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Die NMR-Spektroskopie ist eine be-
wihrte Methode zur Charakterisierung
der dreidimensionalen Struktur, der
Dynamik und der molekularen Wech-
selwirkungen von Biomakromolekiilen.
Etwa 20% der Strukturen in der Pro-
teindatenbank (http://www.rcsb.org/
pdb) wurden NMR-spektroskopisch be-
stimmt. Internationale Strukturgeno-
mik-Projekte verwenden sowohl Ront-
genbeugung als auch NMR-Spektrosko-
pie zur Bestimmung von Proteinstruk-
turen.! Die Effizienz der biomolekula-
ren NMR-Spektroskopie ist durch die
Messzeiten limitiert, die benotigt wer-
den, um einen kompletten Datensatz
aus mehrdimensionalen NMR-Experi-
menten zur Strukturbestimmung zu er-
halten. Lange Messzeiten waren bisher
erforderlich fiir die Verbesserung des
Signal/Rausch-Verhiltnisses in den
Spektren sowie fiir ausreichende spek-
trale Auflosung in den indirekt detek-
tierten Dimensionen eines mehrdimen-
sionalen NMR-Experiments.
Kontinuierliche Verbesserungen der
NMR-Gerite, etwa durch die Einfiih-
rung von Magneten sehr hoher Feld-
stirken und von Kryoprobenkopfen,
haben die Empfindlichkeit erheblich
verbessert. Daher konnte die Messzeit
oft signifikant verkiirzt werden, wenn
es gelidnge, die Auflosung in den indi-
rekten Dimensionen mehrdimensiona-
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ler NMR-Experimente zu optimieren.
Kim und Szyperski haben nun ein ge-
nerelles Verfahren fiir die Aufnahme
von NMR-Spektren vorgestellt, bei dem
die Dimensionalitidt von mehrdimensio-
nalen NMR-Experimenten reduziert
wird.” Diese GFT-NMR-Spektroskopie
genannte Methode fiihrt zu einer dras-
tischen Reduktion der Messzeiten, ohne
die Auflosung in den indirekten Dimen-
sionen zu limitieren. Sie kann immer
dann angewendet werden, wenn die
Messzeit fiir ein NMR-Experiment
nicht durch Empfindlichkeit, sondern
durch spektrale Auflésung limitiert ist.

Mehrdimensionale
NMR-Spektroskopie

Die NMR-spektroskopische Struk-
turbestimmung umfasst zwei Schritte:
Im ersten werden alle chemischen Ver-
schiebungen sequentiell zugeordnet, im
zweiten werden Strukturinformationen
aus Kern-Overhauser-Effekten (,,nuc-
lear Overhauser effects”, NOEs) sowie
skalaren und residualen dipolaren
Kopplungen abgeleitet.* Die Zuord-
nung von chemischen Verschiebungen
und NOEs wird durch Uberlagerungen
der mit dem Molekulargewicht wach-
senden Zahl an Signalen erschwert. Vor
etwa 15 Jahren wurden effiziente Ver-
fahren zur vollstindigen Isotopenmar-
kierung von Proteinen mit *C und “N
eingefiihrt. Dies ermoglicht es, hetero-
nucleare Korrelationsexperimente zu
verwenden, um Signaliiberlagerungen
in den 'H-NMR-Spektren zu umge-
hen.”! Dabei wird die Magnetisierung
eines Protons [ auf einen direkt gebun-
denen Heterokern S, (“C oder "“N)
durch groBe 'J-Kopplungen iibertragen.
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Im einfachsten Fall erhélt man ein zwei-
dimensionales Spektrum, in dem die
chemischen Verschiebungen von Pro-
tonen und direkt gebundenen Hetero-
kernen miteinander korreliert werden.
Seit der Einfithrung von mehrdimensio-
nalen, d.h. drei-" oder vierdimensio-
nalen!"”! Experimenten wurde eine Viel-
zahl an NMR-Pulssequenzen entwi-
ckelt,'!l die es ermoglichen, die 'H-,
BC- und ""N-NMR-Signale eines Pro-
teins iiber direkte 'J-Kopplungen mit-
einander zu korrelieren.['”

Ein zweidimensionales (2D) I,S-
Korrelationsexperiment besteht aus ei-
ner Folge von Radiofrequenzpulsen und
Delays, die den Transfer von Magneti-
sierung zwischen den Spins / und §
bewirken. Die chemischen Verschiebun-
gen der S-Kerne werden in einer indi-
rekten (digitalisierten) Evolutionszeit ¢,
aufgenommen. Dabei wird das Delay, in
dem die Evolution der chemischen Ver-
schiebungen der S-Kerns stattfindet,
schrittweise inkrementiert. Dies fiihrt
wihrend #, zu einer Modulation des
NMR-Signals mit den Frequenzen der
S-Kerne. Nach dem Magnetisierungs-
transfer wird die chemische Verschie-
bung der /-Kerne wéhrend ¢, direkt
detektiert. Fourier-Transformation ent-
lang beider Zeitachsen fiihrt zu einem
2D-Spektrum mit den chemischen Ver-
schiebungen der S- und [-Spins als
Achsen.

Dieses Konzept ldsst sich leicht
durch die Einfiihrung zusétzlicher indi-
rekter Zeitdoménen auf mehr als zwei
Dimensionen erweitern.””! Ein dreidi-
mensionales  [,S,7-Korrelationsexperi-
ment ergibt sich z.B. aus den Magneti-
sierungstransfers und den Evolutionen
der chemischen Verschiebungen von
drei unterschiedlichen Kernen 7, S und
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T (Abbildung 1a). Fiir optimale Emp-
findlichkeit werden {blicherweise Pro-
tonenspins angeregt und detektiert.[
Mit der Einfithrung zusétzlicher indi-
rekter Zeitdimensionen nimmt die Ge-
samtmesszeit eines NMR-Experiments
drastisch zu, da fiir die Messung von m
Zeitpunkten in einer indirekten Dimen-
sion eines N-dimensionalen Experi-
ments m (N—1)-dimensionale Spektren
aufgenommen werden miissen. Die Ge-
samtmesszeit ist bestimmt durch die
Zahl der pro indirekter Dimension auf-

derholungen) pro Messpunkt (Ng) und
die Dauer eines Scans, typischerweise
etwa eine Sekunde. Mit Ng=1 und 60
Punkten pro indirekter Dimension er-
gibt sich so eine minimale Messzeit von
einer Minute (60 x 1 s) fiir ein 2D-, einer
Stunde (60 x 60 x 1 s) fiir ein 3D-, 2.5 Ta-
gen fiir ein 4D- und knapp einem halben
Jahr fiir ein 5D-Spektrum. Selbst mit
diesen Minimalanforderungen sind 5D-
Spektren also nicht praktikabel; daher
werden iiblicherweise nur Spektren mit
bis zu vier Dimensionen aufgenommen.

Die minimale Messzeit wird weiter-
hin durch das Signal/Rausch(S/R)-Ver-

genommenen Zeitpunkte (i), die Zahl
der gemittelten Scans (Experimentwie-
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Abbildung 1. Schematische Darstellung a) eines 3D-NMR-Experiments und b) eines entspre-
chenden (3,2) D-RD-NMR-Experiments mit reduzierter Dimensionalitit (RD), in dem die Spins
der Kerne I, S und T korreliert werden. Wihrend der Priparationsphase bildet sich die Gleichge-
wichtsmagnetisierung aus. Die chemischen Verschiebungen der S- und T-Kerne werden in indi-
rekten Evolutionszeiten aufgenommen, die der I-Kerne werden direkt wihrend der Akquisition
detektiert. Im (3,2) D-RD-Experiment ist die Evolution der chemischen Verschiebung der S-Kerne
projiziert, wihrend die chemischen Verschiebungen der Kerne Tund S simultan in t, aufgenom-
men werden. Quadraturdetektion fiir S und T wird durch Anwendung der Mischsequenzen mit
Phasen (@5 und @) 0° und 90° erreicht. Somit ergeben sich zwei Signalpaare mit Cosinus- und
Sinusmodulation (Abbildung 1c). Im (3,2) D-GFT-Experiment wird das Zentralsignal in einem zu-
sétzlichen Experiment ohne Verschiebungsevolution der S-Kerne wihrend t, detektiert. Dadurch
ergibt sich ein Zentralsignal bei 27 in w,. ¢) Quadraturdetektion im (3,2) D-GT-Experiment erfor-
dert Linearkombination von vier verschiedenen t,-Signalen; R und | bezeichnen Real- bzw. Imagi-
narteil. Die 90°-Phasenverschiebung zwischen den Signalen 1,1V gegenuber 11,111 ist zu beachten.
Im ersten Schritt werden die cosinus- und sinusmodulierten Signale der T-Kerne zur Quadratur-
detektion der T-Spinfrequenzen kombiniert. Danach werden die beiden so erhaltenen Zeitsignale
mit einer G-Matrix (flir K=1) multipliziert und ergeben zwei phasenempfindliche Signale bei
den Frequenzen Q;+ £;. Alternativ kann die Linearkombination in der Frequenzdomane vorge-
nommen werden (d).
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héltnis bestimmt. Fiir gewohnlich wer-
den Ng Wiederholungen pro Messpunkt
einer gegebenen NMR-Pulssequenz
aufaddiert. Die Signale erscheinen in
allen Ng Wiederholungen an identischen
Positionen, sodass die Signalhohe Ns-
mal der Intensitidt im Einzelexperiment
entspricht, wohingegen das Rauschen
lediglich mit der Quadratwurzel der
Zahl der Scans zunimmt. Daher nimmt
das S/R-Verhiltnis proportional mit
Ng zu.

NMR-Spektroskopie mit
reduzierter Dimensionalitdit

Bis vor kurzem erforderten 3D-Ex-
perimente wegen des schlechten Signal/
Rausch-Verhiltnisses Messzeiten von 2—
3 Tagen. Die Gesamtmesszeit wurde
durch das S/R-Verhiltnis bestimmt
(empfindlichkeitslimitiert), was die Auf-
nahme einer ausreichenden Zahl an
Punkten in den indirekten Dimensionen
ermoglichte. Erhebliche Verbesserun-
gen der NMR-Instrumentierung iiber
die letzten Jahre haben die intrinsische
Empfindlichkeit um den Faktor 3-5
erhoht, sodass mit 9- bis 25fach kiirzerer
Messzeit ein vergleichbares S/R-Ver-
héltnis erreicht wird und 3D-Experi-
mente in weniger als einem Tag durch-
gefiihrt werden konnen. Um ausreichen-
de spektrale Auflosung in den indirek-
ten Dimensionen zu erzielen, sind
langere Messzeiten dennoch erforder-
lich, daher werden diese Experimente
als auflosungslimitiert bezeichnet. Ne-
ben verschiedenen Strategien zur opti-
mierten Aufnahme der Messpunkte in
indirekten Dimensionen, wie nichtlinea-
rer Datenpunktsammlung™'¥ oder si-
multaner Aufnahme,>'7 wurde auch
die Reduzierung der Dimensionalitét
schon vor zehn Jahren vorgeschla-
gen.[l&lt)J

In Experimenten mit reduzierter
Dimensionalitit (RD) werden nach
dem Prinzip der Akkordeon-Spektro-
skopiel® zwei oder mehr®?*?! indirekte
Zeitdimensionen gemeinsam aufgenom-
men, indem die entsprechenden Zeitin-
tervalle synchron inkrementiert werden
(Abbildung 1b). Damit werden K indi-
rekte Dimensionen des ND-Experi-
ments auf N—K Dimensionen im RD-
Experiment projiziert. Durch Quadra-
turdetektion (siche folgenden Ab-
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schnitt) der Experimente I und II (Ab-
bildung 1c¢) ldsst sich das Vorzeichen der
Frequenz in einer der indirekten Zeit-
doménen bestimmen (£, in Abbil-
dung 1). Die K projizierten Dimensio-
nen fiithren zu zusitzlichen cosinusmo-
dulierten Signalen in der Zeitdoméne,
die in den Spektren als Kreuzsignale mit
den Frequenzen Q,+0Q,+Q; ... +
Qg4 auftreten. Man erhélt daher im
Spektrum Signalverdopplungen an Po-
sitionen der Summen- und der Diffe-
renzfrequenzen der simultan inkremen-
tierten indirekten Dimensionen. Ein
3D-Experiment mit einer Signalkoordi-
nate bei (24,252, in den drei Fre-
quenzdimensionen w,, w,, w; (Abbil-
dung 2a) reduziert sich beispielsweise
auf ein 2D-Experiment mit den beiden
Signalkoordinaten (2;+ Q592,) und
(2;—92492)) in (w,, ,) des RD-Experi-
ments (Abbildung 2¢). Das 2D-RD-
Aquivalent eines SD-Experiments ent-
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hilt acht Signale, die 2 x2 x2 Summen-
und Differenzfrequenzen von drei si-
multan inkrementierten Dimensionen.
Im Allgemeinen ergeben sich 2X Signale
in der indirekten Dimension eines
(N,N—K)D-RD-Experiments mit K+ 1
simultan aufgenommenen (K projizier-
ten) Dimensionen im Vergleich zum
konventionellen ND-Experiment.

Reduzierte Dimensionalitdt mit
voller Quadraturdetektion:
GFT-NMR-Spektroskopie

Signifikante Nachteile dieser Imple-
mentierung von RD-Experimenten sind
die Reduktion des S/R-Verhiltnisses um
V2K im (N,N—K)D-RD-Experiment so-
wie zuséitzliche Signaliiberlagerungen
im Vergleich zum entsprechenden ND-
Experiment. Diese resultieren aus der
Cosinusmodulation einer projizierten

®
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Abbildung 2. Schematischer Vergleich der konventionellen und der RD-Implementierung eines
3D-Experiments fiir zwei Drei-Spin-Systeme (blau und rot), deren I-Kerne die gleiche Verschie-
bung haben, mit den Resonanzfrequenzen Q Q, Q, Q¢ und Q,. a) Signal im konventionellen
3D-FT-NMR-Experiment. b) Die Frequenzen des 3D-Experiments kénnen eindeutig aus zwei 2D-
Projektionen abgeleitet werden, falls keine Signaltberlagerungen vorliegen. Andernfalls sind die
Frequenzen in den verschiedenen Dimensionen nicht korrelierbar, und das partiell tiberlagerte
Spinsystem kann nicht eindeutig zugeordnet werden. c) In einem RD-Experiment werden die
Frequenzen der Spins der T- und S-Kerne als Summen und Differenzen der chemischen Ver-
schiebungen gemessen (links). Die eindeutige Bestimmung der zugrunde liegenden Frequenzen
wird auch im Fall von entarteten chemischen Verschiebungen durch die Aufnahme eines Zentral-
signalspektrums (rechts) erméglicht, in dem die chemische Verschiebung der S-Kerne wihrend
t; nicht evolviert. d) Spektren eines (3,2) D-GFT-Experiments. Nach Linearkombination (Multipli-
kation mit einer G-Matrix in der Zeitdomine, siehe Abbildung 1c¢) ergeben sich zwei Signale bei
der Summe und bei der Differenz der T- und S-Spinfrequenzen. Zur Extraktion der chemischen
Verschiebungen im Fall von Entartungen wird das entsprechende Zentralsignalspektrum beno-
tigt (rechte Spalte).
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Zeitdomine, die zu einer Signalver-
dopplung fithrt. Dadurch wird auch die
Signalintensitit um 1/(2X) in einem
(N,N-K)D-Experiment reduziert (Ab-
bildung 2¢). Wird jedoch ein zweites
Spektrum mit Sinusmodulation aufge-
nommen und damit eine der Dublett-
komponenten invertiert, dann werden
durch Addition und Subtraktion der
beiden cosinus- und sinusmodulierten
Datensitze zwei Spektren mit jeweils
nur einem Signal erhalten (Abbil-
dung 1c). Da die urspriinglichen Dub-
lettkomponenten aufaddiert werden,
verbessert sich das S/R-Verhiltnis um
V2 gegeniiber dem RD-Experiment.
Dieses Verfahren entspricht der Quad-
raturdetektion und wird routineméfig
fiir die Bestimmung der Vorzeichen der
Frequenzen in den indirekten Dimen-
sionen konventioneller NMR-Spektren
verwendet.l”! Eine verbesserte Imple-
mentierung von RD-Experimenten ver-
wendet daher Quadraturdetektion in
allen simultan inkrementierten Zeitdo-
minen.?2 Cosinus- und Sinusmodu-
lation des Zeitsignals werden durch
unabhingige 90°-Drehung der Phase
der Radiofrequenzpulse vor jeder indi-
rekten Evolutionszeit eingestellt (Expe-
rimente I bis IV in Abbildung 1¢). In
einem (3,2)D-RD-Experiment (Abbil-
dung 1b, 2¢) wird fiir die 7-Spins kon-
ventionelle Quadraturdetektion ange-
wendet. Zur vollstdndigen Quadratur-
detektion werden zwei weitere Daten-
sdtze mit sinusmodulierter Evolution
der chemischen Verschiebung der S-
Spins aufgenommen. Nach Fourier-
Transformation ergeben sich Inphase-
und Antiphase-Dubletts bei den Fre-
quenzen Q;+ Qg Durch Linearkombi-
nation der beiden Datensétze erhilt
man zwei Spektren mit einem Signal
bei Q2+ Q24 bzw. 2,—Q (Abbildung 1¢
und d, 2d). Im (N,N—K)D-RD-Experi-
ment werden 2% Linearkombinationen
gebildet. Die entsprechenden Transfor-
mationen konnen in Matrixform darge-
stellt werden und sind ein Teil der von
Kim und Szyperski eingefiihrten G-
Matrix. Eine 2 x2-Matrix fiir die ent-
sprechende Linearkombination der Sig-
nale in der Zeitdomine eines (3,2)D-
RD-Experiments ist in Abbildung 1c
gezeigt. Fourier-Transformation der so
editierten Zeitsignale fithrt zu einem
Satz von Basisspektren mit Singuletts
bei allen Summen- und Differenzfre-
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quenzen der indirekten Zeitdomidnen
(Abbildung 2d, links und Mitte). Wird
die volle Quadraturdetektion verwen-
det, dann erhdlt man im (N,N—K)D-
RD-Experiment das gleiche Signal/
Rausch-Verhiltnis wie im entsprechen-
den konventionellen ND-Experiment,
da dort ebenfalls Quadraturdetektion
in allen indirekten Dimensionen ver-
wendet wird.

Im RD-Experiment geht jedoch In-
formation verloren, wenn die Resonanz-
frequenzen in allen (N—K—1) konven-
tionell aufgenommenen Dimensionen
tiberlagern, da nur Summen- und Diffe-
renzfrequenzen gemessen werden und
nicht die einzelnen Frequenzen in sepa-
raten Dimensionen wie im ND-Experi-
ment. In solchen Fillen erkennt man im
RD-Experiment zwar zwei Signale mit
teilweiser Frequenzentartung — die zu-
grunde liegenden Frequenzen konnen
aber nicht extrahiert werden, es sei
denn, die zueinander gehorigen Dub-
lettkomponenten konnen in den Basis-
spektren eindeutig identifiziert werden.
Zur Losung dieses Problems sind zu-
sédtzliche Experimente erforderlich —
Zentralsignaldetektionen, bei denen
fiir jede projizierte Dimension ein Sig-
nal in der Mitte des entsprechenden
cosinus- oder sinusmodulierten Dubletts
aufgenommen wird (2; in Abbil-
dung2¢ und d rechts). Bei mehreren
projizierten Dimensionen miissen zu-
sédtzliche Signale in der Mitte der Zent-
ralsignale erster Ordnung aufgenom-
men werden etc. (Abbildung2, 3 in
Lit. [2]). In einem (N,N—K)D-RD-Ex-
periment miissen 2X Basisspektren und
2K=1" Zentralsignalspektren aufgenom-
men werden, also fiir ein (3,2)D-RD-
Experiment ein Zentralsignalspektrum,
fir ein (5,2)D-RD-Experiment vier
Zentralsignalspektren erster Ordnung,
zwei zweiter und eines dritter Ordnung.
Durch Addition und Subtraktion aller
2K+L_1 Zeitsignale (d.h. 15 Signale im
(5,2)D-RD-Experiment) erhdlt man
2K+1_1 Spektren mit Signalen bei den
K+1 beteiligten Frequenzen
(2,2,,925,2,). Die richtige Kombina-
tion der 25¥"'—1 Zeitsignale (aus 2%
Basis- und 257! Zentralsignalspektren)
wird durch die vollsténdige Transforma-
tionsmatrix beschrieben. Da die Daten-
prozessierung eine Multiplikation mit
der G-Matrix und anschlieBende Fou-
rier-Transformation umfasst, haben Kim
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und Szyperski den Namen ,,GFT-NMR*“
fiir diese Implementierung von RD-
Experimenten eingefiihrt.

Bei gleicher Gesamtmesszeit ist das
Signal/Rausch-Verhéltnis der GFT-
NMR-Basisspektren gegeniiber einem
entsprechenden ND-Experiment um bis
zu 1/v/2 reduziert, da 25t'—1 anstelle
von 2% Experimenten aufgenommen
werden miissen und sich die Signalin-
tensitdten nur in den Basisspektren auf-
addieren. Abhingig von K wird fast die
halbe Messzeit zur Aufnahme der Zent-
ralsignale benotigt und tragt somit nicht
zur Verbesserung des S/R-Verhiltnisses
in den Basisspektren bei.

Die Messzeit fir GFT-NMR- im
Vergleich zu ND-FT-NMR-Experimen-
ten ergibt sich gemil Gleichung (1). Sie

minimale Messzeit FT/GFT =

X I @) S )Y

=0 =0

wird insbesondere fiir héherdimensio-
nale Experimente auflerordentlich re-
duziert, z.B. auf 1/20 fiir (3,2)D-GFT-
NMR- gegeniiber 3D-NMR-Experi-
menten und auf 1/30000 fiir (5,2)D-
GFT-NMR- gegeniiber 5D-NMR-Expe-
rimenten — unter der Annahme, dass 60
Punkte in jeder Zeitdimension aufge-
nommen werden (1 = 60).

Ein weiterer Vorteil des GFT-NMR-
Ansatzes ergibt sich daraus, dass die
Signalpositionen aus mehreren GFT-
Spektren durch Optimierung mit der
Methode der kleinsten Fehlerquadrate
extrahiert werden konnen. Dies fiihrt zu
einer genaueren Bestimmung der NMR-
Frequenzen und erlaubt eine Fehlerana-
lyse, da jede Frequenz zu den Signalen
in allen 2%*'-1 Spektren beitrigt. Im
Gegensatz dazu kommen alle Frequen-
zen im ND-Experiment nur einmal vor.
Zusitzlich ist die spektrale Aufldsung in
den indirekten Dimensionen geringer.
Eine reduzierte Auflosung kann aller-
dings durch bessere Methoden der Da-
tenverarbeitung, wie lineare Vorhersage
und maximale Entropie, kompensiert
werden.

Diskussion und Perspektiven

Die von Kim und Szyperski einge-
fiihrte generelle GFT-NMR-Methode
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ist ein interessanter Ansatz zur Uber-
windung des Auflosungsproblems in
mehrdimensionalen NMR-Experimen-
ten — falls wirklich Auflosungslimitie-
rung vorliegt, also die Gesamtmesszeit
nicht durch Empfindlichkeitsanforde-
rungen bestimmt wird. In diesen Fallen
konnen RD-Experimente, die 3D-, 4D-
oder sogar 5D-Experimenten entspre-
chen, mit akzeptabler Messzeit durch-
gefiihrt werden. Zusétzlich konnen die
Resonanzfrequenzen mit hoherer Prézi-
sion bestimmt werden als in konventio-
nellen Experimenten. Die Auswertung
der GFT-NMR-Daten entspricht nicht
der von ND-NMR-Daten, da die che-
mischen Verschiebungen nur als Sum-
men- und Differenzfrequenzen auftre-
ten. Daher ist spezielle Software zur
Datenauswertung erforderlich, die aber
bereits in automatische Auswertungs-
routinen eingebaut wurde.!

Eine interessante und einfache Al-
ternative zur GFT-NMR-Spektroskopie
ist die Aufnahme von Projektionen mit
niedriger Dimensionalitit aus ND-
Spektren. Die chemischen Verschiebun-
gen (£9,,92,,Q2;) eines 3D-Experiments
konnen zum Beispiel aus zwei 2D-Spek-
tren entnommen werden, in denen je-
weils nur eine indirekte Dimension mit
Signalen bei (£,,£22;) und (£,,92;) auf-
genommen wird (Abbildung 2b). Das
S/R-Verhiltnis dieser Experimente ent-
spricht dem des zugehorigen 3D-Expe-
riments, zusitzlich kann eine hohe spek-
trale Auflosung in den indirekten Di-
mensionen erreicht werden. Der Infor-
mationsgehalt dieser Experimente ent-
spricht dem der GFT-NMR-
Basisspektren. Fiir ein (5,2)D-RD-Ex-
periment miissen vier 2D-Projektionen
aufgenommen werden. Uberlagerungen
von zwei Signalen werden dabei er-
kannt, sofern ihre Frequenzen in min-
destens einer der fiinf Dimensionen
nicht entartet sind. Die chemische Ver-
schiebung kann dann direkt aus den
Spektren abgelesen werden, allerdings
sind die Signale in den unterschiedli-
chen Projektionen nicht korreliert. In
ungiinstigen Féllen konnen daher ent-
artete chemische Verschiebungen nicht
separiert werden — anders als bei der
GFT-NMR-Methode, bei der alle indi-
rekten Dimensionen zum Signal bei-
tragen und Entartung iiber die Zentral-
signaldetektion aufgelost werden kann
(Abbildung 2).
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In der GFT-NMR-Spektroskopie
wird nach wie vor eine Fourier-Trans-
formation zur Ableitung der Frequen-
zen aus den Zeitsignalen verwendet. Es
gibt allerdings auch interessante neue
Alternativen zur schnellen Aufnahme
von NMR-Spektren im Auflosungslimit,
die andere mathematische Verfahren
wie Filterdiagonalisierung®®! und maxi-
male Entropie verwenden,['! fiir die nur
wenige Punkte (gegebenenfalls auch
nichtlinear) aufgenommen werden miis-
sen. Eine andere hoch interessante Per-
spektive ergibt sich aus der Kombina-
tion von rdumlicher und zeitlicher De-
tektion in einem einzigen Scan, die vor
kurzem von Frydman et al. vorgeschla-
gen wurde. !

Ein genereller Vorbehalt gegeniiber
der Nutzung von NMR-Experimenten
mit reduzierter Dimensionalitit ist das
Auftreten von Signaliiberlagerungen,
die sich bei hoherer Dimensionalitit
eher vermeiden lassen. Niitzliche An-
wendungen von GFT-NMR-Experi-
menten sind daher auf relativ kleine
Proteine (< 10-15kDa Molekularge-
wicht) beschrankt.

Es ist anzumerken, dass die Emp-
findlichkeit von mehrdimensionalen Ex-
perimenten noch immer ein wichtiges
Kriterium fiir RD- und ND-Anwendun-
gen ist. Ublicherweise erfordern diese
Experimente mindestens N—1 Magneti-
sierungstransferschritte, die eine Viel-
zahl von Radiofrequenzpulsen und De-
lays benoétigen, sodass Relaxationseffek-
te das NMR-Signal abschwéchen. Damit
ist z.B. die Gesamtempfindlichkeit ge-
geniiber einem einfachen 2D-Experi-

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

ment mit nur einem Transferschritt
reduziert.

Es ist zu erwarten, dass die GFT-
NMR-Methode und andere neue Stra-
tegien zur optimierten Signaldetektion
die Messzeit fiir NMR-Experimente im
Auflosungslimit signifikant verkiirzen.
In Verbindung mit besseren Verfahren
zur automatischen Signalzuordnung und
Strukturberechnung sollte dies die Dau-
er einer NMR-basierten Proteinstruk-
turbestimmung von einigen Monaten
auf wenige Wochen reduzieren. Dies
verspricht einen grofien Impuls fiir die
Anwendung der NMR-Spektroskopie in
der Strukturbiologie und in Struktur-
genomik-Projekten.
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