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7' H elix-Transmembranproteine (7-TM-Proteine) bilden
eine biologisch wichtige Klasse von Membranproteinen. Die
prominentesten Vertreter dieser Klasse sind die G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (GPCRs), die an der Signalleitung
vom extrazelluldiren Raum in die Zelle hinein beteiligt sind
und daher eine zentrale Rolle in der Biologie spielen. So
greifen z.B. etwa 30% aller Medikamente an GPCRs an.
Trotz ihrer immensen Bedeutung sind erst wenige hochauf-
geloste Strukturen dieser Proteine bekannt, auch wenn im
letzten Jahrzehnt signifikante Fortschritte vermeldet werden
konnten. Den Anfang machte die rontgenkristallographisch
geloste Struktur von Rhodopsin im Jahr 2000.1 Weitere
Beispicele sind die 1- und 2-Adrenorezeptoren sowie die
Dopamin-D3-, Adenonsin-A,,-, Histamin-H1- und Chemo-
kin-CXCR4-Rezeptoren.?

Die NMR-Spektroskopie benoétigt keine Einkristalle und
kann daher im Prinzip auch auf Proteine angewendet werden,
die flexible Regionen enthalten. Es besteht daher die Er-
wartung, dass diese Technik viel zu unserem Verstdndnis von
Rezeptoren beitragen kann. Neben der reinen Strukturin-
formation bietet die NMR-Spektroskopie auch Einsichten in
dynamische Prozesse innerhalb eines Proteins, welche oft in
engem Zusammenhang mit der biologischen Funktion stehen.
Nichtsdestotrotz wurden bisher erst wenige Membranprote-
instrukturen mithilfe von NMR-Spektroskopie aufgeklart,
was hauptsdchlich auf viele technische Probleme zuriickzu-
fithren ist, welche die Experimente erschweren, die Qualitét
der Spektren verschlechtern und damit auch ihre Analyse
verkomplizieren.

Aus technischer Sicht miissen Membranproteine in einem
geeigneten membranédhnlichen Medium eingebettet sein,
damit sie der NMR-Spektroskopie iiberhaupt erst zugénglich
werden. Oft wurden Tensidmicellen, Bicellen oder soge-
nannte ,,mini-disks* zu diesem Zweck verwendet.”! Die zu-
satzliche Tensidhiille erhoht das Molekulargewicht betricht-
lich, was oft direkt zu einer Verschlechterung der Qualitét der
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Spektren beitrdgt. Bisherige Losungs-NMR-Studien mit
GPCRs ergaben, dass die Signale der TM-Helices, anders als
die der Loops und Termini, oft nicht sichtbar waren.*!

Im Jahr 2010 veroffentlichten Nietlispach und Mitarbeiter
die Struktur von sensorischem Rhodopsin in Losung.*” Das
Protein besitzt die 7-TM-Architektur der GPCRs, ist aber
nicht an ein G-Protein gekoppelt. Diese Arbeit zeigte damit
erstmals eindeutig, dass die Strukturbestimmung von 7-TM-
Proteinen durch NMR-Spektroskopie méglich ist und auch
Resultate in einer Qualitit liefern kann, die jener der Ront-
genkristallographie vergleichbar ist.

Kiirzlich veroffentlichten nun Reckel et al. die Losungs-
struktur von Proteorhodopsin.® Proteorhodopsin, das erst im
Jahr 2000 entdeckt wurde, ist der Photorezeptor von marinem
Bakterioplankton und einiger Eukaryoten und ist homolog zu
Bakteriorhodopsin. Beide Proteine wirken als lichtbetriebene
Protonenpumpen. Uberraschenderweise war bislang trotz
betrachtlichem Aufwand keine Kristallstruktur von Proteo-
rhodopsin verfiigbar, und die neue NMR-Struktur stellt daher
einen herausragenden Fortschritt auf dem Gebiet der Struk-
turbiologie von Membranproteinen dar. Die Resonanzen des
Peptidriickgrats und weiter Teile der Seitenketten konnten
nahezu vollstidndig zugeordnet werden. In Photolyse-Experi-
menten wurde aullerdem gezeigt, dass das Protein in einem
aktiven Zustand vorliegt. Die insgesamte Faltung stimmt mit
dem iiberein, was man anhand von homologen Proteinen er-
wartet. Interessanterweise findet man im ersten extrazellu-
laren Loop, der die zweite und dritte TM-Helix verbindet,
keinerlei Sekundirstrukturelemente. Die Tatsache, dass man
an gleicher Stelle in Bakteriorhodopsin, sensorischem Rho-
dopsin und Xanthorhodopsin ein kurzes antiparalleles (-
Faltblatt findet, verdeutlicht die Wichtigkeit detaillierter
Strukturinformationen, auch wenn solche schon fiir homolo-
ge Proteine vorliegen.

Die Strukturaufklarung des Proteorhodopsins ist das Er-
gebnis langjahriger Bemithungen mehrerer Forschungsgrup-
pen. Dies fithrt uns zur Frage, warum Strukturen solcher
Proteine in Losung so schwer zu bestimmen sind. Erstens ist
die Expression und Aufreinigung von helikalen Membran-
proteinen schwierig, und es konnen nur geringe Ausbeuten
erzielt werden.®*! Dariiber hinaus verlangen NMR-Experi-
mente nach verschiedenen Arten von Isotopenmarkierungen.
Die Notwendigkeit von “H,”C- und "“N-Markierungen
schliet die Verwendung der bei Kristallographen beliebten
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Insektenzellen fiir die Expression praktisch aus. Hohe Deu-
terierungsgrade sind in vivo nur in E. coli™ und Pichia pas-
toris™ moglich. In der vorliegende Studie wurde dagegen
eine zellfreie Expressionsmethode verwendet, die eine Ex-
pression in vitro ermdglicht. Auf diese Weise werden Pro-
bleme der Zelltoxizitit oder der Uberbeanspruchung des
Membrantranslokationssystems, wie sie bei In-vivo-Metho-
den oft auftreten, vermieden.'” Dariiber hinaus kénnen mit
dieser zellfreien Methode auch speziell markierte Amino-
sduren in Proteine eingefiihrt werden, ohne Isotopen-
scrambling oder metabolische Modifikationen befiirchten zu
miissen. Die kiirzlich eingefiihrte SAIL-Markierungstech-
nik!™! verwendet chemisch stereoselektiv synthetisierte
Aminosduren, in denen die Protonen einer der beiden
prochiralen Methylgruppen in Val und Leu, eines der zwei
Methylenprotonen und die meisten der Ringprotonen der
aromatischen Aminosduren durch Deuterium ersetzt sind
(Abbildung 1). So kann der Gesamtgehalt an Protonen (und
damit die Beitrdge zur transversalen Relaxation) erheblich
verringert werden. Ebenfalls konnen so stereospezifische
Zuordnungen gemacht werden, die am Ende die Prézision der
berechneten Strukturen erhohen. Im Fall von Proteorho-
dopsin wurden die klassischen NOEs durch Distanzein-
schrinkungen aus paramagnetischen Relaxationverstidrkun-
gen (PREs)!" mittels positionsspezifisch eingefiihrter para-

Abbildung 1. Oben: Markierungsmuster nach der SAIL-Methode.
Schwarze Punkte bedeuten *C Markierungen. Unten: Verwendete Dis-
tanzeinschrankungen: NOEs (links), PREs (Mitte) und RDCs (rechts).

magnetischer Markierungen sowie durch dipolare Rest-
kopplungen (RDCs)!"™! ergiinzt.

Dank der kombinierten Anwendung dieser Methoden
gelang es, diese anspruchsvolle Strukturbestimmung des
Proteorhodopsins zu meistern. Jedoch sind diese Methoden
schon langer bekannt, und so stellt sich die Frage, warum dies
erst die zweite Strukturaufkldarung eines 7-TM-Proteins in
Losung ist. Mangelnde Anstrengungen sind sicher nicht die
Ursache — vielmehr sind es die inhdrenten Schwierigkeiten,
die mit diesen Proteinen verbunden sind, die eine Untersu-
chung erschweren. So erfordert z.B. die Herstellung eines
aktiven Proteinzustands eine betrédchtliche Flexibilitdt der
Polypeptidkette. Dies kann wiederum zu konformationellen
Austauschprozessen fithren, die Resonanzen so weit ver-
breitern, dass sie nicht mehr detektierbar sind. Dieses Phi-
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nomen, das sicher vielen NMR-Gruppen allzu gut bekannt
sein diirfte, wurde denn auch in dieser Studie bei einigen Si-
gnalen aus den Loops beobachtet. Eine andere Ursache ist
unser eingeschrdnktes Verstdndnis von Protein-Lipid-Inter-
aktionen, ein Aspekt, der durch die schwierige Expression der
Proteine noch erschwert wird: Oft steht einfach nicht genii-
gend Material zur Verfiigung, um alle gewiinschten Tenside
und deren Kombinationen auszuprobieren. Die Strukturauf-
klarungen von sensorischem Rhodopsin und jetzt von Pro-
teorhodopsin in Losung wurden sicher durch deren ,,gutmii-
tige“ Eigenschaften (verglichen mit ,echten“ GPCRs) hin-
sichtlich der oben beschriebenen Probleme begiinstigt. In den
meisten kristallographischen Studien von GPCRs waren be-
triachtliche Modifikationen an der Proteinsequenz notwendig,
um iiberhaupt Kristalle gewinnen zu konnen. So wurde z.B.
der lange und flexible dritte zytosolische Loop durch T4-
Lysozym ersetzt oder durch Antikoérperbindung rigidisiert.
Eine weitere Strategie bestand in der Thermostabilisierung
durch Mutagenese.'’l Oft wird behauptet, dass Proteine, die
aufgrund flexibler Teile nicht kristallisiert werden konnen, fiir
die NMR-Spektroskopie perse kein Problem darstellen.
Leider ist dies ofter nicht der Fall, und so ergeben Proteine,
die nicht kristallisieren oft auch NMR-Spektren von
schlechter Qualitdt und umgekehrt. Die Strukturen von sen-
sorischem Rhodopsin und Proteorhodopsin zeigen in tiber-
zeugender Weise, dass NMR-Spektroskopie doch befihigt ist,
Strukturinformationen fiir solche Proteine zu liefern, wenn
auch unter groBem Aufwand und mit viel Expertise in der
Akquisition und Interpretation der NMR-Experimente.
Konstrukte, in denen der Grund- oder aktivierte Zustand
stabilisiert wurden, sei es durch Mutationen oder durch Bin-
dung eines geeigneten Liganden (wie sie auch in der Kris-
tallographie verwendet werden), konnten auch in der NMR-
Spektroskopie niitzlich sein, um Probleme mit konformatio-
nellem Austausch zu beheben und so auch Losungsstrukturen
von GPCRs in Reichweite zu bringen.

Reckel et al. zeigen in ihrer Arbeit eindriicklich, dass
NMR-Spektroskopie auch auf gréBere helicale Membran-
proteine angewendet werden kann. Mit einem besseren Ver-
standnis fiir erfolgsversprechende Modifikationen kénnen wir
wohl einer aussichtsreichen Zukunft fiir die NMR-Spektro-
skopie in diesem wichtigen Gebiet der Strukturbiologie ent-
gegenblicken.
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