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Zusammenfassung

In der gegenwartigen NMR- und MRT-Forschung bildet die sogenannte Hyperpolarisa-
tion (HP) einen Schwerpunkt zur Erhohung des Signals. Techniken, wie die dynamische
Kernpolarisation (DNP), die chemisch induzierte dynamische Kernpolarisation (CIDNP)
und die parawasserstoff-induzierte Polarisation (PHIP) haben das Potential, die inharent
schwache Empfindlichkeit der Magnetresonanz (MR) zu iiberwinden. Diese resultiert aus
den sehr kleinen Besetzungsunterschieden der Kern-Zeeman-Niveaus, die bei gewohnli-
chen Magnetfeldern im thermischen Gleichgewicht in der GréBenordnung von 10~° liegen.
HP-Techniken konnen hier signifikant hohere Populationen einzelner Niveaus, mit ent-
sprechend verstarkten Signalen, erzielen. Daher kénnen Anwendungen wie molekulare
Bildgebung, metabolische Untersuchungen oder Messungen von Heterokernen substanti-
ell von der HP profitieren. Es gab jedoch noch keinen Durchbruch der HP-MR in den
Lebenswissenschaften, da aktuell nur wenige, fiir die HP erreichbare und gleichzeitig phy-
siologisch relevante Verbindungen oder entsprechende Anwendungen existieren.

Das Hauptziel dieser Arbeit war die Entwicklung von experimentellen Protokollen zur Er-
weiterung der PHIP fiir neue Klassen interessanter Substanzen sowie die Implementierung
der PHIP fiir die *F-MRT, welche den Vorteil hintergrundfreier Signale bietet. Nach der
Etablierung des erforderlichen experimentellen PHIP-Aufbaus (NMR-Spektrometer, pa-
ra-Ho-Anreicherungsanlage, etc.) wurden verschiedene Experimente mit unterschiedlichen
Losungsmitteln (wéssrige Losungen, organische Losungsmittel) durchgefithrt und ausge-
wertet, die zu wichtigen Erkenntnissen auf diesem Feld fiihrten.

Zum ersten Mal gelang die Kernspinhyperpolarisation fiir Ethanol. Wie auch fiir viele
weitere Verbindungen, ist die notwendige ungesattigte Vorstufe von Ethanol aufgrund
einer Keto-Enol-Tautomerie instabil. Daher war die Anwendung von PHIP bisher nicht
moglich. Es wurde ein neuer mehrstufiger Reaktionsweg entwickelt, um dieses Problem zu
beheben und die Anwendung der PHIP so fiir eine Vielzahl von Molekiilen zu erweitern.
Eine weitere, biologisch wichtige Stoffklasse, die bisher nicht mit der PHIP zugénglich
war, sind die Aminocarbonsauren. Die Anwendung der PHIP in wéssriger Losung wird
hier fiir gewohnlich durch eine kompetitive Koordination der funktionellen Gruppen am
katalytischen Zentrum behindert. Um die Hydrierung mit para-Hs zu ermoglichen, wurde
dieses Verhalten durch die Protonierung der Ausgangsverbindung verhindert. Dies fithrte
zu den ersten PHIP-Spektren von Allylglycin, Vigabatrin und y-Aminobuttersaure (GA-
BA).

Um die oben erwihnten F-Anwendungen zu erschlieffen, wurden (Perfluor-n-hexyl)ethen
und (Perfluor-n-hexyl)ethan als Zielstrukturen gewéhlt, da diese eine hohe strukturelle
Ahnlichkeit zum gut untersuchten Perflubron zeigen. Die PHIP wurde bei beiden Sub-
straten erfolgreich eingesetzt, sowohl fiir 'H, als auch fiir '°F, wobei ein unerwarteter
Polarisationstransfer beobachtet und untersucht wurde. Abschliefend konnten die ersten
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Zusammenfassung

YE-MR-Bilder von PHIP-hyperpolarisiertem 3-Fluorstyrol in einer Machbarkeitsstudie
und auflerdem von PHIP-hyperpolarisiertem und potentiell biovertraglichem (Perfluor-n-
hexyl)ethen aufgenommen werden.
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Abstract

One focus of current nuclear magnetic resonance (NMR) and magnetic resonance ima-
ging (MRI) research is the so-called hyperpolarization (HP). Techniques, such as dynamic
nuclear polarization (DNP), chemically induced dynamic nuclear polarization (CIDNP)
and parahydrogen induced polarization (PHIP) have the potential to overcome the fun-
damentally low sensitivity of magnetic resonance (MR). This is caused by the very small
population differences in the order of 107° of the nuclear Zeeman levels in thermal equi-
librium and in presence of usual magnetic fields. Here, HP techniques can generate signi-
ficantly higher populations of particular levels with corresponding signal enhancements.
Therefore, applications such as molecular imaging, metabolic examinations or utilization
of heteronuclei can substantially benefit from HP. However, a breakthrough of HP-MR
in life sciences is still restrained by the small number of HP accessible, physiologically
relevant substrates and according applications.

The main goals of this study were the development of experimental protocols to extend
PHIP to new classes of interesting compounds as well as the implementation of PHIP
for YYF-MRI, which offers the unique advantage of background-free marker signals. After
the installation of the required experimental PHIP-setup (NMR spectrometer, para-H
enrichment, etc.) several experiments were performed and analyzed, yielding important
findings in this field.

For the first time, ethanol was nuclear spin hyperpolarized. As for many other compounds,
the required unsaturated precursor of ethanol is unstable due to the so-called keto-enol
tautomerism, wherefore the application of PHIP was formerly impossible. Therefore, a
new multi-step procedure was developed to overcome this obstacle and open the applica-
tion of PHIP to a multitude of molecules.

Another class of biologically relevant compounds, which was not accessible with PHIP
are the amino carboxylic acids. The application of PHIP in aqueous solution usually is
hindered by a competitive coordination of the according functional groups at the active
catalytic sites, which is caused by their donor character. To enable hydrogenation with
para-Hs, the blocking of the catalytic sites was avoided via protonation of the starting ma-
terial. This results in the first PHIP spectra of allylglycine, vigabatrin and y-aminobutyric
acid (GABA).

To exploit the above mentioned F-applications, (perfluoro-n-hexyl)ethene and (perfluoro-
n-hexyl)ethane were chosen as target compounds as they possess a high structural simi-
larity with the well-known perflubron. PHIP was successfully applied to both substrates
for 'H as well as for '°F, where an unexpected polarization transfer was found and in-
vestigated. Finally, the first 'F-MR-images of PHIP hyperpolarized 3-fluorostyrene as
a feasibility study and PHIP hyperpolarized (perfluoro-n-hexyl)ethene as a potentially
biocompatible substance were recorded.
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1 Einleitung

1.1 Motivation

Den ersten Experimenten zum physikalischen Effekt der Kernspinresonanz, in der Mitte
der Dreifligerjahre folgten in den Vierzigerjahren schnell die ersten Versuche der Kernspin-
spektroskopie (NMR).[1-3] Von diesen Anfingen ausgehend sind die NMR und ab Mitte
der Siebzigerjahre auch die darauf basierende Magnetresonanztomographie (MRT) zu viel-
seitigen und unverzichtbaren Methoden in den verschiedensten Gebieten der Forschung,
der Industrie und der Medizin aufgestiegen.[4-8] Die NMR ist heute ein Standardverfah-
ren, z.B. zur Strukturaufklarung, zur Messung von Reaktionskinetiken, zur Untersuchung
von Reaktions- und Stoffwechselwegen oder fiir stochiometrische Analysen in chemischen,
biologischen und vielen anderen Fragestellungen, was auf eine Vielzahl verschiedenster,
aufgabenspezifischer Messtechniken zuriickzufiithren ist. Genauso fithrten die Entwicklun-
gen und Optimierungen unterschiedlichster MRT-Sequenzen, die verschiedenste Informa-
tionen, wie beispielsweise Anatomie, neuronale Aktivitat, Elastizitdtsmodul, oder Diffu-
sion, im Kontrast der aufgenommenen MR-Bilder kodieren kénnen, zur breiten Verwen-
dung von Kernspintomographen in der biologischen und medizinischen Forschung sowie
im klinischen Alltag. Wegen ihrer maximalen MR-Empfindlichkeit und ihrem sehr hohen
natiirlichen Vorkommen werden zur Signalerzeugung bei NMR-Experimenten héufig und
bei MRT-Anwendungen fast ausschlieflich Protonen genutzt.[4] Gerade im Hinblick auf
den Einsatz der MR in molekularen, metabolischen und vielen biomedizinischen Fragestel-
lungen besitzen jedoch auch andere Kerne ein hohes und bisher wenig genutztes Potential.
Hier ist insbesondere das natiirliche Fluorisotop '°F hervorzuheben, welches eine dhnlich
hohe MR-~Empfindlichkeit wie Protonen, aber nahezu kein Vorkommen in biologischen
Systemen aufweist. Gleichzeitig hat °F ein hohes Potential fiir biomedizinische und phar-
makologische Fragestellungen.[9] So werden mit F-basierten Verbindungen, welche sich
z.B. in entziindlichem Gewebe anreichern kénnen, 'YF-MR-Bilder generiert, die in Uber-
lagerung mit einem 'H-Bild zu hochspezifischen Kontrasten mit ausgezeichneter Aussa-
gekraft fithren.[9-12] Des Weiteren kann die hohe Empfindlichkeit von '"F-Signalen ge-
geniiber Umgebungseinfliissen und molekularen Verédnderungen, die sich unter anderem
in vergleichsweise hohen Anderungen der chemischen Verschiebung oder der longitudina-
len Relaxationszeit widerspiegeln, zur Kodierung von Umgebungsparametern ausgenutzt
werden.[13, 14]

Allerdings sind heteronukleare MR-~Verfahren besonders stark vom zentralen Nachteil der
Magnetresonanz, der geringen Empfindlichkeit, betroffen. Da die in vivo erzielbaren Spin-
dichten haufig sehr klein sind, unterschreiten die Signale oft die Detektionsgrenze re-
spektive erfordern lange Messzeiten, die unter klinischen Aspekten unzumutbar sind. Zur
Uberwindung dieser geringen Sensitivitit werden vermehrt sogenannte Hyperpolarisati-



1 Einleitung

onsverfahren, die teilweise schon seit den Fiinfzigerjahren bekannt sind, eingesetzt. Durch
z.B. die dynamische Kernspin-Polarisation (DNP), die chemisch induzierte dynamische
Kernspin-Polarisation (CIDNP), optisches Pumpen mit Spinaustausch (SEOP) oder die
Parawasserstoffinduzierte Polarisation (PHIP) werden Besetzungen der Kernspinniveaus
erreicht, die sich stark von der schwachen Gleichgewichtspolarisation in einem externen
Magnetfeld unterscheiden. Die erzeugte Polarisation liefert teilweise um mehrere Gro-
Benordnungen erhohte MR-Signale, die mit einer entsprechend gesteigerten Empfindlich-
keit verkniipft sind und bereits in vielen heteronuklearen Anwendungen ausgenutzt wur-
den.[15-22] So wurden bei Hyperpolarisationsexperimenten mit *C Signalverstiarkungen
bis zu 10000 erreicht.[23] Das hohe Potential der Hyperpolarisation zeigt sich auch in
ersten in vivo-Studien, in denen die Signalverstdrkung zum Beispiel fiir die Angiographie,
das Verfolgen von Kathetern ermoglichen oder der Beobachtung des Stoffwechsels von
Maleat zu Succinat genutzt wurde.[24] Im Zusammenhang mit DNP wird aufferdem seit
2010 eine erste klinische Studie an der University of California in San Francisco betrieben,
die hyperpolarisiertes Pyruvat zur Untersuchung des Metabolismus in Tumoren nutzt.[25]
Die Anwendung von Hyperpolarisationstechniken zur Steigerung von YF-NMR-Signalen
wurde bisher nur fiir eine kleine Klasse aromatischer Verbindungen und fiir Ethyl-4,4.4-
trifluorbut-2-enoat publiziert.[26, 27] Der Einsatz '“F-hyperpolarisierter, biologisch rele-
vanter Verbindungen wurde von anderen Gruppen nicht beschrieben, ebenso wenig wie
deren Verwendung fir die Bildgebung. Gerade hier ware jedoch ein hohes Potential z.B.
fiir die molekulare Bildgebung zu erwarten.

Der PHIP-Effekt, der die Grundlage der vorgelegten Arbeit bildet, wurde in den Acht-
zigerjahren von zwei Arbeitsgruppen einerseits theoretisch vorhergesagt und andererseits
experimentell bestatigt.[28-32] Die verstiarkten Signale wurden bis zum Jahrtausend-
wechsel vor allem zur Beantwortung chemischer Fragestellungen, wie zum Beispiel zur
Aufklarung von Reaktionswegen und dem Nachweis von Intermediaten oder der Selekti-
vitat von katalytischen Prozessen eingesetzt.[33-35] Seitdem ist das Interesse, die PHIP
auch fiir biomedizinische Fragestellungen und in der Bildgebung anzuwenden, stetig ge-
stiegen.[15, 16, 36, 37] Da die PHIP im Vergleich zu den anderen genannten Verfahren
mit einem geringen technischen und finanziellen Aufwand einhergeht und trotzdem hohe
Polarisationen erzeugen kann, ist es fiir eine breite Anwendung attraktiv.[38] Des Wei-
teren wurde auch der Transfer auf Heterokerne, insbesondere auf '*C, bis in die ersten
biologischen Anwendungen vorangetrieben.[24, 39] Als wichtige Entwicklungen der letz-
ten Jahre im Bereich der PHIP sind die Entdeckung von SABRE (Signal Amplification
By Reversible Exchange), dass sich neben neben den klassischen PHIP-Protokollen fest
etabliert hat; die Verfolgung der heterogenen Katalyse, welche die Vermischung von Ziel-
produkt und potentiell toxischem Katalysator unterbindet; sowie die theoretischen und
ersten praktischen Arbeiten zur Relaxationszeitverlingerung der erzeugten Polarisation in
sogenannten langlebigen Singlettzustdnden zu nennen.[40-47] Dariiber hinaus berichtete
Prof. Igor Koptyug auf der Spin Chemistry in Bad Hofgastein von Fortschritten bei Hy-
drierung von ungesattigten organischen Gasen mittels Zweiphasentransferkatalyse, welche
zu katalysator- und losemittelfreien, hyperpolarisierten Produkten fithrt. Dennoch blieb
der Durchbruch von PHIP in der Biomedizin bisher aus, was unter anderem auf die to-
xischen Katalysator-Losungsmittel-Substrat-Gemische zurtickzufiihren ist. Eine weiterer
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Grund ist jedoch auch die sehr geringe Anzahl erfolgreich PHIP-hyperpolarisierter Sub-
stanzen, die eine entsprechende biologische oder pharmakologische Relevanz haben und
somit eine ambitionierte Implementierung entsprechender Methoden rechtfertigen. Dieser
Umstand sollte im Rahmen der eingereichten Dissertation bearbeitet werden, woraus sich
die folgende Aufgabenstellung ableitet.

1.2 Aufgabenstellung

Wie oben dargestellt, ist die zentrale Zielstellung dieser Arbeit die Nutzung des PHIP-
Effektes zur MR-Signalsteigerung biologisch relevanter Substanzklassen und, soweit mog-
lich, der heteronukleare Transfer der Hyperpolarisation zur Erschliefung von potentiellen
YE-MR-Anwendungen. Zur Bearbeitung dieser Zielstellung muss zunichst der Grofiteil
der NMR- und PHIP-Infrastruktur etabliert und die PHIP-Methodik im Labor evaluiert
werden. Parallel sollen, in einer Kooperation mit Dr. Ute Bommerich, bereits Experimente
am 4,7 T Bruker Kleintiertomographen am Leibniz-Institut fiir Neurobiologie erfolgen, die
sowohl die F-Bildgebung als auch die Bildgebung mittels PHIP hyperpolarisierter Sub-
stanzen umfassen und auferdem dem Erfahrungsaustausch dienen. Nach Abschluss der
Vorversuche zur Evaluierung des experimentellen Aufbaus sollen Substanzen respektive
Substanzklassen identifiziert werden, die einen hohen Bezug zu biologischen Fragestellun-
gen herstellen und somit als Zielstrukturen fiir diese Arbeit in Betracht kommen. Als mog-
liche Kandidaten sind z.B. Aminocarbonsauren, pharmakologisch wirksame Substanzen
oder lineare fluorierte Molekiile aufzufithren. Bei der Realisierung der PHIP an derartigen
oder auch anderen Systemen miissen neuartige Konzepte entwickelt werden. Auflerdem ist
der Einsatz wassriger Losungen notwendig, um auch hier die Biovertraglichkeit, welche bei
Verwendung von z.B. Aceton nicht gegeben ist, herzustellen. Dabei werden entsprechend
wasserlosliche, aber trotzdem PHIP-taugliche Katalysatoren, die eine paarweise Hydrie-
rung gewahrleisten, bendtigt, die zunachst ebenfalls identifiziert werden miissen.

Neben der ErschlieBung biomedizinisch einsetzbarer und relevanter Substanzen muss au-
Berdem die Aufnahme der hyperpolarisierten Signale unter Berticksichtigung der Fragestel-
lung angepasst werden. Da die erzeugte Nichtgleichgewichtsbesetzung der Energieniveaus
sich nicht wiederherstellt, sondern dem Gleichgewicht entgegenstrebt, steht nur ein be-
grenztes Zeitfenster zur Verfiigung, um die Messung abzuschliefen. Dies muss z.B. bei der
Messung von Relaxationszeiten oder bei der Aufnahme von MR-Bildern fragestellungs-
und substanzabhéngig beriicksichtigt werden. Abschlieiend soll insbesondere die YF-MR-
Bildgebung hyperpolarisierter Systeme, die als potentielle Kontrastmittel ausgewahlt wur-
den, realisiert werden.

Im Folgenden sind die Ziele dieser Arbeit in Stichpunkten zusammengestellt:

1. Aufbau der technisch-apparativen Infrastruktur fiir PHIP-Experimente (NMR-Labor,
Parawasserstoff-Anlage).

2. Etablierung der PHIP-Methodik mittels bekannter Substrate.
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3. Identifikation und Untersuchung neuer biomedizinisch relevanter Substrate; Bewer-
tung der Komponenten (Substrate, Losungsmittel und Katalysatoren) hinsichtlich
der Einsetzbarkeit in biologischen Systemen.

4. Entwicklung und Optimierung neuer praparativer und messtechnischer Konzepte
zur Anwendbarkeit der PHIP auf bisher nicht untersuchte Stoffklassen.

5. Etablierung und Optimierung der 'H- und insbesondere der '°F-Bildgebung zur
ortsaufgelosten Darstellung hyperpolarisierter Kerne.
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2.1 Kernspinresonanz

Die Magnetresonanzspektroskopie sowie die Magnetresonanztomographie beruhen auf
dem physikalischen Prinzip der Kernspinresonanz (MR/NMR). Obwohl der Spin eine
quantenmechanische Grofle darstellt, kann bereits eine semiklassische Betrachtung zum
Versténdnis einfacher MR-Experimente beitragen.[48, S.38] Daher wird hier zunéchst die-
ser intuitive Zugang gewahlt, welcher dann quantenmechanisch untermauert wird, um
auch komplexere Effekte beschreiben zu kénnen. Im Anschluss wird die parawasserst-
offinduzierte Polarisation als Alternative zur thermischen (Boltzmann-)Polarisation ein-
gefiihrt.

2.1.1 Spin, magnetisches Moment und Kern-Zeeman-Effekt

Kernspinresonanz beruht auf der Wechselwirkung zwischen externen Magnetfeldern und
dem magnetischen Moment des Atomkerns, das mit seinem Spin verkniipft ist. Der Spin
ist eine intrinsische Eigenschaft von Elementarteilchen genau wie Ladung oder Masse und
betragt fur Protonen, sowie Neutronen 1/2 (Fermionen). Der fur NMR mafigebende Ge-
samtspin des Kerns ist durch einen isotopenspezifischen stabilen Grundzustand gegeben
und kann ganzzahlige Vielfache von 1/2 annehmen S = n - 1/2. Es zeigt sich, dass Kerne
mit gerader Massen- und Ladungszahl keinen Spin, Kerne mit gerader Massenzahl und
ungerader Ladungszahl einen ganzzahligen Spin und Kerne mit ungerader Massenzahl
einen halbzahligen Kernspin haben.[4, S.2].

Klassisch betrachtet, wird der Spin hédufig als Rotation gedeutet, da er sich quantenme-
chanisch wie ein Drehimpuls verhélt. [49, S.6 ff.] Folgt man dieser klassischen Deutung,
so resultiert aus der Drehung des Kerns ein Kreisstrom positiver Ladung und folglich ein
magnetisches Moment vergleichbar mit einem Stabmagneten. Obwohl dieses Modell stark
simplifiziert, erklart es dennoch, dass ein Kern mit Spin ungleich null ein magnetisches
Moment p hat, welches direkt proportional zum Drehimpuls und somit zum Spin ist [50,
S.14]. Die Proportionalitdtskonstante ist das gyromagnetische Verhéltnis v [51, S.167],
welches kernspezifisch ist (fettgedruckte Grofien reprasentatieren Vektoren).

u = vhS (2.1)

NMR-Experimente beruhen auf der Wechselwirkung duflerer Magnetfelder mit diesem
magnetischen Moment.[49, S. 25 ff.] Tabelle 2.1 stellt einige wichtige Kerne vor, die einen
von null verschiedenen Spin haben und somit NMR-aktiv sind.

Betrachtet man ein Ensemble von Spins in magnetfeldfreier Umgebung, so mitteln sich die
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Tabelle 2.1: Einige Kerne mit Anzahl der Protonen N, und Neutronen N,,, resultieren-
dem Kernspin S, gyromagnetischem Verhéltnis v, folgender Empfindlichkeit (o<
¥3S(S + 1)) normiert auf Protonen und natiirlichem Vorkommen nach [4, S.3].

Kem N, N, S ~yinrads ' T"' Empfindl. Vorkommen in %

'H 1 0 1/2 2,675 - 10° 1 99,985
BC 6 7 1/2 0,673 - 10® 0,016 1,10
Y9 10 1/2 2,518 - 108 0,834 100
BNa 11 12 3/2 0,708 - 10® 0,093 100
P15 16 1/2 1,084 - 10® 0,067 100

einzelnen magnetischen Momente zu null, was schon aus Symmetrieiiberlegungen folgt,
da es keine ausgezeichnete Raumrichtung gibt. Um NMR-Experimente durchfithren zu
konnen, bedarf es eines statischen, externen Magnetfeldes. Im Folgenden wird mit Hilfe
einfacher quantenmechanischer Prinzipien erklart, wie aus der Wechselwirkung mit diesem
Magnetfeld diskrete Energieniveaus resultieren, die die Grundlage fiir NMR-Anwendungen
bilden. Hierbei werden zur Vereinfachung tiberwiegend Teilchen mit Spin 1/2 betrachtet.
Die Beschreibung der Dynamik von Kernspinzusténden erfolgt durch die zeitabhangige
Schrodingergleichung, welche zur Vereinfachung auf die Betrachtung der Kernspinzustén-
de beschrénkt wird.[49, S.171 ff]

Hapin () | (1)) = mgt |U(t)) mit / W)2d3r =1 (2.2)

Geht man davon aus, dass der Hamiltonoperator H zeitlich konstant ist, so kann die
Zeitentwicklung der Zusténde |W(¢)) separiert werden, und man erhélt die zeitunabhéngige
Schrodingergleichung [52, S.248].

W) = T(1) [(0)) = T(t) = e 77/ (2:3)

Hspm [9) = E|4) (2.4)

T ist der Zeitentwicklungsoperator bzw. Propagator.[53, S.76]

Kernspinzustidnde mit Spin S sind ohne dufleres Magnetfeld (25+1)-fach entartet. Teilchen
mit Spin 1/2 weisen daher in feldfreier Umgebung zwei Zustédnde zum gleichen Energieei-
genwert E auf. Erst durch ein dufleres Magnetfeld konnen die beiden Eigenzustande der

Zeeman-Basis
W=(o)  m=(7) 25)

unterschieden werden. Die Energie eines magnetischen Moments g in diesem statischen
Feld By ergibt sich aus —p - By, der sogenannten Zeeman-Wechselwirkung. Da das Feld
konventionsgemés in z-Richtung verlauft, ergibt sich mit (2.1) folgender Hamiltonoperator

Hy, = —p-Bo=—~Bo-S=—7hB, - S., (2.6)
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wobei By die Flussdichte des externen Magnetfeldes und S, die z-Komponente des Spin-
operators ist..[49, S.179][50, S.16] Im zweidimensionalen Spinraum der betrachteten Teil-
chen (S = 1/2) lassen sich die Komponenten des Spinoperators in 2x2-Matrizen darstel-

len.[49, S.160).
c 1(0 1) & 1(0 i) & 1(1 0
S“’_2<1 0>’Sy_2<i 0)’52_2<0 —1) (2.7)

AuBerdem lassen sich aus diesen Operatoren die Auf - und Absteigeoperatoren ableiten.

§+:§I+i§y:<8 é),é:ﬁx—iSyZG 8) (2.8)

Aus (2.6) und (2.7) ergeben sich fiir die Zustande (2.5) zwei verschiedene Energieeigen-
werte und die oben beschriebene Entartung ist aufgehoben.

N h A h
Hyzlo) = —5’730 ) Hz|B) = +§’VBO 13) (2.9)

Die beschriebene Aufspaltung ist als Zeeman-Effekt bekannt und fithrt zu einem energe-
tischen Abstand der Niveaus, der linear von der Feldstéirke des dufleren Feldes abhéangt.

AE = hyB, (2.10)

Uberginge zwischen diesen Niveaus sind nur durch Absorption bzw. Emission von Strah-
lung moglich, deren Energie dem Abstand entspricht, d.h. AE = hv = hw. Somit ergibt
sich die bekannte Formel fiir die Larmorkreisfrequenz

Wog = —(F/— = ’}/B(), (211)
h
die proportional zum externen Magnetfeld ist. Das hiufigste Wasserstoffisotop 'H mit
einem einzelnen Proton hat nach Tabelle 2.1 also eine Resonanzfrequenz v von rund
300 MHz bei 7T [4]. Dies liegt im Bereich von Radiowellen, weshalb in der NMR héaufig der
Terminus RF-Puls (radio frequency) fiir die Einstrahlung der Anregungsenergie verwendet
wird.[54]

2.1.2 Entwicklung im statischen Magnetfeld

Nun wird die in (2.3) separierte Zeitentwicklung unter dem weiterhin statischen Magnet-
feld By betrachtet. Daher gilt wieder der Hamiltonoperator (2.6) und es folgt fir den
Zeitentwicklungsoperator T’ (t) = exp (MBogzt), was einer Rotation um B, entspricht,
wie im Folgenden fiir Spin-1/2-Systeme gezeigt wird.[54, S.28]

Die in 2.1.1 eingefiihrten Eigenzustande |«) und |3) erzeugen ein vollstandiges Orthonor-
malsystem, weshalb jeder spatere Zustand als Linearkombination dieser beiden Eigenzu-
stande beschrieben werden kann

(1)) = eI p(0)) = 37 [k (k[ (0)) TP = 37 O [ (0)) e TIERM L (2.12)
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mit k = «, 5.[52, S.157, S.206]
¢(t) = Oy |5> e(—1Est/h) | C., |a> e(FiEat/h) _ C |5> e(—17Bot/2) 4 C, |a> e(ivBot/2) (2'13)

Um die zeitliche Entwicklung der magnetischen Momente zu erhalten, werden die Erwar-
tungswerte der 3 Komponenten des verkniipften Spins berechnet. Mit (2.13) kann der
Erwartungswert einer Observablen x allgemein berechnet werden, wobei v = v Bt sei.

(z) = (W|2|y) = <Cﬁ5€(+iv/2) + Chael =72 Cﬁﬁe(_ivm + C’aae(+i”/2)>
= CpCaetHDeD (5] 3 |8) + CyCae VeI (5] 1 a)
+C,CpeTV2 T2 (0] 1| B) + CoChe ™22 (o] 1 |a)
= Colal@la) +C5(B|21B)
+CoCpe ™) (a] 2 |8) + CaCpe™ (8] 2 |a) (2.14)

T

Mit (2.7) und unter Berticksichtigung der Orthonormalitiat der Eigenzusténde

(ala) = (B1B) =1 ; (a|B) = (Bla) =0, (2.15)
ergeben sich fiir die drei Spin-Komponenten folgende Erwartungswerte [50, S.24ff.]:

1
<Sz> = 5(02 - CE)
CaClj cos (7Bot)
(Sz) = CyCps cos (7Byt) = S =| —C,Cgssin (yByt) (2.16)
5(C2 - C3)
(Sy) = —CoClpsin (7Byt)

Somit folgt fiir den Spin-Vektor respektive das magnetische Moment, dass die z-Kompo-
nente konstant ist, wahrend sich die x- und y-Komponenten sinusférmig und um 90°
phasenverschoben éndern. Dabei entsprechen die Koeffizienten C? und Cg gerade den
Besetzungswahrscheinlichkeiten der beiden Energieniveaus, die in 2.1.3 eingefithrt werden,
wobei gilt C3/C% = ng/n,.[50, S.25ff.] Die Spins prézedieren also alle linkssinnig um
Achsen, die parallel zur z-Achse (Bo-Feld) sind. Die Préazessionsfrequenz By ist gleich
der Larmorfrequenz, die sich in 2.1.1 schon aus Energie AFE ergab.

wo = —Bo, (2.17)

2.1.3 Boltzmann-Statistik und Nettomagnetisierung

Betrachtet man nun ein Ensemble von n Spins 1/2 im statischen, homogenen Magnet-
feld, so stellt sich heraus, dass im thermischen Gleichgewicht ein kleiner Besetzungsiiber-
schuss des energetisch giinstigeren a-Zustands vorliegt. Daraus (und weil die Phasen der
einzelnen Spins zufillig verteilt sind) folgt eine messbare Magnetisierung endlich klei-
ner Volumenelemente - siche Abb. 2.1. Diese Nettomagnetisierung ist konsequenterweise
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Abbildung 2.1: Aus der Zeeman-Aufspaltung resultierende makroskopische Nettomagnetisie-
rung durch Aufsummierung aller magnetischen Momente des Spinensembles.

proportional zum Besetzungsunterschied der Energieniveaus. Da es sich um n nicht wech-
selwirkende Spins handelt, lasst sich mit Hilfe der Boltzmann-Statistik die Besetzungs-
wahrscheinlichkeit im thermischen Gleichgewicht fiir den energiereicheren - und fiir den
energiedrmeren a-Zustand berechnen [55, S.220],[50, S.20].

—EB;
. kpT
p(j) = % - GZB mit j = a, § (2.18)

Dabei ist kp die Boltzmann-Konstante (1,38 - 10723J/K), Z die Zustandssumme und
T die Temperatur (nicht zu verwechseln mit dem Zeitentwicklungsoperator). Fir das
Besetzungsverhéltnis der beiden Zustande folgt

nﬁ —AE —hyBg

— =e*BT =¢ BT | (2.19)
Na

woraus sich unter der Annahme hoher Magnetfelder AE/kpT << 1 (Hochtemperatur-

néherung) die Boltzmann-Polarisation bzw. thermische Polarisation fiir ein Spin-1/2-
Ensemble berechnen lasst.[56, S.4][57]

N —Ng h~y By
Betrachtet man Protonen, das natiirliche Isotop mit dem hochsten magnetischen Moment,
bei Raumtemperatur in einem Feld von 7T, so ergibt sich im thermischen Gleichgewicht
eine Polarisation von nur etwa 2,3-107°. Dieser Umstand verursacht die geringe Empfind-
lichkeit der NMR gegeniiber anderen spektroskopischen Verfahren. Hohere Felder kénnen
die Polarisation und somit die Empfindlichkeit nur begrenzt steigern. Gegenstand dieser
Arbeit ist die Erhohung der Polarisation durch den spéter beschriebenen PHIP-Effekt,
mit dem die Polarisation um Groéfilenordnungen erhoht werden kann (siehe 2.3).

Pp = (2.20)

2.1.4 Resonanzanregung

NMR beruht auf der Beeinflussung der eingefiihrten Magnetisierung M. Dies geschieht
durch eine resonante Anregung mit einem zusétzlichen, in der xy-Ebene oszillierenden Ma-
gnetfeld By, die hier semiklassisch eingefiihrt wird. Dabei wird die Bewegung der einzelnen
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Spin 1/2 im Ensemble als Prizession des Magnetisierungsvektors M beschrieben, der sich
analog einem klassischen Kreisel mit Drehimpuls M/~ verhélt. Auf diesen Kreisel wirkt
durch ein externes Magnetfeld B ein Drehmoment, das eine Anderung des Drehimpulses
respektive der Magnetisierung hervorruft|[49, S.261f.][54, S.35ff.]

dM(¢t
dt( ) =yM(t) x B(t) (2.21)
Wie in 2.1.2 gezeigt, folgt auch aus dieser Differentialgleichung durch ein statisches Feld
By = Bge, eine Prizession mit wo = —yBg [58, S.434]. Eine Resonanzanregung erhélt

man durch ein zusétzliches Feld Bj, das ebenfalls mit wqg rotiert [50, S.27].
B (t) = B cos (wot)ex — By sin (wpt)ey (2.22)

Die Superposition B = Bg + B; fiithrt mit (2.21) zu einem System von Differentialglei-
chungen, das mit der Anfangsbedingung: M(0) = Mye, gelost wird.[54, S.35]

dM,

a7 [M, By + M. By sin wyt] M, (t) = My sin wit sin wyt
dM,

dty = 7 [M. By cos wot — M, By —  My(t) = Mysinwt coswot  (2.23)
dM, )

dt = =7 [MwBl sin wot + MyBl cos th] Mz<t) = My coswyt

Diese Losung entspricht einer Préazession mit wg um By und einer zusatzlichen Prazession
um By mit w; = —yBy, wie sie in Abbildung 2.2 dargestellt werden. Der Winkel zwischen

Bo *
A

B, y ¢ B
a) b)

Abbildung 2.2: Trajektorie der Magnetisierung bei resonanter Anregung: a)lm Laborsystem
rotieren By und M mit wg um die z-Achse b) Im rotierenden System wird die
zusétzliche Rotation mit wy um Bj, die in a) zur Spiralform fithrt, deutlich.

dem By-Feld und der Magnetisierung nach der Anregung wird Flipwinkel 6 genannt und
hangt von Form, Dauer und Amplitude der Anregung, also des sogenannten RF-Pulses,
ab.

t

o(t) = / wr () dt = — / Bi(¢)dt’ (2.24)

0

10
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Eine solche Anregung tiberfiihrt longitudinale in kohérente, transversale Magnetisierung
(M, = M,sin#). Diese transversale Magnetisierung dreht sich mit wp in der xy-Ebene.
Mit einer Leiterschleife, deren Achse senkrecht zu By ist, kann somit eine, nach dem
Induktionsgesetz induzierte Spannung gemessen werden - das NMR-Signal.

2.1.5 Relaxation und Bloch-Gleichungen
Longitudinale Relaxation

In 2.1.3 wurde die Magnetisierung M, eingefiihrt, die sich aus der Boltzmann-Polarisation
im thermischen Gleichgewicht ergibt. Dieses Gleichgewicht stellt sich beim ,,plétzlichen
Zuschalten® des By-Feldes, bzw. nach einer Resonanzanregung mit einem RF-Puls nicht
instantan ein. Ursache fiir den Ubergang zum polarisierten Ensemble sind mikroskopi-
sche, thermisch bedingte Fluktuationen aller magnetischen Momente. Diese Fluktuatio-
nen induzieren Uberginge im Spinsystem, wobei die, durch B, ausgezeichnete Richtung
bevorzugt wird.[49, S.32] Spontane Ubergénge im Spinsystem kénnen vernachlissigt wer-
den.[50, S. 21]

Die Einstellung des Boltzmann-Gleichgewichts im Ensemble kann phdnomenologisch durch
eine Differentialgleichung mit charakteristischer Zeit 77 beschrieben werden.[54, S.38] Das
Losen dieser Differentialgleichung fithrt auf einen exponentiellen Verlauf.

dM,
dt

= (M, — My))Ty, —  M.(t) = My(1 — e /M) + M (0)e /T (2.25)

Dabei ist M,(0) der Wert der Longitudinalmagnetisierung zu Beginn des Relaxationspro-
zesses. Die eingefiihrte longitudinale Relaxationszeit 77 hangt vom Isotop und den Um-
gebungsparametern (chemische Verbindung, Losungsmittel, Temperatur, etc.) ab. Eine
ausfiithrlichere Beschreibung der sehr komplexen Relaxationsmechanismen ist im Rahmen
dieser Arbeit nicht méglich, es sei aber auf [49, S.543ff.] verwiesen.

Transversale Relaxation

Auch die in 2.1.4 beschriebene transversale Magnetisierung zerfallt mit der Zeit. Dieser
wird durch unterschiedliche Prézessionsfrequenzen innerhalb des Spinensembles hervorge-
rufen, die eine Dephasierung der Spins verursachen. Zum Ende des Zerfalls sind die Spins
in der transversalen Ebene gleichverteilt und die magnetischen Momente kompensieren
sich, weshalb die resultierende Quermagnetisierung gleich null ist.[56, S.56] Da die effekti-
ve Quermagnetisierung von der Phasenbeziehung der einzelnen Spins abhéangt, entspricht
T, einer Kohérenzzeit. Der beschriebene Dephasierungsprozess und damit verbundene
Abfall des NMR-Signals ist irreversibel.[49, S.35] Auch die transversale Relaxation kann
phidnomenologisch durch einen Zerfall 1. Ordnung mit einer Zeitkonstante 75 beschrieben
werden.

dM,,

s —M,,/Ts — M, ,(t) = M, (0)et/" (2.26)
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2 Theoretische Grundlagen

Bloch-Gleichungen

Die Zusammenfassung von (2.21), (2.25) und (2.26) fithrt zu einem Differentialgleichungs-
system, welches das Verhalten der Magnetisierung M unter den externen Magnetfeldern
By und B; phénomenologisch beschreibt.[56, S.58][59, S.28] Diese Gleichungen wurden
1946 von Felix Bloch eingefiihrt.[3]

dM 1 1 1
0 M x B+ o (My — M.)e, — —(M)ex — —(M, 2.7
dt ’7 X Tl ( 0 )e T2 ( )e T2 ( y)ey ( )

2.1.6 Einfache NMR- und MRT-Experimente

In diesem Abschnitt sollen zwei einfache NMR- und MRT-Experimente vorgestellt werden.
Der Schwerpunkt liegt bei der Aufnahme eines eindimensionalen Spektrums sowie der
Einfiihrung des k-Raumes als wesentliches Konzept der MR-Bildgebung.

Aufnahme eines NMR-Spektrums

Wie in 2.1.4 und 2.1.5 beschrieben, folgt auf eine Anregung eine prazedierende, mit 75
zerfallende Transversalmagnetisierung. Nach (2.16), (2.17) und (2.26) folgt fiir die Trans-
versalkomponenten

M, = Mysin (0) cos (wyt)
M, = My sin (6) sin (wot). (2.28)

Die transversale Magnetisierung induziert dann in einer Leiterschleife das NMR-Signal,
welches proportional zur Magnetisierung ist.[49, S.39][54, S.42] Die gemessene Wechsel-

—
—

M\I\I\nmmm FT

Wy w

Abbildung 2.3: Einfaches NMR-Experiment: Nach der Anregung wird direkt der FID aufge-
nommen und durch eine Fouriertransformation (FT) in das Spektrum iiber-
fiihrt.

spannung hat die Frequenz wy und gibt somit die Resonanzen in der Probe wieder. Da
das induzierte Signal ebenfalls exponentiell abféllt, wird es, in Anlehnung an die freie
Prézession, auch freier Induktionsabfall (FID - Free Induction Decay) genannt. Das Si-
gnal wird iiblicherweise komplex dargestellt, wobei die x-Komponente den Real- und die
y-Komponente den Imaginérteil liefert.[60, 4-1ff.]

S(t) = Sy(t) +1S,(t) = Spexp (iwpt) exp (—t/T5) (2.29)
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2.1 Kernspinresonanz

Eine Fouriertransformation (FT) von (2.29) uberfithrt das Zeitsignal in die Frequenzdo-
méne und liefert das NMR-Spektrum (Abb. 2.3 rechts). Die Beschreibung ist sehr verkiirzt
und verzichtet auf wichtige Details, wie z.B. Quadraturdetektion, Phase, Phasenkorrektur,
Kopplung, chemische Verschiebung, diskrete F'T, etc., da eine ausfiihrlichere Betrachtung
im Rahmen dieser Arbeit zu umfangreich wére.[60, S. 4]

Spin-Echo und Gradienten-Echo

Der in 2.1.5 beschriebene Zerfall der transversalen Magnetisierung durch die Dephasierung
der magnetischen Momente wird durch verschiedene Einfliisse beschleunigt, was sich in
der modifizierten Relaxationzeit T3 widerspiegelt

1 1 1
T + T (2.30)
wobei 77 die Beitrage von z.B. Feldinhomgenitéten, Diffusion oder Gradienten an der
Dephasierung beinhaltet.[56, S.57] Einige dieser Dephasierungseffekte sind reversibel und
konnen durch Echo-Techniken umgekehrt werden.[4, S.29]

Durch einen zusétzlichen 180°-Puls konnen beispielsweise durch statische Feldinhomoge-
nitdten induzierte Phasenunterschiede der transversalen Magnetisierung aufgehoben wer-
den. Nach einer Anregung z.B. mit einem 90°-Puls dephasieren die magnetischen Momente
im Ensemble fiir die Zeit TE/2. AnschlieBend fithrt der 180°-Puls zu einer Inversion der
Phase, die jedoch keinen Einfluss auf die Frequenz hat, d.h. magnetische Momente mit
verminderter Frequenz haben nach dem Puls eine hohere Phase und umgekehrt, weshalb
die Phasenunterschiede nach der Zeit TE/2 wieder null sind. Die Refokussierung mit dem
180°-Puls fiihrt nach TE (Echozeit) zu einem maximalen Signal, dem sogenannten Spin-
Echo.[4, S.29]

Magnetische Gradientenfelder, die in verschiedenen MR-Experimenten eingesetzt werden,
stellen ebenfalls eine hohe, aber definierte Feldinhomogenitiat dar. Da die induzierten
Phasendifferenzen ebenfalls zur Ausloschung des Signals fiihren, werden die Gradienten
zum Zeitpunkt der Messung kompensiert. Durch die umgekehrten Gradienten (z.B. G,
in Abbidlung 2.5) &dndern auch die Frequenzunterschiede im Ensemble ihr Vorzeichen,
so dass zum Zeitpunkt der Kompensation, bei dem das Gradientenmoment null ist, das
sogenannte Gradienten-Echo als maximales Signal resultiert.

Ortskodierung mit magnetischen Gradientenfeldern

Die MRT stellt eine eindeutige Beziehung zwischen dem MR-Signal und dem Ort r seiner
Entstehung her. Diese Zuordnung beruht auf der Ortsabhéngigkeit der Prézessionsfre-
quenz bzw. der Resonanzfrequenz durch drei zuséatzliche, lineare und orthogonale Ma-
gnetfeldgradienten.[4, S.34] G ist der Gradientenvektor, dessen Amplitude tiblicherweise
in der Grofilenordnung von einigen 10mT m™! liegt.

WO(I') = ’)/BO + ’VG - (231)
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2 Theoretische Grundlagen

Das Signal aus einem Volumenelement dV' mit der Protonendichte p(r) wird so mit einem
Ort verkniipft.[54, S.94]

dS(G,t) o p(r)dVe“®t = p(r)dVel7BotrGrt (2.32)

Wahlt man als Referenzfrequenz vBy, so oszilliert das resultierende Signal mit vG -r und
man kann den Term B, vernachléssigen. Das Signal S(t) aus der gesamten Probe ergibt
sich aus der Integration iiber alle Volumenelemente.[54, S.94]

S(t) = / p(r)e STty = / / / p(r)el Gty (2.33)
1%

T Yy z

Die Einfiihrung des k-Raums mit den reziproken Koordinaten k fithrt dann auf die bekann-
te Form der FT, die die Signalverteilung im k-Raum und die Protonendichteverteilung im
Objekt miteinander verkniipft.

e S(k) = / / / p(r)em ke dy
27 p(r) :///S(k)e’%ikrdk

In Analogie zur NMR entspricht S(k) der Zeitdoméne, da das Signal tiber eine gewisse
Zeit gemessen wird (FID) und p(r) der Frequenzdoméne [54, S.95].

In einer typischen Realisierung einer 2D-Bildgebungssequenz ist der erste ortskodierende
Schritt i. d. R. die schichtselektive Anregung mittels Ggg. Wird Ggg in z-Richtung orien-
tiert, so entstehen xy-Flachen gleicher Resonanzfrequenz. Frequenz w und Bandbreite Aw
des RF-Pulses geben dann die exakte Position und Stéarke der Schicht vor, deren Spins
die Resonanzbedingung erfiillen und somit angeregt werden - siche Abb. 2.4.[4, S.34ff.].
Somit wird sowohl das Bild als auch der k-Raum auf zwei Dimensionen eingeschréankt.

(2.34)

o= ’Y(Bo"‘GSS)

) Y -‘

@SS

Abbildung 2.4: Schichtauswahl mit Ggg in z-Richtung. Vgl.[4, S.36]
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HF - K,
........... A...........
G |—J o o
— . SRR | S
G I N |
Gy—%—\\— .................... > k
Signal N
ADC MLy e
< TR P

Abbildung 2.5: Typisches Schema einer Gradienten-Echo-Sequenz und damit erzeugte k-
Raum-Trajektorie. Nach jedem TR wird der Phasenkodierungsgradient G,
variiert, wodurch verschiedene Linien im k-Raum angesteuert werden (blau
und gelb) und der k-Raum kartesisch gefiillt wird. Vgl.[61, S.32]

Mit (2.33) und (2.34) folgt die Protonendichteverteilung innerhalb der Schicht aus der
inversen FT der Summe aller Signale aus derselbigen.[54, S.123]

plz,y) = / / S(ky, ke 2 kaethuw)iq, df, . (2.35)

—00 —0O0

Ist G, = 0 und G, # 0, so bewegt man sich nach (2.34) im k-Raum entlang der positiven
k,-Achse (Phasenkodierung). Wéhrend des Auslesens wird dann G, # 0 und G, = 0
geschaltet, und es werden somit die Punkte entlang der k,-Linie aufgezeichnet (Abb. 2.5)
(Frequenzkodierung). Eine typische Gradienten-Echo-Sequenz zur 2D-FT-Bildgebung mit
den noétigen Gradientenfeldern ist in Abb. 2.5 dargestellt.

2.2 Quantenmechanische Beschreibung von
NMR-Experimenten

In der Einfiithrung der Kernspinresonanz wurden zur Erklarung des Effekts sowohl quan-
tenmechanische Modelle als auch semiklassische Ansétze verwendet. Erstere (2.1.1) erkla-
ren zwar die Uberginge zwischen stationiren Eigenzustinden, die individuelle Behand-
lung von 10*? Spins wére jedoch zu umfangreich.[49, S.259][50, S.279] Die semiklassische
Beschreibung mit den Bloch-Gleichungen erméglicht Vorhersagen tiber das Verhalten der
Magnetisierung unter externen Feldern, versagt aber bei komplizierteren Spinsystemen
und Besetzungen. In diesem Abschnitt soll daher das Konzept des Dichteoperators (auch
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2 Theoretische Grundlagen

Dichtematrix oder statistischer Operator genannt) eingefithrt werden, das viele quanten-
mechanische Aspekte in ein makroskopisches Bild tiberfiihrt und zur Beschreibung von
NMR-Experimenten geeignet ist.[50, S.280][52, S.194]

2.2.1 Einfithrung des Dichteoperators

Wie bereits in 2.1.2 gezeigt, lésst sich der (i. Allg. gemischte) Zustand eines Teilchens
|1)(t)) nach einer beliebigen vollstandigen Basis (in diesem Fall die reinen Eigenzusténde)
entwickeln. Die Bewegungsgleichung dieser Wellenfunktion ist jedoch durch die in 2.1.1
eingefiihrte zeitabhéngige Schrodingergleichung (2.2) mit dem entsprechenden Hamilton-
operator gegeben. Daher folgen fir den Zustand [i(t)) entwickelt nach einer beliebigen
Basis i.d.R. zeitabhingige Koeffizienten.[49, S.260][53, S.81]

(1) =D cl(t) k) (2.36)

k

Der Erwartungswert der Grofle X ergibt sich dann aus dem Erwartungswert fiir seinen
Operator (quantenmechanische Mittelung) wie folgt.

(X() = (W) X(1) ch t)" Xik (2.37)

Wie schon erwihnt besteht das Ensemble allerdings aus 10?2 Spins, weshalb zur quan-
tenmechanischen Mittelung noch eine statistische Mittelung hinzukommt. Mit der Wahr-
scheinlichkeit p,,, mit welcher sich ein Spin im Zustand |¢,(t)) befindet, wird nun iber
alle Erwartungswerte zu jedem Zustand mit p, gewichtet gemittelt. p,, ist auf eins nor-
miert.[53, S.82]

(X(t) = Z(X( ) = (Un ()] X (1) [n(t))
—anzcnk cn(t XZk—ZXlkancnk Yena(t)* (2.38)

Der Mittelwert tiber die Entwicklungskoeffizienten, der durch die letzte Summe gebildet
wird, kann nun abgekiirzt werden,

Pkl = ancn,k(t)cn,l (1) = cp(t)a(t)* (2.39)
wodurch sich (2.38) vereinfacht.[53, S.|

(X)) = 3 Xiwprs = Sp [ X (£)p(t)] (2.40)

Durch die gewichtete Zusammenfassung der Entwicklungskoeffizienten wurde der soge-
nannte Dichteoperator gebildet. Dieser enthélt die fiir makroskopische Messprozesse re-
levanten Informationen des Spinsystems zum Zeitpunkt t. Daher miissen nicht alle indi-
viduellen Spins untersucht werden und die Beschreibung des Spinensembles wird stark
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vereinfacht. Der Dichteoperator wird zusammengefasst wie folgt definiert.[53, S.83][52,
S.196]

p = () = 3 b [a(8)) (W) (2.41)

Dies entspricht im Grunde einer gewichteten Mittelung iiber alle denkbaren reinen Zu-
stédnde des Ensembles.[52, S.196]

Im Folgenden werden die wichtigsten Eigenschaften des Dichteoperators unbewiesen auf-
gelistet.

Hermitizitat: / ist hermitesch und somit selbst als Observable interpretierbar.[52, S.197]

plo— =ik (2.42)
Spur: Aus der Normierung der Wellenfunktionen (2.2) und der Normierung der Gesamt-
wahrscheinlichkeit folgt [53, S.84]:

Sp(p) = 1. (2.43)

Erwartungswert: Wie alle fiir alle Groflen wird auch der Erwartungswert von p nach
(2.40) berechnet.

(p) =Sp(p- p) = Sp(p*) (2.44)

Mit der Spur aus dem Dichtematrixquadrat lassen sich reine und gemischte Zustdnde
unterscheiden.[52, S.198]

=1 <+— reiner Zustand

Sp(p*) = >_rn { (2.45)

<1 <— gemischter Zustand

2.2.2 Population und Kohiarenzen als Elemente der Dichtematrix

Wird die Dichtematrix in der Eigenbasis des entsprechenden Hamiltonoperators darge-
stellt, so werden die Diagonalelemente auch als Population und die Nebendiagonalelemen-
te als Kohérenzen bezeichnet.[53, S.86]

Die Population gibt die Besetzung der Eigenzustinde wieder, die dem Dichteoperator
als Basis zu Grunde liegen. Da die Spur (2.43) tiber den statistischen Operator wegen
der Normierung immer eins ist, kann nur dem Besetzungsunterschied der Zustande ei-
ne physikalische Bedeutung zugeordnet werden. Die Differenz zwischen den Populationen
entspricht einer resultierenden longitudinalen Spinpolarisation bzw. einer Magnetisierung,
wie sie in 2.1.3 eingefiithrt wurde.[49, S.264] Dies wird bei der spateren Beschreibung eines
einfachen Experiments noch deutlich.

Die Nebendiagonalelemente p; ; oszillieren mit der Frequenz w; ; = (E; — E;).[53, S.86]
Damit der statistische Mittelwert dieser Matrixelemente ungleich null ist, ist es zwingend
erforderlich, dass es eine konstruktive Uberlagerung der mikroskopischen Spins gibt, d.h.
eine Kohédrenz zwischen deren Phasen.[50, S.283] Diese Anordnung fiihrt zu einer gerich-
teten transversalen Polarisation, die mit der angegebenen Frequenz senkrecht zum Feld
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oszilliert. Die Polarisation ist die Quelle des NMR-Signals und RF-Pulse konnen entspre-
chende Nebendiagonalelemente erzeugen. Es ist klar, dass alle Kohdrenzen im thermischen
Gleichgewicht null sind, da hier eine zuféllige Verteilung der Phasen vorliegt.

2.2.3 Entwicklung des Dichteoperators

Da der Hamiltonoperator hermitesch ist, folgen fiir die Ket- und Bra-Wellenfunktionen
|1(t)) und ((¢)| aus (2.2) deren Bewegungsgleichungen.[52, S.206]

ih () = # () (2.46)
SR ] = (00 A (2.47)

Hier interessiert jedoch die zeitliche Anderung des Ensembles respektive des Dichteopera-
tors. Dessen Zeitableitung folgt aus der Produktregel und (2.41) und lésst sich dann mit
Hilfe von (2.46) und (2 47) weiter zusammenfassen.[52, S.207][53, S.85]

= 3 P 1)) (a0)] + [0 S ()
= LS L (00) (i (0)] — 5 (0) (0] )

i N

— ﬁ['ﬁ’ H]_ (248)

Die sogenannte von-Neumann-Gleichung zeigt, dass sich die, das Ensemble beschreibende
Dichtematrix immer dann entwickelt, wenn der Dichteoperator und der Hamiltonoperator
nicht kommutieren.[50, S.284]

Zum Losen der Bewegungsgleichung (2.48) unter einem zeitunabhéngigen Hamiltonope-
rator kann wieder der Separationsansatz (2.3) verwendet werden.

| (t)) = T(t) [1a(0)) (2.49)

Durch Einsetzen in (2.41) erhéilt man

Ian [¢n () I—Zp £) [4(0)) (0 (0)| T74(2)

A

anrwn U0 T7H(t) = T(1)p(O)T (1)

e 1Ht/h)p<0>e(l7{t/ﬁ)7 (2.50)
was einer Transformation durch unitidre Operatoren entspricht.[53, S.85][52, S.166]

2.2.4 Transformationen des Dichteoperators

In 2.1.4 wurde beschrieben, wie ein RF-Puls den Magnetisierungsvektor dreht, wobei das
System in rotierenden Koordinaten betrachtet wurde. Fiir eine quantitative Beschreibung
der Wirkung von zeitabhangigen Hamiltonoperatoren auf den Dichteoperator wird ahnlich
vorgegangen. |50, S.2871f ]
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Rotierende Koordinaten

Genau wie in 2.1.4 soll eine Transformation in ein Koordinatensystem erfolgen, dass mit
wrer in der Transversalebene rotiert. Wie in [50] wird die Transformation durch ein ge-
dachtes Feld realisiert, das eine Prizession mit —wy.s erzeugt und nach (2.50) auf die
Dichtematrix wirkt.

N ) . R N
Prer = €Tt p)elina D i fr =35 (2.51)
j=1

Durch die Transformation werden die Frequenzen in der Dichtematrix auf Differenzen
reduziert, so dass die interessanten Effekte leichter sichtbar werden. Da die Signale ex-
perimentell auch in rotierenden Koordinaten erfasst werden (Spektrometerfrequenz), ent-
sprechen die Frequenzen der Kohérenzen in der Dichtematrix jetzt den gemessenen Fre-
quenzen, weshalb w ab jetzt fiir diese Frequenzen steht. Auflerdem wird nur noch p ver-
wendet, da der Dichteoperator im thermischen Gleichgewicht (zumeist Startwert) durch
die Transformation in das rotierende Koordinatensystem nicht verdandert wird.[49, S.269]

Starke Hochfrequenzpulse

Betrachtet man einen starken, rechteckigen, resonanten Hochfrequenzpuls (vgl. 2.1.4), der
mit der Amplitude By und der Dauer ¢, in x’-Richtung orientiert ist (vgl. Abb. 2.2), so
fithrt dieser zu einem effektiven Feld im rotierenden System. In dem Hamiltonoperator
fiir das beschriebene System sind die Zeeman-Wechselwirkung, chemische Verschiebung
und Kopplungen vernachlassigbar.[50, S.287]

A A

N
Hyep = —yBiF, mit  F, => 5, (2.52)
7=1

Da die Dauer eines Pulses in der Regel sehr kurz ist (im Bereich von us), kann ?:[Tef als
konstant betrachtet werden. Durch das Einsetzen von (2.52) in (2.50) und das Zusam-
menfassen von —yB;t, = 0 folgt fiir den Dichteoperator unter der Wirkung eines starken
Pulses: R R

p(ty) = e = p(0)e" (2.53)
Im Fall von N Spins 1/2, die schwach gekoppelt vorliegen, kann mit (2.52) und durch
Ausschreiben des Exponentialoperators hierfir eine explizite Form abgeleitet werden.[50,
S.288]

A N . A . A A
e = T[ €%~ mit €% = cos (0/2)1 + 2isin (0/2)5,; (2.54)
j=1

2.2.5 Beschreibung eines einfachen NMR-Experiments

Bei der Betrachtung eines Einspinsystems, praziser eines Ensembles schwach gekoppelter,
gleicher Kerne mit Spin 1/2, in einem einfachen Ein-Puls-Experiment, wird hier das Kon-
zept des Dichteoperatorformalismus verwendet, um Analogien und Unterschiede zu 2.1
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aufzuzeigen. Daflir muss zunéchst der ,Startwert“, also die Dichtematrix im thermodyna-
mischen Gleichgewicht ermittelt werden. Wie in 2.2.2 beschrieben, folgt aus dieser Gleich-
gewichtsbedingung im starken Magnetfeld die Besetzung der beiden Zeeman-Niveaus ge-
méfl der Boltzmannverteilung sowie die Abwesenheit von Kohédrenzen zwischen den Zu-
stdnden. Mit der Abkiirzung £ = AE/kgT und der Hochfeldndherung (exp (—¢) ~ 1 —¢)
folgt der Dichteoperator fir das System.[50, S.289]

w1145 0 110\ &1 0 1. 1 4

2
Da der Anteil mit der Einheitsmatrix keiner zeitlichen Entwicklung durch z.B. Wech-
selwirkungen oder Pulse unterliegt und damit nur den Rechenaufwand erhoht, wird im
Allgemeinen mit der reduzierten Dichtematrix gearbeitet, deren Spur null ist.![53, S.89]

P = gs (2.56)

Mit (2.7) und (2.8) und der Beziehung zur Berechnung von Erwartungswerten (2.40) lassen
sich somit z.B. sehr einfach die Komponenten der Magnetisierung im thermodynamischen
Gleichgewicht berechnen.[50, S.290]

. _ R ] 1 .
(M) = Sp [N1.5] = Sp | (N4#8.)(55.) =8Nvﬁ58p<(1) é)zo
e a1 0 i
(My) = 8p | Myp™| = Sp |(N7hS5y)(55:)| = cNvReSp | | 5 | =0 (2.57)
S PN Uy B 10 (vh)* Bo
— cq | — = — — =
(M) =Sp |M.p™| = Sp (NVFLSZ)(QSZ)_ 8N7h68p< 0 1) N TenT

Die Werte fiir M, und M,, sind erwartungsgeméf? null, da das Skalarprodukt von S, bzw.
S, mit S, null ist. Die Gleichgewichtsmagnetisierung liegt vollstindig in Richtung des
auBeren Feldes, d.h. als longitudinale Magnetisierung mit dem Wert (M) vor.
Im weiteren Verlauf eines einfachen NMR-Experiments wird nun ein HF-Puls geschal-
tet. In diesem Beispiel wird ein resonanter Puls betrachtet, dessen Magnetfeld, wie auch
schon in Abb. 2.2, im rotierenden Koordinatensystem in x’-Richtung orientiert ist. Dauer
und Amplitude des Pulses wird so gewéhlt, dass eine Rotation (in der y’-z-Ebene) um
-90°erfolgt.® Der Dichteoperator nach dem Puls ldsst sich mit (2.53) und (2.54) berech-
nen.[50, S.291]
() — § < cos (—45°) —isin (—45°) > 3 ( cos (—45°) isin (—45°) )

P 2 \ —isin (—45°) cos (—45°) ) 77\ isin(—45°) cos(—45°)

- § cos45° 1isin45° 1 0 cos45° —isin4bh°
4\ isin45° cos45° 0 —1 —isin 45° cos 45°

_ i ( 0 _oi ) _ gﬁy (2.58)

1

LOft wird auch der konstante Vorfaktor vernachlissigt und nur mit S, gerechnet.
2Erwartungsgeméif, da im thermodynamischen Gleichgewicht keine Kohirenzen vorliegen sollten.
3Das Minus resultiert aus der linkssinnigen Drehung durch ein Magnetfeld.
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Offensichtlich hat der Puls die Diagonale der Dichtematrix (also die Population) eliminiert
und dabei Nebendiagonalelemente (Kohdrenzen) erzeugt. Die Kohérenz ist offensichtlich
in y’-Richtung und damit analog dem Vektorbild in Abb. 2.2. Dieses Bild wird auch durch
die Berechnung der Erwartungswerte fiir die Komponenten der Magnetisierung M,, M,
und M, nach dem Puls bestatigt.

SN _ o 1 . 0
(M) = Sp [MLp(t,)] = Nyh5Sp [$.5,] = S Nhesp ( o ) 0
_an [0 A ] — e Taal 1L 1 0) . (vh)?2By
(M) = Sp | Myp(ty)] = NyhSp | 5,5, = SNyRESp | o | | =N e T (2.59)
N _ g 1 0 .
(ML) = Sp [NLp(1,)] = NyhsSp[3.5,] = —8N7h£Sp< ) ) 0

Nach dem Puls entwickelt sich der Dichteoperator nur noch unter dem Hamiltonoperator
des By-Feldes. Diese Entwicklung folgt aus (2.50) analog zu der Einfiihrung von rotieren-
den Koordinaten (2.51) oder der Wirkung von starken Pulsen (2.53).[50, S.292]

ﬁ(t) = 6(—iwoﬁzt)p(tp)e(iwoﬁzt) — e(—iwoﬁ'zt) ggye(iwoﬁ‘zt)
g e*iwot/Q 0 0 —i eiwot/Z 0
= Z 0 6iUJ0t/2 1 0 O efiWOt/Q
£ 0 —ieiwot
= 1 ieiwot 0 (260)

Statt erneut die Erwartungswerte der einzelnen Magnetisierungskomponenten zu ermit-
telt, wird darauf hingewiesen, dass (M.) wegen der Spurlosigkeit von S.p(t) null ist.
AuBerdem werden (M,) und (M,) nicht separat bestimmt, sondern der Detektionsopera-
tor

M,, = M, +iM, = Nvh(S, +i8,) = NyhS* (2.61)
zur Berechnung der detektierten Magnetisierung, d.h. des NMR-Signals verwendet.[53,
$.102]

(May) = S [VLyo()] = | N9heSp 5 (1)

1 ieiwot 0
- 4N7h§Sp< 0 0)

1 - 1
= Z]\Whgie‘“’ot = ZNyhg(icos (wot) — sin (wot))
1
= Znyhf(sin (7Bot) +1icos (7Byt)) (2.62)

Die Magnetisierung prézediert also erwartungsgeméf linksinnig mit der Resonanzfrequenz
um das By-Feld, wobei die Phasenlage zum Zeitpunkt ¢ = 0 der Phasenlage von y’ ent-
spricht. Dies ist analog zur dargestellten Vektorbeschreibung in (2.16).

Haufig werden bei diesen Berechnungen alle Vorfaktoren vernachlassigt. Dies kann pro-
blemlos gemacht werden, da mit der NMR in der Regel keine absoluten Signale erfasst
werden.
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2.2.6 Ernst-Notation

Die durchgefiihrte Beschreibung eines sehr einfachen NMR-Experimentes zeigt, wie schreib-
aufwéindig die Rechenwege im Hilbert-Raum werden. Daher erfolgt die Beschreibung kom-
plexere Systeme héufig im Liouville-Raum, in dem die Bewegungsgleichung zu einer Vek-
torgleichung wird. Zur weiteren Vereinfachung hat Ernst eine Pfeilschreibweise fiir die
Transformationen des Dichteoperators eingeftihrt. [62, S.241f.]

A

Aty —2 s At + 1) (2.63)

So stellt sich z.B. die Rotation von Einzelspinoperatoren des Spins k, die fiir die Entwick-
lung unter einer chemischen Verschiebung oder einem Puls wichtig ist, mit (o, 5,7 = x,y, 2
und zyklisch) wie folgt dar.

Ska ke, Sis cos (wt) + S sin (wt) (2.64)

Somit kann die Beschreibung eines einfachen NMR-Experimentes auf wenige Zeilen re-
duziert werden, die einen -90°,-Puls auf den Gleichgewichtsdichteoperator und die nach-
folgende Entwicklung unter der chemischen Verschiebung wiedergeben. Betrachtet wird
wieder ein Einspinsystem mit S = 1/2. Ausgangspunkt ist der Gleichgewichtsoperator,
wobei Vorfaktoren vernachlassigt werden.

p0) = pt = S, (2.65)
Durch den Puls wird der Dichteoperator transformiert

8. — Socos (- ) = §ysin (—2) = 5, (2.66)

und entwickelt sich schliellich frei unter dem Hamiltonoperator H = ws,.
S, s, S, cos (wt) — S, sin (wt) (2.67)
Somit ist die messbare Magnetisierung, wie bei (2.61) durch

May(t) o< Sp[STp| =8p (S, +i9,)(S, cos (wt) — S, sin (wt)))]
= Sp(gj)icos (wt) — Sp(52) sin (wt)
= Sp(gj)(i cos (wt) — sin (wt))
= M,,(t) o icos(wt)— sin (wt) = /2! (2.68)
gegeben. Dies entspricht qualitativ dem Ergebnis in (2.62), also einem einzelnen Signal
(Singulett) bei w mit einer Phase von 90° (aufgrund des y-Pulses). Da Sp(S?) nur eine Ska-
lierung macht kann er vernachléssigt werden. Weitere Transformationen und Rechenregeln

sind in [53, S.97ff.] und [62, S.24ff.] erlautert und werden bei den folgenden Betrachtungen
lediglich verwendet. Dabei werden auch tberfliissige Vorfaktoren vernachléassigt.
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2.3 Parawasserstoff induzierte Polarisation - PHIP

2.2.7 NMR-Experimente am Zweispinsystem

Es soll nun ein schwach gekoppeltes, homonukleares Zweispinsystem mit Spin I und S
jeweils 1/2 betrachtet werden. Dieses befindet sich zunéchst im thermischen Gleichgewicht
und wird durch einen entsprechenden Puls transformiert:

N ” —IZf.—Z8 A ~
pO) =L+ S, —— I, + 5, :=p. (2.69)

Nach dem Puls entwickelt sich das Spinsystem nun unter dem Hamiltonoperator
7:[ = w;fz +w55’z+2w15fz§2, (270)

der neben den chemischen Verschiebungen der beiden Spins auch deren J-Kopplung ent-

halt.

fy +§y wI[z+wSSz +2WISIZSZ ﬁ(t) (271)

Die Rechnung kann aufeinander folgend durchgefithrt werden, da die einzelnen Terme des
Hamiltonoperators vertauschen.[53, S.98]

I+ 8, “t=restf cos(wit) — I sin (wit) + S, cos (wst) — Sy sin (wst)

2rstls5: I, cos (wyt) cos (wyst) — 25,1, cos (wyt) sin (wrst)

— I, sin (wyt) cos (wrst) — 28,1, sin (w;t) sin (wyst)
+38, cos (wst) cos (wrst) — 25,1, cos (wst) sin (wyst)
— S, sin (wgt) cos (wrgt) — 25,1 sin (wgt) sin (wrst)  (2.72)

Der Messoperator ergibt sich fiir dieses Spinsystem aus I+ 3’+, wobei alle Mischterme
wegen Sp = 0 wegfallen.

M, (t) & Sp [(f+ - 5’*),0} = icos (wrt) cos (wrst) — sin (wyt) cos (wrst)

+ icos (wgt) cos (wyst) — sin (wgt) cos (wrst)
= sz(t) o eiﬂ'/2 (ei(WI*WIS)t _'_ ei(w]+sz)t + ei(wasz)t + ei(werw]S)t) (273)
Vernachléssigt man wieder die Vorfaktoren und die Phase, so entspricht dies im Spek-
trum zwei Dubletts bei w; + w;g und bei wg + wyrg, die mit der Kopplungskonstanten

(wrg = mJ1g) aufspalten. Dies kann auch intuitiv am Energieschema des Zweispinsystem
abgelesen werden, welches in Abbildung 2.6 illustriert ist.

2.3 Parawasserstoff induzierte Polarisation - PHIP

Wie beschrieben, nutzen herkémmliche MR-Experimente die Gleichgewichtsmagnetisie-
rung in einem externen Magnetfeld, die durch die unterschiedliche Besetzung der Zeeman-
Niveaus hervorgerufen wird. Diese Polarisation (thermische Polarisation) ist durch die
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1BB)
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Abbildung 2.6: Energieschema eines homonuklearen, schwach gekoppelten Zweispinsystems.
Im Spektrum werden die angeregten Kohédrenzen (1-4) zwischen den
,Boltzmann-besetzten“ Niveaus als Signale sichtbar. Vgl. [33]

Boltzmann-Verteilung bestimmt und liegt bei normalen Probentemperaturen und Ma-
gnetfeldern in der Groflenordnung von wenigen ppm, wodurch NMR-Methoden im Ver-
gleich zu beispielsweise optischen Verfahren relativ unempfindlich sind. Demzufolge bietet
der Besetzungsunterschied viel Potential fiir die Steigerung der Empfindlichkeit. So wiirde
eine vollstandige Besetzung des niederenergetischen Zustandes (100 % Polarisation) mit
einer erheblichen Signalerh6hung von etwa 10.000 (je nach Vergleichsfeld) einhergehen.[15,
16]

Sogenannte Hyperpolarisationstechniken erzeugen derartige Nichtgleichgewichtsbesetzun-
gen und fithren somit zu verstirkten Signalamplituden in MR-Anwendungen. Beispiele fiir
diese Methoden sind Dynamic Nuclear Polarization (DNP), Chemically Induced Dynamic
Nuclear Polarization (CIDNP), optisches Pumpen von Edelgasen wie *He und '?Xe und
Parahydrogen Induced Polarization (PHIP).[15, 63-65] Letztere ist die Grundlage fur die
vorgelegte Arbeit und wird im Folgenden eingefiihrt.

2.3.1 Parawasserstoff

Der Nachweis von para- und ortho-Zustanden des molekularen Wasserstoffs wurde Ende
der 1920er Jahre durch die Arbeiten von Bonhoeffer / Harteck und Euken / Hiller er-
bracht.[66, 67] Die Existenz dieser beiden Kernisomere des Wasserstoffmolekiils kann nur
quantenmechanisch begriindet werden.

Der Hamiltonoperator fiir ein zweiatomiges Molekiil setzt sich aus den Translations-,
Rotations-, Oszillations-, Elektronen- und Kernanteilen zusammen, was sich auch in den
Anteilen der resultierenden Gesamtwellenfunktion widerspiegelt.?[65]

7:[ == ﬁtrans + ﬁrot + ﬁosz + ﬁelektr + ﬁnukl (274>
qjtot = qjtrans : \I/rot : \I/osz : \I]elektr ' lIjnukzl (275)

Da molekularer Wasserstoff aus zwei 'H, also aus Fermionen aufgebaut ist, folgt, dass W,
unter Vertauschung der beiden Kerne antisymmetrisch sein muss.[65, 68] Da Vyans, Yos»

4Die Separation der einzelnen Wellenfunktionen ist nach der Born-Oppenheimer-Néherung moglich.
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2.3 Parawasserstoff induzierte Polarisation - PHIP

und W, unter der Vertauschung invariant sind, wird die Symmetrie der Gesamtwel-
lenfunktion nur durch ¥,.; - ¥,z bestimmt. Aus dem Pauli-Prinzip folgt, dass die drei
symmetrischen Kernzustinde aa, 53, und (a8 + Ba)/v/2 (ortho- oder Triplett-Zustand)
mit ungeraden Rotationszusténden und der antisymmetrische Kernzustand (o — fa)/ V2
(para- oder Singlettzustand) mit den geraden Rotationszustanden einhergehen. Somit
ist das statistische Gewicht der ortho-Konfiguration drei und das des para-Zustandes
eins.[69, S.170 ff] Unter Berticksichtigung der zusétzlichen (2.J + 1)-fachen Entartung der
z-Komponente von J ergibt sich aus der Boltzmann-Statistik das Mischverhéaltnis aus

3 % (2J+ 1)6*@rotJ(J+1)/T
Northo _J=13,.

Npm‘a - (2J+ 1)€_®TOtJ(J+1)/T ’
J=0,2,...

(2.76)

wobei die Rotationstemperatur ©,,, von Wasserstoff 85,3 K ist.[68]

Im thermischen Gleichgewicht liegen bei Raumtemperatur (7" >> ©,.,) 25 % para-Hs vor.
Hin zu tiefen Temperaturen stehen immer weniger Rotationszustédnde zur Verfiigung, bis
im Grenzfall T — 0 nur noch Zustédnde mit J = 0 besetzt sind und reiner Parawasserstoff
vorliegt - sieche Abb. 2.7. Fiir die Anreicherung von para-Wasserstoff sind tiefe Temperatu-

para

Northo/N

0 5.0 160 15.30 260 2é0 360 350
TinK

Abbildung 2.7: Abhéngigkeit des Mischverhéltnisses von para- und ortho-Wasserstoff von der
Temperatur. Vgl. [70]

ren jedoch nicht hinreichend. Da die Auswahlregeln einen Ubergang der geraden Zusténde
in den rotationslosen Zustand untersagen, ist die Ubergangswahrscheinlichkeit im Prin-
zip null, weshalb ein eingestelltes Verhéaltnis von para zu ortho iiber Wochen stabil ist.
Stattdessen muss die Einstellung des thermodynamischen Gleichgewichts durch einen Ka-
talysator (z.B. Aktivkohle) beschleunigt werden.[66, 71-74]

Um spatere Berechnungen zu vereinfachen wird reiner Parawasserstoff angenommen, d.h.
alle Molekiile sind im Zustand (a8 — Ba)/v/2. Verbleibender Orthowasserstoff im Gemisch
kann in den berechneten Spektren durch einen Vorfaktor

X = Ppara — porth0/3 (277)
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beriicksichtigt werden, wobei pparq und porino die relativen Anteile im Gemisch représen-
tieren. Der initiale Dichteoperator fiir reinen para-Hs in der Basis der beiden Spins I und

S ergibt sich mit ¢ = (a8 — fa)/V/2 aus (2.41).65]

0 0 0 0

L1 C1fo 1 -1 0| 1. -4

ppara - 5 ’aﬁ - 5a> <055 - 6CY| — 5 O -1 1 O - Z]l - [S (278)
0 0 0 0

Analog zu 2.2.5 wird ab sofort wieder die reduzierte Form des Dichteoperators verwendet.

ﬁpara = fg = fxgx + [Aygy + [AZS,Z (279)

2.3.2 Der PHIP-Effekt

Bereits in den frithen 1980er Jahren wurden verstarkte Antiphasensignale in den Produk-
ten verschiedener homogener Hydrierungen beobachtet, die stiarker wurden, je langer die
Probe im Vorfeld unter Wasserstoffatmosphére und gekiihlt gelagert wurde.[65] Unabhén-
gig wurde 1986 der PASADENA-Effekt (Parahydrogen And Synthesis Allow Dramatically
Enhanced Nuclear Alignment) zur Signalverstarkung durch Hydrierung mit angereicher-
tem Parawasserstoff theoretisch beschrieben und kurz darauf experimentell bestatigt. |28,
29, 31, 32, 75

Heute steht PASADENA in der Regel fiir die Hydrierung mit para-Hs im Hochfeld, wéah-
rend die Hydrierung im Nullfeld bzw. schwachen Erdmagnetfeld mit nachfolgendem adia-
batischen Transport ins Messfeld ALTADENA (Adiabatic Longitudinal Transport After
Dissociation Engenders Net Alignment) genannt wird.[30] Beide Versuchsfithrungen ba-
sieren auf einer paarweisen Addition von para-Hs an eine ungesattigte organische Vor-
stufe (Abb. 2.8), bei der die magnetische Aquivalenz der beiden Protonen unter Bei-
behaltung der Spinkorrelation aufgehoben wird und der NMR-inaktive Singlettzustand
(S=0), durch Anderung der relativen Phase, mit dem detektierbaren Triplettzustand Ty
mischt.[16] Neben diesen beiden Versuchsfithrungen wurde in den letzten Jahren das

H H H H
_ \ / \
Ri—C=C—R, + paraH, — /C:C\ bzw. Ri—C—C—R, + paray, — /C—C
Ry R, Ry Ry

Abbildung 2.8: PHIP durch Addition von para-Hs an eine ungeséttigte organische Vorstufe.
Durch den Symmetriebruch (R 2 sind beliebige, jedoch verschiedene Reste)
wird die magnetische Aquivalenz der Protonen aufgehoben. Vgl. [28, 32]

SABRE-Verfahren (Signal Amplification By Reversible Exchange) etabliert, das PHIP
ohne feste Wasserstoffeinbringung in ein Substrat realisiert, ergo die Notwendigkeit einer
addquaten ungesittigten Vorstufe fiir ausgewahlte Systeme eliminiert.[40]

Die, im Vergleich zur Boltzmann-Besetzung hohen erzielbaren Polarisationen in PHIP-
Experimenten ergeben sich aus der selektiven Besetzung bestimmter Energieniveaus, die
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2.3 Parawasserstoff induzierte Polarisation - PHIP

die Gesamtheit aller gebildeten Molekiile betrifft. Somit werden Populationsunterschie-
de generiert, die nicht langer im unteren ppm-Bereich liegen, sondern vielmehr in der
GroBenordnung von Prozenten. [65]

2.3.3 PASADENA

In PASADENA-Experimenten erfolgt die paarweise Addition von para-Hs im Hochfeld,
d.h. das As-System wird direkt in ein AX-Spinsystem umgewandelt. Der Singlettzustand
(a3 — Ba)/v/2 wird dabei in die neuen Zustéinde des schwach gekoppelten Zweispinsys-
tems, aa, aff, Ba und BB projiziert.[76] Mit der Wahrscheinlichkeit fiir den Ubergang

des Singlettzustandes in einen der neuen Zustande p(Vnen:) = ‘<¢neu,i\(a6 — pa)/ \/§> 2,
folgt, dass aa und S nicht besetzt werden und die Projektion in af und fa gleich
wahrscheinlich ist.[65] Die finale Besetzung nach der Hydrierung in einem PASADENA-
Experiment ist in Abbildung 2.9 skizziert und wird durch folgenden Dichteoperator be-

=

Aw =0(B,=0) Aw >>)

Abbildung 2.9: Skizzierte Energieschemata und Populationen des Zweispinsystems von reinem
para-Hy und nach dem Transfer in ein AX-System, welches durch modifizierte
Uberginge ein typisches NMR-Spektrum erzeugt. Vgl. [33, 35]

schrieben [65]: o
Prasa = |aB) (aB] + |Ba) (Ba| = 1.5, (2.80)
Auf diesen wird nun ein Puls mit Flipwinkel § angewandt.[62, S.28][77]

Ppasa 0 =05, 1.5, cos® 0 + cos 0 sin H(fzgy + fyS'Z) + fyS'y sin® (2.81)

Dieser Dichteoperator entwickelt sich analog zu 2.2.7 unter dem Hamiltonoperator des
schwach gekoppelten Zweispinsystems und wird dann analog zu (2.73) detektiert. Dabei
liefert lediglich der mittlere Term einen Beitrag, wahrend die beiden dufleren Null- und
Zweiquanteniibergangen entsprechen.[65, 77] Unter Vernachlissigung der Phase und der
Vorfaktoren folgt:

M,

Ty

(t) oc e st (emw[st — 1) (ei“”t + eiwst> sin 20

o cos 0 sin 0 (ei(w’w”)t + ellwstwrs)t _ pilwr—wrs)t _ ei(wS_WIS)t> : (2.82)
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Dies entspricht, wie in Abbildung 2.9 dargestellt, zwei Antiphasen-Dubletts bei w; + wyg
und bei wg £ wrg.[65] Aus (2.82) ldsst sich zudem direkt ableiten, dass das maximale
Signal in PASADENA-Experimenten im Gegensatz zu Experimenten mit thermischer
Polarisation nicht durch einen 90°-, sondern einen 45°-Puls (fiir die beiden 'H) generiert
wird.

2.3.4 ALTADENA

Erfolgt die paarweise Addition von para-H, im Nullfeld bzw. schwachen Erd- oder Streu-
magnetfeld, so spricht man von einem ALTADENA-Experiment. Die Zustiande im Hy-
drierprodukt entsprechen somit denen eines stark gekoppelten Zweispinsystems.[65] Tm
Nullfeld mit |w; — wg| = 0 entsprechen die Produktzustdande des Zweispinsystems immer
noch einem Singlett- und dem dreifach entarteten Triplettzustand, so dass wéihrend der
Hydrierung mit reinem Parawasserstoff ausschlieBlich Ersterer besetzt wird. Die Anderung

1BB) 2

8
=" laB+pa)/V2 2
\\ _ \/E —————
=0 WA e
Gaay T - 0 pom

R ———

S=1

Aw = 0(B,=0) Aw << ) Aw >> )

Abbildung 2.10: Skizzierte Energieschemata und Populationen des Zweispinsystems unter
ALTADENA-Bedingungen, welche zu einem typischen Signalmuster im
NMR-Spektrum fithren. Vgl. [30, 33, 35]

dieser Eigenzustdnde im schwachen Erd- oder Streumagnetfeld mit |w; — wg| << wyg ist
nur geringfiigig, so dass auch hier wahrend der Hydrierung das Niveau mit Singlettcha-
rakter stark bevorzugt besetzt wird.[30] Nach der Hydrierung wird die Probe adiabatisch
in das starke Detektionsfeld iiberfithrt. Dabei werden, wie in Abbildung 2.10 gezeigt, die
beschriebenen Zustédnde kontinuierlich in die des schwach gekoppelten Zweispinsystems
iiberfiihrt, was zu einer exklusiven Besetzung entweder von af oder fa fithrt. Welcher
der Zustiande mit dem anfénglichen Singlettzustand korrespondiert, hangt von den Para-
metern des Spinsystems im Hochfeld ab und fiihrt auf folgenden Dichteoperator

(I. - 5.), (2.83)
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wobei (w; —wg)wrs < 0 mit Plus und (w; — wg)wrs > 0 mit Minus einhergehen.[30] Auf
diesen Operator wird wieder ein Puls mit Flipwinkel # angewandt.

Palta Mﬂié} cos? 0 + cos O sin O(1,S, + 1,S.) + 1,5, sin’
1 ~ A N ~
+ i(COS 01, — S,)+sind(l, — 5,)) (2.84)

Bei der Entwicklung im Hochfeld und der Detektion liefern nur (1,5, +1,5.) und (I, — S,)
einen Beitrag zum Signal.

M,,(t) o e wist gin @ cos @ (emwfst _ 1) (eiw,t n eiwst)
4o wrst gin @ (€2iwzst + 1) (eiwlt . eiwst)

x cosfsinf (ei(wl-‘rwls)t + ei(wg-‘,-wls)t . ei(wI—wIS)t . 6i(w5—w15)t)

:l: Sln(9 (ei(wI+wIs)t + ei(u.)[fo.)]s)t _ ei(ws+w15)t _ ei(wsfwls)t) (285)

Somit ist das Signalmuster abhédngig vom gewéhlten Flipwinkel. Bei kleinen Winkeln
(cosf ~ 1) resultieren zwei Signale mit entgegengesetztem Vorzeichen, wie in Abbildung
2.10, da sich die beiden anderen Signale nach (2.85) ausloschen. Bei einer 90°-Anregung
hingegen entfillt der erste Term in (2.85), was zu zwei Inphasen-Dubletts mit unterschied-
lichem Vorzeichen fiihrt.[65]

Der Vollstandigkeit halber muss klargestellt werden, dass der eingefithrte Startdichte-
operator auf einer vereinfachten Betrachtung der Populationen basiert, die bei der Be-
schreibung des ALTADENA-Effektes gebrauchlich ist.[30] Detailliertere Herleitungen des
nach dem adiabatischen Transport vorliegendem Dichteoperators mittels einer Betrach-
tung der Ubergangswahrscheinlichkeiten zeigen, dass dieser nicht nur von dem Vorzeichen
der skalaren Kopplung, sondern zusétzlich stark vom Verhéltnis der Kopplung zur che-
mischen Verschiebung respektive vom Magnetfeld abhingt. In der Folge kommt es zu
einer, durch Singlett-Triplett-Mixing gewichteten Besetzung von o und Sa.[76, 78] Den-
noch demonstriert die vereinfachte Betrachtung den Effekt fiir die Hydrierung im Bereich
starker Kopplung recht gut.[76]

2.3.5 Transfer der Polarisation

Bisher wurden die beiden Protonen des addierten Parawasserstoffs als Zweispinsystem be-
handelt. Im Produkt sind in der Regel jedoch noch andere Protonen oder auch Heterokerne
vorhanden, auf die die Polarisation tiber verschiedene Wege iibertragen werden kann. Da
die Transfermechanismen und -techniken im Detail sehr komplex sind, beschridnken sich
die Beschreibungen hier auf wesentliche Aspekte. Fiir ausfiihrlichere Betrachtungen sei
insbesondere auf [76] verwiesen. Hier wird zwischen Verfahren unterschieden, die die Ent-
wicklung des Spinsystems unter statischen und adiabatisch oder diabatisch modulierten
Magnetfeldern nutzen und solchen, die geeignete Pulssequenzen verwenden.|[76]
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Transfer durch skalare Kopplung unter adiabatischen Bedingungen

Nach der para-H,-Addition sind die Zustinde der beiden Protonen® skalar mit den Zu-
stdnden anderer, NMR-aktiver Spins im Molekil gekoppelt, wodurch es zur Verteilung
der Polarisation kommt.[76] Da sich das Spinsystem bei der Anlagerung erweitert, muss
der Dichteoperator ebenfalls um die entsprechenden Spindichtematrizen (2.65) ergénzt
werden.[79, 80] Der neue Dichteoperator entwickelt sich dann unter dem entsprechenden
Hamiltonoperator nach (2.48). Dabei oszilliert die Polarisation zundchst zwischen den ein-
zelnen Niveaus in Abhéngigkeit von dem Verhaltnis zwischen chemischen Verschiebungen
und skalaren Kopplungen der Spins untereinander. Durch die kontinuierliche Bildung der
Polarisation wahrend der Praparationszeit werden diese Oszillationen gedampft und es
stellt sich unter Vernachlassigung der Relaxation eine finale Polarisation, d.h. ein finaler
Dichteoperator ein, der analog zu den vorherigen Betrachtungen durch einen Puls detek-
tiert werden kann.[64, 76, 79]

Wie der finale Dichteoperator aussieht, hangt dabei nicht nur von der Gréfle der Kopp-
lungskonstanten zwischen den Spins ab, sondern auch von der Relation zu deren chemi-
schen Verschiebungen. Somit wird die Verteilung der Polarisation vom jeweiligen Spinsys-
tem und (teilweise sehr) stark von der Feldstérke des umgebenden Magnetfeldes wahrend
der Hydrierung beeinflusst.[76, 79] Durch z.B. Hydrierung im Bereich starker oder schwa-
cher Kopplung oder adédquate Feldvariationen wahrend der Hydrierung kann der Transfer
auf Homo- und Heterokerne demnach modifiziert werden.

Vieth et al. haben den Einfluss von Feldvariationen wéahrend der Hydrierung und dem
Probentransport ins Detektionsfeld genauer untersucht.[64, 79] Dabei wurde gezeigt, dass
Feldvariationen als adiabatisch einzustufen sind, solange die Transferzeiten grofler als
1/J;;, also grofer als die reziproken Kopplungskonstanten im Spinsystem sind.[76] Au-
Berdem konnen Bereiche von sogenannten Level-Anticrossings zum Austausch von Po-
larisation fithren und den adiabatischen Transfer storen.[64, 76, 79] Des Weiteren wird
der Polarisationstransfer zwischen nicht direkt skalar gekoppelten Spins iiber sogenannte
Spacer-Spins beschrieben. Dieser Prozess ist besonders effizient im Bereich starker Kopp-
lung(en), d.h. bei entsprechend niedrigen Feldstérken.[79, 81]

Diabatische Feldmodulation

Im vorherigen Abschnitt wurde der Polarisationstransfer in statischen und adiabatisch
verdnderten Feldern beschrieben. Wird das Feld abrupt verdndert (,sudden drop*), wird
dem Spinsystem nicht geniigend Zeit gegeben, sich entsprechend dem sich verdndernden
Hamiltonoperator nach (2.48) zu entwickeln. Dies geschieht z.B. bei dem diabatischen
Transport der hyperpolarisierten Probe in das hohe Magnetfeld des Spektrometers / To-
mographen. In diesem Fall wird die bestehenden Dichtematrix p in die Eigenzustédnde des
Hochfeldes (hf) projiziert und ergeben verédnderte Elemente in der neuen Dichtematrix
p'.[79, 82]

pis = D {inglk) (Uins) pu (2.86)

k.l

SEtwas genauer gesagt koppeln die bei der Hydrierung entstehenden Nullquantenkohérenzen der Pro-
tonen mit den tibrigen Zusténden.[79]
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2.3 Parawasserstoff induzierte Polarisation - PHIP

Ein zweites Beispiel ist die schnelle Abschirmung des dufleren Feldes (im Idealfall auf
ein Nullfeld) nach der Hydrierung mit anschlieBendem adiabatischen Transport in das
Messfeld. Dieses, in der Literatur als diabatic field cycling (FC) beschriebene Verfahren,
fithrt durch den diabatischen Wechsel in ein stark gekoppeltes Spinsystem zu einer ho-
hen Nettopolarisation auch auf den Heterokernen im Hydrierprodukt.[27, 68] Da FC den
heteronuklearen Polarisationstransfer begiinstigt, wird es verwendet, um aus der PHIP
eine Nettopolarisation auf z.B. 13C oder F zu erzeugen und diese in NMR- und MRT-
Experimenten auszunutzen.[37, 83]

Polarisationstransfer mit speziellen Pulssequenzen

Auch wenn der Polarisationstransfer durch RF-Einstrahlung in der vorgelegten Arbeit
nicht zur Anwendung kommt, werden hier die bekannten Konzepte der Vollstandigkeit hal-
ber aufgefiihrt. Die Mehrheit der publizierten Ansétze basieren auf der INEPT-Sequenz®
zum Transfer von thermischer Polarisation sensitiver Kerne auf insensitive Heteroker-
ne.[76, 84] Als Beispiele fiir diese Polarissationstransfersequenzen seien INEPT, INEPTY,
DEPT, DEPT*(+), PH-INEPT(+), die im Hochfeld eingesetzt werden, sowie die Sequen-
zen von Goldman, Kadlecek und Cai, die bei niedrigen Feldstéirken verwendet werden,
aufgelistet.[84-89] Mit Bezug auf die erzielbaren Polarisationen auf den Zielkernen sind
die Verfahren den oben beschriebenen deutlich iiberlegen. Fiir eine qualitative Untersu-
chung moglicher PHIP-basierter Kontrastmittel miissten die Verfahren jedoch individuell
optimiert werden, weshalb fiir die Evaluation der verschiedenen Substanzklassen lediglich
die zuvor eingefiithrten Transfermechanismen genutzt wurden.

2.3.6 SABRE

Nach der Einfithrung des Polarisationstransfers soll nun das dritte PHIP-Protokoll, das
neben PASADENA und ALTADENA etabliert ist, kurz eingefiihrt werden.[16] SABRE
generiert die Polarisation im Zielmolekiil ohne den Parawasserstoff in einer chemischen
Additionsreaktion zu tbertragen. Stattdessen wird ausgenutzt, dass der gebildete Kom-
plex aus Metallion, Ligand, Zielsubstrat und Parawasserstoff fiir die Dauer seines Be-
stehens ein gekoppeltes Spinsystem darstellt.[40, 90] Innerhalb dieses komplexen Spin-
systems wird der Polarisationstransfer zwischen dem para-Hs und den Spins im Molekiil
dann wiederum durch die J-Kopplungen und die Entwicklung unter der chemischen Ver-
schiebung induziert. Dabei sollte der Ligandenaustausch hinreichend langsam sein, um
den Polarisationstransfer zu ermdéglichen, aber auch schnell genug, damit die Polarisation
im freien Zielsubstrat vorliegt.[16, 91] Eine theoretische Beschreibung des Effekts fiir vier
Spins, die sich auf die Entwicklung unter der chemischen Verschiebung und die skalare
Kopplung beschrankt, ist in [76, 90] detailliert gegeben. In den publizierten experimen-
tellen Realisierungen von SABRE wurden bisher ausschlieBlich auf Iridium basierende
Ubergangsmetallkatalysatoren verwendet. Aufierdem konnte mit SABRE bis dato nur die
Polarisation von stickstoffhaltigen Verbindungen realisiert werden. Die veréffentlichten,
erfolgreich hyperpolarisierten Substanzen umfassen kleine Ringverbindungen (Pyridin,

SInsensitive Nuclei Enhancement by Polarisation Transfer
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2 Theoretische Grundlagen

Nikotin, etc.), Aminosduren (Hystidin, Glycin, etc.) und kleine Peptide (GlyGly, ProHis-
Leu). Dabei wurden verstérkte 'H-, aber auch *C-, 'F und '®N-Signale in Hoch- bzw.
Tieffeld-NMR-Spektren detektiert und signalverstérkte *H-Bilder aufgenommen.[40, 92—
94]
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3 Material und Methoden

3.1 Apparativer Aufbau

3.1.1 Mobile Parawasserstoffanlage

Der Wasserstoff wird durch einen Wasserstoffgenerator HOGEN® GC 600 der Firma
Proton® hergestellt. Dieser generiert durch die elektrolytische Spaltung von deionisier-
tem HyO bis zu 0,6 cm®/min hochreinen Wasserstoff (99.9999 %) und kann Uberdriicke
von 3 - 13.8 bar bereitstellen.[95] Die bedarfsorientierte Produktion von Wasserstoff mit
einem Generator vermeidet Konflikte mit Sicherheitsbestimmungen zur Wasserstoffbe-
vorratung in klinischen Gebéduden und stellt gleichzeitig eine ortsunabhangige und somit
mobile Versorgung mit Wasserstoff sicher.

Die Anreicherung von para-Hy erfolgt, wie in 2.3.1 beschrieben, bei tiefen Temperaturen.
Im Rahmen der vorgelegten Arbeit wird im Gemisch lediglich ein Anteil von etwa 50 %
angestrebt, der bereits bei Temperaturen fliissigen Stickstoffs erreicht wird. Somit kann

Entnahme
Parawasserstoff

-,
%,  Zuleitung vom

) Wasserstoffgenerator
e

I— d)
f)
10cm
\\—/ L

(a) Aufnahme des Aufbaus mit  (b) Detailzeichnung: a) Dosierventil zur Einleitung des Parawas-

dem Wasserstoffgenerator serstoffs in die Probe, b) Manometer, ¢) Absperrventile fir
(rechts), dem U-Rohr (links) Wartung des U-Rohrs, d) Sicherheitsventil gegen kritische
und dem Dewar (unten Uberdriicke bei isochorer Erwiirmung, e) Wartungsventil, f)
im Laborwagen) fiir den mit Aktivkohle gefiilltes U-Rohr, g) Dewar.

verfliissigten Stickstoff.

Abbildung 3.1: Aufbau der mobilen Parawasserstoffanlage.
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3 Material und Methoden

die Anreicherung in einem Aufbau nach [35, 65] erfolgen, der in Abbildung 3.1 dargestellt
ist. Der Kern der Anreicherungsanlage ist ein, mit Aktivkohle (Sigma-Aldrich®, CAS:
64365-11-3) gefiilltes U-Rohr, das fiir die Anreicherung in ein Dewar mit fliissigem Stick-
stoff gestellt wird.

Bei Inbetriebnahme der Anlage vergeht etwa eine Stunde, bis der Wasserstoffgenerator
einen Systemdruck von ca. 7bar erreicht hat, da die isochore Temperaturerniedrigung
des Wasserstoffs im U-Rohr von Raumtemperatur auf etwa 77 K zunédchst zu einem star-
ken Druckabfall fiihrt. Nach Erreichen des Systemsolldrucks kann entsprechend der Pro-
duktionsrate des Wasserstoffgenerators der angereicherte Wasserstoff am Entnahmeventil
abgeleitet werden. Dafiir stehen sowohl eine Leitung mit Luer-Lock Anschluss fiir die Ver-
bindung mit einer Kaniile als auch eine Leitung mit Swagelok®-Adapter fiir Hochdruck-
NMR-R6hrchen zur Verfiigung.

3.1.2 Verwendete MR-Instrumente und Zubehor

Die NMR-spektroskopischen Messungen wurden an einem Bruker Ultrashield ™ 300 WB
Magneten (7 T) mit einer AVANCE IIT" Konsole durchgefithrt (Abbildung 3.2a)." Der

(a) NMR-~ (b) Kleintiertomograph 47,/20. (c) Spulen fiir 'H/F (oben)

Spektrometer und 'H/13C (unten).
WB 300.

Abbildung 3.2: Ubersicht der verwendeten Messapparaturen.

verwendete Probenkopf ist ein sondergefertiger BBO-Breitband-Probenkopf fiir 10mm-
NMR-Roéhrchen, dessen *H-Spule auch auf 1°F abstimmbar ist. Des Weiteren wurde die
Einstellungen des Probenlifts® derart verindert, dass die Probe nach dessen Deaktivie-
rung innerhalb von ca. 2,5s die Messposition erreicht.

IStandort: Institut fiir Biometrie und medizinische Informatik, Magdeburg
2Luftstrom zum Hinauf- und Herabfahren der Probe in der vertikalen Bohrung des Magneten.
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3.2 Substanzen

Die Bildgebungsexperimente wurden an einem Bruker BioSpec 47/20 Kleintiertomogra-
phen (4,7T) realisiert (Abbildung 3.2b).?> Als Sende-/Empfangsspulen wurden, je nach
zu messendem Kern, entweder eine kommerzielle, auf 'H oder F abstimmbare Kleintier-
spule DSI-1139 von Doty Scientific oder eine institutsintern angefertigte 3C Spule mit
optimiertem Fillfaktor fiir 10 mm-NMR-Réhrchen (Abbildung 3.2¢) verwendet.

Fir die Experimente wurden ausschliefSlich 10 mm Schraubdeckelrohrchen des Typs 513-
TTRA-7 mit einer Lénge von ca. 17,8 cm des Herstellers Wilmad-LabGlass verwendet. Wie
in Abbildung 3.3 eingezeichnet, konnen diese Réhrchen sowohl mit einer geschlossenen,
als auch mit einer offenen Kappe und einem entsprechenden Septum verschlossen wer-
den. In den PHIP-Experimenten wurden immer PTFE/Silikon Septen eingesetzt. Diese

'W!
ol W [ e
[

Septum L

A 4

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der verwendeten Wilmad Schraubdeckelrohrchen
mit Septum aus [96].

erlauben die Einleitung von Parawasserstoff mit einer Kaniile in das Probenrohrchen und
verschlieflen es danach wieder.[96]

3.1.3 Sonstige Laborgerite und Aufbauten

Fliissigkeiten, wie Losungsmittel und viele Ausgangsverbindungen wurden mit handelsiib-
lichen Einwegkaniilen und -spritzen addquater Volumina (1 ml, 3ml, etc.) abgemessen und
in das NMR-Rohrchen gegeben. Feste Ausgangssubstanzen wurden mittels einer Kern®
ABT 120-4M Analysewaage eingewogen.

Die Entgasung der Proben wurden unter Argonatmosphére in einem Ultraschallbad Ban-
delin Sonorex TK 52 durchgefiihrt.

Bei einigen Versuchen wurde zudem der pH-Wert der Probe zu verschiedenen Zeitpunkten
gemessen oder gezielt eingestellt. Fiir die pH-Messung wurde ein FG2 FiveGo  pH-Meter
von Mettler-Toledo verwendet.

Fiir die Versuche mit FC wurde ein doppelwandiger Zylinder aus Mu-Metall zur Ab-
schirmung des Erdmagnetfeldes (unter 1uT) verwendet, der als Sonderanfertigung vom
LIN bereitgestellt wurde. Die Abmessungen des auleren und des inneren Zylinders sind
@; = 150mm, h; = 300mm und &, = 180mm, h, = 360 mm bei einer Wandstarke von
jeweils 1 mm.

3.2 Substanzen

Die eingesetzten Chemikalien wurden bei Sigma®, ABCR©, Santa Cruz Biotechnology®,
MP Biomedicals©, Merck®, Tocris Bioscience®©, euriso-top® und der Deutero GmbH be-
zogen. Die Reinheit der erworbenen Substanzen war stets grofier als 90 %, aber in der Regel

3Standort: Leibniz-Institut fiir Neurobiologie, Magdeburg
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3 Material und Methoden

mindestens 99 % und es erfolgten keine weiteren Aufreinigungsschritte. Als Losungsmittel
fiir die untersuchten Systeme wurden je nach Loslichkeit der Substanzen Aceton, Aceton-
dg, Methanol-d4, Ethanol, Ethanol-dg, Chloroform-d;, Wasser und deuteriertes Wasser
genutzt um die homogene Hydrierung der Edukte zu realisieren.

3.2.1 Katalysatorsysteme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in Abhéngigkeit von Losungsmittel und Fragestellung
insgesamt drei verschiedene, auf Rhodium basierende Katalysatoren eingesetzt. Diese wer-
den zur Ubersichtlichkeit wie folgt als Katalysator 1,2 und 3 eingefiihrt.

Katalysator 1

[1,4-Bis(diphenylphosphino)-butan](1,5-cyclooctadien)-rhodium(I)tetrafluoroborat (Abbil-
dung 3.4a) ist ein erprobter Katalysator fiir Hydrierungen in Aceton.[26, 65] Dieser ist in

Ethanol, Methanol, Chloroform und entsprechenden Gemischen 16slich. In dieser Arbeit

wurde Katalysator 1 vor allem in Aceton teilweise aber auch in den anderen genannten

Losungsmitteln verwendet. Der Katalysator liegt in Form eines orangefarbenen Pulvers

vor und wurde in katalytischen Mengen eingesetzt.

Katalysator 2

Das Hydrat des Natriumsalzes des Chlorotris[(3,3",3” “-phosphinidin-tris(benzolsulfonat)]-
rhodium(I)-Komplexes (Abbildung 3.4b) ist ein kommerziell erhéltlicher und wasserlosli-
cher Rhodiumkatalysator. Des Weiteren konnte er in Alkoholen und Chloroform eingesetzt
werden. Er liegt in violetter kristalliner Form vor, farbt die Losung jedoch gelblich. Der
Katalysator hat nicht in allen Untersuchungen zufriedenstellende Signalverstirkungen ge-
liefert, weshalb Katalysator 3 als effizientere Alternative in die Experimente aufgenommen
wurde.

Katalysator 3

[1,4-Bis(phenyl-3-propansulfonséure|phosphino-butan](2,5-norbornadien)-rhodium(I)tetra-
fluoroborat (Abbildung 3.4c) wurde als wasserloslicher Katalysator bereits in anderen
Publikationen beschrieben und erfolgreich in PHIP-Experimenten verwendet. Die Dar-
stellung des Katalysators wurde in Anlehnung an [38, 97] durchgefiihrt.

Dazu wurden 0,15g Bis(norbarnadien)rhodium(I) tetrafluorborat (0,40 mmol) in einem
Rundkolben unter Argonatmosphére durch Riihren bei Raumtemperatur in 5ml D,O
gelost. In einem zweiten Rundkolben wurde die 1,05-fache Stoffmenge 1,4-Bis|phenyl-
3-propansulfonsiure| phosphatbutan dinatriumsalz in 3ml D,O gelost und dann unter
Rithren tropfenweise in den ersten Rundkolben gegeben. Die dadurch hervorgerufene Bil-
dung des neuen Rh(I)-Komplexes fiihrte zu einer rétlichen Verfarbung und Tribung der
Losung, die anschlieBend fiir zwei Stunden unter Argonatmosphére gerithrt wurde. Die so
praparierte Katalysatorlosung wurde portioniert und tiefgekiihlt gelagert.
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3.2 Substanzen

Kurzname:

CAS-Nr.:

Katalysator 1

79255-71-3

</Rhl } verwendet in:  Aceton / -dg

Methanol-d4

©/P\© Ethanol / -dg

Chloroform-d;

(a) [1,4-Bis(diphenylphosphino)-butan](1,5-cyclooctadien)-rhodium(I) tetrafluoroborat

-+
Na O\ 0

7

o
0 /@\@ 0 ot Kurzname: Katalysator 2
! N a

Na*O_ //O Na®o” ™\ P

o’f\© ¢ /\Cfo CAS-Nr. 109584-77-2

O Na*
- x nH,O .
QP 0=t=0 ? verwendet in: Wasser
Os
Ny <o ©\ o] \ DQO
+O /)
" S0 e Methanol-dy4
o (0] a P
0 Ethanol / -dg
HioiNa*
o:‘:o o
Na*O™

(b) Chlorotris[(3,3",3” "-phosphinidyn-tris(benzensulfonat)]-rhodium(I) nonanatriumsalz hydrat

0 Na*
O:|:O
. Kurzname: Katalysator 3
SO
P verwendet in: Wasser
e D50

P dargestellt nach: [38]
J e 7]

(C) [1,4-Bis(phenyl-3-propansulfonséure]phosphino-butan](2,5-norbornadien)-rhodium(I) tetrafluoroborat

Abbildung 3.4: Ubersicht iiber die eingesetzten rhodiumbasierten Katalysatorsysteme und de-
ren Verwendung in unterschiedlichen Losungsmitteln.
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3 Material und Methoden

3.2.2 Chemikalien fiir die PHIP-Experimente

Sowohl zur Erzeugung der anvisierten hyperpolarisierten Substanzen mit PHIP als auch
zur Validierung des experimentellen Aufbaus durch die Reproduktion bereits publizierter
PHIP-Experimente, ist die Verwendung von ungeséttigten Vorstufen erforderlich, die im
Folgenden aufgefiihrt sind:

v-Acetylen-GABA (4-aminohex-5-inséure)
(Perfluor-n-hexyl)ethen
(Perfluor-n-hexyl)ethin
(Perfluor-n-butyl)ethen
(Perfluor-n-octyl)ethen
3-Fluorphenylacetylen

4.4 4-Trifluor-but-2-insdureethylester
D/L-Propargylglycin

Phenylacetylen
Propinsduremethylester
trans-4-Aminocrotonsaure (TACA)
Vinylacetat

3.3 Ablauf der PHIP-Experimente

3.3.1 Vorbereitung der Messung

Fiir die PHIP-Experimente wurde zunéchst der angereicherte Parawasserstoff erzeugt.
Dabei wurde durch den Wasserstoffgenerator ein Uberdruck von 6 bis 7bar vorgegeben
und in dem Aufbau nach 3.1.1 fiir etwa ein bis zwei Stunden gekiihlt. Wahrend der An-
reicherung wurden in der Regel die Proben angesetzt und die Messung vorbereitet.
Beim Ansetzen der Proben wurde das Losungsmittel in eines der beschriebenen Schraub-
deckelrohrchen vorgelegt und entgast. Nach Zugabe des Edukts und des entsprechenden
Katalysators wurde die Probe vor dem eigentlichen Experiment in das Spektrometer bzw.
den Tomographen iiberfiihrt und der Shim sowie das Matching und Tuning durchgefiihrt.
Dies stellte sicher, dass die Anpassung und die Feldhomogenitat bei der Messung der hy-
perpolarisierten Probe eine vertretbare Giite aufwies.

Die PHIP-Experimente wurden in der Regel unter ALTADENA-Bedingungen durchge-
fithrt, d.h. das Edukt wurde im Erdmagnetfeld mit para-Hy hydriert. Dazu wurde mit
einer Kaniile durch das Septum gestochen und die Argonatmosphére der Probe durch
den angereicherten Wasserstoff bei leicht geoffnetem Schraubdeckel verdrangt. Der finale
Uberdruck der Wasserstoffatmosphére im Probenréhrchen, der an dem linken Manometer
in Abbildung 3.1 ablesbar ist, betrug 5 bis 6 bar. Die Hydrierung der Probe im Erdma-
gnetfeld wurde von Experimentator 1 durch kraftiges Schiitteln fiir etwa 10s betrieben.
Bei Versuchsfiihrung mit FC wurde die Probe an diesem Punkt moglichst schnell in den
Mu-Metall-Zylinder gefithrt und anschliefend langsam wieder herausgefiihrt, bei reinen
ALTADENA-Versuchen blieb dieser Schritt aus.

Direkt im Anschluss platzierte Experimentator 1 die Probe entweder im Spektrometer
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3.3 Ablauf der PHIP-Experimente

(bei aktiviertem Lift) oder im Tomographen und zeigte dies dem Experimentator 2 an,
der schnellstmoglich die Messung initiierte.

3.3.2 Messung
NMR-Spektrometer

Im Fall des NMR-Spektrometers wurde dafiir der Lift deaktiviert und die Probe so in
die Messposition verbracht. Der Start der Messung erfolgte, nachdem das Lock-Signal der
Probe erfasst wurde, was eine weitgehende Abwesenheit von Bldschen und Turbulenzen
in der Probe sicherstellte.

Die Aufnahme der 'H-Spektren erfolgte in einem einfachen NMR-Experiment mit einer
Anregung und direkter Aufnahme des FID. Um eine bessere Vergleichbarkeit mit ande-
ren Publikationen zu gewahrleisten, wurde , wenn nicht anders beschrieben ein 45°-Puls
verwendet.[35, S.35] Nach der Aufnahme des Spektrums der hyperpolarisierten Probe, im
Folgenden PHIP-Spektrum genannt, wurde die Messung nach hinreichender Wartezeit mit
identischen Parametern wiederholt. Dieses Spektrum der Boltzmann-polarisierten Probe,
im Folgenden thermisches Spektrum genannt, diente spater der Berechnung der Signalver-
starkung. Bei der Detektion heteronuklearer Spektren, hier '°F oder '3C, wurden meistens
90°-Anregungspulse verwendet. Das iibrige Vorgehen ist analog zu den 'H-Spektren. Ab-
weichende Vorgehensweisen werden im Ergebnisteil explizit hervorgehoben.

MR-Tomograph

Bei Experimenten am Tomographen wurde die Messung direkt gestartet, da die manu-
elle Einbringung der Probe in die Messposition bereits langer dauerte als der Transport
in das Spektrometer und die Probe somit bereits weitestgehend frei von Bldschen und
Turbulenzen war. Grundsatzlich wurden auch bei den Bildgebungsexperimenten jeweils
ein PHIP-Bild der hyperpolarisierten Probe und ein thermisches Bild mit identischen Se-
quenzparametern aufgenommen.

Die Strategie zur Aufnahme von MR-Bildern im Fall hyperpolariserter Proben muss im
Vergleich zur konventionellen Bildgebung, die die Gleichgewichtsmagnetisierung im By-
Feld nutzt, angepasst werden. Wahrend sich die Gleichgewichtsmagnetisierung nach einer
Anregung wieder einstellt, steht die hohe Polarisation von PHIP nur zu Beginn des Ver-
suchs bereit und regeneriert sich nach einer Anregung nicht wieder bzw. relaxiert auch
ohne Anregung in endlicher Zeit auf den thermischen Gleichgewichtswert (siehe qualitati-
ve Darstellung in Abbildung 3.5). Um diese Startpolarisation in ein hohes Signal-Rausch-
Verhéltnis (SNR) im Bild zu tiberfithren, muss die Messung moglichst schnell erfolgen.
Sinnvollerweise wird der k-Raum nicht wie in Abbildung 2.5 linear gefiillt, sondern von
der Mitte ausgehend (sog. centric encoding). Im Wesentlichen wurden hier zwei Strategien
verfolgt, die Signale fiir die einzelnen k-Raum-Zeilen zu erzeugen:

1. Die Anregung mit kleinen Pulswinkeln bei kurzem TR fiir eine partielle Nutzung
der hohen Polarisation fiir jede Zeile, d.h. eine FLASH-Sequenz (Fast Low Angle
SHot).
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2. Eine einmalige Anregung mit einem 90°-Puls und Aufnahme aller k-Raum-Zeilen
durch mehrere Spin-Echos, d.h. eine RARE-Sequenz (Rapid Acquisition with Re-
focused Echoes) mit einem RARE-Faktor der gleich der Auflosung in Richtung der
Phasenkodierung ist.

Thermische Polarisation Hyperpolarisation

1 80
0.8 60
s 0.6 s™ 40
0.4 20
O'20 2 4 6 0O 2 4 6
tins tins
0.8 80
0.6 60
s*04 s~ 40
ST Z‘Wm
’\k '\ | N N
00 2 4 6 C'O 2 4 6
tins tins

Abbildung 3.5: Qualitative Darstellung der Dynamik von longitudinaler (oben) und trans-
versaler ,Magnetisierung“ (unten) bei thermischer Polarisation (links) und
HP (rechts) in MR-Experimenten mit periodischer Anregung mit TR = 0.5s,
0 = 40°, Th = 5s, To = 0.1s nach [98]

Vielversprechende Beschleunigungsmethoden wie z.B. parallele Bildgebung (SENSE, etc.)
oder nichtuniforme k-Raum-Aufnahme (Compressed-SENSE;, etc.) konnten am verwende-
ten Tomographen, der iiber nur einen Empfangskanal verfiigt, nicht eingesetzt werden.

Ermittlung der Signalverstarkung

Fiir die Nachverarbeitung der gemessenen Spektren wurden diese zunéchst mit der Soft-
ware MestReNova 6.2.1 von Mestrelab Research eingelesen, Phase und Basislinie korrigiert
und dann zur weiteren Analyse exportiert. Anschlieend erfolgte der Import der vorver-
arbeiteten Daten bzw. die MR Bilder wurden in Matlab® 2011b von MathWorks®. Die
Signalverstarkung (SE) wurde dann aus dem Verhéltnis des SNRs der PHIP-Daten und
des SNRs der thermischen Daten berechnet.

_ Signal(PHIP) - Rauschen(thermisch)

SE =
Rauschen(PHIP) - Signal(thermisch)

(3.1)

Dabei wurden i.d.R. Magnitudenspektren genutzt und das Integral unter dem Signal und
die Standardabweichung des Rauschens respektive des Spektrums in einem signalfreien Be-

40



3.3 Ablauf der PHIP-Experimente

reich verwendet. Die Verwendung der Signalfléichen ist angebracht, da die PHIP-Spektren
eine etwas schlechtere Auflosung besitzen als die thermischen Spektren. Hierfiir sind Bewe-
gungseinfliisse und teilweise Gasblasen oder Schaumbildung verantwortlich, die aus dem
Schiitteln der Probe resultieren und zum Zeitpunkt der Messung noch nicht vollstandig
abgeklungen sind.

3.3.3 Messung der longitudinalen Relaxationszeit bei thermischer
Polarisation und bei PHIP

Die longitudinale Relaxationszeit ist neben der Relevanz der Substanzen und ihrer Ver-
traglichkeit ein entscheidendes Kriterium fiir die breite Anwendung von Hyperpolarisati-
onstechniken in biologischen und medizinischen Fragestellung. Im Rahmen der vorgelegten
Arbeit wurden daher auch die Relaxationszeiten der Substanzen gemessen, wobei sich die
Verfahren fiir thermisch polarisierte und hyperpolarisierte Proben jedoch unterscheiden.

Thermisch polarisierte Proben - Inversion Recovery

In thermisch polarisierten Proben wird die initiale Gleichgewichtsmagnetisierung durch
Relaxation immer wieder hergestellt, weshalb die Probe unter reproduzierten Anfangsbe-
dingungen wiederholt angeregt und gemessen werden kann. Daher kann die Bestimmung
von T} mit Inversion-Recovery-Experimenten erfolgen. Bei diesen Messungen wird die
Gleichgewichtsmagnetisierung M, zu Beginn einer Einzelmessung mit einem 180°-Puls
invertiert. Die relaxierende longitudinale Magnetisierung wird anschliefend mit einem
90°-Puls in die Transversalebene iiberfithrt und der FID gemessen. Durch Messungen mit
variierender Zeit zwischen Inversionspuls und Auslesepuls, der sogenannten Inversionszeit
(TI), wird die Relaxationskurve M, (t) abgetastet. Werden die Wiederholzeiten zwischen
den Einzelexperimenten hinreichend lang, d.h. mindestens 5-77 und alle Parameter aufler
TT konstant gewahlt, so folgt fiir die gemessenen Signale:

Str x Sp |(cos (ag) — 1)6_% + 1| und mit oy = 180° S;p o< Sy (1 — 2e_TI/T1> , (3.2)

wobei a; der Flipwinkel des Inversionspulses ist. Die TI-Werte werden fiir eine gleichmé-
Bige Abtastung der Kurve ebenfalls exponentiell verteilt. Durch eine Kurvenanpassung
des mathematischen Modells in die Messwerte kann 737 bestimmt werden.

PHIP-Proben - Look-Locker-Methode

Bei hyperpolarisierten Proben stellt sich die initale Population nicht wieder ein, sondern
zerfallt zur thermischen Gleichgewichtsbesetzung. Da die beschrankte Reproduzierbarkeit
von PHIP-Experimenten keine wiederholten Messungen mit identischen Anfangsbedin-
gungen erlaubt, muss die Bestimmung von 77 in einem Durchgang erfolgen. Unter diesen
Kriterien wurde die Messung der longitudinalen Relaxationszeit nach dem Ansatz von
Look und Locker durchgefithrt. Dieser nutzt eine periodische Folge von Anregungen mit
kleinen Flipwinkeln o um den Verlauf der relaxierenden Magnetisierung abzutasten. Die
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3 Material und Methoden

einzelnen Pulse werden durch die Zeit 7 separiert, die kleiner als 77 und lénger als 2 - T,
sein sollte, um gentigend Messpunkte zu erzeugen und Spin-Echos und stimulierte Echos
zu vermeiden.[99, 100] Die so erzeugte Relaxationskurve fallt mit einem verkiirzten 77 ab,
da der Relaxationsprozess durch die Anregungen beschleunigt wird. Wurde 77 durch eine
exponentielle Kurvenanpassung ermittelt, kann die korrekte Relaxationszeit 77 iiber den

Zusammenhang
T T

70 =7 In (cos @) (3.3)
bestimmt werden.[101] Diese Vorgehensweise zur Messung der Relaxation bei hyperpola-
risierten Proben wurde kiirzlich auch durch andere Arbeitsgruppen publiziert.[102, 103]
Fiir die Implementierung am Spektrometer wurde eine entsprechende pseudo-2D-Sequenz
erstellt, die die periodische Anregung sicherstellt und die FIDs aufeinanderfolgend mit
identischen Einstellungen aufzeichnet.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Vorversuche

Zur Validierung des experimentellen Aufbaus fiir die PHIP-Experimente wurden zunéchst
einige etablierte Systeme (Abbildung 4.1) herangezogen. Auf diese Weise wurde die Anrei-
cherungsanlage auf ihre Funktion gepriift und die PHIP-Methodik im Labor des Instituts
etabliert.

C4H402 C4HgO2

X O
CAS [922-67-8) \\(O\ + para-j, -Katalysator A{ ™~ CAS [96-33-3]
M = 84,07 g/mol o o M = 86,09 g/mol

(a) Hydrierung von Propinsduremethylester mit Parawasserstoff zu Acrylsduremethylester.

CgHg
CAS [536-74-3] + para-p, aalysator
M = 102,14 g/mol N

(b) Hydrierung von Phenylacetylen mit Parawasserstoff zu Styrol.

F
CgH7F
CAS [350-51-6]
Katalysat
+ para-H, -—SEysaOr M = 122,14 g/mol

(C) Hydrierung von 3-Fluorphenylacetylen mit Parawasserstoff zu 3-Fluorstyrol.

CgHg
CAS [100-42-5]
M = 104,15 g/mol

/

CgHsF
CAS [2561-17-3 ]
M = 120,12 g/mol

4

Abbildung 4.1: Ubersicht iiber die Substanzen, die in den Vorexperimenten untersucht wurden
inklusive Summenformel, CAS-Nummer und molarer Masse.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1.1 Acrylsdauremethylester

Zur Uberpriifung der grundsétzlichen Funktion der gesamten Versuchskette wurde die Hy-
drierung von Propinsduremethylester mit para-Hy zu Acrylsduremethylester (Abbildung
4.1a) untersucht. Acrylsduremethylester ist dafiir als Zielsubstanz gut geeignet, weil die
Hydrierung von Propinsduremethylester erfahrungsgeméafl eine gute Umsetzung aufzeigt,
die mit hohen Signalverstirkungen im Produkt einhergeht.[104, 105]

Fir das Experiment wurde ein Ansatz mit 0,2 ml Propinsduremethylester in 2,8 ml Aceton-
dg mit Katalysator 1 verwendet. Das detektierte PHIP-Spektrum in Abbildung 4.2 zeigt

)

o

75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0
ppm

Abbildung 4.2: 'H-Spektren von hyperpolarisiertem (oben) und thermisch polarisiertem
Acrylsduremethylester (unten).

im Vergleich zum thermischen Spektrum signifikant erhohte Signale mit den PHIP-typisch-
en Phasenlagen zwischen 5,5 und 6,5 ppm, die der Acrylgruppe zuzuordnen sind und den
Ergebnissen in der Literatur qualitativ ahnlich sind. Die errechneten Signalverstiarkungen
liegen zwischen 100 und 215 und belegen die grundsatzliche Funktion des Gesamtautbaus.
Ein Vergleich zu Literaturwerten ist nicht moglich, da diese dort nicht aufgefiihrt sind.
Bei genauerer Betrachtung ist ein weiteres typischen PHIP-Signalmuster bei 3,75 ppm zu
identifizieren, dass der Methylgruppe zuzuordnen ist und auf einen schwachen Transfer
der Polarisation tiber die Sauerstoffatome hinweg hindeutet.

4.1.2 Styrol

Styrol kam als zweites Zielsubstrat in den Vorversuchen zum Einsatz, da es bereits in
anderen Arbeiten erfolgreich mit PHIP hyperpolarisiert beziechungsweise als Testsubstanz
verwendet wurde und die notwendige Vorstufe Phenylacetylen (Abbildung 4.1b) aulerdem
kommerziell sehr gut verfugbar ist.[35, 106] Die hier untersuchte Probe wurde mit 0,2 ml
Phenylacetylen, 1,8 ml Aceton-dg und Katalysator 1 angesetzt und mit Parawasserstoff
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4.1 Vorversuche

hydriert. Das 'H-Spektrum, das nach der ersten Hydrierung aufgenommen wurde und
das thermisch polarisierte Produktspektrum sind in Abbildung 4.3 zu sehen. Durch die

x8

90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20
ppm

Abbildung 4.3: 'H-Spektren hyperpolarisierten (oben) und thermisch polariserten Styrols (un-
ten).

PHIP-typischen Phasen der Produktsignale wird die erfolgreiche Polarisation von Styrol
mit PHIP belegt. Des Weiteren sind die detektierten Spektren qualitativ vergleichbar mit
z.B. denen in [35], wobei auch hier keine Angabe zu den Verstarkungsfaktoren vorliegt.
Die aus den gemessenen Spektren ermittelten Signalverstirkungen liegen fiir das Signal
bei 5.28 ppm bei etwa 400 und fiir das Signal bei 5.88 bei etwa 164.

4.1.3 3-Fluorstyrol

Um auch den Transfer auf Heterokerne zu testen, wurde 3-Fluorstyrol verwendet, welches
sich nur durch einen Fluorsubstituenten in meta-Position vom zuvor untersuchten Sty-
rol unterscheidet und durch Hydrierung von 3-Fluorphenylacetylen erzeugt werden kann
(sieche Abbildung 4.1c). 3-Fluorstyrol war fiir die Vorversuche gut geeignet, da PHIP-
Experimente bereits dokumentiert sind und Kuhn et al. zeigten, dass der Polarisations-
transfer auf Fluoratome in meta-Stellung des Styrols am grofiten war. [26] Es wurden zwei
Proben von 0,2 ml 3-Fluorphenylacetylen in 1,8 ml Aceton-dg mit Katalysator 1 angesetzt
und die 'H- und '°F-Polarisation in getrennten Durchgingen bestimmt, wobei mehrmals
hydriert und gemessen wurde, um eine mogliche Verdanderung der erzielbaren Polarisati-
on aufzukldaren. Die PHIP-Spektren in Abbildung 4.4a zeigen, dass die Amplituden der
PHIP-verstarkten Signale bis zur dritten Hydrierung anstiegen und dann etwa gleich blie-
ben, was mit der anfanglichen Aktivierung des Katalysators begriindet werden kann, die
erst nach der zweiten Hydrierung vollstindig ist. In Abbildung 4.4b sind die 'H- und
YE-Spektren des dritten Durchgangs mit den entsprechenden thermischen Spektren dar-
gestellt. Die Signalverstirkungen liegen fiir die 'H-Signale bei etwa 134 (5.36 ppm, CH)
und 44 (5.95 ppm) und fiir das 'YF-Signal bei 10 (-114.9 ppm, CHy).
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4 Ergebnisse und Diskussion

1H 19F
1. PHIP FMW —

2. PHIP

3. PHIP M_yi

4. PHIP h

75 70 65 6.0 55 50 45 -113.0 -114.5
ppm ppm

-116.0

(a) IH- und '9F-Spektren, die direkt nach der 1., 2., 3. und 4. Hydrierung von
3-Fluorphenylacetylen mit para-Hgo aufgenommen wurden.

1H 19F

x32 Jt A

T

Thermisch

75 70 65 6.0 55 50 45 -113.0 -114.5 -116.0
ppm ppm

(b) IH- und '?F-Spektren direkt nach der dritten Hydrierung von 3-Fluorphenylacetylen
mit para-Ha (oben) und die entsprechenden thermischen Spektren (unten).

Abbildung 4.4: PHIP-Experimente zur 'H- und F-Hyperpolarsiation von 3-Fluorstyrol.

Die Diskrepanz zu dem von Kuhn et al. angegebenen SE des *F-Signals von 288 kann auf
mehrere Unterschiede im Experiment zuriickgefiihrt werden. So wurden die Messungen
dort bei 4,7T (hier 7T) durchgefithrt, weshalb die thermische Polarisation kleiner und
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4.2 Instabile Vorstufen durch Keto-Enol-Tautomerie

die Signalverstirkung entsprechend grofler ist. Aulerdem wurde dort zur Detektion ein
90°-Puls verwendet (hier 45°), der analog zu (2.85) einen Einfluss auf die Intensititen in-
nerhalb des Signalmultipletts hat und sich so auf die Signalverstarkungen auswirkt. Daher
wurden in den folgenden F-Experimenten ebenfalls Anregungswinkel von 90° gewihlt.
Des Weiteren sind die PHIP-Signale in der Veroffentlichung von Kuhn deutlich besser auf-
gelost, da die Probe bei kleinerem Volumen in einem Spektrometer untersucht wurden.
Die héheren Linienbreiten in den hier gezeigten 12F-Spektren kénnen daher partielle Aus-
l6schungen der Antiphasensignale bedingen, die zu einer Reduzierung der Signalerh6hun-
gen fiihren und sich in geringeren Verstarkungsfaktoren widerspiegeln. Diese Ausloschung
spielt in spateren Bildgebungsexperimenten ebenfalls eine Rolle, da MR-Tomographen
typischerweise eine schlechtere Feldhomogenitét aufweisen. Ein weiterer, jedoch weniger
erfassbarer Faktor ist die Methode der Berechnung der Signalverstarkung, die von Kuhn
et al. nicht explizit angegeben wird. Durch eigene Versuche mit verschiedenen Berech-
nungsverfahren konnte eine erhebliche Varianz der Ergebnisse gezeigt werden, die Abwei-
chungen bis zu einer GréBenordnung aufzeigten. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit
ausschlielich (3.1) verwendet, um die Konsistenz der berechneten Werte sicherzustellen.

4.2 Instabile Vorstufen durch Keto-Enol-Tautomerie

4.2.1 Keto-Enol-Tautomerie behindert Anwendung der PHIP

Wie in 2.3.2 dargelegt, ist fiir die Erzeugung der PHIP in Zielsubstraten eine addqua-
te ungesattigte Vorstufe notig, was fiir viele Verbindungen, wie z.B. bei Aromaten nicht
erfiilllt ist. Des Weiteren konnen Vorstufen entfallen, deren relevante Doppelbindung di-
rekt benachbart zu einer Hydroxygruppe ist, da diese instabile Enol-Form in der Regel
mit der stabileren Keto-Form im tautomeren Gleichgewicht vorliegt.[107, S.224] Bei der
sogenannten Keto-Enol-Tautomerie werden die beiden Strukturisomere durch die Positi-
onsénderung eines Protons (Prototropie) im Molekiil ineinander tiberfiihrt.[108, S.507] Da,
das Gleichgewicht meistens stark auf der Seite des Ketons liegt, stehen die Enole als hy-
drierbare Vorstufen z.B. zur Hyperpolarisation mit der PHIP haufig nicht zur Verfiigung,
siehe Abbildung 4.5.[107, S.224] Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Ansatz entwickelt,
der mehrere Reaktionsschritte inklusive einer Hydrolyse nutzt (Abbildung 4.5), um das
oben beschriebene Problem zu eliminieren und die diskutierten Zielsubstrate fiir die PHIP
zuganglich zu machen.[109] Zeitgleich zu diesen Untersuchungen publizierten Reineri et
al. ebenfalls die Hydrolyse von hyperpolarisertem Maleinsaureanhydrid, die dort die Pha-
senextraktion des Zielproduktes ermoglichte.[110]

Hier wird eine Vorstufe gewéhlt, in der die Enol-Form als Esterverbindung stabilisiert vor-
liegt, wodurch die Positionsanderung der Doppelbindung unterbunden und die Hydrierung
mit para-Hy ermoglicht wird. Auf diesem Weg wird der entsprechenden hyperpolarisierte
Ester mit Einfachbindung dargestellt. Im zweiten Reaktionsschritt erfolgt eine alkalische
Hydrolyse (z.B. mit NaOH), welche zur Bildung des Acetats einer Carbonsédure und der
jeweiligen, zuvor durch PHIP nicht zuginglichen, hyperpolarisierten Zielstruktur fiithrt.
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R O—H Ho 0
Keto-Enol-Tautomerie | //
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H H H H

(a) Keto-Enol-Tautomerie: Das Gleichgewicht liegt meistens auf der Seite der
Ketone, weshalb bestimmte Enole nicht als Vorstufen verfiigbar sind.
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(b) Diese Einschrankung kann durch die Fixierung des Enols in einem Ester,
welcher hydriert und anschlieend hydrolysiert wird aufgehoben werden.

Abbildung 4.5: PHIP trotz Keto-Enol-Tautomerie der Vorstufe: Das Fehlen stabiler Vorstu-
fen fiir PHIP-Experimente kann durch eine zweistufige Reaktion umgangen
werden.[109]

4.2.2 Machbarkeitsstudie zur Hyperpolarisation von Ethanol

Ein Musterbeispiel der Keto-Enol-Tautomerie ist das dynamische Gleichgewicht zwischen
dem instabilen Vinylalkohol (Ethenol) und der stabilen Keto-Form Acetaldehyd (Etha-
nal), was Abbildung 4.5 mit den Resten R; = H und Ry = CHj entspricht.[108, S.507] Das
tautomere Gleichgewicht liegt hier in wéssriger Losung stark auf der Seite des Acetalde-
hyds, so dass der Anteil von Ethenol bei Raumtemperatur lediglich 6-107° % betragt.[111,
112] Dies verdeutlicht, wie die Keto-Enol-Tautomerie die direkte Anwendung von PHIP
fiir interessante Zielverbindungen ausschlieSen kann, da der Vinylalkohol, der lediglich in
verschwindend geringer Konzentration vorliegt, nicht direkt mit Parawasserstoff zu hy-
perpolarisiertem Ethanol hydrierbar ist.

Da Ethanol zusatzlich wohl die meistverwendete psychoaktive Substanz ist und unter
anderem auch im Rahmen der perkutanen Ethanolinjektion zur Behandlung von Leber-
zellkarzinomen eingesetzt wird, hat es unter lebenswissenschaftlichen Aspekten eine hohe
Relevanz, weshalb es als Zielsubstrat dieser Machbarkeitsuntersuchung ausgewéhlt wur-
de.[109, 113-115] Durch die Festlegung der Reste Ry und R, folgen aus Abbildung 4.5b die
einzelnen Reaktionsschritte. So erfolgt die Stabilisierung der Doppelbindung in Vinylace-
tat, welches mit Parawasserstoff zu hyperpolarisiertem Ethylacetat (Essigsdureethylester)
reagiert und anschlieSend durch Zugabe von NaOH in das Salz der Essigsdure und das
hyperpolarisierte Ethanol gespalten wird.

Da im Falle einer Hydrolyse von nicht umgesetzten Vinylacetat die Bildung von Ace-
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4.2 Instabile Vorstufen durch Keto-Enol-Tautomerie

taldehyd erfolgen wiirde, wurden zunéchst verschiedene wasserlosliche Katalysatorsyste-
me untersucht. Als Erstes wurde die Hydrierung mit Katalysator 2 unter Verwendung
gewohnlichen Wasserstoffs analog zu 3.3.1 untersucht, wobei die Proben mit Vinylace-
tatkonzentrationen an und unter der Loslichkeitsgrenze vor und nach der Umsetzung
NMR-spektroskopisch vermessen wurden, um den Umsatz nach einer Hydrierzeit von et-
wa 10s zu bestimmen.[116] Die Spektren in Abbildung 4.6 verdeutlichen exemplarisch die
Umsetzungen von zwei Proben mit einer Ausgangskonzentration des Edukts von 270 mM
und 54 mM. Aus den Differenzen der Eduktsignalflichen konnten die Umsetzungen fir die

270 mM 54 mM

Vor

Hydrierung

Nach

Hydrierung ‘A_‘Jwb

7.25 7.15 7.05 7.25 7.15 7.05
ppm ppm

Abbildung 4.6: Der Ausschnitt der 'H-Spektren zeigt das Dublett von Dubletts der CH-
Gruppe des Vinylacetats vor und nach der Hydrierung mit Katalysator 2. Der
Umsatz der Reaktion lasst sich einfach aus diesen Signalen bestimmen, da sie
im Produkt wegfallen. Sowohl bei einer Startkonzentration nahe der Loslich-
keitsgrenze (270mM) als auch bei kleineren Konzentration konnten wéhrend
der Hydrierung hochstens 20 % umgesetzt werden.[116]

hoher konzentrierte Probe zu etwa 18 % und bei der schwéacher konzentrierten Losung zu
etwa 13 % bestimmt werden, weshalb die Realisierung des Konzeptes mit Katalysator 2
nicht ohne die Erzeugung von unerwiinschten Nebenprodukten moglich ist. Daher wurde
Katalysator 3, der in der Literatur zur Erzeugung von PHIP in wassrigen Losungen vor-
gestellt wurde, hergestellt und dessen Umsatzraten ebenfalls untersucht, wobei nach etwa
zehnsekindiger Hydrierung vollstandige Umsetzungen erzielt werden konnten.[38, 97] Zur
Evaluierung des vorgestellten Konzeptes wurde eine Probe mit 0,05 ml Vinylacetat und
1,95 ml einer D,O /Katalysatorlosung, die Katalysator 3 in katalytischen Mengen enthielt,
angesetzt. Die Probe wurde entsprechend 3.3.1 entgast und mit para-Hs versetzt. Wie in
Abbildung 4.8 dargestellt, wurde durch kréftiges Schiitteln fiir etwa 10s (tz)zunéichst
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1

»

10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm

Abbildung 4.7: 'H-Spektren der Reaktionslésung mit hyperpolarisiertem (oben) und ther-
misch polarisiertem Ethanol (unten), welches durch die Hydrierung von Vi-
nylacetat und einer anschliefenden Hydrolyse mit NaOH erzeugt wurde. Das
PHIP-Spektrum zeigt typische ALTADENA-Signale des Ethanol bei 3,65 ppm
und 1,15 ppm.[109]

Vinylacetat zu Ethylacetat hydriert. Der anschlieBende Ablass des Uberdrucks sowie die
Zugabe von 0,5 ml konzentrierter Natronlauge iiber das Septum beanspruchten etwa 3 s
(ta). Durch erneutes kraftiges Schiitteln der Probe fiir tg &2 s erfolgte dann die Hydrolyse,
worauf die Probe in ca. 6s in das Detektionsfeld transportiert und das in Abbildung 4.7
gezeigte Spektrum des PHIP hyperpolarisierten Ethanols detektiert wurde. Der nach der
Messung ermittelte pH-Wert betrug etwa 10, wiahrend er in der Ausgangsprobe bei 6,8
lag. Dennoch belegen die ALTADENA-typischen gegenphasigen Signale der CHy-Gruppe
bei 3,65 ppm und der CH3-Gruppe bei 1,15 ppm, dass das Konzept erfolgreich zur erstma-
ligen Hyperpolarisation von Ethanol genutzt werden kann. Im thermischen Spektrum mit
nachgefithrtem Shim sind die Signale eindeutig als Quartett (CHs) und Triplett (CHjy)
des Ethanols zu identifizieren. Das Signal der OH-Gruppe ist wegen des H/D-Austausches
mit dem eingesetzten D5O nicht sichtbar. Des Weiteren sind im Spektrum keine Hinwei-
se auf verbliebenes Vinylacetat und Ethylacetat oder ungewiinschte Nebenprodukte, wie
z.B. Acetaldehyd, zu finden. Das Wassersignal bei 4,8 ppm ist durch einen H/D-Austausch
mit der zugegebenen NaOH /D,O-Lésung erhoht und das Signal bei 1,9 ppm ist der CHs-
Gruppe der abgespaltenen Essigsaure zuzuordnen. Die nach 3.1 berechneten SE-Werte be-
tragen SEcg, =~ —1 (1,15 ppm) und SE¢p, ~ 4 (3,65 ppm) und liegen somit deutlich unter
denen der Vorversuche oder den iiblicherweise in der Literatur beschriebenen Werten.[37,
97] Bei genauer Betrachtung der manuellen Versuchsfithrung, deren Chronologie in Ab-
bildung 4.8 schematisch wiedergegeben ist, wird deutlich, das ein Grofiteil der zu Beginn
erzeugten Polarisation zum Zeitpunkt der Messung bereits zerfallen war. Eine Analyse
dieser Verluste soll nachfolgend die minimal erzielbare Signalverstiarkung eines technisch
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Abbildung 4.8: Schematischer Ablauf des Experiments zur Hyperpolarisation von Ethanol.
Neben den einzelnen Schritten sind die Reaktionsschritte erldutert und der
Verlauf der der Polarisation schematisch dargestellt.[109]

optimalen Experimentes konservativ abschétzen, wobei hier nur die Signale der CHs-
Gruppe, die eine hohere Verstiarkung hatte, berticksichtigt werden. Wegen der schwierig
abzuschatzenden Relaxationsvorgange wahrend der Hydrierung und der Hydrolyse werden
diese vernachlassigt und die Relaxationsprozesse ndherungsweise auf die Intervalle t, und
tp, beschrankt, die wahrend der Messung dokumentiert wurden. Bei bekannten Zerfalls-
konstanten der polarisierten Substanzen kann die ermittelte Signalverstarkung auf ihren
Startwert extrapoliert und so der erzielbare Wert fiir t, — 0 und t, — 0 berechnet wer-
den. Dafiir wurden die Relaxationszeiten der CHo-Gruppe der beiden Reaktionsprodukte
experimentell ermittelt, wobei Proben mit vergleichbaren Zusammensetzungen und glei-
che Reaktionsbedingungen zum Einsatz kamen. Die T3-Zeiten der thermisch polarisierten
Produkte wurden durch Inversio-Recovery-Messungen zu Ty = 5, 2s fiir Ethylacetat und
Ty = 7,5s fiir Ethanol bestimmt (Abbildung 4.9). Im Hinblick auf publizierte Studien zu
verlangerten Relaxationszeiten in singlettartigen Systemen kann a priori nicht zweifelsfrei
angenommen werden, dass diese Relaxationszeiten auch fiir die mit PHIP polarisierten
Proben gelten.[44-47, 117] Daher erfolgten zusétzliche Messung des Zerfalls der PHIP auf
der CHy-Gruppe des Ethylacetats unmittelbar nach der Hydrierung, d.h. also ohne weite-
re Hydrolyse. Die ermittelte Relaxationszeit betragt hierfiir etwa 5,8 s und unterscheidet
sich somit nur unwesentlich von der der thermisch polarisierten Probe. Eine vergleichbare
Messung an PHIP-polarisiertem Ethanol ist wegen des geringen Signals nicht moglich,
weshalb fiir die Riickrechnung der ermittelte Wert aus der Inversion-Recovery-Messung
verwendet wird. Unter Berticksichtigung der hohen Bestimmtheitsmafle der verwendeten
monoexponentiellen Verlaufe (fir die Kurve der Look-Locker-Messung ist R = 0,9974),
die in Abbildung 4.9 zu sehen sind, ist eine Extrapolation dieser Kurven auf frithere Zeit-
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/\ Inversion Recovery Experiment an Ethylacetat - CHZ—Gruppe - T1 =52s
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Abbildung 4.9: Bestimmung der Zerfallszeiten der Signale der CHo-Gruppe von Ethylacetat
und Ethanol bei der thermischen Polarisation und bei der PHIP zur Abschét-
zung der minimal erzielbaren Verstarkung des Signals dieser Gruppe.[109]

punkte als vertretbar einzustufen. Unter dieser Annahme ergibt sich das Verhéltnis der
initialen Signalverstarkung und des Verstarkungsfaktors nach t, bzw. t, wie folgt:

SES(;?;;J) ex (—;{l) mit j =a,b. (4.1)
Mit einer gemittelten T}-Relaxationszeit von 5,5s fiir Ethylacetat ergibt sich somit eine
Signalreduktion um den Faktor 0,58 wahrend der Injektion von NaOH und eine weitere
Verminderung der Signalverstarkung des Ethanols um 0,45 zwischen Hydrolyse und Mes-
sung. Somit wére bei zeitlich optimiertem Experimentverlauf bereits eine Signalverstar-
kung von mindestens 15,3 erzielbar. Berticksichtigt man weiter, dass lediglich ein 50 %
Orto- /Parawasserstoffgemisch verwendet wurde, so ergibe die Verwendung von reinem
para-Hy nach (2.77) eine mogliche initiale Signalverstarkung von mindestens 46.

4.2.3 Diskussion

Eine Signalverstarkung von 46 liegt im Bereich iiblicher Verstarkungsfaktoren vieler Ver-
offentlichungen zu neuen PHIP-Anwendungen und Methoden.[37, 83, 97, 118, 119] Die
erstmalige erfolgreiche Hyperpolarisation von Ethanol, als biologisch relevantem Substrat
demonstriert die grundsétzliche Anwendbarkeit des vorgestellten Konzeptes und eroffnet
eine Klasse, zuvor nicht PHIP-hyperpolarisierbarer Zielverbindungen, die z.B. auch Ma-
lat, Serin, Glukose und verwandte Strukturen beinhaltet. Aulerdem existieren noch einige
Optimierungsmoglichkeiten, die bei der Weiterverfolgung des Konzeptes deutlich hohere
Verstarkungsfaktoren ermoglichen sollten. So konnte z.B. die Erhohung der, relativ zu
anderen Losungsmitteln begrenzten, Menge an gelostem Wasserstoff durch hohere Driicke
zur Steigerung der Umsatzrate respektive zu grofleren Signalverstarkungen fithren.[120)]
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Weitere wichtige Ansitze sind die Verlingerung von Relaxationszeiten oder die Ubertra-
gung der Hyperpolarisation auf Heterokerne die langsamer relaxieren.[44-47, 104, 117]
So haben kiirzlich Franzoni et al. in PHIP-Experimenten eine Verlangerung der T3-Zeit
von 15s auf etwa 4 min fiir die addierten Vinylprotonen in Maleinsduredimethlyester, der
hinsichtlich dieser Protonen hochsymmetrisch ist, beobachtet.[47] Dies konnte zusétzli-
che Zwischenschritte, wie die Neutralisation der Probe oder eine zukunftige Katalysa-
torabtrennung zulassen. Daher sind Folgeuntersuchungen geplant, die die Erhaltung der
Polarisation bei schwachen Feldern unter RF-basierter Entkopplung der Singlett- und Tri-
plettzustinde und den Polarisationstransfer auf **C beinhalten. In Kooperation mit Dr.
Jan Hovener (AG Hennig in Freiburg) soll unter Nutzung der dort installierten, geeigne-
ten Aufbauten und 97 % Parawasserstoff ein Optimum fir die Kombination dieser beiden
Ansitze gefunden und so die 'H- und 3C-Hyperpolarisation des Ethanols maximiert und
fiir Bildgebungsexperimente nutzbar gemacht werden.

4.3 Aminocarbonsauren

4.3.1 Aminocarbonsauren und die PHIP

Bei der Etablierung von PHIP fiir biologisch relevante Substanzen spielen zwangslaufig
auch Verbindungen mit Carboxy- (-COOH) und Aminogruppen (-NHs) eine Rolle. So
treten diese funktionellen Gruppen in z.B. Aminoséduren auf, die als Bausteine des Lebens
eine zentrale Rolle in biologischen Systemen einnehmen.[121] Des Weiteren gehoren einige
Neurotransmitter, wie y-Aminobuttersaure (GABA) oder Glutaminsaure und viele auch
neurologisch wirksame Arzneistoffe, wie zum Beispiel Vigabatrin, zur Gruppe der Ami-
nocarbonsauren.[122, 123] Die Bedeutung dieser funktionellen Gruppen wird auch durch
die Veroffentlichungen anderer Arbeitsgruppen unterstrichen, in denen Substanzen wie
Succinat oder Histidin mit PHIP hyperpolarisiert wurden.[39, 92]

Héaufig steht der Hydrierung von freien Aminocarbonsiuren, und somit der direkten An-
wendung der PHIP, jedoch der Donorcharakter ihrer funktionellen Gruppen im Weg, da
diese somit ebenfalls an dem, fiir die Hydrierung wichtigen, katalytischen Zentrum ko-
ordinieren und es fiir die Mehrfachbindung blockieren kénnen. Durch diese kompetitive
Koordination wird die Umsetzung der Vorstufe zum Zielprodukt verlangsamt oder gar
vollstindig inhibiert (,Katalysatorvergiftung®).[124-126] Ublicherweise wird diese Koor-
dination durch die Abschirmung mit Schutzgruppen (z.B. Fmoc oder Boc) unterdriickt
und die Hydrierung ermoglicht.[125, 127] Die Struktur der Produkte unterscheidet sich
jedoch durch die zusétzliche(n) Gruppe(n) von der eigentlichen Zielstruktur, weshalb nach
der Hydrierung eine aufwendige Abspaltung der Schutzgruppe und die Aufreinigung der
Losung erforderlich ist. Da diese Prozesse zur Gewinnung der Zielsubstanz tiblicherweise
grofere Zeitskalen beanspruchen als der Zerfall der generierten Hyperpolarisation, ist der
Schutzgruppenansatz fiir die Anwendung der PHIP an Aminocarbonséduren nicht gut ge-
eignet. Ein weiterer Losungsansatz ergibt sich durch SABRE, das, wie in 2.3.6 beschrieben,
die Koordination des Zielsubstrats am Katalysator ausnutzt, um die PHIP zu erzeugen.
Da bisher nur stickstoffhaltige Verbindungen mit SABRE polarisiert wurden, liegt die
Nutzung fiir Aminocarbonsauren nahe, auch wenn somit, nach bisherigem Stand, Metha-
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4 Ergebnisse und Diskussion

nol als Losungsmittel vorgegeben ist. Im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Versuche,
einfache Aminocarbonséduren mit SABRE zu polarisieren und im Hochfeld zu detektieren,
waren jedoch nicht erfolgreich, weshalb im Folgenden ein neuer Ansatz entwickelt wurde.

4.3.2 Konzept zur Anwendung von PHIP an Aminocarbonsauren

Angeregt durch eine Studie zur enantioselektiven Hydrierung ungeschiitzter S-Enaminester
durch Ansduerung wurde im Rahmen der vorgelegten Arbeit untersucht, inwieweit das
koordinative Verhalten der funktionellen Gruppen durch deren Protonierung unterdriickt
und so die Hydrierung der ungeséittigten Aminocarbonsiuren in wéssrigen Losungen er-
moglicht werden kann.[126] Durch adaquate Reduzierung des pH-Wertes der untersuchten
Probe erfolgt eine Anlagerung von Protonen an den funktionellen Gruppen der bei neu-
tralem pH-Wert als inneres Salz vorliegenden Struktur, die somit ihren Donorcharakter
respektive ihre Koordinationsfahigkeit verliert. Wie in Abbildung 4.10 exemplarisch fiir
Glycin zu sehen ist, kann durch Zugabe von z.B. HCl der pH-Wert so weit unter den pKg
Wert abgesenkt werden, dass die beiden funktionellen Gruppen protoniert vorliegen. Das
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Abbildung 4.10: Exemplarische Titrationskurve von der Aminocarbonséure Glycin aus [108,
S.899]. Unter Variation des pH-Wertes werden die Amino- und Carboxygrup-
pe protoniert oder deprotoniert. An den Wendepunkten ist die Konzentrati-
on beider Spezies gleich, wahrend auflerhalb des Pufferbereichs nur noch eine
Spezies vorliegt.

vorgestellte Konzept sieht eine schrittweise Zugabe von HCI zu der angesetzten wassri-
gen Probe mit Katalysator und Vorstufe unter Messung des pH-Wertes vor. In der Regel
liegt der pH-Wert anfangs im neutralen Bereich und die Aminogruppe ist bereits proto-
niert, weshalb die Titrationskurve lediglich das Plateau der Carboxygruppe durchlauft.
Daher wird die Zugabe von HCI bereits beendet, wenn das verbleibende Pufferplateau
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4.3 Aminocarbonsauren

der Titrationskurve im sauren Bereich gerade iiberschritten ist, d.h. wenn der Hauptan-
teil der Molekiile protoniert ist. Anschliefend kann die Probe wie in 3.3.1 beschrieben mit
Parawasserstoff hydriert werden um die PHIP zu erzeugen.

4.3.3 Machbarkeitsstudien an ausgewahlten Aminocarbonsauren

Wie eingangs beschrieben, sollte zu Beginn die SABRE-Methode zur Generierung von
PHIP in freien Aminocarbonsiuren eingesetzt werden. Diese Versuche waren jedoch nicht
erfolgreich, was exemplarisch an einer entsprechenden Untersuchung mit GABA gezeigt
wird. Anschliefend werden Machbarkeitsuntersuchungen des vorgestellten, neuen Konzep-
tes an drei biologisch relevanten Aminocarbonsduren, welche in Abbildung 4.11 dargestellt
sind, prasentiert.

NH3
H
H———
(0]
st
OH
(0]
HO
Katalysator, Katalysator, Katalysator,
para-H, para-H, para-H,
Hb
.
Lo NH3
\’/ H
H
HO O

Abbildung 4.11: Darstellung der untersuchten Aminocarbonséduren (unten) mit den entspre-
chenden Vorstufen (oben). Die protonierten Gruppen sollen eine kompetitive
Koordination unterbinden und so die Hydrierung von y-Acetylen-GABA zu
Vigabatrin, Propargylglycin zu Allylglycin und TACA zu GABA (v.ln.r.)
ermoglichen. Die addierten Protonen sind zur spéteren Unterscheidung als
H® und H® ausgewiesen.[121]

Vorversuch der Hyperpolarisation von GABA mit SABRE

Anfangs wurde versucht, die Hyperpolarisation einiger Aminocarbonsduren unter Umge-
hung der Hydrierung, mittels SABRE zu realisieren, wobei nach dem urspriinglich pu-
blizierten Protokoll verfahren wurde, d.h. die Zielverbindung wurde mit dem Crabtree-
Katalysator in Methanol-d, gelost.[40, 92] Die hergestellte Probe wurde dann nach 3.3.1
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Abbildung 4.12: 'H-Spektren von GABA aus SABRE-Experiment und mit thermischer Pola-
risation. Das hyperpolarisierte Spektrum (oben) zeigt lediglich verstérkte Py-
ridinsignale bei 7,5 ppm, 7,9 ppm und 8,6 ppm. Die GABA-Signale zwischen
1,8 ppm und 3,1 ppm sind eher schwécher als im thermisch polarisierten Spek-
trum (unten). Das Losungsmittelsignal bei 4,8 ppm ist ausgeschnitten.[121]

mit etwa 6 bar para-Hy befiillt, 10 s geschiittelt und direkt im Hochfeldspektrometer unter-
sucht. Als Zielsubstanzen kamen die a-Aminoséuren L-Lysin (in Form von L-Lysinhydro-
chlorid) und Glycin sowie die y-Aminosdure GABA zum Einsatz. Da fiir alle drei Syste-
me ahnliche Ergebnisse respektive keine detektierbare Signalverstarkung erzielt wurden,
werden lediglich die in Abbildung 4.12 gezeigten Spektren von GABA diskutiert. Die ver-
starkten Signale bei 7.5 ppm, 7,9 ppm und 8,6 ppm resultieren, analog zu Adams et al.,
von freiem Pyridin in der Losung. Dieses Pyridin wird nach Aktivierung des Crabtree-
Katalysators iiber einen Austausch des Pyridinliganden mit der eingesetzten Zielverbin-
dung frei und steht dem SABRE-Zyklus somit ebenfalls zur Verfiigung, d.h. verhélt sich
genauso wie in [40]. Obwohl die Detektion dieser Signale bescheinigt, dass das Zielsubstrat
das Pyridin verdrangen, also auch als Ligand am Katalysator koordinieren kann, konn-
te keine Verstarkung der Signale des GABA zwischen 1,8 ppm und 3,1 ppm beobachtet
werden. Diese sind im SABRE-Spektrum eher geringer als die GABA-Signale bei thermi-
scher Polarisation, was zum einen auf die schlechtere Feldhomogenitat und zum anderen
auf den unvollstandigen Aufbau der Nettomagnetisierung der gerade ins Spektrometer
eingebrachten Probe zuriickzufithren ist.

Das zusatzliche Signal bei 1,65 ppm resultiert von Cyclooctan, das in Form von Cycloocta-
1,5-dien als Ligand des Crabtree-Katalysator wirkt und nach der Hydrierung frei in der
Losung vorliegt. Dieses Ergebnis ist repréasentativ fiir die zwei weiteren untersuchten Ziel-
substanzen. Somit konnten die SABRE-Ergebnisse von Adams et al. zwar indirekt re-
produziert, aber nicht auf die eingesetzten Systeme angewendet werden. Die Hyperpola-
risation einiger a-Aminosduren durch Gloggler et al., die bei schwachen Magnetfeldern
(0,25-3,9mT) realisiert wurde, deutet darauf hin, dass fiir die SABRE-Methode das opti-
male Magnetfeld substanzabhéngig ist.[92] Auch Gary Green (Leiter York Neuroimaging
Centre) teilte &hnliche Beobachtungen in einer Korrespondenz mit. Die Arbeit von Diicker
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et al., in der starke Ahnlichkeiten der Magnetfeldabhingigkeiten unterschiedlicher Sub-
stanzen gemessen wurden, widerspricht dem allerdings.[94] Da mit dem gegenwértigen
experimentellen Aufbau keine definierten Magnetfeldeinstellungen beziehungsweise kei-
ne validen Untersuchungen der Magnetfeldabhéngigkeit moglich sind und aulerdem ein
Bestreben zum Arbeiten in wéssrigen Losungen statt in Methanol besteht, wurde im Fol-
genden das Konzept der Hydrierung protonierter Aminocarbonséduren in wéssrigen Medien
eingesetzt.

Validierung des vorgestellten Konzeptes an Allylglycin

Um die schutzgruppenahnliche Wirkung der Protonierung der funktionellen Gruppen im
Kontext der Hydrierung von ungesattigten Aminocarbonséuren zu validieren, wurde zu-
nachst die Hydrierung von Propargylglycin mit Parawasserstoff zu Allylglycin untersucht.
Allylglycin ist biologisch als Inhibitor der Glutamat-Decarboxylase relevant, d.h. es blo-
ckiert die Biosynthese des Neurotransmitters Glutamat. In dieser Funktion wird es zum
Beispiel in Tierversuchen zur Induktion von Krampfanféllen verwendet.[128§]

Da die Vorstufe auflerdem gut verfiighar und preiswert ist, bietet sich Allylglycin fiir die-
se ersten Experimente an, fiir die eine 36,9 mM Stammlosung Propargylglycin in D,O
angesetzt wurde. Wegen der in 4.2.2 ermittelten hoheren Umsatzrate des wasserloslichen
Katalysators 3 gegeniiber Katalysator 2 wurde der Erstere 54 uM zum Ansatz gegeben.
Nach der Aufteilung dieser Grundlosung auf 5 identische Proben erfolgte die Einstellung
der pH-Werte der einzelnen Proben durch Zugabe von konzentrierter HCI auf 6,86, 3,69,
3,26, 2,83 und 2,50. Anschliefend wurden die Proben nach 3.3.1 entgast, mit para-Hs hy-
driert und im NMR-Spektrometer gemessen. Abbildung 4.13 zeigt die unmittelbar nach
der Hydrierung detektierten 'H-Spektren nach pH-Werten sortiert und auf die relevanten
Signale reduziert. In den dargestellten, wie auch in den nicht dargestellten thermischen
Spektren sind fiir die Proben im neutralen und schwach sauren Bereich zunéchst keine Pro-

\—W”//\// MZEO

——— AN pH=2.83
. pH=326
I pH=3.69
S pH=6.86

58 56 54 52 18 16 14 12 10 08 06
ppm
Abbildung 4.13: 'H-PHIP-Spektren der fiinf Proben als Funktion des pH-Wertes. Die PHIP-
typischen Antiphasensignale des Allylglycins bei 5,2 ppm (H®) und 5,7 ppm
(H?) erscheinen nur bei den Proben im stark sauren Bereich. Die Spektren

wurden im Sinne der Ubersichtlichkeit auf die wesentlichen Signale reduziert,
weshalb das Wassersignal bei 4,8 ppm ausgeschnitten ist.[121]
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Abbildung 4.14: Die Signalverstirkung bei Allylglycin in Abhéngigkeit vom pH-Wert der Pro-
be und die zugehorige Tritrationskurve belegen, dass bei vollsténdiger Proto-
nierung der Carboxygruppe deren katalyseblockierende Wirkung aufgehoben
und so die Anwendung von PHIP ermdoglicht wird.[121]

duktsignale von Allylglycin zu identifizieren. Erst bei den Proben mit pH-Werten kleiner
3,5, d.h. im stark Sauren, fithrt die Hydrierung mit Parawasserstoff zu deutlich erkennba-
ren, PHIP-typischen Antiphasensignalen. Dies legt den Schluss nahe, dass die Hydrierung
bei hoheren pH-Werten tatsachlich durch die kompetitive Koordinierung verhindert oder
zumindest stark behindert wird und die Protonierung der koordinierenden Gruppe diese
Blockade weitestgehend bis vollsténdig authebt. Insbesondere die starken PHIP-Signale
des Allylglycins bei der Messung mit pH = 2,5 deuten auf eine erhéhte Umsetzung hin.
Zur weiteren Kontrolle dieser Aussagen wurde durch schrittweise Zugabe von HCI zu ei-
ner der Basislosung analogen Probe die Titrationskurve bestimmt. Diese ist in Abbildung
4.14 neben den berechneten Signalverstarkungen dargestellt. Die Titrationskurve zeigt
analog zu Abbildung 4.10 einen typischen Pufferverlauf, der den Protonierungsgrad der
Probe dokumentiert. Da die Kurve nur ein Plateau aufweist, kann die Protonierung nur
einer funktionellen Gruppe geschlussfolgert werden, was durch die pKg-Werte von Amino-
gruppe in Aminoséduren, die iiblicherweise zwischen 8 und 10 liegen, bekréftigt wird.[122]
Demnach ist die deprotonierte Carboxygruppe im betrachteten System als Ursache der
Katalysatorvergiftung bei neutralem pH zu betrachten. Beriicksichtigt man neben der
Titrationskurve zusétzlich die ermittelten Signalverstdarkungen der Allylglycinsignale, so
wird quantitativ bestétigt, dass der PHIP-Effekt bei solchen pH-Werten am stérksten
ist, die am sauren Ende des Pufferplateaus beziehungsweise kurz darunter liegen. Dies
wird durch Abbildung 4.10 bekraftigt, da an diesem Punkt der dominierende Anteil der
Verbindungen in der Probe protoniert vorliegt, wihrend am Wendepunkt lediglich 50 %
fiir die Hydrierung bereitstehen. Der kleine Abfall der berechneten Signalverstirkungen
bei pH ~3,3 ist auf die Varianzen der manuellen Versuchsfithrung zurtickzufithren und
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4.3 Aminocarbonsauren

mindert die Aussagekraft des signifikanten Anstiegs der Signalverstarkung bei (fast) voll-
standiger Protonierung nicht.

Zur Anwendung dieses Konzeptes auf andere Aminocarbonséuren sollte den individuellen
Proben folglich, unter gleichzeitiger Abtragung der Titrationskurve, schrittweise HCI zu-
gegeben werden, bis der beschriebene Endpunkt des Pufferplateaus gerade iiberschritten
wird. Dies garantiert eine umféangliche Protonierung der Carboxygruppe und verhindert
zugleich eine Ubersiduerung der Probe, die unter Umstinden zu einer negativen Beein-
flussung des Katalysators fithren konnte. Die ausgearbeitete Vorgehensweise wurde zur
Validierung an weiteren Aminocarbonsduren mit biologischer Relevanz getestet.

Vigabatrin

Wie in Abbildung 4.11 zu sehen ist, fithrt die Hydrierung von y-Acetylen-GABA zu Viga-
batrin (4-Aminohex-5-ensiure), welches zur Behandlung von komplexen fokalen epilepti-
schen Anfillen Anwendung findet. Dabei wird ausgenutzt, dass Vigabatrin inhibitorisch
auf die GABA-Transaminase wirkt, d.h. den Abbau von GABA verlangsamt und somit die
Konzentration des erregungshemmenden Neurotransmitters GABA im Gehirn steigt.[123]
Das obere Spektrum in Abbildung 4.15 zeigt, dass auch die Hydrierung von ~-Acetylen-
GABA mit Katalysator 3 in DO im neutralen Bereich nicht erfolgreich war, da im Spek-
trum keine Produktsignale zu beobachten sind. Daher wurde eine identische Probe durch
schrittweise Zugabe von HCI unter Messung des pH-Wertes angesduert und die Titra-
tionskurve (Abbildung 4.16) aufgezeichnet, wobei das Passieren des Pufferplateaus gut

Hydrierung mit p-H, ohne Protonierung

pH, ,= 6,; :MO T ————————— WWWWMWMW

Hydrierung mit p-Hz> mit Protonierung

pH = 3,19
WV/N\W: PAPPTRRRTRT W

Thermisches Spektrum
pH=3,19

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
ppm

Abbildung 4.15: 'H-Spektren nach der Hydrierung von v-Acetylen-GABA mit Katalysator 3.
Die neutrale Probe (oben) liefl sich nicht hydrieren, wéhrend nach gezielter
Anséuerung deutliche Produktsignale erkennbar sind (Mitte). Das thermi-
sche Spektrum (unten) zeigt ebenfalls die Produktsignale des Vigabatrins.
Das grofie Losungsmittelsignal bei 4,8 ppm wurde zur Ubersichtlichkeit aus-
geschnitten.[121]
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Abbildung 4.16: Die, durch schrittweise Zugabe von HCI aufgenommene Titrationskurve von
~v-Acetylen-GABA zeigt den Wendepunkt bei pH~3,9. Nach vollstdndiger
Protonierung, welche bei pH=3,19 sichergestellt ist, kann eine Hydrierung
des Eduktes erfolgen.[121]

identifiziert und die Zugabe von Saure bei einem pH-Wert von 3,19 beendet werden konn-
te. Der folgende Hydrierungsversuch der angesduerten Probe mit Parawasserstoff konnte
erfolgreich durchgefithrt werden, was durch die typischen PHIP-Signale des Vigabatrins
bei 5,7ppm und 5,4 ppm im mittleren Spektrum in Abbildung 4.15 belegt wird. Eine
valide Berechnung der Signalverstiarkung ist nicht moglich, da die Produktsignale des
thermischen Spektrums von einem iiberlagernden Losungsmittelsignal, das durch die zu-
gefiihrten Protonen zusétzlich vergroflert ist, zu stark verfilscht werden. Im Vergleich
zum thermischen Spektrum lasst sich die Signalverstirkung jedoch qualitativ auf etwa 2
abschatzen.

Hydrierung mit p-Hz ohne Protonierung

Hydrierung mit p-Hz mit Protonierung

Thermisches Spektrum
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ppm

Abbildung 4.17: Ein analoges Kontrollexperiment mit Katalysator 2 zeigt, dass die Hydrie-
rung auch in diesem Fall nur nach Protonierung der Carboxygruppe erfolg-
reich durchgefiihrt werden konnte. Das grofle Losungsmittelsignal bei 4,8 ppm
wurde zur Ubersichtlichkeit ausgeschnitten.[121]
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Um auszuschlieBen, dass das Konzept der Protonierung katalysatorabhingig ist, wurde
zusétzlich die Hydrierung mit Parawasserstoff durch Katalysator 2 untersucht. Die in Ab-
bildung 4.17 dargestellten Spektren verdeutlichen, dass auch bei diesem Katalysator erst
die Protonierung der kompetitiv koordinierenden Carboxygruppe die Reaktion ermog-
licht, wobei die Antiphasensignale bei 5,4pmm und 5,7 ppm die gewiinschte paarweise
Addition des Parawasserstoffs an die ungeséittigte Bindungsstelle nachweisen. Das hohere
Signal des Katalysators im Spektrum ohne Protonierung resultiert aus einem hoheren Re-
cetver Gain bei der Messung und einer etwas hoheren Konzentration in diesem separaten
Versuch. Die, im Vergleich zu Abbildung 4.15, relativ schwachen PHIP-Signale bestétigen
eine bereits in 4.2.2 beobachtete, schwichere Umsatzrate von Katalysator 2 gegeniiber
Katalysator 3.

GABA

Abschlieflend wurde der schutzgruppenahnliche Ansatz der Protonierung kompetitiv ko-
ordinierender Gruppen zur Hydrierung von TACA mit Parawasserstoff verwendet. Das
Produkt dieser Reaktion ist einer der wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter des
zentralen Nervensystems, die y-Aminobuttersdure (GABA). Erwartungsgemé$ fithrte der
Versuch, die neutrale Probelosung zu hydrieren auch hier nicht zu den erwiinschten PHIP-
Signalen (Abbildung 4.18 oben), weshalb erneut schrittweise HCl zu einer identischen
Probe gegeben wurde, um die Carboxygruppe kontrolliert zu protonieren. Die simultan

Hydrierung mit p-H, ohne Protonierung
pH =6.34

AR T JWWm—I*J’/\‘ At e

Hydrierung mit p-H, mit Protonierung

pH =254
Thermisches Spektrum
pH =2.54
7.5 7.0 6.5 6.0 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

ppm

Abbildung 4.18: 'H-Spektren nach der Hydrierung von TACA mit Katalysator 3. Die neutrale
Probe (oben) lie} sich nicht hydrieren, wihrend nach definierter Anséduerung

deutliche PHIP-Signale des Produktes GABA erkennbar sind (Mitte).Das
grofie Losungsmittelsignal (HDO/H20) bei 4,8 ppm wurde zur Ubersicht-
lichkeit ausgeschnitten.[121]

aufgezeichnete Titrationskurve, die in Abbildung 4.19 dargestellt ist, bildet den Durch-

gang des Pufferplateaus, der bei pH = 2,54 vollzogen ist, gut ab. Im nachfolgenden Hy-
drierungsversuch mit Parawasserstoff belegen auch fiir dieses System die PHIP-Signale
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Abbildung 4.19: Die Titrationskurve von TACA aufgenommen durch schrittweise Zugabe von
HCI zeigt das Durchschreiten des Pufferplateaus bis zum pH-Wert von 2,54,
bei dem die Messung erfolgte.[121]

des produzierten GABA bei 2, 4ppm (H?) und 1,9 ppm (H®) die Anwendbarkeit der vor-
gestellten Verfahrensweise. Die erzielten Signaliiberhohungen sind zwar relativ schwach,
dennoch konnte das hochrelevante GABA erstmalig in einer hyperpolarisierten Form ge-
neriert werden.

4.3.4 Diskussion

Das bekannte Problem der kompetitiven Koordination funktioneller Gruppen an den ka-
talytischen Zentren, die die Hydrierung ungesattigter Verbindungen be- oder verhindern
kann, konnte bei allen betrachteten Systemem durch einfache Protonierung dieser Grup-
pen, ohne den Einsatz von Schutzgruppen unterbunden werden. Durch die nun durch-
fithrbare Reaktion mit Parawasserstoff, welcher nach den gezeigten Ergebnissen weiterhin
paarweise unter Erhalt der Spinkorrelation addiert wird, ist die Anwendung von PHIP auf
viele Aminocarbonsauren zum ersten Mal moglich. Die prasentierten Spektren belegen die
erstmalige Hyperpolarisation von Allylglycin, Vigabatrin und GABA mit PHIP.

Da in den Titrationskurven aller Substanzen nur ein Plateau im stark Sauren existiert
und die pKg-Werte der Aminogruppen giangiger Aminosduren zwischen 8 und 10 liegen,
kann geschlussfolgert werden, dass der katalysehemmende Effekt im Neutralen durch die
Carboxygruppen der untersuchten Systeme verursacht wird.[122] Die Experimente zeigen,
dass die Absenkung des pH-Wertes moglichst kontrolliert erfolgen sollte, da die nétigen
pH-Werte im stark Sauren liegen und die Gefahr der Zerstorung des Katalysators besteht.
Dies konnte in zukiinftigen Untersuchungen auch durch die Verwendung alternativer Io-
nen, wie z.B. Natrium-, Kalium- oder Calciumionen umgangen werden, die ebenfalls ei-
ne Reduzierung des Donorcharakters herbeifithren kénnen und so den Einsatz von HCI
iiberfliissig machen. Dadurch wiirde auflerdem die Biovertrédglichkeit der resultierenden
Losung verbessert, da diese Metallionen bereits in biologischen System existieren und den
pH-Wert nicht beeinflussen.

Insgesamt zeigen die Machbarkeitsuntersuchungen, dass die Hydrierung ungeschiitzter
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Aminocarbonséduren und die Anwendung von PHIP moglich ist, wenn die koordinierende
Wirkung der deprotonierten Carboxygruppe aufgehoben wird. Gerade weil die Carboxy-
gruppe zu den in der Natur am haufigsten vorkommenden funktionellen Gruppen zéhlt,
eroffnet dieser Ansatz eine sehr grofle Menge potentieller Zielsubstrate insbesondere aus
dem Bereich der Amino- und Carbonsauren, die unzweifelhaft von biologischer Relevanz
sind.

Da die untersuchten Zielverbindungen nach bestem Wissen bisher noch nicht hyperpola-
risiert wurden, kann kein direkter Vergleich mit Verstarkungsfaktoren anderer Labore er-
folgen. Aus der Betrachtung der Spektren wird jedoch deutlich, dass fiir eine Nutzung von
PHIP zur MR-basierten in vivo Lokalisation von Aminocarbonsiuren bedeutend hohere
Werte notig sind. Da auch hier viele der in 4.2.2 diskutierten Optimierungsmoglichkeiten
zutreffen, ist eine potentielle Steigerung der Signalerh6hung um ein bis zwei Groflenord-
nungen als realistisch zu bewerten. Neben einer hoheren Parawasserstoffanreicherung und
einer kontrollierteren Versuchsfithrung sind insbesondere auch hier Techniken der Relaxa-
tionszeitverlangerung z.B. durch die Entkopplung von Singlett- und Triplettzustanden bei
schwachen Feldern interessant, da nicht nur die totale Polarisation innerhalb der Probe
erhoht werden kann, sondern zusétzliche Zeitfenster fiir die Neutralisation der Losung
oder die Katalysatorabtrennung geschaffen werden.[88]

4.4 Semifluorierte Kohlenwasserstoffe

4.4.1 Bedeutung semi- und perfluorierter
Kohlenwasserstoffverbindungen

Per- und semifluorierte Molekiile erfahren wegen ihrer vielseitigen Eigenschaften einen
breiten Einsatz sowohl in technischen und chemischen Anwendungen (als Schmiermittel,
in LCDs, in elektronischen Bauteilen, etc.) als auch in den Lebenswissenschaften.[129,
S.206ff.] Im medizinischen Bereich wurden bzw. werden Perfluorcarbone (PFC) zum Bei-
spiel zur Bekdmpfung maligner Tumore, als Blutersatzstoff, zur Knochenregeneration und
zur Fliissigkeitsbeatmung, aber auch als MR-Kontrastmittel und in ' F-MR-Anwendungen,
wie der Zellmarkierung untersucht und eingesetzt.[9, 130134 Das in Abbildung 4.20 dar-
gestellte lineare Perflubron (1-Brom-perfluoroktan, PFOB) ist ein gut studiertes Beispiel
einer solchen Verbindung.[135-137] "YF-MR-Anwendungen sind hier besonders interessant,
da sie den glinstigen Stoffeigenschaften der PFCs eine herausragende Analysemethode zur
Seite stellen. Fluor hat nicht nur die zweitgrofite MR-Empfindlichkeit nach den Protonen
(siche Tabelle 2.1), sondern auch einen sehr grofien chemischen Verschiebungsbereich von
tiber 350 ppm fiir organische Verbindungen.[138] Da Fluor in der Regel kein natiirliches
Vorkommen in biologischen Geweben oder Organismen hat, bieten YF-MR-Anwendungen
einen sehr spezifischen Kontrast, der beispielsweise fiir die molekulare Bildgebung, zur
Lungenbildgebung und fir die Medikamenteniiberwachung genutzt werden kann.[10, 139
141] Des Weiteren erméglicht die hohe Empfindlichkeit der F-MR-Parameter gegeniiber
der Umgebung z.B. die Messung des pH-Werts oder der Sauerstoffsattigung.[13] Diesen
Vorteilen steht jedoch héufig die eingeschrankte in vivo-Konzentration der jeweiligen Sub-
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stanzen gegeniiber, die mit einer geringen Spindichte und somit einem schlechten SNR
einhergeht und den Einsatz in der klinischen Umgebung bisher nicht erlaubt. Im Rahmen
dieser Arbeit soll daher PHIP zur Signalsteigerung an einigen Vertretern dieser grofien
Substanzklasse getestet werden.

4.4.2 PHIP-Experimente an semifluorierten Alkenen und Alkanen

Angeregt durch die vielseitigen Anwendungen und die Biovertréglichkeit von PFOB wur-
den zur Etablierung der PHIP strukturdhnliche, hydrierbare, fluorierte Kohlenwasserstoffe
eingesetzt. Die verwendeten Vorstufen sind (Perfluor-n-hexyl)ethin (PFE3) und (Perfluor-
n-hexyl)ethen (PFE2). Diese werden zu den Zielverbindungen (Perfluor-n-hexyl)ethen und
(Perfluor-n-hexyl)ethan (PFE1) umgesetzt. Wie in Abbildung 4.20 zu sehen ist, ist die
Kettenléinge der untersuchten Molekiile identisch mit der von PFOB. Die hohe Struk-

Br H H
F——F I C1 ’ T cr H——H C1"
F——F c2 HC2 H——H C2"
F——F F——F C3 F——F C3 F——F C3"
T Fros Katalysator P o Katalysator Fres
F——F F——FC5 F——F C5' F——F C5"
F——F 1 rce P gl g g PERRL ¢ | e
F——F F——F C7 F——F C7' F——F C7"
F——F F——FC8 F——F C8 F——F C8"

F F F F
PFOB PFE3 PFE2 PFET

Abbildung 4.20: Perflubron (PFOB) und die untersuchten semifluorierten Kohlenwasserstoffe.
Die Benennung der Kohlenstoffe dient der spéateren Zuordnung der Signale.

turahnlichkeit erlaubt eine positive Prognose fiir die Biovertraglichkeit der Substanzen.
Dabei ist besonders das vollstandig hydrierte PFE1 sehr interessant, da semifluorierte Al-
kane zum einen als biologisch inert gelten und zum anderen in inflammatorischem Gewebe
kumulieren, was zum MR-Monitoring entziindlicher Prozesse genutzt werden koénnte.[142,
143]

Bei den folgenden Experimenten wurden, wenn nicht anders beschrieben, 0,2ml PFE3,
PFE2 oder PFE1 in 1,8 ml Aceton-dg gelost und Katlaysator 1 in katalytischer Menge hin-
zugegeben. Die iibrige Probenvorbereitung erfolgte nach 3.3.1. Zunéchst wurde untersucht,
inwieweit sich PHIP auf den beiden Zielsubstanzen erzeugen lésst, d.h. es wurden die
gewohnlichen Hydrierungen durchgefiithrt und anschlieBend 'H-Spektren aufgenommen.
Das PHIP-Spektrum von PFE2 in Abbildung 4.21a wurde direkt nach der Hydrierung
einer PFE3-Probe aufgenommen und zeigt deutliche PHIP-Signale, die im Vergleich zu
den thermischen Produktsignalen eine Signalverstarkung von 111 bei 6,26 ppm (C2’)und
139 bei 6,04 ppm (C1’) aufweisen. Bei genauerer Betrachtung sind auflerdem kleine An-
tiphasen bei 1,17 ppm und 2,27 ppm zu erkennen, die belegen, dass das gebildete PFE2
teilweise weiter zu PFE1 hydriert wurde, dem diese Signale zuzuordnen sind. Diese Re-
aktion wurde im Folgenden durch die Untersuchung einer PFE2-Probe weiter betrachtet.
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(a) Das 'H-Spektrum nach der Hydrierung von PFE3 mit para-Hs (oben)
mit deutlichen PHIP-Signalen von PFE2 bei 6,26 ppm und 6,04 ppm.
Das thermische Spektrum (unten) ist um den Faktor 8 vergrofiert.
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(b) Das 'H-Spektrum nach der Hydrierung von PFE2 mit para-Hs (oben)
zeigt deutliche PHIP-Signale von PFE1 bei 1,17 ppm und 2,27 ppm.
Unten ist das thermische Spektrum dargestellt.

Abbildung 4.21: 'H-Spektren nach der Hydrierung von PFE3 und PFE2 mit para-Hs.[14]

Die resultierenden Spektren in Abbildung 4.21b zeigen Antiphasensignale bei 1,17 ppm
(C17) und 2,27 ppm (C27). Die Verstarkungen gegentiber den thermischen Signalen fal-
len mit 2 und 1,5 im Vergleich zum vorherigen Experiment deutlich kleiner aus, was auf
eine langsamere Umsatzrate bei der Hydrierung der Doppelbindung gegeniiber der Drei-
fachbindung zuriickzufithren ist.[108, S.28][144, S.143] Dennoch belegen die Ergebnisse,
dass in beiden Reaktionsschritten die paarweise Addition des Parawasserstoffs erfolgreich
war und zu teilweise hohen Signalverstdrkungen fiihrte. Hier wurde jedoch, wie oben
beschrieben, insbesondere eine Verstirkung der °F-Signale angestrebt, die in spéteren
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Abbildung 4.22: Signalzuordnung in den F-Spektren von PFE3, PFE2 und PFE1.[14]

MR-Anwendungen breiter nutzbar ist. Zunéchst wurden zur Zuordnung der Fluorsigna-
le hochaufgeloste (thermische) Spektren aufgenommen, die in Abbildung 4.22 dargestellt
sind. Die Zuordnung der einzelnen °F-Signale erfolgte nach der Auswertung zusitzlich
aufgenommener YF¥F-COSY-Spektren (nicht abgebildet), wobei zu beriicksichtigen war,
dass die *J-Kopplungen im Fall linearer PFCs am groBten sind.[14, 145, 146] Die ermittel-
ten Zugehorigkeiten der Signale sind, analog zu der Notation in Abbildung 4.20, an den
jeweiligen Signalen vermerkt und sollen die Interpretation der PHIP-Spektren unterstiit-
zen. Im Folgenden wird die getroffene Notation zur Einordnung der Signale verwendet,
um die Signale der YF-Atome, die an der jeweiligen Position binden, zu beschreiben. Bei
individueller Betrachtung der Signale féllt auf, dass die Signale der einzelnen Gruppen ent-
lang der Molekiilkette auch unterschiedlich auf die Bindungsart zwischen dem ersten und
zweiten Kohlenstoff reagieren. Dabei ist der Effekt der Bindung auf die chemischen Ver-
schiebungen der Signale umso stéarker, je naher die zugehorige Gruppe dieser Bindung ist,
was naheliegt, da die Veranderungen der Elektronenverteilung im Molekiil durch die Bin-
dung natiirlich mit dem Abstand schnell abnimmt. Somit wirkt sich der elekronenziehende
Effekt der Mehrfachbindungen, der zu einer Entschirmung der F-Kerne, d.h. zu einer
Tieffeldverschiebung, fithrt, am stérksten auf die Kerne an Position 3 aus.[144, S.886] Am
Beispiel der direkt benachbarten CFo-Gruppe und der maximal entfernten CF3-Gruppe
wird dieses Verhalten besonders deutlich. Wéhrend die Signale von C3 (-99,1 ppm) zu
C3’ (-114,4ppm) und C3’ zu C3” (-117,8 ppm) wegen der abnehmenden Elektronendichte
zwischen den ersten Kohlenstoffatomen immer weiter hochfeldverschoben sind, erscheinen
die Signale von C8, C8 und C8” alle bei -82 ppm.

Um nun zu untersuchen, wie sich die PHIP unter den vorliegenden experimentellen Be-
dingungen, d.h. unter relativ langer Hydrierung und Verweilung im Erdmagnetfeld mit
anschlieender Messung im Hochfeld innerhalb des Molekiil verteilt respektive wie sich
der heteronukleare Transfer unter dem Zusammenspiel skalarer Kopplung und schwa-
cher chemischer Verschiebung gestaltet, wurden die obigen Messungen wiederholt und
entsprechende '“F-Spektren detektiert. Abbildung 4.23a zeigt die entsprechenden °F-
Spektren, die nach der Hydrierung von PFE3 aufgenommen wurden. Das kleine Signal
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(a) Oben: Das 'F-Spektrum nach der Hydrierung von PFE3 mit para-H
zeigt verstérkte, teilweise gegenphasige PHIP-Signale von PFE2 bei
-82 ppm, -114 ppm, -124,4 ppm und -127,1 ppm. Unten: thermisches
Spektrum.
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(b) Oben: Das YF-Spektrum nach der Hydrierung von PFE2 mit para-
H, zeigt verstirkte, teilweise gegenphasige PHIP-Signale von PFE1
bei -82 ppm, -117,8 ppm und -124,5ppm. Unten: thermisches Spek-
trum.

Abbildung 4.23: F-Spektren nach der Hydrierung von PFE3 und PFE2 mit para-Hs.[14]

bei -117,8 ppm zeigt wieder, dass der zweite Reaktionsschritt bereits einen kleinen Anteil
PFEL1 gebildet hat. Die, gegeniiber dem thermischen Spektrum verstarkten und teilweise
gegenphasigen Signale attestieren den Transfer der PHIP auf beinahe alle Fluoratome des
Molekiils. Lediglich die Signale bei -122.4 ppm und -123,7 ppm erscheinen auf den ersten
Blick etwas verschlechtert. Um die iibrigen Signale quantitativ zu bewerten, wurde die
Signalverstirkung berechnet. Dabei fithrt jedoch die, schon oben erwihnte, Uberlagerung
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der Produkt- und Eduktsignale der CF3-Gruppe dazu, dass (3.1) nicht direkt fir diese
Signale angewendet werden kann, da das SNR des Produktes nicht bestimmbar ist. Des-
halb wurde das Signal des Produktes aus dem bestimmbaren Signal von C3’ ermittelt,
da die Beziehung der Signalintegrale zwischen CF3-Gruppe und CFs-Gruppe trivial ist.
Ebenso wurde im néchsten Experiment unter Nutzung der Signale von C3” vorgegangen.
Die fiir die Inphasensignale ermittelten Signalverstarkungen betragen 11 bei -114 ppm
(C37), 15 bei -82,0ppm (C8&’), fir die gegenphasigen Signale wurden 26 bei -124,4 ppm
(C4’) und 3 bei -127,1 ppm (C7’) berechnet. Diese Resultate deuten bereits an, dass der
Polarisationstransfer innerhalb des Molekiils eine ungewo6hnlich hohe Signalverstarkung
auf der maximal entfernten CF3-Gruppe produziert. Diese Beobachtung ist, wie spéter
gezeigt wird, reproduzierbar. Da die Gruppe jedoch keine messbare skalare Kopplung zu
den Protonen des Parawasserstoffs besitzt, war dieser Transfer nicht zu erwarten.

Die nachfolgende Hydrierung von PFE2 mit Parawasserstoff fiihrte zu den YF-Spektren
in Abbildung 4.23b. Die teilweise gegenphasigen und verstéirkten Signale belegen auch bei
diesem Reaktionsschritt den Transfer der PHIP. Aus den Spektren wurden die Erhéhun-
gen der verstarkten Signale zu 10,5 bei -117,8 ppm (C3”) und 18,8 bei -82,0 ppm bestimmt.
Alle iibrigen Signale zeigten keine Signalverstiarkung. Auch hier fand ein beachtlicher Po-
larisationstransfer auf die endstandige CF3-Gruppe statt, der so nicht erwartet wurde.

4.4.3 Untersuchung des Polarisationstransfers in den verwendeten
Verbindungen

Der bemerkenswert hohe Transfer der PHIP auf die 'YF-Kerne der terminalen Gruppe
in PFE2 und PFE1, der in den Spektren 4.23a und 4.23b beobachtet wurde, ist fiir eine
spiatere Anwendungen in der MR-Bildgebung vorteilhaft. Da das Signal mit iiber 30 ppm
von den iibrigen Signalen gut separiert ist, sind bei dessen Nutzung keine Artefakte durch
die Signale der tibrigen F zu erwarten. Obwohl die Beobachtung demnach positiv zu
bewerten ist, soll die unerwartete Verteilung der Polarisation hier durch weitere Experi-
mente naher beleuchtet werden.

Im ersten Schritt wurde untersucht, ob starke Unterschiede in den Relaxationszeiten der
einzelnen Gruppen die Konzentration der Polarisation an der dritten und achten Position
verursacht. Bei der Groflie des Spinsystems ist die Annahme gerechtfertigt, dass die Hy-
perpolarisation mit den selben T}-Zeiten relaxiert, wie deren thermische Magnetisierung.
Daher wurden die longitudinalen Relaxationszeiten von PFE2 und PFE1, deren Ergebnis-
se in Abbildung 4.24 dargestellt sind, nach 3.3.3 durch Inversion Recovery-Experimente
ermittelt. Die bestimmten Relaxationszeiten liegen bei PFE2 zwischen 4,2 s und 5,4 s und
bei PFE1 zwischen 4,8 s und 6,6 s. Wie schon die Relaxationsverlaufe suggerieren, konnen
diese kleinen Unterschiede die besonders hohe Polarisation auf der terminalen Gruppe
nicht erkliaren. Zwar konnte man unter der unrealistischen Annahme, dass zum Startzeit-
punkt alle Gruppen die gleiche Polarisation haben, eine gewisse Ungleichverteilung zum
Zeitpunkt der Messung ableiten, diese wiirde aber dennoch nicht so ausgepragt sein, dass
nur noch die Gruppen 3 und 8 eine Hyperpolarisation aufweisen. Schlussfolgernd muss
ein Grofteil der initialen Polarisation auf die endstandige Gruppe tibertragen werden.
Da PFE3, PFE2 und PFE1 als langkettige semifluorierte Kohlenwasserstoffe struktur-
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Abbildung 4.24: Messung und Bestimmung der "F-T}-Zeiten von PFE2 und PFE1 mittels
Inversion Recovery.[14]

ahnlich zu einigen Fliissigkristallen sind, lag die Uberlegung nahe, dass die Molekiile ein
ahnliches Verhalten zeigen.[129, S.233] Hier kénnte eine Orientierungsordnung zur sys-
tematischen Annédherung der ersten und achten Gruppe verschiedener Molekiile fithren
und so einen intermolekularen Transfer der PHIP der angelagerten Protonen an einem
Molekiil auf die CF3-Gruppe eines zweiten Molekiils ermdglichen. Bedingt durch den sich
verdndernden mittleren Abstand der Molekiile sollte so eine intermolekulare Wechselwir-
kung konzentrationsabhéngig sein, weshalb die Erhohung der interessanten Signale von
PFE2 (C3’ und C8’) unter Variation der Startkonzentration an PFE3 gemessen wurde.
Die eingesetzten Proben wurden analog zu den vorherigen mit Aceton-dg und Katalysa-
tor 1 auf ein Gesamtvolumen von 2 ml angesetzt, enthielten aber zwischen 0,1 und 15 vol%
PFE3. Abbildung 4.25a zeigt, dass das Verhéltnis der Verstarkung der beobachteten Si-
gnale unabhangig von der verwendeten Konzentration ist. Vielmehr ist die Verstarkung
von C8 proportional zu der Verstarkung von C3’ und etwas mehr als doppelt so grof.
Daher muss auch der intermolekulare Polarisationstransfer iiber die geordnete Wechsel-
wirkung der Molekiile als unwahrscheinlich beurteilt werden. Dies wird zusétzlich durch
die Tatsache gestiitzt, dass so ein Transfer bei den vorliegenden Molekiilen auch einen
Transfer auf Gruppen des Eduktes zur Folge haben sollte, der ebenfalls nicht beobachtet
wurde. Trotzdem konnte der rdumliche Transfer der Polarisation von den addierten Pro-
tonen auf die terminalen '°F erfolgen, wenn die Molekiilkette eine entsprechende sterische
Konformation aufweist und sich zum Beispiel sehr stark kriimmt. Da derartige Konfor-
mationen abhangig vom Losungsmittel sind, wurden die Signalverstarkungen der beide
Signale zusétzlich unter Verwendung von weniger polaren Chloroform-d; untersucht.[147,
S.455ff.] Wie in Abbildung 4.25b deutlich wird, wurde das Verhalten durch den Einsatz
eines anderen Losungsmittels nicht verandert, weshalb im Folgenden die Untersuchung
intramolekularer Transfermechanismen fokussiert wurde.

Zur weiteren Aufkldrung des Transfers wurde PFE2 in Zusammenarbeit mit Dr. Markus
Plaumann auf PF¥F-NOEs untersucht. Die Aufnahme der YFYF-NOESY-Spektren von
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Abbildung 4.25: Signalverstiarkungen der Signale von C3’ und C8’ bei verschiedenen Losungs-
mitteln und Konzentrationen von PFE3.[14]

PFE2 und PFE1 unterstiitzten aulerdem die oben getroffenen Signalzuordnungen, da hier
die Signale der vicinalen Kopplungen (3J) am stirksten sind und somit eine Zusatzinfor-
mation bereitstellen.[145] Das in Abbildung 4.26 dargestellte FYF-NOESY-Spektrum
von PFE2 in Aceton-dg wurde mit einer Mischzeit von 4s und einer Relaxationspause
von 20s mit 2 Mittelungen aufgenommen. Im Spektrum sind im Wesentlichen zwei Grup-
pen mit der endstdandigen CF3-Gruppe C8 (-82,0 ppm) tiber Kreuzpeaks verkniipft, zum
einen C7’ bei -127.1 ppm und zum anderen C6’ bei -123.6 ppm. Dies belegt eine Wechsel-
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Abbildung 4.26: YFYF-NOESY-Spektrum von PFE2 in Aceton-dg und der vergréBerte Be-
reich von -112 ppm bis -129 ppm. Die Farben Rot und Blau geben die unter-
schiedliche Phasenlage der Signale wieder.[14]
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wirkung von YF-Atomen, die lediglich drei und vier Bindungen weit auseinanderliegen.
Eine Wechselwirkung von C8’ mit den 'F iiber fiinf Bindungen ist durch den kleineren
NOESY-Peak zu C5 bei -122.4 ppm reprasentiert. Die Betrachtung der Verkniipfungen
zu den YF-Atomen von C3’ (-114,4 ppm) zeigt ein dhnliches Verhalten. Auch hier sind
die Wechselwirkungen zu den '°F an C4’ bei 124.4ppm und an C5’ bei -122.4ppm am
starksten ausgepréigt und es existiert ein schwacherer Kreuzpeak zu C6’ bei -123.6 ppm.
Dabei fallt auf, dass die Signale zwischen C4’" und C5’ die gleiche Phase wie die Signale
auf der Diagonalen haben und die Peaks zwischen C4’ und C6’ eine gemischte Phase,
wahrend die Peaks von C5" und C7’ eine entgegengesetzte Phase zeigen, wie sie auch bei
Kohlenwasserstoffen zu finden sind. Zwischen C5" und C6’ sind keine Kreuzpeaks zu iden-
tifizieren. Die YF¥F-NOESY-Spektrum von PFE1 und PFE3 wurden mit den gleichen
Parametern aufgenommen, sind jedoch nicht abgebildet. Auch im Fall von PFE1 sind die
bereits beschrieben Peaks mit gemischter Phasenlage zwischen C4” und C6” zu finden. Im
Gegensatz zum Spektrum von PFE2 haben die Kreuzpeaks von C4/C5 und C4”/C5” nicht
die gleiche Phase wie die Diagonalsignale. Die beobachteten ungewohnlichen Mischphasen
einiger Kreuzpeaks wurden bisher nur durch Battiste et al. fiir die *F*F-NOESY-Signale
von zyklischen Verbindungen beschrieben.[146] Auch die untiblichen gleichphasigen Signa-
le (negativer NOE) wurden bereits in F¥F-NOESY-Experimenten beobachtet und in
der Literatur beschrieben, jedoch nicht interpretiert oder geklart.[148, 149] Als mogliche
Erklérungen wurden starke Kopplungseffekte oder eine kreuzkorrelierte Dipolanisotropie
der chemischen Verschiebung (,cross-correlated dipole chemical shifts anisotropy) auf-
gefithrt. Um die Ursache der gleichphasigen Kreuzpeaks weiter zu beleuchten, wurden
durch Variation der Mischzeit NOESY-Aufbaureihen von PFE2 in Aceton-dg gemessen.
Abbildung 4.27 zeigt exemplarisch die Kurven fiir die Kreuzpeaks zwischen C3’ und C5’
und zwischen C4’ und C5’. Die bereits oben beschrieben Kreuzpeaks, die eine NOESY-
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Abbildung 4.27: Die NOE-Aufbaureihen von PFE2 zeigen fiir die starke Wechselwirkung zwi-
schen C3’ und C5’ einen typischen Verlauf, der ab 2,8s in die Relaxation
iibergeht. Fiir den Kreuzpeak zwischen C4’ und C5’, der bereits eine unge-
wohnliche Phasenlage aufwies, ist nur der Anteil der Relaxation messbar.[14]
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4 Ergebnisse und Diskussion

typische Antiphase gegeniiber der Diagonalen aufweisen (z.B. C3’/C5’), zeigen auch in
der NOE-Aufbaureihe ein typisches Verhalten, d.h. der NOE baut sich zu Beginn auf bis
nach einem Maximum die Relaxation iberwiegt. Gleichzeitig zeigen die Kreuzpeaks mit
der ungewohnlichen gleichen Phasenlage (z.B. C4’/C5’) nur einen Abfall durch Relaxati-
on, was einen indirekten NOE als Erklarung ausschlief3t.

Des Weiteren sollte iiberpriift werden, wie sich die Polarisation in dhnlichen Molekiilen
mit abweichenden Kettenlangen verteilt. Hierzu erfolgte eine griindliche Substanzrecher-
che, wobei darauf geachtet wurde, dass die zu untersuchenden perfluorierten Substra-
te eine nicht allzu stark abweichende Kettenlinge im Vergleich zu PFE besaflen. Dabei
wurden (Perfluor-n-octyl)ethen und (Perfluor-n-butyl)ethen, deren Strukturen in Abbil-
dung 4.28 dargestellt sind, als mogliche Vorstufen identifiziert. Entsprechende Substanzen

H
H /\ F F F F F F F F
H F F F F F F F F
a) b)

Abbildung 4.28: a) (Perfluor-n-butyl)ethen und b) (Perfluor-n-octyl)ethen als Vorstufen zur
Untersuchung des Einflusses der Kettenldnge auf die Verteilung der Polari-
sation.

mit Dreifachbindung waren leider kommerziell nicht verfiighar. Daher wurden im Folgen-
den die Hydrierungen mit Parawasserstoff zu (Perfluor-n-octyl)ethan und zu (Perfluor-n-
butyl)ethan untersucht, wobei ebenfalls jeweils 0,2ml der Substanz in 1,8 ml Aceton-dg
gelost und Katalysator 1 verwendet wurde. Abbildung 4.29 zeigt Ergebnisse der Umset-
zung von (Perfluor-n-butyl)ethen zu (Perfluor-n-butyl)ethan. In dem 'H-Spektrum, das
direkt nach der Hydrierung detektiert wurde, sind typische PHIP-Signale des Produk-
tes bei 2,23ppm (CHy) und 1,13ppm (CHj) sichtbar, die gegentiber den Signalen im
thermischen Spektrum jedoch kaum verstérkt sind. Dennoch belegen die Signale die Um-
setzung der Doppelbindung mit Parawasserstoff zur Einfachbindung. Bei dem gemesse-
nen YF-Spektrum ist lediglich ein schwaches PHIP-Signal bei -127 ppm zu identifizieren,
das der CF5-Gruppe zuzuordnen ist, die der CF3-Gruppe benachbart ist. Das Produktsi-
gnal der CFo-Gruppe, die der CHo-Gruppe benachbart ist, liegt bei -117,2 ppm und zeigt
hier keine Verstarkung. Im Vergleich zu den Experimenten mit PFE2 und PFEL1 ist der
Einfluss der Hydrierung auf die chemische Verschiebung fiir das Signal dieser Gruppe
am grofiten. Die Produktsignale der CF3-Gruppe (-82,2 ppm) und der verbliebenen CF,-
Gruppe (-125,3ppm) sind von den Eduktsignalen tiberlagert und zeigen nur schwache
oder keine Verstdarkung. Auch hier dndert sich die chemische Verschiebung des Signals der
CF3-Gruppe durch die Hydrierung nicht messbar. Die schwachen PHIP-Signale erschwe-
ren klare Aussagen zur Verteilung der Polarisation im Molekiil. Dennoch féllt bei der
YF_Messung auf, dass die CFo-Gruppe neben der CH,-Gruppe keine Signalveranderung
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(a) Oben: Das 'H-Spektrum nach der Hydrierung von (Perfluor-n-
butyl)ethen mit para-Hs zeigt leicht verstdrkte PHIP-Signale von
(Perfluor-n-butyl)ethan bei 2,23 ppm und 1,13 ppm. Unten: thermi-
sches Spektrum.

J ) I
-80 -85 -90 -95 -100 -105 -110 -115 -120 -125 -130
ppm

(b) Oben: Das '9F-Spektrum nach der Hydrierung von (Perfluor-n-
butyl)ethen mit para-Hs zeigt keine signifikant verstiarkten Signa-
le. Lediglich das Signal bei -127 ppm weist ein schwaches, PHIP-
typisches Signalmuster auf. Unten: thermisches Spektrum.

Abbildung 4.29: 'H- und 'YF-Spektren nach der Hydrierung von (Perfluor-n-butyl)ethen mit
para-Ho.

erfahrt, wihrend die weiter entfernte CFo-Gruppe, die zur CF3-Gruppe benachbart ist
zumindest ein schwaches PHIP-Signal zeigt.

Die Ergebnisse der Umsetzung von (Perfluor-n-octyl)ethen zu (Perfluor-n-octyl)ethan sind
in Abbildung 4.30 dargestellt. Auch hier wird die Umsetzung durch die PHIP-Signale bei
des Produktes bei 2,25ppm (CHy) und 1,15ppm (CHj3) sicher belegt, wobei ebenfalls
kaum eine Verstarkung gegeniiber des thermischen Spektrums festzustellen ist. Wahrend-
dessen sind im gemessenen F-Spektrum keine PHIP-Signal sichtbar. Da das Signal bei
-117 ppm der CF3-benachbarten CF,-Gruppe zuzuordnen ist, kann jedoch auch hier eine
Umsetzung festgestellt werden. Es zeigt sich dennoch, dass das Signal der CF3-Gruppe
bei -82 ppm durch die Hydrierung keine Anderung der chemischen Verschiebung erfihrt.
Die, der CH,-Gruppe benachbarte CFo-Gruppe erfahrt hier erneut den grofiten Einfluss,
wobei sich die chemische Verschiebung um etwa 3 ppm verringert. Eine Aussage zur Ver-
teilung der Polarisation kann wegen der fehlenden PHIP-Signale nicht getroffen werden.
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(a) Oben: Das 'H-Spektrum nach der Hydrierung von (Perfluor-n-
octyl)ethen mit para-Hs zeigt leicht verstarkte PHIP-Signale von
(Perfluor-n-octyl)ethan bei 2,25 ppm und 1,15 ppm. Unten: thermi-
sches Spektrum.
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(b) Oben: Das '“F-Spektrum nach der Hydrierung von (Perfluor-n-
octyl)ethen mit para-Hy zeigt keine PHIP-Signale. Unten: thermi-
sches Spektrum.

Abbildung 4.30: 'H- und “F-Spektren nach der Hydrierung von (Perfluor-n-octyl)ethen mit
para-Ha.

Als mogliche Ursache sind verkiirzte Relaxationszeiten bei der groferen Kettenlinge zu
nennen.[60, S.145] Da die generierte Polarisation im Vergleich zu zuvor beschriebenen Ex-
perimenten bereits im 'H-Spektrum relativ schwach ist, muss davon ausgegangen werden,
dass die Polarisation fiir 1°F ebenfalls gering ist. Somit kénnte die schwache Polarisation
zum Zeitpunkt der Messung bereits vollstidndig zerfallen sein.

4.4.4 Diskussion

Insgesamt fallen die untersuchten semifluorierten Kohlenwasserstoffe durch ungewohnli-
ches Verhalten in mehreren Untersuchungsmethoden auf. Der unerwartete Transfer der
Polarisation konnte jedoch durch keines der durchgefithrten Experimente abschliefend
geklart werden. Dennoch sind intermolekulare Prozesse als untergeordnete Ursache ein-
zustufen, da weder Konzentration noch Losungsmittel einen Einfluss gezeigt haben. Des
Weiteren liegt nahe, dass sich die Polarisation entlang der Molekiilkette verteilt und nicht,

74



4.4 Semifluorierte Kohlenwasserstofle

durch eine z.B. gekrimmte Konformation, direkt auf die terminale CF3-Gruppe transfe-
riert wird. Dieser, gegeniiber nicht fluorierten Kohlenwasserstoffen, ungewoéhnliche Trans-
ferprozess scheint durch verdnderte Kopplungseigenschaften in PFCs begriindet zu sein.
So dominieren z.B. in COSY-Spektren nicht die 3J-, sondern die *J-Kopplungen oder
es zeigen sich Kopplungsartefakte und gemischte Phasenlagen in den aufgenommenen
NOESY-Spektren.[146, 150] Die Ursache fiir die verdnderten Eigenschaften ist dabei si-
cher in den durch die hohe Elektronegativitit von °F veranderten Elektronenverteilungen
in der Molekiilkette zu finden.[129] So scheinen Fernkopplungen und der Transfer tiber
sogenannte Spacer Spins den beobachteten Transfer zu verursachen.[79] Ebenso konnte
sich der Transfer durch Nullquantenkohérenzen vollziehen, die u.a. im Bereich sogenann-
ter Level-Anticrossings auftreten und die Polarisation iiber weite Distanzen innerhalb des
Molekiils ibertragen kénnen (Dr. Konstantin Ivanov, Vortrag und Diskussion bei WG3-
Treffen der EU-MPNS-COST Action TD1103 in Bad Hofgastein 2013). Hier konnte eine
theoretische Simulation des gesamten Spinsystems, das bei PFE2 16 Spins 1/2 umfasst,
unter Berticksichtigung aller Kopplungen einen tieferen Einblick ermoglichen. Eine Simu-
lation war jedoch in Anbetracht der Grofle des Spinsystems bei der verfiigharen Rechen-
leistung nicht realisierbar. Auflerdem waren die bendtigten Kopplungskonstanten nicht
vollstandig bekannt, wobei auch deren Ermittlung bei hoheren Feldstédrken das Problem
allerdings nicht endgiiltig l6sen muss.

Die Untersuchungen der Abhéngigkeit von der Kettenlange lielen durch die schwachen
oder ganz fehlenden PHIP-Signale in den F-Spektren von (Perfluor-n-butyl)ethan und
(Perfluor-n-octyl) (Abbildung 4.29a und 4.30a) keinen Trend bei der Verteilung der Po-
larisation erkennen. Dennoch koénnen einige Erkenntnisse abgeleitet werden. Zusammen
mit den Ergebnissen von PFE2 und PFE1 wird deutlich, dass die geringen Umsatzraten
bei der Hydrierung von Doppelbindungen nur eine schwache PHIP ermoglichen. Bei der
Verwendung entsprechender Vorstufen mit einer reaktiveren Dreifachbindung wéren somit
moglicherweise fundiertere Aussagen moglich. Abgesehen von der Polarisation zeigte sich
jedoch, dass das YF-Signal der CF3-Gruppe unabhingig von der Kettenlinge bei etwa
-82 ppm liegt und damit gut von den tibrigen Signalen separiert ist. Des Weiteren hat die
Hydrierung kaum einen Effekt auf die Lage dieser Signale. Der Einfluss der Bindung auf
die chemische Verschiebung der Signale der, der CHy direkt benachbarten CFy-Gruppe
liegt bei allen drei Kettenléngen bei etwa 2,7 ppm. In Bezug auf den Polarisationstransfer
bei PFE lasst sich feststellen, dass zumindest bei (Perfluor-n-butyl)ethan die Polarisation
einer weiter entfernten CFy-Gruppe beobachtet werden kann, die mindestens so stark ist,
wie die Polarisation der CFy-Gruppe, die mit der CHy-Gruppe verbunden ist.

Wie Dr. Alexey Kiryutin mitteilte, hatte die Arbeitsgruppe um Dr. Konstantin Ivanov
und Prof. Hans-Martin Vieth ebenfalls Probleme, ihre bisher erfolgreichen theoretischen
Vorhersagen fiir den Polarisationstransfer auf die Spinsysteme fluorierter Molekiile zu
iibertragen und in Deckung mit ihren Experimenten zu bringen. Die Defizite in der Be-
schreibung fluorierter Systeme in der gesamten NMR-Literatur zeigen, dass hier noch er-
heblicher Bedarf besteht, um die Optimierung des Transfers voranzutreiben. Daher sind
bereits Versuche geplant, die den Transfer unter Variation der Praparationsfeldstarke
und der Geschwindigkeit der Feldvariationen mit einem geeigneten Shuttle-Aufbau am
ITC Novosibirsk untersuchen sollen. Dennoch wurde erstmalig F-Hyperpolarisation in
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einem potentiell biokompatiblen Substrat erzeugt, das auflerdem strukturdhnlich zum kli-
nisch erprobten Perflubron ist.[129, S.265] Der dominante Transfer auf die endstdndige
CF3-Gruppe, deren Signal bei -82,0 ppm weit von den iibrigen Signalen getrennt liegt,
qualifiziert PFE2 insbesondere fiir Anwendungen in der MRT, da das Signal so isoliert
angeregt werden kann und keine CS-Artefakte zu befiirchten sind. Daher erfolgen im wei-
teren Verlauf der Arbeit erste Bildgebungsversuche mit *F-hyperpolarisiertem PFE2.
Der Vollstandigkeit halber muss noch festgestellt werden, dass die erwahnte Biokompa-
tibilitdt durch den Einsatz von Aceton als Losungsmittel aufgehoben wird. Experimente
in wassriger Losung oder Wasser/Alkohol-Gemischen scheiterten an der Loslichkeit des
Substrates oder der des Katalysators. Hier eroffnet sich allerdings ein interessanter Ansatz
zur Steigerung der Signalerhohung. Die Entwicklung eines Katalysator, der sich direkt in
den verwendeten PFCs lost, konnte die Notwendigkeit eines Losungsmittels abschaffen
und zugleich die hohe Gasaufnahmefihigkeit von PFCs nutzen.[129, S.181ff.] Die tibrigen
Verbesserungsmoglichkeiten bei der Durchfithrung der PHIP-Experimente wurden in den
vorhergehenden Abschnitten bereits diskutiert und gelten hier analog.

4.5 Fluorbildgebung mit PHIP-verstarkten Signalen

4.5.1 Aspekte bei der °F-Bildgebung mit PHIP-verstirkten Signalen

Neben den in 3.3.2 erwdhnten Problemen bei der Bildgebung hyperpolarisierter Substan-
zen, die vor allem den irreversiblen Zerfall der Startpolarisation betreffen, spielen noch
weitere praktische Aspekte eine wichtige Rolle. So resultieren aus hohen Signalverstér-
kungen in den spektroskopischen Untersuchungen nicht automatisch entsprechende Kon-
traststeigerungen in MR-Bildern.

An Tomographen ist die spektrale Auflosung niedriger als an NMR-Spektrometern, was
zur Uberlappung der gegenphasigen PHIP-Signale respektive zu deren Aufhebung fiih-
ren kann. Dies kann z.B. behoben werden, indem die generierte Spinordnung in echte
Magnetisierung (d.h. mit definierbarer Spintemperatur) tiberfithrt wird, so dass das Inte-
gral iiber die Signale nicht null ist. Eine derartige Uberfiihrung kann beispielsweise durch
eine schnelle Manipulation des externen Magnetfeldes (Field Cycling 2.3.5) realisiert wer-
den.[83]

AuBerdem konnen in der MRS die Signale nattirlicher Metabolite, oder in der MRT die
Hintergrundsignale aus dem Gewebe bei geringen Konzentrationen der hyperpolarisierten
Verbindung trotz der Signalverstiarkung weiterhin dominieren und das Signal der unter-
suchten Substanz tiberlagern. Hier existieren Ansétze, die PHIP-spezifische Signaldynamik
in eine Kontrastinformation zu tibersetzen.[36] Ein andere vielversprechende Méglichkeit
ist der Transfer der Hyperpolarisation auf solche Heterokerne, die in biologischen Sys-
temen nicht oder nur geringfiigig vorkommen. Zusatzlich kénnen Heterokerne neben der
Abwesenheit eines natiirlichen Hintergrunds auch Vorteile durch langere Relaxationszei-
ten bieten. Bisher wurde in diesem Zusammenhang insbesondere der Hyperpolarisations-
transfer auf 1*C fiir entsprechende Anwendungen etabliert.[37, 39, 151] Obwohl °F, wie
schon in 1.1 beschrieben, fiir biomedizinische MR-Anwendungen ein hohes Potential be-
sitzt, wurden bisher keine Versuche unternommen, hierfiir Hyperpolarisationstechniken
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zur Signalsteigerung einzusetzen. Daher steht in diesem Kapitel die erstmalige Nutzung
der PHIP zur Generierung von F-MR-Bildern im Mittelpunkt.

4.5.2 9F-Bildgebung mit 3-Fluorstyrol

Da die Erzeugung von F-hyperpolarisiertem 3-Fluorstyrol, wie in 4.1.3 beschrieben, zu-
verlassig funktioniert und das NMR-Spektrum nur ein Signal aufweist, wurden die ersten
heteronuklearen PHIP-Bildgebungsversuche mit diesem System durchgefithrt. Wegen der
schlechteren Homogenitéit und der kleineren Feldstéirke des Kleintiertomographen gegen-
iiber dem NMR-Spektrometer wurden zunichst einige F-Experimente ohne Ortskodie-
rung durchgefithrt, um die Reproduzierbarkeit der Vorversuche an diesem Gerat sicher-
zustellen. Im ersten Experiment (Abbildung 4.31 Mitte) wurde die Probe analog zu 4.1.3

—_— — A

-
( — PHIP mit Field Cycling

—PHIP ohne Field Cycling
—Thermisches Spektrum

-121 -1i9 -1i7 -1i5 -li3 -161 -169 -121 -1i9 -li7 -li5 -1i3 -lil -169
ppm ppm

Abbildung 4.31: Am Kleintiertomographen detektierte 'F-Spektren direkt nach der Hydrie-
rung zu 3-Fluorstyrol (Mitte), mit Field Cycling Schritt (unten) und mit
thermischer Polarisation (oben). Links sind die Realteile der phasenkorri-
gierten Spektren und rechts die Magnitudenspektren dargestellt.[83]

direkt nach der Hydrierung zu 3-Fluorstyrol in die Bohrung des Magneten verbracht um
anschlieflend das signalverstirkte F-Spektrum aufzunehmen. Das resultierende PHIP-
Signal ist genau wie in den Vorversuchen (Abbildung 4.4) durch eine entgegengesetzte
Phasenlage charakterisiert. Hier fithrt die relativ geringe Homogenitit des Tomographen
(die Linienbreiten lagen nach dem Shim bei etwa 30 - 40 Hz) bereits zur Reduktion der er-
zielbaren Signalintensitit, da die beschriebenen Phasenlagen eine teilweise Uberlappung
und Ausloschung zur Folge haben. Um dieses Problem gerade im Hinblick auf MRT-
Versuche zu beheben, wurde im Experiment ein Field Cylcling-Schritt (FC) eingefiigt.
Wie in dem Ablaufschema des Experimentes in Abbildung 4.32 zu sehen ist, wurde das
auBere Magnetfeld unmittelbar nach der Hydrierung diabatisch schnell abgeschirmt und
die Probe anschliefflend adiabatisch in das Detektionsfeld transportiert. Die Magnetfeld-
variation wurde durch das Einfiithren der Probe in den, in 3.1.3 beschrieben, Mu-Metall-
Zylinder realisiert, durch den eine Absenkung des Erdmagnetfeldes (=~ 50 xT) auf etwa
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Abbildung 4.32: Schematischer Ablauf der PHIP-Experimente mit 3-Fluorstyrol am Kleintier-

tomographen mit einem Field Cycling Schritt zur Optimierung der erzielten
YF-Polarisation. [83]

0,7 uT moglich ist. Durch die modifizierte Versuchsfithrung konnte das untere Spektrum
in Abbildung 4.31 generiert werden, in dem eine Phasenlage des °F-Signals des Produktes
dominiert. Gerade im Vergleich der fiir die Bildgebung aussagekraftigeren Magnituden-
spektren wird deutlich, dass das FC nicht nur die Phasenlage des Signals verbessert hat,
sondern auch die erzielte Signalintensitat deutlich hoher ist. Quantitativ liegt die Signal-
verstiarkung beim ersten Spektrum bei etwa 17, wobei der héhere Wert gegeniiber den
Vorversuchen durch das schwéichere thermische Signal bei 4,7T und die Streuung der er-
zielten SE bei der manuellen Versuchsfiihrung begriindet ist. Demgegeniiber ist in dem
Spektrum, das nach dem FC aufgenommen wurde (rot), die ermittelte Signalerh6hung
SE ~ 78, was einer Steigerung um einen Faktor 4,5 entspricht.

Dieses optimierte und verstirkte Signal sollte im Folgenden zur Aufnahme eines *F-MR-
Bildes genutzt werden, weshalb zur besseren Ausfillung der Spule eine etwas grofiere Pro-
be mit 2,5ml Aceton-dg, 0,3 ml 3-Fluorphenylacetylen und Katalysator 1 angesetzt wur-
de. Um die erzeugte Hyperpolarisation sinnvoll zu nutzen wurde zunéchst eine FLASH-
Sequenz mit einem Flipwinkel von ca. 5°, TR = 10ms, TE = 3,8 ms, einer Auflésung von
64x64 bei einer VoxelgroBe von 1,25x1,25x 15 mm?, einem Zero Filling von 2 und mit
10 Mittelungen je Bild eingesetzt, wobei die Aufnahme eines Bildes entsprechend 3,2
beanspruchte. Durch den kleinen Anregungswinkel konnte die hohe Anfangspolarisation
genutzt werden, um eine Zeitserie aufzunehmen. Diese, in Abbildung 4.33a gezeigte Reihe
von axialen Aufnahmen des Probenréhrchens verdeutlicht den grofien SNR-Gewinn zu
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4.5 Fluorbildgebung mit PHIP-verstirkten Signalen

Beginn der Messung. Gleichzeitig wird aber auch deutlich, warum bei MR-Anwendungen
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Abbildung 4.33: 'YF-Bildgebung mit hyperpolarisiertem 3-Fluorstyrol und einer FLASH-
Sequenz. Nach der Hydrierung der ungeséttigten Vorstufe und dem FC wurde
die Probe innerhalb von etwa 9s in den Tomographen transportiert und die
in a) gezeigten Bilder der gleichen Schicht nacheinander aufgenommen. Aus
den berechneten SNR der Einzelbilder ldsst sich eine Zerfallskonstante von
etwa 14s ermitteln (b).[83]

mit hyperpolarisierten Substanzen, im Gegensatz zu konventionellen MR-Techniken, lan-
ge Ty-Zeiten von Vorteil sind. Die qualitative Betrachtung der Bilder und das berechnete
SNR in Abbildung 4.33b zeigen, wie kurz das durch die Relaxation bedingte Zeitfenster
ist, in dem ein signifikanter Gewinn durch den Einsatz von PHIP zu erwarten ist. Trotz
der relativ langen Zerfallszeit von etwa 14 s hebt sich die Probe bereits nach etwa 40s
nicht mehr vom Hintergrund ab. Dennoch ist die signifikante Steigerung der Qualitét
der ¥F-MR-Aufnahme durch PHIP im Vergleich zur thermischen Polarisation evident.
Berticksichtigt man weiter, dass der Transport in den Tomographen ca. 9s in Anspruch
genommen hat, so kann durch eine riickwértige Extrapolation des abgetragenen SNRs,
welches zum Zeitpunkt der ersten Messung 52 betrug, geschlossen werden, dass initial ein
SNR von beinahe 100 moglich wéare. Da das Probengefafl im thermischen Bild nicht iden-
tifiziert werden kann, korrespondiert dieser Wert mit einer minimalen Signalsteigerung
von 100, die z.B. durch die Verwendung von fast reinem Parawasserstoff weiter gesteigert
werden konnte. Dies entspricht bereits 10000 Mittlungen oder einer theoretisch 100-fachen
Feldstarke.[152]

Alternativ zur Kleinwinkelanregung kam auflerdem eine Multispinechosequenz zum Ein-
satz, die nach einmaliger Anregung mit einem 90°-Puls alle benotigten Zeilen des k-Raums
durch die Spinechos mehrerer Refokussierungspulse auffiillt. Abbildung 4.34 zeigt zwei
Aufnahmen mit unterschiedlicher Schichtdicke die ebenfalls nach der Hydrierung mit Pa-
rawasserstoff und einem FC-Schritt detektiert wurden. Die Auflésung der Bilder betrégt
12864 bei einer Voxelgrofie von 0,625x0,625x15 bzw. 3mm?®. Durch die weitere Be-
schleunigung der Messung mit Zero Filling um den Faktor 2, geniigte ein RARE-Faktor
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Abbildung 4.34: YF-Bildgebungsversuche mit hyperpolarisiertem 3-Fluorstyrol unter Verwen-
dung einer RARE-Sequenz zur Kodierung der Bildinformation mit einer An-
regung, die die vollstdndige Hyperpolarisation verwendet.

von 32 bei TE = 14 ms und einer Aufnahmezeit von 466 ms zur Kodierung der Bildinforma-
tion. Zur Fillung des k-Raums wurden die Zeilen von der Mitte nach aulen geordnet auf-
genommen (Centric Encoding). Die Auswirkung der zentrischen k-Raum-Aufnahme und
des Zero Filling werden bei der Betrachtung der Rohdaten deutlich. Abbildung 4.35 zeigt
exemplarisch die Realteile der Rohdaten und des sortierten k-Raums sowie das aus dem
komplexwertigen k-Raum rekonstruierte *F-Bild der Messung aus Abbildung 4.34 oben
rechts. Bei der Aufnahme der Rohdaten wurden im vorliegenden Fall 32 Phasenkodier-
schritte vorgenommen, beginnend in der Mitte des k-Raums (kppase = 0,1, —1,2, =2, ...).
Die dabei detektierten, frequenzkodierten Signale wurden zunéchst sukzessiv in die Roh-
daten geschrieben, wobei die Spalten in Abbildung 4.35 der Frequenzkodierrichtung ent-
sprechen. Die negative Phasenlage des YF-PHIP-Signals, die schon in Abbildung 4.31
zu beobachten ist, fithrt auch im k-Raum zu negativen Werten (rot kodiert). Nach der
retrospektiven Sortierung der k-Raum-Zeilen nach aufsteigendem kpy s wurden die nicht
gemessenen 32 Spalten mit Nulleintragen aufgefiillt (Zero Filling). Dieses Vorgehen be-
schleunigte die Messung der 128 x64-Matrix um den Faktor 2, wobei nach Abbildung
4.35a keine wesentlichen Informationen abgeschnitten wurden. Der Realteil des gebilde-
ten k-Raums ist in Abbildung 4.35b dargestellt. Durch Fouriertransformation der kom-
plexwertigen Matrix und Betragsbildung erhédlt man Abbildung 4.35¢, welche dem zuvor
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Abbildung 4.35: Rohdaten der Y F-RARE-Messung aus Abbildung 4.34: a) zeigt exemplarisch
den Realteil der aufgezeichneten Rohdaten, b) den Realteil des sortierten
k-Raums mit Zero Filling und c¢) das aus dem komplexwertigen k-Raum
rekonstruierte Bild.

gezeigten Bild entspricht.

Im Vergleich zur Kleinwinkelanregung wird bei der RARE-Messung durch die anféngli-
che 90°-Anregung die gesamte Hyperpolarisation fiir die Aufnahme des k-Raums genutzt.
Nach der Messung relaxiert die Polarisation wieder auf den thermischen Gleichgewichts-
wert, der durch By gegeben ist. Somit koénnen ohne eine erneute Hyperpolarisation der
Probe nur noch thermische Bilder detektiert werden, die ein entsprechend geringes SNR
haben. Daher sind mehrere Mittelungen oder die Aufnahme eines zeitlichen Verlaufs wie
in Abbildung 4.33b nicht moéglich. Trotzdem zeigen die Aufnahmen, dass der Signalan-
stieg durch den Polarisationstransfer auf das Fluoratom auch in Bildgebungsverfahren
mit einmaliger Anregung eine gesteigerte Bildqualitat zur Folge hat und bei schwécher
konzentrierten Proben eine Lokalisation mittels MRT ermoglicht.

4.5.3 19F-Bildgebung mit semifluorierten Alkenen

Wie schon in 4.4 ausfithrlich beschrieben, stellen die untersuchten semifluorierten Koh-
lenwasserstoffverbindungen einen wichtigen Schritt zur Nutzbarkeit des PHIP-Effektes
in biologischen oder gar medizinischen Fragestellung dar, da sie eine hohe Strukturahn-
lichkeit zu kérpervertraglichen Substanzen haben und biologisch inert sind. AuBerdem
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wurde in den Spektren gezeigt, dass in PHIP-Experimenten mit PFE2 und PFE1 gera-
de das Signal der terminalen CF3-Gruppe vom Polarisationstransfer profitiert und eine
hohe Signalverstarkung erfahrt. Da dieses Signal mit tiber 30 ppm gegeniiber den iibri-
gen Signalen verschoben ist und im PHIP-Spektrum ohne zusatzliches FC als positives
Inphasensignal vorliegt, ist dessen Verwendung zur Erzeugung von YF-MR-Bildern iiber-
aus plausibel. Durch die beschriebene Isolation des Signals konnten bei den YF-RARE-
Bildgebungsexperimenten mit PFE2 relativ breitbandige Pulse mit 3 kHz mit akzepta-
blen Pulslangen von etwa 900 ms eingesetzt werden. Abbildung 4.36 zeigt, dass bei der

—— Spektrum mit 50kHz Anregung
----Frequenzspektrum Gauss-Puls
--=:- Halbwertsbreite 3kHz

— Spektrum mit 3kHz Anregung

i 1 1 1 1
60 N 3 - -100 -110 120 -130

Abbildung 4.36: Anregung des isolierten Signals von PFE2: Bei der Anregung mit einem ty-
pischen Breitbandpuls (50 kHz) sind im nicht ortsaufgelosten Spektrum auch
die Signale der CF2-Gruppen zu sehen (oben). Da das Signal der CF3-Gruppe
bei -82,0 ppm, die im PHIP-Experiment einen hohen Polarisationstransfer
erfahrt, gut separiert ist, kann dieses bereits durch einen 3 kHz-Puls hinrei-
chend selektiv angeregt werden (unten).

Aufnahme eines thermischen Spektrums einer Probe PFE2 mit einem 3 kHz-Gauss-Puls
die iibrigen Resonanzen, die bei der Verwendung eines iiblichen 50 kHz-Pulses noch im
Spektrum zu sehen sind, nicht angeregt werden. Durch diese Unterdriickung kénnen po-
tentielle CS-Artefakte bereits bei der Anregung zuverléssig ausgeschlossen und somit eine
hohe Aufnahmebandbreite von 50 kHz beziehungsweise eine kurze Aufnahmezeit unter ei-
ner halben Sekunde gewihrleistet werden. Eine entsprechende 'YF-RARE-Aufnahme des
PHIP-hyperpolarisierten PFE2 ist in Abbildung 4.37 dargestellt. Mit den beschriebenen
Gauss-Pulsen zur Anregung und zur Refokussierung wurde ein FOV von 80x40 mm? bei
einer Schichtdicke von 1 mm mit einer Auflésung von 128 x64 und TE = 14 ms in 465 ms
aufgenommen, wobei ein RARE-Faktor von 32 und ein Zero Filling von 2 bei zentrischer
k-Raum-Fiillung verwendet wurde.

Das so generierte Bild ist die erste F-Aufnahme einer biologisch kompatiblen und po-
tentiell relevanten, hyperpolarisierten Substanz. Die Vielzahl der besprochenen Optimie-
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4.5 Fluorbildgebung mit PHIP-verstirkten Signalen

Abbildung 4.37: Das YF-RARE-Bild von hyperpolarisiertem PFE2 (rechts) zeigt gegeniiber
der Aufnahme der thermisch polarisierten Probe eine deutliche Qualitéits-
steigerung. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass zur Detektion der Bilder das
Signal der CF3-Gruppe verwendet wurde, welches fiir Produkt und Edukt
die gleiche chemische Verschiebung zeigt. Da wéahrend der Hydrierung nur
ein Bruchteil des Eduktes umgesetzt wurde, ist das SNR der thermischen
Aufnahme durch das starke Eduktsignal kiinstlich erhoht.[14]

rungsmoglichkeiten zur Erhéhung der erzielten Signalverstérkung, wie z.B. der Einsatz
reinen Parawasserstoffs oder die Anwendung von Techniken zur Relaxationszeitverldnge-
rung sowie das Potential eines detailliert verstanden und optimierten Polarisationstrans-
fers zeigen, was fiir eine Bedeutung hyperpolarisierte semifluorierte Kohlenwasserstoffe als
Marker in der MRT entwickeln kénnen.

4.5.4 Diskussion

Wie schon eingangs (1.1) beschrieben, ist das Potential von Hyperpolarisationstechni-
ken bei der nicht invasiven Lokalisation von Markern oder Kontrastmitteln mit MR-
Techniken, wie MRT, MRS oder CSI gerade in Bezug auf Heterokerne als hoch einzustu-
fen. Hyperpolarisation bietet die Chance, eine geringe MR-Empfindlichkeit und niedrige
Konzentrationen angewendeter Kontrastmittel auszugleichen und so die Vorteile, wie z.B.
die Hintergrundfreiheit nutzbar zu machen. Dies wird durch eine Vielzahl publizierter
MR-Studien belegt, die hyperpolarisiertes *C beispielsweise als Kontrastmittel oder zur
Aufklarung metabolischer Informationen nutzen.[24, 37, 39, 57, 83, 110, 151, 153, 154]
Exemplarisch fiir diese Studien und als Grundlage der Bewertung der hier gezeigten F-
Bilder sind in Abbildung 4.38 die Resultate von Bhattacharya et al. und Golman et al.
dargestellt.[37, 39] In der hier vorgestellten Arbeit wurde erstmalig die '"F-Bildgebung
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(a) In vivo '3C-Angiographie einer Ratte unter Verwendung (b) In wivo '3C-3D-FIESTA-
von PHIP-hyperpolarisiertem Maleinsduredimethlyester Bild eines Rattengehirns
und einer ,single-shot* RARE-Sequenz.[37] mit PHIP-hyperpolarisier-

tem Succinat.[39]

Abbildung 4.38: Resultate der 3C-Bildgebungsexperimente mittels PHIP hyperpolarisierter
13C-angereicherter Verbindungen anderer Arbeitsgruppen

mit PHIP-hyperpolarisierten Substanzen etabliert, die eine signalgesteigerte und hinter-
grundfreie Darstellung ermoglicht. Die hier erzielten Signalverstarkungen liegen bei ein bis
zwei Grofenordnungen, die sich in einer signifikanten Steigerung der Bildqualitat wider-
spiegeln, welche durch die technisch limitierte Erhohung der Feldstarke nicht realisierbar
ist. Auch wenn bisher keine, mit den ¥*C-Studien vergleichbare, Ubertragung auf in vivo
Anwendungen erfolgte, zeigt dies dennoch, dass die PHIP eine hervorragende Methode ist,
um YF-MR-Anwendungen zu verbessern und zu erweitern. Als wesentliche Griinde fiir die
bisher nicht durchgefiihrten in vivo-Experimente sind die noch ungeloste Abtrennung des
toxischen Katalysators und die biologische Unvertréglichkeit des eingesetzten Losungsmit-
tels Aceton zu nennen. Diese Probleme wurden bei den publizierten *C-Untersuchungen
ebenfalls nicht gelost, was eine unmittelbare Schiadigung der untersuchten Tiere nach
sich zog. Dennoch wird in der Gegeniiberstellung mit den veroffentlichten *C-Arbeiten
deutlich, dass diese hohe Bildqualitaten aufzeigen. Zur richtigen Bewertung dieses Ver-
gleichs miissen jedoch einige Faktoren berticksichtigt werden. Nach bisherigem Kenntnis-
stand wurden in allen publizierten *C-MRT-Experimenten mit PHIP-hyperpolarisierten
Kontrastmitteln beinahe vollstindig 3C-angereicherte Substanzen eingesetzt. Dies fiihrt
bereits zu einer Signalsteigerung von etwa 100, wobei allerdings ein nicht zu vernachléssi-
gender Kostenaufwand entsteht. Des Weiteren fiithren die langen *C-Relaxationszeiten in
den Beispielen aus Abbildung 4.38 im Bereich von etwa einer Minute sowohl zu einer héhe-
ren initialen Polarisation als auch zu einem grofieren verbleibenden Signal zum Zeitpunkt
der Messung.[37, 39] Bei den hier untersuchten Substanzen sind die '“F-Relaxationszeiten
im Bereich von etwa 10s. Eine quantitative Gegeniiberstellung der erzielten Signalverstar-
kung ist aus mehreren Griinden bedauerlicherweise nicht méglich. So hangt die maximal
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erzielbare Signalverstarkung sowohl von der Vergleichsfeldstérke als auch vom gyroma-
gnetischen Faktor des Kerns ab, was zu latent hoheren Verstarkungsfaktoren von 3C bei
geringeren Feldstarken fithrt. Auflerdem hat die Berechnungsmethode, die hier konser-
vativ erfolgte, einen erheblichen Einfluss auf die ermittelten Verstdrkungsfaktoren. Dies
schrankt die Vergleichbarkeit mit anderen Verdffentlichungen sehr stark ein, da die Berech-
nung der Signalverstédrkung bzw. der Polarisation aus den gemessen Daten zumeist nicht
detailliert beschrieben wird oder der Wert génzlich ungenannt ist. Die Veroffentlichungen
zu 3C zeigen aber auch, dass zur Etablierung von biomedizinisch relevanten Anwendun-
gen noch viele Schritte nétig sind, und dass die ersten ortsaufgelosten F-Studien dieser
Arbeit ebenfalls zu optimieren sind.

Wie schon zuvor aufgefiihrt, ist sicher noch viel Potential in der Optimierung der Reak-
tionsbedingungen und des Polarisationstransfers enthalten. Eine Beschrankung auf die-
se Faktoren wére jedoch zu kurz gegriffen, da auch bei der Aufnahme der MR-Bilder
Verbesserungen moglich sind. Hier wurden in den letzten Jahren viele interessante Ent-
wicklungen vorangetrieben, die fiir Anwendungen mit hyperpolarisierten Substanzen préa-
destiniert sind. Neben den gingigen Verfahren wie FLASH und RARE oder FIESTA
und anderen SSFP-Sequenzen sowie Verfahren der parallelen Bildgebung (z.B. SENSE,
GRAPPA) wurden weitere Techniken entwickelt, die die Detektion der Bilder in kir-
zester Zeit ermoglichen und so die Verluste durch Relaxation minimieren.[39, 155, 156]
Hier sind insbesondere Verfahren wie UTE, ZTE, die teilweise zur Knochen- oder Zahn-
bildgebung eingesetzt werden oder sehr neue Methoden wie Compressed-SENSE, die die
Aufnahme durch stochastisches Auslassen von Datenpunkten weiter beschleunigen, zu
nennen.[157-159] Die genannten Techniken standen am verwendeten Tomographen nicht
zur Verfiigung. Trotzdem lasst sich sicher postulieren, dass die genannten Verfahren und
beschriebenen Ergebnisse zukiinftige, hyperpolarisationsbasierte Anwendungen stark vor-
antreiben werden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Diese Dissertation umfasst den Aufbau der fir PHIP-Experimente notwendigen Mess-
apparaturen (para-Ha-Anreicherungsanlage, NMR-Spektrometer, etc.) sowie an diesen
durchgefiithrte und analysierte Experimente, welche zu zahlreichen neuen Erkenntnissen
und erstmalig hyperpolarisierten Substanzklassen fithrten. Des Weiteren erfolgten Bild-
gebungsexperimente an hyperpolarisierten Verbindungen in Zusammenarbeit mit dem
Leibniz-Institut fiir Neurobiologie Magdeburg, wobei die gewonnene Signalverstarkung
zum ersten Mal fiir die 1°F-Bildgebung ausgenutzt wurde.

Die Arbeiten erfolgten innerhalb eines grofieren Projektes. Die eigenstandigen Schwer-
punkte betrafen zunachst allgemein die Entwicklung und Systematisierung der appa-
rativen Messablaufe und der Datenauswertung. Im FEinzelnen betraf dies die Systema-
tisierung der Protonierung bei der Hyperpolarisation der Aminocarbonsauren und die
retrograde Abschétzung der initialen Hyperpolarisation bei Ethanol und perfluorierten
Alkenen/Alkanen (PFC) wobei bei letzterem eine systematische Bestimmung der 7}-
Relaxationszeiten erforderlich war. Des Weiteren wurde bei den PFC der intermolekulare
Hyperpolarisationstransfer durch Untersuchung der Abhéangigkeit von Losungsmittel und
Konzentration sowie von der Kettenlange untersucht. Der zweite eigenstindige Schwer-
punkt war die Etablierung und Optimierung der Bildgebung.

Wie bereits beschrieben, wurde zunéchst die NMR-Infrastruktur im Labor etabliert und
zeitgleich die Anreicherungsanlage, welche zur Erhohung des Parawasserstoffanteils im
Gasgemisch dient aufgebaut. Das experimentelle System wurde durch die erfolgreiche Er-
zeugung und Detektion der PHIP in den etablierten Substanzen Acrylsduremethylester,
Styrol und 3-Fluorstyrol validiert. Die dabei erzielten Signalverstiarkungen liegen zwischen
10 und 400 und sind demnach vergleichbar mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen.
Auch der qualitative Vergleich der Spektren belegt eine Reproduktion der Versuche ver-
offentlichter Studien.

Wiéhrenddessen erfolgten in enger Kooperation mit Dr. Ute Bommerich (LIN Magdeburg)
bereits erste 'H- und F-Experimente mit thermischer Polarisation und mit PHIP am
4,7'T Kleintiertomographen. Diese Versuche miindeten in der erstmaligen Erzeugung ei-
nes signalgesteigerten 1YF-MR-Bildes von PHIP-hyperpolarisiertem 3-Fluorstyrol. Hierbei
wurde eine schnelle Variation des Magnetfeldes (Field Cycling) genutzt, um eine Netto-
polarisation zu erzeugen und so ein reines Inphasensignal fiir die Bildgebung zu erhalten.
Dadurch konnte eine Erhohung des SNR um zwei Gréfenordnungen erzielt und aulerdem
die Abnahme der Hyperpolarisation durch die Aufnahme mehrerer Einzelbilder zeitlich
dokumentiert werden. Im weiteren Vorgehen wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Ute
Bommerich verschiedene, biologisch relevante Zielsubstanzen identifiziert, die bisher nicht
untersucht wurden oder nicht erfolgreich hyperpolarisiert werden konnten und Strategien
zur Anwendung der PHIP entwickelt.
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte so zum ersten Mal Ethanol mit der PHIP hyperpolari-
siert werden. Da die ungesattigte Vorstufe instabil ist, wurde ein Konzept entwickelt, das
eine Stabilisierung dieser Vorstufe in einem Ester, dessen Hydrierung und eine abschlie-
Bende Hydrolyse zur Abspaltung des hyperpolarisierten Ethanols umfasst. So konnte eine
Signalverstarkung von 4 erzielt werden, die sich nach Abschatzung der experimentellen
Verluste auf eine erreichbare Uberhéhung von mindesten 46 zuriick extrapolieren ldsst.
Das vorgestellte Konzept erschlieit eine Stoffklasse fiir die Anwendung der PHIP die auch
andere biologisch relevante Verbindungen, wie z.B. Malat und Glukose beinhaltet.

In weiteren Experimenten erfolgte die Hyperpolarisation einiger wichtiger Aminocarbon-
séduren in wassriger Losung mittels der PHIP. Dabei wurde die kompetitive Koordinierung
der Carboxygruppe am Katalysator, die zuvor die Hydrierung und so die Anwendung
der PHIP verhinderte, durch eine addquate Absenkung des pH-Wertes behoben. Dieser
Ansatz der Protonierung erlaubte die Hydrierung der Probe mit para-Hy ohne weitere
Schutzgruppen, so dass erstmalig Allylglycin, Vigabatrin und GABA direkt mit PHIP
polarisiert werden konnten. Durch die Aufnahme der Titrationskurve kann die Protonie-
rung leicht iberwacht werden, weshalb das Konzept leicht auf andere Aminocarbonsduren
iibertragbar ist.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde der Schwerpunkt starker auf die Hyperpolarisati-
on fluorierter Molekiile gelegt. Die gut dokumentierten Untersuchungen von Perflubron
fihrten zur Auswahl der semifluorierten Kohlenwasserstoffe: (Perfluor-n-hexyl)ethen und
(Perfluor-n-hexyl)ethan als Zielstrukturen, da diese eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zu
PFOB besitzen. Durch die PHIP konnten in den 'H-Spektren Signalverstirkungen bis
zu 139 und in den F-Spektren bis zu 26 erreicht werden. Dabei wurde ein gut repro-
duzierbarer Transfer der Polarisation auf die endsténdige CF3-Gruppe festgestellt, der
nicht erwartet wurde, da keine messbare Kopplung zu den addierten Protonen besteht.
Im weiteren Verlauf wurde dieser Transfer ausfiihrlich untersucht, konnte jedoch nicht
abschliefend aufgeklart werden. Hier konnten intermolekulare Wechselwirkungen, welche
z.B. durch eine geordnete Orientierung der Molekiile vorliegen kénnen als Ursache wider-
legt werden. Intramolekulare Prozesse, wie eine raumliche Anndherung der Molekiilenden
durch Konformationsidnderungen sind ebenso wie der Transfer durch einen NOE-Effekt
nach umfangreichen Experimenten auszuschliefen. Dennoch fiihrt der gefundene Transfer
zu einer hohen Signalverstirkung eines im Spektrum gut separierten °F-Signals, welches
hervorragend fiir MRT-Experimente genutzt werden konnte. So wurden erstmalig signal-
verstiarkte 1YF-MR-Bilder einer, mittels der PHIP hyperpolarisierten, potentiell biologisch
vertriglichen und relevanten Substanz generiert.

Fir die zukiinftige Bearbeitung der hier behandelten Fragestellungen und gerade mit
Hinblick auf in vivo-Anwendungen der PHIP lassen sich aus dieser Arbeit einige Maf3-
nahmen ableiten, die zu moglichst hohen nutzbaren Signalverstarkungen fiihren sollten.
Zunéchst ist eine hohere Anreicherung des Parawasserstoffanteils sinnvoll. Aufbauten, die
mit Temperaturen fliissigen Heliums arbeiten, liefern bis zu 97% para-H,, was bereits ei-
ne Erhéhung der Signalverstarkung um einen Faktor von etwa drei entspricht. Weiterhin
sollte der Versuchsablauf automatisiert werden, um zum einen eine schnellere Versuchs-
fithrung zu ermoglichen und zum anderen die Reproduzierbarkeit zu erhohen. Durch einen
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beschleunigten Ablauf sollten die Relaxationsverluste minimiert und zusétzliche Reakti-
onsschritte ermoglicht werden, so dass die vorgestellten Konzepte hohere Polarisationen
liefern konnen. Die Reproduzierbarkeit mit einem entsprechenden Aufbau wiirde systema-
tische Untersuchungen der Einfliisse von Reaktionsbedingungen wie z.B. Temperatur und
Druck oder die Wirkung zusétzlicher Magnetfelder auf die Polarisation oder das Rela-
xationsverhalten erlauben und deren Optimierung erméglichen. Des Weiteren kénnten in
einem derartigen Aufbau Techniken fiir den gezielten Transfer der PHIP auf Heterokerne
integriert werden, die zu deutlich hoheren Signalverstérkungen fithren. Die Bildgebung
hyperpolarisierter Substanzen erfordert weiterhin eine substanzspezifische Auswahl und
Optimierung. So kénnten parallele Bildgebungstechniken oder andere beschleunigte Ver-
fahren zur Aufnahme des k-Raums einen hoheren Nutzen aus der initialen Polarisation
ziehen, bevor diese wieder zum thermischen Gleichgewichtswert zerfallt.

Abschlieflend kann unter Berticksichtigung der neu erschlossen Substanzklassen, wie den
Aminocarbonsiduren und den fluorierten Systemen und mit Hinblick auf das hohe Opti-
mierungspotential eine positive Prognose abgegeben werden, in welchem Mafle die PHIP
in Zukunft zur Realisierung metabolischer und molekularer Bildgebung eingesetzt werden
kann. Auch wenn fiir einen breiten klinischen Einsatz noch elementare Schritte notwendig
sind, sollte die PHIP bald ein Instrument in der biomedizinischen Forschung darstellen, wo
sie z.B. zur Aufklarung der Wirkmechanismen bestimmter Substanzen von hohem Nutzen
ware.
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