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4.5 Strukturbestimmung in Proteinen

Strukturelle und dynamische Eigenschaften von Proteinen gehdren zu den wichtigsten
Anwendungen der magnetischen Resonanz. Da Proteine relativ komplexe Molekiile sind ist
es hier in den meisten Fillen nicht moglich, eindimensionale Spektren iiberhaupt zuzuord-
nen. Man verwendet fiir diese Untersuchungen unterschiedliche mehrdimensionale Experi-
mente (meist 2D, 3D). Hier sollen die beiden wichtigsten (und dltesten) kurz diskutiert wer-
den.

45.1 Evolution schwach gekoppelter Spins

In Kapitel 3.5.2 hatten wir anhand eines speziellen Falles besprochen, wie man die Evolu-
tion schwach gekoppelter Spins mit

H=250; I, + ZU Jij Liz Liz -

und |o@; — o;| >> J;; (bzw. op;;) auch ohne explizite Matrixdarstellung berechnen kann. Wir
haben dort direkt die Bewegungsgleichung

0 .
P p(t) = -1 [FHp(t)]

ausgewertet. Das ist immer dann besonders einfach, wenn Anfangszustand p(0) = A und
Hamiltonoperator #/=b B zyklisch vertauschen, d.h. wenn gilt

[AB]=1C, [B,C]=1A, etc.

Unter diesen Bedingungen ist die Dichtematrix nach einer Zeit t gegeben durch

p(t)=Acos (bt)—Csin(bt)

Dies zeigt man, indem man diese Losung in beide Seiten der Bewegungsgleichung ein-
setzt. Der Kommutator liefert

—1 [Hp(t)]=—1[bB, Acos(bt)—Csin (bt)]
=-1b[B,A]cos(bt)+1b[B,C]sin(bt)
=—1b (-1 C)cos(bt)+im (1 A)sin (b t)

=-bCcos(bt)—bAsin(bt)

und ist offenbar gleich der zeitlichen Ableitung der Losung

%p(t):%(Acos(bt)—Csin(bt)):—bAsin(bt)—chos(bt)



Die Sandwichrelation

exp(—ibBt) A exp(ibBt) = A cos bt —1i [B,A] sin bt
schreibt man oft symbolisch als

A &)Acosbt—CSinbt

Da praktisch jedes Experiment mit einem HF-Puls auf die Gleichgewichtsmagnetisierung
beginnt, betrachten wir zunéchst nochmals diesen Fall, d.h. p(0) =1, und H = -, 1. Mitb =
o; und [A,B] = [I,-I] = -il, = 1C, d.h. C = -1, ist auch [B,C] = [-I , -Iy] = i, = 1A auto-
matisch erfillt. Mit ot = 90° wird also I, — +].

Betrachten wir ein Zwei-Spin-System, dann ist p(0) =1, + S, und H = -, (I + Sx), wenn
wir die Spins I und S in gleicher Weise, d.h. nichtselektiv anregen. Da [I,,S,] = 0 konnen wir
die beiden Drehungen nacheinander und in beliebiger Reihenfolge ausfiihren.

Im Folgenden behandeln wir gekoppelte Spin-Y2-Systeme. Bei der Auswertung der Kom-
mutatoren treten die bereits bekannten Produkte wie I,” = I,” = I,” = %41 oder LI, = Y%il, etc.
auf. Wir starten nun mit transversaler Magnetisierung, die der schwachen Kopplung unter-
liegt

H=]1,S,

und benutzen die obige Formel. Allerdings ist nicht von vornherein klar, wie der Operator
B und die Konstante b gewihlt werden miissen, damit die Kommutator-Relationen [A,B] =
1C und [B,C] = 1A erfiillt sind. Wir machen deshalb den Ansatz b =J/cund B =c I, S,. Mit
p(0) =1, wird [A,B] = [I,, c I, S,] = c[I,,I,]S,=1c LS, =1C.

Eine Bedingung fiir ¢ erhalten wir erst, wenn wir mit C = ¢ IS, den Kommutator

[B.Cl=[c1,S,,cLS,]=(cS,)* [I.I] = (cS,) *il, = iA
Yy

auswerten. Es muss also (cS,) > = 1 gelten, was fiir Spin-V2-Systeme wegen S,” = 141 au-
tomatisch erfiillt ist.
Mit B =2 LS, und [Iy, 2L,S,] =1 2LS, , d.h. C = 21,S, kbnnen wir also schreiben

I, —152L 5 1 cos(tJ/2) - 21,S, sin (€ J/2).

Wiihlt man fiir die Dauer der Evolution beispielsweise t J/2 = n/2, dann wird aus I, gerade
— 2I,S,; wihlt man t J/2 = &, dann wird aus I, — —I,. Analog zur Wirkung der Pulse kann
man dies auch fiir I als Anfangszustand graphisch zusammenfassen als
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In dieser Figur wird unterstellt, dass J > 0O ist. Die J-Kopplung kann aber auch ein negati-
ves Vorzeichen aufweisen. Dann dndert sich der Drehsinn in den beiden linken Abbildun-
gen. In der rechten wird lediglich die Evolution unter einer auf den Spin I wirkenden Ver-
schiebungswechselwirkung illustriert. Die Antiphasenkohdrenzen IS, und IS, brauchen wir
hier nicht genauer zu betrachten, denn mit [I,S,,I,S,] = [I,S4,I.S,] = 0, zeigen diese unter der
schwachen Kopplung keine systematische Zeitentwicklung.

Als Beispiel fiir die Berechung mit diesem so genannten Produktoperatorformalismus be-
trachten wir ein System in dem als Bestandteil das Spinpaar IS auftaucht, das sich unter # =

o I, +J I, S, entwickelt. Da die beiden Anteile des Hamiltonoperators vertauschen, konnen
wir die Evolution unter oy I, und J I, S, nacheinander und in beliebiger Reihenfolge be-

rechnen, d.h.
JIS, t It It JIS, t
p(0) sy — 220 5 p(t) oder p(0) —22— > p(t).
Wir starten von I, und erhalten
I, Sty 1 cosJ21) + 21,8, sin(J/2 1)

% [Ix cos(mt) + Iy sin(mt)] cos(J/2 t) + 2[IySZ cos(mt) — IS, sin(wt)] sin(J/2 t)

Mit S als Anfangszustand ergibt sich ein analoger Ausdruck; wir miissen lediglich S
und I vertauschen.

452 COSY

Eine wichtige Anwendung der 2D Spektroskopie ist das COSY (=Correlation Spectros-
copY) Experiment, welches dazu dient, Verkniipfungen zwischen Kernspins zu finden.

Im einfachsten Fall verwendet man dafiir

5?0-
eine Folge aus zwei RF Pulsen, welche alle

Spins anregen. Wir diskutieren hier den Fall K

eines homonuklearen, schwach gekoppelten - %

Zweispinsystems I S mit einem Hamiltonope- ——
rator

H=orl,+0sS,+J1,S,.
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Die Gleichgewichtsmagnetisierung
po=1I+S,

wird durch den ersten (w/2)y Puls in transversale Magnetisierung

p(0) =1Ly + Sy

umgewandelt. Wiahrend der Evolutionszeit t; wird daraus
p(t)) = (Iy cos(orty) — Iy sin(oyty) + Sy cos(mgty) — Sx sin(wgty)) cos(Jty/2)

+2(-Ix Sz cos(orty) — Iy S sin(wyty) — Sy I cos(wsty) — Sy I sin(wsty)) sin(Jt1/2) .

Der zweite (w/2)x Puls erzeugt daraus
p(ty, 0) = (-1, cos(myty) — I sin(wyt]) — S, cos(msty) — Sk sin(mgty)) cos(Jty/2)

+ 2(—Ix Sy cos(ogty) + I, Sy sin(oyt)) — Sx Iy cos(wsty) + S, Iy sin(mgty)) sin(Jt1/2) .

Von diesen Termen stellen nur die Komponenten (1) Iy, (ii) Sy, (ii1) 2ISy und (iv) 2S,1 be-
obachtbare Magnetisierung dar. Wihrend der Detektionszeit ty entwickelt sich die erste die-
ser Komponenten des Dichteoperators wie

I sin(oyty) cos(Jt1/2) = sin(myty) cos(Jt;/2) [{Ix cos(myty) + Iy sin(myty) } cos(Jty/2)

+ 2{Iy S; cos(orty) — Ix Sz sin(orty) } sin(Jtp/2) ].

Beobachten wir z.B. die y-Komponente der Magnetisierung, so erhalten wir davon einen
Signalbeitrag

si(ty, tr) = sin(wyty) cos(Jt1/2)  sin(myty) cos(Jty/2) .

Wegen Sp{(I,S)I,} = Sp{S,}Sp{l,ly} = O-Sp{L} liefert der I,S,-Term keine y-
Magnetisierung. Mit sina cosp = Y2 sin(a + B) + %2 sin(a — B) kann man die y-
Magnetisierung schreiben als

s(tq, tp) = Y4 [sin((oy + J/2)t1) + sin((op — J/2)t1)] [sin((o + J/2)ty) + sin((wf — J/2)tH)].
Eine zweidimensionale Fouriertransformation, also eine beziiglich t; und t,, erzeugt daraus

vier Linien bei den Frequenzen [®w] = o1 £ J/2, @y = o1 £ J/2]. Da J relativ klein ist, entwi-
ckelt sich die Magnetisierung in beiden Evolutionsperioden mit einer dhnlichen Frequenz.
Fiir das Spektrum bedeutet dies, dass die entsprechenden vier Linien in der Ndhe bzw. auf
der Diagonalen liegen.

Einen entsprechenden Signalbeitrag bei den Frequenzen [®w] = og = J/2, ®y = og + J/2]
liefert der zweite Term Sy sin(wgt) cos(Jt;/2). Das entspricht einer Vierergruppe von Li-
nien bei der Diagonalen, dieses Mal allerdings bei s.
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Weitere Signalbeitrdge erhilt man von den Termen I, Sy sin(oyty) sin(Jt;/2) und S, Iy
sin(wgt) sin(Jt;/2), d.h. von der dritten und vierten in p(tj, 0) auftauchenden Komponente.
Die dritte entwickelt sich wihrend der Detektion wie

I, Sy sin(wyty) sin(Jt;/2) - sin(ogt;) sin(Jt{/2)

[2(1Sy cos(mst) — 1S« sin(wgtp)) cos(Jtr/2) — (Sx cos(wgtr) + Sy sin(wgty)) sin(Jtr/2)].

Mit der Observablen Sy wird und sina sinf3 = %2 cos(a. — B) — V2 cos(a + ) das Signal im
Zeitbereich

Siii(t1, t2) = sin(wyty) sin(Jt;/2) sin(mgty) sin(Jtp/2)

= Y4 [cos((of — J/2)ty) — cos((w1 + J/2)t1)] [cos((wg — I/2)t) — cos((wg + J/2)tr)].

Im Frequenzbereich erhalten wir somit vier Linien bei [@ = o] £ J/2, @y = g += J/2]. Da
wir den Fall schwacher Kopplung betrachten gilt, ist |®; — @,| >> J relativ grol. Damit liegt
die entsprechende Viergruppe dieses Terms weit von der Diagonalen des zweidimensionalen
Spektrums entfernt.

Der vierte Term S, I, sin(wgty) sin(Jt;/2) erzeugt dementsprechend Linien bei [o] = wg *
J72, my = of = J/2]. Auch dieses Quartett liegt dann weit von der Diagonalen entfernt, aber
auf der anderen Seite, da die Rollen von ®; und ®, nun gewissermaflen vertauscht sind.

453 Form und Interpretation des Spektrums

Das gesamte Spektrum besteht somit aus vier . .
Gruppen zu je vier Linien. Die Quartette in der Néhe PP PP
der Diagonalen enthalten die gleiche Information wie g - .. """"""""" .. -
das eindimensionale Spektrum; die Kreuzpeaks hin- ' '
gegen zeigen, dass die beiden aneinander gekoppelt
sind. Da solche Kopplungen immer iiber chemische |
Bindungen (eine oder mehrere) laufen, erlauben sie
Riickschliisse auf die Struktur des Molekiils, welches ! :
die Kerne enthilt. . .l _________________ oo

I eoe L)
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In der Figur ist eines der iltesten

9 20

/2T

40 Hz

COSY Spektren dargestellt, welches
die beiden Protonen in Dibromthi-
ophen dargestellt. Die zusitzlichen
Resonanzlinien bei w; = 0 stammen

von Magnetisierungsbeitrigen, wel-
che wihrend der Evolutionszeit
durch Relaxation entstanden sind.
Sie werden in den meisten Experi-
menten durch Phasenzyklen oder
Gradientenpulse eliminiert.

COSY Spektrum von Carboran

In diesem Beispiel wurde das COSY

Spektrum von 1B in o-Carboran gemessen.
Das Molekiil enthdlt 10 B Atome, welche
aufgrund der Symmetrie des Molekiils in
drei zweier- und einer Vierergruppen dqui-
valent sind.

Die verschiedenen Atome sind iiber ska-
lare Kopplungen mit ihren nédchsten Nach-
barn gekoppelt. Dies kann dazu verwendet
werden, die Resonanzlinien zuzuordnen. So
sind die Atome 3 und 6 nicht an die Atome 9
und 12 gekoppelt, wihrend die Atome an
den Positionen 8, 10, 4, 5, 7, 11 an alle ande-
ren Positionen gekoppelt sind.

Die einzelnen Liniengruppen sind hier
nicht aufgeltst, weil die Relaxation durch
das Quadrupolmoment (I = 3/2) relativ
schnell und dadurch die Linienbreite groer
ist als die Kopplungen.

Das besprochene COSY Experiment kann
somit Einblick in benachbarte, chemisch

verbundene Spins geben. Bei Systemen mit sehr vielen Resonanzlinien kann das Spektrum
dann sehr voll werden und es beispielsweise wiinschenswert erscheinen lassen, alle unge-
koppelten Spins aus dem Signal zu eliminieren. Dies kann man durch einen Phasenzyklus
erreichen, der als Doppelquantenfilter (DQF) fungiert. Dazu nutzt man aus, dass die unter
der schwachen J-Kopplung invarianten Terme, wie z.B. LS, + I,S;, sich unter einer Ver-
schiebungswechselwirkung wie

LS, + IS, —

(Ixcosoit + Iysinogt) (Sycosmst — Scsinwgt)

+ (Iycosmit — Iisinogt) (Sxcosmst + Sysinmsgt)

4) Experimentelle Methoden
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= (LSy + I;Sy)cosont cosmst — (IS« + I, Sy)sinmit sinmst

+ (I Sx + Iy Sy)cosopt sinwst + (I,S, — 1,Sy) sinmit cosmst
= (LSy + I, Sy)(cosmit cosmst — sinmt sinmst)

— (It Sx— Iy Sy)(cosmit sinmst + sinmt cosmst)
= (LSy + I, Sy) cos[(or + ws)t]

— (I Sx— 1, Sy) sin[(oy + ws)t]

Mit o; = os priazedieren diese Kohirenzen also etwa doppelt so schnell wie die Ein-
quantenkohidrenzen Iy, Iy, Sy und S,. Wenn LS, + I,S, invariant unter der schwachen Kopp-
lung ist, dann muss das auch fiir I,S, — I,S, gelten. Eine analoge Rechnung zeigt, dass die
hier relevante Prizessionsfrequenz m; — mg sehr klein wird. Man spricht deshalb auch von
Nullquantenkohérenzen.

Durch einen Phasenzyklus kann man nach Termen filtern, die nur Doppelquanten- oder
auch hohere Multiquantenkohédrenzen beinhalten und damit beispielsweise das Signal der
(ungekoppelten) Losemittelprotonen unterdriicken. Auch ist beim DQF-COSY die hier nicht
besprochene Phasenlage der Peaks giinstiger.

TOtal Correlation SpectrosopY (TOCSY) ist eine weitere Variante eines Korrelations-
experimentes. Hier treibt ein Locking Puls den Kohirenztransfer iiber beliebig viele Kopp-
lungen eines chemisch verbundenen Systems. Das ist besonders wichtig, um in einer Mi-
schung von verschiedenen Molekiilen einen Uberblick zu bekommen welche Resonanz zu
welchem Molekiil gehort.

45.4 L ongitudinale und Kreuz-Relaxation

Stort man die Gleichgewichtsmagnetisierung eines Spinsystems, z.B. durch einen Hoch-
frequenzpuls, dann strebt es wieder zuriick zum Gleichgewicht, es relaxviert. Hier konzent-
rieren wir uns auf die longitudinale Relaxation. Diese ist verkniipft mit der Anderung der
Besetzungszahlen, d.h. der longitudinalen Magnetisierung eines Systems und den Spinsorten
I und S. Dazu betrachten wir das Energieschema von 2 Spin-Y2 Kernen. Die Zeitabhingig-
keit der Abweichungen der Populationen, d.h. der Besetzungszahldifferenzen, vom Gleich-
gewicht wird durch folgendes lineare Gleichungssystem be-
schrieben:

n, Wi W, Wi W,
d|n, _ W, Wy, W, W, In,
dt| n, Wy W, W, W, ln,

n, W, W, W, W, Nn,

Fiir i # j bezeichnen die W;; = W;; die Ubergangsraten zwi-
schen den Niveaus. Betrachtet man dieses System zeilenweise,

4) Experimentelle Methoden 23. Juli 2003
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dann erkennt man, dass |[Wj| gleich der Gesamtwahrscheinlichkeit dafiir ist, dass der Zu-
stand i verlassen wird. Setzt man Xi_; x\Wj; = 0, dann bedeutet dies, dass die Gesamtpopulati-
on erhalten ist.

Ubergiinge zwischen den Niveaus konnen durch zeitabhiingige Stérungen verursacht
werden, z.B. durch HF-Pulse passender Frequenz. Auch in Abwesenheit von dufleren Sto-
rungen kann die stochastische mole-
kulare Bewegung sehr effektiv U- B
bergéinge stimulieren, falls sie auf | x

der "richtigen" Zeitskala stattfindet. Q)

Das bedeutet, dass das Leistungs-

spektrum J(®w) der molekularen Be- T Sm s o
wegung bei der Ubergangsfrequenz T w/2n [MHz]

® = o ungleich Null sein muss. Die B,

Spektraldichte eines stochastischen Jiw)

Prozesses ergibt sich als das Fou-
rierspektrum der Korrelationsfunkti- P e——
on der fluktuierenden Felder. Setzt — wi2m [MHZ]

man dafiir B(t) «c e " an, dann ist

Tc

A

wobei 1¢ die molekulare Relaxationszeit bezeichnet. Erfolgt der Ubergang zwischen den
Niveaus aufgrund der Wirkung der zeitabhidngigen Dipol-Dipolwechselwirkung, dann
schreibt sich die Rate als Wy = [(i|%gq|j) [ J(ey). Wir wollen annehmen dass
3= My =0 und ;= o3 = 0s. Mit ®g o 1 hingen die sich ergebenden Ubergangs-

wahrscheinlichkeiten sehr stark, und zwar proportional zu r°, vom internuklearen Abstand r
ab:

Wi=Wou=Wyocr®J(o) und Wip=Wi=W;ocr®J(os),

Wy =Wy I'_6 J((D[— (Ds) und Wiy =W, I'_6 J((DI + (Ds).

In einem homonuklearen System ist auf der Skala der mittleren Frequenz in sehr guter
Niherung o; = ws = o erfiillt. Damit sind die Spektraldichten J(0), J(®) und J(2w) relevant.
Eine Berechnung der Dipolmatrixelemente ergibt, dass der Vorfaktor vor J(2w) viermal so
grof} ist wie der von J(®) und sogar sechsmal so grofl wie der vor J(0).

Die Spin-Gitter-Relaxation ergibt sich aus der Anderung der z-Magnetisierung, d.h. des
Erwartungswertes (I, + S,) = Sp{ (I, + S,) p }. Mit der Matrixdarstellung von
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(Kapitel 3.4.1) sieht man, dass die Spurbildung gerade die Populationsterme +p;; und —py4
aus der Dichtematrix "herausholt". Damit ist (I, + S,) durch p;; — ps4s = n; — n4 gegeben. Die
Anderung von n; — n, , die durch die longitudinale Relaxationszeit T; beschrieben wird, er-
hélt man nun, indem bei dem obigen Ratengleichungssystem die vierte Zeile von der ersten
subtrahiert. Das ergibt

2 W, + W,
d e - ~
anl = Wi + Wpny + Wisng + Wygng = (Wi + Wi + W) np + Winp + Wins + Wony,
d
an4 = W411’11 + W42H2 + W43n3 + W44I14 = Wzﬂl + W1H2 + W1n3 - (2W1 + Wz) ng.

Die Rate W3 oc J(0) tritt hier nicht auf. Die Differenzbildung liefert

d
a(nl —ny) =—C2W; + Wy)(n; —ny) + Wo(ng —ny) =—-2W,; + 2Wy)(n; —ny) =— (n; —ny) / T

wobei letzte Gleichung auch als Definition von T, angesehen werden kann. Also ist

1/ Ty =2(W, + W) o« 10 [J(0) + 4J2w)] .

Es ist instruktiv sich die Grenzfille dieser
Gleichung vor Augen zu fiihren. Fiir schnelle
Bewegungen, wie sie etwa kleine Molekiile in T1
Losung oder Fliissigkeiten bei hohen Tempera-
turen zeigen, ist ® ¢ << 1 und die Relaxati-
onsrate 1/T; o tc. Grofle Molekiile oder visko-
se Fliissigkeiten findet man oft auf der anderen
Seite des Minimums: hier gilt T, oc ®° tc. Das
Minimum selbst tritt auf, wenn sich das Mole-
kiil etwa auf der Skala der Larmorfrequenz ~0.61/ o,
bewegt, was typischerweise Zeiten von ca. 1
ns entspricht.

A Kleine Molekiile,
Flussigkeiten

grofRe Molekiile,
zahe FlUssigkeiten

Tc

Besonders wichtig im Zusammenhang mit der Bestimmung von Proteinstrukturen ist die
Tatsache, dass sich nicht nur die Populationen jeder Spinsorte im Laufe der Zeit ithrem
Gleichgewicht nidhern, sondern auch dass es zu einem Transfer von z-Magnetisierung zwi-
schen den beiden Spinsorten kommen kann. Mit
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bedeutet dies, dass es genau dann eine so genannte Kreuzrelaxation gibt, wenn die Erwar-
tungswerte von |, und S, unterschiedlich sind und damit auch M, = ny+ n, —nz —ng und Mg =
Ny —Ny + N3 —Na.

Analog zur obigen Herleitung fihrt dies zu einem reduzierten Satz von Ratengleichungen
fur die Abweichung der Magnetisierung vom Boltzmann-Gle chgewicht

d(M\ (-1/T-C C M) (-C CYM,) (UT 0 \M,
dt\ Mg ) C ~1/T-C M) L C -C M, 0 UT \M)

Hierbel enthdlt die Kreuzrelaxationsrate C = Wy — W, eine andere Linearkombination von
Spektraldichten as 1/T;. Interessanterweise treten die Raten C auch auf der Diagonalen auf,
alerdings mit umgekehrtem Vorzeichen as auf den Platzen die | und S verbinden. Das be-
deutet, dass die C-Matrix die Form einer Austauschmatrix hat, was wiederum impliziert,
dass die Gesamtmagnetisierung beim Polarisationstransfer erhalten bleibt. Symbolisch kann
man den Transfer beispielsweise so schreiben

lz>(1-X)1z+Xx Sz J(o)

Das Vorzeichen der Kreuzrelaxationsrate C oc r° [J(0)
— 6J(2w)] héngt von der Korrelationszeit ab. Fir o tc <<
1 (schnelle Bewegung) ist C < 0; fir o ¢ << 1 (langsame (0>
Bewegung) ist C > 0; fir o tc = 1.12ist C = 0. Entschel-
dend fir die Anwendung ist die starke Abhangigkeit der Kreuzrel axationsrate vom internuk-
learen Abstand.

Diese Art von Magnetisierungstibertrag gibt es nicht nur in homonuklearen, sondern auch
in heteronuklearen Systemen und sogar zwischen Elektronen und Kernen, die Uber die Fer-
mi'sche Kontaktwechselwirkung miteinander gekoppelt sind. Da Elektronenspins eine viel
grolere Zeeman-Aufspaltung und damit Magnetisierung in einem externen Feld besitzen,
kann ein Polarisationstransfer auf den Kern dessen Signal etwa um das Verhdltnis der gyro-
magnetischen Verhdltnisse verstarken. Dieser Effekt wurde von Overhauser entdeckt. In he-
teronuklearen Spinsystem liefert entsprechend der Kern-Overhauser-Effekt, z.B. der Uber-
trag der Protonenmagnetisierung auf die Kohlenstoffe, eine Signalverstarkung, welche die
Beobachtung des *C-Kerns in natiirlicher Haufigkeit oft erst erméglicht.

4.5.5 NOESY

Das zweite grundlegend wichtige Experiment fur die Untersuchung von Biomolekilen
wird als NOESY (fur Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) bezeichnet. In diesem Ex-
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periment misst man den Austausch von Polarisation iiber Dipol-Dipol Wechselwirkung und
damit den geometrischen Abstand zwischen den entsprechenden Spins. Dieser Austausch
wird durch die (zeitabhingige) Dipolkopplung getrieben, welche u.a. Spinoperatoren 1,.S_

enthilt, welche (longitudinale) Polarisation zwischen I und S tauschen.

Das NOESY Experiment [ m
verwendet eine Dreipulsfolge. / !\/\/\/\/\/w
Wir betrachten wiederum ein

Zweispinsystem, welches aber
nicht gekoppelt ist (J = 0). Wie t, T

b

beim COSY Experiment be- n
ginnt man nach dem 1. Puls, der transversale Magnetisierung also I, + S, liefern soll, mit ei-
ner Evolutionszeit. Danach wird das Spinsystem durch den Dichteoperator

p(ty) =1y cos(oyty) — Ix sin(oyty) + Sy cos(mgty) — Sy sin(wgty) .
beschrieben. Der zweite (7/2)x Puls, welcher die Evolutionszeit abschlieBt, erzeugt daraus
p(t, 0) = -1, cos(myty) — Ik sin(oyt]) — S, cos(mgty) — Sy sin(wgty) .

Die transversalen Terme Iy und Sy zerfallen wihrend der Mischzeit t,, und werden nicht
mehr beriicksichtigt.

Sind die beiden Spins geometrisch benachbart, so spiiren sie eine Dipolwechselwirkung

Hyg=og { (1 -3cos20) (I, S, - i(hs_ +1_8,))
3§ -if i9
-3 sinB cosO [(I,S; + I1,.S,) e+ (I,S_+1_8S,) e'?]

- % sin20 [[, S, e 2 +1_S_e2i0))

Aufgrund der molekularen Bewegung in einer Fliissig-
keit verschwindet die Kopplung im zeitlichen Mittel. BB
Die Terme (I, S_+1_S,) und (IS, + I _S_) kdnnen PN
jedoch, gerade aufgrund der Zeitabhingigkeit, Ubergin- VV 1
) ) . Wy,

ge zwischen den Zustinden |af> < |Ba> respektive Bt
|ooa> < |BP> erzeugen. In beiden Fillen wird Zeeman- \\‘VYES
Polarisation zwischen den gekoppelten Spins ausge- W B
tauscht, wobei im zweiten Fall das Vorzeichen gedreht w;, 215
wird. Y Wis

Findet ein Austausch statt, d.h. wird ein Anteil x zwi- —
schen I, und S, iibertragen, so ist der Zustand am Ende o
der Mischzeit

p(ty, Tm) = -1, [(1 — X) cos(myt]) + x cos(mwgty))] — S, [(1 — x) cos(mwsty) + x cos(oyty)].
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Der dritte Puls erzeugt daraus

p(t1, Tm,0) = Iy [(1 — X) cos(mrty) + X cos(wst])] — Sy

[(1 — x) cos(msty) + x cos(myty)].

Wir erhalten somit insgesamt vier Linien: (g [N ® -
0] ®> Amplitude
Q)] o 1-x 01
01 0s X

(N 0y X
Dy | @ T
o o 1-x

Die Diagonale enthilt wie iiblich die Information des Wy Wy 7(708
1D Spektrums, wédhrend die AuBerdiagonalelemente

anzeigen welche Spins geometrisch benachbart sind.

Der Austausch wird durch die Dipolwechselwirkung getrieben; in zweiter Ordnung Sto-

rungsrechnung kann man die Rate berechnen, welche proportional zum Quadrat der Kopp-

lungskonstante ist und damit ~ o,

Die Austauschamplitude x ist abhingig von der Mischzeit t;, und wird durch das oben
diskutierte lineare Differentialgleichungssystem beschrieben.

Der Austauschprozess mit der Rate C
fiihrt zum Aufbau der Kreuzpeaks und
gleichzeitig zu einer Reduktion der Dia-
gonalpeaks. Die Relaxationsprozesse | g4
fiihren zu einer Ddmpfung aller Linien.
In der Figur ist das Verhalten fiir Kreuz-
peak und Diagonalpeak fiir unterschied- | 0.3
liche Austauschraten dargestellt.

0.5

0.2

0.7

Die verschiedenen Kurven stellen die
Zeitabhingigkeit der Amplituden fiir un-
terschiedliche Korrelationszeiten dar. | _g 4
Fiir langsame Bewegung (og tc. >> 1)

wird der Austausch durch den FlipFlop

-0.2
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Term dominiert und die Kreuzpeaks haben positives Vorzeichen. Fiir kurze Korrelationszei-
ten (g T << 1) dominiert der FlopFlop (2 Quanten) Term IS, + I.S_ und das Vorzeichen
der AuBerdiagonalpeaks wird negativ.

NH
Y23 Y21 M52
5 L e .
11 L. F
! I L] 'S
! [ N . <
R20 CBH ----fa-memm-- R, i
! ? . T
{: T gwf
: d B
i : Q c @
1 E 9 E} - ’ ¥
| e 4o & @
1 q Vg W, —
B | a f ‘g LINCY -4 ¢ E
. t b% e a
F22 C*H ----f < : =
] °E v 5
E ;l E.l...ll'é .ll'.I—. ﬁ—l _, -;;.I’.m—‘_‘.—vl
C51 NH """ “r---= > ~"§ 9 '| : ’g . :| q%'a T'
CE e Rt
9 . ? @ © ' Q S ow o ’ .
. (I & L. s '8
[ . 6“E| * T
. Lol e eer = o = @, .
i I ‘ L
T ) 3 . @ :
4 ) : Q e e @:. >0 * .
4 @ . I w o el I
1 & o e d b : g 'r10
7/ d I * . .
g ————————— .———E—J E-..u;llll...1.-5'—a.—..—.—-.—.—.—'3—.'
10 8 6 4 2 0
w2(p.p.m)

In der Figur ist das NOESY Spektrum von BPTI, einem kleinen Protein dargestellt. Auf
der Diagonalen erscheint das 1D Spektrum, welches sehr wenig Auflosung zeigt. Die ge-
strichelten Linien geben die Bereiche an, in denen die wichtigsten Kreuzpeaks fiir die Zu-
ordnung liegen: Die Amidprotonen NH liegen im Bereich > 6.5 ppm, die C, Protonen im
Bereich 4-6 ppm und die Cg ... Protonen unterhalb 3.5 ppm. Die Rechtecke bezeichnen so-

mit den Austausch NH-NH, NH - C, und NH - Cg.

Da die Stiarke der Wechselwirkung mit 1/r3 skaliert verschwindet die Kreuzrelaxation mit

1/1. Sie hingt damit sehr stark vom Abstand ab, ergibt also sehr genaue Messwerte fiir in-
tramolekulare Distanzen. Fiir die Bestimmung der Raten muss eine Reihe von Spektren mit
unterschiedlicher Mischzeit aufgenommen werden.
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456 Proteine

Wabhrscheinlich das wichtigste Beispiel fiir die Anwendung solcher Messungen sind Pro-
teinmolekiile. Proteine sind natiirliche Polymere aus Aminosduren.

Aminosduren haben grundsitzlich immer die gleiche H O
Struktur: An einem zentralen Kohlenstoffatom sind eine H \ | |'|
Sduregruppe, eine Aminogruppe, ein Wasserstoffatom, N—C—C—O0O—H
sowie eine Seitenkette gebunden. Die verschiedenen Ami- | -~ |
nosduren unterscheiden sich durch diese Seitenketten. R,

In einem Protein sind einige Dutzend bis H H O H H O H H O
einige Hundert Aminosiduren aneinander ge- e |
bunden, wobei der Riickgrat des Molekiils | -N—C—-C—-N_-C-C_N-C_-C—
immer aus der Wiederholung NH - CHR; - CO 1|{ l|1 ﬁ.

besteht. Diese Proteine bilden die Grundbau- : :

steine der meisten Lebewesen; sie sind z.B. fiir die Energieversorgung zusténdig, oder fiir
die Steuerung der meisten biochemischen Prozesse. Die Sequenz der Aminosduren ist in den
Genen codiert und kann u.a. durch die Sequenzierung der DNA bestimmt werden. Aller-
dings ist die Sequenz noch nicht direkt fiir die Funktion zustindig. Die Ketten der Amino-
sduren falten sich und erst die daraus entstehende dreidimensionale Struktur bestimmt die
biologische Funktion. Um die Struktur solcher Molekiile zu bestimmen, ist die ibliche Me-
thode der Rontgenbeugung nicht immer geeignet, da es hiufig nicht moglich ist, genligend
gute Einkristalle zu ziehen. Auflerdem ist es natiirlich interessant, sie auch in ihrer “natiirli-
chen” Umgebung, d.h. in wissriger Losung zu untersuchen. Dies ist moglich mit Hilfe der
NMR-Spektroskopie.

Bevor Struktur und Dy- | Dipeptide Fragment
namik bestimmt werden ots /:,r
konnen miissen die Linien 8 H-
. : CH; CH? G /]
in den Spektren einzelnen | y1 N7 /7 2¥2 G Hp
Kernen zugeordnet werden. ?H“E-\ o ..,_g
Dazu konnen zum eln§n die CmH (I:I o) Ha
gerechneten chemischen | N\ /N /N / N\
Verschiebungen benutzt | HN  C CIHDL N
werden, aber auch bereits 0 R ak
Informationen aus zweidi- . . HNi

: — Res. i — Res. i+1 —

mensionalen Spektren. So _
konnen NOESY Kreuz- fvaline)

peaks verwendet werden, um ein Amidproton einer bestimmten Aminosiure zuzuordnen: Im
gezeigten Beispiel werden dafiir die Abstinde zu einem benachbarten Valin verwendet.

Dabei benutzt man die oben skizzierte Abstandsabhingigkeit der Dipol-Dipol Wechsel-
wirkung, aber zusitzlich auch so genannt indirekte Kopplungen, welche durch die Elektro-
nen in chemischen Bindungen vermittelt werden. Dadurch kann man nicht nur feststellen,
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tiber wie viele chemische Bindungen die Atome aneinander gebunden sind, sondern auch
wie die Substituenten gegeneinander verdreht sind.

457 Beispiel: BPTI

BPTTI (Basic Pancreatic Trypsin Inhibitor)
ist ein aus 58 Aminosduren bestehendes Po-
lypeptid, das bei Bedarf das Verdauungsen-
zym Trypsin hemmen kann. Es enthilt eine
a-Helix und Bereiche mit einer -
Faltblattstruktur, aber auch Abschnitte mit
einem nicht regelmiBigen Riickgrat. In der
vergroferten Darstellung eines Teils dieses
kleinen Proteins ist die lokale Struktur eines
Faltblatts dargestellt. Die Pfeile geben an, wo jeweils ein N-H Proton einer Aminosdure zum
C-H Proton der vorangehenden Aminosdure benach-
bart ist.

3
\ F22NH
e
Y21C'H
(228
. & _ 1
/o NH N\ . SeT32C'H{4.5A)
Y (26R), e T\ F33C2,6H(2.4/5.04)
¢ #|19 C*H(5.6A)
ﬁ./ a 3 R20 NH(2.9A)
0O 100 200 300 0 100 200 300
Tmims}

Die Distanzen konnen aus der Zeitabhingigkeit der
Kreuzpeaks berechnet werden. In der Figur sind die gemessenen Zeitabhingigkeiten fiir ei-
nige Aminosduren von BPTI dargestellt. In der dritten Kolonne sind auch einige Kurven
sichtbar, die bei 1,,=0 eine horizontale Tangente aufweisen. Dies ist ein Hinweis darauf,
dass es sich hier um Prozesse hoherer Ordnung handelt: die Magnetisierung wird von Spin I
auf Spin M und erst von dort auf Spin S iibertragen.
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Wie man bei der Bestimmung der Pro-

L ) S teinstruktur vorgeht ist hier zunichst

j.\;ﬁ Ji i m ferey e schematisch illustriert. Links sind das
Cnd LU Ty between residues . COSY und das NOESY Spektrum in ein
HOH - Spektrum kombiniert, wobei das linke
smioscdrsiie )\ THTR TETRT :2 obere Dreieck das NOESY Spektrum
; \‘Q'/: e e darstellt, das rechte untere das COSY

H{? — | s Spektrum. Diese Darstellungsweise er-

I A _N_cff _j_ e laubt eine relativ einfache Sequenzanaly-

{ PV -7 se: wie durch die Linien markiert ist ge-

1 T 2 |8 langt man jeweils tiber ein Viereck von

/Jg/# — bl | einer Aminosiure zur nichsten. Die Fi-

&, al’ gur oben rechts zeit die Abhédngigkeit der

R IR AN T P U R T einzelnen Linienamplituden von der

Mischzeit: die Diagonalpeaks haben die
maximale Amplitude zu Beginn der
Mischzeit, wihrend die Kreuzpeaks mit Amplitude O beginnen, aufgrund der Kreuzrelaxati-
on wachsen und schlielich

frequency [ppr)

aufgrund der Relaxation g 8 7
wieder verschwinden. Man NOESY o, 9. @ “‘
. 4/100ms 3 0 A @w n o
erkennt zwei Arten von 1m0 & : g §, 1 —— R
Kreuzpeaks: diejenigen | £ %o A0
. . . . ; . A . -K15
we;lch fur niedrige Misch- s . ¢ g
zeiten linear anwachsen s]0 @ 0
und andere die zunichst [Oaig r ' Fas

eine verschwindende Stei-
gung aufweisen. Hierbei [
handelt es sich um Trans- -
|
|

ferprozesse hoherer Ord-
nung, d.h. mehrstufige K15 oo

Transferprozesse. | A
Kd1~""7°

Kombiniert man das \ < % f
o
? -]

& (p.p.m.)

COSY und das NOESY |
Spektrum so kann man \ g
sich durch die Sequenz der _ &
Aminosduren "durchhan- . Kag — - -

geln": Im COSY Spektrum & COSY(H0)
sind jeweils die  3- 5 2
Bindungskopplungen H-C-

N-H innerhalb einer Aminosdure sichtbar, wihrend im NOESY Spektrum die rdumliche
Nachbarschaft zwischen den CH und NH Protonen aufeinanderfolgender Aminosiuren ge-
messen werden kann. Im Bereich von 7-10 ppm sind die Amid-Protonen im Spektrum zu
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finden, wihrend die CH-Protonen im Bereich von 4-5 ppm zu finden sind. Die COSY und
NOESY Spektren fiihren deshalb jeweils von einem Bereich in den anderen; jeweils zwei
Kreuzpeaks verbinden eine Aminosédure mit der néchsten.

In diesem Beispiel sind einige der ingesamt
welche aus
NOESY Experimenten bestimmt wurden. Es
handelt sich um das ,,retinol binding protein II*;
dargestellt ist der Teil des Proteins, der fiir die
Bindung verantwortlich ist, zusammen mit dem
Liganden Retinol. Dargestellt sind diejenigen
Distanzen, welche zwischen dem Protein (gelb)

3980 Distanzen eingezeichnet,

und dem Liganden (rot) bestimmt wurden.

Die NMR Messungen werden immer mit
Simulationsrechnungen (v.a. Molekulardy-
namik) kombiniert, um zuverlidssige Aussa-
gen zu erhalten. In vielen Fillen stellt man
dann fest, dass nicht fiir das gesamte Molekiil
eine eindeutige LoOsung erhalten wird. Dies
deutet darauf hin, dass in der Losung Teile
des Molekiils relativ flexibel sind.

126 5
L78
Y61
W107 :T' VK, 53,

o

Die zweite Figur stellt das gesamte Protein
dar. Der blaue Strang stellt das Riickgrat des
Proteins dar, das Retinol befindet sich im In-
neren und wird von insgesamt zehn Stringen
eines B-Faltblattes umgeben.

Neben den rein statischen Informationen sind auch dynamische Informationen sehr wich-
tig. So kann man nicht nur die Struktur untersuchen, sondern auch Bewegungsprozesse, z.B.
als Antwort auf externe Stimuli wie z.B. chemische Substanzen oder Licht. Auch die Wech-
selwirkung zwischen unterschiedlichen Molekiilen, z.B. zwischen Enzym und Substrat lie-

fert wertvolle Informationen.
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