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1. Einleitung

Die Strukturbestimmung von Molek�len durch R�nt-
genbeugung und NMR-Spektroskopie hat unsere Sichtweise
von chemischen und biologischen Prozessen enorm beein-
flusst, vor allem auch in der medizinischen Forschung.[1]

Entsprechende Studien greifen gew�hnlich auf einen reduk-
tionistischen Ansatz zur�ck, indem molekulare Einheiten von
ihrer nat�rlichen Umgebung getrennt werden. Jedoch wissen
wir heute, dass bei fast allen physiologischen Prozessen
Wechselwirkungen zwischen Molek�len innerhalb funktio-
neller Module auf verschiedenen r�umlichen und zeitlichen
Skalen beteiligt sind.

Im biologischen Kontext liefern zunehmend genauere
Daten �ber genetische, physikalische und funktionelle Zu-
sammenh�nge genaue Einblicke in eine h�here Ebene der
molekularen Organisation, bei der zeitliche und r�umliche
Wechselwirkungen molekularer Bausteine eine wichtige
Rolle spielen.[2] Zum Beispiel finden zellul�re Reaktionen auf
�ußere Reize (Licht, N�hrstoffe) oder der Prozess der Pro-
teinaggregation (Alzheimer, Parkinson) in weit komplexeren
zellul�ren Umgebungen statt, als bisher angenommen wurde.
Um diese Prozesse auf atomarer Ebene zu verstehen und sie
in einem pharmakologischen Sinne zu beeinflussen, sind
Strukturbestimmungsmethoden, die in komplexer molekula-
rer Umgebung verwendet werden k�nnen, von betr�chtli-
chem Wert.

Vor mehr als 30 Jahren wurde das Potenzial der FK-
NMR-Spektroskopie als eine f�r solche Zwecke geeignete
spektroskopische Methode erstmals deutlich. Erste Anwen-
dungen galten heterogenen Biomolek�len wie Collagen,[3]

Knochen,[4] Nukleoprotein-Komplexen[5, 6] oder Protein-
gelen.[7] Auch wurden Lipid-Doppelschichten[8] und Mem-
branproteine (MP)[9] fr�h mit FK-NMR-Spektroskopie un-
tersucht. In den folgenden Jahren gab es weitere Fortschritte
in der FK-NMR-Spektroskopie, und die NMR-Spektroskopie
an l�slichen Molek�len erfuhr revolution�re Entwicklungen
wie die Einf�hrung der mehrdimensionalen NMR-Spektro-
skopie[10] und von Methoden zur Bestimmung von 3D-
Strukturen[11] sowie die weite Verbreitung der Isotopenmar-
kierungstechniken.

Seit der Einf�hrung geeigneter
Hochfeldger�te Ende der 90er Jahre
bieten solche Entwicklungen nunmehr
auch neue M�glichkeiten f�r die FK-
NMR-Spektroskopie. Gleichzeitig

dazu erweitern Fortschritte im Bereich der Mikroskopie[12]

oder in Gebieten wie der theoretischen Chemie, dem Mo-
lecular Modeling und der Biophysik generell die Anwend-
barkeit der FK-NMR-Spektroskopie an komplexen Molek�-
len. Dank dieser Entwicklungen bietet die NMR-Spektro-
skopie heute M�glichkeiten, im Grenzgebiet zwischen der
klassischen Strukturbiologie (einschließlich R�ntgen- oder
Elektronenkristallographie) und Bildgebungsmethoden wie
R�ntgen- und Elektronentomographie und Lichtmikroskopie
zu arbeiten (Abbildung 1).

In den letzten Jahren haben insbesondere FK-NMR-
Techniken mit Rotation um den magischen Winkel (MAS,
magic angle spinning)[13] große Fortschritte f�r Strukturun-
tersuchungen komplexer biologischer Systeme gemacht. In
Anbetracht der F�lle von Arbeiten w�rde eine umfassende
Diskussion der aktuellen FK-NMR-Forschung in einem bio-

Biomolekulare Anwendungen der NMR-Spektroskopie werden oft
mit l�slichen Molek�len oder Magnetresonanztomographie in Ver-
bindung gebracht. Seit Ende der 70er Jahre liefert dar�ber hinaus die
Festk�rper-NMR-Spektroskopie (FK-NMR) auf atomarer Ebene
Einblicke in komplexe biomolekulare Systeme von Lipid-Doppel-
schichten bis hin zu Biomaterialien. Im letzten Jahrzehnt haben
Fortschritte im Bereich der NMR-Spektroskopie, der Biophysik und
der Molekularbiologie das Repertoire der FK-NMR-Spektroskopie
f�r biomolekulare Studien erheblich erweitert. Dieser Aufsatz be-
handelt neueste Ans�tze und deren methodische Herausforderungen
und diskutiert Fortschritte bei der Anwendung der FK-NMR-Spek-
troskopie im Grenzgebiet von Struktur- und Zellbiologie.
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Abbildung 1. Die FK-NMR-Spektroskopie kann an der Schnittstelle (an-
gedeutet durch gelbe Streifen) zwischen konventioneller Strukturbiolo-
gie an isolierten Komplexen oder Kristallen (gr�n) und zellul�ren Bild-
gebungsmethoden (rot) eingesetzt werden. Balken und Punkte deuten
typische bzw. maximale Strukturaufl�sungen der genannten Methoden
an. Abdruck nach Lit. [12].
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logischen oder materialwissenschaftlichen Kontext den
Rahmen dieses Aufsatzes �bersteigen. Wir beschr�nken uns
daher auf FK-NMR-Konzepte f�r den Einsatz an komplexen
Biomolek�len. Zun�chst arbeiten wir dazu die Herausforde-
rungen solcher Messungen heraus und berichten dann �ber
neuere Anwendungen im Bereich von Amyloidproteinen und
anderen Proteinaggregaten sowie membrangebundenen
Proteinen und ganzen bakteriellen Zellen.

2. Methodische Herausforderungen

2.1. Pr�parative Aspekte

Viele der pr�parativen Methoden, die im Bereich der
Fl�ssigkeits-NMR-Spektroskopie f�r Anwendungen an
großen Molek�len entwickelt wurden, sind auch f�r die FK-
NMR-Spektroskopie von Nutzen. Besonders Fortschritte in
der Biochemie und Molekularbiologie, vor allem in Verbin-
dung mit Isotopenmarkierungstechniken und ganz allgemein
bei der Probenpr�paration von Biomolek�len, spielen auch
im Bereich der FK-NMR-Spektroskopie eine wichtige Rolle.

Einer der wahrscheinlich ersten Ans�tze zur FK-NMR-
Spektroskopie an großen Molek�len beruhte auf der An-
wendung spezieller Isotopenmarkierungstechniken. Rekom-
binante Proteine werden im Allgemeinen durch Expression in
E. coli oder durch In-vitro-Transkription/Translation in zell-
freien Expressionssystemen hergestellt. Damit kann die zur
Strukturbestimmung notwendige Isotopenmarkierung an ge-
w�nschten Aminos�urentypen entweder einheitlich oder an
speziellen Atompositionen erzielt werden.[14]

Ein viel h�herer Markierungsgrad l�sst sich erreichen,
wenn das Expressionsmedium Glucose oder Glucosederivate
(Glycerin, Azetat, Pyruvat, Succinat) als einzige Kohlen-
stoffquelle sowie Ammoniumsalze (Chlorid, Nitrat, Sulfat)
als einzige Stickstoffquelle enth�lt. Die Vielseitigkeit der
Kohlenstoffverbindungen liegt in ihrer urspr�nglichen Rolle
als Energielieferanten der Zelle begr�ndet. Neben der
Energielieferung stellt die Glucose eine Reihe von Zwi-
schenprodukten f�r die meisten der biochemischen Pfade
bereit. Stellvertretend steht daf�r der Glycolyse-Pfad, bei
dem sechs Kohlenstoffatome der Glucose in zwei C3-Mole-
k�le 3-Phosphoglycerat und schließlich in Pyruvat umge-
wandelt werden. Die Umwandlung des Pyruvats zu Acetat
verbindet direkt die Glycolyse mit dem Zitronens�urezyklus

(TCA-Zykus). Beide Zyklen sind f�r den zellul�ren Ge-
samtenergiehaushalt zust�ndig. Wie im Folgenden erl�utert
wird, bieten alle Zwischenzust�nde dieser Pfade einen bio-
chemischen Zugang zu speziellen 13C-Markierungen; aller-
dings m�ssen f�r die praktische Anwendung der jeweiligen
Kohlenstoffquellen Kostenaspekte ber�cksichtigt werden.

Die einheitliche 13C,15N-Markierung, auch als „global la-
beling“ bezeichnet, liefert den maximalen Satz an spektro-
skopischer Information aus einer einzigen Probe. Allerdings
kann mit zunehmender Gr�ße des Molek�ls die spektrale
�berlappung zum Problem werden. Das Problem kann sich
versch�rfen bei einer H�ufung hydrophober Aminos�uren,
wie es z. B. bei Membranproteinen oder beim Auftreten do-
minanter Sekund�rstrukturmotive der Fall ist. Solche Effekte
f�hren zu weiteren spektroskopischen Mehrdeutigkeiten, die
oftmals speziellere Proteinherstellungen durch spezifische
oder selektive Markierung erfordern.

Setzt man hingegen markierte oder unmarkierte Amino-
s�uren vor der Zellinduzierung zu, so produzieren die Bak-
terien Proteine mit dem entsprechenden Aminos�ure(AS)-
Markierungsprofil.[15,16] Eine selektive AS-Markierung kann
deshalb nicht nur die spektrale �berlappung vermindern,
sondern sie verbessert auch die M�glichkeiten, spezielle
Proteintopologien oder Dom�nen im NMR-Spektrum sicht-
bar zu machen. Solche „vorw�rtsgerichteten“ Markierungs-
techniken kommen z. B. bei Membranproteinen und anderen
großen Biomolek�len (siehe z. B. Lit. [17] f�r fr�here An-
wendungen) h�ufig zum Einsatz.

Im n�chsten Schritt kann eine positionsspezifische Mar-
kierung durch Substitution von einheitlich markierter Glu-
cose durch [1,3-13C]-Glycerin oder [2-13C]-Glycerin im Mini-
malmedium erreicht werden. Dies f�hrt zu einer charakte-
ristischen Verteilung von 13C- und 12C-Isotopen in jeder
Aminos�ure.[18] Durch die weitgehende Unterdr�ckung von
skalaren 13C-13C-Kopplungen �ber eine chemische Bindung
k�nnen solche Markierungsmuster eine bessere spektrale
Aufl�sung liefern. Außerdem k�nnen sie die Sequenzzuord-
nung erleichtern, da f�r spezielle Aminos�uretypen charak-
teristische Kreuzpeakmuster entstehen.[19] Ein weiteres Bei-
spiel f�r die Erzeugung eines speziellen Musters von 13C-
Markierungen innerhalb methylierter oder aromatischer
Proteinreste ist der Einsatz von [1-13C]-Glucose[20] als allei-
nige Kohlenstoffquelle. Alternativ dazu ist es auch m�glich,
Proteinvarianten zu erzeugen, in denen spezifisch 13C-ange-
reicherte Spinpaare im Proteinr�ckgrat (13C’-13Ca-Paare)
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oder eine 13C-Spinmarkierung an Methylgruppen durch [1,2-
13C]-Pyruvat[21] oder [3-13C]-Pyruvat[22] erreicht wird. Solche
Markierungsstrategien k�nnen eine wichtige Rolle bei der
Bestimmung von strukturellen Kontakten (constraints) durch
CC-, CHHC- oder verwandte Korrelationsmethoden spielen
(siehe �bersichtsartikel in Lit. [23, 24]).

Eine weitere Methode – wenn auch noch nicht f�r FK-
NMR-Spektroskopie gezeigt – ist die segmentbezogene Iso-
topenmarkierung, die den Proteinspleiß-Mechanismus
nutzt.[25] Alternativ dazu kann eine chemische Ligation zweier
Polypeptidketten auch durch die Synthese eines N-terminalen
Peptids mit einer Thioester-Endgruppe und einem C-termi-
nalen Peptid mit einer Cysteingruppe erreicht werden.[26]

Um intermolekulare Wechselwirkungen zu identifizieren,
k�nnen Gemischtmarkierungsmethoden n�tig sein, z.B. unter
Verwendung von 13C/15N-Mischungen.[27] Die Proteingrenz-
fl�che kann dann mithilfe von FK-NMR-Experimenten, die
einen Magnetisierungstransfer zwischen 15N und 13C zulassen,
untersucht werden. Mit zunehmender Molek�lgr�ße kann die
segmentbezogene Markierung, bei der nur ein Teil des Pro-
teins anstelle des Volll�ngenproteins untersucht wird, eine
weitere Option werden. Solche „divide-and-conquer“-Stra-
tegien wurden z. B. bei reassemblierten Proteinen[28] und
mehrdom�nigen Membranproteinen[29] verwendet. Ein �hn-
liches Ergebnis kann durch enzymatisches Schneiden[30] nach
der Probenpr�paration erreicht werden. In Abbildung 2 sind
die verschiedenen Markierungstechniken dargestellt.

Neben dem maßgeschneiderten Einsatz der 13C,15N-Mar-
kierungsstrategien ist in der Vergangenheit die Technik der
Probendeuterierung vielseitig eingesetzt worden. Seit den
bahnbrechenden Arbeiten von Crespi und Katz[31] in den 60er
Jahren hat sich die Deuterierung, z. B. in Kombination mit
speziell protonierten Methylgruppen,[32] als wichtige Methode
f�r biomolekulare Studien an l�slichen und festen Biomole-
k�len erwiesen.[33, 34] Dabei muss ber�cksichtigt werden, dass
eine Deuterierung auch zu einer erheblichen Verminderung
der Proteinexpression f�hren kann. Außerdem beeinflusst der
Deuterierungsgrad NMR-relevante Parameter wie NMR-
Frequenz, Relaxation oder Kreuzpolarisationseffizienz und
beeintr�chtigt die M�glichkeit, strukturrelevante 1H-1H-Ab-
st�nde zu messen. Diese Aspekte haben bisher den Einsatz in
FK-NMR-Anwendungen gebremst. J�ngste Ergebnisse un-
serer Forschungsgruppe an einem membrangebundenen Io-
nenkanal (bislang unver�ffentlicht) legen eine Kombination
von partieller Deuterierung (bei der protonierte Vorstufen

w�hrend der bakteriellen Expression eingesetzt werden),
Ultrahochgeschwindigkeits-MAS und speziellen Mehrpuls-
sequenzen nahe. Damit k�nnten zuk�nftige FK-NMR-Stu-
dien von der verbesserten 1H-spektraler Aufl�sung profitie-
ren, ohne die spektroskopische Detektion von strukturrele-
vanten Proton-Proton-Abst�nden entscheidend zu erschwe-
ren.

Nach Expression und Markierung stehen der FK-NMR-
Spektroskopie im Prinzip alternative Methoden zu Proben-
pr�paration zur Verf�gung. Am h�ufigsten wurden Techniken
verwendet, bei denen die Probenaufreinigung vor der FK-
NMR-Messung stattfindet. Solche Aufreinigungen sind be-
sonders anspruchsvoll im Zusammenhang mit Membranpro-
teinen aufgrund ihrer hydrophoben Eigenschaften. Proto-
kolle unter Zuhilfenahme von Protein-Lyophilisierung (Ge-
friertrocknung) oder Ausf�llung sind f�r FK-NMR-Studien
etabliert. F�r Membranproteine hat sich auch der Einsatz von
Nanoscheibchen („nanodiscs“) als n�tzlich erwiesen.[35]

Die bevorzugte Methode bei Membranproteinen ist aber
die Proteinrekonstitution in Lipid-Doppelschichten. Im Falle
von Membranproteinen in L�sungsmitteln geschieht der
Einbau in Lipid-Doppelschichten spontan in Gegenwart von
Liposomen, wenn die L�sungsmittelkonzentration verringert
wird. Parameter wie die Lipidzusammensetzung, die Art der
Salze, der pH-Wert und die Temperatur sowie die Anwesen-
heit eines endogenen Liganden k�nnen variiert werden, um
einen funktionellen Einbau bei hohem Protein-Lipid-Ver-
h�ltnis zu gew�hrleisten. Zellfreie Expressionssysteme bieten
eine Alternative zur Herstellung von isotopenmarkierten
Proben[36] und wurden auch k�rzlich in der FK-NMR-Spek-
troskopie verwendet.[37] Dabei wird die Probenpr�paration
erheblich vereinfacht, da Membranproteine direkt in hydro-
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Abbildung 2. Pr�parative und NMR-Ans�tze zur Verringerung der spek-
tralen Komplexit�t bei FK-NMR-Anwendungen an großen Biomolek�-
len.
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phobe Umgebungen wie Tensidmicellen und Lipidvesikel
synthetisiert werden k�nnen. Aufreinigungs- und Rekonsti-
tutionsprozeduren k�nnen schließlich komplett umgangen
werden, wenn Zellextrakte oder komplette Zellen verwendet
werden. In solchen F�llen m�ssen Vorkehrungen getroffen
werden, die sicherstellen, dass die dominante Isotopenmar-
kierung das zu untersuchende Protein widerspiegelt. Die
Qualit�t der Probe kann weiter verbessert werden, indem
man die zellul�re Proteinsynthese w�hrend der Induktions-
phase vermindert oder ganz unterdr�ckt. Durch T7-Vektor-
systeme und Zugabe von Rifampicin zum Wachstumsmedium
kann die E.-coli-RNA-Polymerase selektiv inhibiert
werden.[38] Alternativ kann die �berexpression der mRNA-
Interferase MazF, die einzelstr�ngige RNA bei ACA-Nukle-
otidsequenzen schneidet, zu einer deutlichen Verringerung
des Proteinhintergrunds des Wirtsystems genutzt werden.

Dazu ist es notwendig, dass sowohl das gew�nschte Gen
als auch der Expressionsvektor ohne das ACA-Codon pro-
duziert werden. Diese Methode, die auch als Einzelprotein-
produktion (SPP) bezeichnet wird,[39] wurde k�rzlich erfolg-
reich bei integralen Membranproteinen eingesetzt. Solche
Ans�tze sind besonders interessant, da durch die starke Un-
terdr�ckung der Proteinsynthese des Wirtsystems sowohl die
Effizienz der Membranproteinexpression als auch das Tar-
geting und die korrekte Insertion in die Wirtsmembran ge-
steigert werden.[40] Dadurch er�ffnen sich neue M�glichkei-
ten zur Strukturanalyse integraler Membranproteine durch
FK-NMR-Spektroskopie. Des Weiteren k�nnten auch andere
heterologe Expressionssysteme wie Kluyveromyces lactis,[41]

Pichia pastoris[42] und andere Zelllinien wie Sf9-Insektenzel-
len[43] oder S�ugetier-Zelllinien wie CHO[44] und HEK[45] in
Zukunft f�r NMR-Studien verwendet werden.

2.2. Empfindlichkeit und Aufl�sung

Die Intensit�t eines NMR-Signals ist proportional zum
Besetzungsunterschied der Spinzust�nde, der durch die
Boltzmann-Statistik definiert ist. Da sich die Spinzust�nde
nur durch kleine Energiedifferenzen (im Radiofrequenzbe-
reich) unterscheiden, ist auch der Besetzungsunterschied der
Spinzust�nde klein. Im Vergleich zu anderen spektroskopi-
schen Techniken wie EPR- und FTIR-Spektroskopie macht
dieser Aspekt die FK-NMR-Spektroskopie zu einer relativ
unempfindlichen Technik. Der Besetzungsunterschied erh�ht
sich mit der magnetischen Feldstarke (B0), was einen der
Vorz�ge von Hochfeld-NMR-Ger�ten erkl�rt. In der Praxis
skaliert das Signal-Rausch-Verh�ltnis moderner NMR-Spek-
trometern ungef�hr mit B0

1.5 ; dies ergibt einen Empfindlich-
keitsgewinn von Faktor 2, wenn man ein 18.7-T-Spektrometer
(800 MHz) mit einem 11.7-T-Spektrometer (500 MHz) ver-
gleicht. Gleichzeitig verbessert sich die spektrale Aufl�sung,
da Linienverbreiterungen durch dipolare oder skalare
Kopplungen nur durch St�rungsterme h�herer Ordnung
auftreten. Diese Effekte und der Zugang zu entsprechenden
Hochfeld-FK-NMR-Ger�ten haben in der Vergangenheit
nicht nur die Forschung an mikrokristallinen Proteinen er-
leichtert, sondern verbessern auch die M�glichkeiten zu
Studien an heterogenen Systemen. Als Beispiel illustriert

Abbildung 3 die Vorz�ge der Hochfeld-NMR-Spektroskopie
bei der Strukturbestimmung des membranst�ndigen KcsA-
Kv1.3-Kanals. Hier war die erreichte spektrale Aufl�sung
entscheidend, um Sequenzzuordnungen zu erhalten.[30]

Gem�ß der Boltzmann-Gleichung vergr�ßert sich der
Besetzungsunterschied auch, wenn man die Temperatur senkt
(Stichwort Kryo-NMR-Spektroskopie). Bei 128 K erh�ht sich
z. B. die Empfindlichkeit um etwa den Faktor 3 gegen�ber
Experimenten bei 0 8C (Abbildung 3, unten). Solche Emp-
findlichkeitsgewinne sind sowohl bei Proteinamyloiden als
auch bei Proteoliposomen m�glich. Wie aus Abbildung 3 er-
sichtlich ist, verringert sich dabei in der Regel die spektrale
Aufl�sung, weshalb es bei zuk�nftigen Anwendungen wichtig
sein wird, die spektrale Aufl�sung bei tiefer Termperatur zu
kontrollieren (siehe unter anderem Lit. [46]).

Eine klassische Technik zur Verringerung von spektraler
Komplexit�t ist die mehrdimensionale NMR-Spektrosko-
pie.[10] Auch im Bereich der FK-NMR-Spektroskopie wurden
in den letzten Jahren zahlreiche mehrdimensionale Korrela-
tionsexperimente entwickelt, die auch an Proteinen und an-
deren biomolekularen Systemen eingesetzt werden k�nnen
(Abbildung 2). Solche Experimente korrelieren z. B. N-C-
Umgebungen oder C-C-C-Spin-Netzwerke in drei[47] oder
sogar vier[48, 49] spektralen Dimensionen. Parallel dazu wurden
auch alternative Sampling-Techniken untersucht, die die Ex-
perimentalzeit verk�rzen oder die spektrale Dispersion ohne
Verlust an spektraler Information modifizieren.[50] Die spek-
trale Aufl�sung kann auch durch den Einsatz von Entkopp-
lungssequenzen, die skalare oder dipolare Restkopplungen
unterdr�cken, verbessert werden. Solche Konzepte werden
zunehmend verwendet, um komplexe Biomolek�le zu stu-
dieren (siehe auch Lit. [51]). Ein anderes Verfahren, um
Strukturinformation in gr�ßeren Systemen zu erhalten, ver-
wendet FK-NMR-Filtermethoden. Beispielsweise k�nnen

Abbildung 3. Oben: Gewinn an spektraler Aufl�sung beim Einsatz der
Hochfeld-FK-NMR-Spektroskopie am Beispiel des Ionenkanals KcsA-
Kv1.3. Unten: Signalverst�rkung bei der biologischen FK-NMR-Spektro-
skopie durch Anwendung tiefer Temperaturen (unver�ffentlicht).

M. Baldus et al.Aufs�tze

8528 www.angewandte.de � 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2010, 122, 8524 – 8535

http://www.angewandte.de


mithilfe molekularer Reporter, die sich durch spezielle NMR-
Eigenschaften wie verringerte Relaxation, große nat�rliche
H�ufigkeit oder eine wohldefinierte Position auszeichnen
(wie freies Wasser, paramagnetische Quencher oder Kerne
der Lipidkopfgruppe), molekulare Grenzfl�chen untersucht
werden (Abbildung 2). Eine fr�he Technik verwendete den
Magnetisierungstransfer zwischen Wasser- oder Lipid-
Spins[52] und wurde sp�ter auf mehrdimensionale FK-NMR-
Spektroskopie ausgedehnt.[53–55] Solche Methoden waren von
betr�chtlichem Nutzen im Zusammenhang mit membran-
assoziierten Peptiden und Proteinen (siehe auch Lit. [56]) und
bieten auch neue M�glichkeiten, um Proteinaggregate wie
Amyloide mittels Wasser[57] oder paramagnetischer Relaxa-
tionsproben[58, 59] zu untersuchen.

Selbst ohne das Zuf�gen von speziellen Reportermole-
k�len k�nnen Unterschiede in den molekularen Beweglich-
keiten zur Vereinfachung der spektroskopischen Analyse
f�hren. In der Tat wird die FK-NMR-Spektroskopie seit ei-
niger Zeit zur Untersuchung von molekularen Bewegungen
in großen Molek�len verwendet.[60] Solche Studien haben
k�rzlich die konformativen Bewegungen eines intakten Virus
aufgekl�rt[61] oder wurden verwendet, um die molekulare
Dynamik funktionell relevanter Membranproteinsegmente
zu messen.[62, 63] Eine vollst�ndige Diskussion dieser neu ent-
wickelten Methoden und ihrer Anwendung auf mikrokris-
talline Proteine (siehe z. B. Lit. [64,65]) geht �ber den
Rahmen dieses Aufsatzes hinaus. Oft kommen FK-NMR-
Pulssequenzen zum Einsatz, die Ver�nderungen in spektro-
skopischen Parametern, insbesondere Relaxationszeiten wie
T1, T2 und T1,rho messen. Alternativ werden Polarisations-
transferschritte eingebaut, die skalaren oder dipolaren
Transfer verwenden (siehe z.B. Lit. [66]) und, im letzteren
Fall, die durch Bewegung skalierte dipolare Kopplung von
1H-15N-, 1H-13C- und 13C-13C-Spinpaaren messen. Generell
spielen intermolekulare Wechselwirkungen eine herausra-
gende Rolle im Festk�rper.[67] Strukturuntersuchungen an
mikrokristallinen Proteinen oder Amyloidfibrillen verwen-
deten spezielle Markierungsmuster, die eine Separation des
intra- und intermolekularen Polarisationstransfers[67] sowie
dessen Unterdr�ckung[58] erm�glichen. Durch Mischen von
verschieden markierten molekularen Spezies lassen sich dann
intermolekulare Kontakte in der FK-NMR-Spektroskopie
messen.[27, 68] Wie in der Fl�ssigkeits-NMR-Spektroskopie
sollten 1H/2H-Austauschexperimente eine weitere Vereinfa-
chung der spektralen Komplexit�t erm�glichen.

Die spektrale Empfindlichkeit ist von großer Bedeutung
bei Anwendungen an komplexen Systemen. Ein reizvoller
Ansatz verwendet NMR-Pulsfolgen in hoher Wiederho-
lungsrate, wobei die Notwendigkeit von starken Radiofre-
quenzpulsen durch ultraschnelles MAS oder durch moleku-
lare Verd�nnung aufgehoben wird. Die Relaxationseigen-
schaften k�nnen dar�ber hinaus durch Einbau von para-
magnetischen Kernen verbessert werden (siehe z. B.
Lit. [59, 69]). Die theoretische Untersuchung solcher mole-
kularer „Sonden“, ihre Auswirkungen auf FK-NMR-Daten
und deren strukturelle Interpretation stellt zurzeit ein wich-
tiges Forschungsgebiet dar. Der Nutzen solcher Methoden
wurde bereits an Amyloidproteinen gezeigt.[59] Selbst in Ab-
wesenheit von Paramagneten k�nnen Unterschiede in der

Relaxation in biomolekularen Systemen unter MAS-Bedin-
gungen[70] zur Optimierung von mehrdimensionalen FK-
NMR-Experimenten verwendet werden.[71]

Eine bedeutend gr�ßere Signalverst�rkung ist durch spe-
zielle Methoden wie Photo-CIDNP (chemisch induzierte
dynamische Kernpolarisationc)[72] oder durch den Einsatz von
Parawasserstoff[73] oder polarisierten Edelgasen wie Xenon
m�glich. Im Prinzip k�nnen solche Methoden auch bei FK-
NMR-Experimenten an komplexen Biomolek�len (siehe z. B.
Lit. [75]) eingesetzt werden. Eine besonders elegante und
m�glicherweise breit einsetzbare Methode ist die dynamische
Kernpolarisation (DNP; dynamic nuclear polarization). DNP
beruht auf der Erzeugung einer großen Spinpolarisation
jenseits des thermischen Gleichgewichts, die zu den ge-
w�nschten NMR-detektierbaren Kernen transferiert wird.[76]

Durch Mikrowelleneinstrahlung bei tiefen Temperaturen
wurden Signalverst�rkungen mit einem Faktor gr�ßer 100 in
der FK-NMR-Spektroskopie gemessen.[77] Zur Polarisierung
von Fl�ssigkeiten wurden Durchflussmethoden vorgeschla-
gen.[78] Außerdem wurden Methoden entwickelt, die durch
schnelles Aufw�rmen von der festen in die fl�ssige Phase Si-
gnalverst�rkungen im l�slichen Zustand und f�r die Le-
bendbildgebung erm�glichen.[79]

Seit kurzem sind spezielle FK-NMR-DNP-Spektrometer,
die Signalverst�rkungen zwischen 20 und 100 routinem�ßig
erreichen, auch kommerziell erh�ltlich. Solche Verbesserun-
gen sind, wie k�rzlich durch unsere Arbeitsgruppe gezeigt
wurde (unver�ffentlicht), auch im Falle von kompletten zel-
lul�ren Proben m�glich. Die breite Anwendung solcher Sys-
teme wird ohne Zweifel zu weiteren Verbesserungen im Be-
reich der Probenpr�paration f�hren. Außerdem wird die
Entwicklung spezieller Polarisationsquellen zu einer weiteren
Signalverbesserung f�hren,[80] und der zielgerichtete Einbau
endogener oder chemisch synthetisierter Radikale in der
N�he der gew�nschten molekularen Umgebung wird neue
M�glichkeiten f�r die FK-NMR-Spektroskopie bieten.

2.3. Integrierte Ans�tze

In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass komplette 3D-
Strukturen durch FK-NMR-Spektroskopie bestimmt werden
k�nnen (siehe z. B. Lit. [24]) und dass FK-NMR-Spektro-
skopie molekulare Bewegung auf unterschiedlichen Zeitska-
len messen kann (siehe z. B. Lit. [64]). Gleichzeitig liefern die
klassischen Methoden der Strukturbiologie (Abbildung 1)
faszinierende Einblicke in isolierte und l�sliche biomoleku-
lare Komplexe. Dar�ber hinaus wurden im Bereich Molecu-
lar Modeling bemerkenswerte Fortschritte bei der Struktur-
vorhersage erzielt.[81] Zusammen mit dem zunehmenden
Nutzen biophysikalischer Methoden wie Elektronenmikro-
skopie (EM), resonantem Energietransfer nach F�rster
(FRET) und FTIR-Spektroskopie deuten diese Entwicklun-
gen darauf hin, dass zuk�nftige Anwendungen der FK-NMR-
Spektroskopie von integrierten Konzepten profitieren
werden, um anspruchsvolle Probleme an komplexen Biomo-
lek�len zu untersuchen.

Bereits heute hat die m�gliche Berechnung von NMR-
Frequenzen durch Ab-initio-[82, 83] und Hybrid-Methoden
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(siehe z. B. Lit. [84]) die Verwendung von isotropen und an-
isotropen chemischen Verschiebungen in der Fl�ssigkeits-
und der FK-NMR-Spektroskopie ver�ndert. Generell h�ngen
chemische Verschiebungen von mehreren Faktoren wie
Wasserstoffbr�cken, elektrischen Feldeffekten, Ringstr�men
und den R�ckgrat- und Seitenketten-Torsionswinkeln ab.
Eine Reihe von NMR-Konzepten wurde entwickelt, um
Proteinstrukturen zu untersuchen oder, im g�nstigsten Fall,
die NMR-spektroskopische Bestimmung der 3D-Struktur zu
unterst�tzen.[29, 85] Auf der anderen Seite bieten chemische
Verschiebungen eine vielseitige Hilfe, um intermolekulare
Wechselwirkungen in molekularen Kristallen[83] oder in be-
stimmten Biomolek�len wie photosynthetischen Membran-
proteinen mit einer hohen Chromophordichte[86] zu untersu-
chen. Unter solchen Bedingungen kann eine Kombination
von Molecular Modeling und expliziter Berechnung chemi-
scher Verschiebungen n�tig sein, um verl�ssliche Struktur-
Funktions-Beziehungen zu etablieren (siehe z.B. Lit. [87]).

Dar�ber hinaus kann die Kombination von Fl�ssigkeits-
und FK-NMR-Daten eine schnelle Hilfe bieten, um die
Strukturen von mehrdom�nigen Biomolek�len wie Protein-
aggregaten oder Membranproteinen aufzul�sen[63, 88–90] oder
um verschiedene Beweglichkeitsbereiche zu untersuchen. Oft
k�nnen auch R�ntgenkristallographie und SAXS-Daten
direkt mit FK-NMR-Ergebnissen verglichen werden (siehe
Lit. [91]). Letztlich bietet das Repertoire an modernen bio-
physikalischen Methoden wie FTIR-,[90] Raman-,[92] Fluores-
zenz-[93, 94] und massenspektrometrischen Methoden[95] eine
wichtige Referenz f�r FK-NMR-Studien an komplexen Bio-
molek�len.

In der Literatur finden sich in zunehmender Zahl Bei-
spiele f�r die Kombination von FK-NMR-Experimenten mit
theoretischen Verfahren wie molekulares Docking,[96–98] In-
silico-Modeling[29] und Molek�ldynamikstudien.[99] Solche
Strategien deuten darauf hin, dass viele zuk�nftige Anwen-
dungen der FK-NMR-Spektroskopie an komplexen Syste-
men iterative Ans�tze umfassen werden (Abbildung 4), in
denen Strukturmodelle, die aus der NMR-Spektroskopie
oder durch andere Methoden generiert wurden, mittels FK-
NMR-Spektroskopie evaluiert werden. Dies schließt die in
den Abschnitten 2.1 und 2.2 beschriebenen Verfahren zur
Verfeinerung von Struktur-, Beweglichkeits- und – schluss-
endlich – Funktionalit�tsanalysen in komplexen Umgebun-
gen ein.

3. Anwendungen

3.1. Amyloide und andere Aggregate

Die FK-NMR-Spektroskopie hat sich zu einer f�hrenden
Methode zur Untersuchung von Amyloidfibrillen entwi-
ckelt.[100,101] 3D-Strukturen wurden nicht nur f�r mehrere
Amyloidproteine von mittlerer Gr�ße erhalten, sondern
hochaufgel�ste FK-NMR-Spektroskopie war auch m�glich in
erheblich gr�ßeren Proteinen wie a-Synuclein[102] oder sogar
im vollst�ndigen Prion-Protein HET-s.[103] Solche Studien
verwendeten Pulssequenzen, die unterschiedliche Beweg-
lichkeitsbereiche detektieren. Neben der Untersuchung von

Amyloidfibrillen wurde die FK-NMR-Spektroskopie auch
zur Untersuchung von Aggregationsintermediaten eingesetzt.
Neueste Studien[104] haben Varianten des b-Amyloidpeptids
und von a-Synuclein untersucht und liefern einen wichtigen
�berblick �ber die Faltungslandschaft von Amyloiden und
�hnlichen Proteinen. �hnlich wie andere biophysikalische
Studien k�nnen diese Experimente den Weg zu In-situ-Un-
tersuchungen der Proteinfaltung und -aggregation mittels
FK-NMR-Spektroskopie ebnen. Ein besonders interessanter
Ansatz wurde von Tycko und Mitarbeitern beschrieben, die
aus der Hirnmasse von Alzheimer-Patienten gez�chtete b-
Amyloidfibrillen untersuchten.[105]

W�hrend solche FK-NMR-Studien auf die Krankheits-
aspekte von Amyloidproteinen zielen, wird in zunehmendem
Maße auch die funktionelle Rolle der „amyloiden“ Protein-
faltungen untersucht. Solche Zust�nde werden nat�rlicher-
weise bei Prionen[101] und Proteinkomponenten der extrazel-
lul�ren Matrix[106] beobachtet. Dar�ber hinaus konnte mit-
hilfe der FK-NMR-Spektroskopie k�rzlich ein neuer Zu-
sammenhang zu Proteinen der Kernpore hergestellt
werden.[93] Dabei zeigte sich, dass das 62 kDa große Kern-
porin Nsp1, das in vitro ein funktionelles Hydrogel bildet,
durch Proteinsequenzen und Strukturmotive charakterisiert
ist, die verwandt sind zu Amyloidproteinen. Auch hier zeigte
die FK-NMR-Spektroskopie ihren vielseitigen Charakter, um
sowohl strukturelle als auch dynamische Aspekte dieser
Proteinaggregate zu untersuchen. Zudem konnte durch Ent-
wicklung eines speziellen FK-NMR-Probenkopfes der Ag-
gregationsprozess w�hrend der NMR-Aufnahme untersucht
werden.[93] Andere k�rzlich publizierte FK-NMR-Studien an
komplexen Biomolek�len untersuchten Aggregate des Cap-
sidproteins von HIV-1,[107] aB-Crystallin,[88] Mikrotubuli[89,108]

und die Proteinbildung in Typ3-Proteinsekretionsmaschi-
nen.[90]

Nat�rlich ist die molekulare Organisation nicht auf Pro-
teinnetzwerke beschr�nkt, sondern kann auch neuartige,

Abbildung 4. M�gliche zuk�nftige, integrierte Ans�tze f�r FK-NMR-
Experimente an großen Biomolek�len.
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m�glicherweise durch die Biologie inspirierte Materialien
umfassen. F�r solche Systeme tr�gt die Kombination von
Methoden, die unterschiedliche L�ngenskalen erfassen
(R�ntgenkristallographie/EM und FK-NMR-Spektroskopie;
Abbildung 1), bereits zu einer strukturbasierten Analyse
funktioneller (Bio)materialien bei (siehe z. B. Lit. [109]).

3.2. Membranproteine

Membranproteine sind seit mehr als 30 Jahren Gegen-
stand der FK-NMR-Spektroskopie, mit bahnbrechenden
Arbeiten an Bakteriorhodopsin (bR) oder Rhodopsin[9, 16,110]

und Gramicidin.[15] Neben diesen fr�hen Arbeiten[6] wurden
FK-NMR-Studien auch an membrangebundenen H�llpro-
teinen von filament�sen Bakteriophagen durchgef�hrt (siehe
Lit. [111] f�r einen aktuellen �bersichtsartikel) und spielten
eine wichtige Rolle bei der Erforschung antimikrobieller
Peptide[112, 113] und im Bereich der Membranfusion.[114]

In den letzten Jahren hat sich gezeigt, dass die FK-NMR-
Spektroskopie umfassende Informationen �ber gr�ßere
Membranproteine liefern kann. Beispielsweise pendeln Re-
tinalproteine nach Lichtaktivierung, die Konformations�n-
derungen im Protein und Chromophor verursacht, zwischen
unterschiedlichen Zust�nden. Im Fall des Rhodopsins konn-
ten Topologie[115] und Dynamik[116] des Retinals sowie das
Aktivierungsprofil des Rezeptors untersucht werden.[45]

Durch FK-NMR-Spektroskopie wurden auch unterschiedli-
che funktionelle Zust�nde von bR durch die Anwendung von
dynamischer Kernpolarisation und Anregung durch Laser-
licht untersucht.[117] Beim Sensory Rhodopsin II wurden mit-
tels FK-NMR-Spektroskopie die Rezeptortopologie, Kom-
plexbildung und Aktivierung in nat�rlichen Membranen un-
tersucht.[55, 63] Außerdem konnten neue Proteinfamilien mit-
tels FK-NMR-Spektroskopie untersucht werden.[118] Die Ex-
perimente zeigten, dass das Protein bereits im Grundzustand
in unterschiedlichen Konformationen vorliegt.

Die FK-NMR-Spektroskopie spielte auch eine wichtige
Rolle bei der Untersuchung des viralen M2-Kanals, sowohl
bez�glich der Kanalstruktur und -dynamik[119] als auch der
Ligandenbindung.[120] Zum Beispiel wird die FK-NMR-
Spektroskopie seit geraumer Zeit f�r Untersuchungen der
Ligandenbindung an funktionellen Membranproteinen ein-
gesetzt. Solche Liganden, z.B. Spinnen- oder Skorpiontoxine,
bieten eine wichtige Quelle f�r nat�rliche Wirkstoffe. Um
eine gezielte Verbesserung der biologischen und therapeuti-
schen Eigenschaften solcher Naturstoffe zu erzielen, ist ein
Verst�ndnis der Ligand-Protein-Wechselwirkung auf atoma-
rer Ebene wichtig. Tats�chlich konnten f�r ein an einen Ka-
liumkanal gebundenes Toxin 3D-Strukturinformationen ge-
wonnen werden.[97] Verschiedene funktionelle und ligandge-
bundene Zust�nde von nat�rlichen und synthetischen Blo-
ckern wurden mit FK-NMR-Spektroskopie unter-
sucht.[54, 96, 121] Weitere Untersuchungen von Ligand-MP-
Wechselwirkungen wurden an anderen Ionenkan�len[122] und
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) durchge-
f�hrt.[123]

Schließlich wurde eine ganze Reihe weiterer Membran-
proteine mit FK-NMR-Spektroskopie untersucht, darunter

membrangebundene Enzyme,[49, 98,124] Histidin-Kinasen,[29]

ABC-Transporter[125] und Proteine der bakteriellen Außen-
membran.[126] Eine ausf�hrliche Diskussion w�rde �ber den
Umfang dieses Aufsatzes hinausgehen, wir verweisen deshalb
auf aktuelle �bersichtsartikel zu diesen Themen.[113, 127]

3.3. Zellw�nde, Biomaterialien und mehr

Ein ultimatives Ziel der biomolekularen Spektroskopie
und Mikroskopie ist es, eine Br�cke zwischen der Struktur-
und Zellbiologie zu schlagen. Die FK-NMR-Spektroskopie
ist geeignet, atomare Aufl�sungen unter solchen In-situ-Be-
dingungen zu bieten – und sie hat dies seit mehr als zwei
Jahrzehnten bewiesen.[128] Im Folgenden behandeln wir neu-
este Anwendungen auf diesem Forschungsgebiet (Abbil-
dung 5).

Die FK-NMR-Spektroskopie bietet die M�glichkeit, die
biologische Struktur und zellul�re Organisation z. B. von
Zellw�nden in Bakterien, Pilzen und Pflanzen zu untersu-
chen. Tats�chlich wurden hochaufgel�ste FK-NMR-Spektren
an intakten Peptidoglycan-Sacculi von E. coli erhalten, die
atompr�zise Informationen �ber die Struktur und Dynamik
des bakteriellen Peptidoglycans und seiner Wechselwirkung
mit Proteinen mithilfe von 2D-Experimenten (die unter
skalarer Kopplung aufgenommen wurden) lieferten.[129] Seit
der Entdeckung des Penicillins sind Antibiotika, die auf
Peptidoglycane zielen, von großem wissenschaftlichen Inter-
esse. Die FK-NMR-Spektroskopie wurde als eine Technik
genutzt, um die Wirkungsweise solcher Antibiotika in intak-
ten Zellen und Zellwandpr�parationen pathogener Bakterien
zu untersuchen. Dabei wurden z. B. intermolekulare dipolare
Kopplungen unter MAS-Bedingungen gemessen.[130] Die
Terti�rstruktur des Peptidoglycans wurde durch FK-NMR-
13C-Spindiffusionsexperimente untersucht,[131] bei denen ein
Magnetisierungstransfer von markierten Pentaglycalbr�cken
zum (nichtmarkierten) 13C der Hauptkette stattfindet. �hn-
liche Ans�tze wurden auch genutzt, um Virulenzfaktoren von
markierten bakteriellen Lipopolysacchariden[132] und Zell-
wandvorstufen in pilzst�ndigen Pathogenen[133] zu untersu-
chen. Die detaillierte Terti�rstruktur von Biopolymeren,
insbesondere der pflanzlichen Zellwand, ist von großem In-
teresse in der Nahrungsmittelindustrie. L�sliche[134] und un-
l�sliche Extrakte[135] pflanzlicher Biopolymere (mit Bedeu-
tung f�r die N�hrstoffspeicherung im Organismus) zeigen
hoch dynamische und polymorphe Eigenschaften mit einer
Vielzahl von Molek�len, die das Gewebe stabilisieren. Bei-
spielsweise deckte dipolare 2D-Korrelationsspektroskopie[136]

ein betr�chtliches Ausmaß an Polymorphie in der Struktur
der Cellulose auf.

Die FK-NMR-Spektroskopie lieferte auch wichtige Bei-
tr�ge zur atompr�zisen Beschreibung der Zellwandstruktur
von Diatomeen.[94] Die silicatreichen Zellw�nde der Diato-
meen werden durch spezielle Peptide in Form des Silaffins[137]

und Polyamins[138] zusammengehalten. Ein genaues Ver-
st�ndnis der Zellwandstruktur solcher Kieselalgen k�nnte
z. B. in der Nanotechnologie (Nanoelektronik) von Interesse
sein. Die FK-NMR-Spektroskopie konnte dar�ber hinaus
Strukturinformationen �ber Biomaterialien wie Apatite lie-
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fern. Hier konnten 1H-31P-HETCOR- und 15N(31P)-REDOR-
Experimente den Anteil an Hydroxyionen in biologischen
Apatitkristallen von Knochen bestimmen und molekulare
Wechselwirkungen zwischen Speichelproteinen und der
Oberfl�che von Hydroxyapatit detektieren (siehe z. B.
Lit. [139] f�r neuere Arbeiten).

Eine andere Forschungsrichtung sind zellul�re Organel-
len. Sivertsen et al. nahmen 2D-15N-13C-Korrelationsspektren
von Gasvesikeln der Cyanobakterien auf,[140] die auf eine
asymmetrische Dimer-Organisation der dominanten Prote-
inkomponente schließen lassen. 31P-FK-NMR-Spektren
wurden an Mitochondrien der Kartoffelknolle aufgenom-
men,[141] um die Lipidzusammensetzung unter verschiedenen
Stressbedingungen zu bestimmen. Schließlich lieferte die FK-
NMR-Spektroskopie die erste atomare Beschreibung der
molekularen Organisation von Einschlussk�rperchen,[142] und
ihre spektroskopischen Prinzipien waren von großer Wich-
tigkeit bei der Metabolitbestimmung komplexer Biomolek�-
le[143] .

4. Zusammenfassung und Ausblick

Seit mehr als drei Jahrzehnten liefert die FK-NMR-
Spektroskoskopie Einblicke auf atomarer Ebene in die
strukturelle Organisation komplexer Biomolek�le. Durch
neueste Entwicklungen in der NMR-Spektroskopie, der
Biophysik und verwandten Forschungsgebieten bietet die
FK-NMR-Spektroskoskopie nun die M�glichkeit, komplette
zellul�re Systeme oder andere komplexe Systeme mit
h�chster (d.h. atomarer Pr�zision) zu untersuchen. Ein zen-
traler Aspekt der zellul�ren Funktion ist das abgestimmte
Handeln wechselwirkender Proteine oder anderer Biomole-
k�le, die ihrerseits Komplexe und Netzwerke bilden k�nnen.
Zum Beispiel deuten neueste Erkenntnisse darauf hin, dass

Molek�le an der Grenzfl�che mehrerer molekularer Bereiche
an der zellul�ren Biogenese teilnehmen. Bisher wurde die
strukturelle Organisation solcher makromolekularer Einhei-
ten durch die Kombination von Modellen der Ein-Partikel-
EM, der zellul�ren Elektronentomographie oder mithilfe von
R�ntgenkristallstrukturen von isolierten Proteinkristallen
beschrieben (siehe z.B. Lit. [144]). Zuk�nftig k�nnte nun die
FK-NMR-Spektroskopie die M�glichkeit bieten, strukturelle
und dynamische Informationen direkt und in situ zu liefern.

Schon jetzt ist die FK-NMR-Spektroskopie die f�hrende
Technik zur Beschreibung der Amyloidaggregation und Fi-
brillenbildungen, da atomare Modelle der monomeren Un-
tereinheiten ungeeignet oder nicht vorhanden sind. Selbst
wenn Referenzinformation oder Strukturdaten in hoher
Aufl�sung und von isolierten Untereinheiten vorhanden sind,
k�nnten molekulare Anlagerungen oder funktionelle As-
pekte eine strukturelle Umorganisation erfordern, wie k�rz-
lich am Typ3-Sekretionssystem mittels FK-NMR-Spektro-
skopie nachgewiesen wurde.[90] Solche Struktur�nderungen in
unterschiedlichen funktionellen Zust�nden k�nnten zuk�nf-
tig durch FK-NMR-Spektroskopie untersucht werden.

Studien zunehmend komplexer Systeme werden weitere
Fortschritte bez�glich der spektroskopischen Empfindlichkeit
und Aufl�sung erfordern. Insbesondere werden effiziente
Signalverst�rkungsmethoden, die bereits bei Amyloid- und
Membranproteinen erfolgreich verwendet wurden, in einer
zellul�reren Umgebung wichtig sein. Die Kombination von
Isotopenmarkierung und paramagnetischer Markierung, die
Einf�hrung nichtnat�rlicher Aminos�uren und der optimier-
te Einsatz von Polarisationsreagentien werden ebenfalls neue
M�glichkeiten zum Studium komplexer Biomolek�le bieten.
Parallel dazu werden Entwicklungen in der FK-NMR-Me-
thodik und im Instrumentenbau die momentanen Grenzen
der FK-NMR-Spektroskopie erweitern und helfen, die L�cke
zwischen der Struktur- und Zellbiologie zu schließen.

Abbildung 5. Die FK-NMR-Spektroskopie ist eine vielseitige Methode zur Untersuchung von komplexen Biomolek�len in vitro und, wie in mehre-
ren der dargestellten F�lle gezeigt, unter In-situ-Bedingungen.
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