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Vor einem Jahrzehnt wurde die maxi-
male GroBle der mit NMR-Spektrosko-
pie zuginglichen biologischen Makro-
molekiile mit etwa 30 kDa angegeben,
eine GroBenbeschrankung, die seitdem
dank vielzdhliger Innovationen stetig zu
hoheren Werten verschoben wurde. Vor
kurzem nun stellten Sprangers und Kay
quantitative NMR-Relaxationsstudien
an einem 670 kDa schweren 20S-Kom-
plex des Proteasoms vor, bei dem sie
auch dessen Bindungsstelle im 1.1-
MDa-Komplex mit dem 11S-Aktivator-
protein identifizierten.'! Damit be-
schrieben sie nicht nur den grofiten je
mithilfe hochauflosender NMR-Spek-
troskopie vermessenen Komplex, son-
dern erhielten auch Hinweise auf die
Funktion der zentralen molekularen
Maschinen, die fiir die Entsorgung von
fehlerhaften und falsch gefalteten Pro-
teinen zustidndig sind: Eine Vielzahl von
Aminosdureresten an der Aufenseite
des Komplexes zwischen einzelnen a-
Untereinheiten zeigt eine sehr schnelle
Dynamik, und auf der Innenseite des ;-
Rings konnte eine langsame, anschei-
nend konzertierte Bewegung festgestellt
werden, die wahrscheinlich den Trans-
port der beschéddigten Proteine ins
Komplexzentrum erleichtert (Abbil-
dung 1).'! Zum Gelingen dieser Arbeit
trug die Anwendung einer ganzen Reihe
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Abbildung 1. Struktur des 20S-Komplexes des
Proteasoms. Methylgruppen mit langsamer
Dynamik sind in Rot dargestellt, Gelb kenn-
zeichnet Methylgruppen am hoch flexiblen N-
Terminus, der wahrscheinlich als primitiver
Abschluss fiir den Innenraum dient.

von relativ neuen Techniken bei, die
hier kurz beschrieben werden sollen.

Abgesehen von der stetigen Ver-
besserung der NMR-Spektrometer bil-
den vier Eckpunkte die Basis fiir das
Aminosédure-spezifische Studium ma-
kromolekularer Komplexe: 1) die An-
wendung von Methyl-TROSY-Pulsse-
quenz-Techniken, 2) die auf diese Ex-
perimente abgestimmten Isotopenmar-
kierungen, 3) eine schrittweise Strategie
zur Zuordnung der Methylgruppen so-
wie 4) zuverlidssige Methoden zur Mes-
sung von Relaxationsgeschwindigkei-
ten, die schlieBlich die Molekiildynamik
charakterisieren.

Die entscheidende Technik, die die
Aufnahme von NMR-Spektren an sehr
grolen Molekiilen erméglicht hat, ist
das von Pervushin et al. entwickelte
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TROSY (Transverse Relaxation Opti-
mized Spectroscopy).”) TROSY basiert
auf dem Effekt, dass sich durch kreuz-
korrelierte Relaxation in bestimmten
Spinanordnungen einzelne Relaxa-
tionsanteile gegenseitig auftheben, wor-
aus sich relativ scharfe Signale ergeben.
Auf diesem Weg lasst sich fiir grof3e
Makromolekiile das Problem der gerin-
gen Signalintensitit sowie der starken
Uberlagerung einzelner Signale, die
sonst die Interpretation von NMR-
Spektren verhindern, weitestgehend 16-
sen. TROSY wurde urspriinglich zur
Detektion von Amidprotonen in Pro-
teinen entwickelt” und hat so bereits
die Identifizierung konformativer Ver-
danderungen des freien Chaperonins
GroES im Vergleich zu GroES im 870-
kDa-Komplex mit GroEL ermoglicht.™
In der Zwischenzeit sind mehrere auf
dem TROSY-Prinzip beruhende Puls-
sequenzen mit noch hoherer Signalin-
tensitit entwickelt worden, wie etwa
CRIPT" CRINEPT CROP" und
PC-SPL

Die Gruppe um Kay schlielich hat
die Methode zum so genannten Methyl-
TROSY erweitert, bei dem die vorteil-
haften Eigenschaften von Methylgrup-
pen in HMQC-Experimenten genutzt
werden.® Die Signalintensitit der drei
chemisch dquivalenten Methylprotonen
ist natiirlich dreimal so grof} wie die
Intensitdt von Amidprotonen, und ihre
schnelle Rotation zusammen mit
kreuzkorrelierten Relaxationseffekten
der Methyl-Kohlenstoffkerne fithren zu
derart schmalen Linienbreiten, dass
qualitativ hochwertige Spektren am
20S-Proteasom-Komplex innerhalb von
90 Minuten aufgenommen werden kon-
nen (Abbildung 2a).l!
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Abbildung 2. a) HMQC-basierte Methyl-TRO-
SY-Experimente des 670-kDa-20S-Proteasom-
Komplexes resultieren in Spektren mit guter
Qualitit (Kreuzsignale fiir die a-Untereinheit
in Blau, fur die f-Untereinheit in Rot).

b) Hochspezifische Isotopenmarkierung hy-
drophober Aminosiurereste wie Leucin spie-
len eine wichtige Rolle in >C-C-Korrelations-
experimenten, intra- und interresidualen NOE-
SY- und "*C- oder Deuterium-basierten Relaxa-
tionsexperimenten; NOE: Kern-Overhauser-Ef-
fekt.

Der Erfolg des Methyl-TROSY ist
eng mit der Anwendung hochspeziali-
sierter Isotopenmarkierungstechniken
verkniipft.”? Mit Ausnahme von ausge-
wihlten nichtdeuterierten und *C-mar-
kierten Methylgruppen wurde der Pro-
teasom-Komplex in allen Proben voll-
stindig deuteriert. Die Kohlenstoffker-
ne der Seitenketten von Leucin, Isoleu-
cin und Valin wurden abhidngig vom
geplanten Experiment entweder eben-
falls *C-markiert oder in natiirlicher
Isotopenhiufigkeit belassen (Abbil-
dung 2b). Weiterhin wurden zur Mes-
sung von Abstidnden iiber NOE-Korre-
lationen Proben hergestellt, bei denen
sowohl beide als auch nur einzelne Me-
thylgruppen der hydrophoben Amino-
sduren nichtdeuteriert und “C-markiert
vorliegen. Zur Messung von Deuterium-
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und "“C-Relaxationsgeschwindigkeiten
wurden schlieBlich einzelne *CHD,-
Gruppen eingefiihrt. Die spezifischen
Markierungen wurden dabei jeweils
biochemisch durch die Fiitterung von
E. coli mit dem entsprechend isotopen-
markierten a-Ketobutyrat (fiir Ile) und
a-Ketoisovalerat (fiir Leu, Val) in an-
sonsten voll deuterierten Wachstums-
medien erreicht. Der hohe Deuterie-
rungsgrad ist unverzichtbar bei NMR-
spektroskopischen Messungen an sehr
groflen Molekiilen, weil so die dipolare
Relaxation als Hauptursache fiir die
starke Linienverbreiterung entschei-
dend reduziert wird. Da zudem Spin-
diffusion zwischen den Methylgruppen
als einziger Protonenquelle quasi voll-
standig vernachléssigt werden kann, er-
moglicht dies sogar die NOE-Messung
von Methyl-Methyl-Abstinden bis zu
8 A. Hochspezialisierte und optimierte
Isotopenmarkierungsmuster mit einem
hohen Deuterierungsgrad sind nicht auf
hydrophobe Aminosduren beschrénkt,
wie kiirzlich Kainosho etal. mit der
Stereo-Array-Isotope-Labeling(SAIL)-
Strategie nachwiesen.!"”!

Trotz Methyl-TROSY-Experimen-
ten und der Moglichkeit zur Messung
von Methyl-Methyl-Abstinden bleibt
die Zuordnung von Kreuzsignalen zu
spezifischen =~ Aminosdureresten an-
spruchsvoll. Fiir die erfolgreiche Zu-
ordnung des 670-kDa-Komplexes waren
drei Voraussetzungen erforderlich: sei-
ne hohe Symmetrie, die die Aufteilung
in kleinere Untereinheiten ermoglichte,
das Vorhandensein einer Kristallstruk-
tur des Komplexes!"! und die Identifi-
zierung einzelner Aminosduren durch
Punktmutationen.

Der 20S-Proteasom-Komplex be-
steht aus je 14 identischen a- und (-
Untereinheiten, die jeweils in Ringen
mit siebenfacher Symmetrie zu einem
a,37870,-System angeordnet sind. Die-
ser Komplex wurde zunichst in den
360 kDa schweren Doppelring o0, zer-
legt, der in Abwesenheit von B-Unter-
einheiten automatisch entsteht. Dieser
Komplex wurde durch Sequenzmuta-
tionen weiter auf eine monomere o-
Untereinheit mit einem Gewicht von
21 kDa heruntergebrochen, von der
mithilfe von Standard-NMR-Tripelre-
sonanzexperimenten eine hochaufge-
loste dreidimensionale Struktur be-
stimmt werden konnte. Mit der eindeu-
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tigen Identifikation aller Methylgrup-
pen in der monomeren a-Untereinheit
und den aus der Kiristallstruktur ab-
geleiteten  Methyl-Methyl-Abstédnden
konnten Sprangers und Kay zunéichst
die Zuordnung auf den o,0,- und
schlieBlich auf den o,f3,3,0,-Komplex
iibertragen. Isolierte Methylgruppen
ohne messbare NOE-Kontakte wurden
in einem letzten Schritt durch Punkt-
mutationen einzelner hydrophober
Reste zugeordnet. Auf diesem Weg
konnten 89 % der beinahe 100 Methyl-
gruppen eindeutig identifiziert werden.

Die Zuordnung der Methylgruppen
ermoglichte schlieBlich die Bestimmung
sehr schneller (auf der Picosekunden-
Zeitskala) und relativ langsamer (im
Millisekunden-Bereich) Dynamiken im
Komplex durch Relaxationsmessungen.
BC- und Deuterium-Relaxationsge-
schwindigkeiten, die charakteristisch fiir
schnelle Bewegungen sind, wurden in
ebenfalls in der Gruppe um Kay entwi-
ckelten Experimenten gemessen.!'” Die
gute Korrelation zwischen den beiden
unabhéngig voneinander abgeleiteten
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Abbildung 3. a) Die Zuordnung der Methyl-
gruppen der a-Untereinheit des 670-kDa-Kom-
plexes gelang durch Zerlegung in kleinere
Substrukturen, erméglicht durch die hochsym-
metrische Anordnung des Komplexes. b) Die
gute Korrelation der S%-Ordnungsparameter
aus "C- und Deuterium-Relaxationsexperi-
menten demonstriert, mit welcher Genauig-
keit quantitative Messungen bei diesem ho-
hen Molekulargewicht méglich sind.
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S’-Ordnungsparametern belegt ein-
drucksvoll, wie genau diese Dynamiken
bestimmt werden konnen (Abbil-
dung 3). Interessanterweise zeigen als
hochdynamisch identifizierte Amino-
sdurereste auch erhohte Temperatur-
faktoren in den publizierten kristallo-
graphischen Daten, wobei jedoch nur
eine sehr geringe Korrelation zwischen
den B-Faktoren und den entsprechen-
den S*-Werten besteht."! Mithilfe von
Relaxations-Dispersions-Experimenten
zur Messung von 'H,"*C-Multiquanten-
Dispersionsprofilen™ konnten schlieB-
lich auch langsame Bewegungen identi-
fiziert werden; diese Daten konnten mit
einem einfachen Zwei-Zustinde-Mo-
dell simuliert werden, demzufolge ein
einzelner globaler Prozess als Ursache
fir die gemessene Bewegung sehr
wahrscheinlich ist (Abbildung 1).

Mit den im vergangenen Jahrzehnt
entwickelten NMR-Techniken und der
Verfiigbarkeit der jeweiligen Kristall-
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strukturen sollte die aminosiurespezifi-
sche Messung von Dynamiken an ma-
kromolekularen Komplexen nahezu
beliebiger Grofe in Losung moglich
sein. Die bereits veroffentlichten wie
auch die zukiinftigen Befunde werden
wichtige Beitrdge zum Verstdndnis der
Funktionsweise der komplexen mole-
kularen Maschinen in biologischen Sys-
temen liefern.
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