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Die Festkçrper-NMR-Spektroskopie hat sich zu einer n�tz-
lichen Methode zur Bestimmung von Proteinstrukturen ent-
wickelt. Im Unterschied zu Streumethoden bençtigt die
NMR-Spektroskopie keine Proben mit langreichweitiger
Ordnung, und neben Mikrokristallen[1] sind Viren,[2] Fibril-
len,[3] Membranproteine[4] und große Proteinkomplexe[5] un-
tersucht worden. Trotzdem ist die Probenvorbereitung von
entscheidender Bedeutung, um hochaufgelçste Spektren zu
erhalten, und sowohl Auflçsung als auch Empfindlichkeit
bleiben ein zentrales Thema. Wir zeigen hier, dass das Sedi-
ment eines großen Biomolek�ls (12 � 59 kDa), das direkt in
einen NMR-Rotor zentrifugiert wurde, hochaufgelçste
Spektren mit gutem Signal-Rausch-Verh�ltnis ergibt, welche
der Spektrenqualit�t sorgf�ltig kristallisierter Pr�parationen
nahekommen. Bertini und Mitarbeiter[6] zeigten k�rzlich,
dass der NMR-Rotor als Ultrazentrifuge genutzt werden
kann und dass sich Lçsungen großer Proteine bei gen�gend
hohen Rotorfrequenzen wie Festkçrper verhalten, allerdings
ist bei dieser Art von Experiment die Empfindlichkeit durch
die Lçslichkeit des Proteins begrenzt[6a] und bleibt niedrig.
Wir demonstrieren hier, dass das Problem des Signal-Rausch-
Verh�ltnisses gelçst werden kann, indem man eine Protein-
lçsung mit einer Ultrazentrifuge mit speziell adaptierter
F�llvorrichtung direkt in den NMR-Rotor sedimentiert und
dabei Proteindichten erh�lt, die vergleichbar sind mit mi-
krokristallinen Proben. Direktes Zentrifugieren in NMR-
Rotoren wurde schon fr�her angewendet, um die Konzen-
tration von kristallinen und fibrill�ren Proben zu erhçhen.[7]

Hier sedimentieren wir lçsliche Proteine mit einer �hnliche

Methode und çffnen damit einen Zugang zur Erforschung
von Proben, die schwer kristallisierbar sind oder schwer mit
F�llungsmitteln wie PEG (Polyethylenglycol) ausgef�llt
werden kçnnen. Der Ansatz liefert eine ausreichende Emp-
findlichkeit f�r die Untersuchung von großen Proteinen, wie
am Beispiel der 59 kDa große DnaB-Helicase gezeigt wird.

DnaB-Helicasen sind bakterielle ATP-getriebene
Enzyme, die doppelstr�ngige DNA w�hrend der DNA-
Replikation entwinden. DnaBs sind im Allgemeinen hexamer
und bilden ringfçrmige Aggregate, welche die einstr�ngige
DNA umschließen. In unserer Studie untersuchten wir DnaB
aus Helicobacter pylori mit einer monomeren Atommasse
von 59 kDa (57 kDa plus Aufreinigungs-Tag). Die Kristall-
struktur der N-terminalen Dom�ne wurde in fr�heren Stu-
dien gelçst (Lit. [8], PDB-Code 3GXV), wie auch k�rzlich
diejenige der C-terminalen Dom�ne des Proteins.[9] Bioche-
mische und elektronenmikroskopische Untersuchungen des
Volll�ngenproteins zeigten, dass es – im Unterschied zu den
anderen DnaBs – Dodekamere bildet, die aus Paaren hexa-
merer Ringe zusammengesetzt sind.[9] Die Kristallstruktur
des Volll�ngenproteins ist nicht verf�gbar. Die von DnaB
erhaltenen Kristalle sind bisher f�r Rçntgenkristallographie
ungeeignet, liefern aber Festkçrper-NMR-Spektren hoher
Qualit�t (siehe unten). Das DnaB-Dodekamer hat eine
Atommasse von 708 kDa. Alternative Pr�parationen des
Proteins sind von Interesse, um die Konformation in Gegen-
wart von DNA oder anderen Wechselwirkungspartnern zu
untersuchen, bei deren Vorhandensein die Kristallisierung
nicht erfolgreich war.

Abbildung 1 zeigt die NMR-Spektren einer kristallinen
Zubereitung von DnaB aus einem optimierten Kristallisie-
rungspuffer sowie die Spektren einer Probe, die aus einer
Proteinlçsung von 49 mgmL�1 in einen Bruker-Rotor von
3.2 mm Außendurchmesser bei 200000 g sedimentiert wurde.
Die Gesamterscheinung der beiden Spektren ist bemerkens-
wert �hnlich. Eine �berlagerung der vollst�ndigen Spektren
ist in der Hintergrundinformation gegeben. Dieser Gesamt-
eindruck wird durch eine detaillierte Untersuchung von iso-
lierten, einfach identifizierbaren Resonanzen best�tigt. Als
Beispiel ist in Abbildung 2a, der Alanin-Ca/Cb-Bereich dar-
gestellt. Zus�tzlich zu zahlreichen �berlappenden a-helicalen
Resonanzen (um 18/55 ppm) sind weitere Alanin-Resonan-
zen sichtbar. DnaB enth�lt sechs b-Faltblatt-Alanine (im C-
terminalen Teil),[9] f�r welche die SHIFTX-Voraussagen[10] in
Abbildung 2a gegeben sind. Diese gut aufgelçsten Reso-
nanzen sind identisch f�r beide Zubereitungen. Diese Beob-
achtungen werden weiter best�tigt, wenn man 1D-Aus-
schnitte betrachtet, z. B. eine Spur bei d1 = 71.9 ppm (Abbil-
dung 2b).
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Das Signal-Rausch-Verh�ltnis der Spektren von kristalli-
nen und sedimentierten Proben ist ungef�hr gleich (siehe
Abbildung 1 und 2b), wobei das Spektrum der sedimentier-
ten Probe mit 5.5-mal mehr Scans aufgezeichnet wurde. Dies
weist darauf hin, dass der Rotor mit der sedimentierten Probe
ungef�hr halb so viel Material wie der Rotor mit der mikro-
kristallinen Probe enth�lt, in �bereinstimmung mit den
Sch�tzungen aus der Menge der eingesetzten Materialien.
Die gesch�tzte Endkonzentration im Rotor mit dem sedi-
mentierten Protein ist 200 mgmL�1; zum Vergleich enth�lt
die konzentrierte Lçsung von DnaB 49 mg mL�1. Die Pro-
teinmenge im Rotor kann durch Optimieren der Probenvor-
bereitung wahrscheinlich weiter verbessert werden – wir
merken aber an, dass die ersten Versuche bereits zu einer
Menge gef�hrt haben, die beinahe der H�lfte der mikrokris-
tallinen Probe entspricht; dies entspricht auch der vierfachen
Menge einer Probe, die aus einer im Rotor rotierenden
Proteinlçsung sedimentiert werden kçnnte.[6b] Wichtig ist
hierbei, dass eine vierfach hçhere Probenmenge zu einer
sechzehnfachen Verminderung der Messzeit f�hrt. Dieser
Zeitgewinn kann den Unterschied ausmachen, ob man 3D-

Experimente ausf�hren kann oder nicht, welche man f�r die
sequentielle Zuordnung und darauf basierend eine Kon-
formationsanalyse des Proteins bençtigt. Wir beobachten,
dass nach der Ultrazentrifugation die Proteinsedimente im
Rotor das Aussehen eines Gels annehmen; dieses kann dem
Rotor entnommen und wieder verd�nnt werden. Eine SDS-
PAGE-Analyse zeigt keine Proteolyse.

Um Proteine aus der Lçsung direkt in den NMR-Rotor zu
sedimentieren, haben wir eine spezielle F�llvorrichtung ent-
wickelt, die Zentrifugalkr�ften bis zu 210000 g widersteht
und ein ausreichend großes Reservoir (1 mL) enth�lt, um das
gelçste Protein aufzunehmen und eine beachtenswerte Auf-
konzentration in einem Arbeitsschritt zu ermçglichen. Das
Volumenverh�ltnis zwischen Reservoir und Rotor von ca. 30
erlaubt etwa 30-mal hçhere Konzentrationen im Rotor als
durch Pipettierung von Lçsung in den Rotor erreichbar w�re.

Die Zentrifugationswerkzeuge wurden aus kohlenstoff-
faserverst�rktem Plastik (Sutter Kunststoffe AG) gefertigt,
damit sie den Zentrifugalkr�ften widerstehen kçnnen. Die
Vorrichtung enth�lt einen Trichter, der direkt an die Spitze
des MAS-Rotors aufgesetzt wird. Der untere Teil besteht aus
einem im Strangziehverfahren hergestellten Harz mit der
Faserrichtung entlang zur Achse. Der Trichter besteht aus
einer Rçhre aus gewundener Kohlenstofffaser mit der Fa-
serrichtung senkrecht zur Achse. Das Gewicht des leeren
Werkzeugs betrug 4 g und erf�llt somit die Vorschriften f�r
die Ultrazentrifuge. In das Werkzeug passt ein 3.2-mm-
Bruker-Rotor (Abbildung 3). Die Vorrichtung kann Proteine
mit einer Masse des Proteins oder Proteinmultimers von

Abbildung 1. Zweidimensionale DARR-Spektren (50 ms Mischzeit,
18 kHz MAS) des aus 521 Aminos�uren bestehenden Proteins DnaB
(molekulare Masse 59 kDa): a) sedimentiert (rot) und b) mikrokristal-
lin (blau). Beide Spektren weisen ein �hnliches Signal-Rausch-Verh�lt-
nis auf; Spektrum (a) wurde mit 5.5-mal mehr Scans erhalten, n�mlich
mit 22. In der indirekten Dimension wurden 2000 Inkremente gemes-
sen, bei Gesamtmesszeiten von 7 h (a) bzw. 37 h (b).

Abbildung 2. a) Alanin-Bereich der 2D-DARR-Spektren aus Abbildung 1
(sedimentierte Probe rot; mikrokristalline Probe blau). Die Kreuze
markieren die SHIFTX-Voraussagen (siehe Text). b) Eindimensionale
Spuren durch diese Spektren bei d1 = 71.9 ppm.
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100 kDa bei 200000 g (und potentiell von 25 kDa bei
500000 g) sedimentieren. Unter diesen Bedingungen kann
ein Rotor vollst�ndig bef�llt werden, vorausgesetzt, dass die
Anfangskonzentration im oben beschriebenen Bereich liegt.

Um zu untersuchen, ob das Sediment aus Mikro- oder
Nanokristallen besteht, die sich w�hrend der Zentrifugation
bei allm�hlich ansteigender Konzentration bilden kçnnten,
haben wir Rçntgenstreuungsexperimente am Sediment
durchgef�hrt (siehe Hintergrundinformationen). Wir beob-
achteten keine kristalline Ordnung.

Mit einem f�r NMR-spektroskopische Verh�ltnisse sehr
großen Protein, n�mlich einem Dodekamer von 708 kDa
(12 � 59 kDa), dessen Rçntgenstruktur nicht gelçst ist,
konnten wir demonstrieren, dass durch Ultrazentrifugation
der Proteinlçsung in einen NMR-Rotor eine Festkçrper-
NMR-Probe hoher Qualit�t erhalten wird, die sowohl eine
hohe Auflçsung als auch ein gutes Signal-Rausch-Verh�ltnis
aufweist. W�hrend von einem sedimentierten kleineren 20-
kDa-Protein schon fr�her Spektren mit hoher Auflçsung
beobachtet werden konnten,[6] zeigen wir nun, dass auch die
f�r große Proteine notwendige Empfindlichkeit erzielt
werden kann. Die Gel-artige Probe von DnaB weist ein
nahezu identisches Spektrum auf wie die mikrokristalline
Probe. Kleinere Abweichungen in einigen Peakpositionen
kçnnen mçglicherweise durch unterschiedliche „Kristall“-
Kontakte erkl�rt werden. Die Linienbreiten beider Proben
sind typisch f�r gut geordnete Proteine.

Die sedimentierte DNaB-Probe war �ber mehrere
Wochen stabil, und ein Spektrum des Sediments, das einen
Monat bei 4 8C aufbewahrt wurde, war identisch mit dem in
Abbildung 1 gezeigten Spektrum. F�r DnaB erçffnet dies die
Mçglichkeit, dieses Protein in nicht-kristallinen Formen zu
untersuchen (z. B. an DNA gebunden), wenn es in seinem
nat�rlichen Kontext auf die Replikationsgabel geladen ist.
Ebenso kçnnte man diese Art Probenvorbereitung auch f�r
andere Proteine und große Proteinkomplexe einsetzen, z. B.
Membranproteine oder Komplexe hiervon in Lipiden oder
Tensiden, Viruskapside, Protein/DNA-Komplexe und pr�-

fibrill�re Aggregate. Dies erçffnet vçllig neue Mçglichkeiten
f�r die Protein-NMR-Spektroskopie.

Experimentelles
Probenzubereitung: Einheitlich [13C,15N]-isotopenmarkierte DnaB
aus Helicobacter pylori mit N-terminalem His-tag wurde in E. coli
�berexprimiert. Einheitlich 13C-markierte Glucose und 15N-markier-
tes Ammoniumchlorid (2 gL�1) in Minimalmedium Typ M9 wurden
als einzige Kohlenstoff- bzw. Stickstoffquellen verwendet. Das Pro-
tein wurde mit Affinit�tschromatographie gereinigt (5 mL Hi Trap
HP von GE Healthcare), gefolgt von Anionenaustauschchromato-
graphie (5 mL Hi Trap Q HP von GE Healthcare).

F�r die darauffolgende Kristallisierung wurde DnaB auf
16 mgmL�1 eingeengt (Millipore Concentrator, 30-kDa-Cutoff).
Kristallisiert wurde, indem gleiche Volumina aus Pr�zipitationslçsung
(25% PEG 2k MME, 0.2m Magnesiumacetat) und Protein in einer
Mikrotiterplatte mit neun Vertiefungen mit 25 mL Pr�zipitations-
lçsung im Reservoir gemischt wurden. Nach einer Woche bei 20 8C
wurden Pr�zipitat und hexamere Kristalle erhalten. Die Mikrokris-
talle wurden in den NMR-Rotor zentrifugiert (65000 g, 16 h, 4 8C).

An der sedimentierten Proteinprobe wurde kein Anionenaus-
tauschschritt ausgef�hrt, und das Protein wurde in 250 mm NaCl,
pH 8.0, 5% Glycerol auf 49 mgmL�1 eingeengt. Die Proteinlçsung
wurde direkt in einen 3.2-mm-Bruker-Rotor ultrazentrifugiert
(200000 g �ber Nacht 4 8C, Beckman-Rotor SW60.Ti).

Die konzentrierte Proteinlçsung f�r die Kristallisation und die
Sedimentierung wurde durch SEC-MALLS-Messungen charakteri-
siert. Es wurde festgestellt, dass die Lçsung sowohl aus Dodekameren
(haupts�chlich) als auch aus Aggregaten hiervon besteht. Detaillierte
Ergebnisse bei niedrigeren Konzentrationen sind in Lit. [9] doku-
mentiert, zusammen mit elektronenmikroskopischen Bildern. Die
SEC-MALLS-Daten (Hintergrundinformationen) belegen, dass die
Massenverteilung nach der Ultrazentrifugation identisch (und �hn-
lich derjenigen bei niedrigerer Konzentration) war und keine An-
zeichen von Zersetzung auftraten.

Festkçrper-NMR-Experimente: NMR-Experimente wurden auf
einem Bruker-Biospin AVANCE II +-Spektrometer mit 850-MHz-
1H-Frequenz und einem 3.2-mm-Dreifachresonanz(1H,13C,15N)-LLC-
Probenkopf (Bruker Biospin) durchgef�hrt. Die Probentemperatur
wurde anhand der chemischen Verschiebung des �berstehenden
Wassers[7e] ermittelt und auf 281 K gesetzt. Alle Experimente wurden
bei 18 kHz MAS-Frequenz durchgef�hrt; 90 kHz SPINAL64-Proto-
nenentkopplung wurde eingesetzt.[11] F�r die DARR-Experimente[12]

wurde die Protoneneinstrahlung auf 18 kHz gesetzt. Die St�rke des
Protonen- und Kohlenstofffeldes w�hrend des 1H-13C-Kreuzpolari-
sationstransfers war ungef�hr 70 bzw. 55 kHz. Die Spektren f�r die
kristalline Probe wurden mit 4 und 22 Scans erhalten, mit 2000 In-
krementen in t1. Mit einer Wartezeit zwischen Transienten von 3 s
f�hrte dies zu Gesamtaufnahmezeiten von 6.7, bzw. 36.7 h. Die
Spektren wurden mit NMRPipe[13] prozessiert und mit CCPNmr-
Analysis[14] ausgewertet und dargestellt.
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