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\Vorwort

Das vorliegende Manuskript ist aus den Handouts zu den Seminaren der Studenten/innen des
Studiengangs Biochemie im WS 2001/2002 entstanden. Die 36 Studenten wurden in drei
Gruppen aufgeteilt. In den Zwdolfergruppen musste jeder Teilnehmer sich auf ein Thema mit
einem Kurzreferat vorbereiten. Folgende Themen wurden in den drei Gruppen bearbeitet:

Erstes Seminar: Grundlagen

Zweites Seminar: Zuordnung

Kurzreferat I: - 1D Resonanzphédnomen, chemische Verschiebungen und konformationelle
Abhangigkeit.

Kurzreferat Il: - J-Kopplungen und ihre konformationelle Abhangigkeit

Kurzreferat I11: - NMR in Zellen

Kurzreferat IV: - FT NMR.

Drittes Seminar: 2D NMR und Struktur

Kurzreferat V: - 2D NMR: Resonanzzuordnung mittels TOCSY/COSY/NOESY
Kurzreferat VI: - Struktur: NOESY und Sekundérstrukturvorhersage in Proteinen
Kurzreferat VII: - Markierungsmethoden Protein/RNA

Kurzreferat VIII: - Strukturrechnungen und MD

Viertes Seminar: Dynamische Aspekte der NMR-Spektroskopie

Kurzreferat IX: - 3D NMR

Kurzreferat X: - Chemischer Austausch

Kurzreferat XI: - Ligandwechselwirkung: SAR by NMR

Kurzreferat XII: - Wasserstoffaustauschexperimente und Proteinfaltung

Die Handouts wurden in den drei Gruppen verbessert und in ihre jetzige Form von den
Studenten Boris Firtig, Nico Riffel und Christian Schlérb gebracht. Ohne die drei ware das
Manuskript nicht mdglich gewesen, und ich bin den Dreien sehr dankbar. Kapitel 1-12
wurden von mir nur in Ausnahmefallen redigiert. Das Kapitel 0 sowie der Fragenkatalog
wurden von mir erstellt.

Die Qualitat und Informationsfille der Kapitel 1-12 ist hervorragend, die von den Studenten
gefiihrten Diskussionen in den Seminaren waren auf hohem Niveau. Das Manuskript soll
damit eine Vorlage darstellen, auf deren Basis sich die ndchsten Studentenjahrgange der
Johann Wolfgang Goethe-Universitat auf das Seminar vorbereiten und noch besser direkt im
Seminar Fragestellungen diskutieren kénnen.

Frankfurt, Sommer 2002

Harald Schwalbe, schwalbe@nmr.uni-frankfurt.de
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Fragenkatalog

Die Formulierung von Fragen zu den einzelnen Kapiteln soll dazu dienen, dass Sie sich
uberprifen kdnnen, ob Sie die Inhalte der Kapitel verstanden haben. Garantien werden durch
diese Fragen nicht gegeben. Manche Fragen kommen zwei Mal vor.

Einleitung: NMR-Grundlagen

1.) Erklaren Sie das Stern-Gerlach-Experiment? Wie wirkt sich die Erhéhung der Starke
des inhomogenen Magnetfelds auf das detektierte Signal aus?

2.) Welche wichtige NMR-Gr6i3e kann man mit Hilfe des Rabi-Experiments messen?

3.) Woher kennen Sie die Bezeichnung Spins in der Chemie?

4.) In welchem funktionalen Verhéltnis stehen das magnetische Moment von Kernen und
deren Spin? Wie nennt man die Proportionalitatskonstante?

5.) Berechnen Sie die Larmorfrequenz fiir *H, **C, und *N bei einer Magnetfeldstarke
von 21T.

6.) Wie grol} ist der Energieunterschied zwischen a- und B-Zustand bei einer Magnet-
feldstarke von 21T?

7.) Was ist linear polarisierte elektromagnetische Strahlung, was ist zirkular polarisierte
Strahlung? Zum Verstandnis welcher optischen Eigenschaft von Molekdilen spielt
zirkular polarisiertes Licht eine entscheidende Rolle?

8.) Erkléren Sie das Prinzip der Fouriertransformation. Diskutieren Sie verschiedene
Falle?

9.) Diskutieren Sie den Unterschied zwischen CW-Spektroskopie und FT-Spektroskopie
am Beispiel einer Gitarre. Neben einer Gitarre stehen Ihnen noch ein Mikrophon und
ein Oszilloskop zur Verfugung. Das Oszilloskop hat eine eingebaute Fourier-
transformationsroutine.

10.) Wieso braucht man zwei phasenempfindliche Detektoren (ADCs)?

11.) Welche Arten von Relaxation unterscheidet man und wie kann man die
messen?

12.) Erklaren Sie mit einem einfachen Bild, wie skalare Kopplung zustande kommt.

Kapitel 1: Chemische Verschiebung

1.) In welche verschiedenen Gruppierungen sollte man die in Aminosauren
vorkommenden Protonen, die an verschiedene Heteroatome gebunden sind, einteilen
(Beispiel: aromatisch, aliphatisch, etc.)?

2.) Welche Isotope der in Aminosduren auftretenden Atome sind NMR-aktiv. Welches
Atom kann man nur sehr schwer spektroskopieren (Schauen Sie auch in Einleitung
nach)?

3.) Vergleichen Sie die chemische Verschiebung in der homologen Reihe von
Alklylhalogeniden (CH3X mit X=F,CI,Br,I). Welche Methylgruppe kommt am
tieffeldigsten und weshalb?

4.) Was ist hochfeld und was ist tieffeld?

5.) Was ist die Random-Coil-chemische Verschiebung? An welchen Substanzen messen
Sie diese Verschiebung und welche Annahme geht in diese Untersuchung ein?

6.) Als ein Indiz, dass Ihr Protein, dessen Struktur Sie mittels NMR-Spektroskopie
untersuchen wollen, auch wirklich gefaltet ist, inspizieren Sie den spektralen Bereich
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zwischen 0 und -2 ppm. Woher kommt die Resonanzverschiebung in diesen Bereich
fiir Methylgruppen in gefalteten Proteinen?

7.) Ein weiteres Indiz, dass Ihr Protein eine Tertidrstruktur annimmt, ist der Test, ob sich
die Intensitat von NH-Protonen nicht &ndern, wenn man vor Aufnahme des
Experiments das Losungsmittel Wasser geséttigt hat. Wieso (siehe auch Kapitel 4)?

8.) Wieso kann man keine OH-Protonen sehen?

9.) Worauf beruht das Programm TALOS? Wie kann man chemische Verschiebungen zur
Vorhersage der Sekundarstruktur nutzen?

Kapitel 2: Fouriertransformation

1.) Erklaren Sie das Prinzip der Fouriertransformation (siehe Einleitung)

2.) Was ist der Unterschied zwischen CW-Spektroskpie und FT-Spektroskopie (siehe
Einleitung)?

3.) Was ist ein FID?

4.) Was ist ein ADC? Weshalb braucht man zwei ADCs (siehe Einleitung)?

5.) Wie hdngt die Verbesserung des Signal-zu-Rauschen (S/N) von der Anzahl der
Experimente n ab?

6.) Was ist weisses Rauschen? Wie wiirden Sie testen, ob Sie weisses Rauschen vorliegen
haben? Wie kénnen Sie Rauschen unterdriicken? (Stichwort: Kryoprobenkopf).

7.) Wie lang ist typischerweise ein harter Protonenpuls. (1us, 10us, 1ms)?

8.) Was ist die Akquisitionszeit?

9.) Welche Postakquisitionsprozedur konnen Sie anwenden, um a.) das S/N ihres Signals
zu bessern, oder um b.) die Auflésung zu verbessern. Weshalb geht nicht beides
gleichzeitig?

10.) Wie ist die Digitalisierung eines Spektrums definiert?

Kapitel 3: Skalare J-Kopplung

1.) Welche Kerne koppeln miteinander?

2.) Welche skalare Kopplungskonstante ist fur die Konformationsanalyse am wichtigsten
(13, %3 oder 3J)?

3.) Gibt es skalare Kopplungskonstanten nur zwischen homonuklearen Kernen?

4.) Wie wird die Abhangigkeit der GroRe der J-Kopplungskonstanten vom
Torsionswinkel 6 beschrieben? Zeichnen Sie den schematischen Verlauf der K?-
Kurve als Funktion des Torsionswinkel auf. Wo finden Sie Maxima und Minima?

5.) Zeigen Sie in einer Newmanprojektion, wie der Torsionswinkel 6 definiert ist.

6.) Welche Torsionswinkel definieren das Proteinriickgrat?

7.) Zeichnen Sie ein Ramachandran-Diagramm. In welchen Bereichen liegen die stabilen
Sekundarstrukturelemente?

8.) Zwischen welchen Atomen kdnnen Sie Kopplungskonstanten bestimmen, um den
Winkel ¢ im Proteinriickgrat zu bestimmen. Achtung, wovon hangt das ab?

9.) Wie lbersetzt sich ein (statistischer) Fehler in der Bestimmung der Kopplungs-
konstanten in die Genauigkeit der Bestimmung der Winkel? Diskutieren Sie diese
Frage anhand der Karpluskurve (unter Frage 4). Ist dies fur alle Torsionswinkel-
bereiche 0 gleich?

10.) Nehmen Sie an, Sie haben ein 50%:50% Gleichgewicht um eines
Torsionswinkel eines Aminosdurerestes, der eine Torsionswinkel 6 =60°, der andere 6
=180°. Rechnen Sie unter Verwendung der angegebenen Karplusparameter die
gemittelte Kopplungskonstante aus.



Kapitel 4: Chemischer Austausch

1.) Was ist chemischer Austausch?

2.) Was ist der Unterschied zwischen einem symmetrischen und einem unsymmetrischen
Austausch zwischen zwei Zustdnden? Diskutieren Sie dies anhand eines Energie-
Reaktionskoordinatendiagramms.

3.) Welche drei Bereiche des Austauschs unterscheidet man. Wovon héngt diese
Einteilung ab? Ist die Einteilung abhangig von der Feldstarke, bei der Sie das
Austauschphanomen untersuchen?

4.) Nehmen Sie an, Sie untersuchen das Peptide Ac-HWWPWW.

a. Wieviele NH-Signale beobachten Sie maximal, wenn das Prolin eine langsame
cis-trans Isomerisierung durchlauft

b. Wieviele NH-Signale beobachten Sie maximal, wenn der Austausch schnell
ist?

c. Wieviele NH-Signale beobachten Sie im intermedidaren Austausch. Gehen alle
NH bei der gleichen Temperatur in intermedidren Austausch?

d. Wie konnen Sie die Reaktionsrate des Austauschs verandern?

e. Wie konnen Sie die Gleichgewichtskonstante der chemischen
Austauschreaktion bestimmen?

5.) Neben intramolekularem Austausch spielt auch intermolekularer Austausch eine
Rolle. Geben Sie Beispiele.

6.) Im biochemischen Beispiel wird ein PPl (Peptidylprolylisomeraseassay) eingefuhrt.
Was ist der Vorteil der chemischen Messung der Isomerisierung? Was ist der Vorteil
der NMR-spektroskopischen Messung der Isomerisierung?

Kapitel 5: Markierung

1.) Welche Art von Markierung nutzt man in der NMR-Spektroskopie?

2.) Warum ist es vom Vorteil, °N, **C-markierte Proteine zu besitzen?

3.) Welchen zusétzlichen Vorteil bietet die Markierung mit “H?

4.) Welche Information kann man aus einem *H,”>N-HSQC erhalten?

5.) Diskutieren Sie am Beispiel der Konformationsanalyse des Proteinruickgrats auf der
Basis von *J-Kopplungskonstanten, welche Vorteile Isotopenmarkierung bietet.

6.) Wie kann man nicht-kovalente Komplexe z.B. zwischen einem Protein und einer
RNA untersuchen. Warum ist Isotopenmarkierung hier von Vorteil?

7.) Diskutieren Sie die Vor- und Nachteile der zellfreien Synthese zur Darstellung von
isotopenmarkierten Verbindungen (steht nicht im Text).

8.) Was kann man mit Inteinexpressionprotokollen fir NMR-spektroskopische
Untersuchungen gewinnen (steht nicht im Text).

9.) Welche Parameter spielen fiir das S/N von NMR-Experimenten eine Rolle?

Kapitel 6: 2D NMR

1.) In welcher Weise kdnnen Sie 2D-Spektren darstellen? Mit anderen Worten, welche
Plots konnen Sie erstellen?

2.) Erkléren Sie, wie eine zweite inkrementierte Zeit zustande kommt?

3.) Aufgrund welcher Wechselwirkung beobachten Sie Kreuzpeaks in den Experimenten
COSY, TOCSY, NOESY, ROESY, HSQC und HMBC?

4.) Sehen Sie in einem COSY Kreuzpeaks zwischen Spins von einer anderen
Aminoséaure? Wie sieht es bez. der gleichen Frage im HMBC aus?



5.) Wie unterscheidet sich das Vorzeichen des NOEs und des ROEs fur kleine und fiir
grolRe Molekile?

6.) Mit welchem Experiment konnen Sie die NMR-Resonanzen eines nicht-
isotopenmarkierten Peptids zuordnen?

7.) Welche charakteristischen Kreuzpeaks im NOESY erwarten Sie fur eine a-Helix und
ein B-Faltblatt?

Kapitel 7: Sekundarstrukturbestimmung mittels NOESY

1.) Wie héngt die Intensitat in einem NOESY-Spektrum vom Abstand zweier Protonen
ab?

2.) Normalerweise bestimmen Sie keine absoluten Intensitaten in einem NOESY. Was
machen Sie stattdessen, um die Intensitdten in einem NOESY in Abstdnde zu
ubersetzen?

3.) Diskutieren Sie anhand eines Helixwheels die charakteristischen Abstande in einer a-
Helix.

4.) Zeichnen Sie ein paralleles und ein antiparalleles Faltblatt auf. Wie kénnen Sie mittels
NMR die beiden Faltblatter unterscheiden?

5.) Wie weit kdnnen zwei Protonen voneinander entfernt sein, so dass Sie immer noch
einen NOESY-Kreuzpeak beobachten kdnnen?

6.) Im Kapitel ist in einer Abbildung die Identifizierung  reguldrer
Sekundarstrukturelemente des 40 Aminosdure-langen Pheromons E2 gezeigt.
Diskutieren Sie die Abbildung. In welcher Weise sprechen die einzelnen NMR-
Messparameter fir die getroffene Sekundarstrukturen

7.) Was kann man mittels des im Kapitel gezeigten Kontaktplots tiber die Lange und die
Anordnung von Sekundérstrukturelementen aussagen?

Kapitel 8: 3D NMR-Spektroskopie an isotopenmarkierten Proteinen

1.) Diskutieren Sie die Vorteile und Nachteile der Rontgenstrukturanalyse und der NMR-
Spektroskopie. Denken Sie dabei an GroRe der Systeme, Aussagen, Genauigkeit,
Vielseitigkeit etc.

2.) Wie konnen Sie 3D und 4D NMR-Spektroskopie auf der Grundlage dessen, was Sie
uber 2D NMR-Spektroskopie wissen, verstehen?

3) Was wird ein 3D-NOESY-'H,°N-HSQC-Experiment sein. Welche Art von
Kreuzpeaks beobachtet man?

4.) Was ist der Vorteil eines 3D Experiments, was ist der Nachteil?

5.) Wie kann man mittels eines CBCANH und eines CBCA(CO)NH-Experimentes ein
isotopenmarkiertes Protein zuordnen? Was ist der Unterschied (Vorteil) gegeniiber der
Zuordnung mittels homonuklearer Techniken z.B. tber NOESY und COSY? Denken
Sie dabei an die Abhéngigkeit der Kreuzpeakintensitit von der Sekundarstruktur im
CBCANH Ansatz auf der einen und im NOESY/COSY Ansatz auf der anderen Seite.

6.) Versuchen Sie, die wesentlichen Schritte einer NMR-Strukturbestimmung
zusammenzufassen.

7.) Was versteht man unter Praparation, Evolution, Mischung und Detektion?

Kapitel 9: Molekulare Dynamik

1.) Was versteht man unter Molekularen Dynamik?
2.) Nennen Sie einige Hauptanwendungen der Molekularen Dynamik?
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3.) Beschreiben Sie die wesentlichen Terme des bei der Molekularen Dynamik
verwendeten Kraftfelds?

4.) Diskutieren Sie das Lennard-Jones-Potential.

5.) Welche Dielektrizitatskonstante wird bei MD-Simulationen verwendet. Diskutieren
Sie die Wahl von D. Ist das sinnvoll und warum?

6.) Was versteht man unter CHARMM, AMBER, CVFF?

7.) Was ist ein Monte-Carlo-Simulationsverfahren?

8.) Wie unterscheidet sich Monte-Carlo von einer ,normalen” MD-Simulation?

9.) Was ist ein Simulated Annealing und in welcher Weise werden experimentelle NMR-
Parameter in der Strukturberechnung genutzt?

10.) Durch welche Faktoren wird die MD-Simulation limitiert?

Kapitel 10: Protein-Ligand-Wechselwirkungen

1.) Wie konnen Sie die Bindung eines Liganden an ein Protein mittels NMR bestimmen?

2.) Was versteht man unter SAR by NMR?

3.) Weshalb ist es von Vorteil, fir diese Experimente °N-markiertes Protein zu
verwenden?

4.) Was ist der Vorteil, wenn man zwei allosterische Liganden finden kann, wenn man
einen Wirkstoff entwickeln will?

5.) Diskutieren Sie die Vor- und Nachteile der SAR by NMR Methode.

6.) Warum ist der Begriff SAR by NMR missverstandlich?

7.) Mit welchen Methoden kann man allgemein Protein-Ligand-Wechselwirkungen
untersuchen? Was sind die Vorteile der NMR Methode?

8.) Was versteht man unter einem Transfer-NOE?

Kapitel 11: Wasserstoffaustauschexperimente zur Untersuchung der Proteinfaltung mittels
NMR-Spektroskopie

1.) Mit welchen Methoden kann man prinzipiell die Kinetik der Proteinfaltung
untersuchen? Wie sieht eine Stopped-Flow-Apparatur aus?

2.) Wie koénnen Sie mittels NMR Proteinfaltung untersuchen?

3.) Was ist der Vorteil der Wasserstoffaustauschexperimente gekoppelt mit NMR?

4.) Was versteht man unter der intrinsischen Austauschrate eines Amidprotons?

5.) Erkléren Sie das in Abbildung 1 abgebildete Experiment?

6.) Wie unterscheiden Sie die Austauschraten der Amidprotonen im Verlauf des Pulse-
Labeling Experiments?

7.) Fir das Beispiel Lysozym: Findet man kooperative Faltung? Wenn nicht, mit welchen
einfachen Modell kann man die Faltung von Lysozym erkléren? Was verstehen Sie
unter parallelen Faltungswegen?

Kapitel 12: In vivo NMR-Spektroskopie

1.) Was versteht man unter MRI1? Was versteht man unter functional MRI?

2.) Welche Anwendungen kann man sich fiir in-cell NMR vorstellen?

3.) Was ist ein HSQC-Spektrum?

4.) Welche Fragestellungen lassen sich besonders gut mit der in-vivo NMR untersuchen?

5.) Welche grundsétzlichen Probleme ergeben sich bei der in-vivo NMR im Gegensatz
zur NMR in Ldsung?
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EINLEITUNG NMR-Grundlagen

NMR-Grundlagen

Einleitung

Abbildung 0: NOESY Spektrum eines kleinen Peptides

Ala-Arg-Pro-Tyr-Asn-Phe-
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Weshalb NMR?

In tabellarischer Form sollen einige der Bereiche, in denen NMR eine Rolle spielt, aufgelistet

werden:

1.) Analytik: Konstitutionsnachweis und Konformationsanalyse von kleinen und
mittelgrossen Molekiilen, die synthetisiert und die isoliert wurden.

2.) Dynamik: Dynamische Prozesse konnen im Gleichgewicht und fern ab vom
Gleichgewicht untersucht werden. Dabei konnen sehr unterschiedliche Zeitskalen der
Dynamik untersucht werden.

3.) Strukturbestimmung von Proteinen, Oligonukleotiden, Komplexen, Polysacchariden
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EINLEITUNG NMR-Grundlagen

4.) Ligand-Protein-Wechselwirkung zur Aufklarung des Mechanismus von Reaktionen,
zur Findung von allosterischen Wechselwirkungen, zum Screenen von Liganden

5.) Untersuchung von Proteinen in der Zelle

6.) Funktionalle Untersuchungen am Menschen zum Beispiel zur Untersuchung von
Hirnaktivitdt (fMRI= functional Magnetic Resonance Imaging); Diagnostik z.B. von

Krebs.

Viele Grundlagen der magnetischen Resonanzspektroskopie beruhen auf der
Quantenmechanik. Diese soll hier nicht im Vordergrund stehen. Stattdessen sollen an einigen
Versuchen und uns bekannten Phidnomenen die Prinzipien der NMR-Spektroskopie ndher
gebracht werden, um dann mit den fiir die Aufkldrung von Struktur und Dynamik wichtigen
MessgroBen umgehen und sie in ihrer Aussagekraft einschitzen zu konnen. Die Erklédrungen
zum Stern-Gerlach-Versuch und zum Rabi-Versuch sind dem Lehrbuch von Feynman

(Lectures on Physics, Band II, Kapitel 35) nachempfunden.

Der Stern-Gerlach-Versuch

Der Umstand, dass Elektronen und Kerne einen Eigendrehimpuls besitzen, ist erstaunlich. Die
Welt wurde dariiber von Frankfurt aus in Atem geschlagen: Stern und Gerlach wiesen 1922
den Eigendrehimpuls von Silberatomen nach. Abbildung 1 zeigt die Versuchsapparatur, die

Stern und Gerlach im Physikalischen Institut aufgebaut haben:

OVEN _

/
HOLE

¥
GLASS”
PLATE

VACUUM

Abbildung 1: Das Experiment von Stern und Gerlach

In dieser Apparatur konnten die magnetischen Momente von Silberatomen gemessen werden.
In einem Ofen wurde durch Verdampfung von Silber ein Atomstrahl von Silberatomen
erzeugt. Einige dieser Silberatome wurden durch ein Loch herausgelassen. Dieser Strahl von
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EINLEITUNG NMR-Grundlagen

Silberatomen wird dann durch die Pole eines Magneten gelenkt. Wenn ein Silberatom ein
magnetisches Moment p besitzt (mit dem griechischen Buchstaben p werden Magnete
benannt), dann ist die Energie dieses magnetischen Moments klassisch gegeben durch das
Produkt des magnetischen Moments p und der Stirke des Magnetfelds, fiir eine Richtung z
also - u,B. Fiir alle beliebigen Richtungen ergibt sich die Energie AE im Magnetfeld zu AE =
- uBcosO, wobei 0 den Winkel zwischen dem Magnetfeld und der Orientierung des
magnetischen Dipols beschreibt.

Wenn die Atome aus dem Ofen geschleudert werden, dann zeigen sie in alle Richtungen, 0 ist
also nicht bestimmt. Wenn wir annehmen, dass das Magnetfeld in dem Versuch sehr schnell
in der z-Richtung variiert, mit anderen Worten, wenn das Magnetfeld sehr inhomogen ist,
dann hiangt die magnetische Energie AE von der Position des Atoms im Magnetfeld ab. Je
nachdem, ob cos 0 positiv oder negativ ist (also ob 0 groBer oder kleiner als 90° ist), werden
die Atome entweder nach oben oder nach unten gezogen.

Im Versuchsaufbau von Stern und Gerlach wurde ein stark inhomogenes Magnetfeld
aufgebaut. Ein Silberatom, dessen magnetischer Dipol genau horizontal zur Richtung der
Inhomogenititslinien eingerichtet ist (cos0=0), wiirde keine Kraft verspiiren, ein Atom, das
genau vertikal orientiert ist (cos® = +1 oder -1) , wiirde nach oben oder nach unten gezogen.
Die Atome, die aus dem inhomogenen Magnetfeld herausfliegen, sollten eigentlich gemal
ihrer Orientierung in alle Richtung verteilt aus dem Magnetfeld herausfliegen, man sollte auf
dem auffangenden Bildschirm einen Punkt beobachten, dessen Intensitdtsabfall etwas mit
cosO zutun haben sollte, da klassisch alle Orientierungen 0 gleich wahrscheinlich sind.

Statt eines Punkts fanden Stern und Gerlach zwei Punkte. Der Abstand der Punkte hingt von
der Stirke des Magnetfeld B ab. Dieses Experiment war iiberraschend: Woher wissen die
Atome, das sie nur zwei Richtungen einnehmen diirfen? Das Experiment stellt den ersten
Nachweis der Quantisierung der magnetischen Momente dar. Es ist ein experimenteller Fakt,
dass die Energie eines Atoms eine Reihe von Werten annehmen kann, es ist experimenteller
Fakt, dass es halbzahlige und ganzzahlige Spins gibt.

Dass Spins existieren, ist erstaunlich, und nicht erklarlich. Aber wir haben uns schon lange
daran gewohnt. Die Elemente in unserem Periodensystem klassifizieren wir nach ihren
Hauptquantenzahlen  (n=1,2,3, etc)), nach  Nebenquantenzahlen (oder  auch
Bahndrehimpulsquantenzahlen) (s,p,d,f, etc) sowie den magnetischen Spinquantenzahlen
(ms=%1), wir haben das als Eigendrehimpuls des Elektrons um die eigene Tragheitsachse
akzeptiert und nach der Hundschen Regel wissen wir, dass sich Elektronen zumindest in ihrer

magnetischen Spinquantenzahl unterscheiden miissen.
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EINLEITUNG NMR-Grundlagen

Auch Atomkerne besitzen eine solche magnetische Spinquantenzahl, sie besitzen ein
magnetisches Moment (experimentell auch von Stern, nicht aber Gerlach, in den 30er Jahren
das erste Mal genau nachgewiesen). Die Energieunterschiede zwischen den Energieniveau
von Spins nehmen diskrete Werte. Das ist zwar erstaunlich, aber daran haben wir uns nach der
Formel AE=hv schon gewdhnt. Isaac Rabi ist es 1943 an der Columbia-University in New
York zum ersten Mal gelungen, Ubergiinge zwischen den Energieniveau anzuregen und damit

genau einen Wert fiir AE zu bestimmen.

Der Rabi-Experiment

Wie im Stern-Gerlach-Experiment baut Rabi eine Apparatur mit einem Ofen auf, von dem aus

Atome ausstromen (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Die Rabi-Versuchsapparatur zur Messung des energetischen Ubergangs o—p.
Diese Atome fliegen nun durch drei verschiedene Magnete. Magnet 1 ist ein Magnet, wie ihn
Stern und Gerlach gebaut hatten. Nehmen wir an, dieser Magnet 1 besitzen ein inhomogenes
Magnetfeld, dass positiv orientiert ist (wie in Abbildung 2 angenommen). Die magnetischen
Momente der Atome werden also im magnetisch inhomogenen Feld aufspalten. Der Magnet 2
ist homogen und kommt gleich ins Spiel. Keine Krifte wirken auf die Atome und sie fliegen
weiter wie bisher. Magnet 3 ist genauso inhomogen wie Magnet 1, nur genau umgekehrt
gepolt. Das inhomogene Magnetfeld ist hier dann negativ orientiert. Magnet 1 und 3 werden
so justiert, dass die Intensitét an dem Detektor aufgenommenen Atomen maximal ist.

Im Magnetfeld 2 befindet sich eine Spule, mit deren Hilfe ein kleines transversales (also zur
z-Richtung orthogonales) Magnetfeld erzeugt werden kann. Die Frequenz des
elektromagnetischen Feldes kann variiert werden. Zwischen den Polen des Magnetfelds 2
befindet sich ein starkes konstantes vertikales Magnetfeld By und ein schwaches,

oszillierendes und horizontales Magnetfeld B’. Abbildung 3 zeigt die Detektion des
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Atomsstrahls in Abhéngigkeit der Frequenz des transversalen Feldes B’. Bei einer gewissen
Frequenz wird die Resonanzbedingung fiir den Ubergang zwischen o und B getroffen. Also
werden Uberginge zwischen den beiden Niveaus angeregt. Tritt Resonanz auf, dann werden
die Atome aus ihrer Bahn geworfen, damit werden bei der Resonanzfrequenz weniger Atome
detektiert als sonst (Abbildung 3). Mit anderen Worten kann die Energie, die nétig ist, um ein

atomares magnetisches Moment anzuregen, gemessen werden.

DETECTOR
CURRENT

b

——

|
I
|
|
|
=X ujp i
Abbildung 3: Die auf dem Detektor registrierten Atomkerne als Funktion der Frequenz des

transversalen Magnetfelds.

Ein wenig Spinquantenmechanik

Der Spin von Atomen, Elektronen und Atomkernen ist zunichst ein experimentelles Faktum.
Wir bezeichnen den Spin mit dem Zeichen | . Man kann mathematisch zeigen, dass der Spin
I dem magnetischen Moment fi proportional ist. D.h., dass Spin | und z entweder parallel

oder antiparallel zueinander stehen. Es gibt eine Proportionalititskonstante 7y, das

gyromagnetische Verhiltnis (eigentlich miisste man magnetogyrisches Verhéltnis sagen):
p =yl

Das magnetische Moment von Spins orientiert sich dhnlich wie eine Magnetfeldnadel entlang

einem Magnetfeld. y kann entweder grofer (parallele Ausrichtung von I und 1) oder kleiner
(antiparallele Ausrichtung von | und /i) als null sein. Im weiteren gehen wir davon aus, dass

y groBer als null ist. Dann ist die parallele Orientierung von i und | energetisch bevorzugt.

Im Gegensatz zu einer Magnetfeldnadel, die jede beliebige Orientierung in bezug auf das
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einwirkende Magnetfeld einnehmen kann, haben wir von Stern und Gerlach gelernt, dass
Spins nur eine limitierte Zahl von Zustinden einnehmen konnen. Es gibt Spins mit
halbzahligem und Spins mit ganzzahligem Spin (das ist die merkwiirdige Beobachtung von
Stern und Gerlach). Es gibt 2I+1 Zustinde, also fiir [=1/2 zwei Zustdnde (m,~=£1/2), fiir [=1
drei Zustiande (m,=-1,0,1).

Jetzt berechnen wir die Energie eines Spins im Magnetfeld. Wir hatten weiter oben schon

eingefiihrt:

E =B = —ylB = -l B,

Das dullere Magnetfeld By ist hier parallel zur z-Achse orientiert. Fiir Spins mit [=1/2 heisst
der energetisch glinstigere Zustand <I>=m,= +1/2 «a-Zustand und der energetisch

ungiinstigere Zustand <I,>=m,= -1/2 B-Zustand (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Energieniveau fiir ein Spin '2-Teilchen

Wir rechnen nun die Energien fiir die beiden Niveaus aus, die Energiedifferenz zwischen

beiden Niveaus (und lassen irgendwann den Subskript z wegfallen):
a _ 1 EFA — 1
E“ = —i(})By,;E” = —yi(~1)B,,
B a _
AE = E” —E* =B,

Wir wollen jetzt die Energiedifferenz zwischen a- und B-Niveau in der Kreisfrequenz ®

ausrechnen:
hve B oy PBon
AE—hV—yhBO,V—2 270 = @, = )B,
T

Die Gleichung @, =B, nennt man die Larmorgleichung der NMR-Spektroskopie. Sie gibt

an, bei welcher Kreisfrequenz Resonanz, also Energielibergédnge zwischen dem a-Zustand
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und dem B-Zustand, erreicht werden kann. Diese Kreisfrequenz wurde von 1. Rabi in New
York 1943 gemessen.
An dieser Stelle soll auch die Energiedifferenz zwischen dem a-Zustand und dem B-Zustand

eines Protons (yy=2.675-10°HzT™") bei einem Magnetfeld von T=14.09T berechnet werden:
AE = N /B, = 240mJ / mol

Die thermische Energie bei Raumtemperatur ist gegeben durch RT=2.3kJ/mol (!). D.h., dass
der Energieunterschied der beiden NMR-Zustinde bei Raumtemperatur 10 kleiner ist als die

thermische Energie, die beiden Spinniveaus sind bei Raumtemperatur nahezu gleich besetzt.

Wichtige Kernspins

Atome mit einem Kernspin von [=1/2 sind die wichtigsten Kerne fiir die NMR-Spektroskopie.
Eigenschaften, die man kennen muss, sind das gyromagnetische Verhiltnis y und die
natiirliche Haufigkeit in % eines Isotopen. Es gibt Reinisotope (z.B. *'P und "F) und
Elemente, fiir die es mehrere verschiedene Isotope gibt. Die bekannten Isotope des
Wasserstoffs sind 'H (99% natiirliche Hiufigkeit, NMR-Spektroskopiker nennen das
falscherweise Proton) und 2H, das Deuteron. Fiir ,Biomakromolekiile’ sind noch wichtig 5N

(0.4% natiirliche Haufigkeit) und °C (1.1% Haufigkeit).

074 Isotop Spin I nat. Haufigk. | vy [10*HzT™]
1 'H Y 99.99 2.675
1 ‘H 1 0.01 0.411
6 Bc Y 1.11 0.673
7 PN v 0.37 -0.724
9 PF Y 100 2.518
15 ’p Y 100 1.084
8 Y0 5/2 0.04 -0.363

OZ: Ordnungszahl
Fir 'H ergibt sich fir ein Magnetfeld By von 14.09T eine Resonanzfrequenz
v=14.09T-2.675-10*HzT'~600MHz, wir sprechen also bei der Klassifizierung unserer NMR-

Spektrometer von Frequenzen (und nicht Kreisfrequenzen o und nicht Magnetfeldstirken).
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Das Vektormodell

(Die folgenden Dinge konnen vertieft in Malcolm Levitt’s Buch: Spin Dynamics sowie in
Peter Hore’s Buch: Nuclear Magnetic Resonance nachgelesen werden).

Der Drehimpuls eines rotierenden Objekts ist ein Vektor. Die Richtung des Vektors ist
entlang der Achse, um die das Objekt rotiert. Klassisch kann ein solcher Vektor in alle
Richtungen zeigen. Der Drehimpuls eines Spins ist auch ein Vektor. Der Drehimpulsvektor

des magnetischen Moments des Spins und des Spins selbst sind wie oben gesagt (aber nicht

abgeleitet) parallel: i =il .

Aufgrund quantenmechanischer Uberlegungen koénnen wir zwei Dinge bez. eines Atomspins
messen: Wir konnen die Lange des Vektors messen und die Projektion des Vektors auf eine

Achse, normalerweise die z-Achse (Abbildung 5):

Abbildung 5: Die Beziehung zwischen dem magnetischen Feld B, dem magnetischen Moment

4 und der Komponente des magnetischen Moments entlang der z-Achse 1, .

Aufbauend auf diesen quantenmechanisch korrekten Aussagen kann man ein anschauliches
Modell entwickeln, das Vektormodell, mit dessen Hilfe eine Menge NMR verstanden werden
kann. Das Modell darf man nicht {iberstrapazieren, denn gewisse Eigenschaften der Spins,
z.B. die skalare J-Kopplung zwischen Spins, konnen nicht wirklich erklart werden.

Spin-1/2-Teilchen existieren im starken magnetischen Feld in zwei moglichen Orientierungen
mit gleichen, aber entgegengesetzten Projektionen auf die Quantisierungsachse z. Beziiglich
der beiden anderen Achsen x und y sind die Phasen der individuellen magnetischen Momente
unbestimmt, zufdllig, ihre Vektorsumme verschwindet. Dies kann man in zwei Kegeln

symbolisieren, die sich dadurch auszeichnen, dass die Projektion auf die z-Achse konstant ist
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und dass die Lage des Vektors in der x,y-Achse unbestimmt ist (Abbildung 6). Nun
interessiert uns fiir die Durchfiihrung eines Experiments nur die Uberschumagnetisierung im
thermischen Gleichgewicht, wir konnen also einen Vektor Mz ,erzeugen’, der die
UberschuBmagnetisierung ~ symbolisiert und gegeben ist durch MP-M®=M,. Die
Magnetisierung einer groflen Zahl von Spins in einer NMR-Probe ist eine durch die
Boltzmann-Verteilung (s.0.) gegebene Gréfle, M,. Auch wenn die einzelnen Spins
quantenmechanische GroBen sind, kann man die Summe aller Spins iiber die NMR-Probe, das
Ensemble der Spins, fiir einfache Experimente (1D, T-Relaxation, T,-Relaxation) mit Regeln
der klassischen Mechanik beschreiben, deshalb ist das Vektormodell anschaulich und ein
guter Einsteig in das Verstdndnis von NMR-Experimenten.

(a) (b)

m=+%%

m=-%

Abbildung 6: Vektormodell fiir ein Ensemble von Spin-1/2-Kernen im thermischen

Gleichgewicht in einem Magnetfeld By entlang der z-Achse.

Das 1D Experiment

Wir wollen ein 1D-NMR-Experiment erkldren. Wir stellen uns vor, wir haben eine NMR-
Probe, deren Protonenspektrum aus einem einzigen Spin besteht, z.B. Chloroform, CHCls.
Wir konnen die Resonanzfrequenz des Protons des Chloroforms schon ziemlich genau nach
der Larmorfrequenzformel berechnen. Die Formel gibt die Frequenz der elektromagnetischen
Strahlung an, mit der wir einen Ubergang zwischen den beiden Spinzustinden induzieren

konnen. Nach dem Vektormodell haben die Spins keine definierte Phase entlang der

transversalen Achsen. Man sagt, die Spins prézidieren mit der Larmorfrequenz @, = )B, um
die z-Achse (dieses Bild ist quantenmechanisch wohl nicht ganz korrekt), d.h. also mit

/By / 27 Umdrehungen pro Sekunde. Je groBer also das Feld By und je hoher das
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gyromagnetische Verhéltnis y, desto so schneller drehen sich die Spins. In einem NMR-
Experiment reagieren die Spins auf die Wechselwirkung mit zwei magnetischen Felder, dem
starken statischen Magnetfeld By (z.B. 14T) und einem oszillierenden (also zeitlich
abhédngigen), senkrecht auf B, stehenden, transversalen Magnetfeld B;(t) (in der
GroBenordnungen einiger Millitesla). Das Gesamtfeld ist also gegeben durch die
Vektorsumme von By und By(t).

Es ist nun schwierig, sich die Bewegung der Magnetisierung um ein Feld herum vorzustellen,
das sich selbst bewegt. Deshalb vereinfachen wir die Betrachtung, indem wir uns selbst als
mit der Larmorfrequenz bewegend vorstellen. Dies nennt man das rotierende
Koordinatensystem (im Gegensatz zum Laborsystem, in dem wir nur starr zuschauen). Die
Analogie ist die eines Karussells: Man kann entweder dem Treiben auf dem Karussell von
aullen zuschauen: dann drehen sich die Kinder und man sieht sie manchmal. Oder man kann
auf dem Karussell mitfahren und Kind und Betrachter bewegen sich relativ zueinander nicht.
Wie wird die Transformation ins rotierende Koordinatensystem tatséchlich bewerkstelligt?

Dies soll in einer Nebenbetrachtung jetzt abgeleitet werden.

Transformation ins rotierende Koordinatensystem.
Das oszillierende transversale Magnetfeld B (t) ist eine elektromagnetische Schwingung.
Diese Schwingung ist linear polarisiert, d.h. die elektromagnetische bewegt sich in eine
Richtung (sie propagiert) und schwingt senkrecht zu dieser Propagationsrichtung auf und ab.
Die magnetische Komponente dieser Schwingung wird beschrieben durch:

B,(t)= 2B, cos (a)rft + ¢)I?

= B, cos (a)rft + ¢)T + B, sin (a)rft + (/5)]

+ B, cos (a)rft + ¢)|7 — B, sin (a)rft + ¢)]

wobei B; die Amplitude der elektromagnetischen Schwingung ist, o,r die Kreisfrequenz, ¢ die
Phase des Feld und i und | Einheitsvektoren entlang der x- und y-Achse darstellen. Die
mathematische Umformung, die dem zweiten Teil der Gleichung zugrunde liegt, ist in
Abbildung 7 noch einmal dargestellt. Man kann jede linear polarisierte elektromagnetische
Schwingung in zwei zirkular polarisierte Schwingungen zerlegen, die beiden Darstellungen
gehen durch Vektorsummenbildung ineinander iiber. Die beiden Vektoren, die die zirkular
polarisierte Schwingung darstellen, rotieren mit entgegen gesetzter Rotationsfrequenz. Die

mit der richtigen Kreisfrequenz o+ rotierende Komponente tritt nun in Wechselwirkung mit
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Magnetisierung entlang z, wihrend die in Gegenrichtung (-wr) rotierende Komponente die
Spins nur mit (B1/B¢’) in Wechselwirkung tritt, was eine sehr kleine Zahl darstellt. (Im Bild
des Kreisel: Die Beobachter spalten sich auf, der eine l14uft richtig rum mit der Drehrichtung

des Kreisels, der andere lauft falsch rum; letzterer sieht noch weniger vom Kind).

LinFEAR poLan) 18T

- %

kUl an PorAnts Eer

Abbildung 7: Die Zerlegung einer linear polarisierten Schwingung in zwei zirkular

polarisierte Komponenten.

Durch die Transformation ins rotierende Koordinatensystem ist die Magnetisierung statisch,
d.h. die Magnetisierungsvektoren und das elektromagnetische Feld besitzen keine
Relativbewegung. Deshalb spiirt im rotierenden Koordinatensystem die Magnetisierung nur
das transversale B;-Feld. Die Magnetisierung M, dreht sich unter der Einwirkung des

transversalen Bj-Feld aus der x-Richtung in der y,z-Ebene (Abbildung 8).

Abbildung 8  Die  Wirkung  eines
Radiofrequenzpulses auf die Magnetisierung

entlang z.
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Wir wollen das Gesagte nochmal zusammenfassen: Die Magnetisierung kann also mit drei
kartesischen =~ Komponenten My, M,, and M, beschricben werden. Kurze
Radiofrequenzimpulse (die kurze Einwirkung einer elektromagnetischen Schwingung) kann
senkrecht zum externen Magnetfeld angelegt werden.

Im Gleichgewicht ist die Magnetisierung entlang der z-Achse. Anwendung eines rf-Feldes der
Lénge 1, und der Stirke yB; entlang der x-Achse induziert eine Prizessionsbewegung der
Magnetisierung in der y,z Ebene mit einer Kreisfrequenz o;=-yB;. Wir fiihren einen
Flipwinkel B, = 2yBit, ein, wobei 1, die Dauer des Pulses in Sekunden ist und 3, in Radian
gemessen wird. Die gebrduchlichsten Pulse sind 90°- und 180°-Pulse. Ein 90°-Puls aus x
macht aus M,-Magnetisierung -My-Magnetisierung, ein 180°-Puls macht aus M,-
Magnetisierung -M,-Magnetisierung (siche Abbildung 8, in der Abbildung wurde ein —x-Puls
angewendet). Der Flipwinkel héngt also von der Amplitude B, des transversalen Impulses ab,
typischerweise hat ein 90°-Puls ein Linge von 10us.

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Fourier-Transform-NMR-Spektroskopie ist die
Moglichkeit, einheitlich und gleichzeitig Kerne mit unterschiedlicher chemischer
Verschiebung anzuregen. Fiir eine Dispersion von 6 kHz (Die Protonen kommen iiber 10ppm
zur Resonanz und 1ppm ist gerade 600 Hz bei 600 MHz) muss eine Feldstirke yB;/2n >>
6kHz erreicht werden.

Nach der Anwendung eines 90°-Puls aus x-Richtung ist die Magnetisierung ist entlang der
—y-Achse. Wir wollen im folgenden zundchst verstehen, was man mit -M,-Magnetisierung
eigentlich erzeugt hat im Sinne des Vektorbilds. Dann gehen wir darauf ein, wie wir

mathematisch diese Magnetisierung beschreiben kénnen.
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random
phases

coherence

Abbildung 9: Der Effekt eines Radiofrequenzpulses auf die magnetischen Momente der

einzelnen Spins einer NMR-Probe (Wir sehen von z aus auf die Probe).

Im Gleichgewicht ist die Phase der einzelnen Vektoren in der x,y-Ebene unbestimmt. Die
Gleichgewichtsmagnetisierung ist entlang der z-Achse. Ein Puls erzeugt eine
Ungleichgewichtssituation. Die Phase der einzelnen Vektoren wird in der x,y-Ebene
,gebiindelt’, diese Biindelung — alle Vektoren zeigen in eine Richtung -, d.h. die Korrelation
der einzelnen Phasen nennt man Kohirenz. Ausserdem ist nach einem 90°-Puls die M,-
Komponente  der  Magnetisierung  verschwunden.  Der  Wiederaufbau  einer
Gleichgewichtssituation, die Relaxation der Spins, wird weiter unten beschrieben, es handelt
sich um sogenannte T;- (longitudinale) und T,- (transversale) Relaxation.

Jetzt wird beschrieben, wie sich die Magnetisierung ,entwickelt’ nach Abschalten des Pulses.
Wir haben transversale Magnetisierung erzeugt. Das einzige Magnetfeld, das nach Abschalten
des Pulses noch vorhanden ist, ist das statische Magnetfeld B,. Die transversale
Magnetisierung -M, steht senkrecht zur z-Richtung des statischen Magnetfeld B,. D.h. die
Magnetisierung wird im Laborsystem mit der Larmorfrequenz beginnen zu oszillieren, im
rotierenden Koordinatensystem mit einer Frequenz, die wir chemische Verschiebung nennen

und deren Ursprung unten eingefiihrt wird.
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Abbildung 10: Die Magnetisierung prazediert um die z-Achse. Nach einer Zeit kann die
Magnetisierung in ihre Komponenten entlang x und y zerlegt werden. Ein

phasenempfindlicher Detektor (aus zwei orthogonalen Richtungen) detektiert die beiden

Komponenten der Magnetisierung.

Ein phasenempfindlicher Detektor (siche Abbildung 10) detektiert die beiden Komponenten
der Magnetisierung und speichert diese getrennt ab. Danach wird ein komplexes Signal der
Form exp(iQt) = cos(Qt) + isin(Qt) durch Addition der Komponente des ersten Detektors A
und der mit i multiplizierten Komponente des zweiten Detektors B abgespeichert. Ein solches

Signal kann Fourier-transformiert werden.

Fouriertransformation ( siche auch Kap. 2)

Wenn wir nur die Komponente des ersten Detektors A anschauen, dann detektieren wir ein
oszillierendes Signal My(t) = AcosQt (A ist die Amplitude der Schwingung). Die

Fouriertransformation wird durch folgendes Integral beschrieben:

l(w) = T My (t) cos( wt)dt
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Dieses mathematisch abschreckende Integral kann man sich eigentlich einfach versténdlich
machen (Abbildung 11). Wir multiplizieren das oszillierende Signal M,(t) = Acos{t mit cos-
Funktionen: cosmt. Somit erhalten wir AcosQt-cosmt. Fiir w# Q gilt: die Funktion oszilliert
zwischen negativen und positiven Werten. Wenn man von 0 <t < oo integriert, ist das Integral
gleich null. Fiir @=Q erhilt man Acos’Qt, diese Funktion ist immer positiv und normiert, so
dass das Integral I(®) proportional zur Amplitude A ist. Die Fouriertransformation unserer
von einem Detektor aufgenommenen Komponente AcosQt ist, da wir von 0 bis o integrieren,
iiberall ausser fiir = Q null. Dass man neben einem Wert fiir + Q auch einen Wert bei - Q
erhélt, liegt an dem Umstand, dass die Cosinusfunktion eine gerade Funktion ist, fiir die gilt:
f(x)=f(-x). Hétten wir die Komponente des zweiten Detektors aufgenommen, dann hétten wir
eine Sinusfunktion erhalten. Sinusfunktionen sind ungerade fiir die gilt f(x)=-f(-x).
Kombination beider Komponenten zu einem komplexen Signal e(iQt) liefert die

Vorzeichenunterscheidung.

(a)

(d)

| [+
®© Q

Abbildung 11: Eine bildliche Darstellung der Fouriertransformation. (a) Die oszillierenden

-_—

Schwingung, wie sie in Detektor 1 aufgezeichnet wird. (b) Das Produkt des detektierten
Signals mit einer coswt. Fiir w# Q gilt: Das Integral ist null. (¢) Das Produkt des detektierten
Signals mit einer coswt. Fiir ©®=Q findet man Signale bei den Frequenzen o==(, die

Intensitit des Signals ist proportional zur Amplitude, die im Detektor 1 aufgezeichnet wurde.
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Bisher sind wir immer von einem Spin ausgegangen. Nun wollen wir einen zweiten Spin
einflihren. Dieser zweite Spin soll eine andere chemische Verschiebung haben, d.h. er kommt
an einer anderen Stelle in unserem Spektrum zur Resonanz. Wir werden dann also in unserem
ersten Detektor eine Uberlagerung (die Summe) zweier Cosinusfunktionen detektieren, die
wir daraufhin Fourier-transformieren miissen, um die einzelnen Frequenzen zu
rekonstituieren.

Die Fouriertransformation ist eine lineare Operation. D.h. es gilt:
FTfm+gm]=FT[fm]+FTom)]

Mit anderen Worten heif3t das, jedes Signal AjcosQ;t gibt eine Linie mit der Amplitude A; bei

der Frequenz Q);.

Weshalb Fouriertransformation?

Spektroskopie wird hdufig so eingefiihrt, dass man mit einer einzigen Wellenldnge in den
Energieunterschied einstrahlt. So wurde auch bei der NMR-Spektroskopie angefangen. Man
strahlt mit sogenannter kontinuierlicher Einstrahlung (continuous wave=CW) das gesamte
Spektrum ab. Nehmen wir an, wir hétten zehn verschiedene Spins, dann muss man 10
verschiedene Experimente machen.

Prof. Ernst hat den Nobelpreis dafiir bekommen, diesem mit einer steigenden Anzahl von
Spins etwas umsténdlichen Verfahren ein besseres entgegenzustellen. Man regt mit einem
kurzen und starken Puls (hohes B;-Feld, siche oben) das ganze Spektrum an und misst mit
zwei Detektoren die Uberlagerung aller Spins. Die Fouriertransformation extrahiert dann die
einzelnen Schwingungen heraus. Dieser Vorteil der gleichzeitigen Anregung aller

Resonanzen nennt man den Multiplex- oder Fellgettvorteil.

Relaxation

Wir wollen jetzt diskutieren, wie die Ungleichgewichtsmagnetisierung, die man durch die
Anwendung eines Pulses erzeugt hat, wieder zuriick ins Gleichgewicht kommt. Hier
unterscheidet man zwei unterschiedliche Prozesse: Longitudinale Relaxation und transversale

Relaxation.
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Longitudinale Relaxation

Longitudinale = Relaxation (T;-Relaxation, Spin-Gitter-Relaxation) beschreibt den
(Wieder)aufbau der z-Magnetisierung, also der Magnetisierung, die parallel zum dulleren Bo-
Feld ist. Man beobachtet T-Relaxation, wenn man eine Probe in ein Magnetfeld hinein bringt
und nach der Anregung transversaler Magnetisierung, also Auslenkung der Magnetisierung
von der z-Achse. Diskutieren wir erst den ersten Fall: Nehmen wir an, wir haben eine
Ensemble von Atomkernen, von denen jeder ein magnetisches Moment p besitzt. Ohne
externes Magnetfeld sind alle magnetischen Momente der Kerne zufillig orientiert. Wenn
man nun die Probe ins Magnetfeld einbringt, dann richten sich die Kerne in Richtung des
Magnetfelds aus. Diese Ausrichtung wird durch die zufillige Bewegung der Kerne induziert.

Aufgrund dieses Zufallsprozesses folgt der Aufbau von Gleichgewichtsmagnetisierung einer

t

Kinetik erster Ordnung (Abbildung 12). M, (t) =M,,(1-¢e ™)

l\ |

NGy

.

T
Turn on H.

H.

Turn on H. M = M.

o

H=0M=0 M.=M, =0

Abbildung 12: Orientierung der anfinglich zufdllig angeordneten magnetischen Momente in
einem externen Magnetfeld. Das externe Feld H, (Bo,) verursacht eine Nettomagnetisierung
M entlang der z-Achse.
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Genauso konnen wir durch Anwendung eines 180°-Pulses M,-Magnetisierung in —M,-
Magnetisierung tberfithren. Diese relaxiert zurlick zur Gleichgewichtsmagnetisierung M,.
Longitudinale Relaxation kann man einfach messen mit folgender Pulssequenz: 180°-Ty4-90°-

Detektion. Was dabei passiert, ist in Abbildung 13 zusammengefasst.

o 0
] (t) y
- T . '
r Aan - 4 :

Abbildung 13: Pulssequenz zur Bestimmung von T;-Zeiten. Diese Pulssequenz nennt man

Inversion-Recovery.

28



EINLEITUNG NMR-Grundlagen

Transversale Relaxation

Wir haben diskutiert, dass die Anwendung eines 904°-Pulses zur Erzeugung von
Phasenkohédrenz fiihrt. Nach Anwendung des 904°-Pulses liegt der Magnetisierungsvektor
entlang der —y-Achse, die Komponente entlang der z-Achse ist 0. Beim Prozess der
transversalen Relaxation (T,-Relaxation, Spin-Spin-Relaxation) wird die Phasenkohirenz

verloren.

(9)

180

90"
i r\n,\ -nﬂnnﬂna.
UU"' "UUVU’uv

Abbildung 14: Pulssequenz zur Bestimmung von T,-Zeiten, diese Pulssequenz nennt man

Spin-Echo.

Ubergang vom Vektorformalismus zum Produktoperatorformalismus
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Zur exakten Beschreibung von Spsinsystemen, in denen Spins miteinander koppeln, kann man
den Vektorformalismus streng nicht mehr gebrauchen. Deshalb muss man den
quantenmechanischen Produktoperatorformalismus einfithren. Dazu wird das folgende

Korrespondenzprinzip angewendet: Die Magnetisierung M, die von einem Ensemble von

Spins erzeugt wird, muss ersetzt werden durch Operatoren I. |¥ steht fiir ein Ensemble von

X

| ¥ Spins die x-Magnetisierung , besitzen®.

Beschreibung von skalarer (J) Kopplung im Vektorformalismus

Abbildung 15a zeigt das erste Spektrum von Ethanol. Dies hat die Neugierde von Chemikern
angeregt: Es gibt drei verschiedene Atomsorten in Ethanol (CH3, CH,, OH) und offensichtlich
siecht man drei unterschiedliche Resonanzen. Mit etwas Optimismus kann man auch erkennen,
dass die Integrale iiber diese drei Atomgruppierung dem entsprechen, was man erwartet,

niamlich 3:2:1.

OH CH, CH,
CH3
CH B
OH i L.
T T T T e G RN e e
5 4 3 2 1
a) =" resonance frequency b) 3("Hy/ppm

Abbildung 15: a. Das '"H NMR Spektrum von fliissigem Ethanol, CH3-CH,-OH, publiziert
1951. b. Das '"H NMR Spektrum von fliissigem Ethanol, CH3;-CH,-OH auf einem modernen
Spektrometer aufgenommen. (Die fehlende Aufspaltung der OH-Gruppe beruht auf
intermolekularem Austausch).

Abbildung 15b ist noch spannender. Die Signale der CH; und CH; zeigen eine Aufspaltung,
die NMR-Spektroskopiker skalare Kopplung nennen. Diese Kopplung zeigt an, dass die CHs-
und CH,-Gruppe dem gleichen Spinsystem angehoren, es zeigt also Konnektivitdt an! Die

Multiplizitit der aufgespaltenen Kerne und deren Intensitét ergibt sich aus dem Pascalschen
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Dreieck (siche Kapitel 3). Im folgenden werden wir die Ursache der skalaren Kopplung
diskutieren. Nehmen wir zunichst an, wir wiirden ein '"H 1D-Spektrum von unmarkiertem
Formiat ("H'2CO,") aufnehmen. Das Protonenspektrum bestiinde aus einer einzigen Linie (wir
vernachlissigen das von 1.1% herriihrende Satellitenspektrum). Das 'H und das C 1D-
Spektrum von *C markiertem Formiat (‘"H">CO,") enthilt jeweils zwei Linien (‘H”CO,") der
Intensitit %, die beide um 195Hz aufgespalten sind. Es gibt zwei magnetisch aktive Kerne, 'H
und °C, beide haben sind Spin %-Teilchen. Das 'H-Spektrum ist aufgespalten, weil das
magnetische Moment des "°C die Quelle fiir ein kleines lokales Magnetfeld darstellt, dessen
Richtung durch die magnetische Quantenzahl (m=+1/2 oder -1/2) des “C bestimmt wird.
Wenn "C im m=+1/2 Zustand (hier mit C} bezeichnet) ist, dann wirkt es dem externen Feld
entgegen und induziert einen Hochfeldshift. Wenn C im m=-1/2 Zustand (hier mit C|
bezeichnet) ist, dann verstirkt es das externe Feld und induziert einen Tieffeldshift. Da die
Energiedifferenz zwischen C1 und C| verschwindend klein ist im Vergleich zu kT, sind die
beiden Zustinde gleich wahrscheinlich und man beobachtet eine Dublettaufspaltung mit

Multiplettlinien gleicher Intensitit.

HY Cy

!_Tr"_ H (o] der parallelen oder antiparallen Ausrichtung des

nachdem, ob der °C up oder down ist.
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Abbildung 16: Schematische Darstellung des Effekts

passiven Spins "°C auf das Spektrum des aktiven Spins
'H. Die Energieniveau, in denen die beiden Spin
parallel orientiert sind, werden angehoben, die beiden,
in denen die beiden Spin antiparallel orientiert sind,
werden stabilisiert. Dies fiihrt zu unterschiedlichen

energetischen Unterschieden fiir die 'H-Linien, je
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Im folgenden wollen wir annehmen: wir haben einen Spin, der mit einem zweiten Spin mit
einer skalaren Kopplungskonstanten von J = 10 Hz koppelt. Wir wissen, dass das Spektrum
eines solchen Spins wie oben diskutiert ein Dublett ergibt. Der FID eines solchen Spins wird
oszillieren, das Signal wird nach 50ms verschwunden sein, aber nach 100ms wieder

erscheinen.

Mz Mo cosmJt + My Mg sinJt + My Mg cosmJt — My, MagsinmJt

Anwendung des Korrespondenzprinzips liefert:

I112, cosTJt + Ilyfga sinnJt + I]xfzg cosmJt — .lr]yI2ﬁ sinwJt

Abbildung 17: Beschreibung eines koppelnden Spins im Vektormodell

Im Vektormodell wird das dadurch erklirt, dass man zwei Magnetisierungsvektoren hat, die
in unterschiedlicher Richtung mit einer Frequenz von + 5Hz oszillieren (Abbildung 14). Nach
einem "4-Zyklus sind die Vektoren entweder antiparallel oder in Antiphase orientiert. Dieser
Zustand besitzt keine Magnetisierung (man wiirde kein Signal messen). Aber dieser Zustand
ist auch anders als ein Zustand, den man nach Einstrahlen und Sittigung erhalten wiirde.
Denn Magnetisierung wird aus dem Antiphase-Zustand wieder erzeugt. Magnetisierung wird
nach einem '2-Zyklus wieder erscheinen. Zustinde mit Antiphasekohdrenz und nicht

detektierbarer Magnetisierung sind wesentlich fiir NMR-Experimente wie z.B. das COSY und

haben zu dem Namen Produktoperatorformalismus gefiihrt: Das Signal des Spins 1", der mit
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Spin |° (beide Spin-1/2-Teilchen) koppelt, erscheint als Dublett im Spektrum. Das Dublett
des Spins |' riihrt von zwei unterschiedlichen Molekiilen her, einem in dem der Spin |1* im

a-Zustand ist und einem zweiten, in dem | im B-Zustand sich befindet.

Die Frequenz der linken Linie des Spins 1", das von Molekiilen mit I, im o-Zustand herriihrt,
ist gegeben durch Q+nJ, die rechte Linie des Spins |', das von Molekiilen mit 1° im p-
Zustand herriihrt, ist gegeben durch Q;-nJ. Beide Arten von Molekiilen sind nahezu gleich
hiufig (geringe Energiedifferenz fiir NMR-Uberginge), so dass das Spektrum des |' Spins
die Uberlagerung der beiden Spektra fiir jedes Spinisomere des Spin |? ist. Die Positionen

der beiden Kohirenzen in der x,y-Ebene kann wie folgt abgeleitet werden:

|;|§%|;|§cos(gl +7zJ)t+ |1y|§sin(§zl +7zJ)t
(1)
1112 20 5112 cos(Q 3 Jt+ 111 2 sin(Q! -2 )t
Hierzu brauchen wir zwei Regeln:
1]+ I; =1;
o1t =2 “

Die erste Gleichung kommt daher, dass die Summe der Wahrscheinlichkeit, Spin 1 entweder
im a- oder im -Zustand zu finden, auf 1 normiert sein muss.
Die zweite Gleichung in (2.2) kann man dadurch erklédren, dass eine Populationsdifferenz

zwischen o- und im p-Zustand z-Magnetisierung ist. Der Faktor 2 ist ein
Normalisierungsfaktor. D.h.: |'entwickelt die folgenden Operatoren unter der Wirkung von

chemischer Verschiebung und skalarer J-Kopplung:
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QL2410 i
|} @l2all) >I)l(cosQltcos7ﬂt+2|;|fcosQltsmm]t

3)
+ 1, sinQ'tcost — 21,17 sinQ'tsin 7t
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KAPITEL 1 Chemische Verschiebung

1. Chemische Verschiebung

Einleitung

Atomkerne sind von Elektronen umgeben, die um den Kern rotieren und dadurch ein
Magnetfeld induzieren (B’). Dieses Magnetfeld ist abhidngig von der Art (Orbitale) und
Anzahl der Elektronen, die um den Kern rotieren. Das effektive Magnetfeld Bgesame, Welches
der Kern erfahrt, setzt sich aus dem von aullen angelegten Magnetfeld Bp und dem Betrag des
induzierten Magnetfeldes B” zusammen.

Anders ausgedriickt gilt Bgesam: = Bo (1-0), wobei { die Abschirmkonstante ist und von den
Elektronen, die den Kern umgeben, abhidngig ist. Das ist auch der Grund, warum die Protonen
einer Probe bei unterschiedlichen Frequenzen zur Resonanz kommen. Ausgedriickt wird dies
in der chemischen Verschiebung 8, d.h. ob nun ein Kern tieffeld- (hohe o, starke
Entschirmung) oder hochfeldverschoben (niedrige o) ist, gemessen gegen eine
Referenzsubstanz.

§=10° V_Vﬂ[ppm]

Re ferenz
Die chemischen Verschiebungen werden beeinflusst von kovalenten und nicht kovalenten
Bindungen, Wechselwirkungen mit dem Ldsungsmittel, Wasserstoffbriickenbindungen,

Orientierung von aromatischen Ringen, Wirkungen von Carbonylgruppen etc.

Die Verwendung der chemischen Verschiebung zur Strukturaufkldrung von Makromolekiilen
bietet sich an, da sie einer der am genauesten und einfachsten messbaren Parameter bei NMR-
Messungen darstellt. Je mehr Informationen iiber die chemische Verschiebung bekannt sind,

desto genauer fillt die mogliche Sekundérstrukturvorhersage aus.
Die beobachtete chemische Verschiebung setzt sich aus folgenden Effekten zusammen:

e primar (intrinsisch): charakteristisch fiir eine spezielle chemische Gruppe (CH, CH,,
OH etc.)

e sekundar: kommt durch den Einfluss anderer magnetischer Kerne, die in rdumlicher
Nachbarschaft liegen. So unterscheiden sich beispielsweise die Spektren eines
Proteins im gefalteten vom ungefaltetem Zustand (konformationeller Einfluss auf

chemische Verschiebung)
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KAPITEL 1 Chemische Verschiebung

Fiir die Verldsslichkeit der gemessenen chemischen Verschiebung (relative Werte) ist es
notig, systematische Fehler der Messungen durch schlechte Referenzeinstellungen zu
vermeiden.
Es gibt eine direkte und eine indirekte Methode, um die Nullpunkte der Skala der chemischen
Verschiebung so festzulegen, dal3 die erhaltenen Werte vergleichbar sind:
o direkt:
hier werden die von der [UPAC festgelegten Standards gemessen und deren chemische
Verschiebung auf Null ppm gesetzt, z.B.
Kern |Standard
"H* TMS (Tetramethylsilan)
Pcx [ TMS

BN Fliss. Ammoniak

*fiir diese Kerne wird bei Messungen von biologischen Makromolekiilen DSS (2,2-
Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonsdure) vorgeschlagen, die eine wasserlosliche, pH-
insensitive Form von TMS ist.
e indirekt:
hierbei werden tabellierte, kernspezifische Frequenzverhiltnisse (Z-Verhéltnisse)
verwendet. Mithilfe dieser konnen durch Verwendung der absoluten 'H-Frequenz von
DSS die Nullpunkte anderer Kerne festgelegt werden.
Bsp: Bestimmung der '°N-Referenz:
1. Bestimmung der 'H-Trigerfrequenz des Spektrometers
2. Bestimmung der 'H-DSS-Frequenz relativ zur Tragerfrequenz
(Die absolute DSS-Frequenz = 'H-Trigerfrequenz - 'H-DSS-Frequenz)
3. Absolute DSS-Frequenz * °N = hypothetische '’N-Frequenz des Ammoniaks

4. Wenn die °N-Trigerfrequenz bekannt/gemessen ist, ist die Skala voll definiert.

Diese Verfahren miissen wegen Driften des Magnetfeldes und Variation der

Spektrometerfrequenz nach jeder Probeneingabe wiederholt werden.

Random-coil-Verschiebungen  (primdre Verschiebungen) sind die charakteristischen
chemischen Verschiebungen von Aminoséuren (AS) in kurzen, ungeordneten Polypeptiden.
Fiir diese Messungen werden entweder denaturierte Proteine (z. B. durch 8M Harnstoff) oder
Polypeptide der Sequenz GG#uGG (G=Glycin, # = Prolin oder G, u = untersuchte AS)

verwendet. Die erhaltenen Werte sind in Tabellen zu finden. (Tab II, siche Referenzen)
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Benutzt werden diese Werte bei der Zuordnung von AS-Resten bzw. Spins und zur
Bestimmung der sekundéaren chemischen Verschiebung (8A).
OA ist definiert als der Unterschied zwischen der beobachten Verschiebung und dem Random

coil Wert:  OA = diotal - Orc

Die sekundére chem. Verschiebung beinhaltet strukturelle und dynamische Informationen. Sie
kann bei der Identifizierung von Sekundérstrukturen, flexiblen Regionen, Wechselwirkungen

mit Aromaten und Torsionswinkeleinschrankungen helfen.

Die Werte von Nukleinsduren sind schwieriger zu verwenden, da deren chem. Verschiebung

viel empfindlicher gegeniiber Sequenzeffekten ist.

Beeinflussung der chemischen Verschiebung

Zur Interpretation der chem. Verschiebung sind hierbei Kenntnisse iiber die Abschirmung der
Probenkerne ndtig. Beispielsweise spielt die Beziehung der Abschirmung und der
molekularen, elektronischen Struktur eine Rolle. Die chemische Verschiebung nimmt mit

steigender Elektronegativitit zu.

Short-range Wechselwirkungen, die zwischen Atomen, die iiber chemische Bindungen

verknlipft sind, stattfinden, beeinflussen die chem. Verschiebung ebenso wie die

Long-range Effekte. Diese finden zwischen Atomen statt, die nicht {iber chem. Bindungen

verkniipft sind, und kénnen in drei Arten untergliedert werden:

1. Effekte durch die Magnetisierbarkeit von Nachbargruppen, wobei eine benachbarte
Gruppe einen gewissen Beitrag zum induzierten magnetischen Feld leisten kann, z. B.

Anisotropien, Ringstromeffekte
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Magnet. Anisotropie:

Ein duBeres Magnetfeld By induziert in einer Nachbargruppe des beobachteten Kernes
ein magnetisches Moment p. Dieses magnetische Moment kann unterschiedlich grof3
sein, je nachdem ob B, parallel oder senkrecht zur Symmetrieachse der
Nachbargruppe liegt. Wenn die Grofe des magnetischen Momentes eines Atoms von
der Orientierung des angelegten Magnetfeldes abhdngt, so handelt es sich um ein
anisotropes Atom. Die Wirkung des Magnetfeldes pn auf nahe Kerne (Protonen)

konnen Tieffeld- oder  Hochfeld-

verschiebungen sein.

Letztendlich hat die Orientierung einer
Nachbargruppe Einfluss auf die chemische
Verschiebung des betrachteten Kernes,

wenn der Kern der Nachbargruppe ein

anisotropes Atom ist.

By verlduft parallel B, verlduft senkrecht
zur Symmetrieachse zur Symmetrieachse
der Nachbargruppe der Nachbargruppe

Ein Sonderfall des Nachbargruppeneffektes tritt in aromatischen Verbindungen auf.
Hier tritt ein Ringstrom in den Orbitalen auf, wobei die Elektronen um den Ring
zirkulieren. So werden die Protonen in der Ringebene tieffeldverschoben, hingegen
Protonen die sich oberhalb oder unterhalb der Ringebene befinden werden

hochfeldverschoben.

2. Effekte des elektrischen Feldes. Hier wird das effektive elektrische Feld direkt am
Kern durch Nachbargruppen, die geladen oder Dipole sein konnen, beeinflusst. Die
Ladungen iiben einen indirekten Effekt auf die Abschirmung aus, indem sie die

Bindungen polarisieren.

3. Close-contact-Wechselwirkungen, die durch Uberlappen von Elektronenwolken nicht
benachbarter Gruppen mit der des Probenkerns entstehen. Dies tritt besonders bei
Losungsmittelverschiebungen und Wasserstoffbriicken auf und wird wahrscheinlich

durch Austausch-Repulsions-Wechselwirkungen bedingt.
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Interpretation von chemischen Verschiebung in Proteinen

In Makromolekiilen setzt sich die chemische Verschiebung aus folgenden Beitrigen

zusammen:
OA = Siotal - Orc = Otor T 8ring + OuB t Oet Oside T Omisc

(Owr = torsionale Verteilung, &:ng =Verteilung der Ringstrome, duyg = Verteilung durch
Wasserstoftbriicken oder andere nahe Kontakte, J&.= elektrisches Feld, lokale
Ladungsverteilung, Os¢e = torsionale Verteilung der Seitenketten, Omisc = Einfliisse durch

Losungsmittel, durchschnittliche Bewegung, Effekte durch kovalente Bindungen)

Anteile in % fiir die jeweiligen Kerne an der Gesamtverschiebung in Proteinen.

My M, BN BC,
Random coil 0 25 50 50
Torsion (¢/y) 0 50 0 25
Torsion (¢/yi.1) 25 0 25 0
Side chain 5 0 0 5
Side chain; 5 0 5 0
Wasserstoft- 25 5 5 5
briickenbindungen

Ringstréme 10 10 0 0
Lokale Ladungen 10 0 0 0
Sonstige 20 10 15 5
Beispiel:

',

Owtal Steht flir die messbare Gesamtverschiebung, wobei O, einen Anteil von 25% an der
Gesamtverschiebung hat, o, einen Anteil von 50% und &g €inen Anteil von 10-15% von der
Gesamtverschiebung

Anhand der Tabelle 1d4Bt sich erkennen, dal} die lHa Verschiebungen die am meisten
verlassliche Anzeige fir die Anderung der Sekundirstruktur sind. Hingegen ist die 'Hy
Verschiebung kein guter Indikator fiir Verdnderungen in der Sekundérstruktur, sondern eher

fiir Wasserstoftbriickenbindungsldngen und Wasserstoffbriickenbindungsenergien.
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Einschrinkungen = von  Dihedralwinkeln  mittels  chemischer

Verschiebung (Dihedral angle restraints)

In der Frithphase der Proteinstrukturbestimmung konnen durch Analyse der chem.
Verschiebung von 'H, °C und "N (Riickrat-Atome) relativ gute Vorhersagen iiber die
Riickratwinkel (¢/v) gemacht werden. Dies ist mdglich, da die chemischen Verschiebungen
besonders der Ca recht empfindlich gegeniiber Anderungen der Torsionswinkel sind. Diese

Art der Dihedralwinkelbestimmung heil3t ,,heteronuclear chemical shift index (CSI) method*

AuBlerdem haben gleiche AS-Sequenzen mit gleichen chemischen Verschiebungen auch die
gleichen Riickgratdihedralwinkel. Dies erlaubt eine noch genauere Einschrinkung der
moglichen Winkel und damit eine genauere Voraussage iiber die Winkel.

Diese Beobachtungen ermoglichten die Entwicklung von Computerprogrammen, z. B.
TALOS oder SHIFTOR.

TALOS (Torsion Angle Likelihood Obtained from Shifts and sequence similarity) kann
mithilfe der sekundédren chemischen Verschiebungen der Atome des Proteinriickgrats von

gegebenen (damit bekannten) Sequenzen die ¢ - und y -Winkel vorhersagen.

Zur Vorhersage benutzt TALOS je ein Aminosédure-Triplett, das es mit gleichen Tripletts aus
Proteinen, deren Struktur aufgekldrt ist, vergleicht. Pro Triplett werden 15 Chemische
Verschiebungs-Daten beriicksichtig (5 Kerne pro AS-Rest; 'Hy, “C,, 13CB PN, CO0). Die
Ubereinstimmungen mit bekannten Sequenzen wird dann bewertet (MaBstab z. B.
Unterschiede der Mittelwerte der gemessenen Verschiebungen zu bekannten und anderen
Termen, die die Sekunddrstruktur beriicksichtigen). AnschlieBend werden die zehn
passendsten Strukturen aus der Datenbank ausgewéhlt und wenn diese nicht zu
unterschiedlich sind, wird eine Voraussage fiir die ¢ - und y -Winkel des Zentralrestes

gemacht.

TALOS stiitzt sich auf eine Datenbank, deren Umfang 20 Proteine (z.B.: HIV-1Protease,
Calmodulin, Dehydrase, Interleukin-1b, Lactamase, Ubiquitin u.a.) fat mit etwa 3000
Tripletts. Die dort als Referenzwinkel angegebenen Daten wurden alle mittels hoch
auflosender Rontgenstrukturanalyse ermittelt.

Allerdings kann TALOS zu etwa 20-45% aller Reste im Protein keine Aussage treffen, etwa
3% aller moglichen Voraussagen sind falsch. Die Werte fiir die angegebnen ¢ und y Winkel

variieren zur Rontgenstruktur um etwa 15°.
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Ein grofer Vorteil allerdings ist, dass nur die AS-Sequenz und die chemischen Verschiebung
angegeben werden, um eine relativ gute Aussage fiir die ¢ - und y —Winkel und somit fiir die

Sekundarstruktur zu erhalten.

Weitere Moglichkeiten zur Bestimmung der Sekundérstruktur von

Proteinen

Distance Restraints

Hierbei kann die Distanz zwischen einem Kern und dem Verursacher der Verschiebung
bestimmt werden. Ist ein Proton verschoben und ist bekannt durch welchen Effekt (Bsp.
aromatischen Ring), kann die Distanz zwischen dem Proton und dem Ring bestimmt werden.
Allerdings muf} bei dieser Methode die 3-D Struktur bekannt sein, falls mehr als ein Ring fiir

die chemische Verschiebung in Frage kéme.

Gerade in a-Helices sind die 'Hy Verschiebungen sehr empfindlich bei Anderungen von
Wasserstoffbriickenbindungslingen. Schon bei einer Anderung um 0,1 A #ndert sich die

Chemische Verschiebung des 'Hy;

Direct chemical shift refinement (paramagnetic shift)
Paramagnetische Metalle (Fe, Co, Lanthanide) fithren zu grofen (10 ppm) Chemischen
Verschiebungen. Gerade in paramagnetischen Proteinen kann so ermittelt werden, wo ein

paramagnetisches Metall in diesem Protein sitzt.

Bei anlegen eines Magnetfeldes By wird das Protein magnetisiert. Das magnetische Feld By
induziert zirkulierende Strome im Molekiil. Diese Strome induzieren wiederum ein
Magnetfeld, das (normalerweise) By entgegengerichtet ist. Dieses Protein wére
diamagnetisch. Wird hingegen B verstérkt, das induzierte Magnetfeld lauft parallel zu By, so

ist das Protein paramagnetisch.
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CSI-Plot

: 1
Informationen aus

H,, 13COL, 13CB, Bco Verschiebungen werden zusammengefasst. So erhélt
man eine hohe Ubereinstimmung mit Strukturen, die durch Réntgenstrukturanalyse erfasst

wurden.

Deuterium Isotop shifts

Hierbei werden chemische Verschiebungen von C und N Kernen durch Deuterium
Protonen “H verursacht. Die dadurch auftretenden Verschiebungen sind duBerst klein und
bewegen sich im [ppBillion]Bereich. Wird die chem. Verschiebung, ausgelost durch *H, der
C Kerne des Proteinriickgrats beobachtet, so kann anhand der GroBe dieser Verschiebung

entweder auf eine a-Helix oder eine B-sheet geschlossen werden, da die Verschiebung vom

-Dihedralwinkel abhéngt.

Chemical Shift Threading

Hierbei werden die ermittelten chemischen Verschiebungsdaten und die As-Sequenz in eine
Datenbank gefiittert. Im PC wird nun dies AS-Sequenz einer Struktur zugeordnet. Zu dieser
hypothetischen Struktur werden die Chemischen Verschiebungen berechnet und mit den
Experimentellen verglichen. Stimmt nun errechnete und experimentelle Verschiebung
iberein, so stimmt die hypothetische 3-D Struktur mit der eigentlichen Struktur {iberein.
Allerdings mufl die ungefdhre 3-D Struktur in der Datenbank enthalten sein. Zur

Identifizierung von neuen Proteinfaltungen ist diese Methode nicht geeignet.

Literatur

Use of Chemical Shifts in Macromolecular Structure Determination by D.S. Wishart
and D.A.Case, Meth. Enzym. 2001; 3-34
http://spin.niddk.nih.gov/bax/software/TALOS/info.html
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2. FT-NMR

Einleitung

In der NMR-Spektroskopie unterscheidet man zwischen zwei Methoden:
continuous wave NMR (cw NMR)  vs Pulse NMR.

Bei der cw-NMR regt man mit monochromatischer Strahlung an und sucht nach
Absorptionsmaxima. Durch Variation der Frequenz lassen sich alle Resonanzen erfassen. Man
erhilt ein Spektrum in der Frequenz-Domaine. Dabei muss jede Frequenz iiber einen gewissen
Zeitraum eingestrahlt werden, um eine geeignete Frequenzauflosung zu erhalten. Will man
Frequenzen bis zu 1 Hz auflésen, was einer Energiedifferenz von AE=h (Plack’sches
Wirkungsquantum; h=6,626176 10" Js) entspricht, so benétigt man nach der Heisenberg’schen
Energie-Zeit-Unscharfe:
AE-At = h
h+At ~h
At = 1sec

eine Messzeit von At=1 sec. Bei einem 100 MHz Spektrometer liegen die Protonensignale iiber
einen Bereich von 10 ppm, bzw. 1000 Hz verteilt. Mit einer MeBgeschwindigkeit von 1Hz/sec

bendtigt man fiir ein Spektrum 1000 sec, bzw. 15 min.

Ein generelles Problem bei der NMR-Spekroskopie stellt das unvermeidbare Rauschen dar. Da
NMR-Signale vergleichbar geringe Energien haben, die nicht viel grofer als das Rauschen sind,
spielt das Verhéltnis zwischen Signal und Rauschen (signal-to-noise-ratio) eine grofle Rolle. Dieses
Verhiltnis 148t sich durch mehrere Messungen hintereinander verbessern (signal averaging), da mit
einer Anzahl von n Messungen die Signale um n verstarkt werden, das Rauschen hingegen aber nur

um n, da es zufillig verteilt ist.

Die wiederholte Durchfiihrung der Messung wiirde bei der cw-Methode die Gesamtdauer noch

weiter erhohen. Diese Methode ist recht zeitaufwendig.
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Puls-NMR

Bei der Puls NMR erhéilt man durch eine einmalige Anregung (monochromatischer Radiofrequenz-
Puls) alle Resonanzen auf einmal, was natiirlich die Dauer des Experiments enorm verkiirzt. Es
wird also verstidndlich, daB3 die Puls-Methode vorzuziehen ist, da weitaus mehr Messungen in der

gleichen Zeit durchgefiihrt werden konnen, die das ,,signal-to-noise-ratio* verbessern.

Bei der cw-Methode wird ein schwacher Stimulus benutzt, um die Signale zu erzeugen,
wohingegen bei Puls-NMR ein stirkerer Stimulus nétig ist. Eine einzige Frequenz muf3 alle
Resonanzen hervorrufen. Die Linge des Pulses hdangt dabei von dem gewliinschten Frequenzbereich
ab, in dem die Signale liegen (z.B. 5000 Hz fiir Protonen bei 500 MHz). Nach der Heisenberg’schen
Energie-Zeit-Unschirfe gilt:

AE At~ h mit AE=h+Av folgt
h«Av+At = h
1

Die anregende Strahlung ist also {iber einen Frequenzbereich Av = (1/At) ,,unscharf*, wenn der Puls

iber eine Linge At eingestrahlt wird. Die Pulsldnge liegt also im Bereich von ms bzw. ps.

Die Schwingungen klingen einige Zeit nach dem Puls ab, man spricht von Free Induction Decay
(FID), der iiber einen gewissen Zeitraum hinweg gemessen wird. Daraus ergibt sich, daB3 die
erhaltenen Daten in der Zeitdoméne vorliegen. Die Auswertung wiirde sich allerdings als recht
schwierig erweisen, da der FID die Uberlagerung aller Frequenzen darstellt. Diese miissen deshalb
in die Frequenzdoméne iiberfiihrt werden, in der die Frequenzen als einzelne Peaks zu sehen sind.

Ein geeignetes Mittel hierfiir ist die Fourier Transformation:
f(w) = _[f(t)e“”tdt

f(w) ist dabei die Frequenzabhingigkeit der Amplitude eines NMR-Signals und f{(t) ist die
Zeitabhingigkeit der Amplitude eines NMR-Signals. Wenn der FID exponentiell abnimmt, erhélt

man mit Hilfe der Fourier Transformation eine charakteristische Linienform, die Lorentz- Kurve.
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Bild 1: Zeit- und Frequenzspektrum

f(w) ist eine komplexe Funktion. Sie besteht aus einem Realanteil und einem Imagindranteil. Beide

Formen haben eine Entsprechung im Spektrum und unterscheiden

sich nur in der Form der Lorentz-Kurve. Der reale Teil erscheint als Absorption, der imagindre Teil

als Dispersion. Es ist dabei einfacher im Spektrum nur den absorptiven Teil darzustellen.

NMR-Signale konnen sich nicht nur in Intensitit und Frequenz unterscheiden, sondern auch in der
Phase. Phasenunterschiede zwischen Signalen mit gleicher Frequenz und Amplitude spiegeln sich

in den zwei Formen der Transformation wieder. Man erhélt dann Lorentz-Kurven, die absorbtiven

und dispersiven Teil vereinen.

Bild 2: Absorptives und dispersives Signal
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Detektion der Signale

Die elektrischen Signale des Spektrometers miissen zunichst in eine bindre Form gebracht werden,
damit der Computer sie verarbeiten kann. Dazu dient der ,,analogue-to-digital-converter* (ADC).
Da man sich nur fiir die Unterschiede der chemischen Verschiebung interessiert, ist es sinnvoll, die
Referenzfrequenz (Tragerfrequenz, z.B. 500 MHz) vor der Konvertierung abzuziehen, so da3 man

nur die chemischen Verschiebungen erhilt.

PROBE

RECEIVER
DETECTOR [ -
PRE -AMP ~
= S A
. “ e D | NUMBERS
LCe [ / C

E;;;;MHTEHL.
e

|

CONTINUOUS REFERENCE

Bild 3: Schematische Darstellung eines Spektrometers

Die Zeitspanne, iiber die der FID aufgezeichnet wird, bezeichnet man als ,,acquisition time* A;. Sie

bestimmt, bis zu welcher Frequenz man Signale auflosen kann (A=1/Av)

Wie viele Daten in dieser Zeitspanne aufgenommen werden miissen, wird durch die Spektrenbreite
bestimmt. Um eine sinusformige Schwingung zu charakterisieren braucht man mindestens zwei
MeBpunkte pro Schwingung. Die hochste Frequenz, die so (vom ADC) registriert werden kann,

wird Nyquist Frequenz N (Hz) genannt. Dafiir miissen alle

1/2N Sekunden Messwerte ermittelt werden. Der ADC kann alle 3 - 10 ps eine Messung machen.

Daraus ergibt sich eine Nyquist-Freqenz von 50 — 150 kHz.
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Bild 4: Bedeutung der Nyquistfrequenz

Frequenzen, die groBer sind als die Nyquist Frequenz, kénnen nicht mehr richtig beschrieben

werden. Sie werden zwar detektiert, ihnen wird aber eine falschen Frequenz zugeordnet. Im

Spektrum erscheinen sie an der falschen Stelle (folded peaks).
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Bild 5: Aufgenommene Frequenz ist groBer der Nyquistfrequenz

Es liegen immer Frequenzen auflerhalb der Spektrenbreite, wobei es sich um das elektrische

Rauschen handelt. Dieses Rauschen wird mit den Bandpass-Filter unterdriickt, da er die elektrische

Bandbreite auf ein Minimum reduziert. Er ist wird zwischen Detektor und ADC geschaltet.

Bearbeitung der Daten
Die digitale Auflosung ist wichtig fiir die Feinstruktur des Spektrums, und sollte kleiner als die
Peakbreite sein, damit der Peak ausreichend dargestellt werden kann. Digitale Auflésung bezeichnet

dabei das Frequenzintervall zwischen den einzelnen Datenpunkten (R4=1/A;). Eine verbesserte

Auflosung erreicht man beispielsweise durch Erhdhung der Aufnahmedauer (A;), was allerdings
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KAPITEL 2
nicht immer sinnvoll ist, da der FID exponentiell abfillt, und bei einer Verlingerung der Aufnahme

kein Signal mehr aufgezeichnet wird.

T T T T T T T T T T
22 20 18 16 14 12 10 8 B
HERTZ

Bild 6: Bedeutung der Auflosung
Eine andere Methode stellt das ,zero-filling dar, wobei Nullen zwischen die Datenpunkte

eingefiihrt werden ohne die Aufnahmedauer zu erhéhen. Es wird also die Zahl der Datenpunkte

erhoht (und so das Intervall verkiirzt).

— _

Bild 7: Bedeutung des Zero-fillings

48



KAPITEL 2 FT-NMR

Dabei muss darauf geachtet werden, da3 der FID fast auf Null gefallen ist, wenn die Messung
beendet ist. Wird die Messung beendet, bevor der FID auf Null gesunken ist, kann es zu ,,wiggles*
kommen. Die erhaltenen Daten erscheinen dann als Produkt des FID und einer Stufenfunktion,
wobei bei der Transformation die genannten ,,wiggles entstehen, die sich vor allem in der 2D NMR
als storend erweisen. Dieses Problem kann umgangen werden, indem man statt einer Stufenfunktion
eine andere Funktion iiber den FID legt (Apodisation). Diese Funktion muf3 am Ende der Aufnahme

gegen Null fallen, und wird als Window Funktion bezeichnet.

g e

Bild 8
Window Funktionen kdnnen nicht nur ,,wiggles® verhindern. Sie kdnnen beispielsweise das ,,signal-

to-noise-ratio* verbessern. Dafiir wird eine fallende Exponentialfunktion E, mit
E=e'

tiber den FID gelegt. Allerdings fiihrt das dazu, daB die Peaks verbreitert werden. Multipliziert man
den natiirlichen Abfall S eines Signals mit E so ergibt sich

S=A-e " *E=g* liefert
S:E=A-g “.g s
_ Atk
_ awe Ul

Daraus erkennt man, daf3 sich die Halbhohenbreite dv der Lorentz-Linie dndert.

1 1 1
V= Sv=—:(L+1)
n T, T
vorher nachher
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KAPITEL 2 FT-NMR
Die besten Ergebnisse erzielt man mit einer Funktion, welche die Peakbreite verdoppeln, also T, = a

(,,matched filter).

p— .

Bild 9: Matched filter

Ein anderes Beispiel fiir eine Window Funktion ist die Lorentz-GauB-Transformation. Diese

Funktion G verstérkt die Signale im vorderen Bereich des FID und fallt dann gegen Null.

Dadurch wird erreicht, daf3 die Peaks feiner werden (die Auflosung wird verbessert), allerdings wird

auch das Rauschen verstirkt, so daB3 sich das ,,signal-to-noise-ratio* verschlechtert.

| ‘ N |

o e a Jl'th' '“L___

Bild 10: Lorentz-Gauss Transformation
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Die Wahl der Window Funktion hingt also im Wesentlichen davon ab, ob man auf Intensititen oder

Feinstruktur Wert legt.

Literatur
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KAPITEL 3 J-Kopplungen

3. J-Kopplungen und Konformationsuntersuchungen

J-Kopplungen

Im NMR-Experiment ist ein Kern einem dufleren Magnetfeld ausgesetzt, das beeinflusst wird durch

die den Kern umgebende Elektronenhiille und andere Kerne in der Umgebung.

Bekanntes iiber die Spin-Spin-Kopplung
Spin-Spin-Kopplungen treten auf zwischen nicht magnetisch dquivalenten Kernen, die durch
eine (direkt, '7), zwei (geminal, *J) oder drei Bindungen (vicinal, °J) voneinander getrennt sind
Man unterscheidet die verschiedenen Signalfeinstrukturen: Singuletts, Dupletts, Triplets,
Quadrupletts, ..., allgemein nennt man sie Multipletts
Koppelt ein Kern mit mehr als einer Sorte chemisch é&quivalenter Kerne so treten
Kombinationen der oben genannten Signalfeinstrukturen auf: Duplett von Duplett, Triplett von
Duplett usw.
Spin-Spin-Kopplungen gibt es zwischen Kernen derselben Sorte (homonuklear) und zwischen
Kernen verschiedener Elemente (heteronuklear)
Eine Spin-Spin-Kopplung bedeutet, dass die Orientierung des Spins eines Kerns A das lokale
Magnetfeld am koppelnden Kern X beeinflusst und umgekehrt

Die Kopplungskonstante J
beschreibt die GroBe der Kopplung, die hier direkt aus dem Abstand der beiden X-Linien bzw.
dem gleichgroBen Abstand der beiden A-Linien entnommen werden kann. Fiir Protonen-
Protonen-Kopplung liegen die Konstanten etwa zwischen —20 und +20 Hz.
Die Kopplungskonstanten sind unabhéngig vom du3eren Magnetfeld B,.

Mit zunehmender Zahl der Bindungen zwischen A und X nimmt J, x im allgemeinen ab.

Konformationsuntersuchungen mit Hilfe von J-Kopplungen

Kopplungskonstanten eignen sich zur Festlegung der lokalen Konformation.
Die *J-Kopplung hingt auBer von Substituenteneinfliissen wesentlich vom Molekiilbau ab

(Bindungslédngen, Bindungswinkel und Torsionswinkel).
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KAPITEL 3 J-Kopplungen
Bei vicinalen Kopplungen an ,frei“ drehbaren (C-C)-Bindungen andert sich die Grofle der
Kopplungskonstante mit dem Torsionswinkel 6. Diese Abhidngigkeit wird graphisch in der

Karpluskurve dargestellt:

Bild 1: a) Torsionswinkel 0 b) Karpluskurve
Uy
2
H ™
H

Obwohl die Parameter, welche die jeweilige Karplus-Kurve spezifizieren, von Fall zu Fall
verschieden sind, stimmt der Verlauf dieser Kurve bei fast alle Kernkombinationen qualitativ
tiberein:

lokales Maximum fiir 6 = 0°

globales Maximum fiir 6 = 180°

globale Minima fiir 6 = 90° bzw. 270°

Der Verlauf der Kurve wird durch die Karplus-Gleichung beschrieben
J=A cos’ 0 B cos 6+ C
A,B und C sind empirische Konstanten mit ungefdhren Werten von 4 Hz, -0,5Hz und 4,5 Hz. Sie

werden je nach Kernkombinationen und Molekiilen variiert.

Zusammenhang zwischen der Karplusbeziehung und Sekundérstrukturelementen in

Proteinen

Aufgrund des Doppelbindungscharakters der Peptidbindung ist diese relativ starr. Deshalb sind die
Torsionswinkel ¢ (Tosionswinkelsequenz C(=0)-N-C*-C(=0) )und y (N-C*-C(=0)-N) die
entscheidenden Parameter, um die Konformation des Peptidriickgrats, speziell jeder einzelnen

konformationellen Repetiereinheit einer Polypeptidkette zu beschreiben.
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KAPITEL 3 J-Kopplungen

Bild 2: Die entscheidende Teilstruktur bei Polypeptidketten

Anhand des Ramachandran-Plots erkennt man, dass nur bestimmte Werte fiir den Winkel ¢ und y

erlaubt, d.h. energetisch giinstig sind.

Psi (degrees)

g i i E
180 -135 90 -45 O 45 90 135 180
Phi {degrees}

Figure 3. Ramachandran plot showing the core
{right-handed) » and B regions as defined by Morris et al.
(1992).

Bild 3: Ramachandran-Plot

Die beiden Torsionswinkel ¢ und y stehen nach Karplus in direkter Beziehung zu den
entsprechenden Kopplungskonstanten. Aufgrund der Karplusbeziehung kann man ausgehend von
Kopplungskonstanten ~Sekundérstrukturelemente (iiber Torsionswinkel) voraussagen. Unter
Ausnutzung dieser Beziehung ist es ebenfalls mdglich anhand von Torsionswinkeln, die iiber

Rontgenstrukturanalyse ermittelt wurden, die Kopplungskonstanten zu errechnen.
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KAPITEL 3 J-Kopplungen

Bild 4(links): Karplusbeziechung zwischen dem Torsionswinkeln ¢ bzw. v und *Jyuq

a 3 30
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Figure 1. Graphs showing the relationship, predicted by m 2
the Karplus equation, between (a} the ¢ torsion angle and 5 2“1 1
3o (bokd 1ine), *kavco (thin line), *Jemcy (dot-dash fine) F
and *kpmy (broken Hine) coupling constarts. (b) the ¢ 104 10+
torsion angle and the s coupling constant. The #
graphs were calculated using the parameters for the R e
Karplus equation given in the Methods section. The ¢ and 480120 60 0 60 120 189 -180-120 80 0 60 120 180
V torsion zm%};% aa)re zeﬁmd according ﬂt: the I}JPAK‘,RII!; Phi {degrees) Psi (degrees)
convention » ¢ referring to the torsion arg Figuare 2, Histograms shoswing the distribution of ¢ and  torsion angles for residues 1n 85 high resolution structies.
sequence of atoms C(i-1), Ni, Cat, Ci. and ¥ to the a Alﬁ?;iduesl;sl:g:ahelices??gi helices; d, P strands; e, mmmda:;%waure {col residuas).g The values for terminal
sequence Ni, Cod, Ci, N(i+1). resiclues in the secondary structure regions are shown in black in the distributions.

Bild 5(rechts): Gemessene ¢ und ¢ Winkel aus hochaufgeldsten Rontgenkristallstrukturen
(Auflosung > 2,0 A und R > 0,20 ) von 85 Proteinen

Bestimmte Werte des Winkels ¢ sind mit bestimmten Sekundirstrukturelementen verkniipft.

Theoretische Werte: Durchschnittswerte aus Bild 5
a-Helix: o =-57° o =-64,7°
310-Helix ¢ = -49° ¢ =-62,8°
Paralleles 3-Faltblatt: o=-119° ¢ =-112,6°
Antiparalleles B-Faltblatt: ¢ =-139°
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KAPITEL 3 J-Kopplungen

¢ und y-Winkel bilden ein breites Spektrum in allen drei Sekundérstrukturelementen. Sterische
Kriterien und Attraktionskréafte konnen auch bei irreguliren Strukturen ausreichend erfiillt werden,
beispielsweise geknickte oder gekriimmte a-Helix, da jede Aminoséure eine unterschiedliche lokale
Umgebung hat. Diese Abweichungen sind insbesondere fiir die Aminoséduren am Anfang oder Ende

eines Sekundirstrukturelements grof3 (terminale Reste der Sekundarstrukturelemente sind in Bild 3

schwarz dargestellt).

a) Predicted from 85 proteins b) Experimental data (9 proteins) ¢) Predicted from 9 proteins
. 60
60 @ helix w.uhelix Johelix
40 §4n- %40
8 1 g ]
*20 ;20‘ *201
01
i I T TS 2N IS °TTITE 7 8 3 5 7 8§ 0
60 60
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40 4 éw- gw,
1 ) IR
a!20' *20' *ZOW
N SR B TR T BT I ] Mg A% BREE BN MK SASY SREET
60
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4 4
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1
..... + 0 gy y .
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Figure 4. Histograms showing the distribution of *Jun. coupling constants for residues recognised from hydrogen bond
criteria to be in o helices, 30 helices and B strands. The terminal residues are not included in calculating these
distributions. a, Coupling constants predicted from the ¢ angles of residues in the data base of 85 crystal structures;
b, experimental coupling constants that are available for the nine proteins listed in the Methods section; ¢, coupling
constants predicted from ¢ angles in the structures of the nine proteins whose experimental data are shown in b.

Bild 6: *J(H",H,,)-Kopplungskonstanten in Sekundirstrukturelementen
a) berechnet aus den ¢ Winkeln von 85 Rontgenkristallstrukturen
b) gemessen bei 9 Proteinen

c) berechnet aus den ¢ Winkeln der Strukturberechnung dieser 9 Proteine

Terminale Reste, die nicht charakteristisch fiir Sekundirstrukturen sind, wurden nicht in die
Kalkulation miteinbezogen.

Der Vergleich zwischen den gemessenen und berechneten Kopplungskonstanten bei den gleichen
Proteinen (b und c) zeigt, dass die Berechnung von J mit der Karplus-Gleichung und den hier
verwendeten empirischen Parametern recht zuverléssig ist. Es zeigt sich auch, dass anhand des
Wertes der Kopplungskonstante zwischen dem Amid- und C,-Protons recht gut zwischen a-Helix,

B-Faltblatt und Coil-Strukturen unterschieden werden kann.
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KAPITEL 3 J-Kopplungen
Die dafiir normalerweise verwendeten Parameter fithren zu einer richtigen Identifikation von ca. 70

- 80% der Sekundirstrukturen im Falle von a-Helices und B-Faltblattern.

SJ(HN H,) < 6 Hz a Helix
SJHN H,) > 8 Hz B Faltblatt
6Hz <*J(H",H,) > 8 Hz Coil Strukturen

Wegen des groBen Bereichs an ¢ Winkeln und somit auch *J(H,H,)-Kopplungen, die in einer 3,o-
Helix vorkommen, kann man dieses Sekundrstrukturelement nur schwer anhand von *J(H",Hy)-
Kopplungen identifizieren (58 %).

Dies spiegelt sich auch in den Kopplungskonstanten berechnet aus 85 Proteinkristallstrukturen und

aus theoretischen, idealisierten Sekundéarstrukturelementen wider:

Aus 85 aus idealisierten Elementen ermittelt
Proteinen
ermittelt

a-Helix 4,8 Hz 3,9 Hz

310-Helix 5,6 Hz 3,0Hz

B-Faltblatt 8,5 Hz 8,9 Hz (antiparallel) bzw. 9,7 Hz (parallel)

Diese Werte unterscheiden sich signifikant, stimmen aber gut mit erhaltenen NMR-Daten von den 9
Proteinen iiberein. Generell kann man die Kopplungskonstante als Basis fiir die Analyse von

Sekundarstrukturen nativer und ungeordneter Protein verwenden.
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Bestimmung des y;-Winkels von Valin Seitenketten bei

Ribonuclease T;

Anhand eines Energiediagramms fur Torsionswinkel sieht man, dass die gestaffelten
Konformationen energetisch bevorzugt sind.

Bsp. Ethan: Die innere Rotationsenergie des Ethans (der beiden Methylgruppen gegeneinander)
beschreibt eine Sinuskurve. Die Barriere der inneren Rotation betrdgt ca. 12 kJ/mol. Die
gestaffelten Konformationen liegen in den Energieminima vor, wahrend die ekliptische

Konformation maximale Energie bendtigt. Man spricht von Torsionsspannung oder Pitzer-

Spannung.
Epo | W
s A
15 XN W Sp HAON A
s sp sp sp sp
10
5 -
0
H H H
H * 13 H 1
] H H
ap ap ap
i 1 i i i I 1 1 i i 1 |
0° 60° 120° 180° 240° 300° 3*0° 6

Fur den y1-Winkel, der Seitenkette von Valin sehen die gestaffelten Rotamere wie folgt aus:

(Erinnerung: Die Bindungen der Seitenketten werden von y1 bis x, durchnummeriert.)

L-valine
N\TF”/C' N T’ ¢ ~N_ [e
D G ¢
Cy, H, Cy, Cy, H, H Hy H, ©Cn
X, = 180° -60° 60°
rotamer 1 11 11

Bild2: gestaffelte Seitenkettenkonformationen von L-Valin
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KAPITEL 3 (Beispiel)

relative Haufigkeit der Rotamere
I I Il

a-Helix 87 3 10
nicht o, 0. 3 56 15 29
B-Faltblatt 69 17 14
In der glnstigsten y1-Konformation (180°) flr Valin vermeiden

die beiden Cy-Atome die sterisch unglinstige Position Zwischen N und C.

Fur Proteine ist die energieminimalste gestaffelte Konformation nicht vollig korrekt. Zum einen
kénnen nicht gestaffelte Rotamere auftreten, weil das Potentialminimum eines Torsionswinkels
durch  Wechselwirkungen in der Proteinmatrix verschoben wird, beispielsweise durch
Wasserstoffbriickenbindungen. In kristallographischen Untersuchungen wurde sogar schon
ekliptische Konformationen entdeckt. Zweitens verfligen Proteine ber ein hohes Mass an lokaler
Mobilitat in dem Rckgrat sowie den Seitenketten. Winkelfluktuationen bis zu +-15° konnten Gber

Relaxationsuntersuchungen und MD Simulationen nachgewiesen werden.

Kristallographische Konformationsuntersuchungen haben den Vorteil, dass das Protein in Kristallen
die energieminimalste Konformation einnimmt. Existieren mehrere davon, werden sie in

statistischer Verteilung detektiert:

Jeb = I+ y 3"+ (1-x-y) 3" x=y=1/3

Probleme bei NMR-Konformationsuntersuchungen der Valin-Seitenkette treten auf, da sie nicht
notwendigerweise in nur einer Konformation vorliegt. Der Wechsel zwischen zwei Konformationen
erfolgt schnell gegentber einer typischen NMR-Zeitachse. Das bedeutet eine gemessene vicinale
Kopplungskonstante gibt den Mittelwert der Verteilung zwischen allen méglichen Konformationen
an. Dies erschwert die Zuordnung der Kopplungskonstanten auf einen Torsionswinkel nach der
Karplusbeziehung.

Ohnehin liefert die Karplusbeziehung fiir einen gegebenen 3J-Wert bis zu 4 verschiedene
Torsionswinkel, so dass unterschiedliche Messungen der Kopplunskonstanten vorgenommen

werden mussen.

Die meisten Ansdtze zur Untersuchung von Torsionswinkeln nehmen neben den 2J-Daten

kristallographische Koordinaten oder NOE Distanzen hinzu.
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Bei der Ribonuklease T1 wurde versucht, die Konformationen der Valinseitenketten ausschliesslich

tiber die *J-Kopplungskonstanten aufzukaren. Dabei kommen folgende in Frage:

3 3 3 3 3 3 3
JHaHps “INHB: “deHps “IHacyls “IHacye, Jercyr und “Jeicye

Mittels E.COSY (Exclusive Correlation Spectroscopy nach Griesinger) multidimensionalen
homonuklearen (*H, *H und **C, *3C) und heteronuklearen (*H, °N und *H, **C) NMR-Techniken
wurden die oben genannten Kopplungskonstanten untersucht und in den Torsionswinkel 7
Ubersetzt. Die Ergebnisse wurden mit NOE Abstandsinformationen sowie der Kristallstruktur der

Ribonuklease T; verglichen.

g [H2]

<150 -100 -50 50 100 150

L [dgs]

Bild3: *J(N,Hg)-Kopplungskonstante in Bezug zum y1-Winkel

Es wurden 3 verschiedene Modelle zur Durchschnittsbildung von Kopplungskonstanten verwendet,
mit denen der Torsionswinkel ;. drei der *J-Kopplungskonstanten zugeordnet werden (3JHQHB,
3Jnmp, Jcp) konnte.

Bei 2 Valin-Seitenketten (Val33 und Val78) in Ribonucleasse T; wurde ein Gleichgewicht
zwischen gestaffelten Rotameren festgestellt. Bei vier Valinresten (Vall6, Val67, Val79, Val101)
wurden nur einfache Rotamere identifiziert. Abgesehen von Val52 und Val78 stimmten die
vorherrschenden Rotamere, die tber die 3J-Kopplung erhalten wurden, mit der Konformation der
Kristallstruktur der Ribonuklease T; Uberein. Die Analyse hing stark von den verwendeten

Karplusparametern ab.

61




KAPITEL 3 (Beispiel)

62



KAPITEL 4 Chemischer Austausch

4. Chemischer Austausch

Theoretische Grundlagen

Chemischer Austausch und seine Folgen

Beim chemischen Austausch werden zwei Kerne mit unterschiedlicher Resonanzfrequenz, na
und ng  miteinander  vertauscht  (Bindungsbruch)  oder ineinander  berfihrt
(Konformationsénderung). In Abhdngigkeit der Frequenz bewirkt der chemische Austausch die
Veranderung des Erscheinungsbildes (Aufspaltung und Lage) von NMR-Peaks. Selbst die

Ausldschung eines Signals ist moglich.

Beispiel: Dimethylnitrosamin

Eines der einfachsten Beispiele fur den chemischen Austausch ist Dimethylnitrosamin:

Die beiden Konformationen sind energetisch identisch, aber die chemische Verschiebung der
Methylgruppen unterscheiden sich voneinander. Durch Rotation um die NN-Bindung kénnen die
beiden Methylgruppen ineinander Gberflihrt werden. Hierdurch tauschen beide ihre chemische
Umgebung und somit ihre chemische Verschiebung. Es kommt zum chemischen Austausch. Die
Protonen beider Gruppen besitzen einmal die Resonanzfrequenz na und nach einer 180°

Drehung die Resonanzfrequenz ng.

Phasendifferenz — Grundlage der Detektion

Um mit Hilfe der NMR zwei getrennte Signale detektieren zu kénnen, muissen zwei Kerne im
Verlauf der Messung zu einer Phasendifferenz ihrer Resonanzfrequenz kommen. Ist keine
eindeutige Phasendifferenz zwischen na und ng vorhanden, so werden die Signale — mehr oder

weniger — als ,ein’ Signal wahrgenommen.
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Die Zeit die zwei Frequenzen bendétigen, um zu einer Phasendifferenz von 180° zu gelangen, ist

proportional des Frequenzunterschieds.

Nach einer Zeit t = %(VA —vy )= %(51/)’1 betragt die Phasendifferenz 180°.

Unterteilung des chemischen Austausches aufgrund der exchange-rate

Man unterteilt den chemischen Austausch in langsamen, mittleren und schnellen Austausch
(engl.: slow exchange, intermediate exchange bzw. fast exchange).

In Beispiel des Dimethylnitrosamin besitzt die NN-Bindung einen partiellen
Doppelbindungscharakter. Daher ist die Rotation energetisch gehindert und ihre Frequenz stark
temperaturabhéngig. Mit zunehmender Temperatur verdndert sich der chemischer Austausch

somit vom slow exchange, tber den intermediate exchange zum fast exchange.

,»Slow exchange*

Findet innerhalb der Messzeit (der Zeit die den Resonanzfrequenzen verbleibt eine
Phasendifferenz aufzubauen) kein bzw. wenig Austausch statt, so sind zwei getrennte Peaks fiir
die beiden Kerne detektierbar.

Die Austauschrate k ist deutlich kleiner als die Differenz der Resonanzfrequenzen.

Slow exchange

Va Ve

T
k<<—=6v éSv=v, -vg

V2

,»fast exchange*

Kommt es wahrend der Zeit die zum Erreichen der Phasendifferenz bendétigt wird zu haufigem
Austausch der chemischen Umgebung, so mitteln sich die beiden Frequenzen zu einer
Durchschnittsfrequenz nag. Die Austauschrate k ist hier wesentlich groRer als die Differenz der

Resonanzfrequenzen.
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Fast exchange
VAB

VA v

k>> —}5—51’

V2

Der Grund fir diese Phdnomen kann leicht beschrieben werden. Betrachtet man ein System mit
chemischen Austausch (ber eine langere Zeitperiode, so ergibt sich folgender Zusammenhang

fur Phasendifferenz und Zeit:

18d

no exchange N
of

phase difference

S fast exchange

e
i " - ——

Im System mit geringer Austauschrate k verweilen die Kerne relativ lange in den
unterschiedlichen chemischen Umgebungen A und B. Dadurch haben ihre Resonanzfrequenzen
einen entsprechend hohen Anteile von na bzw. ng. Die zwei Kerne kdnnen somit getrennt
detektiert werden. Je Kkleiner die Austauschrate — je langer der Aufenthalt in den
unterschiedlichen Umgebungen —, desto schneller wéchst die Phasendifferenz mit der Zeit.

Besitzt das System hingegen eine hohe Austauschrate k, so mitteln sich die Aufenthaltszeiten der
Kerne fur die Umgebung A und B. Durch dieses ,Mitteln’ kommt es zu einer entsprechenden
,/Anpassung’ der Resonanzfrequenz beider Kerne. Je schneller der Austausch zwischen den
beiden Systemen erfolgt, um so besser gleichen sich die Resonanzfrequenzen fir Kern A und B
an und gehen schlieBlich in einen gemeinsamen Peak entsprechender Intensitat tber. Die

Phasendifferenz bleibt daher nahezu O.

intermediate exchange

Den Ubergang zwischen slow- und fast-exchange wird als intermediate exchange bezeichnet. Er
verlauft flieRend, ohne eindeutige Grenzen. Hierbei kommt es zu einem Ubergang von den zwei
getrennten Peaks des slow-exchange zum Peak des fast-exchange. Man bezeichnet dieses

Phédnomen als KOALESZENZ.
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Es tritt auf, wenn die Austauschrate k ungeféhr der Differenz der Resonanzfrequenzen na und ng

entspricht:

Intermediate exchange

VA vB

k= 6vn220v

V2

Lifetime-broadening oder uncertainty broadening

In den zwei Extreme (kein Austausch und Austausch mit k — oc) zeigen die Peaks eine sehr
geringe Linienbreite. Steigt die Austauschrate ausgehend von geringen k, so kommt es zu einer
Linienverbreiterung. Je schneller der Austausch, desto breiter, bzw. unscharfer werden die
Peaks. Da der Austausch jedoch noch langsam genug ist, sind eindeutig zwei Peaks zu erkennen.
Mit der Verbreiterung geht eine Abnahme in der Hohe und eine Annéherung beider Peaks
einher.

Im Fall der Koaleszenz, weillt das Spektrum ein flaches Plateau auf. Steigt k weiter an, so erhebt
sich nach und nach aus der Mitte dieses Plateaus ein neuer Peak, der mit steigender
Austauschrate an Scharfe und Hohe gewinnt. Fir groRe k resultiert somit ein einziger scharfer

Peak.

Im langsamen Austausch ist die Linienverbreiterung Dn direkt proportional zur Austauschrate

K:
AV=E
T
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Im schnellen Austausch ist sie umgekehrt proportional zur Austauschrate:

2
P
2 k

Av ist dabei nicht zu verwechseln mit dv!! Av ist nicht die Differenz aus vA und vB, sondern die
Differenz der Peakbreite auf halber Hohe. Nicht nur chemischer Austausch beeinflusst die
Linienbreite. Auch dipolare und quadrupolare Kopplungen und Relaxationen veréndern die
Linienbreite. Im Experiment flhrt dies oft zu Problemen, da nicht genau unterschieden werden

kann, welcher Faktor gerade der ausschlaggebende fir die Verbreiterung ist.

Symmetrischer und asymmetrischer Austausch

Wenn die Konformationen eines chemischen Austausches energetisch identisch sind, so sind
beide Zustande gleich populiert und die Peaks dementsprechend symmetrisch. Findet nun aber
ein chemischer Austausch zwischen energetisch ungleichen Zustanden statt, so sind diese
ungleichmaRig populiert und die Peaks verhalten sich asymmetrisch zueinander.

Beispiel: Benzylmethylnitrosamin:

Die erste Konformation diese Molekdls ist energetisch gunstiger und dadurch stérker populiert.
Die Resonanzfrequenzen sind daher ebenfalls verschieden intensiv. Es ergibt sich somit ein
NMR-Signal mit verschieden groflen Peaks (langsam), bzw. einem gemittelten Peak mit

gewichteter Resonanzfrequenz (schnell). Die Gewichtung hierbei entspricht:

Vag = PaVa 1+ PsVs
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TPV ey
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NMR-time-scale

Ein wichtiger Aspekt des chemischen Austauschs ist der sog. NMR-time-scale. Ein Austausch ist
langsam beziiglich der NMR-Zeitskala, wenn man noch beide Signale erkennt, intermediate,
beim Erscheinen der Koaleszenz und schnell, wenn man nur noch ein Signal fir beide Kerne

erhalt.

Die Zeitskala selbst ist gerdteabhéngig. Ein Austausch der auf einem 100 MHz Spektrometer

schon als ein schneller Austausch erscheint, kann oftmals auf einem 500 MHz Gerét noch als

langsamer Austausch aufgeldst werden.

Beispiel:

Der Abstand zweier Signale betrage 1 ppm. Fur ein 100 MHz Spektromer ergibt sich daher, nach
Verwendung der Gleichung fiir die Koaleszenz, eine Austauschrate von 220sec™. Auf einem 500
MHz Gerat erscheint die Koaleszenz erst bei einer Austauschrate von 1100sec™.

Beispiele flir Systeme mit chemischen Austausch

Protonen an Alkoholgruppen

Amidprotonen

ATP in Gegenwart oder Abwesenheit von Mg
Rotation von aromatischen Seitenketten in Proteinen
Cis/Trans Isomerie von Prolin

68



KAPITEL 4 Chemischer Austausch

Arbeiten mit Spektren des chemischen Austauschs

Da es nicht moglich ist aus der Komplexitdt eines experimentellen Spektrums hinreichende
Schlisse tiber den chemischen Austausch und die Dynamik des Molekdls zu extrahieren, geht

man bei der Untersuchung solcher Molekiile den entgegengesetzten Weg:

Man erarbeitet eine Hypothese, berechnet eine Reihe theoretischer Spektren und vergleicht diese
mit dem experimentellen Werten. Der Vergleich fihrt zur Falsifizierung oder Verifizierung der
Spektren. Das Spektrum, welches alle Randbedingungen erfullt und am besten passt (fitted),
wird ausgewahlt. Die dem Spektrum zu Grunde liegende These und Parameter werden als

zutreffend angenommen.

Dynamische NMR-Spektroskopie: Cis/Trans Isomerie von Prolin

Cyclophilin (Cyp18) ist ein cytosolisches Enzym, welches die cis/trans Isomerisierung von
Peptid-Prolin Bindungen katalysiert - es gehort damit zu den Peptidyl Prolyl cis/trans Isomerasen
(PPlasen). PPlasen sind pharmazeutisch interessante Enzyme, da sie als Bindungspartner fur
einige Immunsuppresiva dienen und da Cyclophilin maf3geblich an der Bildung von infektiosen
HIV-Partikeln beteiligt zu sein scheint.

Um wirkungsvolle Arzneimittel herstellen zu kdnnen, die an PPlasen angreifen kdnnen, muss
der Katalysemechanismus der PPlasen verstanden werden. Mit Hilfe von NMR-
spektroskopischen Methoden konnte der Mechanismus von Cyp18 weiter aufgeklart werden, als

dies mit den klassischen Aktivitats-Assays moglich war.

Der klassische PPI-Assay

Eine spezifische Protease kann das (4-)Nitroanilid von N-Succinyl-Ala-Phe-Pro-Phe-(4-)-
nitroanalid  abspalten, wenn Prolin sich in trans-Konformation befindet. Die
Konzentrationsanderung kann photometrisch bestimmt werden. Man kann also kinetische
Untersuchungen in cis — trans-Richtung durchfiihren. Die Riickreaktion kann nicht untersucht
werden, da die trans-Konformation stetig abgebaut wird. Es kann sich bei diesem Assay auch
kein Gleichgewicht zwischen cis und trans einstellen, da dieses stdndig durch die Protease
gestort wird. Es konnen also keine Gleichgewichtskonstanten bestimmt werden.
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Line-Shape-Analysis

Es konnen nun NMR-Spektren aufgenommen werden, in denen die Konzentrationen von Enzym
und Substrat verandert werden. - Fir einige Protonen treten getrennte Peaks fir cis und trans
Konformation auf, d. h. der chemische Austausch ist langsam, bezogen auf die NMR-Zeitskala.

Eine niedrige Substratkonzentration kann noch relativ schnell umgesetzt werden, man hat breite
Peaks. Gibt man nun mehr Substrat hinzu, so wird der Austausch insgesamt langsamer da das
Enzym bereits geséttigt ist. Man hat einen grof3eren Pool an cis und trans Isomeren, die nicht am
Austausch beteiligt sind. Daher kommt es zu schérferen Peaks. (Siehe Abbildung:
Methylprotonen des Alanins. Steigende Substratkonzentration von A nach C bei konstanter

Enzymkonzentration. - Die Substratkonzentration in A liegt bereits tiber Ky!)

v (Hz)

Man pickt nun bestimmte, dem Substrat zugehdrige, Bereiche aus dem Spektrum heraus mit
denen man spéter arbeitet. Im vorliegenden Versuch , wurden u.a. die Methylprotonen des
Alanins und die Amidprotonen der Phenylalanine gewéhlt. Diese haben in cis und trans
Konformation des Proteins unterschiedliche chemische Verschiebungen.
Nun wird versucht mit einigen Arbeitshypothesen Spektren zu simulieren, die mit den
experimentellen Spektren Ubereinstimmen. Dazu wird eine Matrix erstellt, die als Basis fir ein
Computerprogramm zur Berechnung eines Spektrums dient. In dieser Matrix sind folgende
Parameter enthalten:

Geschwindigkeitskonstanten

Chemische Verschiebungen

Transversale Relaxationsraten

Kopplungskonstanten
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Nicht alle diese Parameter sind bekannt. Chemische Verschiebung, Relaxation und
Kopplungskonstanten fir die freien cis und trans Isomere kdnnen in Abwesenheit des Enzyms
gemessen werden, da ohne Enzym kein Austausch stattfindet.

Die restlichen Parameter werden ,mit Bedacht’ angenommen bzw. durch Iteration berechnet. Der
Computer verandert die Parameter Stiick fir Stiick so, dass am Ende eine Kurve entsteht die dem
experimentellen Spektrum so gut wie mdglich dhnelt. Man spielt nun so lange mit den
Parametern, bis nicht nur jedes Spektrum einzeln gut simuliert - werden kann, sonder alle

experimentellen Spektren mit einem Satz von Parametern simuliert werden kénnen.

Fur ein two-site und three-site-exchange-model konnte keine gute Ubereinstimmung von
simulierten und experimentellen Spektren erzielt werden.

Als geeignetes Modell erscheint das four site-exchange-model. Dabei liegen die cis und trans
Isomere frei und Enzymgebunden vor. Es gibt also vier Zustinde wund vier
Gleichgewichtsreaktionen. Mit diesem Modell wurden ubereinstimmende Spektren simuliert.
Allerdings kommt man mit verschiedenen Ausgangsparametern oftmals zu &hnlich guten
Ergebnissen. Man muss daher Uberpriifen ob die Ausgangsparameter innerhalb zuldssiger
Grenzen liegen. (Methylprotonen haben definitiv eine chemische Verschiebung zwischen 0 und

2 ppm, usw.)
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Wé&hIt man nun die Spektren mit realistischen Parametern, so reduzieren sich die mdoglichen

LOsungen.

Kombiniert man nunmehr die Ergebnisse der Line-Shape Analysis mit den kinetischen Daten aus
dem klassischen proteolytischen Assay so kommt man zu einem einzigen Ergebnis.
Aus beiden Untersuchungen konnen ke und Ky, flr die cis — trans Isomerisierung berechnet

werden. Nur ein Parametersatz liefert dieselben Werte, wie der Assay.
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Da mit keinem Parametersatz fur das two- / three-site-exchange-model befriedigende Ergebnisse
erzielt werden konnten und nach allen Einschrankungen mit einem Parametersatz flr das four-
site-exchange-model die experimentellen Werte gut simuliert werden konnten, kann man davon
ausgehen, dass die Geschwindigkeitskonstanten fir alle vier Gleichgewichte im four-site-

exchange-model realistisch sind.

In der folgenden Abbildung sient man wie gut die simulierten Spektren (-) mit den
experimentellen (o) 0Obereinstimmen. In der linken Spalte wurde die Enzymkonzentration

schrittweise erhoht. In der rechten Spalte wurde wieder Substrat zugegeben.

680 640 600 680 640 600
v (Hz) VvV (Hz)
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5. Markierungsmethoden in der NMR-Spektroskopie

Die NMR-Strukturbestimmung von Biomakromolekilen beruht auf der Expression von
isotopenmarkierten Proteinen und der in-vitro Translation von RNA und DNA.

Bei NMR-spektroskopischen Untersuchungen, vor allem grof3erer Proteine, treten vielfach
Probleme auf, die eine detaillierte Analyse der Struktur und Dynamik erschweren. Bei
kleineren Proteinen kénnen bereits 2D-Spektren zur Vereinfachung beitragen. Da die Anzahl
der Signale jedoch Uberproportional mit der GroRe des Proteins ansteigt, kommt es vielfach zu
Uberlagerungen und somit zu einer schlechten Auflosung der Signale. Dadurch ist dann eine
sequenzspezifische Zuordnung der Signale kaum moglich.

Bei der Strukturauflésung groRerer Proteine kommen deshalb zum einen 3D-Spektren, zum

anderen heteronukleare NMR-Experimente zur Anwendung.

NMR-aktive Atomkerne

Neben dem 'H-Isotopen des Wasserstoffs enthalt ein Protein weitere NMR-aktive Atomkerne.
Bei der Strukturaufklarung spielen vor allem *N- und **C-Kerne eine wichtige Rolle. Jedoch
ist ihre natiirliche Haufigkeit sehr gering. °N-Kerne kommen nur mit einer Haufigkeit von
0,3% und *C-Kerne mit einer Haufigkeit von 1,1% vor. Neben diesem Nachteil weisen diese
Isotope auch noch ein wesentlich kleines gyromagnetisches Verhéltnis auf, was ihre relative
Intensitdt bezogen auf Protonen stark vermindert. Auf der anderen Seite bietet die

Isotopenmarkierung in einer Reihe von Punkten Vorteile:

'H-5N HSQC of Ribosomal L11 P RNA-L11 complex of Thermotoga Maritima [
from Thermotoga maritima . < e -100.0

108.0

1 105.0

114.0

= - 110.0
€ i
(=N
=2 i
=g F115.0
~ i
- 120.0
= 12 © ot
ﬂ [
i
© L 125.0
B N I
N L
ot} o
00 96 92 88 84 80 76 12 68 100 90 50 70 60

Hl'(ppm)

Abbildung 1: 'H,""N-Korrelationsspektrum eines RNA-bindenden freien Proteins (links) und
des RNA-Protein-Komplexes (rechts). Das Protein hat 150 Aminosduren, die RNA besteht aus
60 Nukleotiden. Das Protein ist ein ribosomales Protein.
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- Durch die Durchfuhrung von Experimenten, in denen z.B. NH Wasserstoffatom mit
dem direkt gebundenen *°N korreliert wird, erhalt man ein sogenanntes *H,"*N HSQC.
Jeder einzelne Peak ,steht” somit fiir eine Aminosaure. Damit kénnen Anderungen der
Proteinkonformation oder Lésungsmittelzugénglichkeit oder auch die Wechselwirkung
des Proteins mit einem Liganden (kleines Molekil, lon, Protein, RNA, etc., siehe
Abbildung 1, rechts) kartiert werden.

- In einem 'H,"N,**C-markiertem Protein gibt es entlang der Polypeptidkette eine
ungebrochene Kette von NMR-aktiven Kernen (siehe Kapitel 8). Damit kann man
Korrelationsspektren aufnehmen, in denen jeder Korrelation fur eine kovalente Bindung
,steht”. Zum Beispiel ist ein HNCO Experiment ein Experiment, in dem das
Amidproton mit dem Amidstickstoff mit dem Carbonylsauerstoff verknipft wird. Fir
diese HNCO Korrelation werden die folgende 'J-skalaren Kopplungen ausgenutzt:
LJ(N,H)~90Hz, J(N,C’)~15Hz. Diese skalaren Kopplungen sind nur in sehr geringem
Masse von der Konformation abhéngig, so dass im Gegensatz zum
Sequenzierungsansatz mittels NOESY/COSY/TOCSY (siehe Kapitel 5) die
Kreuzpeakintensitat nicht selbst von der Sekundéarstruktur abhéngt. Dies ist ein sehr
grosser Vorteil.

- Durch die Einfuhrung von NMR-aktiven Kernen koénnen sehr viel mehr
konformationsrelevante Parameter bestimmt werden. Zum Beispiel kdnnen statt einer
einzigen Kopplungskonstanten (3J(HY,Ha)) insgesamt neun verschiedene 3I-
Kopplungskonstanten um den Winkel ¢ gemessen werden.

- In Komplexen z.B. aus einem Protein und einer RNA kann man eine der beiden
Komponenten markiert, die andere der Komponenten unmarkiert einsetzen. Dies
ermoglicht, wie unten erldutert, die eindeutige Erkennung des Ursprungs der Signale.

- In groReren Komplexen wird die T,-Relaxation immer starker, so dass man immer
breitere Linien beobachtet. Die T,-Relaxation wird von 'H-'H Wechselwirkungen
ausgelost. Man kann durch selektive oder vollstdndige Deuterierung der nicht-
austauschenden Wasserstoffe und Riickaustausch der austauschenden Wasserstoffatome
(Amid, OH, ...) die Relaxation sehr stark unterdriicken. Dies ermdglicht die
Spektroskopie an groReren Systemen.

- Der Rekord einer NMR-Zuordnung ist die Zuordnung des Chaperones GroEL. Dies ist
nur moglich durch die Anwendung spezieller, hier nicht naher besprochenen

Pulssequenzen (TROSY), Deuterierung sowie hohen Magnetfeldstarken (900 MHz).
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Markierung von Proteinen
In diesem Beispiel soll die Markierung beispielhaft fur das Bakteriophagen T4 Lysozym (18,7
kDa) mit >N besprochen werden. Die Anwendungen lassen sich jedoch auch auf 2H, *3C oder
13¢d und andere Proteine tibertragen.
Ziel ist eine bis zu 200fache Anreicherung des Isotops. Dazu mussen einige Milligramm
Protein exprimiert werden. Dies gelingt durch Expression in einem bakteriellen Wirt mit

high-level-Expressionssystem.

Markierung von RNA

Markierte Ribonukleotidtriphosphate dienen als Ausgangsmaterial fir die Synthese einer
beliebigen Sequenz. Um die gewiinschten NTPs zu erhalten kénnen die folgenden Methoden
gewahlt werden:

Méchte man etwa *C-makierte NTPs, verwendet man fiir die Synthese **C-Methanol als
Kohlenstoffquelle und Methylophilus methylotrophus als Wirt.

Méchte man >N markierte NTPs erhalten, kann **N-Ammoniumchlorid und E.coli als Wirt
verwenden. Eine kombinierte Anreicherung kann mit beiden Quellen in M. metylotrophus
erreicht werden. Der Vorteil von M. methylotrophus zur Synthese von **C-makierte NTPs ist,

daB das Methanol uber den Ribosemonophosphatweg eingebaut wird.

3 Methanol — 3-Phosphoglycerat

Da dazu keine CO,.Aufnahme notwendig ist, kommt es nur zu einer geringen
Isotopenverdiinnung.
Nach der Anzucht der Zellen geht man folgendermal3en vor:
Bakterien werden geerntet, lysiert und alle Proteine mit einer Phenol/Chlorophorm
Extraktion entfernt.
Nukleinsauren werden mit Isopropanol prazipitiert
Es folgt eine Hydrolyse mit P1 zu NMPs, diese werden dann Uber eine Affinitatssaule
separiert.
Danach eine enzymatische Phosphorylierung zu NTPs.
Nun ist das Reinigen und Entsalzen der NTPs notwendig.

Uber HPLC kann man dann die 4-NTP-Fraktionen trennen und anschlieRend lyophilisieren.

So kénnen die NTPs fir eine in vitro RNA-Synthese verwendet werden.
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DNA

Synthese des
DNA-Templates

Schematische Dars!eﬂung des Verfahrens zur Markierung von DNA- und RNA-
Oligomeren mit "*C und "N

Anwendungsbeispiele: Das HSQC-Experiment

Das Signal-zu-Rauschen (S/N) eines NMR-Experiments héngt von einer Menge von Faktoren
ab:

WSIN“ = Nexc(Yae) -2 (Bo) ->(NS)*>To/ T
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N = Zahl der Spins (Konzentration der Probe)

Yexc = gyromagnetisches Verhéltnis des angeregten Spins
Ydet = gyromagnetisches Verhéltnis des detektierten Spins
BO = auleres Feld [T]

NS = Zahl der aufgenommenen Transienten (Scans)

T, = Linienbreite des NMR-Signals [Hz]

T = Temperatur der Probe

Damit ergibt sich fiir ein Experiment, bei dem man die chemischen Verschiebungen von ‘H-
Atomen mit denen von Heterokernen korrelieren will, dass man Protonen anregt und Protonen

detektiert. Dies gelingt in dem HSQC-Experiment.

Literatur:

Meth. Enzym. Vol. 177 Part B, 44-73
Meth. Enzym. Vol 261, 300-322
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KAPITEL 6 2D-NMR

6. 2D-NMR-Spektroskopie

Ein 1D-NMR Spektrum hat eine Achse auf der die Frequenz und eine auf der die Intensitédten
aufgetragen sind:

Intensitaet
l | llj l i
& 7 6

I
1 ppm

zunehmende Frequenzen

Ein 2 D NMR-Spektrum hat dagegen 2 Frequenzachsen. Die Intensitdten entsprechen der

dritten Dimension und werden als 3D-Peaks oder Konturlinien dargestellt (vergl. Landkarte,
wobei die Abstdnde jedoch logarithmisch sind)

v
va 2

Wie kommt solch ein Spektrum zustande ?

Es wird eine Probe betrachtet, die im Spektrum nur eine Resonanzlinie aufweist ( z.B.
Chloroform).

z

Mo r Aus dem Besetzungsunterschied ( n,-ng) resultiert eine geringe

UberschuBmagentisierung M, in z-Richtung.
y
X /
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U

Anlegen eines 90° Pulses

U

2nvt

X M=Mge

U

"1”2

2D-NMR

Der Vektor liegt jetzt auf der y-Achse.

Wihrend der Zeit t; prizediert er um das statische Feld By in z-
Richtung, d.h. er bewegt sich in der x,y-Ebene. Dadurch erhilt die

Magnetisierung eine Komponente in x- und eine in y-Richtung:

Wihrend t; bewegt sich der Vektor um den Winkel 2rvt;. Bei der
Linge des Vektors M Dbetrdgt die Komponente der
Magnetisierung in y-Richtung M cos 2nut; und in x-Richtung M

sin 2mot; .

Anlegen eines 2. 90° Pulses

U

Msin 2mtvh

X

y
L M cos 2TV,

Die y-Achsen Komponente der Magnetisierung wird durch den
90° Puls auf die z-Achse rotiert und ist nicht detektierbar.
Die x-Achsen Komponente verbleibt in der x,y-Ebene und wird

detektiert.
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Wihrend t, erfolgt die Aufnahme des FID und eine anschlieBende Fouriertransformation (

FT):

Zeit —= Frequenz ——

Anschlieend wird dieses Experiment mehrmals wiederholt wobei t; variiert ( inkrementiert)
wird:

Nach FT erhilt man eine Reihe von Peaks an der selben Stelle. Die Hohe der Peaks variiert

mit t;, sie oszilliert sinusformig mit der Frequenz v.

Figure 8.2 The result of performing the
sequence of Figure 8.1 with variable ;.

Verbindet man die Spitzen ( bzw. Datenpunkte) der Peaks miteinander, so erhdlt man ein

Schaubild der Amplitude des urspriinglichen Signals, die mit der Frequenz v oszilliert.

|

/
|
|
i

Dies ist das ,zweite“ FID




2D-NMR

Il

KAPITEL 6
(Interferogramm). Nach Fouriertransformation erhdlt man so ein zweidimensionales
Spektrum.
/ ’
Y1
v V2
Es wird also in 2 Richtungen fouriertransformiert:
1. t; > v; (real-time)
\ FT
Int(t;,t,) — Int(t;, v,)
;. t
r)? AN F—‘—‘*—‘;-\z—
[ e ——— I‘—T_&_‘_'_
| AR , ; —
I \ S ; |
ROt v
/ NS . i
ju"“‘l ‘_Vn'ui ‘J ~‘.;]U\’"‘f'-' l\’i\ \I"‘-M f - \\ r'!r—,':‘ \-—
‘:‘”’»“J" M in—aapiin FT | s
SAANANN A A NN A ! U'_‘AL
ot —
"n'r”‘f'Pl\'\ ARG, l’f*——r)‘\—«v,——
AR ;'r iV
It . , A
’FIU"' Jl i’!alﬁuﬂ“f\.{‘l‘.ﬁ“’“\" d——"/ S e
:r \‘1.,!!1‘!“ AR :'{{ ’\( \{
f’f "\,’I“f\[: ‘”“'U% “"i\‘w‘j\‘f\\{‘\'n‘f‘-r "[ ‘ “‘_"\ & -
,'»I4w\j'v’.,w‘\,'v\.»-—u-.f\.-"v-\f\/x i A \‘{
I ~AAASAAS A AA A ;'—-——-‘ i
| SV VSV -t, 'iL— —_—
(A 2 ! ~ U2

Abbildung:  Schematische Darstellung des ersten Schritts einer zweidimensionalen Fouriertransformation
[aus: van de Ven, F.J.M., Multidimensional NMR in Liquids]
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2. t; > v1 ( Inkrementierung von t;)

f
PR
g e
=
)
77w 7
B e 7
L\}‘:’I/I @
W NN %
(@) a3
W
-
y ; Uz U2
Abbildung: Schematische Darstellung des zweiten Schritts einer zweidimensionalen Fouriertransformation.

Der Kreuzpeak (v1{, vp) ist dargestelit als a) “stacked plot’ der positiven und negativen Signale,

b) “contour plot”. [aus: van de Ven, F.J.M., Multidimensional NMR in Liquids)
Im Beispielspektrum wurden 2 90 °-Pulse gegeben und anschliefend detektiert, dieses
Experiment wird als COSY bezeichnet. Allen 2D-Experimenten liegt eine bestimmte

Pulssequenz zugrunde, die sich stets aus folgenden Elementen zusammensetzt:

i 4] > |-<—Im > Iz—L—-n-‘

Preparation Evolution Mixing Detection

In unserem Beispielspektrum ist nicht mehr Information enthalten, als in einen 1D Spektrum.
Grund: Sowohl wihrend t; als auch wéhrend t, erfahrt die Magnetisierung die gleiche

Modulation ( Prazession mit ihrer Lamorfrequenz ).

Préparation Evolution Magnetierungs-, Detektion

1}
' transfer |
! H

*é

%
|
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Wird dagegen wihrend der Mischungszeit Magnetisierung zwischen skalar oder dipolar
koppelnden Kernen iibertragen ( im COSY wéhrend der Dauer des 2. 90°-Pulses) , so
entwickeln sich v; und v, unterschiedlich.

Dadurch liegt der resultierende Peak nicht auf der Diagonalen (v;= v;) sondern abseits. Man
bezeichnet solche Peaks als Crosspeaks, sie geben Aufschluf3 iiber die Kopplung der Kerne.
Man spricht hier auch von ,Frequency Labeling”, da wihrend t; mit einer bestimmten

Frequenz gelabelt wurde, die sich wihrend t, anders entwickelt.

Welche Protonen miteinander koppeln hdngt von der Art der Mischsequenz im 2D-NMR-

Experiment ab, dies fiihrt zu einer enormen Vielfalt an 2D-NMR-Experimenten, einige der

wichtigsten sind:

Pulssequenz Art der Kopplung
COSY J-Kopplung iiber 2-3
Correlation Bindungen
Spectroscopy ( vergl. 1D-Spektrum)
TOCSY Kopplung aller
Total Correlation verbundenen Protonen
Spectroscopy eines Spinsystems
NOESY . : . Kopplung von

Nuclear Overhauser NOESY | 4 ,I,‘_,m_,, Protonen, die in

Effect Spectroscopy

raumlicher Néhe sind (

Abstand <5 A)
ROESY i { Kopplung von
Rotating QOverhauser I b fm ,’1 An f: A Protonen, die in
Effect Spectroscopy e rdumlicher Nihe sind (

Abstand <5 A)
HSQC Kopplung von X-'H
Heteronuclear Single iiber eine Bindung (
Quantum Coherence XH)
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HMBC Kopplung von "“C-'H
Heteronuclear iiber mehrere
Multiple Bond Bindungen "J ( CH)
Coherence

Das NOESY-Experiment

beruht auf dem Kern-Overhauser-Effekt ( NOE): Die Intensitét des Signals eines Kerns dndert
sich nach Storung der Population der Spinzustinde eines anderen Kerns. Der NOE ist
abstandsabhéngig. Die Signalphase der Kreuzpeaks im NOESY ist abhéngig vom Vorzeichen
des NOEs.
Faustregel:
NOE ist fiir kleine Molekiile positiv, fiir groBe negativ und fiir mittlere Molekiile befindet er

sich gerade im Bereich des Vorzeichenwechsels und ist deshalb klein oder null.

ROE
o5 - 45
NOE
rmas) - 0.25
i
— 0.0
-o5
T—0 Tae 7k
X --0.25
2 SE—
°
P r - - -05
Abhangigkeit des homonuklearen Kern-Overhauser-Effekts zwischen Protonen vom Produkt aus 5 =1 0 1 2
Resonanzirequenz «© und molekularer Korrelationszeit ‘cca [aus: Neuhaus, D., Williamson, M., The lglwt) —

Nuclear Overhauser Effect in Structural and Conformational Analysis]

d.h. manche Molekiile lassen sich im NOESY nicht detektieren. Fiir diese Molekiile lédsst sich
das ROESY verwenden: der ROE ist stets positiv , d.h. auch mittlere Molekiile sind im
ROESY detektierbar. AuBlerdem spielt der ROE ein Rolle bei der Detektion von chemischen

Austduschen
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Untersuchung von Makromolekiilen mit Hilfe von 2D-NMR

Die chemischen Verschiebungen der verschiedenen Protonen in Aminosduren sind bekannt:

Side chain

HisC,H NH Other aliphatic
. P
r]l:[:;ng HisC,H Ser, Thr
— Aromatic Cgt CH;
o S ——
CONH C,H CyH
e — : |
L L L 1 L
10 5 f.l
4 (ppm)

AuBerdem gibt jede der 20 AS ein spezielles Muster aus Kreuzpeaks im COSY, damit kénnen

jeder AS die Resonanzen zugeordnet werden.

CgH G H
o (g CgH 8 :
X CfH & 8 CuEs
C;H
o0 o o
C,H C,H Cc,H
- o o o o o o o -]
&3 8
NH NH NH ’
o , o ° o °
Alanin Glutamat Arginin

Da oftmals mehrere Aminosduren ein dhnliches Muster ergeben und sich im COSY nicht
unterscheiden lassen, kann man diese durch sequentielle Zuordnungen ( NOESY) bestimmen:
Dort ergeben sich zusitzliche Crosspeaks zwischen C,H der Aminosdure i und dem Amid NH
der Aminosdure i+1, dadurch lassen sich bei Kenntnis der Sequenz die Spinsysteme

zuordnen.

Diese Grundprinzipien der 2DFT NMR lassen sich auch bei lingeren Peptiden oder Proteinen

anwenden.

Problem: Je mehr AS, desto schwieriger wird die Zuordnung der Spinsysteme

Losung: NOESY-COSY- Verbindungsdiagramm:
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N(![—l:x\"
1. NOESY : Kopplung von C,H i mit NH
£ g A OO 8 A { [ i+1
R20 --- -
F22 - - .
Y21 | s 1 |, £ 2. COSY: Kopplung von NH von i+1 mit
| L =
? ;‘:&Z. dER ¥ I CQH i+1
P Tl N B
— P | 3. NOESY : Kopplung von C,H i+1 mit
& ¢ 4ty
i NH i+2
-Y23 COSY
" U T 4. COSY
Figure 12.30 A NOESY-COS diagram for sequential '"H NMR
assignments of BPTL. [Reprinte: ner, Anil-Kumar, and K. Withrich
(1981), Eur. . Biochem. 114,375 ht 1981 by FEBS|

So hangelt man sich durch die Spinsysteme der einzelnen AS.

Das NOESY gibt auBerdem Aufschluss iiber die Struktur:

Strukturbestimmung

Sieht man im NOESY Kreuzpeaks zwischen Protonen, die in der Sequenz weit entfernt sind,

so kann man daraus schlie3en, dass sie sich in rdumlicher Ndhe befinden.

w2 3 0
HE Q Hle"‘(l) HL=0 3|-'2(|:'_'3| i
—-N'—aC‘—CvNiaC“LC—I:l’iu(‘Z’%‘-’-—CmI}I’La.?—C—!;f——
A 4 B H B H H H

Sekundérstrukturen lassen sich leicht iiber Crosspeaks des Proteinriickgrats identifizieren:
-a-Helix:
Starke Crosspeaks zwischen NH i und NH i+1 ( Entfernung betrdgt dort 0,28 nm)
Crosspeaks zwischen C,H i und NH i+3 ( Entfernung betrégt dort 0,32 nm)
-B-Faltblatt:

Starke Crosspeaks zwischen C,H i und NH i+1 ( Entfernung betrégt dort 0,22 nm)

Auch Kopplungskonstanten konnen zur Strukturfindung beitragen: Sie geben Aufschluss liber

Torsionswinkel in der Sekundérstruktur.
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Computerprogramme verarbeiten die konformationellen Informationen und berechnen daraus

die Struktur des Proteins.
Literatur

Andrew E. Derome: Modern NMR Techniques for Chemistry Resaerch, Vol. 6,
pp.183-187, Pergamon Press, Oxford 1987
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7. NOESY Sekundarstrukturbestimmung

Der Nuclear Overhauser Effect (NOE)

Der NOE ist ein Signal, das durch den Transfer von Magnetisierung zwischen Kernen zustande
kommt. Im NOESY Spektrum beobachtet man Kopplungen durch den Raum.

Es kann ein maximaler Abstand zwischen koppelnden Protonen von 4,5 A beobachtet werden.
Die Signalintensitit ist proportional zu r°® (r ist die Distanz zwischen den Kernen). Mit

Referenzdistanzen lisst sich eine gemessene Intensitidt umrechnen:

)
Irer o I ref

Iy oc )
Iref r67
> ==
I2 I ref
6 Iref 6
> o= I ref

Da alles bis auf r® bekannt ist, lisst sich der unbekannte Abstand errechnen.
Der Abstand bestimmter Protonen ist in verschiedenen Sekundéarstrukturen unterschiedlich.
Daher lassen sich bereits ohne die aufwendigen Struktur-Berechnungen im Voraus Aussagen

uber die Sekundarstruktur treffen.

Winkelbetrachtungen

Die Peptidkonformation wird durch die Riickgratwinkel ¢ und y beschrieben. Zusitzlich

konnen auch die Winkel der Seitenketten y;, 2, ... beriicksichtigt werden.

R H | H 2 : g sH
3 | §
C ci | )
P I N ("2} e | C
\C{ X‘J‘c/rlw e
| g [
L.
O ll R‘ H | H
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Der Winkel ¢ beschreibt die Rotation um die N-C*-Bindung (zu betrachten sind die Atome C;
-Ni—-C%-C)).

Der Winkel y beschreibt die Rotation um die C*-C-Bindung (zu betrachten sind die Atome N;
—C% —Ci—Njs).

Berechnet man die Energie eines Peptids als Funktion von ¢ und v, so findet man nur einige
wenige Konformationen, die energetisch erlaubt sind und grob denen von oa-Helix und B-
Faltblatt entsprechen. Erlaubte Winkel-Kombinationen sind im Ramachandran-Plot

wiedergegeben.

Wichtige Sekundérstrukturen

Struktur ¢ v
a-Helix -57° -47°
3,0-Helix -60° -30°
B-Faltblatt parallel -119° +113°
B-Faltblatt antiparallel -139° +135°

Strukturbestimmung verschiedener Peptidformen

Der Ansatz hingt stark von Grof3e und Form des Molekiils ab:

Kleine zyklische Peptide

Solche Peptide besitzen, zumindest was das Riickgrat angeht, eine starre Konformation, da
aufgrund des Zyklus die konformationelle Freiheit stark eingeschrénkt ist. Die Zuordnung ist
hier demnach relativ einfach. Hier spielen NOEs eine untergeordnete Rolle; statt dessen werden

Kopplungskonstanten und Austauschraten der Amidprotonen beriicksichtigt.

Kleine azyklische Peptide

Diese sind im Gegensatz zu den zyklischen Peptiden nicht starr, haben aber oft signifikante
Sekundérstrukturen. Diese sind nicht statisch, sondern in einem stindigen Austausch mit
random coils. Es ist daher unsinnig, von solchen Peptiden eine einzige detaillierte Struktur

bestimmen zu wollen. Die NOEs spielen hierbei eine sehr wichtige Rolle.
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Kleine globulire Proteine

Aufgrund seiner Faltung besitzt das Protein eine groBtenteils festgelegte Konformation, so dass
Proteine wesentlich besser zu beschreiben sind als die kleineren azyklischen Peptide. Die
lokalen Konformationen sind jedoch weniger starr. Auch hier spielen NOEs eine wichtige

Rolle.

Welche Protonenkontakte konnen beobachtet werden?

Vicinale Distanzen innerhalb einer Aminoséure (dgn, dap, dgy, ...) sind immer kurz und bilden
den Grofteil der NOEs. Auch dgy ist gewohnlicherweise kurz.
Sequentielle Distanzen: do~ (i, i+1), dxn (i, i+1) und dp (i, i+1), kurz dgn, daw und dgw.

Riumliche Distanzen:

Japlii:3)
. CM O HZCIQ O . HZCkB
N c'*‘ G N2 c"2 - N:2 aC"3 c N=
H H H H H H

- R A
_ danG2) -2
“\,_ _/'/.
\5\_ dNN(l I+2) ./-/
.\'\_\ daN(l |"’3) .’./_/'
danGied)

Sekundarstrukturen und ihre charakteristischen Distanzen

a-Helices
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In einer reguliren a-Helix gibt es ein dichtes Netzwerk kurzer 'H-'"H Distanzen innerhalb eines
Segmentes vier sukzessiver Aminosduren und zusétzlich eine einzige Distanz zu einer flinften
Aminoséure do (i, i+4). Alle Distanzen, die sechs oder mehr Sequenzen entfernt liegen, sind zu
lang, um beobachtet zu werden.

Charakteristisch sind die kurzen Distanzen dnw, dan (1, 1+3) und dgy (1, i+3).

p-Faltblitter

Alle '"H-"H Distanzen innerhalb eines Stranges sind bis auf sequentielle Aminosiuren nicht zu
erkennen. Es gibt hier aber zusitzliche long-range Kontakte zwischen benachbarten Striangen,
die fiir eine Beobachtung kurz genug sind. Charakteristisch sind die kurzen Distanzen dgn, den
(1, j), dan (4, j) und dyq (i, j). Die Anwesenheit von dyq (i, j) 148t auf antiparallele B-Faltblatter

schlieBen.
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Tight Turns

antiparallel

C=0~~H-N

N/
N N
(')/
|
T 4= T

N—H;—M 0=C

' \\\
C-Hé=pH-C
H \‘l
t C=0~—H-N
H

, <
o] (@]
N/ NS N/
S NS NS
7Y F
T o

N-H -~ O=C

NS
7N

Vd
/

Distaneetf

fl.N
oy,

dNN
d,.

P

1,
(*H,
det"H
(*H,
("H,
dug*N
i,
TN,
dg*H
*H,
(*H,
le“'J)I
[T
daoli. )3

f# Antiparallel

{¢h = - 1397 o) = 135°)

2-2

47

4-3

43
4-0 H6
400 52
40 4-4
4257
E O |
42 46
4G G4
46 60
4651
32-4H
32 4.2
3236

[V M0

DO

B Parallel
(p = - I = 103"

ENRNIPRIE S 5 S R N T )
. =
=

W W o e de i e ode e G

Unterschieden werden zwei Typen von Turns.
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Diese Strukturen werden durch die Torsionswinkel @2, 2, @3 und y3; bestimmt. Es existiert ein
dichtes Netzwerk kurzer 'H-'H Distanzen innerhalb des Tripeptid-Segments 2 bis 4 in beiden

Typen. Zusétzlich kann doy (i, i+3) zwischen den Aminosduren 1 und 4 beobachtet werden.

Type [

¢, = -60°
W,= - 30°
5= - 90°
W= o

Type Il

®z= - 60°
We= 1200
= 90
Y= 0°

Welche Protonenkontakte werden fiir die Charakterisierung verwendet?

Ein groBer Teil der Kreuzpeaks ist auf kurze Distanzen innerhalb einer Aminosdure und
sequentielle 'H-"H Distanzen zuriickzufiihren. Verwendet man die Informationen fiir kurze,
mittlere und lang-reichende Kontakte, so kann eine systematische Suche nach Signalen

beginnen, die charakteristisch fiir bestimmte Sekundérstrukturen sind.

Sequentielle Distanzen sind solche zwischen Aminosduren (i, i+1).
Medium range Distanzen sind alle nicht sequentiellen und nicht innerhalb einer Aminosiure
liegenden Abstéinde in einem Fragment von 5 Aminosauren.

In long range Distanzen liegen Protonen mehr als 5 Aminosduren auseinander.

Niitzliche Distanzen sollten kurz genug sein, um sie im NOESY beobachten zu kdnnen (kleiner
als 4,5 A) und sollten sich in verschiedenen Sekundirstrukturen unterscheiden. Daher sind die
folgenden sieben sequentiellen und medium range Distanzen von Interesse: dgn, don (1, 1+2), den
(i, 1+3), dan (1, i+4), dnw, dan (1, 112) und deg (3, 11+3).

Zusitzliche niitzliche Distanzen filir B-Strukturen sind diejenigen zwischen verschiedenen

Strangen: dyN (1, j), dan (1, j) und dgq (4, J)

Niitzliche 'H-'H-Distanzen fiir die Identifizierung von Sekundirstrukturen:
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Short Distances Found in Protein Structures®
p-Antiparallel B-Parallel Type I Type 11
Distance® x-Helix® 3, helix sheet sheet turn turn
dolis ) 2.7 2.7 28 28 2.7/2.8 2722
d (i i 2.2-29 2.2-29 22-29 2.2-29 22-29 2.2-29
dgnli. i) 2.0-34 20-34 2437 26-3.8 2.0-3.5 2.0-3.4/3.2-4.0
dalii+ 1) 35 3.4 22 2.2 34/32 22/3.2
dunliy i+ 1) 2.8 2.6 4.3 4.2 2.6/24 4524
(i i + ¥ 2.5-3.8 2.9-4.0 3242 3.74.4 29-4.1/3.6-44 3644
di i +2) 4.4 38 3.6 33
dynli i +2) 4.2 4.1 38 43
doli i +3) 3.4 33 3142 3.8-4.7
dli i+ 3)¢ 1544 3.1-5.1
dli. i+ 4) 4.2
don(i )¢ 32 30
dun(i )" 33 4.0
d., (i j)* 2.3 48

Bestimmung der Verteilung kurzer 'H-'"H Distanzen fiir helikale, B-Faltblatt-, tight turn- und

random coil-Segmente im Trypsin-Inhibitor

Von Interesse sind Ausmall und Einzigartigkeit der Identifizierung von Sekundirstrukturen
durch bestimmte spezifizierte Abstinde. So werden B-Strukturen durch sehr kurze Distanzen
dqn identifiziert; allerdings ist dgn < 2,5 A nicht einzigartig fiir B-Faltblétter, da dieser Abstand
auch in random coil-Segmente und tight turns vorkommt. In &hnlicher Weise sind die helicalen
Aminosiuren durch kurze Distanzen dyy verbunden; day < 3,0 A kommt aber wiederum auch
in random coil-Segmenten und tight turns vor. Daher liefern Muster verschiedener Distanz-
Werte eine verldBlichere, aber nicht einzigartige Identifizierung von B-Faltblittern oder
helicaler Strukturen. Dagegen liefern die Distanzen dgp (i, i+3) und den (i, i+4) < 4,5 A eine
einzigartige Identifizierung fiir helicale Strukturen; das Ausmal, mit dem helicale Aminoséuren

erkannt werden, liegt aber nur bei 50%.

Die Tabelle gibt die totale Anzahl eines Typs von 'H-'H Distanz wieder, die in einer
bestimmten Sekundarstruktur der 19 Proteine vorkommt, und die Prozentzahl dieser Distanzen
(3,0, 3,6 und 4.4 A), die kiirzer als drei spezifizierte Grenzen sind. Die Distanzgrenzen
wurden aus folgendem Grund gewihlt: 4,4 A reprisentiert ungefihr die lingste Distanz, die im
NOESY beobachtet werden kann, 3,6 A entspricht dem lingsten stereochemisch erlaubten Wert
fiir die sequentielle Distanz dev und 3,0 A entspricht dem lingsten Wert fiir die Distanz
innerhalb einer Aminosaure dyyg.

In den 19 gewdhlten Proteinen wird die totale Anzahl an Distanzen, die kiirzer sind als die

angegebenen Grenzen, gezéhlt. Die Einzigartigkeit wird dann durch die Prozentzahl relativ zur

totalen Zahl der kurzen Distanzen bestimmt.
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a-Helix + 3,4 helix B-Sheets
Short distances (%) Short distances (%)
'H-'H Total Total
contact ne. <30A <36A <444 no =308 <363 <443
don 796 4 99 100 767 98 100 100
dun 96 56 98 99 767 2 3 52
dodi. i42) 498 0 7 55 614 0 0 2
doli i 43) 600 3 H2 94 461 0 0 1]
dli. i+ 4) M2 0 6 65 - 341 0 0 0
dunli. i +2) 698 [ 2 72 Gl4 0 U 0
dpli. i +3) 486 +“ 74 N 319 0 0 0
Turns + bends Random voil Mixed
Short distances (91 Short distances (2,) Short distanves (%)
Total Total Total
no. <3ud <363 <444 no <308 <363 <443 no <304 <364 <444
818 41 99 Lo 824 87 100 100
K18 kN 70 82 802 I4 20 a0 , - # —
478 4 19 a3 420 1 4 13 973 1 8 32
239 3 13 206 216 (] 0 0 1645 )} 2 8
123 2 4 11 112 0 [\ 0 2083 [H] 1 2
478 3 9 38 401 U 0 2 970 0 3 11
% 9 20 32 106 0 \] 0 1880 2 4 8

Methoden fiir die Identifizierung reguldrer Sekundérstrukturen am Beispiel des 40 Aminoséure-

Pheromons Er-2

Kex TR " mEm mm EE EEEEEEEE u

1 10 20 30 40
3 DPMTCEQAMASCEHTMCGYCQGPLYMITCIGITTDPECGLP
Jenna XX00000XXX000® XOX 000000 9000 x@ x
don (das) T — — S
dpx (dns,d ) B S I N— R
dgn (dps) e —— et —t B B e
don (iyi+3)  i——— e e ——
daﬂ(£.i+3} e l—— —— —l—— e
don (i, i44) s —
daw (i, 142) e — et ——
don (i,i+2) P ———— —— e ———
,_15(13(:“) ___—.J.h_—l_.-“_-_l.-

Heli 2]

- Quadrate repriasentieren Aminosduren mit geringer Protonen-Austauschrate am Riickgrat-

Amid.
- Aminosdure-Sequenz:  gefiillte Kreise: 3JHNH(, < 6,0 Hz - lokale a-Konformation
0 offene Kreise: ° Junne > 8,0 Hz = ausgestreckte Kette
0 Kreuze: *Tinta = 6,0 — 8,0 Hz
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KAPITEL 7 NOESY

Fiir sequentielle 'H-'H Distanzen gilt: dicke Linien reprisentieren starke, diinne Linien
schwache NOEs.
Fiir medium range-Distanzen sind die koppelnden Protonen durch Linien verbunden.

Zusitzliche long range Daten sind aber fiir die Identifizierung von B-Faltbléttern notig.
Diagonalplot zur Identifizierung von Sekundirstrukturen.

Die NOE-Daten sind hier in Form eines Diagonal-Plots prédsentiert. Signale innerhalb einer
Aminosdure und sequentielle Signale erscheinen entlang der Diagonalen. Auch die kurzen (i,
i+3)-Kontakte, die charakteristisch fiir Helices sind, erscheinen auf der Diagonalen, wihrend
Kontakte zwischen Stringen auflerhalb der Diagonalen liegen. Antiparallele B-Faltblitter
erscheinen im rechten Winkel zur Diagonalen, parallele B-Faltblitter liegen dagegen parallel

zur Diagonalen.
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Sequence
0 20 40 60 80
1 17 17 7™ 1

— 20

" L*
el /\Hclixl
[ ] / -
. — 40
A4 Helix 2

T \““ — 60
| Y
(i ]

Die Tertidrstruktur errechnet man mit Hilfe eines Distanz-Geometrie-Algorithmus. Die

aouanbag

erhaltene Struktur muss einen Zustand moglichst geringer Energie besitzen (¢ und y miissen im
Ramachandran-Plot in erlaubte Regionen fallen) und darf die van der Waals-Abstinde nicht

verletzen.

Zusammenfassung

Fir alle Sekundérstrukturen gilt, dass die Identifizierung aufgrund der NOE-Daten fast
ausschlieBlich auf den Distanzen beruht, die mit den Amidprotonen zusammenhéngen.

Da sowohl a-Helices als auch B-Faltblitter ein dichtes Netzwerk an kurzen 'H-"H Distanzen
aufweisen, beruht die Identifizierung auf einer Kombination aller méglichen Distanzparameter.
Nur ein kleiner Teil an kurzen Distanzen ist nétig, um eine Helix zu identifizieren. Die
Verldsslichkeit steigt allerdings mit zunehmender Zahl an Distanzen.

Die Moglichkeiten, a-Helices und 3;o-Helices zu unterscheiden, sind eher beschriankt. Es
konnen aber aufgrund der Periodizitét beider Strukturen Aussagen getroffen werden. So besitzt
die 3;o-Helix kurze d,N (i, i+2), wihrend die a-Helix kurze d,N (i, i+4) besitzt. Ferner weist die
Anwesenheit kurzer dgg (i, i+3) auf die Anwesenheit a-helicaler Strukturen hin.

Fiir die Identifizierung der Polaritit von B-Faltbldttern reicht die Beobachtung von zwei kurzen
Interstrang-Abstinden aus. Die Beobachtung kurzer dy, (i, j) gilt als unabhéngiges Kriterium
fiir antiparallele Strukturen.

Am besten lassen sich Tight Turns in den Haarnadelschleifen antiparalleler Faltblétter
identifizieren, da sich sowohl die sequentiellen als auch die medium range 'H-'H Distanzen

unterscheiden. Hier kann man auch zwischen verschiedenen Typen von Turns unterscheiden.
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KAPITEL 7 NOESY

Dagegen ist es schwierig, Tight Turns am Ende helicaler Strukturen zu identifizieren, da sich

die lokalen Distanzen sehr dhnlich sind.
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Sequentielle Resonanzzuordnung in Proteinen mit 1H-NMR

Problem:
Die Spinsysteme von Aminosauren konnen meist durch J-Kopplungen identifiziert werden.
Wie erhalt man jedoch die Aminoséuresequenz ?

Zusétzlich zu den J-Kopplungsinformationen koénnen Abstandsinformationen aus dem
NOESY-Spektrum verwendet werden, um Aminosduresequenzen unabhangig von der
Struktur des Peptids zu bestimmen, wenn zwischen Protonen von benachbarten Aminosauren
Kopplungen im NOESY beobachtet werden kénnen, d.h. wenn die Abstande der Protonen

klein genug sind ( <3A).

Kleine Abstdnde zwischen Protonen, die sich im NOESY detektieren lassen, kdnnen sowohl
zwischen in der Sequenz benachbarten, als auch zwischen rdumlich nahen Protonen
beobachtet werden. Die Haufigkeit, mit der kleine Abstdande zwischen sequentiell
benachbarten und zwischen r&umlich nahen Protonen auftritt, ist ein MalR fur die
Zuverlassigkeit und wird mithilfe von statistischen Analysen der 1H-1H-Abstédnde in

Rontgenstrukturen ermittelt.

Nach Kalkulation der Abstdnde zwischen allen verschiedenen Protonen in benachbarten
Resten i und i+1, sowie nach Ermittlung der H&aufigkeit mit der kurze Distanzen zwischen
benachbarten und nicht-benachbarten Resten in der Kristallstruktur auftreten, zeigt sich, dass
sequentielle 1H-Resonanzzuordnungen durch NOE-Messungen auf den Distanzen d; (aCHi;
<> NHis1), d2 ( NH; <> NHi.1) und ds ( BCH; <> NHi.1) beruhen sollten.

Unabhangig vom Polypeptidriickgrat ist stets einer dieser drei Proton-Proton Abstande so
kurz, dass sich ein starker NOE zeigt.

Die statistischen Analysen zeigen, dass kurze Distanzen von dj, dz, und d; fast ausschliefRlich
in benachbarten Resten auftreten.

Keine der drei Distanzen stellt jedoch alleine ein universelles Kriterium flr sequentielle
Zuordnungen durch NOEs dar, da jeder der Abstdnde nur Teile der sterisch erlaubten
Regionen im Ramachandran représentiert.

Durch Kombination von zwei Distanzen erhalt man jedoch ein verlassliches Kriterium fur die

sequentielle Zuordnung mittels NOEs.
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In der folgenden Tabelle sind statistische Daten der Proton-Proton-Abstande flr benachbarte

und nicht-benachbarte Aminoséuren eingetragen.

TABLE 2

Statistics of the distances d, (i, j), d, (1, ]) and d; (1, j) in the 19 protein siructures of

Table 1
nt nt %
d{a) Jj—i=1 J—i#0,1 j=i=
dy(i. ) <24 1194 23 98
<26 1491 68 96
<28 - 1615 137 92
<30 1722 237 88
<32 1895 435 81
<34 2206 750 75
<36 3068 1219 72
ds (i, )1 <24 289 18 94
<26 550 45 92
<28 965 101 91
<30 1231 160 88
<32 1343 232 85
< 34 1420 317 82
<36 1459 415 8
ds (i, §) <24 261 69 79
<26 3 484 ‘ 128 79
=28 740 207 3
<30 1005 310 76
<32 1231 457 7 73
<34 1478 621 " 70
<36 1690 876 66

1 n, The frequency with which the value for 4 indicated in the first column occurs between the 3224
amine ‘acid residues of the proteins in Table 1.

1 Because of the symmetry of d, (7, j) with respect to the chain direction (Fig. 1), only d; values with'
J.> 1 were counted.

Der Tabelle ist zu entnehmen, wie oft die Absténde kleiner als die Limits in der 1. Spalte sind.
Kurze Distanzen treten hauptsachlich zwischen benachbarten Resten (j-i = 1) auf.

= Die sequentielle Zuordnung durch NOE ist verlasslich

Es ist zu erkennen, dass d1 der geeignetste Abstand ist. da 98 % aller Abstande d1, die kleiner

als 2,4 A sind, Abstiande zwischen benachbarten Aminosauren sind.
Die einzelnen Statistiken fur die Abstdnde di, d> und ds lassen sich auferdem miteinander

kombinieren. Es wird schlieRlich deutlich, dass die Kombination von d; und d, ein

universelles und verlassliches Kriterium fur die sequentielle Resonanzzuordnung ist.
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KAPITEL 8 Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie

8. Strukturbestimmung grol3er Proteine mittels NMR -
Heteronukleare und mehrdimensionale Spektroskopie

Was bisher geschah...

Um die biologische Funktion eines Makromolekiils z.B. eines Proteins auf atomarer Ebene zu
verstehen, ist es unerlésslich die Struktur des Molekiils zu kennen. Der heutigen Wissenschaft
stehen zwei generelle Wege zur Strukturbestimmung groRer Molekile zur Auswahl. Der eine
Weg besteht darin eine Rontgenstrukturuntersuchung an einem Einkristall vorzunehmen, der
andere Weg besteht in der Losung der Struktur mittels Kernmagnetischer-Resonanz-
Spektroskopie. Wahrend man auf dem ersten Weg zur Struktur die Hirde der Kristallisation
nehmen muss —dies ist nur in seltenen Féllen trivial- ermdglicht der zweite Weg via NMR-
Spektroskopie einen direkteren Zugang zur Molekdilstruktur. Doch auch die Techniken der

NMR-Spektroskopie sind nicht ohne Limitationen auf biologische Fragen anzuwenden.

Zu Beginn der Achtziger des 20. Jahrhunderts hat man mittels zweidimensionaler
homonuklearer NMR-Experimente die Strukturen von kleinen Proteinen erfolgreich geldst, es
wurden in den spéten Jahren dieser Dekade sogar Strukturen von Proteinen mit bis zu hundert
Aminosdureresten gelost. Jenseits dieser Grofie jedoch ist die Losung von Strukturen mit
homonuklearer 2D NMR-Spektroskopie nicht mdglich, die Auflésung der Spektren ist flr
deren Komplexitat zu gering. Homonukleare Kopplungen, egal ob skalar, wie im COSY oder
durch den Raum, wie im NOESY sind im Vergleich zur Linienbreite klein und werden nicht

erkannt.
Um Strukturen von Molekdlen jenseits der Grenze von 100 Aminosauren lésen zu kénnen,

mussten neue Experimente entwickelt werden, welche die Limitationen der homonuklearen

2D NMR-Spektroskopie zu uberwinden vermochten.

Was nun zu machen ist...

Hinter jeder Vier stehen drei Zweier...

Die L6sung der 0.g. Probleme lag in der Entwicklung der multidimensionalen (3D und 4D...)

heteronuklearen NMR-Experimente. Die hohere Mehrdimensionalitat der Spektren erlaubt
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eine hohere Auflosung und durch die Heteronuklearitdat kann man die erhohte Linienbreite

durch die groéRReren heteronuklearen Kopplungen umgehen.

Wie ist nun ein multidimensionales NMR-Experiment aufgebaut? Ganz einfach, ndmlich aus
mehreren zweidimensionalen Experimenten.

Normalerweise besteht ein 2D-Experiment aus den Teilen «Prdparation, Evolution, Mischen,
Detektion». Die Prédparation dient zur Generierung transversaler Magnetisierung, in der
Evolutionszeit gibt man den Spins die Mdglichkeit chemische Verschiebung zu entwickeln,
wahrend der Mischperiode werden die Spins in irgendeiner Weise miteinander korreliert um
schlieBlich detektiert ~ zu werden. Die Mehrdimensionalitdt entsteht, in dem die
Evolutionsperiode zeitlich inkrementiert wird. 3D-Experimente werden nun ganz analog
hierzu gemacht, man kombiniert zwei 2D-Experimente, auf die Art und Weise, dass man die
Detektion eines ersten 2D-Experimentes durch eine zweites 2D-Experiment ersetzt, dessen
Préparation man weglasst. Man erhdlt nun ein Experiment mit zwei voneinander
unabhéngigen inkrementierten Evolutionsperioden mit zwei Mischperioden und einer
Detektionsperiode. So erhadlt man eine dreidimensionale Datenmatrix S(ty, t2, t3), die mit Hilfe
der FT in ein 3D Frequenzspektrum umgewandelt werden kann.

Fur ein 4D-Experiment werden in gleicher Weise drei 2D-Experimente kombiniert.

-

D [t Wi i MyDoty] Bl Me-Det

[

N/

kL Py~ Ey (1)~ My - Ep (8- M Dbfl?_t
) Pu-att)My-Ba M- Ee ) - Dell

Abb.1: Genereller Aufbau multidimensionaler NMR-Experimente (P: Praparation; E:
Evolution; M: Mischung; D: Detektion)

Trotz der Einfachheit der prinzipiellen Vorgehensweise stellen sich nicht-triviale Fragen:

Welche 2D-Eperimente kombiniert man? Welche Pulssequenzen erzeugen Artefakte in den

Spektren und welche nicht?
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Am gezeigten Bespiel erkennt man die Vorteile der multidimensionalen NMR-Experimente in
puncto Aufldsung:
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Abb. 2: Schematische Darstellung eines 4D-Spektrums

Mit einem konkreten Beispiel erkennt man sofort den Vorteil der multidimensionalen NMR-
Experimente:
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2D NOESY Slice of 3D NOESY-HSQC
- 'H [ppm]
! k- - " "C=20.3 ppm eml;-\t'll- R O,I!ill |
i [ o 'H :
o o b ue L [ppm]
- @
]
o = 2.0 2.0
| e
o " 40 - |
sssta :::”:a = 4.0
; R | \-‘,.H.,@ s § _
. r l ol ' g ViR Ha
(b wan g ew, o B & 88
- il VSEHY' VO3 Hy' VISHy'
] L] | ] | e T Vs Hy'
5.0 4,0 3.0 2.0 1.0 S - . -
1:2 0.8 0.6
'H [ppm] 'H [ppm]

Abb.3: Beispielspektrum 2D und 3D NOESY

Heteronukleare Experimente erfordern, dass die in der NMR-Spektroskopie unsichtbaren
(inaktiven) Kerne N und **C mit den Spins 1=1 und 1= 0 durch die NMR-aktiven Kerne *N
und **C mit je Spin 1=% ersetz werden. Die bei solchen Experimenten nutzbaren Kopplungen

sind groR.

Abb.4: Kopplungen im Peptid

Dies kann man, wie im folgenden beschrieben, dann bei der Anwendung der Experimente auf
biologische Makromolekiile anwenden. Die Autoren Clore und Gronenborn dazu:
.....heteronuclear 3D and 4D NMR experiments [...] yield important information in the form

of °N and *C chemical shifts.”!*!
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Strategie und Durchflihrung

Bei der NMR-Spektroskopie liegt das zu untersuchende Molekll in Losung vor, hierbei
mussen einige Punkte erfullt sein. Die Konzentration des Proteins liegt bei ca. 1mM, das
Gesamtvolumen bei 0,3-0,5ml. Das Protein muss gelost sein und es darf auch nach einem
langeren Zeitraum nicht aggregieren; es ist bei Raumtemperatur tUber mindestens Wochen
stabil. Das Protein ist mit °N/**C markiert.

Da der Versuch meist doppelt aufgenommen wird liegt einmal das Protein in 100% D,O vor,
einmal in 95%H,0/5% D,0O. Hierdurch kann man die austauschenden von den nicht-
austauschenden Protonen unterscheiden und erhélt so zusatzliche Information (ber die
raumliche Struktur.

Fur manche Experimente kann spezifisches Labeln sinnvoll sein z.B. kann man den
Bakterien, denen nur markierter N/O als Quelle zur Verfugung stehen, die aromatischen
Aminosauren fertig und unmarkiert zugeben. Sie werden dann genauso eingebaut.

Ist die Probe in geforderter Weise prapariert, dann beginnt die eigentliche
Strukturbestimmung mittels NMR. Die Strategie, mit der bei der Auswertung der Spektren
vorgegangen ist in der folgenden Abbildung dargestellt. Dabei ist laut Clore/Gronenborn: ,,a
key aspect of any NMR structure determination is the requirement to assign each resonance to
an individual proton and then uniquely identify each pair wise through-space NOE

interaction®. ]
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Resonance Assignment Identification of Secondary
(a) sequential ’ Structure Elements
(b) side chains

lrerative Cycle

’

Stereospecific Assignment &
Torsion Angle Determination

(a) coupling constants

(b) intraresidue and sequential 3D Structure Determination

distance restraints :
Hybrid Distance Geometry

(c) systematic conformational grid - Simulated Annealing

search of §, W, X space
Simulated Annealing

L :

Tertiary Long Range
Distance Restraints

T [lrerative Cycle

High Resolution
3D Structure

Abb. 5: Strategie der Strukturbestimmung

Die Strategie beginnt in einem ersten Schritt mit der Zuweisung (=deutsch flr assignment)
der Resonanzen, zuerst sequentiell, das meint fir das Polypeptidriickgrat und anschlieRend fur
die Seitenketten. Hierzu nutzt man heteronuklearen multidimensionale Experimente aus.

So erfolgt das sequentielle zuordnen ber zwei Experimente —die nach den Atomen benannt
wurden, welche sie korrelieren- CBCANH und CBCA(CO)NH

CBCANH CBCA(CO)YNH

H H H H

| 1 | !

N —+C,—C'"— N} —0«C,— C"—
| |

H — C, H H —C,—
I |
R R

Abb.6: Korrelationen im CBCANH und CBCA(CO)NH
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Zuerst wahlt man in einem HSQC-Experiment die entsprechenden *> N chemischen
Verschiebungen aus, auf diesen chem. Verschiebungen basierend untersucht man dann die

Korrelationen der 0.g. Atome.

Backbone-Assignment with CBCA(CO)NH (left) and (right)
10
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Abb.7: Strips aus CBCANH + CBCA(CO)NH Experimenten an Calmodulin

Die nach dem ,,sequential assignment* erfolgende Resonanzzuordnung der Seitenkettenatome
wird unter zu Hilfename von TOCSY-HSQC, HCCH-COSY und HCCH-TOCSY
durchgefhrt.

Im zweiten Schritt werden Kupplungskonstanten und sowohl sequentielle als auch
intraresiduale NOE-Signale bestimmt. Die daraus erhaltenen Informationen —Diederwinkel,
Atomabstande— kdnnen zusammen mit den im ersten Schritt erhaltenen Informationen einen

Uberblick tber die Sekundarstrukturelemente geben.

Im dritten Schritt  werden interresiduale NOE-Signale und dipolare Kopplungen zur

Bestimmung der globalen Struktur ausgewertet.

Die Berechnung der Struktur erfolgt in einem vierten Schritt mittels Kraftfeldern, denen die

Restraints aus den NMR-Abstands, Kopplungs- und Winkelmessungen beigeflgt wurden.

111



KAPITEL 8 Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie

Was sein wird...

Die Grollengrenze von 100 Aminosdureresten fiel durch die Einfihrung der hier
beschriebenen Experimente. Nun sind der Strukturuntersuchung mittels NMR-Spektroskopie
Proteine mit einer GroRe von bis zu 60kDa zugénglich. Durch eine weitere Verbesserung der
jetzt bestehenden Experimente, einer weiteren Erhohung der Magnetstarken und vielleicht der
Einflhrung neuer Experimente wird sich diese GroRengrenze moglicherweise weiterhin nach

oben verschieben.
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9. Molekulare Dynamik

Molekulare Dynamik ist die Simulation der Bewegungen eines Systems von Partikeln.

Bei diesen Partikeln kann es sich beispielsweise um die Sterne einer Galaxie oder die Atome eines
Proteins oder DNA-Molekils handeln.

Aufgrund von vereinfachenden Naherungen lassen sich die Bewegungen der Partikel mit dem

Computer effizient berechnen.

Bei der Betrachtung von Bewegungen eines Molekiils ist eine haufig verwendete Vereinfachung die
Anwendung der Newtonschen Gleichungen der Mechanik auf die Bewegungen der Atome. (Im

Gegensatz zur quantenmechanischen Beschreibung!)

Weitere Naherungen betreffen die dafiir bendtigte Energiefunktion, welche die Gesamt-Energie des

Molekiils in Abhéngigkeit der Molekiilgeometrie beschreibt.
Biologische Anwendungen der Molekularen Dynamik:

\% Bestimmung von Proteinstrukturen aus NMR-spektroskopischen Daten
\% Verfeinerung von Proteinstrukturen, die mit Hilfe der Rontgenkristallographie ermittelt
wurden
\% MD zur Berechnung der Anderung der freien Enthalpie bei:
Ligandenbindung an Proteine
oder Proteinmutationen

\% Simulation der internen Dynamik eines Proteins (z.B. tiber 100ns)

Wie funktioniert die Simulation der Atombewegungen?

Potentielle Energiefunktion

Grundlage der Simulation ist stets eine mehrdimensionale Energiefunktion, die die Gesamtenergie
des Molekiils (oder allgemein des Systems aus Partikeln) in Abhangigkeit der Atom (bzw. Partikel-)

Koordinaten R im kartesischen Koordinatensystem beschreibt.
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KAPITEL 9 Molekulare Dynamik
Fur kleinere Molekile kann diese Funktion quantenmechanisch berechnet werden, fir Proteine
muss diese Funktion jedoch empirisch bestimmt werden.

Eine haufig verwendete Energiefunktion ist:

E(R):%ZKb(b—bo)2+% 3 K®(®—®O)2+% 3K, [+ cos(ng—s)+ 3 (%+Eﬁ+ﬂj

bonds bond torsional nbpairs r rD
angles

Der erste Term der Energiefunktion beschreibt die Abweichung von der idealen Bindungslédnge bo
(welche man z.B. aus Mikrowellen-spektroskopischen Daten erhalt). Diese Abweichung gehorcht
dem Hookschen-Gesetz und kann daher als harmonische Schwingung beschrieben werden.

Kp ist die Federkonstante, sie bestimmt die Flexibilitit der Bindung (ermittelt aus

quantenmechanischen Berechnungen oder infrarot-Spektroskopischen Daten).

Bild 1: Harmonisches Potential
Der zweite Term steht fur den Einfluss der Bindungswinkel 6 und kann ebenfalls als harmonisches

Potential wiedergegeben werden.

Der dritte Term gibt die Energiednderung bei Rotation um die Bindungswinkel wieder.
(Torsionswinkel, Dihedral-winkel).
Da sich die Energie bei dieser Rotation periodisch andert, kann die Energiednderung durch eine

Cosinusfunktion beschrieben werden.
Der vierte und letzte Term der Energiefunktion beschreibt alle nicht-bindungsabhéangigen

Parameter, wie Van-der-Waals-Krafte und elektrostatische Kréafte, welche von den Abstdnden

zwischen den Atomen abhédngen:
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KAPITEL 9 Molekulare Dynamik

Bild 2: Lennard-Jones-Potential

A/r*? steht fiir die repulsiven Krafte, welche nur eine relativ kurze Reichweite haben und daher
schnell mit zunehmendem Abstand r der Atome abnehmen.

-B/r® beschreibt die attraktiv wirkenden Londonschen Dispersionskrafte, die eine etwas weitere
Reichweite haben.

Graphisch zusammen dargestellt liefern diese beiden Terme das sog. Lennard-Jones-Potential.

%9,

Der Term Dr ist das Coulombsche Gesetz ,

das die elektrostatische Wechselwirkung zwischen 2 Atomen mit den Partialladungen q; und Q
beschreibt.
D ist die Dielektrizitatskonstante und r der Abstand der beiden Atome .( D ~ 1-5)

Je nach Parametrisierung ergeben sich aus dieser Energie-Funktion verschiedene Kraftfelder z.B.
CHARMM, AMBER, CVFF.

Die Qualitat dieser Kraftfelder hangt stark davon ab, wie gut die aus Studien an Modellsystemen
wie Aminoséuren gewonnenen Parameter die Verhéltnisse bei Makromolekilen wie Proteinen

wiedergeben.
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KAPITEL 9 Molekulare Dynamik
Was liefert die Energiefunktion?

Statisch
Mit Hilfe bestimmter Minimierungsalgorithmen (steepest descent, conjugated gradient) lassen sich
die molekularen Strukturen berechnen, die die geringste Gesamtenergie haben.

(Geometrische Optimierung)

Dynamisch

Anhand der Energiefunktion lassen sich Molekulare Dynamik-Simulationen durchfiihren:
E=W=Fs

Aus der ersten Ableitung dieser Energiefunktion nach dem Weg s konnen die Kréfte, die auf die

Atome des Molekdls wirken, bestimmt werden:

dE

—=F
ds

Simulationstechniken

Es gibt im Prinzip zwei verschiedene Methoden, die eine Simulation der Molekilbewegungen
(basierend auf der Energiefunktion) ermdglichen:

Molekulare Dynamik-Methode (MD)

Monte-Carlo-Methode (MC)

Molekulare Dynamik-Methode

Die detailiertesten und exaktesten Informationen erhalt man in MD-Simulationen,
bei denen die Newtonschen Bewegungsgleichungen fir die Atome des Systems (und das
umgebende Losungsmittel) geldst werden.

s= v t (Bewegung mit konstanter Geschwindigkeit

s= Y at? ( beschleunigte Bewegung mit konstanter Beschleunigung a )

Die Position r; eines Atoms mit der Geschwindigkeit v; und der Beschleunigung a; ergibt sich fur

den Zeitpunkt t = t + At daher aus:
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KAPITEL 9 Molekulare Dynamik

H(t+A) =ri(t) +vi At + Y% a; (At)?

Die Ausgangspositionen r;der Atome (Koordinaten) erhalt man aus den Daten einer NMR-Messung

oder aus Rontgenkristallographischen Daten.

(Eine  Verfeinerung dieser Ausgangsstruktur erhdlt man mithilfe eines iterativen
Minimisierungsalgorithmus.
Dadurch werden lokale Energiemaxima, die durch Atomuberlappungen oder verzerrte

Bindungswinkel zustande kommen, ausgeglichen. )

Die Ausgangsgeschwindigkeiten v; der Atome entnimmt man einer Maxwellverteilung bei niedriger

Temperatur.

Bild 3: Maxwell-Verteilung

Die Beschleunigungen a; ergeben sich nach der Newtonschen Grundgleichung der Mechanik F =
ma aus den Kréften F;, die auf die einzelnen Atome wirken. (Die Kréfte werden wie gesagt aus

der ersten Ableitung der Energiefunktion nach dem Weg gewonnen.)

Da man in dieser Gleichung vereinfachender Weise von einer im Zeitraum At konstanten
Beschleunigung ausgeht, muss At moglichst klein gewahlt werden (10™s).
(Theoretisch ist die Beschleunigung a namlich nur fur unendlich kleine At gegeben, was unendlich

viele Simulationsschritte bedeuten wirde.)

Obige Gleichung kann von schnellen Computern fir alle Atompositionen r; eines Molekils

gleichzeitig geldst werden.
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KAPITEL 9 Molekulare Dynamik
Man erhalt so eine zeitliche Abfolge von Koordinatensatzen, welche man als Trajektorie

bezeichnet.

Ein einzelner Simulationsschritt bendtigt bei einem Protein wie z.B. Myoglobin ungeféhr 0,2s
Computer-Rechenzeit.
Eine MD-Simulation dauert ca. 100ps, d.h. es setzt sich aus 100 000 Simulationsschritten (a 1fs)

zusammen und bendtigt daher um die 6 h Rechenzeit am Computer!

Oft werden die Rechenzeiten noch groRer, da die das Protein umgebende Hydrathulle aus einigen
Hundert Wassermolekilen in die Simulation miteinbezogen werden muss.
Aus diesem Grund beschrankt man sich bei den MD-Simulationen von Proteinen hdufig auf

kleinere Bereiche des Proteins, wie z.B. auf das aktive Zentrum eines Enzyms.

Eine MD-Simulation beginnt mit einer Aquilibrierungsphase, in der den Atomen zunachst
willkirlich Geschwindigkeiten einer Maxwellverteilung bei niederer Temperatur zugewiesen
werden.

Mit diesen Geschwindigkeiten wird fiir einige Picosekunden eine Simulation durchgefiihrt.(also

einige tausend Simulationsschritte a 1fs).

Danach werden den Atomen bei jedem Simulationsschritt neue Geschwindigkeiten zugeordnet, und
zwar jeweils aus Maxwellverteilungen zunehmend hoherer Temperaturen. Dazwischen liegen

Intervalle einer dynamischen Relaxation.

Die Aquilibrierungsphase gilt als beendet, wenn die Temperatur des Systems iiber ca. 10 ps
konstant bleibt.

Die Temperatur T des Systems hangt direkt von der aus den Geschwindigkeiten aller Atome

quadratisch gemittelten Geschwindigkeit vi® ab:

3

18 )
EZ m <Vi > =5 Nk, T N= number of atoms in the system
i=1

mit vi(t+At) = v (t) +a (At)

Aullerdem muss die Gesamtheit aller Atomgeschwindigkeiten einer Maxwellverteilung gleichen.

Nach Einstellen dieses Gleichgewichts erhdlt man die Atomkoordinaten und die
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KAPITEL 9 Molekulare Dynamik
Geschwindigkeiten der Atome durch Summation (ber die Bewegungsgleichungen der einzelnen

Atome.

Monte Carlo-Verfahren

In der Monte-Carlo-Methode wird die PES (Potentialhyperflache = potential energy surface ) nach
statistischen Kriterien abgetastet.

Dies geschieht unter Verwendung von Zufallszahlen, die erstmals aus einer Tabelle entnommen
wurden, in der die Roulette-Ergebnisse des Spielcasinos in Monte Carlo aufgezeichnet waren.

Dabher spricht man von Monte-Carlo-Verfahren.

Man beginnt mit einer willkurlichen Startstruktur des Partikel-Systems und
verwendet dann zuféllige Zahlen, um lokal kleine Veranderungen des Systems

(z.B. Verschiebung eines Atoms oder Verdnderung eines Torsionswinkels) zu generieren.

Nach jedem Schritt wird die Energie des neuen Zustands berechnet. Dann kann entschieden werden,

ob der Veranderungsschritt zugelassen oder verworfen wird (hit-or-miss-Prinzip):

Ist der neue Zustand energiedrmer, wird er iGbernommen, d.h.

die néchste zuféllige Variation startet von diesem Zustand aus.

Ist die Energie des neuen Zustands jedoch hoher, wird der neue Zustand nicht zwangslaufig
verworfen.
Dies ist durchaus sinnvoll, da dadurch verhindert wird, dass das System in einem lokalen Minimum

»hangen bleibt*.

Um zu entscheiden, ob bei einer Energieerh6hung der Schritt zugelassen wird oder nicht, berechnet
man den sogenannten Boltzmannfaktor f, der die thermische Energie bei der jeweiligen

Simulations-Temperatur berlcksichtigt:

f = EXp ( 'Enew/kT' E0|d/kT)

Wenn der berechnete f-Wert kleiner ist als der des vorhergehenden Verénderungsschrittes, wird der
neue Zustand GUbernommen, ist er jedoch groRer,

wird er verworfen.
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KAPITEL 9 Molekulare Dynamik

Der Bolzmannfaktor beschreibt also die Ubergangswahrscheinlichkeit fir einen Zustand hoherer

Energie. Er hangt nur von dem direkt vorhergehenden Zustand ab.

Beim Monte-Carlo-Verfahren wird also der Konformationsraum des Systems zuféllig nach
Zustanden geringer Energie durchsucht.

Diese Art von ,,random walk* wird auch Markov chain genannt.

Da hierbei nur die lokale Gesamtenergie interessant ist, mussen keine Kréfte berechnet werden und
es konnen daher in einer MC-Untersuchung bei gleichem numerischen Aufwand mehr Punkte der

PES untersucht werden als in einer MD.

Strukturrechnung in der NMR-Spektroskopie

Es ist unmdglich, allein aufgrund der Aminoséuresequenz (Primarstruktur) und den empirischen
Energietermen wie Bindungslange, -winkel, vdW- und Coulombkrafte

(constraints) die dreidimensionale Struktur eines Proteins durch MD-Simulation zu berechnen.

Ohne zusatzliche Abstandsinformationen (bzw. Torsionswinkelinformationen), die beispielsweise
aus NMR-spektroskopischen Experimenten gewonnen werden kénnen,

(NOE-Kreuzsignale, Karplus-Beziehung) stehen dem Proteinruckgrat aufgrund der freien
Drehbarkeit um die N-Ca-Bindung (@-Winkel) und die Ca—CO -Bindung

(v -Winkel) auBerordentlich viele Konformationen zur Verfligung.

Die Gesamtheit all dieser mdglichen Konformationen nennt man den Konformationsraum des
Proteins.

Dieser soll durch méglichst viele Randbedingungen (restraints) so weit wie moglich eingeschrankt
werden.

Die Anzahl der Abstandsrandbedingungen ist dabei wichtiger als die Genauigkeit, mit der die
Kernabstande angegeben werden, so dass eine grobe Einteilung der Absténde in 3 Gruppen (3,4 und
5 A) ausreichend genau ist.

Zur Berucksichtigung dieser zusatzlich experimentell bestimmten Randbedingungen wird der Term
Eesr in die Energiefunktion Eq(R) eingefiihrt:

Ew(R) = Eemp + Eefr
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KAPITEL 9 Molekulare Dynamik
Eeft = 2 (Enoe + Etorsion)

Der Term fur die Abstandsrandbedingungen beschreibt ebenfalls ein harmonisches Potential.

Simulated Annealing

Zur Berechnung einer Struktur maoglichst geringer Gesamtenergie verwendet das
Computerprogramm blicherweise ein Verfahren, das man als Simulated Annealing (SA)

bezeichnet.

Bei diesem Verfahren nutzt man einen Algorithmus, der die Berechnung globaler Minima einer
Funktion (hier: der mehrdimensionalen Energiefunktion) ermdglicht.

Bei anderen Ansétzen tritt haufig das Problem auf, dass man bei der Energieminimierung in lokalen
Energieminima ,,hdngenbleibt*.

Dies wird beim SA-Verfahren dadurch verhindert, dass nach der ersten Energieminimierung der
Startstruktur eine Hochtemperaturphase folgt, bei der das System auf einige tausend Kelvin
gebracht wird.

Diese hohe Temperatur verleiht den Atomen der Startstruktur eine hohe thermische Beweglichkeit ,
wodurch Energiebarrieren zwischen nebeneinanderliegenden Minima

Uberwunden werden kénnen.

Nach ca. 6000 Simulationsschritten bei hoher Temperatur werden die Geschwindigkeiten der
Atome in einer Vielzahl von Schritten a 50 K langsam reduziert.

Wahrend dieser Abkuhlphase, die ca. 150 Simulationschritte umfasst, werden die Kraftkonstanten
der experimentellen Abstandsrandbedingungen erhéht, um diese Randbedingungen starker zu

gewichten.

Da der Algorithmus theoretisch aber nur fiir unendlich viele Abkihlungsschritte das Erreichen des
globalen Energieminimums garantiert, werden fir die Strukturrechnung

20 verschiedene Ausgangsstrukturen verwendet.

Diese werden solange in voneinander unabhangigen MD-Simulationen verandert, bis keine
Verringerung der globalen Energie mehr beobachtet werden kann und die Strukturen im

Konformationsraum konvergieren.
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Man erhalt daher am Ende von NMR-Strukturrechnungen keine exakt definierte Struktur, sondern

ein Strukturensemble.

Er gibt die mittlere Abweichung der

errechneten Mittelwertstruktur an.

Bild 4: Strukturensemble
Ein Mal fir die Qualitat der aus NMR-Daten berechneten Struktur ist der sogenannte RMSD-Wert.
(Root Mean Square Deviation)

einzelnen Strukturen von einer aus den Einzelstrukturen

Startstruktur
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Energieminimierung
der Startstruktur

Aufheizen des Systems
auf 1000 K

'

Entwicklung auf der
Energiehyperflache

Hochtemperaturphase
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[8000 Stimulationsschritte |

M e |

| Wiederholung der
Rechnung mit
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(ca. 20x)

A |
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Erhéhung der
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i

[z0+]
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e e

abschlieBende ‘
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Bild 5: Schema des Simulated Annealing
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KAPITEL 9 Molekulare Dynamik
Bedeutung interner Molekilbewegungen

Viele Molekulbewegungen haben eine wichtige funktionelle Bedeutung:

- Bindung von Sauerstoff an H&moglobin (pos. Kooperativitat)
- Bindung von ATP an Hexokinase (Induced fit)

Daher vermutet man, dass die Dynamik eines Proteins genau wie die Struktur einem evolutiondrem

Selektionsdruck unterliegt

Das Spektrum an Konformationen, das man aus MD-Simulationen von Myoglobin einer Spezies

erhalt, &hnelt dem Spektrum evolutiondrer Strukturvariationen.

Vorteil der Molekularen Dynamik-Simulationen

Liefert groRere Strukturvariationen als verschiedene rontgenkristallographisch gewonnene
Strukturen.
Letztere entsprechen lokalen Minima im multidimensionalen Potentialtopf und représentieren

deswegen nur einen kleinen Anteil (Untermenge) der moglichen Strukturen.

Grenzen der MD-Simulation

MD-Simulationen werden vor allem durch 2 Faktoren limitiert:

A Né&herungen in der potentiellen Energiefunktion fuhren zu systematischen Fehlern
Man versucht, durch Verwendung komplexerer Bindungsterme und durch Berticksichtigung
von long-range elektrostatischen Wechselwirkungen, Losungsmitteleffekten, sowie

guantenmechanischen Effekten, diese systematischen Fehler zu minimieren.

B Dauer der Simulationen fiihrt zu statistischen Fehlern

Fur die meisten Anwendungen sind Simulationen von 100ps ausreichend.
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KAPITEL 9 Molekulare Dynamik
Langere Simulationszeiten werden ben6tigt, um Relaxationsph&nomene zu untersuchen, da

diese im Nanosekundenbereich ablaufen.

Literatur
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10. Die Untersuchung von Protein-Ligand-Wechselwirkungen mit

Hilfe von NMR-Methoden

Einleitung

Mit der NMR-Spektroskopie kann man viele Aspekte von Wechselwirkungen zwischen Proteinen
und Liganden (z.B. Arzneimittel, Peptide, Proteine, DNA/RNA) untersuchen. Neben strukturellen
Informationen lassen sich mit der NMR im Gegensatz zur Rontgenkristallographie auch
dynamische, kinetische und thermodynamische Eigenschaften von Protein-Ligand-Komplexen
bestimmen. Die NMR-Spektroskopie eignet sich im Gegensatz zu fluoreszenz-spektroskopischen
Untersuchungen auch zur Untersuchung von Ligand-Protein-Wechselwirkungen mit niederaffinen
Bindungskonstanten.
Je nach experimentellen Anforderungen (Grofe und Art der Molekiille, Bindungs-
Gleichgewichtskonstante, Geschwindigkeit der Reaktion, Stdchiometrie und Symmetrie,
verwendete Kerne) und gesuchten Parametern einer Ligandenwechselwirkung kdnnen verschiedene
NMR-Methoden eingesetzt werden. Dabei lassen sich z.B. die folgenden Parameter untersuchen:

1. chemische Verschiebungs-Anderungen
Anderung der Linienbreiten
Austausch
intermolekulare NOEs

Transfer-NOEs

A

Relaxations- und Diffusionsraten

Biophysikalische Grundlagen — Berechnung der Bindungsaffinitét

Die Bindung eines Liganden an ein Protein kann man in einem Fall ohne Ubergangszustand wie

folgt beschreiben:

ki
[L]+[P] —>[LP]
k-1

Die Dissoziationskonstante ist definiert als:
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[PIL] _ k.,

K. = -
" [Pl K
Gemessenen Parameter aus den NMR-Spektren (in diesem Beispiel die chemische Verschiebung o

eines Kernes) lassen sich miteinander in Verbindung setzten:
dobs = frO¢+ 1,00

(3 obs: beob. chem. Versch.; fi: Anteil ungeb. Prot.; o : chem. Versch. beim vollst. ungeb. Prot.; f;:
Anteil geb. Prot.; 81: chem. Versch. beim vollst. geb. Prot.)
So ergibt sich folgende Gleichung (unter der Annahme, dal3 viel mehr freies Protein vorliegt, als

gebundenes):

[L]ges (§b - 5f )

é‘obs =5f +
[P]ges + KD

Analog zu Enzymkinetiken nach Michaelis-Menten ergibt sich durch geeignete Auftragung der

Werte bei verschiedenen Ligandenkonzentrationen die gesuchte Dissoziationskonstante.

Beispiel: Beobachtung der chemischen Verschiebungs-Anderungen bei der Titration eines

Phosphopeptides zur Phosphotyrosine Binding Domain des Adaptorproteins Shc:

change in chemical shift (%)

0 N B I
0 1 2 3

[peptide] (mM)

£
L

Abbildung 1: Titration eines Phosphopeptides zur Phosphotyrosine Binding Domain des
Adaptorproteins Shc (aus: J Biol Chem 271(52) pp. 31119-31123, 1996)
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SAR-by-NMR

Mitte der 1990er Jahre etablierte eine Gruppe um Stephen W. Fesik von den Abbott Laboratories
eine Methode, um mit Hilfe von NMR-Untersuchungen niederaffine Liganden von Proteinen zu
identifizieren und schlieBlich daraus hochaffine Liganden zu entwickeln. Das Ganze nannten sie
etwas irrefiihrend ,,Structure Activity Relationship by Nuclear Magnetic Resonance®, kurz SAR-by-
NMR.

Man kann diese Technik in fiinf grundlegende Schritte unterteilen (s. Abb. 2):

Zunachst werden Substratbibliotheken aus niedermolekularen, nicht 15N—markierten, organischen
Stoffen in einem 2D-"’N-HSQC-Experiment nach Wechselwirkungen mit dem betreffenden, '"N-
markierten Protein gescreent. In einem solchen "N-HSQC-Spektrum werden nur die Kreuzsignale
von Stickstoffatomen mit den dazugehdrigen Wasserstoffatomen aufgenommen (Backbone, Arg,
Asn, Gln, His, Trp). Durch Wechselwirkungen (schwache Bindung reicht aus) von Protein und
Ligand dndert sich die chemische Verschiebung der betroffenen Kerne, was im HSQC-Spektrum zu

beobachten ist (Abb. 2).
Durch einfache chemische Modifikationen wird ein interessanter Ligand optimiert.

AnschlieRend wird ebenfalls im '"N-HSQC nach einem Liganden gescreent, der in der Nihe des

ersten Liganden bindet.

Dieser zweite Ligand wird ebenfalls optimiert.

In Rontgen- oder NMR-Strukturbestimmungen wird untersucht wie die beiden Liganden zu
einander stehen und ob sie gleichzeitig binden. Mit diesen Informationen wird ein geeigneter Linker

gewdhlt, um die beiden relativ niederaffinen Liganden so zu verkniipfen, dass sie zusammen einen

hochaffinen Liganden ergeben.
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Abbildung 2: SAR-by-NMR (aus: Science 278 (5337): 497)

Diese Methode wurde von Shuker et al. (1996) am FKBP12 (FK506 binding protein) angewandt.
FKBP12 spielt eine Rolle als Target fiir Immunsuppressiva, da es im Komplex mit diesen auf
unterschiedlichen Wegen (mit FK506 iiber die Phosphatase Calcineurin, mit Rapamycin iiber die

Kinase mTOR) die T-Zell-Proliferation hemmen kann. Dabei wurde aus zwei niederaffinen

Ausgangssubstanzen (2 uM und 0,1 mM) ein hochaffiner Ligand (19 nM) erzeugt.

Diese enorme Erhohung der Affinitdt ldsst sich thermodynamisch durch die Addition der
Bindungsenergien (abziiglich der schwéchenden Energien, z.B. durch Torsionskréfte) erkldren, die

dazu fiihrt, dass die Affinitit des kombinierten Liganden im Idealfalle das Produkt aus den

Finzelaffinititen wire:

_AG,+AGg

K,Kg=¢e
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Vorteile der SAR-by-NMR-Methode im Vergleich zu anderen Methoden

Untersuchung von niederaffinen Liganden moglich, da die dadurch erforderliche hohere
Konzentration des Liganden nicht das Hintergrundsignal beeinflusst (nur Protein ist '’N-markiert).
Bei fluorimetrischen und colorimetrischen Techniken wire das Hintergrundsignal zu hoch (Bsp.:
Kp =10 mM und Proteinkonzentration 0,2 mM ergibt bei einer Ligandenkonzentration von 0,1 mM

eine Population des Komplexes von nur ca. 2 % der Gesamtpopulation).

Hohe Durchsatzrate: 1.000 bis 10.000 potentielle Liganden koénnen pro Tag mit einem
Kryoprobenkopf getestet werden.

Unterscheidung zwischen spezifischer und unspezifischer Bindung méglich.

Genaue Identifizierung der Bindungsstellen ist mdglich.

Verhinderung von falsch positiven Liganden.

Strukturelle und thermodynamische Daten flieBen mit ein.

Genaue Kenntnis der Funktion des Proteins nicht notig, keine aufwendigen Funktionsassays miissen

entwickelt werden.

Die Ligandenbibliotheken miissen nicht allzu groB sein (eine reale Bibliothek von 10* Substanzen
entspriche bei der Verwendung von 10 verschiedenen Linkern einer ,,virtuellen® Bibliothek von 10°

Substanzen).

Nachteile dieser Methode

ProteingréfBe (oder Doménengrofle) eingeschrankt auf MW < 30 kDa

Grofle Mengen an Protein (> 200 mg), sowie hohe Konzentrationen in Lésung notig (>300-500 pM;
Wasserloslichkeit)

Hochfeldspektrometer notig (evtl. incl. Kryoprobenkopfen)

Prinzipiell kann diese Methode auch zur Bindungsstudien bei DNA und RNA durchgefiihrt werden.
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Messung der Anderung von Relaxations- und Diffusionsraten

Die Wechselwirkung zwischen Makromolekiil und Ligand kann nicht nur iiber Beobachtung von
Verinderungen der chemischen Verschiebung des Proteins im '"N-HSQC erfolgen, sondern auch
durch Beobachtung von Verdnderungen von Relaxationsraten oder Diffusionsraten des Liganden.

Mit der Messung von Relaxations- oder Diffusionsraten kann zwar nicht die Bindungsstelle am
Biomakromolekiil identifiziert werden, jedoch sind etliche andere Vorteile damit verbunden: Das
Protein muss nicht '*N-markiert sein, kann sehr groB sein (je groBer desto besser), geringere
Konzentrationen sind notig (50-100 uM), grof3e Bibliotheken konnen schnell gescreent werden, da
mehrere Substanzen gleichzeitig gescreent werden. Es handelt sich dabei um 'H-1D-NMR-
Experimente, es werden nur die ungebundenen Komponenten gemessen und Differenzspektren

aufgenommen.

Relaxationsraten
Die T, Relaxation und die Anderung der chemischen Verschiebung verbreitern meist die Signale
der Kerne des Liganden bei der Bindung an ein Makromolekiil, deshalb kann aus einer

Verianderung der Linienbreite im NMR-Spektrum auf eine Bindung geschlossen werden.

Eine weitere Moglichkeit zur Detektion einer Ligandenwechselwirkung ergibt sich durch das
Anlegen eines sog. spin-lock-Feldes, welches die Signale des Proteins und gebundener
Komponenten stark abschwécht oder ganz ausldscht (je langer die spin lock - Zeit ist, umso mehr),
wihrend die Signale eines ungebundenen Stoffes nur leicht abgeschwicht werden; durch ein

Differenzspektrum konnen dann Liganden identifiziert werden.

Diffusionsraten

Grofle Makromolekiile wie Proteine (und an sie gebundene Stoffe) diffundieren deutlich langsamer
durch eine Losung als kleine Molekiile (vgl. Stokes-Einstein-Beziehung). Durch die Aufnahme von
sog. pulsed-field-gradient-stimulated-echo-Spektren (PFG-STE-NMR) koénnen so bei hohen
Gradienten die Signale von kleinen Molekiilen eliminiert werden, da diese durch die Diffusion nicht
richtig refokussieren konnen.

Durch Aufnahme von Differenzspektren konnen auch hier bindende Substanzen identifiziert

werden.
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Transfer-NOE Experimente

Die Intensitdt eines NOE Signals ist abhéngig vom Molekulargewicht (je grof3er, desto intensiver).
Bindet ein Ligand an ein Makromolekiil, konnen sich auch innerhalb des Liganden starke NOE-
Signale ausbilden. Ist nun der Ligand in einem schnellen Austausch mit dem Protein (d.h. schwache
Bindung), beobachtet man im Spektrum auch diese Signale (transfer-NOEs) innerhalb des Liganden
(der gebundene Zustand des Liganden dominiert den ungebundenen), wihrend nicht-bindende
Substanzen nicht sichtbar sind. Bei hochaffinen Bindungen (niedrige k,sRate) konnen auch die
intermolekularen NOEs zwischen Protein und Ligand beobachtet werden und somit die Struktur des

Komplexes bestimmt werden.

Austauschexperimente

Auch die Messung von Austauschraten von Wasserstoff durch Deuterium kann zur Untersuchung
von Ligand-Protein-Wechselwirkungen benutzt werden, da  die Austauschrate von der
Zugidnglichkeit des Protons durch das Losungsmittel abhédngig ist. In Kontaktregionen kann die
Austauschrate deshalb durch die Ligandenbindung (Unzuginglichkeit, Ausbildung von

Wasserstoftbriicken) vermindert sein.

Literatur
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KAPITEL 11 Wasserstoffaustausch

11. Wasserstoffaustauschexperimente zur Untersuchung der

Proteinfaltung mittels NMR-Spektroskopie

Warum NMR?

Wahrend der Faltung eines Proteins erfahren alle Atome Verdnderungen ihrer chemischem
Umgebung. Eine Methode, die sowohl atomare als auch zeitliche Auflésung ermdglicht, ist
deshalb erforderlich, um den Prozess der Proteinfaltung untersuchen zu kénnen. Die NMR-
Spektroskopie wird diesen Anforderungen gerecht.

Anmerkung:
Fur alle weiteren Betrachtungen sei darauf verwiesen, dass von Kkleinen, globuldren Proteinen

ausgegangen wird.

Gleichgewicht oder nicht Gleichgewicht?

So lange man die Faltung von Proteinen unter Gleichgewichtsbedingungen untersucht, sind
Faltungsintermediate kurzlebig und nur marginal populiert, da Faltungs-Entfaltungs-Ubergéange
allgemein hoch kooperativ ablaufen; dies erschwert die Gewinnung von Informationen uber die
Proteinfaltung.

Deshalb hat man eine groRere Chance, Einblicke in die Struktur von Intermediaten und ihre
zeitliche Abfolge zu erhalten, wenn man die Rickfaltung (Renaturierung) des betreffenden
Proteins weitab vom Gleichgewicht der erwahnten Ubergange untersucht, wo partiell gefaltete
Intermediate mit gréRerer Wahrscheinlichkeit stabil und damit fiir Untersuchungen zuganglich

sind.

Problem!
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Der NMR-Spektroskopie innewohnende Eigenschaften sind fehlende Schnelligkeit und
mangelnde Sensitivitit, sodass sie nicht direkt angewendet werden kann, um transiente

Proteinkonformationen zu untersuchen.

Ldsungsansatz:

Schnelle Mischmethoden (stopped flow) werden mit Wasserstoffaustausch kombiniert,
wodurch transiente Konformationen, die wahrend der Ruickfaltung auftreten, gelabelt werden
konnen. lhre Detektion erfolgt anschlielend NMR-spektroskopisch (NMR als indirekte
Methode).

Methoden

Bei den nun vorgestellten Methoden bedient man sich *H-NMR-Experimenten. Protonen
eignen sich deshalb sehr gut als konformationelle Sonden, da sie fir die Ausbildung von
Wasserstoffbriicken als zentralem Struktur gebendem Element essentiell sind. Man konzentriert

sich hierbei auf die Amidprotonen des Proteinriickgrats und der Seitenketten, da sie

1. Uber das ganze Protein verteilt sind und

2. wichtige Aspekte der Proteinstruktur reflektieren (a-Helices, B-Faltbléatter).

Wasserstoffaustauschraten, d.h. der Austausch von Protonen gegen Deuteronen (und
umgekehrt; Protonen sind NMR-aktiv, Deuteronen NMR-inaktiv), sind im Wesentlichen
determiniert durch die intramolekularen Wasserstoffbriicken, die wahrend der Faltung eines
Proteins ausgebildet werden. Die Wasserstoffblicken werden unterschiedlich schnell
ausgebildet. So werden sich Wasserstoffbriicken, die fur die Ausbildung von
Sekundarstrukturelementen verantwortlich sind schneller entstehen als solche, die fir die
Erlangung der nativen Tertidrstruktur ausgebildet werden missen. Dabei wird davon
ausgegangen, dass Protonen, bzw. Deuteronen, die Bestandteil einer Wasserstoffbriicke sind,
nicht mehr mit dem L&sungsmittel austauschen konnen. Je schneller also ein Proton (oder
Deuteron) durch eine Wasserstoffbriicke geschutzt ist, desto kleiner wird seine Austauschrate
sein.

Wasserstoffaustauschraten sind des weiteren pH-abhéngig.
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Pulse Labeling
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Abb.1 Pulse Labeling (die angegebenen pH-Werte und Zeiten sind exemplarisch und hdngen von den

Versuchsbedingungen ab)

Bei dieser Methode startet man mit einem entfalteten (z.B. durch 8 M Harnstoff) und
vollstdndig deuterierten Protein. Zun&chst leitet man die Rickfaltung ein, indem das
Denaturierungsreagenz durch einen D,O-Puffer verdiinnt wird. Nach einer Zeit t wird durch
die Hinzugabe eines H,O-Puffers der pH-Wert schlagartig angehoben. Es kann nun ein
basenkatalysierter Wasserstoffaustausch stattfinden. Es werden aber nur die Amide mit den
NMR-aktiven Protonen gelabelt, die zu dem Zeitpunkt des pH-Pulses noch nicht durch eine
Wasserstoffbriicke vor dem Austausch mit dem Ldsungsmittel geschitzt sind. Nach einer
kurzen Zeit (10-50 ms) wird der pH-Wert durch Zugabe eines Quenchpuffers stark abgesenkt,
sodass der Wasserstoffaustausch vollstandig zum Erliegen kommt.

Nachdem die Faltung abgeschlossen ist, wird die Probe fir eine anschlieende NMR-Analyse
vorbereitet. Das erhaltene Spektrum wird mit einem Referenzspektrum verglichen. So erhélt
man Einblicke Uber den Fortgang der Faltung zum Zeitpunkt des pH-Pulses. Dies setzt voraus,
dass man die native Konformation des untersuchten Proteins zuvor bestimmt und alle Protonen

eindeutig zugeordnet hat.
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Durch die Variation von t ist es moglich, Informationen Gber jedes Stadium der Proteinfaltung
zu gewinnen. Der groRe Vorteil dieser Methode besteht demnach darin, dass sie neben

strukturellem auch zeitlichen Informationsgehalt bietet.

Siehe auch Beispiel-Kasten.
Literatur:

Roder, H.: Structural Characterization of Protein Folding Intermediates by Proton Magnetic
Resonance and Hydrogen Exchange, Methods in Enzymology, Vol. 176, pp. 446-473, 1989
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Beispiel: Lysozym aus Hiihnereiweil3

- klein (129 AS)
- annahernd globulér
- 2 Domanen
o0 a-Doméne
0 [-Faltblatt-Domane

- erfolgt Faltung hoch kooperativ?

Abb.1: Struktur des Lysozym aus Hihnereiweil

Um die Frage zu klaren, ob die Faltung dieses Proteins hoch kooperativ erfolgt, wurden

Untersuchungen basierend auf der Pulse Labeling-Methode durchgefiihrt.

Ergebnisse:
Helix A Helix D B sheet
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Abb. 2: Aufgetragen ist die Protonenbesetzung (d.h. Austauschrate) gegen <t fiur 6
Sekundarstrukurelemente des Lysozym (Helices A, B, D und 3"-Helix (120-125) sind Bestandteil der
a-Doméne; das B-Faltblatt und die zweite 3'°-Helix (79-84) gehoren zur B-Faltblatt-Doméne)

Wirde die Faltung des Lysozym hoch kooperativ ablaufen, so sollte die Austauschrate fiir alle
Sekundérstrukturelemente  gleichermaBen mit der Zeit abnehmen; man wiurde

Ubereinstimmende Kurvenverlaufe erwarten. Da dies nicht der Fall ist, missen wahrend der

Faltung partiell strukturierte Intermediate populiert sein.

TABLE 1 Protection of amide hydrogens during the refolding of lysozyme
Fast phase Slow phase Fast phase Slow phase
Time Time Time Time
Amplitude constant Amplitude constant Structural Amplitude constant Amplitude constant Structural
Residue (%) (ms) (%6) (ms) context Residue (%) (ms) (%) (ms) context
8 47.2 3.90 383 69.8 Helix A 61 17.5 9.29 585 247 Loop (irreguiar
10 395 4.41 50.6 64.3 63 60.0 245 25.4 63.9
11 436 3.39 41.5 54.1 64 432 3.67 374 60.4
12 339 261 51.5 53.4 65 39.7 15.7 447 241
13 445 6.33 44.0 791 75 235 235 63.8 354
17 436 9.09 397 895 Irregular Ll 258 et 54.2 A5
23 485 7.76 359 833 78 59.2 1.87 21.0 48.8
27 663 127 225 492 Helix B - - o0 656 788 3" Helix
28 421 483 421 59.7 £ e 953 e =
29 583 2.40 281 59.4 84 26.1 9.81 483 262
31 369 4.39 486 68.7 92 296 354 56.6 528 Helix C
34 40.3 8.00 455 97.7 93 349 9.11 355 76.0
36 245 6.68 535 531 94 22.2 493 57.7 64.0
37 19.4 115 568 475  Irregular s o 3.28 ero =
38 16.6 112 69.7 350 96 19.4 1.43 748 535
39 182 9.33 561 296 U et e =L gLo
99 281 2.07 56.4 405
40 222 714 59.6 451 Small B-sheet
108 349 3.73 47.5 875 Helix D
42 26.5 8.76 66.0 531 Large B-sheet 111 48.0 3.89 381 68.4
44 14.2 6.29 482 151 112 282 3.04 479 498
50 24.0 10.6 40.4 188 115 447 813 427 51.6
52 331 9.29 52.7 238
53 256 8.80 624 345 123 48.7 342 350 65.2 39 Helix
56 17.7 187 63.7 275 124 67.0 2.00 178 333
58 17.8 16.8 67.4 392 125 431 495 40.4 108
The time courses of change in proton occupancies were fitted to the sum of two exponentials of the form y=A e ™" +Be' ™" 4+ (where A and £
are the fractional amplitudes of the two phases and K, and K, are their rate constants; C is the apparent fractional amplitude of a third phase too slow
to be followed in our experiments). The last column gives the secondary structural context of each amide in the native state.

Abb. 3: Schiitzung der Amidprotonen wahrend der Riickfaltung von Lysozym

Die Daten der Kurven aus Abbildung 3 lassen sich mit einer bi-exponentiellen Kinetik
folgender Form fitten:

y=Ae ™ +Be™ +C

Der erste Term beschreibt die schnelle Phase, der zweite Term die langsame Phase der Kinetik

(bzgl. Term 3 s. Legende der Originalarbeit).
Die Tabelle in Abbildung 4 gibt nun an, welches Sekundarstrukturelement nach Abschluss der

jeweiligen Phase zu welchem Prozentanteil in der Proteinprobe korrekt ausgebildet vorliegt.

Stark vereinfacht lasst sich die Kernaussage dieser Tabelle folgendermafen darstellen:
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Abb.4: Vereinfachende Zusammenfassung der in Abbildung 4 dargestellten Ergebnisse

Nach Beendigung der schnellen Phase weisen 40 % der Proteine eine korrekt gefaltete -
Domane und 20 % der Proteine eine intakte B-Faltblatt-Doméne auf. Wiirde die Faltung hoch
kooperativ verlaufen, so missten die Prozentsdtze gleich sein (ganz davon abgesehen, dass
dann gerade einmal 40 % aller Proteine eine hoch kooperative Faltung aufwiesen).

Vielmehr vollzieht sich in 60 % der Proteine die Ausbildung der a-Doméne und in 80 % der
Proteine die Ausbildung der B-Faltblatt-Domane auf andere Art und Weise. Das bedeutet, dass

parallele Faltungswege existieren.

Zusammenfassung der Ergebnisse:
Die Faltung von Lysozym erfolgt nicht kooperativ, d.h. es existieren partiell strukturierte
Intermediate.

Bei der Faltung werden parallele Faltungswege beschritten.

Literatur:

1. Miranker A. et al.: Demonstration by NMR of folding domains in lysozyme, Nature, Vol.
349, pp. 633-636, 1991

2. Radford, S.E. et al.: The folding of hen lysozyme involves partially structured intermediates
and multiple pathways, Nature, VVol. 358, pp. 302-307, 199
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KAPITEL 12 In vivo NMR

12. IN VIVO NMR-SPEKTROSKOPIE

Einleitung

Bereits seit der Mitte des 19. Jahrhunderts ist bekannt, dass in lebenden Zellen spezifische
chemische Reaktionen stattfinden. Seit dieser Zeit versucht man zu verstehen, wie die
Vielzahl einzelner Metabolite, die man mittlerweile aus Zellen isoliert hat, in das komplexe
Reaktionsnetzwerk eingebunden sind, bzw. wie diejenigen chemischen Umwandlungen
ermoglicht werden, zu denen Zellen féhig sind. Da es sich bei den Untersuchungen zur
Aufklarung der Stoffwechselwege bisher um in vitro Experimente handelte, blieb stets die
Frage, ob das was im Reagenzglas zu beobachten war auch tatsachlich so in der lebenden
Zelle ablauft. Die Frage nach der Ubereinstimmung von experimentell erhaltenen Daten mit
der Realitat ist noch um ein vielfaches schwieriger zu beantworten, wenn es sich um die
Strukturbestimmung von Makromolekiilen handelt. So werden beispielsweise bei den Kristal-
lisationsanséatzen fur die Rontgenbeugung die Pufferzusammensetzungen aus bekannten
Grinden nicht auf physiologische Bedingungen hin optimiert, sondern auf das Wachstum
geeigneter Kristalle.

Von allen zur Zeit verfiigbaren Methoden, die in der Lage sind auch hochauflésende Struktu-
ren von biologischen Makromolekiilen zu liefern, ist die NMR-Spektroskopie die einzige, die
diese Informationen unter (quasi-)physiologischen Bedingungen liefern kann. Bei der bisher
durchgefiihrten, klassischen (in vitro-) NMR-Spektroskopie kommen jedoch ebenfalls iso-
lierte, aufgereinigte Proteine bzw. Metabolite in einem Puffer zum Einsatz, der in erster Linie
den experimentellen Erfordernissen angepasst ist. Gerade bei Proteinen kdnnen diese Abwei-
chungen von der natirlichen Umgebung die Struktur und Dynamik erheblich beeinflussen.
Des weiteren werden hierdurch mdgliche Konformationséanderungen durch Wechselwirkung
mit anderen zellularen Makromolekilen sowie posttranslationale Modifikationen nicht
berticksichtigt.

In den letzten zwanzig Jahren wurden Techniken entwickelt, die es nun erlauben, lebende
Systeme - von der Bakteriensuspension bis zum Menschen - zu untersuchen. Hierdurch
erschlieBen sich sowohl der Forschung als auch der klinischen Medizin vollig neue
Anwendungsgebiete in Form der in vivo NMR (auch als in-cell NMR bezeichnet) und des
magnetic resonance imaging (MRI). Wahrend sich MRI mit makroskopischen Objekten und
Ereignissen wie etwa der Morphologie von Organen und deren Durchblutung befasst, liefert
die in vivo NMR Informationen ber das Verhalten von Molekilen in lebenden Organismen

und Zellen.
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Anwendungsmaoglichkeiten der in vivo NMR

Wahrend man sich bei der klassischen NMR-Spektroskopie den physiologischen Bedingun-
gen bestenfalls annéhern kann und dadurch die bereits angesprochenen Auswirkungen auf

Struktur und Dynamik akzeptieren muss, erforscht die in vivo ,*
MNR die Proteine direkt in ihrer physiologischen %@i - '....
Umgebung, d.h. in der lebenden Zelle. Das grofle O .: .
Potential der in vivo MNR liegt hierbei nicht in der

de novo Bestimmung von Strukturen, sondern 1

vielmehr in der Beobachtung von Struktur-
anderungen biologischer Makromolekile und
deren Interaktion mit anderen zelluldren

¥

Bestandteilen. Die exakte chemische Verschie-

-

bung eines Kerns ist eine sehr empfindliche . . .
[ (] [

Funktion seiner magnetischen Umgebung. , . ! .: '
] LX) (Y

Veranderungen dieser Umgebung, etwa durch ‘e 'e .

i ifi H i_  Abb.1: Anwendungsmdéglichkeiten der in vivo MNR.
posttranslatlonale MOdIflkatlonen’ Konformati Posttranslationale Modifikationen (links), Konformations-

" . I .. anderungen (mitte) und Bindungsereignisse (rechts) kénnen
Onsanderungen oder Blndungserelgmsse fihren relativ. zum unverdnderten Protein (oben) verfolgt werden

dementsprechend zu einer Anderung der chemischen Verschiebung (siehe Abb. 1). Die
Anwendung der NMR-Spektroskopie auf lebende Zellen wird durch einige grundlegende
Probleme erschwert, die im folgenden Abschnitt angesprochen werden.

Praktische Aspekte der in vivo NMR

Um ein bestimmtes Protein in einer lebenden Zelle beobachten zu kdnnen, missen zwei
Hauptprobleme geldst werden: @ Zum einen muss man eine Methode finden, um die Signale
der interessierenden Proteinspezies von denen aller anderer Proteine, Nukleinsauren und
ubriger Zellbestandteile zu unterscheiden. @ Zum anderen muss sich das Protein frei in der
Zelle bewegen konnen und seine Rotations-Korrelationszeit muss sich in einem Bereich
bewegen, der die Aufnahme hinreichend scharfer Spektren erlaubt.

® Die selektive Beobachtung eines Proteins in lebenden Zellen: Wahrend das zu
untersuchende Protein bei der klassischen in vitro NMR in einen homogenen, wéssrigen
Puffer vorliegt, befinden sich die Proteine in lebenden Zelle in einer duRerst inhomogenen
Umgebung, die eine sehr groRBe Anzahl anderer Proteine sowie Lipide und Nukleinsduren
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enthalt. Wie in Abb. 2A zu erkennen, ist das eindimensionale *H-Spektrum einer Suspension
aus lebenden E. coli-Zellen extrem (berlagert. Die ldentifizierung von Resonanzsignalen
eines spezifischen Makromolekdls unter denen aller tbriger Zellbestandteile beruht auf zwei
Aspekten: Da die meisten Proteine nur in sehr geringen Konzentrationen in der Zelle vor-
kommen und daher unter der Nachweisgrenze liegen, ist eine entsprechende Uberexpression
erforderlich. Zum anderen muss eine selektiven Markierung des zu beobachtenden Makro-
molekdils mit NMR-aktiven Isotopen geringer natirlicher Haufigkeit erfolgen, um die Signale
dieser Isotope unter allen tbrigen Signalen identifizieren zu kdnnen. Als nichtradioaktive
Isotope eignen sich hierfiir insbesondere >N und **C, wobei die natiirliche Haufigkeit 0,2%
bzw. 1,1% betragt. Bei der Untersuchung von Stoffwechselvorgangen spielt der *'P-Kern mit
einer natdrlichen H&aufigkeit von 100% eine entscheidende Rolle, da Phosphorylierungen bzw.
Dephosphorylierungen an den meisten energieubertragenden Prozessen beteiligt sind. Abb.
2B zeigt ein °N-gefiltertes eindimensionales Spektrum der selben Probe wie in 2A. Die
Signaldichte ist drastisch reduziert und das deutliche Signal bei 4,5 ppm kann dem Uberexpre-

mierten, **N-markiertem Protein (NmerA, siehe Anwendungsbeispiele) zugeordnet werden.

A

T | |
10 5 o 'H/ ppm

Abb. 2: (A) ungefiltertes, eindimensionales *H Spektrum einer Suspension lebender
E. coli-Zellen. (B) 15N—gefiltertes eindimensionales Spektrum der selben Kultur, vier Stunden
nach Induktion der Uberexpression von NmerA in '*N-markiertem Minimalmedium.

Im Gegensatz zur in vitro NMR muss hier Proteinbiosynthese und Isotopenmarkierung des
Proteins gleichzeitig innerhalb der Zelle erfolgen. Urspriinglich befiirchtete man, dass sich ein
sehr hoher Hintergrund ausbildet, wenn man die Zellen in markiertem Medium wachsen l&sst,
da die markierten Aminosauren in alle neu synthetisierten Proteine eingebaut werden kénnten.
Es wurden daher eine Reihe von Experimenten durchgefuhrt, um die optimalen Anzucht- und
Expressionsbedingungen herauszufinden. Erstaunlicherweise zeigten diese Experimente, dass

der Hintergrund generell sehr niedrig ist und das verwendete Inkubationsprotokoll kaum

143



KAPITEL 12 In vivo NMR

einen Einfluss auf diesen hat. In Abb. 3 sind drei in vivo HSQC-(heteronuclear single-
guantum coherence)-Spektren wiedergegeben, bei denen die Zellkulturen jeweils nach
unterschiedlichen Protokollen vorbereitet wurden: Bei A wurden die Bakterien in °N
markiertem Minimalmedium bis zu einer optischen Dichte von 0,8 inkubiert. Durch Zugabe
von IPTG wurde anschlieRend im selben Medium die Uberexpression des Proteins NmerA
gestartet und nach 4 Stunden direkt das Spektrum aufgenommen. Bei B erfolgte zundchst
ebenfalls Wachstum bis OD=0,8 in N markiertem Minimalmedium. Dann wurden die
Bakterien jedoch durch Zentrifugation geerntet, in frischem **N markiertem Minimalmedium
resuspendiert und mit IPTG induziert (Spektrenaufnahme stets 4 h nach Induktion). Im letzten
Fall (C) erfolgte das Wachstum bis OD=0,8 in unmarkiertem LB-Medium, dann
Zentrifugation, resuspendieren in °N markiertem Minimalmedium und Induktion der

Uberexpression.
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Abb. 3: Auswirkung verschiedener Anzuchtprotokolle auf die Qualitat der resultierenden in
vivo HSQC-Spektren von NmerA. (A) Wachstum, Induktion und Uberexpression im selben
N markiertem Minimalmedium. (B) Wachstum in **N markiertem Minimalmedium,
Uberfihrung in frisches N markiertes Minimalmedium, Induktion. (C) Wachstum in
unmarkiertem LB-Medium, Uberfihrung in **N markiertes Minimalmedium, Induktion.
Spektrenaufnahme jeweils 4 h nach Induktion.

Da alle drei Spektren ein sehr dhnliches AusmafR an Hintergrundsignalen zeigen, lasst sich
schliellen, dass ein Wechsel des Kulturmediums vor der Induktion einen vernachléssigbaren
Effekt auf den Hintergrund hat. Die Spektren unterschieden sich jedoch deutlich in der
Intensitat der eigentlichen Proteinsignale: Die beiden Spektren, bei denen vor der Induktion
ein Wechsel des Mediums erfolgte (B und C), zeigen eine vielfach héhere Intensitat der
Proteinsignale, die auf eine starkere Uberexpression zuriickgefiihrt werden kann.

Diese Ergebnisse zeigen, dass der entscheidende Faktor fiir die Qualitat der Spektren nicht
wie erwartet die Hintergrundsignale sind, sondern der Grad der erreichten Uberexpression.
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Diese starke Abhingigkeit der Spektrenqualitat von der Stirke der Uberexpression lasst sich
direkt zeigen, wenn man von der selben Bakterienkultur mehrere Spektren zu unterschied-

lichen Zeitpunkten nach Induktion der Uberexpression aufnimmt (siehe Abb. 4).
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Abb. 4 Rechts: Vergleich von in vivo HSQC-Spektren von NmerA, aufgenommen zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten nach der Induktion in N markiertem Minimalmedium. (A) 10 min
nach Induktion, (B) nach 30 min, (C) nach 1h und (D) nach 2 h. Die eindimensionalen
Querschnitte entlang der gestrichelten Linie zeigen den Anstieg der Signalintensitat besonders
deutlich. Links: Zugehorige Quantifizierung der NmerA-Konzentration mittels SDS-Gel. Die
Buchstaben entsprechen jenen der Spektren. Die Lage von NmerA wird durch den Pfeil markiert.

Bereits 30 min nach der Induktion sind schwache Proteinresonanzen in HSQC-Spektrum zu
erkennen und eine schwache Bande auf dem SDS-Gel wird sichtbar. Eine Stunde nach
Induktion sind sé&mtliche Proteinresonanzen sichtbar, nach 2 h hat sich deren Intensitét
deutlich erhéht. Anhand der eindimensionalen Schnitten entlang der gestrichelten Linie lasst
sich die Verbesserung des Signal-zu-Rauschen-Verhaltnisses mit zunehmender Uber-
expression besonders deutlich verfolgen.

@ Die Rotations-Korrelationszeit von Proteinen in Zellen: Die Korrelationszeit
beeinflusst ganz entscheidend die Sensitivitdt von NMR-Experimenten, da eine langsamere
Reorientierung der Molekiile zu einer Verbreiterung der Resonanzsignale fiihrt und diese im
Extremfall unkenntlich werden lasst. Die Rotationsgeschwindigkeit wiederum ist eine
Funktion der Viskositat des Mediums, in dem sich das Makromolekdil befindet. Daher ist die

intrazellulare Viskositdt selbst ein entscheidender Parameter fir die in vivo NMR.
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Entsprechende Messungen in verschiedenen Zelltypen (Bakterien, Hefen, Saugerzellen)
haben ergeben, dass sich die Werte fir die cytoplasmatische Viskositat jedoch nur zwischen
dem 1,2 und 2-fachen Wert von reinem Wasser bewegen. Aufgrund der linearen
Abhangigkeit zwischen Viskositat, Korrelationszeit und Molekulargewicht eines Proteins

fihrt eine Verdopplung der Viskositdt ,,nur“ zu einer Verdopplung des apparenten
Molekulargewichtes. Die Einflihrung neuer Techniken (insbesondere TROSY, transverse
relaxation optimized spectroscopy) hat in letzter Zeit zu einer erheblichen Erweiterung des
zugénglichen Molekulargewichtsbereichs gefiihrt. Die intrazellulare Viskositét stellt daher
praktisch keine (zusatzliche) Limitierung gegentiber der klassischen NMR dar.

Dies andert sich jedoch dramatisch, sobald Interaktionen zwischen dem zu untersuchenden
Makromolekil und anderen zelluldren Bestandteilen auftreten. Insbesondere durch Bindung
an groRe Zellkomponenten wie etwa die Membran oder DNA werden die Korrelationszeiten

derart vergroRert, dass keine Resonanzsignale mehr beobachtetet werden kénnen.

Anwendungsbeispiele

Wie in der Einleitung bereits angesprochen, ist es mit der in vivo NMR zuné&chst einmal

mdoglich, niedermolekulare Substanzen in lebenden Zellen zu detektieren bzw. deren

Metabolisierung zu analysieren (siehe Abb. 5).

INORGANIC ADENOSINE DIPHOSPHATE (ADP) ADENOSINE TRIPHOSPHATE (ATP)
PHOSPHATE .

) NH,

e N— ) i
[o] 5 10 15 20
CHANGE IN MAGNETIC FIELD STRENGTH (PARTS PER MILLION OF BASE VALUE)

Abb. 5: *P-Spektrum einer Tumorzellsuspension (Maus). Der Grossteil der auftretenden Signale
kann den oben dargestellten Molekillen des Energiestoffwechsels zugeordnet werden.
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Da sich in Bakteriensuspensionen die Né&hrstoffbedingungen besonders leicht kontrollieren
und variieren lassen, sind diese fur Untersuchungen des Metabolismus besonders geeignet.
So lasst sich z.B. der Ablauf der Glykolyse untersuchen, indem man zu einer ,,ausgehunger-
ten“ Bakteriensuspension Glucose zugibt und die Verdnderungen im NMR-Spektrum
beobachtet. Spektrum A in Abb. 6 stammt von einer E. coli-Suspension, deren Nahrmedium
keine Glucose enthélt. Es ist zu erkennen, dass die Energieladung der Zelle niedrig ist: der
Spiegel an anorganischem Phosphat (P;) ist hoch, der von ATP hingegen unter der Nachweis-
grenze. In dem binnen vier bis sechs Minuten nach Glucosezugabe aufgenommenen
Spektrum B zeigt sich hingegen das Bild einer normalisierten Energieladung: die drei zu
ATP gehdrenden Peaks (vergleiche Abb. 5) sind jetzt sehr deutlich. Des weiteren kann man
das Auftreten eines Glykolyseintermediates, das Fructose-1,6-Bisphosphat (FBP), direkt
verfolgen. Interessanterweise ist fir das anorganische Phosphat jetzt eine Aufspaltung des
Signals zu beobachten (intrazellulares und extrazelluléres P;). Diese Aufspaltung kommt
dadurch zustande, dass die Zellen die mittels Glykolyse gewonnene Energie u.a. zum Aufbau
eines Protonengradienten Uber die Membran verwenden. Hierdurch steigt der intrazellulare
pH-Wert Uber den der Umgebung und der Protonierungsgrad von intrazellularem und

extrazellularem P; unterscheiden

a
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Abb. 6: ¥P-Spektrum einer E. coli-Suspension. (A)
ohne Glucose im Medium. (B) 4-6 min nach
Glucosezugabe.
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Analog zur Glykolyse in der Bakteriensuspension lasst sich mittels in vivo NMR auch der
Stoffwechsel in intakten Organen untersuchen. So lassen sich z.B. Anderungen sowohl der
Konzentrationen verschiedener Metabolite als auch die des pH-Wertes in einem arbeitenden
Muskels analysieren. Hierbei ist zu erwarten, dass sich nach langerer Muskeltatigkeit
anaerobe Bedingungen ausbilden und die Regenerierung von ATP nur noch Uber die
Glykolyse und Phosphocreatin erfolgt, was zu einer Ansammlung von Milchséure und damit
zu einem Abfall des pH-Wertes fiihren sollte. In Abb. 7 sind **P-Spektren eines menschlichen
Unterarmmuskels wiedergegeben, die zu verschiedenen Zeiten vor, wahrend und nach

Belastung aufgenommen wurden. e

10 * 6 * —‘1 O T 2‘ C ppm

Abb. 7: *P-NMR-Spektren eines menschlichen Unterarmmuskels, aufgenommen zu verschie-
denen Zeitpunkten: (A) vor Beginn der Belastung, (B) nach 1 min Belastung, (C) nach 19 min
Belastung und (D) 5 min nach beendeter Belastung. Jeweilige Zuordnung der markierten Peaks: 1,
B-Phosphat des ATP; 2, a-Phosphat des ATP; 3, y-Phosphat des ATP; 4, Phosphocreatin (PCr); 5,
anorganisches Phosphat (P;); 6, Phosphomonoester. Der Peak des PCr wurde auf O ppm gesetzt.

In dem vor Beginn der Belastung aufgenommenen Spektrum (7A) l&sst ich eine hohe
Energieladung der Muskelzellen erkennen: die drei zu ATP gehdrenden Peaks sind sehr
deutlich zu erkennen, die P;-Konzentration ist niedrig. Ferner l&sst sich eine hohe
Konzentration an Phosphocreatin nachweisen. Mit Beginn der Belastung (7B) nimmt die PCr-
Konzentration rasch ab, da dieses nun fir die Regeneration des ATP verwendet wird.
Waihrend die ATP-Konzentration durch diese Regeneration selbst nach 19 min Belastung
(7C) nahezu unveréandert bleibt, steigt die Konzentration des P; in dieser Zeit deutlich an.
Bereits 5 min nach Beendigung der Belastung (7D) sind die Ausgangsverhéltnisse praktisch
wieder erreicht. Analog zum vorherigen Beispiel der Bakteriensuspension kann man auch hier

eine Verdnderung der Lage der Pi-Resonanz wahrend der Muskeltatigkeit feststellen. Die zu
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beobachtende Rechtsverschiebung zeigt eine Absenkung des pH-Wertes in den Muskelzellen
wahrend der Belastung an, verursacht durch die Ansammlung von Milchséure. Hat man durch
Untersuchung einer Vielzahl gesunder Probanden einen Normalbereich flur diese pH-
Absenkung im arbeitenden Muskel definiert, so kann man derartige Untersuchungen auch zur
nichtinvasiven Diagnose von Stérungen des Energiestoffwechsels einsetzen. Bei der in Abb. 8
wiedergegebenen Untersuchung konnte bei einem Patienten auf diese Weise das sog.
McArdele’s Syndrom diagnostiziert werden. Dieser Erkrankung liegt ein genetischer Defekt
zu Grunde, der zu einer nichtfunktionalen Glykogen-Phosphorylase fihrt. Aufgrund dieses
Defektes steht entsprechend wenig Glucose fiur die Glykolyse zur Verfligung und der
Energiemangel unter anaeroben Bedingungen fiihrt zu einer schnellen Erschépfung der
Patienten Dbei korperlicher Belastung. Da sich Aufgrund der extrem eingeschrankten
Glykolyse keine Milchsdure anreichern kann, sollte die fir den gesunden Muskel typische

Azidifizierung ausbleiben.
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Abb. 8: Auswirkung von Belastung auf den intramuskuléren pH-Wert. Bei gesunden Personen
findet Aufgrund der Ansammlung von Milchsdure eine rasche Absenkung des pH-Wertes statt.
Bei Patienten, die am McArdele’s Syndrom leiden, verhindert der gestorte Ablauf der Glykolyse
diese Ansduerung.

Die experimentellen Daten bestatigen diese Annahmen: Bei gesunden Probanden kommt es
durch die Ansammlung von Milchsdure zu einer raschen Absenkung des intramuskularen pH-
Wertes von ~7,1 auf ~6,4. Leidet die Testperson hingegen am McArdele’s Syndrom, so ist
keine Ansduerung zu beobachten, der pH-Wert steigt zu Beginn der Belastung sogar tber den

Ausgangswert.
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Wie bereits angesprochen, dient die in vivo NMR bei der Anwendung auf Makromolekile

nicht zur Aufklarung neuer Strukturen, sondern vielmehr zu Detektion von Struktur-
anderungen, die z.B. durch posttranslationale Modifikationen, Konformationsédnderungen
oder aber Bindungsereignisse (verg. Abb. 1) hervorgerufen werden kénnen.

Das in Abb. 9A wiedergegebene in vivo [*°N, *H]-HSQC Spektrum von Calmodulin wurde
in einer Suspension lebender E. coli-Zellen aufgenommen. Um die Anzahl der Signale zu
verringern, wurden lediglich die Lysinreste des Calmodulins *°N- markiert. Abbildung 2B
zeigt das in vitro Spektrum der selben Probe nach Lyse der E. coli-Zellen.
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Abb. 9: [N, *H]-HSQC Spektren von Calmodulin, nur die Lysinreste sind **N-
markiert. (A) in vivo Spektrum einer Suspension lebender E. coli-Zellen. (B) in
vitro Spektrum der selben Probe nach Lyse der Zellen.

Wahrend einige Resonanzpositionen identisch sind, zeigen mehrere Peaks sehr unterschied-
liche chemische Verschiebungen unter den beiden Bedingungen. Des weiteren zeigt das in-
cell Spektrum mehr als die zu erwartenden acht Signale der acht Lysine im Calmodulin. Das
deutet darauf hin, dass in der lebenden E. coli-Zelle mehrere verschiedene Konformationen
des Calmodulins existieren. Aller Wahrscheinlichkeit nach beruhen die unterschiedlichen
Konformationen der in vivo- und in vitro-Proben auf unterschiedlichen Besetzungen der vier
Calcium-Bindungsstellen des Proteins. Wéhrend man in der in vitro-Probe aufgrund der
hohen Calciumkonzentration nach Zellaufschluss den vollbesetzten Zustand vorliegen hat,
sind bei den in vivo-Konformationen die Calcium-Bindungsstellen nur teilweise besetzt.
Diese Annahme stutzt sich auf die bekanntermaRen strikte Regulation der Calcium-
konzentration in lebenden Zellen.

Ein weiteres Beispiel fiir unterschiedliche Ergebnisse bei in vivo- und in vitro-Versuchen in
Bezug auf Struktur und Dynamik liefert das Protein NmerA. Bei NmerA handelt es sich um

die N-terminale, 7 kDa grolRe Doméne des Proteins MerA, das Bakterien zur Detoxifikation
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von Quecksilberverbindungen beféhigt. Die N-terminale Domane dient hierbei der Bindung
der Quecksilberionen mittels zweier Cysteine und transferiert diese zum C-terminal gelegenen
katalytischen Zentrum. In Abb. 10A ist ein Ausschnitt aus einem in vivo [N, *H]-HSQC
Spektrum von NmerA wiedergegeben. Abbildung 10B zeigt den selben Ausschnitt, jedoch in

vitro mit aufgereinigtem Protein aufgenommen.
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Abb. 10: Rechts: Struktur von NmerA. Links: Ausschnitt aus einem [*°N, *H]-HSQC Spektrum
von NmerA. (A) in-cell Spektrum. (B) in vitro Spektrum von aufgereinigtem Protein. Die in
der Metallbindungsschleife gelegenen Reste Cystein 11 und Alanin 15 sind jeweils markiert.

Wahrend die chemischen Verschiebungen der umgebenden Aminosduren praktisch
unverandert bleiben, ist bei den markierten Resten Cystein 11 und Alanin 15 eine signifikante
Anderung zu beobachten. Da diese Reste genau in der Metallbindungsschleife liegen, wird
davon ausgegangen, dass die unterschiedlichen chemischen Verschiebungen auf eine
biologisch relevante Veranderung der Dynamik hinweisen. Die Art und Auswirkung dieser
postulierten unterschiede in der Proteindynamik mussen jedoch noch durch weitere Experi-

mente aufgeklart werden.
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