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Die direkte Bestimmung von Diederwinkeln mit
hochauflosender NMR-Spektroskopie

Marcel J. J. Blommers* und Wolfgang Jahnke

Seit der Entdeckung des Kern-Overhauser-Effektes
(NOE)M und der skalaren Kopplungskonstanten vor Jahr-
zehnten héngt die Berechnung der Strukturen von Biomole-
kiilen aus NMR-Daten weitgehend von der Messung dieser
beiden Parameter ab.Pl Es war daher auch fiir viele Experten
iiberraschend, da3 nun ein weiterer Parameter zur Struktur-
bestimmung definiert werden konnte: Die Gruppe von
Griesinger an der Universitdt Frankfurt berichtete kiirzlich
iiber eine neue NMR-Methode, mit der Winkel zwischen
Bindungsvektoren direkt gemessen werden kénnen.™ Der
neue Parameter ist bei isotopenangereicherten Molekiilen
weithin anwendbar und sicherlich ein Meilenstein auf dem
Weg zu neuen Experimenten zur Bestimmung der Strukturen
von Biomolekiilen durch NMR-Spektroskopie. Diese Expe-
rimente werden dazu beitragen, dal die Auflésung von aus
NMR-Spektren abgeleiteten Strukturen entscheidend ver-
bessert werden kann, und sie konnten neue Informationen
iiber die Molekiildynamik liefern.

Der neue Parameter ist die kreuzkorrelierte dipolare
Relaxation (CCDR), die in vereinfachter Form leicht erklart
werden kann. Alle Kohédrenzen zwischen Kernspins, die die
NMR-Signale verursachen, relaxieren mit charakteristischen
Geschwindigkeiten und verschwinden schlieBllich. Die dipo-
lare Relaxation eines Spins wird durch das fluktuierende
magnetische Feld von benachbarten Spins verursacht. Kreuz-
korrelierte dipolare Relaxation zeigt an, daf} ein dipolar
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koppelndes Spinpaar nicht isoliert ist, sondern das fluktuie-
rende magnetische Feld anderer Spinpaare wahrnimmt, das
seine Relaxationsgeschwindigkeit beeinflult. Die dipolare
Wechselwirkung zwischen diesen magnetischen Momenten
hiangt vom Winkel zwischen den Dipolvektoren ab [GI. (1)],
wobei k gemiB Gleichung (2) definiert ist.”! 6 ist der Winkel

CCDR,y,=k(3cos*k — 1) 1)

k

20 pn ), @

5 ry riy L4w
zwischen den Vektoren, die die Kerne i und j bzw. k£ und /
verbinden (Abb. 1), r der Abstand der Kerne voneinander

Abb. 1. Schematische Darstellung eines Paars von Bindungsvektoren. Die
Relaxationsgeschwindigkeit der Multiquantenkohédrenz (MQ) héngt vom
Winkel 6 zwischen den Bindungsvektoren ab.

und 7, die Korrelationszeit der Rotation, die unabhingig
gemessen werden kann. Alle anderen Faktoren sind Kon-
stanten. Der Winkel 6 zwischen den Bindungsvektoren ist
also die einzige Unbekannte in Gleichung (1) und kann somit
einfach und mit hoher Genauigkeit durch die Messung der
Geschwindigkeit der dipolaren Kreuzrelaxation bestimmt
werden. Es muf3 betont werden, dafl 6 direkt gemessen
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Abb. 2. Querschnitt durch ein Dop-
peldublettsignal, das fiir jedes Paar
von korrelierten Bindungsvektoren
erhalten wird. Das Signal stellt Dop-
pelquantenkohdrenz zwischen N;
und Cy, dar und wird durch die
Kopplungen 'y und Uy e aufge-
spalten. Die Population der Spinzu-
stinde aa, af, fa und f wird durch

werden kann, ohne daf3 —
wie bei der Karplus-Be-
ziehung fir die Dieder-
winkelabhingigkeit der
Kopplungskonstanten J
- eine experimentelle Ei-
chung erforderlich ist.
Die Geschwindigkeit
der kreuzkorrelierten di-
polaren Relaxation kann
durch neue Tripelreso-
nanz-Experimente  be-
quem bestimmt werden,
in denen man die 'H-, die
BC- und die '“N-Kerne
isotopenangereicherter
Biomolekiile nutzt. In
geeigneten Experimen-
ten dieser Art, z.B. in
einem heteronuclearen
Multiquantenexperiment
ohne Entkopplung, hat
jedes Signal eine Dop-
peldublett-Feinstruktur.

die Inten§itﬁt def ein.zelnen L%nien Die Signalaufspaltung
reprasentiert und ist mit dem Winkel ird durch di 8
0 zwischen dem HN-N- und dem H- wir ure 1e groben
C,-Bindungsvektor korreliert. Der Kopplungskonstanten

mittlere Graph zeigt die Situation iiber eine Bindung, Jyy
fiir den Fall des magischen Winkels und 'J.y, verursacht

F0:54.7"), bei dem die CCDR Null (Abb.2). Die einzelnen

st Linien dieses Doppeldu-
bletts relaxieren wegen der kreuzkorrelierten dipolaren
Relaxation unterschiedlich schnell. Somit kann die Relaxa-
tionsgeschwindigkeit direkt aus der Intensitit der einzelnen
Linien abgelesen werden [Gl. (3)]. CCDR ist die Relaxations-

CCDRW:%m {1 (ap)I (Br) .

1(aa)I(Bp)

geschwindigkeit, ¢ die Zeit, in der die entsprechenden
Kohirenzen der Relaxation unterliegen, und I symbolisiert
die Signalintensititen der Spinzustinde aa, af, fa und (4.
Die relative Intensitdt der individuellen Linien reflektiert
damit direkt die relative Orientierung der involvierten Kerne.

Kreuzkorrelierte dipolare Relaxation kann zwischen ver-
schiedenen Kernen gemessen werden. Benétigt werden zwei
zentrale Kerne, die jeweils mit einem weiteren Kern ver-
kniipft sind (Abb. 1). Der zentrale Kern und der mit ihm
verbundene miissen durch eine grofle skalare Kopplung
verkniipft sein, und der verbundene Kern muf} die Haupt-
quelle der dipolaren Relaxation des zentralen Kernspins sein.
Die zwei zentralen Kerne brauchen dagegen nicht skalar
gekoppelt zu sein. Die Notwendigkeit, Multiquantenkohi-
renz zwischen ihnen zu erzeugen, bedeutet allerdings, daB sie
in ein skalar oder dipolar koppelndes Netzwerk eingebunden
sind. In der Praxis werden die zentralen Kerne Heteroatome
sein, z. B. 1*C oder N in isotopenangereicherten Biomolekii-
len, und die weiteren Kerne werden die an sie gebundenen
Protonen sein.
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Reif et al.™ haben die ®N-Kerne der Amidbindung und den
in der Proteinsequenz vorhergehenden *C*-Kern als zentrale
Kerne gewidhlt und entsprechend die an sie gebundenen
Protonen als weitere Kerne. Anhand dieser Atome kann der
Winkel 6 zwischen dem HN-N- und dem C“H“Bindungs-
vektor des vorausgehenden Aminosdurerestes bestimmt wer-
den (Abb. 3). Nimmt man eine planare trans-Peptidbindung

Abb. 3. Die Messung der CDDR liefert den Winkel zwischen Bindungs-
vektoren, z.B. den Winkel 6 zwischen dem HN-N-Vektor und dem H-C*
Vektor der sequentiell vorausgehenden Aminosédure eines Proteins. Sie
erginzt die Information, die man aus NOE- und J-Werten erhélt und die
schematisch im unteren Teil der Abbildung gezeigt ist.

zwischen den beiden Aminosdureresten an, so hédngt der
Winkel 6 nur vom Proteinhauptkettenwinkel 3 ab. Daher
entspricht die Messung von 6 einer indirekten Messung des
Winkels y, der mit bisherigen NMR-Techniken kaum zugéng-
lich ist.

Die Pulsfolge ist dem konventionellen HN(CO)CA-Expe-
riment® dhnlich, das die Amidprotonen und die an sie
gebundenen "N-Atome mit den C*Atomen der vorausge-
henden Aminosédurereste korreliert. Der wesentliche Unter-
schied ist, da3 das Signal von C* als Doppelquantenkohérenz
mit dem Amid-Stickstoffatom aufgezeichnet wird, ohne die
Protonen zu entkoppeln. Ein Schnitt durch das resultierende
3D-Spektrum ergibt daher fiir jeden Aminosédurerest das in
Abbildung 2 gezeigte Doppeldublettmuster. Aus den Signal-
intensitidten der einzelnen Linien konnen die Geschwindig-
keit der kreuzkorrelierten dipolaren Relaxation nach Glei-
chung (3) und die Winkel 6 und iy nach Gleichung (1)
berechnet werden. Reif et al. demonstrierten das Experiment
am Beispiel des kleinen Proteins Rhodniin, fiir das sie eine
grof3e Zahl von Winkeln ¥ bestimmen konnten.

Wie bei fast allen NMR-Experimenten gibt es auch hier
Beschriankungen in der GroBe der zu untersuchenden Bio-
molekiile. Die Linienbreiten der individuellen Doppeldu-
blettlinien (Abb.2) miissen kleiner sein als die skalare
Kopplung zwischen dem zentralen Kern (**C, N) und dem
direkt an ihn gebundenen Kern (Proton) (90 bzw. 140 Hz).
Die Empfindlichkeit des Experiments wiederum kann die
Anwendung auf groBere Biomolekiile verhindern: Diese
reorientieren sich in Losung langsam und relaxieren entspre-
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chend schnell. Wihrend der (notwendigerweise) langen
Delay-Zeiten in der Pulssequenz wird daher ein Grofteil
der Magnetisierung bereits relaxiert sein, bevor er in detek-
tierbare Magnetisierung umgewandelt ist. Das ist besonders
kritisch, weil diese Art der Multiquantenkohdrenz ohne
Entkopplung sehr schnell relaxiert. Allerdings steigt die
Geschwindigkeit der kreuzkorrelierten Relaxation mit zu-
nehmender relativer Molekiilmasse in der gleichen Weise an
wie die ,,normalen“ Relaxationsgeschwindigkeiten. Zu be-
achten ist auBerdem, daB3 Gleichung (2) eine Naherung ist, die
auf der Annahme isotroper Beweglichkeit der Molekiile
beruht. Daher konnen die Winkelbestimmungen nach Glei-
chung (1) durch anisotrope Beweglichkeit und durch schnelle
intramolekulare Beweglichkeit verfélscht werden.

Die kreuzkorrelierte dipolare Relaxation eignet sich nicht
nur zur Strukturbestimmung, sondern auch zur Untersuchung
der Molekiildynamik. Sie findet auf einer anderen Zeitskala
statt als die skalare Kopplung. Im Falle innerer Beweglichkeit
gibt daher die Messung der drei unabhéngigen Parameter
NOE, J und CCDR nicht notwendigerweise die gleichen
Resultate. Strukturen, in deren Berechnung auch die ,,con-
straints“ aus CCDR-Messungen eingeflossen sind, konnen
daher richtiger sein als Strukturen, die ohne diese Daten
berechnet wurden, obwohl sie nicht notwendigerweise pra-
ziser sein miissen. Die zusitzliche Information aus CCDR-
Daten konnte daher speziell fiir die Analyse von Gleich-
gewichten zwischen energetisch dhnlichen Zustinden (Kon-
formationsensembles) wichtig sein, bei denen die Zahl der
Observablen (NOE- und J-Werte) oft nicht ausreicht, das
Problem also unterbestimmt ist. In diesen Fillen kann der
neue Parameter dazu beitragen, ein genaues Bild der
Molekiilstruktur zu erhalten, das sowohl strukturelle als auch
dynamische Aspekte beriicksichtigt.

Neben den hier beschriebenen Mechanismen konnen auch
andere Relaxationsmechanismen, wie die Kreuzkorrelation
zwischen der dipolaren Kopplung und der Anisotropie der
chemischen Verschiebung (CSA), Strukturinformationen lie-
fern.l" Allerdings ist die Extraktion der Information aus
diesen Relaxationsgeschwindigkeiten weniger direkt als bei
der CCDR-Methode. Dies liegt hauptsichlich daran, daf3 die
CSA-Tensoren nicht bekannt sind; sie konnen aber aus
Festkorper-NMR-Messungen bestimmt werden. Man darf
davon ausgehen, dafl auch diese Relaxationsmessungen in
Kiirze genauer daraufhin gepriift werden, inwieweit sie sich
dazu eignen, Strukturinformationen zu gewinnen.

Bei hohen Magnetfeldern nehmen Proteine, die ein in-
trinsisches magnetisches Dipolmoment aufweisen, bevorzugt
eine bestimmte Orientierung im Magnetfeld ein. In diesen
Fillen kann die restliche dipolare Kopplung gemessen
werden, die Aussagen dariiber ermoglicht, wie die Kern-
Kern-Vektoren relativ zum Gesamtmolekiilgeriist orientiert
sind.[¥l Diese Methode ist deshalb besonders interessant, weil

sie Beziehungen zwischen weit voneinander entfernten Mo-
lekiilbereichen enthiillt.

Die Messung der kreuzkorrelierten Relaxation wurde fiir
homonucleare Fille bereits frither beschrieben!” und wird in
der Festkorper-NMR-Spektroskopie oft genutzt.'’! Erst
durch die Verfiigbarkeit von isotopenangereicherten Bio-
molekiilen und ihre Verwendung in der hochauflosenden
NMR-Spektroskopie wird die hier beschriebene neue Me-
thode so interessant. Vermutlich wird die Methode zur
Bestimmung weiterer Strukturparameter, wie der Winkel ¢
oder y; oder sogar der Winkel zwischen Bindungsvektoren,
die rdumlich eng benachbart, aber in der Sequenz fern
voneinander sind, ausgeweitet werden. Selbstverstidndlich
kann sie nicht nur auf Proteine, sondern z.B. auch auf
Nucleinsduren oder kleine organische Molekiile angewendet
werden. Der neue Strukturparameter ist direkt meBbar und
benotigt keine experimentelle Kalibrierung. Auflerdem ist es
ein gliicklicher Umstand, daf} er leicht zu bestimmen ist, ohne
daf neue Proteinproben hergestellt werden miissen oder viel
Geld in eine neue NMR-Ausstattung investiert werden
miilite. Das Experiment basiert auf existierenden Tripelres-
onanz-Experimenten und nutzt nur leicht modifizierte Puls-
sequenzen. Es ist anzunehmen, dafl die Methode fiir die
NMR-Spektroskopie von Biomolekiilen schnell akzeptiert
werden wird und bald zum Standardrepertoire der Struktur-
ermittlung durch NMR-Spektroskopie zdhlen wird.

Stichworter: Konformationsanalyse - NMR-Spektroskopie
« Proteine - Strukturaufkldrung
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