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Zahlreiche Untersuchungen von Proteinen im entfalteten
Zustand haben gezeigt, dass Proteine hiufig Polypeptidseg-
mente enthalten, die in denaturierender Losung nichtzuflli-
ge Strukturen aufweisen.'"® Eine biophysikalische Charak-
terisierung dieser ,,Cluster” ist wichtig fiir ein Verstdndnis
ihrer Rolle in den frithen Phasen der Proteinfaltung.>7*
Zum Beispiel wurde in einem Fall aus experimentellen Stu-
dien mit entfaltetem Lysozym in wissriger Harnstofflosung
auf langreichweitige Wechselwirkungen zwischen mehreren
hydrophoben Clustern geschlossen,” und diese Wechselwir-
kungen wurden als ein wichtiges Element in Proteinfal-
tungsmechanismen vorgeschlagen.'” In der vorliegenden
Arbeit untersuchten wir inter- und intramolekulare Wech-
selwirkungen zweier hydrophober Cluster, die sich in einer
Losung aus 8M Harnstoff an den Positionen 73-82 und 137-
145 im 148 Aminoséurereste langen Membranprotein OmpX
(duBeres Membranprotein X aus E. coli) bilden."! NMR-
Experimente mit Varianten von OmpX, bei denen ein Ami-
nosédurerest verdandert wurde, zeigten, dass weder die ther-
modynamische Stabilitit noch die Struktur der zwei Cluster
durch langreichweitige inter- oder intramolekulare Wechsel-
wirkungen beeinflusst werden. Vielmehr fanden wir eine
spezifische Bindung der Cluster an Detergensmicellen, die zu
einer Umordnung der Architektur der Cluster fithrt. Diese
Beobachtungen setzen frithere Studien mit anderen Protei-
nen in ein neues Licht und geben Einblicke in die Rolle des
hydrophoben Kollapses bei der Proteinfaltung und in den
Eindringungsvorgang von Membranproteinen in geordnete
Lipidstrukturen.

Inter- und intramolekulare Wechselwirkungen wohl-
strukturierter hydrophober Cluster in entfalteten Polypep-
tidketten in Harnstofflosung wurden in der hier vorgestellten
Arbeit an zwei Proteinen untersucht. Das Hauptaugenmerk
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liegt dabei auf dem Membranprotein OmpX, das zwei Tryp-
tophanreste, W76 und W140, unter seinen 148 Aminosiure-
resten enthélt. In global entfaltetem OmpX in 8 M wissriger
Harnstofflosung bilden die Polypeptidsegmente der Reste
73-82 und 137-145 zwei wohlstrukturierte hydrophobe
Cluster, I und IL™"Y Aus frijheren Studien ist bekannt, dass im
16slichen Protein 434-Repressor(1-63) in 8 M Harnstofflosung
die Aminosiurereste 41-60 eine wohldefinierte, nichtzuf#lli-
ge Struktur haben.!"'?

Die Charakterisierung der Wechselwirkungen der nicht-
zufilligen lokalen Strukturen in OmpX und in 434-Repres-
sor(1-63) basiert auf der Beobachtung, dass die Cluster im
Ensemble der Proteinmolekiile nur zu etwa 20-30 % besetzt
sind und dass sie auf der NMR-Zeitskala in schnellem kon-
formativem Austausch™® mit dem Random-Coil-Zustand
stehen."!!l Andererseits befinden sich die Lebenszeiten der
zwei nichtzufilligen lokalen Strukturen im Grenzfall der
langsamen Bewegung fiir die Modulation der Dipol-Dipol-
Kopplungen, die dem 'H-"H-Kern-Overhauser-Effekt (NOE)
zugrunde liegen. Jede einzelne nichtzufillige Konformation
hat daher eine Lebenszeit zwischen 1 ms und 10 ns. In unse-
rem Ansatz identifizieren wir Varianten von OmpX, die wir
durch die Verédnderung eines einzelnen Aminosdurerestes
erhalten und in denen einer der beiden Cluster fehlt, und
vergleichen die Population ¢’ des verbleibenden Clusters mit
seiner Population g im Wildtypprotein. Verschiedene Popu-
lationen, g’ # g, zeigen stabilisierende oder destabilisierende
langreichweitige Wechselwirkungen zwischen den intakten
Clustern im Wildtypprotein an.

Um die Populationen der einzelnen Cluster zu messen,
nutzen wir chemische Verschiebungen in NMR-Experimen-
ten. Die chemische Verschiebung o fiir einen Kern in ver-
schiedenen Mikrosuszeptibilitdten in einem Ensemble sich
schnell umwandelnder Zustinde ist durch Gleichung (1) ge-

0= ZPi‘Si (1)

geben, wobei 0, die chemische Verschiebung im Zustand i und
p; die Population des Zustands i ist. Die Summation umfasst
alle Konformationen in 8 M Harnstoffldsung, mit Xp, =1.>714
Da die chemischen Verschiebungen in nichtzufilligen Struk-
turen von den entsprechenden Werten im Random Coil ab-
weichen, resultieren Anderungen der Populationen p; im
Allgemeinen in Anderungen der chemischen Verschiebung.

In OmpX[W76A] sind die Signale der Amidgruppen im
Proteinriickgrat bei den neun Resten, die im Cluster I ent-
halten sind, relativ zu ihren Positionen im Fall des Wildtyps
verschoben (Abbildung 1). Da kurzreichweitige Effekte, die
durch den Austausch eines Aminoséurerests in flexibel aus-

Angew. Chem. 2008, 120, 992-996



a) . @o ° b) g e ®
“. ". -~
- O] - a & C = L 110
e ° A
=% e
‘\:'!) @@
-
- ® - B
= ST - & L 115
.. n .. p
o ° o o ° 4
ﬂ',’ E 3',’ % @4("*N)
. i g o /ppm
B-" e ® G-" e ®
. iz, v . ©
o® . ..;@'- o ea ° 9:_’- F 120
° .9 a :°... e & e° o) :: .
il B o e Pt o
76 gueaefe e o sERT
RS SRR
A Y
x "8 R
. @ - @ [ 125
o e L]
- @ s
T T T T T
8.4 ,("H) /ppm 8.4 8.0
c) d) 0.4
AS(HN)
" /ppm
0.2
| e e o _.lj 0.0
10 70 80 130 140 10 70 80 130 140

Aminosauresequenz

Angewandte

Konformation befindet. Mit demselben Ansatz finden wir,
dass in OmpX[W140A] das Segment 137-145 flexibel aus-
gestreckt ist (Abbildung 1). Die kombinierten Differenzen
der chemischen “N- und 'H-Verschiebungen, A6(*H,"”N), im
verbleibenden Cluster sind jeweils nicht messbar beein-
trichtigt (Abbildung 1c,d), was zeigt, dass die Clusterarchi-
tektur mit derselben Population erhalten bleibt. Aus der
Messgenauigkeit der chemischen Verschiebungen in diesen
Experimenten leiten wir eine obere Grenze von AG=
0.13kJmol™" fiir die freie Energie einer hypothetischen
Wechselwirkung zwischen den beiden Clustern ab.
NMR-Experimente mit einer Probe des unmarkierten
Polypeptids H-AYRINDWASIYGVVGVGY-OH, entspre-
chend den Aminosdureresten 70-87 im Wildtyp-OmpX,
wurden unter identischen Losungsbedingungen wie fiir
OmpX durchgefiihrt. Vollstdndige sequenzspezifische Zu-
ordnungen von Protonensignalen aus homonuclearen 2D-
NMR-Experimenten zeigen, dass die chemischen Verschie-
bungen im Peptid praktisch identisch mit denjenigen der
entsprechenden Protonen in OmpX sind (Abbildung 2),
wihrend die Abweichungen von Random-Coil-Werten bis zu
0.4 ppm betragen (Abbildung 2). Die Tatsache, dass identi-
sche chemische Verschiebungen gefunden werden, zeigt an,
dass Struktur und Population von Cluster I im Peptid
OmpX(70-87) gleich sind wie in vollstindigem OmpX
[GL. (1)]. Daten aus zwei unabhingigen experimentellen
Ansitzen stiitzen daher die Hypothese, dass die Bildung der
hydrophoben Cluster ausschlieBlich in der lokalen Amino-
sduresequenz kodiert ist und dass es keine beobachtbaren

Los b)

Chemie

Abbildung 1. NMR-Daten, die die Auswirkungen des Austausches ein-
zelner Aminosiurereste in den hydrophoben Clustern im entfalteten
OmpX in 8 M Harnstoffldsung zeigen. a),b) 2D-[*N,'H]-HSQC-NMR-
Spektren von Wildtyp-OmpX bzw. OmpX[W76A]; orangefarbene und
griine Kreise markieren die Positionen der N-"H-Signale des hydro-
phoben Clusters | (Reste 73—-82 im 148-Reste-Polypeptid) bzw. II

(Reste 137-145) im Wildtypprotein. In (b) markieren zusatzliche blaue
Kreise die Signale der Reste 73-82 in OmpX[W76A]. Zusammengehdri-
ge orangefarbene und blaue Kreise sind mit orangefarbenen Linien ver-
bunden. c) Die Differenzen der chemischen Verschiebungen,
AS(°N,'H), zwischen einander entsprechenden Amidgruppen in
OmpX[W76A] und in OmpX sind gegen die Aminosiuresequenz aufge-
tragen, wobei die Daten fiir die Cluster | und Il orange bzw. griin ge-
farbt sind. Die Daten fiir die Reste 11-63 und 91-129 sind nicht ge-
zeigt, da sie keine signifikanten Anderungen der chemischen Verschie-
bungen aufweisen. d) Wie (c) fur OmpX[W140A].

gestreckten Polypeptiden bewirkt werden, sich nur auf zwei
benachbarte Aminosdurereste in jede Richtung erstre-
cken,” > miissen die beobachteten Anderungen der che-
mischen Verschiebung von der Zerstorung der ldngerreich-
weitigen Kontakte zwischen den Aminosdureresten innerhalb
des Clusters I herriihren. Da die chemischen Verschiebungen
im varianten Protein ndher an den Random-Coil-Werten sind
als die im Wildtyp-OmpX (Abbildung 1) und da es im vari-
anten Protein keine mittel- oder langreichweitigen NOEs
zwischen Wasserstoffatomen der Aminosiurereste des Clus-
ters I gibt, gehen wir davon aus, dass sich in OmpX[W76A]
das Polypeptidsegment 73-82 in einer flexibel gestreckten
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Abbildung 2. Vergleich von chemischen "H-Verschiebungen in einander
entsprechenden Seitenketten in OmpX und im synthetischen Octapep-
tid H-OmpX(70-87)-OH in 8 M wissriger Harnstofflésung.

a) [w5('H), o, ('H)]-Streifen, entnommen aus einem "*N-aufgelésten 3D-
['H,"H]-TOCSY-Experiment mit OmpX!" bei der chemischen Verschie-

bung des Amidprotons aus Rest N74 (linker Teil) und [w,('H),w;('H)]-
Streifen des entsprechenden Rests aus einem 2D-['H,"H]-TOCSY-Spek-
trum von OmpX(70-87) (rechter Teil). Die Random-Coil-Werte der che-
mischen Verschiebungen werden durch gestrichelte Linien angezeigt.

b) Wie (a) fuir Rest 179.
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inter- oder intramolekularen langreichweitigen Wechselwir-
kungen zwischen den beiden Clustern in entfaltetem OmpX
in Harnstofflosung gibt.

Da OmpX ein integrales Membranprotein ist, war von
Interesse, ob Wechselwirkungen der Cluster mit geordneten
Lipidstrukturen auftreten. Schrittweises Hinzufiigen des
Detergens Dihexanoylphosphatidylcholin (DHPC) zu ent-
faltetem OmpX in Harnstofflosung verursachte Anderungen
chemischer Verschiebungen oberhalb einer DHPC-Konzen-
tration von etwa 50mm (Abbildung 3a), was recht
genau der kritischen Micellenkonzentration (cmc) von
45 mm fiir DHPC in 8M Harnstofflosung entspricht (sieche
Hintergrundinformationen). Nur diejenigen Aminosdureres-
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Abbildung 3. Detektion von Wechselwirkungen zwischen entfaltetem
OmpX in Harnstoffldsung und dem Detergens DHPC. a) Differenzen
chemischer Verschiebungen, Ad('H,"*N), der "*N-'H-Riickgratgruppen
im entfalteten OmpX in Harnstofflésung in Abhingigkeit von der
DHPC-Konzentration. Daten fiir fiinf Aminosiurereste aus den zwei
hydrophoben Clustern werden gezeigt. Komplette Daten fiir alle Reste
der zwei Cluster sind in den Hintergrundinformationen und die deter-
gensabhingigen Verschiebungen bei 200 mm DHPC in Abbildung 3b
gezeigt. b)—d) Anderungen chemischer Verschiebungen entlang der
Aminosiuresequenz im Membranprotein OmpX und in zwei Varianten
in wissriger 8 M Harnstofflésung, die durch Wechselwirkungen mit
DHPC-Micellen verursacht werden. AS("*N,'H) ist die Differenz der
chemischen Verschiebung der *N-"H-Riickgratgruppe mit und ohne
200 mm DHPC. b) Wildtyp-OmpX. c¢) OmpX[W76A]. d) OmpX[W140A].
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te, die in die Bildung der hydrophoben Cluster involviert sind,
wurden stark durch DHPC beeintrichtigt, wohingegen
andere Amidgruppen im Polypeptid nur kleine Anderungen
der chemischen Verschiebung zeigten (Abbildung 3b). Daher
liegt hier eine spezifische Wechselwirkung zwischen den
einzelnen hydrophoben Clustern und DHPC-Micellen vor,
ohne dass es eine Wechselwirkung mit DHPC-Monomeren
gibt. In den Varianten OmpX[W76A] und OmpX[W140A]
gab es detektierbare Wechselwirkungen mit DHPC-Micellen
nur fiir den jeweils verbleibenden Cluster (Abbildung 3¢,d),
und die chemischen Verschiebungen, die durch die Bindung
der Micellen verursacht wurden, waren identisch im Wildtyp-
OmpX und OmpX[W140A] fiir den Cluster I sowie im
Wildtyp-OmpX und OmpX[W76A] fiir den Cluster II. Bei
der Reaktion mit DHPC-Micellen zeigt sich daher wieder,
dass es keine messbaren Wechselwirkungen zwischen den
beiden Clustern in Wildtyp-OmpX gibt, und des Weiteren,
dass eine DHPC-Micelle nur einen hydrophoben Cluster
binden kann.

Es sind auch hydrophobe Cluster in verschiedenen 16sli-
chen Proteinen bekannt, die in Harnstofflosung entfaltet sind,
darunter die DNA bindende Doméne des 434-Repressors,
434(1-63), die die Aminosédurereste 41-53 und 54-60 in zwei
hydrophoben Clustern enthilt."'? Zugabe von 200 mm
DHPC zu 434(1-63) in 8M wissriger Harnstofflosung
ergab selektive Anderungen der chemischen Ver-
schiebungen fiir die Aminosédurereste in den Clustern (siche
Hintergrundinformationen), was darauf schlieen lésst, dass
die Affinitdt zu Micellen nicht auf hydrophobe Cluster in
Membranproteinen beschrinkt ist, sondern eine allgemeine
Eigenschaft solch lokaler Reststrukturen in entfalteten Pro-
teinen in Harnstofflosung zu sein scheint.

Strukturbestimmungen der hydrophoben Cluster in
OmpX im Komplex mit DHPC-Micellen wurden mit kom-
pletten Signalzuordnungen aus géngigen Tripel-Resonanz-
Experimenten und mit Distanzeinschrinkungen aus N- und
BC-aufgelosten 3D-['H,'H]-NOESY-Spektren durchgefiihrt.
Nur mittel- und langreichweitige "H-'"H-NOEs wurden fiir die
Strukturrechnungen verwendet, und es wurde angenommen,
dass die Random-Coil-Konformationen im Ensemble der
Molekiile vernachlissigbar wenig zur Intensitéit dieser NOEs
beitragen.” Fiir die Cluster I und II wurden 37 bzw. 26 solcher
NOESs beobachtet, von denen nur fiinf bzw. drei mit NOEs
zusammenfallen, die in der Abwesenheit der Micellen beob-
achtet worden waren. Die Strukturrechnungen fiir die Cluster
I und II konvergierten mit Zielfunktionen von 0.0 A’ Die
Standardabweichung fiir die Reste 73-82 im Riickgrat betrug
(0.67+0.24) A, und fiir die Riickgratatome der Reste 137—
145 war sie (0.4240.20) A. Das Polypeptidriickgrat von
Cluster I nimmt eine helicale Konformation ein, bei der die
hydrophoben Seitenketten nach auBen zeigen (Abbil-
dung 4a). Eine Wasserstoffbriicke zwischen Val82-HN und
I1e79-CO ist in 14 der 20 Konformere vorhanden. In Cluster II
nimmt das Riickgrat eine ausgestrecktere helixartige Kon-
formation ein, und auch hier zeigen die hydrophoben Sei-
tenketten nach auBen (Abbildung4b). Zwei Wasserstoff-
briicken, Alal42-HY zu Thr139-CO und Glyl145-HY zu
Alal42-CO, treten jeweils in 18 der 20 Konformere auf. Fiir
beide Cluster zeigt ein Vergleich der Strukturen in Abwe-
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Abbildung 4. Stereoansichten der zwei hydrophoben Cluster im entfal-
teten OmpX in Harnstofflésung im Komplex mit DHPC-Micellen.

a) Cluster |, der die Reste 73—-82 umfasst. b) Cluster II, der die Reste
137-145 umfasst. Aus dem Biindel der 20 Konformere, das verwendet
wird, um die NMR-Struktur zu reprisentieren, ist dasjenige Konformer
gezeigt, das am nichsten bei den Durchschnittskoordinaten liegt.
Blau: Riickgrat, gelb: Seitenketten von Aminosiureresten mit einem
globalen Durchschnittsabstand der schweren Atome von unter 1.0 A in
den 20 Konformeren, rot: andere Seitenketten.

senheit der Micellen'!! groBe Unterschiede sowohl fiir die

Riickgratkonformation als auch fiir die Ausrichtung der hy-
drophoben Seitenketten, die in der Abwesenheit von DHPC-
Micellen einen hydrophoben Kern im Innern jedes Clusters
bilden.

Im nativ gefalteten Zustand von OmpX sind die zentralen
Aminosdurereste der zwei Polypeptidsegmente, die in 8m
Harnstofflosung die beiden Cluster bilden, etwa 20 A von-
einander entfernt, und es gibt in der dreidimensionalen
Struktur keine direkten Kontakte zwischen Atomgruppen der
beiden Cluster.'®!”! Wechselwirkungen zwischen den beiden
Clustern im entfalteten Polypeptid in Harnstofflosung wiren
daher nichtnative Kontakte. Nichtnative langreichweitige
Wechselwirkungen sind fiir die hydrophoben Cluster im de-
naturierten 16slichen Protein Lysozym vorgeschlagen
worden.”"”l OmpX ist ein integrales Membranprotein und
Lysozym ein l6sliches Protein in wissrigem Milieu. Das un-
terschiedliche Verhalten der zwei Proteine konnte in den
verschiedenen Topologien und Umgebungen in ihren jewei-
ligen gefalteten Zustdnden begriindet sein.

Die hier beobachteten intermolekularen Wechselwir-
kungen der hydrophoben Cluster mit den Detergensmicellen
konnen leicht durch den Gewinn an freier Energie erklért
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werden, der aus dem Transfer der hydrophoben Cluster von
der wissrigen Harnstofflosung in die hydrophobere Umge-
bung der geordneten Detergensstruktur resultiert. Diese
Bindungsreaktion scheint eine generelle Eigenschaft hydro-
phober Cluster zu sein, wie durch das Experiment mit dem
16slichen 434(1-63)-Repressorprotein gezeigt, und es lasst
sich spekulieren, dass diese Reaktion sowohl in vivo als auch
in vitro auftritt. Faltungsmechanismen integraler Membran-
proteine sind biophysikalische Prozesse hoher Komplexi-
tit,”* > und die Topologie des gefalteten Zustands integraler
Membranproteine ist an eine Umgebung abwechselnd hy-
drophober und hydrophiler Phasen angepasst, die auch die
Umgebung fiir den Faltungs- und Einfiigungsvorgang in die
Membran bilden.” Die Affinitit zur hydrophoben Phase der
Detergensmicellen ist ein interessantes Unterscheidungs-
merkmal der in 8m wissriger Harnstofflosung hydrophobe
Cluster bildenden Polypeptidsegmente gegeniiber den unge-
ordneten Teilen der Polypeptidkette. In einem allgemeinen
Modell fiir den Faltungsmechanismus transmembrirer [3-
Barrel-Proteine bindet das ungefaltete Polypeptid zunéchst
an die Membranoberfldche, von wo es weiter in die Doppel-
schicht eindringt.’""*! Den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit zufolge konnten hydrophobe Cluster die Bindungs-
stelle fiir diesen anfinglichen Kontakt mit der Membran sein.
Das Auftreten dhnlicher Cluster in ungefalteten loslichen
Proteinen fiihrt dann zur Hypothese, dass die voriiberge-
hende Bindung hydrophober Cluster an geordnete Lipidfl4-
chen auch im Faltungsweg einiger Nichtmembranproteine
eine helfende Rolle spielen konnte.

Experimentelles

[U-*C,°N]-OmpX und [U-"N]-OmpX wurden exprimiert und ge-
reinigt wie beschrieben.'"?”! Das Protein wurde in OmpX-NMR-
Puffer transferiert (8§ M Harnstoff, 20 mm Phosphat, 0.1 mm NaNj, 5%
D,0, 95% H,0, pH 6.5). [U-"N,"*C]-markierter 434-Repressor(1-63)
wurde exprimiert und gereinigt wie beschrieben.”®*! Das Protein
wurde in einem Puffer von pH 4.8 mit 7m Harnstoff, 20 mm Phosphat,
0.1 mm NaNj, 5% D,O und 95% H,O gelost, den Referenzbedin-
gungen aus friiheren Studien.!! Die Proben hatten Proteinkonzen-
trationen zwischen 0.5 und 1 mm.

Die varianten Proteine OmpX[W76A] und OmpX[W140A]
wurden aus dem Wildtypgen in einem pET3b-Plasmid durch Quick-
Change-Mutagenese erzeugt (Stratagene). Vor der Verwendung
wurde die richtige DNA-Sequenz bestétigt.

Ein Peptid mit der Sequenz H-AYRINDWASIYGVVGVGY-
OH, entsprechend OmpX(70-87), wurde von Bio-Synthesis (Lewis-
ville TX) mit einer Reinheit > 95 %, bestitigt mit HPLC, hergestellt.
Das lyophilisierte Peptid wurde in OmpX-NMR-Puffer zu einer
Konzentration von 1 mM gelost und ohne weitere Reinigung ver-
wendet.

Alle NMR-Experimente wurden bei 15°C auf einem Bruker-
DRX-750-Spektrometer gemessen. Samtliche experimentellen De-
tails sind in den Hintergrundinformationen zusammengefasst.

Fiir die Berechnung der dreidimensionalen Strukturen wurden
obere Distanzschranken von 5.5 A fiir alle beobachteten mittel- und
langreichweitigen NOEs gesetzt.""*! Strukturrechnungen wurden
unabhéngig fiir die zwei Polypeptidsegmente 73-82 und 137-145 mit
dem Programm DYANA durchgefiihrt.”” Um Storeffekte an den
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Kettenenden zu begrenzen, wurden an den N- und C-Termini dieser
Polypeptide je zwei zusitzliche Aminosdurereste zugefiigt.
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