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Die Festk�rper-NMR-Spektroskopie mit Probenrotation um
den magischen Winkel (MAS-NMR) ist eine hochentwickel-
te, nicht-invasive Methode zur Untersuchung der Struktur
und Dynamik von biologischen Makromolek�len. MAS-
NMR-Experimente k�nnen an gefrorenen L�sungen, in
Membranen, an mikrokristallinen und gefriergetrockneten
Proteinen durchgef�hrt werden. Sie liefern Information �ber
Abst�nde zwischen Atomkernen, �ber Torsionswinkel und
�ber die Orientierung und Dynamik von Molek�len. Mittels
MAS-NMR-Spektroskopie k�nnen in einzigartiger Weise
Makromolek�le in nat�rlicher Umgebung in vitro und in vivo
untersucht werden, z.B. als isoliertes gereinigtes Protein,[1] als
Teil eines großen Multiproteinkomplexes,[2, 3] im fibrill�ren
Zustand,[4] in Zellorganellen,[5] innerhalb einer gesamten
Zelle, im Gewebe[6, 7] und im gesamten Organismus.[8] Zu-
s�tzlich konnten erste Experimente zeigen, dass sich die
Festk�rper-NMR-Spektroskopie zu einer leistungsf�higen
Methode f�r zeitaufgel�ste Studien der makromolekularen
Faltung und Katalyse entwickelt.[9–11] Dabei k�nnen struktu-
relle und chemische �berg�nge des Proteins durch �nderung
der Temperatur selektiv fixiert („eingefroren“) oder zeitauf-
gel�st verfolgt werden.[11–13]

Hier untersuchen wir Ribonukleins�uren (RNA) durch
Festk�rper-NMR-Spektroskopie in atomarer Aufl�sung,
wobei wir eine cUUCGg-Schlaufen-RNA als Modell ver-
wenden. Vor kurzem haben wir diese Schlaufen-RNA in
L�sung untersucht und eine hochaufgel�ste Struktur
(RMSD = 0.3 �) bestimmt.[14, 15] Hier nutzen wir nun die 13C-
MAS-NMR-Spektroskopie zur Untersuchung von RNA in

gefrorener L�sung, vergleichen Resultate mit Ergebnissen
von L�sungs-NMR-Untersuchungen und analysieren Unter-
schiede anhand der Struktur der Schlaufen-RNA. Soweit wir
wissen, ist dies die erste hochaufl�sende MAS-NMR-Studie
an vollst�ndig 13C,15N-markierter RNA. Durch Festk�rper-
2H-NMR-Spektroskopie konnte die Bewegung einzelner
Nukleotide der TAR-RNA aus HIV-1 im Verlauf der Er-
kennung durch ein Protein analysiert werden.[16] NH···N-
Wasserstoffbr�cken in einer (CUG)97-RNA wurden durch
15N-MAS-NMR-Spektroskopie nachgewiesen.[17] 1H-Korre-
lationsexperimente wurden dabei mit hochaufl�senden
NHHN-, CHHC- und NHHC-Experimenten kombiniert.[18]

Doch trotz einer beeindruckenden Empfindlichkeit konnten
wegen der geringen Dispersion der chemischen Verschiebung
einzelne Reste nicht zugeordnet werden.

Das 13C,13C-RFDR-MAS-NMR-Spektrum (RFDR: ra-
diofrequenzgetriebene dipolare Einkopplung) der 14-meren
Schlaufen-RNA ist in Abbildung 1 gezeigt. Alle Kreuzpeaks
im Spektrum stammen von intraresidualen Korrelationen.
Von den 168 m�glichen Kreuzpeaks aufgrund des kurzreich-
weitigen direkten Koh�renztransfers im Festk�rper k�nnen
158 im Spektrum beobachtet werden. In Cytidinen werden
C4C5-Korrelationen nicht beobachtet. In Uridinen beob-
achten wir schwache C4C5-Kreuzpeaks bei einer Mischzeit
von 5.74 ms. Zusammenfassend k�nnen wir 116 der 132
Kohlenstoffe eindeutig identifizieren, und nicht-eindeutige
Zuordnungen werden insbesondere f�r C2- und C8-Kohlen-
stoffatome in der Nukleobase beobachtet. Neun dieser Si-
gnale konnten zugeordnet werden, da die Signale nicht
�berlagern und die Differenz zur chemischen Verschiebung in
L�sung kleiner als 0.3 ppm ist (Abbildung 1, beschriftete
Diagonalpeaks). Zus�tzlich zu den Kreuzpeaks, die zwischen
benachbarten Kohlenstoffatomen beobachtet werden, sehen
wir auch weitreichendere Korrelationen �ber eine Distanz
von ca. 2.4 � (C1’C3’, C3’C5’ und C4C6). Kreuzpeaks zwi-
schen Kohlenstoffatomen, die �ber Heteroatome verkn�pft
sind (z. B. C1’C4’ und C2C4), konnten nicht beobachtet
werden. Aus dieser Beobachtung kann man schließen, dass
die weitreichenderen Korrelationen auf einem Kohlenstoff-
vermittelten Koh�renztransfer beruhen, z. B. C1’!C2’!C3’.
Von 112 m�glichen weiterreichenderen Kreuzpeaks wurden
30 beobachtet, von denen 18 zugeordnet werden konnten
(Abbildung 1, rote Schrift).

Zw�lf weitreichende Kreuzpeaks k�nnen zu vier zusam-
mengesetzten Kreuzpeakclustern zusammengefasst werden
(Abbildung 1, Peaks 1–4). In Purinen beobachtet man lang-
reichweitige Kreuzpeaks aufgrund eines C4C6-Transfers. Die
entsprechenden Korrelationen konnten in Pyrimidinen nicht
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beobachtet werden. Die 13C-chemischen Verschiebungen, die
Daten der L�sungs-NMR-Untersuchungen[14] und die Un-
terschiede zwischen beiden sind Tabelle S1 in den Hinter-
grundinformationen zu entnehmen. Abbildung 1 und Tabel-
le S1 belegen, dass die chemischen Verschiebungen im Fest-
k�rper denen in L�sung sehr �hnlich sind: 89% der chemi-
schen Verschiebungen sind bis auf 0.3 ppm gleich. Nur bei
sechs Kohlenstoffatomen sind die Unterschiede in den che-
mischen Verschiebungen gr�ßer als 1 ppm.

Um strukturelle Informationen zu erhalten, haben wir die
13C-chemischen Verschiebungen eingehender untersucht.
Solche Analysen werden zur Vorhersage der Proteinr�ck-
gratkonformation herangezogen und wurden sogar f�r die

De-novo-Strukturbestimmung bzw. Strukturverfeinerung ge-
nutzt.[19, 20] Wir untersuchen deshalb hier, welche Informatio-
nen bez�glich der Konformation aus den chemischen Ver-
schiebungen von RNA-Molek�len im Festk�rper abgeleitet
werden k�nnen. Die Konformation des d-Aldofuranoserings
kann durch zwei sterische Parameter beschrieben werden:[21]

den Phasenwinkel P der Pseudorotation und die Amplitude
nmax der Auslenkung eines Atoms aus der Ebene. Der Torsi-
onswinkel c der N-glycosidischen Bindung (C1’N3 bzw.
C1’N9) und der Torsionswinkel g der exocyclischen C5’C4’-
Bindung definieren die Konformation in der Peripherie des
Rings. Die chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffato-
me des Riboserings h�ngen von diesen Parametern ab und
werden zum gr�ßten Teil von diesen Parametern bestimmt.
(Die Umkehrung des Problems, n�mlich die Vorhersage der
Torsionswinkel aus den beobachteten chemischen Verschie-
bungen, ist allerdings nicht trivial.)

Der von uns verwendeten Ansatz nutzt empirische
Kombinationen der chemischen Verschiebungen, die mit den
einzelnen konformationellen Parametern korrelieren. Dabei
werden die kanonischen Koordinaten can1 und can2 einge-
f�hrt [Gl. (1) und (2)].[22]

can1 ¼ 0:179 dC10�0:225 dC20�0:0575 dC50 ð1Þ

can2 ¼ �0:0605 dðC20þC30 Þ�0:0556 dC40�0:0524 dC50 ð2Þ

Mithilfe der Gleichungen (1) und (2) kann die Ribose-
konformation f�r unterschiedliche Pseudorotationsphasen P
und exocyclische Torsionswinkel g abgeleitet werden (Ab-
bildung 2 C).

Die Riboseringe der Nukleotide U7 und C8 der 14-meren
Schlaufen-RNA nehmen in L�sung eine fast exakte C2’-endo-
Konformation mit einer Phase P = 157� 18 bzw. 159� 48 ein.
G9 zeigt eine gt-artige Torsion mit einem Winkel g = 165�
118, und G10 weist eine +anticlinale Torsion mit einem
Winkel g = 100� 88 auf. Abbildung 2C zeigt die Verteilung
der Konformere im kanonischen Raum. Die (can1, can2)-
Parameter sagen die Konformation des terminalen Nukleo-
tids G1 falsch voraus, denn es ist weder in einer S-artigen
Konformation (P� 128) noch weist es eine gt-Torsion (g

� 838) um g auf. L�sungs- und Festk�rper-NMR-Daten
zeigen nur sehr kleine Unterschiede, ein starkes Indiz, dass
die Struktur der Schlaufen-RNA durch Einfrieren nicht ver-
�ndert wird. Die kanonischen Daten von G1 im Festk�rper
sind in Richtung N/gg-Konformation verschoben, ein Zeichen
daf�r, dass das 5’-Ende der RNA weniger flexibel ist und
deshalb „etwas helicaler“ wird, wenn die RNA im Eis ein-
gefroren wird.

Um die Verwendung der kanonischen Koordinaten weiter
zu nutzen und die statistische Basis der empirischen Glei-
chungen zu verbessern, haben wir Daten einer 44-meren
RNA (BMRB-Eintrag 4120, Abbildung 2, graue Kreise)
verwendet. Die Analyse eines kombinierten Datensatzes
zeigt, dass die (can1, can2)-Transformation 14 falsche Vor-
hersagen liefert (Abbildung 2C). Dabei f�llt auf, dass (can1,
can2)-Koordinaten nicht orthogonal sind (can2 �
0.3can1�15). Dieses Ergebnis erh�lt man auch f�r einen
großen, strukturell diversen Datensatz.[23] Um die Orthogo-

Abbildung 1. Regionen des 13C,13C-RFDR-MAS-NMR-Spektrums der
14-meren Schlaufen-RNA. Korrelationen �ber eine Bindung (rot)
wurden auf der Basis der Zuordnung der Resonanzen in L�sung[14, 15]

dargestellt. Kreuzpeaks zwischen nicht direkt gebundenen Kohlenstoff-
atomen sind in roter Schrift gekennzeichnet. Die gr�ßten Unterschiede
zwischen Festk�rper- (ss) und L�sungsdaten (sol) sind durch Pfeile
markiert. Der Einschub oben links zeigt die Linienbreite der Signale im
RFDR-Spektrum.
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nalit�t zu verbessern, haben wir eine neue Korrelation ka-
nonischer Koordinaten abgeleitet [Gl. (3) und (4), siehe auch
Hintergrundinformationen].

can1* ¼ �14:7 dC10 þ 22:1 dC20 þ 13:2 dC30 þ 6:5 dC40

�2:9 dC50�1595 ¼ Pfit

ð3Þ

can2* ¼ 9:8 dC10 þ 16:5 dC20�0:5 dC30�1:7 dC40 þ 13:5 dC50�2781 ¼ gfit

ð4Þ

can1* umfasst Winkel P von �408 bis 2608 ; die beobach-
teten Werte f�r P sind zwischen �108 und 1708 verteilt. can2*
umfasst Winkel von 208 bis 2308 bzw. von 168 bis 1808 f�r die
experimentellen g-Daten (Abbildung 2D). Die durch-
schnittliche Genauigkeit der Winkel (can1*, can2*) ist � 308
bzw. � 208, was ausreicht, um eine qualitative Konforma-
tionsanalyse einer unbekannten Struktur durchzuf�hren. Am

Datensatz mit 58 Nukleotiden zeigt sich, dass (can1*, can2*)-
Koordinaten linear unabh�ngiger sind als (can1, can2) und
nur vier falsche Vorhersagen ergeben, was einer Verbesse-
rung um einen Faktor 3.5 entspricht. Die Genauigkeit der
Vorhersage verbessert sich von 76% auf 93%. Eine weitere
Verbesserung der Genauigkeit k�nnte sich durch das An-
passen einzelner Torsionswinkel n0�n4 und g,c an die Daten
ergeben. Die kanonische Analyse zeigt, dass die Riboseringe
der 14-meren RNA eine sehr �hnliche Konformation in
L�sung und im Fesk�rper haben. In Abbildung 3 sind die
Unterschiede der 13C-chemischen Verschiebungen zwischen
dem L�sungs- und Festk�rperzustand auf die Struktur der
Schlaufen-RNA �bertragen. Dabei k�nnen vier �bergeord-
nete Trends ausgemacht werden, die auf spezifische Modu-
lationen der Struktur deuten.

Als ersten Trend beobachtet man eine Tieffeldverschie-
bung um 0.2–0.3 ppm der C5’-, C4’- und C3’-Zuckerresonan-
zen im Festk�rper, was man am besten anhand der leicht
blauen T�nung der Atome entlang der kleinen Furche der
RNA-Helix sieht. Der zweite Trend ist eine gegenl�ufige
Hochfeldverschiebung um 0.1–0.2 ppm der C1’-Zuckerreso-
nanzen. Als drittes beobachtet man eine Hochfeldverschie-
bung der Kohlenstoffsignale der Nukleotide innerhalb der
Schlaufe. Als viertes schließlich beobachtet man große Ver-
schiebungen der Signale der Nukleotide G1, A4 und G10.
Dieser vierte Trend wird nur f�r einige Kohlenstoffatome
innerhalb der Nukleobasen beobachtet, w�hrend andere
Kohlenstoff innerhalb dieser Nukleotide keine unterschied-
lichen chemischen Verschiebungen aufweisen. Die anderen
�nderungen der chemischen Verschiebungen sind wenigsten
um einen Faktor 10 kleiner als die �nderungen, die innerhalb
der Schlaufenregion und der Helix beobachtet werden (Ta-
belle S1 und Abbildung S3). Daraus schließen wir, dass die
konformationellen Unterschiede sehr klein sein sollten.

Eisgitter haben eine hohe Affinit�t f�r nicht-gefrorenes
Wasser in der Hydratationssp�hre von Makromolek�len.[24,25]

Eine RNA-Helix in L�sung wird durch Wassercluster, die
man in der großen Furche findet, sowie durch Tandemwas-
sermolek�le in der kleinen Furche stabilisiert.[26] Eine parti-
elle Dehydratation w�hrend des Gefriervorgangs verdr�ngt
einige diese Wassermolek�le.[27] Die Verdr�ngung der Was-
sermolek�le aus der kleinen Furche k�nnte eine der Ursa-
chen f�r die Hochfeldverschiebung der C1’-Resonanzen sein.
Die Packung der Schleifenregion in der gefrorener Umge-
bung k�nnte die Struktur stabilisieren und zu einer Hoch-
feldverschiebung der Kohlenstoffsignale f�hren. Die Bindung
von Na+-Ionen aufgrund von Ladungsaggregation und der
Bildung von Bjerrum-Ionenpaaren k�nnte wie in einzelnen
Nukleotiden[28] die Kohlenstoffatome des Phosphodiester-
r�ckgrats tieffeldverschieben.

Es ist bekannt, dass Stapeleffekte in Nukleins�uren die
Resonanzen der Kohlenstoffatome in der Nukleobase hoch-
feldverschieben,[29] w�hrend Wasserstoffbr�cken der be-
nachbarten Heteroatome umgekehrt eine Tieffeldverschie-
bung bewirken.[30, 31] In der 14-meren RNA sind die C2-, C4-,
C5- und C8-Resonanzen des Nukleotids A4 gegen�ber freiem
ATP hochfeldverschoben, w�hrend die C6-Resonanz tief-
feldverschoben ist (Tabelle S2). �hnliche Verschiebungen
der C6-Resonanzen der Nukleotide G1 und G10 k�nnten von

Abbildung 2. 13C-chemische Verschiebungen der Ribose-Kohlenstoff-
atome als Funktion der Pseudorotationsphase P und des Torsions-
winkels g ; Eintr�ge 4120 (grau) und 5705 (rote und blaue Kreise) in
der BMRB (Biological Magnetic Resonance Bank). A) Korrelation von
can1* [Gl. (3)] mit der Pseudorotationsphase P. B) Abh�ngigkeit von
can2* [Gl. (4)] vom Torsionswinkel g. C) Kanonische Koordinaten
gem�ß Gleichungen (1) und (2). can1-Werte kleiner als �6.25 ppm
sagen eine Konformation des Riboserings mit 90<P<2708 voraus
(siehe A). Reste mit can2<�17.2 ppm nehmen bevorzugt die gauche-
trans(gt)-Konformation um die C5’-C4’-Bindung an, wie in (B) gezeigt.
D) Kanonische Koordinaten gem�ß Gleichungen (3) und (4). Die MAS-
NMR-Daten sind blau gekennzeichnet, die L�sungs-NMR-Daten rot.
Große graue Kreise kennzeichnen Reste mit S-f�rmier Zuckerkonfor-
mation und/oder +ac-, +ap-Konformation. Reste, f�r die eine andere
Konformation aufgrund der chemischen Verschiebungen vorhergesagt
wird als in der Strukturbestimmung beobachtet, sind durch rosa Kreise
markiert. N, S = north, south; k = Steigung der Geraden, die durch den
Angleich der kanonischen Koordinaten mittels einer linearen Regressi-
on definiert ist.
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Wasserstoffbr�cken des O6-Atoms mit externen, eingefrore-
nem Wasser herr�hren. Die Bindung von Na+ im gefrorenen
Zustand durch die Atome N7 und Oa (Abbildung 3, II und
III) k�nnte die Ursache f�r die �nderungen in den chemi-
schen Verschiebungen der Nukleobasen des Nukleotids A4
sein.

Zusammenfassend ist es uns gelungen, durch 13C-MAS-
NMR-Spektroskopie eine 14-mere Schlaufen-RNA mit den
Schlaufenresten cUUCGg zu charakterisieren. Die Analyse
der chemischen Verschiebungen zeigt, dass die Strukturen der
Schlaufen-RNA in Eis und in L�sung sehr �hnlich sind.

Kleinere Unterschiede der Struktur k�nnen vermutlich auf
eine partielle Dehydratation der RNA, auf die Bindung von
Na+-Ionen und die Bildung von Wasserstoffbr�cken mit
Wassermolek�len auf der Eisoberfl�che zur�ckgef�hrt
werden. Unsere Untersuchungen zeigen, dass RNA-Mole-
k�le einen Wasser-Eis-Phasentransfer durchlaufen k�nnen,
ohne dass sich die Struktur in signifikanter Weise �nderte. Die
NMR-Spektren sind gut aufgel�st und liefern hervorragende
Signalintensit�t. Man kann einheitlich markierte RNA-Mo-
lek�le anstelle von selektiv markierten Molek�len einsetzen,
da die Signale, die in NMR-Korrelationsexperimenten be-

Abbildung 3. L�sungsdaten (sol)[14] und MAS-NMR-Daten (ss) im Vergleich: Unterschiede in den 13C-chemischen Verschiebungen. I, IV) Atome
der Nukleobasen bzw. der Ribosegruppen. die Fehlerbalken entsprechen Standardabweichungen. Die Linienbreiten in den RFDR-Experimenten
sind als hellbrauner Balken angedeutet. II, III) �bertragung der �nderungen der chemischen Verschiebung auf die Struktur der 14-meren Schlau-
fen-RNA (PDB-Code 2koc).[15] Der Farbbalken codiert die Unterschiede in ppm. Die Lage des an A4 gebundenen Na+-Ions und postulierte Wasser-
stoffbr�cken zu externen Wassermolek�len sind angedeutet. Aus Darstellungsgr�nden sind die an die Kohlenstoffatome gebundenen Sauerstoff-
und Wasserstoffatome in gleicher Farbe gezeigt.
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obachtet werden, eine bemerkenswert schmale Linienbreite
und sehr gute Dispersion aufweisen. Unsere Ergebnisse
zeigen erstmalig, dass Gefrierschock-Experimente die Un-
tersuchung von Struktur-Funktions-Korrelationen in RNA-
Molek�len w�hrend ihrer Faltung, Ligandenerkennung und
Katalyse erm�glichen. Die Ergebnisse schaffen eine Basis f�r
neuartige molekulare RNA-Studien und k�nnten auch das
Interesse der „RNA-Community“ f�r die Festk�rper-NMR-
Spektroskopie wecken.

Eingegangen am 7. Dezember 2009,
ver�nderte Fassung am 16. Februar 2010
Online ver�ffentlicht am 8. Juni 2010
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