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Festkorper-NMR-Spektroskopie an zelluléiren Proben: verbesserte
Empfindlichkeit durch dynamische Kernpolarisation**
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Die Festkorper-NMR (ssNMR)-Spektroskopie bietet zuneh-
mende Moglichkeiten, um komplexe Biomolekiile auf ato-
marer Ebene zu studieren (siche z.B. Lit. [1]). Ein wichtiges
Anwendungsgebiet betrifft Membranproteine, die nach Re-
konstitution in synthetischen Lipiddoppelschichten ssNMR-
spektroskopisch untersucht werden konnen. Wéhrend es
solche Priparationen erlauben, funktionelle Aspekte des
Zielproteins zu untersuchen, kann der Einfluss der nativen
zelluldren Umgebung auf Struktur und Funktion des Proteins
nicht studiert werden. Wir haben vor kurzem einen allge-
meinen Ansatz eingefiihrt, um komplexe molekulare Struk-
turen, einschlieBlich integraler Membranproteine in nativer
zellulirer Umgebung durch ssNMR-Spektroskopie unter
Probenrotation im magischen Winkel® (MAS) zu untersu-
chen.”! Wir konnten zeigen, dass mithilfe spezieller Proben-
praparationsmethoden die Aufnahme hochaufgeloster
ssNMR-Spektren von einheitlich *C,'""'N-markierten Proben
vollstiandiger Escherichia-coli-Zellen (ZE) sowie deren Zell-
hiillen (ZH) moglich ist. Deren Morphologie bleibt unter
experimentellen Standardbedingungen der ssNMR-Spektro-
skopie erhalten, und die “C- und ""N-Kreuzpolarisations-
signale (CP-MAS) sind zeitlich invariant. Allerdings wird die
spektroskopische Empfindlichkeit mit zunehmender Mole-
kiilkomplexitét, vor allem im Fall von ZE-Proben, kritisch.

In den letzten Jahren hat sich die dynamische Kernpola-
risation (DNP) zu einem Routinewerkzeug zur Empfind-
lichkeitserhohung in der multidimensionalen ssNMR-Spek-
troskopie entwickelt.” Signalverstirkungen um einen Faktor
von bis zu 148 wurden an mikro/nanokristallinen Biomole-
kiilen, wie z.B. einem amyloidogenen Peptid® und einem
deuterierten Protein® beobachtet. Signalerhohungen zwi-
schen 18- und 46-fach wurden fiir membranstidndige Poly-
peptide,! Purpurmembranen® und Bakteriophagen™! be-
schrieben.
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Hier beschreiben wir die Anwendung von ssNMR-Expe-
rimenten an *C,"’N-markierten E.-coli-Zellen, die PagL, ein
Protein der #uBeren Zellmembran,” {iberproduziert enthal-
ten. In Abbildung 1 vergleichen wir *C- and "N-CP-MAS-
Spektren von einheitlich "“C,'’N-markierten kompletten
Zellen mit Zellhiillen, die von Pagl-iiberproduzierenden E.-
coli-Zellen isoliert wurden. Die Daten wurden in An- und
Abwesenheit der Mikrowellenstrahlung aufgenommen. Bei
hoherer Temperatur (271 K) offenbarten die ssNMR-Daten
der Zellhiille atomare Details von Pagl. und endogenen
membranstdndigen Makromolekiilen wie dem Hauptlipo-
protein Lpp sowie von nicht-proteinhaltigen Komponenten
wie Lipopolysacchariden (LPS), Peptidoglycan (PG) und
Phospholipiden.”! Bei tiefer Temperatur und DNP-Bedin-
gungen beobachteten wir fiir beide Prédparationen eine si-
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Abbildung 1. Vergleich von *C- (links) und "*N-CP-MAS-Spektren
(rechts) an (U-"*C,"®N)-markierten ZHs (a) und ZEs (b) mit (,an",
oben) und ohne (,,aus", unten) DNP, mit einer Mikrowellenbestrah-
lungszeit von 10 s. Signifikante spektrale Unterschiede zwischen den
Proben sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Sternchen stehen fiir MAS-
Seitenbanden, und Zuordnungen der molekularen Hauptkomponenten
von E. coli sind, falls verfugbar, zusammen mit Signalverstarkungs-
faktoren ¢ angegeben. In den *C-CP-Spektren der ZE- und ZH-Pripara-
tionen sind *C-Signale entsprechend der natiirlichen Haufigkeit von
Glycerin (6C=~73 und 63 ppm) sichtbar, welches in der glasartigen
Matrix vorliegt und aus dem Siliconstopfen (6"*C~4 ppm) stammt.
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gnifikante DNP-Signalverstarkung in typischen spektralen
Bereichen fiir Proteinsignale (aliphatische C-Resonanzen:
0 =50-55 ppm, Amid-"’N-Riickgrat und Seitenkettenreso-
nanzen bei 0 =120 und 30-80 ppm) und fiir *C-Signale von
endogenen Phospholipiden, PG und LPS, die bei d =34, 92—
103 bzw. 95-104 ppm liegen.

Wir fanden vergleichbare DNP-Verstirkungsfaktoren fiir
Glycerinsignale (6”C=63 and 73 ppm), die Teil der glas-
artigen Matrix sind. Die Signale konnten durch dipolare
(®C,*C)-Doppelquanten (siche Abbildung S1 in den Hin-
tergrundinformationen) and 2D-(“N-"C)-Spektroskopie
(Abbildung S2) unterdriickt werden. Diese Daten bestétigten
auch die Anwesenheit der molekularen Hauptbestandteile
der Zellmembran, d.h. von LPS, PG und Phosphatidyletha-
nolamin (PE). Wir beobachteten auBerdem einen Satz neuer
ZE-Signale bei 6=92ppm und 1384 ppm in “C- bzw.
146.0 ppm, 158.5 ppm und 169.7 ppm in *N-CP-Spektren
(Pfeile in Abbildung 1b).

Um den Ursprung dieser Signale zu verstehen, fithrten wir
eine Reihe von heteronuklearen 2D-ssNMR-Messungen an
einheitlich *C,'’N-markierten ZE-Proben durch. Das hete-
ronukleare  2D-('H,"”N)-Korrelationsspektrum  (Abbil-
dung 2a) zeigte intensive Korrelationen zwischen *N-Signa-
len bei 6 = 158.5 und 148.0 ppm und 'H-Resonanzfrequenzen
zwischen 10.5 und 14.5 ppm, wie sie typisch fiir Imino-Signale
von Nukleotiden (BMRB; Biological Magnetic Resonance
Data Bank, http://www.bmrb.wisc.edu/) sind.

Die Beobachtung von gut aufgelosten N-C-Korrelationen
zwischen Imino-""N-Resonanzen und "*C-Signalen zwischen
0 =170 und 153 ppm im 2D-NCO-Spektrum (Abbildung 2b)
ist konsistent mit N*-C’-Kontakten in Guanin- und Uracil-
Nukleotiden und bestétigt damit die Anwesenheit von Nu-
kleinsduresignalen im Spektrum. Wir beobachteten auBer-
dem einen Satz isolierter Korrelationen im gleichen *C-Fre-
quenzbereich mit “N-Resonanzen bei 6 =95 ppm, in guter
Ubereinstimmung mit typischen chemischen Verschiebungen
der N4-Cytosin-Resonanz. Gemif der fiir Standardnukleo-
tide spezifischen Peakpositionen und der generellen Disper-
sion von N-C-Korrelationen spiegeln “N-Signale in den
spektralen Bereichen von 6 =80-100 und 145-165 ppm des
N-CP-MAS-ZE-Spektrums weitgehend Nukleinsiurereso-
nanzen wider. Die ZEs wurden in der Tat aus einheitlich
3C,"N-markierten Kulturen nach 4 h Induktion mit Isopro-
pyl-B-pD-thiogalactopyranosid (IPTG) gewonnen, bevor die
Zellen in eine stationdre Wachstumsphase eintraten. Unter
solchen Bedingungen stellt RNA einen Anteil von ca.
21 Gew.-% der E.-coli-Makromolekiile, wihrend DNA 10-
mal weniger konzentriert ist."”! Unter der Annahme einer
RNA-Standardhelix in A-Form mit Watson-Crick-Basen-
paarung konnten wir einige der beobachteten Korrelationen
intra- und intermolekularen Kontakten zwischen protonier-
ten Sticktoffatomen oder anderen Kohlenstoffatomen der
RNA-Basen zuordnen (Abbildung2c). Dariiber hinaus
fanden wir schwiichere Korrelationen zwischen der 'H-Re-
sonanz von H,O bei 6 =6 ppm and Uracil-N3/Guanine-N1,
die darauf hinweisen, dass ein Teil der Iminogruppen von
RNA-Molekiilen Wasser ausgesetzt ist.

Wir untersuchten schlieflich, ob das tiberexpremierte in-
tegrale Membraneprotein Pagl in ZEs nachweisbar ist. Dazu
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Abbildung 2. Spezielle spektrale Bereiche eines DNP-verstirkten 2D-
("H,"N)-FSLG-HETCOR-Spektrums (a) und eines 2D-NCO-Spektrums
(b) von (U-"C,”*N)-markierten ZEs mit Korrelationen, die typisch fiir
Ribonukleinsduren (RNA) sind. Die Zuordnungen basieren auf BMRB-
gemittelten chemischen Verschiebungen der RNAs. c) Chemische
Struktur von Standard-RNA-Basen mit Watson-Crick-Basenpaarung.
Intra- und intermolekulare Kontakte zwischen Cytosin-N4 oder Uracil-
N3 und anderen C-Atomen, die die Zuordnungen untermauern, sind
angegeben.

nahmen wir 2D-NCA-Korrelationsspektren auf, in denen Si-
gnale von nicht-proteinhaltigen molekularen Komponenten
drastisch reduziert sind. Ein DNP-2D-NCA-Spektrum an
ZEs (Abbildung S3) zeigte typische Korrelationen gefalteter
Proteine mit gut aufgelosten Glycinsignalen (Bereich I) sowie
charakteristische N-Ca-Korrelationen a-helikaler Protein-
segmente (Region II). Wir verglichen unsere Ergebnisse mit
ssNMR-Daten bei hoherer Temperatur (271 K) an ZH-
Proben und an Proteoliposomen (PL), die aufgereinigtes
PagL enthielten (Abbildung 3). In Region I (Abbildung 3,
obere Reihe), stimmten die Gly-Korrelationen, die sowohl in
ZHs (blau) als auch in PL (rot) auftraten, gut mit dem
spektralen Muster des DNP-NCA-Experiments an ZEs
(schwarz) iiberein. Solche Korrelationen fehlten in ZH-
Spektren von nicht-induzierten Zellen (Abbildung 3, obere
Reihe links) was darauf hindeutet, dass die stiarksten Signale
in diesen Spektren von endogenen Komponenten stammen,
die groBtenteils frei von Glycinresten sind.

In Region II (Abbildung 3, untere Reihe) waren kaum
ssNMR-Korrelations in PL-Proben (rot) sichtbar. In der Tat
sollte dieser Bereich hauptsédchlich NCA-Korrelationen von
a-helikalen oder, zu einem kleineren Teil, von ungeordneten
Proteinkonformationen enthalten, was in guter Uberein-
stimmung mit einer einzigen Thr34-Korrelation des PL-pra-
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Abbildung 3. Spektraler Vergleich von DNP-verstirkten 2D-NCA-Spek-
tren von (U-">C,"N)-markierten ZEs (bei 100 K, 8 kHz MAS) (schwarz)
und 2D-NCA-Daten von (U-C,"’N)-markierten ZHs, isoliert von nicht-
induzierten (griin) oder PagL-iiberexprimierenden Zellen (blau), sowie

gereinigtes (U-*C,””N)-PagL in Proteoliposomen (rot) bei 271 K und
13 kHz MAS. Obere Reihe: Region |, untere Reihe: Region II.

parierten B-Fassproteins PagL ist (Abbildung 3). Demge-
geniiber iiberlappt das Signalmuster der ZE-Probe mit den
beobachteten Korrelationen der ZH-Proben nach Isolierung
von nicht-induzierten (griin) und IPTG-induzierten (blau)
Zellen. Diese deuten direkt auf das Lipoprotein Lpp hin,
welches das am hiufigsten vorkommende ZH-assozierte
Protein in exponentiell wachsenden Zelle ist, bei dem Glycin
in der Aminosiuresequenz fehlt® und das hauptsichlich o-
helikal ist."Y) Somit deuten die Regionen I und II in Abbil-
dung 3 stark darauf hin, dass sowohl PagL (I) als auch en-
dogenes Lpp (II) in ZE-Proben unter DNP-Bedingungen
beobachtet werden kann. Die gemittelten “C-Linienbreiten
von 0=0.8-0.9 ppm der Tieftemperaturdaten sind bemer-
kenswert nahe an den ssNMR-Spektren, die bei 271 K auf-
genommen wurden.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass DNP
erfolgreich mit zelluliren Festkorper-NMR-Ansédtzen kom-
biniert werden kann. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass
solche Anwendungen nicht nur die spektroskopische Emp-
findlichkeit um mindestens eine Grofenordnung erhohen
konnen, sondern auch die Detektion von molekularen Kom-
ponenten ermoglichen, die nicht spezifischen Membran-
bereichen zugeordnet sind. Im Vergleich zur Standard-Fest-
korper-NMR-Spektroskopie konnen DNP bei niedrigen
Temperaturen sowie die Verwendung von freien Radikalen
die Probenvorbereitung erschweren und moglicherweise zu
reduzierter spektraler Auflosung fithren. Nichtsdestoweniger
zeigen die hier verwendeten Probenpréiparationen eine ver-
gleichbare Auflosung im Vergleich zu Daten bei hoherer
Temperatur. Zellulare ssNMR-Spektroskopie, wie sie hier
beschrieben ist, ermoglicht damit die Untersuchung ganzer
zelluldrer Einheiten, dhnlich zur Kryo-Elektronentomogra-
phie. Allerdings werden noch weitere Arbeiten erforderlich
sein, um solche Experimente unter In-vivo-Bedingungen
durchzufiihren.

Erste Untersuchungen in unserem Labor zeigen, dass
niedrige Temperaturen und die Verwendung von 15-40 % des
Kailteschutzmittels Glycerin Zellstabilitdt und -viabilitét
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erhoht. Die in unseren Experimenten gemessenen “C- und
5N-Signalverstirkungen sind vergleichbar zu fritheren Stu-
dien, in denen das Radikal TOTAPOL in (protonierten)
Purpurmembranen!® oder bTbK bei Peptiden in deuterierten
POPC-Doppelschichten eingesetzt wurden.”! Die typischen
Abmessungen von E.-coli-Zellen von 0.5 x 2 pm sind mit den
Abmessungen von Amyloid-Nanokristallen vergleichbar, die
in fritheren erfolgreichen DNP-Experimenten untersucht
wurden.”! Unsere Studien zeigen, dass sowohl Molekiile der
Zellhiille, wie integrale Membranproteine, Lipoproteine,
Lipide und periplasmatisches PG, wie auch zytoplasmatische
Makromolekiile wie Nukleinsduren beobachtbar sind.
Anders als bei Kristallen wurden Signale von E.-coli-Parti-
keln und loslichen Molekiilen in vergleichbarem Mal3e ver-
starkt. Weitere Verbesserungen sollten durch die Optimie-
rung der Probenpréparation, einschlieBlich molekularer
Deuterierung und der Wahl des Radikals, moglich sein. Die
hier vorgestellte DNP-verbesserte ssNMR-Spektroskopie
bietet neue Moglichkeiten, um diverse zellulire Komponen-
ten und deren Rolle in fundamentalen biologischen Prozessen
wie Signaltransduktion und Protein(fehl)faltung!'® auf ato-
marer Ebene und mit verbesserter Empfindlichkeit zu un-
tersuchen.

Experimentelles

Einheitlich *C,""N-markierte Proben von E.-coli-Zellen (ZE), Zell-
hiillen (ZH) und Pagl-tragenden Proteoliposomen (PL) wurden mit
publizierten Methoden® hergestellt. Pellets von exponentiell wach-
senden ZEs wurden durch dreimaliges Waschen in einer H,O/D,0/
[Dg]Glycerin-Matrix (10:30:60 Gew.-%) mit 60 mm TOTAPOL!"
durch Resuspendierungs-/Zentrifugations-Zyklen bei 4000 x g her-
gestellt. ZHs wurden in einer gleichen Matrix mit 60 mmM TOTAPOL
bei 95000 x g pelletiert. Danach wurden die ZE- und ZH-Proben
mithilfe einer Tischzentrifuge (14000 x g) in 3.2 mm MAS-Rotoren
(Bruker Sapphir) mit Silicon-Kopfspacer zentrifugiert. Die Proben
wurden vor den DNP-ssNMR-Messungen auf —20°C gekiihlt. Die
DNP-ssNMR-Messungen wurden auf einem Bruker DNP-Spektro-
meter durchgefiihrt, bestehend aus einer 263-GHz-CW-Gyrotron-
quelle, einer Mikrowelleniibertragungsleitung, einem 3.2-mm-Tief-
temperatur-MAS-Probenkopf, einer Gas-Kilteversorgung und einem
400-MHz AVANCE-IIT NMR-System mit wide-bore-Magnet.['¥l Die
NMR-Spektren wurden mit Topspin3.0 (Bruker Biospin, Deutsch-
land) prozessiert und mit Sparky!"” analysiert. Die '*C- and 'H-Re-
sonanzen wurden gegen Adamantan!' als externe Referenz kali-
briert, und die ""N-chemischen Verschiebungen wurden indirekt
gegen fliissiges Ammoniumhydroxid referenziert.'”’ Weitere Infor-
mationen zur den experimentellen Parametern finden sich in den
Hintergrundinformationen.
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