur iiberwunden werden miissen. Um einen Polarisationstransfer
auf X-Kerne zu ermoglichen wird ein MFC verwendet, der das minimal einstellbare Magnetfeld
von 2 uT beinhaltet. Der MFC deckt den ZULF-Bereich ab und wird folgend als ZULF-MFC
bezeichnet. Abbildung 31 zeigt den ZULF-MFC und die parallel erfolgenden Gasoperationen
wahrend eines Experiments.
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Abbildung 31: Darstellung der unterschiedlichen Magnetfelder des automatisierten ZULF-MFC im p-Metallschild und
die parallelen ablaufenden, automatisierten Gasstréme, die vor der Detektion durchlaufen werden.

Im Anschluss daran liegt der Probentransport zwischen dem u-Metallschild und dem NMR-
Magneten im Fokus der Optimierung. Dieser erfolgt bei diesem Aufbau (Abbildung 30) manuell,
wodurch die mechanische Belastung auf dem Probenkopf wegféllt. Allerdings koénnten
unterschiedlich lange Wartezeiten und Aufbewahrung der Probe im Erdmagnetfeld den SOT
beeinflussen. Damit der Transport selbst reproduzierbar bleibt und sich nicht unterschiedlich
auf die Experimente auswirkt, wird eine vorgegebene Zeit von 20s fiir den Transport
eingeplant.

Das Timing der Hydrierung, des MFCs, der Transportzeit und dem Start der Messung
iibernimmt ein neu entwickeltes AU-Programm (Fieldsweepaul). Eine gekiirzte Version ist in
Abbildung 32 grafisch zusammengefasst.

Fieisweepaut  Start des Au-Programmes
Verzogerungszeit

Start der Wasserstoffzufuhr

Eigenes AU:

P-H,- Zufuhrzeit bH2_Fieldsweep

Stopp der Wasserstoffzufuhr

0T

..—"" Durchfiihrung MFC

%O
g; Verzogerungszeit

90°

v .} Start des Pulsprogramm

Abbildung 32: Skizze der unterschiedlichen Operationen, die in dem Haupt-AU-Programm (Fieldsweepaul)
zusammengefasst sind.

v

Probentransport zum Magneten
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5.3.1. PHIP fiir Ein-Scan 3C-Spektren von DiMeADC

Vorangegangene Experimente mit DiMeADC haben bereits gezeigt, dass ein SOT auf '*C
prinzipiell moéglich ist. Nach der Umstrukturierung der Apparatur und den anschliefSenden
Optimierungsschritten erfolgen die ersten PHIP MFC-SOT Experimente an dieser Probe.

Diese Experimente zeigen eine neue Problematik auf. Die Positionierung der Probe im Schild
erwies sich als unzureichend reproduzierbar. Durch den vorherigen SABRE-Aufbau ist bekannt,
dass die Positionierung im Magnetfeld einen Einfluss auf den Polarisationstransfer hat. Die
genauen Magnetfelder an Positionen auf3erhalb des Zentrums des Schildes sind wéhrend des
MFC nicht bekannt und koénnen nicht direkt kontrolliert werden. Ist die Probe zu hoch
(Abbildung 33A) oder zu niedrig positioniert (Abbildung 33B), erzeugt der Transfer bereits in
einem Scan ein '*C-Signal, allerdings mit geringer Signalintensitdt. Zum Vergleich wird die
DiMeADC Probe in eine abgeschétzte Mittelposition in das Schild gebracht (Abb. 33C). Eine
genaue Ausmessung innerhalb eines schnell ablaufenden Experiments wére zeitlich nicht
moglich. Diese Abschétzung der Mittelpositionen stellt allerdings einen systematischen Fehler
in der Datenerhebung dar. Daher wird eine Probenhalterung entwickelt, um die
reproduzierbare Positionierung der Probe in dem ausgemessenen Mittelbereich im u-
Metallschild zu garantieren (Abb. 33 Insert). Das Insert wird in seiner Bauart so ausgerichtet,
dass die Probenlosung im Zentrum des kontrollierten Magnetfeldbereiches fixiert wird. Die
anschliel3end erhaltenen Messergebnisse werden in Abbildung 33D gezeigt.
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Abbildung 33: Skizze des p-Metallschildes sowie die Markierungen der Positionen A-D flr die Untersuchung des
Einflusses unterschiedlicher Positionen im p-Metallschild auf das Ergebnis des SOT. Die nach einem Scan erhaltenen
13C- Spektren (A-D) sind abgebildet, ebenso das entwickelte Insert fir eine vorgegebene Probenpositionierung.
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In Abbildung 33A-D werden jeweils die *C-Messergebnisse der Hydrierung von DiMeADC mit
20 s p-Ha bei etwa 10 uT und einem anschlie@endem ZULF-MFC gezeigt. Die hyperpolarisierten
Signale sind die fiir h-PHIP typischen Antiphasensignale. Werden die Signalintensititen der
erhaltenen DiMeMa-Signale (130ppm; 165ppm) miteinander verglichen, koénnen
erwartungsgemald die intensivsten Signale nach der Verwendung des ZULF-MFC-SOT im
Zentrum des u-Metallschild erhalten werden (Abbildung 33D). Alle Spektren zeigen die
Messergebnisse einer nicht 'H-entkoppelten ein-Puls *C-Messung nach einem Scan. Da keine
thermischen Spektren von dieser DiMeMa-Probe aufgenommen werden konnten, werden die
Verstarkungsfaktoren gegen das Acetonsignal (205 ppm) als interner Standard abgeschatzt.

Tabelle 6: Zusammenfassung der Ergebnisse fiir den Verstarkungsfaktor €, die daraus resultierende HP in % und die
ungefdhre Zeitersparnis flr die HP-Messung gegentiber einer thermischen Messung.

A B C D
€ 20 96 184 288
HP in % 0,02 0,10 0,19 0,29

Zeitersparnis in min 418 9239 33810 82854

Zeitersparnis in Tagen 0,29 6,4 23,5 57,5

Die Experimente, die nicht im Zentrum des Schilds stattfanden, zeigen einen schwécheren SOT.
Die abgeschitzte Mittelposition C stellt bereits eine Verbesserung dar. Die durch das Insert
optimierte Position D zeigt eine um 1450 % grofere Polarisation als die Position A.

Der Vergleich mit den bereits erhaltenen Ergebnissen fiir DiMeADC (Kapitel 5.2.4) zeigt eine
deutliche Erhohung des Verstarkungsfaktors durch das Einrichten des u-Metallschildes an der
neuen Position. Neben der Hardwareoptimierung konnen die Parameter der
Hydrierungsreaktion optimiert werden. Ein einfacher erster Schritt fiir eine groRere !3C-
Polarisation ist die Erh6hung der Hydrierungsdauer, um eine moglichst hohe Polarisation der
Probe zu erzielen. Wird eine Hydrierungsdauer von 60 s statt 20 s aufgewendet, kann folgendes
Spektrum (Abbildung 34) erhalten werden.
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Abbildung 34: {'H}-'3C-Spektrum von DiMeADC nach 60 s Hydrierung und dem ZULF-MFC im p-Metallschild zur
Demonstration einer Messung mit langerer Hydrierungszeit. A zeigt das gesamte Spektrum und B zeigt eine
VergréBerung des markierten Bereichs. Aufgenommen in Aceton-ds.

Diese Messung ist ein Beispiel fiir den Einfluss von Magnetfeld und Hydrierzeit auf die
Ergebnisse. Alle Kohlenstoffkerne (a-c) befanden sich fiir den SOT in dem gleichen Magnetfeld,
dennoch zeigt das Signal bei 165 ppm (Carbonylkohlenstoff, b) die intensivste Verstarkung und
ist zudem ein reines Emissionssignal. Das Methylgruppensignal (52 ppm, a) erfihrt kaum
Verstarkung. Auf Basis der Grundlagen zum LAC wird vermutet, dass der gewahlte MFC fiir den
13C-Kern von a die Bedingungen fiir einen Transfer nicht erfiillt. Der MFC ist auch fiir den
Transfer auf ¢ nicht optimal, da dies zwar hyperpolarisiert, aber als Antiphasensignal detektiert
wird. In Abbildung 33D, bei welcher der gleiche MFC verwendet wird, ist das Signal bei
130 ppm (c) das, welches am intensivsten und in Phase detektiert wird. Der Transfer zeigt damit
eine Zeitabhédngigkeit. Bei einer ldngeren Hydrierzeit, und damit einer langeren Verweilzeit im
wu-Metallschild, wird die Polarisation auf dem Carbonylkohlenstoff (165 ppm, b) erhoht. Dieser
Effekt kann verwendet werden, um einen selektiven MFC zu entwickeln.

Fiir diese Hydrierung von DiMeADC konnte eine Verstdarkung von 3390 und eine Polarisation
von 3,42 % erhalten werden. Um das Signal bei 165 ppm im thermischen Spektrum mit
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gleichem Integral messen zu konnen, miisste eine Messzeit von 21,8 Jahren aufgewendet
werden.

5.3.2. PHIP-SHEATH von Fmoc-L-Tyrosin(Propargyl)-OH

Mit dem gezeigten Aufbau als Grundlage und den Erfahrungen und Ergebnissen der
vorangegangenen Experimente mit DiMeADC soll ein (ZULF-)MFC-SOT anhand eines
Anwendungsbeispiels durchgefiihrt werden. Als Anwendungsbeispiel wird Fmoc-L-
Tyrosin(Propargyl)-OH (Einbuchstabencode fiir Tyrosin: Y) verwendet. Dieses wurde bereits
als mogliches PHIP-Label fiir bioaktive Peptide!®*#!! untersucht. Die erfolgreiche Verstarkung
durch h-PHIP auf Protonen ist fiir diese Probe bereits gezeigt worden!®**!), weshalb an dieser
Stelle auf eine Wiederholung verzichtet wird. Der Fokus liegt damit auf einer Signalverstarkung
der!'3C-Signale.

Bei einem Substrat-zu-Katalysator-Verhéiltnis von 4:1 kann '3C-Hyperpolarisation detektiert
werden. Das resultierende Spektrum ist in Abbildung 35B gezeigt. Zum Vergleich werden in
Abbildung 35 zudem das Ausgangspektrum A von Fmoc-Y(Propargyl)-OH und das
Produktspektrum C einer Fmoc-Y(Allyl)-OH-Probe gezeigt.
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Abbildung 35: '3C-NMR-Spektren von (A) thermischem Fmoc-Y(Propargyl)-OH, (B) '*C-PHIP-NMR-Spektrum von
Fmoc-Y(Propargyl)-OH und (C) von thermischem Fmoc-Y(Allyl)-OH, welches als Produkt des ersten
Hydrierungsschrittes von Fmoc-Y(Propargyl)-OH hervorgeht. Zusatzlich gezeigt sind die Strukturformel unter Angabe
der chemischen Verschiebung der relevanten Signale zur besseren Differenzierung zwischen dem Produkt und dem
Edukt im PHIP-Spektrum (1 Scan, 10x vergréBert).
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Die erhaltenen Signale bei 157 ppm und 133 ppm koénnen dem Allylether des Produkts
zugeordnet werden. Dazu wird Spektrum C verwendet. Zudem konnen die in Messung C
erhaltenen Signale von Fmoc-Y(Allyl)-OH als externer Standard verwendet werden, um eine
Verstarkung der Signale aus Messung B zu ermitteln. Es wird die Verstarkung der Signale bei
133ppm und 157 ppm berechnet. Tabelle 7 fasst alle errechneten Ergebnisse fiir den
Verstarkungsfaktor €, der HP in % und die theoretische Zeitersparnis zusammen.

Tabelle 7: Zusammenfassung des Verstarkungsfaktors €, der HP in % und der Zeitersparnis, fiir die Signale der HP-
Allylfunktionalitat.

133 ppm 157 ppm

€ 27 55
HPin% 0,03 0,06
Zeitersparnis in min 745 3003

Mit dem gezeigten Aufbau und der MFC-SOT Technik ist es damit moglich, das PHIP-Label
nicht mehr ausschlieflich iiber Protonenmessungen, sondern auch iiber die !*C-Kerne zu
detektieren. Dies ist im Hinblick auf zweidimensionale Messungen von Interesse, ebenso wie
fiir Messungen, die ohne Hyperpolarisation unwirtschaftlich lange Messzeiten bendétigen
wiirden. Es entstehen neue Moglichkeiten fiir Strukturbestimmungen, die allerdings nicht Teil
dieser Arbeit sind.

Weitere Erhohungen der Signalverstirkung und des SNR unterliegen der Optimierung der
Probenzusammensetzung und Reaktionsparameter, was kein Bestandteil der vorliegenden
Arbeit ist. Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Erth6hung und dem Verstédndnis des SOT. Hierzu
wird Propargylalkohol als Analyt verwendet. Dies stellt den Baustein einer ungesattigten
Bindung dar, der als PHIP-Label durch eine Etherbindung an Fmoc-Y gebunden wird, um obiges
Fmoc-Y(Propargyl)-OH zu bilden.

Abbildung 36A und B zeigen '3C-Spektren von Propargylalkohol und dem Hydrierprodukt
Allylalkohol. Abschnitt C zeigt ein hyperpolarisiertes Spektrum von der Hydrierung von 14 mM
Propargylalkohol nach 30 s.
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Abbildung 36: Darstellung von (A) Propargyl- und Allylalkohol (B) (Entnommen aus Datenbank!84); sowie das HP-
Spektrum (1 Scan) einer Hydrierung von 14 mM Propargylalkohol nach 30 s p-H2 und einem ZULF-MFC in Methaol-ds
unter Anwesenheit des Katalysators fur die PHIP Messungen.

Wie in Abb. 36C zu sehen, konnen durch den MFC-SOT alle im Molekiil enthaltenen *C-Kerne
hyperpolarisiert werden. Die durch den Transfer gegebene Hyperpolarisation ist dabei
ausreichend dafiir, dass selbst eine geringe Konzentration detektiert werden kann.

Die Verstarkungsfaktoren € fiir die Signale der jeweiligen *C-Kerne werden unter Zuhilfenahme
des Losungsmittels als interner Standard berechnet. Die erhaltenen Ergebnisse, sowie die
errechnete HP in % und die Zeitersparnis werden in Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabelle 8: Zusammenfassung der Verstarkungsfaktoren €, der HP in % und der Zeitersparnis fir die Signale des HP-
Allylalkohols.

a b c
€ 1934 4106 459
HP in % 1,95 4,15 0,46

Zeitersparnis in min 3739138 16859270 210997

Zeitersparnis in Jahren 7 32 0,4

Nachdem gezeigt wurde, dass h-PHIP mit anschliefendem MFC-SOT und Detektion auf
13C-Kerne mit grofler Verstirkung moglich ist, wird die SABRE-SHEATH-Fahigkeit der
Apparatur iiberpriift.
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5.3.3. SABRE-SHEATH von Thiourea

In diesem Kapitel wird sich zunéchst auf die Hyperpolarisation von Thiourea beschrankt. Der
schnelle Shuttletransfer mittels Schrittmotor zwischen HF und Nullfeld wird durch einen
manuellen Transport (ca. 20s) ersetzt. Zundchst wird daher getestet, ob diese Technik
funktioniert und weiterhin hyperpolarisierte Signale detektiert werden konnen. Fiir die
gezeigten Messungen bleibt das Feld im w-Metallschild auf 2uT statisch. Wahrend des
Transports findet eine (langsamere) adiabatische Feldinderung statt, was nach der LAC-
Theorie einen verstirkenden Einfluss auf den SOT haben konnte.

Die Messungen erfolgen zunéchst unter Einsatz von DMSO als Auxiliar, da dessen !*C-Signal
bei einer Verschiebung von 40 ppm zu detektieren ist, und damit nicht im Bereich des
interessanten Thioureasignal (185 ppm) liegt (Abbildung 37A, B). Bei einer vergleichenden
Messreihe wird auf das Auxiliar verzichtet, um eventuelle Unterschiede zu detektieren (Abb.37
C, D).

A mit DMSO C ohne DMSO S
HZNJ\NHz
Thiourea
Thermisch Thermisch
128 NS 128 NS
SNR 29 SNR 27
B D
HP HP
1 NS 1 NS
SNR 36 SNR 41
x10 x10
T T T T T T T T T T T
190 185 180 190 185 180
13C chemische Verschiebung in ppm | 13C chemische Verschiebung in ppm

Abbildung 37: Ausschnitte aus den thermischen 3C-Spektren von thermischen Thiourea (A und C), sowie die Spektren
der SABRE-SHEATH-Messungen (nach Hydrierung bei 2 uT) mit DMSO (B) und ohne DMSO (D). (vollsténdige Spektren
im Anhang in Abbildung 65). Die '3C{'H}-Messungen wurden aufgenommen in Methanol-d4.
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In Abbildung 37 ist das jeweils erhaltene *C-Spektrum der erfolgten Messungen an Thiourea
aufgetragen. Spektrum A und C zeigen jeweils einen Ausschnitt aus den thermischen Spektren,
die nach 128 Scans detektiert wurden. Spektrum B und D zeigen jeweils einen Ausschnitt der
Spektren nach den SABRE-SHEATH-Experimenten nach je einer Ein-Scan-Messung. Die
erhaltenen 'C-Spektren des hyperpolarisierten Thiourea werden als Absorptionssignal
erhalten. Eine thermische Aufnahme gleicher Signale in nur einem Scan ist nicht moglich, daher
kann eine Verwechselung ausgeschlossen werden.

Tabelle 9 fasst die Verstarkungsfaktoren €, sowie die erreichte prozentuale Hyperpolarisation
und die theoretische Zeitersparnis zusammen.

Tabelle 9: Zusammenfassung des Verstarkungsfaktors €, der HP in % und der Zeitersparnis fiir die Messungen an
Thiourea.

B D
Mit DMSO Ohne DMSO
€ 18 18
HP in % 0,02 0,02
Zeitersparnis in min 325 325

Die Messungen zeigen zum einen, dass SABRE-SHEATH induzierte *C-Polarisation weiterhin
uneingeschrankt moglich ist. Zudem zeigen die Messungen, durch das Erreichen gleicher
Verstarkungsfaktoren, dass DMSO als Auxiliar fiir dieses Experiment keinen Einfluss auf den
SOT hat. Miisste erst eine Koordination von DMSO an den Katalysator erfolgen, bevor Thiourea
koordinieren kann, wiirden geringere Signale bei den Messungen ohne DMSO erwartet werden.
Da dies nicht der Fall, ist konnte gezeigt werden, dass Thiourea kein Auxiliar zur Koordination
an den SABRE-Katalysator benotigt. Gleichzeitig kann an diesen Messungen die
Reproduzierbarkeit der experimentellen Durchfithrung gezeigt werden. Der Verstarkungsfaktor
von 18 ist allerdings um ein 11-faches niedriger als der, der bei 10 s p-H> mit dem Shuttle nach
einer optimierten Messung erreicht wurde (€=189). Daher wird nachfolgend getestet, welche
Verstarkung erreicht werden kann, wenn die p-Hz Zufuhr auf 60 s verlangert wird.
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Abbildung 38: '3C-Spektren von thermisch polarisiertem Thiourea (A), sowie das SABRE-SHEATH-Spektrum B und die

Auflistung von €, HP in % und der Zeitersparnis. Die '3C{'H}-Messungen wurden aufgenommen in Methanol-da.

Durch einfache Verlangerung der p-Hi-Zufuhrzeit konnte die prozentuale Polarisation der
Probe erhoht und das Signal weiter verstarkt werden.
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5.3.4. SABRE-SHEATH von Pyridin

Nach dem erfolgreichen Transfer der Spinordnung auf '3C, ist die Untersuchung des Transfers
auf N von Interesse.

Eine Probe von °N-Isotopenmarkiertem Pyridin wird dafiir verwendet. Fiir einen Test eignet
sich diese Probe eher, als eine Probe von Pyridin mit natiirlicher H&ufigkeit an N. In
nachfolgender Abbildung sind die erhaltenen *N-Spektren dargestellt.

Thermisch
64 NS

HP
1NS
SNR 528

Thermisch
8 NS
SNR 3

309 308 307 306 305 304 303 302 301 300 299 298 297 296 295
15N chemische Verschiebung in ppm

Abbildung 39: Vergleich eines thermischen Spektrums A nach 64 Scans und dem (1 Scan) hyperpolarisierten >N-
Spektrum B von >N-Pyridin, nach 60 s Hydrierung bei 2 uT. Spektrum C zeigt eine thermische Messung der Probe mit
verlangerter Pulsdauer. Alle Spektren wurden ohne Entkopplung und in Methanol-d4 aufgenommen.

Die Detektion von thermisch polarisiertem Signal im Spektrum A war nach 64 Scans nicht
moglich. Nach Zufuhr von p-H, bei 2uT und anschliel3ender Messung mit denselben
Akquisitionsparametern, kann ein *N-Signal bei 300 ppm detektiert werden. Dieses Signal ist
das erwartete >N-Pyridin mit erkennbarem Aufspaltungsmuster. Zur groben Abschitzung eines
Verstarkungsfaktors wird die Anregungspulsdauer von 30 us auf 60 us verldngert, um bei einer
anderen Auslenkung thermisch polarisiertes Signal von >N zu erhalten. Unter der Annahme,
dass Spektrum C ein thermisches ®N-Spektrum zu B darstellt, wird der € zu 212 errechnet. Die
Polarisation der Probe entspricht nach der Hyperpolarisation einem Wert von 0,09 %.
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5.3.5. Zusammenfassung

Die Neugestaltung der Apparatur hat zur Folge, dass das u-Metallschild an einem anderen Ort
im Raum positioniert ist. Durch den Umbau ist das u-Metallschild besser zuganglich fiir die
Magnetsonde und schnelle Kontrollen des Magnetfelds. Fiir diesen Ort wird das Nullfeld neu
eingestellt und anschliefend die nullfeldbasierten Experimente wiederholt. Weiter wird ein
neues AU-Programm geschrieben, dass die Automatisierung der Gasstréome und den Start der
Messung, sowie den neuen Transport beriicksichtigt und die Abfolge so miteinander verkniipft,
dass der Experimentator nur den Transport durchfiihren muss. Der manuelle Transport erfolgt
langsamer und durch das Streufeld des 11,7 T Magneten entsteht eine Felddnderung iiber einen
groeren Magnetfeldbereich. Dabei wird vermutet, dass der neue Transport verringernde
Auswirkungen auf die detektierbare Intensitdt der Signale hat, da wahrend der verldngerten
Transportzeit die Relaxation der Polarisation voranschreitet. Durch die langsamere Relaxation
der X-Kerne kann dennoch Signal detektiert werden. Da der Umbau nur die Durchfiihrung von
Hyperpolarisationstransferexperimenten im Nullfeld und nahe-Nullfeld betrifft, ist die
verlangerte Transportzeit unerheblich fiir die Detektion von Protonen. Die ersten HP-'*C-
Messungen werden an DiMeADC durchgefiihrt. Mit Hilfe dieser Messungen wird die
Probenposition im u-Metallschild standardisiert und optimiert. Ein Insert wird designed und im
Vergleich zu unterschiedlichen Probenpositionen getestet. Nach der Optimierung durch das
Insert wird ein Verstdrkungsfaktor € von 288 und damit eine *C-Polarisation von 0,29 %
erreicht. Nach Optimierung der Reaktionszeit kann ein € von 3390 erreicht werden. Bei diesen
Experimenten sorgt der Umbau fiir erhohte Verstiarkungen der 3C-Signale im Vergleich zu vor
dem Umbau. AnschlieRend wird Fmoc-Y(Propargyl)-OH getestet. Dies zeigt bei einem Substrat-
Katalysator-Verhéltnis von 4:1 eine detektierbare Hyperpolarisation auf den *C-Kernen der neu
gebildeten Allylfunktionalitit. Der Verstirkungsfaktor von 55 ergibt bereits eine
Messzeiteinsparung von 50 h. Die weitere Optimierung erfolgt an einem Teilstrukturmotiv des
Fmoc-Y(Propargyl)-OH, dem Propargylalkohol. Fiir diese Probe wird ein Verstdrkungsfaktor
von bis zu 4106 erreicht, wobei jeder *C-Kern des Molekiils hyperpolarisiert wird. Nachdem an
drei Beispielen eine durch h-PHIP mit anschliefendem MFC-SOT mogliche !3C-
Hyperpolarisation gezeigt wurden, werden SABRE-SHEATH-Experiment getestet. Die
Experimente werden am Beispiel von Thiourea gezeigt. Eine *C-Verstarkung von 18 konnte
zunachst erreicht werden. Im Vergleich zwischen Messungen mit und ohne Auxiliar konnte
festgestellt werden, dass ein Auxiliar fiir Thiourea nicht notwendig ist. Eine anschlieRende
Messung ohne Auxiliar und mit ldngere p-Hz-Zufuhr lieferte einen Verstarkungsfaktor von 47.
AnschlieBend an den Test der !3C-Verstirkung von Thiourea wird versucht durch
Polarisationstransfer Hyperpolarisation auf dem N einer Pyridinprobe zu erzeugen. Das
erfolgreich erhaltene Signal erreicht eine Verstdrkung von 212.

Bei den Messungen ist aufféllig, dass sich fiir SABRE-Messungen das eigentlich charakteristische
Emissionssignal als Absorptionssignal zeigt. Die Ursache dafiir wird in dem verdnderten
Transport vermutet. Die Kernspins haben durch den langsamen Transport zusatzliche
Evolutionszeit, die bei dem Shuttle durch die hohe Geschwindigkeit nicht vorhanden war.
Zusétzlich kommt es dadurch zu ersten Relaxationsprozessen. Dass es sich bei den erhaltenen
Absorptionssignalen um hyperpolarisierte Signale handelt, ist im Vergleich zu den thermischen
Spektren ersichtlich, da eine Signalaufnahme thermischer Signale bei den Proben nicht in
einem Scan moglich war.
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Die h-PHIP-Experimente und SABRE-SHEATH-Experimente zur *C- und ®N-Verstarkung sind
nach der Neuanordnung weiterhin moglich. Die Ergebnisse nach der jeweiligen experimentellen
Durchfithrung sind reproduzierbar, trotz des manuellen Transportes, der ein erhohtes Potential
hat, Messfehler zu erzeugen. Messfehler durch Transport werden durch die strikte Taktung des
AU-Programm verhindert. Im Vergleich zu den Shuttle-Experimenten werden fiir die SABRE-
Experimente geringere Verstdrkungsfaktoren erreicht. Fiir die PHIP-Messungen hat sich der
SOT auf ¥C erhoht. Seit dem Umbau wurde keine weitere Schédigung am Probenkopf,
Aufmagnetisierung des u-Metallschildes oder ein Absacken der Fallrohre mehr beobachtet.
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5.4. Erweiterungen durch ein Benchtop-NMR-Spektrometer (1,4 T)

In diesem Kapitel wird kurz die Installation des 1,4 T BT-NMR zusammengefasst. Die aktuelle
Apparatur wird zunéchst kurz beschrieben, um einen Uberblick iiber den gesamten Aufbau zu
erhalten. Anschlieffend werden Ergebnisse von HP-Messungen unter Verwendung des BT-
Spektrometers gezeigt und mit den Ergebnissen des HF-Spektrometers verglichen. Dabei wird
sich auf die Ergebnisse des BT-Spektrometers fokussiert, da die Leistung des HF-Spektrometers
im vorangegangenen Kapitel ausfiihrlich beschrieben ist.

5.4.1. Uberblick iiber die gesamte Apparatur

Die Apparatur wird nach der Installation des BT-NMR-Spektrometers so erweitert, dass die
Aufnahme von HP-Experimenten auch mit dem BT-Spektrometer erfolgen kann. Der durch die
Erweiterung neu entstehende Versuchsaufbau besteht aus fiinf Abschnitten, die in Abbildung
40 schematisch dargestellt werden. Eine detaillierte Einzelbeschreibung zu jedem der
Abschnitte und Bauteile befindet sich in Kapitel 7.3.
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Abbildung 40: Schematische Darstellung des gesamten Versuchsaufbaus.

Der erste Teil (A) besteht aus den Gaseingdngen (Hz, D;, He) und dem
Parawasserstoffgenerator. Dieser Abschnitt erméglicht die Auswahl des Reaktionsgases (p-Ha
oder thermischer Wasserstoff) und die Wahl zwischen Helium als Inertgas oder D,-Gas. Die
Deuterium-Gasleitung wurde fiir Isotopenaustauschexperimente eingebaut. In diesem
Abschnitt wird die Vorauswahl der zu verwendenden Gase getroffen und die jeweiligen Ventile
fiir den Gasfluss eingestellt. Die Leitungen fiihren weiter in den zweiten Abschnitt, dem
Durchflusssteuerungspaneel (B). Dieser Abschnitt enthilt manuelle Ventile, um den Gasfluss
und dessen Richtung zu kontrollieren. Die jeweiligen Wege werden durch die Wahl von
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Wasserstoff, Inertgasversorgung und Spektrometer (11,7 T oder 1,4 T) bestimmt. Ebenso wird
in diesem Bereich der Gasdruck eingestellt und abgelesen. Neben den Gasleitungen ist eine
Vakuumleitung angeschlossen, die das Evakuieren des Generators und der Wasserstoffleitung
ermoglicht. Auch von der Vakuumleitung fiihrt jeweils eine Abzweigung zu den Spektrometern.
Die Gas- und Vakuumleitungen kénnen entweder zu einem oder gleichzeitig zu beiden NMR-
Spektrometern geschaltet werden. Abschnitt drei (C) der Apparatur bilden die
Magnetventilbereiche der jeweiligen Spektrometer. Hier werden die Gasleitungen
zusammengefiihrt und durch Offnen und SchlieBen der Magnetventile das Anlegen eines
Gasflusses und Vakuums zum Probenrohrchen gesteuert. Um schnelle Schaltzeiten fiir bspw.
eine hoch aufgeloste Reaktionskinetik zu erhalten, werden die Magnetventile vom jeweiligen
Betriebsrechner des Spektrometers gesteuert. Abschnitt vier beinhaltet die Reaktionshardware
(D), also das NMR-Rohrchen und das u-Metallschild. Das NMR-Rohrchen wird an flexible PTFE-
Schlduche angeschlossen, welche wiederrum iiber Magnetventile an die Hydrierungsapparatur
angeschlossen sind. Damit ist es moglich die Probe wéhrend der Messungen mit p-H, zu
versetzen, unabhéngig davon, ob sie sich innerhalb eines Magneten oder innerhalb des u-
Metallschilds befindet. Das u-Metallschild befindet sich an einem zentralen Punkt, an dem es
von beiden Spektrometern mit der an die Hydrierapparatur angeschlossenen Probe erreicht
werden kann. Der finale, fiinfte Abschnitt umfasst die verwendeten NMR-Spektrometer (E), die
beide ohne Modifikationen integriert werden.
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5.4.2. 'H-PHIP-Experimente, aufgenommen mit dem Benchtop-Spektrometer

Das BT-Spektrometer wird zundchst auf seine Einsatzfahigkeit fiir pH-basierte Experimente
validiert. Begonnen wird dabei mit den automatisierten PASADENA-Experimenten. Die
Verwendung der automatisierten Magnetventile und die programmierte Schaltung
kontrollieren die Hydrierung im Magneten und eroffnen die Moglichkeit Reaktionen ohne
Verlust der Hyperpolarisation direkt zu vermessen. Zum Vergleich der Ergebnisse werden die
Experimente an beiden Spektrometern durchgefiihrt. Dies ermoglicht einen Vergleich des
Signal-Rausch-Verhaltnisses und der Signalauflosung.
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Abbildung 41: Beispielhafte Spektren von Protonen-PASADENA-Messungen inden 11,7 T-und 1,4 T-Magneten. Beide
Spektren wurden mit einem einzigen Scan, nach einer Hydrierung der Probe, erfasst.

Abbildung 41 zeigt zwei typische Spektren, die nach einer Hydrierung in den jeweiligen NMR-
Magneten beobachtet werden kénnen. Das im 11,7 T-Magneten aufgenommene Spektrum weist
ein SNR von 45000 auf (bei 5,1 ppm, FWHM: 10 Hz). Im Vergleich dazu weisen die im 1,4-T-
Magneten gemessenen Signale bei ~5,1 ppm ein SNR von 18200 (FWHM: 12 Hz) auf. Die
Linienbreite des BT-Spektrums, und die damit verbundene geringere Auflosung resultieren aus
dem niedrigeren Magnetfeld (1,4 T). Die Linienform des Signals bei ~5,5-6,5 ppm ist in beiden
Spektren dhnlich, wie an dem vergrof3erten Ausschnitt des 11,7 T-Spektrums zu sehen ist.

Neben den Ein-Scan PASADENA-Experimenten zur Bestimmung von Signalverstarkungen ist
die Aufnahme von Hydrierkinetik-Experimenten von Interesse. Es handelt sich dabei um
zeitaufgeloste Experimente (Pseudo-2D). Die Hydrierung der Probe wird abhédngig von der
Hydrierzeit betrachtet. Durch diese Messungen kann beispielsweise die Reaktionsordnung einer
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Hydrierung bestimmt oder die Verdnderung im NMR-Spektrum wiahrend einer mehrstufigen
Hydrierungsreaktionen beobachtet werden.®®! Durch Letzteres kann bspw. die Selektivitat
eines Katalysators bestimmt werden. Die genannten Messungen nutzen thermischen
Wasserstoff. Wird ein Pseudo-2D-Experiment mit p-H. durchgefiihrt, kénnen zudem
Informationen iiber die optimale p-H. Zufuhrzeit erhalten werden. Dadurch wird das
Zeitfenster bestimmt, in dem sich eine grole Menge an Hyperpolarisation in der Probe
aufgebaut hat, welche iiber SOT in messbare X-Kernpolarisation umgewandelt werden kann.

Im Folgenden wird ein solches Pseudo-2D-Experiment mit p-H> demonstriert. Die Steuerung
der Hydrierungsreaktionen erfolgt iiber die von dem Computer des 1,4T Spektrometer
gesteuerten Magnetventile (Kapitel 7.3.7). Die Detektion der Reaktion erfolgt iiber (Pseudo-
2D) 'H-NMR-Messungen. Dabei wechselt sich die p-H, Zufuhr und die (Ein-Scan) 'H-Messung
ab. Nach der Auftragung der erhaltene Signalintegrale der PHIP-Signale des Allylalkohols und
der Propanolsignale gegen die Hydrierzeit, wird die in Abbildung 42A gezeigte Grafik erhalten.
Anhand dieser Grafik kann die ideale Hydrierzeit bestimmt werden. Zusétzlich wird eine
Abschéatzung der kinetischen Ordnung ermoglicht.
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Abbildung 42: (A) zeigt die Ergebnisse der Signalintensitdt der NMR-gestiitzten Reaktionsverfolgung einer
mehrstufigen Hydrierungsreaktion von Propargylalkohol zu Propanol Uber Allylalkohol, aufgetragen gegen die
verwendete Hydrierungszeit zwischen den Messungen. (B) Beispielhaftes Spektrum, welches nach 30 s Hydrierzeit
am Signalmaximum aufgenommen wurde. Das Maximum wird in A nochmal mittels einer Hilfslinie angezeigt.
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Technisch bedingt wird nach jeder Gaszufuhr eine kurze Totzeit eingebaut, um den letzten
entstehenden Gasblasen Zeit zu geben, aus der Losung zu entweichen und die Homogenitat des
Magnetfeldes wiederherzustellen. Diese Zeit von zwei Sekunden ist ein Erfahrungswert und in
der Regel ausreichend lang. In seltenen Féllen bleiben jedoch einige Gasblasen zuriick, die
starke Verzerrungen der Linienform zufolge haben. Dies fiihrt zu Abweichungen im Trend des
Graphen. Dieses Phdnomen kann in Abb. 42A nach 15 s und 25 s beobachtet werden. Fiir eine
Bestimmung der Kinetik wiirden diese Punkte nicht beriicksichtigt werden. Der erkennbare
Verlauf der Integrale des Allylalkoholsignals zeigt den Verlauf einer Reaktion erster Ordnung.
Diese ist typisch fiir den Abbau des Substrates bei Folgereaktionen. Genauer liegt hier erneut
eine Reaktion pseudo erste Ordnung vor (siehe Kapitel 5.1.1).

Anhand von Abbildung 42A kann ebenfalls abgelesen werden, dass das Signalmaximum des
'H-Allylalkoholsignals nach einer p-H.-Zufuhrzeit von insgesamt 30 s auftritt. Abbildung 42B
zeigt das Spektrum am Signalmaximum. Die Antiphasen-PHIP-Signale des Allylalkohols
(5,9 ppm, 5,1 ppm) dominieren das Spektrum. Im Signalmaximum betragt das SNR des Signals
(5,1 ppm) etwa 7510. Nach dem Signalmaximum beginnt die Intensitdt der HP-Signale
abzunehmen und sich einem konstanten Wert anzundhern. Die Signalintensitidt von Propanol
beginnt zu steigen, was einen Konzentrationsanstieg des Endproduktes bedeutet. Die Messung
wird nach iiber 260 s gesamter p-Ha-Zufuhrzeit beendet, da die prinzipielle Uberpriifung der
Funktionsfdhigkeit des BT-Spektrometers abgeschlossen und das Maximum an Signalintensitét
tiberschritten ist.

Ein grofes Signalintegral weist auf einen hohen Reaktionsumsatz in der vorgegebenen
Zeiteinheit hin und ist ein Indikator fiir eine grof’e Menge an polarisiertem Produkt in der
Probe. Dies stellt eine Bedingung fiir ein MFC-SOT-Experimente dar. Des Weiteren sollte die p-
H,-Zufuhrzeit so kurz wie moglich sein, um einen Polarisationsverlust zu vermeiden.
Gleichzeitig sollte sie lang genug fiir einen ausreichenden Reaktionsumsatz sein, jedoch nicht
zu lang, um Neben- und Folgereaktionen zu vermeiden. Daher gibt in diesem Beispiel das
Signalmaximum von 30 s (Abbildung 42A) die optimale p-H.-Zufuhrzeit an.

5.4.3.'3C-PHIP-Experimente, aufgenommen mit dem Benchtop Spektrometer

In diesem Abschnitt werden die erhaltenen Ergebnisse von MFC-SOT-gestiitzten !3C-
Experimenten mit der Aufnahme im BT-Spektrometer gezeigt und diskutiert. Die
Hyperpolarisation der *C-Kerne soll es ermoéglichen, im BT-Spektrometer trotz geringer
Konzentration und natiirlicher Haufigkeit auswertbare Spektren in kurzer Zeit messen zu
koénnen.

Mit dem aktuellen Aufbau (Abbildung 40) sind verschiedene Varianten zur magnetischen
Feldanderung moglich. Die erste Variante der Feldvariation bedient sich des natiirlichen
Streufelds um das BT- Spektrometer (Labor-MFC). In der Labor-MFC-Variante wird die Probe
automatisiert hydriert, allerdings innerhalb des Streufeldes des 11,7T, weshalb dessen
Magnetventilbereich verwendet wird. Anschliefend wird die Probe zum 1,4 T-Magneten
transportiert. Dabei durchlduft die hydrierte Probe unterschiedliche Magnetfelder vor der
Messung. Im verwendeten Feldprofil (Abbildung 43) fallt das Magnetfeld von 25 mT ab und
durchschreitet den Bereich des Erdmagnetfeldes (20 uT), um anschliel3end auf 1,4 T innerhalb
des BT-Spektrometers anzusteigen.
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Abbildung 43: Darstellung der unterschiedlichen Magnetfelder und parallel ablaufenden automatisierten Gasstréme,
die vor der Detektion durchlaufen werden.
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Abbildung 44: Spektrum A zeigt ein thermisches '3C-Spektrum von Allylalkohol mit 1024 Scans als externe Referenz,
gemessen als '3C{'H}-Experiment bei 1,4 T. Hyperpolarisiertes '3C-Spektrum von Allylalkohol (B), erhalten nach
Durchfiihrung einer Hydrierung (30 s) und einem SOT nach mit dem Labor-MFC, gefolgt von einer Ein-Scan '3C{'H}-
Messung bei 1,4 T. Beide Proben wurden in Aceton-ds aufgenommen.

Abbildung 44A zeigt das Spektrum einer Allylalkoholprobe nach 1024 Scans. Das
hyperpolarisierte *C-Spektrum in Abbildung 44B kann nach einem einzigen Scan erhalten
werden. Die detektierten Signale konnen alle dem Reaktionsprodukt Allylalkohol zugeordnet
werden. Es konnen keine Losungsmittelsignale nachgewiesen werden, da sie im Zeitrahmen der
Reaktion keine ausreichende thermische Polarisation erfahren. Zur Bestimmung der
Verstarkung kann das in A gemessene Signalintegral als externer Standard verwendet werden.
Unter der Annahme eines vollstindigen Probenumsatzes wahrend der Hydrierung kann fiir €
ein Wert von 41 berechnet werden. Dies stellte eine Untergrenze dar, da zunéchst keine
Aussagen iiber den Umsatz getitigt werden konnen. Der Verstarkungsfaktor € ergibt eine
13C-Polarisation von 4,8-10 %, die thermische Polarisation wére 1,2:10* %. Das SNR entspricht
8,26. Wie es fiir *C in natiirlicher Hiufigkeit und geringer Konzentration zu erwarten ist, kann
ein thermisches Spektrum der hydrierten Probe weder in einem einzigen Scan, noch in einer
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angemessenen Zeitspanne aufgenommen werden. Eine PHIP-*C-Messung, welche
hyperpolarisierte *C-Signale detektiert, benétigt inklusive des Transfers etwa eine Minute. Die
Messung der Standardlosung hat bereits 6 h 36 min in Anspruch genommen. Damit wurde
durch die Apparatur und den Labor-MFC bereits mindestens 6 h 35 min eingespart. Das ist
allerdings nur ein Minimum, da bei dieser groben zeitlichen Betrachtung die unterschiedliche
Konzentration an Allylalkohol in der Probe vernachlassigt wird.

Die geringere Empfindlichkeit des BT-Spektrometers zeigt in der vorangegangenen Messung
den positiven Effekt, dass in einer Ein-Scan-Messung nur die hyperpolarisierten Signale
detektiert werden. Dies vereinfacht die Signalzuordnung.

Die Nutzung des Labor-MFC geht jedoch mit einigen Einschrankungen einher. Das "natiirliche"
Magnetfeld der Umgebung muss bekannt sein und zuféllig die Bedingungen fiir einen LAC in
der Probe erfiillen. Fiir einige Molekiile ist jedoch ein Magnetfeld im ZULF-Bereich erforderlich.
Zusatzlich erfolgt die Hydrierung bei dem Labor-MFC iiber den Magnetventilbereich des 11,7 T-
Spektrometers, weshalb die Probe vor der Messung noch von diesem getrennt werden muss,
was zusatzlich Zeit kostet und die Wasserstoff- oder Schutzgasatmosphére unterbricht.

Die genannten Einschridnkungen werden umgangen, wenn der durch die am 11,7 T-
Spektrometer durchgefiihrten Transferversuche bekannte ZULF-MFC und das bereits
vorhandenen u-Metallschild verwendet werden. Die Hydrierexperimente und der
Polarisationstransfer erfolgen dabei computergesteuert. Durch die Verwendung des neuen
Magnetventilbereiches des 1,4 T-Magneten entféllt das zwischenzeitliche Abkoppeln der Probe
von der Hydrierapparatur und die Wasserstoff- oder Schutzgasatmosphare bleibt wahrend der
gesamten Messung erhalten. Durch den kontrollierbaren ZULF-MFC wird erwartet, dass auch
im BT-Spektrometer *C-Messungen von Molekiilen wie bspw. DiMeADC oder Thiourea moglich
sind. Fiir die Uberpriifung der Technik wird auf den bereits als Standard etablierten MFC
zuriickgegriffen (Abbildung 31). Dieser deckt zunichst einen moglichst grof3en Bereich an
Magnetfeldern nahe null Tesla ab. Zum Vergleich zwischen BT- und Hochfeld-Spektrometer
wird der ZULF-MFC verwendet, um Messungen von hyperpolarisierten '*C-Spektren an beiden
Spektrometern zu ermoglichen. Dabei wird jeweils der zugehorige Magnetventilbereich und
Spektrometercomputer fiir die Steuerung verwendet. Abbildung 45 veranschaulicht
exemplarisch die erhaltenen Ergebnisse.
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Abbildung 45: '3C-Spektren nach Durchfiihrung je eines MFC-SOT-Experiments, aufgenommen bei 11,7 T (A) und
1,4 T (B). Alle Spektren wurden in einem Ein-Scan '3C{'H}-Experiment gemessen. Die Experimente erfolgten in
Aceton-ds unter Anwesenheit von PHIP-Kat.

Abbildung 45 zeigt die Ergebnisse von *C-Messungen, die mit dem ZULF-MFC durchgefiihrt
wurden. Die Spektren wurden je einmal bei 11,7 T (A) und einmal bei 1,4 T (B) aufgenommen.
Die Messung bei 11,7 T zeigte ein hyperpolarisiertes Signal bei 140 ppm mit einem SNR von
500. Der berechnete Verstarkungsfaktor € betrdgt 585, was einer Zeitersparnis von 8 Monaten
und einer Polarisation von 0,59 % entspricht. Die Messung bei 1,4 T ergibt € = 2071 fiir das
gleiche Signal (Zeitersparnis von 8 Jahren) und entspricht einer Polarisation von 0,24 %. Der
Verstarkungsfaktor innerhalb des 1,4 T-Magnetfelds wird anhand einer externen
Standardmessung von Allylalkohol berechnet (Abbildung 44A). Der beobachtbare SNR fiir das
Signal bei 140 ppm betrégt hier 110.

Die beiden gezeigten MFC-Techniken werden am Anwendungsbeispiel von DiMeADC
wiederholt. Nachfolgend werden beispielhaft zwei der erhaltenen Messungen gezeigt.
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Abbildung 46: '3C-NMR-Spektren der Hydrierung von DiMeADC nach dem SOT zur Verstarkung von '3C-Signalen
mittels (A) einem Labor-MFC und (B) einem ZULF-MFC. Beide HP-Spektren stehen im direkten Vergleich zu einem
thermischen Spektrum der Messreihe zur Ermittlung der Verstarkung. Die Experimente wurden in Aceton-de in
Anwesenheit des PHIP-Katalysators durchgefiihrt.

Abbildung 46A zeigt das hyperpolarisierte *C-Spektrum nach einem Scan, das durch die
Verwendung des Labor-MFC erhalten werden kann. Das SNR betragt 20. Die Signalverstarkung
anhand des Signals bei 130 ppm im hyperpolarisierten und im thermischen Spektrum wird zu
einem Faktor von 3 bestimmt. Wird das thermische Losungsmittelsignal als interner Standard
verwendet, kann eine Verstdrkung von 2 bestimmt werden. Mit beiden Techniken zur
Ermittlung des Verstarkungsfaktors befindet sich der erhaltene Wert im gleichen
GroRenbereich. Abbildung 46B zeigt das *C-Spektrum, welches nach dem ZULF-MFC erhalten
werden konnte. Das SNR hat sich mit 327 mehr als verzehnfacht. Die Signalverstarkung gegen
das Losungsmittel als internen Standard ergibt sich zu einem Faktor von 148, was einer
theoretischen Zeitersparnis von ca. 15 Tagen entspricht.

Beide MFC-Techniken erméglichen die Detektion von hyperpolarisierten *C-Signalen mit dem
BT-Spektrometer. In beiden HP-Spektren konnen ausschlief3lich Signale des hyperpolarisierten
Produkts detektiert werden. Im Vergleich zwischen A (Labor-MFC) und B (ZULF-MFC) zeigt
der Labor-MFC, dass eine einfache Messung auch ohne u-Metallschild moéglich ist. Der ZULF-
MFC zeigt jedoch eine deutlich hohere Verstiarkung, ein gréBeres SNR und damit fiir den
gleichen zeitlichen Aufwand die besseren Ergebnisse beziiglich des SNRs.

Ahnlich wie fiir Propargylalkohol zeigen die unterschiedlichen Techniken ebenfalls, dass der
SOT, je nach verwendeter MFC-Technik, unterschiedliche *C-Kerne stiarker hyperpolarisiert.
Zu erkennen ist dies daran, dass in A das Signal bei 130 ppm In-Phase ist, wohingegen dies bei
B in Antiphase erscheint. Der an der Hydrierung unbeteiligte *C-Carbonylkohlenstoff wird
durch den ZULF-MFC deutlich verstarkt. Dies ist beim Labor-MFC nicht zu beobachten. Der
Transfer hat damit beim ZULF-MFC {iiber zwei Bindungen stattgefunden.
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5.4.4. 3C-SABRE-Experimente, aufgenommen mit dem Benchtop Spektrometer

Zum vollstindigen Vergleich der beiden Spektrometer werden die *C-SABRE-SHEATH-
Experimente im 1,4 T Magnetfeld durchgefiihrt. Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse
des Anwendungsbeispiels von SABRE-SHEATH-Experimenten an Thiourea gezeigt.

Die erfolgreiche PHIP-Verstarkung ldsst darauf schlieSen, dass auch Verstirkungen der
NMR-Signale im BT-Spektrometer mit SABRE-SHEATH moglich sind, da sich die experimentelle
Durchfithrung sehr &hnelt. Deshalb wird ein SABRE-SHEATH-Experiment an einer
Thioureaprobe im statischen nahe-Nullfeld durchgefiihrt. Diese Probe wurde bereits am 11,7 T-
Spektrometer getestet (Kapitel 5.3.3, Abb. 37). Da im Benchtop-NMR-Spektrometer die
Aufnahme eines addquaten thermischen *C-Spektrums der Probe nicht moéglich war, wurde
eine Standardprobe von Thiourea mit einer Konzentration von 1970 mM in Methanol-d4
vermessen, um einen Vergleich zu ermoéglichen und um eine Verstarkung errechnen zu kénnen.
In Abbildung 47 wird dieses thermische '*C-Spektrum dargestellt, darunter wird das '3C-
Spektrum der hyperpolarisierten Thioureaprobe gezeigt.
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Abbildung 47: Vergleich eines thermischen '3C-NMR-Spektrums von einer hochkonzentrierten Thioureaprobe (A),

mit dem 3C-Spektrum von Thiourea nach einem SABRE-SHEATH-Experiment (B). Die p-H2-Zufuhr erfolgt fiir 60 s bei
0,9 uT. Alle Spektren wurden am BT-Spektrometer in Methanol-ds aufgenommen.
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In Abbildung 47A kann selbst fiir die Standardprobe ein '*C-Signal von Thiourea detektiert
werden. Die Ergebnisse des Vergleiches zwischen dem hyperpolarisierten Signal und dem
Signal der Standardprobe konnen Tabelle 10 entnommen werden.

Tabelle 10: Zusammenfassung der Verstarkungsfaktoren € und der HP in % und der theoretischen Zeitersparnis.

180 ppm
€ 182
HPin % 0,021
Zeitersparnis in min 33375
Zeitersparnis in Tagen 23

Die Ermittlung eines Verstarkungsfaktors von 182 war nur durch die Gewichtung gegen die
externe Standardprobe von Thiourea (A) moglich. Diese ist mit 1970 mM deutlich hoher
konzentriert und bendtigte tiber 2048 Scans, was einer Messzeit von 24,5 h entspricht. Das
gesamte SABRE-SHEATH-Experiment hat weniger als zwei Minuten gedauert. Durch die
Kalkulation im Vergleich zur hochkonzentrierten Standardprobe wird allerdings nicht der
tatsdchliche Verstdrkungsfaktor abgebildet, sondern eine untere Grenze der Verstdrkung
geschatzt.

5.4.5. >N-SABRE-Experimente, aufgenommen mit dem Benchtop-Spektrometer

Nach der Einbindung des BT-Spektrometers in die Apparatur und der Detektion von einigen
hyperpolarisierten *C-Signalen, ist die Detektion von ®N-Signal von Interesse. Aufgrund der
geringen Sensitivitdt von *N-Kernen, in Kombination mit der geringen Sensitivitdt des BT-
Spektrometers, werden zundchst nur Messungen mit !°N-isotopenmarkierten Pyridin
durchgefiihrt. Das ®N-Spektrum von Pyridin ist in einem nicht 'H-entkoppelten >N-NMR-
Experiment ein charakteristisches Triplett bei circa 300 ppm. Die Durchfithrung von SABRE-
SHEATH-Experimenten sollte zudem ein weiteres Signal erzeugen, welches dem gebundenen
Pyridin zugeordnet werden kann. Anhand dieser Signale kann, unabhingig von der chemischen
Verschiebung, Pyridin identifiziert werden. Der SOT-Transfer wird durchgefiihrt, indem die
Hydrierung in einem statischen Magnetfeld im ZULF-Regime (0,46 uT) erfolgt.

Nachfolgende Abbildung 48 zeigt die thermischen N-NMR-Spektren einer Probe von *N-
Pyridin im Vergleich zu den Ergebnissen von SABRE-SHEATH-Experimenten der gleichen Probe
gemessen bei 1,4 T.
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Abbildung 48: Gezeigt wird in A das {"H}-">N-Spektrum einer thermisch polarisierten >N-makierten Pyridinprobe
nach 2048 Scans. B zeigt das {'H}-'>N-Spektrum der gleichen Probe, das mit einem Scan aufgenommen wurde, nach
Durchfiihrung eines SABRE-SHEATH-Experiments (30 s p-Hz-Zufuhr bei 0,46 uT). C zeigt das '>N-Spektrum der
thermischen polarisierten '>N-makierten Pyridinprobe ohne 'H-Entkopplung nach 8000 Scans. D zeigt das '>N-
Spektrum der gleichen Probe nach der Hyperpolarisation durch SABRE-SHEATH (30 s p-Hz2-Zufuhr bei 0,46 uT). Alle
Messungen wurden in Methanol-ds bei 1,4 T aufgenommen.

In Abbildung 48A wird ein 'H-entkoppeltes thermisches Spektrum einer *N-markierten
Pyridinprobe dargestellt. Die Aufnahme erfolgte nach 2048 Scans bei 1,4 T. Die Aufnahme eines
Spektrums mit thermisch polarisiertem >N brauchte 12 h19 min. In Abbildung 48C wird ein
nicht-'H-entkoppeltes thermisches Spektrum der *N-markierten Pyridinprobe dargestellt. Die
Aufnahmen war mit 8000 Scans und einer Messzeit von rund 48 h erfolgreich. Die jeweiligen
thermischen Messungen werden fiir die Ermittlung der Verstarkungsfaktors herangezogen. Die
SABRE-SHEATH-Experimente (B und D) mit 30s p-H.-Zufuhr bei 0,46 uT benétigten mit
anschlieBenden Eins-Scan-NMR-Aufnahmen jeweils unter eine Minute. Die 1>N-Spektren zeigen
Signale von hyperpolarisiertem >N-Pyridin, dabei ist es unabhéngig, ob die Messung mit oder
ohne 'H-Entkopplung aufgenommen wird. Beide Messungen erfolgen mit einem Scan. Das nicht
'H-entkoppelte ®N-Spektrum zeigt ein Signal mit einem SNR von 2851 und damit eine sehr
gute Spektrenqualitét.

Die Signaldetektion nach einem einfachen E-Puls (ohne 'H-Entkopplung) resultiert in einem

N-Spektrum mit einem SNR von 449 fir den zentralen Peak und einem Signal mit
auswertbarer Hyperfeinstruktur. Die Kopplungskonstanten werden zu 10 Hz und 1,9 Hz (Jxwn)
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ausgemessen. In beiden Spektren (B und D) kann das Signal fiir Ir-IMes koordiniertes Pyridin
detektiert werden, die vollstindigen Spektren werden im Anhang Abbildung 70 gezeigt.
Nachfolgende Tabelle 11 fasst die errechneten Verstarkungen verglich zu dem Spektrum nach
thermischer Polarisation A und B, sowie die errechnete Polarisation in % und die tatsichliche
Zeitersparnis zusammen.

Tabelle 11: Zusammenfassung der Verstarkungsfaktoren € und der HP in % und der tatsdchlichen Zeitersparnis.

B D
€ 4797 10406
HPin % 0,2 0,5
Zeitersparnis in min 738 2884

Zeitersparnis in h 12h18 min 48 h04 min

Die Hyperpolarisationsexperimente ermoglichen eine Polarisation von 0,2 % auf dem °N-Kern
der 'H-Entkoppelten Messung. Thermisch polarisierte '>’N-Kerne erreichen bei 1,4 T in der Regel
eine Polarisation von 4,6:10°%.

Aufgrund der geringen natiirlichen H&ufigkeit von N und der verringerten Sensitivitit
innerhalb des 1,4T-Magneten wird nicht erwartet, dass eine Messung ohne
Isotopenmarkierung ein ®N-Signal ergibt. Dennoch wird zur Kontrolle eine Probe gleicher
Konzentration angesetzt mit nicht-'>N-isotopenmarkiertem Pyridin. Die Messungen werden
analog wiederholt. Abbildung 49A und C zeigen die >’N-Spektren der *N-markierten Probe als
Messung des externen Standards. Die Aufnahme von '>N-Spektren mit thermische polarisierten,
nicht-markierten Proben innerhalb von 48 h ist erwartungsgemal nicht moglich. Die Spektren
B und D zeigen die erhaltenen ®N-Spektren nach den SABRE-SHEATH-Experimenten. Die in
Tabelle 12 aufgelisteten Verstarkungen werden berechnet zwischen einer isotopenmarkierten
und einer nicht-isotopenmarkierten Probe. Die unterschiedlichen Haufigkeiten, mit denen die
15N-Kerne in den Proben vorhanden sind, miissen fiir die Berechnung der Signalverstirkung
beachtet werden. Weiter fasst die Tabelle auch die errechnete Polarisation in % und die
tatsdchliche Zeitersparnis zusammen.
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Abbildung 49: Gezeigt wird in A das {"H}-">N-Spektrum einer thermisch polarisierten >N-makierten Pyridinprobe
nach 2048 Scans. B zeigt das {'H}-">N-Spektrum einer nicht-">N-isotopenmarkierten Pyridinprobe gleicher
Konzentration, nach einem Scan und vorheriger Durchfiihrung eines SABRE-SHEATH-Experiments (30 s p-H>-Zufuhr
bei 0,46 uT). C zeigt das >N-Spektrum der thermische polarisierten >N-makierten Pyridinprobe ohne 'H-Entkopplung
nach 8000 Scans. D zeigt das ">N-Spektrum der nicht-'>N-isotopenmarkierten Pyridinprobe nach Hyperpolarisation
durch SABRE-SHEATH (30 s p-Hz2-Zufuhr bei 0,46 uT). Alle Messungen wurden in Methanol-d4 bei 1,4 T aufgenommen.

Tabelle 12: Zusammenfassung der Verstarkungsfaktoren € und der HP in % und der tatsachlichen Zeitersparnis.

B D
€ 9937 317855
HP in % 0,5 14,7
Tatsédchliche Zeitersparnis in min 738 2884

Tatsédchliche Zeitersparnis in h 12h18 min 48 h04 min

Entgegen der Erwartung war es méglich durch den Polarisationstransfer eine Hyperpolarisation
auf dem >N-Kern zu erzeugen, sodass auch eine nicht-isotopenmarkierte Probe in einem
einzigen Scan ein {'H}-°N-Spektrum mit einem SNR von 33 erzeugt. Durch die

Hyperpolarisation war es auch moglich einen einfachen %—Puls (ohne 'H-Entkopplung) zu

verwenden, um ein *N-Spektrum zu erhalten, das die Hyperfeinstruktur von Pyridin vollstindig
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zeigt, mit einem SNR von 72 beziiglich des hochsten Peaks der Feinstruktur. Der erhaltene hohe
Wert fiir die Signalverstdrkung und die Polarisation iibersteigt deutlich den erwarteten Wert.
Da keine Messungen der thermischen relaxierten Probe vorliegen, sind diese
Verstarkungsfaktoren und Polarisation nur grobe Abschédtzungen, welche durch die geringe
Konzentration an '°N in Proben mit natiirlicher Hiufigkeit stark fehlerbehaftet sind.

5.4.6. Zusammenfassung

Die Magnetventile werden analog zum 11,7 T-Spektrometer ebenfalls iiber den Steuerrechner
des BT-Spektrometers angesteuert. Durch die damit moglichen kurzen Zeiten zwischen den
Hydrierungen und den Messungen werden PASADENA-Experimente genauso fiir das BT-
Spektrometer moglich, wie fiir das HF-Spektrometer. Die erhaltenen spektralen Auflésungen
und Signalverstarkungen sind vergleichbar mit denen des HF-Spektrometers. Wie bei einem
geringeren Feld zu erwarten war, fallt das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis schwécher aus und die
Linienform ist leicht verbreitert, dennoch sind die Signale eindeutig zuordbar. Selbst bei einer
Ein-Scan-PASADENA-Messung ist es moglich die Feinstruktur der Signale aufzulosen. Durch die
Automatisierung der Messung sind auch pseudo-zweidimensionale Experimente moglich. Diese
wurden am Beispiel eines zeitlichen Verlaufs einer Hydrierung von Propargylalkohol mit
Parawasserstoff gezeigt. Das Experiment wurde im gezeigten Kontext primir verwendet, um
eine optimale p-Hi-Zufuhrzeit zu ermitteln. Dazu erfolgt eine Auftragung der bestimmten
Integrale gegen die Summe der jeweils verwendeten Hydrierzeit. Das Maximum des erhaltenen
Verlaufs gibt eine Hydrierzeit, in welcher ein hoher Anteil an hydriertem Produkt in der Probe
detektiert werden kann. In einem folgenden Ein-Scan '3C-Experiment wurde die optimierte
Hydrierzeit verwendet, um eine moglichst groRe Menge an Hyperpolarisation in der Probe zu
erzeugen, welche tiber einen SOT in *C-Polarisation umgewandelt wurde. Fiir den Transfer auf
X-Kerne wird zunéchst ein MFC getestet, der durch das Streufeld des 11,7 T Magneten und das
Erdmagnetfeld bestimmt wird. Das erreichte minimale Magnetfeld im Labor-MFC betrédgt 20 uT.
Fiir die verwendete Propargylalkoholprobe konnen durch diesen MFC bereits hyperpolarisierte
13C-Signale des ersten Hydrierungsprodukts (Allylalkohol) detektiert werden. Der Vergleich zu
einem thermischen Spektrum derselben Probe ist nicht moglich, da hierfiir in der verwendeten
Zeit keine 13C-Signale detektiert werden konnten. Stattdessen wird eine Standardprobe von
Allylalkohol zur Ermittlung des Verstarkungsfaktors verwendet. Dieser erreicht einen Wert von
41, was einer Polarisation von 4,8:10° % entspricht. Ein reguldres thermisches *C-Spektrum,
gemessen bei 1,4 T, erreicht eine Polarisation von 1,15-10* %.

Die Neupositionierung des u-Metallschilds in Reichweite beider Spektrometer ermdglicht die
Verwendung von ZULF-basierten, computergesteuerten MFCs fiir den SOT auf X-Kerne. Fiir
diese Experimente erfolgt die Hydrierung in einem geringen Magnetfeld. Der anschlieRende
MFC hat ein Minimum im ZULF-Regime. Das *C-Probenspektrum (Abbildung 45) wird je
einmal mit dem BT- und dem HF-Spektrometer aufgenommen. Die beobachtete Verstdarkung
am BT-Spektrometer muss erneut gegen einen externen Standard errechnet werden und
erreicht einen Wert von 2071. Dies entspricht einer Polarisation von 0,24 %. Das
Hochfeldspektrometer erreicht mit derselben Methode eine Verstdrkung von 585, was einer
messbaren Polarisation von 0,58 % entspricht. Allerdings kann im Hochfeld ein thermisches
Spektrum der Probe nach 64 Scans (ca. 15min) detektiert werden, mit welcher der
Verstarkungsfaktor bestimmt werden kann. Durch die Hyperpolarisation erreicht das SNR im
BT-Spektrometer 110, was im Vergleich zum Labor-MFC eine deutliche Verbesserung der
Sensitivitat darstellt. Zudem zeigt sich im Vergleich zwischen Labor-MFC und ZULF-MFC
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erstmals, dass die 3C-Kerne unterschiedlich auf die zum Transfer verwendeten Magnetfelder
reagieren.

Bei der aufgrund des medizinischen Anwendungsgebiets interessanten Substanz DiMeADC
ergibt sich bei dem ZULF-MFC ein SNR von 327 und eine Verstarkung von 148, welche in
diesem Experiment gegen das Losungsmittel als internem Standard bestimmt wurde. Ahnlich
wie fiir die Allylalkoholprobe zeigen die unterschiedlichen MFC-Techniken ebenfalls
Unterschiede darin, welche *C-Signale verstdrkt werden. Zudem erfolgt der Transfer im
Anwendungsbeispiel iiber zwei Bindungen hinweg. Das Benchtop-NMR-Spektrometer
vereinfacht die Analyse der aufgenommenen Spektren, da in einem Ein-Scan-Experiment nur
hyperpolarisierte *C-Signale, sowie diejenigen des Losungsmittels detektiert werden. Damit
entfallen nicht-hyperpolarisierte ~ Produktsignale und unerwiinschte Signale von
Folgereaktionen bei entsprechender Hydrierzeit.

Anschliellend wurden die SABRE-SHEATH-Experimente an Thiourea bei 1,4 T wiederholt. Der
Verstarkungsfaktor der *C-Signale konnte zu 182 bestimmt werden. Die resultierende '3C-
Polarisation lag bei 0,021 %. Die Messung fiir den hochkonzentrierten Standard hatte bereits
einige Zeit in Anspruch genommen. Die abgeschétzte theoretische Zeitersparnis von 23 Tagen,
um ein Signal der thermisch polarisierten Probe zu bekommen, das ein dhnliches SNR hat wie
das der hyperpolarisierten Probe, ist damit durchaus realistisch.

Die nattirliche Haufigkeit von N ist nochmal niedriger als die von '*C, deshalb wurde bei den
I5N-Experimenten zundchst !'°N-isotopenmarkiertes Pyridin verwendet. Trotz der
Isotopenmarkierung und Protonenentkopplung war die Messung eines thermischen Spektrums
zeitintensiv. Nach 2048 Scans und 12 h konnte allerdings ein °N Signal detektiert werden. Die
Hyperpolarisation mittels SABRE-SHEATH ermoglichte die Detektion eines 1°N-Signals in einem
Ein-Scan-Experiment auch bei 1,4T. Das SNR liegt bei dieser Messung bei 2851. Eine
Verstarkung von 4797 wurde gegen eine Messung mit thermischer Polarisation bestimmt. Die
erzeugte Polarisation auf dem >N liegt bei 0,2 %. Die Zeitersparnis zwischen den Messungen
liegt bei iiber 12h. Auch war es durch Hyperpolarisation moglich eine Messung ohne
Protonenentkopplung durchzufiihren. Diese resultiert in einem Spektrum mit auswertbarer
Feinstruktur des >N-Signals, sowie einem Signal von koordiniertem Pyridin. Allerdings dauerte
das thermische >N-Spektrum selbst fiir die 1°N markierte Probe bereits iiber 48 h. > N-Spektren
der nicht-isotopenmarkierten Proben waren durch die Hyperpolarisation ebenfalls in je einem
Scan moglich. Fiir diese Proben wurden keine Spektren bei thermischer Polarisation erhalten.

Die Erweiterung der Apparatur rund um das BT-Spektrometer ermoglicht die vollwertige
Nutzung des Spektrometers zur Aufnahme von durch pH: verstirkten Experimenten. Die
gezeigten Hyperpolarisationsexperimente erhohen die Sensitivitdit des BT-Spektrometers
deutlich. Es wird ein Spektrum erhalten, das, abgesehen vom Losungsmittel, auf die
hyperpolarisierten Signale beschréankt ist, da durch die geringe Sensitivitit nicht-
hyperpolarisierte Signale in einem Scan nicht detektierbar sind. Damit wird die Auswertung der
NMR-Spektren durch die Kombination von ZULF-SOT und BT-Spektrometer deutlich
vereinfacht.
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6. Fazit und Ausblick

In dieser Arbeit wurden hyperpolarisierte Molekiile, wie z.B. Dimethylmaleinat und Thiourea,
in einem Hochfeld-NMR-Spektrometer, sowie in einem, von der Feldstdrke her, mit MRT-
Geréten vergleichbaren Benchtop-NMR-Spektrometer untersucht. Es wurden unterschiedliche
Hyperpolarisationstechniken, sowie Transfertechniken der 'H-Hyperpolarisationen auf Kerne
wie ¥C und N untersucht, mit dem Ziel Signalverstidrkungsfaktoren im Hoch- und Niedrigfeld
zu bestimmen.

Hierzu musste gewahrleistet werden, dass sowohl die Hyperpolarisation, als auch Transfer und
Messung der Hyperpolarisation unter standardisierten Bedingungen stattfinden.

Die bestehende Apparatur musste modernisiert und Vereinfachungen an der Programmierung
der Automatisierung vorgenommen werden. Das Ziel war hier zunichst einmal !H-
hyperpolarisierte Signale von Proben mit schneller Relaxationszeit und in sehr geringer
Konzentration detektieren zu konnen. Getestet wurde diese Modernisierung an einem schnell
relaxierenden Biopolymer. Die Nachweisgrenze der PHIP-Signale wurde erst bei einer
Konzentration von 13 nM erreicht. Signalaufnahme thermischer Spektren waren unterhalb
einer Konzentration von 120 nM zu zeitintensiv. Dies zeigt die Sensitivitit, die durch h-PHIP
unter Verwendung der automatischen Prozedur erreicht werden kann.

Anschlielend wurde der Fokus darauf gelegt, Hyperpolarisation von den Protonen auf die
Heterokerne *C und N zu transferieren. Denn die Hyperpolarisation auf diese X-Kerne ist
durch die langsamere Relaxation ldnger zugdnglich fiir Messungen und daher fiir zukiinftige
Experimente an bspw. Proteinen von Interesse. Ein vorhandener SABRE-Aufbau am HF-
Spektrometer mit automatischem Probenshuttlesystem und u-Metallschild, innerhalb welchem
ein ZULF erzeugt werden kann, ermoglicht den Test von magnetfeldabhidngigen
Polarisationstransfers. Mittels SABRE-SHEATH-Aufbau kann eine '*C-Signalverstiarkung von
367 fiir Pyridin erzeugt werden. Transferexperimente auf N erzeugen eine Signalverstarkung
von 1668. Durch SABRE-SHEATH wird auch die Detektion von hyperpolarisierten *N-Signalen
einer Probe ohne N-Isotopenmakierung erméglicht. Die etablierte SABRE-SHEATH-Technik
wird erfolgreich eingesetzt um 189-fach verstarkte > C-NMR-Signale von Thiourea aufnehmen
zu konnen.

Die Analogie zwischen dem Spinsystem, welches den SOT wéhrend eines SABRE-Experiment
ermoglicht, und dem Spinsystem, welches durch ein h-PHIP-Experiment um die neue Bindung
herum entsteht, inspiriert zur Nutzung des SABRE-Aufbaus fiir h-PHIP-Transferexperimente.
Zur Bestdtigung dieser Hypothese wird DiMeADC verwendet, dessen Hydrierprodukt ein
Derivat des forschungsrelevanten Fumarats ist. Hydrierung von DiMeADC in einem statischen
Magnetfeld bei 500 nT resultiert in ungefihr 8-fach verstiarkten '*C-Signalen.

Im Rahmen des Einbaus des Benchtop-NMR-Spektrometers wird eine zentrale Positionierung
des u-Metallschildes gefunden, die eine gemeinsame Nutzung beider Spektrometer erlaubt. Es
wird ein neuer, reproduzierbarer Ablauf der experimentellen Durchfiihrung fiir
Transferexperimente entwickelt. Dafiir wird die Probenpositionierung im u-Metallschild durch
ein Insert standardisiert. Die Taktung zwischen der Hydrierung, dem MFC, der Transportzeit
und dem Start der Messung {ibernimmt ein neu entwickeltes AU-Programm. Weiter wird fiir h-
PHIP basierte Experimente ein ZULF-MFC etabliert, der einen hoheren Polarisationstransfer
ermoglicht, gegenliber dem SOT in einem statischen Magnetfeld. Fiir die Hydrierung von
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DiMeADC kann nach dem Umbau eine Signalverstiarkung von 288 erreicht werden. Durch den
neuen, standardisierten Ablauf kann auch Fmoc-Y(Propargyl)-OH auf dem !C-Kern
hyperpolarisiert werden.

Die Signalverstarkungen auf *C- und '*N-Kernen via SABRE-SHEATH an Pyridin und Thiourea
konnten ebenfalls reproduziert werden. Mit der Erkenntnis, dass fiir Thiourea kein Auxiliar
notig ist, was anfanglich vermutet wurde.

Die Installation eines Niedrigfeldspektrometers erméglicht Experimente im Magnetfeldbereich,
in dem sich auch die Bild-gebenden NMR-Technik befindet. Um die am HF-Spektrometer bereits
etablierten PHIP- und SABRE-Techniken analog am Benchtop-Spektrometer verwenden zu
konnen, wurde zunéchst das Gasleitungssystem des Aufbaus erweitert, um die Parawasserstoff-
und Inertgaszufuhr zu ermoglichen. Die Schaltung der Magnetventile des neu aufgebauten
Magnetventilbereiches wird automatisiert. Der erste Test eines automatisierten PHIP-
Experiments zeigt im direkten Vergleich mit dem HF-Spektrometer gute Ergebnisse. Ein Pseudo-
2D-PASADENA-Experiment ermoglichte die Reaktionsverfolgung der Hydrierung von
Propargylalkohol mit diesem BT-Spektrometer. Um auch bei geringeren Magnetfeldern
zukiinftig PHIP-basierte Signalverstirkung untersuchen zu konnen, werden zwei
unterschiedliche MFCs verwendet, um SOT-Experimente durchzufiihren. Zum einen ein MFC,
der sich durch die magnetischen Streufelder im Labor ergibt, zum anderen der ZULF-MFC, der
bereits fiir Transferexperimente verwendet wurde, die am HF-Spektrometer untersucht
wurden. Beide MFCs zeigen PHIP-basierte Verstirkung von !'*C-Signalen von nicht-
isotopenmarkierten Proben in einer GroRenordnung, dass sich '*C-Signale innerhalb eines
Scans mit dem BT-Spektrometer detektieren lassen. Diese Abldufe werden standardisiert und
fiir Experimente an DiMeADC verwendet. Der ZULF-MFC sorgt dabei fiir eine 148-fache
Verstiarkung der 3C-Signale vom Hydrierprodukt. Das erhaltene *C-Signal hat ein SNR von 327
und ist damit im Vergleich zum Labor-MFC um einen Faktor von 10 grofder. Damit ist eine
automatisierte und reproduzierbare experimentelle Durchfithrung fiir h-PHIP-Experimente,
analog zur bestehenden Durchfiihrung am HF-Spektrometer, etabliert. Die standardisierten
Ablaufe erlauben die Detektion von *C-Signalen mit guter Auflésung in kurzer Zeit.

Analog zu den h-PHIP-Experimenten wird der Ablauf von SABRE-SHEATH mit statischem
Magnetfeld standardisiert. Das ermdglicht sowohl die ein-Scan Detektion von verstdrkten 3C-,
als auch von 'N-Signalen. Durch PHIP ist es moglich ein '°N-Signal einer nicht-
isotopenmarkierten Probe mittels eines 1D-Spektrums ohne NOE-Effekt zu erhalten. Das
erhaltene Signal mit Hyperfeinstruktur weist ein SNR von 27 beziiglich des hochsten Peaks im
Aufspaltungsmuster auf. Die Messung eines Spektrums mit thermischer Polarisation einer
isotopenmarkieren Probe gleicher Konzentration war erst mit 48 h Messzeit moglich. Letztere
zeigt exemplarisch, wie zeitaufwendig die Aufnahme von thermischen Spektren von *C- oder
I5N-Kernen bei niedrigen Magnetfeldern ist.

Die Untersuchung der Hyperpolarisation ist damit an beiden Spektrometern sowohl an
Protonen, als auch *C- sowie ®N-Stickstoffkernen moglich. Fiir die getesteten Kerne ist keine
Isotopenmarkierung notwendig und die Probenkonzentrationen koénnen niedrig gehalten
werden. Durch automatisierte Ablaufe sind PHIP-Experimente an beiden Spektrometern mit
wenig Eingriff des Experimentators moglich. Aufgrund der Bauart des Gasleitungssystems ist
eine gleichzeitige Nutzung beider Spektrometer ebenfalls moglich.
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Der Aufbau ermoglicht zukiinftig paralleles Arbeiten an beiden Spektrometern, was die
Effizienz deutlich erhoht. Ebenso kann der direkte Vergleich zwischen den Spektrometern
leichter erfolgen. Es ist moglich, mit einer einzigen Apparatur Strukturanalysen,
Signalverstarkung, sowie kinetische Prozesse von PHIP- und SABRE-Experimenten in Losung
an unterschiedlichen Atomkernen zu untersuchen. Die kurzen Schaltzeiten zwischen
Gasstromen und Messstart ermoglichen auch Experimente, bei welchen die Hyperpolarisation
schnell abklingt. Dazu zédhlen beispielsweise Experimente an hyperpolarisierten Gasen. Dabei
ware denkbar, die Hydrierreaktion von gasformigen Analyten an heterogenen Katalysatoren zu
verfolgen. Zusatzlich interessant ist auch die Untersuchung von H-D-Austauschreaktionen oder
Hydrierreaktionen unter Anwesenheit von HD-Gasgemischen. Die Apparatur ermoglicht
prinzipiell auch eine Untersuchung von Signalverstarkung durch ortho-Deuterium.

Mittels PHIP waren bereits schnelle 2D-NMR-Spektroskopische Aufnahmen von Protonen
moglich.®> Die erweiterte Apparatur kombiniert nun PHIP mit der Moglichkeit durch SOT die
Hyperpolarisation auf X-Kerne zu iibertragen. Diese X-Kern-Hyperpolarisation kann fiir 2D-
Heteronukleare NMR-Spektroskopie verwendet werden. Da die Hyperpolarisation
ndherungsweise mit der Relaxationskonstante der jeweiligen Kerne zerféllt, bleibt sie auf den
X-Kernen in der Regel linger erhalten. Standardisierte Experimente wie HSQC- (engl.:
Heteronuclear Single Quantum Coherence), HMBC (engl.: Heteronuclear Multiple Bond
Coherence) oder 2D-TOCSY (engl.: Total Correlation Spectroscopy) wéren in geringerer Zeit
moglich. Fiir das Beispiel ,PHIP als Biomarker“ ist vorstellbar, dass zukiinftig die X-
Kernpolarisation und NOE (engl.: Nuclear Overhouser Effekt) basierte Experimente verwendet
werden konnen fiir weiter Untersuchungen von Proteinen in enzymatischen Bindungstaschen.
Daneben sind 2D-Experimente auch fiir eine vollstindige Signalzuordnung interessant, vor
allem fiir komplexe Strukturen wie Peptide, Proteine oder Polymere.

Die groRRere Relaxationszeit der Hyperpolarisation auf den X-Kernen kann auch anderweitig
verwendet werden. Vor dem Hintergrund von DiMeADC und der Relevanz von Fumarat fiir die
Forschung als Kontrastmittel in der MRT-Technik wére es interessant zu testen, ob mittels der
Apparatur beispielsweise grofere Mengen an '3C-hyperpolarisiertem Fumarat hergestellt
werden konnen. Hier wére der Einsatz einer Flow Cell interessant. Damit konnte die Hydrierung
konstant erfolgen und durch NMR-Detektion der Punkt bestimmt werden, an dem die hochste
Fumaratkonzentration vorliegt. Durch Einleiten der Probe in ein u-Metallschild wiirde dann der
Transfer der Hyperpolarisation auf '3C erfolgen, sodass *C hyperpolarisiertes Fumarat
ausgefallt werden konnte. Im vorhandenen Labormafstab konnte das so erhaltene Fumarat
beispielsweise fiir Hyperpolarisationsexperimente mittels Festkorper-NMR verwendet werden.
Alternativ konnte der Ablauf als verkleinerte Variante einer moglichen klinischen Anwendung
untersucht und optimiert werden.

Weiterhin konnte versucht werden, andere X-Kerne zu hyperpolarisieren, wobei sich
beispielsweise Phosphor als biologisch relevanter Kern anbietet. Beide Spektrometer haben
Breitbandkanéle und konnen auf die jeweiligen Larmorfrequenzen dieser Kerne justiert werden.
Eine Detektion wére also moglich. Es miisste jedoch noch untersucht werden, ob ein SOT und
welche Art von SOT eine Hyperpolarisation von beispielsweise Phosphor ermoglicht. Allerdings
gibt es dazu noch keine einschliagigen Forschungsergebnisse und Literaturquellen.

77



Generell lasst sich der verwendete ZULF-MFC weiter variieren, um beispielsweise einen
selektiven SOT zu erzeugen, der die Polarisation von '*C- oder >N-Kernen in bestimmten
Positionen innerhalb eines Molekiils erhoht. In dieser Arbeit wurden bereits erste Ansatze
solcher Untersuchungen fiir die Hydrierung von DiMeADC prasentiert. Aufgrund
unterschiedlicher N-Positionen innerhalb des Molekiils, wiirde sich Histidin oder Histamin fiir
Untersuchungen selektiver ’N-Polarsationserh6hung eignen. Gleichzeitig wire das Hormon
Histamin ein weiteres interessantes Molekiil im Kontext der Erforschung hyperpolarisierter
korpereigener Substanzen.

Abschlieend eroffnen sich durch den neuen Aufbau und die Standardisierung der Ablaufe neue
Moglichkeiten Resultate beziiglich der Hyperpolarisation, des Polarisationstransfers und der
Speicherung von hyperpolarisierten Zustdnden in z.B. Biomolekiilen zu erhalten.
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7. Anhang

7.1. Hochfeld-NMR-Spektrometer

Das verwendete Hochfeld-NMR-Spektrometer ist ein OXFORD INSTRUMENTS Magnet mit 11,7 T
(500 MHz, 'H-Frequenz) mit einer BRUKER AVANCE III NMR-Konsole. Der Probenkopf fasst 5 mm
Probenrohrchen. Die Datenaufnahme und erste Datensichtung erfolgten anschliefend mit der
Spektrometersoftware Topspin 3.2 der Firma BRUKER. Die finale Auswertung der Spektren
erfolgte mit Hilfe der Software MestReNova 14.2.2 von Mestrelab Research und unterstiitzender
Verwendung von Topspin 4.0.9.

Fir 'H und ®C wird die chemische Verschiebung (§) in ppm relativ zu TMS (§ = 0,00)
angegeben. Fiir >N wird Ammoniak als Referenzsubstanz verwendet. Als interne Referenz dient
das jeweilige Restsignal des deuterierten Losungsmittels.

Es wurden folgende Probenkopfe verwendet:
e DUL 1H/D-13C inkl. Z-Gradient (Standardprobenkopf)
e PH BBI 500S2 (H-BB_D) (nur fiir die >N Messungen)

7.2. Benchtop-NMR-Spektrometer

Das verwendete Benchtop-NMR-Spektrometer ist ein X-Pulse 1,4 T (60 MHz) der Firma OXFORD
INSTRUMENTS mit Probenkdpfen fiir 5 mm NMR-Rohrchen. Die Datenaufnahme erfolgt mit der
Software SpinFlow 3.0.0 (Ab Installation bis 07.2023) bzw. SpinFlow 3.2.0 ab 07.2023 der
Firma OXFORD INSTRUMENTS. Die Datensichtung sowie Auswertung erfolgt mit Hilfe der
Software MestReNova 14.2.2 -15 von Mestrelab Research.

Fiir 'H und 3C wird die chemische Verschiebung analog zum HF-Spektrometer erhalten. Fiir
15N-Messungen wird auf einen im Probenkopf integrierten internen Standard gelockt.

Es wurden folgende Probenkopfe verwendet:
e XPP-HFx-1071: ein 'H/'F-BB-D Probenkopf (Standardprobenkopf)
e 15N-XL-5001: ein 'H-'>N Probenkopf mit internem 2*Na-Lock (nur fiir die >N
Messungen)
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7.3. Detaillierte Beschreibung der gesamten Apparatur

In den nachfolgenden Kapiteln werden zunéchst die einzelnen Bestandteile der Apparatur
(Abbildung 40) noch einmal im Detail beziiglich ihrer Bauweise und Verbindungen aufgezeigt
und beschrieben. Anschlielfend werden wichtige Eckdaten der Spektrometer aufgefiihrt.
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; .
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oL He-HF
2 -efung He p-H,/H, Leitung HHE
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Wiederholung der Abbildung 40: Schematische Darstellung des gesamten Versuchsaufbaus.

7.3.1. Das Leitungssystem der Hydrierapparatur

Abbildung 50: Fotographie der Hydrierapparatur zur Veranschaulichung der Kupferrohrleitung von (A) der
Hausleitung, Gber den (B) Generator zu (C) dem Durchflusssteuerungspaneel bis zu (D) dem Magnetventilbereich
des 1,4 T-Spektrometer.

Fiir die gesamte Apparatur werden 6 mm AD und 3 mm ID Kupferrohre verwendet. Diese
werden durch 6 mm Rohrverbinder der Firma SWAGELOK® mit anderen Bauteilen wie Ventilen
verbunden. Die Abzweigungen werden durch T-Stlicke (SWAGELOK®, B-6PAT-MM) ermoglicht
und fiir Kreuzungen werden Kreuzstiicke (SWAGELOK®, B-6MO0-3) verwendet. Die in der
Hydrierapparatur verbauten manuellen Ventile sind Kiikenhédhne fiir 6 mm Leitungen ebenfalls
von SWAGELOK® (B-6PAT-MM). Die Verbauung manueller Ventile dient dazu jederzeit die volle
Kontrolle iiber den Gasfluss und seine Richtung zu behalten.
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7.3.2. Gasleitungen

Es kann zwischen vier Gasen in zwei Leitungen gewdhlt werden. Helium als Inertgas und
Deuterium teilen sich eine Gasleitung. Die zweite Leitung ist fiir thermischen Wasserstoff bzw.
fiir p-Ha. Der thermische Wasserstoff kommt aus der Hausleitung (max. 15 bar) und kann
entweder durch den Parawasserstoffgenerator geleitet werden, um in eben diesen umgewandelt
zu werden, oder {iber einen Bypass an dem Generator vorbei und direkt in das System
eingespeist werden. Da sich je zwei Gase eine Leitung teilen, muss die Leitung bei einem
Wechsel durch alternierendes Anlegen von Vakuum und Gasiiberdruck durchgespiilt werden.
Innerhalb der p-H./Ha-Leitung befindet sich nach dem Bypass bzw. nach dem Generator
zusatzlich ein Feindosierventil (SWAGELOK®, B-SS6MM). Dieses wird verwendet, um den
Durchfluss an p-Hy/H, zu verringern und das durchstromende Gas zu verlangsamen. Dadurch
wird die Aufenthaltszeit der Gasmolekiile im Generator ldnger und eine Umwandlung kann
wéhrend der gesamten Laufzeit garantiert werden.

Das Volumen der Wasserstoffleitung gemessen vom Druckminderer (inklusive
Magnetventilbereich) bis zum 11,7 T Spektrometer betrdgt 49,5cm?®. Die verbaute
Kupferleitung von He/D- hat eine Linge von 7 m, die Linge der p-H./H.-Kupferleitungen
betragt 9 m.

Das Volumen der Wasserstoffleitung, gemessen vom Druckminderer (inklusive
Magnetventilbereich) bis zum 1,4 T-Spektrometer, betrdgt 10,6 cm?. Die Kupferleitungslange
betragt ~3 m fiir die He/D»-Leitungen und ~3,5 m fiir die p-Ho/H,-Leitung.

7.3.3. Der Parawasserstoffgenerator

Die Parawasserstoffanreicherung wurde mit einem Parawasserstoffgenerator von Advanced
Research Systems Inc. durchgefiihrt, welches einen DE204A-Kryostaten und einen ARS 4HW-
Kompressor umfasst. Der Kryostat wurde auf 30 K gekiihlt und liefert damit Wasserstoff mit
einem Anreicherungsgrad von 98 % Parawasserstoff. Fiir die Umwandlung wird Aktivkohle als
Katalysator verwendet. Sofern nichts weiter angegeben wird, werden 10 bar Ho-Gas eingespeist
und 7 bar p-H; fiir die Reaktionen verwendet.

7.3.4. Durchflusssteuerungspaneel

Im Durchflusssteuerungspaneel wird der Druck der einstromenden Gase (p-Hz/H> oder He/Dy)
am Druckminderer eingestellt. Hinter dem Druckminderer der jeweiligen Leitung verzweigt sich
diese zu je einer Ausgangsleitung pro Spektrometer. Die Ausgangsleitungen fiihren zu den
besagten Spektrometern und sind in Abbildung 40 bspw. mit He-BT fiir die Heliumleitung zum
Benchtop-Spektrometer beschriftet. Sollen beispielsweise He und p-H> zum BT gefiihrt werden,
werden die Ventile He-BT und H,-BT geoffnet. Alle anderen Ventile dieses Bereiches bleiben
geschlossen.

Zusétzlich befindet sich an der p-Hao/Ha-Leitung ein 0,5 L-Tank. Dieser wird fiir die Lagerung
von p-Hz verwendet. Des Weiteren ist in die p-Hz/H> -Leitung am Durchflusssteuerungspaneel
eine Vakuumleitung angeschlossen, die zur Evakuierung der Wasserstoffleitung und des
Generators verwendet wird. Zudem fiihrt jeweils eine Abzweigung der Vakuumleitung ebenfalls
zu den Spektrometern. Auf dem Weg zum 11,7 T ist zur Volumenvergroferung ein zusitzlicher
Vakuumtank integriert.
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Die Gase und der Vakuumbehélter konnen entweder von einem oder gleichzeitig von beiden
NMR-Spektrometern verwendet werden.

7.3.5. Magnetventilbereich

Nachdem die zu verwendenden Gase den Weg durch die manuellen Ventile passiert haben,
gelangen sie in den jeweiligen Magnetventilbereich des gewiinschten Spektrometers. Hier sind
die computergesteuerten Magnetventile eingebaut, die fiir die Steuerung des Gasstroms
wahrend einer Messung geschaltet werden. Beide Bereiche sind nahezu baugleich, mit leichten
Unterschieden im Gesamtvolumen. Jede Gasleitung, sowie die Vakuumleitung, verfiigt iiber ein
Magnetventil, das den Weg zwischen dem Magnetventilbereich und dem manuellen
Ventilbereich 6ffnen oder schlief3en kann.

Magnetventilbereich des 11,7 T Magnetventilbereich des 1,4 T

ouT

Abbildung 52: Darstellung des Flussdiagramms der
Magnetventile des 1,4 T-Magnetventilbereiches
(Abschnitt 3), mit einem Gasvolumen 6,5 cm3

Abbildung 51: Darstellung des Flussdiagramms der
Magnetventile des 11,7 T-Magnetventilbereiches
(Abschnitt 3), mit einem Gasvolumen 6,75 cm?3

Jeder der Magnetventilbereiche (Abbildung 51 und Abbildung 52) besteht aus zwei
Unterbereichen. Der Einlassbereich umfasst alle Gase, das Vakuum und das IN-Ventil, es kann
direkt in ein angeschlossenes NMR-Rohrchen entliiftet werden. Der Auslassbereich wird durch
das OUT-Ventil und das R-Ventil, sowie fiir den 11,7 T-Magneten, als auch durch das OV-Ventil?
gebildet. Zwischen dem Einlass- und dem Auslassbereich befindet sich ein Magnetventil: E.
Wenn das E-Ventil geoffnet ist, stellt sich ein Druckgleichgewicht iiber den gesamten Bereich
und das NMR-Rohrchen ein. Wenn das E-Ventil geschlossen ist, kann eine Druckdifferenz
zwischen dem Einlass- und dem Auslassbereich erzeugt werden, um Gase in die Probe
einzuleiten. Der Druck im Auslassbereich wird durch Offnen des R-Ventils nach auRen
reduziert. Hinter diesem Magnetventil befindet sich ein Feinventil (und ein Durchflussmesser)
zur Kontrolle der Durchflussmenge. Dadurch konnen die Gase kontrolliert ausstromen, so dass
ein Ungleichgewicht zwischen dem Einlass- und dem Auslassbereich entsteht. Das eingeleitete
Gas beginnt in Form von Blasen in der fliissigen Probe aufzusteigen. Dies wird als Blasenbildung
bezeichnet. Der Wechsel zwischen den einzelnen Durchflussmustern findet innerhalb weniger

2 Das OV-Ventil des 11,7 T Panel erméglicht auch das Blubbern, aber die Durchflussmenge kann nicht {iber ein Feinventil eingestellt
werden. Dieses Magnetventil dient hauptsachlich zur schnellen Druckentlastung. Die Entleerung der Automationstafel kann
iiber das R-Ventil erfolgen. Daher wird bei dem 1,4 Aufbau auf ein OV-Ventil verzichtet.
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Millisekunden statt. Sofern von der Hauptleitung iiber das Durchflusssteuerungspaneel bis in
die Probe alle Ventile geoffnet sind, entspricht dieser Druck auch dem Druck in der Probe nach
weniger als 0,5 s. Ist der Weg zur Hausleitung unterbrochen, muss der Druck am Paneel etwa
0,5 bar hoher liegen, als der gewiinschte Druck in der Probe, da der Druckverlust ab diesem
Punkt bis zur Probe iiber die gesamte Strecke beachtet werden muss.

Tabelle 13: Haufig verwendete Schaltungsbefehle. Links die Kommandos fur die programmierten Schaltungsmuster,
rechts eine kurze Erkldrung.

ALL_OFF Alle Ventile schlieRen sich.
VALVES OFF
VAC_ON Evakuieren des Panels, um sicherzustellen, dass der Probe sauberer Wasserstoff

zugefiihrt wird, indem die Ventile VAC und E einige Sekunden lang 6ffnen.

bHe Offnen des HE oder H2-, R-, IN- und OUT-Ventils. Es folgt die Glaseinleitung in die
Probe.

bH2

vsaveHe Statischer Druck des jeweiligen Gases aus den Leitungen He oder H2. Hierfiir
geoffnet werden zu dem jeweiligen Gas die Ventile: E, IN, und OUT.

vsaveH2

relp Um den Druck abzulassen, wird H2 geschlossen und R (oder OV) gedffnet.

7.3.6. Steuerung mit dem PC des Hochfeld-Spektrometers

Ein Mikrocontroller (Arduino UNO, ausgestattet mit einem Atmel Atmega 328P) ist mit den
TTL-Ausgiangen (Transistor-Transistor-Logik) des IPSO (engl.: Intelligent Pulse Sequenz
Organizer) der BRUKER AVANCE-Konsole verbunden. Diese TTL-Ausgidnge konnen von der
Spektrometersoftware angesteuert werden. Uber eine Bibliothek werden den einzelnen
Ventilen Nummern zugewiesen, die iiber die TTL-Ausgidnge ausgegeben werden. Der
Mikrocontroller setzt diese Nummern in ein Schaltsignal fiir das entsprechende Ventil um.
Damit ist es moglich, die Magnetventile iiber Pulsprogramme des 11,7 T Spektrometers zu
steuern. Da die Ausgidnge des Mikrocontrollers nicht geniigend Spannung und Leistung
bereitstellen konnen um die Ventile direkt anzusteuern, wurde eine Treiberschaltbox (GATE-
Treiber) gebaut. Die Box enthélt ein Netzteil und die Treiberschaltung (MOSFET), die je nach
Eingangssignal (0 oder 5V) den jeweiligen Magneten des Ventils mit Strom (280 bis 460 mA
bei 24 V) versorgt. Der Treiber kann nicht nur {iber den Mikrocontroller gesteuert werden,
sondern auch manuell {iber einen Kippschalter. Die Kippschalter sind notwendig, um das
Experiment in den richtigen Ausgangszustand zu bringen, bevor die automatische Steuerung
tibernimmt, und um den Aufbau einschlieRlich der angeschlossenen Probe vor der Injektion in
den Magneten auf Gasdichtheit zu testen.
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7.3.7. Steuerung mit dem PC des Benchtop-Spektrometers

Das zweite BT-Spektrometer hat zum Zeitpunkt der Aufnahme der gezeigten Daten keinen TTL-
Ausgang. Daher wird der Mikrocontroller (ARDUINO UNO, Atmega328P) direkt iiber USB mit
dem Bedienrechner verbunden. Da die Ausgdnge des Mikrocontrollers nicht geniigend
Spannung und Leistung bereitstellen konnen um die Ventile direkt anzusteuern, wird eine
identische Treiberschaltung (GATE-Treiber) zum Schalten der Ventile gebaut. Die USB-
Verbindung erlaubt keine direkte Ansteuerung der Ventilschaltungen durch die
Spektrometersoftware oder die Pulsprogramme. Ein separates Python-Programm auf dem
Computer kommuniziert mit dem Mikrocontroller, dessen Programmierung das Ventil, dessen
Nummer mit der jeweiligen Kanalposition und dem Zustand (Offen, geschlossen) verbindet,
was eine schnelle und einfache Bedienung der Ventile aulerhalb der Spektrometer Software
ermoglicht. Die gewiinschte Ventilsteuerung kann vordefiniert und als Befehlsliste gespeichert
werden. Bei Bedarf wird die Liste geladen und an den Mikrocontroller gesendet. Anschlie3end
ist es moglich, mit Hilfe eines einfachen Python-Skripts einen automatisch positionierten
Mausklick zu platzieren, der wiederum die vorbereitete Messung in der Spektrometer Software
startet.

Zusatz: Das Benchtop-Spektrometer wurde kiirzlich mit einem festen TTL-Ausgang
nachgeriistet, der die synchrone Steuerung der Magnetventile durch das Pulsprogramm auf der
Konsole ermoglicht (dhnlich wie bei der HF-Konsole).

7.3.8. Verbindung zwischen NMR-Rohrchen und Hydrierapparatur

Im Folgenden wird detailliert beschrieben, wie die optimierte Verbindung zwischen
Probenrohrchen und der Hydrierapparatur aussieht. Ausgehend von dem Magnetventilbereich,
direkt angeschlossen an das IN-Ventil, befindet sich ein 1/16-Zoll-PTFE-Schlauch (1,6 mm AD,
0,5 mm). Dieser geht in eine ca. 15 cm lange Glaskapillare (0,36 mm AD, 0,15 mm ID]) {iber,
welche an das untere Ende des Rohrchens reicht. Ein zweiter PTFE-Schlauch (1,6 mm AD,
0,5mm ID) fithrt vom OUT-Ventil ebenfalls zum Probenrohrchen. Beim Probenrohrchen
handelt es sich um ein 5-mm-NMR-Roéhrchen 528-TR-7 von Rototec Spintec. An der Offnung
des NMR-Rohrchens befindet sich ein Glasgewinde, welches es ermoglicht einen eigens
designten, aus SLA-Harz gedruckten, Aufsatz (Kapitel 7.10, Abbildung 73) anzuschrauben. Der
Aufsatz verbindet die beiden PTFE-Schlauche mit dem Probenréhrchen (Abbildung 53). Fiir die
Gasdichtigkeit zwischen dem Aufsatz und dem Probenréhrchen wird ein O-Ring verwendet. Fiir
den Anschluss an die Schlduche werden VacuTight-Fittings verwendet. Diese werden von
TECHLAB als IDEX H&S P-844 geliefert und bestehen aus einer PEEK-Schraube (1/16-Zoll) und
einer 1/16-Zoll-ETFE-Ferrule (Tefzel-Schneidring).

Das verwendete NMR-Rohrchen limitiert den Maximaldruck auf 20 bar.

| |
} o S | :

Abbildung 53: Skizzierung eines Probenrohrchen welches durch den aufgeschraubten Adapter (links) an die
Schlduche und damit an die Hydrierapparatur angeschlossen ist, was die Einleitung von Gasen und das Blubbern
ermoglicht (rechts).
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NMR-Réhrchen Reinigungsprotokoll

Ein Reinigungsprotokoll wurde eingefithrt, um die Reinheit aller Probenréhrchen zu
gewahrleisten. Kleinste Verunreinigungen an den Rohrchenwénden erhéhen die Adhésion, was
den Durchfluss des Gases durch die gesamte Probe und einen ordnungsgemaf3en Riickfluss der
Probe in den Aufnahmebereich stort. Vor allem bei Wasser duflert sich dies durch starke
Schaumbildung, bis hin zur Verringerung der Substanzmenge im Aufnahmefenster, durch
Adhaésion der Probe im oberen Rohrchenbereich.

1. Ausspiilen mit deionisiertem Wasser (2x)

2. Befiillung der NMR-Rohrchen mit Konigswasser ca. 7 cm hoch

Erhitzen bei 60°C fiir mindestens eine Stunde, im extra hierfiir designten und
angefertigten Heizblock

Auskippen der Sdure

Wiederholtes Nachspiilen mit deionisiertem Wasser

Zweimal mit Aceton ausspiilen

Rohrchenauf3enseite mit Aceton und einem riickstandsfreien Tuch reinigen

Trocknen lassen

® N oA

7.3.9. Der ZULF-MFC

Im ZULF-MFC wird ein moglichst grof3er Bereich an geringen Magnetfeldern abgedeckt. Der
computergesteuerte MFC erfolgt in dem mit unterschiedlichen Kupferspulen ausgestatteten u-
Metallschild (Designt und gebaut bei A.KIRYUTIN). Die Spulen werden {iiber einen ROHDE&
SCcHWARZ HMP4040 PowerSupply 384W mit Strom versorgt (Abbildung 54), dieser wiederum
ist liber eine serielle Schnittstelle mit dem Computer des 11,7 T-Spektrometers verbunden, was
die Computersteuerung erlaubt.

Die magnetische Felddnderung erfolgt {iber Verdanderung der Spannung [in Volt] auf dem Kanal
1, der Z-Spule. Dies beeinflusst das gesamte Magnetfeld im Schild. In Abbildung 54 wird die
Verdanderung des Magnetfeldes in Z gegen die Zeit aufgetragen. Bei der Angabe von
Magnetfeldern im u-Metallschild wird sich auf die Z-Richtung beschrénkt, da dies die
kontrollierbare Komponente ist. Ergdnzend wird in Abbildung 54 dargestellt, wie sich die
Magnetfelder in X und Y verdndern wahrend eines MFC. Zur Messung der Magnetfelder in den
drei Raumrichtungen wird eine Magnetsonde (Fluxgate FLC 3-70) verwendet (Eine Messung
pro 688 ms).
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Abbildung 54: Oben eine Fotographie des p-Metallschildes (rechts) und des Power Supply (links), welcher die

Spannung an den Spulen im Schild steuert, um das Magnetfeld zu variieren. Die bei einem Standard ZULF-MFC das
unten gezeigten Profil durchlaufen.

Der ZULF-MFC ist ein ,, 1000x4“ Sweep. Dabei gibt ,,1000“ die Schritte der Variation an und ,,4“
die Schrittweite in nT. Die zur Messung verwendete Magnetsonde kann allerdings diese kleinen
Schritte nicht in der Geschwindigkeit detektieren, in welcher die Spannung gedndert wird. Der
ZULF-MFC startet bei 10 uT wéhrend der p-H.-Zufuhr, wird anschlief3end abrupt auf 2 uT
abgesenkt und steigt adiabatisch bis auf 6 uT an. Dieser gesteuerte MFC dauert 14 Sekunden.

7.4. Methoden

7.4.1. Aligemeine Prozedur von PASADENA-Experimenten
He @7 bar

,/sz @ 7 bar

0

3-60s

Abbildung 55: Schematische Darstellung eines PASADENA-Experimentes mit Gasstromen, Puls und
Akquisitionsphase.

Eine PHIP-Probe besteht aus einem Analyten und dem [Rh(dppb) (COD)]BF4 Katalysator, gelost
in volldeuteriertem Methanol oder Aceton (Gesamtvolumen 500-700 wl). Fiir eine PASADENA-
Messung wird ein statischer Heliumdruck von 7 bar an die jeweilige Probe angelegt und
anschliellend die Automatik gestartet. Sofern nichts Weiteres angegeben ist, wird die
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Hydrierungsreaktion bei Raumtemperatur mit 7 bar p-Hz im jeweiligen NMR-Magneten
durchgefiihrt. Anschlie3end wechselt der Gasstrom zuriick zu einem statischen Heliumdruck,
um die Homogenitdt des Magnetfeldes wiederherzustellen (~2 s), bevor die Detektion durch
einen 45°-Puls mit anschlielender Akquisition erfolgt.

Das durch HP-Signale erhaltende Spektrum wird als PHIP-Spektrum bezeichnet. Um einen
Verstarkungsfaktor des PHIP-Experiments zu berechnen, wird ein Referenzspektrum
aufgenommen, nachdem die Hyperpolarisation vollstindig bis zum thermischen Gleichgewicht
relaxiert ist. Dies stellt das thermische Spektrum dar.

Zur Durchfithrung von Pseudo-2D-Experimenten kann das allgemeine Verfahren von
PASADENA wiederholt werden.

Pulsprogramm: PHIP_SER TEST FT

7.4.2. SABRE-Experimente (Allgemein)

Eine SABRE-Probe besteht aus einem Analyt und dem [Ir(COD) (IMes)Cl] Katalysatorkomplex,
gelost in volldeuteriertem Methanol oder Aceton (Gesamtvolumen 500-700 ul). Fiir Analyten,
bei denen eine Koordination an den Katalysatorkomplex als gehemmt erwartet wird, kann ein
Auxiliar (DMSO, Pyridin) verwendet werden. Fiir eine erfolgreiche Aktivierung des Katalysators
wird das anfanglich gelbliche Reaktionsgemisch bis zur vollstindigen Entfarbung kontinuierlich
mit p-H, versetzt. Sobald die farblose Form [Ir(H).(IMes)(Py)s]*Cl" vorliegt, kann das
eigentliche SABRE- oder SABRE-SHEATH-Experiment gestartet werden. Fiir die Detektion von
Protonen wird ein 45° Puls verwendet, fiir X-Kerne ein 90° Puls.

7.4.3. SABRE-SHEATH (mit Motor nur am 11,7 T-Spektrometer)

Das an die Hydrierapparatur angeschlossene NMR-Rohrchen wird in die Probenhalterung des
Shuttles eingefiihrt. Die Zahnstange wird in die Ausgangsituation (Motorposition 0) innerhalb
des Magneten geschoben und der Motor eingeschaltet und initiiert (Kommando: motorinit).
Fiir die Messung fahrt der Motor die Probe an die voreingestellte Position (0 bis 9100) und die
Hydrierung wird gestartet. Im Anschluss fahrt der Motor die Probe zuriick in den Magneten
(Position 0) und die Messung startet mit einer Verzogerung von 0,4 s. Position 8900 ist die
Hohe, die der Schrittmotor ansteuert, wenn die Probenlésung im NMR-Rohrchen im Zentrum
des u-Metallschildes positioniert werden soll.

Feldabhangigkeit

Die feldabhidngige Signalintensitdt einer Probe wird gemessen, indem ein bestimmtes
Magnetfeld im u-Metallschild vorgegeben wird. Anschliefend wird eine Probe in das u-
Metallschild gefahren und mit p-H, versetzt. Nachdem der Motor die Probe wieder im
Probenkopf positioniert hat, wird ein Spektrum aufgezeichnet. Kurz nach der Messung wird das
Magnetfeld im u-Metallschild um ein vorgegebenes Intervall (z.B. 100 nT) verdndert, die Probe
erneut hochgefahren, hydriert, runtergefahren und gemessen. Dieser Prozess wiederholt sich
fiir alle Feldstarken, die gemessen werden sollen. Ein haufig verwendeter Zyklus ist: 1400 nT
bis -1400 nT in 100nT Schritten.
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Verwendetes Pulsprogramm: motor_phip90 NEW
Wichtiger Parameter: CNST2 (Position)
Verwendetes AU Programm: changeBlow4
Wichtige Zeilen im AU:
e 127, int Nfields = 32; //*size of array of the fieldcycle, this is how many steps you record */
e 128 int offsetB = 1500; //offset point for fieldcycle, you start from here (in nano Tesla)
e 129 int increment = -100; // increment for the fieldcycle, this is the size of the steps you are
going in nanoTesla

7.4.1. SABRE-SHEATH (manuell)

Das an die Hydrierapparatur angeschlossene NMR-Rohrchen mit Probe wird im Erdmagnetfeld
oder einem niedrig gewdhlten statischen Feld im u-Metallschild hydriert und anschliel3end
manuell in den jeweiligen NMR-Magneten eingebracht, in welchem die Aufnahme anschlieen
héandisch gestartet wird.

Fiir einen hdndischen MFC-SOT auf X-Kerne wird die Probe in das u-Metallschild gestellt,
hydriert und anschliefend ein MFC gestartet. Danach wird die Probe in den jeweiligen
Magneten zur Detektion transportiert und die Messung gestartet. Alternativ kann hier auch die
Automatik verwendet werden.

Verwendetes Pulsprogramm: zg, [zgig, zgpg30]; FID _H, FID X, FID XH
Verwendetes AU Programm: Fieldsweepaul
Wichtige Zeilen im AU:
e 127, int Nfields = 32; //*size of array of the fieldcycle, this is how many steps you record */
e 128 int offsetB = 1500; //offset point for fieldcycle, you start from here (in nano Tesla)
e 129 int increment = -100; // increment for the fieldcycle, this is the size of the steps you are
going in nanotesla
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7.4.2. MFC-SOT Experimente

Labor-MFC

In dieser Arbeit werden zwei MFC-SOT-Methoden verwendet. Der Labor-MFC nutzt das lokale
Magnetfeld (Streufeld) innerhalb des Labors (Abbildung 56). Die Hydrierungsreaktion (bei
7 bar) findet neben dem Hochfeldmagneten in einem 25 mT Streufeld statt, angeschlossen an
die HF-Hydrierapparatur. Hier werden die Gase und die Ventile durch den Hochfeldcomputer
gesteuert. Nach der Hydrierung wird das Gas auf Helium umgeschaltet, wiahrend die Probe aus
dem Hochfeldbereich gebracht wird. Danach wird die Probe fiir den weiteren Transport zum
1,4 T Magneten von der Gasleitung abgekoppelt. In einer Entfernung von etwa 6 m vom 11,7-
T-Magneten wird ein Minimum von 20 uT (Erdmagnetfeld) durchlaufen, bevor das Feld
anschlieffend wieder auf 170 uT oberhalb des 1,4 T Magneten ansteigt. Die Gesamtzeit des
Transports betragt ca. 30s.

90°

NMR Transport

He @7 bar
pH2 @ 7 bar
Col et i s rhvse
B 3-60s

+25mT
Feld

Abbildung 56: Darstellung eines Experiments mit dem Labor-MFC.

ZULF-MFC

Fiir ein ZULF-MFC-Experiment wird das Probenréhrchen mit Spinner in das neuentwickelte
Insert gestellt und damit im u-Metallschild positioniert. Anschlief3end kann das Experiment
gestartet werden.

90°

NMR Transport

OpT__ o 10pT

Feld —=

Abbildung 57: Darstellung eines Experiments unter Einsatz des computergesteuerten ZULF-MFC-SOT.
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Der ZULF-MFC verwendet den computergesteuerten (Standard) MFC, der innerhalb des u-
Metallschildes durchgefiihrt wird (Abbildung 57). In allen Experimenten wird die p-H>-Zufuhr
mit 7 bar p-H; innerhalb des u-Metallschildes bei ~10 uT durchgefiihrt. Nach der p-Ha-Zufuhr
wird der Gasdruck auf einen statischen 7 bar Heliumdruck umgeschaltet und der MFC gestartet.
Nach dem MFC wird die Probe in ein Spektrometer gebracht. Fiir den Wechsel aus dem u-
Metallschild in das HF-Spektrometer wird die Probe entnommen und transportiert (<20 s). Da
sich der Spinner bereits am Rohrchen befindet, kann die Probe direkt mittels der PTFE-
Schlduche in die Fallrohre eingefddelt und abgelassen werden. Bei einem Wechsel vom u-
Metallschild zum BT-NMR-Spektrometer wird der Spinner wahrend des Transportes abgezogen
und das Probenrohrchen direkt in den Probenkopf des BT-Spektrometers gesteckt (<16s).

Nach den Transportverzogerungen beginnen die Messungen bei beiden Messtechniken
automatisch. Der jeweilige Spektrometercomputer steuert den Gasaustausch und die
Magnetventile. Der automatische MFC kann zum aktuellen Zeitpunkt nur durch den Computer
des 11,7 T Spektrometers angesteuert werden.

Am 11,7 T Am1,4T
Verwendete Pulsprogramme zg, zgig, (zgpg30) FID H, FID X, FID XH

Verwendetes AU Fieldsweepaul 20sH2, muSABRE

Sofern nichts anderes beschrieben wird, erfolgen die Messungen von '*C-Spektren mit einem
90°Puls. Fiir hyperpolarisierte Spektren wird nur ein Scan aufgenommen. Fiir thermische
Spektren wird die Anzahl der Scans angegeben, da sie stark variieren kann.
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7.5. Chemikalien und chemische Reaktionen

Alle verwendeten Chemikalien wurden von den Anbietern Sigma Aldrich, TCI, Carl Roth GmbH,
Iris, Acros, VWR, Eurisotop oder Deutero bezogen und sofern nicht anders angegeben ohne
weitere Aufarbeitung eingesetzt.

Die Gase Helium 4.6 und Wasserstoff 5.0 wurden von den Anbietern Westfalen in je 200 bar
Gaszylindern bezogen.

Der fiir die SABRE- Messungen verwendete Iridium-IMes-Komplex wurde von Frau DR. S.
HADJIALI®®! im Rahmen einer Dissertationsarbeit nach der Literaturvorschrift®”’ synthetisiert.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde stets dieselbe Charge unverdndert verwendet.

7.5.1. Hydrierung von PPOBLG

Das verwendete Biopolymer poly-y-(4-propargyloxy)-benzyl-L-glutamat) (PPOBLG) wurde von
Herrn DR. M. ALCARAZ-JANREN im Rahmen einer Dissertation!®®! in Anlehnung an die Literatur®!
synthetisiert und fiir die Messungen unverandert verwendet.

Fiir die konzentrationsabhéngigen 'H-NMR-Messungen wird eine bekannte Menge PPOBLG in
Chloroform-d gel6st. Gleichzeitig wird der Rhodiumkatalysator [Rh(dppb)(COD)]BF4 in
Chloroform-d gel6st. Je nach gewiinschter Konzentration werden die beiden Losungen in
unterschiedlichen Verhéltnissen gemischt und ggf. mit Chloroform aufgefiillt, um ein
Flllvolumen von 600ul zu erhalten. Nach der Hydrierung kann ein PHIP-Spektrum
aufgenommen werden. Tabelle 14 fasst die Konzentration und Hydrierzeitangaben fiir die
gezeigten Messungen zusammen. Tabelle 15 zeigt die Zuordnung der chemischen
Verschiebungen der jeweiligen Kerne in ppm.

Tabelle 14: Zusammenfassung der PPOBLG-Konzentrationen, der verwendeten Katalysatorkonzentration und die
verwendete Hydrierzeit.

c¢(PPOBLG) c(PPOBLG) c(Kat.) p-H: Zeit

/ M / mmol / mM /s
10,27 6,16:10° 3 45
5,13 3,08:10° 3 45
2,57 1,54-10° 3 45
1,03 6,16-107 3 45
0,77 4,62:107 3 45
0,66 4,00-107 3 45
0,39 2,37-107 3 20
0,15 9,49-108 3 20
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0,12 7,12:10°8 3 20
0,071 4,24-10°® 1.54 10
0,053 3,18-10°® 1.54 10
0,035 2,12-10°® 0.77 5
0,013 7,94:10° 1.5 6.5

Tabelle 15: Strukturformel und Zuordnung des PPOBLG (Polymer 1), sowie dessen ersten (Polymer 2) und zweiten
(Polymer 3) Hydrierungsschrittes.

H Zuordnung PPOBLG Polymer 1

o

0 712 IH-NMR (500 MHz, 298,15 K, CDCls): § = 1,91-2,65 (b, 4H,
3-H, 4-H), 2,51 (s, 1H, 13-H), 3,7-

4,1 (b, 1H, 2-H), 4,60 (s, 2H, 11-H), 4,95-5,04 (2*b, 2H, 6-H),

6,89 (s, 2H, 9-H), 7,21 (s, 2H, 8-H) ppm.

Zuordnung Allylether Polymer 2

TH-NMR (500 MHz, 298,15 K, CDCl3): §= 1,91-2,65 (b, 4H, 3-
H, 4-H), 3,95 (b, 1H, 2-H), 4,39 (s, 2H, 11-H), 4,85-5,0 (2*b,
2H, 6-H), 5,1-5,4 (2*d, 2H, Jyans=17,1 Hz, J:is=9,4 Hz, 13-H),
5,9 (m, 1H, 12-H), 6,76 (s, 2H, 9-H), 7,14 (s, 2H, 8-H) ppm.

Zuordnung Alkylether Polymer 3

TH-NMR (500 MHz, 298,15 K, CDCls): § = 0,95 (s, 3H, 13-H),
1,7 (s, 2H, 12-H), 2,12-2,65 (b, 4H, 3-H, 4-H), 3,78 (s, 2H 11-
H), 3,95 (b, 1H, 2-H), 4,85-5,0 (2*b, 2H, 6-H), 6,76 (b, 2H, 9-
H), 7,14 (b, 2H, 8-H) ppm.
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7.5.2. SABRE-Messungen von Pyridin

Das fiir einige Messungen verwendete >N-Isotopenmarkierte Pyridin wird in einer Reinheit von
98 % von der Firma Eurisotop bezogen. Bei allen Messungen von Pyridin handelt es sich um
SABRE-Messungen, daher wird [Ir(H)2(IMes)(Py)s]*Cl als Katalysator verwendet. Fiir eine
Probe wird in einem Mikroreaktionsgefa® das Substrat und der Katalysator im deuterierten
Losungsmittel gelost und anschlie@end in ein NMR-Rohrchen iiberfithrt. Die jeweiligen
verwendeten Probenansitze konnen der Tabelle 16 entnommen werden. Tabelle 16 listet
zudem die p-H-Zufuhrzeit, das Probenvolumen, das verwendete Losungsmittel und das
jeweilige Kapitel, in dem Messungen dargestellt werden, auf. Tabelle 17 zeigt die Zuordnung
der chemischen Verschiebungen der jeweiligen Kerne in ppm.

Tabelle 16: Ansatztabelle der Pyridin-NMR-Proben fir die in der Arbeit gezeigten Messungen.

c¢(Pyridin) V(Pyridin) c(Kat.) p-H: Zeit Volumen o Kapitel

/ #M / #L /mM /s / pL Hou (Kern)

88 5 2,38 10 700 MeOD 5.2 (3C)

61 3 2,75 10 600 MeOD 5.2 (*H)

61 3 (°N) 2,78 20 600 MeOD 5.2.1 (**N) Abb. 24

20 INGY) 2,78 20 600 MeOD 5.2.2 (*>N) Abb. 25 A

206 10 2,7 20 600 MeOD 5.2.2 (**N) Abb. 25 A

248 10 Ny 3,39 60 500 MeOD 5.3.4 (*>N) Abb. 39B

248 10 (*N) 500 MeOD 5.3.4 (*>N) Abb. 39C

248 10N 3,25 30 500 MeOD 5.4.5 (**N) Abb. 48A-B
Abb. 49A,C

248 10 3,25 30 500 MeOD 5.4.5 (**N) Abb. 49B,D

Tabelle 17: Strukturformel und Verschiebungszuordnung von Pyridin.

Zuordnung Pyridin Py

IH-NMR (298,15 K, Methanol-dg): § = 8,51 (o-Py), 7,79 (p-Py), 7,38 (m-
p Py) ppm; 'H-Signale von an Iridium koordiniertem Py: 8,28 ppm (p-Pyeq) 7,06
\ m ppm (m-Pyax)

I3C-NMR (298,15 K, Methanol-d4): 8§ = o-py 148 ppm m-py 137 ppm, p-py
124 ppm

I5N-NMR (298,15 K, Methanol-d4): § = 300 ppm (NHs Bezugssystem)
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7.5.3. SABRE-Messungen von Thiourea

Bei allen Messungen von Thiourea handelt es sich um SABRE Messungen, daher wird
[Ir(H)2(IMes) (Py)s]*Cl" als Katalysator verwendet. Fiir eine Probe werden in einem
Mikroreaktionsgefaf3 das Substrat und der Katalysator im deuterierten Losungsmittel gelost und
anschlielend in ein NMR-Rohrchen iiberfithrt. Die jeweiligen verwendeten Probenansétze
konnen der Tabelle 18 entnommen werden. Tabelle 18 listet zudem die p-Ha-Zufuhrzeit, das
Probenvolumen, das verwendete Losungsmittel und das jeweilige Kapitel, in dem die Proben
verwendet werden, auf. Die Tabelle 19 zeigt die Zuordnung der NMR-Kerne in ppm.

Tabelle 18: Ansatztabelle der Thiourea SABRE NMR-Proben fiir die gezeigten Messungen.

c(Thiourea) m(Thiourea) c(Kat.) p-H: Zeit Volumen s Kapitel

/ mM / mg /mM /s / uL LOM! (Kern)

63,5 2,9 3,14 10 600 MeOD 5.2.3 (*H;"3C)

308 11,72 3,39 500 MeOD 5.2.3 (3C) Abb27A
74,4 3,4 3,58 10 600 MeOD 5.2.3 (*3C) Abb.28

342 13 3,39 10 500 MeOD 5.3.3 (3C) Abb. 37
342 13 3,39 60 500 MeOD 5.3.3 (*3C) Abb. 38
308 11,72 3,39 60 500 MeOD 5.4.4 (**C) Abb. 47
1970 90 600 MeOD 5.4.4 (**C) Abb. 47

Tabelle 19: Strukturformel und Verschiebungszuordnung von Thiourea.

S Zuordnung Thiourea
J.I\ H-NMR (298,15 K, Methanol-d4): 6 = 6,91 ppm
HZN N H2 13C-NMR (298,15 K, Methanol-d4): § = 184 ppm
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7.5.4. Hydrierung von Dimethylacetylendicarboxylat DiMeADC

Bei allen Messungen von DiMeADC handelt es sich um PHIP-Messungen, daher wird der
Hydrierkatalysator [Rh(dppb)(COD)]BFs verwendet. Fiir eine Probe werden in einem
Mikroreaktionsgefal das Substrat und der Katalysator im deuterierten Losungsmittel gelost und
anschlielfend in ein NMR-Rohrchen iiberfithrt. Die jeweiligen verwendeten Probenansétze
konnen Tabelle 20 entnommen werden. Tabelle 20 listet zudem die Hydrierzeit, das
Probenvolumen, das verwendete Losungsmittel und das jeweilige Kapitel, in dem die
Messungen dargestellt werden, auf. Die Tabelle 21 zeigt die Zuordnung der chemischen
Verschiebungen der jeweiligen Kerne in ppm.

0 |
1
N0~ p-Ha (7 bar) o OO

02 7 B —— 2
1 3 Kat. o 7

@) 3

Dimethylacetylendicarbonsaure Dimethylmaleinat

DiMeADC DiMeMa

Abbildung 58: Reaktionsschema der ersten Hydrierung von Dimethylacetylendicarboxylat DiMeADC zu
Dimethylmaleinat DiMeMa.

Tabelle 20: Ansatztabelle fiir die Proben der Hydrierung von DiMeADC zu DiMeMa fir die gezeigten Messungen.

c(DiMeADC) c(Kat.) p-H:Zeit Volumen o Kapitel

/ mM /mM /s / wL LOM! (Kern)

1,48 1,45 10s 600 CDCI3 5.2.4 80°C
0,406 5,18 20 500 Aceton-d6 5.3.1

740 3,88 30 550 Aceton-d6 5.4.3 Labor-MFC
740 3,86 30 550 Aceton-d6 5.4.3 ZULF-MFC

Tabelle 21: Strukturformel und Verschiebungszuordnung von DiMeADC und DiMeMa.

0 Zuordnung DiMeADC
3 ~ | 'H-NMR (500 MHz, 298,15 K, CDCls): § =3,8 (s, 6H, 1-H, 1-H) ppm
102 %4 °©
e 13C-NMR (125 MHz, 298,15 K, CDCls): & = 151 (s, C-2,29, 74 (s, C-3,39),
O 51 (q) C-]-)]-‘) ppm
1 Zuordnung DiMeMa
N\ /
OO0 TH-NMR (500 MHz, 298,15 K, CDCls): § = 6,2 (s, 6H, 3-H, 3‘“-H), 3,8 (s,

I3C-NMR (125 MHz, 298,15 K, CDCls): 6
(C_]-:]-‘) Ppm

165 (C-2,29, 130 (C-3,39, 52

O:Q_):O 6H, 1-H) ppm
3
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7.5.5. Hydrierung von Fmoc-Tyrosin(Propargyl)-OH

In einem NMR-Rohrchen wird eine Probe, mit einer Konzentration von 8 mM Fmoc-
Tyrosin(Propargyl)-OH und 2,2 mM [Rh(dppb)(COD)]BF4 in 600 uL. Methanol-d4 angesetzt.
Diese Probe wird im u-Metallschild fiir 30 s mit 7 bar p-Hz durchstromt. Anschlief3end wird der
ZULF-MFC unter Heliumiiberdruck durchgefiihrt, die Probe in den 11,7 T-Magneten
transportiert und gemessen. Abbildung 59 zeigt die Hydrierung und die Strukturformel des
Substrates Fmoc-Y(Propargyl)-OH und des Produktes Fmoc-Y(Allyl)-OH. Tabelle 22 zeigt die
Zuordnung der chemischen Verschiebungen der jeweiligen NMR-Kerne in ppm.

N
\\/O /\/O
p-H, (7 bar)
—
o} _Fmoc Kat. o) _Fmoc
N N
on M on M
Fmoc-Y(Propargyl)-OH Fmoc-Y(Allyl)-OH

Abbildung 59: Reaktionsschema des ersten Hydrierungsschrittes von Fmoc-Y(Propargyl)-OH zu Fmoc-Y(Allyl)-OH.

Tabelle 22: Strukturformel und Verschiebungszuordnung von Fmoc-Y(Propargyl)-OH und Fmoc-Y(Allyl)-OH.

1 Zuordnung Fmoc-Y(Propargyl)-OH

13C.NMR (125 MHz, 298,15 K, Methanol-d): § = 174 (C-10), 157
(C-4) 130 (C-6), 127 (C-7), 114,5 (C-5), 79 (C-2), 75 (C-1), 56
(C-3), 55 (C-9), 36 (C-8) ppm

Zuordnung Fmoc-Y(Allyl)-OH

I3C-NMR (125 MHz, 298,15 K, Methanol-d4): § = 174 (C-10),
158 (C-4), 134 (C-2), 130 (C-6), 127 (C-7), 116 (C-1), 114 (C-
5), 68,4 (C-3), 56 (C-9), 36 (C-8) ppm

Folgende !3C-Signale werden von der FMOC-Schutzgruppe
erzeugt:

144, 141, 127, 125, 125, 119, 67, 47 ppm.
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7.5.6. Hydrierung von Propargylalkohol

Bei allen Messungen von Propargylalkohol handelt es sich um PHIP-Messungen, daher wird der
Hydrierkatalysator [Rh(dppb)(COD)]BFs verwendet. Fiir eine Probe werden in einem
Mikroreaktionsgefal3 das Substrat und der Katalysator im deuterierten Losungsmittel gelost und
anschliefend in ein NMR-Rohrchen iiberfithrt. Die jeweiligen verwendeten Probenanséitze
konnen der Tabelle 23 entnommen werden. Tabelle 23 listet zudem die Hydrierzeit, das
Probenvolumen, das verwendete Losungsmittel und das jeweilige Kapitel, in dem die
Messungen dargestellt werden, auf. Die Tabelle 24 zeigt die Zuordnung der chemischen
Verschiebung der jeweiligen NMR-Kerne in ppm.

-H, (7 bar) p-H, (7 bar)
HO 2 p 2 2 2 HO 2
T — > HO ~
1 3 Kat \1/\ 3 Kat. 1 3
Propargylalkohol Allylalkohol Propanol

Abbildung 60: Reaktionsschema der Hydrierung von Propargylalkohol zu Allylalkohol zu Propanol.

Tabelle 23: Zusammenfassungen der Reaktionsansdtze fir die Hydrierungsreaktionen Propargylalkohol zu
Allylalkohol zu Propanol.

c(Edukt) c(Kat.) p-H: Zeit Gesamtvolumen LoMi Kapitel

/ mM / mM /s / L Abb. Nr.
14 0,32 30 600 MeOD  5.3.2 Abb. 35
1307 1,45 10 550 Aceton-ds 5.4.2 Abb. 41
285 1,07 30 600 Aceton-de 5.4.3 Abb. 43
307 1,6 30 550 Aceton-ds 5.4.3 Abb. 44

Fir die Referenzmessung von Allylalkohol wird eine Probe angesetzt mit 294 mM (11 uL)
Substrat in 550 ul Aceton-ds gelost.

Tabelle 24: Strukturformel und Verschiebungszuordnung von Propargylalkohol, Allylalkohol und Propanol.

HO 2: Zuordnung Propargylalkohol
1 3

IH-NMR (298.15 K, Aceton-de): § = 4,3 (2H, 1-H), 2,5 (s, 1H, 3-H), 2,4 (s, OH)
ppm

13C-NMR (298.15 K, Aceton-ds): § = 82 (C-1), 74 (C-3), 52 (C-2) ppm

2 Zuordnung Allylalkohol

TH-NMR (298.15 K, Aceton-de): § =6-5,9 (m, 1H, 2-H), 5.3-5.1 (dd, 2H, 3-H),
4,2 (2H, 1-H), 2,0 (s, OH) ppm

13C-NMR (298.15 K, Aceton-de): § = 140 (C-2), 113 (C-3), 63 (C-1) ppm
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HO \/\ Zuordnung Propanol

'H-NMR (298.15K, CDCL): § =3,6 (t, 2H, 1-H), 1,6 (sextett, 1H, 2-H), 0,9 (t,
3H, 3-H) ppm.

13C-NMR (298.15 K, Aceton-de): § = 65 (C-1), 26 (C-2), 10 (C-3)

7.6. Datenauswertung und Bestimmung von Verstarkungsfaktoren

Die Datenauswertung beginnt mit der Phasenkorrektur, gefolgt von der Korrektur der Basislinie
und der anschliefenden Berechnung des Integrals der interessierenden Signale. Das PHIP-
Signal kann sowohl positive, als auch negative Signalkomponenten enthalten. Hier muss die
Summe der beiden absoluten Integralkomponenten verwendet werden (haufig bei Protonen
der Fall). Zur Berechnung des Verstarkungsfaktors (€) wird das entsprechende Integral des
thermischen Signals benotigt. Um das Integral auch bei unterschiedlichen Messparametern
vergleichen zu konnen, wird die Anzahl der Scans (NS) und der Empfiangerverstarkung (RG)
normiert. Die Berechnung erfolgt anschlielend nach Gleichung (17).

= Intpyp/Npprp

_ a7
Intrnermat/Nrhermat

Mit dem Normierungsfaktor Nj= (RG;j)-(NS;)-(Anzahl der Protonen j) fiir jeden Zustand j.

Der erhaltene Wert entspricht einer effektiven Verstarkung des PHIP-Spektrums im Verhaltnis
zum thermischen Spektrum.

Bei den ¥C-Messungen konnte teilweise kein thermisches Signal in angemessener Zeit
gemessen werden. Wenn ein thermisches Signal des Losungsmittels detektiert wurde, kann dies
als interner Standard verwendet werden, da das Losungsmittel bei der Reaktion unverdndert
bleibt. Alternativ kann auch eine Messung eines externen Standards (beispielsweise eine
Messung des Produktes) verwendet werden. Hier wird dann das Konzentrationsverhéaltnis
zwischen den Komponenten ebenfalls berticksichtigt (Gleichung (18)).

Intpyip/Npuip Cstandard

c =

= (18)
IntStandard /NStandard CAnalyt

Unter der Annahme, dass das Experiment fiir die Messung des hyperpolarisierten Signals eine
Minute gedauert hat, wird mittels des Quadrats des Verstarkungsfaktors (€%) eine Abschitzung
der aufzuwendenden Messzeit fiir ein thermisches Signal gleichen Signal-zu-Rausch-
Verhéltnisses erhalten.
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7.7. Berechnung der Hyperpolarisation in Prozent

Der prozentuale Wert der Hyperpolarisation in % wird berechnet aus der thermischen
Polarisation Pserm multipliziert mit dem Verstdrkungsfaktor €.5

|Y|hBo
Prherm = tanh <m 19
[%] = Prherm * € 100% (20)

Tabelle 25: Verwendete Parameter fur Gleichung 19.

h/L 1,055-10°%

ko /4 1,38:10%

T (11,7T) /K 298,15

T(1,4T) /K 313,15

rad
Y 13¢ /107S_T 6,72626

rad _
yisy /10724 -2,7116
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7.8. Erganzende Spektren
7.8.1. SABRE

Position
0

9000

8.8 8.7 86 85 84 83 82 8.1 8079787776 757473727170
1H chemische Verschiebung in ppm

Abbildung 61: Darstellungen der 'H-Messungen von Pyridin, deren Signalintegrale fir Kapitel 5.2, Abbildung 22
verwendet wurden.
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13C chemische Verschiebung in ppm

Abbildung 62: Darstellungen aller '3C Messungen von Pyridin, deren Integrale fur Kapitel 5.2, Abbildung 23 zur
Bestimmung der SOT-Bedingungen verwendet wurden.
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Abbildung 63: Darstellung der detektierten Thiourea Spektren von 500 bis -500nT in 100 nT Schritten. Aufgenommen
wurde jeweils 1 Scan nach 10 s p-Hz-Zufuhr an Position 8900. Rohdaten fiir Abbildung 28, Kapitel 5.2.3
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Abbildung 64: Darstellung der detektierten Thiourea Spektren von 300 bis -300nT in 10 nT Schritten. Aufgenommen
wurde jeweils 1 Scan nach 10 s Hydrieren an Position 8900. Fir die Abbildung 28, Kapitel 5.2.3
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13C chemische Verschiebung in ppm

Abbildung 65: Ergdnzend zu Abbildung 37 Kapitel 5.3.3. Die vollstdndigen '3C-Spektren von der SABRE-Messung an
Thiourea mit (10 uL) DMSO (B) und ohne DMSO (D), sowie die jeweiligen thermischen Spektren A und C. Zu erkennen
sind das Thioureasignal bei 185 ppm, DMSO bei 40 ppm und das deuterierte Lésungsmittel Methanol bei 50 ppm.
Eine Benzenverunreinigung ist bei 128 ppm zu erkennen. Diese entsteht durch deuteriertes Benzen, was bei einer
vorherigen Messreihe in die Teflonschlduche gelangte, ist aber nur in den thermischen Spektren zu detektieren.

10 8 6 4 2 0 2 4 -6 -8 -10 -12 -14 -16 ~-18 -20 -22 -24
1H chemische Verschiebung in ppm

Abbildung 66: Ein-Scan-Protonenspektrum von 13 mg Thiourea mit Pyridin, 2,05 mg/ml Ir-IMes in 500 yL Methanol-
da, nach der SABRE-Technik mit dem multifunktionalen Aufbau (Kapitel 5.4.1).
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Abbildung 67: Vergleich einer Thiourea Standardprobe (578 mM) in Methanol (A), gegen eine 308 mM Thiourea
Probe mit IrlIMes, nach 60 s p-H>-Zufuhr im statischen nahe Nullfeld. Beide detektiert mit dem Hochfeld. Die
Verstarkung zwischen dem thermischen und nicht thermischen Spektrum wird zu € = 174 und einer Polarisation von
0,18 % bestimmt.
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Abbildung 68: '>*N-Spektren von hyperpolarisiertem '>N-isotopenmarkiertem Pyridin ergédnzend zu Kapitel 5.2.2, zur
Veranschaulichung der Sensitivitdt, ohne Apodisation, um die Feinstruktur zu zeigen.
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Abbildung 69: '>*N-Spektren von hyperpolarisiertem Pyridin, erganzend zu Kapitel 5.2.2, zur Veranschaulichung der
Sensitivitat. Oben jeweils das thermische Spektrum einer externen Standardprobe von '>N-markiertem Pyridin
(20 pM) zur Bestimmung der Verstarkungsfaktoren und Polarisation. Fir A: € = 1860, HP = 0,75%; Fir B: € = 145, HP
= 0,06 %,; Fur C: € = 24125, HP = 9,8 % (unter Beachtung der natlrlichen Haufigkeit).
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Abbildung 70: Vollstandige >N-Spektren, einer '>N-Markierten Pyridinprobe, die in Abbildung 48 gezeigt wurde.
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7.8.2. PHIP
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Abbildung 71: 'H-PHIP-Spektren von PPOBLG unterschiedlicher Konzentrationen, fur die Bestimmung der
Verstarkungsfaktoren Abbildung 19, Kapitel 5.1.1.
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Abbildung 72: Parawasserstoffbasierte Hydrierkinetikmessungen zur Ermittlung der Integrale fur die Darstellung
Abbildung 42 in Kapitel 5.4.2.
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7.9. AU und Pulsprogramme

Nachfolgend werden relevante, verwendete AU-Programme und Pulsprogramme in den
Originalversionen dargestellt.

ChangeBlow4

AUERR = local_au(curdat);
QUIT
#include <rs232.c>
/*#include <windows.h>
#include <stdio.h>
#include <stdlib.h>
#include <Field to step.h>
#include <Field to_step.c>
#include <unistd.h>
#include <rs232.h>
#include <stdafx.h>
#include <malloc.h>
#include <math.h>
/* manual here: http://www.teuniz.net/RS-232/ */
/* to measure field dependence from 0 to 13500 nT max (0.135G or 135mG)*/
/* Power supply must be connected to Z coil via Resistor 246 Ohm! */
/* Find "+" wire and connecet to "+" output of power supply !!! */
/* Set manually 50mA current to control voltage*/
/*Field values in nT */
[XHURAAHHRHAAHGRAAHEHA## LOCAL FUNCTIONS STARTS#H ## #H#H#HHAH#HHAA#HHE ¥/
static int openCOM()
{
int port=0; /* set 3 for COM4*/
if(RS232_OpenComport(port, 9600, "8N1")) /* OpenComport ("portnumber O=coml, 3=COM4, 4=COMS5,
5=COMBS6, etc", baudrate, mode see manual) */
{
printf("Can not open comport\n");
return(1);
}
return(0);
}
static int sendV(double chan, double volt) /* enter channel (chan) and voltage in mV to set*/
{
char tosend[256];
char stateON[256];
char arr[100];
int port=0; /* set 3 for COM4 strcat(tosend,"\r\n"); */
/*select device*/
sprintf (arr, "INST OUT%.0f\n", chan);
strepy(tosend,arr);
printf(tosend);
RS232_cputs(port, tosend);
sleep(1);
RS232 flushRXTX(0);
/* sprintf (arr, "INST OUT%.0f\n", chan);
strepy(tosend,arr);
printf(tosend);
RS232_cputs(port, tosend);
sprintf (arr, "INST OUT%.0f\n", chan);
strepy(tosend,arr);
printf(tosend);
RS232_cputs(port, tosend);
sprintf (arr, "INST OUT%.0f\n", chan);
strepy(tosend,arr);
printf(tosend);
RS232_cputs(port, tosend);
sleep(1);
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sprintf (arr, "VOLT %.3f\n",volt/1000);
strepy(tosend,arr);
printf(tosend);
RS232_cputs(port, tosend);
sprintf (arr, "VOLT %.3f\n",volt/1000);
strepy(tosend,arr);
printf(tosend);
RS232 cputs(port, tosend);
sprintf (arr, "VOLT %.3f\n",volt/1000);
strepy(tosend,arr);
printf(tosend);
RS232 cputs(port, tosend);*/
sprintf (arr, "VOLT %.3f\n",volt/1000);

strepy(tosend,arr);
printf(tosend);
RS232_cputs(port, tosend);

sleep(1);

RS232_flushRXTX(0);

return(0);

}

static int sendB(double chan,double a)

{

a=0.00431872*a;
char tosend[256];
char stateON[256];
char arr[100];
int port=0; /* set 3 for COM4*/
sprintf (arr, "INST OUT%.0f\n CURR %.3f\n", chan,a/1000);
strepy(tosend,arr);
strcat(tosend,"\r\n");

RS232_cputs(port, tosend);
sleep(1);
return(0);
¥
static int sendI(double chan, double I) /* enter channel (chan) and voltage in mV to set*/
{
char tosend[256];
char stateON[256];
char arr[100];
int port=0; /* set 3 for COM4 strcat(tosend,"\r\n"); */
/*select device*/
sprintf (arr, "INST OUT%.0f\n CURR %.3f\n", chan,I/1000);
strepy(tosend,arr);
printf(tosend);
RS232_cputs(port, tosend);
sleep(1);
return(0);
}
[FHRURBABHABHAH AR AR AR #H###7## LOCAL FUNCTIONS ENDS ########HH#A#H#H#H ¥/
int local_au(const char* curdat)
{
int Nfields= 32;/*size of array of the fieldcycle, this is how many steps you record */
int offsetB = 1500; //offset point for fieldcycle, you start from here (in nano Tesla)
int increment = -100; // increment for the fieldcycle, this is the size of the steps you are going in nanoTesla
double field offset = 30956;

/‘.’:‘.':‘.':-,':-,'.".':‘.':-,'.':’.".':'.'::’:7’.".':7’:7‘:7‘:7':7':7':7':72'7‘:‘.’:‘.'::'.".':‘.':‘.':-,':-,'.".':‘.':-,'.'-,'.".':'.'::’:7’.".':-.':7‘:7‘:7’:7':7':7':7\'~7\'“.':‘,'::'::'.".':‘.':‘.':-,':-,'.".':‘.':-,'.':’:7’:7’::’:7’:7’:7’:7‘:7‘:7\‘*7‘:7‘:***/

/* If you to determine zero field ofset - set _ field offset = 0 _ */
/* Overvise, the field_offset will be added to Fields[Nfields] array values! */
/A oo oo oo ook /

//double field_offset = 30956;//30056;//20256; //570; // zero field offset observed by experiment typical 570 nT
for V1=-624.4 V2=-59.6 V3=-580.8
/* script to make array with incrementing values */

/*double Fields[Nfields];
double startvalue=0, increment=50; // DEFINE start value and increment in nT! Min field step 2.8 nT
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for(il=1; i1<=Nfields;il++)

{

Fields[il-1]= startvalue + increment*(il-1);

b

//end of script

// script to make log-spaced list of fields (including field offset */

//double* Fields = logspace(10,13000,Nfields);

//end of script

/* direct construction of real field list */

//double Fields[10] = {20.0,40,70.7,135.6,260.0,500.0,958.0,1840.0,3530.0,6770.0}; //logspace 10 to 13000 nT
//double Fields[13] = {259.0,675.0,335.0,645.0,200.0,490.0,520.0,800.0,900.0,1800.0,2900.0,3000.0,6000.0};
//MeProp C13 lowfield IZ_20171124

//double
Fields[50]1={0,1,2,2.5,3,3.1,3.2,3.3,3.4,3.5,3.6,3.7,3.8,3.9,4,4.2,4.3,4.4,4.5,5,5.5,6,7,7.5,8,10,11,12,13,15,16,18,2
0,22,25,30,31,33,35,40,45,50,55,60,70,80,90,95,100,110}; //SABRE

//double Fields[52]={-369, -302, -247, -202, -166, -135, -111, -91, -74, -61,
-50, -41, -33, -27, -22, -18, -15, -12, -10, 0, 10, 12,
15, 18, 22, 27, 33, 41, 50, 61, 74, 91, 111, 135,

166, 202, 247, 302, 369, 451, 551, 673, 823, 1006, 1229, 1502,
1835, 2242, 2740, 3348, 4092, 5000};
//double Fields[50]={-405, -321, -255, -202, -160, -127, -101, -80, -64, -50, -40, -32, -25, -20, -16, -13, -5, 0, 5, 13,
16, 20, 25, 32, 40, 50, 64, 80, 101, 127, 160, 202, 255, 321, 405, 510, 643, 810, 1021, 1287, 1621, 2043, 2575,
3245, 4090, 5154, 6495, 8185, 10316, 13000};
//double Fields[32]={10, 12, 15, 18, 22, 27, 33, 41, 50, 61, 74,
91, 111, 135, 166, 202, 247, 302, 369, 451, 551, 673, 823,
1006, 1229, 1502, 1835, 2242, 2740, 3348, 4092, 5000};
//double Fields[46]1={100, 100, 100, -24, -20, -10, 10, 100, 20, 24, 29, 35, 100, 43, 52, 63, 76, 100, 92, 111, 134,
162, 100, 196, 238, 288, 348, 100, 421, 509, 616, 745, 100, 901, 1090, 1319, 1595, 100, 1930, 2335, 2824, 3417,
100, 4133, 5000,100};
double Fields[2]={6500, 19000};
//double Fields[18]={-43,-20,-10,-5,-4,-3,-2,-1,0,1,2,3,4,5,10,20,30,40};
//double Fields[28]={100, 100, -400, -300, -250, -200, -150, 100, -100, -50, -20, 0, 10, 100, 20, 30, 40, 57, 80,
100, 113, 160, 226, 320, 453, 100, 640, 906};
//double
Fields[60]={100,100,100,100,10,11,12,14,15,17,19,21,24,100,26,29,33,37,41,45,51,100,56,63,70,78,87,97,108,
120,134,149,100,166,185,206,230,256,286,318,355,395,440,100,490,546,609,678,756,842,938,1045,1165,1298,
100,1446,1611,1795,2000,100};
//double Fields[29]={100, 10, 20, 30, 40, 100, 50, 80, 100, 100, 139, 195, 220, 100, 271, 320, 379, 450, 100, 528,
600, 737, 780, 100, 820, 900, 1028, 1434, 100};
11777177771777777
/‘.‘:
inti1=0;
for(i1=0;i1 <Nfields;il++)
{
Fields[il] = Fields[i1]+field_offset;
b
*/
double Field=0, writeA;
int counter=0;
char temp[256];
FILE *fTitle;
GETCURDATA
openCOMQ);
sendV(1,1);
//RS232_CloseComport(0);
for(counter=0;counter<Nfields;counter+ +)
{
// Field=Fields[counter]; /*this line wuses the values from the Fields array above,
uncomment/comment out for used/not used */
Field = field offset + counter*increment + offsetB; // this line makes a linear field cycle using the offset and
increment defined above. Uncomment/comment out for used/not used
sendV(1,Field/2.287); /*send Field to the power supply using COM port*/ //factor of voltage converted to
field. actual for 1000HM resistor
7G
/* edit title add line with voltage*/
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strepy (temp,PROCPATH("title"));
fTitle=fopen(temp, "a");
writeA=Field/2.287;
fprintf (fTitle,"\n%d SetField= %.0f nT RealField= %.0f nT V= %.3f",counter+1,Field, Field-
field_offset,writeA);
fclose(fTitle);
/* finish edit title*/
STOREPAR("CNST 7", Field*100); //store field in nT
STOREPARS("CNST 7", Field*100);

/*EFP*/
IEXPNO
sleep(1);
}
// openCOM();
sendV(1,field offset/1.849);
// RS232 CloseComport(0); //set field in the end
free(Fields);
sleep(5);
//QUITMSG("AU changeBlow finished!")
}

motor_phip90_NEW
;motor_phip90

STEP= W2, Direction = W4

/* phip at high pressure with shuttle*/

/*Motor settings: 1/4 step. 800 steps per cycle*/

/*Full distance about 9100, 8900 is center of ZULF steps*/

#include <Avance.incl>
#include <motor.incl>
#include <TTLvalves-motor-arduino NEW.incl>
; use commands for operating valves
; INOUT_ON, INOUT_OFF, pH2_ON, pH2_OFF, N2_ON, N2_OFF,
; VAC_ON, VAC_OFF, E_ON, E_OFF, REG_ON, REG_OFF
llp2 =p1 7‘:2”
;'acqt0=-p1*2/3.1416"
1ze
/*fool check*/
0.1s
if "distance>9110"
{
autosuspend
¥
2 20m
10u pl1:f1
LOCKH_OFF ;LOCK is on for long d1!
d1 ;solvent suppression , presaturation
/*DONT PUT ANY LINE BETWEEN D1 AND "if trignl1" . d1 must be >2.5s*/
s#AH#AH#A### start to check Does sample at zero position?
if trignll goto 3 /* jump from loop if trigger is shortcuted (dont put this condition in the beginning of the loop! it
needs time to check)*/
100m
autosuspend
3 100m
SHARBHAR# AR ##AH###### end check
LOCKH_ON
10m
;5;EVAC chamber and line ohne REG and bubble with He for d14
; VAC_ONOFF ; switch VA_ON
; E_ONOFF; switch E_ON
; 350m ; wait for evacuation
; VAC_ONOFF ; switch VAC_OFF
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; 10m
;10m N2_ON
; 10m IN_ON OUT ON
; E_ONOFF ; switch E_OFF
; REG_ONOFF ; switch REG_ON
; 10m
; d14 ; bubble Helium for d14 s
; 10m
; REG_ONOFF ; switch REG_OFF
; 10m IN_OFF OUT _OFF N2_OFF
d16 ;delay for waiting at high field after He bubbling to reheat the sample

;%%%%%%% START of MOTION %%%%%%%%%%
SHAHHHHBHBHRFHFHBHAHHF AR AR HHHRHAHAHH

zero_parameters (HAHHY
dir UP sHH##HH
if "distance > (2*updown)" HAHHY
{;start trapezia profile HBHHY
"tttl=updown" HBHRHY
"ttt3=updown" HBHHY

"ttt2 =distance-ttt1-ttt3" HBHAH
trap_upl, ;up SHHAHHH
"wait=1.0/v" sHHHHH

step(wait) sHHHAH

"taul=taul+1.0/v" s HHHAH

"v=v0+acc*taul" s HHHAH

lo to trap_up1 times tttl HBHHY
"wait=1.0/vmax" sHHHAH

trap_constl, ;plato HBHAH
step(wait) s HHHAH

lo to trap_const1 times ttt2 sHHHAH
trap_downl, ;down sHHHAH#HH
"wait=1.0/v" sHH##HH

step(wait) HBHHH
"tau3=tau3+1.0/v" s HBHHH
"v=vmax-acc*tau3" SHAHHAH

lo to trap_downl times ttt3 sHHHAH#HH
};end trapezia profile sHHAARH
else HBHHH
{;start triangle profile sHHAHH
"ttt1 =distance/2.0" SHAHHAH

"ttt2 =distance-ttt1" sHHH#HAA

triangl upl, ;up SHAHAH
"wait=1.0/v" sHH##HH

step(wait) sHHHAH

"taul=taul+1.0/v" sHHHAH

"v=v0+acc*taul" sHHHAH

lo to triangl_upl times tttl sHHBHRHH
"vmid=v" SHHAHHH

triangl downl, ;down s HHHHH
"wait=1.0/v" sHHHAH

step(wait) sHHHAH
"tau3=tau3+1.0/v" sHHHAH
"v=vmid-acc*tau3" sHHHAH

lo to triangl downl times ttt2 sHHHAH
} ;end triangle profile sHHHAH

SHAHRBHBHBHRHRBHHHHHAHABABHABHAH RS AHH
;%0%%%%%%%% END of MOTION %%%%%%%%%%

5s
VALVES OFF
1s
;VAC_ON E_ON
;1s ; Vacuum inlet side of chamber
IN_ON ; vacuum inlet lines
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;2m
:VAC_OFF
E_ON OUT ON
pH2 ON ;REG ON
1s
R_ON E_OFF
d20 ; bubble pH2 for d20 s
R_OFF E_ON ; Stop bubbling
d21
;%%%%%%% START of MOTION %%%%%%%%%%
SHAHAUHBHBHBHAH AU AR AR HRHAB AR HBHAHAHA

zero_parameters HHBHA
dir DOWN SHHAHHA
if "distance > (2*updown)" HHBHHA
{;start trapezia profile HBHHA
"ttt1=updown" s HHBHHA
"ttt3=updown" SHHAHHA

"ttt2 =distance-ttt1-ttt3" HARAH
trap_up2, ;up SHHAHH#A
"wait=1.0/v" SHHBHA

step(wait) HBHHA

"taul=taul+1.0/v" HBHHA

"v=v0+acc*taul" HBHHA

lo to trap_up2 times tttl S HBAH#H
"wait=1.0/vmax" SHHBHA

trap_const2, ;plato HARAH
step(wait) HBHHA

lo to trap_const2 times ttt2 s HA#AH
trap_down2, ;down HARAH
"wait=1.0/v" SHHBHA

step(wait) HHHHA
"tau3=tau3+1.0/v" SHARAA
"'v=vmax-acc*tau3" sHAAAA

lo to trap_down2 times ttt3 SHHAHH
};end trapezia profile sH#AAH
else SHARAA
{;start triangle profile SHHAHH
"ttt1 =distance/2.0" sHAAAA

"ttt2 =distance-ttt1" s HBHHA

triangl up2, ;up SHAHHH
"wait=1.0/v" SHHHHA

step(wait) SHARAA

"taul =taul+1.0/v" s HBHHA

"v=v0+acc*taul" SHARAA

lo to triangl up2 times tttl S HHBHHH
"vmid=v" SHHAHHA

triangl down2, ;down SHAAAA
"wait=1.0/v" HHHHA

step(wait) HHHHA
"taud=tau3+1.0/v" HHHHA
"v=vmid-acc*tau3" HHHHA

lo to triangl down2 times ttt2 HHHHA
} ;end triangle profile HHHHA

HBHBHHHHHHHAAAAAAAAAAAAAAAAAAHHHHHH
;:9%%%%%%%%% END of MOTION %%%%%%%%%%
d2

pl ph2

go=2 ph31

20m wr #0

;VALVES OFF

1m LOCKH_OFF

1s

exit

ph1=0
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ph2=0
ph31=0
ph29 =0

;ph1=02

;ph2=02201331

;ph31=02201331

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)

;pl : f1 channel - high power pulse

;d1 : d1> 2.5s relaxation delay; 1-5 * T1

;d2 : waiting after shuttle

;d13 : pH2 bubbling time

;d14 : bubbling helium before reaction

;d16: wait for reheating after helium bubbling

;d11: bubbling He after reaction

;d3 : waiting before bubbling at up position

;d4 : waiting after bubbling at up position

;d20: pH2 bubbling time

;ns: 1 * n, total number of scans: NS * TDO

;enstl: distance 8900 from bottom to up

;enst2: acceleration up to 100 000 from bottom to up
;enst3: start-stop speed 500 quarter STEP (800 STEP per cycle)
;enst4: Max speed, cruize speed for trapezia; up to 10000
;enst5: transfer time

;cnst6: -1 = triangle, 1 = trapezia

Fieldsweepaul

AUERR = local_au(curdat);

QUIT

#include <rs232.c>

#include <time.h>

/*#include <windows.h>

#include <stdio.h>

#include <stdlib.h>

#include <Field to_step.h>

#include <Field to step.c>

#include <unistd.h>

#include <rs232.h>

#include <stdafx.h>

#include <malloc.h>

#include <math.h> */

/* manual here: http://www.teuniz.net/RS-232/ */

/* to measure field dependence from 0 to 13500 nT max (0.135G or 135mG)*/
/* Power supply must be connected to Z coil via Resistor! */

/* Find "+" wire and connecet to "+" output of power supply !!! */

/* Set manually 50mA current to control voltage*/

/*Field values in nT */

JXHBRBAHHBAAH SR HA### LOCAL FUNCTIONS STARTS#H####H#HHHAH#HHHAHEHA
static int openCOM()

{

int port=0; /* set 3 for COM4*/

if(RS232_OpenComport(port, 9600, "8N1")) /* OpenComport ('portnumber 0=coml, 3=COM4, 4={
printf("Can not open comport\n");

return(1);

}

return(0);

)

static int sendV(double chan, double volt) /* enter channel (chan) and voltage in mV to {
char tosend[256];

char stateON[256];

char arr[100];

int port=0; /* set 3 for COM4 strcat(tosend,"\r\n"); */

/*select device*/
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sprintf (arr, "INST OUT%.0f\n", chan);
strepy(tosend,arr);

printf(tosend);

(1/6)

Fri Oct 06 12:51:24 CEST 2023

RS232 cputs(port, tosend);

RS232 flushRXTX(0);

/% sprintf (arr, "INST OUT%.0f\n", chan);
strepy(tosend,arr);

printf(tosend);

RS232 cputs(port, tosend);

sprintf (arr, "INST OUT%.0f\n", chan);
strepy(tosend,arr);

printf(tosend);

RS232_cputs(port, tosend);

sprintf (arr, "INST OUT%.0f\n", chan);
strcpy(tosend,arr);

printf(tosend);

RS232_cputs(port, tosend);

sleep(1);

sprintf (arr, "VOLT %.3f\n",volt/1000);
strepy(tosend,arr);

printf(tosend);

RS232_cputs(port, tosend);

sprintf (arr, "VOLT %.3f\n",volt/1000);
strepy(tosend,arr);

printf(tosend);

RS232_cputs(port, tosend);

sprintf (arr, "VOLT %.3f\n",volt/1000);
strepy(tosend,arr);

printf(tosend);

RS232_cputs(port, tosend);*/

sprintf (arr, "VOLT %.3f\n",volt/1000);
strepy(tosend,arr);

printf(tosend);

RS232_cputs(port, tosend);

// sleep(1);

delay(10);

RS232_flushRXTX(0);

return(0);

t

static int sendB(double chan,double a)
{

// a=0.00431872*a;
a=0.00431872*a;

(2/6)

Fri Oct 06 12:51:25 CEST 2023

char tosend[256];

char stateON[256];

char arr[100];

int port=0; /* set 3 for COM4*/
sprintf (arr, "INST OUT%.0f\n CURR %.3f\n", chan,a/1000);
strepy(tosend,arr);
strcat(tosend,"\r\n");
RS232_cputs(port, tosend);

sleep(1);

return(0);

}

static int sendI(double chan, double I) /* enter channel (chan) and voltage in mV to set*/
{

char tosend[256];

char stateON[256];

char arr[100];

int port=0; /* set 3 for COM4 strcat(tosend,"\r\n"); */
/*select device*/

114



sprintf (arr, "INST OUT%.0f\n CURR %.3f\n", chan,I/1000);

strepy(tosend,arr);

printf(tosend);

RS232_cputs(port, tosend);

sleep(1);

return(0);

b

void delay(int numOfSec)

{

int numOfMilliSec = 1000 * numOfSec;

time_t startTime = clock();

while(clock() < startTime + numOfMilliSec);

b

[ H#A# AR ##### LOCAL FUNCTIONS ENDS ##### ###BH#BHHAH#AH#H

int local_au(const char* curdat)

{

/* script to make array with incrementing values */

127 int Nfields= 1000;/*size of array of the fieldcycle, this is how many steps you record */

128 int offsetB = 0; //offset point for fieldcycle, you start from here (in nano Tesla)

129 int increment = 4; //increment for the fieldcycle, this is the size of the steps you are double field_offset = 0O;
/7':7'<7'<-.':7':7‘<7‘<7':7':7':7’:7':7':7’:7’:}':7':7':7':7':7’:7’:#‘}:7‘:7’::‘:7‘:7'<-.':7':7‘<7‘<1':7':7':7’:7':7':7’:7’:}':7':7':7':7’:7’:7’:#‘}:7‘:7’:7’:7‘:7'<7':-.':7':7‘<7‘<7‘:7‘:7’:7’n‘:1’:7’:7’n’:7’:7':7':7':7':7’:7‘:#/

/* If you to determine zero field offset - set _field offset =0 _*/

(3/6)

Fri Oct 06 12:51:25 CEST 2023

/* Overvise, the field offset will be added to F1e1ds[Nf1elds] array values! *
/ el e S el Sl e ke s el S e e e e e ke Fdkdekde ko <""<¢7/
//double field offset = 30956;//30056;//20256; //570; // zero field offset observed by experiment
/*double Flelds[Nﬁelds]

double startvalue=0, increment=50; // DEFINE start value and increment in nT! Min field for(il=1;
il<=Nfields;il++)

ek Ok e e e e e e e s e e e e ok

{

Fields[il-1]= startvalue + increment*(il-1);
b

//end of script

// script to make log-spaced list of fields (including field offset */
//double* Fields = logspace(10,13000,Nfields);

//end of script

/* direct construction of real field list */

//double Fields[10] = {20.0,40,70.7,135.6,260.0,500.0,958.0,1840.0,3530.0,6770.0}; //logspace //double
Fields[13] = {259.0,675.0,335.0,645.0,200.0,490.0,520.0,800.0,900.0,1800.0,2900.0,3000.0,6000.0}; //double
/1177777

/‘,‘:

intil=0;

for(i1=0;i1<Nfields;il++)

(4/6)

Fri Oct 06 12:51:25 CEST 2023

{

Fields[il] = Fields[i1]+field_offset;

)

*/

double Field=1, writeA;

int counter=0;

char temp[256];

FILE *fTitle;

//XAU ("motorup_Fieldsweep",0)

//sleep (1);

XAU ("bH2_Fieldsweep",0)

//sleep (5); //your time to move the Sample from heater into Shield
GETCURDATA

openCOMQ);

sendV(1,1);

//RS232_CloseComport(0);

for(counter=0;counter <Nfields;counter++) // "for" loop

{
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// Field=Fields[counter]; /*this line uses the values from the Fields array above, Field = field offset +
counter*increment + offsetB; // this line makes a linear field cycle sendV(1,Field/2.287); /*send Field to the
power supply using COM port*/

//sleep(1);

//wait(10000);

//delay(23); //delay in Millisec between Field change

}

//XAU ("motordown_Fieldsweep",0)

{

printf("run boy run");

}

sleep (15); //your time to replace the Probe into the Magnet

7ZG}

PHIP_SER_TEST FT

PHIP Serial pseudo 2D aquisition
;avance-version
;2D sequence
;Pulse programm for meassuring PHIP with Vacuum Step to clean lines and Helium bubbling before aquisition and
multiple aquisitions
;$CLASS=HighRes
:$DIM=2D
;$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT =
;$RECOMMEND=y
#include <Avance.incl>
#include <TTLvalves-motor-arduino NEW.incl>
1 ze ;clear memory
;5; All off (included because TTL sometimes stay active after forced stop of pulse program)
VALVES_OFF
10m LOCKH_ON
#ifdef PREVAC
;:: EVAC LINES BLOCK
5 VAC_ON E_ON
1s ; Vacuum inlet side of chamber
50m
IN_ON OUT_ON ; vacuum inlet lines
20m
VAC_OFF
10m
N2_ON ;refill chamber
1000m
VALVES_OFF
lo to 5 times 12
;;; END EVAC LINES
#endif

#ifdef PREHE
;3;; HELIUM BUBBLING BLOCK
VALVES_OFF
1s
VAC_ONE_ON
1s ; Vacuum inlet side of chamber
VAC_OFF IN_ON ;; vacuum inlet lines
2m
E ON
N2 _ON
OUT ON
1s
R_ON E_OFF
d11 ; bubble Helium for d11 s
R_OFF IN_OFF OUT_OFF N2_OFF ; Stop bubbling
di3
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VALVES_OFF

;;3; END HELIUM BUBBLING BLOCK
#endif
#ifdef DUMMYHE
;;;; HELIUM BUBBLING BLOCK
VALVES_OFF
N2_ON E_ON
500m
IN_ON OUT_ON R_ON pH2 ON
1s
3 ze
R_ON E_OFF; switch R_ON
d12 ; Bubble pH2
E_ON R_OFF ; stop bubbling
50m
2 d13 ; wait for bubbles to disappear
pl phl
go=2 ph31
50m wr #0 if #0
lo to 3 times td1
;;; END pH2 BUBBLING BLOCK

#ifdef POSTVAC
;33 EVAC LINES BLOCK
VALVES_OFF
VAC ON E_ON
1s ; Vacuum inlet side of chamber
; VAC_OFF
50m
IN_ON OUT_ON ; vacuum inlet lines
500m
IN_OFF OUT_OFF VAC_OFF E_OFF
50m
;;; END EVAC LINES
#endif
#ifdef POSTHE
;;;; HELIUM BUBBLING BLOCK
VALVES_OFF
N2 _ON
100m
IN_ON OUT_ON
300m
E_ON
250m
E_OFF ; switch E_OFF
R_ON ; switch R_ON
d14 ; bubble Helium for d14 s
R_OFF IN_OFF OUT_OFF N2_OFF ; Stop bubbling
50m
VALVES_OFF
;;;; END HELIUM BUBBLING BLOCK
#endif
;; KEEP IN SAVE MODE AFTER PROGRAM FINISHED
VALVES_OFF
#ifdef POSTHE
N2_ONE_ON IN_ON OUT_ON
#else
pH2 ONE ON IN_ON OUT ON
#endif

1s LOCKH_OFF

; Release Pressure in System and Tube
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#ifdef RELP ; Release Pressure
VALVES OFF
100m
IN_ ON OUT ONE_ONR_ON
5
VALVES_OFF

#endif

exit
phl=0
ph2=1
ph31=0

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl2: cw power on channel 2

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;d12 : H2 bubbling time

;d13 : wait after bubbling

;d11: He bubbling time before meassurement
;d14: He bubbling after meassurement

;11: number of dummy helium bubblings

;12: number of Vaccumstep

;13: number of H2 measurements

Arduino Programm fiir die Kontrolle vom BT-Magnetventilbereich

import serial

import serial.tools.list_ports
import win32api as wapi
import win32gui as wgui
import win32process as wproc
import win32con as wcon
import os

import time

newpos = (600, 85) #position of acquire button at fullscreen (for advanced and Queue)
windowname = "Spinflow 3.0.0" #name of Spinflow window, dont google for "Spinflow 3.0.0" while running this
program ;-)
programPath = "valvePrograms" #path/foldername for automatic programs
valveCommands = ["E_ON", "E_OFF",

"IN_ON'", "IN_OFF",

"OUT_ON", "OUT_OFF",

"H2_ON'", "H2_OFF",

"HE_ON'", "HE_OFF",

"R_ON'", "R_OFF",

"VAC_ON'", "VAC_OFF",

"OV_ON", "OV_OFF"]

comValveOff = ["E_OFF", "IN_OFF", "OUT_OFF", "H2_OFF", "HE_OFF", "R_OFF", "VAC_OFF", "OV_OFF"]
comVsaveHe = ["allOff','E_ON", "HE_ON", "IN_ON", "OUT_ON"]
comVsaveH2 = ["allOff", "E_ON", "H2_ON", "IN_ON", "OUT_ON"]
comBHe = ["allOff", "IN_ON", "OUT_ON","HE_ON", "R_ON']
comBH2 = ["allOff", "IN_ON", "OUT_ON","H2_ON", "R_ON"]
comVac = ["allOff", "E_ON", "VAC_ON"]
comVacTube = ["allOff", "E_ON", "IN_ON", "OUT_ON'", "VAC_ON']
comRelp = ["allOff', "E_ON", "IN_ON", "OUT_ON", "R_ON'"]
comlList = {

"allOff": comValveOff,

"vSaveHe": comVsaveHe,

"vSaveH2": comVsaveH2,

"bHe": comBHe,

"bH2": comBH2,

"Vac": comVac,

"VacTub": comVacTube,

"relp" : comRelp
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}

serialPort = serial.Serial()
serialPort.baudrate = 115200
serialPort.bytesize = serial. EIGHTBITS
serialPort.parity = serial. PARITY NONE
serialPort.stopbits = serial. STOPBITS_ONE

def enumCallback(hWnd, pos):
Text = wgui.GetWindowText(hWnd)
#print("Handle: ", hWnd, "Text: ", Text , end="\n")

if windowname in Text:
#getWindow in foreground
#print("Handle: ", hWnd, "Text: ", Text , end="\n")

#get permission to focus window
remoteThreadld, _ = wproc.GetWindowThreadProcessId(hWnd)
wproc.AttachThreadInput(wapi.GetCurrentThreadld(), remoteThreadld, True)

#set cursor position and click

x=pos[0]

y=pos[1]

wgui.ShowWindow (hWnd, wcon.SW_MAXIMIZE)
wgui.SetFocus(hWnd)

wapi.SetCursorPos(pos)

#win32api.mouse_event(win32con. MOUSEEVENTF_MOVE | win32con.MOUSEEVENTF_ABSOLUTE,
int(x/SCREEN_WIDTH*65535.0), int(y/SCREEN_HEIGHT*65535.0))

wapi.mouse_event(wcon.MOUSEEVENTF_LEFTDOWN,x,y,0,0)
wapi.mouse_event(wcon.MOUSEEVENTF_LEFTUP,x,y,0,0)

return 1
def sendComList(cList, port): #function for interpreting command lists and automated programs
for ¢ in cList:
if ¢ in comList: #short cut commands
sendComlList(comList[c], port) #recursive call of this function
elif ¢ in valveCommands: #basic commands
port.write(bytes(c+"0", 'utf-8") #send command

print("sent ", bytes(c, 'utf-8")
time.sleep(0.01)

elif "delay" in c: #delay command
dtime = c.Istrip("delay™) #get delay time
f dtime = float(dtime) #and convert it to floating point number
starttime = time.perf counter() #get start time
elapsed = 0
while(elapsed < f dtime): #while elapsed time is < delay time
elapsed = time.perf counter()-starttime #recalculate elapsed time

print("delay [", dtime, "/%.2f]" % (elapsed), end = "\r", flush=True) #update display
print("delay [", dtime, "/", elapsed, "]", end = "\n")
elif "acquire": #start measurement (if spinflow is in correct state)
wgui.EnumWindows(enumCallback, newpos)
else:
print("unknown command: " + c)
run =1 #program run main loop indicator
state = 1 #program state (0: shutdown program, 1: check for devices, 2: maual input loop, 3: automated
control loop)
autoprog = [] #currently loaded automated program, initially empty
print("Arduino Valve Controll Terminal \n")

while(run): #main loop
#
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if state == 1: #state = 1 check for connection
serialPort.close()
print("checking for connected devices ...")

port_list = serial.tools.list_ports.comports() #get list of available ports
if len(port_list) <1:
print("no devices found. \n")
else:
print("Select Port \n")
for port in port_list:
print(port.name +

nn

+ port.description + "\n")

selection = input("(select Port) >>")
serialPort.port = selection
print("Checking for Connection to Arduino Controll Board \n")

try:
serialPort.open()
if serialPort.is_open:
print("Connected to Board at " + serialPort.port)
else:
raise Exception("Port not open")
except:
print("ERROR: could not connect to Board at " + selection)

state = 2 #exit port selection to input loop
#
#
if state == 2: #state = 2 manual input loop
while(state == 2): #input loop

command = input("(manual) >>")

if command == "end" or command == "exit": #shutdown program
state = 0

elif command == "connect":
state = 1

elif command == "auto": #switch to automatic state
state = 3

elif command in valveCommands: #if command in list

serialPort.write (bytes(command, 'utf-8")) #send command to arduino
print("sent ", bytes(command, 'utf-8'))

elif command in comList: #if composed command
sendComlList(comList[command], serialPort) #run composed command

elif "delay" in command: #test for delay command
dtime = command.Istrip("delay") #get delay time
f dtime = float(dtime) #and convert it to floating point number
starttime = time.perf counter() #check starting time
elapsed = 0
while(elapsed < f dtime): #while elapsed time < delay time

elapsed = time.perf counter()-starttime #recalculate elapsed time

print("delay [", dtime, "/%.2f]" % (elapsed), end = "\r", flush=True) #update display
print("delay [", dtime, "/", elapsed, "]", end = "\n")

elif command in ["acquire", "zg"]: #start aquisition (if Spinflow is in correct state)
wgui.EnumWindows(enumCallback, newpos)
elif command == "help": #print help

print("valveCommands: ", valveCommands)

print("shortcuts: ")
for i in comList:
print(i)
print("auto : switch to automatic mode")
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print("delayXX : delay for XX seconds, can also take fractions of seconds with X.X")
print("connect : search for and connect to arduino")
print("end, exit : end program")
print("for everything else: RTFM")

else: #default answer "unkown command"
print("Unknown command " + command + "\n")

#
#
if state == 3: #state = 3, automatic state
if (Ien(autoprog) <1):
print("no program loaded")
else: print("current program: ", autoprog)
while(state==3): #input loop
command = input("(auto)>>")
if command in ["end","exit"]: #shutdown program
state = 0
elif command == "connect": #switch to connect state
state = 1
elif command == "manual™: #switch to manual control state
state = 2
elif command == "list": #list automated programs
print(os.listdir(programPath))
elif command in comList: #if composed command
sendComlList(comList[command], serialPort) #run composed command
elif "load" in command: #load program
programName = command.lIstrip("load ") #get program name
file = open(programPath + "/" +programName, "rt") #open file
autoprog.clear() #clear loaded program
for line in file: #read in commands with each line in file
autoprog.append(line.strip())
print("loaded program: ", programName)
break;
elif command in ["run", "start", "zg"]: #start loaded program
sendComlList(autoprog, serialPort)
elif command == "help": #prin help
print("manual : go to manual mode")
print("list : print list of available automated programs")
print("load X : load program with name X")
print("exit : end program")
else: #default answer "unkown command"
print("Unknown command " + command + "\n")
#
if state == 0: #state = 0, shutdown state
serialPort.close()
run = 0 #end program

print("Exit Program")
//Written by J.L, F.T 2023
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Kurze Magnetventil Programme fiir das Benchtop

20sH2 Baba muSABRE SABRE Relp
vSaveHe vSaveHe delay2 bH2 R ON
delay5 delay5 bH2 delay10 E ON
bH2 Vac delay60 vSaveH2 IN_ ON
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Abbildung 73: Technische Zeichnung des NMR-Réhrchen-Adapters, mit Ldngen- und GewindemaBangaben.
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Abbildung 74: Technische Zeichnung des Inserts fur das pMetallschild, um die Proben zu positionieren.

Abbildung 75: Zeichnung des tMetallschildes von A.S. KIRYuTIN. Grin ist der 3D gedruckte Innenbereich fur die Spulen
und das Aufsatzrohr. Grau die drei pMetallabschirmungen.
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motorgestitzten, shuttleartigen Transport wahrend SABRE-SHEATH-Experimente. Designt von A.S. KIRYUTIN.
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Abbildung 77: Fotographie aus dem Handbuch zum BRUKER AVANCE Ill Spektrometer zur Veranschaulichung des
Streufelds.
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