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Die magnetische Kernresonanzspektroskopie (NMR-Spek-
troskopie) ist eine sehr vielseitige Methode fiir die Untersu-
chung der Struktur und Dynamik von Biomolekiilen in
Losung."? Allerdings kommt es mit zunehmendem Mole-
kulargewicht zu einer erheblichen Verbreiterung der Signal-
linien und damit zu erheblichen Einbuflen bei Empfindlich-
keit und Auflosung. Die Linienverbreiterung ist zuriickzu-
fiihren auf lange Rotationskorrelationszeiten 7., die eine ef-
fiziente transversale Relaxation begiinstigen.”) Diese nach-
teiligen Relaxationseffekte konnen teilweise durch die
Anwendung der transverse relaxation-optimized spectrosco-
py (TROSY) vermieden werden. Die Methode beruht auf
einer gegenseitigen Ausloschung verschiedener Relaxations-
mechanismen und ermoglicht die Selektion von langsam re-
laxierenden Multiplettkomponenten.>! TROSY-Methoden
haben es so ermoglicht, supramolekulare Komplexe wie
GroEL-GroES,® p53/Hsp90,1 den ATPase-Motor SecA,”!
CIpP"! oder das 20S-Proteasom!"“!!! zu charakterisieren.
Dennoch ist die Anwendbarkeit der Losungs-NMR-Spek-
troskopie selbst unter Verwendung sehr starker Magnetfelder
durch die sehr langsame rotatorische Diffusion groer Mo-
lekiile streng limitiert. Dies gilt besonders fiir die Signalzu-
ordnung des Proteinriickgrats fiir Komplexe jenseits der
80 kDa. Typischerweise werden daher Methylgruppen-ba-
sierte Experimente fiir sehr groBe Systeme durchgefiihrt, da
der Einfluss der langsamen Molekularbewegung durch die
schnelle Rotation der Methylgruppen teilweise aufgehoben
wird."!

Bei der Festkorper-NMR-Spektroskopie mit Probenro-
tation im magischen Winkel (magic-angle spinning, MAS)
lasst man immobilisierte Proben mit hoher Geschwindigkeit

rotieren. Die Probe befindet sich dabei in einem zylindrischen
Rotor, der um den magischen Winkel @y, von 54.74° relativ
zum dufleren Magnetfeld des NMR-Spektrometers geneigt
ist.'” Durch MAS werden kohirente anisotrope Wechsel-
wirkungen wie die dipolare Kopplung oder die chemische
Verschiebungsanisotropie refokussiert und somit schmale
Signallinien erzielt. Ein wichtiger Aspekt hierbei ist, dass die
Linienbreite in der MAS-Festkorper-NMR-Spektroskopie
unabhingig vom Molekulargewicht des betrachteten Proteins
ist. Allerdings sind, wie der Name bereits impliziert, rigide
Festkorper fiir den Erfolg des Experiments unabdingbar, und
aufwendige Kristallisations- und Préazipitationsprozeduren
fiir Biomolekiile unter potenziell nicht-nativen Bedingungen
sind demnach erforderlich. Wir konnten bereits zeigen, dass
grofle Proteinkomplexe, die in geloster Form in den MAS-
Rotor gefiillt werden, mithilfe von MAS-NMR-Spektrosko-
pie untersucht werden konnen.'*¥ Wir bezeichneten diesen
Ansatz als FROSTY-MAS-NMR-Spektroskopie (FRO-
STY = freezing rotational diffusion of protein solutions at low
temperature and high viscosity). Dies sollte verdeutlichen,
dass die rotatorische Reorientierung des Proteinkomplexes
withrend des MAS-Experiments unterdriickt ist."¥ Wir spe-
kulierten, dass die hohe Proteinkonzentration moglicher-
weise zu molecular crowding fithren und somit Festkorper-
NMR-spektroskopische Techniken erleichtern konnte.
Bertini et al. konnten daraufhin zeigen, dass die starken
Zentrifugalkrifte wihrend des MAS-Experiments eine re-
versible Proteinsedimentation induzieren (SedNMR).!"! Die
dichte Packung der Proteinmolekiile an der Innenwand des
MAS-Rotors beeintriachtigt demnach die rotatorische Mole-
kularbewegung. Letztere findet ohne MAS-Bedingungen auf
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einer Zeitskala von wenigen Mikrosekunden statt.'¥! Hier
demonstrieren wir, dass der FROSTY-MAS-Ansatz die
konventionelle Probenpréparation fiir die Festkorper-NMR-
Spektroskopie stark vereinfacht und dass er Protonen-de-
tektierte, Proteinriickgrat-basierte NMR-spektroskopische
Experimente fiir sehr groBe Proteinkomplexe unter nativen
Bedingungen ermoglicht. Damit wird die Molekularge-
wichtsgrenze der traditionellen Losungs-NMR-Spektrosko-
pie iiberwunden.

Die hier gezeigten Daten wurden fiir den Proteasom-
komplex erhalten, der fiir die Aufrechterhaltung der Prote-
inhomoostase und der zellulidren Viabilitit essenziell ist."”
Das 20S-Proteasom von Thermoplasma acidophilum und sein
modularer Aufbau eignen sich hervorragend, um das
FROSTY-Konzept zu demonstrieren. Die a-Untereinheit
(26 kDa) des Proteasoms bildet in Losung heptamere Ring-
strukturen, die sich zu Doppelringen zusammenfiigen (0,07,
360 kDa; Abbildung 1). Das Vorhandensein der -Unterein-
heit induziert die Bildung des nativen Proteasompartikels
o;B,B,0; (670 kDa) mit einer fassférmigen Struktur aus vier
Ringen (Abbildung 1)."8" Der 11S-0,,3,,0,-11S-Komplex
(1.1 MDa) wird durch die Interaktion mit zwei heptameren
11S-Aktivatoren von Trypanosoma brucei gebildet, die beide
Seiten der o,f,p;0,-Tonne deckelartig verschlieBen (Abbil-
dung 1).% Es sollte erwihnt werden, dass in unseren NMR-
spektroskopischen Experimenten lediglich die a-Unterein-

o-Untereinheit

26 kDa
14 ns

az07 az7B7p707 11S-a7B7p707-11S
360 kDa 670 kDa 1.1 MDa
200 ns 360 ns 590 ns

Abbildung 1. Die modulare Architektur des archaeellen 20S-Protea-
soms. Seitenansicht von verschiedenen Proteasomspezies von Thermo-
plasma acidophilum™ und Trypanosoma brucei™ mit der Angabe ihres
Molekulargewichts und der Rotationskorrelationszeit 7. (berechnet fiir
30°C). Die heptameren Ringe der a-, 8- und 11S-Unterheiten sind in
Griin, Rot Und WeiR dargestellt. Eine der a-Untereinheiten ist jeweils
orange hervorgehoben. In den NMR-spektroskopischen Experimenten
lag lediglich die a-Untereinheit isotopenmarkiert vor.

%3
A > ,p“ow’v
=T ——t172
E ” ¢ G G G45 o
1054 | G104 ° © PS X 174
N cl . x
'e : Al . q—us
i o® w sios! Xe o
110 i L 178
S | I \|
° G80 : : ———1 ——+—1—1+—1—1—
1165 1163 €@ 178 ! 1 (]
162541 579 ==
i - Q143° K220 -] L 35
G140@ 7,5V o SRS
115 Ki87 0 Cp 9
g- K161 e
S214 R178 >
E' L3sg ."0" ' (] [} L40
~ Q25\ 1B osa! Ob’
Z vy S50L 149 AT62 L m o 0 (2)
2 D150 £188 =
© 1204 M€ T S ® s B
148 ' 5 3
E177 s H
A139 i
R222 i
©Liss 1
R“Zﬁ .L201 i o - 50
1254 A [ TREE!
(-]
F149 Coal |
k181 @
° : g 9 ! lss
1223 A%7 P i
1 ]
0A213 ' "
A750
x2.3 © 5 ¥ -g
1301 1109 o 60
Y224
'o ® ©D152
11.8 11.5 116.4] |121. 4 |127.1) |131.2f [123.1)6 (*°N) / ppm
v T T T T T T T T G e e v
9.0 8.0 7.0 6.0 8.6 8.3 7.6 8.3 9.4 8.4 9.0 8.8
& (YH) / ppm & (YH) / ppm

Abbildung 2. Signalzuordnung der Proteasom-a-Untereinheit im 1.1-MDa-11S-a,3,3,0,-11S-Komplex durch FROSTY-MAS-NMR-Spektroskopie.

A) 2D-"H-"N-Korrelationsspektrum mit Signalzuordnungen.?” Zur besseren Darstellung sind die Signale innerhalb der Kastchen bei niedrigeren
Konturen dargestellt (2.3-fach). Der Signalbereich von 1109 ist zusétzlich eingefiigt (Késtchen links unten). B) 2D-Projektionen aus den 3D-
hCOhNH- und 3D-hCAhNH-Spektren (Pulssequenz adaptiert von Lit. [24], siehe Abbildung S5 der Hintergrundinformationen). Sie zeigen die Ca-,
CPB- und Carbonylsignale fuir die Reste G218-D225. Interresiduale Kontakte zum vorhergehenden Rest sind durch Sterne markiert.
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heit mit *C und "N isotopenmarkiert vorlag. Wihrend also
ausschlieBlich die a-Untereinheit beobachtet wurde, konnte
das Molekulargewicht des Proteasomkomplexes durch die
Zugabe der NMR-inaktiven (-Untereinheit und des 11S-
Aktivators sukzessive erhoht werden.

Fir die MAS-NMR-spektroskopischen Experimente
wurden hochkonzentrierte Proteinlosungen ohne weitere
Behandlung direkt verwendet. Trotz seines hohen Moleku-
largewichts von 1.1 MDa wurden vom 11S-0,f3,8,0,-11S-
Komplex hochaufgeloste 2D-'H-"N-Korrelationsspektren
erhalten (Abbildung2A). Die Linienbreiten bewegen sich
dabei um die 40 Hz ("H) und 20 Hz (**N), was durchaus mit
der Auflosung von kristallinen Modellsystemen vergleichbar
ist.?”! Es wurden Protonen-detektierte Experimente durch-
gefithrt, da die Empfindlichkeit der NMR-Spektroskopie
proportional zu y*? ist, wobei y das gyromagnetische Ver-
hiltnis des beobachteten Kerns darstellt (73224 713c=210751)-
Zu diesem Zweck wurden Proteasomproben verwendet, die,
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bei vollstindiger Deuterierung der nicht austauschbaren
Gruppen, lediglich einen Amidprotonierungsgrad von ca.
20% aufwiesen.” In der Losungs-NMR-Spektroskopie wird
die Deuterierung genutzt, um unerwiinschte Relaxationsme-
chanismen zu unterdriicken.”!! Im Festkorper reduziert die
Deuterierung das starke dipolare "H-'"H-Kopplungsnetzwerk
und vereinfacht die MAS-induzierte Verschmilerung von
Signallinien. Des Weiteren wurde die paramagnetische Sub-
stanz Cu'-EDTA eingesetzt,”**! um die Datenakquirierung
um einen Faktor > 10 zu beschleunigen (siche Hintergrund-
informationen).

Wir konnten eine signifikante Verbesserung des Signal-
zu-Rausch-Verhiéltnisses mit zunehmendem Molekularge-
wicht des Proteasomkomplexes beobachten (Abbildung 3).
Wir weisen darauf hin, dass bei einer MAS-Rate von 22 kHz
eine vollstindige Sedimentation (>97 %) fiir alle drei be-
trachteten Proteasomkomplexe zu erwarten ist (siche Hin-
tergrundinformationen). Der Empfindlichkeitsanstieg kann
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Abbildung 3. Protonen-detektierte MAS-Experimente und der Einfluss des Molekulargewichts. Abgebildet sind 2D-"H-"*N-Korrelationsspektren

(unten) basierend auf Kreuzpolarisation (CP) und die dazugehérigen 1D-Ve

rsionen (oben) von dem 360-kDa-a;a,- (A), dem 670-kDa-a,3,3,0,;- (B)

und dem 1.1-MDa-11S-a,3,,0,-11S-Komplex (C). Die Spektren wurden aufgenommen bei 0°C und 22 kHz MAS. Akquisitions- und Prozessie-
rungsparameter sind identisch. Die verwendete Konzentration der NMR-aktiven a-Untereinheit betrug 3.3 mm (0,0;), 1.9 mm (a;3,8,0;) und
3.0 mm (11S-0,,3,8,0,-115). Die Signalintensititen der *N-gefilterten 'H-1D-Spektren wurden normiert, um die verschiedenen Konzentrationen
der a-Untereinheit zu beriicksichtigen. Die Konturen der 2D-Spektren wurden bei 8 (A, B) und 160 (C) mit Bezug auf das Rauschniveau ge-

zeichnet. 1D-Projektionen des K181-Kreuzsignals sowie die entsprechenden
unten). Die durchschnittlichen 'H- und "*N-Linienbreiten (zehn reprasentati
(54£11) Hz und (24 +4) Hz (a,B,3,0,) sowie (48+8) Hz und (22+1) Hz

Angew. Chem. 2013, 125, 8909 —8914 © 2013 Wiley-VCH Verlag

'H- und "N-Linienbreiten bei halber Hohe sind angegeben (rechts
ve Kreuzsignale) betragen (68 +18) Hz und (35+7) Hz (a,0),
(115-a,B,B,0,-115).
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daher offenbar auf eine eingeschriankte rotatorische A
Mobilitédt der groeren Komplexe im Sediment, mogli-
cherweise wegen eines Self-Crowding-Effekts, zuriick-
gefithrt werden. Dies ist vermutlich auch der Grund fiir
die verbesserte Auflésung in den 'H- und “N-Dimen-
sionen bei héherem Molekulargewicht (Abbildung 3).
Die Beobachtungen implizieren demzufolge, dass ein
hohes Molekulargewicht in FROSTY-MAS-Experi-
menten mit einer Verbesserung der spektralen Auflo-
sung und Empfindlichkeit einhergeht. Ein moglicher
Einfluss durch differentielle interne Dynamik der drei
Komplexe kann jedoch nicht ausgeschlossen werden.

2D-'H-"C-Korrelationsspektren von deuteriertem
a,0, mit spezifisch protonierten Methylgruppen von
Isoleucinen, Leucinen und Valinen (siche Hinter-
grundinformationen) zeigen ein vergleichbares Signal-
muster zu Losungs-NMR-Spektroskopiedaten, weisen
jedoch eine geringere Auflgsung auf (Abbildung S1 der
Hintergrundinformationen). Resonanzen des Protein-
riickgrats sind durch die MAS-Methode stirker be- B
giinstigt als die der schnell rotierenden Methylgruppen,
die moderate transversale Relaxationsraten in der Lo-
sungs-NMR-Spektroskopie aufweisen.!

Der positive Einfluss des Molekulargewichts auf die
spektrale Auflosung und Empfindlichkeit manifestiert
sich besonders deutlich in *C-detektierten Experimen-

8 ('3C) / ppm

az707 (360 kDa)

(X7[37[370L7 (670 kDa)

ten. Trotz der geringeren Konzentration von a,f,f3,a .
(2.3 mm o-Untereinheit) gegeniiber der des o,a;,-Dop-
pelrings (3.5 mMm a-Untereinheit) zeigt das 2D-"*C-"C-

30 20 10 30 20 10
5 (3C) / ppm
C

L 1.0

L 0.8
a7B7B707 o ST
L o4 3

0707 - 0.2

' . ' . { ; . . 0.0

80 60 40 20 0 00 04 08 12 1.6
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Korrelationsspektrum von o,f3,f3;0; weitaus mehr Re-
sonanzsignale bei besserer Auflosung (Abbil-
dung 4 AB).

Unterschiede in den Aufbaukurven der Kreuzpola-
risation (CP)??! deuten auf eine erhohte Austausch-
dynamik fiir den kleineren o,0,-Komplex hin (Abbil-
dung 4C). AuBer auf interne dynamische Prozesse
konnte dies auch auf residuale Rotationsbewegungen
des o,0,-Partikels im MAS-induzierten Sediment zu-
riickzufithren sein. Die Empfindlichkeit wie auch die
Auflésung der Spektren werden demzufolge beein-
trachtigt. Um dem molekulargewichtsabhidngigen An-

Abbildung 4. Verbesserung der spektralen Auflésung und Empfindlichkeit
mit steigendem Molekulargewicht, demonstriert fiir die Proteasomkomplexe
a,0,; (360 kDa) und a,3,8,0; (670 kDa). A) Aliphatische Region der 2D-"*C-
C-Korrelationsspektren unter nahezu identischen experimentellen Bedin-
gungen, mit der Ausnahme, dass das Spektrum von a0, doppelt so lang
akkumuliert wurde. Die Monomerkonzentration der a-Untereinheit betrug
3.5 mm (a;0;) und 2.3 mm (a,3,B,0,). Zum besseren Vergleich sind beide
Spektren bei 40 mit Bezug auf das Rauschniveau dargestellt. B) Aliphatische
Region von 1D-"*C-Spektren, wobei die korrigierten Signalintensititen bereits
die verschiedenen Konzentrationen berticksichtigen. Die Spektren wurden
mit identischen Akquisitions- und Prozessierungsparametern ausgewertet.
C) CP-Aufbaukurven fiir die gesamte aliphatische Region der 1D-"C-Spektren
von ;0 (0) und a,B;3,0; (e).

stieg der FROSTY-Signalintensitdten durch mogliche
Proteinbewegungen im Nano- bis Mikrosekundenbereich
nachzugehen, wurden TROSY-basierte 'H-""N-Korrelations-
spektren fiir das deuterierte 11S-a,3,8,0,-11S aufgenommen.
Es wurde bereits fiir Festkorperproben gezeigt, dass dieses
Experiment bessere Transfereigenschaften hat, wenn Prote-
inregionen auf einer solchen Zeitskala Bewegungen vollfiih-
ren.”” Fiir 11S-0,B,p,0--11S konnte jedoch keine Qualitiits-
verbesserung der FROSTY-Spektren erzielt werden (Abbil-
dung S2B,C der Hintergrundinformationen). Des Weiteren
wurden in Experimenten, die auf skalarer Kopplung beruhen,
nur sechs zusitzliche Kreuzsignale beobachtet (Abbil-
dung S2A der Hintergrundinformationen). Wir konnen
daher einen wesentlichen Einfluss von schnellen/intermedia-
ren Proteinbewegungen fiir die gezeigten Experimente aus-
schlieen.

Der Vergleich des CP-basierten 'H-""N-Korrelations-
spektrums von 11S-0,f3,3,0,-11S mit dem Losungs-NMR-'H-
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N-TROSY-Spektrum des heptameren Konstrukts oy
(180 kDa)" zeigt eine hohe Ahnlichkeit der Signalmuster fiir
die beiden Probenpriparationen (Abbildung S3 der Hinter-
grundinformationen). Fiir den 11S-a,f,0,0,-11S-Komplex
konnten 130 Kreuzsignale detektiert werden, wobei die Se-
quenz der a-Untereinheit 233 Aminosduren umfasst. Aller-
dings konnten auch fiir das a;-Konstrukt lediglich 145
Amidsignale beobachtet und zugeordnet werden.!'! In beiden
Fillen konnen demnach viele Signale aufgrund von Linien-
verbreiterung durch chemische Austauschprozesse nicht de-
tektiert werden. Eine Temperaturerhohung von 0 auf 30°C
fiihrt zu einer signifikanten Linienverschmilerung mehrerer
Signale (z.B. 1109, G166, Y224) von 11S-0,8,p,07-11S (Ab-
bildung S4 der Hintergrundinformationen). Dies widerspricht
dem allgemeinen Trend, dass die Signalintensitét in dipolaren
FROSTY-MAS-Experimenten mit einer Temperaturverrin-
gerung steigt.

Angew. Chem. 2013, 125, 8909 -8914
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Fiir die Signalzuordnung der
oa-Untereinheit im Kontext des
11S-a,p,8,0,-11S-Komplexes
wurden weitreichende CP-Kon-
takte genutzt, um die initiale 'H-
Magnetisierung direkt auf be-
nachbarte *C-Kerne, also Co und
C', zu ibertragen (Abbildung S5
der Hintergrundinformationen).
Reprisentative 2D-Projektionen
aus den 3D-hCAhNH- und 3D-
hCOhNH-Spektren sind in Ab-
bildung 2B  dargestellt (siche
Abbildung SSC  der  Hinter-
grundinformationen fiir Signal-
zu-Rausch-Verhiltnisse). Diese
Experimente stellen die dipola-
ren Analoga zu den Losungs-
NMR-spektroskopischen Experi-
menten HNCA und HNCO dar.
Die Auswertung der 3D-Spektren
lieferte Proteinriickgrat-Signal-
zuordnungen fir 108 von 227
Nicht-Prolin-Resten (Abbil-
dung 2 A).P% Interresiduale Kon-
takte wurden hauptsédchlich im
hCAhNH-Spektrum beobachtet
und ermoglichten eine sequenzi-
elle Zuordnung des Proteinriick-
grats (Abbildung 2B). Weiterhin
konnte das Vorhandensein von
intraresidualen Cf3-Korrelationen
im hCAhNH-Spektrum zur Vali-
dierung der identifizierten Reste
genutzt werden (Abbildung 2B).
In zukiinftigen Studien kann die
Verwendung von “C-"*C-Misch-
sequenzen zusitzliche Seitenket-
teninformationen liefern. Die Si-
gnalzuordnung wurde durch den
Vergleich mit Losungs-NMR-
Spektroskopiedaten des a;-Kon-
strukts gestiitzt und verifiziert.!"!

Die Mehrheit der nichtdetek-
tierten Reste befindet sich in den
Regionen M1-S35, K52-V74,
L88-Y103 und E110-G133 (Ab-
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Abbildung 5. Intermolekulare Kontakte im Proteasomkomplex. A) Die Sekundérstruktur der Proteasom-
a-Untereinheit aus Réntgenstrukturuntersuchungen (oben).' Die Ergebnisse der >C-chemischen Ver-
schiebungsanalyse von TROSY- sowie FROSTY-beobachteten Resten des o' bzw. 11S-a,(3,3,0,,-11S-
Komplexes sind darunter abgebildet. Sekundirstrukturelemente sind dargestellt in Blau (a-Helix),
Orange ((3-Strang) oder Schwarz (andere). Gestrichelte Linien reprisentieren nicht zugeordnete Reste
(ca. 20 Kreuzsignale) oder nicht beobachtbare Reste. Die entfernte Sequenz im a,-Konstrukt, die die
Assoziation zweier heptamerer Ringe verhindert, ist rot hervorgehoben."! Regionen innerhalb der a-
Untereinheit, die an der Interaktion zwischen den a-Untereinheiten selbst sowie mit der -Untereinheit
und dem 11S-Aktivator beteiligt sind, wurden durch graue Balken markiert (unten). B) Reste der a-
Untereinheit, die im Kontext des 11S-0,,3,,0,;,-11S-Komplexes mithilfe von FROSTY-MAS-NMR-Spek-
troskopie zugeordnet wurden, sind hervorgehoben (blau). Der N-Terminus und der a-Annulus sowie
die Interaktionsflaichen mit der f-Untereinheit (rot) und dem 11S-Aktivator (griin) sind gekennzeich-
net. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit ist die Vorderseite des Komplexes nicht gezeigt (rechts).

C) Ausschnitte aus den 2D-'H-">N-Korrelationspektren von a,f,(,0, (schwarz) und 11S-a,f3,3,0,-11S
(rot), die die chemischen Verschiebungsanderungen bei Anbindung des 11S-Aktivators veranschauli-
chen. Die betroffenen Signale sind beschriftet und entsprechend in Orange hervorgehoben (D). Die
Interaktionsflache zwischen dem 11S-Aktivator (griin) und zwei a-Untereinheiten (weifd und tiirkis) ist
dargestellt."

bildung 5 A). Diese Bereiche umfassen den N-Terminus und
den so genannten a-Annulus, die den Eingang in das Lumen
des Proteasoms blockieren, sowie die Interaktionsfliche mit
der B-Untereinheit (Abbildung 5B). Auch in den Losungs-
NMR-spektroskopischen Studien am isolierten o,-Ring
waren diese Regionen aufgrund von interner Dynamik im
Millisekundenregime nicht detektierbar.'*!! Trotz dieser
chemischen Austauschprozesse war es dennoch in einzelnen
Féllen moglich, die Interaktionen der Untereinheiten durch
chemische Verschiebungsdnderungen zu verfolgen. Bei-
spielsweise induziert die Anbindung des 11S-Aktivators an
a,B,p,0; chemische Verschiebungsinderungen insbesondere
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fiir die Reste D152, 1165 und G166, die sich in unmittelbarer
Nihe zur Bindungsstelle des 11S-Aktivators befinden (Ab-
bildung 5 C,D). Dariiber hinaus erméglichte die Analyse der
BC-chemischen Verschiebungen eine Vorhersage von Se-
kundérstrukturelementen der a-Untereinheit. Abbildung 5 A
illustriert die erhaltenen Sekundirstrukturelemente fiir o,
und 11S-a,f3,p,a,-11S. Die beiden Prognosen sind kongruent
und zudem in sehr guter Ubereinstimmung mit der Ront-
genstruktur.['”)

Der FROSTY-MAS-Ansatz in Kombination mit Prote-
indeuterierung, Protonendetektion und paramagnetischer
Relaxationsverstarkung hat es uns ermoglicht, Riickgratsi-
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Zuschriften

gnale innerhalb des 11S-a,f3,p,0,-11S-Proteasomkomplexes
mit einem Molekulargewicht von 1.1 MDa zu detektieren und
zuzuordnen. Sequenzielle Signalzuordnungen kénnen dem-
nach fiir groBBe Proteinkomplexe erhalten werden, die sonst
wegen ihrer sehr langsamen rotatorischen Diffusion nicht
zuginglich fiir die traditionelle Losungs-NMR-Spektroskopie
sind. Des Weiteren konnten wir konsistente Sekundérstruk-
turinformationen extrahieren sowie die Interaktionen zwi-
schen den Untereinheiten verfolgen. Im Unterschied zu
konventioneller Losungs-NMR-Spektroskopie beobachten
wir eine Verbesserung der Spektrenqualitdt mit zunehmen-
dem Molekulargewicht. Die fiir die MAS-Festkorper-NMR-
Spektroskopie zwingend erforderliche Proteinimmobilisie-
rung wird durch die MAS-Methode selbst gewéhrleistet,
wodurch jegliche Probenmanipulation umgangen wird.'>!%
Wie bereits gezeigt wurde, kann die Empfindlichkeit durch
direkte Ultrazentrifugation in den MAS-Rotor drastisch
verbessert werden.”®?! Die hier beschriebene Methode kann
problemlos auf andere Komponenten des Proteasoms sowie
generell auf groBe Proteinkomplexe iibertragen werden und
schafft so die Voraussetzung fiir Struktur- und Dynamikun-
tersuchungen von supramolekularen Maschinen auf atomarer
Ebene.
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