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Wasserstoffbr�cken spielen eine große Rolle f�r die Struktur
und Stabilit�t vieler biochemischer Verbindungen. Die Pro-
teinfaltung, die pathogene Proteinaggregation, die Enzym-
katalyse sowie Wechselwirkungen mit Rezeptoren und viele
andere Reaktionen h�ngen von Wasserstoffbr�cken ab.
Wasserstoffbr�cken ver�ndern die isotropen und anisotropen
Anteile des chemischen Verschiebungstensors,[1–5] ebenso die
Quadrupolkonstanten der Atomkerne.[1, 6] Dies versetzt die
NMR-Spektroskopie in die Lage, Wasserstoffbr�cken zu de-
tektieren und zu charakterisieren. Ferner erlaubt die Messung
von Spin-Spin-Kopplungskonstanten einen direkten Nach-
weis von Wasserstoffbr�cken,[9] und theoretische Studien er-
mçglichen einen Einblick in die Natur von Wasserstoffbr�-
cken.[10–12]

Wasserstoffbr�cken liegen in Proteinen vorwiegend in der
Form C=O···H-N vor. Hierbei werden potentiell sechs Spin-
Spin-Kopplungskonstanten beeinflusst. Vier davon direkt, da
die jeweilige Kopplung �ber die Wasserstoffbr�cke vermittelt
wird, und zwei indirekt �ber die Beteiligung entsprechender
Atome. In Proteinen kçnnen derzeit jedoch nur die skalare
13C-15N-Kopplung, 3JNC, sowie die skalare 1H-15N-Kopplung,
1JNH, zwischen dem Amid und dem gebundenen Amidproton
mittels NMR-Spektroskopie gemessen werden. Die St�rke
der 1JNH-Kopplung h�ngt von der Elektronenverteilung im
Molek�l ab.[11,13, 14] Theoretische Studien an kleinen Modell-
systemen haben zudem ergeben, dass die 1JNH-Kopplungs-
konstante ein negatives Vorzeichen hat und die St�rke der
Kopplung sich erhçht, wenn das Amidproton an einer Was-
serstoffbr�cke beteiligt ist.[11, 14] Ferner kann die Bindung von
Liganden zu Konformations�nderungen f�hren, die sich in
�nderungen des 1JNH-Werts niederschlagen.[16]

Obwohl 1JNH-Kopplungskonstanten mit hoher Genauig-
keit gemessen werden kçnnen, wurden sie bisher nicht f�r den
Nachweis und die Charakterisierung von Wasserstoffbr�cken
in Biomolek�len verwendet. Dies mag daran liegen, dass die
aufgrund einer Wasserstoffbr�cke erwartete �nderung in der
St�rke der 1JNH-Kopplungskonstante gering ist.[11, 14] Zudem
gab es bisher keine systematische Analyse von 1JNH-Kopp-
lungskonstanten in ungeordneten Proteinen, welche man als

Referenz verwenden kçnnte, und �ber den Einfluss der
Temperatur und des pH-Werts auf die 1JNH-Kopplungskon-
stante war auch wenig bekannt. Um diese L�cke zu schließen,
haben wir eine große Zahl an 1JNH-Kopplungskonstanten in
intrinsisch ungeordneten Proteinen in Abh�ngigkeit von der
Temperatur und dem pH-Wert gemessen und die gemessenen
Werte mit 1JNH-Kopplungskonstanten in gefalteten Proteinen
verglichen. Unsere Untersuchungen zeigen, dass sich die
Grçße der 1JNH-Kopplungskonstante um bis zu 1.6 Hz bei
Bildung einer Wasserstoffbr�cke erhçht. Dies ermçglicht die
Verwendung von 1JNH-Kopplungskonstanten f�r den Nach-
weis und die Charakterisierung von Wasserstoffbr�cken.

1JNH-Kopplungskonstanten wurden in dem 441 Amino-
s�uren langen Protein Tau bei einer Magnetfeldst�rke von
21.1 T und einer Temperatur von 278 K gemessen (Tabelle S1
in den Hintergrundinformationen).[17] Das Tau-Protein gehçrt
zur Klasse der intrinsisch ungeordneten Proteine und nimmt
keine rigide Terti�r- oder Sekund�rstruktur ein.[18] Insgesamt
konnten wir 1JNH-Kopplungskonstanten f�r 367 separierte
Signale auswerten. Darin enthalten waren Werte f�r alle
Aminos�uren mit Ausnahme von Prolin und Tryptophan.
Letzteres ist nicht in der Tau-Prim�rsequenz vorhanden. Alle
1JNH-Kopplungskonstanten desselben Aminos�uretyps
wurden zusammengefasst und bildeten die Grundlage f�r die
Berechnung von aminos�urespezifischen Zentralwerten
(Abbildung 1a). Die Berechnung zeigte, dass Glycine und
Alanine mit �94.2 Hz and �93.4 Hz die am st�rksten nega-
tiven Werte haben. Die Werte der anderen Aminos�uren
lagen im Bereich von �93.3 Hz (Serin) bis �93.0 Hz (Valin)
(Tabelle S2).

Als N�chstes wurde systematisch der Einfluss der Tem-
peratur und des pH-Werts auf die Grçße der 1JNH-Kopp-
lungskonstanten untersucht. Zu diesem Zweck wurden 1JNH-
Kopplungskonstanten in einem weiteren intrinsisch unge-
ordneten Protein, dem Protein a-Synuklein, bei unter-
schiedlichen Temperaturen und pH-Werten (pH 5.7: 278 K,
288 K, 298 K; pH 6.0: 278 K; pH 6.5: 278 K; pH 7.4: 278 K,
288 K) gemessen (Tabelle S3). Die Messungen zeigten, dass
zunehmender Amidprotonenaustausch bei erhçhtem pH und
Temperatur zu einem verringerten Signal-Rausch-Verh�ltnis
in den NMR-Spektren und damit einem erhçhten experi-
mentellen Fehler f�hren. Nichtsdestotrotz korrelierten die
1JNH-Kopplungskonstanten bei allen Temperaturen und pH-
Werten stark (Abbildungen 1b,c und S1). Dies belegt, dass
1JNH-Kopplungskonstanten in a-Synuklein stabil gegen�ber
pH- und Temperaturver�nderungen sind. Ferner zeigte ein
Vergleich der 1JNH-Kopplungskonstanten, welche in dem 130
Aminos�uren langen Tau-Fragment K18 bei 400 and
600 MHz Protonenfrequenz gemessen wurden (Abbil-
dung S2), dass der Beitrag der dynamischen Frequenz�nde-
rung[7, 19, 20] in intrinsisch ungeordneten Proteinen vernachl�s-
sigbar ist. Entsprechend waren die in a-Synuklein bei
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700 MHz und in Tau bei 900 MHz berechneten Zentralwerte
der 1JNH-Kopplungskonstanten innerhalb der Fehlergrenzen
gleich (Abbildung S3).

In den intrinsisch ungeordneten Proteinen a-Synuklein
und Tau wurden fl�chtige Sekund�rstrukturen detektiert.[17]

Die Tau-Reste 428LADEVSASLA437 kçnnen dabei bis zu
25% helikale Struktur erreichen. Die Abbildungen 1 d und
1e zeigen sekund�re 1JNH-Kopplungskonstanten, D1JNH, also
den Unterschied zwischen den experimentellen Werten und
den Zentralwerten aus Tabelle S2. Der Vergleich zeigt, dass

f�r beide Proteine die D1JNH-Werte kleiner als 0.35 Hz sind,
wobei der Wert von 0.35 Hz Ungenauigkeiten in den Refe-
renzwerten (Abbildung 1a) und verbleibende Auswirkungen
durch den pH und die Temperatur ber�cksichtigt (Abbil-
dungen 1b,c und S1). Nur f�r K96 in a-Synuklein wurden bei
unterschiedlichen Temperaturen und pH-Werten hçhere
D1JNH-Werte gemessen (Tabelle S3). Die Untersuchungen
zeigen, dass die Referenzwerte der Tabelle S2 sehr stabil sind.
Wasserstoffbr�cken, die in den in Tau und a-Synuklein vor-
handenen, fl�chtigen Sekund�rstrukturelementen auftreten
kçnnten, haben keine ausreichende Lebensdauer, um nach-
weisbare �nderungen der 1JNH-Kopplungskonstanten her-
vorzurufen.

Auf Grundlage der aminos�urespezifischen Referenz-
werte wurde anschließend die Variation der 1JNH-Kopp-
lungskonstanten in gefalteten Proteinen untersucht (Abbil-
dung 2). Hierf�r eignet sich das Protein Ubiquitin, da es be-
reits Gegenstand einer Vielzahl genauer NMR-Untersu-
chungen war.[5, 9,21] Abbildung 2a zeigt D1JNH-Werte als

Abbildung 1. a) 1JNH-Kopplungskonstanten im intrinsisch ungeordneten
Protein Tau, die mittels 1JNH-modulierten heteronuklearen 2D-1H,15N-
Einzelquantenkoh�renz(HSQC)-Experimenten[7] gemessen wurden.
1JNH-Werte wurden entsprechend dem Aminos�uretyp gruppiert und
einer Boxplot-Analyse unterzogen. Die Mitte des Kastens markiert den
Zentralwert, die Unter- und Oberkante die Grenzwerte von 25 % und
75%. Mittelwerte sind durch ein leeres Quadrat (&) gekennzeichnet.
b) Korrelation zwischen 1JNH-Werten in a-Synuklein bei pH 6.5 und
pH 5.7, 278 K. c) Korrelation zwischen 1JNH-Werten in a-Synuklein bei
288 K und 298 K, pH 5.7. Die Messwerte in (b) und (c) wurden mittels
eines IPAP-HSQC gewonnen, in welchem langreichweitige Kopplungen
nicht unterdr�ckt werden.[15] d,e) Abweichungen der 1JNH-Kopplungs-
konstanten in Tau (d) und a-Synuklein (e), beide bei pH 6.0, 278 K,
von den aminos�urespezifischen Referenzwerten als Funktion der Ami-
nos�ure-Nummer. Die gestrichelte Linie markiert 0.35 Hz, die Variation
in D1JNH aufgrund von Ungenauigkeiten in den Referenzwerten (a) und
mçglichen Einfl�ssen des pH und der Temperatur (b,c).

Abbildung 2. 1JNH-Kopplungskonstanten in globul�ren Proteinen. a) Ab-
weichungen der 1JNH-Kopplungskonstanten Ubiquitins von den amino-
s�urespezifischen Referenzwerten als Funktion der Aminos�ure-
Nummer. Volle und punktierte Balken markieren Amidprotonen, die an
Wasserstoffbr�cken des Proteinr�ckgrats oder zu Seitenketten beteiligt
sind. Sterne zeigen eine r�umliche N�he (<6 �) zu aromatischen
Ringsystemen an. Sekund�rstrukturen, welche von DSSP[8] in der Kris-
tallstruktur Ubiquitins (PDB-K�rzel: 1ubq) identifiziert wurden, sind
gekennzeichnet. b) Ausschnitt aus einem BSD-IPAP-HSQC-Spektrum
Ubiquitins. Die beiden Dublettkomponenten sind rot und blau gezeigt.
c) Vergrçßerter Bereich der Kristallstruktur Ubiquitins, der die Wasser-
stoffbr�cken (gr�n) zwischen den b-Str�ngen 1 und 2 zeigt. Amidpro-
tonen, die an einer Wasserstoffbr�cke beteiligt sind, sind blau, andere
lila. Der aromatische Ring von Phe4 ist rot hervorgehoben, und Ami-
nos�uren, die sich in r�umlicher N�he (<6 �) dazu befinden, gelb.
(d) Abweichungen der 1JNH-Kopplungskonstanten von DinI von den
aminos�urespezifischen Referenzwerten als Funktion der Aminos�ure-
Nummer. Sekund�rstrukturen, die von DSSP[8] in der 3D-Struktur
(PDB-K�rzel: 1ghh) identifiziert wurden, sind gekennzeichnet.
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Funktion der Aminos�ure-Nummer Ubiquitins. Sowohl po-
sitive als auch negative D1JNH-Werte im Bereich von �1.3 Hz
bis + 2.3 Hz sind zu sehen. F�r Ile23–Asp32 in der a-Helix
Ubiquitins wurden ausschließlich negative D1JNH-Werte mit
einem Mittelwert von ungef�hr �1.0 Hz beobachtet (Abbil-
dung 2a). Positive D1JNH-Werte sind dagegen vorwiegend in
unstrukturierten Bereichen und am Rande von Helices und
Str�ngen zu finden.

Entsprechend theoretischer Untersuchungen an kleinen
Modellsystemen sollte die 1JNH-Kopplungskonstante kleiner
werden, wenn das Amidproton an einer Wasserstoffbr�cke
beteiligt ist.[11, 14] Abbildung 2a belegt, dass Amidprotonen
mit D1JNH<�0.35 Hz an Wasserstoffbr�cken (bestimmt
durch das Programm Whatif)[22] beteiligt sind. Bei der Aus-
wertung wurden Wasserstoffbr�cken sowohl des Protein-
r�ckgrats als auch der Seitenketten ber�cksichtigt. Ebenso
wurden Aminos�uren wie Thr22 als wasserstoffbr�ckenf�h-
rend markiert. F�r Thr22 wird zwar auf Basis der Kristall-
struktur von Ubiquitin (PDB-K�rzel: 1ubq) keine Wasser-
stoffbr�cke erwartet, wenn jedoch das NMR-Konformeren-
ensemble (PDB-K�rzel: 1d3z) f�r eine Whatif-Analyse ver-
wendet wird, hat das Amidproton von Thr22 eine hohe
Wahrscheinlichkeit, eine Wasserstoffbr�cke mit der eigenen
Seitenkette oder der von Asn25 einzugehen. In der Tat wurde
bereits in fr�heren Studien vorgeschlagen, dass das Amid-
proton von Thr22 an einer Wasserstoffbr�cke beteiligt ist, in
�bereinstimmung mit einem kleinen Temperaturkoeffizien-
ten.[23] Ein enger Zusammenhang zwischen der Pr�senz einer
Wasserstoffbr�cke und einem negativen D1JNH-Wert wird
ferner durch experimentelle Daten f�r das Protein DinI
(PDB-K�rzel: 1ghh) unterstrichen: Alle Amidprotonen,
deren D1JNH-Wert kleiner als �0.35 Hz ist, sind an einer
Wasserstoffbr�cke beteiligt (Abbildung 2d).

Jedoch gibt es auch Amidprotonen, wie z. B. das von
Ala46, dessen D1JNH-Wert kleiner als �0.35 Hz ist und f�r
welches eine Analyse der 3D-Struktur keine Wasserstoff-
br�cke vorhersagt. Zudem wurde der am st�rksten negative
D1JNH-Wert f�r Glu34 gefunden, einen Rest am C-terminalen
Ende der a-Helix Ubiquitins, dessen Amidproton an einer
Wasserstoffbr�cke mit Ile30 beteiligt ist.[9, 21] Im Falle von
Glu34 wurde in fr�heren Studien ein hoher Wert der chemi-
schen Verschiebungsanisotropie des Amidprotons sowie ein
kleiner Wert der Deuterium-Quadrupolkopplungskonstante
(N-2H···O=C) gemessen. Beides deutet auf eine Destabili-
sierung der Wasserstoffbr�cke hin.[5, 6] Ferner kçnnen aro-
matische Gruppen, die sich in r�umlicher N�he befinden, die
1JNH-Kopplungskonstante beeinflussen (Abbildung 2c).[16,24]

Es ist jedoch wichtig zu betonen, dass die 1JNH-Kopplungen im
beweglichen C-Terminus Ubiquitins nur minimal von den
Referenzwerten abweichen (Abbildung 2 a). Dies unter-
streicht die Mçglichkeit, Wasserstoffbr�cken auf der Grund-
lage von 1JNH-Kopplungskonstanten zu identifizieren.

Eine quantenmechanische Berechnung der 1JNH-Kopp-
lungskonstante ist derzeit nicht mit ausreichender Genauig-
keit mçglich, um einen Vergleich mit experimentellen Werten
sinnvoll erscheinen zu lassen.[12] Unsere Analyse zeigt jedoch,
dass 1JNH-Werte weder mit dem Torsionswinkel 1 (aH···O=

C-N), welcher a-Helices von b-Faltbl�ttern unterscheidet,
noch mit der L�nge der Wasserstoffbr�cke korreliert (Ab-

bildung S4). Dies belegt, dass die Grçße der 1JNH-Kopp-
lungskonstante nicht einfach eine Aussage �ber Sekund�r-
strukturen ermçglicht, sondern eng mit der Pr�senz von
Wasserstoffbr�cken verbunden ist. Ein �berzeugender Beleg
hief�r findet sich im D1JNH-Muster f�r die Aminos�uren 14–
17 in Ubiquitins b-Strang 2: Positive und negative D1JNH-
Werte wechseln sich ab, in Einklang mit der Pr�senz und dem
Fehlen einer Wasserstoffbr�cke in einem b-Strang, der am
Rand eines b-Faltblatts liegt (Abbildungen 2a,c). Ein �hnli-
ches, alternierendes Muster der D1JNH-Werte wurde f�r die
am Rande liegenden b-Str�nge 2 und 3 von Protein G beob-
achtet (Abbildung S5). Der Einfluss von Wasserstoffbr�cken
auf die 1JNH-Kopplungskonstante wird auch durch einen sehr
negativen D1JNH-Wert von Leu50 in Ubiquitin unterstrichen
(Abbildung 2a,b). Leu50 befindet sich am Beginn einer
kurzen b-Biegung, und sein Amidproton bildet eine Wasser-
stoffbr�cke mit Leu43.

Der Nachweis von Wasserstoffbr�cken auf der Grundlage
von 1JNH-Kopplungskonstanten kann skalare 13C-15N-Kopp-
lugen erg�nzen, welche direkt �ber die Wasserstoffbr�cke
vermittelt werden. 3JNC-Kopplungen wurden f�r fast alle
Wasserstoffbr�cken in der a-Helix und den b-Str�ngen Ubi-
quitins detektiert, nicht aber in der 310-Helix.[9, 21] Der Grund
hierf�r liegt in der ge�nderten Geometrie von Wasserstoff-
br�cken in 310-Helices.[10] In der Tat war es nur mçglich, 3JNC-
Kopplungskonstanten in 310-Helizes von konformationell
unbeweglichen Peptiden bei sehr hohen Konzentrationen (ca.
10 mm) zu messen.[25] Demgegen�ber beobachteten wir ne-
gative D1JNH-Werte f�r die Aminos�uren 56 bis 58, im Ein-
klang mit der Pr�senz der Wasserstoffbr�cken in der 310-Helix
Ubiquitins (Abbildung 2a).

Zusammenfassend haben wir gezeigt, dass 1JNH-Kopp-
lungskonstanten in Proteinen um bis zu 1.6 Hz erhçht
werden, wenn das Amidproton an einer Wasserstoffbr�cke
beteiligt ist. Unsere Daten belegen, dass 1JNH-Kopplungs-
konstanten f�r den Nachweis von fl�chtigen Wasserstoffbr�-
cken, wie z. B. von Thr22 in Ubiquitin, welche mittels anderer
Methoden nur schwer nachzuweisen sind, von Nutzen sein
kçnnen. Wir hoffen ferner, dass unsere Studie die Grundlage
legt, um den Zusammenhang zwischen Wasserstoffbr�cken
und 1JNH-Kopplungskonstanten mittels theoretischer Studien
zu untersuchen. Wir schließen mit der Schlussfolgerung, dass
die 1JNH-Kopplungskonstante sich hervorragend f�r die Un-
tersuchung von Wasserstoffbr�cken in Proteinen eignet.

Experimentelles
1JNH-Kopplungskonstanten in hTau40 und a-Synuklein (bei pH 6.0,
278 K) wurden mittels zweidimensionaler 1JNH-modulierter HSQC-
Experimente[7] an einem Bruker Avance 900 MHz (hTau40) und
einem Bruker Avance 700 MHz (a-Synuklein) gemessen. Die Spek-
tren wurden verschachtelt aufgenommen, wobei 15 unterschiedliche
Mischzeiten verwendet wurden: 31.9 ms, 31.1 ms, 30.7 ms, 30.3 ms,
29.9 ms, 26.5 ms, 25.5 ms, 25.1 ms, 24.6 ms, 24.3 ms, 21.2 ms, 20.3 ms,
19.8 ms, 19.5 ms und 19.1 ms. Bei jeder Mischzeit wurde ein zweidi-
mensionales HSQC mit 334(15N) � 512(1H) (hTau40) und 256(15N) �
512(1H) komplexen Punkten (a-Synuklein) aufgenommen. 1JNH-
Werte wurden bestimmt, indem die Signalintensit�ten wie beschrie-
ben ausgewertet wurden.[7]
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1JNH-Kopplungskonstanten in hTau40, Ubiquitin und a-Synuklein
wurden auch mit einem selektiv entkoppelten Breitband-IPAP-
HSQC (BSD-IPAP-HSQC) gemessen,[26] in welchem langreichweiti-
ge Kopplungen wie z.B. 2JNHa, 3JNHb und 3JHNHa mittels eines
REBURP-Pulses (Bandbreite: d = 2.8 ppm; zentriert bei d =
2.4 ppm) refokusiert wurden. Der experimentelle Fehler wurde auf
der Basis von Wiederholungsmessungen zu 0.05 Hz bestimmt. 1JNH-
Kopplungskonstanten in K18 wurden mittels eines BSD-IPAP-
HSQC-Experiments an Spektrometern Bruker Avance 600 MHz und
400 MHz mit einem Z-Achsen-Gradienten-, Dreifach-Resonanz-,
Raumtemperatur-Probenkopf gemessen. Inphase- und Antiphase-
Spektren wurden mit 256(15N) � 512(1H) komplexen Punkten aufge-
nommen. 1JNH-Kopplungskonstanten in Ubiquitin wurden bei
400 MHz, 600 MHz und 900 MHz gemessen, um den Einfluss der
dynamischen Frequenzverschiebung (DFS) und dipolarer Rest-
kopplungen ber�cksichtigen zu kçnnen, welche durch die Anisotro-
pie der magnetischen Suszeptibilit�t des Proteins hervorgerufen
werden.[7] BSD-IPAP-HSQC-Experimente wurden mit 256(15N) �
512(1H) komplexen Punkten gemessen. Die Datenverarbeitung er-
folgte analog zu Lit. [26]. Vollst�ndige Methoden finden sich in den
Hintergrundinformationen.
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