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Die Bestimmung hochaufgel�ster dreidimensionaler (3D)
Proteinstrukturen z�hlt zu den wichtigsten Errungenschaften
der Strukturbiologie. Diese Strukturen bilden die Basis f r
das detaillierte Verst�ndnis von Funktionsmechanismen der
jeweiligen Proteine; von Interesse ist dabei die Untersuchung
der Enzymaktivit�t, des Transportes von Molek len durch
Membranen oder des Einsatzes mechanischer Kr�fte. Hoch-
aufgel�ste 3D-Strukturen erm�glichen die Identifizierung
von Schl sselmotiven in Proteinen und damit die gezielte
Entwicklung von Inhibitoren, die die Proteinfunktion hem-
men k�nnen, sowie die Produktion von Mutanten, um be-
stimmte Fragen zu beantworten. 3D-Strukturen bilden die
Voraussetzung f r andere Strukturstudien – z.B. zur Aufkl�-
rung von Protein-Protein-Wechselwirkungen oder Wechsel-
wirkungen mit Nucleins�uren, Fetten oder L�sungsmitteln –
und erm�glichen die ortsaufgel�ste Beobachtung der Prote-
indynamik. Ohne 3D-Strukturen k�nnen Kenntnisse der
Proteindynamik nicht in r�umlich aufgel�ste Information
 berf hrt werden.

Die Festk�rper-NMR-Spektroskopie mit Rotation um
den magischen Winkel (magic angle spinning, MAS) zur
Strukturbestimmung einheitlich 13C,15N-isotopenmarkierter
Proteine hat in letzter Zeit große Fortschritte gemacht und ist
auf dem Weg, gemeinsam mit der R�ntgenkristallographie
und NMR-Spektroskopie in L�sung, eine bedeutende Tech-
nik in der Strukturbiologie zu werden. Die Festk�rper-NMR-
Spektroskopie zielt auf Strukturstudien von unl�slichen
Proteinen ab, z.B. von Fibrillen oder Membranproteinen.
Diese Proteine sind in der „Protein Data Bank“ unterrepr�-
sentiert,[1] da ihre Strukturen mit anderen Methoden
schwierig zu bestimmen sind. Ein bedeutender Schritt hin zu
einer Strukturaufkl�rung bestand in der Untersuchung voll-

st�ndig 13C,15N-isotopenmarkierter Proteine mithilfe der
Festk�rper-NMR-Spektroskopie Ende der 1990er Jahre; an-
ders als bei Studien, die auf selektive Isotopenmarkierungen
setzen, lassen sich mit dieserMethode Informationen  ber die
gesamte Proteinsequenz erhalten. Der Nachweis, dass se-
quenzielle Signalzuordnungenmithilfe von Festk�rper-NMR-
Experimenten m�glich sind, war ein Durchbruch und erwies
sich als n tzlich f r eine F lle von Studien, die auf diesen
chemischen Verschiebungen beruhen, darunter Studien zu
Proteinwechselwirkungen, Proteindynamik und Proteinfal-
tung.

F r die Bestimmung dreidimensionaler hochaufgel�ster
Strukturen mithilfe der Festk�rper-NMR-Spektroskopie sind
allerdings zun�chst zwei Fragen zu beantworten: Wie lassen
sich Spektren aufnehmen, die Informationen  ber Abst�nde
zwischen den Kernen enthalten, und wie k�nnen diese In-
formationen dann aus den Spektren extrahiert werden? In
Proteinen k�nnen Abst�nde zwischen Protonen-, Kohlen-
stoff- und Stickstoffspins bestimmt werden. Im Fall der Pro-
tonen besteht die Schwierigkeit in der niedrigen Aufl�sung,
w�hrend die Messung der Abst�nde zwischen Kohlenstoff-
spins von den allgegenw�rtigen, starken Kopplungen von
Spins direkt verbundener Atome behindert wird. Diese star-
ken Kopplungen unterdr cken das Auftreten von schwachen
Kopplungen („dipolar truncation“), und die Polarisation ist
sozusagen zwischen zwei direkt benachbarten Spins gefangen
und kann kaum  ber die Stickstoffatome hinaus  bertragen
werden, die das Spinsystem begrenzen. Die Kombination der
großen Zahl an Spins und die immer noch relativ breiten
Linien in Festk�rper-NMR-Spektren f hren zu vielf�ltigen
Zuordnungsm�glichkeiten, wenn ausschließlich die chemi-
sche Verschiebung betrachtet wird; die Zuordnung der
Kreuzsignale ist daher in spektraler Hinsicht mehrdeutig,
weshalb sich keine klaren Abstandsinformationen aus den
Spektren herauslesen lassen.

Die erste Strukturberechnung unter Verwendung von
umfassend markierten Proteinproben durch Oschkinat und
Mitarbeiter im Jahr 2002 war daher ein Durchbruch.[2] Eine
umfassende Markierung wird durch Zugabe von [1,3-13C]-
oder [2-13C]Glycerin in das Wachstumsmedium erreicht. Dies
f hrt zur „Schachbrett“-Markierung von ungef�hr jedem
zweiten Kohlenstoffatom, wobei benachbarte 13C-Spins selten
sind (Abbildung 1a). Dieses Muster verringert die Unter-
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dr ckung schwacher Kopplungen und erleichtert das Zuord-
nen. Fehlen NMR-aktive n�chste Nachbarn, so tritt die starke
Kopplung direkt benachbarter Spins nicht mehr auf, und die
Zahl der Kohlenstoffsignale wird ungef�hr halbiert, wodurch
die spektrale Iberlagerung entscheidend reduziert wird.
Damit geht eine Verschm�lerung der Signallinien einher, weil
zus�tzlich die J-Kopplung unterdr ckt wird.

Ungeachtet ihres Erfolges erfordert diese Technik aller-
dings den Einsatz mehrerer unterschiedlich markierter Pro-
ben, um eine hochaufgel�ste Struktur zu erhalten. Aus dem
Wunsch nach einer allgemeineren L�sung unter Verwendung
einer einzigen, vollst�ndig markierten Probe resultierte daher
eine Reihe von neuen Methoden. Die Messung von Abst�n-
den zwischen Protonen (Abbildung 1d) in festen Proteinen
gelingt (analog zur NMR-Spektroskopie in L�sung), wenn die
Protonen entweder auf Heteronuclei detektiert werden, die
h�her aufgel�ste Spektren liefern, oder wenn die Detektion
von Protonen durch hohe Magnetfelder, Hochfrequenz-MAS
oder Probendeuterierung[3–6] erm�glicht wird. Die Detektion
der Abstandsbeschr�nkungen („distance restraints“) von
Protonen, die an Kohlenstoff- und Stickstoffatome gebunden
sind, f r die Strukturanalyse von Proteinen wurde zuerst von
Baldus und Mitarbeitern vorgeschlagen.[7] Diese Methode
liefert �hnliche Beschr�nkungen, wie man sie bei NOESY-
Spektren (NMR-Spektroskopie in L�sung) erh�lt, und ergibt
ebenfalls eine Radiusabh�ngigkeit von 1/r6. Ein 2D-Spektrum
f r das mikrokristalline Crh-Protein, das mit einem so ge-

nannten CHHC-Experiment (protonenvermittelten, Koh-
lenstoff detektierenden Korrelationsexperiment) erhalten
wird, ist in Abbildung 2 gezeigt; es enth�lt Kreuzsignale, die

Informationen zu lokalen und großen Abst�nden enthalten,
und liefert alle notwendigen Informationen zur Strukturbe-
rechnung.[8,9] Die Beziehung zwischen der Intensit�t der
Kreuzsignale und den Entfernungen ist weniger quantitativ
als in NOESY-Spektren, da Mehrfach-Spin-Effekte (Wech-
selwirkungen mit den vielen anderen Spins des Systems)
auftreten und Schwierigkeiten bestehen, die Polarisation von
einem Kohlenstoffatom oder einem Stickstoffatom aus-
schließlich auf ein ausgew�hltes benachbartes Proton zu
 bertragen; allerdings k�nnen semiquantitative Messungen
durchgef hrt werden. Das Auftreten eines Kreuzsignals (oh-
ne genauere Analyse der Signalintensit�ten) zeigt generell,
dass sich zwei Spins in einem bestimmten Abstand zueinan-
der befinden. Dieser Ansatz wurde zur Messung der Ab-
standsbeschr�nkungen im photosynthetischen Lichtsammel-
komplex 2[10] sowie f r die Strukturbestimmung von Wirk-
stoffen[11] und kleinen Proteinen wie Kaliotoxin in seiner
freien[8] und gebundenen Form[12] verwendet.

Lesage und Mitarbeiter demonstrierten vor kurzem, dass
eine Variante des CHHC-Experiments, das J-CHHC-Expe-
riment (J= J-Kopplungs- bertragen),[13] einen Nachteil des
CHHC-Experiments effizient  berwindet, n�mlich die Tat-
sache, dass Kontakte zwischen Methylgruppen wegen des
unvorteilhaften Polarisationstransfers f r diese Gruppen
(drei Kreuzpolarisationsschritte in der Sequenz) zu relativ
schwachen Signalen f hren. Unter Verwendung von skalaren
statt dipolaren Polarisationstransfers k�nnen Methylgruppen
effizient ausgew�hlt werden (Abbildung 1e), was zu einer
verbesserten Bestimmung der wichtigen Abstandsbeschr�n-
kungen im hydrophoben Kern des Proteins f hrt.

Ein großer Nachteil des oben beschriebenen, Hetero-
nuclei detektierenden Protonenkorrelationsexperiments ist
seine geringe Empfindlichkeit. Dieses Problem kann durch
die Verwendung von deuterierten Proteinen gel�st werden,

Abbildung 1. Spins, f?r die AbstandsbeschrGnkungen mit den im Text
beschriebenen Experimenten erhalten werden k(nnen. a) 13C-Spins in
umfassend markierten Proben; b) alle Kohlenstoffspins, f?r die mithil-
fe von PDSD-, DARR- und PAR-Experimenten AbstandsbeschrGnkun-
gen aufgenommen werden k(nnen; c) Spins von Carbonyl- (dunkel-
gr?n) und aliphatischen Kohlenstoffatomen (hellgr?n), die durch R?ck-
kopplungsexperimente wie HBR2 r?ckgekoppelt werden; d) Spins, die
mit Messungen der H-H-AbstGnde durch CHHC- und e) durch J-
CHHC-Experimente zugGnglich sind; f) Spins, die durch Experimente
mit einer direkten Protonendetektion an deuterierten Proben aufge-
nommen werden, deren 2H-Atome teilweise wieder gegen 1H-Atome
zur?ckgetauscht worden sind.

Abbildung 2. CHHC-Spektrum des vollstGndig markierten 2K10.4-kDa-
Crh-Proteins, aufgenommen bei einer ProtonenfeldstGrke von
500 MHz. Die Kreuzsignale enthalten Informationen zu lokalen, mittle-
ren und großen AbstGnden.
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deren 2H-Atome zum Teil wieder gegen 1H-Atome zur ck-
getauscht wurden. Hier k�nnen Protonenabst�nde durch eine
direkte Detektion in der Protonendimension bestimmt wer-
den.[4,14,15] K rzlich gelang durch die Kombination von Ver-
d nnung der 1H-Atomemit 2H-Atomen, hohen magnetischen
Feldern, Hochfrequenzrotation der Probe und Dreifach-Re-
sonanz-Experimenten die Protonendetektion in dem aus 55
Aminos�uren aufgebauten GB1-Protein mit hoher Aufl�sung
und Empfindlichkeit.[16] Heteronucleare 3D-Experimente
liefern die n�tige spektrale Aufl�sung zur Identifizierung von
Kontakten, besonders zwischen Amidprotonen, aber auch
mit den austauschbaren Seitenkettenprotonen von Aspara-
gin, Glutamin, Tryptophan und Threonin. Die Protonen de-
tektierenden Experimente m ssen Sequenzen zur Unterdr -
ckung der Signale von Wasserprotonen enthalten. Dies ist
momentan technisch schwieriger zu verwirklichen als bei der
NMR-Spektroskopie in L�sung, wo Wassersignale routine-
m�ßig mithilfe von Gradientenpulsen unterdr ckt werden.
Diese Ausstattung ist heutzutage nur in wenigen MAS-Fest-
k�rper-NMR-Sonden enthalten.[5,17] Die Entwicklung alter-
nativer L�sungen schreitet allerdings schnell voran.[18] Ein
Nachteil der Messungen von Abstandsbeschr�nkungen zwi-
schen Protonen, die haupts�chlich von Amidbindungen
stammen, ist die Tatsache, dass so das dichte Netzwerk zwi-
schen Protonen in vollst�ndig protonierten Proben nicht
vorhanden ist (Abbildung 1 f). Dies bildet m�glicherweise ein
Hindernis f r die Strukturbestimmung, z.B. in helicalen
Proteinen. Außerdem k�nnen die Konformationen der Sei-
tenketten mit diesem Ansatz nur schlecht bestimmt werden,
und gr�ßere oder komplexere Molek le k�nnten sich als
schwer aufl�sbar herausstellen.

Die Messung von Abst�nden zwischen Kohlenstoffato-
men in vollst�ndig markierten Proteinproben galt wegen des
Ph�nomens der Unterdr ckung schwacher Kopplungen lange
als sehr schwierig. Die ersten Hinweise,[19,20] dass einfache
Experimente mit protonengetriebener Spindiffusion weniger
von diesem Ph�nomen betroffen sind als R ckkopplungsex-
perimente, wurden von Ernst und Mitarbeitern in theoreti-
schen Arbeiten best�tigt.[21] Tats�chlich beruht der Polarisa-
tionstransfer in protonengetriebenen Sequenzen auf einem
Effekt zweiter Ordnung, der Kreuzterme zwischen zwei di-
polaren Kopplungen involviert, die weniger empfindlich ge-
gen ber der Unterdr ckung schwacher dipolarer Kopplun-
gen als die dipolaren Flip-Flop-Terme sind. Zu guter Letzt
gelang der Nachweis, dass Messungen der C-C-Abst�nde an
vollst�ndig markierten Systemen durchgef hrt werden k�n-
nen:[22,23] Meier und Mitarbeiter bestimmten die Struktur von
Ubiquitin mit einer DARR-Pulssequenz (DARR= dipolar-
assisted rotational resonance), einer Variante der Experi-
mente mit protonengetriebener Spindiffusion zur Messung
von Abstandsbeschr�nkungen zwischen Kohlenstoffatomen.
Die Abstandsmessungen bleiben allerdings aufgrund weiter-
gegebener Magnetisierungstransfers unpr�zise: Die Spektren
enthalten sehr viele Signale, da alle intraresidualen und se-
quenziellen Kreuzsignale zus�tzlich zu den Signalen sichtbar
sind, die die gew nschten Informationen zu Kopplungen  ber
große Entfernungen liefern.

Ein interessanter Ansatz zur pr�ziseren Abstandsmessung
ist die Verwendung von R ckkopplungsmethoden, die se-

lektiv in Bezug auf die chemische Verschiebung sind. Selek-
tive R ckkopplungsmethoden fanden bereits Anwendung f r
die Strukturbestimmung kleiner Molek le mit aufgel�sten
chemischen Verschiebungen, indem ein Spinpaar[24] oder eine
bestimmte dipolare Wechselwirkung[25] pro Experiment
r ckgekoppelt wurde. Dies kann bei großen Proteinen m h-
sam sein. Mehrfachmessungen zur Bestimmung von Ab-
standsbeschr�nkungen zwischen Stickstoff- und Kohlenstoff-
spins k�nnen mithilfe von Varianten des TEDOR-Experi-
ments[26,27] durchgef hrt werden; sie wurden zur Bestimmung
der Struktur des amyloidogenen Proteins Transthyretin ver-
wendet.[28] Um den Messaufwand zu reduzieren, f hrten La-
dizhansky und Mitarbeiter ein Experiment ein, das die Ab-
st�nde zwischen mehreren Carbonyl- und Seitenketten-Koh-
lenstoffatomen pr�zise messen kann (Abbildung 1c).[29] Die
zugrunde liegenden 3D-Experimente umfassen den Polari-
sationstransfer von N- zu CCarbonyl-Spins und f hren zu einer
zweidimensionalen N-C’-Korrelationskarte, die den Großteil
der Spins im untersuchten, 55 Aminos�uren langen GB1-
Protein aufl�st. Dem folgt ein selektiver Transfer zu den
Seitenkettenspins mithilfe der Sequenz HBR2 (homogene-
ously broadened version of R2). Verschiedene Rotationsfre-
quenzen werden nun verwendet, um eine Serie von Experi-
menten durchzuf hren; die Abstandsinformationen werden
aus der Abh�ngigkeit des Polarisationstransfers von der Ro-
tationsfrequenz gewonnen.[30] Anders als R ckkopplungs-
methoden, die im Hinblick auf die chemische Verschiebung
selektiv sind, kann die homogen verbreiterte Version ganze
Bereiche in der chemischen Verschiebung r ckkoppeln. So-
mit ist die Extraktion mehrerer Abst�nde mit einer Pr�zision
m�glich, die normalerweise besser als � 1 P ist. Ein gering-
f giger Nachteil dieses Experimentes ist die Notwendigkeit,
Spektren bei verschiedenen Rotationsfrequenzen aufzuneh-
men. Außerdem ist die Zahl von potenziell messbaren Ab-
standsbeschr�nkungen kleiner als f r den Fall, dass Abst�nde
zwischen allen Kohlenstoff- und Protonenspins ohne Ein-
schr�nkungen gemessen werden k�nnen. Es muss bedacht
werden, dass eine hohe Zahl an Abstandsbeschr�nkungen
entscheidend f r die hochaufl�sende Strukturbestimmung ist.

Eine neue Klasse von Kohlenstoffkorrelationsexperi-
menten wurde k rzlich von Griffin und Mitarbeitern entwi-
ckelt.[31] In diesen Experimenten werden C/N-Spinwechsel-
wirkungen durch einen dritten Spin vermittelt, normalerweise
einen nahen Protonenspin, der r�umlich g nstig zu den bei-
den anderen Spins positioniert sein muss. Die Abh�ngigkeit
von der Position des Protonen-„Helfer-“Spins f hrt dazu,
dass direkt benachbarte Kohlenstoffspins ung nstige R ck-
kopplungsbedingungen aufweisen und dass Transfers  ber
große Entfernungen beg nstigt sind, da hier die Wahr-
scheinlichkeit gr�ßer ist, dass sich zwischen den beiden
Kohlenstoffspins ein Protonenspin befindet. Die resultieren-
den Spektren sind daher weniger durch intraresiduale und
sequenzielle Transfers kontaminiert als traditionelle Koh-
lenstoffkorrelationsspektren wie DARR und PDSD (proton-
driven spin diffusion), und die interessanten Informationen zu
Wechselwirkungen  ber große Entfernungen sind einfacher
zug�nglich.

Winkelmessungen sind f r die Proteinstrukturbestim-
mung komplement�r zu Abstandsmessungen. Die Einf h-
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rung von Diederwinkelbeschr�nkungen, die aus der Infor-
mation  ber die chemische Verschiebung vorhergesagt wer-
den k�nnen, ist in der NMR-Spektroskopie weit verbreitet.[34]

Rienstra und Mitarbeiter zeigten, dass die Einf hrung von
Vektorwinkelbeschr�nkungen die Qualit�t von Strukturen
stark verbessern kann.[35] Diese Beschr�nkungen definieren
die relative Orientierung der dipolaren Vektoren 1H-15N und
1H-13C und k�nnen durch dipolare Verschiebung zug�nglich
gemacht werden. Die kombinierte Verwendung mit H- und
13C-Abstandsbeschr�nkungen aus CHHC- und DARR-
Spektren erm�glichte die hochpr�zise Bestimmung der GB1-
Struktur auf atomarem Niveau.

NMR-spektroskopische Methoden haben in den letzten
Jahren eine beachtliche Entwicklung erfahren; mittlerweile
gibt es eine F lle von Ans�tzen, die die Bestimmung von
Abstandsbeschr�nkungen in vollst�ndig markierten Protei-
nen erm�glichen. Der neueste Meilenstein auf diesem Gebiet
ist die Bestimmung der hochaufgel�sten dreidimensionalen
Struktur eines Prionenproteins durch Festk�rper-NMR-
Spektroskopie, die Meier und Mitarbeitern gelang. Sie ver-
wendeten eine Kombination einiger der oben diskutierten
Ans�tze, um die Struktur des C-terminalen Abschnittes des
Het-s-Prionenproteins in seiner amyloiden Fibrillenform ab-
zuleiten.[36]

F r die meisten der hier erw�hnten Proteine konnte die
Abstandsinformation noch per Hand aus den Spektren ge-
wonnen werden. Angesichts der Linienbreiten, die norma-
lerweise bei Proteinproben in der Festk�rper-NMR-Spek-
troskopie beobachtet werden (0.5–1 ppm), wird die manuelle
Zuordnung mit steigender Zahl an Spins allerdings schnell
schwierig. Wenn es gelingt, schmalere Linien zu erhalten,
kann die Grenze der Probengr�ße nach oben verschoben
werden, aber ab einem bestimmten Punkt wird die manuelle
Zuordnung auch dann schwierig bis unm�glich. Zweideutig-
keiten bei der Zuordnung der Kreuzsignale k�nnen, außer
durch Homologiemodelle, auch mithilfe iterativer Zuord-
nungsmethoden gekl�rt werden,[37] wie sie oft in Programmen
wie ARIA oder ATNOS/CANDID implementiert sind.[38]

Diese Methoden ber cksichtigen die Tatsache, dass die
meisten Kreuzsignale mehrere Zuordnungsm�glichkeiten
haben, indem sie die unwahrscheinlichste Variante der
Strukturmodelle, die iterativ anhand der verschiedenen
m�glichen Beschr�nkungen erzeugt wurden, ausschließen.
Durch enge Zusammenarbeit von Festk�rper-NMR-Spek-
troskopikern mit den Entwicklern von Programmen f r die
NMR-Spektroskopie in L�sung konnten diese Methoden an
die speziellen Bed rfnisse der Festk�rper-NMR-Spektro-
skopie angepasst werden. In ARIA ist mittlerweile die Ein-
gabe der Kreuzsignale aus CHHC/NHHN-Spektren (NHHN-
Experiment= protonenvermitteltes, Stickstoff detektieren-
des Korrelationsexperiment) m�glich, die Beschr�nkungen
der Abst�nde zwischen Protonen (aber mit chemischen
Kohlenstoff/Stickstoff-Verschiebungen) oder Beschr�nkun-
gen der Abst�nde zwischen Kohlenstoff- und Stickstoff-
atomen enthalten. Dieser Ansatz hat zur Bestimmung der
hochaufgel�sten Struktur des Crh-Dimers gef hrt (Abbil-
dung 3).[32] Die Information, die in der Schachbrettmarkie-
rung enthalten ist, wurde in das Programm SOLARIA[39]

eingef hrt, und die Abstandskalibrierung, die den schnellen

Polarisationstransfer entlang der direkten Bindungen be-
r cksichtigt, in ATNOS/CANDID[23] einbezogen.

Die Entwicklung komplement�rer Verfahren zur Mes-
sung und Zuordnung von Abstandsbeschr�nkungen hat zur
Bestimmung einer Reihe hochaufgel�ster Proteinstrukturen
mithilfe der Festk�rper-NMR-Spektroskopie gef hrt, mit ei-
ner Pr�zision, die sich derjenigen der NMR-Spektroskopie in
L�sung ann�hert. Die Festk�rper-NMR-Spektroskopie ist
nun so ausgereift, dass Probleme in der Strukturbiologie an-
gegangen werden k�nnen, die außerhalb der Reichweite von
Techniken wie der R�ntgenkristallographie und der NMR-
Spektroskopie in L�sung liegen.
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