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Abstract: Standardm-ßige dreidimensionale (3D-)Fourier-
Transformations(FT)-NMR-Experimente von molekularen
Systemen erfordern h-ufig lange Messzeiten, die durch das
umfangreiche Sampling entlang der indirekten Zeitbereiche
verursacht werden, damit eine hinreichende spektrale Auflç-
sung erhalten werden kann. In den letzten Jahren wurde eine
Fglle von alternativen Sampling-Methoden vorgeschlagen, um
diesen Engpass zu vermeiden. Aufgrund ihrer algorithmischen
Komplexit-t fgr vorgegebene NMR-Proben und Experimente
ist es jedoch h-ufig schwierig, die minimale Abtastinformation
und die damit verbundene minimale Messzeit zu bestimmen.
Hier wird die Methode des absoluten minimalen Samplings
(AMS) vorgestellt, die auf g-ngige 3D-NMR-Experimente
angewendet werden kann. Fgr die Proteine Ubiquitin und
Arginin-Kinase wird gezeigt, wie man fgr das weitverbreitete
3D-HNCO-Experiment pr-zise Kohlenstofffrequenzen mit-
hilfe eines einzigen Zeitinkrements erh-lt, w-hrend fgr andere,
z. B. das 3D-HN(CA)CO-Experiment, alle relevanten Infor-
mationen in nur sechs Schritten erh-ltlich sind, wodurch eine
Beschleunigung um einen Faktor 7–50 erreicht wird.

Der große Informationsgehalt moderner mehrdimensiona-
ler NMR-Spektren ist der Grund fgr ihre weite Verbreitung in
der chemischen und biochemischen Forschung. Die Standard-
Akquisition von NMR-Experimenten in drei (oder mehr)
Dimensionen ist jedoch zeitintensiv und erfordert Messzeiten
in der Grçßenordnung von einem Tag oder mehr. Beispiels-
weise werden dreidimensionale (3D-)NMR-Experimente von
einheitlich 15N,13C-markierten Proteinproben traditionell ge-
messen, indem man die Evolutionszeiten t1 und t2 entlang den
13C- und 15N-Dimensionen mit N1 und N2 komplexen Punkten
unabh-ngig erfasst.[1, 2] Dies fghrt zu einer Gesamtmesszeit,
die mit N1 X N2, anw-chst, wobei N1 und N2 in der Regel auf 32
bis 64 Schritte beschr-nkt sind, sodass die spektrale Auflç-
sung nach der Fourier-Transformation (FT) entlang den

beiden indirekten Dimensionen ausreichend hoch ist (in der
Regel in der Grçßenordnung von einigen zehn Hz).

In den letzten Jahren wurde eine Reihe von Methoden
eingefghrt, mit denen durch gezielte Reduzierung der Ge-
samtzahl von Inkrementen die Messzeit verkgrzt werden
soll.[3] Die meisten Methoden gehçren zu einer von zwei
Sampling-Strategien: Bei der radialen Abtastung werden t1

und t2 gleichzeitig erhçht, was die Messung von einer oder
mehreren geneigten Frequenzebenen ermçglicht und da-
durch die Rekonstruktion der mehrdimensionalen Spektren
ermçglicht,[4, 5] w-hrend beim nicht-einheitlichen Sampling
(NUS) bestimmte t1- und t2-Punkte zuf-llig weggelassen
werden, wobei vorwiegend Datenpunkte mit relativ kurzen
Entwicklungszeiten gemessen werden, da diese im Durch-
schnitt ein hçheres Signal-zu-Rausch-Verh-ltnis aufweisen.
Die beiden Sampling-Methoden haben komplement-re Vor-
teile: Beim radialen Sampling wird eine modifizierte Form
des Standard-Fast-Fourier-Transformations-Verfahrens an-
gewendet, allerdings ist die Rekonstruktion des vollst-ndigen
3D-Spektrums anf-llig fgr Artefakte. NUS ermçglicht keine
Verarbeitung mittels Standard-Fourier-Transformation und
verwendet eine Regularisierungsbedingung fgr die spektrale
Rekonstruktion, z.B. die maximale Entropie[6, 7] oder das
Compressed Sensing.[8, 9] Es erfordert ein Gleichgewicht zwi-
schen der Konsistenz des rekonstruierten Spektrums mit den
experimentellen Daten und der erreichbaren Einfachheit des
schlussendlichen Spektrums. Die beiden Stichprobenstrate-
gien kçnnen fgr die hochwertige Rekonstruktion von mehr-
dimensionalen Spektren auch kombiniert werden.[10]

Ein weiterer Ansatz ist das Angleichen in der Zeitdo-
m-ne, die ursprgnglich in der linearen Vorhersage (linear
prediction, LP) verwendet wurde, wobei ein verkgrztes
Zeitsignal verl-ngert wird, sodass es einer normalen Fourier-
Transformation unterzogen werden kann.[11] Obwohl die LP
die spektrale Auflçsung verbessert und Trunkierungsarte-
fakte minimiert, ist sie typischerweise auf eine zweifache
Verringerung der Messzeit pro indirekte Dimension begrenzt.
In jgngster Zeit wurden auch andere Verfahren zur Zeitbe-
reichsanpassung vorgeschlagen, wie die Filterdiagonalisie-
rungsmethode[12,13] oder CRAFT fgr die Erstellung von Ta-
bellen mit Frequenzen, Linienbreiten und Amplituden von
Signalen in 1D- und 2D-NMR-Datens-tzen[14, 15] sowie fgr
eine genauere Extraktion von Kreuzsignalamplituden von
2D-HSQC-Spektren.[16] Fgr alle diese Verfahren ist die mi-
nimale Anzahl der bençtigten Zeitschritte, um alle relevanten
spektralen Informationen zu erhalten, unbekannt.

In der Praxis sind die interessantesten spektroskopischen
Parameter in hçherdimensionalen Spektren h-ufig die che-
mischen Verschiebungen von Kernen, die dem gleichen
Spinsystem angehçren, beispielsweise die Kerne von Atomen
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in Peptidbindungen des Proteinrgckgrats. Fgr einige Experi-
mente sind solche Informationen mit minimaler Messzeit er-
h-ltlich. Zum Beispiel kann in einem 3D-HNCO-Spektrum[17]

eines Proteins, in dem eine einzige C’-Carbonyl-Resonanz zu
einem ausgew-hlten 15N,1H-Frequenzpaar gehçrt, die Car-
bonyl-Resonanzfrequenz wC ausgehend von einem einzigen
komplexen Zeitpunkt t1> 0 bestimmt werden [Gl. (1)].[18]

Dabei sind C(t1) und S(t1) [Gl. (2)] die Cosinus- bzw. Sinus-
modulierten experimentellen Datenpunkte entlang der indi-
rekten Zeitdimension t1 des interessierenden 15N,1H-Fre-
quenzpaars, und arctan(y,x) ist die Doppelargument-Variante
der Arcustangens-Funktion (die auch als atan2 bekannt ist),
die empfindlich gegengber den Vorzeichen der Argumente
ist, wobei sich die transversalen Relaxationseffekte
Aexpð@R2t1Þ mit der Zerfallsrate R2 gegenseitig aufheben
und somit wC als einzige Unbekannte verbleibt.

wC ¼ arctanfSðt1Þ;Cðt1Þg=t1 ð1Þ

Cðt1Þ ¼ Aexpf@R2t1gcosðwCt1Þ
Sðt1Þ ¼ Aexpf@R2t1gsinðwCt1Þ

ð2Þ

Die Anwendung von Gleichung (1) mit dem zweiten
komplexen t1-Inkrement entlang der C’-Dimension eines
HNCO-Experiments ist eine Erweiterung des SPEED-Ver-
fahrens[18] auf 3D-NMR-Daten, aber ohne den Bedarf eines
13C-Carbonyl-Referenzspektrums. Ergebnisse fgr Ubiquitin
(8.5 kDa, 76 Aminos-uren) und Arginin-Kinase (AK,
42 kDa, 357 Aminos-uren)[19] zeigen Resonanzpositionen in
guter 3bereinstimmung mit dem entsprechenden 3D-FT-
Spektrum mit einer Wurzel aus der mittleren quadratischen
Abweichung (RMSD) von Dd = 0.18 und 0.34 ppm (Abbil-
dung 1A,C). Fgr Ubiquitin ist Ile3 ein Ausreißer infolge
starker Signalgberlappung bei seinen 15N,1H-Frequenzen
(Abbildung S1 der Hintergrundinformationen). Es ist er-
w-hnenswert, dass die FT eines einzigen Zeitbereichpunktes
keine ngtzlichen Frequenzinformationen liefern wgrde.

Die Genauigkeit der experimentellen chemischen Ver-
schiebungen kann direkt mithilfe einer nichtlinearen Kleins-
te-Quadrate-Angleichung in der Zeitdom-ne der Summe von
Cosinus- und Sinusfunktionen, C(t1) und S(t1), an mehrere t1-
Inkremente verbessert werden. Dies ermçglicht auch die
Bestimmung von mehreren Resonanzfrequenzen, die zum
selben 15N,1H-Paar gehçren [Gl. (3)]. Dabei sind im Falle der

Cðt1Þ ¼
XM

k¼1

Akexpð@R2t1ÞcosðwC;kt1Þ

Sðt1Þ ¼
XM

k¼1

Akexpð@R2t1ÞsinðwC;kt1Þ
ð3Þ

gleichfçrmigen Abtastung t1 = n Dt1 (n = 0,…, N@1) und die
Abtastrate die Nyquist-Frequenz 1/Dt1 (spektrale Breite). Es
gibt dann nur zwei Angleichungsparameter pro Resonanz k,
n-mlich die Amplitude Ak und die Frequenz wC,k. Fgr kleine
N-Werte, d.h. kurze maximale Evolutionszeiten, ist die
transversale Relaxation (R2) in guter N-herung vernachl-s-
sigbar. Fgr grçßere N-Werte und l-ngere Evolutionszeiten
oder grçßere Proteine mit einer raschen R2-Relaxation kann

eine einheitliche Wahl von R2> 0 helfen, die Angleichungs-
ergebnisse zu verbessern. Im Prinzip ist der kleinstmçgliche
Wert fgr N gleich der Anzahl von Resonanzen (M) und des-
halb der absoluten minimalen Abtastinformation (AMS). In
der Praxis und in der Gegenwart von Rauschen verbessert die
Verwendung eines etwas grçßeren N>M die Robustheit und
Genauigkeit der angepassten Frequenzen und Amplituden.

Abbildung 1B,D zeigt AMS-3D-HNCO-Daten unter
Verwendung von Gleichung (3) fgr N = 4 t1-Schritte, die
deutlich die Genauigkeit der chemischen Verschiebung auf
d = 0.06 ppm (9 Hz) fgr Ubiquitin und d = 0.13 ppm (26 Hz)
fgr AK-C’ verbessern. Dies entspricht einer Genauigkeit der
chemischen Verschiebung, die vergleichbar mit der natgrli-
chen C’-Linienbreite ist (siehe Hintergrundinformationen).
Die Dauer des Experimentes fgr die AMS-Daten von AK
betr-gt nur 2.5 h gegengber 28 h fgr den kompletten 3D-
Datensatz, was einer Beschleunigung um den Faktor 11 ent-
spricht.

3berraschenderweise ermçglicht im Falle von mehreren
Resonanzen die Methode der nichtlinearen Anpassung die
genaue und robuste Bestimmung der dominanten Frequenz
mit wenig Einfluss durch das Vorhandensein einer zweiten,
schw-cheren Resonanz. Dies ist in Abbildung 2 gezeigt, in
der die Ggte des Angleichungsparameters c2 als Funktion der
Frequenz fgr unterschiedliche Abtastpunkte N aufgetragen
ist. Das globale c2-Minimum befindet sich an der richtigen
Position (d = 172 ppm) mit einem zweiten lokalen Minimum

Abbildung 1. Genauigkeit des Arcustangens-Ansatzes (A,C) und der
AMS-Methode (B,D) ffr chemische Verschiebungen. Resultate ffr 3D-
HNCO-Datens-tze von 13C,15N-markiertem Ubiquitin (A,B) und Argi-
nin-Kinase (C,D). In (A) wurde der Ausreißer (Ile3) von den RMSD-
und R2-Berechnungen ausgeschlossen. Carbonyl-Verschiebungen in
(A,C) wurden aus Gleichung (1) nur mit dem zweiten komplexen t1-
Zeitpunkt des HNCO-Experimentes ermittelt. Die AMS-abgeleiteten
Verschiebungen in (B,D) entsprechen den besten Lçsungen unter Ver-
wendung der Gleichung (3) mit den ersten 4 komplexen t1-Punkten
des HNCO-Experimentes. Chemische Referenzverschiebungen dFT (x-
Achse) wurden mittels Peak-Picking aus den konventionell mit FT ver-
arbeiteten 3D-HNCO-Experimenten bestimmt, die mit 40 und 44 kom-
plexen t1-Punkten ffr Ubiquitin und Arginin-Kinase gemessen wurden.
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bei der Frequenz der Nebenresonanz (d = 180 ppm). Bei
grçßeren N-Werten ist das Minimum schmaler und besser
definiert, und in Abh-ngigkeit vom Signal-zu-Rausch-Ver-
h-ltnis ermçglicht es eine genauere Anpassung der spektralen
Parameter. Die mittleren Signal-zu-Rausch-Verh-ltnisse der
ersten 15N,1H-Ebenen der HNCO-Experimente von Ubiqui-
tin und AK waren etwa 200:1 und 40:1.

Der AMS-Ansatz ermçglicht eine genaue Bestimmung
der Resonanzpositionen und Amplituden auch fgr 3D-Ex-
perimente, bei denen mehr als ein 13C’-Kreuzpeak pro
Rgckgrat-15N,1H-Paar vorhanden ist, wie es beim HN-
(CA)CO-Experiment der Fall ist.[20] Abbildung 3 zeigt fgr
ausgew-hlte Aminos-urereste von Argininkinase Quer-
schnitte durch die vollst-ndigen HN(CA)CO- und HNCO-
3D-FT-Spektren zusammen mit den AMS-Resultaten (rote
Balken). Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl die Peak-Posi-
tionen als auch deren Amplituden sehr gut den FT-Ergeb-
nissen entsprechen, die eine > 7-fach l-ngere Messzeiten er-
forderten. Dies gilt auch fgr HN(CA)CO-Spuren, die meh-
rere Resonanzen aufwiesen (Abbildung 3D,E,F), trotz eines
mittleren Signal-zu-Rausch-Verh-ltnisses der ersten 15N,1H-
Ebene von nur etwa 15:1. Der Vergleich fgr alle zugeordneten
Reste von AK (siehe Hintergrundinformationen) zeigt, dass
der AMS-Ansatz Kreuzsignallisten mit hoher Genauigkeit
und Zuverl-ssigkeit in einer optimalen Menge an Zeit zu
produzieren vermag.

Der AMS-Ansatz passt direkt Resonanzfrequenzen und
deren Amplituden aus Zeitbereichssignalen entlang einer
indirekten Dimension an, beispielsweise die 13C-Dimension,
ohne eine Fourier-Transformation zu erfordern. Somit ist
AMS nicht an das Unsicherheitsprinzip der FT gebunden.
Beispielsweise betr-gt fgr das HNCO-Experiment von AK

mit N = 4 die digitale Auflçsung des Fourier-Spektrums ent-
lang der C’-Dimension 706 Hz (1=4 der spektralen Breite). Es
ist bemerkenswert, dass der mittlere Fehler der C’-Frequen-
zen des AMS nur 26 Hz oder 3.7% der digitalen Auflçsung
ist, was die hohe Wirksamkeit dieser Methode belegt. In den
meisten 3D-NMR-Experimenten ist die Anzahl der Reso-
nanzen entlang einer Achse klein, selbst fgr große Proteine,
was die Menge der notwendigen Datenpunkte in der Zeit-
dom-ne drastisch reduziert, die typischerweise weit unter
10 Inkrementen liegt. Dies macht die AMS-Methode beson-
ders vielversprechend fgr mehrdimensionale Experimente,
die weniger durch Empfindlichkeit begrenzt sind als durch die
erforderliche Gesamtzeit fgr das hinreichende Abtasten der
indirekten Dimensionen, was fgr die meisten Resonanzzu-
ordnungsexperimente der Fall ist. Wie in CRAFT ist das Er-
gebnis des AMS eine Reihe von Frequenzen und Amplituden
und nicht ein herkçmmliches FT-Spektrum.

Ziel des AMS-Verfahrens ist die Bestimmung der 3D-
Kreuzsignal-Positionen mit der geringstmçglichen Anzahl
von Schritten und somit einer minimalen Menge an Zeit und
Ressourcen. AMS erfordert nicht die Verwendung einer
komplexen Regularisierung, Projektion oder eines kompli-
zierten Rekonstruktionsschemas und kann auf jede beliebige
Standard-NMR-Pulssequenz angewendet werden. Es gibt
keine Beschr-nkungen bezgglich Computer-Festplatte und
Speicherbeschr-nkung fgr AMS, da das komplette hochauf-
gelçste Spektrum nicht explizit rekonstruiert wird. Es ist
mçglich, eine AMS-Angleichung durchzufghren, w-hrend
das NMR-Experiment noch im Gange ist. Sobald die Ggte
der Anpassung fgr die Zeitdom-nensignale entlang der Di-
mension(en) von Interesse ausreichend hoch ist, kann das
NMR-Experiment automatisch angehalten werden, was
ngtzlich sein kann, wenn beispielsweise mehrere 3D-Pulsse-
quenzen in der Warteschlange sind, mçglicherweise in Kom-
bination mit einem automatischen Probenwechsler, um eine

Abbildung 2. Angleichungsgfte c2 als Profil bei der Rekonstruktion
einer einzigen chemischen Verschiebung (in ppm) von Zeitbereichsda-
ten, die der Summe von zwei unterschiedlichen Frequenzen entspre-
chen. Simulierte Daten wurden mit zwei Frequenzen bei d =172 und
180 ppm mit relativen Populationen von 0.75 und 0.25 erzeugt und
mittels Gleichung (2) angeglichen. Die Anzahl der in den Angleichun-
gen genutzten komplexen Punkten sind 4 (schwarz), 6 (rot), 8 (gelb),
12 (grfn) und 16 (blau). Wichtig ist, dass die Lage des c2-Minimums
des dominanten Peaks unabh-ngig von der Anzahl der verwendeten
Punkte ist.

Abbildung 3. Carbonyl-FT-Querprofile und AMS-Ergebnisse von
HNCO- und HN(CA)CO-Experimenten ffr Arginin-Kinase. In Schwarz
sind die traditionellen FT-Querschnitte (mit 44 t1-Punkten) gezeigt,
w-hrend die roten Balken den mittels AMS abgeleiteten chemischen
Verschiebungen mit nur den ersten 4 oder 6 komplexen Punkten ffr
die HNCO- und HN(CA)CO-Spektren entsprechen. Die Hçhen der
roten Balken geben die durch AMS ermittelten Resonanzamplituden Ak

wieder [Gl. (3)].
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maximale Anzahl von Experimenten oder Proben in einem
minimalen Zeitraum zu messen. Als Alternative kann fgr
Proteine mit niedriger Konzentration die Betonung auf die
maximale Empfindlichkeit anstelle der Auflçsung verschoben
werden.

AMS wurde fgr diejenige Art von 3D-NMR-Experimen-
ten demonstriert, die routinem-ßig in vielen Laboratorien fgr
Proteinrgckgrat-Resonanzzuordnungen verwendet werden
und die kumulativ einen signifikanten Anteil der Gesamt-
messzeit auf Hochfeld-NMR-Systemen ausmachen. Fgr diese
Art von Experimenten bringt AMS eine vorteilhafte NMR-
Zeitersparnis gegengber der Standard-3D-FT ebenso wie
gegengber alternativen Abtastverfahren mit sich.
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