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Die NMR-Spektroskopie unter Drehung im magischen
Winkel (MAS) hat sich zu einer zuverl�ssigen und vielf�ltig
anwendbaren Methode entwickelt, um die Struktur und Dy-
namik biologischer Systeme zu untersuchen.[1–3] F�r struk-
turbiologische Studien an Amyloiden,[4, 5] nanokristallinen
Proteinen[6, 7] oder Membranproteinen[8] stellt sie derzeit ein
unverzichtbares Werkzeug dar. Jedoch begrenzt die geringe
Empfindlichkeit von direkt detektierten 13C- und 15N-Signa-
len in MAS-Spektren die Anwendungsm�glichkeiten dieser
Methode, insbesondere bei Proben, die nur in kleinen
Mengen bereitgestellt werden k�nnen. Durch eine Verbes-
serung der Empfindlichkeit k�nnte diese Methode neuen
Anwendungen ge�ffnet werden. Bemerkenswerte Fort-
schritte in dieser Hinsicht wurden durch die Einbindung der
dynamischen Kernpolarisation (Dynamic Nuclear Polarisati-
on, DNP) in die MAS-NMR-Messtechnik erzielt.[9–17] Die
DNP nutzt den durch Mikrowelleneinstrahlung erm�glichten
Polarisationstransfer von einem paramagnetischen Zentrum,
z. B. einem freien Nitroxylradikal, zu einem Kernspin. Es
konnte gezeigt werden, dass dies zu einheitlich polarisierten
makromolekularen Proben f�hrt. Theoretisch k�nnen so Si-
gnalverst�rkungen von e = (ge/gi)� 660 f�r 1H erreicht
werden; Signalverst�rkungen von e = 100–200 wurden bereits
gemessen. Jedoch wurden mit DNP bei biologischen Syste-
men, unter anderem Lysozymen[18] und Bakteriorhodop-
sin,[16,19, 20] bislang nur geringere Signalverst�rkungen von e =

40–50 erzielt. Eine Ausnahme ist das amyloidogene Peptid
GNNQQNY7–13. Dieses bildet Nanokristalle mit einer langen
T1-Zeit f�r die Protonen, wodurch Verst�rkungen von e� 100
beobachtet wurden.[21]

Vor fast zehn Jahren konnte an Modellsystemen gezeigt
werden, dass durch Deuterierung des L�sungsmittels e deut-
lich erh�ht werden kann.[22] Daraufhin wurden viele DNP-
Experimente in 2H-markierten Gl�sern durchgef�hrt, z. B. in
[D6]DMSO oder [D8]Glycerol/D2O/H2O (im ungef�hren
Verh�ltnis 6:3:1).[23–25] Die 2H-Konzentration von ca. 90%
verlangsamt die Relaxation der Protonen, deren Konzentra-

tion von 10% jedoch ausreicht, um �ber 1H-1H-Spindiffusion
die erh�hte Polarisation gleichm�ßig in der Probe zu vertei-
len. Die G�ltigkeit dieser Theorie erkl�rt den Erfolg der
DNP-Experimente mit GNNQQNY, obwohl dieses Peptid
protoniert war.

Obwohl also Deuterierung zu einer deutlich ausgepr�g-
teren DNP-Signalverst�rkung f�hren kann, wurde sie bisher
noch nicht auf Proteine angewendet. Im Folgenden zeigen
wir, dass eine Deuterierung von Proteinen zu einer drei- bis
f�nffach h�heren DNP-Verst�rkung in 13C-MAS-NMR-
Spektren f�hrt. Aufgrund dieser sehr signifikanten Steigerung
der DNP-Effizienz k�nnte sich diese Methode zum Standard
bei DNP-MAS-Experimenten mit biologischen Systemen
entwickeln.

Die hier beschriebenen Experimente wurden mit der
SH3-Dom�ne des Proteins a-Spectrin durchgef�hrt, bei der
zun�chst alle Aminos�uren deuteriert wurden und die dann in
einem geeigneten H2O/D2O-Puffer umkristallisiert wurde,
um das gew�nschte 1H/2H-Verh�ltnis an den austauschbaren
Positionen einzustellen. Anschließend wurde das Protein in
einer [D8]Glycerol/D2O/H2O-Matrix gel�st. Abbildung 1
zeigt einen Vergleich von 1D-13C-MAS-Spektren, aufge-
nommen mit kontinuierlicher Mikrowellenbestrahlung und
unter Verwendung der in Abbildung 1A und B gezeigten
Pulssequenzen, mit Kreuzpolarisation (CP) f�r protoniertes
SH3 (Abbildung 1C) und deuteriertes SH3 (Abbildung 1D).
Die Abbildungen 1E und F zeigen MAS-Spektren mit di-
rekter 13C-Anregung und unterschiedlichen Wartezeiten
zwischen den Messungen (recycle delays, RDs). Die gemes-
sene DNP-Signalverst�rkung von e = 31 bei den CP-Experi-
menten mit dem protonierten und vollst�ndig 13C/15N-mar-
kierten Protein (Abbildung 1C) ist vergleichbar mit zuvor
beobachteten Verst�rkungen.[16, 19, 26]

Im deuterierten Protein hingegen ist die Effizienz der
DNP-Verst�rkung um einen Faktor von rund 3.9 h�her als im
protonierten (e = 120, Abbildung 1D). Des Weiteren kann
die Signalverst�rkung verglichen mit der im 13C-CP-MAS-
Experiment mit vollst�ndig protoniertem SH3 bei direkter
13C-Anregung und deuterierter Probe sogar um einen Faktor
von etwa 4.8 (e = 145, Abbildung 1F) gesteigert werden.

Der Empfindlichkeitsanstieg im 13C-CP-DNP-MAS-Ex-
periment wird durch die verst�rkte Polarisation des 1H-
Spinreservoirs bestimmt, die dann auf 13C �bertragen wird
und dabei durch den Faktor ge/g1H limitiert ist. In gleicher
Weise h�ngt im MAS-Experiment mit direkter 13C-Anregung
die Signalverst�rkung vom Verh�ltnis ge/g13C ab, das um den
Faktor 4 gr�ßer ist. Daher wird eine h�here Signalverst�r-
kung im Experiment mit direkter 13C-Anregung erwartet,
obwohl die ben�tigte Wartezeit aufgrund langsamerer Spin-
diffusion in das 13C-Reservoir l�nger sein kann. Diese �ber-
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legung wurde k�rzlich experimentell best�tigt.[26] Zudem
wurde gezeigt, dass das Maximum im Signalverst�rkungs-
profil von 1H und 13C identisch ist, doch liegt das optimale
Feld f�r die 13C-Signalverst�rkung aufgrund des kleineren
gyromagnetischen Wertes g13C auf der gegen�berliegenden
Seite des Profils. Dennoch sind im Falle von SH3 die T1-
Zeiten von 13C kurz, sodass in DNP-MAS-Experimenten eine

Signalverst�rkung von e = 148 (Abbildung 1E) erreicht
werden kann. Diese Signalverst�rkung ist signifikant gr�ßer
als bei vergleichbaren CP-Experimenten (Abbildung 1D).
Bei vollst�ndig protoniertem SH3 und direkter 13C-Anregung
wird dagegen nur ein 13C-DNP-Verst�rkungsfaktor von e = 8
gemessen.

Diese Beobachtungen sprechen stark daf�r, dass sowohl
die Proteindeuterierung als auch die direkte 13C-Anregung
f�r den weiteren Anstieg von e verantwortlich sind. Gest�tzt
wird diese Hypothese durch die Tatsache, dass die DNP-Si-
gnalverst�rkung bei direkter 15N-Anregung und 50 % Proto-
nen an den austauschbaren Positionen e = 207 betr�gt. Um
die Signalintensit�t pro Zeiteinheit zu quantifizieren, wurde
ein 13C-NMR-Spektrum mit direkter Anregung und kurzer
Wartezeit (2 s) von einer deuterierten Probe mit 50 % Pro-
tonen an den austauschbaren Positionen aufgenommen
(Abbildung 1E). Die Intensit�t der CO- und Glycerol-C-Si-
gnale ist geringer als im CP-Spektrum von vollst�ndig pro-
toniertem SH3 (Abbildung 1C), w�hrend die Signalst�rke in
der aliphatischen Region leicht erh�ht ist.

Abbildung 2A zeigt die Abh�ngigkeit der DNP-Signal-
verst�rkung von der Konzentration austauschbarer Protonen
in Protein und Puffer. Die Verst�rkungen, gemessen mit un-
terschiedlichen Experimenten (MAS oder CP-MAS) an den
Kernen 1H, 13C und 15N, h�ngen stark vom Protonierungsgrad
ab. Ein schrittweiser Anstieg der 13C- und 15N-DNP-Signal-
verst�rkung kann durch Erh�hung des Protonierungsgrades
von 15 auf 50 % erreicht werden. In allen Experimenten ist
die DNP-Signalverst�rkung von vollst�ndig protoniertem
SH3 (Messpunkte ganz rechts) geringer. Diese Daten deuten
darauf hin, dass einerseits ein Zuviel an Protonen die Si-
gnalverst�rkung vermindert und andererseits ein Mangel an
Protonen eine Verteilung der Polarisation durch Spindiffusi-
on verhindert und damit auch zu einer reduzierten Signal-
verst�rkung f�hrt.[23–25]

Die vollst�ndig protonierte SH3-Probe hat mit Ausnahme
der Werte f�r 15N kleinere T1-Werte als die perdeuterierten
Proben, w�hrend die Werte der deuterierten Proteine ein-
ander relativ �hnlich sind (Abbildung 2B). Daraus resultiert
ein h�heres Signal-Rausch-Verh�ltnis pro Zeiteinheit f�r die
vollst�ndig protonierte Probe, da das Experiment schneller
wiederholt werden kann. Mit h�heren Diradikalkonzentra-
tionen kann dieses Problem umgangen werden, vorausge-
setzt, das Radikal dringt nicht in den Kristall ein und f�hrt so
zu einer Verbreiterung der 13C-Linien. Weiterhin k�nnte die
M�glichkeit, 2H f�r den initialen Polarisationstransfer zu
nutzen, die absolute Empfindlichkeit deuterierter Proteine
erh�hen und damit helfen, die Polarisation weiter zu ver-
st�rken.

Die Aufl�sung, die derzeit bei tiefen Temperaturen und
einer Feldst�rke von 400 MHz erreicht wird, ist noch nicht
ausreichend f�r eine vollst�ndige Zuordnung der Signale
vollst�ndig markierter Proteine. Daher w�re es von Interesse,
die Temperatur zu erh�hen, um so eine h�here Aufl�sung zu
erzielen, wobei ein Teil der DNP-Signalverst�rkung geopfert
w�rde.[27] Daf�r m�sste eine Kompromisstemperatur definiert
werden, bei der eine ausreichende Aufl�sung und zugleich
eine ausreichend große DNP-Signalverst�rkung erzielt
werden k�nnen. Um den Einfluss der Temperatur zu unter-

Abbildung 1. Pulssequenzen f�r die Aufnahme DNP-verst�rkter 13C-
NMR-Spektren mit CP MAS (A) und direkter 13C-Anregung (B) bei ca.
98 K und 9 kHz MAS. C) DNP-verst�rktes 13C-CP-MAS-Spektrum von
protoniertem SH3. DNP-verst�rkte 13C-CP-MAS- (D) und MAS-Spek-
tren (E, F) von deuteriertem SH3 mit einem Protonierungsgrad von
50% an den austauschbaren Positionen. Es wurden Wartezeiten von
2 s (C–E) und 12 s (F) verwendet. W�hrend der Datenakquisition
wurden die Proben kontinuierlich mit Mikrowellen bestrahlt. F�r die
Berechnung der DNP-Signalverst�rkung wurden Spektren mit Mikro-
wellenbestrahlung mit Spektren verglichen, die unter exakt den glei-
chen Bedingungen, jedoch ohne Mikrowellenbestrahlung aufgenom-
men wurden. Um einen direkten Vergleich der Spektren zu erm�gli-
chen, sind diese mit gleichem Rauschniveau dargestellt.
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suchen, wurden die 1H- und die 13C-Signalverst�rkungen be-
stimmt, die bei steigender Temperatur (98–200 K) sowohl bei
vollst�ndig protoniertem als auch bei perdeuteriertem SH3
auftreten (Abbildung 3). In diesem Temperaturbereich ver-
ursacht ein Anstieg der Temperatur um 20 K eine Vermin-
derung der Signalverst�rkung von 30–40%. Oberhalb von
160 K ist ein DNP-MAS-NMR-Experiment f�r das vollst�n-
dig protonierte oder das perdeuterierte Protein mit einem
Protonierungsgrad von 15 % aufgrund des drastisch sinken-
den DNP-Effekts so gut wie unm�glich. F�r die SH3-Probe
mit 50% Protonierungsgrad sinkt die Signalverst�rkung von
98 bis 178 K jedoch nur um 90%, d.h., die gemessenen Ver-
st�rkungen betragen noch e = 10 bei einem 13C-CP-Experi-
ment bzw. 15 bei direkter 13C-Anregung. Daher ist diese
Probe f�r Hochtemperatur-DNP-Experimente geeignet.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sich die
Perdeuterierung eines Proteins deutlich auf die zu beobach-
tende DNP-Signalverst�rkung auswirkt. Gegen�ber voll-
st�ndig protoniertem SH3 nahm die Verst�rkung um den

bemerkenswerten Faktor von 3.9 f�r 13C-CP-MAS- bzw. 18.5
f�r 13C-MAS-Experimente zu. Der optimale Protonierungs-
grad betr�gt rund 50 %, wobei eine maximale Verst�rkung
von e = 148 in 13C-MAS-NMR-Spektren mit einem Zirconi-
umoxidrotor erreicht wurde. Durch die Verwendung von
Saphirrotoren kann die Verst�rkung um zus�tzliche 20%
erh�ht werden, sodass insgesamt eine Verst�rkung von e =

180 zu erwarten ist. Außerdem kann das deuterierte SH3 mit
einem Protonierungsgrad von 50 % auch bei h�heren Tem-
peraturen gemessen werden und zeigt dennoch eine deutliche
DNP-Verst�rkung. Wir erwarten, dass die Verwendung deu-
terierter Proteine in DNP-MAS-NMR-Experimenten in Zu-
kunft neue Anwendungen bei schwierigen biologischen Sys-
temen erm�glicht.

Experimentelles
Details der Probenpr�paration durch Entfaltung, Austausch und
R�ckfaltung von perdeuteriertem und protoniertem SH3 wurden an
anderer Stelle beschrieben.[28, 29] Die Proben f�r die DNP-MAS-
Messungen wurden durch L�sen des Proteins in einer H2O/D2O/
Glycerol-Mischung (1:3:6 Vol.-%) hergestellt, die eine stabile Glas-
matrix bildet und zugleich die Denaturierung des Proteins durch
Eiskristalle verhindert.[30] Zus�tzlich wurde das Diradikal Totapol[31]

mit einer Endkonzentration von 20 mm gel�st; dies entspricht einer
Radikalkonzentration von 40 mm.

Alle Festk�rper-DNP-MAS-NMR-Experimente wurden an
einem kommerziellen Bruker-DNP-Spektrometer mit einer 1H-Fre-
quenz von 400 MHz und einer Mikrowellenfrequenz von 263 GHz
durchgef�hrt. Die Spektren wurden unter Verwendung eines Drei-
fachresonanz-Niedertemperatur-HCN-DNP-Probenkopfes und von
ZrO2-Rotoren (Durchmesser 3.2 mm) aufgenommen. Cryotempera-
turen wurden mithilfe einer Bruker-Niedertemperatur-MAS-Einheit
erreicht und kontrolliert. Die Signalverst�rkung wurde in situ, direkt
im Magnetfeld im Innern des Probenkopfes erzielt. Die Mikrowel-

Abbildung 3. Die Temperaturabh�ngigkeit der DNP-Verst�rkung f�r 1H,
13C und 15N. Verglichen sind protoniertes und perdeuteriertes (15 und
50% Protonen an den austauschbaren Positionen) SH3. Die Verst�r-
kungsfaktoren wurden f�r jede Temperatur und jeden Experimenttyp
ermittelt. F�r das protonierte SH3 sind nur die 13C-CP-DNP-MAS-Werte
gezeigt.

Abbildung 2. Die Abh�ngigkeit der DNP-Signalverst�rkung (A) und der
T1-Relaxationszeit (B) von der Protonenkonzentration, untersucht an
einer vollst�ndig (an austauschbaren und nichtaustauschbaren Positio-
nen) protonierten und drei verschieden (an nichtaustauschbaren Posi-
tionen) deuterierten SH3-Proben. Der Protonierungsgrad an den aus-
tauschbaren Positionen wurde durch Umkristallisation von SH3 in Puf-
fern mit unterschiedlichen H2O/D2O-Verh�ltnissen eingestellt. Als
H2O-Konzentrationen wurden 15, 25, 50 und 100% gew�hlt, um die
volle Bandbreite unterschiedlicher Protonierungsgrade abzudecken.
Die Spektren wurden bei einer Temperatur von etwa 98 K, einer MAS-
Frequenz von ca. 9 kHz und einer Mikrowellenleistung von rund 5 W
in einem Zirconiumoxidrotor aufgenommen. Die eingezeichneten
Linien dienen nur zur Orientierung; die experimentellen Datenpunkte
sind diskontinuierlich.
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lenstrahlung im Millimeterbereich, mit einer Energie von rund 5 W,
wurde durch einen Bruker-Gyrotron-Oszillator generiert.

Alle 13C-DNP-MAS- und -CP-MAS-Spektren wurden bei einer
Rotorfrequenz von wr/2p = 8888 Hz und unter Verwendung von p/2-
Pulsen mit einer L�nge von 4 ms (1H) bzw. 5 ms (13C) aufgenommen.
Die CP-Kontaktzeit betrug 2 ms. Mit einem Saphirrotor war die Si-
gnalverst�rkung um etwa 20 % h�her. Bemerkenswerterweise wurde
durch die Mikrowellenbestrahlung die T1-Relaxationszeit um rund
30% reduziert. Dieser Effekt ist h�chstwahrscheinlich auf eine zu-
s�tzliche Probenerw�rmung zur�ckzuf�hren.
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