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Proteinstrukturaufklarung mit drei- und vierdimensionaler NMR-Spektroskopie 

Hartmut Oschkinat", Thomas Miiller und Thorsten Dieckmann 

Die Erforschung der dreidimensionalen 
Strukturen von Proteinen, DNA und 
deren Komplexe hat in den vergangenen 
Jahren wichtige Beitrage zum Verstand- 
nis biochemischer Vorgange geliefert. In 
zunehmendem Ma& stammen diese 
Beitrage auch aus NMR-spektroskopi- 
schen Untersuchungen, oft unter be- 
sonderer Betonung von dynamischen 
Aspekten. Die Einfuhrung von drei- und 

vierdimensionalen Techniken hatte ei- 
nen grol3en Anteil daran, daR sich die 
Aufklarung von Proteinstrukturen mit 
Hilfe der NMR-Spektroskopie zu einer 
routinemaBig anwendbaren Methode 
entwickelt hat. Wahrend es fruher eine 
Kunst war, die komplizierten NOESY- 
Spektren der Proteine zu interpretieren, 
gelingt dies heute dank der dreidimen- 
sionalen Techniken in hochst trans- 

parenter Form. In diesem Beitrag wer- 
den die wichtigsten mehrdimensionalen 
NMR-Techni ken an einigen ausge- 
wahlten Anwendungen diskutiert. Das 
Hauptgewicht liegt dabei weniger auf ei- 
ner Diskussion der einzelnen Puls- 
sequenzen, als auf einer Darstellung ih- 
rer Verwendung zur Aufklarung von 
Proteinstrukturen. 

1. Einleitung 

Die NMR-Spektroskopie hat sich inzwischen als Methode fur 
die Aufklarung der Strukturen von kleinen Proteinen und 
DNA-Fragmenten etabliert ['I. Mit ihr konnen biologische Ma- 
kromolekule in Losung - unter besonderer Berucksichtigung 
dynamischer Phanomene - untersucht werden. Sie ist damit eine 
zur Rontgenkristallographie komplementare Methode. Die 
wichtigste Voraussetzung fur diese Entwicklung war die Einfuh- 
rung der zweidimensionalen (2D) NMR-Spektroskopie[2-61. 
Diese ermoglicht die Interpretation der komplexen Protein- 
oder DNA-NMR-Spektren und die Ermittlung der fur die 
Strukturberechnung benotigten Parameter, Kern-Overhauser- 
Effekte (NOES)"] und Kopplungskonstanten['. 'I. Deren Werte 
reprasentieren Abstande zwischen Kernen sowie Diederwinkel, 
die als Grundlage fur die Rekonstruktion der Raumstruktur des 
Proteins rnit Hilfe von Distanzgeometrie-[". oder Molekul- 
dynamikprogrammen '3 I 3l dienen. 

Die NMR-spektroskopische Untersuchung von Proteinen 
blieb zunachst - von wenigen Ausnahmen abgesehen - auf rela- 
tiv kleine Molekule mit einer GroRe bis zu 80 Aminosauren 
b e s ~ h r a n k t [ ' ~ - ~ ~ ~ ,  da sich fur die Untersuchung groBerer Pro- 
teine Signaluberlagerungen in den 2D-Spektren als limitierend 
erwiesen. Erst die drei- (3D)[2' -261 und vierdimensionalen (4D) 
NMR-Te~hniken[~'] ermoglichten die Uberwindung dieser Bar- 
riere. Bei einer vollstandigen Markierung der Proteine mit 13C 
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und I5N lassen sich heute Systeme rnit einem Molekulargewicht 
bis zu 35 kD untersuchen. Dieser Grenzwert wird im wesentli- 
chen durch die mit zunehmender Masse kurzer werdende trans- 
versale Relaxationszeit bestimmt. Eine weitere Einschrankung 
ist unter Umstanden durch die Komplexitat der Spektren gege- 
ben: Bei mehr als 250 Aminosauren liegen auch in 3D-Spektren 
starke Signaluberlagerungen vor. Beispiele fur groDere Proteine, 
deren Strukturen durch mehrdimensionale NMR-Spektro- 
skopie aufgeklart wurden, sind Interleukin lp[281, der Cyclophi- 
lin/Cyclosporin-Komplex[291 und der Calmodulin-Target- 
peptid-K~mplex[~']. 

Die in der 3D- und 4D-NMR-Spektroskopie angewendeten 
Prinzipien unterscheiden sich eigentlich nicht von denen, die aus 
der 2D-Spektroskopie bekannt sindI6]. Es sollen daher hier 
nicht die Pulssequenzen selbst diskutiert werden, sondern ihre 
Anwendung im Kontext der Proteinstrukturaufklarung. Dazu 
wird nach einer kurzen Einfuhrung in die 3D- und 4D-NMR- 
Spektroskopie ein ,,Basissatz" von Experimenten am Beispiel 
von zwei Proteinen, Interleukin-4 (IL-4)I3', 321 und Huhnerei- 
weiB-Cystatin ( C y ~ t a t i n ) ~ ~ ~ .  341, vorgestellt. 

2. Mehrdimensionale NMR-Spektroskopie 

Die grundlegenden Elemente der 3D- und 4D-NMR-Spek- 
troskopie sind bereits in der 2D-NMR-Spektroskopie enthal- 
ten. Es wird daher auch allgemein von mehrdimensionaler 
NMR-Spektroskopie gesprochen. Der entscheidende Schritt in 
einer 2D-Pulssequenz der Form 

Praparation - Evolution ( t i )  - Mischung - Detektion ( t z )  
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1st der ,,Koharenztransfer"['I: Ein Kern A prazediert wahrend 
der Evolutionszeit mit seiner charakteristischen Frequenz; 
durch den Koharenztransfer in der Mischperiode wird ein mit 
diesem Kern A wechselwirkender zweiter Kern B angeregt und 
dessen Frcquenz anschlieI3end detektiert. 

Fiihrt man einen Satz von Experimenten durch, in dem die 
Evolutionszeit in gceigneten Schritten von Experiment zu Expe- 
riment verlangert wird, erhalt man nach Dctektion und Fourier- 
Transformation ein mit dcr Frequenz des Kernes A moduliertes 
Signal von Kern B. Sind die Signale als zweidimensionale Ma- 
trix angeordnet, liefert eine zweite, unabhangige Fourier-Trans- 
formation der orthogonalen Datenvektoren ein Signal mit 
lwei verschiedenen Frequenzvariablen, ein zweidimensionales 
Kreuzsignal. Es liegt nun auf der Hand, daD man am Ende einer 
solchen Pulssequenz eine weitere Mischperiode einfuhren kann, 
bevor detektiert wird. Damit erhalt man die allgemeine Form 
eines mehrdimensionalen NMR-Experiments: 

l 3  C oder 15N 

Praparation - (Evolution - Mischung), ~ Detektion. 
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Die einzelnen mehrdimensionalen NMR-Experimente unter- 
scheiden sich in der Art der Anregung und Mischung. Sie sind 
nach dem ,,Baukastenprinzip" aus den aus der 2D-NMR-Spek- 
troskopie bekannten Anregungs- und Mischsequenzen[61 aufge- 
baut (Abb. 1). COSY-[3*35-381 und T O C S Y - S e q ~ e n z e n [ ~ ~ - ~ ~ ]  
(COSY = Correlated Spectroscopy, TOCSY = Total Correla- 
ted Spectroscopy) dicnen der Korrelation iiber chemische Bin- 
dungen, wahrend die NOESY-[42] und die ROESY-Technik[431 
(NOESY = Nuclear Overhauser and Exchange Spectroscopy, 
ROESY = Rotating Frame Overhauser Effect Spectroscopy) 
die Identifizierung von raumlich benachbarten Kernen iiber die 
Kreuzrelaxation ermoglichen. Die HMQC-[44, 451 und HSQC- 
S e q ~ e n z e n [ ~ ~ '  471 (HMQC = Heteronuclear Multiple Quantum 
Coherence, HSQC = Heteronuclear Single Quantum Coheren- 
ce) sind Analoga der COSY-Sequenz, dicnen jedoch der Korre- 
lation von Kernen unterschiedlicher Art (z.B. von Protonen und 
Kohlenstoffkernen). Im Prinzip kann man sich die mehrdimen- 
sionalen Experimente einfach als Kombinationen von 2D-Tech- 
niken vorstellen. Fur die Bezeichnung der 3D-Techniken werden 
daher entweder die Namen der zugrunde liegenden 2D-Techni- 
ken kombiniert (z.B. TOCSY-NOESY, NOESY-HMQC) oder, 
wie im Falle der meisten Tripelresonanzexperimente, die betei- 
ligten Kerne aufgelistet. Ein 3D-HCACO-Experiment stellt so- 
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Abh. 1, Einige gebrauchliche Pulssequenzen fur die Anregung und Mischung bei 
mehrdimensionalen NMR-Experimenten. DQ = Double Quantum, DQF = 
Double Quantum Filtered. Die iibrigen Abkiirzungen werden im Text erllutert. 
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rnit Korrelationen zwischen den a-Protonen, den a-Kohlen- 
stoffatomen und den Carbonylkohlenstoffatomen der Amino- 
sauren eines Proteins her. In Klammern angegebene Kerne (z.B. 
3D-HCA(CO)N) werden nicht detektiert. sind aber an einem 
Koharenztransfer beteiligt. Eine Auswahl von Pulssequenzen, 
die zur Proteinstrukturanalyse verwendet werden, findet sich in 
Tabelle 1. Als Beispiel ist in Abbildung 2 ein Ausschnitt des 
3D-TOCSY-NOESY-Spektrums von Interleukin-4 gezeigt. 

Drei- und vierdimensionale NMR-Experimente bieten eine 
Reihe von qualitativen Vorteilen gegenuber zweidimensionalen 
Techniken. So sind Korrekdtionen zwischen Heterokernen fur 
Makromolekiile nur bei Verwendung von mindestens drei Di- 

Tabelle 1. Eine Auswahl der am hitifigsten zur ProteinstrukturauflclPrung verwen- 
deten 3D- und 4D-NMR-Techniken. 

Experiment gewonnene InformationiVcrkniipfung Lit. 

a) unmarkierte Proteine - homonucleare Experimente 
3D-TOCSY-TOCSY lH-Spinsysteme/Aminosiuren 
3D-TOCSY-NOESY sequenzspezifische Zuordnung der Spin- 

3D-NOESY-NOESY Identifizierung von NOEs 

bj  "N-markierre Proteine 
3D-TOCSY-'H-'5N- 'H-Spinsysteme. 15N-Verschiebungen 
HMQC/HSQC 
3D-NOESY-'H-' sN- 
HMQCIHSQC 

3D-HNHB 

systeme, Identifizierung von NOEs 

sequenzspezifische Zuordnung der Spin- 
systeme, Identifizierung von NOEs mit 
Amidprotonen 
H, (i)-N (+H, (i), stereospezifische 
Zuordnung der Methylenprotonen 

c) '3C-'5N-markierte Proteine 
3D-TOCSY-'H-' 3C- 
HMQCIHSQC 
3I)-NOESY-'H-''C- 
HMQC/HSQC 

3D-HCCH-COSY 
3D-HCCH-TOCSY 
3D-HC(C)NH-TOCSY 

3D-H(CCO)NH 

H(CA)NH 
3D-HCACO 
3D-HNCA 
3D-HNCACB 
3D-HN(CA)NNH 
3D-HA(CA)NNH 
3D-HN(NCA)NNH 
3D-HCA(CO)N 
3D-HNCO 
3D-HN(CA)HA 
3D-HN(CO)CA 
3D-HN(COCA)HA 
3D-H(N)CACO 
3D-H(C)(CO)NH- 
TOCSY 
4D-HCANNH 
ID-HCA(CO)NNH 
4D-HNCAHA 
4D-HCCH-TOCSY 
4D-'H-''C-HMQC- 

' H-Spinsysteme, ' 3C-Verschiebungen 

scqucnzspezifische Zuordnung der Spin- 
systeme, insbesondere Identifizierung 
yon NOEs zwischen Seitenketten 
'H-Spinsysteme, i3C-Verschiebungen 
' H-Spinsysteme, '3C-Verschiebungen 
Verbindung von H, und Seitenkettew'H 
und -I3C 
Korrelation aller Seitenketten-'H und 
-I3C von Arninosaure i mit H,(i + l )  
H.(+N(i)-Ii,(i') 
Hu(i)-Cm(ij-CO (1) 

H,(i)-N (i)-CZ(i)/Cm(i ~ 1 )  
H,(~)-N(j)-C~(i)/C~(i - l)/C#(i)/Cfl(i - 1) 
H,(i)-N(i +l)-H,(i f l )  
H,(i)/Ha(i - l)-N(i)-H,(z] 
H,(f-N(i +Ij-H,(f ti) 
Hm(i)-C=(t)-N (i +I)  
H,(D-N (i)-CO(i -1) 
H,(~~-N(n-H,(O:H,(i -- 1) 

HN(i)-N(+Hm(i ~ 1) 
HN-Cl(i)/Cz(i -lj-CO(i)/CO(i -1) 
Korrelation der Seitenketten-'H und -13C 
mit H,(i, i - 1 j und N(i,i - 1) 
H, (i)-Ca (i)-N (i)-HN (i) 
H=(i)-C#(i)-N(i +l)-HN(i + I )  
H,(i)-N(Q-C,(n-H,(ij 
'H-Spinsysteme, ' 3C-\'erschiebungen 
Identifizierung von NOES awischen 

HN(fl-N (L]-C*(~ - 1) 

NOESY-'H-'3C-HMQC Seitenkettenprotonen 
4D-'H-I5N-HMQC- 
NOESY-'H-'3C-HMQC protonen 
2 ~ , , . - ~  COSY ' J ( C O ,  H,) 
3D-HNCA 3J(IIN,H,), Winkel qb 
3D-HMQC-JH,-rOCSY '.7(HN, HJ, Winkel 9 
3D-H,C-COSY-ct-C,C- vicinale 'H-'H-Kopplungen 
COSY-8-INEPT 
Soft-HCCH-COSY 'J(HB ,CO) 
Soft-HCCFI-E COSY 'J(H,,H,,j 

Idenhfizierung von NOEs mit Amid 

'i. 
Abb. 2. Ausschnitt aus einem 3D-TOCSY-NOESY-Spektrum von IL-4 (Stereo- 
bild). In Fi und F3 ist der Bereich rnit den chemischen Verschiebungen der Amidpro- 
toneii ausgewahlt worden, in F2 der Bereich rnit den Signalen der or-Protonen. 

mensionen moglich, da wegen der hoheren Empfindlichkeit die 
Magnetisierung von Protonen detektiert werden ~ U I J [ ~ ~ I .  Auf 
diese Techniken kann nicht verzichtet werden, weil sie, auf Pro- 
teine angewendet, eine Zuordnung der Signale unabhangig von 
der Sekundlrstruktur ermoglichen. Werden die chemischen 
Verschiebungen der Heterokerne zur Auflosung von Signal- 
uberlagerungen in NOESY-Spektren genutzt, benotigt man 
ebenfalls drei Dimensionen. Diese Auflosungssteigerung ist ei- 
ner der wichtigsten Vorteile der mehrdimensionalen NMR- 
Spektroskopie. Dies ist in Abbildung 3 schematisch dargestellt : 
Zwei Paare wechselwirkender Protonen haben die gleichen che- 
mischen Verschiebungen (A), es wird also nur ein Signal im 
NOESY-Spektrum beobachtet (B). Venvendet man zur Disper- 
sion in eine dritte Dimension die in der Regel unterschiedlichen 
chemischen Verschiebungen der I3C-Kerne, werden die 2D- 
Kreuzsignale auf verschiedene Ebenen verteilt und damit die 
Zuordnung der blauen Signale moglich (C). Obwohl die Auflo- 
sung somit gesteigert wurde, kann man die Protonen rnit 
,,griiner" Frequenz immer noch nicht eindeutig zuordnen. Es ist 
leicht zu sehen, daD durch die Verwendung einer weiteren Fre- 
quenzdimension, also der Detektion der an diese Protonen ge- 
bundenen Kohlenstoffatome, Abhilfe geschaffen wurde. 

2.1. Grundlagen 

Der modulare Aufbau der mehrdimensionalen Pulssequenzen 
aus bekannten Einheiten (Abb. 1) bedingt, daD die Vorgange 
wahrend einer Pulssequenz vollig analog zu denen wahrend der 
2D-Sequenzen sind. Es sol1 daher hier auf die Beschreibung 
einzelner Sequenzen und der genutzten Koharenztransferwege 
mit dem Produktoperatorf~rmalismus[~~~ verzichtet werden; 
dem Leser seien dazu die Ubersichten von ErnstF5] und Kessler 
et al.[61 empfohlen. Im folgenden werden lediglich einige spe- 
zielle Probleme aufgegriffen, die beim obergang von der zwei- 
ten zur dritten Dimension entstehen. Sie verscharfen sich bei der 
Hinzunahme weiterer Frequenzdimensionen. 

2.1 . I .  Ernpfindlichkeit 

Der gemessene 3D-Datensatz ist eine Funktion der unab- 
hangigen Zeitvariablen, Vernachlassigt man die Terme fur die 

286 Angew. Chem. 1994, 106,284-300 



Proteinstrukturaufklarung AUFSATZE 

A B 2D-NOESY C 3D-HMQC-NOESY 

Abb. 3. Schematische Darstellung des Auflosungsvorteils der 3D-NMR-Spektroskopie: Zwei Paare von Protonen haben die gleiche Resonanzfrequenz (gleiche Farbe) (A), 
dies fiihrt zu einer Uberlagerung der Kreuzsignale im 2D-NOESY-Spektrum (B). Die Hinzunahme der Frequenm der Kohlenstoffatome in einer dritten Dimension kann 
das Problem Iosen, da ihre Resonanzfrequenzen unterschiedlich sind. Die NOESY-Kreuzsignale werden damit auf verschiedene Ebenen verteilt (C). 

Relaxation wahrend der Evolution, wird ein einzelnes 3 D - s ~  
gnal durch die Beziehung (I)["] beschrieben. Z(pq,rs, tU )  ist dabei 
die Koharenztransferamplitude [Gl. (2)]. Der Superoperator 

%,, I S .  hl) ( t l  Jz 9 f 3 )  

z ( p q ,  Is, tu) = D p q  R!::, I s )  @s! zu) (O),cu) 

(1) 

(2) 

- - Z ( p ,  rs. zu) ~ X P  ( - wpg t3) ~ X P  ( - wvs tz) ~ X P  ( - wru t1) 

R:Z, ,s) beschreibt den n-ten Koharenztransfer zwischen den Ko- 
harenzenpq und rs, der Operator D,, die Effektivitat der Detek- 
tion des Ubergangs pq und O ( O ) ( ~ ~ )  den Grundzustand des 
Dichteoperators fur den nbergang tu. Gleichung (2) liefert da- 
rnit die integrale Intensitat des Signals. 

Die Erhohung der Zahl der Dimensionen von zwei auf drei 
kann, mu13 aber nicht mit einer wesentlichen Verschlechterung 
des Signal/Rausch(S/N)-Verhaltnisses einhergehen. Die Haupt- 
faktoren, die dies bewirken konnen, sind die Verteilung der In- 
tensitat auf mehrere Multiplettlinien in der dritten Dimension 
oder ein inefizienter Koharenztransfer, so daI3 die 3D-Kreuz- 
signale abgeschwacht werden. Man kann zeigen, da13 die h d e -  
rung des Signal/Rausch-Verhaltnisses eines 2D-Kreuzsignals 
der Protonenj und k beim Ubergang zu einem 3D-Kreuzsignal 
ijk von der Effizienz des zusatzlichen Transfers 7;, und der Zahl 
der Multiplettlinien des Kerns i, N , ,  abhangt [GI. (3)]. Im giin- 
stigsten Fall, d. h. wenn das Signal von Kern i nur aus einer 
Linie besteht und der Transfer nahezu quantitativ verlauft, gibt 
es keine substantielle Intensitatsverschlechterung gegenuber 
dem 2D-Spektrum. Dies trifft zu bei Techniken, die als zusatz- 
liche Frequenzparameter die chemischen Verschiebungen von 
Heterokernen nutzen. So sollten - ohne Relaxation - die Si- 
gnalintensitaten in einem ' 'N-aufgelosten NOESY-Spektrum 
weitgehend denen des 2D-NOESY-Spektrums entsprechen. 
Kombiniert man jedoch homonucleare 2D-Technikeq so erhalt 
man bei 10proz. Efizienz jedes Koharenztransfers ein Verhalt- 
nis zwischen 1D-, 2D- und 3D-Signalintensitaten von 100: 10: 1. 

(3) 

2.1.2. Aujlosung und MeJzeit 

Die Vorteile der mehrdimensionalen NMR-Spektroskopie 
lassen sich nur nutzen, wenn in allen Dimensionen genugend 
Datenpunkte akkumuliert werden konnen. Eine zu geringe Auf- 
losung fiihrt zu schlecht interpretierbaren Spektren mit breiten, 
uberlagerten Signalen und kompensiert den 3D- oder 4D-Vor- 
teil. Die MeBzeit steigt jedoch exponentiell rnit der Zahl der 
Experimente in den indirekt detektierten Dimensionen an, ent- 
sprechend muR man einen KompromiS zwischen guter Auflo- 
sung und MeBdauer finden. Beispielsweise werden fur die Auf- 
nahme eines 3D-NOESY-'H-' 'N-HMQC-Spektrums rnit 
196 x 96 x 1024 Datenpunkten in F,('H)/F,(''N)/F~('H,) bei 
der Akkumulation von 16 Transienten pro Zeitinkrement etwa 
70-80 Stunden benotigt. Man wendet daher eine Reihe von 
Verfahren zur Verbesserung der Auflosung oder zur Verkiirzung 
der MeRzeit an; hierzu zahlen die Riickfaltung von Signalen, die 
selektive Anregung kleinerer spektraler Bereiche, der Einsatz 
von gepulsten Feld-Gradienten und die Anwendung mathema- 
tischer Algorithmen zur optimalen Nutzung der in den Daten 
vorhandenen Auflosung. 

Riickfaltung von Signalen: Signale, die auI3erhalb des durch 
das Zeitinkrement der Datenaufnahme definierten spektralen 
Bereichs eines NMR-Spektrums liegen, werden normalerweise 
bei der Fourier-Transformation des digitalisierten Signals 
,,z~riickgefaltet"[~* "I. Durch sorgraltig geplantes Falten des 
Spektrums in einer Frequenzrichtung kann man den zu digitali- 
sierenden Bereich ohne Informationsverlust verkleinern. Insbe- 
sondere mehrdimensionale I3C-NMR-Spektren konnen auf 
diese Weise erheblich verbessert ~ e r d e n [ ~ ~ ] .  

Selektive Anregung: Durch eine selektive Anregung von Ker- 
nen, deren Signale in bestimmten Bereichen des Spektrums lie- 
gen, kann ebenfalls eine Verkleinerung der spektralen Breite und 
damit eine geniigende Auflosung in einer verniinftigen Zeit er- 
reicht werden. Fur die selektive Anregung werden in der Regel 
geformte Pulse rnit geringer Leistung ~erwendet[~' .  53* 541 oder, 
im Falle heteronuclearer Spektren, eine Multiplizitatsselektion 
du r~hgef i ih r t [~~  - 671. 
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Gradienten: Ein Faktor, der die Dauer von mehrdimensiona- 
len Experimenten bestimmt, ist der Phasencyclus, der zur Selek- 
tion der gewiinschten Koharenzen benotigt wirdC5O1. In vielen 
Fallen sind mindestens 4,8 oder 16 Transienten erforderlich, uin 
artefaktarme Spektren zu erhalten, woraus sich die langen 
MeBzeiten ergeben. Durch die Verwendung von gepulsten Feld- 
Gradienten konnen die gewunschten Koharenztransferschritte 
unter Umstanden in einem einzigen Durchgang der Pulssequenz 
selektiert werdenLS8 ~ 611. Die Addition mehrerer Freier Induk- 
tionsabfalle (FIDs), wie sie bei der Selektion rnit Phasencyclen 
notwendig ist, kann daher entfallen; entsprechend konnen mehr 
Datenpunkte aufgenommen werdenL6' -641. 

Lineare Vorhersage: In Fallen, in denen nur wenige Daten- 
punkte in einer der indirekt detektierten Dimensionen aufge- 
nommen werden konnen, ist es moglich, die FIDs vor der 
Fourier-Transformation durch die Berechnung von zusatzlichen 
Datenpunkten zu verlangern und so die Auflosung nachtraglich 
zu verbessern. Diese Datenpunkte werden in der Regel rnit dem 
Burg-Algorithmus der linearen Vorhersage (linear predic- 
t i ~ n ) [ ~ ~ - " I  aus den gemessenen Daten berechnet. 

gnalen (Korrelationen), die durch das Auftreten einer oder meh- 
rerer gleicher Frequenzen definiert sind. Ein Vorteil der hoher- 
dimensionalen NMR-Spektroskopie (3D, 4D* ...) ist die Mog- 
lichkeit, Kreuzsignale rnit mehreren gleichen Koordinaten kor- 
relieren zu konnen. Dies fiihrt leichter zu einem eindeutigen 
Ergebnis als die Korrelation von 2D-Kreuzsignalen rnit Hilfe 
einer gemeinsamen Frequenz. Dies wird in Abbildung 4 anhand 
von sechs chemischen Verschiebungen, die beispielsweise zu ei- 
nem Spinsystem gehoren, dargestellt : Die Frequenzen des Spin- 
systems in A konnen unter Verwendung von 3D-Kreuzsignalen 
nur auf eine Weise verknupft werden (B), wahrend 2D-Kreuz- 
signale auch eine falsche Zuordnung zulassen (C). 

A 

0 

2.2. Das Erscheinungsbild dreidimensionaler Spektren 
C 

Dreidimensionale NMR-Spektren enthalten, sofern moglich, 
die konstituierenden 2D-Spektren als Diagonalflachen. Treten 
alle drei moglichen Diagonalflachen auf ~ dies ist bei homonu- 
clearen Spektren der Fall -, bildet ihre Schnittlinie die Haupt- 
diagonale. Die Signale werden nach den eingetretenen Koha- 
renztransfers und damit nach der Zdhl der enthaltenen 
Frequenzen kbassifiziert (Schema 1). 

Diagonalsignale A + A - + A  
Kreuzdiagonalsignale A +A -+ B 

A + B - + B  
Rucktransfersignale A -+ B -*A 
Kreuzsignale A + B - + C  
Schema 1 Klassifizierung der Signale in mehrdmensionalen NMR-Spektlen 

Die Diagonalsignale rnit drei gleichen Frequenzen entspre- 
chen den Signalen des 1D-Spektrums, die Signale rnit zwei glei- 
chen Frequenzen (Kreuzdiagonal- und Rucktransfersignale) 
denen der 2D-Spektren. Nur die 3D-Kreuzsignale enthalten In- 
formationen, die iiber den Gehalt der 2D-Spektren hinaus- 
gehen. Welche Signaltypen im einzelnen auftreten, hangt von 
der Art des betrachteten 3D-Spektrums ab: Wahrend in einem 
homonuclearen 3D-TOCSY-NOESY-Experiment in der Regel 
alle Signaltypen zu beobachten sind, konnen in 3D-TOCSY- 
oder -NOESY-HMQC-Spektren lediglich die Signaltypen rnit 
zwei oder mehr verschiedenen Frequenzen auftreten. In Tripel- 
resonanzexperimenten wie 3D-HCACO treten ausschliel3lich 
3D-Kreuzsignale auf. 

2.3. Auswertung von mehrdimensionalen NMR-Spektren 

Die Auswertung eines mehrdimensionalen NMR-Spektrums 
besteht in der Suche nach Reziehungen zwischen den Kreuzsi- 

Abb. 4. Zuordnung eines Spinsystems mit sechs chemischen Verschiebungen. Das 
in A schematisch wiedergegebene System aus sechs Kernen kaon bei Vem-endung 
der in R geieigten 3D-Kreuzsignalc nor auf die in A dargestellte Weise aufgebaut 
werden. Dagegen kann auf der Basis von 2D-Kreusignalen auch eine Palsche Ver- 
kniipfung entstehen, wie in C gezeigt ist. 

Die manuelle Auswertung von 3D- und 4D-Spektren erfolgt 
in der Regel anhand eines Satzes von 2D-Ebenen, wobei meist 
solche mit gleicher oder symmetrischer Frequenz in der dritten 
Dimension aus verschiedenen 3D-Experimenten kombiniert 
werden. Das Auffinden einer zwei ten gleichen Koordinate liefert 
die gewiinschte Korrelation. 

Diese Vorgehensweise ist bei gleichzeitiger Venvendung meh- 
rerer 3D- oder gar 4D-Datensiitze arbeitsintensiv, und die Men- 
ge an Informationen kaum noch zu handhaben. Aus diesem 
Grund werden mehrdimensionale Spektren bereits vielfach un- 
ter Rechnereinsatz direkt am Bildschirm analysiertC6'- 'l]. 

Ein Fernziel der NMR-spektroskopischen Strukturaufkk- 
rung ist die vollstandige Automatisierung des Zuordnungspro- 
zesses, zu der bereits einige Versuche gemacht ~ u r d e n [ ~ ~ -  741. 

Dabei hat es sich als schwierig erwiesen, die Arbeitsweise eines 
erfahrenen Spektroskopikers auf den Computer zu ubertragen. 
Probleme bereiten vor allem die Unterscheidung von realen 
Signalen und Artefakten sowie eine mogliche Unvollstandigkeit 
der Informationen. Trotz dieser Schwierigkeiten ist offensicht- 
lich, da13 rnit 3D- und 411-Techniken Datensatze erhalten wer- 
den, deren spezifischere Informationen eine Automatisierung 
der Auswertung wesentlich vereinfachen. 
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2.4. Quantitative Auswertung yon mehrdimensionalen 
NMR-Spektren 

2.4.1. Bestimmung von Abstanden 

Die fur eine Berechnung von Proteinstrukturen notwendigen 
Abstande zwischen Wasserstoffatomen erhalt man aus einer 
quantitativen Auswertung von NOE- oder ROE-abhangigen 
Kreuzsignalen. Es gibt dafiir mehrere Strategien, die von einer 
groben Klassifizierung der NOES[’] bis zu einer Behandlung des 
Problems rnit einem Relaxationsmatrix-Formalismus rei- 

In den meisten Fallen fuhrte man bislang eine Klassifizierung 
der beobachteten NOES durch, oder man berechnek die Ab- 
stande nach Integration der Kreuzsignale in NOESY-Spektren 
rnit kurzer Mischzeit unter Verwendung bekannter Referenzab- 
~ t a n d e [ ~ ~ , ~ ~ I .  Bei der ersten Methode werden die NOESY- 
Kreuzsignale nach ihrer Intensitat oder ihrem Auftreten in 
NOESY-Spektren rnit unterschiedlichen Mischzeiten in Kkdssen 
eingeteilt und diesen dann ein oberer Grenzwert fur den Ab- 
stand zugeordnet (z.B. Intensitat grofi: Abstand < 2.8 A, mit- 
tel: Abstand < 3.5 A, klein: Abstand < 5.0 A). Bei der zweiten 
Methode werden die Abstande ii.i gemaI3 Gleichung (4) aus den 
Intensitaten Iij der Signale und einem Referenzabstand rref be- 
rechnet. Die Proportionalitat gilt allerdings nur, wenn die 
NOESY-Spektren mit einer geniigend kurzen Mischzeit aufge- 
nommen werden. 

[75 - 781 

(4) 

Dieser direkte Zusammenhang zwischen der Intensitat eines 
Kreuzsignals und dem zugrundeliegenden Protonenabstand ist 
bei drei- und vierdimensionalen NMR-Spektren nicht mehr ge- 
geben, da hier mehr als ein TransferprozeD [siehe GI. (2)] zur 
Intensitat beitragt. Die Amplitude eines dreidimensionalen 
Kreuzsignals wird vom Produkt der Effizienz der beiden Einzel- 
schritte bestimmt. Man kann dies rnit einem Vektordiagramm 
beschreiben, in dem die Effizienz der Einzelschritte durch die 
Vektoren und die Amplitude des 3D-Kreuzsignals durch die 
aufgespannte Flache dargestellt wirdrs ‘I. 

Eine exakte quantitative Auswertung von NOESY-verwand- 
ten 3D-Spektren setzt damit voraus, dafi alle Beitrage zu Kreuz- 
signalen aul3er dem zu bestimmenden Abstand bekannt oder 
zumindest als konstant anzusehen sind. Letzteres kann naher- 
ungsweise angenommen werden, wenn einer der Beitrage durch 
eine heteronucleare Kopplung uber eine Bindung zustande 
kommt wie im Fall von NOESY-HMQC- oder NOESY-HSQC- 
Spektren. Diese Kopplungen variieren in relativ engen Grenzen 
(90-96 Hz fur NH, 125-160 Hz fur CH). Ein Problem kann 
allerdings durch unterschiedliche transversale Relaxationszei- 
ten von Protonen entstehen: Die in den Pulssequenzen verwen- 
deten Zeiten fur die freie Prazession zur Entwicklung der hetero- 
nuclearen Kopplungen ist bei biologischen Makromolekulen 
nicht mehr vernachlassigbar, da unter Umstanden chemisch 
verwandte Gruppen unterschiedlich schnell relaxieren, so dafi 
die Signalamplituden durch Relaxationseffekte verfalscht wer- 
den konnen. 

Die Situation wird zusatzlich kompliziert, wenn die Effzienz 
der beiden Koharenztransferschritte konformationsabhangig 

ist, z.B. bei homonuclearen 3D-E~perimenten[~’, 821. In be- 
stimmten Fallen lassen sich Regeln fur die Signalamplituden aus 
der Sekundarstruktur des Proteins ableiten. Ein Beispiel dafiir 
sind die 3D-Kreuzsignale in TOCSY-NOESY-Spektren, die in 
erster Naherung vom Produkt aus dem Quadrat der beteiligten 
Kopplung und dem Inversen der sechsten Potenz des beteiligten 
Abstands abhangig sind (Abb. 5) .  Es gibt daher eine Reihe spe- 

Abb. 5.  Vektordarsteliung der lntensi- 
tiit von TOCSY-NOESY-Kreuzsigna- 
len. Die Lange der Vektoren reprasen- 
tiert die Effizienz der einzelnen Koha- 
renztransferschritte, die aufgespannte 
Flache die Intensitat des 3D-Kreuz- 

r,: 

signals. J; 

zifischer Kreuzsignale in diesen Spektren, deren Amplituden 
durch die Art der Sekundarstruktur beeinflufit werden (Abb. 6). 
Man erkennt, daR fur a-Helices nur schwachc Kreuzsignale rnit 
den H,- und H,-Verschiebungen als Koordinaten zu erwarten 
sind, wahrend fi-Strukturen zu sehr intensiven Signalen fuhren. 

A B C 

Abb. 6. Intensitaten der Kreuzsignale in TOCSY-NOESY-Spektren in Abhangig- 
keit von der Sekundarstruktur des Proteins (C). A enthalt den zugrundeliegenden 
Transfer; dabei bedeutet beispielsweise ( X J a ) ~ N i +  einen TOCSY-Transfer von H, 
zu H, innerhalb der Aminosaure i mit nachfolgendem NOESY-Transfer (abstands- 
abhangig) zum H, der folgenden Aminosaure. B zeigt eine Vektordarstellung der 
Intensitaten gemaD Abbildung 4 fYir die verschiedenen Kreuzsignaltypen. 

Die quantitative Auswertung von NOESY-NOESY-Spek- 
tren hat einige interessante Aspekte. So wird in erster Naherung 
die Amplitude der Kreuzsignale I,, durch zwei Kreuzrelaxa- 
tionsraten n beeinflufit [GI. ( 5 ) )  7:) und 7:) sind die verwende- 

ten Mischzeiten. Fur 7:) = 7;) entspricht dieser Term denen 
zweiter Ordnung, die man bei einer Reihenentwicklung der Ex- 
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ponentialfunktion erhalt, die den Magnetisierungstransfer im 
NOESY-Experiment beschreibtLS3I [GI. (6)]. Man kann diesen 
Umstand -- im Prinzip - zur Berechnung von Beitragen hoherer 
Ordnung zu 2D- und 3D-Kreuzsignalen nutzen[", 84-861. 

2.4.2. Bestimmung von Diederwinkeln 

Die Bestimmung von Diederwinkeln erfordert die Messung 
von Kopplungskonstanten. Zu diesem Zweck wurden einige 
3D-Techniken entwickelt, die Multipletts mit e.COSY-artiger 
Feinstruktur (e.COSY = exclusive Correlation Spectroscopy) 
e r ~ e u g e n [ ~ ~ - ' ~ ] .  Das Hauptproblem ist dabei das Erreichen ei- 
ner genugend hohen Auflosung. Urn auch kleine Kopplungs- 
konstanten rnit ausreichender Prazision messen zu konnen, 
mussen in der Regel einzelne Ebenen der mehrdimensionalen 
Spektren rnit hoher Auflosung berechnet werden. Die Kopp- 
lungskonstanten konnen dann direkt aus der Aufspaltung der 
e.COSY-artigen Multipletts in den 2D-Ebenen der mehrdimen- 
sionalen Spektren abgelesen werden. 

3. Strategien und Experimente zur Bestimmung 
yon Proteinstrukturen 

Die Wahl und die Kombination der mehrdimensionalen Ex- 
perimente und damit zugleich auch die Entscheidung dariiber, 
welche Isotope eingesetzt werden sollen, richtet sich nach der 
GroBe des Proteins, seiner Sekundarstruktur, der Verteilung der 
Signale im Protonenspektrum und der Zuganglichkeit von mar- 
kiertem, in der Regel rekombinant hergestelltem Protein. In 
Abhangigkeit von diesen Faktoren muR eine Kombination von 
Markierung und NMR-Experimenten gefunden werden, welche 
die fur eine NMR-spektroskopische Strukturaufklarung erf'or- 
derlichen Informationen zuganglich macht. Dies sind insbeson- 
dere 
- eine luckenlose sequentielle Zuordnung 
- eine moglichst vollstandige Zuordnung der Seitenkettensi- 

- eine geniigende Zahl ausreichend genau gemessener NOEs. 
Damit kann man fur jede Art von Markierung einen ,,Basis- 
satz" an Experimenten festlegen (Tabelle 2). 

gnale 

Tabelle 2. Je nach Markierung zur Proteinstrukturaufklarung geeignete NMR-Ex- 
perimente. 

~ - ~~~ 

ohne Isotopen- MdrkierUng Markierung init 
markierung mit 15N "N und I3C 

Zuordnung von TOCSY-TOCSY TOCSY-HMQC 3DI4D-HCCH-TOCSY 
Spinsystemen TOCSY-TOCSY HCCH-COSY 

seqnenzspevfische TOCSY-NOESY NOESY-HMQC HCACO 
Zuordnung TOCSY-NOESY HNCA 

HNCO 
HCA(CO)N 

HC(C)NH-TOCSY 

Identifizierung NOESY-NOESY NOESY-HMQC 3D-NOESY-HMQC 
von NOEs TOCSY-NOESY NOESY-NOESY 4D-HMQC-NOESY- 

TOCSY-NOESY HMQC 

1st das Protein nicht markiert, wird man das konventionelle, 
auf einer Sekundarstrukturanalyse beruhende Konzept der 
Zuordnung verwenden, das rnit 'H-Techniken auskommt 
(Abb. 7 A). Die Seitenkettensignale werden dabei anhand der 
skalaren Kopplungen iwischen den Protonen mit TOCSY- und 
COSY-Techniken zu Signalsatzen zusammengefaot, die rnit Hil- 
fe von NOEs zwischen benachbarten Aminosauren aus 
NOESY-Spektren sequentiell geordnet werden. Die Struktur- 
berechnung basiert dann auf NOEs, die entweder direkt aus 
2D-NOESY-Spektren oder aus homonuclearen 3D-Spek- 
t ren[32~84~8s~93-9s]  entnommen werden. 

I 
R 

t 
H*C*H 

t 
R 

Abb. 7. Identifizierung von Spinsystemen und sequenzspeaifische Zuordnung in 
Proteinen. A) Bei nichtmarkierten Proteinen erfolgt die Zuordnung auf der Basis 
von homonuclearen Spektren iiber 3J-Kopplungen (durchgezogene Linien) und 
NOEs zwischen Protonen der einzelnen Aminosiuren (gestrichelte Linien). B) Im 
Falle einer Markierung rnit '5N,'3C erfolgt die Zuordnung mit heteronuclearen 
Techniken anhand der relativ groDen Kopplungen iiber eine Bindung (I& L 125, 
'JHN 2 90, 'JNc = 10-17, '& z= 40-60 Hz). 

Markiert man das Protein mit "N, kann man die chemischen 
Verschiebungen der Heterokerne zwar zusatzlich fur die dreidi- 
mensionale Auflosung des NH-Bereichs der TOCSY- und 
NOESY-Spektren v e r ~ e n d e n [ ~ ~ - ' ~ ~ ] ,  man nutzt aber im Bin- 
zip die gleichen Zusammenhange wie bei den reinen 'H-Techni- 
ken (Abb. 7A). Damit wird die Zuordnung erleichtert, und es 
kann meist eine grol3ere Zahl von NOEs interpretiert werden. 
Da sich die auflosungssteigernde Wirkung der ' 'N-Markierung 
nur auf die Amidprotonen auswirkt, muR man Uberlagerungen 
im aliphatischen Bereich bei Bedarf rnit homonuclearen 3D- 
Techniken a u f l o ~ e n ~ ~ ~ ] .  Dies gilt insbesondere fur die Zuord- 
nung von NOEs zwischen Seitenkettenprotonen. 

Liegt ein doppelt markiertes Protein vor (I3C und "N), ist es 
moglich, die gesamte Zuordnung konformationsunabhangig 
durchzufuhren (Abb. 7 B)[ 'O '  -'I6]. Die Seitenkettenzuordnung 
erfolgt in diesem Fall mit Experimenten, die 'J-Kopplungen 
zwischen 'H und 3C und zwischen benachbarten Kohlenstoffa- 
tomen nutzen" '' - "1 . D' iese Vorgehensweise hat zwei Vorteile: 
Die beteiligten Kopplungen sind relativ groR und konnen damit 
auch fur groBere Proteine aufgelost werden. AuBerdem lassen 
sich bei Proteinen mit vielen gleichen Aminosauren die in 
2D-'H-NMR-Spektren unvermeidlichen Signaliiberlagerungen 
weitgehend vermeiden. Die sequentielle Zuordnung laBt sich 
jetzt ebenfalls anhand der 'J-Kopplungen bewerkstelligen : Es 
existiert eine Reihe von 3D- und 4D-Techniken fur die Korrela- 
tion der chemischen Verschiebungen der Heterokerne in der 
Proteinhauptkette (Abb. 7 B). Die fur die Strukturberechnung 
notwendigen NOEs konnen aus "N- oder %-aufgelosten 
NOESY-Spektren extrahiert oder mit deren Hilfe im 2D- 
NOESY-Spektrum interpretiert werden. Zusatzlich werden 
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vierdimensionale Experimente ~ i n n v o l l [ ~ ~ '  12'], um Zuord- 
nungen von NOEs vollig zweifelsfrei zu erhalten, analog zu der 
in Abbildung 3 illustrierten Situation. 

Die doppelte Markierung eines Proteins mit I5N und I3C gilt 
als der ,,Konigsweg" fur eine NMR-spektroskopische Struktur- 
untersuchung, doch auch ohne vollstandige Markierung lassen 
sich oft gute Resultate erzielen. Die GroBe der untersuchbaren 
Molekule nimmt hierbei jedoch ab: Mit homonuclearen 3D- 
Methoden wird man eine GroDe von 10 kD nur selten iiber- 
schreiten konnen, und die Untersuchung von I 'N-markierten 
Proteinen mit einer Kombination aus 15N-aufgeloster und ho- 
monuclearer 3D-Spektroskopie sollte jenseits von 13- 15 kD 
nicht mehr sehr effektiv sein. 

3.1. Untersuchung yon unmarkierten Proteinen und Peptiden 

Die Anwendung von homonuclearen 3D-Techniken zur Auf- 
klarung der Struktur von kleineren Proteinen ist dann interes- 
sant, wenn diese aus naturlichen Quellen gewonnen wurden und 
einer Markierung nicht einfach zuganglich sind. Zuordnungs- 

probleme lassen sich mit der TOCSY-NOESY-Technik 1o- 
sen[1221, und die NOESY-NOESY-Technik kann verwendet 
werden, um eine groDere Zahl von Abstanden zu messen und 
diese zugleich priziser zu b e ~ t i r n m e n ~ ~ ~ '  "l. Daruber hinaus 
wurde gezeigt, daD dreidimensionale Spektren besser fur die 
automatische Zuordnung von NMR-Signalen geeignet sind als 
zweidimensionale 

Heteronucleare Methoden sind bei nichtmarkierten Protei- 
nen in der Vergangenheit nur gelegentlich zur Untersuchung 
kleinerer Proteine oder Peptide verwendet ~ o r d e n [ ~ ~ , j ~ ,  lz31. 

3.2. Untersuchung eines 15N-markierten Proteins: 
die Struktur von Interleukin-4 

Die vollstandige Markierung eines Proteins ist nicht immer 
praktikabel. Dies gilt insbesondere dann, wenn neben dem 
Wildtyp Varianten untersucht werden sollen, die nicht jeweils 
einzeln rnit 13C markiert werden konnen. In solchen Fallen 
kann man mit einer "N-Markierung und der kombinierten An- 
wendung von ' 5N-aufgeloster und homonuclearer 3D-NMR- 
Spektroskopie die benotigten Parameter bestimmen. Am Bei- 
spiel von IL-4 wird die Strategie zur Untersuchung eines 
"N-markierten Proteins diskutiert. 

Die Struktur von IL-4['24-'281 besteht aus vier Helices, die 
dreidimensionale Faltung des Proteins bezeichnet man als Vier- 
Helix-Bundel (Abb. 8). Die relative Lage der Helices zueinander 
laDt sich vor allem aus NOEs zwischen den Seitenkettenproto- 
nen der gelb gezeichneten hydrophoben Aminosauren, die se- 
quentielle Zuordnung aus den charakteristischen NOES zwi- 
schen Amidprotonen ableiten. Beide Arten von Wechsel- 
wirkungen sind rnit 2D-Techniken schwer zuganglich, da im 
Bereich dcr NH- und der Methylgruppensignale starke Uberla- 

Abb. 8. Uberlagerung yon 21 auf der 
Grundlage der NMR-Daten berechneten 
Strukturen von Intcrleukin 4 (Stereo- 
bild). Die Proteinhauptkette ist blau, die 
Seitenketten der hydrophoben Amino- 
sauren sind gelb dargestellt. 

gerungen zu envarten sind. Um diese aufzulosen, verwendet 
man fur die sequentielle Zuordnung die "N-NOESY-HMQC- 
T e ~ h n i k ~ ~ ~ ] ,  die zusltzliche Auflosung fur den Amidbereich 
zur Verfugung stellt, und fur die Detektion der NOES zwi- 
schen den Seitenketten die T O C S Y - N O E S Y - T ~ C ~ ~ ~ ~ [ ~ ~ ~  1221. 
Zusatzlich bietet die 15N-TOCSY-HMQC-Technik[g6] die 
Moglichkeit, die HN-, H,- und H,-Resonanzen einer Amino- 
saure mit deren Amidstickstoff-Resonanz zu korrelieren und 
damit die Grundlage fur die Zuordnung der Seitenketten zu 
schaffen. 
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I 
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3.2.1. Zuordnung der Protonensignale mit 
' 'N- TOCSY-HMQC- und Is N-NOESY-HMQC-Experimenten 

Die 5N-TOCSY-HMQC- und "N-NOESY-HMQC-Tech- 
niken (Abb. 9) gehoren zu den gebrauchlichsten der 3D-Spek- 
troskopie. Es sei vermerkt, daS HSQC-Experimente anstelle der 
HMQC-Experimente die gleichen Spektren ergeben. Entartete 
NH-Signale werden mit Hilfe der chemischen Verschiebungen 
der direkt gebundenen "N-Kerne auf verschiedene Ebenen ver- 
teilt, analog zu der in Abbildung 3 gezeigten Situation. Man 
erhalt 3D-Spektren. in denen fur jede Aminosgure an den Ver- 
schiebungen ihres Amidprotons und ihres Amidstickstoffkerns 
als Koordinaten ein Vektor erscheint, auf dem alle TOCSY- 
oder NOESY-Kreuzsignale des Amidprotons aufgereiht sind. 
Die "N-TOCSY-HMQC-Technik erleichtert damit die Zuord- 
nung der Seitenkettensignale, im Idealfall sind alle Seitenketten- 
protonen einer Aminosaure im entsprechenden Vektor zu fin- 
den. 

I l l  I 

3D-TOCSY-HMQC 

I I I X GARP 

3D-NOESY-HMQC 

V 
180" 90" 90" 

X GARP 

Abb. 9. Pulssequenzen fiir die 3D-I5N-TOCSY- und 3D-I'N-NOESY-HMQC- 
Expenmente. 

I I I 

Die sequentielle Zuordnung von a-helicalen Bereichen in Pro- 
teinen kann in sehr eleganter Weise allein unter Venvendung der 
"N-NOESY-HMQC-Technik bewerkstelligt werden, und zwar 
iiber das Auffinden von Kreuzsignalen zwischen den NH-Si- 
gnalen benachbarter Aminosauren. Dies wird bei 2D-NOESY- 
Spektren problematisch, wenn zum Beispiel zwei aus einer a-He- 
lix stammende NH-Signale entartet sind; in diesem Fall 
erwartet man auf der Frequenz dieser Signale vier Kreuzsignale 
zu anderen NH-Protonen. Eine eindeutige Zuordnung ist dann 
nicht mehr moglich. Dagegen befinden sich in einem 15N- 
NOESY-HMQC-Spektrum die jeweils zusammengehorenden 
Signale auf verschiedenen 5N-Ebenen, sofern die "N-Kerne 
unterschiedliche chemische Verschiebungen aufweisen. Die se- 
quentiell zusammengehorenden Reste findet man, indem man 
die zur Diagonale symmetrischen NH-NH-Kreuzsignale im 
NOESY-Spektrum sucht. Eine gelungene sequentielle Zuord- 
nung 1aDt sich in Form von aneinandergereihten Streifen dar- 
stellen, wie es fur einige Reste aus IL-4 in Abbildung 10 gezeigt 
1st. Diese Streifen entsprechen den oben erwahnten "N/"N- 
Vektoren. 

Fur die Zuordnung von j7-Strukturen mit dieser Technik muV, 
man eine leicht geanderte Auswertestrategie anwenden. Uberla- 

Abb. 10. Sequentielle Zuordnung fur 
1-helicale Bereiche unter Verwendung 
eines 3D-NOESY-HMQC-Spektrums, 
dargestellt am Beispiel der Verkniip- 
fung der Aminosauren F55 bis H59 in 
IL-4 uber NOES des Typs NH,NH, I .  

Die Streifen sind jeweils an den Fre- 
quenzen der Amidstickstoffkerne (FJ 
und Amidprotonen (FJ entnommen. 

7.50 

t 
4 

8.25 

9.00 

gert man Ebenen rnit der gleicher "N-Frequenz aus dem 5N- 
NOESY-HMQC- und 'N-TOCSY-HMQC-Spektrum, so er- 
halt man im H,-Bereich die zusammengehorenden NOESY- 
und TOCSY-Signale (Abb. 11). Die beiden 3D-Kreuzsignale 

F3 = HNH) 

F, = 6(15Ni.,) F, = 6((15N,) F, = S(15Ni+,) 

Abb. 11. Beispiel fur die sequentielle Zuordnung aufder Basis von H,-HE-Korrela- 
tionen in "N-aufgel&sten TOCSY- und NOESY-Spektren. Die zum gleichen NH- 
gehorenden TOCSY-Signale (schwarz) und NOESY-Signale (wein) rnit den Ver- 
schiebungen von H,(i)/H,(t] und H,(i - l)iH,(s] als Koordinaten befinden sich auf 
Ebenen mit gleichen '5N-Frequenzen. Die benachbarten Aminosauren findet man, 
indem man die Scheiben mit den passenden TOCSY-Signalen (links) oder NOESY- 
Signalen (rechts) sucht. 

haben jeweils die gleichen 5N- und H,-chemischen Verschie- 
bungen und ergeben die Verknupfung H,(i - i) + H=(i). Zur 
weiteren sequentiellen Zuordnung sucht man die Ebene, in der 
sich das rnit der entsprechenden H, (i)-Frequenz korrespondie- 
rende TOCSY-Signal befindet. Im Idealfall gibt es nur eine pas- 
sende Ebene, in der Regel sind jedoch immer eine Reihe von 
H,-Signalen entartet. Der Wert der 5N-NOESY-HMQC-Tech- 
nik fur die Zuordnung ist daher weitgehend auf Proteine mit 
einem groBen Anteil an cc-Helices beschrankt (siehe Ab- 
schnitt 3.2.2). 

3.2.2. Vervoiistcindigung und ~bevpriijiung dcr sequentiellen 
Zuovdnung duvch TOCSY-NOESY-Daten 

Zuordnungsprobleme wegen starker Uberlagerungen im Ha- 
Bereich traten auch in den NOESY- und TOCSY-Spektren von 
Interleukin-4 auf. So sind die H,-Signale einiger der im p-Falt- 
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blatt befindlichen Aminosauren entartet. Die 2D-Spektren und 
die 5N-aufgelosten 3D-Spektren fuhrten nicht zu eindeutigen 
Korrelationen. 3D-TOCSY-NOESY-Spektren dagegen enthal- 
ten die benotigten Informationen. In diesen Spektren beobach- 
tet man Signale rnit den Verschiebungen H, ( i ) /Hz  (i)/HN (i + 1) 
und H,(i)/H,(i)/H,(i +1) als Koordinaten in FJFJF,, die im 
Prinzip direkt den gewiinschten Korrelationen entsprechen. 
Dies wird in Abbildung 12 verdeutlicht, in welcher der fur die 
Zuordnung wichtige Bereich aus 2D-TOCSY- und 2D-NOE- 
SY-Spektren schematisch dargestellt ist. Die ausgefiillten Kreise 

Abb. 12. Beispiel fur den Gebrauch von 3D-TOCSY-NOESY-Daten bei der Zu- 
ordnung von Protein-NMR-Spektren. Links: Zur Zuordnung anhand von 2D- 
Spektren werden normalerweise Kreuzsignale mit Kopplungs- (schwarz) und Ab- 
standsinformationen (weiD). die z.B. In TOCSY- und NOESY-Sprktren enthalten 
sind, verbunden. Liegen die Signale van verschiedenen a-Protonen bei der gleichen 
Frequenz, ergeben sich mehrere Moglichkeiten der Verkniipfung. Rechts: Die in 
TOCSY-NOESY-Spektren enthaltenen Kreuzsignale rnit den Verschiebungen von 
H,(ij/H,(z]/H,(i + 1) oder H,(i)/H,(i + f)/H,(i +1) als Koordinaten in F,/F,/F, 
entsprechen direkt den im oberen Spektrum eingezeichneten Korrelationen. Sie 
konnen im 2D-Spektrum als Korrelationslinien auf der Hohe der H,-Frequenz 
dargestellt werden. Die Linien verbinden dann die Frequenzen der Amidprotonen 
der Aminoduren i und i + 1. 

stellen TOCSY-, die leeren NOESY-Signale dar. Die Zuord- 
nung ist hier nicht zweifelsfrei durchzufiihren, da die chemi- 
schen Verschiebungen zweier Ha-Signale entartet sind. Beide 
Zuordnungsmoglichkeiten, ausgehend von der Aminosaure i, 
sind angegeben. Die oben genannten 3D-Kreuzsignale haben 
den Charakter von Korrelationslinien zwischen 2D-Kreuzsigna- 
len, wenn man auf der Hohe der enthaltenen H,-Verschiebung 
eine Linie zwischen den beiden NH-Verschiebungen zieht 
(Abb. 12 rechts). Auf diese Weise ergibt sich eine eindeutige 
Zuordnung der 2D-Kreuzsignale. 

In der Praxis geht man so vor, daB man die entsprechenden 
Teile des 3D-Spektrums separat berechnet, mit einem Si- 
gnalsuchverfahren eine Liste der Signale erstellt und diese wie 
oben beschrieben graphisch in die Spektren eintragt. Dies ist fur 
Interleukin-4 in Abbildung 13 gezeigt. Das TOCSY-Spektrum 
ist in Tiirkis, das NOESY-Spektrum in Rot dargestellt, und die 
vom Auswerteprogramm eingetragenen Korrelationslinien ge- 
ben die sequentiell zusammengehorenden Signale an. In der Ab- 
bildung sind Korrelationen zu sehen, die vorwiegend aus nicht- 
helicalen Bereichen stammen. Aminosauren in Helices geben 
wegen der kleinen Kopplung zwischen H, und H, nur sehr 
schwache Kreuzsignale, die nicht beriicksichtigt wurden. 

3.2.3. Zuordnung dev Signale in NOESY-Spektven 

Eines der Hauptprobleme der Zuordnung von Signalen in 
NOESY-Spektren ist die Identifuierung von NOEs zwischen 
Methylgruppen oder anderen Seitenkettenatomen. Ein konkre- 

:iO 9.0 - 8.0 F2 7 a 

Abb. 13. Uberlagerung der ZD-TOCSY- (turkis) und 2D-NOESY-Spektren (rot) 
von IL-4 mit eingezeichneten Korrelationslinien. die aus Kreuzsignalen im 3D- 
TOCSY-NOESY-Spektrurn abgeleitet wurden (siehe Abb. 12). 

ter Fall aus der Aufklarung der IL-4-Struktur ist in Abbil- 
dung 14A gezeigt. Es besteht die Moglichkeit, diese NOEs an- 
hand der Kopplungen der Methylgruppen zu den direkt benach- 
barten Protonen mit einem TOCSY-NOESY-Spektrum 
aufzulosen. Dies setzt allerdings voraus, daIj im 2D-TOCSY- 
Spektrum die Kreuzsignale zwischen den Methylgruppen der 
Valinreste und deren H, sowie zwischen den Methylgruppen der 
Leucinreste und deren H, aufgelost und bereits zugeordnet sind. 

Das 3D-Spektrum wird in Form von TOCSY-Ebenen ausge- 
wertet und direkt rnit dem NOESY-Spektrum verglichen. Das 

V29V L10952 

Abb. 14. Identitirierung yon NOEs zwischen Seitcnkettenprotonen von IL-4 mit 
der 3D-TOCSY-NOESY-Technik. Urn die NOEs zwischen den in A dargestellten 
Seitenketten yon k 1 2 9  und Leu 109 eindeutig zuordnen zu konncn, werden TOC- 
SY-Ebcnen (F,/F,) an den Frequenzen der Methylgruppenprotonen (FJ ausgewer- 
tet (B: siehe dam Abb. 15). 
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NOESY-Spektrum wird dabei in F,-Richtung durchgearbeitet; 
aus dem 3D-Spektrum werden die an den entsprechenden F3- 
Koordinaten genommenen Ebenen verwendet (Abb. 14 B). Die 
F,-Frequenzen der im 2D-Spektrum auftretenden Kreuzsignale 
kann man verwenden, um das fur die Zuordnung interes- 
sierende 3D-Kreuzsignal zu finden; es liegt in der TOCSY- 
Ebene des 3D-Spektrums auf der F,-Koordinate mit der glei- 
chen chemischen Verschiebung. Die Fl-Koordinate des 3D- 

I 3;O 2;o 1 ;o 0:o 
+- F, a) 

5.0 4;O 
I 1 1 I I I 

B *  

b 

0 ' I  

I 

5.0 4.0 3.0 2.0 1 .o 0.0 + F, b) 

* .  
L .  .P 8 8  

-5.0 

- 0.0 

-1 .o 

-2.0 

F2 
J 

-3.0 

-4.0 

-5.0 

Abb. 15. TOCSY-Ebenen (F,/F2), die aus dem 3D-TOCSY-NOESY-Spektrum 
von IL-4 an den in Abbildung 14 B dargesteilten Positionen entnomrnen wurden. a) 
Bei S(FJ  = 0.22, b) bei S(F,) = 0.61. 

Kreuzsignals gibt die chemische Verschiebung des Kopp- 
lungspartners und damit, im Vergleich mit dem TOCSY-Spek- 
trum, die Zuordnung. 

Als Beispiel ist in Abbildung 15 die Zuordnung der NOEs 
zwischen den Methylgruppen von L109 und V29 gezeigt. Das 
Signal einer Methylgruppe von L109 im Protonenspektrum ist 
nicht von anderen uberlagert, was das Problem vereinfacht. Die 
an dieser Stelle genommene F,/F,-Ebene (Abb. 15 a) zeigt zwei 
Kreuzsignale mit den Verschiebungen von V29-H, in Fl und den 
V29-Methylgruppen in F, als Koordinaten. Damit ist belegt, 
daB die entsprechenden Kreuzsignale im NOESY-Spektrum 
von NOEs zwischen L109 und V29 stammen. Ware das Signal 
von L109 von anderen iiberlagert, miiDte man diese Interpreta- 
tion mit den symmetrischen Signalen belegen, die man in einer 
F3-Ebene findet, die bei der Frequenz der Methylgruppen von 
V29 liegt und die Kopplung zwischen L109-H, und -Hy enthalt. 
Diese Signale finden sich in der Tat, wie in Abbildung 15b dar- 
gestellt. 

3.2.4. Messung von 'JHaN 

Um den Verlauf der Hauptkette und die Konforrnationen der 
Seitenketten in Protonen besser festlegen zu konnen, werden 
zusatzlich Diedenvinkel, die uber die Karplus-Beziehung aus 
Kopplungskonstanten hergeleitet werden konnen, fur die Struk- 
turberechnung venvendet. Diese Kopplungskonstanten lassen 
sich bei Proteinen nur schlecht rnit 2D-Experimenten bestim- 
men, da meist einzelne Komponenten der Kreuzsignale durch 
Signaluberlagerungen verdeckt werden. Es wurde daher eine 
ganze Reihe von mehrdimensionalen Techniken zur Messung 
von Kopplungskonstanten entwickelt[EE-921. 

Im Fall von IL-4 wurde die 3D-HMQC-JH,-TOCSY-Tech- 
nikrEE1 eingesetzt, um die H,-HE-Kopplung und damit den Win- 
kel (p der Proteinhauptkette zu bestimmen. Kleine Werte 
(< 5 Hz) weisen auf a-helicale Strukturen und groIje Werte 
(> 9 Hz) auf gestreckte Konformationen hin. Mittlere Kopp- 
lungskonstanten (5 bis 9 Hz) sprechen fur eine Mittelung durch 
schnelle Rotation um die N-C,-Bindung oder fur ungewohnliche 

F,= W J  
4.0 3.9 3.8 3 4.2 

F,= 6(HJ 

17.5 

Abb. 16. Ausschnitt aus dem 3D-HMQC-J,,-TOCSY-Spktrum von IL-4. Darge- 
stellt sind die HE-H,-N-Kreuzsignale von 15, A34, El03 und 5129. Die Kopplungs- 
konstanten entsprechen dem Abstand der Kreuzsignalkomponenten in F,-Rich- 
tung. 
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Hauptkettenkonformationen (z.B. positive Winkel $). Als Bei- 
spiel ist in Abbildung 16 eine Ebene aus dem HMQC-JHH- 
TOCSY-Spektrum von IL-4 gezeigt. Die H,-H,-N-Kreuzsigna- 
le sind in F2 durch die ' JNH- und in F3 durch die J,,,=-Kopplun- 
gen aufgespalten. 

3.3. Techniken fur "N- und 13C-markierte Proteine: 
die Struktur yon Cystatin in Losung 

In vielen Fallen ist eine Untersuchung von Proteinen mit 
mehr als 100 Aminosluren ohne 13C-Markierung nur unter 
Auflosungsverlusten durchzufuhren. Ein Beispiel sind die 
Strukturen von phosphoryliertem und nichtphosphoryliertem 
C y ~ t a t i n [ ' ~ ~ - ' ~ ' ~ .  Das phosphorylierte Protein ist aus Huhner- 
eiweiI3 isoliert worden" 321 und konnte nicht markiert werden; 
seine Struktur ist in bestimmten Bereichen schlecht definiert 
(Abb. 17 links). Die nichtphosphorylierte Form (Abb. 17 
rechts) konnte in E. coli iiberexprimiert ~ e r d e n [ ~ ~ ]  und war so 
einer Markierung rnit 13C und '5Nzuganglich. Die Struktur der 
groI3en Schleife im linken unteren Teil des Proteins konnte da- 
rnit durch die Messung einer hoheren Zahl von Abskinden fest- 
gelegt werden. 

Die Vorteile der 'C-Markierung zeigen sich oft schon bei der 
Zuordnung der Seitenkettensignale. Anhand charakteristischer 
chemischer Verschiebungen im ' T-Bereich lassen sich einige 
Aminosaurereste leicht erkennen. Die sequentielle Zuordnung 
wird zusatzlich durch Tripelresonanzexperimente stark verein- 
facht. 

Die Versuche zur Aufklarung der Cystatinstruktur in Losung 
begannen rnit unmarkierten Proben, der GroDteil der Signale 
konnte dabei rnit konventionellen Techniken zugeordnet wer- 
den. Fur einige Fragestellungen war jedoch die 13C-Markierung 
unerlaolich. 

Dies galt insbesondere fur die Frage nach einer moglichen 
Flexibilitat des N-Terminus (bis G9) und einer grol3en Schleife 
in der Region 69-80, da diese Regionen keine bzw. nur schwa- 
che NOES aufwiesen. Die vollstindige Beschreibung der Struk- 
tur erfordert deshalb die Messung heteronuclearer Relaxations- 
parameter (vor allem fiir 15N), die Infonnationen uber die 
Beweglichkeit der Peptidkette liefern. Aus diesem Grund wird 
die Methode zur Bestimmung dieser Parameter in Abschnitt 4 
kurz vorgestellt werden. 

3.3.1. Zuordnung der Signale von Seitenketten 

Die Zuordnung der Signale von Seitenketten erfolgt bei dop- 
pelt markierten Proben im wesentlichen rnit Experimenten vom 
HCCH-Typ, den 3D-HCCH-COSY-["'- und 3D-HCCH- 
TOCSY-Techniken" (Abb. 18). Die letztere Technik ermog- 
licht die Korrelation aller Seitenkettenprotonen und -kohlen- 
stoffkerne rnit dem a-Proton und dem n-Kohlenstoffkern der 
jeweiligen Aminosaure, d. h. mit den Kernen, welche die An- 
kniipfungspunkte fiir die sequentielle Zuordnung darstellen 
(Abb. 19)[133, '341. 

Die Pulssequenzen entsprechen dem allgemeinen Schema, das 
eine Anregung und Detektion von Protonen vorsieht. Die Anre- 
gung der Kohlenstoffkerne erfolgt dabei uber die C-H-Kopp- 

Abb. 17. C,-Darstellung der berechneten 
Strukturen von phosphoryliertem Hiih- 
nereiweiD-Cystatin (links) und der rekom- 
binant hergestelltcn Mutante (rechts). N 
kennzeichnet jeweils den N-Terminus. 

lung, urn dann die J,-Kopplungen nutzen zu konnen (siehe 
auch Abb. 7B). Zur Detektion miissen uber eine C-H-Kopplung 
wieder die Protonen angeregt werden. Wegen der GroBe der 
beteiligten Kopplungen (125, 40, 125 Hz) wird die maximale 
Kohirenztransferamplitude in kurzerer Zeit als bei Anwen- 
dung einer entsprechenden homonuclearen Sequenz (TOCSY, 
COSY) erreicht. Dies erleichtert die Messung von Korrelationen 
zwischen Seitenkettensignalen vor allem bei groDeren Proteinen, 
deren Protonen eine zu kurze transversale Relaxationszeit fur 
die Anwendung von 'H-Techniken aufweisen. Die rnit den Puls- 
sequenzen in Abbildung 18 erhaltenen 3D-Spektren weisen zwei 
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3D-HCCH-COSY 

3D -HCCH-TOCSY 

180" Abb. 18. Pulssequenzen fur die 31)- 
HCCH-TOCSY- und 3D-HCCH-CO- 
SY-Technik. D = Entkoppeln. I *c 

Koordinatenachsen mit 'H- (Fl und F3) und eine mit I3C-chemi- 
schen Verschiebungen (F,) auf, sie entsprechen nach 3C-chemi- 
schen Verschiebungen aufgelosten COSY- oder TOCSY-Spek- 
tren. Im HCCH-COSY-Spektrum findet man in einer F2-Ebene, 
d. h. fur eine '3C-chemische Verschiebung, die Frequenzen der 
direkt gebundenen Protonen auf der F,- und diejenigen der an den 
benachbarten Kohlenstoffatomen befindlichen auf der F3- 
Koordinatenachse. Die vollstandige Seitenkettenzuordnung er- 
halt man durch die Kombination der F,-Ebenen mit den sym- 
metrischen 'H-Signalen. Im HCCH-TOCSY-Spektrum kann 
man im Prinzip alle Protonen einer Seitenkette in einer einzigen 
F2-Ebene (S(13C)) finden, was die Arbeit oft erleichtert (Abb. 19 
rechts). 

HCCH-COSY-Experiment HCCH-TOCSY- Experiment 

y 2  y 2  
H-C-H H-C-H 

I - - -N-C-C- 
I I I1 I I II 
H H O  H H O  

Abb. 19. Schematische Darstellung der aus HCCH-Experimenten bestimmten 
,,Bausteine" Fur die Zuordnung der Seitenketten am Beispiel eines Lysinrestes. Im 
HCCH-COSY-Spektrum lindet man auf Ebenen, die an den Frequenzen der rot 
gezeichneten Kohlenstoffkerne entnommen werden, Korrelationen zu den direkt 
gebundenen Protonen und zu jenen an den benachbarten Kohlenstoffatomen (grau 
unterlegte Bereiche). Eine Zuordnung der gesamten Seitenkette gelingt durch Kom- 
bination der Informationen aus den einzelnen Ebenen. Ein HCCH-TOCSY-Spek- 
trum enthalt auf der Ebene einer Kohlenstoffresonanzfrequenz Korrelationen zu 
allen Protonen innerhalb der Seitenkette. 

In Abbildung 20 ist dies am HCCH-TOCSY-Spektrum von 
Cystatin dargestellt. Die gezeigte Ebene wurde an der F2-Koor- 
dinate mit den Verschiebungen der a- oder /?-Kohlenstoffatome 
von T70, T96, T94, V99 und S56 genommen. In F,-Richtung 
findet sich jeweils die Frequenz des direkt gebundenen Protons, 

wahrend in F,-Richtung im Idealfall die Frequenzen aller zum 
Spinsystem der betreffenden Aminosaure gehorenden Protonen 
abgelesen werden konnen. Man findet zum Beispiel Fur T96 
ausgehend vom CJH,-Diagonalsignal die 3D-Kreuzsignale zu 
H, sowie zu den H der y-Methylgruppe. 

S 56 

T 
T 

V99 
1 ,  

4.0 

F, 
1 

5.0 
8 ,  

5.0 4.0 3.0 2.0 
t- F, 

Abb. 20. Ebene aus einem 3D-HCCH-TOCSY-Spektrum von Cystatin. Einge- 
zeichnet sind die Spinsysteme von T70, 556, T96, T94 und V99. 

Beide Techniken eignen sich auch fur eine vierdimensionale 
Durchfuhrung des Experiments. Mit den in Abbildung 18 ge- 
zeigten Pulssequenzen wird der zuerst angeregte Kohlenstoff- 
kern detektiert. Im Prinzip kann man durch einfaches Einfiigen 
einer zweiten Evolutionszeit nach dem COSY- oder TOCSY- 
Transfer auch die Frequenz des zweiten Kohlenstomterns detek- 
tieren. 

3.3.2. Sequentielle Zuovdnung anhand von Kopplungen 
Cber eine Bindung zwischen den Atomen dev Proteinhauptkette 

Bei einem doppelt markierten Protein wird die sequentielle 
Zuordnung in der Regel mit einer Kombination von Tripelreso- 
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'3, 

nanzexperimenten d~rchgef i ihr t [ '~~-  1371, welche die chemi- 
schen Verschiebungen der Atome in der Proteinhauptkette mit- 
einander korrelieren. Jedes Experiment liefert polentiell einen 
,,Baustein" fur den Aufbau der Sequenz (Abb. 21). Diese Expe- 

_ _ ~  
D 

15N-TOCSY-HMQC 

-PI -c- c - WSI 
, I  

R / 

HCAIC0)N / 

R R 

\ HCACO 

7 7 2  
-N*-C- 

R 
Abb. 21. Schematische Darstellung der mit Tripelresonanzexperimenten bestimm- 
baren ,,Bausteine" (Korrelationen) einer Proteinhauptkette. In den Spektren treten 
jeweils Kreuzsignale mit den Frequenzen der rot gezeichneten Kerne auf. Die kom- 
binierte Auswertung dieser Spektren liefert die sequcntielle Zuordnung. 

rimente zeichnen sich durch relativ umfangreiche Pulssequenzen 
Bus, die ein gut ausgeriistetes NMR-Gerat voraussetzen. Zwei 
solche Sequenzen, die im Prinzip vier Frequenzkanale benoti- 
gen, sind in Abbildung 22 wiedergegeben. 

HNCO 

90" 180" 90" 180" 90" 180" 

I I I 'H 1 A I A 1  

1800 9D" 90" 

I (2 

I I I I 

1 3 ~  

180" 180" 180" 180" 
l'ca 

HNCA 

180" 90" 180' 90" 180" 900 90" 180" t2 

I 1 1 1  
90" 180" 

'SN I I  i s ;  I =  
180" 90" 

180" 90" 90" 
"(P I f2 

Man kann zwar mit einem Minimum an Experimenten aus- 
kommen; es zeigt sich in der Praxis jedoch, daO eine mehrfache 
Absicherung hilfreich ist. So sollten die sequentiellen Korrela- 

Aminosaure i Aminosaure i+ l  

HNCA 

HCA(C0)N 

HNCO 

HCACO 

Abb. 23. Verknupfung dcr Aminosauren i und i + 1 mit einem Basissatz an 3D-Tri- 
pelresonanzexperimenten. Die roten Balken geben jeweils die in einem 3D-Kreuz- 
signal enthaltenen Frequenzen an. Pink eingefiirbte Bereiche entsprechen Kernen, 
die nicht detektiert, sondern nur wahrend der Pulssequenz zum Magnetisierungs- 
transfer verwendet werden. 

tionen durch einen Satz an Kreuzsignalen, die jeweils zwei ge- 
meinsame Frequenzen haben, gegeben sein. Eine solche Kombi- 
nation von Experimenten ist in Abbildung 23 gezeigt. Aus den 
HNCA-[''', '''I und HCACO-Experimenten['''] erhalt man 
die zusammgenhorigen Kerne einer Aminosaure. Die Verkniip- 
fung mit den in der Sequenz benachbarten Aminosauren kann 
uber mehrere Korrelationen erfolgen. So enthalten die Kreuz- 
signale im HNCO-Spektrum['"] neben den HN- und N-Fre- 
quenzen der Aminosaure i auch die Frequenz des Carbonylkoh- 
lenstoffatoms der Aminosaure i - 1. In analoger Weise 
verbindet das HCA(CO)N-Spektrum['o'] H, und C, der Ami- 
noslure i mit dem Amidstickstoffatom der Aminosaure i + 1. 
Die sequentielle Zuordnung erfolgt somit durch die Kombina- 
tion von ,,Bausteinen", die sich in Teilen iiberschneiden. Neben 
den bereits genannten Experimenten gibt es noch eine ganze 
Reihe alternativer Pulssequenzen, so daD fur nahezu jede Frage- 
stellung ein geeignetes Experiment existiert (siehe Tabelle 1). 

Der wesentliche Vorteil dieser Gruppe von Experimenten ist 
die verhaltnismaDig geringe Zahl von Signalen in den Spektren: 
Sie enthalten pro Aminosaure nur ein oder maximal zwei Kreuz- 
signale. Dies vereinfacht zum einen die manuelle Auswertung 
und ermoglicht zum anderen eine weitgehende Automatisie- 
rung. Abbildung 24 zeigt eine dreidimensionale Ansicht des 3D- 
HCACO-Spektrums von Cystatin. Die einzelnen Kreuzsignale 

I , I .. I I 

Abb. 24. Dreidirnensionale Darstellung des 3D-HCACO-Spektrums yon Cystatin. 
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sind in allen drei Frequenzrichtungen gut aufgelost, wobei ca. 
90 YO der zu erwartenden Korrelationen beobachtet werden. 

3.3.3. Identzf'izierung yon NOEs mat 30-  und 
40- NO ESY-HMQC- Techniken 

Die in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen Experimente vom 3D- 
NOESY-HMQC/HSQC-TY~['~- sind von besonderem 
Wert, wenn eine 3C-Markierung vorliegt, da sie zur Zuordnung 
der NOEs zwischen Protonen aus den Seitenketten der Amino- 
sauren eingesetzt werden konnen. Die 3D-Spektren entsprechen 
einem nach den Frequenzen der direkt gebundenen Kohlen- 
stoffatome aufgelosten 2D-NOESY-Spektrum. Dabei werden 
die im 2D-Spektrum symmetrisch zur Diagonalen angeordneten 
NOE-Kreuzsignale auf zwei verschiedene Ebenen des 3D-Spek- 
trums, entsprechend den Frequenzen der direkt gebundenen 
Kohlcnstoffatome verteilt. Die Identifizierung der NOEs erfolgt 
nun uber die Kombination dieser Ebenen. Dies ist in Abbil- 
dung 25 am Beispiel der Zuordnung des NOE zwischen F83 H, 
und T69 H, von Cystatin dargestellt. Die beiden Seitenketten 
konnen anhand ihrer NOE-Muster klar identifiziert werden. 
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Abb. 25. Ausschnitte aus awei F,-Ebenen des 3D-NOESY-'H-'3C-HMQC-Spek- 
trums von Cystatin, welche die Identifizierung des Ha-Ha-NOE zwischen T69 und 
F83 ermoglichen. 

Die Zuordnung von weitreichenden NOEs zwischen Seiten- 
ketten gelingt nach demselben Prinzip und ist in Abbildung 26 
am Beispiel der Methylgruppen mehrerer Alanin-, Valin- und 
Isoleucinreste dargestellt. Das mit einem Fragezeichen mar- 
kierte Kreuzsignal konnte auch rnit Hilfe des 3D-Spektrums 
nicht eindeutig zugeordnet werden, da die He- und C,-Signale 
von anderen uberlagert waren. Wenn, wie in diesem Fall, die 
dreidimensionale Auffacherung des NOESY-Spektrums fur ei- 
ne eindeutige Zuordnung nicht mehr ausreicht, konnen die Ex- 
perimente auch als vierdimensionale Varianten durchgefiihrt 

werden. Dabei werden jeweils alle an einem NOE beteiligten 
Protonen mit den direkt gebundenen Heterokernen korreliert. 
Diese Experimente liefern 4D-HMQC-NOESY-HMQC-Spek- 
t r e r~ [~"  1 2 1 1 .  Mit einem solchen Experiment (4D-'H-13C- 
HMQC-NOESY-1H-'3C-HMQC[1 21]) konnte die Mehrdeutig- 
keit bezuglich des einen Kreuzsignals in Abbildung 26 aufgelost 
werden: Das entsprcchende 4D-Kreuzsignal taucht bei den Ko- 
ordinaten H, (A90)-C, (A90)-H, (P87)-C, (P87) auf, womit der 
NOE eindeutig einer Wechselwirkung zwischen der /3-Methyl- 
gruppe von Alanin 90 und dem a-Proton von P87 zugeordnet 
werden kann. 
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Abb. 26. Zu F, =17.5 ("C) gehiiresde Ebene aus dem 3D-N0ESY-'H-l3C- 
HMQC-Spektrum von Cystatin. Beschriftet sind dic NOE-Signale einiger Valin-, 
Isoleucin- und Alaninmethylgruppen. Das mit einem Fragereichen markierte Signal 
konnte erst rnit einem 4D-Experiment als NOE zwischen P87-H, und A90-H, identi- 
fidert werden. 

4. NMR-Experimente zur Untersuchung der inneren 
Dynamik von Biomolekulen 

Mit der Moglichkeit, NMR-spektroskopisch die Strukturen 
von kleinen und mittelgrokn Proteinen in Losung zu bestim- 
men, wurde auch die Grundlage fur eine Untersuchung ihrer 
dynamischen Eigenschaften gelegt1138-14z! 

Die Beweglichkeit einer Peptidkette spiegelt sich im Relaxa- 
tionsverhalten von Protonen und Heterokernen wider, so da13 
uber eine Messung der Relaxationsparameter (longitudinale 
Relaxationszeit T I ,  transversale Relaxationszeit T2 und NOE) 
Aussagen uber die innere Dynamik des Proteins gemacht wer- 
den konnen. Zur Bestimmung der Relaxationszeiten der Het- 
erokerne und des Hetero-NOE werden geringfugig abgeanderte 
H-X-Korrelationen vom HSQC-Typ e inge~e tz t [ '~~~] ,  wobei fur 
jeden Parameter eine MeRreihe rnit unterschiedlichen Wartezei- 
ten fur die Relaxation aufgenommen werden muD. Eine Auftra- 
gung der erhaltenen Intensitaten liefert fur jeden Heterokern 
eine exponentiell abfallende Kurve, aus der dann die jeweilige 
Relaxationszeit ermittelt wird. Zur Bestimmung des Hetero- 
NOE wird je ein Experiment rnit und ohne Vorsattigung der 
Protonen aufgenommen. Der NOE ergibt sich dann aus dem 
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Verhaltnis der gemessenen Intensitaten der Kreuzsignaie in den 
beiden Spektren. Abbildung 27 zeigt die fur Cystatin erhaltenen 
TI-,  T2- und NOE-Werte. Dabei wird die stark unterschiedliche 
Relaxation der ' 5N-Kerne und damit die unterschiedliche Be- 
weglichkeit der Proteinhauptkette deutlich. Insbesondere im Be- 
reich der Aminosauren 72 bis 80 gleicht das Relaxationsverhal- 
ten der Amidstickstoffkerne mehr dem in einem Peptid, als dem 
in einem Protein rnit mehr als 100 Aminosauren. Die starke 

- . 
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Abb. 27. Werte fur T,, T, und den 'H/I5N-NOE der einzelnen Aminosauren von 
Cystatin (n = Positionsnummer der Aminosaure). Deutlich zu erkennen sind die 
extremen Werte im Bereich von C71 bis C81, die auf eine wesentlich hohere Mobili- 
tat der Proteinhauptkette in dieser Region hindeuten. 

Streuung bei den in Abbildung 17 dargestellten Strukturen in 
diesem Bereich der Peptidkette ist also kein Artefakt, verursacht 
durch unzureichende Daten, sondern geht auf eine tatsachliche 
Flexibilitat der Proteinhauptkette zuriick. 

5. Zusammenfassung und Ausblick 

Die Einfuhrung multidimensionaler NMR-Techniken hat im 
Zusammenspiel mit der Isotopenmarkierung rekombinant her- 
gestellter Proteine die Strukturbestimmung an biologisch wich- 
tigen Makromolekulen ( M  > 10 kD) in Losung ermoglicht. Die 
in dieser Ubersicht vorgestellten Methoden sind nur eine Aus- 
wahl an Experimenten fur die Aufklarung von Proteinstruktu- 
ren rnit Hilfe der NMR-Spektroskopie. 

Die Obergrenze fur NMR-spektroskopisch zugangliche Pro- 
teine ist rnit den aus der Literatur bekannten Beispielen sicher- 
lich noch nicht erreicht. Wegen der bei groBeren Molekulen 

kurzer werdenden transversalen Relaxationszeit ist man jedoch 
bei Proteinen mit einem Molekulargewicht von mehr als ca. 
25 kD in der Wahl der Experimente stark eingeschrankt. Es ist 
daher anzunehmen, daB zumindest im Hinblick auf eine voll- 
standige Strukturaufklarung durch NMR-Spektroskopie eine 
,,natiirliche Obergrenze" existiert. 

Diese Arbeit wurde durch die Deutsche Forschungsgemein- 
schaft und den Sonderforschungsbereich 207 unterstutzt. Wir dan- 
ken Dr. E. A .  Auerswald, Munchen, und Prof W Sebald, 
Wiirzburg, fur die Priiparation der markierten Proteine. Der Fir- 
ma Bruker danken wir ,@ technische Unterstiitzung (8 mm- 
Probenkopf), Dr. P .  Neidig fur Modifikationen des Programms 
AURELIA. Die Molekiile wurden mit dem Programm Q U A N l A  
(Molecular Simulations, Inc.) dargestellt. 
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