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Festkorper-NMR-Spektroskopie mit Protonendetektion an fibrillaren
Proteinen und Membranproteinen**
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Miguel Lopez del Amo, Stefan Markovic, Liselotte Handel, Brigitte Kessler, Peter Schmieder,
Dieter Oesterhelt, Hartmut Oschkinat* und Bernd Reif*

Strukturinformationen sind der Schliissel zum Verstdndnis
von biologischen Prozessen. Unlosliche Proteine wie Mem-
branproteine und Amyloidfibrillen bilden eine grofle Klasse
von Proteinen, die in der Proteindatenbank (PDB) unterre-
préasentiert ist. Momentan beziehen sich lediglich 7% aller
Eintrdge der PDB (Gesamtzahl aller Eintrédge: 66161; http://
www.rcsb.org, November 2010) auf entweder ein Membran-
protein (4994 Eintrdge) oder eine Amyloidfibrillenstruktur
(67 Eintriage). Dadurch, dass viele Medikamente an Mem-
branproteinen angreifen, die z.B. eine Rolle bei der Signal-
transduktion spielen, sind Strukturinformationen duBerst
wichtig, um ein besseres Verstdndnis der zugrundeliegenden
biochemischen Mechanismen zu erlangen. Im Unterschied
zur Rontgenkristallographie und zur Losungs-NMR-Spek-
troskopie bietet die Festkorper-NMR-Spektroskopie die
Moglichkeit einer Betrachtung von Membranproteinen in
ihrer nativen Umgebung. Es ist offensichtlich, dass die Li-
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pidumgebung einen Einfluss auf ihre Funktion und Struktur
haben kann.”) Jedoch werden rontgenkristallographische
Strukturen in kubischen Lipidphasen nicht ohne Weiteres
erhalten.P! Die Elektronenmikroskopie ist in der Lage, Bilder
in nativer Umgebung zu liefern, dabei wird aber nur eine
vergleichsweise niedrige Auflosung erreicht. Auch wenn
»Nano-disc“-Priaparationen die Aufnahme von Losungs-
NMR-Spektren in einem nativ-artigen Kontext ermogli-
chen,! ist das Molekulargewicht der resultierenden Kom-
plexe bereits im kritischen Bereich fiir herkommliche Zu-
ordnungsexperimente.

Durch Festkorper-NMR-Experimente mit Rotation im
magischen Winkel (magic angle spinning, MAS) konnten
bisher nur wenige isotopenmarkierte Membranproteine cha-
rakterisiert werden, so z.B. Proteorhodopsin,[(’] VDAC" und
Phospholamban.[8'9] Fibrilldire Proteine, die eine entschei-
dende Rolle bei vielen neurologischen Krankheiten wie der
Parkinson- oder Alzheimer-Krankheit spielen, sind fiir her-
kommliche Methoden zur Strukturbestimmung nicht zu-
géanglich und konnten bislang nur indirekt analysiert werden,
z.B. durch Losungs-NMR-Spektroskopie unter Verwendung
von H-D-Austausch.!'” Vor kurzem ist die Struktur der
Priondomine von HET-s gelost worden.'"'?! Interessanter-
weise ist, obwohl hoch aufgeloste Spektren bestimmter Sys-
teme wie HET-s und des humanen Prionproteins!® zuging-
lich sind, die spektrale Auflosung im Fall von Amyloidfibril-
len aus dem Alzheimer-B-Amyloid-Peptid'*! und o-Synu-
klein!"*'"! begrenzt.

Im Unterschied zur Losungs-NMR-Spektroskopie sind
die Lebensdauern der Kohédrenzen im Festzustand nicht von
der molekularen Taumelbewegung abhingig, weshalb die
Technik theoretisch bei Proteinen mit hoherem Molekular-
gewicht anwendbar ist. Ganz offensichtlich konnen breite
NMR-Resonanzen auf eine Probenheterogenitét zuriickge-
hen. Doch die Préparation von biologischen Proben wird
zunehmend zur Routine und ist, nach griindlicher Optimie-
rung, nicht der Hauptfaktor, der letztlich die Spektrenqualitét
bestimmt. Zusétzliche Beitrdge zur Resonanzlinienbreite er-
geben sich aus den anwendbaren Heterokern-Entkopp-
lungsfeldern und Temperaturschwankungen innerhalb des
Probenvolumens oder im Lauf des Experiments. Durch Ent-
kopplung induzierte Wérme ist signifikant fiir protonierte
Proben, selbst dann, wenn Probenkopfe verwendet werden,
mit denen elektrische Felder im Probenvolumen ausge-
schlossen werden sollen." Erhitzung kann zudem die Stabi-
litdt der Probe und dadurch die spektrale Auflosung beein-
trachtigen. Diese Schwierigkeiten konnen umgangen werden,
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wenn  vollstandig  deuterierte  Proteine  verwendet
werden.'”?!l Die Eliminierung eines GroBteils der starken
'H,'H-Dipolwechselwirkungen erhilt nur die schwachen, ge-
wollten Kopplungen. Einer potenziellen Linienverbreiterung
durch Mobilitédt auf der ns- bis ps-Zeitskala kann durch Ver-
wendung von TROSY-artigen Experimenten im Festkorper
entgegengewirkt werden.”? Die Verfiigbarkeit eines zusitz-
lichen Kerns fiir die Dispersion chemischer Verschiebungen
erhoht die Verlisslichkeit der Resonanzzuordnung®®! und
ermoglicht die Bestimmung von weiten Distanzen zwischen
schwach gekoppelten Spins, was wiederum niitzliche Rand-
bedingungen fiir die Strukturrechnung erbringt.?-**> Da fiir
deuterierte Proben keine starke Protonenentkopplung er-
forderlich ist, kann eine paramagnetische Relaxationsver-
starkung (paramagnetic relaxation enhancement, PRE) ver-
wendet werden, die extrem hohe Wiederholungsraten fiir das
Experiment ermdglicht."®%! Bislang sind hoch aufgeldste
Spektren mit 'H-Detektion im Festkérper nur fiir mikro-
kristalline Proteine prisentiert worden.!'”?”! Hier zeigen wir,
dass nichtkristalline deuterierte Membranproteine und Am-
yloidfibrillen hoch aufgeloste Protonenspektren ergeben, die
beziiglich ihrer Qualitdt mit denjenigen mikrokristalliner
Proteine vergleichbar sind. Fiir die Experimente wurden
Proben des fibrilliren Alzheimer-B-Amyloidpeptids AR,
des a-helikalen Membranproteins Bakteriorhodopsin und des
B-FaBes des duBeren Membranproteins G (outer membrane
protein G, OmpG) verwendet.

Amyloidogene fibrilldre Proteine stellen die gro3te Her-
ausforderung fiir die Spektroskopie dar, da die Probe eine
grole Zahl verschiedener Strukturpolymorphe enthalten
kann.['*121 Konformationsunterschiede werden beobachtet,
sogar wenn Fibrillisationskeime eingebracht werden und die
Pufferbedingungen optimiert werden (pH, Salzgehalt, Tem-
peratur).®® Folglich konnen Resonanzen inhomogen ver-
breitert sein, was der Empfindlichkeit abtréglich ist. Um zu
zeigen, dass der Deuterierungsansatz erfolgreich fiir nicht-
kristalline Systeme verwendet werden kann, haben wir Am-

yloidfibrillen aus dreifach isotopenmarkiertem Alzheimer-f3-
Amyloidpeptid Ap'™ gebildet.”! Die Strukturen wurden auf
der Basis von Fibrillisationskeimen in mehreren Iterationen
geziichtet (siehe Details in den Hintergrundinformationen).
Wihrend der Priaparation wurde die Probe kontinuierlich in
Bewegung gehalten, um das Fibrillenwachstum zu beschleu-
nigen. Die Fibrillen, die auf diese Art und Weise erhalten
wurden, sind sehr homogen (gemiB ihres Erscheinungsbilds
unter dem Elektronenmikroskop) und bestehen zumeist aus
spiralformig gedrehten Fibrillen mit ca. (130=+20) nm
Ganghohe (Abbildung 1A). Eine reprisentative 2D-H,N-
Korrelation ist in Abbildung 1B gezeigt. Typische Linien-
breiten sind in der GroBenordnung von 90-220 Hz fiir 'HY
und von 30-50 Hz fiir ®N. Obwohl das H,N-Korrelations-
spektrum deutlich iiberlappende Signale zeigt, sind die ent-
sprechenden '*C-editierten 3D-Experimente gut aufgelost
(Abbildung S3). Die Auflosung in der “N,*CO-Ebene er-
scheint im Vergleich zu der Auflosung, die in der 'H,"N-
Projektion erreicht wird, giinstiger. Sequenzielle Zuordnun-
gen wurden iiber HNCO/HNCACO-P! und optimierte
HNCACB/HNCA-Experimente™ mit Protonendetektion
erhalten (Abbildung 1C; die entsprechenden Pulsschemata
sind in den Hintergrundinformationen aufgefiihrt). Mit
diesem Ansatz waren wir in der Lage, die Reste A21-V39 in
AP zuzuordnen. Den N-Terminus des Peptids (Reste 1-10)
betreffend ist eine signifikante Linienverbreiterung be-
schrieben worden.”! AuBerdem sind die “C-Linienbreiten
fiir die Reste 10-20 systematisch hoher (um ca. 25 %) als fiir
die C-terminalen Reste, was die Zuordnung dieser Reste
schwierig macht.

Ein zweites System, das wir verwendet haben, um die
Methode zu validieren, ist das duBere Membranprotein G
(OmpG), das eine Rolle fiir die Aufnahme von groBen Oli-
gosacchariden in Gram-negative Bakterien spielt.” Im Un-
terschied zu Priparationen von Ap'™-Fibrillen, deren
strukturelle Homogenitét schwer zu kontrollieren ist, konnen
2D-Kristalle von in nativer Lipidumgebung rekonstituiertem
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Abbildung 1. MAS-Festkdrper-NMR-Experimente mit einer perdeuterierten Fibrillenprobe des Alzheimer-Peptids AB'™. A) Reprasentatives EM-Bild
der Fibrillen, die fiir die NMR-Experimente verwendet wurden. B) 2D-H,N-Korrelation der AB'*-Fibrillen. C) Strip-Plots eines HNCA- (blau) und
HNCACB-Experiments mit Protonendetektion, die die sequenzielle Zuordnung zwischen den Resten L34 und G38 zeigen (schwarz und rot fiir
positive bzw. negative Konturlinien). Alle Experimente wurden bei etwa 25°C und einem Magnetfeld von 14.1 T mit 20 kHz MAS aufgenommen.
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Abbildung 2. Das (-Faf-Porin OmpG. Vergleich von 2D-H,N-Korrelationen einer perdeuterierten, partiell mit Protonen riickgetauschten Probe, die
mithilfe von deuterierten Lipiden im festen Zustand mit einem Magnetfeld von 19.97 T bei einer effektiven Temperatur von 25 °C erhalten wurden
(A) und einem Lésungs-NMR-TROSY-Spektrum (B, fiir 21.14 T und 27°C). Fiir die Losungs-NMR-Probe werden 'H"-Linienbreiten von 15-20 Hz
beobachtet (50-80 Hz im Festksrperspektrum). Lésungs-NMR-Spektren wurden mit OmpG aufgenommen, das durch Dodecyl-B-b-Maltosid solu-
bilisiert war. C) EM-Bild von 2D-Kristallen aus in Lipiddoppelschichten rekonstituiertem OmpG. D) Struktur von OmpG in Tensidmicellen (PDB:

2)QY) B

OmpG mit hohem Ordnungsgrad erhalten werden. Das wird
deutlich in der Elektronenmikroskopie(EM)-Projektions-
struktur®! sowie in den C,'*C-Korrelationsspektren,® die
hervorragende Qualitdt aufweisen und vergleichbar sind mit
den Spektren einer mikrokristallinen Proteinpridparation
(siehe die Hintergrundinformationen).

Ein représentatives H,N-Korrelationsspektrum fiir eine
Probe mit perdeuteriertem OmpG, das in perdeuterierten E.-
coli-Lipiddoppelschichten in einem Puffer mit 70 % D,O und
30% H,O rekonstituiert wurde, ist in Abbildung 2 A gezeigt.
Der Riickaustausch von Protonen wurde wéihrend Riickfal-
tung aus einer Harnstoff-denaturierten Proteinpréiparation
bewirkt (siche die Hintergrundinfor-

(bR).P bR ist eine bakterielle Protonenpumpe, urspriinglich
gefunden in den Purpurmembranen von H. salinarium, die im
Dunkeln die beiden Konformationszustinde bRyss und bR
annimmt (im Verhiltnis 60:40)."” Im Fall von bR finden wir
signifikant besser aufgeloste Spektren im festen Zustand
(Abbildung 3). Die 'H,"*N-Linienbreiten sind vergleichbar
mit denen fiir mikrokristalline Proteinpraparationen (SH3-
Domiine von a-Spektrin). Querschnitte entlang der *N- und
"H-Dimension fiir ein reprisentatives Signal sind in Abbil-
dung 3D gezeigt. Statt der erwarteten 2 x250 Resonanzen
beobachten wir jedoch nur ca. 100 Kreuzsignale. Wir ver-
muten, dass vor allem Resonanzen von Resten in dem fiir

mationen). Es ist offensichtlich, dass
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lengebundenen Zustand und in der
Lipidumgebung hochst vergleichbar
sind.

Das dritte Beispiel, das wir her-
angezogen haben, um den Deuterie-
rungsansatz zu demonstrieren, be-
zieht sich auf das a-helikale Mem-
branprotein Bakteriorhodopsin

Angew. Chem. 2011, 123, 4601-4605

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Abbildung 3. Bakteriorhodopsin (bR) aus der Purpurmembran von H. salinarium. A) Festkorper-
NMR-H,N-Korrelation von perdeuteriertem bR in Purpurmembran nach Riickaustausch von 10%
Protonen an austauschbaren Stellen. Das Spektrum wurde tiber 6 h bei 16.44 T und ca. 25 °C aufge-
nommen. B) Lésungs-NMR-TROSY-Korrelation von tensidsolubilisiertem bR.F# Lésungs-NMR-
Spektren wurden unter Verwendung von bR aufgenommen, das durch Dodecyl-3-p-Maltosid solubi-
lisiert war. C) Struktur von bR in der Lipiddoppelschicht (PDB: 1C3W).*? D) Querschnitte aus (A)
an den mit gestrichelten Linien markierten Stellen. Die Linien im Festkérperspektrum kénnen in
der N- und der 'H-Dimension bis zu 9 bzw. 30 Hz schmal sein.
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Wasser zugédnglichen Kanal beobachtbar sind. Resonanzen
von Resten in flexiblen Schleifen werden vermutlich nicht
beobachtet, da Experimente mit dipolarem und skalarem
Polarisationstransfer vergleichbare Spektren ergeben. Im
Unterschied zu OmpG wurden austauschbare Deuteronen
hier durch Inkubation bei pH 10 iiber einen Zeitraum von 3—
4 Wochen riickgetauscht. Diese Bedingungen scheinen nicht
ausreichend zu sein, um alle austauschbaren Protonen im
Kern der Proteinstruktur zu tauschen. In Zukunft wird dieser
praparative Engpass durch Markierungsmuster umgangen
werden, bei denen Protonen zufillig an nichtaustauschbaren
Stellen verteilt sind.”!

Das Losungs-NMR-Spektrum des tensidsolubilisierten
bR (Abbildung 2B) enthilt fehlgefaltetes Protein, das Si-
gnale fiir HY-Protonen bei ca. 0 =8.4 ppm zeigt. Diese Re-
sonanzen erscheinen im Fall der Festkorper-NMR-Probe
nicht, was die Bedeutung einer nativen Lipidumgebung fiir
die Charakterisierung von Membranproteinen unterstreicht.

Tabelle 1 zeigt die experimentellen T,-Relaxationszeiten
fiir 'HY, "N und "*CO fiir eine Probe von fibrillirem AR im
Vergleich zu denen fiir eine mikrokristalline Probe der SH3-
Doméne von a-Spektrin bei gleicher Temperatur. Die
durchschnittlichen T,-Zeiten in AP sind um ca. 30%
kiirzer. Obwohl der hohe f3-Faltblatt-Anteil prinzipiell eine
hohe Dispersion der chemischen Verschiebungen bewirken
sollte, ist die effektive Auflosung in den 2D-H,N-Korrelati-
onsspektren von OmpG (280 Aminosduren) im Festkorper
begrenzt. Dies ist durch die experimentelle Linienbreite in
der GroBenordnung von (101+31)Hz fiir 'H und (53 +
23) Hz fiir N bedingt. Wir stellen fiir OmpG-Proben, die in
deuterierten und protonierten Lipiden rekonstituiert wurden,
keine groBen Unterschiede in der Auflosung fest. Zum Ver-
gleich dazu sind die Linienbreiten einer mikrokristallinen
Préiparation der o-Spektrin SH3-Doméne in der Grofen-
ordnung von 25 Hz fiir 'H und 15 Hz fiir "N.*! Die experi-
mentellen homogenen Linienbreiten fiir OmpG sind in der
GroBenordnung von 30 Hz sowohl fiir 'H als auch fiir °N

Tabelle 1: "H,">N-T,-Relaxationszeiten, theoretische und experimentelle Linienbreite fiir eine Probe von
-Fibrillen, das dufere B-Fass-Membranprotein OmpG und mikrokristallines a-

perdeuterierten AR

Spektrin SH3.E

(Tabelle 1). Unter diesen Umstidnden sind dipolare H,N-
Magnetisierungstransfers im Vergleich zu skalaren Transfers
deutlich effektiver. Auf der anderen Seite deutet eine gerin-
gere homogene Linienbreite im Vergleich zur experimentel-
len Linienbreite auf einen gewissen Grad an konformativer
Heterogenitit hin. Da die Protonendichte vergleichbar mit
der in der SH3-Préiparation ist, vermuten wir, dass der Un-
terschied zwischen den homogenen Linienbreiten fiir OmpG
und a-Spektrin SH3 durch Unterschiede in der Molekiildy-
namik zu erkldren ist. Die 'H,"’N-Restlinienbreite im Fall von
OmpG wird demnach durch eine langsame Rotation um eine
Achse in der Lipiddoppelschicht bestimmt. Hier konnte eine
rotatorische Korrelationszeit auf der ps-Zeitskala zu erwarten
sein,[*42]

Ahnlich wie fiir OmpG finden wir fiir AR'™, dass die
transversalen Relaxationszeiten 7, in einem Echo-Experi-
ment systematisch ldnger sind, als auf Grundlage der beob-
achteten Linienbreiten zu erwarten wire (Tabelle 1). Der
groBere Teil dieser Diskrepanz geht hier auf Probenhetero-
genitdt zuriick. Interessanterweise scheint die erhaltene
Auflésung in den Heterokern-Dimensionen wie *CO und "°N
besser zu sein als in der 'H-Dimension (Abbildung S3). Dies
konnte am grofleren gyromagnetischen Verhéltnis von Pro-
tonen liegen und an der Tatsache, dass diese auf strukturelle
Heterogenitit mit hoherer Empfindlichkeit ansprechen. Zu-
sétzlich sind die Echo-T),-Zeiten kiirzer als fiir die a-Spektrin-
SH3-Domaéne. Fiihrt man sich die vergleichbare Protonen-
dichte der zwei Proben vor Augen, ist anzunehmen, dass die
kiirzere T,-Zeit teilweise auf dynamische Prozesse zuriick-
geht. Wir finden keine differentielle Relaxation fiir die
Spinzustinde “N-Ha und N-Hf (Abbildung S5) in AR-
Fibrillen bei 20°C. Dies lisst darauf schlieBen, dass Prozesse
auf der ns- bis ps-Zeitskala bei dieser Temperatur nicht die
Ursache der beobachteten Linienverbreiterung sind. Ein dy-
namischer Austausch zwischen l6slichen und nichtloslichen
Aggregationszustidnden ist jedoch in der Vergangenheit be-
obachtet worden.**! Daher vermuten wir, dass die Unter-
schiede zwischen transversaler Re-
laxation von Ap'*-Fibrillen und
mikrokristallinen Proteinen auf
einen chemischen Austausch zu-

N ] s s riickgehen.
HY T, H LB NT, N LB .
Zusammengefasst haben wir
[ms] ber.[Hz]  exp.[Hz] [ms] ber.[Hz]  exp.[HZz] B .
. gezeigt, dass Perdeuterierung und
OmpG in - partieller Riickaustausch von aus-
protonierten Lipiden®™ 68405 46.84+3.4 121+42 10.0+£1.0 31.8+3.2 60434 tauschbaren Protonen erfolereich
deuterierten Lipiden®™  92+£1.0 346438 101431 11.14£23 287462 53423 g
zur Untersuchung von Membran-
AR 82402 388+1.0 170447 135402 23.6+£03 338+£10 proteinen und Amyloidfibrillen im
festen Zustand eingesetzt werden
a-Spektrin SH3H 124+09 257418 25+£5 21.8+3.3 14.6+22 1543 konnen. Das vorgestellte Isotopen-

[a] T, wurde durch ein Echo-Experiment fiir die Amidresonanzen mit einem 180°-Puls in der Mitte des
inkrementierten Delays erhalten. Die SH3-Domine ebenso wie die AR'™’-Fibrillenprobe wurden in
Gegenwart von 75 mm [Cu(edta)] prépariert, die OmpG-Priparation mit 30% Protonen an austausch-
baren Stellen enthielt dagegen keinen Metallchelatkomplex. Alle Relaxationswerte wurden fiir eine ef-
fektive Temperatur von 25 °C bestimmt. [b] Relaxationszeiten fiir OmpG-Proben wurden ohne [Cu (edta)]
bestimmt. Wie bereits gezeigt,'® beeinflusst eine paramagnetische Relaxationsverstirkung (PRE) nur
die longitudinale Relaxation, |dsst jedoch die transversale Relaxation und die Linienbreiten weitgehend
unberiihrt. [c] Relaxationszeiten fir AB™™ und a-Spektrin SH3 beziehen sich auf einen Protonierungs-
grad von 25% an austauschbaren Stellen. Diese Proben wurden in Gegenwart von 75 mm [Cu(edta)]
fibrillisiert.
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markierungsmuster trdgt zu hoher
Empfindlichkeit bei und ermoglicht
Protonendetektion und Korrelati-
onsexperimente unter Beriicksich-
tigung von 'H-, "'N- und "*C-Reso-
nanzen. Die Miteinbeziehung von
"H-Verschiebungen ergibt eine zu-
verléssigere Zuordnung von Prote-
inriickgrat-Resonanzen und fiihrt
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zu einer signifikant groeren Vielfalt von anwendbaren Ex-
perimenten zur Charakterisierung von Proteinstruktur und
-dynamik fiir eine Vielzahl von pharmakologisch wichtigen
Zielmolekiilen.
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