
Freie Universität Berlin
Leibniz-Institut für Molekulare Pharmakologie (FMP), Berlin

Dynamische Kernpolarisation
in der Festkörper-

Magnetresonanzspektroskopie
von Proteinen

Kann die dynamische Kernpolarisation
zum strukturellen Verständnis von

Membranrezeptoren beitragen?

Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades des
Doktors der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

eingereicht im Fachbereich Biologie, Chemie, Pharmazie
der Freien Universität Berlin

vorgelegt von
Arne Helge Linden

aus Kiel

Berlin, Juli 2012





Diese Arbeit wurde von Mai 2008 bis Juli 2012 am Leibniz-Institut für Molekulare
Pharmakologie (FMP) unter Anleitung von Prof. Dr. Hartmut Oschkinat angefertigt.

1. Gutachter: Prof. Dr. Hartmut Oschkinat
Leibniz-Institut für Molekulare Pharmakologie (FMP), Berlin

2. Gutachter: Prof. Dr. Christian Freund
Institut für Chemie und Biochemie, Freie Universität Berlin

Disputation am 03. Mai 2013





Inhaltsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis V

Tabellenverzeichnis VII

Abkürzungen IX

1. Einführung 1
1.1. Strukturforschung an biologischen Systemen . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
1.2. Magnetresonanzspektroskopie (NMR) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1

1.2.1. Funktionsweise . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2
1.2.2. Relaxation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4
1.2.3. Chemische Verschiebung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5
1.2.4. Linienform und -verbreiterung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5

1.3. Festkörper-Magnetresonanzspektroskopie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
1.3.1. Drehung im „magischen Winkel“ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
1.3.2. Protonen-Entkopplung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
1.3.3. Kreuzpolarisation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
1.3.4. Protonen-getriebene Spin-Diffusion . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
1.3.5. Probenmarkierung und Strukturbiologie . . . . . . . . . . . . . . . 9

1.4. Dynamische Kernpolarisation (DNP) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10
1.4.1. DNP-Transfer-Mechanismen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11

„solid effect“ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
„cross effect“ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
„thermal mixing“ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
Ausbreitung der Polarisation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15

1.4.2. Instrumentierung für DNP-Messungen . . . . . . . . . . . . . . . . 15
1.4.3. Biradikale für die DNP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16

TEMPO . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
TOTAPOL . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17
Trityl und weitere Radikale . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18

I



Inhaltsverzeichnis

1.4.4. Andere Formen der DNP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18

1.5. Auswirkungen eines paramagnetischen Zentrums in der NMR . . . . . . . 20

1.5.1. Paramagnetische Relaxations-Verstärkung (PRE) . . . . . . . . . . 20

1.5.2. Paramagnetische Verschiebung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21

1.6. Proteindynamik bei kalten Temperaturen . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21

1.6.1. Dynamik von hydrierten Proteinen beim Einfrieren . . . . . . . . . 22

1.6.2. Temperatur-Zyklen und Schock-Frieren . . . . . . . . . . . . . . . . 25

1.7. Neurotoxin II an nikotinergen Acetylcholinrezeptoren . . . . . . . . . . . . 25

1.7.1. Acetylcholin und seine Rezeptoren . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25

Muskarinerge Acetylcholinrezeptoren . . . . . . . . . . . . . . . . . 26

Nikotinerge Acetylcholinrezeptoren . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26

Acetylcholin-bindende Proteine . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28

nAChR aus Torpedo californica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28

1.7.2. Neurotoxin aus Naja naja oxiana . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29

1.8. Fragestellung dieser Arbeit . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

2. Materialien und Methoden 35

2.1. Probenherstellung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35

2.1.1. SH3 für kryogene Untersuchungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35

2.1.2. Prolin für die Untersuchung der Radikal-Effekte . . . . . . . . . . . 36

2.1.3. Neurotoxin II an nikotinergen Acetylcholinrezeptoren . . . . . . . . 36

2.1.4. TOTAPOL . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37

2.1.5. Rotorfüllung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38

2.2. Spektrometrie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38

2.2.1. Spektrometer . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38

2.2.2. Mikrowelle . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39

2.2.3. Messung der Relaxationszeiten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40

2.2.4. Prozessierung der Daten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41

2.2.5. SH3 für kryogene Untersuchungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41

1D Experimente . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41

2D Experimente . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42

2.2.6. Prolin für die Untersuchung der Radikal-Effekte . . . . . . . . . . . 43

2.2.7. Neurotoxin II an nikotinergen Acetylcholinrezeptoren . . . . . . . . 43

1D Experimente . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43

2D Experimente . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43

II



Inhaltsverzeichnis

2.3. Strukturen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44
2.3.1. SH3 für kryogene Untersuchungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44
2.3.2. Neurotoxin II an nikotinergen Acetylcholinrezeptoren . . . . . . . . 44

3. Ergebnisse und Diskussion 45
3.1. Proteine in der Cryo-NMR am Beispiel SH3 . . . . . . . . . . . . . . . . . 45

3.1.1. Hintergrund & Fragestellung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45
3.1.2. Ergebnisse & Diskussion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46

1D Spektren . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
2D Spektren . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
„Auslöschen“ eines schmalen Frequenzbereiches . . . . . . . . . . . 52
Effekte der Deuterierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53
Strukturelle Aspekte . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54

3.2. Effekte des zugegebenen Biradikals . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59
3.2.1. Hintergrund & Fragestellung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59
3.2.2. Ergebnisse & Diskussion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59

1D Spektren mit unterschiedlichen TOTAPOL Konzentrationen . . 59
Einzelne Effekte des TOTAPOLs . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60
Optimierung der Biradikal-Konzentration . . . . . . . . . . . . . . 66

3.3. Deuterierte Proben . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67
3.3.1. Hintergrund & Fragestellung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67
3.3.2. Ergebnisse & Diskussion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67

DNP-Verstärkungsfaktoren mit deuterierten Proteinen . . . . . . . 67
Verstärkungsfaktoren bei intermediärer Temperatur . . . . . . . . . 68
2D Spektren bei intermediärer Temperatur . . . . . . . . . . . . . 69

3.4. Neurotoxin II an nikotinergen Acetylcholinrezeptoren . . . . . . . . . . . . 73
3.4.1. Hintergrund & Fragestellung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 73
3.4.2. Ergebnisse & Diskussion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 74

Untersuchung der Signalverstärkung . . . . . . . . . . . . . . . . . 74
2D Spektren nach der Präparation . . . . . . . . . . . . . . . . . . 76
Equilibrierung der Proben bei 253 K . . . . . . . . . . . . . . . . . 78
Weitere Proben . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 82

4. Allgemeine Diskussion und Ausblick 85
4.1. Temperatur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 85
4.2. Radikale . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 91
4.3. Membranproteine . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 94

III



Inhaltsverzeichnis

Literatur 97

A. Zusammenfassung 117

B. Summary (english) 119

C. Publikationen 121

D. Anhang 123

E. Danksagung 127

F. Eidesstattliche Erklärung 129

IV



Abbildungsverzeichnis

1.1. Schema des SE-Mechanismus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
1.2. Schema des CE-Mechanismus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
1.3. Schema eines DNP-Spektrometers . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
1.4. Strukturformeln von TOTAPOL, TEMPO und Trityl . . . . . . . . . . . . 17
1.5. DNP-Profile und EPR-Spektren verschiedener Radikale . . . . . . . . . . . 19
1.6. Modell von NTII am nikotinergen ACh-Rezeptor . . . . . . . . . . . . . . 27
1.7. Kristallstruktur und Sequenz von NTII . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29

2.1. Rotor-Füller . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38
2.2. Photo des DNP-Spektrometers . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
2.3. Pulssequenz zum „Auslöschen“ eines schmalen Frequenzbereichs . . . . . . 42

3.1. 1D 13C Spektren von SH3 bei verschiedenen Temperaturen . . . . . . . . 46
3.2. 2D 13C-13C Spektren von SH3 bei verschiedenen Temperaturen . . . . . . 48
3.3. Detailansicht einzelner Signale von SH3 bei verschiedenen Temperaturen . 49
3.4. Detailansicht der Isoleucin Diagonal- und Kreuzsignale . . . . . . . . . . . 50
3.5. Detailansicht der aromatischen Region bei verschiedenen Temperaturen . . 51
3.6. 1D 13C Spektren mit „Auslöschen“ eines schmalen Frequenzbereiches . . . 52
3.7. 2D 13C-13C Spektrum von deuterierten SH3 bei 95 K . . . . . . . . . . . . 53
3.8. Struktur von SH3 mit einer Darstellung der Ergebnisse kryogener NMR . 54
3.9. 1D 13C Spektren von CN-markiertem Prolin mit verschiedenen Konzen-

trationen von TP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61
3.10. Effekte der TP-Konzentration auf verschiedene NMR-Messwerte bei Prolin

Proben . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62
3.11. Auswirkung der TP-Konzentration auf die Effizienz des CP-Transfers . . . 63
3.12. Berechnete paramagnetische Effekte und gemessene Signalintegrale . . . . 65
3.13. DNP-Verstärkungsfaktoren von SH3 bei Temperaturen zwischen 98 K und

198 K . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68
3.14. Vergleich von 2D 13C-13C Spektren bei 98 K und 178 K . . . . . . . . . . . 69

V



Abbildungsverzeichnis

3.15. 2D 13C-13C Spektren der Alanine von deuteriertem und protoniertem SH3
bei verschiedenen Temperaturen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 70

3.16. 1D 13C Spektren von NT II mit unterschiedliche TP-Konzentrationen . . . 74
3.17. Aufbau der DNP-Polarisation bei Protonen . . . . . . . . . . . . . . . . . 75
3.18. Aufbau der DNP-Polarisation bei Kohlenstoffen . . . . . . . . . . . . . . . 76
3.19. 2D 13C-13C DNP-Spektrum von uniform markiertem NT II an nAChR . . 77
3.20. Effekt der TP-Konzentration auf 2D 13C-13C DNP-Spektren von NT II . . 78
3.21. 2D 13C-13C DNP-Spektrum von [2-13C] Glycerol markiertem NT II . . . . 80
3.22. Simulierte NMR-Signale aus den Lösungs-NMR Daten und der Struktur

von NTII . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 81
3.23. Illustration der Hypothese zur Verbesserung der DNP-Auflösung . . . . . 82
3.24. 2D 13C-13C DNP-Spektren von [1,3-13C] Glycerol markiertem NTII nach

der Präparation und nach Equilibrierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 83
3.25. 2D 13C-13C Spektrum von NTII bei 100 K ohne Biradikal . . . . . . . . . 83

4.1. Theoretische Messzeiten für ein 2D Spektrum . . . . . . . . . . . . . . . . 91

VI



Tabellenverzeichnis

1.1. Häufige Atomkerne in der NMR-Spektroskopie . . . . . . . . . . . . . . . 3
1.2. Auswahl von Arbeiten zum Protein-Glasübergang . . . . . . . . . . . . . . 25

2.1. TOTAPOL-Konzentrationen der Prolin-Proben . . . . . . . . . . . . . . . 36
2.2. Verschieden Proben von NTII an nAChR und ihre TP Konzentrationen . 37
2.3. SH3 – die Parameter der 1D Spektren . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41
2.4. SH3 – die Parameter der 2D Spektren . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42

3.1. Wasser-Akzessibilität und Debye-Waller Faktoren von SH3 . . . . . . . . . 57
3.2. Abstand der Moleküle in idealer Lösung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60
3.3. Linienbreiten bei verschiedenen Temperaturen . . . . . . . . . . . . . . . . 71

4.1. Radikal-Konzentrationen anderer Arbeiten . . . . . . . . . . . . . . . . . . 92

D.1. Tabelle der einzelnen Signale von SH3 bei unterschiedlichen Temperaturen 123

VII





Abkürzungen

ACh Acetylcholin
AChR Acetylcholinrezeptor
B Trägergasstrom (bearing)
B0 Äußeres Magnetfeld
B1 Magnetfeld durch die Radiowellen
CE Kreuzeffekt (cross effect)
CP Kreuzpolarisation (cross polarization)
cT TOTAPOL-Konzentration
D Antriebsgasstrom (drive)
δ homogene Linienbreite im EPR-Spektrum
∆ inhomogene Linienbreite im EPR-Spektrum
d1 Zeit der Verzögerung zwischen einzelnen Experimenten
DNP Dynamische Kernpolarisation (dynamic nuclear polarization)
ε Faktor der DNP-Verstärkung (enhancement)
EPR Elektronenspinresonanz-Spektroskopie

(electron paramagnetic resonance)
γ gyromagnetisches Verhältnis
GB Wert des Gauß’schen Maximums bei der GM
GDH Lösungsmittel aus 60 % d8-Glycerol, 30 % D2O und 10 % H2O
GM Gauß-Lorentz Funktion
GPCR G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (G-protein coupled receptors)
J J-Kopplung, skalare Kopplung
κ Sensitivität
mAChR muskarinerger Acetylcholinrezeptor
MAS Drehung im „magischen Winkel“ (magic angle spinning)
nAChR nikotinerger Acetylcholinrezeptor
NMR Magnetresonanzspektroskopie (nuclear magnetic resonance)
NTII α-Neurotoxin II
PCS Pseudo-Kontakt-Verschiebungen (pseudocontact shifts)
PDB Datenbank für Proteine (protein data bank)

IX



Abkürzungen

PE paramagnetische Effekte (paramagnetic effects)
PDSD Protonen-getriebene Spin-Diffussion (proton driven spin diffusion)
RDC restliche dipolare Kopplung (residual dipolar coupling)
ppm ein Millionstel (10−6; parts per million)
PRE paramagnetische Relaxations-Verstärkung

(paramagnetic relaxation enhancement)
QS gemischte Sinus/Kosinus Quadratfunktion
RF Radiowellen (radio frequency)
RT Raumtemperatur
σ berechnete Intensität des Rauschens
SE Festkörper-Effekt (solid effect)
SH3 Src-homology 3 (Sarcoma-Homologie 3) Domäne der α-Kette

des Proteins Spektrin aus dem Hirn von Gallus gallus
SH3H vollständig protoniertes SH3
SH3 D50 deuteriertes SH3, das an den austauschbaren Positionen

zu 50 % protoniert ist
S/N Signal-zu-Rausch-Verhältnis (signal-to-noise-ratio)
SSB Parameter einer gemischten Sinus/Kosinus Quadratfunktion

(siehe Seite 41)
ssNMR Festkörper-Magnetresonanzspektroskopie (solid state NMR)
T1 Zeitkonstante der Spin-Gitter-Relaxation
T1ρ Zeitkonstante der Spin-Gitter-Relaxation im

rotierenden Koodinatensystem
T2 Zeitkonstante der Spin-Spin-Relaxation
tCP Kontaktzeit der Kreuzpolarisation
TDNP Zeitkonstante des Aufbaus der DNP-Polarisation
Tg Glasübergangstemperatur von Proteinen
TM thermische Mischung (thermal mixing)
tmix PDSD-Mischzeit
TEMPO (2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-yl)oxyl
TP TOTAPOL (1-(TEMPO-4-oxy)-3-(TEMPO-4-amino)-propan-2-ol)
VT Kühlgasstrom (variable temperature)
WA Wasser-Akzessibilität

X



1. Einführung

1.1. Strukturforschung an biologischen Systemen

Pharmazeutische Wirkstoffe beeinflussen physiologische Systeme. Diese Wechselwirkung
zwischen Pharmakon und Körper ist in den meisten Fällen strukturell, das heißt, ein
Pharmakon bindet, durch seinen chemischen Aufbau bedingt, an spezifische Strukturen
und löst so Effekte aus. Eine genaue Kenntnis des atomaren Aufbaus sowohl des Phar-
makons als auch des Ziels hilft, diese Wirkung im Detail zu verstehen. Außerdem können
für bekannte Zielstrukturen passende neue Wirkstoffe entwickelt werden.
Membranproteine nehmen einen besonderen Stellenwert in der modernen Pharmako-

logie ein, da sie für die Informationsübertragung von außen in die Zellen hinein und zwi-
schen den Zellen verantwortlich sind. Demzufolge sind sie eine der wichtigsten Zielstruk-
turen der Pharmakotherapie. Obwohl in den letzten Jahren große Fortschritte gemacht
wurden, stellt die Strukturaufklärung von Membranproteinen in nativer Umgebung im-
mer noch eine der großen Herausforderungen heutiger strukturbiologischer Forschung
dar.
In dieser Dissertation wird eine neue Methode – die dynamische Kernpolarisation (dy-

namic nuclear polarization, DNP) – analysiert und weiterentwickelt, um die Strukturauf-
klärung solcher Proteinsysteme zu verbessern.
Auf den folgenden Seiten werden die Grundzüge der Magnetresonanzspektroskopie

(nuclear magnetic resonance, NMR) und der DNP dargestellt. Besonderes Augenmerk
gilt dabei den jeweils nötigen Bedingungen und deren Einfluss auf die NMR-Spektren.
Anschließend wird das Modellsystem dieser Arbeit vorgestellt, nikotinerge Acetylcholin-
rezeptoren und deren Ligand Neurotoxin II.

1.2. Magnetresonanzspektroskopie (NMR)

Die dynamische Kernpolarisation ist eine Erweiterung der Magnetresonanzspektroskopie.
Die NMR selbst ist neben der Röntgenbeugung eine Standardmethode der Strukturauf-
klärung und lässt sich sowohl bei gelösten Proben (Lösungs-NMR) als auch bei festen
Körpern anwenden.
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1.2. Magnetresonanzspektroskopie (NMR)

Für die Lösungs-NMR ist die thermische Bewegung der gelösten Moleküle entschei-
dend. Ihre Anwendung bei Proteinen ist deshalb häufig durch die Größe der Moleküle
und ihre Einbindung in Komplexe limitiert. Zum Beispiel lassen sich in Membranen gebet-
tete Proteine schlecht mittels Lösungs-NMR untersuchen. Festkörper-NMR (solid state
NMR; ssNMR) hingegen ist nicht von der Größe des Analyten abhängig und deshalb die
Methode der Wahl für große Proteine und Proteinkomplexe [1].
Außerdem sind heutzutage DNP-Messungen mit mehreren Dimensionen und deutlichen

Signalverstärkungen nur bei kryogenen Temperaturen möglich, bei denen alle Proben
gefroren vorliegen (siehe Abschnitt 1.4 auf Seite 10). Aus diesen Gründen konzentrieren
sich die folgenden Betrachtungen auf die NMR an Festkörpern.

1.2.1. Funktionsweise

Die Hintergründe der Kernspinresonanz und ihrer Spektroskopie umfassen weite Bereiche
der Physik. Im Folgenden wird auf die für diese Dissertation wichtigen Aspekte einge-
gangen – für eine detailliertere Betrachtung sei auf die Standardliteratur verwiesen (z. B.
[1, 2]). Als aktuelles Beispiel für die Lösungs-NMR sei die Strukturbestimmung von Pro-
teorhodopsin genannt [3], die eindrucksvoll die Möglichkeiten dieser Technik zeigt.
Magnetresonanzspektroskopie misst die magnetischen Momente von Atomkernen. Nur

Atomkerne mit ungerader Ordnungs- und/oder Massenzahl haben ein magnetisches Mo-
ment (~µ, Gleichung (1.1)) und sind damit der NMR-Spektroskopie zugänglich.

~µ = g
q

2m
~S (1.1)

Dabei ist g der gyromagnetische Faktor (Landé-Faktor), q die Ladung undm die Masse
des Spins ~S. Das gyromagnetische Verhältnis (γ) des Spins ~S fasst die Terme vor dem
Spin zusammen und ist für jeden Kern charakteristisch:

~µ = γ~S (1.2)

Eine Übersicht der häufig in Proteinen vorkommenden Kerne mit ihren Spinquanten-
zahlen, gyromagnetischen Verhältnissen und ihrer natürlichen Häufigkeit findet sich in
Tabelle 1.1 auf der nächsten Seite.
Das magnetische Moment eines Kerns nimmt in einem Magnetfeld nur bestimmte Ori-

entierungen an (Zeeman-Aufspaltung). Deren Anzahl hängt von der Kernspinquantenzahl
I ab nach: 2I+1. Für einen Atomkern mit I=1⁄2 (Spin-1⁄2) gibt es also zwei Orientierungen
bzw. Energielevel. Dies sind die in der NMR bevorzugten Kerne, da sie den einfachsten
spektroskopischen Fall darstellen. Kerne mit I=1 oder mehr (quadrupolare Kerne) ha-
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1.2. Magnetresonanzspektroskopie (NMR)

Tabelle 1.1.: Auswahl von Atomkernen in der NMR-Spektroskopie mit ihren Spinquantenzah-
len, gyromagnetischen Verhältnissen (γ) und ihren natürlichen Häufigkeiten

Isotop Kernspinquantenzahl γ/2π natürliche Häufigkeit
(I) [MHz/T] [%]

1H 1⁄2 42,576 99,98
2H (D) 1 6,536 0,02
12C 0 nicht messbar 98,90
13C 1⁄2 10,705 1,10
14N 1 3,077 99,63
15N 1⁄2 −4,316 0,37
16O 0 nicht messbar 99,96
17O 5⁄2 −5,772 0,04
e− 1⁄2 28027,185

ben entsprechend drei oder mehr Energielevel, die durch eine Ungleichverteilung ihrer
Ladung im Raum entstehen. NMR-Spektren solcher Kerne sind durch die Interaktionen
dieser Level komplizierter zu interpretieren.

Im Fall der Spin-1⁄2 Kerne unterscheiden sich die beiden Energielevel um ∆E:

∆E = h̄γB0 = h̄ω0 (1.3)

Dabei ist B0 die Stärke des äußeren Magnetfeldes und ω0 die Larmorfrequenz des
Kerns (h̄ ist die Plancksche Konstante h geteilt durch 2π). Die Besetzung der beiden
Level in einem Magnetfeld ist ungleich – mehr Kerne sind im energieärmeren Zustand.
Dieser Populationsunterschied hängt im thermischen Gleichgewicht von der Boltzmann-
Verteilung ab und ist für den Fall der Spin-1⁄2 Kerne nach Brillouin gegeben als (siehe
z.B. [4]):

P = tanh
~µB0

kT
(1.4)

wobei T die Temperatur und k die Boltzmann-Konstante ist. Bei Raumtemperatur ist
die thermische Energie eines Spins (kT ) größer als seine magnetische Energie µB0, so dass
die messbare Kernspin-Polarisation P klein ist [5]. Je größer das äußere Magnetfeld B0

und das γ des untersuchten Kerns, desto besser ist er der NMR-Spektroskopie zugänglich.
Wird die Temperatur erniedrigt, erhöht sich entsprechend die Polarisation.

Als Beispiel: Bei Raumtemperatur ist in einem 800 MHz NMR-Magneten, d.h. Pro-
tonen haben in diesem Feld (20 T) eine Larmorfrequenz von 800 MHz, der Besetzungs-
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1.2. Magnetresonanzspektroskopie (NMR)

unterschied der beiden Level von Protonen 0,01 %. Damit ist nur jedes zehntausendste
Proton messbar.
In einem homogenen äußeren Magnetfeld präzedieren die magnetischen Momente von

Kernen um eine Achse parallel zum Feld. Die Geschwindigkeit dieser Drehung (in Hz) ist
die Larmorfrequenz und charakteristisch für den jeweiligen Kern.
Um ein Spektrum zu erhalten, wird mit einem Radiowellen-Puls (RF-Puls; B1-Feld)

ein oszillierendes Magnetfeld eingebracht. Dies Feld ist deutlich kleiner als B0 und recht-
winklig zu diesem. Wenn die Frequenz des magnetischen Anteils der elektromagnetischen
Welle gleich der Larmorfrequenz eines Kerns ist, summieren sich die Effekte des RF-
Pulses auf die Präzessionsbewegung und beeinflussen den Winkel zwischen magnetischem
Moment und der Präzessionsachse.
Bei einer bestimmten Pulslänge und -stärke wird dieser Winkel z.B. 90° und die Ma-

gnetisierung damit rechtwinklig zum B0 Feld (π/2-Puls). Durch die Präzessionsbewegung
oszilliert die Magnetisierung und kann in einer ebenfalls rechtwinklig zum B0-Feld po-
sitionierten Spule Strom induzieren. Dieser Strom ist das NMR-Signal und wird mittels
Fourier-Transformation von der Zeitabhängigkeit in eine Frequenzabhängigkeit umge-
rechnet. Es wird also die Larmorfrequenz des angeregten Kerns gemessen.

1.2.2. Relaxation

Nach dem RF-Puls relaxieren die Spins wieder in ihren Gleichgewichtszustand. Diese
Relaxation zum Equilibrium setzt sich aus verschiedenen Komponenten zusammen.
Die Spin-Gitter-Relaxation ist die Wiederherstellung der Boltzmann-Verteilung, also

des thermischen Gleichgewichts mit der Magnetisierung parallel zum B0-Feld. Ihre Zeit-
konstanten ist die T1-Zeit.
Die Spin-Spin-Relaxation ist die Abnahme der Kohärenz mit der Zeit und ihre Kon-

stante die T2-Zeit. Durch die Abnahme der Kohärenz wird die messbare, transversa-
le Magnetisierung mit der Zeit kleiner. Diese Abnahme ist zu unterscheiden von einer
reinen Dephasierung der Magnetisierung, die durch leicht unterschiedliche Präzessions-
Frequenzen der Kerne entsteht (zur Messung der Relaxation siehe Abschnitt 2.2.1 auf
Seite 38). Die T2-Zeit ist typischerweise deutlich kürzer als die T1-Zeit, so dass letzte-
re damit die Wartezeit bis zum nächsten möglichen Experiment aus dem thermischen
Equilibrium bestimmt.
Für diese Arbeit soll außerdem T1ρ herausgegriffen werden, die Spin-Gitter-Relaxation

im rotierenden Koordinatensystem. Die Magnetisierung kann über einen gewissen Zeit-
raum rechtwinklig zum B0-Feld gehalten werden, indem dauerhaft mit geeigneter Fre-
quenz ein RF-Puls eingebracht wird (spin-locking). Auch unter diesen Bedingungen rela-
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1.2. Magnetresonanzspektroskopie (NMR)

xiert die Polarisation zur Boltzmann-Verteilung, allerdings in einem effektiven B1-Feld,
das deutlich kleiner ist als das B0-Feld. Die entsprechende Relaxationszeit T1ρ ist also
ähnlich der T1-Zeit, wird aber mit „gefangener“ Magnetisierung gemessen, wie sie z.B.
bei einer Kreuzpolarisierung (Abschnitt 1.3.3 auf Seite 8) genutzt wird, und ist meistens
deutlich kürzer als T1.

1.2.3. Chemische Verschiebung

Die Elektronen um einen Kern verstärken oder schwächen die Wirkung des äußeren Ma-
gnetfeldes B0 auf den Kern. Da in einem Molekül die Elektronendichte um einen Kern
auch von den umgebenden Kernen abhängt, unterscheiden sich die Larmorfrequenzen der
Kerne leicht. Dieser Unterschied, angegeben in ppm zu einer Referenzsubstanz, wird als
chemische Verschiebung bezeichnet und ist die Grundlage der NMR-Spektroskopie.
Die Elektronen-Umgebung beeinflusst das auf einen Kern wirkende Magnetfeld außer-

dem je nach ihrer Orientierung zum äußeren Magnetfeld. Durch eine schnelle Veränderung
dieser Orientierung, wie sie z. B. bei kleinen Molekülen in Lösung durch die thermische
Bewegung gegeben ist, werden diese orientierungsabhängigen (anisotropen) Unterschiede
ausgemittelt. Auf der anderen Seite nimmt die Geschwindigkeit dieser Reorientierung mit
der Molekülgröße ab und schränkt deshalb die Lösungs-NMR bei großen oder viskosen
Systemen ein. Aus dieser Problematik entwickelte sich die Magnetresonanzspektroskopie
an Festkörpern.

1.2.4. Linienform und -verbreiterung

Fourier-transformierte NMR-Signale haben die Form einer Lorentz-Kurve. Die Amplitude
(A), und damit das Signal-zu-Rausch-Verhältnis (signal-to-noise, S/N), hängt von der
Linienbreite auf halber Höhe (LB) ab:

A =
1

π · LB
(1.5)

Die Linienbreite ist also ein entscheidender Faktor der Sensitivität.
Es werden grundsätzlich zwei Arten der Linienbreite unterschieden [6]: homogen und

inhomogen. Die T2-Zeit des jeweiligen Kerns bestimmt die mögliche Untergrenze der
Linienbreite, je länger das Signal kohärent ist, desto schmalere Signale lassen sich de-
tektieren. Dies ist die homogene Linienbreite, die meistens dem System inhärent ist und
eine grundsätzliche Limitierung der Auflösung einer Probe darstellt.
Inhomogen sind in der NMR Spektren, wenn im Zeitregime des Experiments gleichzei-

tig verschiedene Konformere vorliegen und parallel beobachtet werden. Die Signale dieser
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Konformere zeigen meist so ähnliche chemische Verschiebungen, dass sie nicht aufgelöst
werden können, obwohl sie einzeln betrachtet schmal sind. Eine inhomogene Linienver-
breiterung äußert sich darin, dass die diagonalen Signale in 2D Spektren schmal sind
und die T2-Zeit schmaler Linienbreiten der Kreuzsignale erwarten lässt als beobachtet
werden (für eine Beschreibung von Kreuzsignalen siehe Abschnitt 1.3.4 auf Seite 9) [7]. In
derartig verbreiterten Spektren können schmale Bereiche der verbreiterten Signale, z.B.
durch geeignete schmale Pulse, beeinflusst werden. Inhomogene Verbreiterung ist häufig
von der Probenherstellung abhängig.

1.3. Festkörper-Magnetresonanzspektroskopie

In festen Körpern ist die Bewegung der einzelnen Moleküle eingeschränkt, wie auch bei
sehr großen gelösten Molekülen. Demzufolge setzt sich der Hamiltonian für einen Kern-
spin H auch aus anisotropen (richtungsabhängigen) Effekten zusammen:

H = HZ + HRF + HCS + HD + HJ + HQ (1.6)

Dabei beschreibt HZ die Interaktion des Spins mit dem äußeren Magnetfeld B0 und
HRF mit dem oszillierenden Feld B1, dem RF-Pulse (siehe auch Abschnitt 1.2.1). HCS ist
der Hamiltonian der chemischen Verschiebung, und da die Elektronen nicht kugelförmig
um den Kern verteilt sind, ist ein Teil der chemischen Verschiebung anisotrop. HD ist
der Hamiltonian der dipolaren Kopplung. Er beschreibt die Kopplung der magnetischen
Momente einzelner Kerne durch den Raum und ist demzufolge auch anisotrop. Die Stärke
dieser Kopplung zwischen Spin I und Spin S hängt von der dipolare Kopplungskonstante
d ab:

d = h̄
µ0
4π

1

r3
γIγS (1.7)

Sie nimmt also stark mit dem Abstand (r) ab und kann demzufolge auch zur Struk-
turaufklärung genutzt werden. Als Beispiel beträgt sie bei Proton-Kohlenstoff-Bindungen
ca. 21 kHz und zwischen Protonen in einem Abstand von 1�A ca. 120 kHz.

HJ ist der Hamiltonian der J-Kopplung oder skalaren Kopplung. Er beschreibt die
indirekte Kopplung von Kernen über ihre Bindungs-Elektronen. Diese Kopplung ist rich-
tungsunabhängig (isotrop), aber wesentlich kleiner als die anderen Kopplungen. Auch
die Unterschiede der Larmorfrequenzen eines Kerns sind größer, weshalb man von einer
schwachen Kopplung spricht. Zwischen benachbarten Protonen liegt die J-Kopplung zwi-
schen 2− 20 Hz und zwischen Kohlenstoffen bei ca. 30 − 80 Hz. In der Lösungs-NMR
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1.3. Festkörper-Magnetresonanzspektroskopie

verursacht sie die typische Aufspaltung der Signale in Multiplets, die für die Analyse
der Spektren von großer Bedeutung ist. In der ssNMR, in der vor allem Kohlenstoff und
Stickstoff gemessen werden und Linien häufig breiter sind, spielt sie keine so große Rolle
und wird im Folgenden meist vernachlässigt. HQ beschreibt die quadrupolare Kopplung,
die nur bei Kernen mit quadrupolarem Moment auftritt. Sie entfällt für Spin-1⁄2 Kerne.
Die anisotropen Wechselwirkungen, namentlich HD, HQ und der anisotrope Teil von

HCS hängen unter anderem von 3 cos2 θ − 1 ab. Dabei ist θ der Winkel zwischen dem
Vektor der anisotropen Wechselwirkung und dem äußeren Magnetfeld. Der anisotrope
Teil der chemischen Verschiebung und die dipolare Kopplung haben den größten Ein-
fluss auf die NMR-Daten und führen in der statischen ssNMR zu deutlich verbreiterten
und sich überlappenden Signalen, die in ihrer Summe die sogenannten Pulver-Spektren
(„powder spectra“) ergeben.

1.3.1. Drehung im „magischen Winkel“

Weil solche Pulver-Spektren keine Interpretation einzelner Signale zulassen, vermindert
man meistens den Einfluss der anisotropen Wechselwirkungen. Dazu wird die Probe in ei-
nem Rotor um sich selbst entlang des „magischen Winkels“ gedreht (magic angle spinning,
MAS [8]). Dieser Winkel ist die Diagonale durch einen Würfel (54,74 °) im Bezug auf das
äußere Magnetfeld B0. Durch eine Drehung um dieser Achse ändern sich die Winkel (θ)
der anisotropen Wechselwirkungen zum äußeren Magnetfeld. Ist die Drehgeschwindigkeit
hoch genug, wird θ im Mittel gleich dem Winkel zwischen Drehachse und B0, unabhängig
von seinem ursprünglichen Wert in der statischen Probe. Da 3 cos2(54, 74◦) = 1 ist, wird
der richtungsabhängige Term der anisotropen Wechselwirkungen und damit die Stärke
der Wechselwirkungen 0. Vor allem heteronukleare dipolare Kopplungen und der aniso-
trope Teil der chemischen Verschiebung verlieren so ihren Einfluss auf die Spektren. Die
Effizienz dieser Methode hängt von der Drehgeschwindigkeit ab, so dass häufig Resteffekte
in Form von Seitenbanden bleiben – scharfen Linien im Abstand der Drehgeschwindigkeit
zur isotropen chemischen Verschiebung.

1.3.2. Protonen-Entkopplung

Um 13C ohne die starken Effekte seiner Kopplung zu Protonen zu messen, ist meist
zusätzlich zur MAS eine aktive Entkopplung nötig. Dafür wird während der Detektion
dauerhaft mit hoher Stärke auf die Protonenfrequenz eingestrahlt. Da die Protonen häufig
stark miteinander dipolar gekoppelt sind (Protonennetzwerke) werden dabei fast alle
Protonen entkoppelt. Eine solche aktive Entkopplung erwärmt häufig die Probe.
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Verschiedene Pulssequenzen für diese Protonen-Entkopplung wurden entwickelt, die
effektiver als eine kontinuierliche Anregung der Protonen sind. Zum Beispiel werden bei
der Zwei-Puls-Phasenmodulation (two pulse phase modulation, TPPM [9]) alternierende
Pulse von ca. 180° gegeben, deren Phasen zwischen +φ/2 und +φ/2 wechseln.

Bei sehr hohen Drehgeschwindigkeiten (≥ 50 kHz) gelingt es, sowohl die starken ho-
monuklearen dipolaren Kopplungen zwischen Protonen als auch die heteronuklearen di-
polaren Kopplungen zwischen Protonen und Kohlenstoffen auszumitteln. So lassen sich
auch Protonenspektren messen, wie sie sonst in der Lösungs-NMR erhalten werden [10].
Bei standardmäßig genutzten Drehgeschwindigkeiten (< 25 kHz), wie in dieser Arbeit
verwandt, verhindert die starke dipolare Kopplung der Protonen meist deren Detektion.

Um Protonenspektren zu erhalten, werden deshalb deuterierte Proben mit nur wenigen,
„verdünnten“ Protonen gemessen [11]. Es lassen sich auch Deuteronen messen, wobei die
dipolare Kopplung zwischen Deuteronen schwächer ist als zwischen Protonen und ein
MAS-Geschwindigkeit von ca. 5 kHz ausreicht, um sie zu unterdrücken. Die Detektion der
Deuteronen ist um ca. den Faktor 8,6 sensitiver als bei H, vor allem durch die schnellere
T1 Relaxation der D, bedingt durch ihre starke quadrupolare Kopplung [12]. Deuterierte
Proteine sind jedoch meistens schwieriger und teuerer in der Herstellung als vollständig
protonierte.

1.3.3. Kreuzpolarisation

Die Kreuzpolarisation (cross polarization, CP) kann die Signale von Kernen mit einem
niedrigen gyromagnetischen Verhältnis verstärken. Dazu wird die Polarisation von Pro-
tonen auf z.B. 13C übertragen.

Um diesen Effekt zu nutzen, wird die Polarisation der H und der 13C über einen län-
geren Zeitraum (bis zu 2 ms) mit jeweils geeigneten Pulsen rechtwinklig zum äußeren
Magnetfeld B0 fokussiert. Die Amplituden dieser Pulse bestimmen die Frequenz, mit der
sich das jeweiligen magnetische Moment im Bezug auf das äußere Magnetfeld dreht. Wenn
diese Frequenzen von H und 13C sich genau um die einfache oder doppelte Drehgeschwin-
digkeit des Rotors unterscheiden (Hartmann-Hahn-Bedingung [13]), ist eine Übertragung
der Magnetisierung zwischen den Kernen durch ihre dipolare heteronukleare Kopplung
möglich. Die deutlich größere Magnetisierung der Protonen (durch ihre größere Anzahl
und ihr größeres γ) mischt sich dabei mit der der Kohlenstoffe. Damit wird das nach
diesem Transfer gemessene Signal der 13C deutlich verstärkt.
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1.3.4. Protonen-getriebene Spin-Diffusion

Es gibt verschiedene Möglichkeiten, um die Polarisation zwischen gleichen Kernen, wie
z.B. 13C, zu übertragen und damit den Abstand zwischen ihnen zu untersuchen. Die
Protonen-getriebene Spin-Diffusion (proton driven spin diffusion, PDSD [7, 14]) ist eine
der Standard-Methoden dafür und wird häufig in 2D-Spektren genutzt. Zuerst wird dabei
mittels CP die Magnetisierung der 13C erhöht. Nach einer variablen Evolutionszeit für die
indirekte Dimension wird die H-13C Entkopplung abgeschaltet und die Magnetisierung
des Kohlenstoffs mit einem 90° Puls parallel zum Magnetfeld B0 gebracht. Nach einer
wählbaren Mischzeit (tmix), in der sich die Magnetisierung mit Hilfe des Protonennetz-
werks innerhalb der Kohlenstoffe mischt, wird zurück in die transversale Ebene gepulst
und die direkte Dimension aufgezeichnet. So entstehen 2D Spektren mit Kreuzsignalen,
die bei den beiden chemischen Verschiebungen zweier benachbarter 13C erscheinen. Dabei
entscheidet tmix über die überbrückte Distanz zwischen zwei Kernen durch den Raum.
Mit PDSD wurden z. B. die intermolekularen Interaktionen von humanen α-Synuclein
Amyloidfibrillen untersucht und damit die Orientierung der β-Faltblätter festgestellt [15].

1.3.5. Probenmarkierung und Strukturbiologie

Mit NMR lässt sich von den Kohlenstoffisotopen nur 13C messen (Abschnitt 1.2.1 auf Sei-
te 2), das natürlich zu 1,1 % vorkommt. Besonders für Korrelations-Experimente zwischen
Kohlenstoffen ist diese Konzentration meistens zu klein und Analyten werden deshalb mit
13C markiert. Dazu werden z. B. während der Proteinexpression in Minimalmedien die
Wirte mit 13C angereicherten Zuckern oder Aminosäuren versorgt. So lassen sich die
exprimierten Proteine uniform oder nur mit bestimmten Aminosäure-Arten markieren.
Andere Schemata markieren nur bestimmte Kohlenstoffe in ausgewählten Aminosäuren.
Beispielsweise resultiert eine Expression mit [1,3-13C] oder [2-13C] markiertem Glyce-
rol als Kohlenstoffquelle in komplexen Markierungsmustern und kann helfen die NMR-
Signale den Kernen zuzuordnen [16].

Mit Hilfe der bisher beschriebenen Methoden und weiteren NMR-Experimenten lassen
sich Spektren messen, aus denen strukturelle Daten gewonnen werden können. So wurden
mit ssNMR bisher verschiedene Proteinstrukturen aufgeklärt (SH3 [16, 17], Kaliotoxin
[18], Ubiquitin [19], GB1 [20, 21], Thioredoxin [22], BPTI [23]), unter anderem auch fibril-
läre (Amyloid Beta [24], Het-S [25], α-Synuclein [26]), oligomere (Crh [27], α-B Crystal-
lin [28, 29], „Nadel“ des Typ-III-Sekretionssystems [30]) und transmembranäre Systeme
(LH2 [31]). Neue Untersuchungen an ganzen Zellen und Zellwänden von E. coli zeigen die
Möglichkeit, Membranproteine auch in ihrer natürliche Umgebung zu untersuchen [32].
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Dennoch gehört die ssNMR noch nicht zum Standardrepertoire der Strukturaufklärung.
Vor allem ihre relativ geringe Sensitivität limitiert ihre Anwendung. Diese Problematik
wird dadurch verstärkt, dass die Probenvolumina klein und die untersuchten Systeme
häufig relativ groß sind.

1.4. Dynamische Kernpolarisation (DNP)

Im Jahre 1953 beschrieb Overhauser die Möglichkeit, die relativ große Boltzmann Polari-
sation von freien Elektronen (siehe Tabelle 1.1 auf Seite 3) auf Atomkerne zu übertragen
[33]. Im selben Jahr waren erste Versuche an metallischem Lithium erfolgreich [34]. Der
Grundgedanke ist dabei ähnlich wie bei der Kreuzpolarisation. Da das γ der Elektronen
sehr groß ist, sind Signalverstärkungen von mehreren Größenordnungen denkbar. So las-
sen sich beispielsweise H Signale theoretisch um den Faktor 660 verstärken, 13C um den
Faktor 2640 und 2H um den Faktor 4300. Da die Signalintensität proportional zum Qua-
drat der Messzeit ist, verkürzt ein Verstärkungsfaktor von 660 die Messzeit theoretisch
um den Faktor 435600.

Um diesen Effekt zu nutzen, müssen die Elektronenspins angeregt werden. Dazu wird
eine Mikrowellenbestrahlung mit der Frequenz von Elektronen im NMR-typischen Ma-
gnetfeld benötigt. Zusätzlich ist die Relaxation der Elektronen sehr schnell. Um sie zu
verlangsamen und damit den Polarisationen-Transfer zu verbessern, wird meistens bei
möglichst niedrigen Temperaturen gearbeitet.

Die mögliche Signalverstärkung (Faktor ε) lässt sich vereinfacht beschreiben als (nach
Gerfen et al [35] für den Mechanismus der thermischen Mischung, auch für den Mecha-
nismus des Kreuzeffekts anwendbar, siehe nächster Abschnitt):

ε ∼ γe
γn
· N

2
e

δ2
· B

2
1e

B0
· T1n · T1e (1.8)

Das heißt, die mögliche Verstärkung ist um so größer, wenn das γ des untersuchten
Kerns (γn) klein, die Konzentration an Radikalen (Ne) hoch, die homogene Linienbreite
der Elektronen (δ) klein, die Stärke des Mikrowellenfeldes (B1e) groß, das äußere Ma-
gnetfeld (B0) klein und die Relaxationszeiten von Kern (T1n) und Elektron (T1e) lang
sind. Diese vereinfachte Berechnung gilt nur mit folgenden Annahmen: schnelle Spin-
Diffusion, niedrige Mikrowellenstärke, niedrige Radikalkonzentration und homogene Li-
nien der Elektronen im EPR-Spektrum.

Erst in den letzten zwanzig Jahren wurden die benötigten Mikrowellenquellen entwi-
ckelt [35, 36] und inzwischen sind DNP-Spektrometer kommerziell erhältlich. Sie bestehen
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aus einem NMR-Magneten mit speziellem MAS-Probenkopf, in dem sich Proben bei ca.
100 K drehen lassen und einem Gyrotron für die nötige Mikrowellenstrahlung, die mög-
lichst homogen und verlustfrei in die Probe gestrahlt wird. Eine schematische Darstellung
eines DNP-Spektrometers findet sich in Abbildung 1.3 auf Seite 16.

Als freie Elektronen werden meistens stabile organische Radikale zu der Probe gege-
ben. Im Lauf der Zeit wurden diese Radikale optimiert, um große Verstärkungsfaktoren
zu ermöglichen und sie in biologischen Proben anzuwenden. Ein bekanntes Beispiel ist
TOTAPOL ([37], siehe Seite 17), das in vielen Untersuchungen genutzt wird [38].

Zuerst wird also die Polarisation von den freien Elektronen auf Kerne in ihrer Nähe
übertragen. Von diesen Kernen verteilt sie sich wahrscheinlich durch Spin-Diffusions-
Prozesse, vor allem über das Protonennetzwerk, über die ganze Probe. Deshalb ist ein
gewisser Prozentsatz an Protonen im Lösungsmittel wünschenswert, meist 10 % [39].

Mit Hilfe der DNP-Technik wurden unterschiedlichste Systeme untersucht und die
Signalverstärkung demonstriert: Bacteriophagen [40, 41], Kristalle von amyloidogenen
Peptiden [42, 43], SH3-Fibrillen [44], Peptide in Membranen [45] und deuterierte Proteine
[46] zeigen die breite Anwendung von DNP.

Studien an biologischen Makromolekülen wurden vor allem an Bakteriorhodopsin [47–
49] durchgeführt. Das 13C markierte Retinal, der Chromophor in diesem Photorezeptor,
wurde in Konzentrationen von ca. 2000 nmol pro Rotor gemessen [50].

In jüngster Zeit wurde z. B. ein Signal-Peptid an einem in Lipiden rekonstituier-
ten Translocon-Komplex [51] untersucht. Auch wurden erste Arbeiten an Proteinen in
nativen Membranen durchgeführt, beispielsweise PagL im Extrakt ganzer Zellen (ca.
500 nmol/Rotor [52]) oder Mistic (ca. 20 nmol/Rotor [53]).

Auch in der Materialforschung wird DNP genutzt. Es wurde z.B. die Bindung von
organischen Molekülen an Silizium-Polymere untersucht [54–56]. Dabei werden an den
Bindungsstellen der organischen Moleküle nur Protonen gebunden und dann mit kurzen
CP-Kontaktzeiten die Polarisation auf die Bindungs-Silizium-Atome übertragen.

1.4.1. DNP-Transfer-Mechanismen

Es wurden verschiedene DNP-Mechanismen beschrieben, je nachdem wie viele Elektro-
nen an einem Polarisations-Transfer beteiligt sind. Ungepaarte Elektronen werden vor
allem mittels Elektronenspinresonanz (electron paramagnetic resonance; EPR) unter-
sucht. Ähnlich wie in der NMR wird dabei die Probe in ein äußeres Magnetfeld gebracht
und dann die Absorption von Mikrowellen aufgezeichnet. Aus dem EPR-Spektrum eines
Radikals lässt sich schließen welcher DNP-Mechanismus bevorzugt stattfindet.

1. Einführung 11



1.4. Dynamische Kernpolarisation (DNP)

„solid effect“

Der einfachste Fall ist ein Transfer von einem Elektron auf einen Kern, „solid effect“
(Festkörper-Effekt, SE) genannt. Eine schematische Betrachtung der möglichen Spin-
zustände in einem solchen System ist in Abbildung 1.1 dargestellt. Wenn sowohl die
inhomogene Linienbreite (∆) als auch die homogene Linienbreite (δ; siehe auch Ab-
schnitt 1.4.3 auf Seite 16) im EPR-Spektrum kleiner sind als die Larmorfrequenz des
betrachteten Kerns (ωN ) ist SE der vorherrschende Mechanismus. Dies ist der Fall,
wenn ein einzelnes Elektron nicht mit anderen Elektronen dipolar gekoppelt ist, wie z.B.
bei verdünnten TEMPO-Lösungen [57]. Die Polarisation wird dabei durch die Kopplung
der magnetischen Momente des bewegten Elektrons und des Kerns übertragen. Diese
Hyperfeinkopplung setzt sich aus anisotropen und isotropen Komponenten zusammen.
Die letztere ist beispielsweise die Kopplung eines Elektrons im S-Orbital mit einem Kern
(Fermi Kontakt).

ωe1

ωN

ωN

Abbildung 1.1.: Schema des SE-Mechanismus. Die schwarzen Balken repräsentieren die mögli-
chen Energielevel eines Kern-Elektron-Paars (N; e1) und die Pfeile auf der rechten Seite die ent-
sprechenden Spinzustände. Die gestrichelten, blauen Pfeile stellen den Einzelquanten-Übergang
bei Mikrowellenanregung dar, der gestrichelte, grüne Pfeil einen „verbotenen“ Übergang bei An-
regung einer Seitenbande im EPR-Spektrum (siehe Text).

In einem EPR-Spektrum zeigen sich bei einem einzelnen Elektron neben der zentra-
len Linie des Einzelquanten-Übergangs auch schwache Seitenbanden der Doppel- und
Nullquanten-Übergänge, die „verbotene“ Übergänge repräsentieren [57]. Mit einer ge-
eigneten Mikrowellenfrequenz wird einer dieser Übergänge angeregt und die Besetzung
der beide Energielevel gleicht sich an (grüner gestrichelter Pfeil in Abbildung 1.1). So
vergrößert sich auch der Populations-Unterschied der gekoppelten Kernlevel. Da die un-
terschiedliche Besetzung der Kernlevel die Grundlage für NMR-Messungen ist, wird das
Signal des Kerns verstärkt. Die Stärke der „verbotenen“ Übergänge des Elektrons hängt
von B−2

0 ab [35] und deshalb ist der SE bei hohen Magnetfeldern ineffektiv. Zusätzlich
werden die Linien dieser Übergänge durch dipolare Kopplungen zwischen einem Elektron
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1.4. Dynamische Kernpolarisation (DNP)

und vielen Protonen (siehe auch Seite 15) und durch eine kurze T2-Zeit der Elektronen
verbreitert und sind damit schlechter mit einer Mikrowellenstrahlung anzuregen. Die
Verstärkung von Kernsignalen mittels SE liegt meist unter 15. Für eine detaillierte Be-
trachtung des SE siehe Hovav et al. [57].

„cross effect“

ωe1

ωe1ωe2

ωe2

ωN

ωN

ωN

ωN

|ωe1 - ωe2| = ωN

Abbildung 1.2.: Schema des CE-Mechanismus. Die schwarzen Balken repräsentieren die mög-
lichen Energielevel eines Elektron-Elektron-Kern-Triplets (e1, e2 und N) und die Pfeile auf
der rechten Seite die entsprechenden Spinzustände. Die gestrichelten blauen Pfeile stellen den
Einzelquanten-Übergang bei Mikrowellenanregung dar. Die gestrichelten grünen Pfeile repräsen-
tieren die „verbotenen“ Übergange, die gleichzeitig mit den Einzelquanten-Übergängen angeregt
werden, wenn der Unterschied der Elektronenfrequenzen im Betrag der Kernfrequenz gleicht
(siehe Text).

Wenn zwei Elektronen dipolar gekoppelt sind und ihre Polarisation auf einen Kern
übertragen wird, spricht man vom „cross effect“ (Kreuzeffekt, CE). Dabei sollte die Dif-
ferenz der beiden Elektronenfrequenzen idealerweise der Larmorfrequenz des Kerns ent-
sprechen (|ωe1 −ωe2| = ωN ), so dass die EPR-Seitenbande eines Elektrons mit der
Einzelquanten-Frequenz des zweiten zusammenfällt. Dadurch lassen sich ein Einzelquan-
ten- und ein „verbotener“ Übergang gleichzeitig anregen (blaue und grüne gestrichelte
Pfeile in (Abbildung 1.2). So vergrößern sich die Populations-Unterschiede zwischen den
Kernleveln und die Kernsignale werden verstärkt. Dies lässt sich auch als „Flip-Flop-
Prozess“ beschreiben, bei dem sich durch Anregung eines Elektronenspins sowohl der
Spinzustand des zweiten gekoppelten Elektrons als auch ein Kernspinzustand ändern.
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Die dipolare Kopplung zwischen den Elektronen hängt erstens vom Abstand der beiden
Radikale ab. Eine Distanz von weniger als 10�A führt zu einem Frequenz-Unterschied, der
größer ist als die Kernfrequenz ([58] für Protonen in einem 400 MHz Magnetfeld). Zwei-
tens spielt die Orientierung der beiden Elektronenspins zueinander eine entscheidende
Rolle. Am größten ist die gemessene DNP-Verstärkung, wenn der Winkel zwischen den
beiden Spins ungefähr 90° beträgt, das heißt, die beiden C-NO-C Ebenen der einzelnen
TEMPO-Moleküle stehen am besten rechtwinklig zueinander [58]. Es wurden speziel-
le Biradikale entwickelt, um diese Voraussetzungen möglichst optimal zu erfüllen (siehe
auch Seite 17).
Im echo-detektierten EPR-Spektrum eines solchen Moleküls ist die inhomogene Breite

größer als die Larmorfrequenz des Kerns, die homogene Linienbreite allerdings kleiner (∆
> ωN > δ). Eine Anregung im tieferen Feld führt zu einem negativen Maximum und im
höheren Feld zu einem positiven Maximum der DNP-Verstärkung (siehe Abbildung 1.5
auf Seite 19). Für eine detaillierte Betrachtung sei auch hier auf eine Veröffentlichung
von Hovav et al. verwiesen [59].
Der CE hängt unter anderem von B0

−1 ab und lässt sich deshalb auch bei hohen Ma-
gnetfeldern ausnutzen. Bei dem in dieser Arbeit verwandten Feld von 9,4 T und durch den
Einsatz von Biradikalen ist CE ist der vorherrschende Mechanismus. Eine Beteiligung des
SE oder, bei hohen Radikal-Konzentrationen, des TM an der Polarisation-Übertragung
kann jedoch nicht ausgeschlossen werden.

„thermal mixing“

Wenn mehr als zwei Elektronen dipolar gekoppelt sind und ein Elektronen-Netzwerk
bilden, spricht man von dem DNP-Mechanismus als „thermal mixing“ (thermischer Mi-
schung; TM). Zwischen CE und diesem Mechanismus lässt sich nicht immer unterschei-
den, es ist vielmehr, je nach Elektronen-Konzentration, ein fließender Übergang. Beim
TM sind beide EPR-Linienbreiten größer als die Kern-Larmorfrequenz (∆, δ > ωN ) und
der Mechanismus lässt sich mit dem Konzept der Spintemperatur und der thermischen
Reservoirs folgendermaßen skizzieren.
Das Elektronen-Zeeman-Reservoir, d.h. ihre Energie durch die Zeeman-Aufspaltung,

ist im Magnetfeld bei kryogenen Temperaturen deutlich größer („kälter“) als das Reservoir
der Kernspins. Es ist unter Mikrowellenbestrahlung thermisch mit dem Elektronen-Spin-
Spin-Reservoir gekoppelt und dieses wiederum mit dem Reservoir der Kernspins. Durch
die Kopplung der Reservoirs gleichen sich die „Temperaturen“ an, das Reservoir der
Kernspins wird „gekühlt“ und so wird schließlich die Polarisation der Kerne gesteigert [5,
60].
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1.4. Dynamische Kernpolarisation (DNP)

Mit der thermischen Mischung lassen sich hohe Verstärkungen erzielen. Die dafür be-
nötigten hohen Elektronen-Konzentrationen haben jedoch teilweise negative Effekte für
die NMR-Spektroskopie (siehe Abschnitt 1.5.1 auf Seite 20).

Ausbreitung der Polarisation

Bei der DNP wird nicht nur die Polarisation der Kerne um ein paramagnetisches Zentrum
gesteigert, der Effekt dringt vielmehr auch weiter in die Probe ein. Dies ist vor allem über
das Netzwerk stark dipolar gekoppelter Protonen möglich, ähnlich wie bei einem PDSD-
Spektrum (vgl. Abschnitt 1.3.4 auf Seite 9) und dauert nur einige Hundert Millisekunden
[49]. In Untersuchungen an Kristall-Nadel eines kleinen Peptids wurden auch Signale von
Kernen deutlich verstärkt, die mehr als 100 nm vom Radikal entfernt sind [42].
Im einfachsten Fall des SE liegen die direkt polarisierten Kerne innerhalb von 10�A bei

Protonen und innerhalb von 30�A bei Kohlenstoffen um das Radikalzentrum. Bei TO-
TAPOL (siehe Seite 17), das heißt unter dem CE-Mechanismus, werden Protonen in bis
zu 20�A direkt polarisiert [57]. Je weniger Protonen in diesem Kernbereich liegen, desto
weniger ist die Seitenbande im EPR-Spektrum durch Hyperfeinkopplung verbreitert und
der schmale Frequenzbereich der Mikrowelle kann einen höheren Anteil der Seitenbande
anregen. Eine Verbreiterung der Seitenbanden durch dipolare e−-e− Wechselwirkungen,
wie im Fall des CE und TM, spielt kaum eine Rolle, da die Elektronen gekoppelt sind
und die Anregung eines schmalen Bereiches auch Elektronen außerhalb der Mikrowellen-
frequenz beeinflusst.
Auf der anderen Seite müssen im Kernbereich ausreichend Protonen sein, um die Pola-

risation über deren homonukleare, dipolar Kopplung zu übertragen. Ein guter Wert sind
10 % Protonen im Lösungsmittel [42]. Der Aufbau der Polarisation dauert für die inners-
ten Kerne am kürzesten. Die Elektronen-Polarisation stellt sich nach dem DNP-Prozess
in kurzer Zeit wieder her und ein Elektron kann somit viele Kerne polarisieren.
Je kälter die Probe ist, desto unbeweglicher sind die Lösungsmittel-Moleküle und desto

stärker ist die dipolare Kopplung der Protonen [56]. Entsprechend trägt eine kryogene
Temperatur dazu bei, die Polarisation schnell über die Probe auszubreiten. Bei unge-
fähr 100 K ist der DNP-Aufbau über alle Protonen gemittelt der H T1-Zeit ähnlich. Bei
tieferen Temperaturen (6 K) ist der DNP-Aufbau deutlich schneller.

1.4.2. Instrumentierung für DNP-Messungen

Gyrotrone sind starke Mikrowellenquellen, die bei Frequenzen über 100 GHz emittieren.
Erst mit ihrer Entwicklung wurden DNP-Systeme für höhere Felder möglich [36]. Vor
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Abbildung 1.3.: Schema eines DNP-Spektrometers und Piktogramm des DNP-Mechanismus.
Die Polarisation der Elektronen wird unter Mikrowellenbestrahlung (µW) in einem Flip-Flop-
Prozess auf Protonen (siehe Text) und anschließend mittels Kreuzpolarisation (CP) auf Koh-
lenstoffe übertragen. Dadurch werden die Signale von Analyt-Molekülen (blau) durch DNP ver-
stärkt.

allem in der Arbeitsgruppe von Robert Griffin wurde diese Entwicklung vorangetrie-
ben und mündete schließlich in kommerziell vertriebenen DNP-Spektrometern der Fir-
ma Bruker. In dieser Arbeit wurde das erste ausgelieferte DNP-System für einen 9,4 T

NMR-Magneten mit einer Mikrowellenfrequenz von 263 GHz benutzt (für eine Beschrei-
bung siehe Abschnitt 2.2.1 auf Seite 38). Instrumente für höhere Felder sind ebenso wie
Instrumente mit gepulsten Mikrowellen in der Entwicklung.

1.4.3. Biradikale für die DNP

TEMPO

Zuerst wurde ein Standard-Agens der EPR-Spektroskopie für DNP-Versuche genutzt.
TEMPO ((2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-yl)oxyl; [61]) ist ein stabiles, organisches NO-
Radikal (Nitroxid), das sowohl günstig verfügbar als auch ausreichend wasserlöslich ist.
Seine Strukturformel ist in Abbildung 1.4 auf der nächsten Seite gestrichelt markiert
und sein EPR-Spektrum in Abbildung 1.5 auf Seite 19 dargestellt. Bei Raumtempera-
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tur ist TEMPO in Lösung für mehrere Tage stabil, es neigt jedoch dazu mit anderen
Molekülen, z.B. den SH-Gruppen von Cysteinen, schnell zu reagieren [62]. Es kann auch
als Katalysator in der organischen Synthese dienen [63]. Mit TEMPO wurden die ersten
DNP-Messungen bei hohen NMR-Feldern an gefrorenen Lösungen durchgeführt [35, 36].
Als Konsequenz der effektiveren DNP mittels CE wurden Biradikale entwickelt, bei denen
vor allem ein vorgegebener Radikal-Radikal-Abstand zwischen zwei TEMPO-Molekülen
für höhere Verstärkungsfaktoren sorgt.

TOTAPOL

O

N

N

N
O O

OH
H

O

COOH

S S

SS
O

OO

O R

R R

TOTAPOL TEMPO TRITYL

Abbildung 1.4.: Links: Strukturformel von TOTAPOL (1-(TEMPO-4-oxy)-3-(TEMPO-4-
amino)-propan-2-ol). Die graue, gestrichelte Markierung zeigt ein TEMPO Molekül. Rechts:
Strukturformel von Trityl.

Schließlich wurde ein möglichst hydrophiles Biradikal für biologische Proben entwickelt.
Dazu wurden in TOTAPOL (1-(TEMPO-4-oxy)-3-(TEMPO-4-amino)-propan-2-ol; im
Folgenden mit TP abgekürzt) in die Verbindung der TEMPO-Moleküle eine Hydroxyl-
gruppe und ein sekundäres Amin eingebaut (siehe Abbildung 1.4).
Die beiden Elektronen der Radikale in TP sind 11,2�A voneinander entfernt und durch

die relativ unflexible Verbindung der TEMPO-Moleküle werden starke Elektron-Elektron
J-Kopplungen verhindert. In anderen Molekülen, z. B. auch bei hohen Konzentrationen
von TEMPO, sind die J-Kopplungen 10-fach oder stärker als die Hyperfeinkopplung und
im EPR-Spektrum als zwei zusätzliche Linien zu beobachten [37].
Auf der anderen Seite ist die dipolare Elektron-Elektron Kopplungskonstante von TP

verglichen mit einer 40 mM Lösung von TEMPO (0,5 MHz) deutlich größer (∼ 30 MHz).
Das Absorptions-EPR Spektrum ist vergleichsweise breit (∆ ≈ 660 MHz, siehe auch
Abbildung 1.5 auf Seite 19; [12]) und zeigt hauptsächlich drei Linien. TP unterstützt
also eine Polarisations-Übertragung mittels CE und ermöglicht damit eine effektive DNP-
Verstärkung auch bei hohen Feldern (siehe auch Seite 13).
TP hat ein Molekulargewicht von 399,57 g/mol und ein berechnetes Volumen von
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405,27�A3 (Chimera [64]). Der Logarithmus des Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizien-
ten (logP) von TP ist 0,12 [65] – berechnet liegt er bei 1,49 (xlogP2, Entwicklung aus
[66]). Es ist damit noch hydrophiler als TEMPO, das einen logP von 1,83 [67] (berechnet
1,79) hat. Im Allgemeinen ist TP eine ausgesprochen polare organische Substanz und
Wechselwirkungen mit anderen geladenen Molekülen, wie beispielsweise Kopfgruppen
von Lipiden, sind wahrscheinlich. Bei pH 7 ist TP bei Raumtemperatur mehrere Tage
stabil, bei pH 5 hingegen hat es bei −20℃ nur eine Halbwertzeit von ca. 144 h und wird
bei RT schnell inaktiviert [65].
Abbildung 1.5 auf der nächsten Seite zeigt neben dem EPR-Spektrum auch die ge-

messene DNP-Verstärkung und ein für Nitroxidradikale typisches Verhalten: Bei Kernen
mit niedrigem γ, in diesem Fall 13C, ist die Verstärkung bei einer Anregung im niedrigen
Feld (links) größer [12] und negativ.
TP wird meist in Konzentration von 10–25 mM eingesetzt, was vor allem auf den Erfah-

rungen der Arbeitsgruppe von Robert Griffin beruht. Es waren jedoch keine Untersuchun-
gen veröffentlich, die systematische den Einfluss der Konzentration auf DNP-Messugen
analysieren.

Trityl und weitere Radikale

Trityl (OX063) hat ein relativ schmales EPR-Spektrum (∆ ≈ 55 MHz) und einen relativ
langen DNP-Aufbau (21 s) [12, 69]. Bei geeigneten Feldern wird die Polarisation zu Ker-
nen mit kleinem γ folglich mittels thermischer Mischung übertragen. Bei deuteriertem
Prolin lassen sich Verstärkungen der 2H Signale von über 700 messen [12].
Viele weitere Radikale wurden entwickelt, z. B. indem zwei TEMPO-Moleküle durch

eine Spiroverbindung rechtwinklig zueinander verbunden wurden [58]. Damit lassen sich
zum Teil größere Verstärkungsfaktoren als mit TP erzielen. Die Mehrheit solcher Moleküle
ist allerdings schlecht wasserlöslich und damit für biologische Fragestellungen in wässrigen
Medien ungeeignet.

1.4.4. Andere Formen der DNP

Es werden auch andere Möglichkeiten untersucht, die DNP zu nutzen. Lösungs-DNP,
Schmelz-DNP und DNP in der Magnetresonanz-Tomographie sind Beispiele dafür. Im
Fall der Lösungs-DNP wird die Polarisation direkt in einer Lösung bei Raumtemperatur
übertragen.
Ein Beispiel dafür ist die photochemisch induzierten DNP, bei der mit Hilfe von Laser-

Bestrahlung ein lokaler Radikal-Paar-Mechanismus genutzt wird. Dafür wird ein lich-

18 1. Einführung



1.4. Dynamische Kernpolarisation (DNP)

-1

-0.5

0

0.5

1

4965 4970 4975 4980 4985 4990

4-amino TEMPO
Trityl (OX063)
TOTAPOL

no
rm

al
is

ie
rt

e 
D

N
P-

Ve
rs

tä
rk

un
g

Magnetisches Feld [mT]

Abbildung 1.5.: Die unterschiedlichen DNP-Profile von 4-amino TEMPO (blau), TOTAPOL
(schwarz) und Trityl (orangefarbig). Oben sind die Zwei-Pulse Echo-detektierten EPR Spektren
der drei Radikale bei 140 GHz dargestellt (Die Daten von 4-amino TEMPO sind mit Erlaubnis
verändert übernommen aus Farrar et al. [68], Copyright 2001, American Institute of Physics; Die
Daten von TOTAPOL und Trityl entstammen einer persönlichen Nachricht von Thorsten Maly
[12]).

tabsorbierender, oxidierender Farbstoff in seinen Triplett-Zustand angeregt und entzieht
einer oxidierbaren Aminosäure ein Elektron, so dass kurzzeitig ein Radikal-Paar entsteht.
Mit dieser Technik lässt sich das C-H Signal von Peptiden um das S/N von 16 steigern
[70]. Die Aminosäure sollte allerdings möglichst schnell zurück reagieren, so dass kei-
ne paramagnetische Relaxations-Verstärkung (Abschnitt 1.5.1 auf der nächsten Seite)
auftritt.

Andere Untersuchungen, die Polarisation bei Raumtemperatur zu übertragen, zeigen
niedrige Verstärkungsfaktoren und ein starkes Erhitzen der wässrigen Probe durch die
Mikrowellenbestrahlung [71]. Letzteres lässt sich elegant vermeiden, indem sehr kleine
Volumina untersucht werden (z.B. 80 nl von 15N 4-Hydroxy-TEMPO in Wasser). So kann
die Absorption der Mikrowellen vermindert werden, und es lassen sich Verstärkungen von
30 bei 310 K erreichen [72].

Die Schmelz-DNP (Dissolution-DNP) verfolgt einen Mittelweg. Die Proben werden
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bei kryogenen Temperaturen polarisiert, dann geschmolzen, z.B. mit einem Laser, und
anschließend in einem zweiten Magneten bei Raumtemperatur gemessen [73]. Neueste
Untersuchungen polarisieren einen Liganden bei 1,4 K, schmelzen die Probe mit D2O
und messen im NMR-Magneten die Übertragung der Polarisation von diesem Liganden
über den Rezeptor auf den nächsten Liganden [74].
In der Magnetresonanz-Tomographie werden praktisch nur Protonen und ihre Rela-

xation detektiert, da 13C und 15N nicht ausreichend natürlich vorkommen und kaum
räumliche Auflösung zulassen. Mit Hilfe der DNP könnten auch solche Kerne gemes-
sen werden und eine große Weiterentwicklung dieser Tomographie sein. Dafür werden
entweder hyperpolarisierte Gase [75] in Hohlräumen, wie z.B. der Lunge genutzt, oder
hyperpolarisiert Lösungen werden injiziert oder infundiert [76, 77].

1.5. Auswirkungen eines paramagnetischen Zentrums
in der NMR

1.5.1. Paramagnetische Relaxations-Verstärkung (PRE)

Paramagnetische Zentren beeinflussen lokale Magnetfelder stark und verändern dadurch
die NMR-Signale benachbarter Kerne. Diese Veränderung setzt sich primär aus drei Effek-
ten zusammen: Die Paramagnetische Relaxations-Verstärkung (paramagnetic relaxation
enhancement, PRE) äußert sich in stark verkürzten T2-Zeiten benachbarter Kerne und
damit in stark verbreiteten NMR-Signalen. Pseudo-Kontakt Verschiebungen (pseudo-
contact shifts, PCS) verändern die gemessenen chemischen Verschiebungen und restliche
dipolare Kopplung (residual dipolar coupling, RDC) die gemessenen skalaren Kopplun-
gen.
In dieser Arbeit kommen nur Nitroxidradikale zum Einsatz, deren ungepaartes Elektron

isotropisch ist und deshalb als weitreichenden Effekt nur PRE aufweist [78]. Andere
Untersuchungen nutzen z.B. Cu2+ Ionen als paramagnetische Zentren [79].
Nach Batiste und Wagner [80] ist der durch ein paramagnetisches Zentrum hervorge-

rufen Anteil der transversalen Relaxation R2sp bei Raumtemperatur vereinfacht:

R2sp ∼ γ2

r6
(1.9)

Die PRE nimmt also stark mit dem Anstand ab und ist für Kerne mit großem gyro-
magnetischem Verhältnis stärker. Bei Protonen lassen sich noch in 25�A Entfernung vom
Radikal Veränderungen der NMR-Signalen messen, Kohlenstoffsignale behalten in einem
Abstand von 15–20�A noch 85–95 % ihrer Intensität [81].
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Auf der anderen Seite sind Kerne in einem Abstand von weniger als ∼10�A zum Ra-
dikal meistens so stark durch die PRE beeinflusset, dass sie in der NMR nicht mehr
detektiert werden können. Bei Kohlenstoffen sind Pseudo-Kontakt Verschiebungen und
Linienverbreiterung auch erst bei solch kleinen Abständen von Bedeutung [49].

Mit Hilfe der PRE lassen sich also relativ große Abstände zwischen paramagnetischem
Zentrum und anderen Kernen messen, mit denen NMR-Daten ergänzt werden können
[79]. Die Signale von Kernen, die nah an einem paramagnetischen Zentrum sind, lassen
sich durch ihre Verbreiterung allerdings nicht mehr messen.

1.5.2. Paramagnetische Verschiebung

Radikale verändern durch ihre dipolare Hyperfeinkopplung zu benachbarten Kernen auch
deren chemische Verschiebung. So sind z. B. bei einem Abstand von 9�A zwischen Elek-
tronen und Protonen Änderungen der Protonenfrequenz von bis zu 200 kHz zu erwarten
[82]. Bei Proben mit Kupfer- und Mangan-Ionen sind diese Verschiebungen bei H und 13C
bis zu 900 ppm groß, wenn der Abstand zwischen Kern und paramagnetischem Zentrum
weniger als 5�A beträgt. Die Abhängigkeit der Verschiebung vom Abstand der Kerne zum
paramagnetischen Zentrum ist wahrscheinlich r−3 [83]. Wie auch schon bei der PRE sind
diese Auswirkungen besonders bei hohen Radikal-Konzentrationen zu erwarten.

1.6. Proteindynamik bei kalten Temperaturen

NMR-Messungen bei kryogenen Temperaturen wurden bisher besonders aus zwei Grün-
den durchgeführt: Die Sensitivität der Messung wird um einen Faktor von 2–3 erhöht, weil
der Populationsunterschied der Spins größer wird (siehe Abschnitt 1.2 auf Seite 1). Außer-
dem lassen sich Zwischenzustände von Proteinstrukturen stabilisieren und untersuchen.
Dies wurde z.B. bei Proteinen mit Metall-Zentrum [84] oder verschiedenen funktionellen
Zuständen von Membranproteinen [85] genutzt.

Kryogene Temperaturen werden auch bei Röntgenbeugungs-Experimenten häufig ge-
nutzt, um die Proben vor Bestrahlungs-Schäden zu schützen. Im Allgemeinen sind Pro-
teinstrukturen, die bei kryogen Temperaturen oder Raumtemperatur gemessen werden,
bemerkenswert ähnlich, und kleine strukturelle Unterschiede hängen oft nur mit den ver-
schiedenen Methoden der Durchschnittsberechnung der Atomabstände zusammen [20].
In der DNP sind kryogene Temperaturen nötig, um einen effektiven Polarisationstransfer
von Elektronen auf Kerne zu ermöglichen (vgl. Abschnitt 1.4 auf Seite 10 und [46, 50,
86]).
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Die dynamischen Prozesse in hydrierten Proteinen während des Einfrierens und bei
kryogenen Temperaturen sind jedoch nicht vollständig bekannt. Dies liegt unter ande-
rem an den unterschiedlichen Zeitfenstern verschiedener Methoden. In der NMR-Spek-
troskopie werden normalerweise folgende Zeitskalen unterschieden: langsam (s bis ms),
intermediär (µs) und schnell (ns und kürzer) [87]. Für die Messung von dynamischen
Systemen heißt das, dass langsame Prozesse als verschiedene Zustände aufgelöst werden
können. Schnelle Prozesse finden während einer Messung statt und nur der gewichtete
Durchschnitt ist messbar. Im intermediären Zeitrahmen interagieren die dynamischen
Prozesse mit der Messung. Meist führt das zu sehr schwachen und breiten Signalen.

1.6.1. Dynamik von hydrierten Proteinen beim Einfrieren

Beim Einfrieren eines hydrierten Proteins lassen sich im Hinblick auf die Dynamik drei
Bereiche unterscheiden:

1. Das Gros des Lösungsmittels („bulk“) wird zu Eis oder einem Glas,

2. die Lösungsmittel-exponierten Seitenketten interagieren mit den Lösungsmittel-
Molekülen der Hydrationshülle und

3. die vom Lösungsmittel unabhängige Dynamik des Proteins verlangsamt sich.

Alle diese Prozesse können die NMR-Spektren des Proteins beeinflussen. Die verlang-
samte Dynamik kann im intermediären Zeitrahmen liegen und mit experimentellen Pa-
rametern interagiert, beispielsweise mit der heteronuklearer Entkopplung [88]. Besonders
Methylgruppen lassen sich in einem bestimmten Temperaturbereich nur sehr schlecht
detektieren (häufig um ca. 240 K [89, 90]).
Die drei genannten Bereiche unterscheiden sich jeweils in ihrem Einfrierverhalten.

1. Das Einfrieren des freien Lösungsmittels findet meist bei einer relativ eng defi-
nierten Temperatur statt. Da Eiskristalle andere Strukturen, wie Membranen oder
Proteine, zerstören können, wird bei biologische Proben versucht, deren Bildung
zu verhindern. Dafür werden Proben z. B. besonders schnell eingefroren oder ein
Kryoprotektivum wird zugegeben. In wasserfreien Systemen ist die Kristallbildung
häufig vernachlässigbar und langsames Einfrieren (0,1 K/s reichen häufig aus) ohne
Kryoprotektivum führt nicht zu Schäden [91].

Als Kryoprotektivum, das in Mischungen mit Wasser in einem Glas gefriert, wird
häufig Glycerol verwandt – wie auch in dieser Arbeit. Glycerol dringt durch Mem-
branen [92] und muss in Konzentrationen über 40 vol% eingesetzt werden, um eine
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Kristallbildung zu verhindern. Es interagiert nicht direkt mit der Proteinoberfläche
[93] und ist in der Hydrationshülle niedriger konzentriert als im Bulk [94].

Das Bulk-Eis scheint bis ca. −50℃ nicht mit Proteinen zu interagieren – Ausnah-
men sind besondere Eis-bindende Proteine [95].

2. Mit den Wassermolekülen direkt an der Proteinoberfläche verhält es sich anders,
was schon früh durch scharfe Protonen Signale bei gefrorenen Proben gezeigt wurde
[96] und von den OH Gruppen der gelösten Substanz abhängt [97]. Die Wassermo-
leküle dieser Hydrationshülle sind bei RT etwas weniger mobil als diejenigen des
Bulks und ca. 10–15 % dichter [98]. Sie rotieren bei Temperaturen unter ca. 240 K

schneller als diejenigen im freien Lösungsmittel.

Auch nehmen die ersten zwei Molekülschichten nie an der Kristallbildung teil und
werden deshalb als „nicht-frierbar“ bezeichnet [99]. Dies entspricht ungefähr 1–3
Molekülen Wasser pro Seitenkette [100]. Das Wasser der Hydrationshülle beginnt
erst bei ca. 220–200 K zu frieren [101] und seine Übergangstemperatur liegt bei
170 K [99]. Eine andere Untersuchung mittels dielektrischer Spektroskopie fand
zwei dynamische Übergänge: Bei ca. 252 K findet wahrscheinlich die größte Fluk-
tuation bei der Bildung und Auflösung von Wasserstoff-Brücken statt und bei 181 K

die größte Fluktuation bei der lokalen Orientierung der Wasserstoffbrücken [102].
Wieder andere Studien stellen in Simulationen nur einen sehr schwachen Übergang
fest [103].

Trotz der divergierenden Ergebnisse verschiedener Untersuchungen lässt sich sagen,
dass die Hydrationshülle die Bewegung der exponierten Seitenketten stark beein-
flusst. Häufig wird deshalb von einem Einschließen (caging) des Proteins durch das
umgebende Wasser und von einer Lösungsmittel-kontrollierten Dynamik der Ami-
nosäuren gesprochen ([104]). In vivo sind ungefähr 15 % aller Wassermoleküle Teil
einer Hydrationshülle und entsprechend wichtig für die Funktion von Proteinen
[98].

3. Die Dynamik des Proteins selbst setzt sich aus vielen verschiedenen Komponenten
zusammen. Dies können z.B. sein: das Pendeln und Rotieren von Seitenketten, die
Drehung von Methylgruppen („Hopping“), das Klappen aromatische Ringe und das
„Pulsieren“ der Tertiärstruktur [105].

In der Literatur wird bei Proteinen häufig das Auftreten einer „Glasübergangstem-
peratur“ (Tg) diskutiert, bei der sich die Dynamik des Systems besonders stark
verändert. Diese Tg ist bei hydrierten Proteinen um ungefähr 200 K beschrieben
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[106]. Der Glasübergang findet allerdings über einen breiten Temperaturbereich
statt [107]. Je visköser das Lösungsmittel ist [108] und je schneller das Einfrieren
stattfindet [99], desto höher die Tg. Je höher der Druck ist, desto tiefer ist die Tg

[109].

Unterhalb dieser Tg ist der Einfluss des Lösungsmittels nur noch schwach und
die inhärente Dynamik des Proteins dominiert. Ein Glasübergang wurde mittels
Neutronen-Streuung sowohl bei hydrierten als auch wasserfreien Proben beschrie-
ben [110] – bei Proben ohne Methylgruppen jedoch nicht [106, 111]. Entsprechend
treten zwischen der Tg und 100 K besonders die Drehungen der Methyl-Gruppen in
den Vordergrund der insgesamt gemessenen Dynamik [88, 112]. Methylgruppen in
einfachen metallorganischen Verbindungen, die ungehindert rotieren, verlangsamen
unter 40 K ihre Dynamik und stehen unter 10 K still [113].

Auch das „Klappen“ aromatischer Ringe verlangsamt sich beim Einfrieren und
wechselt häufig vom intermediären Regime der NMR zum langsamen, so dass die Si-
gnale der Aromaten bei tiefen Temperaturen deutlich stärker sind. Wahrscheinlich
hängt dies auch mit einer höheren Effizienz des CP-Transfers zusammen [88].

Die Messung eines Glasübergangs bei Proteinen hängt allerdings von den unter-
schiedlichen Zeitfenstern der Messmethoden ab. Außerdem wird ein Glasübergang
verschieden definiert – z.B. als Beginn von anharmonischen Bewegungen oder als
eine Änderung der Steigung in einer Kalorimetrie-Messkurve – so dass die Werte für
Tg in der Literatur uneinheitlich sind (beispielhaft in Tabelle 1.2 auf der nächsten
Seite dargestellt).

Die ganze Hypothese eines Glasübergangs von Proteinen wird von manchen Auto-
ren auch komplett verworfen und die beobachteten Veränderungen ausschließlich
auf eine Interaktion des Proteins mit der Hydrationshülle zurückgeführt [104].

Im Allgemeinen zeigen NMR-Untersuchungen an Proteinen bei kryogenen Temperatu-
ren eine Verbreiterung der Signale auf 2–3 ppm [117, 118]. Dabei ist zu beachten, dass
beim Eintauchen eines 3,2 mm Rotors in flüssigen Stickstoff, wie in dieser Arbeit durch-
geführt, die Probe relativ langsam mit ca. 10 K/s eingefroren wird [117]. Bei Retinal in
Bakteriorhodopsin wurden Linienbreiten von 1 ppm gemessen, da die gemessenen Koh-
lenstoffe stark durch ihre Umgebung fixiert sind. Bei fast wasserfreien Peptiden wurden
Linienbreiten von 0,4 ppm gemessen [49]. Nichtsdestotrotz wurden bei 90 K (für das Tri-
peptid MLF, [88]) und 180 K (für das Protein GB1, [119]) Spektren mit der Qualität von
Raumtemperatur Messungen berichtet.
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Tabelle 1.2.: Auswahl von Arbeiten zum Protein-Glasübergang

Probe Lösungsmittel Tg Sonstiges Referenz
(Rest Wasser)

Wasser – 136 K [114]
Crambin Wasser 180 K Röntgenbeugung [115]
Myoglobin Glycerol 75 % 169 K Anharm. Bewegung ab 210 K [99]

Sucrose 80 % 228 K [99]
Myoglobin Wasser 190 K Dyn. Differenzkalorimetrie [107]

Glycerol 66 % 175 K [107]
BSA Wasser 200 K adiabatische Kalorimetrie [116]
Myoglobin Wasser 153 K Neutronenstreuung [106]

Glycerol 60 % 153 K [106]
Lysozyme Wasser 210 K Neutronenstreuung [108]

d8-Glycerol 20 % 330 K [108]

Zusammenfassend haben die bisher beschrieben Aspekte des Einfrierens wahrschein-
lich einen entscheidenden Einfluss auf die Spektren, die mit DNP-NMR erhalten werden
können.

1.6.2. Temperatur-Zyklen und Schock-Frieren

Bei Röntgenbeugungs-Untersuchungen, die meist bei kryogenen Temperaturen durchge-
führt werden, leidet die Homogenität des Kristalls häufig beim Einfrieren. Um dies zu
verhindern, wurden spezielle Techniken entwickelt kleine Proben sehr schnell einzufrie-
ren (siehe z.B. [120]), bei denen mit 100–1000 K/s eingefroren wird [91]. Die Qualität des
Kristalls lässt sich auch verbessern, wenn er in wenigen Zyklen erwärmt und wieder einge-
froren wird [121, 122]. Dies kann sowohl durch eine Verminderung von Inhomogenitäten
im Kristallgitter als auch durch eine Optimierung der Konzentration des Kryoprotekti-
vums geschehen.

1.7. Neurotoxin II an nikotinergen Acetylcholinrezeptoren

1.7.1. Acetylcholin und seine Rezeptoren

Acetylcholin, der Essigsäureester des Cholins, ist einer der wichtigsten Neurotransmit-
ter und in unzählige physiologische Prozesse involviert. Sowohl im zentralen als auch
im vegetativen Nervensystem und an der muskulären Endplatte spielt Acetylcholin eine
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entscheidende Rolle. Entsprechend ist das Acetylcholinsystem auch an vielen pathophy-
siologischen Vorgängen beteiligt, z.B. Epilepsie, Parkinson, Schizophrenie und Alzheimer
[123–125]. Viele pharmakologische Wirkstoffe, die die Reizübertragung durch Acetylcho-
lin beeinflussen, sind bekannt und werden bei den verschiedenen Krankheitsbildern ein-
gesetzt. Ein Beispiel dafür sind Acetylcholinesterase-Hemmer, deren Wirkung seit 1889
erforscht wurde. Sie werden heutzutage bei Myasthenia gravis und Morbus Alzheimer
eingesetzt, heben die Blockierung der Acetylcholinrezeptoren durch Muskelrelaxanzien
des Curare-Typs auf und dienen ferner als Insektizide [126].
Die Rezeptoren, an die Acetylcholin bindet, wurden schon 1921 entdeckt [127] und

werden nach Art ihrer Leitliganden in zwei Klassen eingeteilt: Nikotinerge Acetylcholin-
rezeptoren (nAChR, ionotrop) binden Nikotin, während muskarinerge AChR (mAChR,
metabotrop) als Leitsubstanz das Fliegenpilzgift Muskarin binden. Beide Klassen binden
das namensgebende Acetylcholin. Sie repräsentieren außerdem zwei wichtige Grundtypen
von Membranrezeptoren: Ionenkanäle und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren.

Muskarinerge Acetylcholinrezeptoren

Muskarinerge AChR gehören zur Superfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (g-
protein coupled receptors; GPCR), die über nachgeschaltete Proteinkaskaden Signale von
außen in eine Zelle übertragen [128]. Nach den bekannten Genen, die zu einer Expression
von mAChR führen, wurden sie in fünf Typen unterteilt, M1 bis M5. Sie haben vor allem
im zentralen Nervensystem, am Herzen und im Endothel wichtige Funktionen.
Die Struktur eines veränderten M2-Rezeptors wurde vor Kurzem im Komplex mit

einem Antagonisten mittels Röntgenbeugung aufgeklärt [129]. Dabei orientierte sich die
Herstellung des Kristalls an den herausragenden Arbeiten von Brian Kobilka am β2-
adrenergen Rezeptor [130, 131].

Nikotinerge Acetylcholinrezeptoren

Nikotinerge AChR auf der anderen Seite sind Ionenkanäle, die im Gehirn, den Gangli-
en des Parasympathikus und an der motorischen Endplatte exprimiert werden [132]. Im
Allgemeinen sind Ionenkanäle, zusammen mit Transportproteinen und Ionenpumpen für
Transportprozesse über Membranen hinweg verantwortlich und regulieren so beispielswei-
se pH-Wert und osmotische Verhältnisse und sorgen für die Erregungsleitung in Nerven-
und Muskelzellen.
Nicotinerge AChR gehören zur Superfamilie der Cys-Schleifen Liganden-gesteuerten

Ionenkanälen [133]. Sie bestehen aus fünf Untereinheiten, die jeweils aus vier Transmem-
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bran-Domänen bestehen. Die Untereinheiten sind unterteilt in α, β, γ, δ und ε, wobei die
Bindungsstelle von Acetylcholin in der α-Untereinheit liegt. Jeder Rezeptor enthält min-
destens zwei α-Untereinheiten. Die Rezeptoren unterscheiden sich, je nach Funktion, in
der Zusammensetzung der Untereinheiten. So besteht der muskuläre Typ aus α1α1β1εδ,
neuronale Typen aus verschiedenen Kombinationen aus α2-α7 und β2-β4 [132, 134].

Abbildung 1.6.: Struktur von NTII (PDB 1NOR; blau) als Modell an den nikotinergen Ace-
tylcholinrezeptor gebunden. Die Darstellung orientiert sich an bekannten Strukturen von Bun-
garotoxin und dem nAChR (siehe Abschnitt 2.3.2 auf Seite 44).

Wenn zwei Bindungsstellen an einem Rezeptor besetzt werden, z.B. durch zwei Mole-
küle Acetylcholin, öffnet sich der Kanal, so dass Na+ und Ca2+ in die Zelle strömen und
wenige K+ hinaus. Damit wird das Membranpotenzial depolarisiert. Die Zusammenset-
zung des Rezeptors aus den verschiedenen Untereinheiten beeinflusst die Öffnungszeit,
die Durchlässigkeit und Selektivität für Ionen und ist verantwortlich für die unterschied-
lichen Effekte eines Wirkstoffs [125]. Zum Beispiel sind Rezeptoren aus α9α10 besonders
durchlässig für Ca2+ und führen zu einer Hyperpolarisation der Haarzellen im Innenohr
von Säugetieren [135].

Im Rahmen der Myasthenia gravis werden unter anderem Autoantikörper gegen den
Muskeltyp gebildet, was zu dem typischen Krankheitsbild führt. Mutationen im neuro-
nalen Typ hingegen sind wahrscheinlich für einige Epilepsie-Formen mitverantwortlich
[136–138]. Außerdem sind nAChR die Wirkorte von Nikotin, dem psychoaktiven Haupt-
wirkstoff des Tabakrauches. Dabei sind die Untereinheiten α4, α6 und β2 besonders für
die Abhängigkeit verantwortlich, während α5 wohl als limitierender Faktor involviert ist,
der eine toxische Nikotinaufnahme verhindert [139].
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Verschiedene Wirkstoffe binden an nAChR, z.B. Anästhetika wie Isofluran. Im Gegen-
satz zu Acetylcholin und Peptidliganden haben diese wahrscheinlich andere Bindungs-
stellen am Rezeptor. Vielleicht erklärt dies auch die unterschiedlichen Effekte solcher
Wirkstoffe an verschiedenen Cys-Schleifen Kanälen, wie nAChR oder GABAA [140]. Ge-
genstand heutiger Forschung sind u.a. partielle Antagonisten am nAChR, hervorgegangen
aus dem Frosch-Gift Epibatebine, die als hochpotente Analgetika wirken [141, 142]. Parti-
elle Agonisten wie Vareniclin [143] können helfen eine Nikotinabhängigkeit zu überwinden
[144]. Von prokaryotischen Cys-Schleifen Kanälen sind Strukturen bekannt, die den eu-
karyotischen ähnlich sind [145–147] und die deshalb auch als Modellsysteme verwandt
werden.

Acetylcholin-bindende Proteine

Da, wie bei allen großen Membranproteinen, strukturelle Untersuchungen an nativen
nAChR mittels Röntgenbeugung und Lösungs-NMR ausgesprochen schwierig sind, wur-
de nach Alternativen gesucht. Nicht Membran-gebundene Proteine anderer Organismen,
v.a. aus Wasserschnecken, können Acetylcholin binden (Acetylcholin-bindende Protei-
ne, AchBP) und dienen in unzähligen Untersuchungen als Modellsysteme. Beispielsweise
wurde die Bindung von α-Cobratoxin [148] oder Vareniclin [143] mit Hilfe von AChBP
aufgeklärt. Proteine aus Lymnaea stagnalis sind der α7-Untereinheit der nAChR beson-
ders ähnlich [149].
Näher am physiologischen nAChR als diese Proteine sind isolierten Bindungsdomänen

von nAChR. Ein bekanntes Beispiel ist die α1 Untereinheit und daran gebundenes α-
Bungarotoxin [150]. Auch AChBP mit gebundenen extrazellularen Domänen der nAChR
wurden untersucht [151].

nAChR aus Torpedo californica

Für Methoden, die grundsätzlich Strukturen von Membranproteinen ermitteln können,
war es vor allem schwierig, nAChR ausreichend hoch zu konzentrieren. Besonders eig-
net sich dafür das elektrische Organ des kalifornischen Zitterrochens, Torpedo californica
[152]. Es enthält große Mengen nAChR [153], die dem Fisch dazu dienen Entladungsströ-
me zur Verteidigung zu produzieren (1 kW bei 50 V [154]). Durch einen einzelnen geöff-
neten Rezeptor fließen ungefähr 107 Ionen pro Sekunde, der entsprechende Strom beträgt
ca. 4 pA und das Membranpotenzial −100 mV. Damit wird deutlich, das die Dichte der
Rezeptoren im elektrischen Organ sehr hoch sein muss (ca. 20 000 /µm2) [155].
Entsprechend lassen sich aus diesem Gewebe nAChR relativ einfach und hoch kon-
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zentriert isolieren (siehe Abschnitt 2.1.3 auf Seite 36). Außerdem sind die gewonnenen
Rezeptoren den humanen nAChR sehr ähnlich [156]. Eine Kryo-Elektronenmikroskop
Struktur eines sehr ähnlichen Rezeptors ist bekannt und zeigt unter anderem eine Ver-
knüpfung der Rezeptoren untereinander über Cystein-Brücken [157–159].

1.7.2. Neurotoxin aus Naja naja oxiana

K44
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Abbildung 1.7.: Kristallstruktur von NTII (PDB 1NOR). Links sind alle Seitenketten mit far-
bigen Heteroatomen dargestellt. Rechts sind die Lysine, Leucine und Proline – 13C markiert nach
dem [2-13C]-Glycerol Schema – blau markiert, die Threonine grau und die Oberfläche des Mole-
küls in jeweiliger Farbe. Der obere Teil über der gestrichelten Linie ist Lösungsmittel-exponiert,
der untere Teil, mit einer drei-Finger Struktur, ist an der Bindung an den Rezeptor beteiligt. Im
selben Farbschema wie in der rechten Abbildung ist die Sequenz des NTII dargestellt.

Zusätzlich zu kleinen organischen Molekülen sind auch Peptide bekannt, die Liganden
am nAChR sind. Die meisten wurden aus den Giften von Schlangen und Meeresschnecken
gewonnen und werden als Modell-Liganden in vielen Studien genutzt [153, 160–163]. Im
Laufe der Evolution haben sich diese hochpotenten Liganden wahrscheinlich aus physiolo-
gisch vorkommenden Molekülen entwickelt [164]. Erste Gensequenzen wurden gefunden,
Beispiel sind LYNX und SLURP, die darauf schließen lassen, dass ähnliche Peptide auch
in Säugetieren physiologisch vorkommen. Sie scheinen dann mit einem Membran-Anker
in der Nähe der nAChR exprimiert zu sein und als Modulatoren der nAChR-Aktivität
zu wirken [165].
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Auch die arabische Kobra (Naja naja oxiana; [166]) besitzt in ihrem Gift eine Mischung
starker Antagonisten der muskulären nAChR [167]. Damit lähmt sie ihre Beute, meist
kleine Nager oder Vögel. Grundsätzlich lassen sich solche Neurotoxine in zwei Klassen
einteilen: α-Neurotoxine blockieren die Signalübertragung vor allem postsynaptisch durch
eine Blockade der nAChR. Die β-Neurotoxine sind Phospholipasen, die präsynaptisch die
Ausschüttung von ACh verhindern [168]. Die α-Neurotoxine lassen sich weiter unterteilen
in kurze (60–62 Aminosäuren) und lange (66–74 Aminosäuren) α-Neurotoxine, wobei die
kurzen nur postsynaptisch an der muskulären Endplatte wirken während die langen auch
an präsynaptischen nAChR der Nervenzellen binden. Dabei blockiert ein Molekül beide
Acetylcholin-Bindungstellen des Rezeptors (siehe Übersichtsarbeit von Tsetlin [169]).
In dieser Arbeit wird eines dieser Neurotoxine verwandt, α-Neurotoxin II (NT II; [170]).

Es bindet relativ stark, im pikomolaren Bereich [171], an nAChR. So lässt sich ein sta-
biles Ligand-Rezeptor-System herstellen, das außerdem relativ sicher zu handhaben ist.
NT II besteht aus 61 Aminosäuren (Sequenz in Abbildung 1.7 auf der vorherigen Sei-
te), die über zwei Disulfidbrücken verbunden sind. Es ist also ein kurzes α-Neurotoxin.
Sein Molekulargewicht beträgt 6889 g/mol und seine Lösungs-NMR Struktur ist unter
dem PDB-Eintrag 1NOR veröffentlicht ([172]; siehe Abbildung 1.7 auf der vorherigen
Seite). Es wird aus sechs β-Strängen gebildet und ähnelt in seiner Form einer dreifin-
gerigen Struktur, von der angenommen wird, dass sie für die Bindung an den Rezeptor
entscheidend ist [169]. Dabei scheint im Gegensatz zu Kobra- und Bungarotoxin die drit-
te Schleife (rechts in Abbildung 1.7 auf der vorherigen Seite) wichtiger für die Bindung
zu sein als die erste (links) [171]. Neurotoxin II bindet an den nAChR zwischen den
δ-α und γ-α Untereinheiten und ist als stark gebundener kompetitiver Antagonist to-
xisch. Die LD50 i.v. bei Säugetieren liegt bei nur 60 µg/kg [173], d.h. 4,2 mg für einen
durchschnittlichen Erwachsenen. Es wirkt ähnlich dem Curare, einem Pfeilgift aus Süd-
amerika, und führt vor allem zu Blutdruckabfall und Atemlähmung. Als Antidot ist z.B.
der Acetylcholinesterase-Hemmer Physostigmin geeignet, der die ACh-Konzentration an
der muskulären Endplatte erhöht. Der Effekt ist allerdings aufgrund der starken Bindung
des NTII nur schwach.
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1.8. Fragestellung dieser Arbeit

Festkörper-Magnetresonanzspektroskopie ist prinzipiell geeignet die atomare Struktur
großer Moleküle, wie z. B. von Membranproteinen in Lipid-Doppelschichten, zu unter-
suchen. Die Sensitivität dieser Methode ist jedoch gering und limitiert ihre Anwendung.
Mit der dynamischen Kernpolarisation lässt sich die hohe Polarisation von ungepaarten
Elektronen auf Kerne übertragen und so die Intensität der NMR-Signale um bis zu zwei
Größenordnungen steigern. Dazu werden die Radikale bei kryogenen Temperaturen mit
Mikrowellenstrahlung angeregt.
Erst in den letzten Jahren wurden genügend starke Mikrowellenquellen entwickelt,

Gyrotrone, die eine Anwendung der DNP bei hohen NMR-Magnetfeldern zulassen. Be-
sonders die Arbeitsgruppe von Robert Griffin am Massachusetts Institute of Technology
(MIT) hat diese Entwicklung vorangetrieben und erste Experimente durchgeführt [35,
37, 39, 42, 47, 174–179]. Es zeigte sich, dass sich mit DNP bei Modellmolekülen Verstär-
kungsfaktoren von bis zu 40 erreichen lassen. Die Arbeiten von Griffin et al. mündeten in
der Entwicklung eines DNP-Spektrometers der Firma Bruker und die Experimente dieser
Arbeit wurden an dem ersten ausgelieferten DNP-System durchgeführt. Bisher bestan-
den die einzigen Erfahrungen mit DNP an physiologischen Proteinen aus Experimenten
an zwei Kohlenstoffen des Retinals in Bakteriorhodopsin [180].
Es ist zu erwarten, dass zwei Unterschiede zur konventionellen ssNMR einen großen

Einfluss auf die Qualität der NMR-Spektren haben und einen routinemäßigen Einsatz
bei biologischen Proben limitieren können:

• Kryogene Temperaturen sind nötig, um den DNP-Effekt zu nutzen. Dadurch ver-
langsamt sich die Dynamik von Protein und Lösungsmittel, was häufig zu einer Ver-
breiterung der Linien führt und die Interpretation der Spektren erschwert. Die ge-
nauen Zusammenhänge zwischen Temperatur, Proteinstruktur, Lösungsmittel und
NMR-Signalen sind allerdings nicht im Detail bekannt.

• Ungepaarte Elektronen, deren Polarisation mittels DNP übertragen wird, verän-
dern als Paramagneten das Magnetfeld in ihrer Umgebung. Die daraus folgenden
Auswirkungen auf NMR-Spektren sind bei Raumtemperatur und niedrig konzen-
trierten Radikalen beschrieben. Ihr Einfluss auf NMR-Parameter bei kryogenen
Temperaturen und in den benötigten hohen Konzentrationen bedarf gleichwohl ei-
ner umfassenden Analyse.
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Um DNP für strukturbiologische Fragestellungen weiterzuentwickeln, werden diese bei-
den Aspekte systematisch untersucht. Dazu wurden folgende Fragen formuliert:

1. Wie verhalten sich NMR-Signale von Proteinen bei kryogenen Temperaturen? Es
ist wahrscheinlich, dass durch das Einfrieren der unterschiedlichen, bei Raumtem-
peratur vorhandenen Konformere die kryogen gemessenen NMR-Spektren inhomo-
gen verbreitert sind. Falls dieser Effekt die Spektren dominiert, stellen sich weitere
Fragen:

a) Ist eine inhomogene Verbreiterung für alle Signale gleich oder haben die Dy-
namik der Seitenketten, das Lösungsmittel oder andere Parameter einen Ein-
fluss? Es ist zu erwarten, dass besonders mobile Atome stärker verbreiter-
te Signale zeigen. Ob das ein Protein umgebende Wasser eine Verbreiterung
der Signale exponierter Seitenketten verstärkt oder vermindert, lässt sich nur
schwer abschätzen.

b) Lässt sich eine inhomogene Verbreiterung beeinflussen? Vielleicht kann durch
eine optimierte Probenherstellung, z. B. mit der Geschwindigkeit des Einfrie-
rens, eine Verbreiterung der Signale vermindert werden. Oder es lassen sich
Proben finden, deren Signale schwächer inhomogen verbreitert sind, z.B. durch
eine inhärent rigidere chemische Struktur des Proteins.

c) Können auch bei höheren Temperaturen als ca. 100 K Experimente durchge-
führt werden, bei denen noch eine signifikante Verstärkung der Signale durch
DNP vorhanden ist? Es ist zu erwarten, dass eine inhomogene Verbreiterung
der Signale temperaturabhängig ist. Vielleicht lässt sich ein Temperaturbe-
reich und eine Probenherstellung finden, bei denen ein Kompromiss aus guter
DNP-Verstärkung und aufgelösten Signalen möglich ist. Dafür ist es notwen-
dig, die Temperaturabhängigkeiten der inhomogenen Verbreiterung und der
DNP-Verstärkung zu untersuchen.

2. Welchen Einfluss haben die zugegebenen organischen Radikale auf die NMR-Pa-
rameter und damit auf die Spektren? Die für die DNP eingesetzten relativ hohen
Konzentrationen von Biradikalen lassen vermuten, dass bei Raumtemperatur be-
kannte Effekte auch bei DNP-Messungen eine Rolle spielen. Dabei können NMR-
Signale durch paramagnetische Relaxationsverstärkung homogen verbreitert und
undetektierbar werden. Falls dies oder ähnliche Effekte die Spektren beeinflussen,
muss im Detail untersucht werden:
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a) Wie verhalten sich die einzelnen NMR-Parameter bei der Zugabe von Radika-
len? Es macht für die praktische NMR-Spektroskopie große Unterschiede, ob
z. B. die T1-Relaxation der Protonen verkürzt ist, was erwünscht wäre, oder
ob eine verkürzte T2-Relaxation der Kohlenstoffe die Auflösung der Spektren
limitiert.

b) Wie ändern sich die gemessenen Effekte mit der Konzentration der Biradikale
und welche Konzentration ist optimal für Proteinproben? Vielleicht kann die
Konzentration der Radikale optimiert werden, um die DNP-Verstärkung zu
maximieren ohne die Qualität der Spektren stark zu beeinträchtigen.

3. Wie verhalten sich Membranproteine in der DNP-NMR und welche Ergebnisse
lassen sich mit ihnen gewinnen? Abgesehen von den zwei zuvor behandelten Ein-
flüssen ist nicht auszuschließen, dass unbekannte oder unerwartete Faktoren bei
der DNP-NMR an Membranproteinen eine Rolle spielen. Letzten Endes entschei-
det die Auflösung und Signalintensität der Spektren, ob es möglich ist mittels DNP
strukturbiologische Ergebnisse von Membranproteinen zu gewinnen.

Die Beantwortung dieser Fragen legt die Grundlage für eine Anwendung und Wei-
terentwicklung der DNP-NMR in der biologischen Strukturaufklärung. Nur durch ein
besseres Verständnis der unterschiedlichen Effekte kann das Potenzial der DNP beurteilt
und genutzt werden.
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2.1. Probenherstellung

2.1.1. SH3 für kryogene Untersuchungen

Bei dem SH3 in dieser Arbeit handelt es sich um die Src-homology 3 (Sarcoma-Homologie
3) Domäne der α-Kette des Proteins Spektrin aus dem Hirn von Gallus gallus. Das sind
die Seitenketten 965–1025 der α-Kette, mit einem Molekulargewicht von 7229,3 g/mol

(PDB: 1M8M; [16]). Die Sequenz des SH3 ist:

MDETG KELVL ALYDY QEKSP REVTM KKGDI

LTLLN STNKD WWKVE VNDRQ GFVPA AYVKK LD

Die Herstellung erfolgte nach Pauli et al. [181] und lässt sich folgendermaßen zusam-
menfassen: Die Expression erfolgte in E. coli BL21 und in M9 Minimalmedium. Für die
Markierung wurde uniform 13C markierte Glukose und 15NH4Cl zugegeben (beides Cam-
bridge Isotope Laboratories, Andover, Massachusetts). Durch Wechsel des pH-Wertes
vom Sauren zu 7,5 wurde das Protein über drei Tage bei 4℃ präzipitiert und per Zen-
trifugation konzentriert.
Dreifach markiertes SH3 (deuteriert) wurde ähnlich gewonnen, nur dass der Expressi-

ons-Puffer D2O statt H2O enthielt. Dadurch wurden längere Wachstums- und Indukti-
onszeiten benötigt. Das deuterierte Protein wurde anschließend in H2O oder Mischungen
von H2O und D2O gegeben, um diejenigen D mit H zu ersetzen, vollständig oder zu
einem gewissen Prozentsatz, die mit dem Lösungsmittel im Austausch stehen, vor allem
N-D oder COO-D [46, 182, 183]. Die entsprechenden Prozentsätze sind bei den jeweiligen
Proben vermerkt.
Bei der Herstellung von DNP-Proben wurde die jeweils angegebene Menge TOTA-

POL, in 5µl Lösungsmittel gelöst, mit der SH3-Probe gemischt. Als Lösungsmittel für
die protonierten Proben wurde d8-Glycerol/D2O/H2O (60 /30 /10 %; im Folgenden GDH
genannt) verwandt. Bei den deuterierten Proben wurde eine entsprechende Mischung aus
d8-Glycerol bzw. protoniertem Glycerol (zusammen 60 %) und D2O bzw. H2O (zusam-
men 40 %) dem Deuterierungsgrad der austauschbaren D angepasst. Abweichungen sind
jeweils angegeben.
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2.1.2. Prolin für die Untersuchung der Radikal-Effekte

13C, 15N markiertes Prolin stammt von der Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri. Eine
Stammlösung mit 50 mM Prolin in GDH wurde hergestellt und mit verschiedenen Mengen
TOTAPOL versetzt (siehe Tabelle 2.1). Die höchste Konzentration löste sich auch über
mehrere Tage nicht vollständig.

Tabelle 2.1.: TOTAPOL-Konzentrationen der Prolin-Proben

TOTAPOL
[mg] [µmol] [mM]
0,1179 0,295 14,8
0,2063 0,516 25,8
0,4170 1,044 52,2
0,8213 2,056 102,8
1,5660 3,919 196,0

2.1.3. Neurotoxin II an nikotinergen Acetylcholinrezeptoren

Als Neurotoxin wurde das kurze α-Neurotoxin aus Naja naja oxiana verwandt [172].
Es besteht aus sechs β-Strängen, die über vier Disulfidbrücken verknüpft sind, hat ein
Molekulargewicht von 6889 g/mol und seine Sequenz ist:

LEC1HN QQSSQ PPTTK TC2SGE TNC1YK KWWSD

HRGTI IERGC2 GC3PKV KPGVN LNC3C4R TDRC4N N

Die Zahlen zeigen jeweils die beiden Cysteine einer Disulfidbrücke. Die Präparation der
Neurotoxin-nAChR-Komplexes in Membranen wurde nach Krabben et al. [171] durchge-
führt. Die nAChR reichen Membranen wurden von C. Winkler (San Pedro, Kalifornien)
nach Schieber und Hucho [152] gewonnen. Das Neurotoxin NTII wurde in E. coli BL21
unter Zugabe von 15NH4Cl und Glycerol (Cambridge Isotope Laboratories, Andover,
Massachusetts) exprimiert, wobei letzteres entweder uniform 13C, [1,3-13C] oder [2-13C]
markiert war. Die Zellen wurden aufgeschlossen und zentrifugiert, der Überstand auf
70℃ erhitzt und das NTII durch Sepharose, Kationenaustausch und Gelfiltration ge-
reinigt. Alle Arbeiten mit freiem NTII wurden am Shemyakin-Ovchinnikov Institut für
Bioorganische Chemie, Russische Akademie der Wissenschaften, Moskau durchgeführt.
Um den Komplex zu erhalten, wurden die Membranen mit Ringerlösung verdünnt, das

jeweilige NTII dazugegeben und 10 min im Schüttler oder Drehteller bei Raumtempe-
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ratur (RT) gemischt. Danach wurde Triton X-100 in Ringer-Lösung bis zu einer Kon-
zentration von 0,02 % zugegeben und erneut 30 min bei RT gemischt. Das Triton X-100
(INN: Octoxinol 9) erhöhte dabei lediglich als nichtionisches Tensid die Zugänglichkeit
der Bindungsstelle am Rezeptor für das NTII. Der Komplex aus Rezeptor und Ligand
wurde durch mehrfache Zentrifugationsschritte aufkonzentriert. Das so entstandene Pel-
let wurde in 4 mm Rotoren überführt und nach den RT-NMR-Messungen [184] bei −80℃
gelagert.

Für die DNP-Messungen wurde die Probe aus dem Rotor genommen, mit in 10 µl

GDH gelöstem TOTAPOL (TP) gemischt und in einen 3,2 mm Rotor überführt. Durch
eine Abnahme der TP-Konzentration während der Lagerung (Abschnitt 3.4 auf Seite 73)
musste erneut TP dazugegeben werden. In Tabelle 2.2 sind die unterschiedlichen TP-
Konzentrationen der verschiedenen Proben aufgeführt ohne die Abnahme an aktivem
TP zu berücksichtigen. Alle Arbeiten wurden unter Laminar Flow ausgeführt und die
benutzten Gegenstände entweder autoklaviert oder mit Ethanol desinfiziert.

Tabelle 2.2.: Verschieden Proben von NTII an nAChR und ihre TP Konzentrationen

Proben- Markierung zugegebenes TP Summe des TP
nummer mit 13C [mg] [mg]
1 uniform 0,4311 0,4311
1 uniform 0,3878 0,8189
1 uniform 0,5235 1,3424
2 [2-13C] Glycerol 0,4722 0,4722
2 [2-13C] Glycerol 0,5857 1,0579
3 [1,3-13C] Glycerol 0,4812 0,4812
3 [1,3-13C] Glycerol 0,4532 0,9344

2.1.4. TOTAPOL

TOTAPOL wurde nach Song et al. [37] am FMP von Edgar Specker synthetisiert. Das
Produkt war pastös und orangefarbig und seine Masse wurde mit LC-MS überprüft. Es
wurde aliquotiert, mit N2 überschichtet und dicht verschlossen bei −80℃ aufbewahrt.
Für die Probenherstellung wurde die jeweilige Menge TOTAPOL auf einer Mikrowaage
abgewogen.
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Probe

Rotor

Schraubverschluss

Rotorhalter

Abbildung 2.1.: Schema des gebauten Rotor-Füllers aus Plexiglas. Die Probe (orangefarbig)
wird durch einen Trichter in den Rotor zentrifugiert. Der Rotor-Füller ist dabei so konstruiert,
dass er genau in die Zentrifugen-Halterung für Eppendorf®-Gefäße (2 ml) passt.

2.1.5. Rotorfüllung

Soweit nicht anders beschrieben wurden 3,2 mm Rotoren aus Zirkonium (Bruker) ver-
wandt, die mit einer Silikon-Scheibe (ca. 1 mm dick) versiegelt und mit einer Vespel-
Kappe (Bruker) verschlossen wurden. Die Proben wurden mit einem selbst gebauten
Rotorhalter in einer Tischzentrifuge in die Rotoren überführt (Abbildung 2.1). Soweit
nicht anders beschrieben wurden die gefüllten Rotoren durch Immersion in flüssigem
Stickstoff eingefroren. Dabei wurde der Rotor bewegt, um ein N2-Gaspolster um den
Rotor zu verhindern. Die Proben wurden normalerweise bei −80℃ gelagert, andere La-
gerbedingungen sind jeweils angegeben.

2.2. Spektrometrie

2.2.1. Spektrometer

Soweit nicht anders beschrieben wurden alle Spektren an einem Bruker AVANCE III
400 MHz Spektrometer (9,4 T) mit Topspin Version 2.1 gemessen. Ein Bruker DNP-
Kryo-Probenkopf für 3,2 mm Rotoren, eingestellt auf Protonen, Kohlenstoff und Stick-
stoff, wurde verwandt. Der Stickstoff-Kanal ließ sich durch Umbau des Probenkopfes
auf Deuterium-Frequenzen einstellen. Alle Spektren wurden auf das Tieffeld-Signal von
Adamantan bei Raumtemperatur (40,48 ppm; [185]) referenziert. Dazu wurden die che-
mischen Verschiebungen von Glycerol und der Silikon-Scheibe bei verschiedenen Tempe-
raturen gemessen und mit Adamantan referenziert. Bei 98 K sind diese: 74,1 ppm für das
C2 des Glycerol, 63,8 ppm für C1 und C3 des Glycerol und 4,3 ppm für die im Silikon
enthaltenen Kohlenstoffe.
Eine Bruker Kühleinheit („cooling-cabinet“) kontrollierte die Temperaturen der Gas-
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ströme für die Rotordrehung und die Temperatur des Probenkopfes. Diese Ströme sind
der Trägergasstrom (bearing, B), der Antriebsgasstrom (drive, D) und der Kühlgasstrom
(variable temperature, VT). Die im Folgenden angegebenen Temperaturen bezeichnen
immer die Temperatur des eingehenden VT-Kühlgases, gemessen an der Kühleinheit.
Die Temperatur der Probe im Rotor wurde verifiziert nach Thurber und Tycko [186]: Bei
VT=96 K, B=100 K und D=105 K und unter Mikrowellenbestrahlung betrug die Pro-
bentemperatur 103,5 K. Bei allen höheren Temperaturen, bei denen die drei Gasströme
identische Temperaturen hatten, war die gemessene Temperatur zwischen 2℃ und 4℃
höher als die Temperatur des eingehenden Kühlgases. Durch die Drehung des Rotors und
die Bestrahlung mit der Mikrowelle erwärmt sich die Probe also nur wenig.
Eine Bruker MAS-Einheit kontrollierte die Drehung des Rotors auf 8889 Hz ± 2 Hz

oder den jeweils angegebenen Wert. Das Spektrometer wurde bei allen Temperaturen
mindesten 20 Minuten equilibriert und danach die Messparameter optimiert.
Eine Optimierung der Ausgleichströme für das Hauptmagnetfeld B0 („shiming“) mit

n-Pentan bei 145 K und bei 273 K ergab keine Unterschiede der Qualität von Proteinspek-
tren. Die Verzögerungszeit zwischen den Experimenten („delay time“) wird nachfolgenden
als d1 bezeichnet. Wenn nicht anders vermerkt, wurde die d1-Zeit 1,3-mal so lang gewählt
wie die Protonen T1-Zeit. Die T1-Zeit wurde dabei mittels Inversions-Erholung gemessen
(siehe Seite 40).
Soweit nicht anders erwähnt betrug bei allen Experimenten die Frequenz des π/2-

Pulses bei Protonen 100 kHz, die Frequenz der CP-Pulse bei Kohlenstoff 62,5 kHz und
die Frequenz der CP-Pulse für Protonen wurde bei jeder Probe angepasst. Dabei lag die
letztgenannte ungefähr eine MAS-Frequenz über dem Wert für Kohlenstoff, also z.B. bei
einer Drehung von 8889 Hz bei ca. 71 kHz. Zusätzlich wurde eine Rampe von 70–100 %

bei den Protonen verwandt, um den CP-Transfer robuster zu machen. Die Entkopplung
der Protonen erfolgte mit TPPM [9] bei einer Stärkte von 100 kHz.

2.2.2. Mikrowelle

Das verwendete Gyrotron (Bruker) hat eine Frequenz von 263 GHz und ein Magnetfeld
von 9,7 T. Es wurde mit einer Beschleunigungs-Spannung von ca. 15 kV betrieben und
dabei die Stärke des Elektronenstroms auf 30 mA kontrolliert. Die Stärke der Mikrowelle
betrug am Ausgang der Kavität ca. 20 W und bei der Probe ca. 4 W (Messwerte der
Fa. Bruker, [38]). Die Mikrowelle wurde durch einen geriffelten Mikrowellenleiter in den
Magneten gestrahlt. Für eine genaue Beschreibung des Gyrotrons siehe Rosay et al. [38].
Abbildung 2.2 auf der nächsten Seite zeigt ein Photo des aktuellen Aufbaus des DNP-
Spektrometers am FMP.
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Abbildung 2.2.: Photo des DNP-Spektrometers am FMP in Berlin; links das Gyrotron, das die
Mikrowellen erzeugt, die dann in den NMR-Magneten (Mitte) geführt werden; auf der rechten
Seite die Kühleinheit

2.2.3. Messung der Relaxationszeiten

Die T1-Zeit ist die Konstante der exponentiellen Funktion, mit der die Magnetisierung
nach einem Puls wieder in den Gleichgewichtszustand relaxiert. Sie wird gemessen, indem
zuerst mit einem π-Puls die Magnetisierung entgegen dem äußeren B0-Feld gebracht wird.
Nach einer variablen Zeit τ wird die Magnetisierung mit einem π/2-Puls in die transver-
sale Ebene gebracht und gemessen. Mit ansteigenden Zeiten τ ändert sich das erhaltene
Signal vom negativen zu einem positiven Maximum (dem Gleichgewichtszustand). Aus
der Funktion dieser Signalveränderung wird T1 berechnet.

Die T2 Zeit als physikalische Größe lässt sich nicht ohne Weiteres messen. Andere Ein-
flüsse, wie noch bestehende Kopplungen, instrumentenspezifische Magnetfeldgradienten
oder Temperaturunterschiede in der Probe, verändern den gemessenen Wert. Der gemes-
sene Abfall der Transversalen Relaxation wird dann T2

∗ genannt und ist entsprechend
≥T2. Gemessen wird die T2

∗-Zeit folgendermaßen: Zuerst lässt man die Magnetisierung
in der transversalen Ebene über die Zeit τ dephasieren, dann wird ein π-Puls eingestrahlt.
Dadurch wird die Magnetisierung sozusagen achsensymmetrisch gespiegelt. Während ei-
ner zweiten Zeitspanne τ wird sie wieder kohärent (refokussiert) und danach gemessen.
Während der zwei τ hat die Magnetisierung indes in ihrer Stärke abgenommen. Mit un-
terschiedlichen Zeiten τ wird die Funktion dieser Abnahme bestimmt und die daraus
ermittelte Konstante des exponentiellen Abfalls ist T2

∗. Im Folgenden wird zur Verein-
fachung meist nicht zwischen T2 und T2

∗ unterschieden.
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2.2.4. Prozessierung der Daten

Die aufgenommenen Daten wurden mit Topspin Version 2.1 prozessiert und üblicher-
weise mit Null aufgefüllt, um eine bessere Fourier-Transformierung zu ermöglichen. Die
Basislinie wurde automatisch oder manuell korrigiert. 1D Spektren wurden mit einer
Gauss-Lorentz Funktion (GM) mit exponentieller Linienverbreiterung prozessiert. Die
Parameter sind bei den jeweiligen Spektren angegeben als: GM (−40 Hz, GB 0,8), wo-
bei in diesem Beispiel die Verbreiterung −40 Hz beträgt und das gauß’sche Maximum
0,8. In 2D Spektren wurden die gemessenen Punkte auch mit gemischten Sinus/Kosinus
Quadratfunktionen gewichtet (Gleichung (2.1)).

QSIN(t) = sin

((
π − π

S

)
· t

AQ
+
π

S

)2

(2.1)

Dabei ist t der Zeitpunkt des Messwertes, AQ die Aufzeichnungszeit, also 0 < t < AQ

und S ein gesetzter, ganzzahliger Parameter, genannt „sine bell shape“ (SSB), der bei
den jeweiligen Spektren angegeben ist, z.B. 2 als QS (SSB 2).

2.2.5. SH3 für kryogene Untersuchungen

1D Experimente

Tabelle 2.3.: SH3 – die Parameter der 1D Spektren

Temperatur Experimente d1 CP-Kontaktzeit
[s] [ms]

295–270 K 32 4 1,5
253–133 K 64 3 2
95 K 128 3 2
295 K aufgetaut 64 3 2

Die 1D Spektren wurden mit den in Tabelle 2.3 dargestellten Parametern aufgenommen
und nicht mit einer Funktion gewichtet. Für die Darstellung wurden sie entsprechend der
unterschiedlichen Anzahl an Experimenten skaliert.
Für das „Auslöschen“ eines schmalen Frequenzbereiches wurde die Kohlenstoff-Ma-

gnetisierung nach der CP wieder entlang der longitudinalen Achse gebracht und ein
schwacher Puls von 10 ms Länge gegeben (Pulssequenz in Abbildung 2.3 auf der nächs-
ten Seite). Dieser Puls hat entsprechend nur eine schmale Bandbreite, im Gegensatz zu
den normalerweise genutzten „harten“ Pulsen, die alle Kohlenstoff-Frequenzen von Pro-
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1H

13C

π/2 CP

CP schwacher
Puls

π/2 π/2

Abbildung 2.3.: Pulssequenz zum „Auslöschen“ eines schmalen Frequenzbereichs.

teinen anregen. Nur die Signale mit ähnlicher Larmorfrequenz wie die Trägerfrequenz
dieses Pulses werden aus der longitudinalen Ebene gebracht und sind damit nicht mehr
detektierbar. Die Trägerfrequenz dieses Pulse wurde jeweils bei 293 K und 98 K auf die
Methyl-, Cα- und Carbonyl-Region verschoben.

2D Experimente

Tabelle 2.4.: SH3 – die Parameter der 2D Spektren

Temperatur Experimente CP-Kontaktzeit PDSD-Mischzeit d1
[ms] [ms] [s]

293–253 K 4 2 11,25 3
213 K 4 2 11,25 4
193 K 8 2 11,25 4
153 K 4 0,75 10 4,7
113 K 4 0,75 10 13
95 K 4 0,75 10 17
295 K aufgetaut 4 1,5 11,25 2

Die 2D PDSD-Spektren (siehe Abschnitt 1.3.4 auf Seite 9) wurden mit den in Ta-
belle 2.4 dargestellten Parametern aufgenommen. Vier Experimenten in der direkten
Dimension entsprachen dabei 1186 Punkten. Für die indirekte Dimension wurde 512-mal
inkrementiert. Die Aufzeichnungszeiten waren 25 bzw. 8,2 ms für die direkte bzw. indirek-
te Dimension. Die PDSD-Mischzeit der deuterierten Probe betrug 50 ms. Die d1-Zeiten
der Messungen zwischen 193–95 K wurden 1,3-mal so lang gewählt wie die gemessene
Protonen T1 Zeit.
Für die Übersichten (Abbildung 3.2) wurden die Spektren in der direkten Dimension

mit GM (−30 Hz, GB 0,1) und in der indirekten Dimension mit SQ (SSB 3) prozessiert.
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Für die Detailansichten wurde die Prozessierung auf GM (−8 Hz, GB 0,08) in beiden
Dimensionen geändert. Um die Aromaten besser zu detektieren, wurde mit GM (−40 Hz,
GB 0,05) und GM (−60 Hz, GB 0,04) gearbeitet.
Die unterste dargestellte Kontur wurde bei der sechsfachen Intensität des berechneten

Rauschens (6σ, ermittelt mit Sparky [187] aus 3000 Punkten) gezeichnet und die folgen-
den Konturen mit dem Faktor 1,1 inkrementiert. Die Zuordnungen bei Raumtemperatur
wurden von Pauli und Castellani [17, 181] übernommen. Die Ergebnisse der einzelnen
Kreuzsignale finden sich im Anhang (Tabelle D.1 auf Seite 123). Die Analyse wurde drei
mal mit unterschiedlichen Prozessierungen durchgeführt und nur die übereinstimmenden
Ergebnisse wurden berücksichtigt.

2.2.6. Prolin für die Untersuchung der Radikal-Effekte

Die 1D Spektren wurden entweder mit 1024 Experimenten oder so vielen, wie in 10 min

möglich, gemessen. Die Aufzeichnungszeit war 25 ms. Die CP-Kontaktzeit betrug 0,5 ms

und die Probentemperatur 101 K. Die Spektren wurden nicht mit einer Funktion ge-
wichtet. Die d1 Zeiten waren entweder 1,5 s (103 und 196 mM TP) oder 1,3 mal die
gemessene H T1 Zeit: 3 s bei 52 mM, 8 s bei 26 mM und 16 s bei 15 mM TP. Die Pro-
tonen T1 Zeit wurde mit Hilfe von Inversions-Erholung auf den Signalen von Cδ, Cβ
und Cγ gemessen. Die Linienbreiten wurden auf dem Cδ- oder CO-Signal auf halber
Höhe gemessen, wobei im CP-Schritt ein sogenannter „Soft-Pulse“ auf Kohlenstoff ver-
wandt wurde. Durch die schwache Amplitude dieses Pulses wurde nur der Bereich um
die Pulsfrequenz angeregt und dipolare Kopplungen zu anderen Kohlenstoffen vermie-
den. Die Messung der T1ρ erfolgte nur indirekt, indem die Intensitäten der Signale bei
verschiedenen CP-Kontaktzeiten bestimmt wurden.

2.2.7. Neurotoxin II an nikotinergen Acetylcholinrezeptoren

1D Experimente

Die 1D Spektren wurden mit 128 Experimenten, einer Aufnahmezeit von 25 ms, einer
CP-Kontaktzeit von 1,5 ms und bei 101 K gemessen. Die d1 Zeit betrug 4,7 s bei 40 mM

TP mit und ohne Mikrowellenbestrahlung und 2,4 s bei 80 mM TP und 130 mM TP.

2D Experimente

Die 2D Spektren wurden mit 32 Experimenten und 3456 Punkten aufgenommen und 688
mal für die indirekte Dimension inkrementiert. Die entsprechenden Aufzeichnungszeiten
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waren 30 ms und 8,5 ms für die direkte bzw. indirekte Dimension. Die CP-Kontaktzeit
betrug 1 ms und die Probentemperatur 100 K (VT). Die Konturen wurden mit dem Fak-
tor 1,1 inkrementiert. Weitere und veränderte Parameter und die Prozessierung sind bei
dem jeweiligen Spektrum angegeben und im Text diskutiert.

2.3. Strukturen

2.3.1. SH3 für kryogene Untersuchungen

Die Debye-Waller-Werte von SH3 wurden aus zwei Kristallstrukturen ermittelt, die bei
100 K (RCSB PDB Eintrag 1U06 [188]; Auflösung von 1,49�A) und bei 293 K (PDB Ein-
trag 2NUZ [189]; Auflösung von 1,85�A) gemessen wurden. Die H-Brücken zwischen den
SH3 Molekülen wurden mit einer Flexibilität von 0,4�A und ±10 ° [190] berechnet. Diese
Berechnungen und die Abbildungen wurden mit der Software UCSF Chimera erstellt
(Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics at the University of Cali-
fornia, San Francisco unterstützt durch NIH P41 RR-01081; [64]). Die Berechnung der
Wasser-Zugänglichkeit wurde nach Linser et al. [191] durchgeführt, wobei der Durchmes-
ser der um das SH3-Molekül rotierenden Kugel von 4�A auf 1,4�A geändert wurde, um
ein Wassermolekül zu simulieren.

2.3.2. Neurotoxin II an nikotinergen Acetylcholinrezeptoren

Die Struktur des Neurotoxins wurde mit Protonen Lösungs-NMR ermittelt [172]. Das
Modell des gebundenen Neurotoxins (z.B. in Abbildung 1.6 auf Seite 27) wurde aus
drei Komponenten erstellt. Die Kristallstruktur der Bindung von α-Bungarotoxin (aus
Bungarus multicinctus) an den extrazellulären Teil der α1-Untereinheit eines nikotinergen
Acetylcholinrezeptors (aus Mus musculus; PDB: 2QC1; [150]) wurde mit der Struktur des
Rezeptors kombiniert (PDB: 2BG9; Elektronenmikroskopie, 4�A Auflösung; aus Torpedo
marmorata; [157]). Anschließend wurde das Neurotoxin mit dem Bungarotoxin überlagert
und ausgetauscht. Dieses Modell dient nur der Orientierung.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Im Folgenden werden die unterschiedlichen Aspekte untersucht, die DNP von konven-
tioneller ssNMR unterscheiden. Zuerst wird dargestellt wie sich Proteinsignale in der
NMR bei kryogenen Temperaturen verhalten. Im zweiten Abschnitt steht die Zugabe
von Radikalen zu den Proben im Vordergrund und ihre Effekte auf die NMR-Parameter
und -Daten. Die Ergebnisse dieser beiden Teile lassen die Frage aufkommen, ob DNP-
Messungen auch bei höheren Temperaturen als ca. 100 K durchgeführt werden können.
Dies behandelt der dritte Abschnitt am Beispiel einer deuterierten Probe. Schließlich wer-
den die gewonnenen Erkenntnisse auf Präparationen von Membranproteinen angewandt:
In Abschnitt 3.4 werden beispielhaft Liganden an nikotinergen Acetylcholinrezeptoren in
nativen Membranen untersucht.

In Kapitel 4 findet sich eine allgemeine und zusammenfassende Diskussion der Ergeb-
nisse, die der Frage nachgeht, was DNP für die Strukturforschung an Membranproteinen
beitragen kann. Die entsprechenden Veröffentlichungen zu den jeweiligen Themen sind:
Abschnitt 3.1 [192], Abschnitt 3.2 [193], Abschnitt 3.3 [194] und Abschnitt 3.4 [195].

3.1. Proteine in der Cryo-NMR am Beispiel SH3

3.1.1. Hintergrund & Fragestellung

Zuerst wurden die Auswirkungen von kryogenen Temperaturen auf NMR-Spektren von
Proteinen untersucht. Dazu wurden mikrokristalline Proben der SH3 Domäne aus der
α-Kette von Spektrin (SH3) bei Temperaturen zwischen 295 und 95 K gemessen. Voraus-
gegangene Untersuchungen zeigen meist eine starke Verbreiterung der NMR-Signale bei
kryogenen Temperaturen (Linienbreiten von 2–3 ppm [117, 118]). Um diese Verbreitung
im Detail zu verstehen, wurden folgende Fragen formuliert und mit dem genannten Mo-
dellsystem untersucht: Wie verändern sich die Spektren abhängig von der Temperatur?
Ändert sich die Linienbreite, wenn ja inhomogen oder homogen? Sind die Veränderungen
in den Spektren abhängig von der Art der Seitenkette? Werden sie vom Lösungsmittel be-
einflusst? Hängt die Veränderung von der Position der jeweiligen Seitenkette im Protein
ab? Ist es prinzipiell möglich schmale Linien bei tiefen Temperaturen zu beobachten?
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3.1.2. Ergebnisse & Diskussion
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Abbildung 3.1.: A. 1D 13C CP-Spektren der aliphatischen Region von SH3 bei verschiedenen
Temperaturen. B. Vergrößerung der Isoleucin Cδ1 und Valin 53 Cγ2 Signale. Die Spektren wur-
den entsprechend ihrer Anzahl an Experimenten skaliert und nicht mit einer Funktion gewichtet.

Beim langsamen Einfrieren der Probe zeigen sich deutliche Veränderungen schon in
1D 13C CP-Spektren von SH3 (Abbildung 3.1). Das Spektrum bei 295 K repräsentiert
ein konventionelles Spektrum, in dem sogar skalare Kopplungen aufgelöst sind. Bei unge-
fähr 275 K sind diese Doublets nicht länger aufgelöst (B in Abbildung 3.1). Ein weiteres
Absenken der Temperatur verbreitert die Signale kontinuierlich bis bei 95 K nur noch
wenige breite Signale vorhanden sind. Im gesamten Temperaturbereich ist keine plötz-
liche Veränderung zu beobachten, wie sie z. B. ein definierter Glasübergang bei 200 K

erwarten ließe.
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Nach dem Auftauen der Probe sind die Auflösung und die chemischen Verschiebungen
wieder wie vor dem Einfrieren. Die Probe wurde fünfmal eingefroren und aufgetaut und
die Spektren bei Raumtemperatur (RT) bleiben unverändert. Daraus lässt sich schließen,
dass SH3 in seiner tertiären Struktur nicht durch die Temperaturwechsel beeinflusst wird
und ein geeignetes Modellsystem für diese Untersuchung ist.
Die Protonen T1-Zeit verlängert sich mit sinkender Temperatur, wie durch die ver-

langsamte Dynamik des Systems zu erwarten. Bei 295 K beträgt sie 0,5 s, bei 95 K 13 s,
gemessen mit Inversions-Erholung und detektiert nach einer Protonen-Kohlenstoff CP.

2D Spektren

2D 13C-13C PDSD-Spektren offenbaren die Veränderungen einzelner Seitenketten (Ab-
bildung 3.2 auf der nächsten Seite; für PDSD siehe Abschnitt 1.3.4 auf Seite 9). Die
meisten Signale werden bei sinkender Temperatur breiter, bis sie eine – individuell unter-
schiedliche – Koaleszenz-Temperatur erreichen und sich in mehrere Signale aufspalten.
Durch diese Aufspaltung überlagern sich viele Signale und lassen sich zum Teil nicht
mehr auflösen. Die messbaren Linienbreiten der einzelnen aufgespaltenen Signale sind
bei kryogenen Temperaturen (je nach Seitenkette zwischen 153 und 96 K) und bei RT
ähnlich. Die Diagonalsignale sind bei kryogenen Temperaturen nicht breiter als bei RT.
Diese Beobachtungen deuten alle auf eine inhomogene Verbreiterung der Signale hin. Da-
bei werden wahrscheinlich unterschiedliche Konformationen eingefroren. Je nachdem wie
groß der Unterschied der chemischen Verschiebung der einzelnen Signale ist, erscheinen
die Konformationen als ein breites oder als mehrere relativ schmale Signale bei kryogenen
Temperaturen.
Bei einer inhomogenen Verbreiterung ist es möglich, dass die Geschwindigkeit des Ein-

frierens einen großen Einfluss auf die Spektren hat. In dieser Untersuchung zeigt sich
allerdings kein Unterschied in den Daten bei 95 K wenn die Probe schnell, z.B. durch
Immersion in flüssigem Stickstoff, oder langsam im Spektrometer über mehrere Stunden
eingefroren wurde.
Die beobachtete Vervielfachung der Signale erschwert bei kryogenen Temperaturen die

Analyse der Spektren. Um einzelne Signale im Detail zu untersuchen, wurden diejenigen
ausgewählt, die bei Raumtemperatur besonders singulär und aufgelöst sind: Threonin
Cβ-Cα und Cβ-Cγ (T24, T32, T37), Serin Cβ-Cα (S19, S36), Prolin Cα-Cδ (P20, P54),
Alanin Cα-Cβ (A11, A55, A56) und die Kreuzsignale mit Isoleucin Cδ (a bis e im ersten
Spektrum in Abbildung 3.2 auf der nächsten Seite und Abbildung 3.3 auf Seite 49).
Drei der vier Threonin-Signale sind normalerweise in CP basierten Raumtemperatur-

Spektren sichtbar. Das vierte Threonin (T4) erscheint nur in Experimenten mit direkter
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Abbildung 3.2.: 2D 13C-13C PDSD-Spektren von SH3 bei den angegebenen Temperaturen. Die
Spektren wurden mit 2 ms CP-Kontaktzeit und 11,25 ms PDSD-Mischzeit aufgenommen. Die bei
293 K markierten Signale werden im Text und zum Teil in Abbildung 3.3 auf der nächsten Seite
näher betrachtet (a: Thr Cβ-Cα; b: Thr Cβ-Cγ; c: Pro Cα-Cδ; d: Ala Cα-Cβ; e: Ile Cδ1, Cδ1-
Cγ2, Cδ1-Cγ1). Die Daten wurden in der direkten Dimension GM (−30 Hz, GB 0,1) und in der
indirekten Dimension SQ (SSB 3) prozessiert.
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Abbildung 3.3.: 2D 13C-13C PDSD-Spektren der Thr, Pro und Ala Seitenketten bei den an-
gegebenen Temperaturen. Die Daten wurden in beiden Dimension mit GM (−8 Hz, GB 0,08)
prozessiert.
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Anregung der Kohlenstoffe. Da es wahrscheinlich fast keinen Einfluss auf die beobachteten
Signale hat, wird T4 im Folgenden nicht berücksichtig. In den ersten drei Spalten der
Abbildung 3.3 auf der vorherigen Seite sind die Cβ-CO, Cβ-Cα und Cβ-Cγ Kreuzsignale
der Threonine dargestellt. Mit sinkender Temperatur werden sie breiter und spalten sich
dann in mehrere Signale auf. Dabei verbreitert sich das Signal von T37 bei einer tieferen
Temperatur als die anderen beiden. Entsprechend hat es bei 193 K auch eine höhere
Signalintensität (2,5- bzw. 3,8-mal größer als die Signale von T32 bzw. T24).
Die Proline (vierte Spalte) zeigen bei 293 K aufgelöste, einzelne Cα-Cβ Signale. Bei

253 K ist das Signal von P20 so stark verbreitert, dass es unter die Detektionsgrenze von
6 mal dem berechneten Rauschen (6σ) fällt. Auch bei tieferen Temperaturen ist es nicht
zu detektieren. Anders das Signal von Prolin 54: Es bleibt bis 193 K über den 6σ der
ersten Konturlinie und ist erst darunter zu breit, um detektiert zu werden. Interessan-
terweise erscheint es jedoch bei Temperaturen von 113 K und darunter wieder über der
Detektionsgrenze, nun als Gruppe aufgespaltener Signale.
Auch die Cα-Cβ Signale der Alanine (fünfte Spalte) koaleszieren und fallen unter 6σ,

das Signal von A55 bei ungefähr 153 K, die von A11 und A56 bei ungefähr 113 K. Die
letzteren überlagern sich schon bei 253 K in einem Signal. Bei 95 K erscheinen alle drei
wieder über 6σ, wobei das Signal von A55 in mindestens vier Signale aufgespalten ist.
In beiden Fällen, bei den Prolinen und den Alaninen, wurden die neu erscheinenden Si-
gnale wieder diesen Seitenketten zugeordnet, da sich bei Raumtemperatur keine anderen
Signale bei ähnlichen chemischen Verschiebungen befinden.
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Abbildung 3.4.: Cδ1 Diagonalsignale (oben) und Cγ1-Cδ1 Kreuzsignale (unten) von Isoleucin
30 bei den angegebenen Temperaturen. Die bei 95 K beobachteten zusätzlichen Signale haben
ein relativ kleines Signal-zu-Rausch-Verhältnis und es lässt sich schwer unterscheiden, ob es sich
um zusätzliche Konformationen oder Rauschen handelt.

Die Kreuzsignale von Isoleucin 30, das Teil eines Kristallkontaktes zum Asparagin 38
des nächsten SH3 Moleküls ist, zu seinem Cδ1 (Abbildung 3.4) bleiben homogen bei
Temperaturen über 193 K. Bei tieferen Temperaturen sind sie inhomogen verbreitert und
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Abbildung 3.5.: 2D 13C-13C PDSD-Spektren der aromatischen Region von SH3 bei den an-
gegebenen Temperaturen. Die Spektren wurden mit einer PDSD-Mischzeit von 11,25 ms aufge-
nommen und in beiden Dimensionen breit mit GM (−40 Hz, GB 0,05 bzw. −60 Hz, GB 0,04)
prozessiert.

aufgespalten, sie sind jedoch bei allen Temperaturen detektierbar.

Die Signale der aromatischen Seitenketten (zwischen 110 und 165 ppm, Abbildung 3.5)
sind bei RT nur schwach über der Signalgrenze. Mit sinkender Temperatur werden sie
jedoch stärker. Wahrscheinlich ändert sich die Dynamik der aromatischen Ringe, so dass
sie nicht mehr mit dem Zeitfenster der Messung interferiert (die Dynamik wechselt vom
intermediären Regime zum langsamen; siehe auch Seite 21). Da die Dynamik von aro-
matischen Ringen häufig ein Sprung zwischen zwei Konformationen ist, erscheinen in
manchen Fällen auch aufgespaltene Signale bei kryogenen Temperaturen. Zum Beispiel
sind von den drei Tyrosinen von SH3 bei 95 K mindestens sechs Signale detektierbar.

Die Hauptketten CO-Cα Signale sind größtenteils nicht aufgelöst, selbst bei RT. Zu-
ordnen lassen sich nur CO-Cα Signale von P20, P54 und G51. Mit sinkender Temperatur
werden die Prolin Signale nur wenig verbreitert und bleiben über der gesetzten Detek-
tionsgrenze. Das Glycin CO-Cα Kreuzsignal ändert seine Intensität kaum mit sinkender
Temperatur, zeigt jedoch eine leichte Aufspaltung in mehrere Signale bei tiefen Tem-
peraturen. Soweit die Spektren eine Interpretation zulassen, scheinen die Signale der
Hauptkette weniger stark beeinflusst zu sein als die der Seitenketten. Das ist bei einer
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inhomogenen Verbreiterung zu erwarten, da die Atome der Hauptkette deutlich unbe-
weglicher sind als die der Seitenketten und entsprechend schon bei RT in weniger oder
ähnlichere Konformationen vorliegen.

„Auslöschen“ eines schmalen Frequenzbereiches
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293K

98K

160170 165
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Abbildung 3.6.: A. Jeweils drei 13C Spektren von SH3 bei 293 K (oben) und 98 K (unten).
Ein langer Kohlenstoff-Puls von 10 ms mit 471 Hz wurde angewandt, um bei drei verschiedenen
Trägerfrequenzen die Signale einer schmalen Bandbreite „auszulöschen“, dargestellt in orange und
blau. B. Detailansicht der Carbonyl-Region.

Um zu bestätigen, dass die beobachtete Verbreiterung vor allem inhomogener Natur
ist, wurde ein schmaler Frequenzbereich eines Kohlenstoffspektrums „ausgelöscht“ (Ab-
bildung 3.6; siehe auch Seite 41). Bei 293 K und 98 K wurde jeweils in der Methyl-, Cα-
und Carbonyl-Region ein Puls geringer Bandbreite vor der Detektion eingestrahlt. Die
entstehenden „Löcher“ im Spektrum haben bei beiden Temperaturen vergleichbare Tie-
fen und Breiten. Beispielsweise beträgt im CO-Signal die Breite der „Löcher“ auf halber
Tiefe bei 293 K 129 Hz und bei 98 K 137 Hz. Diese Ergebnisse bestätigen, dass die Ver-
breiterung der Signale bei kryogenen Temperaturen vor allem inhomogen ist. Was als
ein breites Signal erscheint, besteht also aus vielen einzelnen, dicht beieinander liegen-
den Resonanzen. Ein schmaler Puls beeinflusst dann nur den Teil der Signale, die seiner
Frequenz entsprechen.
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Abbildung 3.7.: 2D 13C-13C PDSD-Spektrum von deuterietem SH3 bei 95 K. Nur die Deute-
ronen, die sich mit dem Lösungsmittel austauschen (v.a. ND), sind durch Protonen ersetzt. Das
Spektrum wurde mit 4 Experimenten und 1186 Punkten in der direkten Dimension aufgenommen
und 512 mal inkrementiert. Die CP-Kontaktzeit betrug 3 ms, die Zeit zwischen den Experimenten
(d1) 2,8 s und die PDSD-Mischzeit 50 ms. Das Spektrum wurde wie die protonierten Spektren
prozessiert.

Effekte der Deuterierung

Eine andere mögliche Erklärung für das Auftreten verbreiterter Linien und besonders für
das Fehlen von Methylgruppen-Signalen ist eine Interferenz mit der Protonenentkopp-
lung (s.a. Abschnitt 1.6 auf Seite 21). Bei kryogenen Temperaturen ist die Dynamik der
Seitenketten verlangsamt und kann im gleichen Frequenzbereich liegen wie die Entkopp-
lungspulse.
Um den Einfluss der Entkopplung auf die Spektren zu untersuchen, wurde deuterier-

tes SH3 gemessen (Abbildung 3.7). Dafür wurde SH3 vollständig deuteriert exprimiert
und nur die Deuteronen, die sich mit dem Lösungsmittel austauschen, durch Protonen
ersetzt (siehe auch Abschnitt 2.1.1 auf Seite 35; [46, 182, 183]). Dadurch sind die Proto-
nen insgesamt so verdünnt, dass sie nur schwach dipolar gekoppelt sind und keine aktive
Entkopplung mehr nötig ist. Um die im CP-Schritt fehlenden Protonen zu kompensie-
ren, wurde die PDSD-Mischzeit vergleichsweise lang gewählt (50 ms). Trotzdem zeigt das
Spektrum weniger Kreuzsignale als Spektren von vollständig protoniertem SH3. Die vor-

3. Ergebnisse und Diskussion 53



3.1. Proteine in der Cryo-NMR am Beispiel SH3

handenen Signale sind allerdings ähnlich verbreitert wie bei der vollständig protonierten
Probe. Damit kann eine ungenügende Entkopplung nicht die Hauptursache der Verbrei-
terung sein und hat wahrscheinlich höchstens Einfluss auf Methylgruppen-Signale.

Strukturelle Aspekte
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Abbildung 3.8.: A. Die Struktur von SH3 im simulierten Kristall aus 14 Molekülen (PDB:1U06
[188]). Nur das zentrale Molekül ist dargestellt und die Seitenketten nach dem Verhalten ihrer
NMR-Signale eingefärbt: Wenn die Kreuzsignale zwischen 293 und 213 K detektierbar bleiben,
ist die jeweilige Seitenkette blau, wenn sie unter die Signalgrenze verbreitert sind, orangefarbig
dargestellt. Die vier Detailansichten zeigen T32 (B.), T37 (C.), P20 (D.) und P54 (E.) mit
Oberflächenmodellen ihrer direktem Umgebung und gebundenem Kristallwasser; die nächsten
SH3 Moleküle sind grün dargestellt. Unten ist die Sequenz von SH3 im gleichen Farbschema
dargestellt, die Pfeile zeigen β-Stränge.

Das Verhalten der NMR-Signale unterscheidet sich auch zwischen gleichen Seitenket-
ten, z. B. zwischen den beiden Prolinen. Es ist wahrscheinlich, dass jeweils die lokale
Umgebung diese Effekte hervorruft. Im Folgenden wird dieser Einfluss der Struktur auf
das Temperaturverhalten der Signale untersucht. Dazu wurden sowohl die Debye-Waller-
Faktoren der bekannten Kristallstrukturen als auch eine Berechnung der Exposition zum
Lösungsmittel zur Hilfe genommen.
In der Röntgenbeugungs-Kristallographie sind Debye-Waller-Faktoren [196, 197] ein

Index für die Verteilung und Dynamik von Atomen. Sie geben die Temperaturabhängig-
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keit der Intensität bestimmter gestreuter Strahlung an. Im Folgenden wird als B-Wert
Bjl [198] in �A2 verwandt, ein Wert von 80�A2 entspricht dabei ungefähr einer Abweichung
der Atomposition um 1�A. Kleine B-Werte sind entsprechend ein Indiz für eine relative
Rigidität des entsprechenden Atoms in seiner Umgebung.

Die Berechnung der Wasser-Akzessibilität (WA) erfolgte nach Linser et al. [191]. Dazu
wurde in einer Simulation mit einem SH3 Kristall aus 14 Molekülen (bei 293 K [189])
eine Kugel mit einem Durchmesser von 1,4�A über die Oberfläche des zentralen SH3-
Moleküls „gerollt“. Die erhaltenen Abstände zwischen diesem simulierten Wassermolekül
und den Seitenketten wurden in Abstandsgruppen eingeteilt. Im Anhang in Tabelle D.1
auf Seite 123 finden sich die B-Werte und berechneten WA der einzelnen Seitenketten.

Die Kreuzsignale von Seitenketten mit aufgelöster, charakteristischer Verschiebung
können über den gesamten Temperaturbereich verfolgt werden – vor allem von Threoni-
nen, Alaninen und Serinen. Viele andere Signale lassen sich unterhalb von 213 K nicht
mehr zweifelsfrei zuordnen.

Von den vier Threoninen in SH3 lässt sich T4 nicht bei RT beobachten. Es befindet
sich in einer beweglichen Schleife und wird wie erwähnt im Weiteren nicht berücksichtigt.
T24 (WA 0,3 - 0,8�A; B-Wert 12,02) befindet sich in einer Schleife ohne stabilisierende
Einflüsse. T32 (WA 0 - 0,3�A; B-Wert 14,15; B in Abbildung 3.8 auf der vorherigen
Seite) befindet sich in einem β-Strang und ist über eine Wasserstoffbrücke mit N38
des benachbarten SH3-Moleküls verbunden. Als Teil des H-verbrückten Netzwerkes ist
T32 in seiner Bewegung eingeschränkt. Das dritte Threonin, T37, (WA 1 - 1,5�A; B-
Wert 9,81; C in Abbildung 3.8 auf der vorherigen Seite) befindet sich in einer Schleife
und in einem Kristallkontakt, wobei es in einer Art Tasche in der Hydrationshülle des
nächsten Moleküls ist. Außerdem unterscheidet es sich von den anderen zwei Threoninen
in seinem χ1 Winkel von +59 ° (T32: −65 °; T24: −66 °; aus der Struktur bei 100 K [188]).
In Proteinen ist χ1 der Winkel zwischen Cα und Cβ, der durch N und Cγ determiniert ist.
Dadurch befindet sich die Methylgruppe des T37 näher am NH als am CO der Hauptkette
und ihre Rotation kann dadurch eingeschränkt sein.

Wenn mehrere Konformationen und die Beweglichkeit einer Seitenkette die Ursache
der Signalverbreiterung sind, erscheint es logisch, dass das Signal des weniger bewegli-
chen T37 erst bei tieferen Temperaturen verbreitert ist. Auch wäre zu erwarten, dass T24
bei höheren Temperaturen als T32 und T37 eine Signalverbreiterung aufweist. Die be-
obachteten Koaleszenztemperaturen bestätigen diese Überlegungen: T37 (200 K) < T32
(246 K) < T24 (253 K; gemessen als Durchschnitt der Koaleszenztemperaturen der drei
Kreuzsignale jedes Threonins).

Bei den beiden Prolinen befindet sich P54 (B-Wert 12,18) in einem β-Strang und seine
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Seitenkette zeigt zum Zentrum des Proteins. Seine Signale bleiben relativ unverändert
zwischen RT und 193 K. Bei tieferen Temperaturen sind sie unter die Detektionsgrenze
verbreitert, erscheinen jedoch bei 113 K und darunter wieder über der Grenze. Im Un-
terschied dazu werden die Signale des P20 nicht unter 273 K beobachtet. Dieses Prolin
(B-Wert 14,58) befindet sich in einer Schleife und zwischen zwei aromatischen Ringen
von Tyrosinen des nächsten SH3-Moleküls. Durch die unterschiedlichen Konformationen
und Ringinversionen der Tyrosine, die Flexibilität der Schleife und verschiedene Prolin-
Konformere sind viele, magnetisch unterschiedliche Umgebungen möglich. Dies spiegelt
sich in der Beobachtung einer relativ hohen Koaleszenztemperatur über einen breiten
Temperaturbereich wieder.

Die drei Alanine zeigen ein ähnliches Signalverhalten wie P54. A11 ist Teil eines β-
Strangs, während die anderen beiden sich in einem Übergang zwischen zwei β-Strängen
befinden. Deren Cα-Cβ Signale (A55 und A56) koaleszieren bereits bei 153 K, während
das Signal von A11 noch deutlich über der Signalgrenze liegt. Bei 113 K liegen alle drei
Signale nur schwach über dieser Grenze. Bei 95 K sind sie jedoch alle wieder detektierbar
und deutlich in mehrere Signale aufgespalten.

Das Isoleucin 30 ist Teil eines Kristallkontaktes zum Asparagin 38 eines benachbarten
SH3 Moleküls. Obwohl die beobachtete Resonanz von der Cδ-Methylgruppe stammt, ist
mit sinkender Temperatur nur wenig inhomogene Verbreiterung zu beobachten. Wahr-
scheinlich ist die Dynamik der ganzen Seitenkette durch den Kontakt zwischen den Mo-
lekülen stark eingeschränkt und erklärt so die überraschend starken Signale der Methyl-
gruppe bei kryogenen Temperaturen.

Andere 13C Resonanzen, mit weniger solitärer Verschiebung, lassen sich kaum über
den ganzen Temperaturbereich verfolgen, weil eine eindeutige Zuordnung der Signale zu
einzelnen Seitenketten nicht möglich ist. Häufig überlappen sich Signale, besonders bei
tiefen Temperaturen. Von 62 Seitenketten wurden 26 zwischen 293 und 213 K analysiert,
wobei die Serine und Proline mitgezählt wurden. Das Rauschen jedes Spektrums wurde
berechnet und die unterste Konturlinie bei 6-mal diesem Rauschen (6σ) gezeichnet. Wenn
die Kreuzsignale einer Seitenkette bei allen Temperaturen von 213 K und höher größer
als 6σ waren, wurde dieser Rest der Gruppe S (stabil) zugeordnet. Wenn die Signale
unter 6σ fielen, wurde die Seitenkette zu der Gruppe K (Koaleszenz) gezählt.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.8 auf Seite 54 zur Veranschaulichung in der Struktur
von SH3 dargestellt. 10 von 26 Seitenketten sind in der Gruppe K und befinden sich vor
allem in Schleifen (orange dargestellt), z.B. zwischen E17 und P20. Nur K59 und K60
liegen in einem β-Strang, jedoch am C-Terminus des Proteins. Alle 16 Seitenketten der
Gruppe S sind entweder in einem β-Strang oder nur eine Position davon entfernt (blau).
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Tabelle 3.1.: Durchschnittlich Wasser-Akzessibilität [�A] berechnet mit der SH3 Struktur bei
293 K [189] und Debye-Waller Faktoren [�A

2
] der Seitenketten von SH3 bei 100 K ohne N, CO,

Cα [188]. Die angegebenen Fehler sind die Standardabweichungen.

Wasser- Debye-Waller
Akzessibilität Faktoren

Extrema 0 – 5,3 9,81 – 28,93
Durchschnitt:
aller Seitenketten 1,38 ± 1,1 16,70 ± 5,2
der bis 213 K detektierbaren (S) 2,16 ± 1,4 14,91 ± 3,7
der nicht bis 213 K detektierbaren (K) 0,88 ± 0,7 19,81 ± 3,8

In Tabelle 3.1 sind die B-Werte der Seitenkettenatome bei 100 K ([188]; ohne N, CO und
Cα der Hauptkette) und die berechneten WA für beide Gruppen S und K dargestellt. Die
Seitenketten der Gruppe K haben einen berechnetet Durchschnitts-Abstand zum Wasser
von 0,88�A und einen Maximalabstand von 2,15�A. Im Gegensatz dazu ist die WA der
Gruppe S im Durchschnitt 2,16�A und über einen Bereich von 0 bis 5,3�A verteilt. Daraus
lässt sich schließen, dass die Exposition zum Lösungsmittel einen starken Einfluss auf die
beobachtete Linienverbreiterung hat.

Verglichen mit dem Durchschnitt aller Seitenketten sind die Atome aus S mit einem
kleineren und diejenigen aus K mit einem größeren B-Wert assoziiert. Dies deutet dar-
auf hin, dass die Seitenketten, die in der Röntgenstruktur flexibel erscheinen, in NMR-
Spektren bei höheren Temperaturen koaleszieren und stärker verbreitert sind.

Zusammenfassend kann mit dieser Untersuchung gezeigt werden, dass sich die NMR-
Spektren von hydrierten Proteinen mit sinkender Temperatur stark verändern. Die Si-
gnale werden dabei vor allem inhomogen verbreitert. Der Grad der Verbreiterung und die
Temperatur, bei der sie auftritt, hängen stark vom einzelnen Atom und seiner Umgebung
ab. Je flexibler und Lösungsmittel-exponierter eine Seitenkette bei RT ist, desto stärker
und bei höheren Temperaturen setzt die Signalverbreiterung ein. Dabei lassen sich beide
Faktoren schlecht trennen, da naturgemäß Seitenketten an der Oberfläche von Proteinen
meist auch beweglicher sind. Diese Ergebnisse werden unterstützt durch Untersuchungen
von fast wasserfreien Kristallen, in denen die Verbreiterung nur marginal ist [88]. Vor dem
Hintergrund der komplexen Wechselwirkungen von Hydrationswasser und Protein wird
deutlich, wie viele Faktoren den eingefrorenen Zustand der Seitenketten beeinflussen.

Eine Untersuchung verschiedener Einfrier-Geschwindigkeiten zeigte keinen messbaren
Effekt. Ob sich mit deutlich schnellerem oder langsamerem Einfrieren die Verbreiterung
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vermindern lässt, bleibt fraglich. Zu keiner Zeit wurde ein definierter Übergang während
des Einfrierens beobachtet. Weder ein Proteinglasübergang noch das Einfrieren des Hy-
drationswassers zeigten bei den zu erwartenden Temperaturen deutliche Veränderungen
der Spektren. Vielmehr ist die Veränderung der Spektren stark abhängig vom betrachte-
ten Atom und diese einzelnen Übergänge erstrecken sich über einen großen Temperatur-
bereich.
Andere Methoden, mit denen häufig Glasübergänge gemessen werden, wie beispielswei-

se die Neutronenstreuung, betrachten nur die Gesamtheit der Dynamik eines Proteins.
Das entspricht im Fall der NMR-Spektren dem Durchschnitt der Koaleszenztemperatu-
ren, der bei ca. 213 K liegt. Die atomare Auflösung der NMR-Spektroskopie erlaubt ein
differenziertes Bild, und die Ergebnisse dieser Untersuchung machen einen allgemeinen
Glasübergang der Proteindynamik unwahrscheinlich.
Es bleibt festzuhalten, dass die beobachtete inhomogene Verbreiterung die Analyse

der Spektren erschwert. Könnten die einzelnen, aufgespaltenen Signale aufgelöst werden,
würde sich eine Fülle neuer und interessanter Informationen ergeben.
Bis dies möglich ist, lassen sich zwei Wege beschreiten und kombinieren, die eine Aus-

wertung zulassen: Entweder werden nur einzelne Atome in einem System markiert, so
dass sich keine Signale überlappen (z.B. [47]). Oder besonders rigide Analyten werden
ausgewählt, wie z. B. wasserfreier Kristalle (z.B. [42]) oder stark gebundenen Liganden
(Abschnitt 3.4 auf Seite 73).
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3.2. Effekte des zugegebenen Biradikals

3.2.1. Hintergrund & Fragestellung

Eine weitere Voraussetzung für DNP-Messungen ist die Zugabe von Radikalen zu der
Probe. Im Folgenden werden die Auswirkungen dieser Zugabe auf die NMR-Parameter
und damit auf die Spektren untersucht. Dazu wurde uniform 13C, 15N markiertes Prolin
(CN-Prolin) mit unterschiedlichen Konzentrationen zwischen 0 und 196 mM des Bira-
dikals TOTAPOL (TP) versetzt und vermessen. TP ist ein häufig verwandtes DNP-
Agens (siehe auch Abschnitt 1.4.3 auf Seite 16), das unter anderem bei kommerziel-
len DNP-Spektrometern zum Einsatz kommt. Andere Untersuchungen messen bei TP-
Konzentrationen von 5 bis 20 mM keine Verbreiterung der NMR-Signale durch das zuge-
gebene Biradikal [199].
Die Fragestellungen dieses Abschnitts sind: Welche Konzentration an TP führt zur

größten Sensitivität der Methode? Beeinflusst TP die Linienbreite? Welche Effekte hat
TP auf NMR-relevante Parameter?

3.2.2. Ergebnisse & Diskussion

1D Spektren mit unterschiedlichen TOTAPOL Konzentrationen

Um die Effekte des Biradikals zu untersuchen wurden Proben von 50 mM CN-Prolin mit
unterschiedlichen TP-Konzentrationen (cT ) vermessen. Zur Veranschaulichung wurden
die Abstände der jeweiligen Moleküle in einer idealen Lösung wie folgt berechnet:

x[nm] =

(
1024nm3

M ·NA

)1/3

(3.1)

Dabei ist x die Kantenlänge eines Würfels um ein einzelnes Molekül und entsprechend
gleich dem durchschnittlichen Abstand zweier Molekül-Zentren; M ist die Molarität der
Lösung und NA die Avogadro-Konstante (6,022 141 29 · 1023 mol−1). Die Abstände der
TP-Moleküle bei unterschiedlichen cT und für das Prolin sind in Tabelle 3.2 auf der
nächsten Seite dargestellt.
Die Konzentration des Prolins ist so gewählt, dass sie derjenigen von aufkonzentrierten

biologischen Proben entspricht. Zusätzlich ergibt diese Konzentration Radikal-Analyt-
Verhälnisse von 0,3 bis 3,92 und sollte geeignet sein, Prolin als ein Art „Sonde“ für die
Effekte des Radikals zu nutzen.
Beim TP beträgt der Abstand der beiden Radikal-Zentren 11,2�A, das ist der Mittelwert

aus dem Abstand der Sauerstoffe (12,2�A) und der Stickstoffe (10,2�A) jeweils zueinander.
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Tabelle 3.2.: Abstand der TOTAPOL Moleküle zueinander bei verschiedenen cT und Abstand
der Prolin Moleküle (siehe Text).

cT Abstand
[mM] [nm]

TOTAPOL 14,8 4,82
25,8 4,01
52,2 3,17

102,8 2,53
196,0 2,04

Prolin 50,0 3,21

Je nach Orientierung der TP-Moleküle zueinander variiert der Abstand der Radikal-
Zentren benachbarter Moleküle. Er liegt z.B. bei einer cT von 52,2 mM zwischen 31,7�A
und 20,5�A.

1D 13C CP-Spektren wurden entweder mit 1024 Experimenten gemessen oder mit
so vielen Experiment, wie in 10 Minuten Messzeit möglich sind (Reihen A und B in
Abbildung 3.9 auf der nächsten Seite). Bei einer konstanten Nummer von Experimenten
nimmt das gemessene Signal-zu-Rausch-Verhältnis (S/N) mit steigender cT ab (Reihe A).
Im Gegensatz dazu erreicht das S/N bei einer konstanten Versuchsdauer sein Maximum
bei einer cT von 26 mM und fällt erst bei höheren cT ab. Um diese Beobachtung zu
erklären, wurden die Einflüsse von TP auf die Relaxations-Zeiten, die Linienbreite, die
DNP-Verstärkung und die Sensitivität untersucht.

Einzelne Effekte des TOTAPOLs

Radikale beschleunigen als Paramagneten die Relaxationen benachbarter Kerne. Zusätz-
lich können sie die chemischen Verschiebungen von Protonen so stark verändern, dass
keine adäquate Entkopplung mehr möglich ist [83]. Im Folgenden werden diese Effekte
unter dem Begriff paramagnetische Effekte (PE) zusammengefasst.

Der offensichtlichste Effekt steigender cT ist eine Verminderung der Signalintensität.
Bei hohen cT sind sowohl das S/N als auch die Integrale der Signale deutlich vermindert.
Bei Versuchen mit gleicher Dauer (Reihe B) tritt dieser Effekt allerdings erst bei einer
cT über 26 mM auf.

Das TP beschleunigt unter anderem die Spin-Gitter-Relaxation der Prolin-Protonen
(T1-Zeit). Eine kurze T1-Zeit erlaubt es, mehr Experimente pro Zeit aufzunehmen, da
die zwischen den Experimenten benötigte Wartezeit kurz ist. Ohne TP ist die T1-Zeit der
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Abbildung 3.9.: 1D H-13C CP-Spektren von 13C, 15N-markiertem Prolin mit verschiedenen
Konzentrationen von TP, aufgenommen mit 1024 Experimenten (A.) oder innerhalb einer Mess-
zeit von 10 Minuten (B.). Die Zeit zwischen den Experimenten wurde an die längste gemessene
Protonen T1-Zeit angepasst, außer bei der Probe mit 196 mM TP, weil die berechnete Zeit aus
technischen Gründen zu kurz ist. Alle Spektren wurden bei 101 K mit einer CP-Kontaktzeit von
500µs und einer Aufzeichungszeit von 25 ms aufgenommen. Sie wurden alle ohne Gewichtung
prozessiert und mit derselben Rausch-Intensität dargestellt.

Protonen bei 100 K von Prolin in Lösung 27,8 s. Mit nur 15 mM TP sinkt die T1-Zeit auf
5,4 s und mit 26 mM auf 2,7 s (Diagramm A in Abbildung 3.10 auf der nächsten Seite).
Mit mehr möglichen Experimenten in derselben Zeit steigt auch das S/N pro Messzeit.
Deshalb erreicht das gemessene S/N in den 10 min-Versuchen sein Maximum bei einer cT
von 26 mM. Diese Möglichkeit die T1-Zeit zu verkürzen wird auch bei anderen Messungen
genutzt, indem Paramagneten wie Kupfer-EDTA zu den Proben gegeben werden [83, 200,
201].
Schon dieser Effekt zeigt deutlich, dass zur Optimierung und zum Vergleich unter-

schiedlicher Proben die DNP-Verstärkung allein kein geeignetes Maß ist. Entscheidender
Antrieb für die DNP-Technik ist eine Verbesserung der Sensitivität. Entsprechend wurde
in dieser Untersuchung die Sensitivität (κ) ähnlich dem Konzept von Ernst et al. [202]
berechnet:

κ =
S/N

nA ·
√
T1 · nS · 1, 3

(3.2)

nA = Analyt pro Rotor in µmol
nS = Anzahl der Experimente

In dem hier untersuchten System liegt die berechnete Sensitivität, abhängig von cT ,

3. Ergebnisse und Diskussion 61



3.2. Effekte des zugegebenen Biradikals

0

10

20

30

40

50

60

0 

5 

10 

15 

20 

0 50 100 150 200

ε 

κ 
[w

illk
ür

lic
he

 E
in

he
it]

CT [mM]

Sensitivität (κ)
Verstärkung (ε)

B

0 50 100 150 200CT [mM]

A

0

1

2

3

4

5

6

7

8

0 

10 

20 

30 

Li
ni

en
br

ei
te

 [p
pm

]

1 H
 T

1 [
s]

H T1-Zeit von Cδ, Cβ und Cγ 
Linienbreite Cδ
Linienbreite CO
Linienbreite Cδ 
bei Raumtemperatur

Abbildung 3.10.: Verschiedene NMR-Messwerte bei veränderter TP-Konzentration: A. Proto-
nen T1-Relaxationszeit bei 100 K (gefüllte Quadrate) und bei Raumtemperatur ohne TP (offenes
Quadrat, beide linke Achse); Kohlenstoff Linienbreite des Cδ Signals auf halber Höhe mit Hilfe
eines Soft-Pulses gemessen (rechte Achse, Dreiecke) B. Sensitivität (κ, linke Achse, Dreiecke)
und DNP-Verstärkung (ε, rechte Achse, Kreise) des C9δ Signals. Alle Daten wurden mit 50 mM
13C, 15N markiertem Prolin gemessen, außer dem Wert bei Raumtemperatur, der mit 120 mg
natürlichem Prolin in Pulverform gemessen wurde. Alle Spektren sind mit einer CP-Kontaktzeit
von 500µs aufgenommen.

zwischen 1 und 15,8. Ohne TP und damit ohne DNP-Verstärkung beträgt die Sensitivität
nur 0,15, was eindrucksvoll das Potential der DNP zeigt (Diagramm B in Abbildung 3.10).
Ein Vergleich der Sensitivität mit und ohne DNP wurde zur gleichen Zeit am Beispiel
von Silikon-Oberflächen veröffentlicht [55]. Auch in dieser Arbeit wird auf die Bedeutung
eines solchen Vergleichs im Gegensatz zu einer einfachen Messung der DNP-Verstärkung
hingewiesen.

Das Biradikal beschleunigt ebenfalls die Spin-Spin-Relaxation (T2
∗-Zeit) der beobach-

teten Kerne, besonders in diesem Fall einer gefrorenen Lösung kleiner Moleküle. Die
T2

∗-Zeit korreliert mit der messbaren homogenen Linienbreite (b1/2):
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b1/2 =
1

π · T ∗
2

(3.3)

Da die Signale von Prolin durch die kryogene Temperatur inhomogen verbreitert sind
(siehe auch Abschnitt 3.1 auf Seite 45), erscheint eine homogene Verbeiterung der Signale
erst bei einer cT über 26 mM (Diagramm A in Abbildung 3.10 auf der vorherigen Seite).
Bei 196 mM ist die gemessene Linienbreite in halber Höhe doppelt so groß wie bei 26 mM.
Die gemessenen T2

∗-Zeiten dieser Konzentrationen sind 298 µs und 990 µs und entspre-
chen damit einer minimalen Linienbreite von 5,3 ppm und 1,6 ppm. Zusätzlich kann eine
unvollständige Entkopplung der Protonen durch paramagnetische Verschiebung der Pro-
tonensignale diesen Effekt verstärken. Die Signale in den Spektren sind breiter, als die
T2

∗-Zeiten erwarten lassen (7,5 und 3,9 ppm), beide um einen ähnlichen Betrag. Dieser
Unterschied liegt höchstwahrscheinlich an der inhomogenen Verbreiterung, die besonders
in gefrorenen Lösungen wie hier ausgeprägt ist. Wenn die Signale inhomogen verbrei-
tert sind, lässt sich also bei niedrigen cT keine homogene Verbreiterung durch das TP
feststellen. Entsprechend zeigen auch Untersuchungen bei GNNQQNY Kristallen keine
Verbreiterung bei cT bis 50 mM [179].

Bei Untersuchungen größerer Moleküle, wie z.B. von Proteinen, würde man erwarten,
dass der durchschnittliche Abstand von Radikal und Analyt-Kernen deutlich größer ist,
und demzufolge kaum homogene Verbreiterung auftritt und sich schmale Signale beob-
achten lassen (wie z.B. in [49]). Dieser Effekt wird in Abschnitt 3.4 auf Seite 73 näher
beschrieben.
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Abbildung 3.11.: Effizienz einer Protonen-Kohlenstoff CP mit verschiedenen CP-Kontaktzeiten
und bei verschiedenen cT . Die 1D Spektren von CN-Proline wurden mit 128 Experimenten bei
100 K gemessen. Die Zeit zwischen den Experimenten wurde der gemessenen Protonen T1-Zeit
angepasst außer, aus technischen Gründen, bei der Messreihe mit 196 mM TP.
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Die cT beeinflusst ebenfalls die Spin-Gitter-Relaxationszeit im rotierenden Koordina-
tensystem (T1ρ-Zeit; siehe auch Seite 4). Ein CP-Transfer von H zu 13C ist nur bei
CP-Kontaktzeiten (tCP ) effizient, die kürzer als die T1ρ-Zeit der Protonen sind [13]. Die
Effizienz des CP-Transfers bei verschiedenen tCP ist also stark abhängig von der cT (Ab-
bildung 3.11 auf der vorherigen Seite). Bei einer cT von 15 mM bleibt die Effizienz fast
unverändert für tCP von 100 µs bis 1000 µs. Bei einer cT von 52 mM, was die Obergrenze
der normalen Verwendung darstellen dürfte, erreicht die CP-Transfer-Effizienz ihr Maxi-
mum bei einer tCP von 100µs und fällt auf 63 % dieses Wertes bei einer tCP von 1000 µs.
Mit einer cT von 196 mM ist das Maximum bei einer tCP von 50 µs erreicht und die Effi-
zienz fällt auf nur 6 % dieses Wertes bei einer tCP von 1000 µs. Dieser Effekt ist besonders
wichtig, wenn z.B. lange Kontaktzeiten nötig sind, um große Abstände zwischen Atomen
zu messen. Auch wenn der Polarisationsverlust in einem kurzen CP-Transfer nur gering
ist, können mehrere CP-Schritte in einem Experiment, deren Faktoren der Transfer-
Effizienz sich multiplizieren, die Signalintensität deutlich vermindern. In solchen Fällen
sollte also die kleinstmögliche cT angewandt werden.

Wie in Abschnitt 1.5.1 auf Seite 20 beschrieben, beeinflussen Radikale benachbarte
Kerne besonders stark. Durch PRE und paramagnetische Verschiebung (zusammen pa-
ramagnetische Effekte, PE) können Kerne in der Nähe des TP nicht mehr detektierbar
sein. Diese Effekte beeinflussen auch die Spektren, die ohne Mikrowellen-Bestrahlung
aber mit Biradikal gemessen wurden. Durch den Vergleich solcher Spektren mit Messun-
gen unter Mikrowellen-Bestrahlung wird normalerweise der DNP-Verstärkungsfaktor (ε)
ermittelt. Das so gemessene ε ist also im Gegensatz zu κ unempfindlich gegenüber den
PE. Da bei hohen cT die Anzahl der messbaren Analyt-Moleküle abnimmt, ist die Sen-
sitivität vermindert, während die DNP-Verstärkung einen schwächeren Abfall bei hohen
cT zeigt (Diagramm B in Abbildung 3.10 auf Seite 62).

Um die PE zu quantifizieren wurde folgendes Modell entwickelt: Jedes TP Molekül ist
von einem Bereich umgeben, in dem durch PE die NMR-Signale so verbreitert sind, dass
sie nicht mehr detektiert werden können (verdeckt genannt). Dieser Bereich wird durch
zwei Kugeln um die Radikalzentren dargestellt, die durch einen Zylinder mit demselben
Radius verbunden sind (zusammen Stäbchen genannt). Diese Stäbchen, jedoch nicht die
TP Moleküle selbst, können sich überlappen (Abbildung 3.12 auf der nächsten Seite).
Das Volumen VbN , dass von N Stäbchen verdeckt wird ist:

VbN =
N∑
i=1

Bi (3.4)

wobei Bi das verdeckte Volumen des Stäbchens i ist:
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Abbildung 3.12.: A. Um die TP Moleküle wurde der Bereich berechnet, in dem die PE die Si-
gnale der Analyten-Kerne verdecken. Als Modell der PE dienten Kugeln um die Radikal-Zentren,
die durch einen Zylinder verbunden sind. B. Diese Stäbchen füllen Teile des Messvolumens aus
und können sich, im Gegensatz zu den TP Molekülen selbst, überlappen. C. Normalisierte In-
tegrale von Kohlenstoffspektren mit einer konstanten Anzahl von Experimenten gemessen an
50 mM CN-Proline (offene Quadrate) und die berechneten Verhältnisse von unverdeckten Volu-
mina (Vr, siehe Text) zum Gesamtvolumen, berechnete für einen 3,2 mm Rotor und PE-Radii
von 9�A (Kreise) und 10�A (Dreiecke).

Bi = Vm + (Vs · ai) (3.5)

mit Vm als nicht überlappendes Volumen eines TP Moleküls. Das Volumen des umge-
benden Stäbchens Vs wurde korrigiert mit dem Faktor a, der die Überlappung berück-
sichtig:

ai =


V − (i · Vm)−

i−1∑
j=1

Dj

V − (i · Vm)

 (3.6)
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wobei

Dj = Vs · aj mit j < i (3.7)

Melnyk, Rowlinson [203] haben als Vereinfachung für die Füllung eines Volumens mit
überlappenden Volumina beschrieben:

Vr = V − VbN ≈ V − e
−k·cT (3.8)

Dabei ist Vr das restliche, nicht verdeckte Volumen und k ein Proportionalitäts-Faktor.
Mit diesem Modell wurde k für verschiedene Radien der PE berechnet und die sich erge-
benden Funktionen aus Gleichung (3.8) zusammen mit den gemessenen Signal-Integralen
gegen die cT aufgetragen (Abbildung 3.12 auf der vorherigen Seite).
Vergleicht man die berechneten Funktionen mit den gemessenen Integralen, so sind

im Durchschnitt die Signale von Kernen näher als 10�A zu den Radikalen zu breit, um
detektiert zu werden. Dieser Wert deckt sich mit Literaturwerten zur PRE [78]. Daraus
folgt im Rückschluss, dass z.B. bei einer cT von 50 mM nur 48 % aller Analytenkerne
gemessen werden können.

Optimierung der Biradikal-Konzentration

In dem hier untersuchten System ist die Sensitivität bei einer cT von ungefähr 25 mM am
größten. Dieser Wert stimmt mit anderer DNP-Untersuchungen überein (siehe Tabelle 4.1
auf Seite 92). Eine Verbreiterung der Signale tritt nur bei sehr hohen cT in Erscheinung,
da sie sonst durch die temperaturbedingte inhomogene Verbreiterung überdeckt wird.
Alles in allem zeigt diese Untersuchung, dass die Konzentration von TP einen großen
Einfluss auf die NMR-Daten hat. Hohe Konzentrationen führen zwar zu einer größeren
DNP-Verstärkung und erlauben mehr Experimente pro Messzeit, vermindern aber ande-
rerseits die Effizienz des CP-Transfers und das detektierbare Volumen und verbreitern
die Signale. Deshalb sollte die cT abhängig von der jeweiligen Probe und den durch-
zuführenden Experimenten gewählt werden, um den besten Kompromiss zu finden. Die
DNP-Verstärkung allein ist dabei kein ausreichendes Beurteilungkriterium.
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3.3. Deuterierte Proben

3.3.1. Hintergrund & Fragestellung

Wenn in einem Protein die meisten Protonen durch Deuterium ersetzt werden, können
sich für DNP-Experimente drei Vorteile ergeben:

1. Es ist zu erwarten, dass die Polarisation der Protonen durch DNP stärker ist als
in vollständig protonierten Proben, da ein Elektron weniger Protonen polarisieren
muss. Aus dem gleichen Grund sind bei Standard-Lösungsmitteln für die DNP nur
10 % des Volumens protoniert [42] (siehe auch Seite 15).

2. Die Abstände der restlichen Protonen zueinander sind deutlich größer als in voll-
ständig protonierten Proben. Dadurch ist ihre homonukleare dipolare Kopplung
nur schwach, es sind kaum Protonennetzwerke vorhanden und die Spektren lassen
sich ohne starke Entkopplungen messen.

3. Die quadrupolare Kopplung der Deuteronen ist relativ klein (100–200 kHz) und
ermöglicht zusätzliche Untersuchungen. So lässt sich z.B. ohne MAS aus der Si-
gnalform von CD2 und CD3 Gruppen deren Dynamik ablesen [1].

Auf der anderen Seite lassen sich deuterierte Kohlenstoffe in solchen Proben mit H-13C
CP-Experimenten nur indirekt messen. Selbst wenn sich die Deuteronen selbst anregen
lassen, so erlauben moderne Probenköpfe dies nur mit relativ schwachen Amplituden.
Erste Ergebnisse mit deuterierten SH3-Proben bestätigen, dass sich größere DNP-

Verstärkungsfaktoren erreichen lassen. Diese und weitere Untersuchungen, z.B. an deu-
terierten Silikon-Polymeren, wurden von Akbey et al. veröffentlicht [46, 182, 183, 204,
205]. Im Folgenden werden nur die für diese Arbeit wichtigen Aspekte herausgegriffen:
Wie viel größer sind die Verstärkungsfaktoren und welche Signale lassen sich messen?
Sind die Linien schmaler als in protonierten Proben? Lassen sich durch die größeren Ver-
stärkungsfaktoren DNP-Experimente bei höheren Temperaturen durchführen, die eine
bessere Auflösung zeigen als Spektren bei kryogenen Temperaturen?

3.3.2. Ergebnisse & Diskussion

DNP-Verstärkungsfaktoren mit deuterierten Proteinen

Als Modellsystem dient SH3, das vollständig deuteriert exprimiert wurde. Anschließend
wurden unterschiedliche Anteile derjenigen Deuteronen durch Protonen ersetzt, die mit
dem Lösungsmittel im Austausch stehen. Dies sind vor allem die ND und COOD der
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Haupt- und Seitenketten. Dazu wurde das Protein in Lösungsmitteln mit entsprechen-
den Protonen-Anteilen gewaschen. SH3 mit einem Austausch von 50 % dieser Deuteronen
(SH3D50) zeigt DNP-Verstärkungen (ε) von 140–148 bei direkter Anregung der Kohlen-
stoffe und 120–145 in H-13C CP-Experimenten (ε der Protonen). In einer vollständig
protonierten Probe (SH3H) sind die entsprechenden Werte deutlich kleiner ( ∼ 9 und
∼ 31; siehe Diagramm in Abbildung 3.13).

Verstärkungsfaktoren bei intermediärer Temperatur
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Abbildung 3.13.: A. Gemessene DNP-Verstärkungsfaktoren von protoniertem und deuterier-
tem SH3 bei Temperaturen zwischen 98 K und 198 K. Auf der rechten Seite finden sich die
entsprechenden 1D H-13C CP-Spektren von deuteriertem SH3 bei 98 K (B.) und 178 K (C.),
oben mittels H-13C CP und unten mittels direkter 13C-Anregung gemessen. Schwarz sind jeweils
die Spektren ohne Mikrowellen-Bestrahlung dargestellt und die gemessenen Verstärkungsfakto-
ren stehen bei dem jeweiligen Signal. Bei der deuterierten Probe wurden 50 % der austauschbaren
Deuteronen durch Protonen ersetzt.

Mit zunehmender Probentemperatur nimmt die gemessene DNP-Verstärkung deutlich
ab, besonders weil die Elektronenspins schneller relaxieren (siehe auch Abschnitt 1.4 auf
Seite 10). Um dies zu quantifizieren, wurden 1D 13C Spektren von SH3D50 und voll-
ständig protoniertem SH3 (SH3H) bei Temperaturen zwischen 100 und 200 K gemessen
(Abbildung 3.13). Ein Anstieg um 20 K resultiert in einer Abnahme von ungefähr 30–
40 % des Verstärkungsfaktors. Demzufolge ist mit einer vollständig protonierten Probe
(SH3H) bei 160 K die DNP-Verstärkung zu klein, um signifikant das S/N gegenüber
Raumtemperatur-Messungen zu erhöhen. Da ε bei SH3D50 deutlich größer ist, lassen
sich bis ungefähr 200 K DNP-Messungen durchführen.
Ein Vergleich der 1D Spektren mit 13C-Anregung und mit einem H-13C CP-Schritt ist

für 98 und 178 K rechts in Abbildung 3.13 dargestellt. Die gemessenen Verstärkungen der
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SH3D50 Signale sind bei 178 K in derselben Größenordnung wie bei SH3H und kryogenen
Temperaturen (∼11 für H; ∼18 für 13C).

2D Spektren bei intermediärer Temperatur
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Abbildung 3.14.: Vergleich von 2D 13C-13C PDSD-Spektren bei 98 K und 178 K von deute-
riertem SH3. 50 % der austauschbaren Deuteronen wurden durch Protonen ersetzt

Wie in Abschnitt 3.1 auf Seite 45 beschrieben, nimmt die Auflösung der Spektren bei
steigender Temperatur zu, da die Dynamik von Hydrationswasser und Protein größer ist.
Das größere ε deuterierter Proben erlaubt es, einen Kompromiss zu finden zwischen aus-
reichender DNP-Verstärkung und einer besseren Auflösung bei höheren Temperaturen.
Ein 2D 13C-13C Spektrum der SH3D50 Probe bei 178 K (orange in Abbildung 3.14)

zeigt deutliche Unterschiede zu dergleichen Messung bei 98 K (blau). Die Signale sind
deutlich schmaler und damit besser aufgelöst als bei 98 K. Die meisten Seitenketten sind
bei 178 K beweglicher – die Übergangstemperatur des Hydrationswassers liegt anschei-
nend bei 170 K [98] – und die schwächere inhomogene Verbreiterung führt wahrscheinlich
zu aufgelösten Signalen. Wie bei deuterierten Proben zu erwarten ist die Zahl der Kreuzsi-
gnale allerdings kleiner als bei Messungen einer protonierten Probe bei Raumtemperatur
(RT), wodurch auch Überlappungen vermindert sein können.
Abbildung 3.15 auf der nächsten Seite zeigt im Detail den Bereich der Alanin-Signale,
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Abbildung 3.15.: Die Alanin-Region in 2D 13C-13C PDSD-Spektren von protoniertem (A.-C.,
ohne Glycerol, TP und DNP) und deuteriertem SH3 (D., E., mit Glycerol, TP und DNP). A.
zeigt die Auflösung bei Raumtemperatur und C. und E. die inhomogen verbreiterten Signale
bei 95 bzw. 98 K. In D. ist zusätzlich ein 1D Schnitt durch das Spektrum bei der gestrichelten
Linien dargestellt. Die deuterierte Probe wurden mit 20 mM TOTAPOL und 50 ms Mischzeit
aufgenommen, die protonierte Probe mit 10 ms Mischzeit. Alle Spektren sind mit GM (−20 Hz,
0,08) und QS (SSB 2) prozessiert.

links der vollständig protonierten Probe (ohne DNP und TP) und rechts von SH3D50

(mit DNP und TP). Bei unter 100 K sind die Signale sehr breit und überlappen sich.
Das Spektrum der deuterierten Probe (E.) erscheint noch breiter als das von SH3H (C.),
wahrscheinlich als Folge der TP-Zugabe (siehe auch Abschnitt 3.2 auf Seite 59). Ein an-
deres Bild zeigt sich bei der gewählten intermediären Temperatur von 178 K. Während
bei SH3H sich nur einzelne Signale aus dem Überlappungsbereich lösen (B.), sind bei
SH3D50 viele Signale aufgelöst (D.). Dies Spektrum ähnelt den schmalen Linien bei RT
(mit SH3H gemessen, A.). Zum Beispiel sind alle drei Alanin Cα-Cβ Signale aufgelöst,
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während im protonierten Fall A11 und A56 unterhalb von 253 K zu einem Signal ver-
schmelzen. Dass SH3D50 schmalere Signale bei 178 K zeigt als SH3H , ist vermutlich auf
die DNP-Verstärkung der Signale oder die schwächere dipolare Kopplung der Protonen
zurückzuführen.
Im Vergleich zu RT-Messungen lassen sich bei 178 K drei Signaltypen unterscheiden:

1. Viele Signale erscheinen bei dergleichen chemischen Verschiebung wie in RT-Expe-
rimenten, z.B. T24 Cα-Cγ oder A55 Cα-Cβ.

2. Andere Signale fehlen, wahrscheinlich aufgrund ihrer Dynamik, die dem Zeitfens-
ter der Messung ähnelt (siehe auch Abschnitt 3.1 auf Seite 45) oder wegen der
Deuterierung der Probe, z.B. T32 und T37 Cα-Cγ.

3. Manche Signale erscheinen verschoben bezogen auf ihre chemische Verschiebung
bei RT, z.B. A11 und A56 Cα-Cβ (Abbildung 3.15).

Die Messung bei 178 K liegt in einem Temperaturbereich, in dem sich die Dynamik der
Hydrationshülle und der Seitenketten verändert. Je nach der individuellen Lage einzelner
Seitenketten und ihrer Umgebung sind sie unterschiedlich beweglich. Wahrscheinlich sind
die beobachteten Verschiebungen hierauf zurückzuführen.

Tabelle 3.3.: Linienbreiten in halber Höhe von deuteriertem und protonierten SH3 bei ver-
schiedenen Temperaturen. Das SH3H wurde ohne Radikal und ohne Mikrowelle gemessen (wie in
Abschnitt 3.1 auf Seite 45). Die Spektren wurden mit Aufzeichnungszeiten von 10 und 5 ms auf-
genommen und mit GM (−20 Hz, GB 0,08) und QS (SSB 2) prozessiert. Die Werte in Klammern
wurden mit 25 und 10 ms aufgenommen und ohne wertende Funktion verarbeitet.

Probe Temperatur ε 1H ε 13C Linienbreite [ppm]
[K] T37 Cβ-Cα A55 Cα-Cβ

SH3H ; kein DNP 98 - - 4,6 3,2
SH3D50 98 120 148 4,2 5
SH3H ; kein DNP 173 - - 3,4 3,2
SH3D50 178 9–11 10–18 2,8 1,2
SH3H ; kein DNP 278 - - 1,3 (0,6) 1,1 (0,7)

Um die Auflösung der Spektren zu vergleichen, wurden die Linienbreiten von Kreuz-
signalen bestimmt. Die Werte von T37 und A55 sind in Tabelle 3.3 dargestellt. Dabei
entsprechen die Linienbreiten von SH3H bei RT (1,1–1,3 ppm) bei optimaler Prozes-
sierung Werten von 0,6–0,7 ppm. Für eine bessere Vergleichbarkeit wurden indes alle
Spektren gleich prozessiert. Dieselbe Probe ergibt bei 98 K deutlich verbreiterte Signale
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mit Linienbreiten zwischen 3 und 5 ppm (vgl. Abschnitt 3.1 auf Seite 45). Das SH3D50

zeigt bei dieser Temperatur etwas breitere Linien zwischen 4 und 5 ppm, wahrscheinlich
ein Effekt des TP (siehe auch Abschnitt 3.2 auf Seite 59).
Bei der intermediären Temperatur von 178 K sind die Signale beider Proben deut-

lich schmaler. Mit SH3H ist dieser Effekt etwas weniger ausgeprägt, die Linienbreiten
sind knapp über 3 ppm. Bei der deuterierten Probe hingegen lassen sich Signale von
nur 1,2 ppm messen. Die 2D Spektren wurden dabei in weniger als 9 Minuten mit nur
4 Experimenten in der direkten Dimension aufgenommen, um die Möglichkeit von 3D
Experimenten zu verdeutlichen. Mit mehr Experimenten und etwas veränderten Aufnah-
meparametern lassen sich vielleicht noch schmalere Signale beobachten.
Die Linienbreiten hängen, wie bei kryogenen Temperaturen auch, von der jeweiligen

Seitenkette ab. Dies spricht dafür, dass bei 178 K die Dynamik der einzelnen Seitenketten
und des Hydrationswassers, abhängig von der Umgebung, noch sehr unterschiedlich ist.
Aus diesen Ergebnissen lässt sich der Schluss ziehen, dass es immer vorteilhaft wäre,

deuterierte Systeme zu untersuchen. Mit dem Fokus auf Verstärkungsfaktoren und Li-
nienbreiten ist das sicher richtig. Für biologische Systeme sollten andere Aspekte nicht
außer Acht gelassen werden:

1. Durch die Deuterierung lässt sich mittels H-C CP nur ein Teil der Kohlenstoffe
detektieren.

2. Wenn mit D-C CP gemessen wird, ist die gemessene Signalstärke nur ein Bruchteil
verglichen mit H-C CP-Messungen; vor allem weil moderne Probenköpfe nicht auf
starke Deuterium-Pulse ausgelegt sind.

3. Selbst mit einem Doppel-CP von H auf D und anschließend von D auf 13C ist die Si-
gnalintensität nur ca. 10 % verglichen mit H-C CP-Spektren. Die DNP-Verstärkung
bei 178 K kompensiert diesen Unterschied, die Sensitivität der Messung ist dann
allerdings ähnlich wie bei RT ohne DNP.

4. Es ist nicht immer möglich oder sehr kostenintensiv deuterierte Proben großer
biologische Systeme herzustellen, von denen sich häufig nur sehr kleine Ausbeuten
erhalten lassen.

Nichtsdestotrotz können deuterierte Proben in vielen Fällen hilfreich sein. Der Versuch
DNP-Messungen bei höheren Temperaturen durchzuführen wird intensiv auch von ande-
ren Arbeitsgruppen unternommen (siehe Abschnitt 1.4.4 auf Seite 18) – ein Erfolg hätte
sicherlich eine große Zukunft.
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3.4. Neurotoxin II an nikotinergen Acetylcholinrezeptoren

3.4.1. Hintergrund & Fragestellung

Ein System aus nikotinergen Acetylcholinrezeptoren in Membranen (nAChR; aus Torpe-
do californica) und 13C, 15N markiertem α-Neurotoxin II (NTII; aus Naja naja oxiana)
wurde am FMP schon mittels konventioneller ssNMR untersucht. Daraus resultierte ei-
ne Zuordnung der meisten NTII-Signale und erste Erkenntnisse über die Bindung des
Liganden [171, 184]. Die Konzentration von nur ca. 20 nmol markiertem NTII in einem
Rotor erforderte jedoch Messzeiten von über einer Woche für ein 2D Spektrum.
Eine Einführung in Acetylcholin und seine Rezeptoren, sowie die Struktur des NTII

und seine Sequenz finden sich in Abschnitt 1.7 auf Seite 25.
Dies System wurde für die DNP-NMR aus folgenden Gründen ausgewählt:

1. Die Sequenz des NTII ist relativ kurz und die NMR-Signale sind über einen weiten
Bereich der 13C chemischen Verschiebung verteilt. Deshalb ist zu erwarten, dass
selbst mit der in Abschnitt 3.1 auf Seite 45 untersuchten Verbreiterung der NMR-
Signale durch die kryogenen Temperaturen noch Kreuzsignale detektiert werden
können.

2. Durch die starke Bindung des Liganden an den Rezeptor ist ein Teil des Liganden
nicht zugänglich für das Lösungsmittel und das enthaltene TP. Außerdem ist es
unwahrscheinlich, dass TP Moleküle zwischen Ligand und Rezeptor gelangen. Ei-
ne Verschlechterung der Signale durch das TP, wie in Abschnitt 3.2 auf Seite 59
beschrieben, könnte also nur schwach ausgeprägt sein.

3. Durch die starke Bindung ist auch die Beweglichkeit der beteiligten Seitenketten
eingeschränkt. Dies könnte die inhomogene Signalverbreiterung durch die kryoge-
nen Temperaturen vermindern.

Es sollen folgende Fragen untersucht werden: Wie verhalten sich NMR-Signale von
Membran-gebundenen Proteinsystemen bei kryogenen Temperaturen? Kann die erhöhte
Sensitivität der DNP-Messungen die benötigte Messzeit deutlich verkürzen? Wie verhält
sich TOTAPOL in einem solchen System? Was ist bei der Herstellung der Proben zu
beachten im Unterschied zu gelösten oder kristallinen Analyten?
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3.4.2. Ergebnisse & Diskussion

Untersuchung der Signalverstärkung

80 60 40 20

ohne
Mikrowelle

40 mM TP

80 mM TP

130 mM TPGlycerol

180 160
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Abbildung 3.16.: 1D 13C CP-Spektren von uniform 13C, 15N markiertem NT II an nAChR
in Membranen. Unterschiedliche Konzentrationen von TP wurden vermessen und zeigen unter-
schiedliche Verstärkungsfaktoren. Bei der höchsten eingesetzten TP-Konzentration werden nur
die Signale des Glycerols weiter verstärkt.

Zuerst wurde uniform 13C, 15N markiertes NT II an nAChR in Membranen vermessen
(Abbildung 3.16). Die Zugabe von TOTAPOL (TP) auf eine Konzentration (cT ) von
40 mM ergab eine DNP-Verstärkung (ε) von 5 bei den Glycerolsignalen und 8 bei den
Protein- und Lipidsignalen. Um den Effekt der cT auf die Verstärkung zu untersuchen,
wurde weiteres TP auf eine cT von 80 mM dazugegeben (siehe auch Abschnitt 2.1.3 auf
Seite 36). Dabei stieg ε auf 24 (Glycerol) und 20 (Protein/Lipid). Bei noch höherer
cT von insgesamt 130 mM wurde ε von Glycerol weiter auf 62 erhöht, wohingegen die
Verstärkung von Protein- und Lipidsignal bei 21 blieb.
Die unterschiedlichen Verstärkungsfaktoren lassen auf eine Ungleichverteilung des TP

schließen. Die Atomkerne direkt um das TP sind durch die PE nicht detektierbar (siehe
auch Abschnitt 3.2 auf Seite 59), auf der anderen Seite nimmt der DNP-Effekt bei großen
Distanzen ab. Es gibt also einen Abstand Kern zu TP, bei dem die Signale besonders gut
verstärkt werden. Da bei kleinen cT v.a. die Lipid- und Proteinsignale verstärkt werden,
scheint das TP sich an ihnen anzulagern.
TP ist für ein organisches Molekül sehr wasserlöslich. Trotzdem verteilt es sich in

einer Oktanol-Wasser-Mischung mehr in die Oktanolphase (siehe Abschnitt 1.4.3 auf
Seite 16). Zusätzlich bieten die OH und NH Gruppen des TP Interaktionsmöglichkeiten
für z.B. Wasserstoffbrücken. Andere Versuche an Zellen zeigten, dass TP nicht in Zellen
diffundiert (Daten nicht gezeigt). Die hydrophilen Gruppen verhindern wahrscheinlich
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ein Einlagern in Membranen. Zusammengenommen ist es wahrscheinlich, dass sich das
TP an Proteinen und Lipiden anlagert. Bei hohen cT sind dann die Oberflächen von
Membranen und Proteinen gesättigt und zusätzliche TP-Moleküle verteilen sich vor allem
im Lösungsmittel und verstärken dessen Signale. Diese Hypothese bestätigt sich durch
die Beobachtung, dass die Glycerolsignale weiter verstärkt werden, wenn cT von 80 auf
130 mM erhöht wird, während die Lipid- und Proteinsignalen unverändert bleiben.
Als nächstes wurde der Polarisations-Transfers untersucht. Dazu wurde die Zeit ge-

messen, die nach einer Kette von Pulsen, die die Polarisation der Kerne aufheben, mit
der Mikrowelle bestrahlt werden muss, um die DNP-Polarisation wieder aufzubauen. An
die gemessenen Integrale (I) wurden Funktionen nach

I = 1− e−x/n (3.9)

angeglichen. Dabei repräsentieren n die DNP-Aufbau-Zeit (TDNP ) und x die jeweilige
Zeit zwischen Pulskette und Messung.
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Abbildung 3.17.: Aufbau der DNP-Polarisation bei Protonen, gemessen durch die Integrale
der angegebenen Bereiche in einem CP-Experiment. Die TDNP ist für alle Bereiche der Probe
relativ gleich.

Die Messwerte der Integrale finden sich für Protonen in Abbildung 3.17 und für Koh-
lenstoffe in Abbildung 3.18 auf der nächsten Seite. Die TDNP der Protonen ist relativ
kurz und für die verschiedenen Protonen fast gleich: Bei den Proteinsignalen beträgt die
TDNP 0,93 bis 1,03 s, bei den Glycerolsignalen 1,03 s und bei den Lipidsignale ist sie etwas
länger (1,28 s). Bei der Messung ist zu beachten, dass Kohlenstoffe detektiert werden und
durch die CP die Polarisation von einem Proton auf verschiedene Kohlenstoffe übertra-
gen werden kann. Da alle Zeiten sehr ähnlich sind hat die TDNP bei CP-Experimenten,
wie sie meist in der ssNMR verwandt werden, fast keinen Einfluss auf die Signale.
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Abbildung 3.18.: Aufbau der DNP-Polarisation bei Kohlenstoffen, gemessen mittels direkter
13C Anregung. Der Aufbau erfolgt für die Glycerolsignale am langsamsten.

Bei der direkten Anregung von Kohlenstoffen zeigen sich jedoch Unterschiede. Die CO
Signale haben die kürzeste TDNP von 21,6 s, bei den aliphatischen Signalen beträgt sie
28,9 s und bei den Lipidsignalen 28,5 s. Eine deutlich längere Zeit für die Übertragung
benötigen die Glycerolsignale, nämlich 40,9 s. Diese Versuche wurden mit einer cT von
40 mM durchgeführt und unterstützen die Hypothese von der Aufkonzentrierung der
TP-Moleküle an Lipiden und Proteinen. So wird eine längere Zeit benötigt, um den
DNP-Effekt auf das Glycerol im Lösungsmittel zu übertragen.

Dieser neue Effekt hat zweierlei Einfluss auf die DNP-Untersuchungen an Biomolekü-
len. Zum einen reichen relativ niedrige cT , um den Analyten zu polarisieren, zum anderen
werden die Signale der Lösungsmittel-exponierten Atome verstärkt durch PE beeinflusst.

2D Spektren nach der Präparation

2D Spektren des uniform 13C markierten NT II an nAChR gebunden zeigen deutliche
Ähnlichkeiten mit konventionellen ssNMR-Spektren. Jedoch ist bei niedrigen cT die DNP-
Verstärkung relativ klein und bei höheren cT sind die Spektren deutlich verbreitert. Wie
in Abschnitt 3.1 auf Seite 45 und Abschnitt 3.2 auf Seite 59 beschrieben, sind vor allem
zwei Mechanismen für die Signalverbreiterung verantwortlich: Auf er einen Seite sind
verschiedene Konformere bei tiefen Temperaturen ausgefroren und verbreitern inhomogen
Signale, d.h. viele ähnliche Signale liegen unmittelbar nebeneinander. Auf der anderen
Seite verbreitert das Radikal durch PE die Signale von Kernen in seiner Nähe. Das
DNP-Spektrum in Abbildung 3.19 auf der nächsten Seite (blau) zeigt vor allem eine
stark verbreiterte Autokorrelations-Diagonale neben sich überlappenden Signalen. Dies
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Abbildung 3.19.: 2D DNP-Spektrum von uniform markiertem NT II an nAChR. A. zeigt
die DNP-Verstärkung mit und ohne Mikrowellenstrahlung, das Signal des Silikon-Stopfens wird
nicht verstärkt und dient der Kontrolle. B. 2D 13C-13C PDSD-DNP-Spektrum, das die typische
Linienverbreiterung zeigt. C. Überlagerung desselben mit einem konventionell aufgenommenen
Spektrum (grau).

spricht gegen eine vor allem inhomogene Verbreiterung der Signal durch die kryogenen
Temperaturen.

Auffällig ist außerdem, dass keine Threonin-Signale detektierbar sind, während bei
konventionellen RT-Spektren deutliche Kreuzsignale von Cα zu Cγ beobachtet werden
(graues Spektrum in C, Abbildung 3.19). Dies kann verschiedene Gründe haben. Unter
anderem ist die Dynamik der Methylgruppen bei tiefen Temperaturen stark verlangsamt.
Sie kann sich im selben Zeitintervall abspielen wie die Entkopplung und mit dieser interfe-
rieren (bei SH3 ist dies allerdings nicht der Fall; siehe Seite 53). Dies wird wahrscheinlich
dadurch gefördert, dass die meisten Threonine Lösungsmittel-exponiert sind. Auf der
anderen Seite könnte die Nähe zum Lösungsmittel und damit zum TP die Signale durch
die PE so stark verbreitern, dass sie nicht mehr detektiert werden.

Um die Anzahl der Signale und damit die Wahrscheinlichkeit von Überlappungen zu
reduzieren, wurde als nächstes eine speziell markiert Probe vermessen. Durch die Ex-
pression mit Glycerol, das nur an seinem mittleren Kohlenstoff (C2) 13C markiert ist,
ergibt sich in Proteinen ein Markierungsmuster, bei dem folgende Kohlenstoffe mit mehr

3. Ergebnisse und Diskussion 77



3.4. Neurotoxin II an nikotinergen Acetylcholinrezeptoren

als 50 % markiert sind: Isoleucin Cβ, Cδ; Leucin Cβ, Cγ; Lysin Cα, Cγ, Cε; Prolin Cβ,
Cδ; und Valin Cα und Cβ (siehe [16]).

Equilibrierung der Proben bei 253 K
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Abbildung 3.20.: Effekt der TP-Konzentration auf 2D DNP-Spektren von NT II. Spektrum
A. wurde direkt nach der Probenherstellung aufgenommen. Nach vier Wochen Equilibrierung
bei −20℃ sind die Kreuzsignale deutlich besser aufgelöst, der Verstärkungsfaktor beträgt nur
noch 12 (B.). Nach erneuter Zugabe von TP, wozu die Probe aufgetaut wurde, wird wieder ein
verbreitertes Spektrum erhalten (C.).

Auch mit dieser [2-13C]-Glycerol markierten Probe ist das Spektrum, das direkt nach
der Probenherstellung gemessen wurde, ein typisches DNP-Spektrum, wie es für die meis-
ten Proteinproben erhalten wurde. Die Diagonalsignale sind stark verbreitert und nur
wenige Kreuzsignale lassen sich auflösen (Spektrum A in Abbildung 3.20).
Anders als bei Proben von Prolin oder SH3 mit ähnlichen cT sank allerdings die ge-

messene DNP-Verstärkung während der Lagerung. Dies ist vermutlich die Folge einer
Inaktivierung der TP Moleküle, wahrscheinlich einer Reduktion durch chemischen Re-
aktionen (siehe Seite 79). Zusätzlich könnten solche Reaktionen auch die relativ hohen
Konzentrationen erklären, die nötig sind, um bei NTII Proben eine ausreichende Ver-
stärkungen zu erreichen. Nach vier Wochen Lagerung bei −20℃ war ε von 26 auf 12
gesunken, aber das aufgenommene Spektrum ist ungewöhnlich gut aufgelöst (Spektrum
B in Abbildung 3.20). Es zeigt eine schmale Diagonale und Kreuzsignale, wie sie sonst
nur bei RT erhalten werden.
Weitere vier Wochen Lagerung führten dazu, dass die gemessene Verstärkung nur noch

6 betrug. Deshalb wurden weitere 0,625 mmol TP zu der Probe gegeben, wozu die Probe
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aufgetaut werden musste. Das anschließend gemessene Spektrum ist, wie nach der ers-
ten Zugabe von TP, schlecht aufgelöst und zeigt eine breite Diagonale (Spektrum C in
Abbildung 3.20 auf der vorherigen Seite).

Die Spektren sind – bis auf die in der Abbildung dargestellten Parameter – gleich
aufgenommen. Die unterschiedlichen PDSD-Mischzeiten scheiden als Ursache für die un-
terschiedliche Auflösung aus, da Spektrum C die gleiche Verbreiterung, besonders der
Diagonalen, zeigt wie Spektrum A und weil Spektrum B, mit nur 50 ms Mischzeit aufge-
nommen, seine gute Auflösung behält. Als Ursache kommt also vor allem die beobachtete
Abnahme der Verstärkung und damit eine abnehmende Konzentration aktiven Biradikals
in Frage.

Verschiedene chemische Reaktionen können TP inaktivieren, abgesehen von der Mög-
lichkeit der Auto-Reaktion zweier TP Moleküle. Für TEMPO sind unterschiedliche Reak-
tionen beschrieben: Bei Raumtemperatur sind vor allem SH-Gruppen von Cysteinen die
Reaktionspartner. Unter Zusatz von kleinsten Mengen Katalysator, z.B. Metal-Ionen,
reagiert TEMPO auch mit reinem Cystein [62]. Dabei scheinen oxidierte Formen der
Thiolgruppe den Vorgang zu beschleunigen [206]. Aber auch Produkte der Lipidperoxida-
tion, durch reaktive Sauerstoff-Spezies aus ungesättigten Fettsäuren entstanden, können
zu einer Abnahme der aktiven Nitroxidradikale führen. Als letztes sind auch Produkte
der Oxidation von Protein, z.B. Radikale aus Phenolen, mögliche Reaktionspartner [207].

Die Annahme, dass zum größten Teil Thiolgruppen von Cysteinen für die beobachtete
TP-Inaktivierung verantwortlich sind, deckt sich mit weiteren Beobachtungen: In Proben
von reinem Prolin oder SH3, das kein Cystein enthält, ist über einen langen Lagerzeitraum
von Jahren keine Abnahme zu beobachten. Bei NTII in nativen Membranen, wie in
diesem Kapitel beschrieben, oder bei Präparationen von Proteinen in E. coli Membranen
hingegen ist eine solche Abnahme ausgeprägt.

Das Spektrum B (Abbildung 3.20 auf der vorherigen Seite) ist in einer Detailansicht
in Abbildung 3.21 auf der nächsten Seite gezeigt. Es ist ausgesprochen gut aufgelöst und
erlaubt die Zuordnung von Spin-Systemen zu einzelne Seitenketten-Typen unter Zuhil-
fenahme der bekannten chemischen Verschiebungen. Verglichen mit einem konventionell
aufgenommenen ssNMR Spektrum (bei 265 K; grau dargestellt in Abbildung 3.21), das
in neun Tagen aufgenommen wurde, scheinen einige Signale sogar besser aufgelöst zu
sein. Dabei betrug die DNP-Messzeit nur 14 Stunden. Zum Beispiel erscheinen alle vier
erwarteten Prolin Cδ-Cβ Kreuzsignale im DNP-Spektrum, während nur zwei mit kon-
ventioneller NMR bei RT detektiert werden (Abbildung 3.21; unten, Mitte). Wichtiger
ist noch, dass die Zahl der beobachteten Signale nicht größer ist als die Anzahl der ent-
sprechenden Seitenketten im Protein.
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Abbildung 3.21.: Blau: Details des 2D DNP-Spektrums von 2-13C Glycerol markiertem NT II
(Ausschnitt aus B. in Abbildung 3.20 auf Seite 78). Grau: konventionell aufgenommenes Spek-
trum der gleichen Probe. Unten als Ausschnitte Leucin, Prolin und Lysin Kreuzsignale mit 1D
Spektren, die an den gestrichelten Linien den 2D Spektren entnommen wurden.

Die Zuordnung der Signale erfolgte durch Vergleich mit Lösungs-NMR Spektren des
freien NTII. Zunächst wurden in der bekannten Struktur alle C-C Paare identifiziert,
die maximal 3�A voneinander entfernt und außerdem nach dem Glycerol-Markierungs-
Schema mindestens zu 50 % 13C markiert sind. Bei den Schnittpunkten der zugehörigen
chemischen Verschiebungen sind Signale zu erwarten. Einen Überlagerung mit dem auf-
genommen Spektrum (Abbildung 3.22 auf der nächsten Seite) zeigt eine deutliche Über-
einstimmung und lässt eine Zuordnung der entsprechenden Seitenketten-Typen zu. Dies
bestätigt, dass die gemessenen Signale von NTII stammen.

Die meisten detektierten Signale stammen von Seitenketten in der Bindungstasche
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Abbildung 3.22.: Spektrum von 2-13C Glycerol markiertem NT II (blau, siehe B. in Abbil-
dung 3.20 auf Seite 78) und die zu erwartenden, simulierten Signale (orangefarbige Kreuze), die
mit Kenntnis der chemischen Verschiebung der konventionellen Messungen und mit Hilfe der
Struktur von NTII ermittelt wurden (siehe Text).

des Rezeptors (siehe Abbildung 1.7 auf Seite 29). Das ist wahrscheinlich der Grund,
warum ihre Signale kaum inhomogen verbreitert sind: Sie sind in ihrer Beweglichkeit
eingeschränkt und nur wenige verschiedene Konformationen sind für einzelne Seitenketten
möglich (im Gegensatz zu den Ergebnissen mit SH3 aus Abschnitt 3.1 auf Seite 45). Die
in der Fragestellung geäußerte Vermutung, dass eine starke Bindung des Liganden an
den Rezeptor nur eine schwache inhomogenen Verbreiterung zulässt, erweist sich also als
richtig.

Aus den vorhergegangenen Betrachtungen lässt sich eine Hypothese ableiten, um die
Verbesserung der Auflösung durch die Lagerung zu erklären (schematisch dargestellt in
Abbildung 3.23 auf der nächsten Seite): Während der Lagerung bei −20℃ sind chemische
Reaktionen, wie eine Reduktion des TPs durch Thiolgruppen, in der Hydrationshülle um
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Lagerung bei
-20 °C

Abbildung 3.23.: Illustration der Hypothese zur Verbesserung der DNP-Auflösung. Die TP-
Moleküle (orangefarbig) reagieren bei der Equilibrierung mit Probenbestandteilen an den Ober-
flächen und nur TP-Moleküle im Lösungsmittel bleiben aktiv (leuchten).

Proteine oder an Membran-Oberflächen verlangsamt, aber möglich. Das Hydrationswas-
ser ist noch beweglich und enthält kaum Glycerol (Abschnitt 1.6 auf Seite 21). Deshalb
nimmt die Konzentration DNP-aktiven TPs langsam mit der Zeit ab. Auf der anderen
Seite ist eine Diffusion der TP-Moleküle aus dem glasartigen Lösungsmittel zu diesen
Oberflächen, verstärkt durch die Zugabe des Glycerols (Schmelzpunkt von 18℃), ver-
nachlässigbar. Demzufolge ist nur inaktiviertes TP in der Nähe der Analyten und unge-
wünschte Effekte, wie PE, haben keinen Einfluss auf die gemessenen Signale. Die noch
aktiven Biradikale im Lösungsmittel sind hingegen noch in der Lage eine ausreichende
DNP-Verstärkung zu gewährleisten.

Weitere Proben

Um diese Hypothese zu stützen, wurden weitere Experimente durchgeführt: Direkt nach
dem Spektrum B (Abbildung 3.21 auf Seite 80) wurde ein weiteres Spektrum mit kürzerer
PDSD-Mischzeit von 50 ms aufgenommen und ist ebenfalls gut aufgelöst (Daten nicht
gezeigt). Die gesamte Prozedur der Probenherstellung und -lagerung wurde mit einer
Probe von [1,3-13C] Glycerol markiertem NTII wiederholt. Es zeigte sich genau derselbe
Effekt: ε nahm nach einer Lagerzeit bei −20℃ ab, aber die Spektren sind deutlich besser
aufgelöst (siehe Abbildung 3.24 auf der nächsten Seite).
Um nur den Effekt der kryogenen Temperaturen zu untersuchen, wurde zusätzlich eine

Probe ohne TOTAPOL bei 100 K gemessen (Abbildung 3.25 auf der nächsten Seite).
Durch die fehlende Verstärkung sind, wie zu erwarten, kaum Kreuzsignale detektierbar.
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Abbildung 3.24.: 2D DNP-Spektren von [1,3-13C] Glycerol markiertem NTII nach der Prä-
paration (A.) und nach Equilibrierung (B.). Auch mit dieser Probe lassen sich so aufgelöste
Spektren erhalten.

60 40 20

60

40

20

← δ 13C [ppm]

←
 δ

 13
C

 [p
pm

]

Abbildung 3.25.: 2D Spektrum von NTII bei 100 K ohne Biradikal. Durch die fehlende DNP-
Verstärkung sind keine Kreuzsignale detektierbar. Die Diagonalsignale zeigen keine Verbreite-
rung.
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Doch die Signale, die wahrscheinlich schwache Kreuzsignale sind, erscheinen schmal. Vor
allem ist die Diagonale nicht verbreitert. Diese Beobachtungen sind ein weiteres Indiz
dafür, dass vor allem die Zugabe von Radikalen und nicht eine inhomogene Verbreiterung
durch Tieftemperaturen die Hauptursache für die beobachteten breiten Linien ist.
Zusammenfassend lässt sich sagen: Auch bei Membranproteinen in ihrer natürlichen

Umgebung ist eine DNP-Messung schwierig. Die Linien erscheinen zunächst sehr breit
und es lassen sich kaum Signale ihren Kernen zuordnen. Während der Lagerung kann
TP mit Bestandteilen der Probe reagieren und wird inaktiviert. Durch Einfrieren der
Probe lässt sich eine Diffusion des aktiven TP aus dem Lösungsmittel zum Protein ver-
hindern. So können die negativen Effekte direkt um das TP bei dennoch ausreichender
Signal-Verstärkung vermieden werden. Unter diesen Umständen lassen sich Spektren mes-
sen, die genauso aufgelöst sind wie bei RT. Außerdem zeigt sich, dass eine inhomogene
Verbreiterung durch kryogene Temperaturen für Seitenketten, die an der Bindung zum
Rezeptor beteiligt sind, vernachlässigbar ist. In diesem Fall kann die DNP-Technik die
Aufnahme von Spektren stark beschleunigen, wenn nicht sogar erst möglich machen.
Dafür ist allerdings die Zusammensetzung der Probe entscheidend.
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4. Allgemeine Diskussion und Ausblick

Die nachfolgende Diskussion orientiert sich an der in Abschnitt 1.8 formulierten Fra-
gestellung und stellt die Ergebnisse dieser Arbeit dabei in den Kontext der aktuellen
Forschung. Vor allem wird jedoch auf Basis der neugewonnenen Erkenntnisse ein Aus-
blick auf mögliche Entwicklungen in der Zukunft geworfen.
Im ersten Abschnitt der Diskussion steht der Einfluss der Temperatur auf die Qua-

lität der NMR-Spektren im Mittelpunkt. Die Auswirkungen der zugegebenen Radikale
behandelt der zweite Abschnitt. Im letzen Abschnitt wird zusammenfassend diskutiert,
ob und wie DNP-NMR für die Strukturaufklärung von Membranproteinen geeignet ist.

4.1. Temperatur

DNP-Messungen an Festkörpern werden fast immer bei kryogenen Temperaturen durch-
geführt [42, 44, 48, 51, 175]. Dadurch ist die Relaxation der Elektronenspins verlangsamt
und erlaubt einen effizienteren Transfer der Polarisation von Elektronen auf Atomker-
ne. Versuche den DNP-Effekt bei Raumtemperatur zu nutzen, zeigen meist sehr kleine
Verstärkungsfaktoren. Nur in wenigen Fällen wurden Faktoren von über 10 gemessen,
so z.B. mit photochemisch induzierter DNP [70]. Dabei lassen Laser kurzzeitig und lokal
Radikale in der Probe entstehen und ein DNP-Experiment wird möglich.
Ein weiteres Problem von DNP-Experimenten bei solch hohen Temperaturen ist die

Absorption der Mikrowellenstrahlung durch die Wassermoleküle des Lösungsmittels. Mit
konventionellen Kühleinheiten lässt sich ein Erhitzen der Probe und damit eine Denatu-
rierung der Proteine nicht verhindern. Nur durch den Einsatz sehr kleiner Probenvolumi-
na kann dieser Effekt vermieden werden [72] und DNP-Messungen bei Raumtemperatur
werden möglich. Diese elegante Lösung kann allerdings die Sensitivität im Vergleich zu
konventioneller ssNMR durch die sehr kleine Probenmenge nicht steigern (verglichen mit
den Rotoren, die in dieser Arbeit verwandt wurden, ist das Volumen um einen Faktor
von mehr als 300 kleiner).
Versucht man den besseren Polarisationstransfer und die bessere Kühlung der Probe

bei kryogenen Temperaturen mit Messungen bei Raumtemperatur zu kombinieren, er-
geben sich weitere Schwierigkeiten. Die Probe muss sehr schnell aufgetaut werden, z.B.
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mit einem Laser oder mit Dampf, und dann ist nur eine Messung bei Raumtemperatur
möglich. Ein ständiges Einfrieren und Auftauen der Probe ist dabei ein große thermische
Belastung für Proteine.

Bei dieser Schmelz-DNP wie auch bei der oben beschriebenen photochemisch indu-
zierten DNP ist nur jeweils ein Experiment bei Raumtemperatur möglich. Mit einzelnen
Experimenten ist es aber sehr schwierig, strukturelle Daten zu gewinnen. Erst in mehrdi-
mensionalen Spektren lassen sich die Signale von Proteinen einzelnen Atomen zuordnen
und Abstandsinformationen gewinnen.

Aus all diesen Gründen ist nach heutigem Stand der Forschung DNP-NMR bei Tief-
temperaturen am besten geeignet, um Proteinstrukturen zu untersuchen. Die kryogenen
Temperaturen haben jedoch einen großen Einfluss auf die Spektren. Wie in Abschnitt 3.1
gezeigt wurde, sind die Signale vor allem inhomogen verbreitert, und dadurch verschlech-
tert sich die Auflösung und Interpretierbarkeit der Spektren. Diese Verbreiterung hängt
von der jeweiligen Seitenkette und ihrer Umgebung ab. Sie ist z.B. ausgeprägter bei
Seitenketten, die Lösungsmittel-exponiert und in einem flexiblen Teil des Proteins sind.

Die in dieser Arbeit beobachteten Veränderungen der Signale erstrecken sich dabei
kontinuierlich über einen großen Temperaturbereich. Dies steht im Gegensatz zu Un-
tersuchungen mit anderen Methoden, die während des Einfrierens von Proteinen eine
markante Veränderung der gemessenen Daten in einer bestimmten Temperaturspanne
zeigen (vgl. Abschnitt 1.6). Dieser Unterschied kann den verschiedenen Zeitfenstern der
Methoden geschuldet sein. Es ist jedoch wahrscheinlicher, dass andere Methoden, z.B.
Messungen mit dynamischer Neutronenstreuung, nur die gemittelte Dynamik des gesam-
ten Moleküls messen und nicht die Dynamik einzelner Seitenkettenatome. Dann würde
die als Glasübergang des Proteins gemessene Temperatur dem Durchschnitt aller einzel-
nen Übergangstemperaturen der unterschiedlichen Atome entsprechen. Bei den gezeigten
Daten mit SH3 (Abschnitt 3.1) ist dieser Durchschnitt 213 K, was im Bereich der meis-
tens gemessenen Glasübergangstemperaturen liegt (zwischen 200 und 220 K, vergleiche
Abschnitt 1.6). In jedem Fall hat ein allgemeiner Glasübergang des Proteins keinen deut-
lichen Einfluss auf die NMR-Spektren.

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, sind die Signale, abhängig von der individuellen
Umgebung des Atoms, bei kryogenen Temperaturen inhomogen verbreitert. Sie spie-
geln also die verschiedenen Konformationen eines Moleküls auf atomarer Ebene wieder.
Folglich enthalten die Signal-Ansammlungen in solchen Tieftemperatur-Spektren deut-
lich mehr Informationen als aufgelöste Signale in Raumtemperatur-Spektren. Letztere
repräsentieren nur das dynamische Mittel der möglichen Konformationen eines Mole-
küls. Wäre es möglich die Informationen bei kryogenen Temperaturen zu interpretieren,
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könnten Rückschlüsse auf die unterschiedlichen Konformere und ihre Häufigkeit getroffen
werden. Damit könnte das heutige Bild von Proteinstrukturen, das meist einen Durch-
schnitt verschiedener Einzelstrukturen darstellt, erweitert und verfeinert werden.

Eine solche Situation, in der zu viele Informationen zur gleichen Zeit gemessen werden,
ist in der NMR nicht neu. Die ersten Signale von angeregten Kernspins konnten erst
mittels Fourier-Transformation unterschiedlichen Frequenzen zugeordnet werden. Auch
in der ssNMR wurden die durch Kopplungen breiten „powder“-Spektren erst durch die
Drehung im magischen Winkel vereinfacht. Die inhomogene Verbreiterung der Signale
bei kryogenen Temperaturen erschwert also nicht nur die Interpretation der Spektren, sie
ist gleichzeitig eine Möglichkeit neue Daten zu gewinnen.

Im Moment allerdings limitiert die Signalverbreiterung häufig die Zuordnung der Si-
gnale komplexer Analyten. Alexander Barnes, aus der Gruppe von Robert Griffin, sieht
das weniger problematisch:

[...] spectral resolution is not generally compromised at the cryogenic tempe-
ratures [...]1 [49]

Um die unterschiedlichen Sichtweisen zu verstehen, müssen die genutzten Modellsys-
tem betrachtet werden. Auf der einen Seite stehen, wie in dieser Arbeit (Abschnitt 3.1),
hydrierte Proteine im Mittelpunkt, die vollständig oder zum Großteil markiert sind. Auf
der anderen Seite können einzelne markierte Atome innerhalb von hydrierten Protein-
komplexen oder auch wasserfreie Kristalle kleiner Peptide untersucht werden.

Im ersten Fall sind viele gemessene Seitenketten von Wasser umgeben und fast alle
liegen bei RT in verschiedenen Konformationen vor. In dieser Arbeit wurde gezeigt, wie
wichtig beides für die inhomogene Verbreiterung ist. Meiner Meinung nach ist bei hydrier-
ten Proteinen die Verbreiterung ein allgemeines Problem, das sich nur unter besonderen
Bedingungen vermindern lässt.

Der zweite Fall ist davon zu unterscheiden. Er liegt z.B. bei dem markierten Retinal
innerhalb des Bakteriorhodopsin [50] oder bei Ligandenbereichen in der Bindungstasche
eines Rezeptors vor (wie in Abschnitt 3.4 gezeigt). In beiden Fällen sind die gemessenen
Atome nicht Lösungsmittel-zugänglich und ihre Dynamik ist durch Interaktionen mit
ihrer Umgebung stark beeinträchtigt. Dies gilt umso mehr für hochgeordnete, wasserfreie
Kristalle [42]. In diesen Fällen sind schon bei RT nur wenige Konformationen möglich
und deshalb tritt eine inhomogene Verbreiterung der Signale bei kryogenen Temperaturen
kaum in Erscheinung.

1Die spektrale Auflösung ist nicht allgemein beeinträchtigt bei kryogenen Temperaturen
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Abgesehen von den unterschiedlichen Analyten lässt sich auch darüber streiten, ob die
von Barnes et al. beim Retinal gemessenen Linienbreiten von 1 ppm schmal genug sind,
um Spektren von Proteinen mit vielen markierten Atomen zu interpretieren.

Durch die inhomogene Linienverbreiterung lassen sich also mittels DNP-NMR primär
nur Proteine untersuchen, bei denen kleine, relativ geordnete Bereiche innerhalb des Pro-
teins entscheidende Informationen liefern können. Die Strukturen ganzer Proteine oder
Proteinkomplexe aufzuklären, bleibt auch mit DNP schwierig. Genau dies ist aber das
eigentliche Potential der ssNMR, für die häufig Membranproteine und Fibrillen als typi-
sche Analyten genannt werden [1]. Wie könnten sich nun mit DNP bei solchen Systemen
in Zukunft strukturelle Daten gewinnen lassen?

Grundsätzlich gibt es drei mögliche Wege:

1. Die Beweglichkeit der Seitenketten lässt sich wiederherstellen, so dass Spektren wie
bei RT erhalten werden können.

a) Dafür kann beispielsweise die Probentemperatur erhöht werden. Die Mög-
lichkeiten der DNP bei Raumtemperatur und der Schmelz-DNP wurden am
Anfang dieses Kapitels mit den jeweiligen Nachteilen diskutiert.

Eine andere Möglichkeit ist eine DNP-Messung bei intermediären Temperatu-
ren, wie in Abschnitt 3.3 beschrieben. Dabei wurden Spektren von deuterier-
tem SH3 bei 178 K aufgenommen und diese zeigen wesentlich besser aufgelöste
Signale als bei kryogenen Temperaturen. Die DNP-Verstärkung ist bei diesen
Messungen zwar kleiner als bei kryogenen Temperaturen, aber vergleichbar
zu kryogenen Experimenten an protoniertem SH3. Diese Methode ist wahr-
scheinlich der einfachste und vielversprechendste Weg, die inhomogene Ver-
breiterung zu vermindern und aufgelöste NMR-Spektren zu erhalten. Sie setzt
jedoch deuterierte Proben voraus, was nicht bei allen Analyten ohne großen
Aufwand möglich ist.

b) Oder die Probentemperatur bleibt kryogen und es lässt sich dennoch die Be-
weglichkeit der Seitenketten erhöhen. Falls die Theorie stimmt, dass vor allem
die Hydrationshülle für die inhomogene Verbreiterung der Signale zwischen
260–80 K verantwortlich ist, könnte ein anderes Lösungsmittel helfen. Theore-
tisch müsste dies bei Temperaturen zwischen 100–160 K noch flüssig sein ohne
Proteine zu denaturieren. So ein Lösungsmittel zu finden ist im Moment al-
lerdings eine unwahrscheinliche Spekulation. Außerdem würde sich damit die
Untersuchung vom Idealfall einer physiologischen Umgebung entfernen.
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2. Die Seitenketten lassen sich bei kryogenen Temperaturen in nur eine Konformation,
ein Energieminimum, bringen.

a) Bei manchen Systemen liegen Bereiche eines Moleküls schon bei Raumtem-
peratur in nur einer Konformation vor. Dies ist z.B. der Fall bei geordneten,
kristallinen Strukturen und bei Atomen, die durch Interaktionen in ihrer Be-
weglichkeit stark eingeschränkt sind. Solche Analyten lassen sich auch bei
kryogenen Temperaturen mit nur minimaler inhomogener Verbreiterung mes-
sen.

b) Die meisten biologischen Moleküle sind jedoch bei Raumtemperatur relativ
flexibel, was häufig auch eine Vorraussetzung für ihre Funktion ist. Hier hat
vor allem die Geschwindigkeit des Einfrierens einen Einfluss auf die verschie-
denen Konformere bei kryogenen Temperaturen. Ähnlich verhält es sich bei
Kristallen, die entweder besonders langsam, besonders schnell oder mit zykli-
sierenden Temperaturen eingefroren werden, um ihre Homogenität zu verbes-
sern [91, 120, 121].

Würde ein dynamischer Analyt, wie z.B. ein hydriertes Protein, sehr schnell
eingefroren, so ist es wahrscheinlich, dass alle bei RT vorhandenen Konforma-
tionen ausgefroren werden. Die erhaltenen NMR-Spektren wären dann genau-
so inhomogen verbreitert, wie bei langsamem Einfrieren.

Ob Temperatur-Zyklen oder sehr langsames Einfrieren hilfreich sind, lässt sich
schwer beurteilen. Weder ist die Dauer bekannt, über die ein solcher Versuch
durchgeführt werden müsste, noch kann ein Temperaturbereich eingegrenzt
werden, in dem alle Seitenketten gerade noch zwischen den Energieminima
der unterschiedlichen Konformationen wechseln. Vielmehr zeigte sich in dieser
Arbeit (Abschnitt 3.1), dass die Veränderung der Dynamik über einen sehr
großen Temperaturbereich geschieht. Erste Versuche eine Probe sehr langsam
(innerhalb von 2 Tagen) einzufrieren zeigten keinen Unterschied (Daten nicht
gezeigt). Wahrscheinlich wären also viel längere Versuche über den ganzen
Temperaturbereich nötig, um einen Effekt zu erzielen.

Selbst wenn dies möglich ist, bleibt die Frage bestehen, ob es überhaupt ein
definiertes Energieminimum gibt, dass tiefer als andere Minima und ausrei-
chend durch lokale Maxima isoliert ist. Robert Tycko bezweifelte das2 und ich
schließe mich in diesem Punkt seiner Meinung an.

2Cryogenic NMR Symposium, 22. Sept. 2009 in Southampton
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3. Die in den Spektren enthaltenen Informationen lassen sich auflösen.

a) Dazu könnten die Signale gefiltert und so Überlappungen vermindert werden,
z. B. über mehrere CP-Schritte und mehrere Dimensionen. Allerdings sind
schon Messungen von drei Dimensionen mit DNP-NMR wegen der kurzen T2-
Zeiten der untersuchten Kerne sehr schwierig. Zusätzlich ist die Effizienz des
CP-Transfers durch die Zugabe des Biradikals vermindert (vgl. Abschnitt 3.2).
Vor allem aber ist auch mit solchen Filter-Methoden keine Unterscheidung
der verschiedenen Signale ein und desselben Kerns möglich. Die inhomogene
Verbreiterung lässt sich also nicht vermindern.

b) Oder die einzelnen Signale müssen deutlich schmaler sein, z.B. indem der
Rotor wesentlich schneller gedreht wird. Wahrscheinlich sind jedoch nicht nur
einige wenige Konformationen pro Seitenkette eingefroren, sondern auch alle
Zwischenzustände. Deshalb bezweifle ich, dass sich mit schmaleren Linien die
Signale einzelner Konformere auflösen lassen.

Mit Sicherheit lohnt es sich, alle diese Ansätze weiter zu verfolgen und die vielver-
sprechendsten im Detail zu untersuchen. Vielleicht kann gerade mit einer Kombination
verschiedener Methoden die Informationsvielfalt in kryogenen DNP-Spektren komplexer
Analyten genutzt werden.

Nichtsdestotrotz zeigt die Untersuchung an Neurotoxin II (Abschnitt 3.4) eindrucks-
voll, wie DNP-NMR unter günstigen Umständen die Messzeit um das 24-fache verkürzen
kann ohne dabei die Auflösung der Spektren zu beinträchtigen.

Die Sensitivität (κ) eines Kreuzsignals dieser Untersuchung ähnelt in ihrer Größenord-
nung derjenigen mit Prolin-Proben und 26 mM TP (Abschnitt 3.2). Auf der einen Seite
ist zwar die DNP-Verstärkung der Prolin-Probe deutlich größer als beim NTII, aber die
Prolinsignale sind auch wesentlich breiter, weil es sich um eine eingefrorene Lösung han-
delt. Abbildung 4.1 auf der nächsten Seite zeigt die Veränderung der minimalen Messzeit
für ein 2D Spektrum in Abhängigkeit von der Probenmenge anhand dieser Sensitivitäten.
Dabei wurden ein S/N von 3, für die zweite Dimension 512 Inkremente und eine H T1-
Zeit von 1 s zugrunde gelegt. Auch wenn die Abbildung nur eine grobe Veranschaulichung
ist, so zeigt sie doch deutlich, wie groß die Steigerung der Sensitivität im Vergleich zu
konventioneller ssNMR (orangefarbige Linie) ist und in welch niedrigen Konzentrationen
Proben mit DNP grundsätzlich vermessen werden können.
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Abbildung 4.1.: Theoretische Messzeiten für ein 2D Spektrum in Tagen abhängig von der
Konzentration des Analyten in nmol pro Rotor. Die Geraden sind aus folgenden Sensitivitäten
berechnet: Prolin: 1D Spektrum, cT von 26 mM, Cδ Signal, Verstärkungsfaktor: 45; NTII: 2D
Spektrum, Leucin Cβ-Cγ-Kreuzsignal, [2-13C]-Glycerol markiert, Verstärkungsfaktor: 12.; kon-
ventionell NTII: 2D Spektrum, Leucin Cβ-Cγ-Kreuzsignal, [2-13C]-Glycerol markiert, ca. 270 K,
keine Verstärkung. Die beiden Achsen sind logarithmisch.

4.2. Radikale

Der zweite große Unterschied zur konventionellen ssNMR ist die Zugabe von paramagne-
tischen Radikalen. Auch hier möchte ich Alexander Barnes zitieren:

[...] polarizing agents can be used at sufficiently low concentration to be sta-
tistically separated from the spins of interest [...] Nevertheless, they still per-
form as effective sources of polarization. On the other hand high concentra-
tions of radicals can be used when they are sterically excluded from the sites
of interest.3 [49]

Um diese Aussage zu beurteilen, muss auch ein Blick auf Konzentrationen von Radi-
kalen in anderen DNP-Untersuchungen geworfen werden. In Tabelle 4.1 auf der nächsten
Seite sind einige ausgewählte Arbeiten mit ihren Analyten, Verstärkungsfaktoren und

3Die Polarisations-Agenzien können in ausreichend kleinen Konzentrationen verwandt werden, so dass
sie statistisch von den Spins von Interesse getrennt sind [...] Dennoch funktionieren sie als effektive
Polarisations-Quellen. Andererseits können hohe Radikal-Konzentrationen genutzt werden, wenn sie
räumlich vom Ort des Interesses entfernt sind.
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Tabelle 4.1.: In anderen Arbeiten verwandte Konzentrationen von Radikalen und Biradikalen;
1 Urea, 2 Proline, 3 Kristalle von GNNQQNY, 4 Bakterio-Rhodopsin, 5 Wasser/Glycerol, 6 Phenol
auf Oberflächen, 7 Fibrillen einer SH3-Domäne, 8 LamB Signalpeptid am SecYEG Translocon
in Membranen

Radikal e− Konz. Analyt Konz. ε Referenz
[mM] [mM] (1H)

TOTAPOL 6− 10 20001 290 [37]
TOTAPOL 10 2002 240 [37]
TEMPO 10 20001 40 [39]
TOTAPOL 10 20001 190 [39]
bTbK 9 20001 250 [208]
TOTAPOL 20 5003 120 [42]
4-amino TEMPO 40 ?4 50 [175]
TOTAPOL 30 10001 100 [50]
TOTAPOL 30 ?4 90 [48]
TOTAPOL 40 ?5 6 [82]
TOTAPOL 20 ?5 130 [209]
TOTAPOL 40 ?2 40 [199]
TOTAPOL 10 ?2 20 [199]
TOTAPOL 50 ?6 25 [86]
TOTAPOL 20 ?7 30 [44]
TOTAPOL 40 1,38 32 [51]

Radikalkonzentrationen dargestellt. Sie alle nutzen nicht mehr als 50 mM Radkiale (oder
25 mM Biradkiale) und zeigen keine Verbreiterung der Signale durch PE.

Genauso zeigen auch die Ergebnisse aus Abschnitt 3.2 keinen Effekt der Paramagneten
auf die Linienbreiten bei Konzentrationen bis 50 mM TP, wie von Alexander Barnes be-
schrieben. Allerdings gibt es eine grundsätzliche Schwierigkeit bei der Beurteilung. Alle
hier untersuchten Systeme, die prinzipiell eine räumliche Nähe von TP und Analyt zu-
lassen, zeigen zusätzlich inhomogene Signal-Verbreiterung. Wenn die betrachteten Linien
aus mehreren, sich überlappenden Signalen bestehen, wie lässt sich auf die Linienbreite
eines einzelnen Signals und die Beeinflussung durch das TP schließen? Meiner Meinung
nach – und falls sich die inhomogene Verbreiterung in hydrierten Proben vermindern lie-
ße (siehe Abschnitt 4.1) – stellt auch eine niedrige TP-Konzentration eine Schwierigkeit
dar und limitiert die mögliche Linienbreite.

Zusätzlich konnte in Abschnitt 3.4 gezeigt werden, dass TP sich wahrscheinlich an
Proteine und Lipide anlagert. Dann lässt sich schlecht mit einer Gleichverteilung und
dem durchschnittlichen Abstand argumentieren. Vielmehr ist die Konzentration direkt
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am Analyten deutlich höher als es bei einer Gleichverteilung im Lösungsmittel.

In den Proben von NTII wurde mit 50 mM eine relativ hohe Konzentration TP ver-
wandt (vergleiche Tabelle 4.1 auf der vorherigen Seite). Dennoch zeigte sich in den Un-
tersuchungen aus Abschnitt 3.2 auch bei diesem Wert noch keine signifikante homogene
Linienverbreiterung. Nach der Lagerung bei −20℃ waren die gemessenen Spektren von
NTII deutlich besser aufgelöst als direkt nach der Präparation (siehe Abbildung 3.20 auf
Seite 78). Da NTII stark an den Rezeptor gebunden ist und die markierten Seitenket-
ten vor allem im Bindungsbereich und damit nicht Lösungsmittel-exponiert sind, kann
eine Veränderung der inhomogenen Linienbreite während der Lagerung ausgeschlossen
werden. Vielmehr sind die Radikale an der Oberfläche inaktiviert worden.

Die stark verbreiterten Signale direkt nach der Herstellung sind also höchstwahrschein-
lich auf PE zurückzuführen. Das TP, das sich an der Proteinoberfläche aufkonzentriert,
beeinflusst massiv die Signale der markierten Seitenketten die maximal 18�A vom Lö-
sungsmittel entfernt sind (Die Berechnungen aus Abschnitt 3.2 ergeben, dass Kerne, die
ungefähr 10�A oder näher an einem Radikal sind, gar nicht mehr detektierbar sind). Mit
niedrigeren Konzentrationen bis 40 mM war die gemessene DNP-Verstärkung zu klein,
um das NTII überhaupt zu messen. Es können also nicht in jedem Fall so kleine Konzen-
trationen verwandt werden, dass die NMR-Signale kaum durch PE beeinflusst werden.

Zusammenfassend ist es sicher richtig, dass bei TP-Konzentrationen um 20 mM die PE
angesichts der inhomogenen Signalverbreiterung kaum ins Gewicht fallen. Zweifelsohne
kann außerdem bei ausreichendem Abstand zwischen Analyt und Radikal eine Linien-
verbreiterung durch TP vernachlässig werden (wie im Beispiel des Bakteriorhodopsins
[47–49]).

Ein anderer Aspekt der Radikal-Zugabe sollte nicht vernachlässigt werden. Es ist mit-
entscheidend für die Messungen, dass Radikale die T1-Zeit von Protonen verkürzen. Aus
dem gleichen Grund werden konventionelle Proben mit paramagnetischen Molekülen, wie
Cu2+-EDTA, versetzt [83, 200, 201]. Als Beispiel entspricht eine Verminderung der T1-
Zeit von 12 auf 1 s, wie in dieser Arbeit beobachtet, einer Steigerung der Sensitivität (κ)
um den Faktor 3,4. Im Umkehrschluss ist eine DNP-Verstärkung (ε) von 25 ohne diesen
Effekt in Wahrheit nur eine Verstärkung von κ um ungefähr 7.

Aus all den genannten Gründen muss die Konzentration des Radikals für jede Probe
individuell beurteilt und gegebenenfalls optimiert werden.

Da beide Effekte, die PE und die Verminderung der T1-Relaxation, sehr wichtig für
die Messungen sind, ist die DNP-Verstärkung allein kein geeigneter Vergleichsparameter.
Schlussendlich kann nur eine Steigerung der Sensitivität (κ) den Wert der DNP-Technik
ausdrücken.
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Es stellt sich nun die Frage, ob sich die Radikal-Moleküle für DNP-NMR verbessern
lassen. Für biologische Proben und ein ideales Radikal gilt: Das Radikalmolekül sollte
möglichst wasserlöslich sein ohne sich durch entstehende Wechselwirkungen an Protein-
oberflächen anzulagern. Dadurch ließe sich die Verbreiterung, wie bei NTII beobachtet,
vermindern. Allerdings bedingt die Wasserlöslichkeit eines Moleküls meist Interaktionen
mit hydrophilen Seitenketten.
Außerdem wäre eine länger e−-Relaxation wünschenswert. Wahrscheinlich könnten

dann auch bei höheren Temperaturen noch ausreichende DNP-Verstärkungen genutzt
und die inhomogene Linienverbreiterung so vermindert werden. Verschiedene Arbeits-
gruppen forschen intensiv an neuen Radikalen und die Ergebnisse bleiben abzuwarten.
Eine andere Möglichkeit wäre es, das Radikalmolekül in ein anderes Molekül einzu-

schließen, um den direkten Kontakt zwischen Radikal und Analyt zu verhindern. Außer-
dem ließe sich so die direkte Umgebung des Radikals beeinflussen ohne das Lösungsmittel
zu verändern. Anscheinend sind bei dem CE-Mechanismus der Polarisationsübertragung
besonders die Kerne direkt um das Radikal entscheidend für die Effizienz [59]. Vielleicht
ließe sich z.B. der Anteil der Protonen in dem umgebenden Molekül optimieren und damit
der erste Schritt im Polarisations-Transfer verbessern. Erste, einfache Versuche mit aller-
dings protonierten Cyclodextrinen waren bisher nicht erfolgreich (Daten nicht gezeigt).
Dennoch ist diese Möglichkeit wahrscheinlich einfacher als neue Radikale zu entwickeln
und sollte weiterverfolgt werden.
Im Allgemeinen sind auch bei der Entwicklung und Anwendung von Radikalen für

DNP-Messungen noch viele Fragen offen und Möglichkeiten vorhanden, die DNP-Spek-
troskopie zu verbessern.

4.3. Membranproteine

Das Ziel dieser Arbeit ist es, Membranproteine mit DNP-NMR zu untersuchen. Die
Anwendung von DNP verändert die Daten dabei im Vergleich zu konventionellen NMR-
Messungen komplex, wie die vorangegangenen Punkte zeigen. Viele unterschiedliche Ein-
flüsse sind zu berücksichtigen und nicht in allen Einzelheiten verstanden. Was lässt sich
also zusammenfassend sagen?
Im Moment eignet sich die DNP-NMR besonders für detaillierte Fragen bei komplexen

Systemen. Solang das Augenmerk auf wenigen, besonders interessanten Atomen oder
Seitenketten liegt, lässt sich die benötigte Messzeit deutlich verkürzen. So lassen sich
Proben untersuchen, die durch ihre niedrigen Analyt-Konzentrationen bisher der ssNMR
nicht zugänglich waren.
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Dennoch bleibt die niedrige Sensitivität von NMR-Messungen prinzipiell schwierig. In
dieser Arbeit liegt selbst mit optimierten DNP-Bedingungen die Detektionsgrenze von 2D
Messungen bei ungefähr 200 µM (5 nmol in 25 µl). Dafür müssen im Beispiel des nAChRs
in grober Schätzung über 1 % des Probenvolumens aus dem zu untersuchenden Rezeptor
bestehen. Normale physiologische Konzentrationen lassen sich so nicht messen. Selbst
wenn der gewünschte Rezeptor in Zellen überexprimiert wird, sind solche Konzentratio-
nen nur schwer ohne Aufreinigung zu erreichen.
Aber die hier gezeigten Ergebnisse sind ein erster Schritt, um physiologische Messungen

überhaupt erst in den Bereich des Möglichen zu rücken und zeigen eindrucksvoll, was mit
DNP-NMR schon heute möglich ist.
Auf Basis dieser Ergebnisse sind momentan für die DNP-NMR bei kryogenen Tempe-

raturen besonders Systeme interessant, die

1. sich aufkonzentrieren lassen, aber der konventionellen ssNMR nicht zugänglich sind.
Das sind vor allem Membranproteine in Lipiden oder Komplexe von Proteinen, die
durch ihre Größe nicht höher konzentriert werden können;

2. einzelne Bereiche von nicht mehr als ca. 50 Aminosäuren enthalten, die sich selektiv
markieren lassen und deren Struktur entscheidend für biologische Fragestellungen
ist;

3. Seitenketten von Interesse enthalten, die nicht Lösungsmittel-exponiert sind und
deren Dynamik durch Interaktionen eingeschränkt ist.

Unter diese Definitionen fallen zahlreiche Proben von strukturbiologischem Interesse.
Sowohl in der Herstellung solcher Proben als auch in der Spektrometrie liegen noch viele
Herausforderungen, die zum Teil neue Wege erfordern.
Alles in allem wurde in dieser Arbeit detailliert analysiert, wie die Anwendung von

DNP die NMR-Spektren von Proteinen beeinflusst. Mit Hilfe der Ergebnisse konnten die
experimentellen Bedingungen optimiert werden, so dass sich aufgelöste Spektren eines
Membranprotein-Komplexes messen lassen. So konnte gezeigt werden, dass die dynami-
sche Kernpolarisation schon heute zum strukturellen Verständnis von Membranrezepto-
ren beitragen kann.
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A. Zusammenfassung

Die Strukturaufklärung von Proteinkomplexen oder von Membranproteinen mittels Ma-
gnetresonanzspektroskopie (NMR) ist vor allem durch die geringe Sensitivität dieser Me-
thode limitiert. Die dynamische Kernpolarisation (DNP) kann die Intensität von NMR-
Signalen um bis zu zwei Größenordnungen steigern, indem die relativ große Polarisation
von ungepaarten Elektronen unter Mikrowellenanregung auf Kerne übertragen wird. Ers-
te erfolgreiche Untersuchungen an kleinen Modellmolekülen arbeiten bei Temperaturen
um 100 K, so dass die Relaxation der Elektronenspins verlangsamt ist. Erfahrungen, DNP
bei Proteinen anzuwenden, sind jedoch kaum vorhanden.

In dieser Arbeit wird der Einfluss der einzelnen experimentellen Parameter untersucht
und optimiert, mit dem Ziel auswertbare DNP-Spektren von Proteinen zu erhalten.

In ersten Untersuchungen zeigte sich, dass Proteinsignale bei kryogenen Temperaturen
eine starke Linienverbreiterung zeigen. Um die zugrundeliegenden Prozesse zu verste-
hen, wurden 2D Spektren des Proteins SH3 bei Temperaturen zwischen 295 und 95 K

aufgenommen und im Detail analysiert. Es zeigte sich, dass die Linienverbreiterung vor
allem inhomogen ist, es sich also einzelne Signale gleichzeitig vorliegender Konformere
überlappen. Das Ausmaß der Verbreiterung hängt dabei stark von der jeweiligen Seiten-
kette ab. Je höher die Beweglichkeit der Seitenkette bei Raumtemperatur, je tiefer die
Messtemperatur und je näher das umgebende Hydrationswasser ist, desto stärker sind
die Linien verbreitert (Abschnitt 3.1).

Neben den kryogenen Temperaturen unterscheidet vor allem die Zugabe von Radika-
len die DNP von konventioneller NMR. Die genutzten Biradikale verändern als Parama-
gneten die NMR-Parameter von Kernen in ihrer Nähe. Eine genaue Untersuchung und
Quantifizierung dieser Effekte wurde mit gefrorenen Lösungen von Prolin durchgeführt.
Die Radikale verkürzen die Relaxationszeiten der benachbarten Kerne. Eine schnellere
T1-Relaxation der Protonen erlaubt dabei eine kürzere Messzeit, während eine schnelle-
re T2-Relaxation der Kohlenstoffe deren NMR-Signale homogen verbreitert. Der zweite
Effekt wird dabei bei kryogenen Temperaturen durch die oben beschriebene inhomogene
Verbreiterung maskiert und tritt erst bei Biradikal-Konzentrationen über 50 mM in Er-
scheinung. Zusätzlich führt eine verkürzte T1ρ-Zeit bei hohen Radikal-Konzentrationen
zu ineffektiven Polarisation-Übertragungen zwischen Kernen. In Summe führen die pa-
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ramagnetischen Effekte dazu, dass Kerne in einem Abstand bis zu ungefähr 10�A um ein
radikalisches Zentrum in der NMR nicht detektierbar sind und die optimale Konzentra-
tion an Radikalen für jede Probe unterschiedlich ist (Abschnitt 3.2).
Aus den bisherigen Ergebnissen resultiert, dass zur objektiven Beurteilung der DNP-

Eigenschaften einer Probe die Sensitivität ein besserer Parameter ist als die DNP-Ver-
stärkung. Nur so lassen sich die Verminderung des messbaren Probenvolumens und die
homogene Verbreiterung durch die Radikale berücksichtigen.
Aufgrund der inhomogenen Signalverbreiterung bei kryogenen Temperaturen stellt sich

die Frage, ob DNP-Experimente auch bei intermediären Temperaturen durchgeführt wer-
den können, ohne die DNP-Verstärkung vollständig zu verlieren. Dazu wurden DNP-
Messungen von deuteriertem SH3 bei 173 K durchgeführt. Durch die Deuterierung des
Proteins sind die gemessenen DNP-Verstärkungsfaktoren bei kryogenen Temperaturen
deutlich größer als bei einer protonierten Probe. Bei 173 K beträgt der Verstärkungsfak-
tor der Protonen noch ca. 11 und die Auflösung der Spektren ist wesentlich besser als
bei 95 K. Diese Methode hat für Proben, die deuteriert werden können, in Zukunft ein
großes Potenzial (Abschnitt 3.3).
Um zu untersuchen, wie sich Membranproteine mittels DNP messen lassen, wurde

als Testsystem Neurotoxin II gebunden an nikotinerge Acetylcholinrezeptoren in nativen
Membranen gewählt. Seitenketten, die an der pikomolaren Bindung des Toxins betei-
ligt sind, sollten dabei nur eine schwache inhomogene Signalverbreiterung aufweisen.
Die Untersuchungen ergaben, dass sich das Biradikal bevorzugt an Protein- und Mem-
branoberflächen anlagert. Dadurch sind die NMR-Signale des Liganden stark homogen
verbreitert. Außerdem reagiert das Biradikal mit Probenbestandteilen, wahrscheinlich
mit freien Thiolgruppen von Cysteinen, und wird inaktiviert. Durch eine Lagerung bei
−20℃ lässt sich dieser Effekt ausnutzen, um nur die Radikale nahe des Analyten zu inak-
tivieren, während im gefrorenen Lösungsmittel aktive Radikale verbleiben. Unter diesen
Umständen lassen sich DNP-Signale mit einer Auflösung beobachten, wie sie sonst nur
bei Rautemperatur erhalten wird. So kann ohne Informationsverlust die Messzeit von
zehn Tagen auf zehn Stunden reduziert werden (Abschnitt 3.4).
Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, wie sich DNP-Parameter

und Proben optimieren lassen, um die DNP-Spektroskopie für eine Anwendung an Pro-
teinen weiterzuentwickeln. Zwei verschiedene Wege wurden aufgezeigt, die es erlauben,
aufgelöste und DNP-verstärkte Spektren von Proteinen zu messen und in Zukunft neue
strukturbiologische Antworten zu finden.

118 A. Zusammenfassung



B. Summary (english)

Structure determination of protein-complexes and membrane-proteins with nuclear ma-
gnetic resonance (NMR) is limited by the low sensitivity of this method. Dynamic nuclear
polarization (DNP) can enhance the intensity of NMR-signals by up to two orders of ma-
gnitude due to the transfer of the large polarization of unpaired electrons to nuclei under
microwave irradiation. The first successful investigations on small molecules were per-
formed at temperatures around 100 K to slow down the relaxation of the electron-spins.
Not much is know about DNP-experiments with proteins.
In this thesis, individual experimental parameters are investigated and optimized with

the aim of recording resolved DNP spectra of proteins.
Preliminary experiments show that protein signals broaden at cryogenic temperatures.

To understand the underlying processes, two-dimensional spectra of the protein SH3
were recorded at temperatures between 295 and 95 K and analyzed in detail. The line
broadening was shown to be primarily inhomogeneous, i.e. signals of different conformers,
which overlap. The degree of broadening depends strongly on the individual sidechain.
The more flexible at room temperature and closer to the hydration-shell the residue is,
and the lower the temperature of the measurement, the more the lines are broadened
(section 3.1).
Another difference between DNP and conventional NMR is the addition of stable ra-

dicals. Being paramagnets, the radicals change the NMR-parameters of nearby nuclei.
These effects were investigated in detail and quantified with frozen solutions of proline.
The radicals shorten the relaxation-times of surrounding nuclei. Faster T1-relaxation of
protons allows for a shorted measurement time, whereas faster T2-relaxation of carbon
homogeneously broadens their signals. The latter effect is masked at cryogenic tempera-
tures by the aforementioned inhomogeneous broadening and only affects the signals at
biracial-concentrations above 50 mM. Additionally, a shorter T1ρ-time leads to inefficient
polarization transfers between nuclei at high radical concentrations. In sum, the para-
magnetic effects make nuclei closer than 10�A to the radical undetectable with NMR and
the optimal concentration of radicals is different for every sample (section 3.2).
These findings suggest that sensitivity is a better parameter to judge the quality of a

sample than the DNP-enhancement. Only the sensitivity includes the decrease of mea-
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surable volume and the homogeneous broadening due to the radicals.
The observation of inhomogeneous broadening raises the question if DNP-experiments

are feasible at intermediate temperatures without fully losing DNP-enhancement. To
investigate this possibility, deuterated SH3 was measured at 173 K. Deuteration of the
protein leads to significantly higher enhancement factors at cryogenic temperatures as
compared to a fully protonated sample. At 173 K, the enhancement of protons is still ca.
11 and the resolution of the spectra is substantially better than at 95 K. This method
has great potential for samples that can be deuterated (section 3.3).
To investigate how membrane proteins can be measured with DNP, a model system of

neurotoxin II bound to nicotinic acetylcholinreceptors in native membranes was chosen.
Signals of residues, which participate in the picomolar binding of the toxin, are only
weakly affected by inhomogeneous broadening. Additionally, the experiments show that
the biradical preferentially accumulates at the protein and membrane surfaces. Hence,
the NMR-signals of the ligand are strongly homogeneously broadened. The biradical then
reacts with components of the sample, most probably free thiols of cysteins, becoming
inactivated. By storing the sample at −20℃, this effect can be used to inactivate the
radicals close to the analyte while also keeping active radicals in the solvent. Under these
conditions NMR-spectra can be measured with a resolution otherwise only observed at
room temperature. In this way it is possible to decrease the measurement time from ten
days to ten hours without loosing information (section 3.4).
In summary, this work shows how to optimize the DNP-parameters and sample pre-

paration to refine DNP-spectroscopy for the application to proteins. Two different ways
are shown, which allow the recording of DNP-enhanced and resolved spectra of proteins
and to find new answers to the questions of structural biology.
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D. Anhang

Tabelle D.1.: Tabelle der einzelnen Signale von SH3 bei unterschiedlichen Temperaturen: Die
erste Spalte zeigt die β-Stränge an. Die einzelnen Seitenketten sind wie in Abschnitt 3.1 auf
Seite 45 farbig markiert: blau: Gruppe S; orange: Gruppe K; schwarz: nicht eindeutig zuzuordnen.
Bei der Zuordnung der Signale über einen Temperaturbereich bedeutet ?: unsicher, da sehr nah
bei dem entsprechenden S/N-Grenzwert; ∗: unsicher durch Überlappung mit anderen Signalen.
Die angegebenen B-Werte in �A

2
sind jeweils der Mittelwert der B-Werte aller Kerne ohne N,

Cα und CO der Hauptkette (Chevelkov2005; Agarwal2007). Bei zwei unterschiedlichen Werten
in einer Struktur wurde der Mittelwert berechnet. Die Wasser-Akzessibilität (WA) wurde mit 15
SH3 Molekülen und einer Kugel mit 1,4�A Durchmesser berechnet. Die erhaltene Werte in �A sind
jeweils: A: 0–0,3; B: 0,3–0,3; C: 0,8–1; D: 1–1,5; E: 1,5–1,9; F: 1,9–2,4; G: 2,4–2,8; H: 2,8–3,3;
I: 3,3–3,7; J: 3,7–4,4; K: 4,4–4,8; L: 4,8–5,3. Für die Zuordnung der Seitenketten zu den beiden
Gruppen wurden nur die sicheren Zuordnungen verwandt.

β Rest B-Wert WA Gruppe S Gruppe K erscheint
100 K 293 K 233 K 213 K bei x K

Glu5
Lys6
Glu7 30,54 34,39 A γβ αγ? αβ?

‖ Leu8 13,72 25,53 A C‘β αβ

αδ2? βα

βγ δ1α?
γβ

αδ1? βδ1
βδ2 δ1β

δ2β

‖ Val9 14,79 26,24 H αβ αγ1?
αγ2 βα

βγ1 βγ2
γ1α? γ1β
γ1γ2?
γ2α? γ2β
γ2γ1?

‖ Leu10 13,9 26,26 G αβ αδ1
∗

αγ∗ βα

βδ2? δ1β

δ2β δ2γ

γα γβ

βδ1 βγ

αδ2? δ2α?

Fortsetzung nächste Seite
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Tabelle D.1.: Tabelle der einzelnen Signale von SH3 bei unterschiedlichen Temperaturen

β Rest B-Wert WA Gruppe S Gruppe K erscheint
100 K 293 K 233 K 213 K bei x K

⇓ Ala11 12,93 25,77 G αβ C‘β?
Leu12 14,6 27,07 G αδ1? αδ2

αγ βα?
βδ2

∗ δ1α?
δ1δ2?
δ2β

∗ δ2δ1
δ2γ

∗ γα

γδ2
∗

δ2α?

Tyr13 14,8 28,32 G δε∗ ζβ∗

ζδ∗
233ζβ∗

Asp14 17,12 30,53 A αβ? βα?
Tyr15 12,97 26,47 D δε ζε 133ζβ?

133ζγ
233δζ
233γζ?

Gln16 12,2 29,06 A αβ∗ βα γβ∗

γα

Glu17 13,54 27,44 D βα? βγ γβ αβ?
Lys18 21,93 33,9 E δβ? δε? αδ βδ δγ

δα γα γβ

δγ εγ

Ser19 17.07 25,13 D αβ βα

Pro20 14,58 23,51 δγ? γδ? αβ αδ αγ

βα βδ βγ

δβ C‘δ?
γα γβ

C‘α 113αβ?
193αβ
193βα
193αδ

Arg21 28,6 38,85 A
Glu22 13,58 25,47 B γβ?
Val23 12,43 23,67 G αγ1? βγ1

γ1β

γ2α αβ βα

Thr24 12,02 23,95 B βγ γα γβ αβ αγ βα

C‘β
Met25 13,48 26,93 E αβ βα

βγ∗
γε

Lys26 22,97 28,80 B αβ? βα βγ δα

γα γβ

αγ

Lys27 18,85 27,39 B αδ αγ δα

γα γβ?
βγ

Gly28 A C‘α
Fortsetzung nächste Seite
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Tabelle D.1.: Tabelle der einzelnen Signale von SH3 bei unterschiedlichen Temperaturen

β Rest B-Wert WA Gruppe S Gruppe K erscheint
100 K 293 K 233 K 213 K bei x K

‖ Asp29 15,13 24,30 B
‖ Ile30 12,46 22,94 B βδ βγ2

δβ δδ δγ1
γ1δ γ2γ1?

αγ2? βγ1
γ1α γ1β

γ2β

γ1γ2?

‖ Leu31 15,13 28,91 G βα βγ

δ1β γβ

γα?

‖ Thr32 14,15 23,57 A αβ C‘β? αγ γα βα βγ γβ

‖ Leu33 14,25 26,38 D αδ1? δ1α?
δ2β

βδ2

‖ Leu34 14,93 25,84 E αδ1 βδ1
γδ2

αδ2? δ2α?

⇓ Asn35 13,68 24,23 D
Ser36 14,25 24,40 A αβ βα

Thr37 9,81 22,07 D C‘β? αβ

βα βγ γβ

αγ γα 113αγ

Asn38 10,27 23,06 F
Lys39 18,23 35,92 A αδ αγ βγ

δα γα

Asp40 16,58 29,82 D αβ βα

‖ Trp41 13,39 28,03 G δ1β δε

εδ? εζ?
‖ Trp42 12,25 26,84 I δε δ1β

εδ? εζ?
γα

113ζ1α

‖ Lys43 19,14 31,5 F αβ βγ βδ δβ αδ? δα?
γβ?

‖ Val44 14,51 26,91 J αβ αγ1
αγ2 βα

βγ1 βγ2
γ1α γ1β

γ1γ2 γ2α

γ2β γ2γ1
‖ Glu45 20,04 37,34 F αγ βγ?

γα? γβ?
⇓ Val46 21,80 38,87 E βγ2?

Asn47 28,93 41,24 A
Asp48 27.06 39,00 C αβ βα

‖ Arg49 27,38 33,79 D
Fortsetzung nächste Seite
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Tabelle D.1.: Tabelle der einzelnen Signale von SH3 bei unterschiedlichen Temperaturen

β Rest B-Wert WA Gruppe S Gruppe K erscheint
100 K 293 K 233 K 213 K bei x K

‖ Gln50 21,61 35,65 A αγ? βγ?
γβ?

‖ Gly51 F
‖ Phe 52 13,08 26,11 D
‖ Val53 13,31 27,06 L αγ2? βγ1

βγ2 γ1β

γ1γ2?
γ2α γ2β

γ2γ1
⇓ Pro54 12,18 26,28 αβ αδ βδ

δβ? δγ

C‘α γδ

αγ γα? δα? 113αδ

‖ Ala55 11,66 24,89 B αβ βα

‖ Ala56 12,53 25.28 A αβ βα

⇓ Tyr57 15,26 27,94 F δβ? δβ?
‖ Val58 14,55 27,77 D αγ2 βγ1

βγ2 γ1β

γ2α γ2β

‖ Lys59 23,14 33,22 F αδ αγ βγ

δβ γα?
γβ

αβ βδ

⇓ Lys60 25,96 33.35 A αδ δα γα

γβ

βγ

Leu61 21,8 34,47 A αδ2 βδ?
δ2α? δ2β?

Asp62
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