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Sekundirstruktur, Dynamik und Topologie eines Sieben-Helix-Rezep-
tors in nativer Membranumgebung, untersucht mit Festkorper-NMR-

Spektroskopie**
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und Marc Baldus*

Mithilfe der Festkorper-NMR-Spektroskopie unter Bedin-
gungen der Rotation im magischen Winkel (magic angle
spinning, MAS)! wurden bereits beachtliche Fortschritte bei
der Erforschung von Ligandenbindung an Membranproteine
erzielt;*” die Bestimmung vollstindiger dreidimensionaler
Strukturen groBerer, membranstindiger Proteine wurde al-
lerdings bisher erschwert durch die Lange der Aminosiure-
sequenz, die haufigen Wiederholungen von hydrophoben
Resten sowie die begrenzte spektrale Auflosung, die aus dem
dominanten Einfluss einer einzelnen Art von Sekundir-
strukturelement (a-Helix oder P-Faltblatt) resultiert.5!%
Grundsétzlich ldsst sich die spektrale Auflosung durch Stra-
tegien der Isotopenmarkierung verbessern (siche z. B. Lit. [9-
11]), allerdings konnen sich dabei die geringe Expressions-
menge des Proteins und/oder die Kosten der isotopenmar-
kierten Ausgangsmaterialien negativ auswirken.

Wir zeigen hier, dass mithilfe einer einheitlichen (*C,N)-
Isotopenmarkierung, die in vielen zelluldren Expressionssys-
temen unkompliziert zu realisieren ist, der Zugabe genau
ausgewdhlter Aminosduren in ihrer natiirlichen Isotopen-
hiufigkeit (,,reverse labeling“!">"*) und der Anwendung von
Festkorper-NMR-spektroskopischen Methoden, die die
spektroskopischen Signale von mobilen, statischen und was-
serzuginglichen Proteinsegmenten trennen, die Struktur und
Topologie eines vollstindigen Sieben-Helix-Rezeptors in
nativen Membranen mit einer isotopenmarkierten Probe
untersucht werden konnen.
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Unser Ansatz wird am Beispiel des sensorischen Rho-
dopsins II von Natronomonas pharaonis (NpSRII) demon-
striert. NpSRII ist ein Sieben-Helix(A-G)-Membranprotein,
das als Cofaktor ein Retinal enthilt, das iiber eine protonierte
Schiff-Base an einen Lysinrest gebunden ist."" Dreidimen-
sionale Strukturen von NpSRII in freiem und Transducer-
gebundenem Zustand, Grundzustand und photoaktiviertem
Zustand sind bekannt.'"1 Abbildung 1a zeigt ein (*C,*C)-
Spindiffusions(SD)-Spektrum™ einer einheitlich isotopen-
markierten NpSRII-Probe, die die vier dominanten Reste V,
L, Fund Y in ihrer natiirlichen Isotopenhaufigkeit enthilt (in
der Folge U[®CPN\(V,L,EY)]-NpSRII genannt). Alle
Spektren in Abbildung 1 wurden in Proteoliposomen bei
800 MHz ("H-Resonanzfrequenz) aufgenommen. Die beob-
achtete *C-Linienbreite von 0.7 ppm ldsst nicht nur auf ein
wohlgefaltetes Membranprotein schlieen, sondern bestétigt
auch, dass hochaufgeloste Festkorper-NMR-Spektren an
Membranproteinen in ihrer natiirlichen Lipidumgebung
prinzipiell moglich sind. Das ,,reverse labeling® von vier do-
minanten Resten, die etwa 34 % der gesamten Aminosiure-
sequenz ausmachen, verbessert die spektrale Auflosung sig-
nifikant gegeniiber der bei Untersuchungen an einheitlich
isotopenmarkierten Proben.”®! Besonders auffillig ist dies in
Abbildung 1b, in der ein zweidimensionales SD-Experiment,
aufgenommen unter schwachen Kopplungsbedingungen,?"
eine Vielzahl von sequenziellen Korrelationen offenbart,
deren Signalintensitidten deutlich oberhalb des spektralen
Rauschens liegen (sieche Hintergrundinformationen). Diese
Korrelationen reduzieren den Grad an Mehrdeutigkeiten, die
durch das Vorkommen kiirzerer, isotopenmarkierter Ami-
nosiurensegmente in
U["C,"N\(V,L,FY)]-NpSRII bedingt sind (verglichen mit
vollstidndig isotopenmarkierten Proben). Sie wurden mit Ex-
perimenten auf der Basis von N,®C-dipolarem Transfer*”
kombiniert, um sequenzielle Signalzuordnungen zu treffen,
die in drei Verlésslichkeitsklassen eingeteilt wurden (siehe
Hintergrundinformationen). Ausgehend von dieser Signal-
zuordnung konnen konformationsabhéngige chemische Ver-
schiebungen definiert werden, die eine vorwiegend o-helicale
Konformation fiir die transmembranen Segmente von
NpSRII belegen.

Zur weiteren Charakterisierung der supramolekularen
Anordnung von NpSRII in nativen Membranen wurde ein
H,O-editiertes (*C,*C)-Korrelationsexperiment durchge-
fihrt. Die dazugehorige Festkorper-NMR-Pulssequenz
beruht auf der Moglichkeit des Polarisationsaustauschs zwi-
schen den mobilen Protonen des Wassers und dem Protein-
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Abbildung 1. Dipolare ("*C,"*C)-Korrelationsspektren von U['*C,”*N\-
(V,L,F,Y)]-NpSRIl in Lipid-Doppelschichten. a) Spindiffusions(SD)-Ex-
periment mit einer Mischzeit von 15 ms. b) SD unter schwachen
Kopplungsbedingungen®! (Mischzeit 150 ms). Eingezeichnet sind se-
quenzielle (Ca-Ca)- und (Co-Cp-)Korrelationen. c) Vergleich zwischen
einem H,O-editierten Korrelationsspektrum mit einer Proton-Proton-
Mischzeit von 4 ms (griin, siehe auch die Hintergrundinformationen)
und dem Spektrum aus (a) (schwarz).
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komplex.”®! Hierbei konnen zunichst die NMR-Signale der
mobilen Protonen mithilfe eines Relaxationsfilters selektiert
werden. Wihrend der darauf folgenden Mischzeit kann ein
Polarisationstransfer zu dem immobilen Biomolekiil statt-
finden. Fiir kurze Transferzeiten sind die resultierenden
Spektren empfindlich fiir den Abstand zwischen einem ge-
gebenen Kernspin im Inneren des Molekiils und dem umge-
benden Wasser.!

Fiir unsere Zwecke haben wir existierende Pulssequenzen
um eine weitere (*C,C)-Kontakteinheit erweitert, die es
ermoglicht, fiir eine gegebene Diffusionszeit eine zweidi-
mensionale Korrelationskarte von allen detektierbaren Pro-
teinresonanzen aufzunehmen (siehe Hintergrundinformatio-
nen). Das H,O-editierte (°C,"*C)-Spektrum (griin in Abbil-
dung 1c) enthélt nur eine Untermenge der Korrelationen in
Abbildung 1a. Mit einer (‘H,'H)-Mischzeit von 4 ms ist Po-
larisationstransfer unter den gewéhlten experimentellen Be-
dingungen hauptsichlich auf die Protein-Wasser-Grenzfldache
von NpSRII begrenzt. Da wegen des dipolaren Polarisati-
onstransfers starre Komponenten selektiert werden, sind Sig-
nale von immobilen Proteinsegmenten wie Glu147, Ser153
und Thr 189 zu beobachten. Auffillig ist auch das Fehlen von
Kreuzkorrelationen fiir Asp94 im H,O-editierten (**C,"C)-
Korrelationsexperiment, was dafiir sprechen konnte, dass die
Peptidschleife L3, die die Helices C und D verbindet, tiefer in
die Membran eingebettet ist. Mithilfe dieser Korrelationen
lasst sich die gegebene SRII-Rontgenbeugungsstruktur rela-
tiv zur Lipid-Wasser-Grenzflidche positionieren (siche unten).
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Abbildung 2. Skalare a) ('H,"C)- und b), c) ("°N,"*C)-Korrelationsspek-
tren von U["C,"* N\ (V,L,F,Y)]-NpSRIl in Lipid-Doppelschichten. a) Ver-
gleich eines ("H,"*C)-INEPT-Spektrums (rot) mit einem ('H,"*C)-INEPT-
TOBSY-Spektrum (schwarz). b) NCA- und ¢) NCOCA-Spektren wie in
Lit. [25] beschrieben. In allen Fallen wurden mobile Proteinsegmente
detektiert.
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Abbildung 3. Festkorper-NMR-Untersuchung an U[*C,"N\(V,L,F,Y)]-NpSRIl in Proteoliposomen a) entlang der Sequenz und relativ zu einer wiss-
rigen Umgebung und b) abgebildet auf der dreidimensionalen Réntgenbeugungsstruktur von NpSRII (Lit. [16]) in einer Lipid-Doppelschicht-Um-
gebung. In beiden Fillen sind mobile Reste in Rot, starre Proteinsegmente in Blau dargestellt. In (a) sind die Reste, die im H,O-editierten Spek-
trum identifiziert wurden, in Griin hervorgehoben. Nicht isotopenmarkierte Reste in der U["*C,"* N\ (V,L,F,Y)]-NpSRII-Probe und Reste, die als Re-
sultat dieser Priparation nicht sequenziell zugeordnet werden kénnen, sind entsprechend in Dunkel- und Hellgrau gekennzeichnet.

Das Fehlen groBerer Teile von Peptidschleifen des Re-
zeptors in den dipolaren Spektren in Abbildung 1 konnte
entweder durch statisch-strukturelle Heterogenitidt oder
schnelle molekulare Bewegung hervorgerufen werden. Um
zwischen diesen beiden Mechanismen zu unterscheiden,
haben wir eine Messreihe von 2D-Korrelationsexperimenten
durchgefiihrt, die skalare Transfereinheiten verwenden und
mobile Proteinsegmente unter MAS-Bedingungen detektie-
ren.” In Abbildung2a sind die Ergebnisse eines auf
(*H,BC)-INEPT basierenden Transfers (rot) und die eines
(*H,BC)-HCC-INEPT-TOBSY-Transfers (schwarz) iiberla-
gert. Mithilfe dieser Spektren sind bereits aminosidurespezi-
fische Signalzuordnungen moglich. Fiir sequenzielle Signal-
zuordnungen wurden NCA- und NCOCA-Korrelationsex-
perimente auf der Basis skalarer Kopplungen durchgefiihrt
(Abbildung 2b und c). Ahnlich wie bei den Spektren auf der
Basis von dipolarem Transfer (Abbildung 1) liegt die spek-
trale Aufldsung, sowohl fiir N als auch *C, deutlich unter
einem ppm und ermoglicht so sequenzielle Zuordnungen in
einer Vielzahl von Proteinsegmenten. Zu beachten sind in
Abbildung 2b die Korrelationen von Glycinen, die wegen der
spezifischen Transfercharakteristik innerhalb einer Methy-
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lengruppe negativ (und blau dargestellt) sind. Unter Be-
riicksichtigung des Isotopenmarkierungsmusters unserer
NpSRII-Probe zeigen die skalaren Transferexperimente ein-
deutig, dass der C-Terminus, von Rest 223 an aufwiérts, mobil
ist. Zusétzliche Korrelationen in den 2D-Spektren lassen
darauf schlieen, dass weitere Proteinsegmente eine hohe
Mobilitédt aufweisen. Unseren Daten zufolge handelt es sich
bei diesen Segmenten am ehesten um die Peptidschleifen A—
B (L1), B-C (L2) und D-E (L4). Tatséchlich haben die zu-
gehorigen sekundédren chemischen Verschiebungen dieser
Reste weitgehend ungeordneten (,,Random-Coil“-)Charak-
ter (siche Hintergrundinformationen), was fiir eine schnelle
Proteindynamik im Nano- bis Mikrosekundenbereich spricht.

Abbildung 3 zeigt eine Zusammenfassung unserer Fest-
korper-NMR-Spektroskopie-Studie; zum einen schematisch
an der Primérsequenz (a), zum anderen an der dreidimen-
sionalen Kristallstruktur von NpSRII (b, PDB-Code: 1H68).
In beiden Fillen sind Reste, die sich schnell bewegen, in Rot
dargestellt. Starre Proteinsegmente mit vorwiegend a-heli-
calem Charakter sind in Blau wiedergegeben. Im Ganzen
konnten Signale fiir 98 Aminosduren zugeordnet werden, was
73% aller sequenziell zuordenbaren Rezeptor-Reste ent-
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spricht. Unsere Daten weisen darauf hin, dass im SRII, re-
konstituiert in Lipiden der Purpurmembran, nur drei der
sechs Proteinschleifen sowie der C-Terminus eine betrichtli-
che Dynamik aufweisen. Des Weiteren konnten die Infor-
mationen aus unserem H,O-editierten (**C,C)-Korrelati-
onsexperiment verwendet werden, um das Protein innerhalb
einer Modellmembran zu positionieren (Abbildung 3b).

Hochauflosende Festkorper-NMR-Spektroskopie erwies
sich als geeignet zur Untersuchung von Sekundérstruktur,
Dynamik und Membrantopologie eines vollstindigen Sieben-
Helix-Rezeptors in nativer Membranumgebung. Die erzielte
strukturelle Genauigkeit sollte sich durch Kombination von
mehreren unterschiedlich isotopenmarkierten Proteinpro-
ben, eventuell im Rahmen der 3D-NMR-Spektroskopie, noch
weiter verbessern lassen. Die hier préasentierten Daten bilden
die spektroskopische Basis fiir weitere Festkorper-NMR-
spektroskopische Untersuchungen, z.B. unter Zuhilfenahme
von indirekt detektierten Proton-Proton-Kontakten (siche
z.B. Lit. [7]), um die dreidimensionale Struktur von NpSRII
in nativer Membranumgebung zu bestimmen. Ergidnzt durch
andere biophysikalische Methoden,'®1*%! konnen Festkor-
per-NMR-spektroskopische Untersuchungen Einblicke in
Strukturdetails der Signaltransduktion in NpSRII oder in
anderen Membranproteinen liefern.

Experimentelles

U[®C,PN\(V,.L,FY)]-NpSRII wurde in einem E.-coli-Stamm expri-
miert, der in einem Néhrmedium aus *C-isotopenmarkierter Glucose
und “NH,CI geziichtet worden war. Unmarkierte Aminosiuren
wurden in 1 mm (L,EY) oder 4 mm Konzentration (V) zugegeben.
Proteoliposomen wurden wie in Lit. [27] beschrieben pripariert. Alle
NMR-Experimente wurden mit 4-mm-Dreikanal-("H,"*C,'>N)-Pro-
benkopfen an Magnetfeldern von 18.8 und 14.1 T, entsprechend 800
und 600 MHz 'H-Resonanzfrequenz (Bruker Biospin, Karlsruhe),
durchgefiihrt. Dipolarer Transfer wurde unter breitbandiger (‘"H,*C)-
und selektiver™ (**N,"*C)-Kreuzpolarisation (CP) erreicht. Wihrend
der dipolaren Korrelationsexperimente wurde SPINAL64-Protonen-
entkopplung® mit Radiofrequenzfeldern von 75-90 kHz verwendet.
Sequenzielle (*°N,C)-Signalzuordnungen wurden unter Kombinati-
on von 2D-NCACX- und NCOCX-Spektren® mit Ergebnissen aus
(C,BC)-Korrelationsexperimenten, aufgenommen unter schwachen
Kopplungsbedingungen,?! erzielt. MAS-Raten zwischen 8 und
12.5 kHz und Temperaturen zwischen —13 und +5°C wurden ver-
wendet. Mobile Proteinsegmente wurden mit Methoden untersucht,
wie sie in Lit. [25] beschrieben wurden. Das H,O-editierte (*C,"*C)-
Korrelationsexperiment wurde mit einem Relaxationsfilter von 1 ms
und einer Proton-Proton-Mischzeit von 4 ms aufgenommen (siche
auch die Hintergrundinformationen).
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