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die Regioselektivitdt auswirkt. Die Erfahrung, dafl NaCH(CO,Me), vor dem
Substrat zugegeben werden sollte, wurde auch mit W(bpy)-Katalysatoren ge-
macht (Lit.[5b]).

[9] [W(CO);(CH,CN),] reagiert mit 2a (laut 'H- und *'P-NMR-Spektrum, in
[Dg]THF) zu einem Gemisch von 1¢, 1d und [(2a),W(CO),], dessen Zusam-
mensetzung vom Verhiltnis der Edukte abhéngt (Lit.[6]). 1d zeigt keine kataly-
tische Aktivitit.

[10] Die Substrate Sa—e wurden aus den entsprechenden aromatischen Aldehyden
hergestellt: 1) CH,=CHMgCl, THF, 25°C, 60-83%; 2) Ac,0, Et;N, DMAP,
CH,Cl,, 25°C, 86-96%: 3) [Pd(CH,CN),Cl,] (1 Mol-%), THF, 25°C, 68—
97%:; 4) MeOH, K,CO, (kat), 25°C, 47-81%; 5) (EtO),POCI, C,H;N,
DMAP, CH,Cl,, 25°C, 50-80%.

[11] P. von Matt, Dissertation, Universitit Basel, 1993.

{12] D. P. Tate, W. R. Knipple, J. M. Augl, fnorg. Chem. 1962, 1, 433,

Modifizierte Tripelresonanz-NMR-Experimente
mit erhohter Empfindlichkeit fiir schnell
austauschende Protonen**

Wolfgang Jahnke und Horst Kessler*

Die mehrdimensionale NMR-Spektroskopie hat sich zur fith-
renden Methode entwickelt, um Molekiilstrukturen in Losung
hochaufgeldst zu bestimmen. Bei der Entwicklung neuer Pulsse-
quenzen mul} besonders auf eine hohe Empfindlichkeit der
NMR-Experimente geachtet werden!!l. Die schwichsten Si-
gnale in einem NMR-Spektrum stammen hiufig von Amidpro-
tonen, die schnell mit Protonen des Losungsmittels Wasser aus-
tauschen, und oft sind bei der Untersuchung von Proteinen
gerade diese schwachen Signale der EngpaB bei der Si-
gnalzuordnung und der Strukturaufklirung. Die Signale sol-
cher schnell austauschender Amidprotonen kdnnen verstirkt
werden, wenn das Wassersignal wihrend der Pulssequenz nicht
gesiittigt wird!? 4. Wir beschreiben hier eine Modifizierung
von Tripelresonanzexperimenten, bei der dieses Prinzip mit ei-
ner Protonenentkopplung durch Composite-pulse-Sequenzen
kombiniert wird. Solche modifizierten Pulssequenzen verstir-
ken die sonst schwachen Signale schnell austauschender Amid-
protonen bis zu 50 %.

Biologische Makromolekiile wie Proteine oder Nucleinsiuren
werden meist in wiBriger Losung und unter semiphysiologi-
schen Bedingungen, d.h. bei etwa neutralem pH, untersucht.
Unter diesen Bedingungen tauschen Protonen der untersuchten
Substanz (z.B. ein Protein) und des Lésungsmittels Wasser aus.
Neben den Protonen ionisierbarer Gruppen in den Seitenketten
tauschen Amidprotonen des Proteinriickgrates mit den Wasser-
protonen aus, wobei die Austauschgeschwindigkeit von rezipro-
ken Millisekunden bis reziproken Monaten reicht. Der Proto-
nenaustausch war das Thema zahlreicher Studien!® ¢ und es ist
abzusehen, daf} dieses dynamische Phinomen zum besseren Ver-
stdndnis der Struktur und Dynamik von Proteinen und Nu-
cleinsduren beitragen kann. Protonenaustausch hat jedoch auch
seine schlechten Seiten. Sehr rasch austauschende Protonen,
z.B. von Hydroxygruppen der Proteinseitenketten und Amid-
protonen am N-Terminus eines Proteins, sind in der Regel im
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Spektrum unsichtbar, und auch die Signale anderer Amidproto-
nen konnen durch Vorsdttigung abgeschwicht werden.

Kiirzlich wurde darauf hingewiesen!®3), daB die Signale
schnell austauschender Amidprotonen nicht nur durch Vorsitti-
gung, sondern auch durch andere Methoden der Wassersignal-
Unterdriickung, wie Spin-lock-Pulse!”! oder gepulste Feldgra-
dienten!'®), abgeschwicht werden, sofern das Wassersignal vor
der Akquisition gesdttigt wird. Wasserprotonen haben eine
deutlich ldngere 7,-Relaxationszeit (4—5s) als Proteinproto-
nen. Da die Wartezeit zwischen zwei Scans auf Proteinprotonen-
Relaxationszeiten optimiert ist, kdnnen die Wasserprotonen
nicht anndhernd zum thermischen Gleichgewicht relaxieren und
verbleiben in einem semigeséttigten Zustand, in dem die Magne-
tisierung vor dem nédchsten Scan typischerweise weniger als
30% der Gleichgewichtsmagnetisierung betrigt.

Zur Lésung dieses Problems sind mehrere Methoden be-
schrieben worden, die eine Sittigung des Wassersignals umge-
hen, es aber dennoch unterdriicken. Diese Methoden verwenden
selektive Pulse auf die Wasserresonanz!?, einen verbesserten
Phasencyclus fiir die Protonenpulse'®* oder Strahlungsddmp-
fung als konstruktiven Baustein der Pulssequenz'*l. Alle Metho-
den fithren dazu, daB die Wassermagnetisierung vor oder kurz
nach der Akquisition entlang der z-Achse wieder nahe dem ther-
mischen Gleichgewicht ist. Selektive Pulse kénnen wegen ihres
Anregungsprofils unerwiinscht sein!®!, und keine der beiden an-
deren Methoden beschreibt die Méglichkeit, Protonen {iber eine
Composite-pulse-Sequenz zu entkoppeln, wenn der gewiinschte
Kohirenztransfer auf Kohlenstoff oder Stickstoff ist. Eine sol-
che Art der Entkopplung ist wegen des giinstigeren Relaxations-
verhaltens zu bevorzugen!* 9. Allerdings ist nicht sofort einsich-
tig, wie eine Composite-pulse-Sequenz angewendet werden
kann, wenn die Wassermagnetisierung vor der Akquisition in
einem definierten Zustand (d. h. auf der +z-Achse) enden soll:
Zum einen muB scheinbar die Entkopplungszeit ein ganzzahli-
ges Vielfaches eines Entkopplungscyclus sein. Dies ist aber nicht
praktikabel, wenn die Entkopplungszeit eine inkrementierte
Wartezeit, z.B. die ¢,-Zeit, enthélt. Zum anderen stéren B,-Feld-
gradienten die Entkopplung und kénnen nicht zur gleichen Zeit
angewendet werden.

Die von uns hier vorgeschlagene Pulssequenzmodifizierung
ermdglicht die Verwendung von Composite-pulse-Sequenzen
beliebiger Lange, wihrend die Empfindlichkeitssteigerung fiir
schnell austauschende Amidprotonen beibehalten wird, weil die
Wassermagnetisierung vor der Akquisition zuriick ins thermi-
sche Gleichgewicht gebracht wird. Die Modifizierung wird am
Beispiel des HNCA- und des HN(CO)CA-Experiments!!!- 12! in
Abbildung 1 erldutert, kann aber auch auf eine Vielfalt anderer
NMR-Experimente angewendet werden.

Die Pulssequenz des Constant-time(CT)-HNCA-Experi-
ments (Abb. 1a) beginnt mit einer Anregung der Amidproto-
nen, deren Magnetisierung im darauffolgenden INEPT-Schritt
auf '°N ubertragen wird. Wiihrend der Wartezeit, die zur Ent-
wicklung der Kopplung von *°N zu 13C* benotigt wird, refokus-
siert die Kopplung von **N zu 'H und ist nach 1/2 'J(N,H),
ungefihr 5.5 ms, vollstindig refokussiert. Nach dieser Zeit soll-
te die Protonenentkopplung starten. Die Entkopplungsphase ist
fiir die Proteinprotonen irrelevant, ist aber entscheidend, um die
Wassermagnetisierung in einem definierten Zustand zu halten.
Diese wurde durch den ersten 90°-Puls mit Phase x auf die — -
Achse gebracht und verbleibt dort, weil ihre Resonanz der Sen-
defrequenz entspricht und durch die sich anschlieBenden Proto-
nenpulse mit Phase y oder —y nicht beeinfluBt wird. Protonen-
entkopplung kann jetzt mit einer Entkopplungssequenz durch-
gefiihrt werden, die Pulse nur entlang einer Achse, nimlich der
y-Achse, anwendet. Die DIPSI-2-Sequenz!!?! beispielsweise
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Abb. 1. Modifizierte Pulssequenzen des a) CT-HNCA- und b) CT-HN(CO)CA-
Experiments. Die Stidrke des B,-Feldes war 8.3 kHz. Dicke und ditnne Batken sym-
bolisieren 90°- bzw. 180”-Pulse. Die Pulsphasen sind: a) ¢, = x, —x; ¢, = y, —y:
b3 = x: da = 4(x), 403), 4= x), 4~ ¥); b5 =16(x), 16(— X); ¢, = 2(x), 2~ X):
Empfinger = 2(x,—x,—x.x,~xxx,—X), 2(— x,X,%,—~x,X,—X, —xx). b) ¢, = x,
=X, =y, =¥, 3 =X ¢g=4(x), 4. 4(— X), H—)): ¢5 = 2(x), 2(— X);
¢s =y, —y; Empfénger = 2(x), 4(— x), 2(x). Alle anderen Pulse haben die Phase
x. Die gepulsten Feldgradienten sind sinusférmig und haben eine Dauer von 1.5 ms
inklusive einer Wartezeit von 500 ps. Ihre relative Stirkeist G, = — 39.6, G, = 39.6
und G4 = 4, wobei eine relative Stirke von 100 etwa 50 Gem ™! im Zentrum des
Gradienten entspricht. G, muB fiir ein optimales Rephasieren der Wassermagneti-
sierung sorgfiltig kalibriert werden. Die Wartezeiten sind: 4, = 2.25, 1 =5.5,
4, =11ms; 45 = 4, ~ 1,4o(*3CO), 4, =10ms; 43 = 4; — 1,40('>CO); 4, = 6 ms.

kann dazu erfolgreich verwendet werden. Nach einer Markie-
rung mit der '3C®-chemischen Verschiebung in ¢, unter Ent-
kopplung von !*N und '3CO, einem 180°-CO-Puls zur Kom-
pensation der Bloch-Siegert-Verschiebung und CT-!*N-Mar-
kierung in ¢, wird die Kohdrenz zuriick zu den Amidprotonen
transferiert und dort refokussiert und detektiert. Die Gradien-
ten G, und G, dienen zur Selektion des gewiinschten Kohdrenz-
weges.

Die Wassermagnetisierung wird durch die DIPSI-Entkopp-
lung auf der —y-Achse festgehalten und vom Gradienten G,
dephasiert. Das Dephasieren der Wassermagnetisierung kann
nicht vermieden werden, indem G, auf zwei gleich grofie Teile
mit unterschiedlichem Vorzeichen zu beiden Seiten des !°N-
180°-Pulses aufgeteilt wird, weil einer der beiden Gradienten
wihrend der Entkopplungssequenz angewendet werden miiflte.
Statt dessen wird die Wassermagnetisierung mit einem Gradien-
ten G, zu einem Zeitpunkt rephasiert, zu dem die Proteinmagne-
tisierung in einem I,S,-Zustand vorliegt, die Wassermagnetisie-
rung sich aber in der transverbalen Ebene befindet. Nach dem
rephasierenden Gradienten G, ist sie entlang der — y-Achse
orientiert. Durch den 90°-Protonenpuls mit Phase ¢5 = x wird
sie zur —z-Achse und sofort darauf durch den 180°-Protonen-
puls zuriick zur + z-Achse gebracht. Ein eindimensionales Ex-
periment zeigt, dall die longitudinale Wassermagnetisierung
nach der Sequenz wieder bis zu 80 % der Gleichgewichtsmagne-
tisierung entspricht. Austauschende Amidprotonen erhalten al-
so beinahe die volle longitudinale Magnetisierung von Wasser;
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ihre Signale sind daher nicht a priori durch den Austauschpro-
zeB abgeschwicht. Der Teil der Wassermagnetisierung, der
durch nicht perfekte Pulse oder Strahlungsdimpfung nicht zu-
riick zur +z-Achse gebracht wird, wird durch den Gradienten
G, dephasiert, der damit eine exzellente Wassersignal-Unter-
driickung gewdhrleistet.

Die modifizierte Pulssequenz wurde an einer vollstindig ! *N-
und '3C-markierten 2 mM Probe der TTAM**-Domine von Man-
nose-Permease!**! bei 310 K und pH =7.5 getestet. Dieses Ho-
modimer enthdlt eine Reihe schnell austauschender Amidproto-
nen!®), fiir die ein betrichtlicher Intensititsgewinn zu erwarten
ist, wenn die Wassermagnetisierung vor der Akquisition zuriick
zur z-Achse gebracht wird. Abbildung 2 zeigt iiberlagerte Rei-
hen durch die ersten 2D-Ebenen von mit mehreren Versionen

O(°N)=128.7
o w“w«,/\,d_“,

Abb. 2. "H-Reihen aus den ersten 2D-Ebenen von CT-HNCA-Spektren bei einer
!*N-Resonanzfrequenz von 128.7 pm. Die Aminosiuren A 128 und E 135 unter-
scheiden sich geringfiigig in der 'N-Resonanzfrequenz. Alle Spektren wurden un-
ter denselben Bedingungen mit einem Bruker-AMX600-Spektrometer mit Tripelre-
sonanzausriistung und gepulsten Feldgradienten aufgenommen und mit denselben
Parametern prozessiert. Fiir jedes der 80 ¢,-Inkremente wurden 256 Scans durchge-
fihrt. Die Wartezeit zwischen ihnen inklusive der Akquisitionszeit betrug 1.1 s.

des HNCA-Experiments aufgenommenen Spektren: dem CT-
Experiment mit Protonenentkopplung durch 180°-Pulsef!!!
(Kurve a), dem CT-Experiment mit Protonenentkopplung
durch eine Composite-pulse-Sequenz und Sittigung des Wasser-
signals (¢g = y in Abb. 1a)!'! (Kurve b) und dem in Abbil-
dung 1a beschriebenen CT-Experiment mit Protonenentkopp-
lung durch eine Composite-pulse-Sequenz ohne Sittigung des
Wassersignals (Kurve ¢). Zusétzlich ist die gleiche Reihe aus
einem MEXICO-Spektrum!®! gezeigt, in dem nur schnell aus-
tauschende Amidprotonen Signale verursachen (Kurve d). Wie
fitr ein Protein dieser GroBe zu erwarten!'?), ist die Empfind-
lichkeit des Experiments gréfer, wenn eine Composite-pulse-Se-
quenz (Kurve b) anstatt eines 180°-Pulses (Kurve a) zur Proto-
nenentkopplung verwendet wird. Eine zusitzliche, betrichtliche
Empfindlichkeitssteigerung fiir schnell austauschende Amid-
protonen wird erreicht, wenn das Wassersignal vor Beginn der
Akquisition nicht gesittigt wird. Dies ist in Kurve ¢ fiir die
Aminosidure E 135 zu sehen, die ein schnell austauschendes
Amidproton enthélt (Kurve d): Dieses Signal ist ungefidhr 50 %
stirker, wenn die Wassermagnetisierung vor der Akquisition
zuriick zur +z-Achse gebracht wird. Die Aminosdure E 135
befindet sich nahe dem C-Terminus im flexiblen Endstiick des
Proteins und gibt deshalb auch ohne besondere MafBlnahmen
trotz des schnellen Austauschs ein starkes Signal. Es sollte aber
beachtet werden, daB schnell austauschende Amidprotonen in
der Regel wesentlich schwichere Signale liefern, so daf eine
Empfindlichkeitssteigerung gerade fiir diese Protonen von
duBerster Bedeutung ist.
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In Verbindung mit der Méoglichkeit, Composite-pulse-Se-
quenzen zur Protonenentkopplung zu verwenden, kann die
Technik, die Wassermagnetisierung vor der Akquisition zuriick
ins thermische Gleichgewicht zu bringen, ohne Kompromisse
auf eine Vielzahl von NMR-Experimenten angewendet werden.
Da sie hauptsédchlich auf die schwachen Signale wirkt, d. h. dort,
wo ein Empfindlichkeitsgewinn am dringendsten ist, ist zu er-
warten, daB3 durch sie die Zuordnung von NMR-Spektren deut-
lich erleichtert wird.
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