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Ultrahochaufgeloste '"H-MAS-Festkorper-NMR-
Spektren unter Verwendung von hohen Deute-
rierungsgraden™*

Veniamin Chevelkov, Kristina Rehbein, Anne Diehl und
Bernd Reif*

Die Strukturanalyse biologischer Festkorper durch hochauf-
geloste MAS-Festkorper-NMR-Spektroskopie hat sich in den
vergangenen Jahren rasant entwickelt und fiihrte zur voll-
standigen Strukturbestimmung mehrerer kleiner Peptide und
Proteine.' Die erfolgreiche Zuordnung der NMR-Reso-
nanzen und die Ermittlung struktureller Zwangsbedingungen
in vollstdndig isotopenangereicherten Peptiden und Protei-
nen (hauptsichlich *C und "N) ist jedoch immer noch durch
die Auflosung der Resonanzen und die Empfindlichkeit der
Experimente limitiert. Eine hohere Empfindlichkeit in der
Festkorper-NMR-Spektroskopie kann durch direkte Detek-
tion von Protonen erzielt werden. Hierbei macht man sich das
hohe gyromagnetische Verhiltnis y der Protonen zunutze, das
andererseits aber zu breiten Resonanzlinien fiihrt. Es wurden
mehrere experimentelle Ansétze vorgeschlagen, in denen die
Linienverbreiterung durch homonukleare Entkopplungsse-
quenzen unterdriickt wird. Solche Sequenzen, bei denen je-
weils stroboskopisch zwischen den Radiofrequenz(RF)-
Pulsen detektiert wird,>® ergeben skalierte 'H-Linienbreiten
von 140 bis 400 Hz. Der Ansatz erfordert aber eine grof3e
Empfiangerbandbreite, die wiederum zu einem stidrkeren
Rauschen fiihrt und letztlich das maximal erreichbare Signal-
Rausch-Verhiéltnis verkleinert. Weiterhin fiihrt die Anwen-
dung einer Mehrfachpulssequenz zu einer Skalierung der 'H-
chemischen Verschiebung. In jiingerer Zeit wurden Hochge-
schwindigkeits-MAS-Techniken entwickelt, die es ermogli-
chen, den Probenrotor mit einer Frequenz von 35-60 kHz zu
rotieren.”! Allerdings werden dipolare Wechselwirkungen
bei homogen verbreiterten Linien selbst bei diesen sehr
hohen MAS-Rotationsfrequenzen bei vollstindig protonier-
ten Proben nicht vollstindig ausgemittelt.

Ein anderer Ansatz zur Verschmilerung der 'H-Linien-
breiten ist die gezielte Verdiinnung des Protonenspinreser-
voirs!!®! durch Perdeuterierung der Probe und anschlie-
Bende Substitution der austauschenden Deuteronen mit
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Protonen. Selbst bei moderaten MAS-Rotationsfrequenzen
von 10 bis 20 kHz lassen sich damit 'H-Linienbreiten von
150-250 Hz bzw. 80-150 Hz erzielen (ohne bzw. mit 'H,'H-
homonuklearer Entkopplung). Diese Markierungsstrategie
ermoglicht zudem die Quantifizierung von Weitbereichs-H"-
HY-Entfernungen,>">' die Detektion von dynamischen
Wassermolekiilen in der Proteinstruktur!’®'”! und die Cha-
rakterisierung der Proteinseitenkettendynamik.!'s!"]

Wir zeigen hier, dass eine weitere Erhohung des Deute-
rierungsgrades durch Umkristallisation aus einem H,0O/D,0O-
Gemisch im Verhéltnis 10:90 deutlich schmalere Protonenli-
nienbreiten ermoglicht, ohne dass es zu Empfindlichkeits-
einbuBen kommt. Experimentell konnen 'H-Linienbreiten
von 17 bis 35 Hz bei moderaten Rotationsfrequenzen von 8
bis 24 kHz ohne Anwendung homonuklearer Entkopplungs-
sequenzen erzielt werden. Die Experimente wurden am
Beispiel einer “H,"’N-markierten, mikrokristallinen Probe der
SH3-Domine von a-Spectrin ausgefiihrt. Die Korrelations-
spektren sind unseres Wissens die am hochsten aufgelosten
"H-NMR-Spektren, die bislang von einer Festkorperprobe
erhalten wurden.
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Abbildung 1 zeigt die 2D-'H,"N-Korrelationsspektren
der Referenzprobe (Abbildung 1B,D) und der HN-verdiinn-
ten Probe (Abbildung 1 A,C). Die 'H- und “N-detektieren-
den Experimente (Abbildung1A bei 400 MHz, Abbil-
dung 1 C bei 600 MHz) wurden mit der in Abbildung 4 A bzw.
B gezeigten NMR-Pulssequenz ausgefiihrt (siehe Experi-
mentelles). Die MAS-Rotationsfrequenzen wurden fiir die
'"H-Experimente auf 13 kHz und fiir die ’N-Experimente auf
10 kHz gesetzt. Es wurde gezeigt, dass die 'H-Linienbreite in
der indirekten Dimension nicht stark von der MAS-Rotati-
onsfrequenz abhingt,[*?) solange eine induzierte Linienver-
breiterung durch Interferenz zwischen der MAS-Frequenz
und der Periodizitdt der Entkopplungssequenz vermieden
wird.” Die Auflésung in der Protonendimension ist bei der
HN-verdiinnten Probe eindeutig besser, und ein vollstindig
aufgelostes 'H,""N-Korrelationsspektrum kann bereits bei
400 MHz erhalten werden.

Abbildung 2 zeigt die 'H-Linienbreite als Funktion der
Rotorperiode fiir einige ausgewihlte Aminosdurereste. Die
Linienbreite verhilt sich indirekt proportional zur Rotati-
onsfrequenz, was mit fritheren Untersuchungen iiberein-
stimmt.”?"! Insbesondere fanden Rienstra und Mitarbeiter®”
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Abbildung 1. A,C) 'H-detektierende 2D-'H,"*N-Korrelationsspektren der H"-verdiinnten Probe (deuteriertes SH3, 10% 'H an austauschenden Posi-
tionen), aufgenommen bei 400 MHz (A) und 600 MHz (C) (64 Scans pro Inkrement, t,"*("*N) =26.4 ms, t,"('H) =100.0 ms, Experimentier-
zeit=3.8 h). B,D) °N-detektierende 2D-'H,"*N-Korrelationsspektren der Referenzprobe (deuteriertes SH3, 100% 'H an austauschenden Positio-
nen), aufgenommen bei 400 MHz (B) und 600 MHz (D) (8 Scans pro Inkrement, t,"*('"H) =17.2 ms, t,"*("*N) =37.0 ms, Experimentier-
zeit=0.6 h). Die Aufnahme einer gréRReren Zahl von Punkten in der indirekten 'H-Dimension bringt keine bessere Auflésung in dieser Dimension
mit sich. Alle Spektren wurden durch Faltung mit einer Exponentialfunktion (5 Hz) in beiden Dimensionen apodisiert.
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Abbildung 2. Abhingigkeit der 'H-Linienbreite von der inversen MAS-
Rotationsfrequenz fiir einige ausgewdhlte Aminosiurereste der perdeu-
terierten, HV-verdiinnten SH3-Domine.

bei der Untersuchung von protoniertem Alanin in einer
deuterierten Alanin-Matrix, dass die Steigung der von der
MAS-Frequenz abhingigen 'H-Linienbreite nur von der
mittleren Protonenkonzentration in der Probe abhéngig ist
und je nach Deuterierungsgrad zwischen 6728 und
970 Hzms™' variiert. Wir beobachten fiir GSTH" und A56HY
eine Steigung von 80.8 bzw. 144 Hzms™". In Spinsystemen, in
denen der Hamilton-Wechselwirkungsoperator nach Maricq
und Waugh™ rein inhomogen ist, sollte die 'H-Linienbreite
nicht von der MAS-Rotationsfrequenz abhéngen, solange o,
dhnlich oder groBer als die entsprechende Wechselwirkung
ist. Steigungen ungleich null deuten demnach darauf hin, dass
'H,'H-dipolare Kopplungen trotz des hohen Deuterierungs-
grades nicht vollstdndig unterdriickt sind.

Die Ausgleichsgeraden in Abbildung 2 schneiden die y-
Achse oberhalb des Ursprungs, was darauf hindeutet, dass
selbst bei unendlicher Rotationsfrequenz eine Restlinien-
breite verbleibt. Mogliche Ursachen fiir dieses Verhalten sind
in der inhdrenten transversalen Relaxationszeit 75, der He-
terogenitét der Probe oder der Inhomogenitit des statischen
magnetischen Feldes (ca. 7 Hz, entsprechend der Linienbreite
einer Wasserprobe, die zum Shimmen des Probenkopfes
verwendet wurde) zu suchen. Die erzielbare Auflosung macht
fir die Zukunft eine wesentliche Verbesserung der Hard-
ware-Stabilitdt, insbesondere des Lock-Systems, erforderlich.
Wir fiihren die Tatsache, dass unterschiedliche Aminosiure-
reste unterschiedliche 'H-Linienbreiten, y-Achsenabschnitte
und Steigungen haben, auf Unterschiede in der Protonen-
dichte und der lokalen Riickgratdynamik des Proteins
zuriick 4%

Die 'H-Linienbreite fiir die HY-verdiinnte Probe liegt im
Bereich von 17 bis 35 Hz, wihrend die effektive Linienbreite
der Referenzprobe unter phasenmodulierten Lee-Goldburg-
Bedingungen (PMLG) etwa 80 bis 150 Hz betrdgt (unter
Beriicksichtigung der Skalierung der 'H-chemischen Ver-
schiebung bei PMLG). Die Auflosung in der Protonendi-
mension ist damit um einen Faktor 4 bis 5 verbessert. Die °N-
Linienbreite liegt bei beiden Experimenten zwischen 20 und
30 Hz und ist durch die verwendete Akquisitionszeit limitiert.
Beim “N-detektierenden Experiment wurde eine Zweipuls-
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phasenmodulations(TPPM)-Entkopplung wéhrend 30-37 ms
in jedem Scan angewendet. Die RF-Einstrahlung fiihrt zu
einer signifikanten Erwdrmung und somit zu einer kiirzeren
effektiven Lebenszeit der Probe, selbst bei aktiver Kiihlung
und langen Repetitionszeiten.? Die hier vorgestellten 'H-
detektierenden NMR-Experimente mit HY-verdiinnten
Proben benotigen weder homo- noch heteronukleare Ent-
kopplungssequenzen und umgehen somit das Erwdrmungs-
problem. Zudem werden Falschkalibrierungen vermieden
und die notigen Implementierungszeiten minimiert. Dariiber
hinaus wird die 'H-chemische Verschiebung nicht skaliert,
was sich bei Experimenten mit homonuklearer Entkopplung
oft als problematisch erweist.

Abbildung 3 zeigt die experimentellen Daten fiir 'H-7)-
Messungen. Typische 'H-T}-Zeiten der Referenzproben und
der HN-verdiinnten Proben liegen bei 0.98 s bzw. 1.76 s. Die

1.0
0.5+

0.0+

-0.54

relative Intensitat

-1.04

0 2 4 6 8
longitudinale Relaxationszeit [s]

Abbildung 3. Experimentelle Daten eines 'H-T,-Experiments: 'H"-Reso-
nanzen der H"-verdiinnten Probe (m; 'H-T; =1.76 s) und der Referenz-
probe (®; 'H-T;=0.98 s).

'H-T,-Zeiten der H-verdiinnten Probe sind iiberraschend
kurz und ermoglichen eine Wiederholrate des Experiments
von 2.2s. Im Fall der Referenzprobe wurde eine Repititi-
onszeit von 2.3 s gewéhlt, um die Dissipation der induzierten
Wirme sicherzustellen und einem Abbau der Probe vorzu-
beugen. Die 'H-Linienbreite der HY-verdiinnten Probe ist um
einen Faktor 4 bis 5 geringer. Diese Verbesserung wird durch
eine Verringerung der Boltzmann-Magnetisierung um einen
Faktor 10 erkauft, bei gleichzeitig verlangerter longitudinaler
'H-T,-Relaxationszeit. Diese Nachteile werden kompensiert
durch die Verwendung von Protonen zur Detektion, was
einen Empfindlichkeitsgewinn um den Faktor 5 bis 9 mit sich
bringt.”!! Die experimentellen Signal-Rausch-Verhéltnisse
fiir die ’N- und '"H-detektierenden Varianten betragen 10.4:1
bzw. 25.3:1 (entsprechend einer Spur durch das Korrelati-
onssignal G51 entlang der 'H-Dimension, wie in Abbil-
dung 1C und D dargestellt). Unter Beriicksichtigung der
unterschiedlichen Probenmengen und Experimentierzeiten
ist das normalisierte Signal-Rausch-Verhiltnis der HN-ver-
diinnten Probe um lediglich einen Faktor 1.2 geringer als das
der Referenzprobe. Die Experimente belegen damit, dass ein
hoher Deuterierungsgrad zu ultrahochaufgeldsten Protonen-
spektren im Festkorper fithren kann, die bislang in dieser
Qualitét trotz zahlreicher Verbesserungsvorschldge fiir ho-
monukleare Entkopplungssequenzen nicht erzielt werden
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konnten. Wir erwarten, dass die vorgeschlagene Methode die
Resonanzzuordnung im Festkorper vereinfachen wird, da
hiermit ein weiterer Kern mit hoher Dispersion im Protein-
riickgrat zur Verfiigung steht.

Experimentelles

Die 2D-NMR-Pulssequenzen mit 'H-Detektion sind in Abbil-
dung 4 A dargestellt. Die im Spektrum dominierende Wasser-Reso-
nanz wurde durch ein modifiziertes Constant-Time(CT)-Experiment
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Abbildung 4. Verwendete NMR-Pulssequenzen fiir A) 'H-detektierende
und B) N-detektierende 'H,"’N-Korrelationsexperimente.

nach Zilm und Mitarbeitern™ wirksam unterdriickt. Nach Magneti-
sierungstransfer von 'H zu N wird die Polarisation entlang der z-
Achse fiir eine variable Zeit 7—,/2, die der *N-Evolutionsperiode t,
vor- bzw. nachgelagert ist, zwischengespeichert. Die variablen Zeiten
sind notwendig, um die skalare J-Kopplung in der indirekten Evolu-
tionsperiode zu entkoppeln und das Experiment zeitlich konstant
hinsichtlich der Wasser-Magnetisierung zu halten. Die feste Zeit t,,
(60120 ms), die der CT-Zeit folgt, wurde zur Unterdriickung der
Wasser-Resonanz optimiert. Nach dem Riicktransfer der Magneti-
sierung zu 'H wird das Signal mithilfe der Waltz-16-Sequenz (o, =
1.6 kHz) zur Entkopplung der heteronuklearen skalaren Kopplung
aufgenommen. ¥

Abbildung 4B zeigt die Pulssequenz, die zur Aufnahme der °N-
detektierenden 'H,"’N-Korrelationsspektren verwendet wurde. Zur
wirksamen Entkopplung der 'H-'H-dipolaren Wechselwirkungen
wurde die PMLG-9-Sequenz®” in der indirekten "H-Evolutionsperi-
ode implementiert (w, = 81 kHz). Ein 180°-Puls auf dem '’N-Kanal in
der Mitte von ¢, dient zur Refokussierung der heteronuklearen J-
Kopplung. Wéhrend der Akquisition werden Protonen mit TPPM
entkoppelt (w; =90 kHz).
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