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Abstract

The devdopment and gpplication of high-resolution NMR methods for protein
dructure determination was the topic of the present thess. Methods for caculating
sequences of pulsed fidd gradients for sgnd sdection as well as the influence of
diffuson on the sgnd amplitudes were discussed in the firg part, while the second
pat dedt with the Sructure determination of the retind environment of the integra
membrane protein bacteriorhodopsin based on anove labdlling strategy.

Pulsed fidd gradients ae an important tool for dgnd sdection and atifact
suppression in modern  high-resolution NMR. As pat of the present work, the
computer programs TRIPLE GRADIENT and Z GRADIENT for the cdculation of
optimized sequences of pulsed fidd gradients for arbitrary experiments were
developed and tested. Signal selection under condderation of rf-pulse imperfections
was exemplified for the HSQC experiment. The formaism on which the programs are
based was extended to include stochastic as well as determinigtic trandationd motion
of the molecules. As a quantitative example, the influence of diffuson on the HQQC
experiment was discussed. It was shown that the diffuson coefficient of ethanol can
be reproduced correctly from an analysis of the line-widths in the indirect dimension.

The integrd membrane protein bacteriorhodopsn was solubilized in  dodecyl-
matosde micdles Completely deuterated samples with sdectively protonated
moieties of the protein detergent complex with a molecular weight of more than 60
kDa were used to record 'H NOESY spectra and to obtain sequence specific
resonance assgnments. Structures of both forms of the dark-adapted protein were
determined from distances between protons in the retind binding pocket. The
theoreticd andyss of the chemicd shifts as well as a comparison of the dl-trang/15-
anti NMR dructure to crystd structures shows the high accuracy of this method to
obtain NMR structures.

The high resolution dructure of the 13-cig15-syn form, now obtaned for the firs
time, was able to reved a shorter distance between the protonated Schiff-base and its
complex counterion than found in the dl-trang/15-anti form. The reaive podtion of
the retind carbon aoms to the neighboring tryptophan sde-chains is dmost identicd
to that of an early intermediate of the photocycle, in which the retind is in 13-cig15-
anti conformation.



Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschéftigte sch mit der Anwendung und Waeiterentwicklung von
hochauflésenden NMR Methoden zur Proteingtrukturbestimmung. Im esten Tell  wurden
Methoden zur Berechnung von Sequenzen gepulster Feldgradienten fur die Signasdektion,
sowie de Einflud der Diffuson auf die Sgndamplituden diskutiet, im zweten die
Strukturbestimmung der Retinalumgebung des integraen Membranproteins
Baketeriorhodopsin auf der Basis einer neuen Markierungsstrategie.

Gepulste Feldgradienten snd ds Mittd zur Signdsdektion und Artefaktunterdriickung aus
der modernen hochauflosenden NMR  Spektroskopie nicht mehr wegzudenken. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden die Computerprogranme TRIPLE GRADIENT und Z GRADIENT zur
Berechnung von optimieten Sequenzen gepulster Feldgradienten fir beliebige Experimente
entwickdt und erprobt. Signasdektion auch unter Berlickschtigung imperfekter RF-Pulse
wurde exemplarisch an HSQC Experiment gezeigt. Der den Programmen zugrunde liegende
theoretische Formaismus wurde ewetet, um estmas sowohl sochagtische ds auch
deterministische  trandatorische Bewegungen der  Telchen zu  berUckgchtigen.  Als
quantitetives Beispid wurde der Einfluss freer Diffuson der Molekile im HQQC
Experiment diskutiert. In diessem Zusammenhang wurde gezeigt, dal3 die Diffusonkongtante
von Ethanol korrekt aus der Analyse der Linienbreiten in der indirekten Dimenson bestimmt

werden kann.

Das integrde Membranprotein Bakteriorhodopsin wurde in  Dodecylmdtosd Mizdlen
solubiligert. An vollgdndig deuterierten Proben mit einzenen protonieten Resten des
Protein-Detergenz-Komplex mit einem Molekilgewicht von mehr ds 60 kDa wurden 'H
NOESY  Spektren aufgenommen und sequenzspezifiscche  Signdzuordnungen  ezidt.
Strukturen beider Formen des Proteins im dunke-adaptierten Grundzustand wurden mit Hilfe
von Abgdnden zwischen Protonen in der Retinabindungstasche bestimmt. Die theoretische
Andyse der chemischen Verschiebungen und der Veglech der dl-trangl5-anti NMR
Struktur mit  Krigalstrukturen belegte die hohe Genauigkeit diessr Methode der NMR
Strukturbestimmung.

In der ergmas besimmten 13-cig15-syn Struktur i der Abstand zwischen protonierter
Schiff'scher Base und ihrem komplexen Gegenion kirzer im Vergleich zur dl-trang15-anti
Struktur. Die rddive  Pogtion der Retindkohlengtoffe ~ zu benachbarten
Tryptophansaitenketten ist fagt identisch mit der Krigdlsruktur eines frihen Intermediaten
des Photozyklus, bei der das Retind in 13-cig/15-anti Konfiguration vorliegt.
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