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Ein zentrales Ziel in der modernen
Strukturbiologie und Nanotechnologie
ist das Verstdndnis der strukturellen
Anordnung in dicht gepackten Mole-
kiilverbinden. Die Festkorper(FK)-
NMR-Spektroskopie ist eine ideale
Methode, um Struktur und Dynamik
solcher Systeme auf atomarer Ebene zu
bestimmen. FK-NMR-spektroskopische
Methoden wurden z.B. umfassend ge-
nutzt, um zu verstehen, warum kleine
Molekiile in unterschiedlichen festen
Formen auftreten konnen. Solche poly-
morphen Systeme konnen oft durch
spezifische FK-NMR-Resonanzfre-
quenzen charakterisiert werden.!!’ An-
wendung findet die Festkorper-NMR-
Spektroskopie auch bei der Bestim-
mung von Ringstromeffekten und Was-
serstoffbriicken, die entscheidenden
Einfluss auf die supramolekulare
Struktur und Organisation haben kon-
nen.?”

Empfindliche Hochfeld-FK-NMR-
Instrumente sowie Fortschritte bei den
Messmethoden, der Probenpréparation
und der Isotopenmarkierungstechnik
haben die Anwendungsbreite der Fest-
korper-NMR-Spektroskopie  deutlich
vergrofert. Eine besondere Herausfor-
derung ist die Ermittlung einer voll-
standigen dreidimensionalen Molekiil-
struktur aus Festkorperdaten unter
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MAS-Bedingungen (MAS: magic angle
spinning®!), wenn nur eine einzige oder
einige wenige Proben untersucht wer-
den konnen. Schwierigkeiten ergeben
sich dabei aus dem dominierenden
Einfluss der Dipol-Dipol-Wechselwir-
kungen benachbarter Atome. Diese
Wechselwirkungen sind in der Regel
von geringer Relevanz fiir die dreidi-
mensionale Struktur, verhindern aber
die prédzise Messung schwicherer
Wechselwirkungen, die die entschei-
denden Informationen tiber die dreidi-
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mensionale Anordnung des Molekiils
liefern.

Kiirzlich wurden komplementére
Ansitze entwickelt, um diese Hinder-
nisse zu tiiberwinden. Zunéchst kann
durch Frequenz-selektive Pulse oder
mafgeschneiderte chemische Synthe-
sel? eine Ausdiinnung des Spinnetz-
werkes erreicht werden (Abbildung 1 a).
Auch durch die direktel®”l oder indi-
rektel® Detektion von Proton-Proton-
Wechselwirkungen (Abbildung 1b) sind
strukturelle Randbedingungen zugéng-

Abbildung 1. Drei Ansitze zur Bestimmung von dreidimensionalen Strukturen mittels hochauf-
|6sender Festkérper-NMR-Spektroskopie fiir materialwissenschaftliche Anwendungen oder die
Proteinstrukturbestimmung. Um die Dominanz starker, dipolarer Kopplungen zu iiberwinden,
hilft eine Ausdiinnung des Spinnetzwerkes. Dies wird durch spezifische Synthese oder durch
selektive FK-NMR-Pulssequenzen erreicht (a); grau: NMR-aktive Kerne. Dariiber hinaus geben
Proton-Proton-Wechselwirkungen Auskunft iiber die dreidimensionale Struktur (b). Levitt und
Mitarbeiter"” zeigten vor kurzem, dass Molekiilstruktur und supramolekulare Organisation auch
von Dipolwechselwirkungen in einem natiirlich verdiinnten Spinnetzwerk abgeleitet werden kén-

nen (c).
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lich, die niitzlich fiir die Bestimmung
einer vollstdndigen dreidimensionalen
Molekiilstruktur sind. Falls die Mono-
merkonformation bekannt ist, kann
auch die supramolekulare Organisati-
on® mit diesen Methoden untersucht
werden.

Idealerweise sollte die Festkorper-
NMR-Spektroskopie gleichzeitig Infor-
mationen iiber die lokale Molekiilkon-
formation und die makromolekulare
Anordnung eines zu untersuchenden
Systems liefern. Levitt und Mitarbei-
ter!!”! haben vor kurzem gezeigt, dass in
einem natiirlich verdiinnten Spinnetz-
werk beide Aspekte analysiert werden
konnen (Abbildung 1¢). Zu diesem
Zweck wurden Zeolith-Gitterstruktu-
ren mittels hochauflosender zweidi-
mensionaler *Si-FK-NMR-Spektrosko-
pie untersucht. Ublicherweise werden
dipolar gekoppelte Spinpaare in einem
Doppelquanten(2Q-)Korrelations-Ex-
periment detektiert, das FK-NMR-Si-

gnale von Spinpaaren in ridumlicher
Nihe selektiert.'!! Da die natiirliche
Haiufigkeit von ¥Si bei 4.7 % liegt, tritt
tiber den gesamten Zeolith-Kristall
verteilt eine signifikante Zahl isolierter
»Si-*’Si-Spinpaare auf. Anders als im
Falle eines dichten Spinnetzwerkes, wo
die Spindynamik von der stidrksten
Wechselwirkung bestimmt wird, lasst
sich aus der Intensitdt eines Doppel-
quantensignals bei einer vorgegebenen
Mischzeit direkt die Verteilung der Si-
Si-Abstinde ableiten. Wihrend die 2Q-
Signale bei kurzen Mischzeiten vor-
nehmlich von *Si-O-*Si-Paaren stam-
men, resultieren die 2Q-Intensitidten bei
Mischzeiten von 10-32 ms aus den gro-
Beren Abstinden (bis zu 8 A, siehe
Lit. [10]). Mithilfe einer Reihe von
zweidimensionalen  2Q,1Q-Korrelati-
onsexperimenten lédsst sich die Vertei-
lung der Si-Si-Absténde fiir jede 2Q,10-
Korrelation ableiten.

Angewandte

Zunichst zeigten Levitt und Mitar-
beiter,1% dass die ¥Si-2Q-Aufbaukurven
stark abhingig vom Abstand der Si-Si-
Atome sind und verldsslich simuliert
werden konnen, wenn die supramole-
kulare Anordnung bekannt ist. Basie-
rend auf diesen Befunden wurde disku-
tiert, wie man solche Korrelationen mit
pulverdiffraktometrischen Daten (kris-
tallographische FElementarzelle und
Raumgruppe) kombinieren kann, um
dreidimensionale Strukturen von Zeo-
lith-Netzwerken zu 16sen (Abbil-
dung 2a). Der entsprechende Algorith-
mus ist darauf zugeschnitten, einen Satz
von Si-Atomkoordinaten in der asym-
metrischen Einheit zu finden, der Ab-
weichungen simulierter 2Q-Kurven von
experimentellen 2Q-Kurven minimiert.
Teststrukturen werden durch Hinzufii-
gen jeweils eines Si-Atoms, dessen Po-
sition und Bindungsverhalten in Ein-
klang mit den Daten fiir die asymme-
trische Einheit ist, generiert und nach
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Abbildung 2. a) Komplementarer Gebrauch von 2Si-2Q-FK-NMR-Spektroskopie und Pulverdiffraktometrie (XRD) zur Lésung der Struktur von Mo-
dellen fur Zeolith-Gitterstrukturen; A-D entsprechen den beobachtbaren FK-NMR-Resonanzen.'” b) Kombination von hochauflésender FK-NMR-
Spektroskopie und Elektronenmikroskopie, beschrieben von Petkova et al.'¥ Diese Studien ergaben nicht nur einen deutlichen Zusammenhang
zwischen der Morphologie der Fibrillen und der Molekiilstruktur, sondern kénnten auch zum besseren Verstidndnis der Zusammenhinge zwi-
schen Fibrillenstruktur und Neurotoxizitit beitragen. Die Graphiken wurden freundlicherweise von M. H. Levitt (a) und R. Tycko (b) zur Verfigung

gestellt.
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der Methode der kleinsten Quadrate
gegen die experimentellen 2Q-Daten
optimiert. Diese Methode wurde in zwei
Fillen, fir die Rontgendaten verfiigbar
waren, erfolgreich getestet. Die *Si-FK-
NMR-Spektroskopie von Zeolithen
kann bei giinstigeren Bedingungen als
die FK-NMR-Spektroskopie anderer
Kerne ausgefiihrt werden, d.h. bei ver-
besserter spektraler Auflésung und oh-
ne dass Umgebungen aus stark gekop-
pelten Protonen auftreten. Es ist zu er-
warten, dass diese Methode auch auf
andere anorganische oder isotopenan-
gereicherte Molekiile iibertragen wer-
den kann.

Das Verstidndnis der Organisation
von Makromolekiilen ist auch im Zu-
sammenhang mit Amyloid-Fibrillen von
aullerordentlicher Bedeutung. Diese
durch Selbstorganisation gebildeten
Molekiilaggregate werden von Peptiden
und Proteinen mit unterschiedlichen
Aminoséduresequenzen gebildet und
spielen unter anderem bei der Protein-
fehlfaltung in der Alzheimerschen oder
Parkinsonschen Krankheit eine wichtige
Rolle. Transmissionselektronenmikro-
skopie(TEM)- und Rasterkraftmikro-
skopie(AFM)-Aufnahmen haben ge-
zeigt, dass Amyloid-Fibrillen unter-
schiedliche Morphologien aufweisen
konnen. Basieren diese Morphologien
auf unterschiedlichen Molekiilstruktu-
ren? Und: Welcher Zusammenhang
besteht zwischen biologischer Aktivitit
und der Molekiilstruktur?

Hochauflosende FK-NMR-Metho-
den wurden vor kurzem angewendet,
um diese Fragen fiir das 40 Aminoséu-
ren lange B-Amyloidpeptid AP, 4, das
mit der Alzheimerschen Krankheit in
Zusammenhang steht, zu beantworten.
Petkova et al.'?! priparierten zunichst
unter zwei verschiedenen Wachstums-
bedingungen Fibrillen, die an spezifi-
schen Resten isotopenmarkiert waren.
Die so erhaltenen ,,stillen” und ,,erreg-
ten* Fibrillen wurden als Keime ver-
wendet, um Fibrillen der ersten und
zweiten Folgegeneration unter ver-
gleichbaren Bedingungen zu erhalten.
TEM-Bilder von negativ angefiarbten
Ap;_4-Fibrillen zeigten, dass nur die
Morphologie der ,stillen Fibrillen
durch eine periodische Verdrehung (als
Spirale) beschrieben werden kann und
dass die Unterschiede in den beiden
Folgegenerationen bestehen bleiben.
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Zur Untersuchung der Molekiil-
struktur wurde eine Reihe von hoch-
aufgelosten 2D-">C-FK-NMR-Spektren
an Fibrillen aller drei Generationen
aufgenommen (Abbildung 2b), wobei
iiberall die gleichen spezifischen Ami-
nosdurereste isotopenmarkiert waren.
Die Kreuzkorrelationen im 2D-FK-
NMR-Spektrum enthalten Informatio-
nen iiber die lokale Struktur und die
Konformation der Umgebung. Die 2D-
Spektren der stillen und erregten Fi-
brillen zeigen ausgeprigte Unterschiede
im Spektrum (in Abbildung 2b durch
Kreise markiert), die sich bei den fol-
genden Generationen fortsetzen. Zu-
sdtzliche FK-NMR-Daten bestitigen,
dass den Fibrillenmorphologien unter-
schiedliche Molekiilkonformationen
und eine andere supramolekulare Or-
ganisation zugrunde liegen. Eine solche
Polymorphie auf der Molekiilebene und
ein solcher Zusammenhang zwischen
Molekiilstruktur und Fibrillenmorpho-
logie wurden auch fiir andere Protein-
aggregate festgestellt, die eine Rolle bei

neurodegenerativen Erkrankungen
spielen.['¥]
Beide hier diskutierten Berichte

sind Beispiele, wie sich bildgebende
Verfahren, Beugungsmethoden und
Festkorper-NMR-Spektroskopie bei der
Untersuchung von Molekiilkomplexen
erginzen konnen. Die erhaltenen In-
formationen helfen nicht nur bei der
Optimierung materialwissenschaftlicher
Anwendungen, wie im Falle sich selbst
organisierender Nanomaterialien mit
neuartigen elektronischen oder opti-
schen Figenschaften, sondern geben
auch neue Einblicke in biologische Sys-
teme: Im Falle von A4, filhren die
verschiedenen Morphologien zu erheb-
lich unterschiedlicher Toxizitdt in Kul-
turen neuronaler Zellen. Einen weite-
ren Hinweis, dass Neurotoxizitidt eng
mit den Details der Fibrillenstruktur
zusammenhéngt, liefert auch eine kiirz-
lich vorgestellte Studie zur Struktur des
HET-s-Prion-Proteins.'**! Wieder lie-
ferte die FK-NMR-Spektroskopie ent-
scheidende Einblicke in die Struktur
von Prionenprotein-Aggregaten. Muta-
tionen innerhalb der zentralen p-Falt-
blattregion dieser Fibrillen, die durch
hochauflosende FK-NMR-Spektrosko-
pie bestimmt wurden, scheinen Einfluss
auf die Ansteckungsfihigkeit der Prio-
nen zu haben."” Wie diese Beispiele
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zeigen, ldsst sich mithilfe der hochauf-
losenden Festkorper-NMR-Spektrosko-
pie eine wichtige Verbindung zwischen
Mikroskopie- und Kristallographiebil-
dern einerseits und der Molekiilfunkti-
on andererseits herstellen.
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