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Abstract: Die Hochdruck-NMR-Spektroskopie ist wichtig fîr
die Detektion selten auftretender Proteinzust�nde mithilfe der
Druckabh�ngigkeit der chemischen Verschiebung. Fîr die
Analyse dieser Verschiebungen muss allerdings der Ursprung
der beobachteten Druckabh�ngigkeit verstanden werden. Es
werden Hochdruck-NMR-Ergebnisse fîr 15N-angereichertes
N-Methylacetamid (NMA) in Wasser als Modell fîr Peptid-
bindungen vorgestellt. Diese werden mit quantenchemischen
Berechnungen der zugehçrigen magnetischen Parameter unter
Verwendung eines druckempfindlichen Solvensmodells kom-
biniert. Die Analyse der theoretischen Ergebnisse fîr NMA
und den experimentellen Standard DSS zeigt, dass ein we-
sentlicher Teil der ønderungen der chemischen Verschiebung
auf die solvensinduzierte elektronische Polarisation des
Rîckgrats zurîckgeht. Weiterhin zeigt die magnetische Ab-
schirmung von DSS nur geringe Empfindlichkeit fîr Druck-
�nderungen, weswegen der DSS-Standard ein zuverl�ssiger
Sensor druckabh�ngiger solvensvermittelter Variationen des
lokalen magnetischen Felds ist.

Die Hochdruck-NMR-Spektroskopie hat sich zu einer
wichtigen Methode fîr die Untersuchung selten auftretender
Proteinkonformationen entwickelt, deren Kenntnis notwen-
dig ist, um die Funktionsweise von Proteinen zu verstehen[1]

und um eine neue Klasse von Wirkstoffen zu entwickeln: die
intrinsischen allosterischen Inhibitoren.[2] Um verschiedene
Konformationszust�nde im thermischen Gleichgewicht zu

detektieren, wird im Kontext solcher Untersuchungen
haupts�chlich die Druckabh�ngigkeit der chemischen Ver-
schiebungen der 1H-, 13C- und 15N-Kerne des Proteinrîckgrats
analysiert. Die dabei beobachteten ønderungen der chemi-
schen Verschiebungen sind sehr klein und erfordern die
Verwendung eines internen Standards. Als Standardsubstanz
unter Normaldruck und fîr polare Lçsungsmittel wurde von
der IUPAC 4,4-Dimethyl-4-silapentan-1-sulfons�ure (DSS)
empfohlen.[3] Die Gegenwart eines polaren Lçsungsmittels
kann unter Hochdruck jedoch, infolge der ønderung seiner
dielektrischen Eigenschaften und/oder der Lçsungsmittel-
struktur im Vergleich zu Normaldruck, die elektronische
Struktur des Solvats beeinflussen und zu damit verbundenen
ønderungen der chemischen Verschiebungen und mçgli-
cherweise auch der Kopplungskonstanten fîhren. Dement-
sprechend ist es notwendig, den Einfluss des reinen Lç-
sungsmittels auf NMR-Parameter als Funktion des Drucks
(p) aufzukl�ren, um eine Basislinie zu definieren und damit
die konformativen von den inh�rent solvensvermittelten
Anteilen in beobachteten Spektren zu unterscheiden.

Hier berichten wir îber die Druckempfindlichkeit der
chemischen Verschiebungen eines charakteristischen Frag-
ments des Proteinrîckgrats, N-Methylacetamid (NMA), das
einen Prototyp fîr experimentelle und computergestîtzte
Untersuchungen darstellt. NMA hat eine einfache Molekîl-
struktur und ermçglicht somit die Unterscheidung von elek-
tronischen und konformativen Effekten. Hierfîr wurden die
druckabh�ngigen NMR-Spektren der 1H-, 13C- und 15N-
Amidkerne von NMA bestimmt, wobei das 15N-Isotop pr�-
parativ eingebaut werden musste. Da îblicherweise experi-
mentelle Spektren in protischen Lçsungsmitteln auf die Me-
thylsilylgruppe des DSS-Anions bezogen werden, ist es
wichtig, dass die intrinsische Druckabh�ngigkeit der DSS-
Abschirmkonstante bekannt ist. Idealerweise sollte dieser
Parameter drucktransparent sein, d.h., er sollte haupts�chlich
auf die Variation des lokalen magnetischen Felds reagieren,
die durch die ønderung der druckabh�ngigen magnetischen
Suszeptibilit�t des Lçsungsmittels und nicht durch die øn-
derung der Molekîlstruktur bewirkt wird. Deswegen ist es
wichtig, dass die Druckabh�ngigkeit der (isotropen) magne-
tischen Abschirmkonstante s der relevanten DSS-Kerne be-
kannt ist. Dies ist von besonderer Bedeutung fîr die in der
Literatur empfohlenen empirischen Skalierungsfaktoren,[3]

mit denen man Nicht-Protonen indirekt îber die 1H-Reso-
nanz der DSS-Methylgruppe referenzieren kann. Da diese
Referenzierungsmethode fîr Normaldruck entwickelt wurde,
ist zu zeigen, ob DSS ein sinnvoller Hochdruck-NMR-Stan-
dard in protischen Lçsungsmitteln ist und ob die ursprînglich
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entwickelten Parameter îbertragbar sind. Dies ist insbeson-
dere wichtig fîr genaue Rechnungen mit dem Ziel, die ex-
perimentelle und theoretische Skala der chemischen Ver-
schiebungen in Einklang zu bringen, oder – in anderen
Worten – um zu verstehen, was genau unter extremen Be-
dingungen gemessen wird.

Die Theorie kann hierbei das Experiment unterstîtzen,
sofern zwei Anforderungen erfîllt sind: 1) Eine quanten-
chemische (QC-)Methodik wird bençtigt, die die Hochdruck-
Lçsungsmittelumgebung im Rahmen der elektronischen
Schrçdinger-Gleichung ad�quat abbildet und mit der sinn-
volle NMR-Parameter in Lçsung erhalten werden. 2) Wei-
terhin muss ein alternativer Zugang zum indirekten empiri-
schen Referenzierungsansatz gefunden werden (siehe unten).
Zur Behandlung von Aspekt (1) wird das „Embedded Cluster
Reference Interaction Site Model“ (EC-RISM) verwendet.[4]

Dies ist ein auf Integralgleichungen basierender Ansatz, der
QC-Methoden mit Flîssigphasentheorien koppelt, wodurch
sich – wie in den vergangenen Jahren gezeigt wurde – signi-
fikante Vorteile[5–7] gegenîber einfacher konstruierten Kon-
tinuumsmethoden, z. B. dem „Polarizable Continuum Model“
(PCM),[8] ergeben. Kurz zusammengefasst liefert EC-RISM
eine selbstkonsistente Lçsung der elektronischen Struktur
eines Solvatmolekîls sowie der Lçsungsmittelstruktur unter
Verwendung diskreter, von der Lçsungsmittelverteilung ab-
geleiteter Punktladungen, die zu einer Polarisierung des
elektronischen Hamilton-Operators fîhren. Aus der Lçsung
der Schrçdinger-Gleichung folgt das durch das Solvens po-
larisierte elektrostatische Potential zwischen Solvat- und
Solvens-Wechselwirkungszentren, das fîr die Berechnung der
Lçsungsmittelstruktur im Rahmen der dreidimensionalen
(3D-)RISM-Integralgleichungstheorie bençtigt wird.[9]

Gleichzeitig ergibt sich die Population von Konformationen
eines Teilchens in Lçsung, da EC-RISM die Freie Energie
jedes Konformers als Summe der elektronischen Energie und
des analytisch berechenbaren chemischen Exzesspotentials
zug�nglich macht. Fîr die 3D-RISM-Rechnungen wird eine
spezielle Lçsungsmitteleigenschaft, die so genannte Lç-
sungsmittelsuszeptibilit�t c, bençtigt, die die Dichtevariation
des Solvens durch Insertion eines Solvats widerspiegelt. Sie
enth�lt die intra- und (druckabh�ngige) intermolekulare Lç-
sungsmittelverteilungsfunktion und ermçglicht somit, den
Druck als Variable in QC-Rechnungen einzubringen. Sie
kann sowohl aus 1D-RISM-Rechnungen unter Verwendung
von Approximationen (h�ufig dem so genannten „Hyper-
netted Chain“- oder HNC-Modell) als auch direkt aus Mo-
lekîldynamik(MD)-Simulationen[10] bestimmt werden, wobei
hier beide Ans�tze verfolgt werden.

EC-RISM wurde bereits zur Berechnung von chemischen
Verschiebungen von NMA in Wasser unter Normaldruck[7]

und auch fîr die Charakterisierung der druckabh�ngigen in-
tramolekularen Polarisation von Trimethylamin-N-oxid
(TMAO)[10] eingesetzt, woraus ein druckabh�ngiges Kraftfeld
fîr TMAO/Wasser-Mischungen zum Einsatz in klassischen
MD-Simulationen abgeleitet wurde. Dieses ist in der Lage,
sowohl die Solvensstruktur im Vergleich mit Ab-initio-MD-
Daten als auch die experimentellen Dichten im Bereich
zwischen 1 bar und 10 kbar gut wiederzugeben. Hier werden
nun Vorhersagen von Abschirmkonstanten und Verschie-

bungen von NMA relativ zu DSS mit Hochdruckbedingungen
kombiniert und mit experimentellen Daten verglichen, um
die Leistungsf�higkeit von EC-RISM fîr NMR-Parameter im
Zusammenhang mit Hochdruck-induzierter Polarisation zu
untersuchen. Sofern Theorie und Experiment �hnliche
druckabh�ngige Trends der chemischen Verschiebungen er-
geben, wird es mçglich sein, Schlussfolgerungen bezîglich der
Eignung von DSS als universellem Hochdruck-NMR-Stan-
dard zu treffen sowie die allein durch das Solvens induzierte
Basislinie in der Protein-NMR-Spektroskopie zu definieren.

Zun�chst wurden die Eigenschaften von DSS in zwei re-
pr�sentativen Lçsungsmitteln, Wasser und Methanol, îber
einen großen Druckbereich untersucht. Ausgehend vom
vollst�ndigen Satz denkbarer Konformationen und nachfol-
genden Geometrieoptimierungen mit PCM (Standardein-
stellungen fîr Wasser und Methanol im Rahmen von Gaus-
sian 09),[11] dem 6-31 + G(d,p)-Basissatz und dem B3LYP-
Funktional, was eine sinnvolle und effiziente Kombination fîr
die NMR-Spektren-Vorhersage mit EC-RISM darstellt,[7]

verbleiben fînf eindeutige relevante Konformationen (ge-
messen an den Freie-Energie-basierten Populationen; siehe
Tabellen S2 und S3 der Hintergrundinformationen) fîr die
weitere Verarbeitung (siehe Abbildung 1 fîr Wasser und
Methanol). Die EC-RISM-Ergebnisse fîr HNC- und MD-
Suszeptibilit�ten sind gut vergleichbar mit PCM-Daten, die
einem Druck von 1 bar entsprechen. Die vollst�ndig ge-
streckte Konformation ist dabei sowohl in Methanol als auch
in Wasser am st�rksten populiert. Zus�tzlich sei angemerkt,
dass sich der Druck unterschiedlich auf die Populationen in
beiden Lçsungsmitteln auswirkt und sogar zu einem gegen-

Abbildung 1. Druckabh�ngige H�ufigkeiten der wichtigsten optimier-
ten DSS-Konformationen (oben) in Wasser und Methanol; links:
Hauptkonformer, rechts: andere, berechnet mit normierten Boltzmann-
Faktoren unter Verwendung der Summe aus elektronischer Energie
und dem chemischen Exzesspotential bei 298.15 K unter Vernachl�ssi-
gung der Vibrations- und Rotationsentropie. B3LYP/6-31+ G(d,p)-
Rechnungen wurden mit PCM (nur fír 1 bar) und EC-RISM in Kombi-
nation mit Suszeptibilit�ten c aus unterschiedlichen Quellen (MD-
„SIM“ulation und HNC; die Zahlen in Klammern entsprechen dem
Index des Konformers) durchgefíhrt. Gefíllte Kreise repr�sentieren
PCM-, gefíllte und offene Quadrate EC-RISM-Daten.
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l�ufigen Trend fîhrt, obwohl die Geometrien und deren
energetische Sortierungen �hnlich sind. Ein wesentlicher
Unterschied zwischen HNC-c-Daten und simulierten
(SIM-)c-Daten ist die grçßere Steigung der Populationen bei
kleineren Drîcken. Weiterhin zeigen die SIM-Daten eine
auffallende Unstetigkeit bei 4 kbar, die bereits im Rahmen
von Untersuchungen des TMAO-Dipolmoments beobachtet
werden konnte.[10] Alle weiteren hier aufgefîhrten NMR-
Observablen wurden mittels Boltzmann-Gewichtung basie-
rend auf EC-RISM-berechneten Freien Energien îber die
fînf dominanten DSS-Strukturen fîr die jeweiligen Lç-
sungsmittel gewonnen.

Abbildung 2 sowie Tabellen S4 und S5 zeigen die Ergeb-
nisse fîr druckabh�ngige isotrope Abschirmkonstanten aus
„Gauge-Invariant Atomic Orbital“(GIAO)-EC-RISM/QC-
Rechnungen in Wasser und Methanol. Die absolute Druck-
abh�ngigkeit der 1H- und 13C-Kerne ist durchg�ngig sehr klein
und nahezu vernachl�ssigbar fîr Protonen (Dd =< 0.01 ppm
îber den Bereich bis 10 kbar), wodurch ihre experimentelle
Detektion sehr schwierig ist. Dies gibt jedoch einen ersten
Hinweis, dass DSS tats�chlich ein sinnvoller NMR-Standard
sein kçnnte, sofern der Hauptbeitrag zur druckabh�ngigen
chemischen Verschiebung von der Zielspezies, in unserem
Fall also von NMA, herrîhrt. Dies kann man untersuchen,
indem im Hochdruck-NMR-Experiment NMA auf DSS be-
zogen (Tabelle S6) und das Ergebnis mit den entsprechenden
theoretischen Ergebnissen (Tabelle S7) verglichen wird, wie
in Abbildung 3 fîr w�ssrige NMA-Lçsung dargestellt ist.

Das zuvor erw�hnte Problem (2) der indirekten Refe-
renzierung chemischer Verschiebungen h�ngt mit der Tatsa-
che zusammen, dass QC-
Rechnungen substanziell
von der linearen Fehler-
kompensation bei der Be-
rechnung des Unterschieds
der Abschirmkonstanten
zwischen Ziel- und Refe-
renzsubstanz profitieren,
welche direkt îber QC-
Methoden zug�nglich sind.
Dieser Vorteil geht verlo-
ren, sobald Verh�ltnisse
der NMR-Frequenzen (ty-
pischerweise bezeichnet
mit dem Symbol X)[3] des
1H-Kerns und eines ande-
ren Kerns verwendet
werden. Dieses Problem
wird hier umgangen,
indem das Experiment, mit
dem der Faktor X be-
stimmt worden ist,[3] com-
putergestîtzt nachgestellt
wird. Dies bedeutet, dass
die Abschirmung des
NMA-Amidkerns 13C fîr
alle Drîcke auf den 13C-
Kern der DSS-Methyl-
gruppe bei 1 bar bezogen

wird, d.h. auf sref(1 bar).[12] Fîr 15N wurde eine zweistufige
Methode angewendet, bei der zuerst die Verschiebung relativ
zu Ammoniak in w�ssriger Lçsung, (NH3)aq, berechnet und
anschließend eine Korrektur um die experimentell bekannte
Verschiebung von (NH3)aq zu flîssigem NH3 von Dd =

¢19.4 ppm durchgefîhrt wird.[12, 13] Da DSS keinen Stickstoff
enth�lt, gibt es hierfîr keine Mçglichkeit, einen druckab-
h�ngigen Standard, sref(p), zu definieren. Diese Vorgehens-
weise impliziert, dass eine Druckabh�ngigkeit des Standards

Abbildung 2. Druckabh�ngige Abschirmkonstanten des DSS-Anions,
berechnet mittels GIAO/EC-RISM/B3LYP/6-31+G(d,p) in Wasser
(oben) und Methanol (unten) fír 13C (links) und 1H (rechts) der DSS-
Methylgruppen mit c aus MD-Simulationen (orange) und HNC (blau).
Die Ergebnisse entsprechen arithmetischer Mittelung íber �quivalente
Kerne.

Abbildung 3. Druckabh�ngige chemische Verschiebungen der Amidkerne 13C (links), 1H (Mitte) und 15N
(rechts) von NMA in Wasser aus Rechnungen (oben) und Experimenten (Mitte) sowie steigungskorrigierte
Abweichungen relativ zu den Werten bei 1 bar (unten). Die theoretischen Resultate auf Basis von GIAO/EC-
RISM/B3LYP/6-31+G(d,p) mit MD-c (blau) und mit HNC-c (orange) werden mit experimentellen Ergebnissen
(grau), die direkt auf sref(p ; 1H) fír 1H und indirekt auf sref(1 bar, 1H) fír 13C und 15N bezogen wurden, vergli-
chen. Das offene Symbol fír 13C bei 1 bar stellt einen durch Regression ermittelten Wert dar, weil dieser wegen
technischer Schwierigkeiten im Hochdrucksystem nicht gemessen werden konnte. Die gestrichelten Linien
stellen an die Rohdaten angepasste Polynome zweiten Grades dar, deren Koeffizienten in den Tabellen 1 und
S8 aufgefíhrt sind. Die gefíllten und offenen Symbole in den oberen und unteren Zeilen zeigen die Referen-
zierungsmethode zur Bestimmung der chemischen Verschiebung an, d.h. entweder Referenzwerte bei 1 bar
fír alle druckabh�ngigen chemischen Verschiebungen oder einander entsprechende Druckpaare, was fír alle
Kerne außer 15N mçglich ist.
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a priori ausgeschlossen wird. Im Fall von 13C kann dies direkt
getestet werden, denn hier ist ein Vergleich zwischen der
(direkt) druckabh�ngigen Referenz und dem Standard bei
1 bar mçglich. Analog kann die theoretische Verschiebung
der NMA-Protonen relativ zu DSS sowohl in Hinblick auf die
druckabh�ngige Referenz (wie im Experiment durchgefîhrt)
als auch bezogen auf 1 bar untersucht werden. Dieser Ver-
gleich (mittlere Spalte von Abbildung 3) zeigt deutlich, dass
die inh�rente Druckabh�ngigkeit der 1H-Abschirmkonstante
vernachl�ssigbar ist, da beide Referenzierungsans�tze prak-
tisch die gleichen Ergebnisse (offene gegenîber gefîllten
Symbolen) liefern. In diesem Sinne ist DSS wegen seiner
Drucktransparenz tats�chlich ein sinnvoller Hochdruck-
NMR-Standard. 13C scheint weniger geeignet zu sein, was
jedoch in Anbetracht von Abbildung 2 nicht îberrascht.

Tabelle 1 (vollst�ndiger Datensatz in Tabelle S8) zeigt die
Regressionsparameter fîr alle experimentellen und berech-
neten Verschiebungen. Die chemischen Verschiebungen bei
Normaldruck werden im Vergleich zu vollst�ndig empiri-
schen Methoden relativ gut vorhergesagt.[14] Die theoreti-
schen Ergebnisse îbersch�tzen meist (bis auf 15N mit cHNC)
die Steigung der chemischen Verschiebung, was im Fall der
cSIM-Daten haupts�chlich aus dem Niedrigdruckbereich re-
sultiert, in dem die fîr die c-Berechnung notwendigen Was-
serverteilungen offenbar st�rker vom Druck abh�ngen als
experimentell erwartet. Mit dem HNC-Ansatz lassen sich
qualitativ bessere Ergebnisse gewinnen, was vermutlich aus
der Fehlerkompensation von zu schwach polarisierender
Umgebung (siehe TMAO in Wasser)[10] und îberpolarisierter
elektronischer Wellenfunktion im Rahmen des verwendeten
Theorieniveaus folgt. Die Weiterentwicklung von Approxi-
mationen fîr druckabh�ngige Solvatationseinflîsse in Kom-
bination mit geeigneten QC-Modellen ist offenkundig not-
wendig, um quantitative �bereinstimmung zu erzielen. Ins-
gesamt jedoch untermauern alle, analog zum Experiment
positiv erhaltenen, Steigungen, dass der theoretische Ansatz
die Physik der druckabh�ngigen Modulation der magneti-
schen Abschirmungen im Wesentlichen korrekt wiedergibt.
Weiterhin zeigen die quadratischen Parameter (Tabelle 1),
die in Proteinen haupts�chlich große Konformationsfluktua-
tionen anzeigen, jedoch in Random-Coil-Peptiden unver-
standen sind, sogar eine �ußerst gute �bereinstimmung mit
dem Experiment, da alle Ergebnisse negativ oder, wie fîr 1H,
vernachl�ssigbar klein sind.

Zusammenfassend konnte durch die experimentell be-
stimmten und computergestîtzten Daten zur Druckabh�n-

gigkeit der chemischen Verschiebung von NMA
relativ zu DSS gezeigt werden, dass NMR-Spektren
von Proteinrîckgraten einen intrinsischen solvens-
induzierten Basisanteil der chemischen Verschie-
bung enthalten, der aus elektronischer Polarisation
resultiert und unabh�ngig von der Referenz DSS ist.
DSS ist wegen seiner drucktransparenten magneti-
schen Eigenschaften ein geeigneter NMR-Standard
fîr Hochdruckbedingungen. Bemerkenswerterwei-
se sind die experimentellen 1H-, 13C- und 15N-Stei-
gungen von NMA (0.011, 0.048 und
0.53 ppmkbar¢1) in derselben Grçßenordnung wie
gemittelte Daten fîr Random-Coil-Peptide (in

ppmkbar¢1), z. B. 0.038[15] und 0.052[16] fîr 1H, 0.062[17] fîr 13C
sowie 0.29[16] fîr 15N, die jedoch abh�ngig von der Art der
Aminos�ure stark streuen. Weiterhin kçnnen Aminos�uren
in Proteinen sehr unterschiedliche B1- und B2-Werte aufwei-
sen, da diese von globalen Konformationsîberg�ngen beein-
flusst werden.[18] Die hier dargestellten Daten zeigen, dass die
solvensinduzierte elektronische Polarisation ebenfalls signi-
fikant zur Druckabh�ngigkeit der Abschirmkonstanten bei-
tr�gt. Demzufolge wird es fîr die Interpretation von Kon-
formations�nderungen von Proteinen mit Hochdruck-NMR-
Spektroskopie notwendig sein, gekoppelte, d.h. sowohl vom
Lçsungsmittel als auch vom Protein selbst induzierte, Pola-
risationseffekte n�her zu betrachten. Diese Problematik
sowie die Entwicklung von quantitativ genauen QC-/Solva-
tations-Modellen stellen in Zukunft eine substanzielle Her-
ausforderung fîr spektrale Zuordnungen durch Kombination
experimenteller und theoretischer Methoden dar.

Experimentelles
Die NMR-Experimente wurden mit synthetischem, 15N-angereicher-
tem NMA in w�ssriger Lçsung bei 298 K durchgefîhrt (siehe Hin-
tergrundinformationen fîr Details). Reine Solvenssuzeptibilit�ten
von Wasser wurden frîheren Arbeiten entnommen.[10] Die c-Funk-
tion fîr ein MeOH-Kraftfeldmodell wurde analog zu dieser Methodik
gewonnen.[19] Alle EC-RISM-Rechnungen an DSS und NMA wurden
entsprechend der Strategie fîr Normaldruck durchgefîhrt.[7] Weitere
Details sind den Hintergrundinformationen zu entnehmen.
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Tabelle 1: Linearer (B1) und quadratischer (B2) Koeffizient aus der Anpassung eines
Polynoms zweiten Grades der Form d(p) = d(0) + B1 p +B2 p2 der experimentellen
und theoretischen chemischen Verschiebungen von NMA (siehe Auftragungen in
Abbildung 3). Der vollst�ndige Datensatz ist in Tabelle S8 zu finden.

Kern B1(
13C)[a] B2(

13C)[b] B1(
1H)[a] B2(

1H)[b] B1(
15N)[a] B2(

15N)[b]

Exp. 0.048 ¢0.007 0.011 0.000 0.53(1) ¢0.05(8)
cSIM(sref(1 bar)) 0.35(0) ¢0.02(3) 0.1(0) ¢0.00(7) 1.(0) ¢0.0(7)
cSIM(sref(p)) 0.37(0) ¢0.02(3) 0.0(9) ¢0.00(6) – –
cHNC(sref(1 bar)) 0.07(4) ¢0.003 0.021 ¢0.001 0.13(7) ¢0.006
cHNC(sref(p)) 0.09(9) ¢0.004 0.023 ¢0.001 – –

[a] In ppmkbar¢1. [b] In ppmkbar¢2.
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