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ABSTRACT

The effect of hydrostatic pressures on the protein ubiquitin has been studied in situ to

500 MPa with one- and two-dimensional !H NMR methods.

A high pressure NMR probe for a 300 MHz widebore magnet was constructed
which is capable to suppress the solvent resonance in H,O samples. Thus, the amide pro-
ton signals become accessible that reflect the protein’s structural elements. Based on
electronic measurements, an analytical description is given of five successfully tested
resonant circuits for 'H observation with 2H lock. Probe sensitivity benefits from capaci-
tors that are mounted at the NMR coil inside the pressure vessel. The electric
feedthrough into the vessel behaves essentially like a 50 €2 coaxial transmission line and

transforms attached impedances accordingly.

A tentative ‘phase diagram’ of ubiquitin is presented. It maps the molecule’s confor-
mations on the experimental conditions in order to resolve the interplay of different
denaturants. Pressure-induced unfolding of ubiquitin at pH 2.0 and 27°C was studied in
detail with 2D NMR methods. Denaturation curves were obtained from H*HN cross-
peak intensities in completely assigned TOCSY spectra. Reaction volumes, denaturation
pressures, and reversibility were determined for individual residues, covering 62% of the
protein backbone. Ubiquitin unfolds in an uniform two-state transition. For a 10 mM
sample, the reaction volume m is -43.0 £ 0.8 mL/mol with the overall transition mid-

point Py ,, being at 275.9 £ 1.8 MPa. Reversibility after decompression is 80%.

No intermediate states were detectable from chemical shift displacements or NOEs.
The conformation at high pressure appears to be close to a random coil with few spectral
differences to other unfolded states of ubiquitin. It is different from the partially unfolded
‘A-state’ in 60% methanol.

The Gibbs free energy difference of 11.9 kJ/mol between native and unfolded state
for 10 mM ubiquitin is less than for denaturation under the influence of heat, methanol,
guanidinium, or urea. Compressed water is apparently a very efficient denaturant. Pres-

sure shows no specific interaction with any particular target in this protein.
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ZUSAMMENFASSUNG

Der Effekt von hohem hydrostatischen Druck auf das Protein Ubiquitin ist in situ mit

ein- und zweidimensionalen 1H-NMR-Methoden untersucht worden.

Es wurde ein Hochdruck-NMR-Probenkopf fiir einen 300 MHz Widebore-Magne-
ten konstruiert, der die Unterdriickung des Losungsmittelresonanz in H,O-Proben
ermoglicht. Damit werden die Signale der Amidprotonen zugéinglich, welche die Struk-
turelemente eines Proteins widerspiegeln. Gestiitzt auf elektronische Messungen wird
eine analytische Beschreibung fiir fiinf erfolgreich getestete Schwingkreise mit H-
Beobachtung und ’H-Lock gegeben. Dank Kondensatoren an der NMR-Spule im Druck-
behilter verbessert sich die Empfindlichkeit. Die Durchfiilhrung in die Druckkammer
verhilt sich im wesentlichen wie ein 50 Q Koaxialkabel und transformiert angeschlos-

sene Impedanzen entsprechend.

Ein provisorisches ‘Phasendiagramm’ fiir Ubiquitin wird prisentiert. Es ordnet die
Konformationen des Molekiils den experimentellen Bedingungen zu, um das Wechsel-
spiel verschiedener Denaturierungsmittel zu verdeutlichen. Die druckinduzierte Entfal-
tung des Ubiquitins bei pH 2.0 und 27°C wurde mit 2D NMR-Methoden im Detail
untersucht. Denaturierungskurven wurden anhand von H*-HN Kreuzpeak-Intensitéten in
vollstindig zugeordneten TOCSY-Spektren ermittelt. Reaktionsvolumina, Entfaltungs-
driicke und Reversibilitit wurden fiir die einzelnen Aminosduren in 62% des Riickgrates
berechnet. Ubiquitin entfaltet sich in einem einheitlichen Zwei-Zustands-Ubergang. Fiir
eine 10 mM Probe betrégt das Reaktionsvolumen A_rﬁ 43.0 £ 0.8 mL/mol mit einem
gesamthaften Mittelpunkt PT—/Z des Ubergangs bei 275.9 + 1.8 MPa. Die Reversibilitit
nach Dekompression betrigt 80%.

Anhand von Anderungen der chemischen Verschiebungen oder in NOEs waren
keine Zwischenzustinde zu erkennen. Die Konformation unter Druck scheint einer
zufillig geformten Kette zu dhneln und zeigt geringe spektralen Unterschiede zu anderen

entfalteten Zustidnden des Ubiquitin. Sie ist verschieden vom teilentfalteten ‘A-Zustand’
in 60% Methanol.

Die freie Enthalpie von 11.9 kJ/mol zwischen natiirlichem und entfaltetem Zustand
fur 10 mM Ubiquitin ist geringer als bei Denaturierung mit Wirme, Methanol, Gua-

nidinium oder Harnstoff. Komprimiertes Wasser ist offenbar ein effizientes Denaturie-
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rungsmittel. Der Druck zeigt keine spezifische Wechselwirkung mit irgendeinem

bestimmten Angriffspunkt im Protein.



