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4.6 Strukturbestimmung in Proteinen

4.6.1 Aminosauren und Proteine

Proteine gehoren zu den wichtigsten Bestandteilen
aller lebenden Organismen: sie spielen nicht nur fiir die
Struktur eine wichtige Rolle, sondern vor allem auch
fiir sdmtliche chemischen Reaktionen, welche durch
Enzyme gesteuert werden. Die Struktur und Funktion
von Proteinen zu verstehen ist deshalb zu einer der
wichtigsten Ziele von Biologie und Medizin geworden.

HHOHH OHUH OHUH OHH
“N=€—C-N-¢~-C-N—-¢—-C-N-C-C-N—-¢—C-
R R R R R

§

Chemisch sind Proteine Mak-

Glyzin Alanin Valin )
romolekiile, welche aus einer Se-
H H O H H O H H O | quenz von Aminosduren bestehen.
“N—C~ C— “N-C—Cc— - N C C— Diese konnen jeweils durch die
H H-C —H H /CH\ Formel NH-CHR;-CO beschrieben
H H/C\ /C\/ H werden, wobei der ,Rest“ R; fiir
Hy H

die jeweilige Aminsdure charakte-

ristisch ist.

Die Sequenz der Aminoséduren ist in den Genen codiert und kann u.a. durch die Se-
quenzierung der DNA bestimmt werden. Allerdings ist die Sequenz noch nicht direkt fiir
die Funktion zustéindig. Die Ketten der Aminosduren falten sich und erst die daraus ent-
stehende dreidimensionale Struktur bestimmt die biologische Funktion.
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4.6.2 Strukturaufklirung

Der erste Schritt zum Verstdndnis der
Funktion ist immer die Aufklirung der
Struktur. Die wichtigste Methode fiir die
Strukturaufkldrung ist nach wie vor die
Rontgenbeugung.  Als  zweitwichtigste M
Methode hat sich die NMR Spektroskopie 200 4
etabliert (dafiir wurde 2002 der Chemie-
Nobelpreis an Kurt Wiithrich verliehen).
Strukturbestimmung mit Hilfe der NMR ist
zwar aufwindiger, hat aber auch gewisse g A
Vorteile gegeniiber der Rontgenmethode:
Damit kann das Protein in wissriger Lo-
sung, d.h. unter einigermaflen physiologi-
schen Bedingungen untersucht werden, 50
wihrend fiir Untersuchungen mit Hilfe der _
Rontgenbeugung (gute!) Einkristalle bend-
tigt werden. Da nicht alle Proteine kristal- 1960 1992 1994 1096
lisiert werden konnen ist hiufig die NMR Accession dae
die einzig mogliche Methode.
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Da Proteine relativ komplexe Molekiile sind ist es hier in den meisten Féllen nicht
moglich, eindimensionale Spektren iliberhaupt zuzuordnen. Man verwendet fiir diese
Untersuchungen unterschiedliche mehrdimensionale Experimente (meist 2D, 3D). Hier
sollen die beiden wichtigsten (und dltesten) kurz diskutiert werden.

Um die Struktur bestimmen zu kon-
nen muss man moglichst viele Struktur-
elemente bestimmen. Direkt zugénglich
tiber die NMR sind Abstinde zwischen
den Kernen 1H, 13C, 15N, sowie Bin-
dungswinkel. Die Abstinde im Raum

Nl
COSY  “N_(

Verkniipfung iiber
chemische Bindungen

erhilt man aus sogenannten ,,NOESY* NOESY H/()\‘H
Spektren. Verkniipfungen tiber chemi- \C_g_l\{

sche Bindungen sowie Bindungswinkel
liefert das COSY Spektrum, welches
wir als erstes diskutieren.

Distanz im Raum
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Bindungswinkel erhilt man in erster Linie iiber

] u die Messung von Kopplungskonstanten. Die nach
Karplus benannte Beziehung sagt, dass die Kopp-
¢,/ Diederwinkel lungskonstante vom Diederwinkel wie

J=A+ B cos¢ + C cos 2¢

abhéngt.
4.6.3 COSY
26 R %00 W 8 - Eine wichtige Anwendung der 2D Spektroskopie

L4

ist das COSY (=Correlation SpectroscopY) Experi-
ment, welches dazu dient, Verkniipfungen zwischen Kernspins zu finden.

Im einfachsten Fall verwendet man da-

fiir eine Folge aus zwei RF Pulsen, welche
alle Spins anregen. Wir diskutieren hier
den Fall eines homonuklearen, schwach

gekoppelten Zweispinsystems AX mit —
einem Hamiltonoperator

\

H=wp A, +0g B, +J A, X, .
Die Gleichgewichtsmagnetisierung
Po=Az+X;

wird durch den ersten (7t/2) Puls in transversale Magnetisierung

p(0) = Ay + Xy

umgewandelt. Wahrend der Evolutionszeit t; wird daraus
p(ty) = (Ay cos(waty) - Ax sin(waty) + Xy cos(wxty) - X sin(wxty)) cos(Jti/2)

+ (-Ax X7 cos(waty) - Ay X sin(waty) - Xx Az cos(wxty) - Xy Az sin(wxty)) sin(Jt;/2) .

Der zweite (7t/2)4 Puls erzeugt daraus
p(t1, 0) = (<A, cos(mpty) - Ax sin(mwaty) - X, cos(wxty) - Xy sin(wxty)) cos(Jty/2)

+ (-Ax Xy cos(waty) + Az Xy sin(waty) - Xy Ay cos(wxt) + X, Ay sin(wxty)) sin(Jt;/2)

Von diesen Termen stellen nur die Komponenten Ay, Xy, A;Xy und X, Ay beobachtbare
Magnetisierung dar.
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Wihrend der Detektionszeit ty entwickelt sich die relevanten Komponenten des Dich-
teoperators wie

Ay sin(waty) cos(Jt1/2) = sin(waty) cos(Jt1/2) [(Ax cos(waty) + Ay sin(waty))
cos(Jty/2))
+ (Ay X, cos(maty) - Ax X, sin(waty) ) sin(Jtr/2)) ].

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

s(tq, to) = sin(waty) cos(Jt1/2) sin(wpty) cos(Jtyr/2) .

4.6.4 Form und Interpretation des Spektrums

Eine zweidimensionale Fouriertransformation erzeugt daraus vier Linien bei den Fre-
quenzen [w] = wp = J/2, Wy = wat J/2]. Einen entsprechenden Signalbeitrag bei der

Frequenz [w| = wx = J/2, wy = wx = J/2] liefert der Term Xy sin(wxt) cos(Jty/2).
Einen weiteren Signalbeitrag erhilt man von den Termen(A, Xy sin(waty) sin(Jty/2)
und X, Ay sin(wxt;) sin(Jt;/2). Der erste entwickelt sich wihrend der Detektion wie

Az Xy sin(waty) sin(Jt1/2) - sin(waty) sin(Jt;/2)

[(AZXy cos(mwxty) - A, X sin(wxtr)) cos(Jtr/2) - (X cos(wxty) + Xy sin(wxty))
sin(Jty/2)].
Mit der Observablen Xy wird das Signal im Zeitbereich sin(wty) sin(Jt;/2) sin(wxty))

sin(Jt/2) und im Frequenzbereich erhalten wir vier Linien bei [w] = wp + J/2, 0y = wx
+ J/2]. Der Term X, Ay sin(wxt) sin(Jt;/2) erzeugt dementsprechend Linien bei [w] =
wx =12, wy =wp £ J/2].

Das gesamte Spektrum besteht somit aus vier , ,
Gruppen zu je vier Linien. Die .Quartf:tte in der © PP PP
Nihe der Diagonalen enthalten die gleiche Infor- X "9 T 'Y
mation wie das eindimensionale Spektrum; die : '
Kreuzpeaks hingegen zeigen, dass die beiden an-

einander gekoppelt sind. Da solche Kopplungen “1
immer iiber chemische Bindungen (eine oder meh-
rere) laufen erlauben sie Riickschliisse auf die : :
Struktur des Molekiils, welches den Kern enthilt. o |- €€ 0
Al'ee X0
WA 0, wx
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In der Figur ist eines der éltes-
ten COSY Spektren dargestellt,
welches die beiden Protonen in
Dibromthiophen dargestellt. Die
zusdtzlichen Resonanzlinien bei
w; = 0 stammen von Magnetisie-

rungsbeitrigen, welche wéahrend
der Evolutionszeit durch Relaxa-
tion entstanden sind. Sie werden
in den meisten Experimenten
durch Phasenzyklen eliminiert.

In diesem Beispiel wurde das

COSY Spektrum von HB in o
Carboran gemessen. Das Molekiil
enthélt 10 B Atome, welche aufgrund
der Symmetrie des Molekiils in drei
Zweier- und einer Vierergruppen a-
quivalent sind.

Die verschiedenen Atome sind iiber
skalare Kopplungen mit ihren néchs-
ten Nachbarn gekoppelt. Dies kann
dazu verwendet werden, die Reso-
nanzlinien 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 anderen Positionen gekoppelt
sind.

Die einzelnen Liniengruppen sind
hier nicht aufgelost weil die Relaxati-
on durch das Quadrupolmoment
(I=3/2) relativ schnell und dadurch die
Linienbreite grofler ist als die Kopp-
lungen.
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4.6.5 COSY: Anwendungen

Da COSY Spektren Leukin
die chemischen Bin- Alanin Clyzin
dungen zwischen den H CH, - € - CH,
Kernen reflektieren H-¢HO oo H- q'-H 0
kann man sie benutzen, _E e e _E A -N-¢-C-
um  unterschiedliche - - H H
Aminosduren zu unter- 76“_‘
scheiden. So ist im SCH|
Alanin das o-CH Pro- ek, :%BH
ton an eine Methyl- o o
gruppe gekoppelt, im oH i oH
Glyzin an ein weiteres
o-CH Proton, oder im
Leukin an eine CHy, erlaubt festzustellen, welche Aminosduren vorhanden sind
eine CH und 2 CH3 Gruppen.

Da die Spekt- COSY DQF-COSY
ren héufig zu
voll sind ver- ‘ ' - 3} 6.6 ' |8

s et b <M

wendet man % BN o= ¥, %
unterschiedliche 2
Techniken, um ) 70 70 _
den  Uberlapp £ £
der Signale zu s g
reduzieren. Eine e 745 743
wichtige Tech- ‘ po
nik, welche nur | |4 ! e 2 8 lys
Signale von | |§° I ' : .
Gruppen von " 7-::;,(p.p.m) 70 o8 " 1:»: (p.p.m} " °e
Spins (im Ge-

gensatz zu isolierten Spins) tibrig ldsst, ist das Doppelquantenfilter. Wie hier am Beispiel
von BPTI gezeigt werden damit die einzelnen Resonanzlinien getrennt sichtbar.

4.6.6 NOESY

Das zweite wichtige Experiment fiir die Untersuchung von Biomolekiilen wird als
NOESY (fiir Nucluear Overhauser Effect SpectroscopY) bezeichnet. In diesem Experi-
ment misst man den Austausch von Polarisation tiber Dipol-Dipol Wechselwirkung und
damit den geometrischen Abstand zwischen den entsprechenden Spins. Dieser Austausch

4) Anwendungen 1. Juli 2005



- 60 -

wird durch die (zeitabhingige) Dipolkopplung getrieben, welche u.a. Spinoperatoren
A, X_ enthilt, welche (longitudinale) Polarisation zwischen A und X tauschen.

Das NOESY Experiment
verwendet eine Dreipulsfol- /
ge. Wir betrachten wieder-
um ein Zweispinsystem,
welches aber nicht gekop- T T, t,
pelt ist (J=0). Wie beim
COSY Experiment beginnt man mit einer Evolutionszeit. Danach der das Spinsystem
durch den Dichteoperator

\J

p(ty) = Ay cos(waty) - Ax sin(waty) + Xy cos(wxty) - X sin(wxty) .
beschrieben wird. Der zweite Puls, welcher die Evolutionszeit abschlieBt erzeugt daraus
p(t1, 0) =-A, cos(mwaty) - Ay sin(wpty) - X, cos(wxty) - Xy sin(wxty) .

Die transversalen Terme Ay und Xy zerfallen wihrend der Mischzeit t,, und werden
nicht mehr bertiicksichtigt.

Sind die beiden Spins geometrisch benachbart, so spiiren sie eine Dipolwechselwir-
kung

1
Hyg = wq { (1-3c0s?0) (A1, Xo, - 7 (ALXo. + ALX24)
3 . . .
- 5 sin cos6 [(A1, X, + Ap4X2) e 4+ (A Xo + A1 Xy, ]

- % $in0 [A 14X, €29 + A X, 2]}

Aufgrund der molekularen Bewegung in einer Fliissigkeit verschwindet die Kopplung im
zeitlichen Mittel. Die Terme (A1.Xo. + A1 Xp,) und (A1.Xo4 + A;.X5.) kénnen jedoch,

gerade aufgrund der Zeitabhiingigkeit, Ubergiinge zwischen den Zustinden lop> < IBo>
respektive lao> < IBP> erzeugen. In beiden Fillen wird Zeeman-Polarisation zwischen
den gekoppelten Spins ausgetauscht, wobei im zweiten Fall das Vorzeichen gedreht wird.

Findet ein Austausch statt, so ist der Zustand am Ende der Mischzeit
p(ty1, Ty = -A, [(1-x) cos(wpty) + x cos(wxty)] - X, [(1-x) cos(wxty) + X cos(waty)].
Der dritte Puls erzeugt daraus

P(t1, Tm,0) = -Ay [(1-x) cos(waty) + x cos(wxt)] - Xy [(1-x) cos(wxt)) + X cos(waty)].
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Wir erhalten somit insgesamt vier Linien:

1 ®y Amplitude
WA wpA X

WA wyx X

(0)°¢ wA X

(0)°¢ wyx -X

Die Diagonale enthilt wie iiblich die Information
des 1D Spektrums, wihrend die AuBerdiagonalele-
mente anzeigen welche Spins geometrisch benach-

bart sind.
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01

(l)x

WA |-

O @ -
@ e -
() w
Ay, X

Der Austausch wird durch die Dipolwechselwirkung getrieben; in zweiter Ordnung
Storungsrechnung kann man die Rate berechnen, welche proportional zum Quadrat der

Kopplungskonstante ist und damit ~ dao.

Die Austauschamplitude x ist abhéingig von der Mischzeit t,,. Der Austausch kann be-

schrieben werden durch ein lineares Differentialgleichungssystem

d/dt A, = -w(A,-X,) — A,/T;

d/dt X, = -w(X,-A,) — X,/T; ,

wobei T die Spin-Gitter Relaxationszeit beschreibt, w die Austauschrate durch die d-d

Wechselwirkung.

4.6.7 Vorzeichen

Der Austausch kann tiber
Nullquanten- oder Doppel-
quantenprozesse erfolgen.
Jede Rate ergibt sich als
Produkt aus einem Vorfak-
tor

W; = I<ilHlj>I2

und der Spektralen Leis-
tungsdichte  J(0), resp.
J(2w) fiir den entsprechen-
den Ubergang. Bei groBen
Molekiilen, mit entspre-
chend langen Korrelations-
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Grolle Molekiile
Langsame Bewegung

J@® 0] 20
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o

Frequenz ®

J(0) >> J2o)

Kleine Molekiile

Schnelle Bewegung
J (@)
20

o
' '

Frequenz ®

J(0) ~J20)

Verhiltnis der Vorfaktoren
W, :W;:W,=2:3:12
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zeiten ist die Spektrale Leistungsdichte bei der Frequenz O deutlich hoher als bei 2w, so
dass in diesem Falll der Nullquanten (=Flip-Flop) Prozess dominiert. Dieser Prozess
tibertrdgt Magnetisierung zwischen den beiden Spins, so dass die AuBerdiagonalpeaks
das gleiche Vorzeichen haben wie die Linien auf der Diagonalen. Bei kleinen Molekiilen
sind jedoch die Korrelationszeiten so kurz, dass die spektralen Leistungsdichten ver-
gleichbar sind. In diesem Fall dominiert, aufgrund der unterschiedlichen Vorfaktoren, der
Doppelquantenprozess. Dieser tauscht das Vorzeichen der Magnetisierung bei der Uber-
tragung und fiihrt deshalb zu negativen Aullerdiagonalpeaks.

Der Austauschprozess fiihrt mit der | 0.5
Rate w zum Aufbau der Kreuzpeaks
und gleichzeitig zu einer Reduktion
der Diagonalpeaks. Die Relaxati-
onsprozesse fiihren zu einer Didmp-
fung aller Linien. In der Figur ist das | 5
Verhalten fiir Kreuzpeak und Diago-
nalpeak fiir unterschiedliche Aus-
tauschraten dargestellt. 0.2

0.4

0.1

Die verschiedenen Kurven stellen
die Zeitabhéngigkeit der Amplituden
fiir unteschiedliche Korrelationszeiten
dar. -0.2

-0
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In der Figur ist das NOESY Spektrum von BPTI, einem kleinen Protein dargestellt.
Auf der Diagonalen erscheint das 1D Spektrum, welches sehr wenig Auflésung zeigt.
Die gestrichelten Linien geben die Bereiche an, in denen die wichtigsten Kreuzpeaks fiir
die Zuordnung liegen: Die Amidprotonen NH liegen im Bereich > 6.5 ppm, die C, Pro-

tonen im Bereich 4-6 ppm und die Cg ... Protonen unterhalb 3.5 ppm. Die Rechtecke

bezeichnen somit den Austausch NH-NH, NH - C, und NH - Cﬁ.

Da die Stirke der Wechselwirkung mit 1/13 skaliert verschwindet die Kreuzrelaxation

mit 1/1%. Sie hingt damit sehr stark vom Abstand ab, ergibt also sehr genaue Messwerte
fiir intramolekulare Distanzen. Fiir die Bestimmung der Raten muss eine Reihe von
Spektren mit unterschiedlicher Mischzeit aufgenommen werden.
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4.6.8 Proteinfragmente
Bevor Struktur und | Dipeptide Fragment 4l

Dynamik  bestimmt
werden kOnnen miis-

sen die Linien in den | 4 CQS /9H
Spektren  einzelnen CH’E\ o _

Kernen  zugeordnet | ¥ & Hao
werden. Dazu konnen Cm"' C

zum einen die ge- \HN/ \c/ \CH/a N

3?'2

3o 8
N

rechneten chemischen 8 | N i+1
Verschiebungen be- R HN .
nutzt werden, aber | — Res.i — Res. i+1 — l
auch bereits Informa- (Valine)

tionen aus zweidi-
mensionalen Spektren. So konnen NOESY Kreuzpeaks verwendet werden, um ein A-
midproton einer bestimmten Aminosdure zuzuordnen: Im gezeigten Beispiel werden
dafiir die Abstinde zu einem benachbarten Valin verwendet.

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

4.6.9 Beispiel: BPTI

In der Figur ist ein Teil des Proteins BPTI darge-
stellt. Die Pfeile geben an, wo jeweils ein N-H Proton
einer Aminosdure zum C-H Proton der vorangehenden
Aminosédure benachbart ist.
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Die Distanzen konnen aus der Zeitabhingigkeit der Kreuzpeaks berechnet werden. In
der Figur sind die gemessenen Zeitabhingigkeiten fiir einige Aminosduren von BPTI
dargestellt. In der dritten Kolonne sind auch einige Kurven sichtbar, die bei t,,=0 eine
horizontale Tangente aufweisen. Dies ist ein Hinweis darauf, dass es sich hier um Pro-
zesse hoherer Ordnung handelt: die Magnetisierung wird von Spin A auf Spin M und erst
von dort auf Spin X tibertragen.

Hier ist als Beispiel
die Bestimmung der
Struktur von BPTI dar-
gestellt. Links oben ist
die Struktur des beta-
Faltblattes  dargestellt. 51
Unten sind das COSY
und das NOESY Spekt-
rum in ein Spektrum
kombiniert, wobei das
linke obere Dreieck das
NOESY Spektrum dar-
stellt, das rechte untere
das COSY Spektrum.
Diese Darstellungsweise
erlaubt eine relativ ein-
fache Sequenzanalyse:

8 {p.p-m.)

& (p.p.m.)

wie durch die Linien | «

. . 46 - — [T -—
markiert ist gelangt man % COSY (H,0)
jeweils tliber ein Viereck 5 4

von einer Aminosdure

zur ndchsten. Die Figur oben rechts zeit die Abhingigkeit der einzelnen Linienamplitu-
den von der Mischzeit: die Diagonalpeaks haben die maximale Amplitude zu Beginn der
Mischzeit, wihrend die Kreuzpeaks mit Amplitude O beginnen, aufgrund der Kreuzrela-
xation wachsen und schlieBlich aufgrund der Relaxation wieder verschwinden. Man
erkennt zwei Arten von Kreuzpeaks: diejenigen welch fiir niedrige Mischzeiten linear
anwachsen und andere die zunichst eine verschwindende Steigung aufweisen. Hierbei
handelt es sich um Transferprozesse hoherer Ordnung, d.h. mehrstufige Transferprozes-
se.

Kombiniert man das COSY und das NOESY Spektrum so kann man sich durch die
Sequenz der Aminoséduren "durchhangeln": Im COSY Spektrum sind jeweils die 3-
Bindungskopplungen H-C-N-H innerhalb einer Aminosdure sichtbar, wihrend im
NOESY Spektrum die rdumliche Nachbarschaft zwischen den CH und NH Protonen
aufeinanderfolgender Aminosiuren gemessen werden kann. Im Bereich von 7-10 ppm
sind die Amid-Protonen im Spektrum zu finden, wihrend die CH-Protonen im Bereich
von 4-5 ppm zu finden sind. Die COSY und NOESY Spektren fiihren deshalb jeweils
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von einem Bereich in den anderen; jeweils zwei Kreuzpeaks verbinden eine Aminoséure
mit der nédchsten.

In diesem Beispiel sind einige der inge-
samt 3980 Distanzen eingezeichnet, welche
aus NOESY Experimenten bestimmt wurden.
Es handelt sich um das ,,retinol binding pro-
tein II*; dargestellt ist der Teil des Proteins,
der fiir die Bindung verantwortlich ist, zu-
sammen mit dem Liganden Retinol. Darge-
stellt sind diejenigen Distanzen, welche zwi-
schen dem Protein (gelb) und dem Liganden
(rot) bestimmt wurden.

Die zweite Figur stellt das gesamte
Protein dar. Der blaue Strang stellt das
Riickgrat des Proteins dar, das Retinol
befindet sich im Inneren und wird von
insgesamt zehn Stringen eines [3-
Faltblattes umgeben.

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

Neben den rein statischen Informationen sind auch dynamische Informationen sehr
wichtig. So kann man nicht nur die Struktur untersuchen, sondern auch Bewegungspro-
zesse, z.B. als Antwort auf externe Stimuli wie z.B. chemische Substanzen oder Licht.
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Auch die Wechselwirkung zwischen unterschiedlichen Molekiilen, z.B. zwischen Enzym
und Substrat liefert wertvolle Informationen.

4.6.10 Festkorper

Die meisten NMR Experimente an Proteinen werden in Losung durchgefiihrt, weil
hier die spektrale Auflésung optimiert wird. AuBerdem ist Wasser fiir die meisten inte-
ressanten Proteine die natiirliche Umgebung.

Dies trifft jedoch - : h'4
nicht fiir alle Proteine B f
zu. Insbesondere Trans-
membran-Proteine, also
Proteine, welche in eine
biologische = Membran
eingebettet sind. Diese
sind stark lipophil und
I6sen sich deshalb in
Wasser nicht.

Solche Molekiile
konnen mit den Metho-
den der Festkorper-
NMR untersucht wer-
den. Um eine geniigend
gute Auflosung zu erhalten wird hierbei fast immer mit MAS gearbeitet.

integrales
Protein

hydrophobe

Glycolipid
\ o-Helix

1S

Phospholipid

Cholesterin

Es gibt auch Proteine, welche natiirlicherweise in fester Form vorliegen. Dazu gehort
z.B. Seide, welche als halb-kristallines Material vorliegt.. Seide ist eines der Materialien
mit der groBten Reisfestigkeit — wesentlich hoher als Stahl. Um diese besonderen Eigen-
schaften besser zu verstehen werden Daten tiber die Struktur bendtigt.

Die Sequenz der Seide ist bekannt, nicht a-
ber ihre sekundire und tertidre Struktur. Diese
wird wesentlich durch die Rotation um C-C
und C-N Bindungen bestimmt. Sie kann z.B.
bestimmt werden, wenn man die relative Ori-
entierung von benachbarten C=0 Kohlenstof-
fen bestimmt. Beugungsmethoden helfen wir
kaum weiter, da die langreichweitige Ordnung
sehr gering ist.

Hingegen ist es moglich, mit NMR die rela-
tive Orientierung der CSA-Tensoren zu

bestimmen (J.D.v. Beek, L. Beaulieu, H. Schifer, M.
Demura, T. Asakura, and B.H. Meier, Nature 405, 1077
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(2000).). Da diese immer an die chemischen Bindungen gekoppelt sind erhélt man daraus
die gewiinschte Information.

Die Figur zeigt die erwarteten Pulver- 180 y- 0 )00
spektren als Funktion der beiden Winkel 150 éé‘gg%%ﬁ%?%%éé
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200 - 200 - 7 Vergleicht man die gemessenen Spekt-

izz i ren mit Spektren, welche fiir bestimmte

dihedrale Winkel gerechnet wurden, so
kann man den Bereich der moglichen Win-
kel stark einschrinken. In Kombination mit
300200 100 300 200 100 Kraftfeldrechnungen kann die vorliegende
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450
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Orientierungsverteilung bestimmt werden.

Die beste Ubereinstimmung wird fiir die Wertepaare (-140°, 35°) und (-57°, -47°) er-
halten.

4.6.11 Lichtinduzierte Konformationsinderung
Ein weiteres Beispiel fiir die Moglichkei- Zp
ten der Festkorper NMR fiir die Untersu- i
chung von groflen Biomolekiilen ist die Un- 1
tersuchung der Aktivierung von Retinal im {18)

: 19
photosynthetischen Komplex Rhodopsin. r
Hier wird nicht das Protein, sondern ein 5 . 8 11
darin eingelagertes kleines Molekiil, welches N N ™0 Ny

fiir die Funktion des Proteins eine entschei- | | ‘

, 3 3
dende Bedeutung hat, untersucht. Retinal S XY e 13\\1 A
weist eine Reihe von benachbarten Doppel- 16 |
bindungen auf, welche die planare Struktur 15\

stabilisieren und die Absorption von Licht
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ermoglichen. Es war bereits bekannt, dass sich das Molekiil bei der Absorption bewegt.

Um die Art der Umordnung zu bestim-
men wurden orientierte Proben hergestellt,
in der jeweils eine der Methylgruppen 18,
19 oder 20 deuteriert waren.

Bo
protein film

solid support

Rhodopsin dark state
11-cis retinal

Rhodopsin M, state
all-trans retinal

60.0 300 0 -30.0 0.0
Frequency (kHz)

60.0 300 0 -30.0 -60.0
Frequency (kHz)

Das Muster der MAS
Seitenbanden héngt von
der Orientierung der C-
C(ZH)3 Bindung beziig-
lich der Rotationsachse
ab. Die gemessenen
Spektren wurden vergli-
chen mit Rechnungen.

Aus dem Vergleich der
gerechneten mit den ge-
messenen Spektren kon-
nen die Winkel bestimmt
werden. In der Figur ist

dargestellt wie die Spitze des Molekiils sich wéhrend der Belichtung bewegt.
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