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Der Einsatz von Relaxationserhohungen in einer paramagnetischen
Umgebung zur Proteinstrukturbestimmung mit NMR-Spektroskopie**

Tobias Madl, Wolfgang Bermel und Klaus Zangger*

Die NMR-Spektroskopie hat sich zu einer grundlegenden
Methode der Strukturbiologie entwickelt, mit der nicht nur
Strukturen, sondern auch dynamische Aspekte von biologi-
schen Makromolekiilen untersucht werden kénnen. Durch
Entwicklungen auf dem Gebiet der Methoden (z.B. trans-
verse relaxation-optimized spectroscopy (TROSY™), dipo-
lare Restkopplungen (RDCs??), Deuterierung,” stereo-
array isotope labeling (SAILP!), Methyl-TROSY! und di-
rekte *C-Detektion™) konnte das GroBenlimit fiir NMR-
spektroskopisch in Losung analysierbare Proteine in den
letzten 10 Jahren angehoben werden. Jedoch ist die Zahl an
Strukturen fiir Proteine iiber 30 kDa, die NMR-spektrosko-
pisch gelost wurden, noch immer recht gering. Trotz des
Einsatzes alternativer strukturrelevanter Parameter beruht
die aktuelle Strukturbestimmung noch immer hauptsichlich
auf der Verwendung einer grofen Zahl an NOEs. Mit zu-
nehmender Molekiilgrof3e steht aber nur mehr eine geringe
Zahl an Proton-Proton-Abstdnden zur Verfiigung, da dann
eine teilweise oder vollstindige Deuterierung eingesetzt
werden muss, um die NMR-Signale durch Verdiinnung der
Protonen schirfer zu machen.'”’ Um eine Strukturbestim-
mung durch NMR-Spektroskopie in Losung auch fiir solche
Systeme zu ermoglichen, miissen die NOE-Daten durch
andere strukturrelevante Parameter ergénzt werden, zum
Beispiel durch paramagnetische Relaxationserhohungen
(paramagnetic relaxation enhancements, PREs) und Pseu-
dokontakt-Verschiebungen (pseudo contact shifts, PCSs), die
durch kovalent gebundene paramagnetische Gruppen oder
Metallzentren in Proteinen induziert werden.'"™") Jedoch ist
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die Herstellung von Proteinen mit paramagnetischen Grup-
pen aufwendig, da sie die Einfiihrung von Cysteinresten an
mehreren Positionen sowie deren chemische Modifizierung
erforderlich macht. Dabei konnen Strukturdnderungen durch
Mutation von Cysteinresten sowie durch die chemischen
Veridnderungen nicht ausgeschlossen werden. Weiterhin sind
die Signale von Aminosduren in der Nidhe der paramagneti-
schen Gruppen extrem verbreitert.

Hier présentieren wir einen neuen Weg zur Strukturbe-
stimmung von biologischen Makromolekiilen durch die Ef-
fekte von inerten und frei loslichen paramagnetischen
Agentien. Derartige Verbindungen bendtigen keine
(bio)chemische Modifikation des Makromolekiils und er-
moglichen eine Relaxationserh6hung, die einfach durch Va-
riieren der Konzentration steuerbar ist. Fiir unsere Studien
nutzten wir den wasserloslichen Komplex Gadolinium-
diethylentriaminpentaessigsdaure-bismethylamid, [Gd(dtpa-
bma)], der inert gegeniiber Proteinen ist und nicht in diese
eindringen kann.'®?") Dadurch wird quasi das Losungsmittel
um das Protein paramagnetisch gemacht. Paramagnetische
Losungsmittelzusdtze wie Gadoliniumkomplexe, stabile
Nitroxylradikale oder Sauerstoff wurden bereits genutzt, um
Proteinoberflichen und Protein-Protein-Wechselwirkungen
zu untersuchen.' %

Die vereinte Relaxationserhohung eines bestimmten
Kerns ist eine Kombination der Einfliisse der gesamtem pa-
ramagnetischen Umgebung. Wie hier gezeigt, kann diese
strukturrelevante Information in einer alternativen Struk-
turbestimmungsmethode eingesetzt werden. Sie liefert einen
steuerbaren Parameter, der von der Eindringtiefe im Protein
abhéngt.

Die Wechselwirkung zwischen einem NMR-aktiven Kern
und einem inerten paramagnetischen Molekiil kann durch das
. Wechselwirkungsmodell zweiter Ordnung“!"” beschrieben
werden. In diesem Formalismus ist die Relaxationserhohung
einer paramagnetischen Gruppe gegeben durch eine 1/r°-
Abhingigkeit wobei r der Abstand zwischen dem parama-
gnetischen Zentrum und dem untersuchten Kern ist. Fiir eine
ebene Oberfliche, und in guter Naherung fiir groBe sphiri-
sche Systeme, ergibt die Integration iiber die gesamte para-
magnetische Umgebung eine 1/d°-Funktion, wobei d die
Entfernung zur Oberfliche ist.””) Wenn nur ein paramagne-
tisches Molekiil nahe zu einem bestimmten Kern ist (in der
Néhe einer Eindellung eines Proteins, in die nur ein
[Gd(dtpa-bma)]-Molekiil passt) gehorcht die Relaxationser-
hoéhung der 1//°-Funktion. Daher muss die Abhingigkeit
eines PREs von der Eindringtiefe zwischen einer (d~*)- und
(d®)-Funktion liegen.

Da a priori die Struktur und Form des untersuchten
Proteins unbekannt ist, kann keine exakte mathematische
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Beschreibung der Relaxation fiir einen bestimmten Kern
abgeleitet werden, und wir nutzen einen konservativen, mo-
dellfreien Algorithmus. Fiir eine gemessene PRE kann der
Abstand zwischen dem Kern und dem néchsten paramagne-
tischen Zentrum nur groBer oder gleich demjenigen fiir eine
Relaxationserhohung sein, die durch ein einzelnes parama-
gnetisches Molekiil in einer Entfernung (k/PRE)° erzeugt
werden wiirde. Ohne die Struktur zu kennen, kann die Kon-
stante k aus den maximalen PREs von nicht austauschenden
Protonen (gebunden an Kohlenstoff) erhalten werden. Diese
Protonen liegen an der Oberfliche des Proteins. Der kiir-
zestmogliche Abstand zwischen einem Proton an der Ober-
fliche und einem paramagnetischen Zentrum ist 5.9 A —
entsprechend der Summe aus dem Radius von [Gd(dtpa-
bma)] (3.5 A) plus zweimal dem Van-der-Waals-Radius von
Wasserstoff. Weiterhin kann man davon ausgehen, dass Pro-
tonen mit den hochsten PREs an der Proteinoberfldche lo-
kalisiert sind. Die zur Verfiigung stehenden Daten sind also
1) Informationen dariiber, welche Atome die hochsten PREs
liefern und daher an der Oberflache liegen, und 2) die Mini-
malabstdnde der anderen abgeschirmten Kerne von den pa-
ramagnetischen Zentren.

Standard-NMR-Experimente konnen leicht durch Ein-
filhrung eines ,Saturation“- oder ,Inversion-recovery*-
Blocks zu Beginn der Pulssequenz fiir die Messung der PREs
adaptiert werden. Vorzugsweise nutzen wir ,,Saturation®, da
hierbei die Magnetisierung zu Beginn der Pulssequenz nicht
im Gleichgewicht sein muss (im Unterschied zu einem ,,In-
version-recovery“- oder Spinecho-Experiment). Aus diesem
Grund kann die Zeit zwischen zwei Aufnahmen deutlich
verkiirzt werden. Aufgrund dieser hoheren Wiederholraten
der Spektrenaufnahme und da T)-Zeiten ldnger sind als 75,
was zu groflerer Prizision bei der Messung kleinerer Rela-
xationserhohungen fiihrt, nutzen wir longitudinale Relaxa-
tionsraten. Ubiquitin (8 kDa) und das Maltose-bindende
Protein (MBP; 42 kDa) wurden als Modellsysteme fiir die
vorgeschlagene Methode ausgewéhlt, da beide sowohl mit-
hilfe von Rontgenkristallographie als auch NMR-spektro-
skopisch untersucht wurden.??”" Wihrend Ubiquitin als
Fallbeispiel fiir eine schnelle Strukturbestimmung dient,
wurde MBP gewdhlt, um zu zeigen, dass PREs besonders bei
der Analyse grofler Proteine Vorziige bieten.

Fiir diese Studie nutzten wir HSQC-Spektren (*C-'H und
5N-'H), um Protonen-PREs zu messen. Durch Zugabe von
[Gd(dtpa-bma)] sind die Signale aufgrund schnellerer 75-
Relaxation verbreitert. Jedoch ist die Auflosung der Spektren
noch immer hoch genug, um die Auswertung einer groflen
Zahl an PREs zu ermoglichen (Abbildung 1).

Fiir das groere MBP wurden zusitzliche Informationen
iber die Lokalisierung von Kohlenstoffkernen aus Experi-
menten mit direkter *C-Detektion gewonnen." Im ersten
Schritt der Strukturrechnung wurden Pseudomolekiile rund
um die Ausgangsstruktur platziert, um die paramagnetische
Umgebung zu simulieren. Diese Ausgangsstruktur, die bereits
globuldre Form hatte, wurde nur mit NOEs zwischen aus-
tauschenden Protonen (Amidprotonen) gewonnen und war
typischerweise weit entfernt von der endgiiltigen Struktur.
Die Wolke aus Pseudomolekiilen wurde dann mit der Pro-
teinoberfliche, durch Definieren von Abstinden zwischen
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Abbildung 1. a) "N-"H-HSQC-Spektren von Ubiquitin bei [Gd (dtpa-
bma)]-Konzentrationen von 0 und 10 mm. b) In der Darstellung von
Ubiquitin sind Aminosédure-NH-Protonen mit hohen PREs als blaue
Kugeln und vom paramagnetischen Lésungsmittelzusatz abgewandte
Aminosiure-NH-Protonen (mit kleineren PREs) als griine Kugeln ein-
gezeichnet.

Kernen, die die hochsten PREs zeigen, mit Pseudomolekiilen
verbunden. Fiir die anderen Spins mit niedrigeren Relaxa-
tionserhohungen wurden die Minimalabstinde zum néchst-
gelegenen Pseudomolekiil definiert. Mit diesem Satz an
strukturrelevanter Information wurde eine Strukturrechnung
mit ,,simulated annealing” gestartet. In der daraus resultie-
renden Struktur wurden dann Abstdnde zwischen Protein-
atomen und Pseudomolekiilen gesucht, die kleiner waren als
die definierten Minimalabstédnde basierend auf den gemes-
senen PREs. Fiir jede derartige Verletzung wurden dann zu-
siatzliche Minimalabstinde definiert, um sdmtliche Pseudo-
molekiile im richtigen Abstand von allen Kernen, fiir die
experimentelle PREs verfiigbar sind, zu halten. Aufgrund der
relativ hohen Zahl an Minimalabstdnden beobachteten wir
keine Pseudomolekiile, die im Protein gefangen waren.
Nachfolgend wird die Strukturrechnung unter Einbeziehung
der zusitzlich definierten Abstidnde wiederholt. Dieser ite-
rative Prozess wird wiederholt, bis keine neuen Verletzungen
mehr auftreten. Theoretisch wire es moglich, zu Beginn einer
Strukturrechnung Abstdnde zwischen jedem Atom und
jedem Pseudomolekiil zu definieren. Das wiirde jedoch sogar
fiir kleine Proteine eine uniiberschaubare Zahl an Parame-
tern liefern. Zum Beispiel nutzten wir 380 Pseudomolekiile
fir Ubiquitin. Die gemessenen 205 PREs wiirden demnach
77900 Abstinde ergeben (205x380). Aus diesem Grund
starten wir mit nur einem Abstand pro Kern und fithren zu-
siatzliche nur ein, wenn ein Pseudomolekiil wihrend der
Strukturrechnung zu nahe kommt.

Bei allen Rechnungen wurden von den verfiigbaren
NOEs nur solche zwischen austauschenden Protonen genutzt,
und zwar aus zwei Griinden: Der drastisch reduzierte Da-
tensatz an NOE:s reprisentiert 1) eine typische Situation fiir
vollstandig deuterierte Proteine und stellt 2) einen unvor-
eingenommenen Satz an Abstandsinformationen dar, an
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welchem die Auswirkung der PREs an einem System mit
geringer Zahl an strukturrelevanten Informationen gezeigt
werden kann. Der Einsatz des oben beschriebenen Algo-
rithmus fiihrte unter Verwendung von nur 49 NOEs zwischen
NH-Protonen zu einer PRE-Struktur von Ubiquitin mit einer
mittleren Abweichung (rmsd) von 1.3 A fiir das Protein-
riickgrat (Abbildung 2). Dabei ist bemerkenswert dass nur 7
der 49 NOEs Informationen iiber weite Abstinde (mehr als 4
Aminosdurereste dazwischen) enthalten. Die Abweichung
von der Kristallstruktur® betrigt 2.1 A (rmsd fiir das Pro-
teinriickgrat). Die Auswirkung der PREs auf die Prizision

49 NH,-NH -NOEs
rmsd (bb)=5.8 A

421 NH,-H-NOEs
rmsd (bb)=1.0 A

rmsd (bb)=0.7 A

Abbildung 2. Uberlagerungen der 20 energiedrmsten Strukturen von
Ubiquitin zeigen die Auswirkung von PREs auf die Lésungsstruktur
unter Verwendung von NOEs zwischen ausschlieflich austauschenden
Protonen (a) und NOEs, die zumindest ein austauschendes Proton
beinhalten (b).

und Genauigkeit der NMR-Strukturen verringert sich, wie
erwartet, wenn man eine hohere Zahl an NOEs verwendet
(siche Tabelle 1). Aus diesem Grund sind sie bei kleinen
Proteinen besonders hilfreich fiir eine schnelle Bestimmung
der Proteinfaltung, die dann verwendet werden kann, um
weitere NOEs zuzuordnen, oder auch als Grundlage fiir eine
Rontgenkristallstrukturanalyse mithilfe von ,,molecular
replacement*.”®

Um zu zeigen, dass die vorgeschlagene Methode beson-
ders niitzlich ist bei groen Proteinen, wo die NOE-Zuord-
nung schwieriger ist, verwendeten wir das 42 kDa grofle MBP.
Dabei nutzten wir ausschlieSlich NOEs zwischen Amidpro-
tonen (nur zwischen NH-Gruppen am Proteinriickgrat) sowie
RDCs, H-Briicken und Diederwinkel zusammen mit 1248
PREs von 'H- und “C-Kernen (Abbildung 3, Tabelle 1).

Die Kristallstruktur von MBPP®! korreliert besser mit der
PRE-Struktur (rmsd fiir das Proteinriickgrat: 2.6 A) als mit
der rein NOE-basierten NMR-Struktur (rmsd fiir das Prote-
inriickgrat: 3.0 A). In einigen Regionen gibt es Abweichun-
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Tabelle 1: Genauigkeit und Prizision (rmsd [A]) der NMR-Strukturen fur
Ubiquitin und MBP.®!

Ubiquitin
NOEs + 205 PREs
NOEs (NMR) NMRie-RSA  (NMR) NMR,,ie-RSA
49 NH-NH 5380 (6.55) 5.70 (6.65)  1.28 (1.78) 2.05 (2.87)
421 NH-Hx 1.03 (1.74) 251 (2.80)  0.74 (1.19) 1.86 (2.29)
alle 1318 0.35 (0.74) 058 (1.09)  0.37 (0.75) 0.65 (1.19)
MBP
NOEs, RDCs, H-Briicken, + 1248 PREs
Diederwinkel
NOEs (NMR) NMR,-RSA  (NMR) NMR,,-RSA
822 NH-NH 11.12 (11.68) 10.56 (10.89) 1.27 (1.79) 2.56 (2.87)
alle 1937  1.48 (1.77)  3.00 3.51)  1.38 (1.87) 2.87 (3.05)

[a] Genauigkeit (paarweise rmsd eines Biindels von NMR-Strukturen)
notiert als (NMR) und Prizision (rmsd der durchschnittlichen NMR-
Struktur von der Kristallstruktur (RSA)). Die erste Zahl steht fiir das
Proteinriickgrat, und diejenige in Klammern fiir alle Schweratome.

C-Terminus

N-Terminus

822 NH,-NH,-NOEs
+852 RDCs

+555 Diederwinkel
+137 H-Briicken

rmsd (bb)=11.1 A rmsd (bb)=1.3 A

Abbildung 3. Die Uberlagerung der 10 energieirmsten Strukturen von
MBP zeigt die Auswirkung von PREs auf die Lésungsstruktur unter
Verwendung von NOEs zwischen ausschlieRlich austauschenden
Protonen, RDCs und Diederwinkel.

gen zwischen der PRE- und der NOE-basierten Struktur
(Abbildung 4). So ist zum Beispiel ein Bereich von ca. 10
Aminosdauren (Ser233 bis Asn241) in der NOE-Struktur
schlecht definiert, weil hier wenige NOEs auftreten.! In der
Kristallstruktur bildet dieser Bereich eine a-Helix.

In der Strukturrechnung unter Zuhilfenahme von aus-
schlieBlich PREs fiir die Reste 233 bis 241 entwickelte sich
eine helicale Anordnung (Abbildung4). Daher ist die
Struktur in dieser Region auch in Losung besser durch eine o-
Helix definiert als durch eine flexible Kette. Andere Abwei-
chungen zwischen der PRE- und der NOE-basierten NMR-
Struktur finden sich in den relativen Orientierungen einiger
Helices. Wegen der (r~®)-Abhingigkeit werden PREs in
Richtung kleinerer Abstéinde zu paramagnetischen Zentren
gemittelt. Daher zeichnet sich eine offene Proteinstruktur
durch hohe PREs aus. Dagegen neigen Strukturbestimmun-
gen auf der Grundlage von NOEs zur Zuweisung kompak-
terer Konformationen, weil die NOEs fiir kurze Abstinde
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Abbildung 4. Uberlagerung von Kristallstruktur (blau), NOE-basierter
(rosa) und mit PREs ermittelter NMR-Struktur (gelb) des Maltose-bin-
denden Proteins. Regionen mit gréfieren Abweichungen (links: die
Region zwischen Lys83 und Trp94 mit zwei a-Helices; rechts: Ser233-
Asn241 mit einer a-Helix in der Kristallstruktur, aber einer flexiblen
Kette in der NOE-basierten NMR-Struktur) sind hervorgehoben.

stark zunehmen. Diese Unterschiede zwischen NOEs und
PREs konnen genutzt werden, um konformative Heteroge-
nitdten in biologischen Makromolekiilen zu detektieren. In-
trinsisch ungeordnete Regionen zeigen durchgehend hohe
PREs.

Aufgrund der kleineren gyromagnetischen Konstante sind
die Relaxationserhohungen fiir Kohlenstoffkerne wesentlich
geringer als fiir Protonen. Dieser Effekt wurde eingesetzt, um
Informationen iiber Kerne nahe an einem paramagnetischen
Zentrum in einem Protein oder in der Néhe einer kovalent
gebundenen paramagnetischen Gruppe zu erhalten.'™ Nutzt
man, so wie bei unserer Methode, einen inerten paramagne-
tischen Zusatz, konnen die Groen der PREs einfach durch
Konzentrationsdnderung eingestellt werden, und es gibt keine
Signalausloschungen durch extreme Verbreiterungen.

Wir haben gezeigt, dass PREs von inerten paramagneti-
schen Losungsmittelzusidtzen es ermoglichen, die Strukturen
von kleinen und mittelgroen Proteinen nur unter Zubhilfe-
nahme von NOEs zwischen austauschenden Protonen auf-
zukldaren. Besonders bei groeren Molekiilen ist diese Me-
thode von Vorteil, da dort die NOE-Zuordnung schwieriger
ist. Die Aufnahme und Auswertung von PREs beruht nur auf
der sequenziellen Zuordnung ohne zusitzliche manuelle
Datenauswertung (wie bei NOEs). Die gezeigten PRE-
Strukturen konnten in einigen Tagen (Ubiquitin) oder
Wochen (MBP) berechnet werden. Diese Anwendung kann
fir Strukturbestimmungen eine grof3e Zeitersparnis bringen
und das GroBenlimit der NMR-spektroskopisch analysier-
baren Proteinstrukturen anheben.

Experimentelles

[Gd(dtpa-bma)] wurde aus dem kommerziellen Kontrastmittel Om-
niscan erhalten wie in Lit. [20] beschrieben. Die T}-Relaxationszeiten
fiir Protonen (nichtselektiv aufgenommen) wurden aus Serien von
HSQC-Spektren bestimmt. Die 7)-Relaxationszeiten fiir BC-Kerne
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erhielten wir aus CaCO- und CON-Experimenten,”* wobei wir eine
,Inversion-recovery“-Einheit zu Beginn der Pulssequenz verwende-
ten. Die PRE-Strukturen von Ubiquitin und MBP wurden in der
PDB-Datenbank unter den Zugangsnummern 2klg (Ubiquitin) und
2klf (MBP) hinterlegt.

Eingegangen am 14. Mai 2009,
verdnderte Fassung am 6. Juli 2009
Online verodffentlicht am 22. September 2009

Stichwérter: Maltose-bindendes Protein - NMR-Spektroskopie -
Paramagnetische Relaxation - Proteinstrukturen - Ubiquitin
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