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Abstract: Die Festkçrper-NMR-Spektroskopie gewinnt zu-
nehmend an Bedeutung, wenn es um Strukturuntersuchungen
von kristallinen, sich in Membranen befindlichen, sedimen-
tierten oder fibrill�ren Proteinen geht. Bei vielen Untersu-
chungen werden allerdings typischerweise mehrere isotopen-
markierte Proben von 10–20 mg gebraucht. Wir zeigen hier,
dass mit einem neuen NMR-Probenkopf, der Rotationsfre-
quenzen um den magischen Winkel um 100 kHz erreicht, die
Linienbreiten der Protonensignale verkleinert werden kçnnen.
Unter ausschließlicher Verwendung von Strukturinformatio-
nen aus so gewonnenen Daten wurde eine gut definierte De-
novo-Struktur des Modellproteins Ubiquitin mit zwei Proben
zu je etwa 500 mg Protein erhalten. Damit ergeben sich neue
Mçglichkeiten f�r die Strukturbestimmung von Proteinen, die
nur im Mikrogramm- oder zweistelligen Nanogrammbereich
verf�gbar sind. Dies sind typische Mengen f�r zum Beispiel
eukaryotische Membranproteine, die in Organismen oder
zellfrei exprimiert werden.

Wir beschreiben hier eine Verringerung der Probenmenge
f�r strukturelle Untersuchungen mittels Festkçrper-NMR-
Spektroskopie[1] um einen Faktor von 40, wenn man von
einem Standardaufbau mit einem 3.2-mm-MAS-Rotor aus-
geht, der etwa 20 mg Protein fasst. Unter Verwendung des

gleichen Aufbaus w�rde sich das Signal-zu-Rausch-Verh�ltnis
(„signal-to-noise ratio“, SNR) um den gleichen Faktor ver-
ringern. Alternativ kçnnte die Grçße der Spule und des
Probenbeh�lters ebenfalls linear dazu verkleinert werden. In
diesem Fall w�rde sich die Empfindlichkeit um einen Faktor
von 402/3� 10[2] reduzieren, was jedoch die Experimente
immer noch unzumutbar lang machen w�rde.

Die Detektion von 1H anstelle von 13C stellt ein reizvolles
Mittel dar, die Empfindlichkeit der Experimente zu verbes-
sern. Der entsprechende Gewinn durch das viermal hçhere
gyromagnetische Verh�ltnis erhçht die Empfindlichkeit fast
um das Zehnfache (43/2 = 8). Dies ist ausreichend, um die
Verringerung der Probenmengen auszugleichen, allerdings
nur wenn die Protonenlinie genauso schmal ist wie die Koh-
lenstofflinie. Das zu erreichen stellt allerdings eine Heraus-
forderung dar, da die starken Dipol-Dipol-Wechselwirkungen
zwischen den Protonen durch die Versuchsausf�hrung aus-
reichend unterdr�ckt werden m�ssen. Ein gedanklich einfa-
cher Ansatz ist es, die MAS-Frequenzen[3] zu erhçhen, da im
fraglichen Bereich die betrachtete Protonenlinienbreite
linear mit steigender Rotationsfrequenz abnimmt. Jedoch
konnte mit den bisher technisch mçglichen Rotationsfre-
quenzen keine ausreichende Mittelung erreicht werden,
sodass in bisherigen Ans�tzen oft MAS mit Verd�nnung
durch Isotopenmarkierung[4] kombiniert wurde, was jedoch
zu unerw�nschtem Empfindlichkeitsverlust f�hrt. Bei MAS-
Frequenzen von 50 kHz und dar�ber wird Protonendetektion
mit Deuterierung und komplettem R�ckaustausch („Repro-
tonierung“, d.h. Amide und austauschbare Seitenketten sind
protoniert) realisierbar.[3b,5] Rotationsfrequenzen von 60 kHz
kçnnen mit 1.3-mm-Rotoren erreicht werden, die etwa 2 mg
Material fassen kçnnen, d.h. viermal so viel wie die 0.8-mm-
Rotoren, die f�r 100-kHz-Rotationsfrequenz benutzt werden.
Demnach stellt die Verwendung von 0.8-mm-Rotoren einen
Empfindlichkeitsverlust von 42/3� 2.5 dar. Betrachtet man
allerdings die Reduktion der Protonenlinienbreite um einen
Faktor 2 von 50-kHz- auf 100-kHz-MAS, gleicht dieser
Gewinn den Verlust fast aus. Daten zur Strukturbestimmung
bei 55- und 60-kHz-MAS wurden erg�nzt durch Daten von
grçßeren Rotoren oder paramagnetischen Strukturinforma-
tionen.[4c,6]

Wir zeigen hier, dass bei MAS-Frequenzen von 100 kHz[7]

die Protonenlinien ausreichend schmal sind, um die nçtige
Auflçsung und Empfindlichkeit f�r eine De-novo-3D-Struk-
turbestimmung des Modellproteins Ubiquitin mit Proben-
mengen von unter einem Milligramm zu erhalten. Mit Pro-
teinproben von weniger als 500 mg wurden f�nf Experimente
zur sequenziellen Zuordnung der Resonanzen im Protein-
r�ckgrat in ungef�hr zwei Tagen aufgenommen. Die 1H-1H-
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Abstandsinformationen wurden aus 3D- und 4D-Spektren
gewonnen, die eine Messzeit von acht Tagen bençtigten. F�r
die Strukturbestimmung sind wir auf eine Kombination von
drei Bestandteilen angewiesen:[8]

1) TALOS-N[9]-Torsionswinkelbeschr�nkungen, die aus
den chemischen Verschiebungen der R�ckgratresonanzen
erhalten werden, um die Sekund�rstruktur zu definieren;
2) HN-HN-Abstandsbeschr�nkungen, die insbesondere n�tz-
lich sind, um b-Faltbl�tter zu identifizieren; 3) Abstandsbe-
schr�nkungen zwischen Protonen der Methylgruppen, die
essenziell sind, um das hydrophobe Innere des Proteins aus-
zuloten und die Proteinfaltung zu bestimmen.

Abbildung 1a zeigt den Vergleich des 0.8-mm-Rotors, der
hier verwendet wurde, mit einem �blichen 3.2-mm-Rotor.
Das Probenvolumen im 0.8-mm-Rotor ist etwa 40-mal kleiner
und liegt im Bereich von 0.7 mL. Wenn
man die enthaltene Wassermenge in
Betracht zieht, entspricht das weniger als
500 mg Protein. In Abbildung 1b ist das
protonendetektierte 2D-1H,15N-HSQC-
Spektrum von Ubiquitin dargestellt, das
bei 99-kHz-MAS in 9 Minuten aufge-
nommen wurde. Die Wiederholungsrate
wurde durch die T1-Zeit der Protonen
limitiert und kçnnte durch paramagne-
tische Dotierung weiter reduziert
werden.[10] Die Protonenlinienbreiten im
Spektrum liegen im Bereich von 19 bis
73 Hz f�r die einzelnen Resonanzen, mit
einem Mittelwert von 41 Hz. Die Stick-
stofflinienbreiten dahingegen liegen
zwischen 30 und 68 Hz, mit einem Mit-
telwert von 39 Hz (alle Werte sind ohne
Apodisierungsfunktion gemessen, siehe
Tabelle S1). Das durchschnittliche SNR
der Signale in Abbildung 1b betr�gt 31�
11. Selbst bei MAS-Frequenzen von
100 kHz ist die Protonenlinienbreite
noch invers proportional zur Rotations-
frequenz und w�rde von noch hçheren Spinn-
frequenzen profitieren.[11] Von 60- zu 93-kHz-
MAS verl�ngert sich die gemessene, durch-
schnittliche T2’-Zeit der Protonen von 8.4 ms zu
13.5 ms, was die lineare Abnahme der Linien-
breite best�tigt. F�r Ubiquitin in Lçsung liegen
typische Protonenlinienbreiten im Bereich von
6 bis 9 Hz, und Stickstofflinienbreiten variieren
konzentrationsabh�ngig zwischen 3 und
15 Hz.[12] Demnach sind die beobachtbaren Li-
nienbreiten im Festkçrper unter diesen Bedin-
gungen innerhalb eines Faktors von 3–10 zu
denen in Lçsung. F�r grçßere Proteine in
Lçsung werden die Signale im Spektrum breiter,
w�hrend im Festkçrper keine �nderung zu er-
warten ist.

F�nf 3D-Experimente wurden gemessen,
um die Resonanzen des R�ckgrats zuzuordnen:
(H)CONH, (H)CANH, (H)CA(CO)NH,[3b] bei
denen alle Polarisationstransfers auf dipolaren

Kopplungen basieren, ein (H)(CA)CB(CA)NH[5a] bestehend
aus einer Kombination von Polarisations�bertragungen mit-
tels dipolaren und skalaren Kopplungen, und ein „Hin-und-
zur�ck“-(H)(N)(CA)CB(CA)NH[12] mit Polarisations�ber-
tragung durch J-Kopplungen, außer f�r die Transferschritte
zwischen 1H und 15N. Die Messzeit f�r alle f�nf Spektren
betrug 58 Stunden. Die Zuordnung der Resonanzen ist zu-
sammen mit den daraus resultierenden TALOS-N[9]-Vorher-
sagen in Tabelle S2 aufgelistet. Insgesamt konnten 13 Signale
des methylgruppenmarkierten [1H-13C]-HSQC-Spektrums
aufgrund ihrer eindeutigen Kohlenstoffverschiebung zuge-
ordnet werden. Die anderen Signale wurden mithilfe von
Protonensignalen, die aus NMR-Spektren in Lçsung unter
�hnlichen Bedingungen erhalten wurden, zugeordnet (Details
in Tabelle S3).[13] Verglichen mit Spektren bei niedrigeren

Abbildung 1. a) Vergleich eines 0.8-mm-Rotors mit einem 3.2-mm-Rotor, der als Standard f�r
Strukturuntersuchungen gelten kann. b) 1H-detektiertes 2D-1H-15N-Spektrum von 100% repro-
toniertem U-(2H,13C,15N)-Ubiquitin (<0.5 mg) bei 99.2 kHz MAS, das in etwa 10 Minuten auf-
genommen wurde. c) Drei repr�sentative Spuren des 2D-Spektrums veranschaulichen das SNR.

Abbildung 2. a) Strukturelle Daten der Amidprotonen aus 3D-Spektren des reprotonier-
ten (2H,13C,15N)-Ubiquitins. (a) Ausschnitte des 1H-detektierten 3D-15N-aufgelçsten Ex-
periment mit [1H,1H]-Spindiffusion im rotierenden Koordinatensystem. Die nicht ein-
deutig zuzuordnenden Kreuzsignale sind mit grauen K�sten versehen; alle anderen be-
schrifteten Kreuzsignale sind eindeutig. b,c) Abbildung der Korrelation von (a) im Aus-
schnitt der Rçntgenkristallstruktur (PDB-Code: 3ONS).
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Rotationsfrequenzen zeigen sich keine we-
sentlichen Verschiebungen der Resonanz-
frequenzen. Somit hat eine Rotationsfre-
quenz von 100 kHz keine Wirkung auf das
Protein.

Mit der (2 H,15N,13C)-markierten und zu
100 % reprotonierten Probe lassen sich Kor-
relationen zwischen Amidprotonen in 3D-
15N-1H-1H-Spektren auflçsen, die Abstands-
informationen f�r die Strukturbestimmung
geben. Der HN-HN-Polarisationstransfer
wurde durch Spindiffusion im rotierenden
Koordinatensystem erreicht (siehe die Hin-
tergrundinformationen). Vier repr�sentative
Ausschnitte des 3D-Spektrums sind in Ab-
bildung 2 a dargestellt. Insgesamt wurden
386 Korrelationssignale automatisch ausge-
w�hlt.[14] Davon konnten 199 Kreuzsignale
eindeutig zugeordnet werden. Die Zuord-
nung ist in den charakteristischen Aus-
schnitten des 3D-Spektrums in Abbildung 2
gezeigt. Weiterhin sind die jeweiligen Ver-
bindungen zwischen den Amidprotonen –
die sich haupts�chlich in b-Faltbl�ttern be-
finden – in der Rçntgenkristallstruktur
(PDB-Code: 3ONS)[15] veranschaulicht. Die
vollst�ndige Liste der zugeordneten Signale
ist in Tabelle S4 gegeben.

Alle 33 ILV-Methylgruppenkorrelatio-
nen, die man f�r Ubiquitin erwartet, sind in
dem 2D-1H-13C-HSQC-Spektrum (Abbil-
dung 3a) zu sehen. Abbildungen 3b–f zeigen
f�nf 1H-13C-2D-Ebenen eines 4D-HSQC-
DREAM-HSQC-Experiments, welches die HSQC-Spektren
des Ursprungs- und Zielspins korreliert und den genauen
Polarisationstransferweg aufzeigt.[8] Die Kreuzsignale in den
dargestellten 2D-Ebenen identifizieren den Ursprung der
Polarisation (mittels 1H- und 13C-Verschiebung), die dann zu
den Methylgruppen �bertragen wird, die den Signalen mit
blauen Konturlinien entsprechen. In den meisten globul�ren
Proteinen sind die Methylgruppen vorwiegend im hydro-
phoben Inneren zu finden.[16] Kreuzsignale in dem 4D-Spek-
trum entsprechen fast ausschließlich weitreichenden HMet-
HMet-Kontakten und stellen entscheidende Abstandsinfor-
mationen dar. 82 Kreuzsignale wurden im Spektrum identi-
fiziert. Daraus konnten 73 eindeutig zugeordnet werden,
w�hrend neun Kreuzsignale zwei Mçglichkeiten zur Zuord-
nung haben. Tabelle S5 listet die erhaltenen Kontakte auf. Als
Beispiel sind die Korrelationen zwischen den Protonen
L67Hd2 und I3Hd1 der abgebildeten 2D-Ebenen in der
Kristallstruktur gezeigt (Abbildung 3g,h).

Die gewonnenen strukturellen Informationen sind in Ta-
belle 1 zusammengefasst. Diese Daten reichen aus, um eine
gut definierte Struktur mit einem R�ckgrat-RMSD von (0.6�
0.1) � zu erhalten, wie in Abbildung 4a gezeigt ist. In Ab-
bildung 4 b ist die erhaltene Struktur mit der Rçntgenkris-
tallstruktur (3ONS) verglichen. Die Details der Strukturbe-
rechnung sind in Tabelle S7 aufgelistet. Der RMSD des
R�ckgrats zwischen der NMR- und Rçntgenkristallstruktur

liegt bei 2.0 � (verwendet wurden die Aminos�uren 2–71).
Dieser Wert wird haupts�chlich durch relative Verschiebun-
gen der jedoch klar definierten Helices und Faltbl�tter her-
vorgerufen sowie durch Unterschiede in der halbflexiblen
Schlaufe. Um die Stabilit�t der Strukturberechnung zu be-
st�tigen, wurden die Obergrenzen der Methylgruppenkon-
takte und die der Amidkontakte unabh�ngig voneinander auf
einem Raster von 4.5–7 � und 5–7 � variiert. Jede Berech-
nung wurde außerdem f�r verschiedene Ausgangsbedingun-
gen wiederholt. Der RMSD-Wert f�r das gesamte Struktur-
b�ndel ist (0.7� 0.2) �. Trotz der geringeren Probenmenge
ist die Anzahl der langweitreichenden HN-HN-(HMet-HMet-
)Abstandsbeschr�nkungen bei 100-kHz-MAS um etwa 3-

Abbildung 3. Spektren von ILV-markiertem Ubiquitin. a) 2D [1H,13C]-HSQC-Spektrum bei
94.5 kHz MAS und einer Probentemperatur von 20 8C. b–f) 2D-Ebenen (f1-f2-Dimension)
des nicht einheitlich abgetasteten 4D-HSQC-DREAM-HSQC Experiment. Positive Signale
(Diagonalsignale) sind in blau dargestellt, negative Signale (Kreuzsignale) in rot. 2D-
Ebenen von b) I61Hd1, c) L69Hd1, d) L67Hd2, e) V26Hg1 und f) I3 Hd1. g,h) Bildhafte
Darstellung der Korrelationen (rote Linien) in der Rçntgenkristallstruktur zwischen Methyl-
gruppen (hellblaue Kugeln) die im 4D-Experiment f�r L67d2 und I3d1 ersichtlich sind.

Tabelle 1: Abstandsbeschr�nkungen, die f�r die Strukturberechnung
benutzt wurden.

Art der Abst�nde HN-HN Met-Met

Komplette Anzahl 130 82
Automatisch[a]/Manuell Automatisch Manuell
Eindeutige Zuordnung 130 73
Kurze Reichweite (j i�j j �1) 44 0
Mittlere Reichweite (2� j i�j j <5) 50 5
Lange Reichweite (j i�j j >5) 36 68
Torsionswinkel (TALOS-N) 120

[a] Die Liste der automatisch ausgew�hlten Signale findet sich in Ta-
belle S4.
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(1.5)-mal grçßer als vorhergehende Daten bei 60-kHz-MAS
mit deutlich grçßerer Probemenge.[4c]

Wir haben gezeigt, dass eine De-novo-Strukturbestim-
mung mit weniger als 500 mg (59 Nanomol) Protein mittels
Festkçrper-NMR-Spektroskopie durchf�hrbar ist. Der Ver-
gleich der transversalen Relaxationszeiten der Protonen be-
st�tigt die erwartete Verbesserung der homogenen Linien-
breite mit hçheren Rotationsfrequenzen und der daraus fol-
genden Auflçsungs- und Empfindlichkeitsverbesserung: Die
gesamte Messzeit f�r alle Spektren betrug 11 Tage (2.4 Tage
f�r die sequenzielle Zuordnung, 8.5 Tage f�r Spektren mit
Strukturdaten). Wenn man die Qualit�t der Spektren anhand
der Linienbreite definiert, sollte diese unabh�ngig von der
Proteingrçße sein. Dies l�sst gen�gend Spielraum, sich grç-
ßeren Proteinen, Proteinkomplexen, oder Proteinen, die in
Lipiden verd�nnt sind, zuzuwenden. Allerdings kçnnen dy-
namische Aspekte des jeweiligen Proteins diesbez�glich eine
Rolle spielen. Wir glauben, dass in Zukunft technische Fort-
schritte weitere Verbesserungen der Linienbreite und SNR
bringen werden. Das hier vorgestellte Verfahren erweitert das
Anwendungsgebiet der Festkçrper-NMR-Spektroskopie auf
Proteine, die schwer in mehreren Milligramm exprimiert
werden kçnnen, wie eukaryotische Membranproteine, wo
Mengen oft nicht wenige Milligramm pro Liter (im Organis-
mus) oder Milliliter (zellfrei) �berschreiten.
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Abbildung 4. a) Strukturb�ndel der zehn energetisch g�nstigsten
Strukturen (aus insgesamt 200 berechneten Strukturen), bestimmt
durch NMR-Spektroskopie. Sekund�rstrukturen sind hellblau (b-Falt-
bl�tter), orange (a-Helices) und grau (Schlaufen) kenntlich gemacht.
b) Struktur von Ubiquitin, bestimmt mit Festkçrper-NMR-Spektrosko-
pie (rot) und �berlagert mit der Rçntgenkristallstruktur (blau, PDB-
Code: 3ONS).
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