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Membranproteine (vor allem Rhodopsin-dhnliche G-Protein
gekoppelte Rezeptoren (GPCRs)) sind von groBer biologi-
scher und medizinischer Bedeutung, da sie iiber 50%
(GPCRs 25 %) der Angriffspunkte gegenwartiger Wirkstoffe
darstellen.!'! Die Strukturbestimmung von Membranprotei-
nen ist allerdings duflerst anspruchsvoll: Zurzeit bilden sie
nur <1% der einmaligen Proteinstrukturen in der Protein-
Datenbank.””) Rontgenkristallographie hat wichtige Beitrige
zur Strukturbestimmung von Membranproteinen geleistet,”!
hat aber den Nachteil, dass die Proteine selten in ihrer nativen
Lipidumgebung kristallisiert werden oder unmodifiziert
bleiben. AuBlerdem sind freiliegende Peptidschleifen oft dy-
namisch und nicht sichtbar, oder sie sind an Kristallkontakten
beteiligt. NMR-Spektroskopische Studien von Membran-
proteinen in Losung sind auch auf eine unnatiirliche Deter-
genz-Umgebung angewiesen und nur fiir Proteine von limi-
tierter Grofle geeignet. Festkorper-NMR-Spektroskopie hat
dagegen den Vorteil, dass Membranproteine in einer natiir-
lichen Lipidumgebung untersucht werden kénnen.”! Zwar hat
Festkorper-NMR-Spektroskopie nicht die gleichen Ein-
schrinkungen beziiglich der Proteingrofe wie Losungs-
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NMR-Spektroskopie, jedoch ist die Signaliiberlagerung in
den Spektren grofler Proteine oft sehr stark und behindert
deren Untersuchung. In den letzten Jahren sind aber vor
allem fiir MAS-NMR-Spektroskopie (MAS: Rotation im
magischen Winkel) groBe methodische Fortschritte erzielt
worden, und erste Membranproteinstrukturen sind nun mit
diesem Verfahren bestimmt worden.”!

Hier zeigen wir, das Festkorper-MAS-NMR-Spektrosko-
pie rontgenkristallographische Studien von Sieben-Helix-
Membranroteinen ergédnzen kann, indem Strukturen von
Peptidschleifen validiert und neu definiert werden. Die
Struktur von Bacteriorhodopsin (bR) ist in diversen kristal-
linen zwei- (2D-) und dreidimensionalen (3D-)Umgebungen
bestimmt worden, und die groten Variationen zwischen den
Strukturen kommen in den Peptidschleifen vor.[! Resonan-
zen in diesen Regionen von bR sind mit Festkorper-MAS-
NMR-Spektren von U-[*C,”N]-markiertem bR in seiner
nativen Purpurmembranumgebung zugeordnet worden.
Durch Ableitung der ¢- und y-Diederwinkel von den che-
mischen Verschiebungen haben wir die Struktur mehrerer
Peptidschleifen in der Kristallstruktur validiert und bei
Konformationsunterschieden die Struktur neu berechnet.

Die Ab-initio-Zuordnung der Resonanzen in den Pep-
tidschleifen von bR wurde mit 2D-DARR-Spektren (15 und
50ms Mischzeiten) sowie 3D-NCACX- (20ms), 3D-
NCOCX- (20ms), 3D-CANCO- und 3D-CAN(CO)CX-
Spektren (45 ms) durchgefiihrt. Die Zuordnung der Peptid-
schleifen wurde dadurch erméglicht, dass ihre Resonanzen
generell gut aufgelost waren, anders als viele Resonanzen in
helikalen Bereichen, wo die Uberlagerung, vor allem von
Leucin- und Valinresonanzen, nicht aufgelost werden konnte.
Abbildung 1 zeigt als Beispiel die Zuordnung des Abschnitts
Met68-Gly72 in der BC-Schleife. Weitere 2D-Spektren und
Stripplots sind in den Hintergrundinformationen enthalten
(Abbildungen S1-3). Insgesamt haben wir etwa 55% der
Resonanzen in den Peptidschleifen zugeordnet und dabei
Reste in allen aufler der CD-Schleife abgedeckt. Aulerdem
konnten wir mehrere Reste in den Helices zuordnen (Ab-
bildung 2, Tabelle S2 der Hintergrundinformationen und
BMRB Accession code 17361). Interessanterweise sind Reste
aller Peptidschleifen (auBer der nicht zugeordneten CD-
Schleife) in unseren Kreuzpolarisations(CP)-Spektren sicht-
bar. Dieser Befund unterscheidet sich von dem beim senso-
rischen Rhodopsin II aus Natronomonas pharaonis (NpSRII),
wo die meisten Peptidschleifen nur in INEPT-Spektren zu
sehen waren,”) was einen hoheren Grad an Flexibilitiit in den
NpSRII-Peptidschleifen widerspiegelt. Unsere Beobachtun-
gen sind einer neuen Studie am Proteorhodopsin dhnlicher, in
der nur isolierte Reste in INEPT-Spektren sichtbar waren.®!
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Abbildung 1. Zuordnung von Met68-Gly72 mit NCACX- (schwarz, 20 ms Mischzeit), NCOCX-

(rot, 20 ms), CANCO- (orange) und CAN(CO)CX-Spektren (blau, 45 ms).

Abbildung 2. Binderdarstellung der 1QH]|-Kristallstruktur von bR. Zu-
geordnete Reste sind anhand ihrer von TALOS vorhergesagten Winkel
hervorgehoben: a-helikal (griin), B-Faltblatt (blau) oder ungewiss

(gelb).

Ein ®C,*C-INEPT-COSY-bR-Spektrum enthilt Resonanzen
mit chemischen Verschiebungen, die Random-Coil-Struktu-
ren zuzuordnen sind und von Aminoséduretypen stammen, die
mit dem N- und C-Terminus vereinbar sind (siche Abbil-
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(Abbildung S6 in den Hintergrundinfor-
mationen).!'” In der AB-Schleife haben
wir vier von sieben Resten zugeordnet;
die chemischen Verschiebungen sind in
guter Ubereinstimmung mit den Ver-
schiebungen in Losung. Die von TALOS + vorhergesagten
Diederwinkel fiir Ser35 befinden sich allerdings in der p-
Faltblattregion des Ramachandran-Diagramms, wéhrend die
Kristallstruktur den a-helikalen Bereich bevorzugt. Das (-
Faltblatt in der BC-Schleife der Kristallstruktur ist auch in bR
in Purpurmembranen présent, wo wir 12 von 18 Resten zu-
ordnen konnten. Fiir diese Peptidschleife sind wenige Lo-
sungs-NMR-spektroskopische ~ Zuordnungen vorhanden,
eventuell weil das B-Faltblatt den 'H->H-Austausch verhin-
dert. Die CD-Schleife ist sehr kurz, und leider war es nicht
moglich, eindeutige Festkorper-NMR-spektroskopische Ver-
schiebungen zuzuordnen. Wir haben drei von vier Resten in
der kurzen DE-Schleife zugeordnet, und die TALOS + -Di-
ederwinkel stimmen gut mit denen der Kiristallstrukturen
iiberein. Losungs-NMR-Spektroskopiedaten sind nicht vor-
handen. Die EF-Schleife nimmt in den Kristallstrukturen von
bR unterschiedliche Konformationen an. In einigen Kristall-
strukturen ist sie in Kristallkontakte eingebunden, und in
mehreren Strukturen sind die Reste 157-161 nicht sichtbar.
Die Zuordnung von Phel56-Ser158 zeigt allerdings, dass
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Abbildung 3. Die AB-Schleife von bR; grau: 1QH]-Kristallstruktur, cyan: die zehn Strukturen mit der niedrigsten
Energie, die anhand der TALOS + -Diederwinkel mit XPLOR errechnet wurden. Seitenkettenkonformationen und
Ramachandran-Diagramme sind fiir Gly33—-Pro37 eingezeichnet: 1QH]-Kristallstruktur (blauer Stern), TALOS +-

Winkel (rotes Quadrat), XPLOR-Ensemble (schwarze Kreise).

diese Reste in der Purpurmembran eine helikale Struktur
annehmen und nicht sehr dynamisch sind. In Losung wurden
fir die Reste 153-159 mindestens zwei Konformationen
identifiziert, und die Ca/Cp/C'-Verschiebungen unterschei-
den sich um mehrere ppm von denen in der Purpurmembran.
Die EF-Schleife hat offensichtlich die Fihigkeit, unter be-
stimmten Bedingungen relativ mobil zu sein, aber in der
Purpurmembranumgebung, die wir hier mit Festkorper-
NMR-Spektroskopie untersucht haben, scheint sie ver-
gleichsweise steif zu sein. Wegen fehlender Zuordnungen
konnen wir derzeit nicht bestimmen, ob die Reste 159-164
auch im Festkorper dynamisch sind. Die von TALOS + vor-
hergesagten Diederwinkel fiir die sieben zugeordneten Reste
der neun Reste langen FG-Schleife sind in guter Uberein-
stimmung mit den Winkeln in den Kristallstrukturen. Ver-
gleiche mit Losungsdaten sind fiir diese Reste nicht méoglich.

Die Struktur der AB-Schleife wurde auf Grundlage der ¢-
und 1-Winkel, die mit TALOS + fiir Ser35 und Asp36 vor-
hergesagt wurden, neu berechnet. Das Resultat ist eine Mo-
difikation der Ser35-Winkel, die durch eine Veridnderung der
¢- und y-Winkel von Gly33 ausgeglichen wird (Abbildung 3
und Abbildung S8 in den Hintergrundinformationen). Zwar
ist es unwahrscheinlich, dass diese Unterschiede fiir die
Funktion von bR von Bedeutung sind, sie zeigen aber, dass
Konformationsunterschiede zwischen einem Membranprote-
in in einem Kristall und in der nativen Lipidumgebung be-
obachtet werden konnen und die Struktur mit Festkorper-
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Hier haben wir gezeigt,
wie Festkorper-MAS-
NMR-Spektroskopiedaten
eines groBen  Sieben-
Helix-Membranproteins in
seiner nativen Membran
genutzt werden konnen,
um die Struktur (mogli-
cherweise verformter)
Peptidschleifen in Kiris-
tallstrukturen oder Daten,
die mithilfe von Losungs-
NMR-Spektroskopie  in
alternativer ~ Umgebung
aufgenommen wurden, zu
erginzen und zu verifizieren. Wenn die chemischen Ver-
schiebungen auf Unterschiede in der Konformation hinwei-
sen, kann eine alternative Peptidschleifenstruktur in Uber-
einstimmung mit den Festkorper-NMR-Spektroskopiedaten
errechnet werden. Die Ermittlung neuer GPCR-Kristall-
strukturen in den letzten Jahren ist nur dadurch erméglicht
worden, dass thermostabilisierende Mutationen, Komplexe
mit Antikérperfragmenten oder Konstrukte mit zusétzlichen
Proteinen in einer Peptidschleife gebildet wurden, um die
Kristallisation zu fordern.' Unser Ansatz kann wichtige
komplementédre Informationen iiber die native Struktur der
Peptidschleifen in Wildtypproteinen liefern, in An- wie Ab-
wesenheit niedermolekularer Liganden oder Proteine, die an
Signaliibertragung beteiligt sind.
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Experimentelles

NMR-Proben wurden wie in der Literatur beschrieben prapariert.['’!
2D-DARR-M sowie 3D-NCACX und 3D-NCOCX-NMR-Spek-
tren" wurden auf einem 800-MHz('H-Frequenz)-Varian/Magnex-
Infinity-Plus-NMR-Spektrometer mit einem 3.2-mm-HCN-Balun-
Probenkopf (mit MAS-Raten von 10.776 kHz (DARR) oder
10.0 kHz (NCACX, NCOCX) und einer eingestellten Temperatur
von —10°C) aufgenommen. 3D-CANCO und 3D-CAN(CO)CX-
Spektren (45ms DARR-Mischzeit)!'¥ wurden auf einem 500-
MHz('H-Frequenz)-Varian-Infinity-Plus-Spektrometer mit einem
3.2-mm-HCN-Balun-Probenkopf (mit einer MAS-Rate von
11.111 kHz und einer eingestellten Temperatur von —25°C) aufge-
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nommen. Daten wurden mit NMRPipe!””! prozessiert und mit

CCPNmr Analysis!"® analysiert. Weitere Details zur Akquisition und
Prozessierung der Daten sind in den Hintergrundinformationen
enthalten.

Strukturrechnungen wurden mit XPLOR-NIH!"! durchgefiihrt.
Die 1QHJ-Kristallstruktur®! wurde als Anfangsstruktur verwendet,
und alle Atome aufler denen in der AB-Schleife wurden fixiert. Zu-
sitzlich zu den von TALOS + bestimmten Winkeln!” wurde eine
Diederwinkel-Datenbank eingesetzt.”!! Weitere Details finden sich in
den Hintergrundinformationen.

Eingegangen am 28. Januar 2011,
verdnderte Fassung am 27. April 2011
Online veroffentlicht am 18. Juli 2011
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