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Die NMR-Spektroskopie ermoglicht die Bestimmung hoch-
aufgeloster Strukturen von Biomolekiilen unter annidhernd
physiologischen Bedingungen. In den letzten 20 Jahren
wurden erhebliche Fortschritte in der bioanalytischen NMR-
Spektroskopie erzielt,'! durch die moderne Genforschung,
die eine Vielzahl sequenzierter Genome hervorgebracht hat,
werden jedoch Hochdurchsatzverfahren zur Bestimmung der
Tertidrstruktur von Proteinen immer wichtiger.®! Die Da-
tenaufnahme kann erheblich beschleunigt werden, wenn
moderne NMR-Spektrometer mit Methoden kombiniert
werden, die chemische Verschiebungen in mehrdimensiona-
len NMR-Experimenten messen.”! Die zeitlichen Engpisse
bei einer schnellen NMR-basierten Proteinstrukturbestim-
mung betreffen daher die Datenanalyse und insbesondere die
sequenzspezifische Zuordnung chemischer Verschiebungen
zu den Atomen der Seitenketten. Hier stellen wir eine als
FastNMR (fast structure determination by NMR) bezeich-
nete Methode vor, die aus nichtzugeordneten NMR-Daten
die automatisierte Bestimmung hochaufgeloster Strukturen
von eindoménigen Proteinen erméglicht. Zur Erprobung der
Methode haben wir de novo die Struktur des aus 65 Amino-
sduren bestehenden Neurotoxins Conkunitzin-S2 der Kegel-
schnecke bestimmt.

Trotz beachtlicher Fortschritte ist die Qualitdt der Vor-
hersagen von 3D-Proteinstrukturen auf der Basis der Ami-
nosiuresequenz in vielen Fillen nicht ausreichend.’! Eine
Verbesserung kann erzielt werden, indem man eine be-
schriankte Zahl leicht zugénglicher NMR-Daten zu den
Strukturvorhersagen hinzuzieht.”*! Um hochaufgeléste Pro-
teinstrukturen zu erhalten, bendtigt man experimentelle In-
formationen iiber Abstdnde zwischen Atomen. Diese konnen
mit geringem experimentellem Aufwand aus NOE-Spektren
gewonnen werden, wobei die sequenzspezifische Zuordnung
und die Strukturrechnungen iterativ  durchgefiihrt
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werden.”®) Um zu einer korrekten Struktur zu gelangen, ist
jedoch eine praktisch vollstdndige und fehlerfreie Zuordnung
der chemischen Verschiebungen notwendig.* Daneben kann
es gelingen, 3D-Proteinstrukturen ohne jegliche Zuordnung
chemischer Verschiebungen aus den in NOESY-Spektren
enthaltenen Abstandsinformationen zu bestimmen. Dies setzt
jedoch ausgezeichnete, eindeutig zugeordnete NOE-Signal-
listen voraus.>' Die FastNMR-Methode unterscheidet sich
von diesen Ansdtzen darin, dass sie von nicht zugeordneten
chemischen Verschiebungen, NOEs und dipolaren Rest-
kopplungen (RDCs) ausgeht und dabei falsche Strukturen
durch Kreuzvalidierung ausschlie3t, auf experimentelle
Daten anwendbar ist, nur eine geringe Zahl an NMR-Spek-
tren erfordert und hochaufgeldste Strukturen (< 1 A) liefert.

Die FastNMR-Methode folgt dem in der manuellen
Strukturbestimmung bewihrten Ansatz. Dieser umfasst die
Verwendung von Dreifachresonanzexperimenten zur se-
quenziellen Zuordnung des Proteinriickgrats, die iterative
NOE-Zuordnung und Strukturrechnung sowie die Struktur-
verfeinerung anhand von RDCs (sieche Hintergrundinforma-
tionen). Der entscheidende Fortschritt der FastNMR-Me-
thode ist die gleichzeitige Signalzuordnung und Strukturbe-
stimmung des Proteinriickgrats noch vor der NOE-Analyse.
Grundlage der Methode ist die iterative Anwendung des
Zuordnungsprogramms MARS und des Strukturvorhersage-
programms Rosetta.l*®! In einer zweiten Stufe gelangt man
von der Struktur des Proteinriickgrats zur vollstdndigen 3D-
Struktur einschlieflich der Seitenketten. Hierzu werden die
Seitenketten an das Proteinriickgrat angefiigt und die che-
mischen Verschiebungen der Protonen und Kohlenstoffatome
auf der Basis der 20 niederenergetischsten RosettaNMR-
Strukturen mithilfe empirischer Formeln und kiinstlicher
neuronaler Netzwerke vorhergesagt."'®! Dann werden die
experimentellen chemischen Verschiebungen mit den vor-
hergesagten Werten verglichen und entsprechend der ge-
ringsten Abweichung zugeordnet. Anschlieend werden die
Struktur des Proteinriickgrats und die zugeordneten chemi-
schen Verschiebungen des Proteinriickgrats und der Seiten-
ketten fiir eine automatisierte NOE-Zuordnung mit dem
Programm Cyana verwendet.”) Cyana wird jedoch nicht nur
fiir die NOE-Zuordnung verwendet. Alle Abstandsrandbe-
dingungen, die chemische Verschiebungen betreffen, die
nicht eindeutig iiber den Vergleich mit vorhergesagten
Werten zugeordnet werden konnten, werden als mehrdeutige
NOEs behandelt. Dadurch wird ein Teil der Zuordnung der
chemischen Verschiebungen innerhalb der automatisierten
NOE-Analyse vorgenommen. Mithilfe der NOE-basierten
3D-Struktur wird die Qualitdt der vorhergesagten chemi-
schen Verschiebungen verbessert, und ein zweiter Durchgang
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automatisierter NOE-Zuordnung wird gestartet. Schlie3lich
werden alle experimentellen Daten zusammengefiihrt, und
die hochaufgeloste Proteinstruktur wird berechnet (siche
Hintergrundinformationen). FastNMR arbeitet automati-
siert: Sie nimmt als Eingabe Listen von nichtzugeordneten
NMR-Daten auf und gibt eine hochaufgeloste 3D-Struktur
aus.

Die FastNMR-Methode wurde an den Proteinen Conku-
nitzin-S1 (Conk-S1; 60 Aminosduren) und Ubiquitin (76
Aminosduren) erprobt. Fiir beide Proteine sind sowohl die
Zuordnungen der chemischen Verschiebungen als auch die
3D-Strukturen bekannt.”?) Zudem wurde die hochaufge-
loste Struktur des aus 65 Aminosduren bestehenden Toxins
Conkunitzin-S2 (72% Sequenzidentitit mit Conk-S1) mit
FastNMR bestimmt. Von Conk-S2 gab es bisher weder NMR-
Daten noch eine 3D-Struktur. Abbildung1 und Tabelle 1
belegen, dass wir von allen drei Proteinen aus nichtzugeord-
neten NMR-Daten hochaufgeltste 3D-Strukturen berechnen
konnten. Die Streubreite im Ensemble der 20 niederenerge-
tischsten Strukturen betrug fiir alle drei Proteine weniger als
0.7 A fiir das Proteinriickgrat und weniger als 1.4 A fiir alle
schweren Atome. Die manuell und automatisiert bestimmten
Strukturen haben dhnliche Energien. Die mit FastNMR be-
rechneten Strukturen von Conk-S1 (Abbildung 1c) und
Ubiquitin (Abbildung 1b) weichen um 0.4 A bzw. 0.6 A von
den bereits beschriebenen Strukturen ab.’>?” Je Protein be-
notigten die FastNMR-Rechnungen weniger als 24 Stunden.

Wie oben erwédhnt werden bei der FastNMR-Methode die
chemischen Verschiebungen der Seitenketten automatisiert
zugeordnet, durch Vergleich mit Werten, die aus der Struktur
des Proteinriickgrats vorhergesagt wurden. Kontrollen bele-
gen, dass die mittlere quadratische
Abweichung (rmsd) zwischen vor-
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Abbildung 1. Mit FastNMR berechnete 3D-Strukturen von a) Conk-S2,
b) Ubiquitin und c) Conk-S1. d) Energien der mit FastNMR berechne-
ten Teststrukturen von Conk-S1, aufgetragen gegen die Abweichung 4
von der nativen Struktur (siehe Hintergrundinformationen).

Tabelle 1: Statistische Daten der untersuchten Proteine.®

hergesagten und experimentellen

chemischen Verschiebungen ConlS1 _ Ubiquitin Conk-52
N 2CA7 FastNMR 1D3zM FastNMR FastNMR
0.19 ppm fiir Protonen wund
11 ppm fiir Kohlenstoffatome be- Zahl der NOEsH 551 464 1744 635 570
trigt (sichtbar in HCCONH- und grofe Reichweite 113 72 731 119 160
. ittlere Reichweite 73 57 291 106 79
NH-T Y-Spektren; siche ™M™
C(,:O O,CS Sp. "17.18) kurze Reichweite 365 335 722 410 331
Hintergrundinformationen)."'”
Daher werden nur Zuordnungen  zap| der Torsionswinkel 126 126 98 127 167
beriicksichtigt, fiir die die Abwei-  Verletzungen >5° 341 341 0 141 241
chung zwischen vorhergesagten
und gemessenen chemischen Ver- Zahl der RDCs 190 190 200 200 138
schicbungen weniger als 0.3 ppm  RDCArten 1234 1,2,3,4 12,3 1,23 12,3
fir Protonen und weniger als ¢ o i pcaimol ) ~1267.2 ~1387.9 ~2767.9 ~2247.6 ~1025.0
1.3 ppm fiir Kohlenstoffatome be-
tragt. Wenn auBerdem zwei ge- Ramachandran-Statistik [%]
messene 'H-chemische Verschie-  bevorzugt 88.2 87.5 95.0 95.5 84.5
bungen, die entsprechend den  nicht erlaubt 2.0 1.0 0.0 0.0 1.9
HCCONH- und CCONH-TOCSY- -
Spektren zum selben Rest gehoren, o Genauigkeit [A]
. Is 0.3 Dpm voneinan- Proteinriickgrat 0.6 0.7 0.3 0.4 0.6
um weniger ais U.> pp alle schweren Atome 1.2 1.4 0.9 1.1 1.2

der abweichen, werden alle NOEs
zu diesen chemischen Verschie-
bungen in der automatisierten
NOE-Zuordnung als mehrdeutig
behandelt. Diesem Ansatz folgend
konnten alle experimentellen che-
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[a] Statistik fiir Ensembles aus 20 Strukturen. [b] Daten beziehen sich auf eine Struktur, die auf Basis der
experimentellen Daten von 1D3Z neu berechnet wurde. [c] Bei keiner der Strukturen gab es Verletzungen
der Abstandsrandbedingungen von mehr als 0.5 A. [d] Nur 58 % der Weitbereichs-NOEs sind nicht-
redundant. [e] 1, 2, 3, 4 steht fiir die RDCs 'Dyyy, 'Deny 'Dewer 'Dearo [f] Definiert als die mittlere
quadratische Abweichung (rmsd) zwischen den 20 FastNMR-Strukturen und den gemittelten Koordi-
naten der Reste 2-72 (Ubiquitin), 3-60 (Conk-S1) und 5-60 (Conk-S2).

Angew. Chem. 2007, 119, 1195-1198


http://www.angewandte.de

mischen Verschiebungen der Kohlenstoffatome in Conk-S1,
Conk-S2 und Ubiquitin eindeutig zugeordnet werden. Che-
mische Verschiebungen der Protonen sind oft entartet, sodass
etwa 10% der gemessenen chemischen Verschiebungen der
Seitenkettenprotonen nicht eindeutig zugeordnet werden
konnten (siehe Hintergrundinformationen).

In fritheren Arbeiten wurde erkannt,'¥! dass fiir eine er-
folgreiche automatisierte NOE-Zuordnung mehr als 90 % der
"H-chemischen Verschiebungen zugeordnet sein miissen. In
der aktuellen Version nutzt FastNMR jedoch nur 3D-
CCONH- und HCCONH-TOCSY-Experimente, und nur ca.
60% aller Protonen konnten vor Beginn der NOE-Analyse
zugeordnet werden (Hintergrundinformationen). Fiir alle
Protonen, fiir die keine experimentellen chemischen Ver-
schiebungen verfiigbar sind, nutzt FastNMR vorhergesagte
Werte in der automatisierten NOE-Zuordnung. Da die vor-
hergesagten chemischen Verschiebungen nicht sehr genau
sind, wird das Datenfenster, das fiir den Vergleich der NOEs
mit den '"H-chemischen Verschiebungen verwendet wird, von
0.05 ppm auf 0.3 ppm erhoht. Dariiber hinaus werden NOE-
Abstandsrandbedingungen fiir Protonen mit vorhergesagten
chemischen Verschiebungen in der abschlieBenden Struktur-
verfeinerung nur verwendet, wenn das gleiche Proton (vor-
hergesagte chemische Verschiebung) mindestens zwei NOE-
Signalen zugeordnet ist und die experimentellen chemischen
Verschiebungen der beiden NOE-Signale um weniger als
0.1 ppm voneinander abweichen. In Verbindung mit der
Struktur des Proteinriickgrats, die bereits vor Beginn der
NOE-Analyse bestimmt wird, ermdglicht dies die Bestim-
mung hochaufgeloster Proteinstrukturen.

Zur Erprobung der FastNMR-Methode an den drei ge-
nannten Proteinen wurden alle hinldnglich bekannten Pro-
bleme wie Signaliiberlappungen, fehlende Signale des Pro-
teinriickgrats, Rauschsignale und Mehrfachkonformationen
miteinbezogen. NOE-Signale mit mehrfachen Zuordnungs-
moglichkeiten wurden durch die Verwendung von mehrdeu-
tigen Abstandsrandbedingungen ohne Einschrinkungen be-
riicksichtigt. Dariiber hinaus wurde der Einfluss reduzierter
Datenqualitidt and falscher Zuordnungen des Proteinriick-
grats untersucht (Hintergrundinformationen). Trotz dieser
Schwierigkeiten konnten hochaufgeloste Strukturen berech-
net werden, insbesondere auch fiir das bisher nicht charak-
terisierte Neurotoxin Conk-S2. Diese Ergebnisse belegen,
dass die FastNMR-Methode sehr robust ist.

Um sicherzustellen, dass FastNMR keine falschen Struk-
turen berechnet, wird eine Kreuzvalidierung genutzt. Zur
Signalzuordnung und Strukturbestimmung des Proteinriick-
grats werden ausschlieBlich RDCs und chemische Verschie-
bungen verwendet, wohingegen keine RDCs in die automa-
tisierte NOE-Zuordnung einflieBen. Fiir den Fall einer fal-
schen Struktur des Proteinriickgrats ist es dann duflerst un-
wahrscheinlich, dass eine ausreichende Zahl an NOEs im
Verlauf der automatisierten strukturbasierten NOE-Analyse
zugeordnet werden kann. Selbst wenn eine grofle Zahl an
NOEs zugeordnet wurde, wird die resultierende NOE-ba-
sierte Struktur voraussichtlich von der zuvor bestimmten
Struktur des Proteinriickgrats abweichen und den RDCs wi-
dersprechen. In diesem Fall ist in der abschlieBenden Stufe
der FastNMR-Rechnung — wenn alle experimentellen NMR-
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Daten kombiniert werden — keine Konvergenz zu einer nie-
derenergetischen Struktur moglich. Dies wird aus Abbil-
dung 1d sowie zusétzlichen Stabilitdtsuntersuchungen deut-
lich: Nur bei ,,richtigen® Strukturen erzielt FastNMR niedrige
Energien. Zudem miissen mit FastNMR berechnete Struk-
turen folgende Kritierien erfiillen: 1) Am Ende jeder Fast-
NMR-Stufe miissen die berechneten Strukturen zu einer
einzigen Konformation konvergiert sein. 2) Strukturelle An-
derungen, die im Verlauf der FastNMR-Stufen von der an-
fanglichen Struktur des Proteinriickgrats bis zur hochaufge-
losten Struktur auftreten, diirfen nur weniger als 3.5 A be-
tragen. 3) Mehr als 85% aller Signale des Proteinriickgrats
miissen vor Beginn der automatisierten NOE-Analyse zuge-
ordnet worden sein. 4) FastNMR-Strukturen miissen die in
der NMR-Spektroskopie iiblichen Standardqualitdtsmerk-
male erfiillen, z.B. eine moglichst geringe Zahl an Verlet-
zungen der experimentellen Randbedingungen (Tabelle 1).

In der aktuellen Implementierung kann FastNMR nur auf
Proteine angewendet werden, die aus einer einzigen Doméne
bestehen. Dies liegt vor allem daran, dass die chemischen
Verschiebungen der Seitenketten ausschlieBlich aus
CCONH- und HCCONH-Experimenten gewonnen werden.
Die Leistungsfahigkeit dieser Experimente nimmt jedoch mit
zunehmendem Molekulargewicht der Proteine ab, und zudem
sind die chemischen Verschiebungen der aromatischen
Gruppen nicht verfiigbar. Eine grofere Zahl chemischer
Verschiebungen ist mit 3D-HCCH-COSY- und 3D-HCCH-
TOCSY-Spektren zuginglich.'”) Dariiber hinaus konnen
chemische Verschiebungen aromatischer Gruppen aus zwei-
dimensionalen (Hy)Cy(C,C5)Hs- und  (Hy)Cy(C,CsC,)H. -
Spektren gewonnen werden.” Die Implementierung solcher
Experimente in die FastNMR-Methode ist Gegenstand lau-
fender Arbeiten.

Zusammenfassend haben wir eine als FastNMR bezeich-
nete Methode entwickelt, mit der hochaufgeloste Strukturen
von Proteinen mittlerer GroBe aus nichtzugeordneten che-
mischen Verschiebungen, RDCs und NOE-Signallisten in-
nerhalb von 24 Stunden bestimmt werden kénnen. Die Me-
thode wurde verwendet, um de novo die Struktur des Neu-
rotoxins Conk-S2 zu bestimmen. Sie lduft automatisiert, ver-
hindert falsche Strukturen durch Kreuzvalidierung, greift
direkt auf experimentelle Daten zu, erfordert nur eine be-
schriankte Zahl an NMR-Spektren und erzeugt hochaufge-
loste Strukturen. Eine manuelle Zuordnung chemischer
Verschiebungen oder Korrelationen zwischen Aminosduren
sind nicht erforderlich.

Experimentelles

Ubiquitin und Conk-S1 wurden nach Literaturangaben rekombinant
hergestellt.?"?2l Die Herstellung und Strukturdetails von Conk-S2
werden an anderer Stelle veroffentlicht. Die NMR-Spektren wurden
je nach Verfiigbarkeit an 600-, 700- oder 900-MHz-Spektrometern
(Bruker) gemessen. Spektren und Bedingungen finden sich in den
Hintergrundinformationen. Zur Referenzierung der Spektren, Sig-
naldetektion und Signalgruppierung wurde das Programm Sparky
verwendet. Torsionswinkel y; wurden aus 2D-""N-BCY- und BC-BC*-
Spin-Echo-Differenzexperimenten gewonnen, NOE-Signalvolu-
men aus 3D-"N- und "*C-editierten NOESY-Spektren.*#! RDCs
wurden mit verschachtelten 3D-TROSY-HNCO- und 3D-CBCA-
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(CO)NH-Spektren gemessen.?”! Die FastNMR-Rechnungen wurden
auf einem aus zehn 3.06-GHz-Linux-PCs bestehenden Verbund aus-
gefiihrt. Fiir den Grofteil der Rechnungen wurde nur eine CPU
verwendet. Die Struktur von Conk-S2 wurde in der Protein Data
Bank hinterlegt (PDB 2J6D).Software zur Ausfiihrung der FastNMR-
Methode ist von den Autoren erhiltlich.

Eingegangen am 8. August 2006
Online veroffentlicht am 5. Januar 2007

Stichworter: Genomik - NMR-Spektroskopie -
Proteinstrukturen - Strukturaufklarung
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