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Wechselwirkungen zwischen Proteinen und Wasser sind
wichtig fiir die Struktur, die richtige Faltung und Dynamik
von Biomolekiilen. Somit sind diese dynamischen Wechsel-
wirkungen ein essentieller Faktor in chemischen Prozessen in
lebenden Organismen. Die Charakterisierung von Wasser-
Protein-Wechselwirkungen hat sich generell als schwierig er-
wiesen, es ist allerdings unerldsslich zum Verstdndnis der
oben genannten Prozesse. Dariiber hinaus resultiert der
Kontrast in Magnetresonanztomogrammen aus der Tatsache,
dass die Wasser-Relaxationszeit vom Gewebetyp abhingt.!!
Selbst wenn die Wassereigenschaften durch Hinzugeben von
paramagnetischen Agentien verindert werden,” bleiben die
Wechselwirkungen zwischen Wasser und den zelluldren
Komponenten ausschlaggebend fiir das Relaxationsverhalten
von Wasser in Gewebe und Zellen.

Viele Informationen iiber Protein-Wasser-Wechselwir-
kungen kommen aus der Kernspinresonanz (NMR) in fliis-
siger Phase. Die magnetische Resonanz bietet zwei komple-
mentédre Ansédtze zum Erfassen von Wasser-Protein-Wech-
selwirkungen: NMR-Spektroskopie®! und Magnetresonanz-
dispersion!* (MRD). Die Daten aus diesen beiden Methoden
konnen heute in einem konsistenten Modell interpretiert
werden, das die Phdnomene in fliissiger Phase beschreibt.?7!
Unlédngst hat der Zugang zu isotopenangereicherten mikro-
kristallinen Proteinproben die Moglichkeit erdffnet, Wasser-
Protein-Wechselwirkungen in festen Proteinen ortsaufgelost
zu untersuchen. ' Allerdings ist der Weg des Polarisations-
transfers in hydratisierten festen Proben momentan noch
nicht im Detail geklért. Es ist zu beachten, dass die in Fest-
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korpern vorkommenden sdkularen dipolaren Wechselwir-
kungen weitere Polarisationstransferwege zu dem bereits
komplexen, mit Losungs-NMR-Spektroskopie identifizierten
Netzwerk addieren, das aus direkten und indirekten Wasser-
Protein-Polarisationstransferwegen via chemischen Aus-
tausch und Kern-Overhauser-Effekt (NOE) besteht. Der
NOE-Transferweg in festen Proteinen wurde von Zilm und
Mitarbeitern® beschrieben und chemischer Austausch in
Lit. [8,11,12].

Hier beschreiben wir Experimente, die es ermoglichen,
die Anteile der unterschiedlichen Transferwege in mikro-
kristallinen Proteinproben zu ermitteln. Hierzu wurde der
Wasser-Protein-Polarisationstransfer entweder in unterkiihl-
ten Proben iiber ein relativ breites Temperaturintervall oder
mittels schneller Rotation um den magischen Winkel (MAS)
untersucht. Es hat sich gezeigt, dass bei Raumtemperatur
oder bei langsamer Probenrotation der chemische Austausch
mit anschlieBender Spindiffusion der wichtigste Transferweg
ist. Bei niedrigen Temperaturen oder bei schneller Proben-
rotation wird der Anteil eines dieser beiden Schritte ver-
mindert, und Overhauser-Effekte gewinnen an Wichtigkeit.

Ein Schliissel zu den hier erlduterten Beobachtungen ist
die Moglichkeit, das Losungsmittelwasser in der mikrokris-
tallinen Proteinprobe (Crh-Protein) zu unterkiihlen. Dies
ermoglicht uns, das betrachtete Intervall zur Untersuchung
der Wasser-Protein-Wechselwirkungen zu verbreitern, ohne
die signifikante Linienverbreiterung, die am Gefrierpunkt des
Losungsmittels auftritt, zu induzieren.">'¥ Wir nutzen hier
die Tatsache, dass unsere Probe 10% Polyethylenglycol
(PEG) 6000 enthilt, und dass PEG die Keimbildung von Eis
in wissrigen Losungen beeinflusst. Dies fiihrt zu verstarktem
Unterkiihlen mit ansteigender molarer Masse des PEG.I"
Abbildung 1 zeigt diesen Effekt anhand von Punkten inner-
halb eines Gefrier-Auftau-Zyklus, die eine Hysterese be-
schreiben. Wir verwenden ein Temperaturintervall, das bis ca.
—20°C reicht, wo der unterkiihlte Zustand ausreichend lang
stabil ist, um zweidimensionale Spektren aufzunehmen. Die
Wasser-Protein-Wechselwirkungen duBern sich in 2D-2C-'H-
HETCOR-Spektren in den Kreuzsignalen an der Wasserfre-
quenz in .. Abbildung 2 a zeigt die Ausschnitte an der
Wasser-Frequenz in w;, die aus 2D-HETCOR-Spektren bei
untschiedlichen Temperaturen erhalten wurden (alle ange-
gebenen Temperaturen sind Probentemperaturen, siche auch
Hinweise im Abschnitt Experimentelles).

Bei 20°C kann man die Kreuzsignale identifizieren, die zu
E70-C9, Y80-CC, His-Cel und -Cd2, Thr-Cf und -Cy, Ser-Cf,
N-ter-Met1-Co sowie Lys-Ce und -C8 gehoren.® 1118 Fast alle
Kreuzsignale verlieren beim Absenken der Probentempera-
tur an Intensitédt, mit Ausnahme der His-Resonanzen (alle im
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Abbildung 1. Temperatur einer mikrokristallinen Probe von Crh-Protein
wihrend eines Gefrier-Auftau-Zyklus. Die Probentemperatur (anhand
der Wasser-Resonanzfrequenz bestimmt) ist gegen die mit dem che-
mischen Verschiebungsthermometer Sm,Sn,0, anhand des '°Sn-
NMR-Signals kalibrierte Temperatur aufgetragen.'"® An den Punkten,
an denen sich die Probe im thermodynamischen Gleichgewicht befin-
det, ist eine Temperaturdifferenz von ungefahr 5 K zu erkennen. Die
Differenz resultiert vermutlich daher, dass die Kalibrierung mit einem
anderen Rotor, der eine andere Reibungswirme erzeugt, durchgefiihrt
werden muss. Blaue Punkte kennzeichnen Signale, die beim Abkiihlen
aufgenommen wurden, dunkelblaue Punkte kennzeichnen das Gefrie-
ren der Probe, und rote Punkte kennzeichnen Signale, die beim Aufhei-
zen der Probe aufgenommen wurden. Erwartungsgemif sinkt die Pro-
bentemperatur mit sinkender Umgebungstemperatur. Die Wasser-Re-
sonanzfrequenz (blaue Punkte) in den Spektren verschiebt sich zu tie-
ferem Feld (die zugehérigen Spektren sind in Abbildung S1 in den
Hintergrundinformationen gezeigt) und erreicht eine chemische Ver-
schiebung von 5.21 ppm, was eine Probentemperatur von etwa —21°C
anzeigt (siehe Experimentelles). Ein weiteres Absenken der kalibrierten
Temperatur um 1 K fiihrt zu einem plétzlichen Anstieg der Probentem-
peratur auf ungefihr 0°C, was die Eisbildung anzeigt. Bei weiterem
Abkiihlen sinkt die Intensitit der Wasser-Resonanz, die aber bei der
gleichen chemischen Verschiebung bleibt (Abbildung S1). Beim Aufhei-
zen (rote Punkte) kann die Probentemperatur bis zum Schmelzen
nicht anhand der chemischen Verschiebung bestimmt werden.

6 x His-Tag), die wegen der langsameren Molekiildynamik
bei tieferen Temperaturen, die den Polarisationstransfer
durch Kreuzpolarisation (CP) begiinstigen, zunéchst an In-
tensitdt gewinnen. Die meisten positiven Signale sind ein-
deutig auf chemischen Austausch zuriickzufiithren (Abbil-
dung 2b, links).!*11?l Eine gewisse Signalintensitit wird auch
bei Frequenzen gefunden, wo sich keine Resonanzen von
Kohlenstoffkernen mit benachbarten schnell austauschenden
Protonen befinden. Diese Signale resultieren aus dem Pola-
risationstransfer durch Protonenspindiffusion (Abbildung 2b,
Mitte).

Bei —20°C stammen die stirksten positiven Signale von
den Kohlenstoffkernen der Histidin-Seitenketten. Es wurde
nachgewiesen, dass die Protonen der Histidin-Seitenketten
sehr schnell austauschen™® (> 100000 s~' bei Raumtempe-
ratur in Ubiquitin!"™). Dies erklirt die Anwesenheit der zu-
gehorigen Signale in den Spektren bei —20°C. Lysine zeigen
einen um eine Grofenordnung langsameren Austausch von
ca. 10000s~! bei Raumtemperatur (in Ubiquitin®"), extra-
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Abbildung 2. a) w,-Zeilen auf der Wasser-Frequenz, extrahiert aus kon-
ventionellen HETCOR-Spektren bei unterschiedlichen Temperaturen.
Eine CP-Kontaktzeit von 2 ms und eine Rotationsgeschwindigkeit von
9 kHz wurden gewihlt. Die angegebenen Temperaturen entsprechen
den Probentemperaturen, so wie sie anhand der chemischen Verschie-
bung des Wassers bestimmt wurden (siehe Experimentelles). Die Puls-
sequenz des HETCOR-Experiments und die resultierenden 2D-Spek-
tren sind in den Hintergrundinformationen gezeigt (Abbildungen S2a
bzw. S3). b) Unterschiedliche Modelle des Polarisationstransfers, die
den Spektren in (a) zugrundeliegen.

polierbar auf ca. 1000 s~ bei —20°C). Dies stiitzt unsere Be-
obachtung, dass die His- und einige Lys-Reste bei —20°C
immer noch Austauschsignale innerhalb von ein paar Milli-
sekunden zeigen. Dass die in den Spektren beobachteten
positiven Kreuzsignale mit sinkender Temperatur nach und
nach verschwinden, identifiziert sie eindeutig als aus chemi-
schem Austausch resultierende Signale.

Die Spektren in Abbildung 2 zeigen noch eine weitere
interessante Eigenschaft. Mit dem Verschwinden der Wasser-
Protein-Austauschsignale treten bei sinkender Temperatur
negative Kreuzsignale auf, und bei —20°C sind eindeutig
negative Kreuzsignale in den CO- und Ca-Regionen des
Spektrums zu sehen. Dieses Muster erinnert stark an dhnliche
Beobachtungen in ROESY-NMR-Spektren in fliissiger Phase
(Abbildung 2b, rechts). Und zwar fiihrt in solchen Spektren,
in denen der Polarisationstransfer wihrend einer Spinlock-
Periode erreicht wird, der Transfer durch das rotierende Be-
zugsystem NOE (ROE) zu negativen Kreuzsignalen, wih-
rend Signale aus chemischem Austausch immer positiv sind.
Bei —20°C wird die Mehrheit der *C-Resonanzen invertiert,
auBler solchen, die von Kohlenstoffkernen in der Nachbar-
schaft von austauschenden Protonen stammen. Dies deutet
darauf hin, dass ROE-Effekte mit Wasser entweder auf eine
nicht-ortspezifische Art auftreten konnen oder durch Spin-
diffusion weitergegeben werden.
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Um die Beobachtungen der ROE-Wechselwirkungen zu
bestdtigen, haben wir ROESY-HETCOR-Experimente
durchgefiihrt, die vor dem CP-Schritt eine Protonen-Spin-
lock-Periode enthalten (die Pulssequenz ist in Abbildung S2b
gezeigt). Abbildung 3 a zeigt die Schnitte an der Wasser-Fre-
quenz in wy, die aus einem 2D-Spektrum entnommen wurden,
das bei —18°C mit unterschiedlichen Spinlock-Perioden auf-
genommen wurde (Abbildung S4). Die Ahnlichkeit mit den
Schnitten in Abbildung 2 bei niedrigen Temperaturen besta-
tigt, dass die negativen Signale aus einem Polarisationsaus-
tausch wihrend der Protonen-Spinlock-Periode stammen.
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Abbildung 3. a) w,-Zeile auf der Wasser-Frequenz, extrahiert aus einem
konventionellen ROESY-HETCOR-Spektrum, aufgenommen bei —18°C
Probentemperatur bei unterschiedlichen Spinlock-Perioden. Die Puls-
sequenz des ROESY-HETCOR-Experiments und die 2D-Spektren sind
in Abbildung S2b bzw. S4 gezeigt. b) Aufbaukurven der positiven Si-
gnale von Kohlenstoffkernen nahe austauschender Protonen (Met1-Ca,
His-Ce1, Lys-Cg, blau) und der negativen Signale, die intermolekulare
ROEs anzeigen, fiir die Resonanzen der Carbonyl- und der Ca-Region.
c) ROESY-HETCOR-Spektren, aufgenommen bei zwei Rotationsge-
schwindigkeiten bei 10°C Probentemperatur. d) Mégliche Wasser-Pro-
tein-Polarisationstransferwege.
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Abbildung 3b zeigt den Polarisationsaufbau als Funktion der
Mischzeit. Die Intensitdt ungleich null des Signals bei ver-
schwindender Mischzeit stammt von ROE und chemischem
Austausch wihrend der CP. Negative Signale zeigen die
gleiche Entwicklung in der Carbonyl- und in der aliphatischen
Region, mit einem Minimum bei ungefihr 4 ms. Positive Si-
gnale zeigen unterschiedliches Verhalten, was die verschie-
denen Austauschgeschwindigkeiten der austauschenden Pro-
tonen widerspiegelt.

Die Beobachtung negativer Signale deutet auf einen
Proton-Proton-Magnetisierungstransfer durch ROE hin. Dies
kann entweder ein direkter ROE-Polarisationsstransfer von
Wasser-Protonen zu Protein-Protonen sein (Abbildung 3d,
links), oder ein intramolekularer ROE-Polarisationstransfer
von einem schnell austauschenden Proton zu einem anderen
Protein-Proton (austauschbasierter Transfer, Abbildung 3d,
Mitte). Der zweite Mechanismus ist allerdings nur effizient,
wenn die Schwankungen der dipolaren Wechselwirkungen
mit einem nahen Spin, die von interner Bewegung stammen,
so ausgepragt sind, dass sie zu einem dominanten Mechanis-
mus werden.”? Letztendlich konnten durch chemischen
Austausch weitergegebene ROE-Signale auch durch Spin-
diffusion an die restlichen Protein-Protonen weitergegeben
werden (Abbildung 3d, rechts). Ein Beitrag aus direkter
Spindiffusion von einer immobilen Wasserschicht zum Pro-
tein scheint unwahrscheinlich, da es unter #dhnlichen Bedin-
gungen nicht moglich war, Doppelquantenkohérenz zwischen
Wasser- und Proteinprotonen zu erzeugen,'” kann aber nicht
strikt ausgeschlossen werden.

Diejenigen Wege, die Spindiffusion einschlieBen (Aus-
tausch-Spindiffusion oder Austausch-ROE-Spindiffusion),
sollten bei hoheren Rotationsfrequenzen weniger effizient
sein. Wir nahmen daher ROESY-HETCOR-Spektren bei
zwei unterschiedlichen Rotationsfrequenzen auf (10 und
47.5 kHz), mit einer Spinlock-Zeit von 6.25 ms und bei einer
Temperatur von 10°C. Die erhaltenen Schnitte auf der
Wasser-Frequenz sind in Abbildung 3¢ gezeigt. Bei schneller
Rotation konnen eindeutig negative Signale in der Carbonyl-
und Co-Region beobachtet werden, wihrend die entspre-
chenden Signale bei langsamer Rotation, bei sonst gleichen
experimentellen Bedingungen, positiv sind. Wir schliefen
daraus, dass bei einer MAS-Frequenz von 10 kHz das Spek-
trum von chemischem Austausch, der durch Spindiffusion
weitergegeben wird, dominiert wird. Der ROE-Polarisati-
onstransfer wird durch den Polarisationstransfer maskiert,
der durch schnelle Spindiffusion von den austauschenden
Protonen weitergegeben wird. Daher kann man bei niedrigen
Rotationsfrequenzen negative Kreuzsignale nur bei niedrigen
Temperaturen beobachten, wo chemischer Austausch und
hieraus resultierende Transfers weniger effizient sind. Bei
schnellerem MAS wird die Protonen-Spindiffusion verlang-
samt, und die Austausch-Spindiffusion wird weniger effizient
als der ROE-Transfer. Daher erscheinen negative Kreuzsi-
gnale. Anstatt durch MAS kann die Spindiffusion auch durch
Verwendung eines Spinlocks im magischen Winkel (z.B.
durch homonukleare Entkopplung; e-DUMBO) verlangsamt
werden. Unter diesen Bedingungen zeigt sich in den Spektren
das gleiche Muster negativer Kreuzsignale. Dies bestétigt,
dass die Spindiffusion gegeniiber dem direkten Polarisati-
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onstransfer an Bedeutung verliert (Einzelheiten siche Hin-
tergrundinformationen).

Zusammenfassend haben wir gezeigt, dass fiir das Crh-
Protein die dominanten Signale an der Wasser-Frequenz in
'"H-®C-HETCOR-Spektren vom chemischen Austausch zwi-
schen den Seitenketten-Protonen und dem Wasser stammen.
Der Austauschprozess wird durch Absenken der Temperatur
verlangsamt. Die Polarisation kann dann durch Spindiffusion
zu anderen Protein-Protonen weitergegeben werden. Dieser
Weg ist unter schnellem MAS weniger effizient. Auch in
festen Proteinen sind Wasser-Protein-ROEs detektierbar,
auch wenn die Signale schwicher sind als solche, die aus
chemischem Austausch resultieren. Des Weiteren beleuchten
unsere Studien die verschiedenen Urspriinge des Polarisati-
onstransfers zwischen Wasser- und Protein-Protonen in festen
Proteinen. Die Ergebnisse konnen als Grundlage fiir &hnliche
Untersuchungen an nichtkristallinen Proben dienen, z.B.
amyloiden Fibrillen oder Proteinen des Zytoskeletts. Dariiber
hinaus sind unsere Untersuchungen von Bedeutung fiir die
Entwicklung neuer Pulssequenzen mit einer besseren Hand-
habung des Wassers fiir Festkorper-NMR-Experimente, wie
z.B. Techniken der Wasserunterdriickung und der Protonen-
detektion.

Experimentelles

Probenbereitung: Crh wurde wie in Lit. [23] beschrieben iiberexpri-
miert. Die E.-coli-Bakterien wurden in >98% 2H-, °C-, “"N-mar-
kiertem Medium (Silantes) geziichtet. Austauschbare Protonen
wurden unter denaturierenden Bedingungen (8 M Guanidiniumchlo-
rid) zuriickgetauscht. Das Protein wurde in einer Kristallisations-
platte iiber einer 2m NaCl-Losung mit 20 % PEG 6000 als Féllungs-
mittel kristallisiert."™ Die das Protein enthaltende Losung wies den
pH-Wert 7 auf. Der Rotor wurde mit Mikrokristallen gefiillt, die sich
aus ungefdahr 8 mg Protein ergaben. Das Protein zeigt Restprotonie-
rung, vorwiegend an Methylgruppen. Die Proteinprobe fiir die Ex-
perimente mit schneller Probenrotation wurde in (*H,"*C,"N)-S9-
Medium (Spectra Stable Isotopes) exprimiert und zeigt einen hohe-
ren Deuterierungsgrad als die oben beschriebene Probe. Die Probe
wurde in einen 1.8-mm-Rotor gefiillt.

Temperaturkalibrierung: Die Position des H,O-Protonensignals
ist stark temperaturabhéngig, sodass die chemische Verschiebung der
Wasser-Resonanz verwendet werden kann, um die Probentemperatur
zu messen. Die externe Referenzierung auf DSS (2,2-Dimethyl-2-
silapentan-5-sulfonséure), das die chemische Verschiebung von null
anzeigt, ermoglicht die Berechnung der Temperatur anhand der Be-
ziehung 6(H,0) = 7.83—17796.9 ppm, wobei die Temperatur in Kelvin
gemessen wird.?!

NMR-Spektroskopie:  Verwendete Spektrometer: Bruker
Avance DSX 700 MHz, ausgestattet mit einer Doppelresonanz-4-
mm-MAS-Sonde; Varian Infinity + 500 MHz, ausgestattet mit einer
Doppelresonanz-1.8-mm-MAS-Sonde (angefertigt von A. Samoson

und J. Past, Tallinn). Die detaillierten Experimente sind in den Hin-
tergrundinformationen beschrieben.
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