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(54) Title:

METHOD FOR THE MAGNETIC RESONANCE MEASUREMENT OF WATER-SOLUBLE SAMPLE

MOLECULES IN MOLECULAR RECEPTACLES, FOR EXAMPLE IN INVERSE MICELLES

(54) Bezeichnung: VERFAHREN DER MR-VERMESSUNG WASSERLOSLICHER PROBENMOLEKULE IN MOLEKULA-
REN BEHALTERN, BEISPIELSWEISE IN INVERSEN MIZELLEN

Fig. 1

(57) Abstract: A method for measuring the magnetic resonance of sample molecules (1) soluble in a polar solvent, electromagnetic
high-frequency (=HF) field acting on the sample molecules (1), characterized in that the sample molecules (1) are present in a mea-
suring emulsion (4) during measurement, wherein in the measuring emulsion (4) the sample molecules (1) are enclosed in molecular
receptacles, in particular inverse micelles (2), and the molecular receptacles are distributed in a homopolar solvent (3). The invention
enables the measurement of the magnetic resonance of water-soluble sample material with low apparatus-related complexity at a
good signal-to-noise ratio, even at high frequencies of the irradiated HF fields.

[Fortsetzung auf der néichsten Seite]
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GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, Veroffentlicht:

ZM, ZW), eurasisches (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, — mit internationalem Recherchenbericht

TJ, TM), europdisches (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, — vor Ablauf der fiir Anderungen der Anspriiche geltenden
EE, ES, F1, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV, Frist; Verdffentlichung wird wiederholt, falls Anderungen
MC,MT, NL,NO, PL, PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI (BF, eintreffen

BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN,

TD, TG).

(57) Zusammenfassung: Ein Verfahren zur Vermessung der magnetischen Resonanz von in einem polaren Losungsmittel 16slichen
Probenmolekiilen (1), wobei ein elektromagnetisches Hochfrequenz(=HF)-Feld auf die Probenmolekiile (1) einwirkt, ist dadurch
gekennzeichnet, dass die Probenmolekiile (1) wihrend der Vermessung in einer Messemulsion (4) vorliegen, wobei in der Mes-
semulsion (4) die Probenmolekiile (1) in molekularen Behéltern, insbesondere inversen Mizellen (2) eingeschlossen sind, und die
molekularen Behilter in einem unpolaren Losungsmittel (3) verteilt sind. Die Erfindung erméglicht die Vermessung der magneti-
schen Resonanz wasserldslichen Probenmaterials mit geringem apparativen Aufwand bei gutem Signal-zu-Rausch-Verhiltnis auch
bei hohen Frequenzen der eingestrahlten HF-Felder.
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VERFAHREN DER MR-VERMESSUNG WASSERLOSLICHER PROBENMOLEKULE IN MOLEKULAREN
BEHALTERN, BEISPIELSWEISE IN INVERSEN MIZELLEN

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Vermessung der magnetischen
Resonanz von in einem polaren Lésungsmittel iéslichen Probenmolekiilen,
wobei ein elektromagnetisches Hochfrequenz(=HF)-Feld auf die

Probenmolekiile einwirkt.
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Ein solches Verfahren ist zum Beispiel durch J.A. Weil et al, Electron
Paramagnetic Resonance, John Wiley & Sons, New York, 1994, bekannt

geworden.

In der Magnetresonanz(=MR) wird ein elektromagnetisches
Hochfrequenz(=HF)-Feld auf eine Probe eingestrahlt, die sich in einem starken,
statischen Magnetfeld B, befindet. Die Wechselwirkung der Probe mit dem HF-
Feld gibt Ruckschlisse auf die Probeneigenschaften, etwa in der Probe
vorhandene Molekilgruppen. Wichtige Anwendungen der Magnetresonanz sind
Kernspinresonanz(=NMR)-Spektroskopie und Elektronenspinresonanz(=ESR)-
Spektroskopie.

Viele Probenmaterialien, deren Eigenschaften mit Magnetresonanz vermessen
werden sollen, liegen in einem polaren Lésungsmittel, insbesondere in
wassriger Ldsung, vor (da Wasser das weitaus haufigste polare Lésungsmittel
ist, wird im Folgenden der Einfachheit halber von ,Wasser* und ,wassriger

Lésung” gesprochen. Es versteht sich, dass dies auch andere polare

-Losungsmittel und Gemische polarer Losungsmittel einschiiet). In der Regel

wird dann eine wassrige Probe (bestehend aus Wasser und dem im Wasser
gelésten Probenmaterial) in ein Probengefal eingefullt, und das Probengefal
wird in einen Resonator verbracht, der die HF-Felder in die Probe einstrahilt.
Typische HF-Felder, die im Rahmen von Magnetresonanz-Messungen in eine

" Probe eingestrahlt werden, werden jedoch von in der Probe enthaltenem

Wasser absorbiert. Die Absorption steigt mit der Frequenz der HF-Felder an,
insbesondere die in der ESR benétigten Mikrowellen werden von Wasser stark

absorbiert.

Infolge der Absorption wird nur Probenmaterial im Randbereich einer wassrigen
Probe voll von HF-Feldern bestrahlt; das Probeninnere wird bei gré3eren
Probendurchmessern gar nicht erreicht, so dass das vermessbare
Probenmaterial einer wéassrigen Probe effektiv verringert ist. Durch die
Absorption sinkt auch die Giite eines Resonators, der eine wassrige Probe
enthalt. Durch diese beiden Effekte verschlechtert der Wassergehalt einer
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Probe das Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses(=SNR) eines MR-Messignals des
Probenmaterials in der Probe. Bei starker Absorption besteht auch die Gefahr,
dass der Resonator gar nicht mehr ankoppelt, und eine Messung damit nicht
mehr moglich ist.

Der Stand der Technik begegnet dieser Problematik im Wesentlichen durch
eine besondere Geometrie der GefaRe fiir die wassrigen Proben, die in einem
Resonator angeordnet werden, vgl. dazu beispielsweise J. A. Weil et al, aaO..
Wenn ein Probengefall bzw. dessen Probenraum in der Richtung parallel zum
elektrischen Feld des HF-Felds sehr viel kleiner ist als die Wellenlange des HF-
Feldes, ist die Absorptionsproblematik stark vermindert bzw. tritt nicht auf. Die
Probengefale bzw. deren Probenrdume werden daher in einer Dimension
entsprechend kurz ausgebildet und in die Nullstellen der elektrischen
Feldverteilung positioniert. Die raumlich Ausdehnung der E-Feld Nulistellen ist
durch die Wellenléange des HF-Felds bestimmt. Je hoher die Frequenz des HF-
Felds, desto kleiner ist die raumliche Ausdehnung der Nullstelle. Als GefaRe fiir
wassrige Proben sind insbesondere Flachzellen, diinne Kapillaren oder auch
Mehrfachkapillaranordnungen bekannt geworden. Eine
Mehrfachkapillaranordnung fur die EPR (=electron proton resonance) ist
beispielsweise durch die ,AquaX sample cell* von der Firma Bruker bekannt
geworden, oder auch durch US 7,088,101 B2.

Als weitere Ma3nahme sind aus der NMR sogenannte ,E-free“-Resonatoren
bekannt, bei denen das elektrische Feld im Zentrum der wassrigen Probe
minimiert wird, vgl. beispielsweise P.L. Gor'kov et al., J. Magn. Reson. 185
(2007), Seiten 77-93, oder auch C. Li et al., J. Magn. Reson. 180 (2006), Seiten
51-57.

Die Dimensionsvorgabe an das ProbengefaR begrenzt grundsétzlich das
Volumen an Probe, welches im Resonator vermessen werden kann. Dies
wiederum begrenzt das SNR der MR-Messung. Auch kénnen ProbengefaRe
bzw. deren Probenrdume nicht beliebig eng gefertigt werden, so dass bei
hoheren Frequenzen des HF-Feldes die Absorption nicht mehr durch die
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Dimensionierung des Probengeféafies reduziert werden kann. Die im Stand der
Technik eingesetzten speziellen Probengefafle und speziellen Resonatoren
machen die Vermessung von wassrigen Proben im tbrigen apparativ

aufwandig und teuer.

Aufgabe der Erfindung

Es ist die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zur Vermessung
der magnetischen Resonanz von in einem polaren Lésungsmittel Iéslichem
Probenmaterial vorzustellen, mit dem bei geringem apparativen Aufwand ein
gutes Signal-zu-Rausch-Verhaltnis auch bei hohen Frequenzen der HF-Felder
erzielbar ist.

Kurze Beschreibung der Erfindung

Diese Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren der eingangs genannten Art,
das dadurch gekennzeichnet ist, dass die Probenmolekiile wahrend der
Vermessung in einer Messemulsion vorliegen, wobei in der Messemulsion die
Probenmolekile in molekularen Behaltern eingeschlossen sind, und die

molekularen Behalter in einem unpolaren Lésungsmittel verteilt sind.

GemaR der vorliegenden Erfindung werden die (in der Regel wasserloslichen)
Probenmolekille mittels molekularer Behalter, beispielsweise inverser Mizellen,
in einem unpolaren Lésungsmittel verteilt. In jedem molekularen Behalter ist
mindestens ein Probenmolekil eingeschlossen. Der molekulare Behalter kann
(bezogen auf das Probenmolekill) so klein sein, dass er genau ein
Probenmolekil einschlie3t, ohne dieses zu zerstéren. In einer weiteren
bevorzugten Variante sind die molekularen Behalter jedoch gréRer und
schliefen jeweils mehrere Probenmolekille in polarer Lésung ein. Eine
bevorzugte lineare Ausdehnung des molekularen Behalters liegt im Bereich von
einigen zehn Nanometern, kann jedoch auch bis zu einigen Mikrometern
reichen. Die molekularen Behalter werden wiederum inégesamt vom unpolaren

Lésungsmittel umgeben. Das unpolare Loésungsmittel absorbiert das HF-Feld
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bei der MR-Messung nicht merklich, selbst wenn das HF-Feld iangere Strecken
im unpolaren Lésungsmittel zurticklegen muss. Das unpolare Lésungsmittel
nimmt dabei einen GrofRteil des Volumens einer erfindungsgemalen Probe
ein. Im Vergleich zu einer wassrigen Probe ist in der erfindungsgemélen Probe
nur eine geringe Menge Wasser enthalten (im Extremfall ist praktisch gar kein
Wasser mehr in der Probe enthalten); dieses Wasser befindet sich im Inneren
der molekularen Behalter. Allein schon durch den verringerten Wassergehalt
verbessert sich das SNR bei der Vermessung einer erfindungsgeméfen Probe
im Vergleich zu einer wassrigen Probe bei gleicher Stoffmenge an
Probenmolekulen, gleichem Probenvolumen und gleichem Probengefal3.
Bevorzugt enthalt eine erfindungsgemaRe Probe nur so viel Wasser, dass die
Probenmolekile im Inneren der molekularen Behélter gerade in Lésung bleiben

kénnen.

Zudem wirkt die Verteilung des Wassers in der érﬁndungsgemé&en Probe der
Absorption des HF-Feldes entgegen. Die groite Lénge, die das elektrische
Feld in einer erfindungsgemalen Probe am Stiick zu durchdringen hat,
entspricht dem Durchmesser eines molekularen Behélters. Der Durchmesser
eines molekularen Behélters ist auf jeden Fall kleiner als der Innendurchmesser
des ProbengefaRes, in dem die erfindungsgemaRe Probe enthalten ist. Durch
die Verkleinerung des am Stuck in Wasser zuriickzulegenden
Absorptionswegs, insbesondere im Vergleich zur Wellenlédnge des HF-Feldes,
wird die Absorption in der Probe ebenfalls verringert. Der Durchmesser eines
molekularen Behalters wird durch geeignete Wahl der chemischen Reagenzien
und die Prozessfiihrung eingestellt bzw. ausgewahlit. Der Durchmesser inverser
Mizellen kann beispielsweise durch geeignete Wahl des unpolarem
Losungsmittels (bzw. Lésungsmittelgemisches), der grenzflachenaktiven
Substanz (bzw. Substanzgemischen), den Mengenverhéltnissen von unpolarem
Losungsmittel, polarem Losungsmittel (in der Regel Wasser) und
grenzflachenaktiver Substanz, pH-Einstellung sowie durch mechanische
Bearbeitung (Schiitteln, Ultraschallbehandlung oder dergleichen) und
gegebenenfalls weiteren Parametern eingestellt werden. Insbesondere kénnen
auch Durchmesser der molekularen Behalter eingestellt bzw. ausgewahit
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werden, die weit unter der minimal méglichen Dimension von Probengefaflen

bzw. deren Probenrdumen liegen.

Die Durchmesser inverser Mizellen liegen typischerweise im Bereich von
einigen zehn Nanometern. Die Gréf3e von Proteinen liegt im Bereich von
typischerweise 3 bis 6 Nanometern, d.h. Proteine kénnen sich in der wassrigen

Lésung innerhalb der inversen Mizelle frei bewegen.

Da die molekularen Behalter in der Regel nicht —zumindest nicht exakt —
kugelférmig sind, soll im Folgenden der Begriff ,Durchmesser” oder ,effektiver
Durchmesser” der gréten linearen Ausdehnung des Innenraums des

molekularen Behalters entsprechen.

Im Rahmen des erfindungsgemaBen Verfahrens kénnen praktisch beliebige
Probengefée verwendet werden, ohne dass die GefalRform bzw. die
Dimensionierung des Probenraums merklichen Einfluss auf das SNR der MR-
Messung héatte. Erfindungsgemaf kénnen auch einfache GefaRe mit grolem
Probenraum und ohne Einschrankung der Gefafddimension in der Richtung
parallel zum elektrischen Feld verwendet werden. Dadurch kann das
vermessbare Volumen an Probe, und damit auch die vermessbare Menge an
Probenmaterial bzw. Probenmolekiilen, vergréRert werden. Insbesondere
kénnen konventionelle Probenréhrchen mit einem Innendurchmesser 2 1mm,
bevorzugt 3mm, verwendet werden. Diese Mal3e gelten fur das X-Band der
ESR. Im W-Band bei 94 GHz sind die entsprechenden Mafe dann 2 0.1 mm,

bevorzugt etwa 1 mm.

Molekulare Behalter, die fur die vorliegende Erfindung grundsatzlich geeignet
sind, beinhalten inverse Mizellen, Carcerand-Komplexe (carcerands), Hemi-
Carcerand-Komplexe (hemi-carcerands), molekulare Kérbe (molecular
baskets), Fullerene, molekulare Nanokapseln (molecular nanocapsules) oder
auch selbstorganisierende Kapselungen (self-assembled capsules).
Verschiedene Arten von solchen molekularen Behaltern sind beispielsweise

bekannt geworden durch:
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- Donald J. Cram, Nature 356 (1992), S. 29-36

- Ralf Warmuth, Journal of Inclusion Phenomena and Macrocyclic Chemistry 37
(2000), S. 1-38;

- Min Wie et al., J. Mater. Chem. 2005 (15), S. 1197-1203;

-Ryo E.H., Zhao Y., Org. Lett. 6(18) , 2004, S. 3187-3189.

-Ryo E.H. et al., J. Org. Chem. 2006 (19), S. 7205-7213

Bevorzugte Verfahrensvarianten

Bei einer besonders bevorzugten Variante des erfindungsgemafien Verfahrens
ist das polare Losungsmittel Wasser. Wasser ist fur die meisten zu
untersuchenden Probenmolekiile als Losungsmittel gut geeignet und entspricht
in der Regel der nattrlichen Umgebung des Probenmolekiils.

Vorteilhaft ist eine Verfahrensvariante, bei der die molekularen Behalter jeweils
genau ein Probenmolekil enthalten. Typischerweise und bevorzugt enthélt der
molekulare Behalter dann auch keine oder allenfalls sehr wenige Molekiile des
polaren Lésungsmittels (in der Regel Wasser). Dadurch kann die Absorption

des HF-Feldes besonders stark verringert werden.

Bei einer vorteilhaften, alternativen Verfahrensvariante enthalten die
molekularen Behdélter jeweils mehrere Probenmolekille geldst in dem polaren
Lésungsmittel. Durch das Halten der Probenmolekiile im polaren Lésungsmittel
werden Beschéadigungen und Reaktionen (etwa eine Denaturierung) der
Probenmolekiile vermieden; die Vermessung der Eigenschaften der
Probenmolekiile wird durch die Probenaufbereitung fur die MR-Messung nicht
verfalscht.

Bevorzugt ist weiterhin eine Verfahrensvariante, bei der das polare
Losungsmittel und/oder das unpolare Losungsmittel deuteriert sind,
insbesondere wobei das polare Lésungsmittel und/oder das unpolare

Lésungsmittel vollstandig deuteriert sind.
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Bei einer bevorzugten Variante des erfindungsgemafen Verfahrens umfasst
die Vermessung der magnetischen Resonanz eine

- Elektronenspinresonanz(=ESR)-Messung

- und/oder eine Kernspinresonanz(=NMR)-Messung. Diese beiden Verfahren
sind in der spektroskopischen Praxis besonders wichtig. Besonders bei den in
der ESR benétigten HF-Feld-Frequenzen (typisch ca. 9-100 GHz, etwa X-Band
mit ca. 9 GHz oder Q-Band mit ca. 34 GHz) kann es bei wassrigen Proben zu
erheblichen Absorptionsproblemen kommen, die im Rahmen der vorliegenden
Erfindung beseitigt werden kénnen.

Bevorzugt ist auch eine Weiterentwicklung dieser Verfahrensvariante, bei der
die Vermessung der magnetischen Resonanz eine

- Elektron-Kern-Doppelresonanz(=ENDOR)-Messung

- und/oder eine Dynamische Kernspinpolarisation(=DNP)-Messung umfasst.
Bei diesen Methoden wird die Magnetisierung der Elektronenspins auf die
Spins der Atomkerne Ubertragen; ENDOR und DNP sind insofern kombinierte
ESR / NMR-Experimente. Durch die vorliegende Erfindung wird die
Elektronenspin-Anregung im ESR-Teil verbessert, so dass auch ein
verbessertes NMR-Spektrum erhalten wird.

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform werden als unpolares Lésungsmittel
Isooktan, Benzol, Toluol, Tetrachlorkohlenstoff, Chloroform, Mineralél und/oder
Silikoné! eingesetzt. Diese unpolaren Lésungsmittel sind in der Praxis bewahrt.
Das unpolare Lésungsmittel ist erfindungsgemaf im Wesentlichen transparent
fur das HF-Feld der MR-Messung.

Bevorzugt ist auch eine Verfahrensvariante, bei der die Probenmolekile
Proteine und/oder paramagnetische Molekiile umfassen. Die Untersuchung von
Proteinen ist in der Praxis besonders wichtig. Paramagnetische Molekdle sind
der ESR zuganglich.

Bevorzugt ist eine Variante des erfindungsgematen Verfahrens, bei der fur die

Vermessung der effektive Durchmesser DM der molekularen Behalter in einem
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Bereich 10 nm < DM < 10 ym, vorzugsweise 10 nm < DM < 100 nm,
insbesondere DM etwa 30 nm eingestellt ist. Diese GréRen von molekularen
Behéltern haben sich in der Praxis bewéhrt, insbesondere bei inversen
Mizéllen.

Bei einer besonders bevorzugten Verfahrensvariante ist vorgesehen, dass fiir
die Vermessung der effektive Durchmesser DM der molekularen Behalter so
eingestelit ist, dass gilt:
DM << ET, mit ET: Eindringtiefe des HF-Feldes im polaren Lésungsmittel. Die
Eindringtiefe ET entspricht dabei einem Weg, auf dem eine 1/e-Abschwichung
- der Intensitat des HF-Feldes eintritt (e: Eulersche Zahl, ca. 2, 7183). Dabei gilt
bevorzugt 100*DM < ET. Bei dieser Behalterdimensionierung sind
Absorptionsverluste durch das polare Lésungsmittel (in der Regel Wasser)
besonders gering. Die so definierte ET betragt in Wasser ca. 0.8 mm im X-
Band und 0.25 mm im W-Band und ist damit um ein Vielfaches gréer als zum

Beispiel der Durchmesser einer inversen Mizelle von einigen 10 Nanometern.

Ganz besonders bevorzugt ist eine Verfahrensvariante, bei der als molekulare
Behalter inverse Mizellen eingesetzt werden. Bei inversen Mizellen kann die
Einsteliung von deren GréRe (etwa des Durchmessers) bei der
Probenpraparation in der Regel auf einfache Weise variiert werden; die Zahl
der Probenmolekiile je inverse Mizelle kann dadurch ebenfalls einfach
eingestellt werden. Weiterhin kénnen inverse Mizellen relativ kostenglinstig

hergestelit werden.

Eine bevorzugte Weiterentwicklung dieser Verfahrensvariante sieht vor, dass
als grenzflachenaktive Substanz fur die inversen Mizellen

- Na(AOT) = Natrium-2bis(2ethylhexyl)sulfosuccinat

- und/oder CTAB = Hexadecyltrimethylammonium-Bromid

eingesetzt wird. Diese grenzflachenaktiven Substanzen haben sich in der
Praxis bewahrt. Die grenzflachenaktiven Substanzen besitzen einen polaren
Endabschnitt und einen unpolaren Endabschnitt und bilden die Wénde der
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inversen Mizellen aus.

Besonders bevorzugt ist auch eine Variante des erfindungsgemalien
Verfahrens, bei der wahrend der Vermessung die Messemulsion in einem
Probengefafl angeordnet wird, wobei das Probengefal} eine kleinste Dimension
KD des Probenvolumens aufweist, wobei gilt:

KD 2 (1/20)*A, mit A: Vakuum-Wellenlange des HF-Feldes. Die kleinste
Dimension KD des Probenvolumens (Probenraums) liegt dabei typischerweise
in der Richtung parallel zum elekirischen Feld des HF-Felds im Resonator.
Ebenso besonders bevorzugt ist eine Verfahrensvariante, bei der wahrend der
Vermessung die Messemuision in einem Probengefal angeordnet wird, wobei
das Probengefal eine Dimension DPE des Probenvolumens parallel zum
elektrischen Feld des HF-Felds aufweist, wobei gilt:

DPE = (1/20)*A, mit A: Vakuum-Wellenlédnge des HF-Feldes.

Solche Probengefiae kénnen mit dem erfindungsgemaRen Verfahren
erfolgreich und ohne nennenswerte Absorptionsverluste eingesetzt werden.
Hingegen wiirden bei Einsatz herkémmlicher wassriger Proben erhebliche
Absorptionsverluste auftreten, da die kleinste Dimension KD bzw. die
Dimension DPE parallel zum elektrischen Feld nicht mehr ausreichend kiein
waére gegeniiber der Wellenlange 1. Bevorzugt gilt im Rahmen der Erfindung
KD = (1/5)*1 oder sogar KD 2 (1/2)*A bzw. DPE 2 (1/5)*A oder sogar DPE 2
(1/2)*A; dann kénnen auch sehr groe Probenrdume eingerichtet und

entsprechend groe Probenmengen vermessen werden.

Iin den Rahmen der vorliegenden Erfindung fallt auch eine Verwendung einer
Emulsion, umfassend ein unpolares Lésungsmittel und im unpolaren
Losungsmittel verteilte molekulare Behélter, insbesondere inverse Mizellen,
wobei in den molekularen Behaltern Molekile eingeschlossen sind,
insbesondere in wéssriger Lésung, als zu vermessende Probe in einer

Magnetresonanz-Messung.

Weitere Vorteile der Erfindung ergeben sich aus der Beschreibung und der

Zeichnung. Ebenso kénnen die vorstehend genannten und die noch weiter
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ausgefuhrten Merkmale erfindungsgemaR jeweils einzeln fiir sich oder zu
mehreren in beliebigen Kombinationen Verwendung finden. Die gezeigten und
beschriebenen Ausfuhrungsformen sind nicht als abschlieBende Aufzéhlung zu

verstehen, sondern haben vielmehr beispielhaften Charakter fir die Schilde-
rung der Erfindung.
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Zeichnung und detaillierte Beschreibung der Erfindung

Die Erfindung ist in der Zeichnung dargestellt und wird anhand von Ausfiih-

rungsbeispielen néher erldutert. Es zeigt:

Fig. 1

Fig. 2

Fig. 3a

Fig. 3b

Fig. 4

Fig. 5

eine schematische Darstellung einer Messemulsion gemag der
Erfindung;

eine schematische Darstellung eines Messaufbaus fir das

erfindungsgemafie Verfahren.

ein EPR-Spektrum einer Probe (a) mit paramagnetischen

Probenmolekilen in einer Messemulsion gemaR der Erfindung;

ein EPR-Spektrum einer Probe (b) mit paramagnetischen
Probemolekilen in einer wassrigen Probe, bei gleicher
Stoffmenge an Probenmolekiilen und gleichem Probengefaf} wie
bei der Messung von Fig. 3a;

ein EPR-Spektrum einer Probe (c) mit paramagnetischen

Probenmolekiilen in einer Messemulsion gemaRg der Erfindung;

ein EPR-Spektrum einer Probe (d) mit paramagnetischen

Probenmolekiilen in einer Messemulsion gemaR der Erfindung.

Die vorliegende Erfindung beschaftigt sich mit der Verbesserung der

Vermessbarkeit von in polaren Losungsmitteln (und insbesondere in Wasser)

I6slichen Probenmolekiilen im Rahmen von Magnetresonanz-Messungen wie
ESR und NMR.

Wasser absorbiert die fur MR-Messungen erforderlichen HF-Felder, was die

Vermessung von wassrigen Proben erschwert, insbesondere das SNR

verschlechtért, oder gar eine Vermessung der wassrigen Probe unmdoglich
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macht. Gleiches gilt bei Verwendung vieler anderer polarer L.6sungsmittel
(einschlieBlich Gemische verschiedener polarer Lésungsmittel); im Folgenden
wird zur Vereinfachung stellvertretend nur noch auf Wasser Bezug genommen.

Wird Wasser in einem HF-Resonator angeordnet, so sinkt die Resonatorgiite
ab. Aufgrund dielektrischer Verluste gilt bei einem Ublichen, mit einer wassrigen
Probe gefiiliten Probenréhrchen mit Innenradius r

1/QE ~ rm

wobei Qg der Guteanteil des Resonators aufgrund dielektrischer Verluste ist,
und m eine natlrliche Zahl ist. Bei einem zylindrischen Probenréhrchen in
einem TE o2 Resonator (ein Rechteckresonator) betrégt beispielsweise m=4.
Grundsétzlich kénnen Guteverluste durch einen kleineren Innenradius des
Probenréhrchens verringert werden; gleichzeitig sinkt dabei aber das Volumen
an vermessbarer Probe. Bei Anordnung von mehreren Probenréhrchen im
Resonator kann das vermessbare Probenvolumen wiederum gesteigert werden
(Mehrfachkapillaranordung), was aber apparativ aufwandig ist. Auflerdem kann
der Innenradius von Probenréhrchen nur in einem begrenzten Bereich gefertigt

werden.

Die Erfindung schlagt hingegen vor, wasserlosliche Probenmolekiile in einer
besonderen Art der Aufbereitung der Proben zu vermessen. Als Basis dafiir
wird ein unpolares Lésungsmittel eingesetzt. Um die wasserloslichen
Probenmolekiile in dem unpolaren Lésungsmittel verteilen zu kénnen, werden
die Probenmolekiile in molekularen Behéltern eingeschlossen. Im Inneren des
molekularen Behalters befindet sich dazu ein Hohlraum, der ein oder mehrere
Probenmolekile in der Regel zusammen mit etwas Wasser aufnehmen kann.
Die Wandung des molekularen Behalters wird gebildet durch ein Molekil oder
mehrere zusammengelagerte Molekiile. Diese molekularen Behélter sind im
unpolaren Lésungsmittel gut (d.h. gleichmaBig) verteilbar, in der Regel

aufgrund ihrer auBeren Oberflacheneigenschaften.
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Eine Probe, die bereit ist fir eine Vermessung in einem erfindungsgemaRen
Verfahren zeigt schematisch die Figur 1 anhand eines Beispiels basierend auf
inversen Mizellen als molekulare Behalter.

Die zu vermessenden wasserloslichen Probenmolekiile 1, beispielsweise
paramagnetische Proteinmolekiile, sind in sogenannten inversen Mizellen 2
eingeschlossen. Die inversen Mizellen 2 enthalten auRer den Probenmolekiilen
1 auch Wasser. Das Innere der inversen Mizellen 2 ist also von einer wassrigen
Losung der Probenmolekiile 1 erfllt. Die inversen Mizelien 2 sind wiederum in
einem unpolaren Lésungsmittel 3 verteiit. Unpolares Losungsmittel 3 liegt also
nur auBerhalb der inversen Mizellen 2 vor. Die Gesamtheit von unpolarem
Losungsmittel 3 und den darin verteilten inversen Mizellen 2 wird als
Messemulsion 4 bezeichnet.

Die Messemulsion 4 wird fur die MR-Messung als Probe im Probenvolumen
(Probenraum) eines Probengef4Res angeordnet (siehe dazu auch Fig. 2); der
Rand des ProbengefaBes ist in Fig. 1 mit Bzz. 5 versehen.

Die inversen Mizellen 2 weisen jeweils eine Wand auf, die gebildet wird durch
eine Vielzahl von Molekilen einer grenzflaichenaktiven Substanz 6. Die
Molekule der grenzflachenaktiven Substanz 6 weisen jeweils einen nach innen
gerichteten, hydrophilen Endabschnitt (,Kopf*, in Fig. 1 als Kreis dargestellt)
und einen nach auBen gerichteten, hydrophoben Endabschnitt (,Schwanz®, in
Fig. 1 als Wellenlinie dargestelit) éuf. Die Kdpfe werden beispielsweise durch
Carboxylat-Gruppen ausgebildet, die Schwénze werden beispielsweise durch
Alkyl-Gruppen ausgebildet.

Die Molekiile der grenzflachenaktiven Substanz 6 lagern sich bei geeigneten
Bedingungen, insbesondere Mischungsverhaltnissen, spontan (von selbst) zu
inversen Mizellen 2 zusammen, wobei sie das vorhandene Wasser und die
darin geldsten Probenmolekile 1 in ihrem Inneren einschlieRen. Man beachte,
dass die Anzahl der Probenmolekiile 1, die in jeweils einer inversen Mizelle 2

eingeschlossen ist, von der GroBe der inversen Mizelle 2 abhangt. Die GréRe
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der inversen Mizellen 2 kann durch an sich bekannte MaBnahmeh eingestelit
werden, insbesondere die Auswahl des unpolaren Lésungsmittels 3, der
grenzflachenaktiven Substanz 6, den Mischungsverhaltnissen in der
Messemuilsion 4, und mechanischer Behandlung der Messemulsion. Die Grofte
der inversen Mizellen 2 wird im Rahmen der Erﬁnd'ung durch den effektiven
Durchmesser DM beschrieben; im Falle einer nicht vernachléassigbaren
Wandstarke wird DM als der Innendurchmesser der inversen Mizelle (bzw. des
molekularen Behalters) bestimmt (siehe Fig. 1).

In der Regel stehen die zu vermessenden Probenmolekile 1 zunéchst als reine
wassrige Losung (Probenmolekiile in Wasser gelost) zur Verfugung, und
werden im Rahmen der Erfindung insbesondere durch Zusatz von unpolareni
Lésungsmittel 3 und grenzflachenaktiver Substanz 6 in eine Messemulsion 4
Uberfuhrt.

Man beachte, dass firr die erfindungsgeméRe Vermessung die Probenmolekile
1 in lokal wassriger Umgebung, namlich innerhalb der inversen Mizellen 2,
verbleiben kénnen. Dies ist insbesondere von Vorteil, wenn die
Probenmolekiile 1 durch einen Entzug des Wassers verandert oder zerstort

werden wirden.

Figur 2 zeigt schematisch einen Messaufbau fur die erfindungsgemale

Vermessung der magnetischen Resonanz wasserléslicher Probenmolekile.

Die zu vermessenden wasserléslichen Probenmolekiile sind erfindungsgemag
in einer Messemulsion verteilt, welche als Probe 14 in das Probenvolumen (den
Probenraum) 11 eines ProbengefaRes 12 eingefillt ist. Das Probengefal 12 ist
in einem Resonator 13 angeordnet, der ein Hochfrequenz(=HF)-Feld in die
Probe 14 einstrahlen kann. Das HF-Feld umfasst ein elektrisches Feld Eur,
welches sich in Fig. 2 in Pfeilrichtung 15 von links nach rechts erstreckt, und ein
magnetisches Feld By, welches sich von unten nach oben erstreckt, vgl.
Pfeilrichtung 16. Man beachte, dass das HF-Feld im Resonator 13 als eine

raumliche stehende Welle voriiegt, bei der das Maximum von Bur dem
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Minimum von Enr entspricht. (Anmerkung: Eine konventionelle wassrige Probe
kann nur im Minimum von Eng positioniert werden und wird dadurch in ihrer

GrolRe stark eingeschrankt.)

Das Probengefall 12 ist rohrchenférmig mit einem kreisrunden Querschnitt
(senkrecht zur Zeichenebene von Fig. 2) aufgebaut. Der Probenraum 11 weist
somit insbesondere parallel der Pfeilrichtung 15 seine kleinste Dimension KD
auf. Diese kleinste Dimension KD ist im gezeigten Messaufbau identisch mit
der Dimension DPE des Probenraums 11 gemessen parallel zur Richtung 15
des elektrischen Feldes Er.

Der Resonator 13 strahlt beispielsweise im Rahmen einer ESR-Messung ein
HF-Feld mit einer Frequenz von 100 GHz in die Probe 14 ein. Die
Vakuumwellenlange A des HF-Felds betragt dann ca. 3 mm. Als Probengefa
12 wird im Rahmen der Erfindung ein R6hrchen mit einem Innendruchmesser
von 1 mm eingesetzt, so dass in diesem Fall gilt KD = A/3 bzw. DPE =

A/3. Obwohi die Dimension des Probenraums 11 parallel zum elektrischen Feld
nicht mehr als klein gegentber der Wellenldnge A des HF-Felds angesehen
werden kann, sind durch die erfindungsgemafie Probenaufbereitung MR-
Messungen an der Probe 14 gut moglich. Insbesondere absorbiert das in der

Probe enthaltene unpolare Lésungsmittel das HF-Feld nur unwesentlich.

Die verbesserten Vermessungsmaglichkeiten der magnetischen Resonanz
wasserloslicher Probenmolekiile durch die Erfindung im Vergleich zum Stand
der Technik verdeutlichen ESR-Vergleichsmessungen, die in den Figuren 3a

und 3b dargestellt sind.

Folgende Abklrzungen werden verwendet:

NaAOT: Natrium-2bis(2-ethylhexyl)sulfosuccinat

GdDTPA: Gadolinium-Diethylen-Triamin-Pentaacetat

EPR: Elektronen-paramagnetische Resonanz (electron paramagnetic

resonance)
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I. Herstellung der erfindungsgeméBen Probe (a)

In Isooktan als unpolarem Losungsmittel wurde NaAOT als grenzflachenaktive
Substanz unter starkem Schitteln zugesetzt, bis eine véllig transparente
Mikroemulsion mit einer Konzentration von 200 Millimol NaAOT pro Liter
Isooktan erhalten wurde. Weiterhin wurde GADTPA als paramagnetisches
Probenmaterial in Wasser gelést; hierbei wurde mit verdiinnter Natronlauge
(NaOH) ein pH von 7,2 und weiterhin eine Konzentration von 3,81 Millimol
GdDTPA pro Liter Wasser eingestelit. 200u] der wassrigen GdDTPA-Losung
wurden zu 2 ml der Mikroemulsion zugesetzt, und die neue Mikroemulsion
wurde geschuttelt, bis vollige Transparenz erreicht war. Die geschittelte neue
Mikroemulsion dient als Messemulsion. Es ergibt sich eine Konzentration von
346 Mikromol GaDTPA pro Liter Messemulsion.

Aufgrund der Léslichkeitseigenschaften der wassrigen Losung in der
Mikroemulsion befinden sich die Molekiile des paramagnetischen

Probenmaterials anschlieBend innerhalb von inversen AOT-Mizellen.

/. Herstellung der Vergleichsprobe (b)

GdDTPA wurde in Wasser gelést, bis eine Konzentration von 346 Mikromol pro
Liter Wasser erreicht war. Diese wassrige GdDTPA-Lésung wird fiir die
Vergleichsprobe verwendet.

lll. Vergleichsmessung

Baugleiche Probenkapillaren mit einem Innendurchmesser von 1 mm wurden
mit jeweils gleichen Volumina der Messemulsion (Probe (a)) und der wassriger

GdDTPA-L&sung (Probe (b)) vollstandig gefiillt.

Von beiden Proben (a) und (b) wurden sodann EPR-Messungen im X-Band
(ca. 9,8 GHz) durchgefiihrt.
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Das Ergebnis der beiden Messungen ist in den Diagrammen der Figuren 3a
und 3b dargestellt. Es ist jeweils in identischem MaRstab nach rechts das
statische Magnetfeld By in Gauf3, und nach oben die Intensitét des EPR-Signals

aufgetragen.

Das EPR-Signal der erfindungsgemaf prapariert vermessenen Probe (a)
(Messemuision) ist ca. 5-mal starker als-das EPR-Signal der Vergleichsprobe
(b) (wassrige Probe), obwohl in beiden Proben (a) und (b) identische
Stoffmengen der paramagnetischen Probenmolekiile vorliegen. Durch die
erfindungsgemafe Propenpraparation kann also das SNR deutlich verbessert
werden.

Die Figuren 4 und 5 zeigen ebenfalls die Verbesserungen in der Vermessung

wassriger Probenmolekile durch die Erfindung anhand der Proben (c) und (d).

Die Messemulsion fiir die Proben (c) und (d) wurden analog Probe (a)
prapariert, wobei jedoch abweichend 400 pl (statt 200 pl) von wassriger
GaDTPA-L6sung in 2 ml Mikroemulsion geldst wurden. Es ergibt sich eine
Konzentration von 635 Mikromol GADTPA pro Liter Messemulsion.

Mit dieser Messemulsion wurde fiir Probe (c) in ein Probenréhrchen mit 3mm
Innendurchmesser befillt, und fiir Probe (d) wurde eine Kapillare mit 1mm
Innendurchmesser befiillt. An Probe (c) wurde eine EPR-Messung im X-Band
(ca. 9,8 GHz) durchgefihrt, und an Probe (d) wurde eine EPR-Messung im Q-
Band (34 GHz) durchgefihrt.

Die erfindungsgemal prapariert vermessenen Proben (c), siehe Fig. 4, und (d),
siehe Fig. 5, gestatten beide eine qualitativ akzeptable Vermessung des EPR-
Signals der enthaltenen paramagnetischen Probenmolekiile. Es ist wiederum
nach rechts das statische Magnetfeld B, nach oben die Signalintensitét

aufgetragen.
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Hingegen haben die Erfinder festgestellt, dass reine wéassrige Proben (GdDTPA
gelést in Wasser) mit gleicher Konzentration von 635 Mikromol GAPTDA pro
Liter Wasser unter sonst gleichen Bedingungen (beziglich Probe (c):
Roéhrechen-Innendurchmesser 3mm und X-Band, beziglich Probe (d): Kapillar-
Innendurchmesser 1mm und Q-Band) keine EPR-Messungen mehr erlauben.
Unter den Bedingungen von Probe (c) zerstort die groRe Wassermenge die
EPR-Tauglichkeit des Resonators. Unter den Bedingungen von Probe (d)
macht sich die mit zunehmender Messfrequenz abnehmende

Wasservertraglichkeit des Resonators bemerkbar.

Mit dem erfindungsgemaRen Messverfahren kénnen bei den lblichen
Frequenzen des HF-Felds (etwa in der ESR im Bereich ca. 1-100 GHz)
konventionelle Probengefale und Resonatoren eingesetzt werden, oder auch
hohere Messfrequenzen als bisher {iblich (etwa in der ESR im Bereich ca. 100-

600 GHz) fur wasserlosliche Probenmolekiile erschlossen werden. Besonders

bei gekoppelten ESR/NMR-Experimenten sind oft hohe HF-FeIdffequenz'en
einzustrahlen, beispielsweise betragt beim Bo-Feld eines 400MHz NMR-
Magneten die entsprechende ESR-Einstrahlfrequenz 263 GHz. Bei Ubergang
zu leistungsstarkeren NMR-Magneten (wie etwa 800 MHz oder 1000MHz) muss
dann die Probe auch entsprechend héhere ESR-Einstrahlfrequenzen far
gekoppelte ESR/INMR-Frequenzen geeignet sein, um von der Kopplung voll zu

profitieren. Dies kann mit der vorliegenden Erfindung geleistet werden.

Zusammenfassend beschreibt die Erfindung eine Praparation von
wasserldslichem Probenmaterial, das einer Magnetresonanz-Messung
unterzogen werden soll. Im Rahmen der Préaparation wird das Probenmaterial
in wassriger Lésung in molekularen Behéltern eingeschlossen. Bevorzugt
werden als molekulare Behilter inverse Mizellen eingesetzt. Hierbei wird das
Probenmaterial in einer kleinen Menge Wasser gelést und zusammen mit einer
grenzflachenaktiven Substanz (Tensid) in ein unpolares, fir die HF-Felder der
MR-Messung transparentes Losungsmittel gegeben. Es stellen sich inverse
Mizellen ein, deren Wand durch das Tensid gebildet wird. Im Inneren der

inversen Mizellen ist das wasserlosliche Probenmaterial zusammen mit der
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geringen Menge Wasser eingeschlossen, und die inversen Mizellen sind
ihrerseits im unpolaren Lésungsmittel gelést. Eine solchermaflen praparierte
erfindungsgemaRe Probe wird der Vermessung unterzogen. Durch die
erfindungsgemafe Probenpraparation kann das SNR von MR-Messungen
verglichen mit Probenmaterial in reiner Wasserlésung erheblich gesteigert
werden. Insbesondere kann mehr Probenraum im Resonator eingerichtet
werden, ohne dass Giteverluste des Resonators die Vermessbarkeit

beeintrachtigen wirden.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Vermessung der magnetischen Resonanz von in einem

polaren Lésungsmittel 16slichen Probenmolekiilen (1), wobei ein
elektromagnetisches Hochfrequenz(=HF)-Feld auf die Probenmolekile
(1) einwirkt,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Probenmolekiile (1) wahrend der Vermessung in einer
Messemulsion (4) vorliegen, wobei in der Messemulsion (4) die
Probenmolekiile (1) in molekularen Behaltern eingeschlossen sind, und
die molekularen Behalter in einem unpolaren Losungsmittel (3) verteilt

sind.

. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das polare

Lésungsmittel Wasser ist.

. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,

dass die molekularen Behalter jeweils genau ein Probenmolekiil (1)

enthalten.

. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,

dass die molekularen Behalter jeweils mehrere Probenmolekiile (1)

geldst in dem polaren Losungsmittel enthalten.

. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch

gekennzeichnet, dass das polare Lésungsmittel und/oder das unpolare
Lésungsmittel (3) deuteriert sind, insbesondere wobei das polare

Lésungsmittel und/oder das unpolare Losungsmittel (3) vollstandig
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deuteriert sind.

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass die Vermessung der magnetischen Resonanz eine
- Elektronenspinresonanz(=ESR)-Messung
- und/oder eine Kernspinresonanz(=NMR)-Messung

umfasst.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die
Vermessung der magnetischen Resonanz eine
- Elektron-Kern-Doppelresonanz(=ENDOR)-Messung
- und/oder eine Dynamische Kernspinpolarisation(=DNP)-Messung

umfasst.

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass als unpolares Losungsmittel (3) Iso-Oktan, Benzol,
Toluol, Tetrachlorkohlenstoff, Chloroform, Mineralél und/oder Silikonél
eingesetzt wird.

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass die Probenmolekiile (1) Proteine und/oder

paramagnetische Molekile umfassen.

10.Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass fur die Vermessung der effektive Durchmesser DM
der molekularen Behélter in einem Bereich 10 nm < DM < 10 pm,
vorzugsweise 10 nm < DM < 100 nm, insbesondere DM etwa 30 nm
eingestellt ist.

11.Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch

gekennzeichnet, dass fir die Vermessung der effektive Durchmesser DM
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der molekularen Behalter so eingestellt ist, dass gilt:
DM << ET, mit ET: Eindringtiefe des HF-Feldes im polaren
Lésungsmittel.

12.Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass als molekulare Behalter inverse Mizellen (2)

eingesetzt werden.

13.Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass als
grenzflachenaktive Substanz (6) fur die inversen Mizellen (2)
- Na(AOT) = Natrium-2bis(2ethylhexyl)sulfosuccinat
- und/oder CTAB = Hexadecyltrimethylammonium-Bromid
eingesetzt wird.

14.Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass wéhrend der Vermessung die Messemulsion (4) in
einem Probengefal (12) angeordnet wird, wobei das Probengefa® (12)
eine kleinste Dimension KD des Probenvolumens (11) aufweist, wobei
gilt:
KD 2 (1/20)*A, mit A: Vakuum-Wellenlénge des HF-Feldes.

15.Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass wahrend der Vermessung die Messemulsion (4) in
einem Probengefal (12) angeordnet wird, wobei das ProbengefaR (12)
eine Dimension DPE des Probenvolumens (11) parallel zum elektrischen
Feld des HF-Felds aufweist, wobei gilt:
DPE 2 (1/20)*A, mit A: Vakuum-Wellenlange des HF-Feldes.

16.Verwendung einer Emuilsion (4), umfassend ein unpolares Lésungsmittel
(3) und im unpolaren Lésungsmittel (3) verteilte molekulare Behdlter,
insbesondere inverse Mizellen (2), wobei in den molekularen Behéltern
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Molekille (1) eingeschlossen sind, insbesondere in wassriger Losung, als

zu vermessende Probe (14) in einer Magnetresonanz-Messung.
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