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Dette er anden artikel i en serie pd tre om NMR-spektroskopiens udvikling.
Artikel 3 bliver bragt i Dansk Kemi nr. 11.

NMR-spektroskopiens
udvikling i

Indfgrelsen af multidimensional NMR-spektroskopi.

Af Jens Jgrgen Led”,

Kemisk Institut, Ksbenhavns Universitet

Mens det fgrste kvantespring inden for NMR-spektroskopien

var indfgrelsen af Puls-Fourier Transformation (Puls-FT)-tek-
nikken, var det andet kvantespring udviklingen af den multidi-
mensionale (to-dimensionale) NMR-spektroskopi med to eller

flere frekvensakser.

Den multidimensionale NMR-spektroskopi gjorde det med et
slag muligt at forgge oplgsningsevnen betydeligt samtidig med,
at den gjorde det muligt at identificere (tilordne) de enkelte
signaler i komplicerede NMR-spektre af biomakromoleky-
ler, herunder proteiner, og bestemme deres tre-dimensionale
struktur i vandig oplgsning — hvis biomakromolekylerne har en

veldefineret rumlig struktur.

Udviklingen og indfgrelsen af den multidimensionale NMR-
spektroskopi skyldes forst og fremmest de to forskere, Richard
R. Ernst, som udviklede teknikken [1] og Kurt Wiithrich, som
demonstrerede dens anvendelighed til bestemmelse af bioma-
kromolekylers (proteiners) struktur i oplgsning [2]. De to for-
skere, figur 1 og 2, fik Nobelprisen i kemi for deres forskning i

henholdsvis 1991 og 2002.

Multidimensional NMR-spekiroskopi

Multidimensional NMR-spektroskopi bygger pa to basale eks-

perimenter: COSY (correlation spectroscopy)-eksperimentet
og NOESY (nuclear overhauser enhancement spectrocopy)-

Figur 1. Richard R. Ernst fik
Nobelprisen i kemi i 1991 “for
his contributions fo the deve-
lopment of the methodology
of high resolution nuclear
magnetic resonance (NMR)
spectroscopy’.
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Figur 2. Kurt Withrich fik
Nobelprisen i kemi i 2002 *“for
his development of nuclear
magnetic resonance spec-
froscopy for determining the
three-dimensional structure of
biological macromolecules in
solution”.

Figur 3. A) en-dimensionalt 'H NMR spektrum og B) to-dimensi-
onalt 'H COSY spekirum af C) 1,3-dinitrobenzen. Selvom signa-
lerne i det en-dimensionale spekirum kan identificeres alene pd
grundlag af deres koblingsmgnstre og chemical shiff-voerdier,
viser det to-dimensionale spektfrum den dramatiske cendring af
oplgsningsevnen og den entydige identifikation af signalerne,
som den to-dimensionale teknik medfgrer. | mere komplicerede
spektre af starre molekyler, som for eksempel proteiner, vil en
identifikation af signalerne kun voere mulig ved hjcelp af to- eller
fler-dimensionale spektre. Kun NOESY-spektre kan aofslgre, hvilke
kerner der ligger rumligt toeet ved hinanden i molekylet.

eksperimentet. Alle de gvrige multidimensionale eksperimen-
ter er i det vasentlige afledt af disse to. COSY-eksperimentet
korrelerer spektrets signaler gennem de kemiske bindinger via
spin-spin-koblingerne mellem de kerner, der giver anledning
til signalerne. Som vist i figur 3B ses disse korrelationer som
signaler uden for diagonalen (cross peaks), mens de oprinde-
lige signaler, som ses i det en-dimensionale spektrum, figur
3A, ligger langs diagonalen i det to-dimensionale spektrum.
Tilsvarende vil NOESY-eksperimentet korrelere signalerne
gennem rummet via dipol-dipol-koblingerne mellem kerner-
ne. Herefter kan man i princippet, ud fra cross peak’enes in-
tensiteter og et passende regneprogram, bestemme de relative
stgrrelser af afstandene mellem de kerner, der giver anledning
til cross peak’ene og herigennem beregne strukturen af mo-
lekylet. Det simple COSY-spektrum i figur 3B viser, hvordan
teknikken ikke blot forgger den spektrale oplgsning dramatisk
ved at placere signalerne i et to-dimensionalt plan og ikke kun
i én dimension langs en linje, men ogsa direkte afslgrer hvilke
kerner (signaler), der kobler (korrelerer) indbyrdes. Ideen bag
den to-dimensionale teknik kan udvides til flere dimensioner,
ise@r nar der er flere forskellige koblende kerner involveret

(*H, C, ®N), og der er tale om store molekyler med kompli-
cerede spektre.
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Figur 4. Det 500
MHz spektrometer
ved Kemisk Institut,
Kgbenhavns
Universitet,

som Protein

NMR Gruppen

fik bevilget of
Teknologistyrelsen.
Operatgren er
specialestuderende
Danielle Keller.

Insulin-forskningssamarbejde

med Nordisk Gentofte og Novo Nordisk

Ved Kemisk Institut, Kgbenhavns Universitet, blev den nye
multi-dimensionale NMR-teknik indfgrt i 1988 ved kgb af et
Bruker 500 MHz NMR-spektrometer, figur 4 og et VAX reg-
neanleg, som Teknologistyrelsen bevilgede til et nyt Protein-
NMR Videncenter, som blev drevet af Protein-NMR Grup-

pen ved Instituttet med mig som leder. Gruppens forskning
samt dens drift af udstyret blev gkonomisk stgttet af Nordisk
Gentofte (Novo Nordisk fra 1989) over en seks-arig periode
mod til gengeld, at gruppen, sammen med forskere fra Nordisk
Gentofte, skulle studere strukturen og funktionen af en reekke
proteiner, som Nordisk Gentofte og senere Novo Nordisk var
interesseret i. Endvidere blev gruppen stgttet af det daveerende
Statens Naturvidenskabelige Forskningsrad og Statens Teknisk-
videnskabelige Forskningsrad.

Den forbedrede multidimensionale NMR-teknik gjorde det
muligt at bestemme oplgsningsstrukturen af en lang rekke
proteiner, som kun vanskeligt lader sig krystallisere. Det gelder
f.eks. plastocyanin fra anabaena variabilis [3] og Human
Relaxin-like Factor [4].

Samarbejdet med Nordisk Gentofte og Novo Nordisk blev
serdeles frugtbart. Sammen med forskere fra de to virksom-
heder publicerede gruppen séledes i de fglgende ar mere end
15 videnskabelige artikler i internationale videnskabelige
tidskrifter og mere end 20 artikler med relation til proteiner af
interesse for disse virksomheder.

Figur 5. Strukturen aof insulinhexameren i vandig oplgsning
bestemt ved hjcelp af NMR-spektroskopi.(Chang X, Jgrgensen
AMM, Bardrum P, Led JJ, Biochemistry 1997, 36, 9409-9422).
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Figur 6. Et udsnit af 500 MHz "H-"H NOESY-spekiret af den mono-
mere insulinmutant, des-[Phe(B25)] insulin, i vand. Udover at
demonstrere kompleksiteten af et to-dimensionalt spekfrum aof et
protein viser det konkrete spekirum korrelationerne mellem amid-
protonerne og de dlifatiske protoner, som danner grundlaget for
bestemmelsen af strukturen af den monomere insulinmutant i
vandig oplgsning. (Jergensen AMM, Olsen HB, Balschmidt P, Led
JJ. J. Mol. Biol. 1996, 257, 684-699).

Et vasentligt problem for mange proteiner, som NMR-stu-
dierne ved Kemisk Institut kunne kaste lys over, er den selv-
associering eller aggregering, der ofte forekommer i vandige
oplgsninger af proteiner ved de koncentrationer, der normalt
forekommer ved produktion, formulering og dosering af
proteinerne. Det gelder blandt andet vaeksthormoner, insulin,
glucagon-like peptide-1 (GLP-1, Liraglutide eller Victoza) og
human vaeksthormon (hGH).

Insulinhexameren er vasentlig for langtidsvirkende insulin.
For i detaljer at klarleegge arsagerne til hexamerdannelsen be-
stemte Protein-NMR Gruppen strukturen af insulinhexameren
i vandig oplgsning [5,6], figur 5. Omvendt er monomerformen
afggrende for hurtigvirkende insuliner og gruppen undersggte
derfor ogsa, i samarbejde med forskere ved Nordisk Gentofte
og Novo Nordisk, stukturen og funktionen af en rekke insulin-
mutanter [7-9] for at finde frem til en monomerinsulin, figur 6.

Andre forskningssamarbejder

om insulin og relaterede proteiner

Samarbejdet med Novo Nordisk om insulin sluttede i midten

af 1990’erne, hvor en insulinforskergruppe ved Novo Nordisk
selv gnskede at overtage al insulinforskning. P4 grundlag af de
erfaringer, der var opnéet med insulinmutanterne, og gennem et
samarbejde med Bartholin Instituttet pa Rigshospitalet, lykkedes
det dog Protein-NMR Gruppen ved Kemisk Institut at fremstille
og undersgge en insulinmutant, der bade var monomer og ca.
50% mere aktiv end den native monomere insulin [10,11]. Samti-
dig var mutanten uden en veldefineret struktur i vandig oplgsning
og antog kun den native insulins struktur i en helixfremmende
vandig oplgsning af 2,2,2-trifluoroethanol. Pa det grundlag blev
det antaget, at den ggede aktivitet skyldtes den delvist udfoldede
tilstand i vandig oplgsning — en tilstand som den native insulin
ma igennem for at binde sig til sin receptor [6], figur 7. Denne
antagelse er for nyligt blevet bekraftet af andre forskere [12].
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Selvassocieringen af glucagon-like peptide-1 (GLP-1, Vic-
toza) [13,14] og af human Vaksthormon (hGH) er ogsa vigtige
problemer, som Protein-NMR Gruppen bidrog til opklaring af
sammen med forskere fra Novo Nordisk og Nordisk Gentofte
samt forskere fra Yale University, USA [15-17]. Iser hGH viste
sig at veere vanskeligt at studere ved hjelp af NMR-spektro-
skopi. Det skyldtes proteinmolekylets stgrrelse og dets mange
muligheder for svage selvassocieringer. Tilsammen fgrte dette
til komplicerede spektre med relativ brede og overlappende sig-
naler og proteinaggregeringer selv ved proteinkoncentationer,
der set fra et NMR-synspunkt var lave.

En nzrmere undersggelse af aggregeringen af hGH matte
derfor afvente endnu et kvantespring inden for NMR-spektro-
skopien i form af de superfglsomme og superkglede prgvehove-
der, de sékaldte cryoprober, som beskrives nermere i den tredje
artikel i Dansk Kemi om NMR-spektroskopiens historie.

Udvikling af NMR-metodikken

Sidelgbende med de mange studier af proteinstrukturer fandt
der en udvikling af selve NMR-metodikken sted. Her foku-
serede Protein-NMR gruppen is@r pa metoder, der kunne
forbedre den kvantitative bestemmelse af de NMR-parametre,
der er ngdvendige for proteinstudierne. Det gelder saledes
bestemmelsen af de meget hurtige relaxationstider for kerner,
der sidder tet ved paramagnetiske ioner [18], og som er af be-
tydning ved paramagnetiske studier af proteiner, som vil blive
narmere omtalt i den tredje artikel i denne serie. Ligeledes blev
der fokuseret pa precise bestemmelser af NMR-signalernes
intensiteter i proteinspektrene [19], der er afggrende for struk-
turbestemmelsen af proteiner ud fra NOESY-spektrene, og pa
ngjagtige bestemmelser af udvekslingshastighederne af protei-

Figur 7. Skitse, der viser udfoldningen af insulinmolekylet og
bindingen aof det udfoldede molekyle til insulinreceptoren.
(Keller D, Clausen R, Josefsen K, Led JJ. Biochemistry 2001, 40,
10732-10740).
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nernes amidprotoner [20,21], der ogsa er vigtige for opklaring
af proteiners stuktur og funktion i vandig oplgsning.
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Jens Jgrgen Led: led @chem.ku.dk
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