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1. Einleitung

1 Einleitung

Seit der Entdeckung der Rontgenstrahlen von W. C. Réntgen im Jahr 1895™, sind nicht-
invasive, bildgebende Verfahren zu einem der wichtigsten Instrumente der medizinischen
Forschung und Diagnostik geworden und ihre Entwicklung und Optimierung bildet ein
breites, interdisziplindres Forschungsfeld. Neben dem technischen Fortschritt, spielt dabei die
Entwicklung von Kontrastmitteln, die eine differenzierte, intelligente und korpervertragliche

Bildgebung ermdglichen, eine zentrale Rolle.

Eines der schonendsten und aufgrund seiner vergleichbar 6konomischen Verfiigbarkeit® am
weitesten verbreiteten Verfahren ist die Sonographie, welche zur Bildgebung auf Ultraschall-
Echos basiert und von Kontrastmitteln weitgehend unabhédngig ist. Dennoch kénnen fiir Un-

1,2,3

tersuchungen von Kappilar-Blutgefiken Nanopartikel, Emulsionen oder Gasblasen™** als

kontrastverstarkendes Medium genutzt werden.

Als Weiterentwicklung der rontgendiagnostischen Verfahren, bietet die Computer-Tomogra-
phie (X-ray computed tomography; CT) die Moglichkeit, durch Computer gestiitzte Messun-
gen, dreidimensionale Abbildungen des Korperinnenraumes zu erzeugen. Obwohl bei diesem
Verfahren in den meisten Féllen auf Kontrastmittel verzichtet wird, konnen zur Diagnostik
kontrastverstirkende Substanzen, wie Jod“*®, Schwermetalle”®° oder Edelgase'” in Form
von Elementen, molekularen Verbindungen oder Nanopartikeln" eingesetzt werden. Durch
ihre Rontgenstrahl absorbierende Wirkung, ermoglichen sie eine bessere Differenzierung von

Gewebe, das mit ihnen angereichert ist.

Die Positronen-Emmisions-Tomographie (positron-emmision-tomography; PET) basiert auf
der Detektion von Gamma-Strahlung, welche als Folge von Kollisionen zwischen Elektronen
und als Zerfallsprodukt radioaktiver Kerne anfallenden Positronen entstehen”'”. Obwohl
zahlreiche Kerne passende Eigenschaften aufweisen, haben sich im PET-Verfahren haupt-
sichlich '®F-haltige Derivate etabliert™"!. Solche, mit radioaktivem Fluor angereicherten Kon-
trastmittel, werden hiufig auch in Kombination mit CT"!- oder MRT"?-Verfahren eingesetzt,
wodurch eine komplementére Informationsgewinnung erreicht werden kann.

Die Magnetresonanztomographie (magnetic resonance imaging, MRT bzw. MRI) hat etwa zur

selben Zeit, wie die Computer Tomographie in den 1970er Jahren, im klinischen Bereich



1. Einleitung

Einzug gefunden, war dieser jedoch, trotz der qualitativ hochwertigen Bildgebung, bei der
Differenzierung pathologischer Verdnderungen des Korpers unterlegen*'¥), Thre rasche Ent-
wicklung verdankt die, auf Kernresonanz basierende Methode vor allem dem Aufkommen pa-
ramagnetischer Kontrastmittel, die in der Lage sind, Relaxationszeiten korpereigener Wasser-
protonen stark herabzusetzen und dadurch einen hohen Kontrast zu langsamer relaxierenden

Protonen zu erzeugen'',

Zu den ersten MRT-Kontrastmitteln, die seit ihrer Zulassung im Jahr 1988 bis heute, in der
klinischen Diagnostik breite Anwendung finden, zihlen Gadolinium-Komplexe!". Die An-
fangs nur aus offenen oder cyclischen Amin-Derivaten bestehenden Liganden, haben einen
Forschungszweig eroffnet, dessen Fokus auf der Darstellung selektiver und fiir physiologische
Prozesse, sowie pathologische Gewebeverdnderungen empfindlicher Systeme liegt. Dies hat
die Entwicklung von Temperatur"*- und pH-sensitiven™, sowie substanzspezifischen!®!"®
Kontrastmittel und die Optimierung der Relaxationsaktivitit**! der Komplexe selbst ermog-

licht.

Zu den grofiten Nachteilen der MRT-Bildgebung zéhlt jedoch bis heute, die geringe Empfind-
lichkeit auf Kernresonanz basierender Verfahren. Um diese physikalischen Einschrankungen
zu iiberwinden, wird die Steigerung der lokalen Konzentration relaxierender Einheiten durch
Immobilisierung auf Nanopartikeln®' und Dendrimeren'®?, dem Einsatz von Mizellen® und

n?42>2%! yntersucht.

weiteren Verfahre
Dariiber hinaus hat in den letzten Jahren der Effekt der Hyperpolarisation”” als alternative
Methode zur Steigerung der Signalintensitdt bei der MRT-Bildgebung zunehmendes Interesse
in der Forschung gewonnen”®**!, Ziel dieser Arbeit soll es sein, einen Beitrag zur Untersu-
chung von Kontrastmitteln zu liefern, welche die Vorteile von Immobilisierung und Hyperpo-

larisation vereinen.
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2 Allgemeiner Teil

2.1 Kernresonanz-Spektroskopie - NMR

Zahlreiche Elemente, deren Kerne eine ungerade Anzahl an Potonen und/oder Neutronen
besitzen, verfiigen iiber ein eigenes magnetisches Moment p. Halten sich solche Kerne in
einem homogenen Magnetfeld B, auf, erfahren ihre Kernspin-Energieniveaus eine Aufspal-
tung in 2I+1 energetische Eigenzustdnde (Zeeman-Effekt); wobei I die Kernspin-Quantenzahl
der jeweiligen Kerne ist. Dies ist die Grundlage fiir die Kernspin-Resonanz-Spektroskopie

(Nuclear Magnetic Rezonance Spectroskopy; NMR).

Bei der Durchfiihrung von NMR-Experimenten werden, durch die Absorption von Energie
vom Betrag AE, gemiB der Resonanzbedingung®!, Kernspins vom Grundzustand in héhere
Energieniveaus angeregt. Die Anzahl der Energieniveaus wird durch die Kernspin-
Quantenzahl I und die magnetische Quantenzahl m festgelegt, welche die Werte -m, -m+1,
..., m-1, bis m annehmen kann. Unter Normalbedingungen wird die Besetzung der jeweiligen

energetischen Eigenzustinde durch die Boltzmann-Verteilung beschrieben®™.

Nach ihrer Anregung relaxieren die Kerne durch Abgabe der Anregungsenergie, in ihren
energetischen Grundzustand zuriick. Dabei beschreibt die Spin-Gitter (Longitudinale-) Rela-
xation die Abgabe von Energie in Form von Warme auf die Umgebung (das ,Gitter‘) mit der
longitudinalen Relaxationszeit T;'*). Die Spin-Spin (Transversale-) Relaxationszeit T, hin-
gegen, geht auf die Verteilung von Energie durch Wechselwirkungsprozesse der magne-
tischen Momente der Kerne untereinander zuriick®. Zusitzlich wird die Relaxationszeit T,*

durch lokale Magnetfeld-Inhomogenititen beeinflusst™".

2.2 Magnetresonanz Tomographie - MRT

Die Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT), bzw. Magnetic Resonance Imaging (MRI)
basiert auf den bereits angefiihrten physikalischen Grundlagen der NMR-Spektroskopie®”.,
Als Signal gebendes Medium fiir die Untersuchung des menschlichen Koérpers, werden haupt-
sdchlich die Protonen von frei beweglichem Wasser genutzt, bei denen es sich um NMR-

aktive Spin-% Kerne handelt.
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Physiologische Informationen werden dabei durch die Differenz der Signalintensitdt benach-
barter Gewebearten gewonnen, deren Wasserkonzentration und deren Einfluss auf das Relaxa-
tionsverhalten der Protonen unterschiedlich sind. Dartiiber hinaus kénnen die Kontraste zwi-
schen benachbartem Gewebe, mit T;- bzw. T>-gewichteten Messmethoden und der Wahl des

geeigneten Pulsprogrammes, selektiv hervorgehoben werden'®',

Zur Erzeugung einer dreidimensionalen Projektion der physiologischen Informationen, miis-
sen die Signale auch eine rdumlich spezifische Information enthalten. Hierzu macht man sich
den Effekt zu Nutze, dass die Larmor-Frequenz von Protonen von der Magnetfeldstdrke ab-
hdngig ist.

Indem zusétzlich zum statischen Magnetfeld By ein raumlich definierter Magnetfeld-Gradient

in allen drei Raumrichtungen anlegt wird (siehe Formel {2.1}),

B(r)=B,+G,r mit r=|y {2.1}
z

weisen die Protonen entsprechend der lokalen Feldstdrke eine spezifische Larmor-Frequenz

auf®;

v, (r)==L-B(r) (2.2}

Durch den Feldgradienten in z-Richtung, die beim MRT entlang des Koérpers definiert wird,
kann je nach Stirke des Gradienten und Frequenzbandbreite des eingesetzten RF-Pulses, ein
Bereich mit variabler Dicke erzeugt werden, in dem die Protonen angeregt werden (siehe

Abb. 2.1).

Wird nach der Anregung fiir eine definierte Zeit ein Gradient in y-Richtung angelegt, prdz-
edieren die Kerne proportional zur lokalen Feldstdrke schneller oder langsamer und erhalten
so ebenfalls die ortsabhdngige Eigenschaft einer Phasenkodierung.

Ein zusatzlicher Feldgradient in x-Richtung bewirkt schlieflich auch einen graduellen Abfall

der Larmor-Frequenz entlang der x-Koordinate. Wird nun das MR-Signal aufgenommen,
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erhdlt man entlang des Gradienten in x-Richtung kein einheitliches Signal, sondern ein

Frequenz-Spektrum, das die entsprechenden rdumlichen Informationen tragt'®!.,

y-Koordinate

L'
B >
x-Koordinate

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der rdumlichen Schicht-, Phasen- und Frequenzko-
dierung von MR-Signalen im Kérper durch Magnetfeld-Gradienten

Mit dieser Methode konnen jedem Volumenelement, dem sogenannten Voxel, spezifische
Informationen (siehe Kapitel 2.3) zugeordnet und iiber zwei-, sowie dreidimensionale Four-

ier-Transformationen in Bilddaten umgerechnet werden.

2.3 MRT-Kontrastmittel

Durch die gewebespezifischen Eigenschaften der Wasserprotonen und mit Hilfe der Feld-
gradienten konnen sowohl physiologische, als auch rdumliche Informationen gewonnen wer-
den. Allerdings bleibt der Kontrast zwischen benachbarten Gewebearten durch die geringen
Unterschiede ihrer Relaxationszeiten eingeschrankt. Neben dem Signal-zu-Rausch Verhdltnis
(Signal-to-Noise-Ratio, SNR), das durch zahlreiche Faktoren, wie die Magnetfeldstdrke, an-

geregte Schichtdicke, Anzahl der Messungen, etc. beeinflusst wird®", stellen die geringe
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Empfindlichkeit der Protonen, sowie deren Relaxationszeiten eine maligebliche Beschrankung

der Signalintensitdt dar, was sich ebenfalls negativ auf die Messzeit auswirken kann.

Um die Signalintensitét zu steigern und zusétzliche Informationsinhalte iiber vitale Prozesse,
sowie gewebespezifische Merkmale zu gewinnen, werden bei iiber 30 % der MRT-Messun-
gen'"” Kontrastmitteln eingesetzt. Diese koénnen sich, je nach ihren Eigenschaften und der
Messmethode, auf die Relaxationszeiten, die lokalen Feldstdrken, die Protonendichte pro

Voxel oder die Larmor-Frequenz auswirken®" und dadurch Bildkontraste férdern.

2.3.1 Relaxation steuernde Kontrastmittel

Substanzen, die sich auf die Relaxationszeiten von Protonen auswirkten, zdhlen zu der am
weitesten verbreiteten und am ldngsten eingesetzten Kontrastmittel-Klasse. Dabei dient die
Relaxivitdt — eine Zeitkonstante, die sich aus dem Reziproken der Relaxationszeiten ergibt —
als MaR fiir ihre Signalwirkung'®®'. Sie gibt an, um welche Rate die Relaxation einer wissrigen
Kontrastmittellosung im Verglich zu kontrastmittelfreiem Wasser ansteigt und ist auf eine

Konzentration von 1 M bei 20 °C normiert!>-34%!,

Zu den ersten klinisch zugelassenen Kontrastmitteln dieser Art zdhlen Gadolinium-Komplexe,
mit Derivaten offener oder ringférmiger Amin-Liganden****8! (siehe Abb. 2). Thre Wirkung
basiert auf den paramagnetischen Eigenschaften von Gadolinium-III Ionen, deren, von sieben
ungepaarten Elektronen hervorgerufenes Dipol-Moment in Wechselwirkung mit umliegenden

Wassermolekiilen tritt und die Relaxation ihrer Protonen um ein Vielfaches beschleunigt™?.

& 0. _0 . 0 0
o 0" N
Gd " 0 G
0 0
L
0:<7
o = 0 0" 0
GD-DOTA GD-DTPA

Abb. 2.2: Klinisch eingesetzte Gadolinium basierte MRT-Kontrastmittel
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Im Verlauf ihrer raschen Weiterentwicklung sind sowohl die Metallzentren, als auch die Li-
gand-Systeme der Kontrastmittel variiert und optimiert worden, um die Signalintensitdt durch
Erhohung der Relaxivitdt zu steigern und zusétzliche funktionelle Informationen gewinnen zu
konnen. Unter den paramagnetischen Metallen, wie Chrom(III)*”, Europium(III)*"! oder Dys-
prosium(II1)"*!" haben sich in der klinischen Diagnostik, neben Gadolinium-, vor allem Man-

3442431 durchgesetzt, da sie ebenfalls ein vergleichsweise hohes magnetisches

gankomplexe'
Dipolmoment haben® und durch ihre Redox-Eigenschaften auch als Redox sensitive Kon-
trastmittel eingesetzt werden kénnen™*.

Obwohl sich Eisen nicht als paramagnetisches Zentralatom fiir Chelat-Komplexe etablieren

4546471 olg

konnte, wird es in Form von ,superparamagnetischen® Eisenoxid-Nanopartikeln'
MRT-Kontrastmittel eingesetzt. Auch Gadolinium-"***! und Manganoxid-Nanopartikel™**!!

stehen im Zentrum zahlreicher Untersuchungen.

Waihrend die Optimierung von Kontrastmitteln durch Variation ihrer Metallzentren jedoch auf
eine geringe Auswahl beschrankt bleibt, bietet die Funktionalisierung der Ligandsysteme ein
breites Spektrum an Optimierungsmoglichkeiten fiir aktive und selektive Kontrastmittel. So
konnen bifunktionelle Ligand-Systeme sowohl iiber einen chelatisierenden Teil zum Transport
paramagnetischer Metalle, als auch eine Bindungs-Funktion fiir spezifische Molekiile oder
funktionelle Gruppen verfiigen und dadurch als Marker fiir Metabolismus-Produkte, Enzyme
und Proteine dienen™*>*>*%,

Des Weiteren konnen Komplexe mit geeigneten funktionellen Gruppen zur Untersuchung von
spezifischen physiologischen Eigenschaften, wie Temperatur, pH-Wert, Redox-Verhalten und

der Ionenkonzentration genutzt werden!**>®,

2.3.2 NMR-aktive Kontrastmittel

Neben Substanzen, die sich auf die Relaxationszeiten von korpereigenem Wasser oder auf die
Wasser-Konzentration in spezifischen Gewebearten auswirken™ und damit nur indirekten
Einfluss auf die Signalintensitdt haben, konnen bei MRT-Untersuchungen ebenfalls Kontrast-
mittel mit NMR-aktiven Kernen eingesetzt werden, die dadurch selbst als signalgebendes

Medium dienen. Hierbei haben sich in erster Linie °F haltige Verbindungen etabliert und ein

[58] [59]

breites Forschungsfeld zur Untersuchung von molekularen Substanzen™, Polymeren™”,

sowie Hybrid-Materialien'®” er6ffnet.
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Eine weitere Alternative stellen hyperpolarisierte Verbindungen und Elemente dar. Diese kén-
nen sowohl direkt fiir Messungen genutzt, als auch als physiologisch aktive MR-Marker ver-
wendet werden.

Hyperpolarisierte Gase, wie Helium (*He), Krypton (*Kr) oder Xenon (**Xe)®" werden zur
MRT-Untersuchung von Koérperhohlrdumen, wie den Nasennebenhthlen oder der Lunge ein-
gesetzt'®, welche mit anderen bildgebenden Methoden nur bedingt zugénglich sind. In einer
Tragermatrix eingeschlossen, konnen sie ebenfalls als intrinsische Kontrastmittel genutzt

werden!®®,

2.4 Hyperpolarisation

Als Hyperpolarisation wird der Prozess bezeichnet, in dem NMR-aktive Kerne, deren
Energiezustdande in einem dulleren Magnetfeld eine Zeeman-Aufspaltung erfahren, weit {iber
die Bolzmann-Verteilung hinaus, zugunsten eines Energiezustandes polarisiert werden'®**,
Dies fiihrt bei NMR-Experimenten zu einer Signalverstarkung von 4 bis 8 Gréenordnun-

gen®!!

Die geringe Empfindlichkeit von Kernen, die einen imperativen Faktor fiir die Limitierung
der Anwendungsmoglichkeiten in der Magnetresonanz darstellt, kann mit dem Prozess der
Hyperpolarisation gesteigert werden, was ihn zu einem wertvollen Werkzeug zur Untersu-
chung von Gasen, Fliissigkeiten und Feststoffen, sowohl im technischen, als auch im medi-
zinischen Bereich macht. Zur Erzeugung von hyperpolarisierten Substraten haben sich un-
terschiedliche Methoden etabliert. Neben der ,Brute Force‘ Methode, sowie dem ,Spin
Exchange Optical Pumping‘ (SEOP), sind in besonderem MaR die Dynamic Nuclear Polarisa-
tion (DNP) und die Hyperpolarisation durch Para-Wasserstoff von groffem wissenschaftli-

chen Interesses!®>%!.

2.4.1 Dynamic Nuclear Polarisation

Dynamic Nuclear Polarisation (DNP) stellt einen Uberbegriff fiir den Effekt der Magnetisie-
rungsiibertragung von Elektronen auf Atomkerne dar'®!. Dabei werden ungepaarte Elektro-
nenspins in einem dufleren Magnetfeld durch Mikrowellen-Strahlung angeregt. Wechselwir-

ken die Elektronen als gekoppeltes Spin-System mit benachbarten Kernspins, kdnnen diese
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von der signifikant grofleren Magnetisierung der Elektronen profitieren und hyperpolarisiert
werden.

Im Fall von Metallen, ist dieser Effekt bereits 1953 von Overhauser postuliert worden'® und
konnte in zahlreichen Versuchen experimentell nachgewiesen werden”. In den folgenden
Jahren konnte der Prozess auch bei organischen, paramagnetischen Systemen beobachtet wer-

den’®®,

Im Fall von 2-Spin-Systemen erfolgt die Magnetisierungsiibertragung von ungepaarten Elek-
tronen auf Atomkerne, in Feststoffen, sowie gefrorenen Systemen, durch verbotene Spiniiber-
giange. Bei mehr-Spin-Systemen wird der Vorgang iiber den sog. ,Cross-Effekt‘, bzw. das
,Thermal Mixing‘'®' erklart.

Beim Polarisations-Transfer in Losungen handelt es sich hingegen um erlaubte Relaxations-
prozesse, wie sie von Overhauser beschrieben worden und auf eine Hyperfein-Kopplung
zwischen Elektronen- und Kernspins zuriickzufiihren sind® (siehe Abb. 2.3). Um den tech-
nischen Aufwand der DNP, der oft mit kryostatischen Prozessen einhergeht, unter Erhalt
moglichst hoher Polarisations-Effekte, zu minimieren, steht insbesondere die Losungs-DNP

(Overhauser-DNP) im Fokus zahlreicher Arbeiten.

mg=+1/2 , my=-1/2)

W,

N
Img=+1/2 , my=+1/2) / |
i

W,

N
|mS:_1f2 ; mN:-I-]_Q) /

Abb. 2.3: Schematische Darstellung der Energielevel eines gekoppelten zwei-Spin Systems,
bestehend aus dem Kernspin N=1/2 und dem Elektronenspin S=1/2, mit den Relaxations-
wegen Ws, Wy, Wy und W>
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2.4.2 Para-Wasserstoff Hyperpolarisation

Im Gegensatz zur DNP, bei der als initiale Quelle der Magnetisierung zur Hyperpolarisation
die angeregten Elektronenspins paramagnetischer Substanzen genutzt werden, kann eine
Magnetisierungsiibertragung auch direkt zwischen gekoppelten Kernspins erfolgen. Als

Standard-Methode hat sich dabei die Verwendung von Para-Wasserstoff'?*5" etabliert.

Wasserstoff, der in elementarer Form als zweiatomiges Molekiil auftritt, kann, je nach Aus-
richtung seiner Spin-%2 Kerne, ein Singulett-, bzw. Triplett-Spin-Isomer mit jeweils unter-

schiedlichen physikalischen Eigenschaften ausbilden (siehe Abb. 2.4)!%%51,

=9
=0
= 5
=0 5

Abb. 2.4: Schematische Darstellung der Spin-Eigenzustdnde von Wasserestoff Spin-Isomeren:
Ortho-Wasserstoff (Triplett-Zustand) - griin; Para-Wasserstoff (Singulett-Zustand) - blau

Para-Wasserstoff, der im singulett Kernspinzustand vorliegt und das stabilere Isomer ist, hat
unter Normalbedingungen im thermischen Gleichgewicht einen Anteil von ca. 25 %; entspre-
chend hat Ortho-Wasserstoff im Triplett-Zustand einen Anteil von 75 %. Der spontane Wech-
sel zwischen Singulett- und Triplett-Zustand ist aus Symmetriegriinden quantenmechanisch
verboten'®. Das Para-Isomer kann jedoch, durch temporire Bindung an einen heterogenen
Katalysator, was einen Symmetriebruch zur Folge hat, unter kryostatischen Temperaturen
angereichert werden*¢7%,

Diese selektive Uberpopulation des singulett Spin-Zustandes stellt die Voraussetzung fiir den
hyperpolarisierenden Effekt von Para-Wasserstoff dar. Geht dieser eine Bindung mit einem
unsymmetrischen Molekiil ein (siehe Schema 2.1), wird die Symmetrie des A,-Spin-Systems
aufgehoben, wodurch die Magnetisierung der Eigenzustinde durch eine NMR-Messung —
entweder direkt an den entsprechenden Protonen, oder nach einem Magnetisierungstransfer
auf koppelnde, NMR-aktive Kerne (entsprechend einem ABX-Spin-Systems) — abgerufen

werden kann!®",

10
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Fiir die Hyperpolarisation gewiinschter Substanzen haben sich zwei Techniken etabliert: Der
als Para-Hydrogen-Induced Polarization (PHIP) bekannte Prozess, sowie die Signal Ampli-
fication by Reversible Exchange (SABRE) Methode!®%*"! (siehe Schema 2.1).

Kat.
Hydrierung,
e
- [KAT]

i PHIP

Para-

- P SABRE

Polarisations-
Hyperp. Transfer
[KAT]—| Base _— | Base

* o
i o]l

Schema 2.1: Schematische Darstellung der Hyperpolarisation von Substraten durch Para-
Wasserstoff mittels PHIP-, bzw. SABRE-Verfahren

Beide Verfahren setzen eine chemische Aktivierung des Para-Wasserstoff Molekiils an einem
geeigneten Ubergangsmetall-Katalysator voraus. Wihrend PHIP im weiteren Reaktionsver-
lauf jedoch eine irreversieble Hydrierung des Substrates mit dem aktivierten Para-Wasserstoff
fiir die Hyperpolarisation voraussetzt, hat SABRE den Vorteil, das Substrat ohne chemische
Modifikation anzuregen. Allerdings kommen fiir das SABRE-Verfahren bisher ausschliel$lich
Substanzen in Frage, die iiber eine Lewis-Base als funktionelle Gruppe verfiigen, mit denen

sie reversiebel an den Katalysator koordinieren kénnen.

11
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2.5 Sol-Gel Prozess

Bei dieser nasschemischen ,Botton-Up‘-Methode handelt es sich um einen Prozess zur
Herstellung von oxidischen Metall- und Halbmetall-Materialien, der auf einer stufenweise
erfolgenden Hydrolyse und Polykondensation, Klusterbildung, Alterung und Trocknung von
Alkoxy-Verbindungen beruht”?. Insbesondere durch die Arbeiten von Roy et al.”®, sowie von
Stoeber et al.”, welche die Darstellung von morphologisch homogenen Materialien ermog-
licht haben, hat der Prozess seit den 1950er Jahren ein breites wissenschaftliches Interesse

geweckt und zahlreiche Anwendungen im technischen und medizinischen Bereich ermoglicht.

Bei der Nomenklatur der Monomere und Polykondensate, gemdf den IUPAC Richtlinien,
unterscheidet man nach ansteigender Zahl von Metall- bzw. Halbmetall-Sauerstoff Bingungen
zum Zentralatom zwischen sog. M"-, D"-, T"- und Q"-Gruppen. Die hochgestellten Ziffern n,
geben dabei die Anzahl der Sauerstoff-Briicken der jeweiligen Gruppen an”>’® (siehe Schema
2.2).

Die Hydrolyse- und Kondensations-Gleichgewichte sind von zahlreichen Faktoren, wie den
Eigenschaften des Zentralatoms (hinsichtlich ihrer Elektronegativitdt und ihres Koordina-
tionsverhaltens), den Einfliissen der Alkoxy-Gruppen der Monomere, der Art und Konzen-
tration des Katalysators, des Losungsmittels, der Temperatur, dem pH-Wert, dem Verhdltnis
zwischen Alkoxy-Gruppen und Wasser, sowie der allgemeinen Mischverhéltnisse des Reak-
tionsgemisches abhingig”>””’®, Die dabei entstehenden Partikel kénnen je nach Anwendungs-
zweck bereits auf dieser Stufe — einer Sol-Suspension — isoliert und/oder funktionalisiert

werden.

Durch Agglomeration und Kondensation der Sol-Partikel, bilden sich in der ndchsten Reak-
tionsstufe, komplexe, dreidimensionale Klusterstrukturen oder Netzwerke aus. Die Suspen-
sion nimmt dabei zunehmend die makroskopischen Eigenschaften eines Gels an'’”!.

Im Verlauf der anschliefenden sog. Alterung fiihren fortschreitende Hydrolyse- und Kon-
densations-Gleichgewichtsreaktionen an der Kluster-Oberfliche zu einer Umverteilung des
Materials. Dabei lagern sich kleinere, freie Partikel bevorzugt an Spalten und Hohlrdumen der

groReren Kluster-Strukturen an und tragen zu deren Verhirtung bei'”’,

12
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Wahrend der abschlieBenden Trocknung werden die fliichtigen Reaktionsprodukte, sowie Lo-
sungsmittel aus den Poren des kondensierten Netzwerkes entfernt. Abhdngig von den ange-
wendeten Methoden, kénnen sowohl porose, als auch kompakte Materialien, bzw. Beschich-

tungen gewonnen werden'>7®,

Dariiber hinaus konnen, durch Anwendung weiterfiihrender Variationen der Reaktionsbedin-
gungen, wie der Nutzung von Mizellen als Reaktionsraum der Polykondensation, oder der
Beimischung organischer, bzw. anorganischer Template, morphologisch anspruchsvolle Mate-

rialien dargestellt werden. Dies ermoglicht unter Anderem die Synthese geordneter, mesopo-

[79 [80]

roser Strukturen””, pordser Sphiren mit hohlen Innenrdumen’®”, sowie Kern-Schale Partikeln

mit variablen Zusammensetzungen®",

Unter den verschiedenen Sol-Gel Verfahren hat vor allem der sog. Stoeber-Prozess eine
herausragende Bedeutung gewonnen'’*, Der Einsatz von Ammoniak als basischen Kataly-
sator, ermOglicht eine zuverldssig reproduzierbare und verunreinigungsfreie Synthese von un-
porosen, momodispersen, sphéarischen Silika-Partikeln in GroRenbereichen von 10 nm bis 2
pm®®, Diese Materialien haben insbesondere in der HPLC, als auch in der heterogenen

Katalyse Anwendung gefunden.

13
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2.6 Polyhedrale Oligomere Silsesquioxane (POSS)

Die sog. Silsesquioxane stellen eine Sonderform von Sol-Gel Materialien dar, die auf T-Typ
Siloxanen mit der allgemeinen Formel (RSiO;s), basieren™’®. GemiR der IUPAC-Nomen-
klatur werden diese Oligo- und Polykondensate von Trihalogen-, bzw. Trialkoxy-Silan Bau-
steinen entsprechend mit den Abkiirzungen T" gekennzeichnet, wobei n die Anzahl der

Siloxan-Einheiten angibt'>"®!,

Aufgrund ihrer einzigartigen Eigenschaften, die einerseits auf dem anorganischen Siloxan-
Grundgeriist und andererseits auf dessen variablen organischen Funktionen beruhen, stellen
Silsesquioxan-Hybridmaterialien eine interessante Alternative zu rein organischen polymeren
und dendrimeren Makromolekiilen dar. Je nach Reaktionsbedingungen und den Eigenschaften
ihrer organischen Reste, konnen diese Materialien sowohl die Form ungeordneter, als auch

symmetrischer Leiter-, bzw. Kéfigstrukturen annehmen!?7>7¢83 (siehe Abb. 2.5).

Ihre hohe thermische und mechanische Belastbarkeit, sowie optische Transparenz und
Gaspermeabilitdt, er6ffnen POSS-Materialien ein breites Feld an potenziellen Anwendungsen
in Membranen, als Beschichtungen und Fiillstoffe in elektronischen und optischen Bauele-
menten, sowie als dielektrische Beschichtungen'®*®!, Des Weiteren gewinnen die physiolo-
gisch inerten Silsesquioxan-Komposit Systeme auch im biomedizinischen Sektor, als poten-
tielle Kunststoffe fiir Zahnfiillungen®, Gewebe-Template®®, sowie Bestandteile von
Kardio-Implantaten®’ zunehmend an Bedeutung.

Dariiber hinaus wecken POSS-Nanopartikel, insbesondere aufgrund ihrer physiologischen
Vertraglichkeit, sowie ihrer definierten GroBe und definierter Anzahl an derivatisierbaren or-
ganischen Gruppen, die je nach Anwendungszweck mit variablen Eigenschaften versehen
werden konnen, auch im medizinischen Bereich ein breites wissenschaftliches Interesse als

Trigersysteme fiir Medikamente'”), als Biosensoren® und MRT-Kontrastmittel®',

15
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Abb. 2.5: Schematische Darstellung bekannter Silsesquioxan-Strukturen
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2.7 Atom Transfer Radical Polymerisation (ATRP)

Kaum eine andere Material-Klasse hat in den vergangenen Jahrzehnten einen so grolSen
Einfluss auf unser Leben gehabt, wie Kunststoffe. Durch die Vielfalt ihrer physikalischen und
chemischen Eigenschaften, sind sie zu einem integralen Element zahlreicher Produkte und
Anwendungen geworden. Eine essenzielle Voraussetzung fiir die auBergewdhnliche Diversitét
polymerer, synthetischer Materialien stellt jedoch ihre kontrollierte und anwendungsorientiere
Herstellung dar.

Einen besonders grofen industriellen Stellenwert nimmt dabei das Verfahren der lebenden
radikalischen Polymerisation (RP)* ein. Es wird fiir die Produktion von etwa 50 % der kom-
merziell erhiltlichen Polymere, wie Styropor, Polyethylen oder Polyacrylamide eingesetzt'*?,
Jedoch blieb es lange Zeit auf die Synthese strukturell ungeordneter Materialien limitiert.
Grund dafiir ist die kurze Lebensspanne radikalisch aktivierter Polymer-Ketten von etwa 1
Sekunde, die keine reproduzierbaren und kontrollierten Modifikationen der reaktiven Spezies
erlaubt.

Einen Meilenstein fiir die Integration der Methode zur Synthese topologisch anspruchsvoller
Block-Copolymere™® mit selektiven Eigenschaften war das 1995 von Matyjaszewski et al.
eingefiihrte Verfahren der Atom Transfer Radical Polymerisation (ATRP)®Y, sowie die
(AGET)-ATRP Methode'® (siehe Schema 2.3). Wihrend die konventionelle RP irreversibel
reagierende Radikal-Starter nutzt und die Propagation von Polymer-Ketten durch irreversible
Terminierungs-Reaktionen in der Regel auf einen ,Lebenscyclus® limitiert ist, basiert die
ATRP — &hnlich wie andere Methoden kontrollierter radikalischer Polymerisation (CRP)®* —
auf einem dynamischen Gleichgewicht zwischen aktiver und deaktivierter Initiator-Spezies,
sowie dem Einsatz reaktivierbarer Polymer-Kettenenden.

Durch die Kombination dieser beiden Effekte wird zum Einen die Korrelation zwischen der
Radikal-Initiator Konzentration und der Anzahl und Grée der Polymer-Molekiile aufgeho-
ben, wodurch diese Parameter gezielt iiber die Konzentration der Monomer-Einheiten
reguliert werden kénnen. Dartiber hinaus bietet das Verfahren eine weitaus groBere Kontrolle
iiber die Dispersitdt des Polymer-Materials. Da das Gleichgewicht des Radikal-Initiators
signifikant auf der Seite der inaktiven Spezies liegt, erfolgt die vergleichsweise schnelle
Aktivierung der Kettenenden statistisch gleichméaig. Der grofte Vorteil der ATRP besteht
jedoch in Méglichkeit, die Monomer-Spezies nach jedem Polymerisations-Cyclus zu variieren

und dadurch Materialien mit malgeschneiderten Eigenschaften zu gewinnen.
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Schema 2.3: Schematische Darstellung der Activator Generated by Electron Transfer Atom
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2.8 Herausforderungen und Innovationen

Mit dieser raschen Weiterentwicklung in unterschiedlichen Bereichen der Forschung, Medizin
und Technik, sowie des immer breiteren Sortiment an Werkzeugen und Methoden moderner
Diagnostik, unter denen die Magnet-Resonanz-Tomographie, dank ihrer Vielseitigkeit einen
besonderen Stellenwert einnimmt, stellt die Optimierung selektiver, intelligenter und physio-
logisch unbedenklicher Kontrastmittel, die den immer differenzierteren und anspruchsvol-
leren Anforderungen gerecht werden, eine zentrale Aufgabe internationaler Forschung dar
(siehe Kapitel 2.2 und 2.3). Trotz ihrer Vorteile als leistungsstarkes und nichtinvasives
diagnostisches Verfahren, weist die Kosten-Nutzen Effizienz der MRT jedoch weiterhin signi-
fikante Defizite auf. Insbesondere in Hinsicht auf die Singalintensitdt resonanzaktiver Kerne,
die aufgrund der Anforderungen der Zeeman-Aufspaltung die Nutzung hoher Magnetfeld-
starken voraussetzt, bleibt die sowohl in der Anschaffung, als auch im Unterhalt iiberaus kos-

tenintensive Methode weitgehend spezialisierten Institutionen vorbehalten.

Um einen VorstoR zu leisten, die MRT-Diagnostik fiir einen breiten Einsatz rentabel, sowie fiir
den mobilen Gebrauch zugdnglich zu machen, ist in Kooperation mit den Arbeitsgruppen von
C. Scheffler, K. Buckenmaier et al. am Max-Planck-Institut fiir biologische Kybernetik, sowie
D. Kolle, R. Kleiner et al. am Physikalischen Institut der Universitdt Tiibingen ein interdis-
ziplindres Projekt zur Untersuchung von Kernspinresonanz-Bildgebung unter Ultra-Low-Field
Bedingungen entstanden. In Aussicht die Signalintensitdt von Kernen MRT-relevanter Ver-
bindungen, durch den Effekt der Hyperpolarisation, unabhédngig vom &ufleren Magnetfeld,
signifikant zu steigern, richtet sich der Fokus dieses Projektes auf die Entwicklung eines
metabolisch und physiologisch unbedenklichen Kontrastmittel-Systems, das eine dreidimen-

sionale Bildgebung unter Low-Field Bedingungen erlaubt.
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3 SABRE Para-Wasserstoff Hyperpolarisation

Sowohl das PHIP-, als auch das SABRE-Verfahren, welche die Hyperpolarisation von NMR-
aktiven Kernen mittels Para-Wasserstoff erlauben, dienen bereits seit einigen Jahren bei der

[95,96

Untersuchung und Aufklidrung von katalytischen Hydrier-Reaktionen®’, Abhingig von der
Methode, ermoglicht die Erh6hung der Signalintensitdt ebenfalls die Detektion unterschiedli-
cher physiologisch vertrig licher, sowie metabolisch aktiver Substanzen'®”,

Aufgrund der chemischen Reaktionsbedingungen, die sowohl den Einsatz toxischer Schwer-
metall-Katalysatoren, als auch eine kontinuierliche Zufuhr von elementarem Wasserstoff er-
fordern, ist die Durchfiihrung beider Verfahren jedoch ausschlieflich unter ex-vivo Bedingun-
gen moglich. Des Weiteren stellt die rasche Relaxation der hyperpolarisierten Kerne, einen

stark limitierenden Faktor fiir ihre Anwendung dar.

Um den Effekt der Para-Wasserstoff Hyperpolarisation von potenziellen MRT-Kontrastmit-
teln dem Einsatz in der medizinischen Diakgnostik ndher zu bringen, und dabei iiber einen
beliebig langen Zeitraum die simultane Magnetisierungsiibertragung von hyperpolarisierten
Wasserstoff-Spinzustdnden auf variable, NMR-aktive Kerne einer moglichst grofSen Vielfalt
physiologisch relevanter Verbindungen zu gewdhrleisten, bestehen die zentralen Ziele des
ersten Teils der Arbeit darin, den Verlust von Signalintensitét bei der Anregung von Substraten
in physiologisch vertrdglichen Medien zu reduzieren. Zu diesem Zweck wird der Polarisa-
tions-Transfer hyperpolarisierter Protonen auf Heterokerne, unter Verwendung der SABRE-
Methode, sowie hochsensibler SQIUD-Detektions- und selektiver Ultra-Low-Field Magnet-

resonanz-Verfahren untersucht.

3.1.1 Darstellung des SABRE-Katalysator Systems

Als Katalysator-System dient dabei der IMes-Iridium-Cyclooktadienchlorid-Komplex (IMes
= 1,3-Bis(2,4,6-trimethylphenyl)-imidazol-2-ylid) 2, der aufgrund seines elektronenreichen
NHC-Liganden bereits unter schonenden Bedingungen mit Wasserstoff und koordinierenden
Substraten aktivierbar ist (siehe Abb. 3.1) und sich mit einer Liganden-Austauschrate® von
iiber 10 s als Standard etabliert hat. Seine Darstellung erfolgt nach literaturbekannten
Vorschriften, durch die Umsetzung der IMes-Vorstufe 1, mit einem Iridium-Cyclooktadien-

chlorid-Dimer in Anwesenheit von Natriumethanolat® ' (siehe Schema 3.1).
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3. SABRE Para-Wasserstoff Hyperpolarisation

N N Natriumethanolat
S
Benzol
HyC CH; H;C CHy H,C CH;,
1

Schema 3.1: Reaktionsschema der Darstellung des Iridium-Katalysators 2

Die Analytischen Daten des Komplexes 2 stimmen mit den Literaturwerten''®” (siehe Kapitel
5.2.1) tiberein und dienen als Referenz fiir nachfolgende Messungen. Dariiber hinaus legen
die spektroskopischen Ergebnisse einer Langzeitstudie nahe, dass der Komplex unter Argon-
Atmosphédre und Lichtausschluss, auch im Verlauf von mehreren Jahren weitgehend zerset-

zungsresistent bleibt (siehe Anhang: Abb. A.1a, sowie Abb. A.1b).

3.1.2 SABRE-Cyclus
Die Aktivierung von 2 zur katalytisch aktiven Spezies 3, die fiir den SABRE-Zyklus ver-

antwortlich ist, erfolgt durch die Zugabe eines koordinierenden Substrates, sowie der Satti-

gung der Probenlosung mit Wasserstoff (siehe Abb. 3.1).
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A Hyper-| Substrat
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B

)
Subst

3c Jb

| Hyper-| Substrat |
ADbb 3.1: Allgemeines Schema der SABRE-Hyperpolarisation

3.1.3 SABRE-Magnetisierungsiibertragung

Die erste Stufe des SABRE-Prozesses stellt die katalytische Addition von Para-Wasserstoff
an den Iridium-Komplex dar, wodurch die magnetische Aquivalenz der Protonen aufgehoben
wird (siehe Abb. 3.1). Die Verteilung der Population des latenten Spinzustandes des Para-

Wasserstoffes im Komplex-Molekiil ist dabei abhdngig von der &ufleren Magnetfeldstér-
ke[96,101].
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3. SABRE Para-Wasserstoff Hyperpolarisation

Im Nullfeld (Jva-vi| = 0; mit vy, bzw. vy = Resonanzfrequenz der Wasserstoff-Kerne H, bzw.
H¢) sind die triplett Spinzustdnde von Wasserstoff |aa), [B8) und 22| al+Ra) entartet (siehe
Abb. 3.2) und der singulett Spinzustand 27|aB8-Ra), im Fall von angereichertem Para-
Wasserstoff, liegt tiberpopuliert vor. Findet der Symmetriebruch des H,-Molekiils durch die
Aktivierung am Komplex unter hohen Magnetfeldstarken (|vu-vi| > Jun) statt, wird die
Population des singulett Eigenzustandes gleichmaRig auf die resultierenden singulett Eigen-
zustinde der Hydrid-Protonen |aR) und |Ra) verteilt. Erfolgt der Symmetriebruch jedoch bei
niedrigen Feldstdarken (|va-vi| << Juw), bleibt die Population weitgehend auf dem singulett
Eigenzustand erhalten, bzw. konzentriert sich auf dem |aR) Eigenzustand, wenn im An-

schluss ein hohes Feld angelegt wird"**'*",

Fiir eine spontane und konstante Magnetisierungsiibertragung im 2. Schritt des SABRE-
Verfahrens, welche von der Differenz der Larmor-Frequenzen und skalaren Kopplungen der
Substrat-Kerne und der hyperpolarisierten Hydride abhéngig ist”*'°?, konnen unterschiedliche
Mechanismen verantwortlich sein. Als ein dominanter Prozess unter variierenden Magnetfeld-
starken, wird dabei das Level-Anti-Crossing (LAC) postuliert!?*1%%,

Die LAC-Bedingungen erlauben es in einem AA B Spinsystem, die Polarisation zwischen den
koppelnden Spins auszutauschen. Aufgrund der Magnetfeld-Abhdngigkeit der Larmor-Fre-
quenzen, setzt der LAC-Prozess jedoch eine spezifische Polarisations-Transfer-Feldstdrke

(PTF) voraus. Ihr Optimum wird unter der Bedingung

_.w=Frequenz der Substrat Kerne (3.1}
"J=Skalare Kopplung

O‘)Hydrid —Kern O')Substrat—Kern = 2 T[J Mlt

erreicht. Die PTF ist von den skalaren Kopplungen und Zeeman-Wechselwirkungen der je-

weiligen Kerne abhéngig und kann daher unterschiedlich weit im Low-Field liegen'®'*,
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Vy—Vy-=0 Vi~V > J gy
| a+ Ba ) _
! e | B8 —
|aat) —=—188, Vo= Vi < J 88
Bar )
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-
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2 |
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Abb. 3.2: Schema der Population der Spinzustdnde von Para-Wasserstoff unter Symme-
triebruch: Im High-Field (unten); Im Low-Field und anschlieSendem Transfer ins High-Field
(oben)

3.1.4 Para-Wasserstoff Anreicherung

Die Anreicherung des Wasserstoff Singulett-Isomers erfolgt unter kryostatischen Bedingun-
gen, durch einen tempordren Symmetriebruch des dimeren Wasserstoff-Molekiils (siehe Kapi-
tel 2.4) an der Oberfliche von Aktivkohle-Pallets, bzw. Eisen(II)-Oxid Granulat. Hierzu
werden unterschiedliche, mobile Generatoren entwickelt und im Haus konstruiert (siehe Abb.
3.3 und 3.4). Fiir die Kiihlung wird fliissiger Stickstoff verwendet, dessen Siedetemperatur
von 77 K eine Akkumulation von bis zu 51 % des Para-Isomers im Wasserstoff-Gemisch

erlaubt®”,
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Wasserstoff Para-Wasserstoff
Zufuhr Auslass
Filter

Aktivkohle-Pallets

Abb. 3.3: Schematische Darstellung des Para-Wasserstoff Generators auf Aktivkohle-Basis

Para-Wasserstoff
Auslass
Wasserstoff
Zufuhr

Eisenoxid
Granulat

Abb. 3.4: Schematische Darstellung des Para-Wasserstoff Generators auf Eisenoxid-Basis

Trotz zahlreicher Vorteile unterliegt das SABRE-Verfahren einer anspruchsvollen Vielfalt von
chemischen und physikalischen Parametern, wie den elektronischen, sterischen, symmetri-
schen und thermodynamischen Eigenschaften des eingesetzten Katalysator-Komplexes und
den damit einher gehenden Koordinations- und Dissoziationsraten der Substrat- und Hydrid-
Liganden, dem Anteil von Singulett-Isomer im Wasserstoff und dessen Sittigung in der
Probel6sung, der Polarisations-Transfer-Feldstdrke (PTF), und der Relaxivitdt der Substrat-
Spezies[®®!%+1%1] Daher wird der Fokus der ersten Untersuchungsreihen, welche unter Labor-

bedingungen und unter Verwendung handelsiiblicher NMR-Spektrometer durchgefiihrt wer-
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3. SABRE Para-Wasserstoff Hyperpolarisation

den, auf die Optimierung der systematischen Rahmenbedingungen gelegt und die Einfliisse

variabler Parameter quantifiziert.

In einer typischen SABRE-Versuchsanordnung wird der Para-Wasserstoff Generator vor
Beginn der Messungen ca. 30 Minuten lang unter Fliissigstickstoff-Kiihlung mit Wasserstoff
der Reinheit 5.0 geflutet und anschliefend mit einer Flussrate von ca. 2 Litern pro Stunde
betrieben. Die folgenden Untersuchungen werden, sofern nicht auf eine Variation der Reak-
tionsparameter hingewiesen wird, von Probelosungen mit Pyridin-hs, bzw. partiell deuterier-
tem Pyridin-ds als Standard-Substrat durchgefiihrt. Es werden 10 Mol% des IMes-Ir-Kata-
lysators 2 (relativ zur Substrat-Konzentration) in Methanol-d4 vorgelegt und in NMR-Réhr-
chen tiberfiihrt.

Die Aktivierungsphase, in deren Verlauf das in-situ angereicherte Para-Wasserstoff Gas, tiber
einen Teflon-Schlauch mit ca. 0.2 mm Innen-Durchmesser, in die unbehandelte Probeldsung
eingefiihrt und der Katalysator-Komplex aktiviert wird, betrdgt 1 bis 3 Minuten (siehe Abb.
3.5). Dabei ist eine leichte Entfarbung der gelben Lésung des Komplexes 2 zu beobachten.
Probel6sungen mit bereits voraktiviertem SABRE-Katalysator werden fiir Folgemessungen
nach demselben Verfahren mit Para-Wasserstoff angereichert. Die Dauer dieser Sattigungs-

Phasen richtet sich nach den jeweiligen Untersuchungs-Parametern.

m Para-Wasserstoff \

Zufuhr

| ——

/ NMR_Rdéhrchen

Teflonschlauch
A
Para-Wasserstoff ‘;
Generator
Wasserstoff N
o
Quelle & \ Para-Wasserstoff
Fliissig-

Stickstoff .

Kiihlung \\O_/ /
Abb. 3.5: Schematische Darstellung der in-situ Anreicherung von Para-Wasserstoff Gas und
dessen Uberfiihrung in Probe-Lésungen
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3. SABRE Para-Wasserstoff Hyperpolarisation

Werden die Bedingungen fiir einen Magnetisierungstransfer erfiillt, erfolgt in der Losung, ge-
mal dem oben beschriebenen SABRE-Cyclus, eine Sattigung an hyperpolarisiertem Substrat.
Die Probe wird anschlieBend unmittelbar in das jeweilige NMR-Spektrometer tiberfiihrt und
die Messung gestartet. Die Spektren von hyperpolarisierten Proben, sowie ihre Referenz-

Messungen werden mit jeweils nur einem Puls aufgenommen.

Zur Quantifizierung der Magnetisierungsiibertragung werden die Hyperpolarisations-Faktoren
€ der jeweiligen Proben ermittelt. Sie werden als das Verhéltnis des Betrages der Integrale dis-
kriminierbarer Protonen-Signale der Substrat-Spezies aus den Spektren mit und ohne Hyper-

polarisation, relativ zu den Protonen-Signalen von Wasser bestimmit.

3.1.2 Para-Wasserstoff Hyperpolarisation im Erdmagnetfeld

Die erste Messreihe wird nach der Methode A (siehe Abb. 3.6) an einem 250.13 MHz Bruker
NMR-Spektrometer durchgefiihrt. Als ,Proof of Principle Methode wird dabei der Fokus,
neben der Ermittlung von Referenz-Werten, auf die Optimierung der technischen Rahmen-
bedingungen des Verfahrens gelegt, um Einblick in die Voraussetzungen fiir die Durchfiihrung
von SABRE-Hyperpolarisations Experimenten zu gewinnen.

Um Verzogerungen zwischen der Aktivierungs-, bzw. Séttigungsphase und der Messung der
Proben zu vermeiden und die kurzen T;-Zeiten der hyperpolarisierten Substrat-Spezies opti-
mal zu nutzen, erfolgt die Zugabe von Para-Wasserstoff in unmittelbarer Ndhe des Spektro-
meters im Erdmagnetfeld. Die Proben werden anschliefend innerhalb weniger Sekunden ma-
nuell in das Spektrometer iiberfiihrt und die Protonen-Signale mit einem Scan oder mit einer

Reihe von Messungen mit jeweils einem Scan aufgezeichnet.
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Methode A

Para-Wasserstoff

|_NMR-Spekirometer | Zufuhr

A Para-
Wasserstoff
Wasserstoff Generator
Quelle )
Fliissig-
] ﬁHF stickstoff
Kiihlung

Abb. 3.6: Schematische Darstellung der SABRE-Hyperpolarisation von Pyridin im
Erdmagnetfeld (Methode A)

Die Messreihe wird mit partiell deuteriertem Pyridin-ds als Substrat durchgefiihrt. Werden die
Bedingungen fiir den Magnetisierungstransfer zwischen Para-Wasserstoff und Substrat-Proto-
nen erfiillt, unterdriicken die Deuterium-Substituenten der isotopologen Pyridin-Spezies,
durch skalare Kopplungen bedingte, intramolekulare Relaxations-Effekte, wodurch die Rela-
xationszeit des Substrates signifikant erh6ht wird und zu einer weitaus héheren Akkumulation
hyperpolarisierter Substrat-Spezies fiihrt''®. Trotz der geringen Protonen-Dichte im Substrat,
kann daher insgesamt von einer Begiinstigung der Verstarkung der Signalintensitdt magneti-

sierter Protonen ausgegangen werden.

Dartiber hinaus wird die Aktivierungsphase der Probe mit ca. 1 Minute relativ kurz gehalten,
um Einblick in die Voraussetzungen fiir die Aktivierung des Katalysator-Komplexes zu be-
kommen. Die Sattigungsphasen der Folgemessungen betragen jeweils ca. 10 Sekunden. Die

Spektren werden mit einem 30°-Puls aufgenommen.
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Pyndm -Isotopomere
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Abb. 3.7: '"H-NMR Spektren von 2 und deuteriertem Pyridin in Methanol-ds, gemessen mit
einem Scan im 250.13 MHz Bruker NMR-Spektrometer: Vor der Aktivierungsphase (Refe-
renz); Nach der Altivierungsphase (Spektrum 1); nach wiederholter 10 sekundiger Sdttigung
mit Para-Wasserstoff (Spektrum 2)

Die Konzentration der Protonen im partiell deuterierten Pyridin-ds ist so gering, dass ihre
Signale im Referenzspektrum nach nur einem Scan nicht vom Hintergrundrauschen diffe-
renziert werden kénnen (siehe Abb. 3.7). Im unmittelbar nach der Aktivierungsphase (erster
Sattigungs-Cyclus) aufgenommenen Spektrum 1 hingegen, ist bei 8.5 ppm bereits ein schwa-
ches Signal des Pyridin ortho-Protons (mit der Intensitdt von 0.14 relativ zum Wasser-Signal)

sichtbar.

Aufféllig sind ebenfalls die stark ausgeprdgten Dublett-Signale der hyperpolarisierten Iri-
dium-Hydride bei -12.4 und -17.4 ppm. Ihre Kopplungskonstanten betragen 3.68 Hz bzw.
3.25 Hz, was auf eine geminale °Jiu-Wechselwirkung hindeutet. Sie kénnen mit den Zwi-
schenstufen des Aktivierungsprozesses von 2 zum vollstdndig substituierten Katalysator-
Komplex 3 in Verbindung gebracht werden!*",

Im Gegensatz zum Hydrid-Signal bei -22.8 ppm, das auch in allen Folgemessungen erscheint,
ist die Intensitdt der Dublett-Signale nach dem zweiten Séttigungs-Cyclus bereits stark ver-
ringert, was ein Indiz dafiir sein kann, dass die betreffende Molekiil-Spezies, durch fortschrei-
tende Zugabe von Wasserstoff, irreversibel abgebaut wird. Nach dem dritten Séttigungs-

Cyclus sind sie nicht mehr zu beobachten.
Insgesamt werden 6 Messungen vorgenommen, wobei die Versuchs-Parameter innerhalb der

Reihe nicht variiert werden. Eine quantitative Bestimmung des Hyperpolarisations-Faktors €

ist unter den Bedingungen dieser Messreihe, aufgrund des fehlenden Referenz-Signals des
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Substrates, jedoch nicht durchfiihrbar. Daher werden die relativen Werte der Signalinten-
sitdten von Substrat-Protonen als Verhdltnis zur Signalintensitdt des Wasser-Signals betrach-
tet.

Die grofite Signalverstarkung des Substrates wird nach dem vierten Sattigungs-Cyclus (siehe
Abb. 3.7, sowie Tabelle 3.1) erreicht. Hier betrdgt die Signalintensitdt, im Fall des Pyridin
ortho-Protons, das 7.34-Fache des Wasser-Signals.

Tabelle 3.1: Betrag der relativen Signalintensitdt* von hyperpolarisiertem, partiell deuterier-
tem Pyridin-ds

Sattigungs-Cyclus: 1 2 3 4 5 6 |R-S*
Pyridin Howo, rel. | o401 019 | 011 | 7.34 | 027 | 1.65 | na.
Relative zu H,O
Signalintensitat* | pyridin H 1
yridin Hyeq, rel. i ) )
WHO 2.44 | 0.03 | 057 | na.

* Relativ zur Intensitdt des Wasser-Signals des jeweiligen Spektrums
*2 Referenz-Signal im Thermischen-Gleichgewicht

Die Ergebnisse lassen darauf schliefen, dass der Iridium-Komplex, nach seiner Umsetzung
zur katalytisch aktiven Spezies 3, eine zuverldssige und erneuerbare Hyperpolarisation von
Substrat-Protonen erlaubt. Die hohe Divergenz der erreichten Hyperpolarisation der Pyridin-
Protonen lasst jedoch darauf schlieen, dass die technischen und prozeduralen Anforderungen

des SABRE-Verfahrens signifikante Einfliisse auf die Messergebnisse haben.

Um fiir nachfolgende Messungen belastbare Referenzwerte zu erhalten, wird in der 2.
Messreihe undeuteriertes Pyridin-hs als Substrat eingesetzt. Die Messung der hyperpolarisier-
ten Proben wird jeweils mit einem 90°-Puls durchgefiihrt, um Signalverluste der Substrat-
Protonen zu reduzieren.

Des Weiteren wird, zur Verifizierung und Optimierung der Reproduzierbarkeit des SABRE-
Verfahrens, im Rahmen dieser Messreihe, die Hyperpolarisation von zwei unabhdngigen Pro-
ben mit identischen Konzentrationsverhdltnissen untersucht. Die {ibrigen Versuchs-Parameter
(Sattigungszeit, Magnetfeldstarke, Probeniiberfilhrung und Messung) bleiben konstant. Die
Aktivierungsphase beider Proben betrdgt 2 Minuten und die Sattigungsphasen der jeweiligen
Folgemessungen 10 Sekunden. Letztere finden ebenfalls unmittelbar vor der Messung, im
Erdmagnetfeld statt.

Zur Quantifizierung der Messergebnisse wird der Hyperpolarisations-Faktor € als Verhéltnis

der Signalintensitdten (Integrale) S der Pyridin-Protonen relativ zur Signalintensitdt der Was-

30



3. SABRE Para-Wasserstoff Hyperpolarisation

ser-Protonen anhand von Spektren mit und ohne Hyperpolarisation ermittelt (sieche Formel
3.2). Die Ergebinsse der "H-NMR Messungen von Probe 2 und Probe 3 werden in Tabelle
3.2 bis 3.4, sowie in den Abbildungen 3.8 bis 3.12 wiedergegeben.

( Pyridin (H ) Hyperpolarisiert )
— S (H )Hyperpolarisiert S Wasser( H )

S ( H )Relaxiert Pyndm ( H)Relaxien
SWasser ( H )Relaxien

Hyperpolarisiert

{3.2}

Tabelle 3.2: Maximale e-Werte hyperpolarisierter Pyridin-hs Protonen nach einem 90°-Puls

Probe: 2 3
Pyridin Horo : 20.26 28.12
Hyperpolarisations- - i
Faktor Pyridin Hpeq : 38.34 35.19
Pyridin Hpgrq : 45.79 44.22
H,

H, H

(1]
Spektrum 3 ‘K_A
Spektrum 2 _J'\_/;M

Spektrum 1

H H,

) JL
RO L
——u—ﬁ——ku—ﬂ_
-

H,0

[ ‘ f \
5 - 23 [ppm]

—

Referenz.

Abb. 3.8: 'H-NMR Spektren von 2 und Pyridin-hs in Methanol-d,, gemessen bei 250.13 MHz
(Probe 2): Vor der Aktivierungsphase, mit einem 30°-Puls (Referenz.); Nach der Sdttigungs-
phase, mit einem 90°-Puls (Spektrum 1); nach 23 Sekunden im Spektrometer mit einem 90°-
Puls (Spektrum 2); nach weiteren 17 Sekunden im Spektrometer mit einem 90°-Puls
(Spektrum 3)
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Abb. 3.9: '"H-NMR Spektren von 2 und Pyridin-hs in Methanol-ds, gemessen mit einem 90°-
Puls bei 250.13 (Probe 3): Nach der Aktivierungsphase im relaxierten Zustand (Referenz.);
Nach der Sdttigungsphase (Spektrum 1); nach 26 Sekunden im Spektrometer (Spektrum 2);
nach weiteren 34 Sekunden im Spektrometer (Spektrum 3)

Der direkte Vergleich der maximalen e-Werte der Proben 2 und 3 (siehe Tabelle 3.2) ldsst auf
eine zuverlédssige Reproduzierbarkeit des SABRE-Verfahrens unter Laborbedingungen schlie-
Ben. Des Weiteren erlaubt die deutlich bessere Auflosung der Protonen-Signale ebenfalls

Einblick in folgende Effekte:

* Das hyperpolarisierte Signal der meta-Protonen weist eine positive Phase auf.
* Die Spektren weisen Signale unterschiedlicher Pyridin-Spezies auf.

* Die Hyperpolarisation wird nach dem 90°-Puls nicht vollstdndig abgebaut.

Ob Signale NMR-aktiver Kerne in positiver oder negativer Phase auftreten, hdngt von den
Populations-Unterschieden ihrer Eigenzustdnde ab. Die Population konkreter Spin-Eigenzu-
stande, ihr Polarisations-Transfer und die damit einhergehenden Relaxationsprozesse von
koppelnden Systemen unterliegen beim SABRE-Verfahren jedoch den dufSeren Magnetfeld-
starken. Daher kann die Magnetisierungsiibertragung zur Population von unterschiedlichen
Energie-Niveaus fiihren, die ihrerseits iiber magnetfeldspezifische Null-, Ein- oder Mehr-
Quanten Uberginge relaxieren.

Im Fall von Pyridin-Protonen betrdgt der Bereich an Magnetfeldstarken, die einen effizienten
Polarisations-Transfer erlauben, iiber 150 G'*®. Innerhalb dieser Feldstirken weisen die Sig-

nale hyperpolarisierter ortho- und para-Protonen ausschlieflich absorbativen Charakter auf.
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Die Magnetisierungsiibertragung auf die Pyridin meta-Protonen fiihrt jedoch, abhéngig von
der Stirke der PTF, sowohl zu negativen, wie auch — ab ca. 35 G — zu positiven Signalen®®,
Es liegt daher nahe, dass die positiven meta-Signal-Intensitdten der Messreihe 2 auf die Satti-
gung der Proben mit Para-Wasserstoff im Erdmagnetfeld (ca. 50 pT, bzw. 0.5 G) zurtick-

zufithren sind.

Zur Verifizierung der Ergebnisse wird Probe 3 nach Methode B (siehe Abb. 3.10) im Streu-
feld des 250.13 MHz Spektrometers mit Para-Wasserstoff gesittigt. Die Dauer der Satti-
gungsphase, sowie die iibrigen Versuchs-Parameter bleiben dabei unverdndert. Die Spektren
werden mit dem Mess-Cyclus der Polarisation im Erdmagnetfeld (EMF) verglichen und die

Ergebnisse in Abb. 3.11, sowie in Tabelle 3.3 zusammengefasst.

Methode B
AT

| INMR-Spektrometer | <5§

Para-Wasserstoff
2} Zufuhr

A Para-
Wasserstoff
Wasserstoff Generator

Quelle
Fliissig-
--|||||||||| 1H72 | stickstoff

Kithlung

Abb. 3.10: Schematische Darstellung der SABRE-Hyperpolarisation von Pyridin im Spek-
trometer-Streufeld (Methode B)
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Abb. 3.11: '"H-NMR Spektren von 2 und Pyridin-hs in Methanol-d,, gemessen mit einem 90°-
Puls bei 250.13 MHz (Probe 3): Nach der Aktivierungsphase im relaxierten Zustand (Refe-
renz.); Nach der Sdttigungsphase im Erdmagnetfeld (EMF) (Spektrum 1); nach 26 Sekunden
im Spektrometer (Spektrum 2); nach weiteren 34 Sekunden im Spektrometer (Spektrum 3);
Nach der Sdttigungsphase im Spektrometer-Streufeld (Spektrum 4); nach 15 Sekunden im
Spektrometer (Spektrum 5); nach weiteren 17 Sekunden im Spektrometer (Spektrum 6)

Der Mess-Cyclus nach Methode B bestitigt einen deutlich negativen Charakter des meta-
Protonensignals bei 7.44 ppm (Abb. 3.11, Spektrum 4). Interessant ist auch, dass die Signale
der meta- und ortho-Protonen bereits nach 15 Sekunden eine positive Phase aufweisen (Abb.
3.11, Spektrum 5), wéahrend das Signal des para-Protons auch nach 26 Sekunden (Abb. 3.11,
Spektrum 2) negativ bleibt, und erst in Spektrum 6 eine positive Phase aufweist.

Allerdings weisen die Messungen auch darauf hin, dass die Hyperpolarisations-Faktoren € der
im Streufeld polarisierten Pyridin-Protonen, um beinahe die Hélfte kleiner ausfallen, als die

vergleichbaren Werte der EMF-Messfolge (siehe Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3: e-Werte hyperpolarisierter Pyridin-hs Protonen von Probe 3 nach einem 90°-Puls

Polarisations-Transfer Feldstérke: EMF Streufeld
Pyridin Horeno : 28.12 18.15
Hyperpolarisations- . i
Faktor & Pyridin Hyer : 35.19 10.83
Pyridin Hpgra: 44.22 23.55

Des Weiteren lassen die Spektren der EMF-Messfolge auf die Anwesenheit einer sekundéren

Pyridin-Spezies schliefen, deren meta-Protonen vergleichbaren Polarisations- und Relaxa-
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tions-Prozessen zu unterliegen scheinen, wie das freie Pyridin. Diese — neben den Hauptsig-
nalen der Pyridin-Protonen (bei 8.34, 7.75 und 7.10 ppm) auftretenden Peaks im aromatischen

Bereich — kénnen auf koordinierte Pyridin-Spezies zuriickgefiihrt werden''*®,

Dabei legen die Signale im Referenz-Spektrum der Probe 2 zwischen 7.50 und 6.80 ppm
(siehe Abb. 3.8) nahe, dass der Ligandenaustausch am Katalysator-Komplex 2, bereits vor der
Sattigung der Losung mit Wasserstoff stattfindet. Die Signale bei 8.03 und 6.66 ppm konnen

den aromatischen Protonen des IMes-Liganden zugeordnet werden (siehe Abb. 3.12).

H(Frei)
H
H. H H, (Frei)

H (Frei)
e,

H,(Koord.)

H,(Koord.)

T T ‘ I I ‘ T I
8 7 [Ippm]
Abb. 3.12: 'H-NMR Spektren von 2 und Pyridin-hs in Methanol-ds, gemessen bei 250.13
MHz: Vor der Sdttigung mit Wasserstoff (Probe 2; Referenzspektrum); Nach der Hyperpo-
larisation (Probe 2; Spektrum 1)
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Tabelle 3.4: Relative* Signalintensitdten der Pyridin-Protonen nach 90°-Pulsen

Probe: 2 3
Spektrum 1: -18.45 -28.16
Wartezeit: 23 Sekunden 26 Sekunden
Pyridin Spektrum 2: 1.15 0.81
Hortho ! Wartezeit: 17 Sekunden 34 Sekunden
1.57 1.01
R-S*? 0.91 1.00
Spektrum 1: 32.79 34.30
Wartezeit: 23 Sekunden 26 Sekunden
Relative Pyridin Spektrum 2: 2.94 2.49
Signalintensitat™ |  Hyew: Wartezeit: 17 Sekunden 34 Sekunden
1.99 1.05
R-S*? 0.86 0.97
Spektrum 1: -15.46 -21.16
Wartezeit: 23 Sekunden 26 Sekunden
Pyridin Spektrum 2: n.a. -0.52
Hpara: Wartezeit: 17 Sekunden 34 Sekunden
0.51 0.47
R-S*? 0.34 0.46

* Relativ zur Intensitdt des Wasser-Signals des jeweiligen Spektrums
*2 Referenz-Signal im Thermischen-Gleichgewicht

Die Ergebnisse der Messfolgen lassen darauf schliefen, dass die Auswirkungen der
Kopplungs- und Relaxations-Dynamik von hyperpolarisierten Kernen eine dominante Rolle
bei der Optimierung der Effektivitit des SABRE-Verfahrens einnehmen. Vor dem Hinter-
grund, eine moglichst hohe Séttigung an hyperpolarisierten Spezies in der Probe-Lésung zu
erzeugen, und ihre Magnetisierung innerhalb kiirzester Zeit in einer Messung abzurufen, wird
in Messreihe 3 die Korrelation zwischen der Signalverstarkung und der Sattigung der Losung
mit Para-Wasserstoff untersucht; wobei unter konstanten Temperatur- und Druckverhalt-
nissen ein asymptotisch verlaufender Anstieg der Hyperpolarisation, bis zum Gleichgewicht
zwischen Polarisation und Relaxation der Substrat-Kerne zu erwarten ist. Hierzu wird die
Dauer der Sattigungsphase von Probe 4, unmittelbar vor ihrer Messung variiert und die e-
Werte der Primédr-Spektren (1. Messung des jeweiligen Cyclus) ermittelt.

Des Weiteren soll auch die Relaxations-Dynamik des Substrates ndher untersucht werden. Um

diese auch in den Sekundér-Spektren verfolgen zu koénnen, wird die Messreihe an einem

36
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400.13 MHz Spektrometer, unter Verwendung von 30°-Pulsen durchgefiihrt. Die Magne-
tisierungsiibertragung erfolgt dabei nach Methode A im Erdmagnetfeld, um groRere
Schwankungen der Stirke der PTF innerhalb Streufeld-Gradienten des Spektrometers zu
vermeiden.

Nach einer Aktivierungsphase von 2 Minuten werden nacheinander 5 Hyperpolarisations-
Cyclen an Probe 4, mit jeweils 3 bis 6 Folgemessungen durchgefiihrt. Die Sattigungsphasen

der einzelnen Cyclen betragen 5, 6, 9, 15, sowie 20 Sekunden.

Tabelle 3.5: e-Werte hyperpolarisierter Pyridin-hs Protonen von Probe 4 nach einem 30°-
Puls, in Abhdngigkeit von der Dauer der Sdttigungsphase

Sattigungscyclus: 1 2 3 4 5
Dauer der Sattigungsphase [s]: 5 6 9 15 20
Pyridin Hormo: | 3.87 5.10 6.11 8.67 5.58
Hyperpolarisations- [, 4y W1 5 gg 758 | 1070 | 1593 | 1157
Faktor €
Pyridin Hpgra: 4.15 5.78 7.95 11.96 8.28

Die Ergebnisse der Protonen-Spektren deuten darauf hin, dass die e-Werte der Pyridinsignale,
bis zu einer Sattigungszeit von 15 Sekunden, einen stetigen Anstieg aufweisen (siehe Tabelle
3.5, sowie Abb. 3.13 und Abb. 3.14). Die Wasserstoff-Konzentration der Probe scheint dabei
mit der Magnetisierung zu korrelieren. Das angestrebte Gleichgewicht zwischen Hyperpola-
risation und Relaxation unter Normalbedingungen scheint erst im Zeitraum zwischen 15 und
20 Sekunden erreicht zu werden. Die Verringerung des Hyperpolarisations-Faktors im 5.

Sattigungs-Cyclus kann auf eine Verzogerung wahrend der Probeniiberfiihrung in das Spek-

trometer zuriickgefiihrt werden.
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184 ortho

16—: —=— meta
1 para

Hyperpolarisations-Faktor &

10 15 20
Sattigungszeit [s]

Abb. 3.13: Schema der Korrelation der Sdttigungszeit und der e-Werte der Pyridin-Protonen

von Probe 4: in ortho-Stellung (Griin), in meta-Stellung (Rot), in para-Stellung (Schwarz)

(o=

. . ﬂﬂ
|
Spektrum 4 L
Sattigungszeit: 15 Sek. |
Spektrum 3
Sdttigungszeit: 9 Sek. ! lL
[

Spektrum 2
Sattigungszeit: 6 Sek.
Spektrum 1
Sattigungszeit: 5 Sek. |
Referenz.
(16 Scans)/16 __u i

l
I ‘ I I I | T T T T ‘ I
8.5 8.0 7.5 [ppm]
Abb. 3.14: 'H-NMR Spektren von 2 und Pyridin-hs in Methanol-d., gemessen mit 30°-Pulsen
bei 400.13 (Probe 4): Vor der Aktivierungsphase (Referenz.); Nach 5 sekiindiger Scttigungs-
phase (Spektrum 1); Nach 6 sekiindiger Sdttigungsphase (Spektrum 2); Nach 9 sekiindiger
Sdttigungsphase (Spektrum 3); Nach 15 sekiindiger Sdttigungsphase (Spektrum 4); Nach 20
sektindiger Sdttigungsphase (Spektrum 5)

Im Gegensatz zu den bisherigen, mit 90°-Pulsen aufgenommenen Spektren, weisen die
Signale der Pyridin-Protonen der hyperpolarisierten Probe 4 sowohl positive, als auch negati-
ve Phasenanteile auf (siehe Abb. 3.14). Der Vergleich mit den Primér-Spektren der jeweiligen
Mess-Cyclen zeigt auch, dass die Intensitédt der Signal-Anteile, die einem Vorzeichen-Wechsel

unterliegen, mit zunehmender Sattigungszeit sukzessiv abnimmt.
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Der Vergleich der Sekundér-Spektren von Mess-Cyclus 3 ldsst des Weiteren darauf schliel8en,
dass auch die Anderung der Phase unter den Protonen-Signalen nicht einheitlich verliuft
(siehe Abb. 3.15). Wihrend die Signale der meta-Protonen (siehe Spektrum 2) bereits nach 15
Sekunden ,,phasenrein“ zu sein scheinen, weisen die Signale der ortho-Protonen nach 15
Sekunden Wartezeit, und die Signale para-Protonen (Spektrum 3) sogar nach 35 Sekunden

weiterhin einen Phasen-Wechsel auf.

Spektrum 3
20 Sekunden Wartezeit

}_

15 Selunden Wartezeit

Spektrum 2

ﬁgﬁ

Referenz. ___A o
(16 Scans)/16
T

Spektrum 1

8 7 5 - 23 [ppm]

Abb. 3.15: 'H-NMR Spektren von 2 und Pyridin-hs in Methanol-d,, gemessen mit jeweils
einem 30°-Puls bei 400.13 MHz: Vor der Aktivierungsphase (Referenz.); Nach der Sdtti-
gungsphase (9 Sekunden) (Spektrum 1); nach 15 Sekunden (Spektrum 2), nach 35 Sekunden
(Spektrum 3), nach 50 Sekunden (Spektrum 4), sowie nach 65 Sekunden im Spektrometer
(Spektrum 5)

Eine detaillierte Betrachtung der relativen Signalintensitdten der Pyridin-Protonen im Verlauf
der Folgemessungen von Séttigungs-Cyclus 3 (siehe Tabelle 3.6) legt nahe, dass die Relax-
ation der Hyperpolarisation unter den ortho-Protonen am schnellsten verlduft, wahrend die
Signale der meta- und para-Protonen auch nach iiber einer Minute signifikant von ihrem
thermischen Gleichgewichts-Zustand entfernt sind. Die Relaxation der Phasen J-gekoppelter
Zustdande innerhalb des Multiplett-Signals der meta-Protonen scheint jedoch am schnellsten
zu verlaufen. In beiden Féllen zeichnet sich das Signal der para-Protonen mit der langsamsten

Relaxation aus.
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Tabelle 3.6: Relative Signalintensitdt* von Pyridin-hs Protonen von Probe 4, Sdttigungs-
Cyclus 3, gemessen mit einem 30°-Puls: Direkt nach der Sdttigungs-Phase, sowie nach 9, 15,
35, 50 und 65 Sekunden Wartezeit im Spektrometer

Spektrum: 1 S-R*?
Positiv: +0.76 [ +0.29 [ +0.79 | + 1.00 | + 1.07

PI_}I]ndl.n Negativ: | -6.55 | - 0.59 - - -
ortho +
Betrag: 7.31 0.88 0.79 1.00 1.07 1.20
Positiv: [+ 12.16| +5.02 | +2.67 | + 1.98 | + 1.58
Relative Pyridin

Negativ: [ -0.57 - - - -
Betrag: 12.73 | 5.02 2.67 1.98 1.58 1.19
Positiv: | +0.65 | +0.03 | +0.05|+0.19 | +0.36
Negativ: | -5.08 | -1.20 | - 0.18 - -

Betrag: 5.73 1.23 0.22 0.19 0.36 | 0.72

* Relativ zur Intensitdt des Wasser-Signals des jeweiligen Spektrums
*2 Referenz-Signal im Thermischen-Gleichgewicht

Signalintensitat™® [ Hyeq:

Pyridin
Hpara :

Um einen tieferen Einblick in die Effekte der Relaxations-Dynamik der Pyridin-Protonen
nach der Hyperpolarisation zu gewinnen, werden ihre NMR-Signale im Einzelnen, unter
Berticksichtigung skalarer Kopplungswege betrachtet (siehe Abb. 3.16 bis Abb. 3.18). Dabei
konnen die Phasen-Wechsel, die sich aus der Relaxation der Populations-Unterschiede der
durch J-Kopplung erzeugten Spin-Zustdnde ergeben, ein hilfreiches Indiz bieten. Innerhalb
des AA‘BB‘C Spin-Systems von Pyridin, welches sich, selbst unter Vernachldssigung von
Wechselwirkungen mit anderen NMR-aktiven Kernen, aus insgesamt 2" = 32 Eigenzustanden
zusammensetzt, ist eine differenzierte Zuordnung der Population und der Relaxations-
Prozesse iiber Null-, Ein- oder Mehr-Quanteniibergidnge jedoch nicht zugédnglich. Die Vielfalt
potenzieller Wechselwirkungen von Spin-Eigenzustdnden innerhalb einer skalaren
Kopplungs-Domadne, spiegelt dennoch sowohl die Komplexitit, als auch die Effektivitdt des

SABRE-Verfahrens fiir homonuklear polarisierte Systeme wieder.

Die Signale der para-Pyridin Protonen mit und ohne Hyperpolarisation (Probe 4, Cyclus 3),
sowie ihre Kopplungsmuster werden in Abb. 3.16 dargestellt. Ihre Multiplizitdt ergibt sich aus
den *J- und *J-Kopplungen, die zur Aufspaltung in ein Triplett eines Tripletts fiihren.

In Spektrum 1 weisen ihre Signale insgesamt zu 88.68 % eine negaitve, und zu 11.32 % eine
positive Phase auf. Die Symmetrie der Aufspaltung, sowie die gute Auflésung des Multipletts

— auch in den hyperpolarisierten Spektren — macht dabei die Uberlagerung der negativen und
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positiven Phasen-Anteile im Signal der para-Protonen deutlich. Letztere wiederum kénnten

auf die Wechselwirkung mit den meta-Protonensignalen zuriickzufiihren sein.

@ u, i,
H
H, H, H,H H,

Ho H-J\N)\H Ho Ho H Ho

J(HH,) ~ 1.77 Hz

=>1ti
(®) (©) Pyridin para-H
Kopplungsmuster
Spektrum 3
Spektrum 2
Spektrum 1
Referenz. JM‘JLLU\\W J\/\J
T | T T ‘ T I
7.9 7.3 [ppm]

Abb. 3.16: Skizze skalarer Kopplungen von para-Pyridin Protonen (a); '"H-NMR Spektren von
2 und Pyridin-hs in Methanol-d, (Probe 4), gemessen bei 400.13 MHz mit 16 30°-Pulsen
(Referenz.); Nach dem 3. Sdttigungs-Cyclus mit jeweils einem 30°-Puls: Nach der Sditti-
gungsphase (Spektrum 1), nach 15 Sekunden (Spektrum 2), nach 35 Sekunden (Spektrum 3),
nach 50 Sekunden (Spektrum 4), sowie nach 65 Sekunden im Spektrometer (Spektrum 5) (b);
'"H-NMR Signal von para-Pyridin Protonen (c)

Auch die Signale der meta- und ortho-Protonen von Pyridin scheinen diesen Effekten zu
unterliegen, die jeweils ein N-Linien Spektrum bilden. Die Signale der ortho-Pyridin Proto-
nen mit und ohne Hyperpolarisation (Probe 4, Cyclus 3) werden in Abb. 3.17 dargestellt. Ihre
Multiplizitit ist das Resultat der Uberlagerung von Signalen, die sich aus der *J(H,H.,), der
*J(H,H,), der *J(H,H,), sowie der *J(H,H,,-) Kopplung ergeben.
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Abb. 3.17: Skizze skalarer Kopplungen der ortho-Pyridin Protonen (a); 'H-NMR Spektren von
2 und Pyridin-hs in Methanol-d, (Probe 4), gemessen bei 400.13 MHzmit 16 30°-Pulsen
(Referenz.), Nach dem 3. Sdttigungs-Cyclus mit jeweils einem 30°-Puls: Nach der Sqitti-
gungsphase (Spektrum 1), nach 15 Sekunden (Spektrum 2), nach 35 Sekunden (Spektrum 3),
nach 50 Sekunden (Spektrum 4), sowie nach 65 Sekunden im Spektrometer (Spektrum 5) (b);
'"H-NMR-Signal der ortho-Pyridin Protonen (c)

Dabei weist das Signal der ortho-Protonen in Spektrum 1 zu 89,65 % einen negativen, und zu
10,35 % einen positiven Charakter auf. Auffallend ist, dass die Maxima, sowie Minima des
Signals der ortho-Protonen in Spektrum 1 (siehe Abb. 3.17) nicht der chemischen Verschie-
bung der Maxima im Spektrum ohne Hyperpolarisation zu entsprechen scheinen.

Die Signale der meta-Protonen wechselwirken ihrerseits mit den ortho- und para-Protonen,
was sich auch auf ihre Phasen-Anteilen auszuwirken scheint (siehe Abb. 3.18). Dennoch

liegen sie zu 95,54 % in positiver Phase und lediglich zu 4,46 % in negativer Phase vor.
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Abb. 3.18: Skizze skalarer Kopplungen von meta-Pyridin Protonen (a); 'H-NMR Spektren von
2 und Pyridin-hs in Methanol-d, (Probe 4), gemessen bei 400.13 MHz mit 16 30°-Pulsen
(Referenz.); Nach dem 3. Sdttigungs-Cyclus mit jeweils einem 30°-Puls: Nach der Sditti-
gungsphase (Spektrum 1), nach 15 Sekunden (Spektrum 2), nach 35 Sekunden (Spektrum 3),
nach 50 Sekunden (Spektrum 4), sowie nach 65 Sekunden im Spektrometer (Spektrum 5) (b);
'"H-NMR-Signal von meta-Pyridinprotonen (c)

Auch ihr Kopplungsmuster ist ein Resultat von Wechselwirkungen héherer Ordnung, welche
den *J(H,H,), *J(H.H,), J(H,H,), sowie *J(H,H,) Kopplung unterliegen. Dabei sind, dqui-
valent zu den vorangehenden Signalen, innerhalb des Multipletts Linien mit positiver und
negativer Phase zu beobachten.

Vor dem Hintergrund, das SABRE-Verfahren unter Laborbedingungen auch auf die Hyper-
polarisation von Heterokernen auszuweiten, wird in der folgenden 4. Messreihe, der Fokus
auf die Untersuchung der Einfliisse der Polarisationstransfer-Feldstdarke auf die Magneti-
sierungsiibertragung gelegt. Hierzu werden zwei weitere Proben, sowohl mit partiell deute-
riertem (Probe 5), als auch mit undeuteriertem Pyridin (Probe 6) als Substrat vorbereitet und
an einem 500.13 MHz NMR-Spektrometer gemessen. Zur Variation der Stirke der PTF
werden die Proben neben den bereits beschriebenen Methoden A im Erdmagnetfeld und B im

Spektrometer-Streufeld, auch nach Methode C (siehe Abb. 3.19) im Spektrometer-Hochfeld
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polarisiert. Die Aktivierungsphase beider Proben betrdgt 2 Minuten und ihre jeweiligen

Sattigungsphasen ca. 15 Sekunden.

\

r

an
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Methode C
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Wasserstoff
Wasserstoff Generator
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--|||||||||| ﬁiH.’E | stickstoff

Kiihlung

Abb. 3.19: Schematische Darstellung der SABRE-Hyperpolarisation von Pyridin im Spektro-
meter-Hochfeld (Methode C)

Die Ergebnisse der Hyperpolarisation von Probe 5 werden in Abbildung 3.20, sowie Tabelle
3.7 zusammengefasst. Die Messreihe bietet ein Indiz darauf, dass die Verstarkung der

Signalintensitdt im Spektrometer-Streufeld am stdrksten ausgepragt zu sein scheint.
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Abb. 3.20: '"H-NMR Spektren von 2 und partiell deuteriertem Pyridin-ds in Methanol-d,,
gemessen mit einem 90°-Puls bei 500.13 (Probe 5): Vor der Aktivierungsphase (Referenz.);
Nach der Aktivierungsphase und der Sdttigung: Im Erdmagnetfeld (EMF) (Spektrum 1); Im
Spektrometer-Streufeld (Spektrum 2); Im Spektrometer-Hochfeld (Spektrum 3)

Tabelle 3.7: Betrag der relativen Signalintensitdt* von hyperpolarisiertem, partiell deute-
riertem Pyridin-ds

Polarisations-Feldstarke: EMF R-S*?
Relative Pyridin Horuo, rel. zu H,O 0.10 0.30 0.06 n.a.
Signalintensitat™ | pyridin H,q, rel. zu H,O |  0.04 0.07 0.05 n.a.

* Relativ zur Intensitdt des Wasser-Signals des jeweiligen Spektrums
*2 Referenz-Signal im thermischen-Gleichgewicht

Bei der Untersuchung von Probe 6 wird, ergdnzend zu den Ergebnissen von Messreihe 3,
zusdtzlich zur Variation der Polarisationstransfer-Feldstdarke auch zwischen den Puls-Winkeln
der Primédr-Messungen unterschieden. Dabei sollen folgende Aspekte verifiziert und vergli-

chen werden:

* Die Verstarkung der Signal-Intensitdt in Abhdngigkeit von der Feldstérke
* Die Verstarkung der Signal-Intensitdt in Abhdngigkeit vom Puls-Winkel
« Die Anderung der Phasen der Signale der Pyridin-Protonen in Abhéngigkeit von Puls-

Winkel und Polarisations-Feldstidrke

Die Ergebnisse der Primédr-Messungen (siehe Abb. 3.21 und Tabelle 3.8) deuten darauf hin,
dass die Intensitdt der Signale der Pyridin-Protonen im Spektrometer-Hochfeld am hochsten
zu sein scheint. Allerdings kann dieser Effekt auch mit der Zeit zur Uberfiihrung der Probe in
das Spektrometer in Verbindung gebracht werden, die unter den Versuchsbedingungen von

Methode C am kiirzesten ist.
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Abb. 3.21: 'H-NMR Spektren von 2 und Pyridin-hs in Methanol-d,, gemessen bei 500.13 MHz
(Probe 6): Mit einem 30°-Puls: Vor der Aktivierungsphase (Referenz.); Nach der Akti-
vierungsphase und der Sdttigung: Im Erdmagnetfeld (EMF) (Spektrum 1); Im Spektrometer-
Streufeld (Spektrum 2); Im Spektrometer-Hochfeld (Spektrum 3); Mit einem 90°-Puls: Nach
der Aktivierungsphase und der Sdttigung: Im Erdmagnetfeld (EMF) (Spektrum 4); Im Spek-
trometer-Streufeld (Spektrum 5); Im Spektrometer-Hochfeld (Spektrum 6)

Interessant ist jedoch, dass die Intensitdt nahezu aller Signale der Pyridin-Protonen nach
einem 30°-Puls hoher sind, als ihre Intensitdt in den dquivalenten 90°-Puls Messungen; ob-
gleich letztere die vollstindige Anregung der Magnetisierung begiinstigen sollten. Einzige
Ausnahme dabei bildet das Signal des im Streufeld polarisierten meta-Protons, dessen Inten-
sitdt — im Vergleich zu den Singalen der meta-Protonen der iibrigen Messungen — unter den

gegebenen Bedingungen deutlich geringer zu sein scheint.

Tabelle 3.8: e-Werte hyperpolarisierter Pyridin-hs Protonen von Probe 6 in Abhdingigkeit vom
Puls-Winkel und von der Polarisations-Feldstdrke

Mess-Verfahren: 30°-Puls 90°-Puls

Polarisations-Feldstarke: EMF EMF

Pyridin Horno:| 9.86 15.96 | 22.13 8.26 11.57 | 12.04
Pyridin Hyew: | 6.78 3.59 16.67 3.23 7.66 10.64
Pyridin Hpera: | 7.31 11.70 | 18.25 7.04 10.30 | 11.19

Hyperpolarisations-
Faktor €
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Die Ergebnisse weisen ebenfalls darauf hin, dass eine Wechselwirkung unter den Kernen, die
zu einer uneinheitlichen Phase ihrer Signle fiihrt, ausschlielich nach 30°-Pulsen auftritt. Des
Weiteren scheinen die Signale der meta-Protonen — sowohl der freien, als auch der koor-
dinierten Pyridin-Spezies — bei beiden Puls-Winkeln eine Phasen-Umkehr mit zunehmender
Stdrke der PTF zu erfahren. Die auffallend geringe Signal-Verstarkung der meta-Protonen bei
Polarisations-Transfer im Streufeld konnte daher sowohl auf Polarisations- als auch auf

Relaxations-Effekte zurtickzufiihren sein.

Tabelle 3.9: Relative Signalintensitdit* von Pyridin-hs Protonen von Probe 6, gemessen mit
einem 30°-Puls unmittelbar nach der Sdttigung im Erdmagnetfeld (EMF), im Spektrometer-
Streufeld, sowie im Spektrometer-Hochfeld

Spektrum: EMF
Pyridin | Positiv: | <0.01 | 0.17% | <0.01 | 0.09 % _ i
Homwo? | Negativ: | -2.30 |99.83%| -3.72 |99.91 %| -5.16 | 100 %
lgfgge Pyridin | Positiv: | +1.31 [70.02%]| +0.37 [37.38%| - )
intensitat* Hrea Negativ: -0.56 [29.98%| -0.62 162.62%| -4.60 | 100 %
Pyridin | Positiv: | +0.06 | 4.94 % - i _ i

Hpora : Negativ: -1.22 | 95.06 [ -2.05 | 100% | -3.19 | 100 %

* Relativ zur Intensitdt des Wasser-Signals des jeweiligen Spektrums

In Vorbereitung der Heterokern Hyperpolarisations-Untersuchungen mit dem SABRE-Verfah-
ren werden mit Probe 6 auch zweidimensionale Spektren mit COSY- und HMBC-Pulsse-
quenzen nach der Polarisation im Spektrometer-Streufeld (Methode B) aufgenommen. Dabei
soll ermittelt werden, ob die Magnetisierung der Kerne im Verlauf komplexer Pulsfolgen
erhalten bleibt. Sowohl die COSY-Messung, als auch die Spektren der HMBC-Untersuchung
lassen jedoch keine Hyperpolarisation der Protonen- und *C-Signale unter den gewihlten
Messbedingungen erkennen (siehe Abb. A.3a und A.3b).

Zur Untersuchung der C-SABRE Hyperpolarisation werden in Messreihe 5 daher Field-
Cycling Methoden eingesetzt, um mittels tempordrer elektromagnetischer Abschirmung der
Probe die LAC-Bedingungen fiir die Magnetisierungsiibertragung zwischen Wasserstoff- und
Kohlenstoff-Kernen zu erfiillen (siehe Abb. 3.26 und Abb. 3.27). Die Sattigungsphase wird
dabei sowohl im Low-Field (Methode D.1), als auch im Erdmagnetfeld durchgefiihrt (Me-
thode D.2).
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3. SABRE Para-Wasserstoff Hyperpolarisation

Methode D.1

a4k

| NMR-Spektrometer | P ara-;‘/\f?s?erstoff
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| u-Metall-Zylinder | A A

Wasserstoff
Wasserstoff X Generator

Quelle

stickstoff
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Abb. 3.26: Schematische Darstellung der SABRE-Hyperpolarisation von Pyridin unter
Verwendung eines u-Metall Zylinders: Im Low-Field (Methode D.1)

Para-Wasserstoff
| NMR-Spektrometer | a8 §§ THT Zufuhr
| t-Metall-Zylinder IA Y
Wasserstoff
Wasserstoff L Generator
Quelle

Fliissig-

--||I||||||| ﬁHTt stickstoff

Kithlung

Abb. 3.27: Schematische Darstellung der SABRE-Hyperpolarisation von Pyridin unter Ver-

wendung eines p-Metall Zylinders: Im Spektrometer-Streufeld und anschlieSender Uberfiih-
rung ins Low-Field (Methode D.2)

Obgleich mit beiden Methoden eine Hyperpolarisation von Pyridin-Protonen erreicht werden

kann, ist eine Magnetisierungsiibertragung auf *C-Kerne unter Laborbedingungen jedoch

nicht zu beobachten.
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3. SABRE Para-Wasserstoff Hyperpolarisation
3.1.6 SABRE unter Ultra-Lowfield Bedingungen

Die Ergebnisse der SABRE-Hyperpolarisation im Labormalistab unter Normalbedingungen,
sowie unter Verwendung handelsiiblicher NMR-Spektrometer und konventioneller prdpara-
tiver und analytischer Methoden belegen die zuverldssige Reproduzierbarkeit des Verfahrens
bei der Verstirkung von Protonen-Signalen. Allerdings machen die relativ geringen e-Werte
von undeuterierten Substraten ebenfalls deutlich, wie stark die Optimierung der Methode
durch technische und physikalische Faktoren limitiert ist. Dariiber hinaus stellt die Umsetzung
der Level-Anti-Crossing Bedingungen zum Magnetisierungs-Transfers unter Heterokernen

(siehe Formel 3.1) weiterhin eine signifikante Herausforderung dar.

Daher wird, in Kooperation mit Prof. Dr. Klaus Scheffler und der Arbeitsgruppe von Dr. Kai
Buckenmaier am Max-Planck-Institut fiir biologische Kybernetik, Abteilung fiir Hochfeld-
Magnetresonanz, sowie dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Reinhold Kleiner an der Universitat
Tiibingen ein System zur SABRE-Hyperpolarisation unter Ultra-Lowfield Bedingungen ent-
wickelt”, um die Einschrinkungen des Verfahrens zu iiberwinden und folgende Untersu-

chungs-Kriterien zu erfiillen:

» Zeitlich unbegrenzte Sittigung der Substrat-Losung mit Para-Wasserstoff

» Zeitlich unverzogerte und repetitive Messung der Hyperpolarisation

* Frei variierbare Polarisations-Feldstirken fiir den Magnetisierungs-Transfer auf He-
terokerne

» Effiziente Signal-Detektion unter Ultra Low-Field Bedingungen

Um tiber einen Zeitraum von mehreren Stunden eine konstante Population eines hyperpola-
risierten Substrates zu erzeugen, wird eine Reaktionskammer mit einem Fassungs-Vermogen
von ca. 10 ml, sowie einem integrierten Beliiftungs-System entwickelt®® (siehe Abb. 3.28).
An einen Para-Wasserstoff Generator angeschlossen, erlaubt diese Messanordnung einen
sukzessiven Austausch der Singulett- und Triplett-Isomere in der Losung, wodurch eine maxi-

male Séattigung der Probe mit hyperpolarisiertem Substrat gewdhrleistet wird.
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3. SABRE Para-Wasserstoff Hyperpolarisation

Para-Wasserstoff Para-Wasserstoff

Abluft Zufuhr
I |

5QUID-MODUL

SABRE-Probenkirper

Realtionslosung, mit
- IMES-Ir-Kathalysator
- Pyridin

Abb. 3.28: Schematische Darstellung des SABRE-Systems fiir ULF-Untersuchungen

Die unmittelbare und kontrollierte Versorgung des Systems mit Para-Wasserstoff erlaubt es
auch, den Proben-Korper direkt am Ort der Mess-Spule anzubringen. Dadurch kénnen Mes-
sungen ohne zeitliche Verzogerungen, die zur Relaxation der Magnetisierung und damit zu
Verlusten der Signal-Intensitét fiihren wiirden, aufgenommen werden. Des Weiteren wird die
Population des hyperpolarisierten Substrates nach jeder Anregung kontinuierlich wiederauf-
gebaut, was die Durchfiithrung von Mess-Cyclen ohne manuelle Justierung der Proben ermog-

licht.

Wie bereits in Absatz 3.1.1 ausgefiihrt, erfordert der Polarisations-Transfer unter Heteroker-
nen, die Erfiillung kernspezifischer Resonanz-Bedingung fiir Level-Anti-Crossing Prozesse
(siehe Formel 3.1). Diese wiederum setzt fiir Spin ¥2-Kerne Polarisations-Transfer Feldstar-
ken von ca. 2 bis 10 mT voraus™®.

Um die Stdrke des PTF bis in den Ultra-Lowfield Bereich, frei und ohne Wechselwirkungen
mit dulleren Magnetfeldern einstellen zu kénnen, wird das SABRE NMR-System in einer, mit
p-Metall abgeschirmten Kammer aufgebaut. Der Proben-Korper wird dabei in einem speziell
dafiir angefertigten Spulen-System befestigt, mit dem sowohl das Polarisations-Feld B, und
das Bo-Feld (mit B, > By), als auch die Anregungs-Pulse B; erzeugt werden konnen (siehe
Abb. 3.29).

Aufgrund des schwachen Bo-Feldes ist das Signal-zu-Rausch Verhéltnis des Systems, trotz der

Signal-Verstarkung durch die Hyperpolarisation der Substrat-Kerne, sehr gering. Um die
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3. SABRE Para-Wasserstoff Hyperpolarisation

Kernresonanz-Signale auch unter Low-Field Bedingungen bestmoglich erfassen zu kdnnen,
wird das hochsensible SQUID-Modul (superconducting interference device) als Detektor-

System eingesetzt'®®!,

Als Reaktionsmedium wird eine undeuterierte, ethanolische Losung mit Pyridin als Standard-
Substrat verwendet. Die korrespondierenden Substrat- und Katalysator-Konzentrationsver-
héltnisse der vorangehenden Untersuchungen, werden beibehalten. Die Aktivierungsphase des
Ir-Komplexes zur aktiven Spezies 3, betrdgt wenige Minuten. Die Para-Wasserstoff FlieRge-

schwindigkeit wird auf ca. 2 Liter pro Stunde eingestellt.

Der Mess-Cyclus wird mit 250 additiven Messungen mit einer jeweiligen Messzeit von 1
Sekunde und einer Relaxationsperiode von 2 Sekunden durchgefiihrt. Die Ergebnisse der
Untersuchung deuten darauf hin, dass eine anndhernd vollstandige Regeneration der maxima-
len Population hyperpolarisierter Spezies, eine Zeitspanne von ca. 16 Sekunden erfordert
(siehe Abb. 3.20).

Trotz der hohen Intensitdt der Signale im resultierenden Protonen-Spektrum, ist es nicht
moglich, eine quantitative Bestimmung von e-Werten der Substrat-Kerne durchzufiihren. Zum
Einen konnen die einzelnen Pyridin-Signale, aufgrund der schlechten Auflésung, nicht unter-
schieden werden. Des Weiteren ist es nicht moglich ein Referenz-Spektrum zu erstellen, da
die Probe — selbst nach langwierigen Puls-Perioden — die Messung von Protonen-Signalen im

thermischen Gleichgewicht verweigert.

Signal
Integral under Peak

32100 32120 32140 32160 32180 32200 0 4 8 12 16
Abb. 3.30: '"H-NMR Spektrum hyperpolarisierter Pyridin Protonen (Links); Zeitabhdngige
Bestimmung der Repopulation hyperpolarisierter Pyridin-Spezies (Rechts) | Bild entnom-
men aus Quelle [24]

51



4. Dynamic Nuclear Polarisation

Die Ergebnisse der Ultra-Low-Field SABRE-Hyperpolarisation zeigen, dass das interdiszi-
plindr konzipierte System die Aufnahme von Spektren mit signifikanter Signal-Intensitét er-
moglicht und damit ein zuverldssiges Instrument zur Untersuchung katalytisch induzierter

Hyperpolarisation darstellen kann.

4 Dynamic Nuclear Polarization (DNP)

Trotz der signifikanten Signal-Verstarkung, die mittels der SABRE-Methode unter High- und
Low-Field Bedingungen erzielt werden kann, bleibt die anspruchsvolle chemische Reaktivie-
rung der Hyperpolarisation von Substrat-Kernen ein limitierender Faktor fiir die Anwendung
des Verfahrens in der MRT-Diagnostik unter in-vivo Bedingungen. Um einen repetitiven Pola-
risations-Transfer ohne chemische Aktivierung bzw. Derivatisierung signalverstarkender Sub-
strate zu gewdhrleisten, wird daher im zweiten Teil des Projektes die Hyperpolarisation von

Wasser-Protonen mittels Overhouser-DNP untersucht (siehe Kapitel 2.4).

Mikrowellenstrahlung,
)y
_r;;{‘f Solvens Solvens
Hyperpolarisiertes

Paramagnetisches — = Paramagpetisches
Substrat Substrat

Hyperpolarisiertes
Solvens

Paramagnetisches
Substrat

Abb. 4.1: Allgemeines Schema der Overhouser-DNP

Im Gegensatz zu den, auf Para-Wasserstoff basierenden Methoden, nutzt die Overhouser-
DNP mit Mikrowellen-Strahlung angeregte Elektronenspins paramagnetischer Substanzen zur
Hyperpolarisation sekundérer Substrate. Durch ihre wiederholte Aktivierung und Magnetisier-
ungsiibertragung (siehe Abb. 4.1), ermoglicht dieses Verfahren eine repetitive Hyperpolarisa-
tion des Mediums, ohne dabei reaktive Zwischenprodukte zu erzeugen. Um des Weiteren

vitale Systeme vor schddlichen Reaktionen zu schiitzen und gleichzeitig eine hohe lokale
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4. Dynamic Nuclear Polarisation

DNP-Aktivitdt zu erzielen, werden paramagnetische Hybrid-Materialien dargestellt und der
Polarisations-Transfer auf umgebendes Solvens unter High- und Low-Field Bedingungen un-

tersucht.

4.1 Stoeber-Partikel als Trager fiir organische Radikale

Das 2,2,6,6-Tetramethyl-1-piperidyloxyl (TEMPO) Radikal stellt eines der bekanntesten
stabilen paramagnetischen organischen Systeme dar. Primar in molekularer Form, aber auch
in heterogener Phase haben TEMPO-Derivate bereits breite Anwendung bei katalytischen

n[llO,lll]

Oxidations-Reaktione von Alkoholen gefunden. Dariiber hinaus dienen sie als rever-

sible Initiator-Systeme fiir radikalische Polymerisationen!*",

Aufgrund der sterisch anspruchsvollen chemischen Umgebung kann die Nitroxy-Radikal
Spezies unter Standardbedingungen mehrere Wochen bis Monate lang bestindig bleiben™.
Auch unter physiologischen Bedingungen erweisen sich TEMPO-Derivate daher als nicht
mutagen, sowie vergleichsweise wenig cytotoxisch™¥, wodurch sie ein breites wissenschaft-
liches Interesse als Anti-Oxidantien™*, und Kontrastmitte]™** in der medizinischen Diagnos-

tik geweckt haben.

Um auch als DNP-aktives Kontrastmittel zu dienen, was voraussetzt, eine hohe lokale Dichte
paramagnetischer Funktionen zu gewdhrleisten, die Radikal-Gruppen dabei vor metabolischen
Prozessen zu schiitzen und gleichzeitig eine hohe Magnetisierungsiibertragung auf das Me-
dium zu gewdhrleisten, sollen TEMPO-Derivate in eine hydrophile, polymere Matrix einge-
baut und auf einem Nano-Trager immobilisiert werden. Dadurch soll eine hohe Austauschrate
von Wasser innerhalb des Polymers — und damit eine hohe DNP-Aktvitdt — begiinstigt, sowie
potenzielle Wechselwirkung von Radikal-Funktionen mit vitalen Systemen unterbunden wer-

den.

Als Trager-Material dienen oberflachenfunktionalisierte Stoeber-Partikel (StS), die mit einem
organischen Polymer-Geriist ausgestattet werden. Die Seitenketten des Polymers werden an-
schliefend mit bzw. zu stabilen Radikal-Funktionen umgesetzt und bilden mit dem anor-

ganischen Silika-Kern ein paramagnetisches Nano-Hybridmaterial (siehe Schema 4.1).
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Schema 4.1: Allgemeines Reaktionsschema der Darstellung von paramagnetischen Stoeber

Hybrid-Materialien
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4. Dynamic Nuclear Polarisation

4.1.1 Darstellung und Oberflachenaktivierung von Stoeber-Partikeln
Synthese oberflachenfunktionalisierter Silika-Partikel nach dem Stoeber-Verfahren
GemiR dem von Stoeber et al.” vorgestellten und arbeitsgruppenintern modifizierten Ver-
fahren werden im ersten Teil des Projektes sphérische Silika-Nanopartikel (siehe Schema 4.1)
in den GroBen 50 bis 300 nm dargestellt und derivatisiert. Aufgrund der Empfindlichkeit des
Partikelwachstums hinsichtlich ihrer Reaktionsbedingungen (siehe Kapitel 2.5), werden zur
Optimierung der Synthese zeitabhdngige Wachstumsreihen durchgefiihrt. Im Fokus der Unter-
suchungen steht dabei der Einfluss der TEOS- und Ammoniumhydroxid-Konzentration, sowie
der Temperatur. Die GroRe der Partikel wird wéahrend der Wachstumsphase mittels DLS-Mes-
sungen verfolgt (siehe Anhang: Abb. A.5 bis Abb. A.8, sowie Tabelle A.1 und A.2). Die opti-
mierte Synthese wird in Kapitel 5.2.3 angefiihrt.

Um dartiiber hinaus eine einheitliche und unporése Oberflachenbeschaffenheit der Silika-
Sphéren zu erzielen, werden die isolierten Nano-Materialien im Anschluss, 3 bis 5 Tage lang
im Roéhrenofen bei 600 °C getempert, wodurch sowohl organische Reste entfernt, als auch die
Poren der Partikel geschlossen und dabei ihre duBeren Silanol-Gruppen zu verbriickten Q*-
Gruppen umgesetzt und inaktiviert werden. Zur Reaktivierung der Oberfliche werden die
kalzinierten Spezies mehrere Stunden in einer 3.7 %igen, wassrigen Salzsdure-Losung behan-
delt und die dulleren Siloxy-Gruppen zu Si-OH Gruppen rehydroxyliert. Dadurch werden die

beiden Trager-Materialien StS in den Grofen von 300 nm, sowie 50 nm erhalten.

Zur Evaluation der Dispersitdt der Spharen werden ebenfalls Proben der Reaktions-Suspen-
sion mittels DLS-Messungen untersucht, sowie REM-Aufnahmen der isolierten Partikel
durchgefiihrt (siehe Abb. 4.2, sowie Anhang: Tabelle A.3). Erstere ergeben dabei einen durch-
schnittlichen DLS-Durchmesser von 67.9 nm, bei einem PDI von 0.079 fiir die 50 nm
Spezies, sowie einen DLS-Druchmesser von 305.7 nm, bei einem PDI von 0,051 fiir die 300
nm Partikel. Die REM-Analysen ergeben einen mittleren Durchmesser der Partikel von 280.9

nm (bei einer Standardabweichung o = 15.0 nm), bzw. 58.3 nm (mit ¢ = 15.8 nm).
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Abb 4.2: REM-Bilder: Silika-Partikel StS(300) (links); 2@StS(50)-Spezies (rechts)

Die Ergebnisse der DRIFT-Spektroskopie aller drei Synthese-Stufen entsprechen den Lite-
ratur-Werten (siehe Abb. 4.3, sowie Anhang: Tabelle A.4). Charakteristisch dabei ist insbeson-
dere die Bande der Si-OH Streckschwingung'® bei 950 cm™. Im Spektrum der unbehan-
delten Materialien sind ebenfalls C-H Deformationsschwingungen™”' im Bereich zwischen
1485 bis 1450 cm’, sowie bei 1369 cm™ zu beobachten. Interessanter Weise erscheinen Ers-
tere ebenfalls bei der Untersuchung der rehydroxylierten Spezies, was u.a. auf Losungsmittel-

Verunreinigungen durch den Waschprozess zuriickgefiihrt werden kann.

300 nm - reguléar

—— Unbehandelt
—— Kalziniert
—— Rehydroxyliert

Intensitéit

0 e e e
4.000 3.500 3.000 2.500 2.000 1.500 1.000 500
‘Wellenzahl [cm!]

Abb. 4.3: DRIFT-Spektren von StS(300)-Spezies: Unbehandelt (blau), Kalziniert (rot), Rehy-
droxyliert (griin)

Die *Si CP/MAS NMR-Analysen der 300 nm Partikel entsprechen ebenfalls den Literatur-
Daten®". Sie werden im Folgenden im Zusammenhang mit der Untersuchung der weiter-
fiihrenden Derivatisierung zu oberfldchenaktivierten Hybrid-Materialien diskutiert.

Im zweiten Schritt werden die anorganischen Silika-Partikel mit einer organischen Beschich-
tung ausgestattet, die tertidre, bromierte Kohlenstoff-Funktionen enthélt. Hierzu wird die

Oberfldache der Partikel zundchst mit Aminopropyltriethoxysilan (APTES) zu den Spezies
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1@StS umgesetzt und deren Amin-Gruppen im Anschluss mit a-Bromisobuttersaurebromid

(BIBB) zu den Materialien 2@StS derivatisiert (siehe Schema 4.1).

Die Funktionalisierung der Stoeber-Partikel mit APTES wird dabei nach zwei unterschied-
lichen Verfahren durchgefiihrt (sieche Schema 4.1). Zum Einen werden die reaktivierten Spe-
zies StS — nach der Kalzinierung und Rehydroxylierung — mit APTES umgesetzt (Methode
1). Der Vorteil der Methode besteht in der homogenen und porenfreien Oberflachen-Beschaf-
fenheit des Materials. Allerdings erschweren sowohl die wiederholten Reinigungsprozesse,
die mit signifikanten Verlusten verbunden sind, als auch die relativ lange Synthesedauer von
bis zu 3 Wochen, eine effiziente Darstellung der Materialien.

Zur Optimierung der Synthese wird als Alternative daher die in-situ Umsetzung der Stoeber-
Partikel mit APTES nach Methode 2 (siehe Schema 4.1, sowie Kapitel 5.2.4) untersucht.
Dieses ,Eintopf-Verfahren® erlaubt es, die oberflichenfunktionalisierten Spezies 1@StS ohne
die Aufbereitung von Zwischenstufen bereits nach zwei Tagen isolieren zu kénnen.

Die anschliefende Derivatisierung der APTES-Materialien, unabhédngig von ihrer Synthese-
Route, erfolgt durch Umsetzung mit BIBB in Anwesenheit von Triethylamin (siehe Kapitel

5.2.5). Die Produkt-Spezies 2@StS kann nach einem Tag Reaktionszeit isoliert werden.

Die Charakterisierung der Synthese-Stufen StS, 1@StS, sowie 2@StS nach der regulédren und
der in-situ Methode in den GroBen 50 nm, sowie 300 nm erfolgt mittels DRIFT- und
Festkdrper NMR-Spektroskopie. Des Weiteren werden Elementaranalysen der Materialien
angefertigt.

Dabei weisen die DRIFT-Spektren aller Systeme (siehe Abb. 4.4, sowie Anhang: Tabelle A.5
und A.6) die charakteristischen Signale aliphatischer C-H Valenzschwingungen im Bereich
zwischen 3000 und 2850 cm™, sowie O-H Valenzschwingungsbanden zwischen ca. 3850 und
2400 cm™ auf. Letztere erscheinen in den Spektren der regulir (nach Methode 1) darge-
stellten Partikel jedoch deutlich schwécher ausgepragt zu sein, was auf den Prozess der Kalzi-
nierung und Rehydroxylierung zurtickgefiihrt werden kann. Des Weiteren ist bei allen in-situ
dargestellten Silika-Sphéiren die Si-OH Bande bei 955 cm™ erkennbar, die nach der Kalzi-

nierung nicht mehr beobachtet wird.
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Abb. 4.4: DRIFT-Spektren von StS-, 1@StS-, sowie 2@StS-Spezies; 50 nm, reguldr
dargestellt (oben links); 50 nm, in-situ dargestellt (oben rechts); 300 nm, reguldir dargestellt
(unten links); 300 nm, in-situ dargestellt (unten rechts)

Auch das Signal der nicht assoziierten O-H Valenzschwingungen bei 3640 cm™— in den Spek-
tren der 50 und 300 nm Materialien — ist nach der Umsetzung mit APTES nur in sehr schwa-
cher Intensitit zu beobachten, was auf eine effiziente Funktionalisierung der Oberfldche
schlielen ldsst. Die Derivatisierung der Amin-Einheiten mit BIBB fiihrt schlieflich zur Aus-
bildung von Peptid-Bindungen, deren Schwingungen bei ca. 1530 (6 N-H Signal), sowie 1650
cm™ (v C=0 Bande) zu beobachten sind (vgl. Anhang: Tabelle A.5 und A.6).

Die *Si Festkoérper-NMR Untersuchung (mit 5 kHz MAS-Rotation) der Partikel, nach der
Kalzinierung und Rehydroxylierung, zeigt ebenfalls die charakteristischen Signale fiir Silika-
Partikel. Darin sind die Signale der Q*-Funktionen (vgl. Kapitel 2.5) bei -92.4 ppm, der Q*-
Gruppen bei -100.7 ppm und die Peaks der Q*-Einheiten bei -109.7 ppm zu erkennen (siehe
Abb. 4.5).
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1@StS - in-situ
Scale 0.03125
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Abb. 4.5: ®Si CP/MAS NMR-Spektrum (bei 5 kHz Rotationsgeschwindigkeit): reguldr

dargestellte StS(300)-Spezies (links); reguldr und in-situ dargestellte 1@StS(300)-Spezies
(rechts)

Auch nach der Funktionalisierung zur 1@StS-Spezies bleiben die Signale der Q-Gruppen
erhalten. Der Vergleich der Spektren beider Darstellungs-Verfahren deutet des Weiteren auf
die Anwesenheit von Siloxan-Funktionen bei -68.1 ppm (T-Gruppen) hin, was die Ergebnisse

der IR-Analyse zu bestdtigen scheint.

Die Untersuchungen der 50 nm 1@StS- und 2@StS-Spezies (bei 10 kHz Proben-Rotation)
weisen nur geringfiigige Unterschiede auf. In beiden Spektren sind die Signale der korres-
pondierenden T- und Q-Gruppen zu beobachten. Dies bietet ebenfalls ein Indiz dafiir, dass die
Umsetzung der Materialien mit BIBB auch unter basischen Reaktions-Bedingungen erfolg-

reich verlauft.
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2@StS
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Abb. 4.6: *Si-CP/MAS NMR-Spektrum (bei 10 kHz Rotationsgeschwindigkeit): In-situ
dargestellte 1@StS(50) (blau) und 2@StS(50)-Spezies (rot)

Ethyl-C T ' H
Y L 2 N 3@SS(300)
1, 1\/\/ -
Ethyl-C, A Gy G,
cﬁa CGIJ
HyC C. CH
MitR =~y Bmw. , N\ ° 2@S1S(300)
(1@StS) G K Ethyl—C1
0
(2@StS)

50 [ppm]
Abb. 4.7: *C-Festkérper CP/MAS NMR-Spektren der in-situ dargestellten 300 nm Spezies:
1@StS (blau); 2@StS (rot)

Die “C CP/MAS Festkorper-Spektren (bei 8 kHz Proben-Rotation) der in-situ dargestellten
Spezies 1- und 2@StS (siehe Abb. 4.7) deuten ebenfalls auf die Anwesenheit von ATPES- und
BIBB-Funktionen auf der Oberfldche der Trdager hin. Erstere erscheinen im Spektrum bei 42.5
ppm, 21.3 ppm und 9.5 ppm.

Aufgrund der Intensitits-Erhéhung der Signale durch die Polarisations-Ubertragung von 'H-
Kernen auf “C-Kerne bei den CP/MAS-Spektren, treten jedoch nur die Peaks der Methyl-
Gruppen der BIBB-Einheiten bei 31.6 ppm im Spektrum der 2@StS-Partikel auf. Signale der

quartdren Kohlenstoffe werden unter den gewahlten Messbedingungen nicht beobachtet.
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Die Ergebnisse der Elementaranalyse (siehe Tabelle 4.1 und 4.2) bieten die Moglichkeit, die
prozentualen und molaren Mengen organischer Gruppen auf den nach Methode 1 und 2
dargestellten Spezies 1- und 2@StS zu evaluieren. Ausgehend von der jeweils eingesetzten
Masse der Partikel wird dabei die molare Stoffmenge von Kohlenstoff und Stickstoff pro

Gramm Material ermittelt.

Fiir die regulédr dargestellten 1@StS-Spezies, ergeben die Untersuchungen einen Anstieg der
Stickstoff-Stoffmenge der 50 nm Partikel um den Faktor 3.5, gegeniiber 300 nm Tragern; was
auf die erheblich groRere reaktive Oberflache des Materials pro Gewichts-Einheit zuriick-
gefiihrt werden kann. Interessanter Weise zeigen die in-situ dargestellten APTES-Partikel
jedoch sehr vergleichbare N-Stoffmengen, mit einer Differenz von lediglich 42.84 mmol
(Faktor 1.1) pro Gramm Substanz. Dieses Ergebnis lasst darauf schlielen, dass die APTES-
Menge auf der Oberflache der Trdger, gegeniiber der Besetzung der Poren-Strukturen, ver-

nachldssigbar klein zu sein scheint.

Der Anstieg der molaren Kohlenstoff-Stoffmenge nach der Umsetzung zur 2@StS-Spezies,
variiert bei den untersuchten Systemen nur geringfiigig und féllt fiir die reguldr dargestellten,
50 nm grofen Trager am groliten (Faktor 1.8), sowie fiir die in-situ dargestellten 2@StS(300)-
Materialien am geringsten (Faktor 1.2) aus. Die 50 nm grolen, in-situ Partikel weisen einen
Riickgang der molaren C-Stoffmenge um den Faktor 1.014 auf, was ein Indiz fiir Leaching-
Effekte der APTES-Eineiten darstellen konnte.

Auch der Vergleich der Stickstoff-Stoffmengen bekriftigt diese Annahme. Die Ergebnisse der
Elementaranalyse deuten hier bei allen Systemen auf einen Verlust von Amin-Funktionen
wdhrend der Derivatisierung mit BIBB hin. Dieser fallt bei den 50 nm, in-situ Materialien am

grofSten und bei den 300 nm regulér dargestellten Materialien am geringsten aus.

Tabelle 4.1: Elementaranalyse der 1@StS-Spezies der Grolsen 300 nm, sowie 50 nm

GroRe | Darstellungs- Gewichts % Stoffmenge [pmol/g] 1@StS
[nm] Methode C N C N
reguldr 0.50 0.14 416.29 99.95
1@StS | 300
in-situ 2.52 1.08 2098.08 771.06
0 reguldr 1.40 0.49 1165.60 349.83
in-situ 6.44 1.02 5361.75 728.22
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Tabelle 4.2: Elementaranalyse der 2@StS-Spezies der Grolsen 300 nm, sowie 50 nm

GroRe | Darstellungs- Gewichts % Stoffmenge [pmol/g] 2@StS
[nm] Methode C N C N
reguldr 0.79 0.12 657.73 85.67
2@StS | 300
in-situ 3.00 0.82 2497.71 585.43
- reguldr 2.57 0.40 2139.71 285.76
in-situ 6.35 0.83 5289.82 592.57

4.1.2 Darstellung hydrophiler, paramagnetischer Silika-Hybridmaterialien

Im zweiten Teil des Projektes wird der Fokus auf die Dispersions-Eigenschaften der Silika-

Sphéren in physiologischen Medien gelegt. Hierzu werden die hybriden Nano-Partikel mit

hydrophilen Substraten umgesetzt.

0
O\Si/\/\N Br
0| H
0 H,C CH,
H,c—"
RESIS [ATRP] | RT
(Monomer) | 24 h
CH, | CH;
C)\*Si
0|
_/O
H;C o |9 0
| |
3@5tS R R
Br
OH H3C\l\}/CH3
MitR = (0]
o \//’\OH
3a@StS 3c(@StS
CH,
Br 0
H,C \ﬁ/fyjigcxcm CH,
H
i_\/ 0 CH,
3b@StS H,
CH,
3d@5tS

Br

Schema 4.2: Reaktionsschema der ATRP-Funktionalisierung der hybriden Nano-Materialien

2@StS zu 3@StS-Spezies
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Um dabei eine moglichst hohe Besetzung des Trager-Materials zu erreichen, wird die Ober-
fliche der Partikel jedoch nicht mit einzelnen polaren Verbingungen angereichert, son-dern
mit einem Polymer aus hydrophilen Derivaten mittels dem ATRP-Verfahren nach Maty-

jeszewski® ausgestattet (siehe Kapitel 2.7, sowie Schema 4.2).

Darstellung von PEGMA-funktionalisierten Stoeber-Partikeln
Als eines der bekanntesten hydrophilen Polymer-Systeme wird Polyethylenglycol (PEG) in

Form von Polyethylenglycol-Methacrylsdaureester (PEGMA) zur Modifizierung der Partikel-
Eigenschaften herangezogen. Dessen NMR-Analyse (vgl. Abb. 4.10) deutet dabei auf eine
statistische Verteilung der Ethylenglycol-Einheiten von durchschnittlich ca. 9.5 pro PEGMA-
Molekiil hin.

Die gute Wasserloslichkeit des Monomers erlaubt es, die radikalische Polymerisation in einem
Methanol:Wasser Gemisch im Verhéltnis von 2:1 durchzufiihren. Aufgrund der hohen Emp-
findlichkeit der ATRP gegeniiber freien Radikalen wie Sauerstoff, wird die Partikel-Suspen-

sion vor der Zugabe der Reagenzien, durch das Einleiten von Stickstoff entgast.

Im Anschluss an die Polymerisation wird die Suspension iiber ein Diaphragma geleitet (vgl.
Kapitel 5.1.2), um die hybriden Materialien von niedermolekularen Reaktions-Bestandteilen

zu trennen. Die Spezies 3a@StS wird durch Gefriertrocknung aus dem Losungsmittel isoliert.

Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen des ATRP-Verfahrens bei der Oberfldchen-Funk-
tionalisierung der Trager mit dem PEGMA-Polymer werden die Einfliisse der Monomer Kon-
zentration auf die Polymer-Belegung in-situ dargestellter, 100 nm Partikel evaluiert™®. Die
Ergebnisse dieser Versuchsreihen weisen auf eine Abhdngigkeit der Kettenldnge des Poly-
mers und der eingesetzten Menge des Monomers hin'"'®, wie es der Mechanismus der kontrol-
lierten lebenden Radikal-Polymerisation® (siehe Kapitel 2.7) nahelegt. Allerdings lassen die
Elementaranalysen der 3a@StS(100)-Materialien ebenfalls darauf schlielen, dass das Poly-
mer-Wachstum nach 125 Aquivalenten Edukt, keine signifikanten Anderungen mehr
erfahrt'®, Des Weiteren weist die Anwesenheit niedermolekularer, organischer Verbin-
dungen im Filtrat, das bei dem Reinigungs-Prozess der Partikel mittels Diaphragma anfallt,
darauf hin, dass das Monomer unter den gewdhlten Reaktionsbedingungen nicht vollstandig

mit dem Trager-Material reagiert. Griinde dafiir konnen unter Anderem in einer zu kurzen
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Reaktionsdauer, sowie den sterisch anspruchsvollen Bedingungen auf der Oberfldche der Sili-

ka-Sphéren liegen.

Mit den optimierten Synthese-Verfahren (siehe Kapitel 5.2.6) werden weiterfiihrende Untersu-
chungen zur Bestimmung der Eigenschaften der PEGMA-funktionalisierten Materialien, hin-
sichtlich der Korrelation zwischen der Polymer-Dichte und dem Durchmesser des Trager-
Materials, sowie der Reproduzierbarkeit der ATRP unter Verwendung reguldr und in-situ dar-
gestellter Silika-Spezies unternommen. Hierfiir dienen 50 nm und 300 nm grole 2@StS-
Partikel als Trager-Materialien.

Die Charakterisierung der isolierten Produkte erfolgt mittels NMR- und DRIFT-Spektrosko-
pie, sowie RTEM und Elementaranalyse. Erstere werden in Form von Fliissig- (400.13 MHz
Spektrometer) und Suspensions-NMR Messungen (500.13 MHz Spektrometer bei 4 kHz Ro-

tation) durchgefiihrt.

UNI_TUE 30.0kV 8.0mm x180k TE 9/6/20‘]6I I

UNI_TUE 30.0kV 8.0mm x80.0k TE 2/8/2017 b ' 500nm

UNLTUE 30.0KV 8.0mm x450k TE 1/11/2017 ' ' 100nm
Abb. 4.8: TEM-Aufnahmen der 3a@StS-Materialien: 300 nm, reguldr dargestellt (oben
links); 300 nm, in-situ dargestellt (oben, rechts); 50 nm, reguldr dargestellt (unten links); 50
nm, in-situ dargestellt (unten rechts)
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Sowohl die RTEM der 100 nm Partikel™®, als auch die unabhéngigen Untersuchungen der
3a@StS-Materialien (siehe Abb. 4.8) deuten dabei auf eine selektive Polymerisation von
PEGMA-Monomeren auf der Oberflache der funktionalisierten 2@StS-Trager hin. Wahrend
die Aufnahmen der 300 nm Partikel jedoch eine weitgehend gleichmélige Verteilung des
Polymers auf der Oberflache nahelegen, scheinen die 50 nm Spezies eine grofSere Dispersitat

aufzuweisen.

Des Weiteren werden, mittels IR- und NMR-Messungen der 3a@StS-Spezies, Signale nach-
gewiesen, die auf die Anwesenheit von PEGMA-Derivaten zuriickgefiihren werden kénnten.
Dies deutet ebenfalls auf eine erfolgreiche Funktionalisierung der Vorstufen mit PEGMA-

Polymer hin.

So weisen die DRIFT-Spektren bei allen vier Systemen ein intensives Signal von Carbonyl-
Valenzschwingungen bei 1726 bis 1730 cm™ auf, die bei der Untersuchung von 2@StS-
Spezies nicht auftreten (vgl. Abb. 4.9, sowie Anhang: Tabelle A.7). Des Weiteren ist ein
signifikanter Anstieg der Intensitit von C-H Valenzschwingungen im Bereich von 3000 cm™
bis 2600 cm™ zu beobachten, die wiederum bei den Messungen der 50 nm Spezies stirker
ausgepragt zu sein scheinen, als bei 300 nm Spezies. Dies ldsst ebenfalls eine hohere

Polymer-Dichte des Materials vermuten.

3a@5t5(50 nm) 3a@5tS(300 nm)
1,14 1,25
1—5 - A ] — reguldr
7 - FEgL{lar 14 — in-situ
0,9 in-situ ]
0,8 . 08
:E ’ E :5 i
B 0,79 = ]
g ] E 0.6
%) - 4
T 0,54 0,4
0,4 ]
T ] 0,24
0,3—; ]
0,2:\||||||\|‘||||||\|\||||||\|\||||||‘| 0 LIS I L I L Y I Y I B
4,000 3.500 3.000 2.500 2.000 1.500 1.000 500 4.000 3.500 3.000 2.500 2.000 1.500 1.000 500
Wellenzahl [cm'] Wellenzahl [cm™]

Abb 4.9: Ergebnisse der DRIFT Untersuchung der Materialien 3a@StS mit reguldr und in-
situ dargestellten Silika-Trdgern: 300 nm Durchmesser (links); 50 nm Durchmesser (rechts)

Interessant ist auch, dass, aufgrund des Anstiegs der Menge an Alkyl-Funktionen, bei den

Analysen der reguldr dargestellten Trager Deformations-Schwingungen von C-H Gruppen im
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Fingerprint-Bereich, bei 935 bis 960 cm™ zu erkennen sind. Im Fall der in-situ hergestellten
Materialien iiberlagern diese jedoch mit den Signalen der Si-OH Valenzschwingungen, und

konnen daher nicht differenziert werden.

Fir die NMR-Analyse sollen die funktionalisierten Materialien in Wasser suspendiert wer-
den. Hierzu werden ca. 50 mg Substanz in 5 ml H,O, bzw. D,O fiir zwei Tage jeweils 3 h lang
im Ultraschallbad behandelt und bei RT gelagert.

Mit den vorbehandelten Proben werden zum Einen, an einem 400 MHz Bruker NMR-Spek-
trometer reguldre Protonen-Messungen der Losung aufgenommen. Des Weiteren werden, zur
besseren Auflésung der Signale des polymeren Systems, am 500 MHz Spektrometer mit 4
kHz MAS-Rotation, Suspensions NMR-Spektren aufgenommen. Beide Charakterisierungs-
Methoden lassen, durch das Fehlen von Signalen ungesattigter Methacrylat-Gruppen, sowie
das Auftreten von intensiven Signalen der PEGMA-Protonen, ebenfalls auf eine selektive
radikalische Addition des Monomers auf der Partikel-Oberflache schlielen (siehe Abb. 4.10,
sowie Anhang: Abb. A.12).

3a@StS(300) - in-situ

3a@StS(300) - regulir

PEGMA - Faktor 0.125
JLHlb jLHu J
é é z‘l :L: ; [pPpm]
Abb. 4.10: '"H NMR-Spektrum in D,O: 300 nm 3a@StS, in-situ dargestellt, Suspensions-NMR
mit 4 kHz MAS-Rotation bei 500 MHz B, (griin); 300 nm 3a@StS, reguldr dargestellt,
Suspensions-NMR mit 4 kHz Rotation bei 500 MHz B, (rot); PEGMA — Referenzmessung in
Losung (blau)

Allerdings konnte die NMR-Charakterisierung in suspendiertem Zustand ausschlieflich an
den 300 nm Spezies durchgefiihrt werden. Als Grund dafiir hat sich die Konsistenz der
3a@StS(50)-Materialien erwiesen, die auch nach der Proben-Prdparation (s.0.) keine Suspen-

sion ausgebildet hat (siehe Abb. 4.11).
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Abb. 4.11: 3a@StS-Materialien, 48 h in DO und zwei mal 3 h Behandlung im Ultraschallbad

Fiir eine differenzierte Auswertung der Anbindung von PEGMA auf dem Trdger-Material,
sowie der Einfliisse der Edukt Spezies auf die Effektivitdt der ATR-Polymerisation, werden
Elementaranalysen der in-situ und reguldr dargestellten 3a@StS-Partikel in den Grofen 50
nm und 300 nm, angefertigt (siehe Tabelle 4.3). Dabei wird deutlich, dass die GréRe der
Partikel-Oberfldche einen signifikanten Einfluss auf die Menge an Polymer auf der Oberfla-
che zu haben scheint. Die Stoffmenge des polymeren PEGMAs variiert dabei, je nach Durch-

messer der Trager, um den Faktor 3 bis 5.

Tabelle 4.3: Elementaranalyse der reguldr und in-situ dargestellten Spezies 3@StS(50) und
3@StS(300)

. Stoffmenge [mmol/g]
) Gewichts % Sa%StS & Stoffmenge PEGMA
Grole | Darstellung
[pmol/g] 3a@StS
C N C N

200 regular 8.13 0.09 6768.80 64.26 276.70
in-situ 13.32 0.39 11089.83 | 278.44 400.26

0 reguldr 41.88 0.54* 34868.04 | 385.53* 1408.64*
in-situ 43.66 0.07 36350.01 | 49.98 1576.38

* Ermittelt aus den Werten der Elementaranalyse der korrespondierenden Edukt-Spezies 2@StS(50)

Auch fiir die jeweiligen Partikel-Groen zeigen sich, abhdngig von der Darstellungs-Methode,
Unterschiede bei der Stoffmenge des Polymers an der Oberfldche. Diese scheint bei beiden
Systemen in &hnlichem Mal zuzunehmen (A(PEGMA/g)s0 = 123.56; A(PEGMA/g)s0 =

167.74), und vom Durchmesser der Trager unabhdngig zu sein. Wahrend diese Differenz bei
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den 50 nm Spezies jedoch nur einen prozentualen Unterschied von 10.64 % der Polymer-
Menge pro Gramm Material ausmacht, weisen 300 nm grofe in-situ Trager einen Polymer-
Zuwachs von 30.87 % gegeniiber den reguldr dargestellten Vorstufen auf. Dies ldsst darauf
schlieBen, dass eine irreguldre Oberfldchenstruktur der Silika-Partikel, die zur Anlagerung
einer groferen Menge Initiator-Funktionen fiihrt, die Effektivitdt der ATRP begiinstigt. Des
Weiteren lassen die Ergebnisse, im Zusammenhang mit der RTEM-Untersuchung, die eine
erhohte Dispersitdt der Polymer-Dichte der 50 nm Partikel indiziert, ebenfalls vermuten, dass
die Monomer-Addition mit fortschreitender Akkumulation des polymeren Systems, zuneh-

mend uneinheitlich verlauft.

Um dartiber hinaus die Eigenschaften der 3a@StS(300)-Spezies unter physiologischen Bedin-
gungen, und damit ihre Anwendbarkeit als Kontrastmittel zu evaluieren, wird das Material
einer Langzeit-DLS Messung in wassrigem Medium unterzogen (siehe Abb. 3.12). Eine wei-
terfiihrende Untersuchung in Rinder-Serum konnte aufgrund der Inhomogenitdt der Substanz

nicht durchgefiihrt werden.
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Abb. 4.12: Langzeit DLS-Untersuchung von 3a@StS(300)-Materialien in Wasser

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Hybrid-Partikel iiber mehrere Stunden eine stabile
Suspension in einem kinetisch unbelasteten, wassrigen Medium aufrecht erhalten kénnen.
Dabei ist dennoch ein fortschreitender Anstieg der mittleren hydrodynamischen Durchmesser,
sowie ein stetiger Riickgang der PDI-Werte zu beobachten, was auf Sedimentations-Effekte
zuriickgefiihrt werden kann. Interessanter Weise scheinen dabei groere Partikel, bzw. Agglo-

merate in Losung stabiler zu sein, als kleinere Strukturen.
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Aufgrund der ausgeprégten physikalischen Resistenz beider 3a@StS-Spezies gegeniiber einer
Resolvatisierung in aprotischen, polaren Medien — was auf stark ineinander verwobene Poly-
mer-Strange schliefen ldsst — ist eine Derivatisierung der Materialien mit paramagnetischen
Funktionen nicht durchfiihrbar. Fiir die folgenden Synthesen werden daher Systeme in der

GroRenordnung von 100 bis 300 nm, sowie mit einer moderaten Polymer-Dichte untersucht.

Funktionalisierung von 2@StS-Spezies mit DMAEMA-Derivaten

Um die Loslichkeits-Eigenschaften des hybriden Materials zu optimieren, werden zwei mono-
mere Substrate auf der Basis von Dimethylaminoethylmethacrylat (DMAEMA) dargestellt.
Zum Einen wird dieses mit 2-Bromessigsduretertbutylester zum Monomer M1, sowie mit 2-
Bromethanol zum Monomer M2 umgesetzt (siehe Schema 3.4, sowie Kapitel 5.2.7 und 5.2.9).
Beide Monomer-Systeme werden mittels Losungs-NMR Spektroskopie und Massenspektro-
metrie charakterisiert (vgl. Anhang: Abb. A.10 und A.11). Als Trager-Materiealien dienen 50,
und 100 nm in-situ dargestellte 2@StS-Spezies.

: CH
Mit: 3
: Y,
O H
PG S
H CH
H,C 5 3 3

/\/OH M2

0 H,q
\)J\ XCH3
Br: s
0 r
H3C; :0\\/\N/CH3 £, Hs ; :0\//;\/'\(\
(|2H3 bzw. C CH,

HEC 0 HgC 0

Bl‘\//\OH

Schema 4.3: Darstellung der Monomer-Systeme M1 und M2

Aufgrund der guten Wasserloslichkeit von M1 und M2 werden auch bei der Synthese der
3b@StS(50)-, sowie 3c@StS(100)-Materialien (vgl. Schema 4.2), die optimierten Reaktions-
Bedingungen der AGET-ATRP eingesetzt. Allerdings wird ihre Stoffmenge auf 25 (M1), bzw.
100 (M2) Aquivalente reduziert (siehe Kapitel 5.2.8 bis 5.2.10), um Agglomerations-Effekten

des Polymerens auf der Oberflache der Trager vorzubeugen. Des Weiteren wird die Umset-
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zung mit M2 in reinem Methanol durchgefiihrt. Die Charakterisierung der Hybrid-Material-
ien erfolgt mittels DRIFT- und Lésungs-NMR Untersuchungen.

Auch hier deutet die DRIFT-Spektren (siehe Abb. 4.13, sowie Anhang: Tabelle A.8), durch die
Anwesenheit der charakteristischen Carbonyl-Banden”! bei 1736 cm™, bzw 1728 cm™ auf
eine selektive Polymerisation der Monomere auf der Oberfldche der Edukt-Partikel hin. Eben-
falls erkennbar, jedoch aufgrund der reduzierten Monomer-Menge deutlich schwécher ausge-
prigt, sind die Signale der C-H Valenzschwingungen im Bereich 3000 cm™ und 2850 cm™.
Des Weiteren weist das Spektrum der 3b@StS-Spezies eine fiir dimethylierte, quartdre Koh-
lenstoff-Signale typische Doppelbande bei 1396, 1371 cm™ auf, welche auf die tert-Butyl

Gruppe von M1 zuriickgefiihrt werden kann™”’,

3b@sts 3c@5tS

1- 2,5+
0,8-] 2]
:E 0,6—_ :E 1,5;
7 1 '@ ]
g g
g 044 g 19
0.2 0,5

0 \IIIIII\I‘IIIIII\I\IIIIII\I\IIIIII‘I O_||||‘|||||||I\IIIIIIII\I‘IIIIIIII\II

4.000 3.500 3.000 2,500 2.000 1.500 1.000 500 4.000 3.500 3.000 2.500 2.000 1.500 1.000 500

Wellenzahl [em™] Wellenzahl [cm™]

Abb. 4.13: DRIFT-Spektren der Materialien 3b@StS(50) (links); 3c@StS(100) (rechts)

Fiir die NMR-Analyse der polymerbeschichteten Hybrid-Materialien werden erneut Proben in
deuteriertem Wasser aufgesetzt. Beide Systeme, unabhdngig vom Durchmesser der Trager-
Partikel und der Polymer-Dichte, erweisen sich dabei als vollstdndig in D,O suspendierbar.

Die stabilen Suspensionen erlauben es, bei einer Magnetfeldstarke von 400 MHz, differen-

zierte Protonen-NMR Signale des Polymers aufzunehmen (siehe Abb. 4.14 und Abb. 4.15).
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3b@StS(100)
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Abb. 4.14: '"H-NMR Messung: Monomer M1 in DMSO (blau); 3b@StS(50) in DO (rot)
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Abb. 4.15: '"H-NMR Messung in D,O: Monomer M2 (blau); 3c@StS(100) (rot)

Die gute Dispergierbarkeit der Materialien in Wasser und niederen Alkoholen kann dabei auf

die permanente Ladung, sowie die sterisch weniger anspruchsvolle Beschaffenheit der

Polymer-Seitenketten, im Vergleich zu PEGMA-Materialien, zurtickgefiihrt werden. Beide Ei-

genschaften konnen dazu beitragen, die Permeabilitdt des Polymeren-Systems fiir Solvens-

Molekiile zu steigern, sowie Agglomerations-Effekte der Ketten-Glieder zu reduzieren, was

ebenfalls eine wichtige Voraussetzung fiir ihren Einsatz als DNP-aktive Kontrastmittel dar-

stellt.
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Funktionalisierung von 2@StS-Spezies mit TMPMA
Wihrend die 3b- und 3c@StS-Spezies vorteilhafte Eigenschaften fiir Untersuchungen in pro-

tischen Medien und damit fiir potenzielle in-vivo Anwendungen aufweisen, verbleiben die
Materialien gegeniiber aprotischen, polaren Lésungsmitteln, wie Aceton, Chloroform, DCM
und THF jedoch weiterhin sensationell invariant; wodurch ihre Funktionalisierung stark er-
schwert wird. Zur Optimierung der Derivatisierung ihrer Polymer-Systeme werden daher Hy-
brid-Materialien mit geringerer, bzw. variabler Polaritdt untersucht, deren Umsetzung mit
paramagnetischen Substraten ohne die Erzeugung reaktiver Zwischenprodukte durchgefiihrt
werden kann. Des Weiteren wird die ATRP unter aprotischen Reaktions-Bedingungen evalu-

iert.

Zundchst soll die 2@StS-Spezies dabei mit Glycidyl-Methacrylat (GMA) umgesetzt werden.
Dessen hohe Reaktivitdt gegeniiber Nukleophilen bietet die Mdéglichkeit, radikalische Sub-
strate in einer einstufigen Additions-Reaktion an das Polymer anzubinden.

Aufgrund seiner Empfindlichkeit wird fiir die Polymerisation des GMAs, anstelle des AGET-
ATRP Verfahrens (vgl. Kapitel 2.7), die regulire ATRP-Methode unter Einsatz einer Kup-
fer(I)-Spezies verwendet. Des Weiteren wird die Reaktion in Toluol als Lésungsmittel durch-
gefiihrt. Die iibrigen Reaktions-Bedingungen werden aus den vorangehenden Untersuchungen
libernommen. Eine Polymerisation kann jedoch nicht beobachtet werden, da der katalytisch

aktive Kupfer-Bipyridin Komplex bereits nach wenigen Minuten inhibiert wird.

Als Alternative fir GMA wird daher DMAEMA als Monomer untersucht. Auch dieses
Substrat hat sich bei der Darstellung der M1- und M2-Spezies als attraktive Vorstufe fiir die
additive Anbindung primédrer Bromalkan-Derivate erwiesen. Allerdings stellen die tertidren
Amin-Funktionen, aufgrund ihrer koordinativen Eigenschaften, einen limitierenden Faktor fiir
den Einsatz metallkatalytischer Reagenzein dar. Um die Gleichgewichts-Reaktionen der Kup-
fer-Spezies wahrend der radikalischen Polymerisation nicht durch die Koordination aller Bin-
dungs-Stellen zu deaktivieren, wird — anstelle von Bipyridin — das mehrzdhnige und sterisch
anspruchsvollere 1,1,4,7,7-Pentamethyldiethylenetriamine (PMDETA) als Chelat-Ligand ein-
gesetzt. Die ATRP-Reaktion wird in reinem THF durchgefiihrt.
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Um den Fortschritt der Polymerisation, sowie die Aktivitdt des Katalysator-Systems zu eva-
luieren, werden Proben der Losung nach jeweils 5 Minuten, sowie 21 Stunden Reaktionszeit
entnommen und mittels NMR-Spektroskopie (unter Verwendung von deuteriertem Chloro-
form als Standard) untersucht. Die Daten werden mit der Referenz-Messung von DMAEMA
verglichen (siehe Abb. 4.16).

Dabei ist zu beobachten, dass nach einem Tag Reaktionszeit eine signifikante Verbreiterung
der DMAEMA Protonen-Signale auftritt, was auf eine Verringerung der Homogenitdt der
Probe, und damit eine fortschreitende Polymerisation des Systems hindeutet. Die Untersu-
chung bietet, durch das Auftreten der ungesattigten Methacryl-Signale bei 5.56 und 5.31 ppm
ebenfalls ein Indiz dafiir, dass das Monomer, unter den gewdhlten Reaktions-Bedingungen,

nicht vollstdndig umgesetzt wird.

= I
THF* THE*

3d@StS(100) - nach 21 h Reaktionszeit

3d@StS(100) - nach 5 Min. Reaktionszeit J‘v

5
DMAEMA - Faktor 0.04419 H,
H
L I ] I B
| T

6 5 4 3 2 [pPpm]
Abb 4.16: 'H-NMR Spektrum von: DMAEMA in CDCl; (blau); ATRP-Reaktionslésung (THF)
mit CDCI; als Referenz, nach 5 Minuten Reaktionszeit (rot); ATRP-Reaktionslésung (THF)
mit CDCI; als Referenz, nach 21 h Reaktionszeit (griin)

Der Einsatz von mehrzdhnigen Liganden zum Schutz der katalytischen Aktivitdt des Kupfer-
Komplexes bei der Durchfiihrung des ATRP-Verfahrens unter aprotischen und stark koordina-
tiven Reaktions-Bedingungen, bietet auch die Moglichkeit, 2@StS-Spezies unmittelbar mit
2,2,6,6-Tetramethyl-4-piperidinylmethacrylat (TMPMA) zu funktionalisieren (siehe Schema
3.5). Dessen sekunddres Amin kann im Anschluss mit mCPBA direkt zum Nitroxy-Radikal

umgesetzt werden.
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4. Dynamic Nuclear Polarisation

Dabei werden die Reaktions-Bedingungen aus den Vorversuchen mit DMAEMA, bei der
ATRP-Derivatisierung von in-situ dargestellten 2@StS(100)-Partikel™® mit TMPMA weitge-
hend beibehalten. Als Chelat-Reagenz wird jedoch das vierzahnige 1,1,4,7,10,10-Hexame-
thyltriethylentetramin (HMTETA) eingesetzt. Des Weiteren werden, zur Evaluation der Ma-

terial-Eigenschaften und dem Polymerisations-Verhalten des Monomers nicht angebundene

Poly-TMPMA Systeme erzeugt und zur paramagnetischen Spezies umgesetzt'""',

0
o H
a H,C CH, %
HC—" H,C N CH;
2@5tS H, C CH,

[ATRP] l RT

TMPM 24 h

3d@StS
H,C CHH,C CH,
H,C CH; H CH
3 H 3 3 H 3
mCPBA | oo
DCM o
H,C IL CH;
H,C CH;

H,C CH;H,C CH,
H,C | CH; H, | CH,

0 0
Schema 4.4: Reaktionsschema der ATRP-Derivatisierung von 2@StS mit 2,2,6,6-Tetramethyl-

4-piperidinylmethacrylat (TMPMA) zu 3d@StS und dessen Umsetzung mit mCPBA zur
4@StS-Spezies
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Hinsichtlich der Loslichkeit zeigt die 3d@StS-Spezies, trotz der latenten Basizitdt der Amin-
Gruppen des Poly-TMPMAs (pK, ca. 10.1), ausgeprigte hydrophobe Eigenschaften”!. Be-
reits die Beimischung von Wasser zum THF-Reaktionsgemisch fiihrt zur Ausfiallung der Subs-
tanz, wodurch die Reinigung, anstatt mittels Diaphragma, durch wiederholte Zentrifugation
und Resuspendierung in einem Aceton/Wasser Gemisch durchgefiihrt wird'.

Die Fahigkeit des Materials in aprotischen, polaren Medien stabile Dispersionen zu bilden,
erlaubt es jedoch, die Derivatisierung des sekunddren Amins zu paramagnetischen Nitroxyl-
Radikalen, in einer DCM-L&sung durchzufiihren (vgl. Schema 4.4). Hierzu werden die Parti-
kel im Ultraschallbad resuspendiert und iiber Nacht in Gegenwart von mCPBA als Oxida-

119

tionsmittel bei Raumtemperatur geriihrt'"'?. Im Verlauf der Reaktion nimmt das farblose Ge-

misch dabei die charakteristische Orange-Farbung der Nitroxy-Radikale an.

Zur Charakterisierung der polymeren und paramagnetischen Hybrid-Spezies 3d@StS und
4@StS werden DRIFT- und NMR-Spektren, Elementaranalysen, sowie TEM-Aufnahmen
angefertigt. Des Weiteren werden ESR-Messungen durchgefiihrt, um die paramagnetischen

Eigenschaften des Materials 4@StS zu verifizieren.

Die DRIFT-Analyse (siehe Abb. 4.17) deutet durch intensive C-H Schwingungs-Banden im
Bereich zwischen 2850 und 3041 cm™, sowie Carboxy-Schwingungen''¥ bei 1724 cm™ auf
die Anwesenheit des polymeren Esters in beiden Materialien hin. Des Weiteren ist im Spek-
trum der 3d@StS-Spezies ein intensives Signal der N-H Deformationsbande bei 1535 cm™ zu
beobachten, welche auf die Zunahme an Amin-Funktionen auf den Trdgern zuriickgefiihrt
werden kann.

Die signifikante Abnahme der Intensitdt dieses Signals in der Untersuchung der 4@StS Syn-
these-Stufe kann ein Indiz fiir die nahezu vollstindige Umsetzung der Amin-Guppen zur para-
magnetischen Nitroxy-Einheiten sein. Ob die verbleibende N-H Bande auf underivatisiertes
TMPMA oder auf N-H Schwingungen der Peptid-Gruppen zuriickzuriihren ist, kann anhand
der DRIFT-Spektren jedoch nicht differenziert werden.
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Abb. 4.17: DRIFT-Analyse der Materialien: 3d@StS(100) (blau); 4@StS(100) (rot) | Quelle
[119]

Sowohl die "H-NMR Untersuchungen, als auch die C- und *Si- Festkérper CP/MAS-Mes-
sungen von 3d@StS deuten auf eine erfolgreiche Funktionalisierung des Trégers mit Poly-
TMPMA in THF hin, welches kovalent an die Silika-Partikel angebunden zu sein scheint!?,
Die chemischen Verschiebungen der Signale der Wasserstoff- und Kohlenstoff-Kerne entspre-
chen dabei den Ergebnissen von ungebundenem Poly-TMPMA", Des Weiteren sind im

Silizium-Spektrum die charakteristischen Signale der T- und Q-Gruppen zu beobachten''?,

Die Elementaranalysen™? (siehe Tabelle 4.4) zeigen ebenfalls einen signifikanten Anstieg der
Stickstoff- (Faktor 4.69) und Kohlenstoff-Werte (Faktor 5.71) im Vergleich zum Edukt-
Material. Die Ergebnisse lassen auf eine Polymer-Dichte von ca. 1.44 mol pro Gramm Mate-
rial schliefen. Dies wird auch von den TEM-Aufnahmen™® der 3d@StS-Partikel bestitigt,

die auf eine Core-Shell Struktur der Spezies hindeuten.

Tabelle 4.4: Elementaranalyse der 3d@StS(100)-Spezies | Quelle [119]

spesis Gewichts % Stoffmenge / Grar;l]rn Material [pmol/
C N C N

2@StS 3.48 0.54 2.90 0.39

3d@StS 27.39 2.57 16.55 1.83

Die ESR-Analyse des hybriden Materials wird sowohl in fester Phase, als auch in einer DCM-

119

Suspension durchgefiihrt!"”. Die Ergebnisse deuten auf einen Landé-Faktor von 2.002 im

Festkorper, sowie 2.003 in DCM hin (siehe Abb. 4.18), was ein Indiz fiir die paramagne-
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tischen Eigenschaften der 4@StS-Spezies gibt!"”. Die Werte sind des Weiteren vergleichbar
mit den Ergebnissen der ESR-Messung des ungegrafteten, paramagnetischen Polymers (2.021

in festem Zustand und 2.002 in DCM)!"*),

| (@)  ©] (b)
200 4 -
— 100 - — 27
3 . 3
3, ] o,
e ] -— D -1 i
| m e —— —
7 V] % -
= 3 =
9 E o -2
[ ] =
= -100 - =
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=200 — -6 -
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Abb. 4.18: ESR-Spektrum von 4@StS: Festkorper (a); in DCM (b) | Bild entnommen aus
Quelle [119]

Trotz der ausgepragten paramagnetischen Eigenschaften der 4@StS-Spezies, bleibt das Mate-
rial, auch nach der Umsetzung der Amin-Funktionen zu Nitroxy-Gruppen, weitgehend hydro-
phob. Eine Disperion der Substanz in unbewegter, wassriger Losung, sedimentiert innerhalb

weniger Sekunden.

Des Weiteren scheint das Material, auch unter den Messbedingungen der SQUID-basierten
Detektor-Spule, keine DNP-Aktivitdt zu zeigen. Ein Magnetisierungs-Transfer des paramag-
netischen Systems auf Losungsmittel-Molekiile (Wasser) kann nicht beobachtet werden.

Ein Grund dafiir kann die hohe Relaxivitdt des makroskopischen Systems darstellen; dessen
Hyperpolarisation angeregter Radikal-Elektronen schneller Abnimmt, als eine Polarisations-
iibertragung durchgefiihrt werden kann. Dartiiber hinaus kann die schlechte Permeabilitdt des
Materials dazu beitragen, dass die Kontakt-Zone zwischen Radikal-Funktionen und Solvans-

Molekiilen zu gering ist, um eine Akkumulation hyperpolarisierter Spezies zu erreichen.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Allgemeine Arbeitsmethoden

Sofern nicht anders beschrieben wurden alle Synthesen und Analysen unter Standard-Bedin-
gungen durchgefiihrt. Das Arbeiten unter Schutzgas-Bedingungen erfolgte unter Anwendung

der Schlenk-Technik mit Argon, bzw. Stickstoff als Inert-Gas.

5.1.2 Losungsmittel und Reagenzien

Sofern nicht anders beschrieben wurden die verwendeten Chemikalien ohne weitere Aufreini-
gung eingesetzt. 2,4,6-Trimethylanilin 98 %, 2-Bromethanol 95 %, 2-Dimethylaminoethyl-
methacrylat 98 % (DMAEMA), 3-Aminopropyltriethoxysilane 99 % (APTES), a-Brom-
isobutuylbromid 98 % (BIBB), Ammoniumhydroxid 29 %ige wéssrige Losung, Chloro(1,5-
Cyclooctadiene)iridium(I)-Dimer 99 %, Kaliumbromid FT-IR grade > 99 %, Kupfer(II)Bro-
mid 99%, meta-Chlorperbenzoesdure < 77 % (mCPBA), Polyethylenglycol-Methacrylsaure-
ester M, = 500 (PEGMA), Pyridin 99.9 % und Triethylamin wurden von der Firma Sigma
Aldrich erworben. 1,1,4,7,7-Pentamethyldiethylenetriamine 98 % (PMDETA), 1,1,4,7,10,10-
Hexamethyltriethylentetramin (HMTETA), 2,2,6,6-Tetramethyl-4-piperidinylmethacrylat
(TMPMA), Bipyridin 99 %, Ethylendiamintetraessigsdaure 99 % (EDTA), Glyoxal 40 % in
Wasser, Kupfer(I)Bromid (98 %), Tetraethylorthosilicat > 99 % (TEOS), tert-Butylbromo-
acetate 98 %, Salzsdure 4 mol/l in Dioxan, wurden von ABCR erworben. Ethanol > 99.9 %
(Uvasol®) wurde von EMD Millipore erworben. L-Ascorbinsdure > 99 % wurde von ROTH
erworben.

Trockene Losungsmittel wurden an der SPS- (Solvent-Purification-System) Anlage M. Braun
MB-SPS-800 getrocknet. Unaufgelistete Chemikalien wurden von der Chemikalienausgabe

der Universitdt Tiibingen bezogen.

5.1.2 Proben-Vorbereitung und Aufreinigung
Ultraschallbad: Zur Erzeugung homogener Partikel-Disperionen wird ein Transsonic TI-H-

10 Ultraschallbad von Elma eingesetzt.

Zentrifugen: Zum Zentrifugieren heterogener Suspensionen wird eine EBA 200 Zentrifuge

von Hettich L.T. verwendet.
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Ofen: Zur Kalzinierung von Stoeber-Partikeln wird ein Heraeus Réhren-Ofen RO 4/50 mit

Thermicon P® Steuereinheit, sowie Quarzglas-Kolben verwendet.

Diafiltration: Polymerfunktionalisierte Partikel-Spezies werden mittels der Dialyse-Appara-
tur Pall-Minimate™ Tangental Flow Filtration (TFF) System von niedermolekularen Reak-
tanden gereinigt. Als Ultrafiltration-Membran wird eine Pall MinimateTM Omega™ 100K, mit

einer nominellen Porengréfle von 10 nm, eingesetzt.

Gefriertrocknung: Zur Entfernung des Losungsmittels aus der aufgereinigten Suspension der

polymerfunktionalisierten Partiel, wird ein Edwards Modulyo 4K eingesetzt.

5.1.3 Analytische Methoden

Kernresonanz-Spektroskopie (NMR)

Fliissig-NMR Untersuchungen wurden an den Spektrometern Bruker AVII+400 bei einer
Messfrequenz von 400.13 MHz fiir Protonen-Messungen, bzw. 100.60 MHz bei Kohlenstoff-
Messungen, Bruker AVII+500 bei einer Messfrequenz von 500.13 MHz fiir Protonen-
Messungen, und Bruker DRX-250 bei einer Messfrequenz von 250.13 MHz fiir Protonen-
Messungen, bzw. 49.69 bei Silizium-Messungen durchgefiihrt. Kohlenstoff (75.46 MHz) und
Silizium (59.62 MHz) Festkérper-NMR Untersuchungen wurden an einem Bruker DSX-200
Spektrometer mit einem 4 mm ZrO,-Rotor, bzw. an einem Bruker ASX 300 mit einem 7 mm
ZrO,-Rotor, mit QsM; als externem Standard fiir *C und *Si chemische Verschiebungen
aufgenommen. Die Rotationsgeschwindigkeiten wurden je nach Messung zwischen 4 kHz

und 10 kHz variiert.

Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transformation Spektroskopie (DRIFT)

IR-Spektren wurden mittels dem DRIFT-Verfahren an einem Vertex 70 FTIR-Spektrometer
von Bruker bei einer Auflésung von 4 cm™ und 16 additiven Scans angefertigt. Das Proben-
Material wurde hierfiir mit Kalimbromid im Verhéltnis von 70 mg KBr und 30 mg Substrat
gemorsert. Fiir Hintergrund-Kalibrierungen wurde pulverférmig gemorsertes Kaliumbromid

verwendet.

Elementaranalyse

Elementaranalysen wurden an einem VarioMicro V1.9.2 cube von Elementar druchgefiihrt.
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Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Fiir die DLS Messungen werden Partikel in 0.8 ml Ethanol, bzw. Wasser fiir 10 Minuten im
Ultraschallbad resuspendiert. Die Suspension wird in 12 mm Polystyrol-Kiivetten tiberfiihrt.

Die Messung wird an einem Zetasizer Nano ZS der Firma Malvern Instruments durchgefiihrt.

Rasterelektronenmikroskopie (REM) / Rastertransmissionselektronenmikroskopie
RTEM)!*?"

REM-Aufnahmen wurden mit einem SU8030 Mikroskop von Hitachi angefertigt. Zur Pro-
ben-Prédparation wurden die Partikel in einer Ethanol-Lésung am Ultraschallbad 10 Minuten
lang resuspendiert, bzw.