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Festkérper-NMR-Spektroskopie

Ein Konzept zur schnellen Bestimmung von
Proteinstrukturen durch Festkorper-NMR-
Spektroskopie**

Adam Lange, Stefan Becker,* Karsten Seidel,
Karin Giller, Olaf Pongs und Marc Baldus*

Trotz ihrer enormen pharmakologischen Bedeutung gibt es
gegenwirtig kein allgemeines Konzept zur Untersuchung
dreidimensionaler (3D) biomolekularer Strukturen und ihren
Wechselwirkungen in nichtkristallinen und unloslichen Sys-
temen. Dazu gehoren z. B. Liganden, die mit hoher Affinitat
an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren oder Ionenkanile
binden, Proteinfibrillen und Biopolymere. In diesen Féllen
kann sich die Anwendung der beiden wichtigsten experimen-
tellen Methoden zur Bestimmung von 3D-Strukturen, der
Rontgenbeugung und der Fliissig-NMR-Spektroskopie, als
problematisch erweisen. Alternativ konnen spezielle NMR-
Techniken verwendet werden, die zur Bestimmung struktu-
reller und dynamischer Eigenschaften in nichtmobilen, z.B.
membrangebundenen Systemen (,,Festkorper-NMR-Spek-
troskopie“) entwickelt wurden (siehe z.B. Lit. [1,2]).
Molekulare 3D-Strukturen von kleinen Peptiden wurden
mit Festkorper-NMR-Methoden untersucht, die auf der Mes-
sung von spezifischen (*C,”C)- oder (**C,”N)-Abstinden
beruhen.**! Diese Techniken erfordern allerdings eine hohe
spektrale Auflosung und die Aufnahme einer groflen Zahl
von NMR-Spektren. Eine Erweiterung solcher Methoden hin
zur Untersuchung groBerer Polypeptide konnte sich daher als
schwierig herausstellen. Neuere Methoden basieren auf der
Spektralanalyse von mehreren Polypeptidvarianten, die an
wohldefinierten atomaren Positionen oder Aminosdurety-
penP isotopenmarkiert sind. Solche Ansitze waren erfolg-
reich bei membrangebundenen Proteinen,!” die makrosko-
pisch auf Glasplatten orientiert waren, sowie bei Peptiden,!
Amyloidfibrillen® und einem Protein fester Phase,”! die
unter Rotation um den Magischen Winkel (MAS)® unter-
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fir Festkorper-NMR-Untersuchungen
allerdings nur eingeschridnkt geeignet.
Stattdessen bedienen wir uns im Fol-
genden der indirekten Detektion und
strukturellen Analyse von Proton-
Proton-Wechselwirkungen  mithilfe
von ("C,”C)-Korrelationsspektrosko-
pie.'”! Kombiniert mit Torsionswinkeleinschrinkungen, die
von konformationsabhéngigen chemischen Verschiebungen
abgeleitet werden konnen, wird die Charakterisierung der
molekularen 3D-Struktur mit nur einer einzigen Proteinpro-
be moglich. Wir demonstrieren unseren Ansatz am Beispiel
des Kaliotoxins (KTX), eines 38-Reste-Peptids, das im Gift
des Skorpions Androctonus mauretanicus mauretanicus vor-
kommt.!"! Es wurde gezeigt, dass KTX spannungsabhingige
eukaryotische Kaliumkanile (z.B. Shaker und Kv1.3) mit
hoher Affinitit und mit einer 1:1-Stéchiometrie blockiert.!?

Zunichst wurde eine Reihe zweidimensionaler (*C,"*C)-
und (“N,"*C)-Korrelationsexperimente an einer gleichférmig
[*C,""N]-isotopenmarkierten KTX-Probe unter MAS durch-
gefiihrt, um sequentielle *C/"*N-Resonanzzuordnungen zu
erhalten. In Abbildung 1 ist als Beispiel ein (*C,"*C)-Spin-
diffusionsexperiment!" (griin) dargestellt, das eine Reihe von
intraresidualen Seitenkettenkorrelationen mit “C-Linien-
breiten deutlich unter 1 ppm enthilt. Die Kombination von
(N,C)- und (C,C)-2D-Korrelationsmethoden resultierte in
De-novo-"C/"N-Resonanzzuordnungen fiir 87 % aller Pep-
tidreste (hinterlegt in der BioMagResBank unter dem Ein-
trag 6351). Spektrale Zuordnungen von MAS-Festkorper-
NMR-Experimenten kénnen bei selektivl'”l oder gleichfor-
migl'™'% isotopenmarkierten Polypeptiden im Hinblick auf
die Konformation des Riickgrats analysiert werden, wobei
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Abbildung 1. Vergleich eines (C,C)-Spindiffusionspektrums (griin, Mischzeit: 50 ms) und eines
CHHC-Spektrums (rot, (*H,'H)-Mischzeit: 250 pus) von gleichférmig ['*C,"*N]-isotopenmarkiertem
KTX auf einem 800-MHz-NMR-Instrument (Bruker Biospin). Zugeordnete Korrelationen spiegeln
interresiduale CHHC-Einschriankungen wider.

Flussig-NMR-Daten als Referenz verwendet werden. Die
BC/N-Resonanzzuordnungen fiir KTX dienten daher als
Eingabeinformationen fiir das Programm TALOS!" und
resultierten in insgesamt 2x27 Einschrinkungen an die
Riickgrat-Torsionswinkel. Wie in Abbildung 2 (oben) darge-
stellt ist, weisen die erhaltenen Parameter auf f-Faltblattan-
ordnungen hin, die die Reste 2-9, 24, 28, 29 und 32-37
umfassen, sowie auf eine a-Helix bestehend aus den Resten
11-21.

Sequentielle, mittel- und langreichweitige (‘H,'H)-Ab-
standseinschrankungen wurden nachfolgend aus der Analyse
dreier (®C,"*C)-codierter Experimente mit einer ('H,'H)-
Mischzeit (CHHC)!""! erhalten. Bei Mischzeiten von 250—
400 ps und einer MAS-Frequenz von 12.5 kHz (B,=18.8 T)
werden die Spektren in einer gleichformig [*C]-isotopenmar-
kierten Probe von Proton-Proton-Wechselwirkungen ent-
sprechend Abstinden von 1.8-3.5 A" dominiert. Als Bei-
spiel ist in Abbildung 1 ein CHHC-Spektrum fiir eine Proton-
Proton-Mischzeit von 250 ps dargestellt (rot). Darin spiegeln
(**C,C)-Kreuzkorrelationsintensitidten (*H,'H)-Wechselwir-
kungen wider. Die in Abbildung 1 zugeordneten Korrelatio-
nen umfassen langreichweitige Kontakte entlang der Poly-
peptidkette und verbinden Proteinsegmente unterschiedli-
cher Sekundirstruktur (Abbildung 2, unten). Zusétzliche
Abstandseinschrankungen wurden durch die Analyse von
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Abbildung 2. Oben: Torsionswinkeleinschrinkungen, die aus De-novo-
B3C/"*N-Resonanzzuordnungen mit TALOS abgeleitet wurden. Unten:
Interresiduale Abstandseinschrinkungen, basierend auf eindeutigen
(gruin) und mehrdeutigen (blau) CHHC-Wechselwirkungen. Disulfid-
briicken sind in Orange wiedergegeben.

CHHC-Spektren mit Mischzeiten von 325 us und 400 ps
erhalten (siche auch Tabelle 1 in den Hintergrundinforma-
tionen).

Um ein 3D-Strukturmodell von KTX zu erstellen, wurden
Methoden aus der Fliissig-NMR-Spektroskopie® wie folgt
verwendet: In der ersten Runde einer auf Molekulardynamik
basierenden Strukturrechnung in CNS?! verwendeten wir
Torsionswinkeleinschriankungen, wie sie in Abbildung?2
(oben) dargestellt sind, sowie Informationen iiber die kova-
lente Struktur (drei Disulfidbriicken) und acht eindeutig
zugeordnete CHHC-Einschriankungen (siche Tabelle 1a in
den Hintergrundinformationen). Da Proton-Proton-Wechsel-
wirkungen indirekt iiber direkt gebundene *C-Spins detek-
tiert werden, bleibt die Zuordnung von Methylen- und
Methylprotonen mehrdeutig. Einem Ansatz aus der Fliissig-
NMR-Spektroskopie folgend?! wurde dieser Aspekt durch
eine r%-Summierung iiber alle beteiligten Proton-Proton-
Kontakte beriicksichtigt (siehe auch Lit. [19]). Im Prinzip
konnen falsche oder fehlende Zuordnungen und intermole-
kulare Wechselwirkungen die Verlésslichkeit der CHHC-
Einschridnkungen vermindern. Eine systematische Analyse
zeigt, dass solche Einfliisse fiir eine der CHHC-detektierten
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Abstandseinschrdankungen charakteristisch sind, was zu einer
signifikanten Erhohung der Gesamtenergie in der Struktur-
rechnung fiihrt. Diese Einschrinkung wurde daher in den
weiteren Phasen der Strukturverfeinerung weggelassen. Be-
merkenswerterweise war diese CHHC-Korrelation auch nicht
in einer gleichférmig [°C,"N]-isotopenmarkierten Probe zu
beobachten, die in unmarkiertem KTX verdiinnt war (Daten
nicht gezeigt).

Als nichstes berechneten wir ein Ensemble von Struktu-
ren, das zur Zuordnung mehrdeutiger CHHC-Korrelationen
diente (siche Tabelle 1b in den Hintergrundinformationen
und Lit. [20]). SchlieBlich wurden 54 Torsionswinkel- und 28
Abstandseinschriankungen (6 sequentielle, 7 mittelreichwei-
tige und 15 langreichweitige) dazu verwendet, 200 Strukturen
zu berechnen. Wie in der Modellstudie in Lit. [19], umfassten
die Proton-Proton-Kontakte (Tabelle 1a,b in den Hinter-
grundinformationen) auch Methyl-Methyl-Wechselwirkun-
gen. Die zehn Konformere mit der niedrigsten Energie
(Abbildung 3; PDB-Eintrag: 1XSW) zeigen eine gute kova-

Abbildung 3. Binderdarstellung der zehn mit Festkérper-MAS-NMR-
Spektroskopie bestimmten Konformere mit der niedrigsten Gesamten-
ergie (PDB-Eintrag: 1XSW). Die Konformere wurden entlang des Riick-
grats mit MOLMOL® ausgerichtet.

lente Geometrie und eine konvergente Faltung mit einem
durchschnittlichen Riickgrat-RMSD zur mittleren Struktur
von 0.81 A (Tabelle2 in den Hintergrundinformationen).
Strukturen mit einer anderen Faltung weisen signifikant
hohere Gesamtenergien auf (Hintergrundinformationen).
Der Riickgrat-RMSD (Reste 4-38) zwischen mittleren
Festkorper- und  Fliissigkeitsstrukturen (PDB-Eintrag:
2KTX, basierend auf 'H-NMR-Spektroskopie)®! betrigt
19A. Festkorper- und  Fliissigkeits-NMR-Strukturen
werden durch die gleiche charakteristische o/f-Faltung be-
schrieben. Weitere Indizien fiir die Richtigkeit der ermittel-
ten Festkorper-NMR-Struktur kommen von einer PRO-
CHECK-NMR-Analyse (siche Tabelle 2 in den Hintergrund-
informationen), die 81 % aller Reste in bevorzugten Berei-
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chen der Ramachandran-Auftragung ausweist. Auflerdem
wurden CHHC- und zusétzlich aufgenommene NHHC-2D-
Spektren,'” die nicht nur tertiire Kontakte liefern, sondern
auch die Riickgratkonformation widerspiegeln,'®'” zuriick-
gerechnet. Diese Resultate demonstrieren die allgemeine
Giiltigkeit unseres vorgeschlagenen Konzepts.

Die Bestimmung der 3D-Struktur von voll oder teilweise
unbeweglichen Biomolekiilen wie Proteinfibrillen, Membran-
proteinen und ihren Liganden kann eine erhebliche Heraus-
forderung fiir konventionelle biophysikalische Methoden
sein. Anders als bei etablierten Fliissig-NMR-Methoden
wird die direkte Detektion (dhnlich zu NOESY)” von
Proton-Proton-Kontakten im Festkorper normalerweise
durch die spektrale Dispersion und Linienbreite verhindert.
Aus diesem Grunde muss fiir hochauflosende Festkorper-
NMR-Anwendungen im Allgemeinen (*C,"’N)-Korrelations-
spektroskopie verwendet werden, und die Sammlung einer
ausreichenden Zahl von langreichweitigen Einschriankungen
erforderte bisher eine hohe spektrale Auflosung oder die
Untersuchung unterschiedlich isotopenmarkierter Proben.
Wir haben gezeigt, dass es moglich ist, eine 3D-Molekiil-
struktur mit einer einzigen, gleichformig isotopenmarkierten
Probe in der festen Phase zu bestimmen. Unser Ansatz beruht
auf dem Codieren von kleinen ("H,'H)-Abstéinden in hoch-
aufgelosten (*C,N)-Evolutions- und Detektionsdimensio-
nen und nutzt die hohe Empfindlichkeit von Festkorper-
NMR-spektroskopisch detektierten chemischen Verschie-
bungen auf die Proteinriickgratkonformation.

Die allgemeine Anwendbarkeit des hier diskutierten
Konzepts und die Genauigkeit der bestimmten Strukturen
ist — in Analogie zu NOESY-Experimenten an l9slichen
Molekiilen — im Wesentlichen durch die spektrale Auflésung
bestimmt. Da Proton-Proton-Korrelationen indirekt detek-
tiert werden, ist die Sensitivitdt der N/CHHC-Experimente
niedriger als die von herkémmlichen (**C,"’N)-Korrelations-
experimenten. Falls dynamische oder statische Unordnung es
nicht verhindert, kann die Genauigkeit der abgeleiteten
Strukturen durch Verwendung intraresidualer Einschriankun-
gen, durch Anwendung dreidimensionaler NMR-Spektrosko-
pie® oder durch Erhohung der strukturellen Homogenit:t
der Probe verbessert werden. Im Falle von KTX konnten
solche Bedingungen durch die Praparation von Mikrokristal-
len oder durch Komplexierung mit dem KcsA-Kv1.3-Kali-
umkanal®! erreicht werden.

Das Beschrinken der Mischzeit in den N/CHHC-Expe-
rimenten auf das Anfangsregime erhoht nicht nur die Ver-
lasslichkeit der detektierten Abstandseinschrankungen, son-
dern vermindert auch spektrale Uberlappung. NMR-Daten,
die mit langeren Mischzeiten erhalten wurden, konnen in die
strukturelle Analyse eingebunden werden und die Zahl der
Proton-Proton-Abstandseinschrankungen erhohen, wenn
auch mit verminderter Genauigkeit. Im Falle von KTX war
zweidimensionale Spektroskopie ausreichend, um die 3D-
Konformation mithilfe von Torsionswinkeleinschrinkungen,
Proton-Proton-Abstandseinschrankungen und drei Disulfid-
briicken zu bestimmen. Zusitzliche Strukturrechnungen
(ohne Einbeziehung der Disulfidbriicken) zeigen, dass letz-
tere Parameter nicht notwendig fiir die allgemeine Anwend-
barkeit des hier diskutierten Konzepts sind.
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Der vorgestellte Ansatz eignet sich auch zur Untersu-
chung nichtpeptidischer Biomolekiile. Hier kénnte, ebenfalls
in einer einzigen gleichformig isotopenmarkierten Probe,
eine Kombination aus ("H,'H)- und selektiven (**C,"C)-
Abstandseinschrankungen gemessen werden. Wie bei KTX,
das Kv-Kanile mit hoher Affinitit blockiert, ist es auch
moglich, Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen, die von grof3er
pharmakologischer Bedeutung sind, direkt zu untersuchen.
Dariiber hinaus kann die Methode zur strukturellen Unter-
suchung von Membranproteinen und Proteinfibrillen ver-
wendet werden. Je nach untersuchtem Molekiil ldsst sich der
Ansatz mit anderen Festkorper-NMR-Methoden kombinie-
ren. Bei Membranproteinen konnte man z.B. zusitzliche
strukturelle Einschrankungen durch makroskopisch orien-
tierte Proben erlangen. Eine Anwendung bei groBeren
(Membran-)Proteinen wiirde durch blockartige!”-*! oder mo-
dulare®! Isotopenmarkierungen vereinfacht werden.

Eingegangen am 4. November 2004,
verdnderte Fassung am 20. Dezember 2004
Online veroffentlicht am 2. Marz 2005
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