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De-novo-Strukturbestimmung mit NMR-Spektroskopie auf der Basis von
dipolaren Restkopplungen**

Bernd Simon und Michael Sattler*

Die NMR-Spektroskopie ist neben der Kristallographie die
einzige Methode, mit der die Strukturen biologischer Makro-
molek¸le wie Proteine, Nucleins‰uren und deren Komplexe
mit hoher Auflˆsung bestimmt werden kˆnnen. Als einzige
Methode ermˆglicht die NMR-Spektroskopie die Bestim-
mung von Struktur und Dynamik dieser Molek¸le in Lˆsung.
Bisher wurden Strukturen NMR-spektroskopisch haupts‰ch-
lich ¸ber kurzreichweitige Proton-Proton-Abst‰nde be-
stimmt, die aus dem Kern-Overhauser-Effekt (NOE) ab-
geleitet werden. Hus et al. demonstrierten nun erstmals, dass
die Struktur eines Proteins ausschlie˚lich durch Messung der
dipolaren Restkopplungen (RDCs; engl. : residual dipolar
couplings) ermittelt werden kann, d.h. ohne die Verwendung
von NOE-Daten.[1] Wie wir im Folgenden zeigen, ist dies ein
Meilenstein in der Verwendung von RDCs f¸r die Struktur-
aufkl‰rung biomolekularer Systeme.

Die wichtigste Quelle f¸r Strukturinformationen aus NMR-
Experimenten bilden die dipolaren Wechselwirkungen zwi-
schen Protonenspins, die von den Kernabst‰nden und der
Orientierung der internuclearen Vektoren zum statischen
Magnetfeld abh‰ngen. In der Festkˆrper-NMR-Spektrosko-
pie wird die Abstands- und die Winkelabh‰ngigkeit der
dipolaren Wechselwirkungen schon lange f¸r die Charakteri-
sierung von Molek¸lstrukturen herangezogen.[2] In Lˆsung
dagegen heben sich die dipolaren Wechselwirkungen auf-
grund der schnellen wahllosen Reorientierung eines Molek¸ls
im Mittel gegenseitig auf. Allerdings f¸hrt das fluktuierende
magnetische Dipolfeld eines Kerns zur Relaxation der
Magnetisierung benachbarter Kerne. Diese Kreuzrelaxation
ist die Grundlage des NOE und h‰ngt vom Abstand r
zwischen den Kernen ab (� r�6). In Proteinen lassen sich
dar¸ber zahlreiche Proton-Proton-Abst‰nde messen (mit
einer Obergrenze von 5 ± 6 ä), die zusammen die dreidimen-
sionale Struktur festlegen. Schwierigkeiten treten dann auf,

wenn die Zahl der experimentell zug‰nglichen Abst‰nde
gering ist, z.B. zwischen strukturell unabh‰ngigen Unterein-
heiten (Dom‰nen) eines Proteins oder, aufgrund ihrer
niedrigen Protonendichte, in Nucleins‰uren. Auch ist die
relative Orientierung von r‰umlich weit entfernten Regionen
eines Molek¸ls wegen der kurzen Reichweite der dipolaren
Wechselwirkung nicht sehr pr‰zise bestimmbar.

Dipolare Restkopplungen

Die Schwierigkeiten bei der Strukturbestimmung durch
NOE-Experimente kˆnnen durch RDC-Daten ausgeglichen
werden. Ein Molek¸l in einem verd¸nnten fl¸ssigkristallinen
Medium ist teilweise ausgerichtet. Infolgedessen mitteln sich
die dipolaren Wechselwirkungen nicht mehr vollst‰ndig aus,
und es resultiert eine kleine, zus‰tzliche Aufspaltung der
NMR-Signale. Tjandra und Bax demonstrierten, dass die
RDCs Strukturinformationen enthalten, da sie Projek-
tionswinkel von Bindungen (beispielweise von N-H-Peptid-
bindungen) in einem molek¸lfesten Koordinatensystem lie-
fern (Abbildung 1).[3] Da man den Grad der Orientierung
klein halten kann, findet nach wie vor eine schnelle Re-
orientierung des Molek¸ls statt, sodass die Linienbrei-

Abbildung 1. Teilweise Ausrichtung eines Proteins in einem verd¸nnten
fl¸ssigkristallinen Medium. Oberhalb einer bestimmten Temperatur rich-
ten sich die scheibchenfˆrmigen Bicellen (in gr¸n) im statischen Magnet-
feldB0 aus. Dies f¸hrt zu dipolaren Restkopplungen, die von denWinkeln �

und � der Vektoren zwischen den dipolar gekoppelten Kernen (bei-
spielsweise der N-H-Bindung) abh‰ngen.
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ten im NMR-Spektrum weitgehend unbeeintr‰chtigt bleiben.
Die in den RDCs enthaltene Strukturinformation ist damit
zug‰nglich, ohne dass man die in Festkˆrperspektren beob-
achteten gro˚en Linienbreiten in Kauf nehmen m¸sste. Der
geringe Grad der Ausrichtung (ca. 10�3) wird durch sterische
und/oder elektrostatische Wechselwirkung des Molek¸ls in
einer verd¸nnten fl¸ssigkristallinen Phase verursacht, kann
aber auch aus derWechselwirkung des statischenMagnetfelds
mit der anisotropen magnetischen Suszeptibilit‰t des Mole-
k¸ls resultieren. Heutzutage stehen diverse fl¸ssigkristalline
Medien wie Lipid-Bicellen oder Phagen zur Verf¸gung, mit
denen sich an nahezu jedem Molek¸l RDC-Messungen
durchf¸hren lassen.[4]

Die unvollst‰ndige Ausmittelung der dipolaren Kopplun-
gen in einer anisotropen Phase wird durch einen Ordnungs-
tensor beschrieben. Diese πSaupe-Ordnungsmatrix™ ist ein
symmetrischer Tensor zweiter Ordnung, dessen Spur ver-
schwindet und der damit durch f¸nf unabh‰ngige Parameter
beschrieben werden kann. Im Hauptachsensystem des Ord-
nungstensors gen¸gen zwei Tensorparameter (die axiale (Aa)
und rhombische (Ar) Komponente) und die Polarkoordinaten
(rij, �, �) des Verbindungsvektors der Spins (i, j) zur
Berechnung der RDC-Werte Dij (unter Vernachl‰ssigung
von interner Dynamik) [Gl. (1)]:

Dij � kij[Aa(3cos2�� 1)� 3³2Ar sin2�cos(2�)] (1)

Dabei ist kij���i�j�0h/(16�3r3ij� ; � ist das gyromagnetische
Verh‰ltnis, rij der als konstant angenommenen Abstand
zwischen den dipolar koppelnden Kernen.

Strukturelle Parameter aus RDC-Daten

Um die Strukturinformationen aus den RDC-Messungen
zu erhalten, m¸ssen die Projektionswinkel der internuclearen
Vektoren ermittelt werden. Sofern f¸r ein Molek¸lfragment
f¸nf oder mehr unabh‰ngige RDCs gemessen werden, l‰sst sich
der Ordnungstensor bestimmen. Zwei Ans‰tze zur Verwendung
der Strukturinformationen aus RDCs wurden vorgeschlagen:
1) Bei der Strukturbestimmung wird f¸r die RDCs ein

Pseudoenergiepotential in die Molek¸ldynamikrechnung/
simuliertes Tempern implementiert.[5] Die Orientierung
des Ordnungstensors wird durch Minimierung der Diffe-
renz zwischen den experimentellen und berechneten
RDCs optimiert. Der Betrag des Ordnungstensors (Aa

und Ar) kann zuvor aus der Verteilung der gemessenen
RDCs abgeleitet werden;[6] dieser wird bei der Struktur-
rechnung entweder konstant gehalten oder optimiert.[7]

Wie k¸rzlich gezeigt wurde, ist eine Strukturverfeinerung
mit RDC-Daten auch ohne vorherige Kenntnis des Ord-
nungstensors mˆglich.[8]

Die Abweichungen zwischen berechneten und gemessenen
RDCs legen einen Qualit‰tsfaktor Q fest, der damit ein Ma˚
ist f¸r die G¸te der Strukturbestimmung [Gl. (2)]:[9, 10]

Q �
���������������������������������������� �Dexp�

ij � Dber�
ij �2� �Dexp�

ij �2
�

(2)

2) Der Ordnungstensor und die Bindungsprojektionswinkel
kˆnnen durch Angleich einer vorgegebenen Struktur an

die experimentellen RDCs simultan bestimmt werden. In
diesem Fall l‰sst sich das System linearer Gleichungen, das
die gemessenen RDCs mit dem Ordnungstensor und den
Projektionswinkeln verbindet, mit einer Singul‰rwertzer-
legung genannten Methode numerisch lˆsen.[11] Ein Ver-
gleich der Ordnungstensoren verschiedener Dom‰nen
eines Proteins liefert so Informationen ¸ber deren relative
Orientierung und Dynamik.
F¸r beide Verfahren konnte gezeigt werden, dass die G¸te

von Strukturbestimmungen aus NMR-Messungen durch Ver-
wendung von RDC-Daten enorm gesteigert werden kann.
Insbesondere die relative Orientierung und die Dynamik
einzelner Dom‰nen in Biomakromolek¸len lassen sich auf
diese Weise wesentlich besser charakterisieren.[4, 5, 12]

Der praktische Nutzen von RDC-Messungen konnte auch
in Anwendungen demonstriert werden, bei denen nur wenige
NOE-Daten zur Verf¸gung stehen oder bei denen struktu-
relle Informationen vorab bekannt sind.[4] Beispiele sind die
Verfeinerung von Homologiemodellen, das Docking zweier
Proteine bekannter Struktur oder die Bestimmung von
Terti‰rstrukturen in Verbindung mit einer Fragmentsuche in
der Proteinstrukturdatenbank (PDB). Durch Kombination
mit der zu erwartenden vollst‰ndigen Charakterisierung aller
mˆglichen r‰umlichen Terti‰rstrukturmotive aus systemati-
schen Proteinstrukturprojekten (structural genomics), kann
die dreidimensionale Anordnung eines Proteins auf diese
Weise schnell und effizient von einer bekannten homologen
Struktur abgeleitet werden. Diese Methode auf RDC-Basis
kann man als das πNMR-æquivalent™ zum molekularen
Ersatz auffassen, einer Methode, die mit gro˚em Erfolg in
der Kristallstrukturanalytik eingesetzt wird.

De-novo-Strukturbestimmung aus RDC-Daten

Mit den bisher beschriebenenAns‰tzen ist es nicht mˆglich,
die Struktur eines Proteins ausschlie˚lich anhand von RDC-
Daten zu bestimmen, d.h. ohne zus‰tzliche Strukturinforma-
tion aus beispielsweise NOE-Experimenten. Dies ist eine
Folge der Entartung der gemessenen RDCs bez¸glich der
Orientierung der internuclearen Vektoren. Wie man anhand
von Gleichung (1) sieht, gehˆren zu einer gegebenen RDC
unendlich viele mˆgliche Kombinationen der Winkel � und �.
Die infinite Menge von Lˆsungen f¸r die Projektionswinkel
(�, �) f¸r eine gegebene RDC kann auf zweierlei Weise
reduziert werden: 1) durch Messung mehrerer RDCs zwi-
schen Kernen eines festen Molek¸lfragments wie der Peptid-
ebene; 2) durch Kombination von RDC-Daten aus Messun-
gen in mindestens zwei anisotropen Medien mit unterschied-
lichen Ordnungstensoren.[13, 14] Durch die Messung von f¸nf
RDCs in einem planaren oder chiralen Molek¸lfragment wird
dessen Orientierung bis auf eine acht- bzw. vierfache Ent-
artung definiert. Selbst bei einem chiralen Fragment verblei-
ben vier mˆgliche Orientierungen, da die Vorzeichen von �

und � in Gleichung (1) unabh‰ngig voneinander invertiert
werden kˆnnen, ohne dass sich der Wert der RDCs ‰ndert.
Die Entartung l‰sst sich nun weiter aufheben, indem man
RDCs in einem zweiten Orientierungsmedium misst. Da-
durch wird die Entartung einer planaren Struktureinheit wie
der Peptidbindung reduziert auf die tats‰chliche und die
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spiegelbildliche Orientierung, und ein chirales Motiv l‰sst sich
eindeutig bestimmen.

Blackledge und Mitarbeiter f¸hrten erfolgreich die De-
novo-Bestimmung der Faltung eines kleinen Proteins unter
ausschlie˚licher Verwendung von RDC-Daten durch (Abbil-
dung 2).[1] Ihr Ansatz enthielt einen Algorithmus auf der

Abbildung 2. Flussdiagramm f¸r die De-novo-Strukturbestimmung einer
Proteinkette auf der Basis von RDC-Daten.[1] A) Zwei Ordnungstensoren
und die Orientierung aller Peptidebenen des Proteins werden aus RDCs
(rote Linien) ermittelt, die zwischen den Kernen in der Peptidebene
gemessen werden. Die lokale Optimierung definiert die Orientierung aller
n Peptidebenen im Protein. Die tats‰chliche und die spiegelbildliche
Orientierung kˆnnen auf dieser Stufe noch nicht unterschieden werden.
B) Die Information ¸ber die lokale Orientierung jeder Peptidebene wird
f¸r die schrittweise Konstruktion der Peptidkette verwendet. Die zwei-
fache Entartung der Orientierung der Peptidebenen wird unter Verwen-
dung der RDCs der C�-Atome aufgehoben. ‹berlagert man die so
erhaltene Peptidkette (rot) mit der hochaufgelˆsten NMR-Struktur von
Ubiquitin (PDB Strukturdatenbankeintrag 1d3z,[10] blau), so zeigt sich, dass
die Terti‰rstruktur des Proteins bis auf wenige lokale Abweichungen
eindeutig definiert ist. C) Zuletzt wird die Struktur mit einer Molek¸ldy-
namikrechnung optimiert, in die alle gemessenen RDCs eingehen. Die
daraus resultierende R¸ckgratstruktur des Ubiquitins (gr¸n) ist praktisch
identisch mit einer konventionell bestimmten Struktur (blau).

Basis der Methode der kleinsten Quadrate, mit dem die
Orientierung der Peptidebene anhand von RDCs in zwei
verschiedenen Ausrichtungsmedien bestimmt werden kann.
Die verschiedenen Peptidebenen werden sequentiell anein-
andergesetzt und auf der Basis von RDCs am chiralen
Verkn¸pfungspunkt (C�) zweier benachbarter Peptidebenen
(Abbildung 2A) eindeutig ausgerichtet. Dadurch ist in den
meisten F‰llen die Orientierung der Peptidebene (i� 1)
relativ zur Peptidebene des Restes (i) eindeutig festgelegt.
Wenn RDC-Daten fehlen (z.B. f¸r Prolinreste), kann die
Orientierung unter Einbeziehung von Informationen f¸r
benachbarte Reste bestimmt werden. Nach diesem ersten
πtracing™ der Peptidkette wird die Konformation unter
Verwendung aller gemessener RDCs in einer Molek¸ldyna-
mikrechnung/simuliertes Tempern wie oben beschrieben
optimiert (Abbildung 2B). Blackledge undMitarbeiter haben
dieses Verfahren an dem Protein Ubiquitin angewendet. Im
schwierigsten Fall konnte dabei eine Sequenz von zwei
Prolinresten, f¸r die nur sehr wenige experimentelle Informa-
tion zur Verf¸gung stand, erfolgreich bestimmt werden. Die
daraus resultierende, allein durch RDC-Daten bestimmte
Peptidr¸ckgratkonformation von Ubiquitin ist praktisch
identisch mit der Struktur, die auf einem vollst‰ndigen
NOE-Datensatz basiert (Abbildung 2C).

Blackledge und Mitarbeitern ist damit ein entscheidender
Durchbruch f¸r die Anwendung von NMR-Methoden in der
Strukturanalytik in fl¸ssiger Phase gelungen. Die De-novo-
Strukturbestimmung durch RDCs ist schnell und effizient.
Dipolare Restkopplungen sind als Effekt erster Ordnung um
eine Grˆ˚enordnung st‰rker als NOEs, die das Ergebnis einer
Stˆrung zweiter Ordnung durch dipolare Kopplungen sind.
Aus diesem Grund sind NMR-Experimente zur Messung von
RDCs sehr empfindlich. RDCs zwischen heteronuclearen
Spins lassen sich auch bei geringer Probenkonzentration
einfach ermitteln. Zusammen mit j¸ngsten Entwicklungen in
der NMR-Methodik (TROSY)[15] und der Messger‰tetechnik
(supraleitende Empf‰ngerspulen) sowie mit Verfahren zur
Isotopenmarkierung werden NMR-Untersuchungen von Sys-
temen mit hohem Molekulargewicht erleichtert. Die Verwen-
dung von RDCs wird damit in Zukunft die Bestimmung der
Terti‰rstruktur grˆ˚erer Proteine und ihrer Komplexe ermˆg-
lichen.

In der bisherigen Diskussion wurde der Einfluss der
internen Dynamik auf die gemessenen RDCs vernachl‰ssigt.
Schon fr¸here Untersuchungen zeigten allerdings, dass sich
durch RDC-Messungen Einblick in die Beweglichkeit von
Biomolek¸len gewinnen l‰sst, insbesondere in die Dynamik
im Millisekundenbereich ± einer Zeitskala, die ¸ber andere
NMR-Parameter nur schwer zug‰nglich ist.[16] Die struktu-
relle und dynamische Beschreibung von Biomolek¸len mit
RDC-Daten ist komplex, aber erste Studien sind viel ver-
sprechend und lassen auf weitere Anwendungsmˆglichkeiten
von RDC-Experimenten zur Charakterisierung der internen
Bewegungen von Proteinen hoffen.[17, 18]
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