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Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie)
zeichnet sich durch die Mçglichkeit aus, Biomolek�le mit
atomarer Auflçsung in einem fast-nat�rlichen Milieu zu
analysieren. �blicherweise kçnnen aber nur Molek�le mit
Gewichten unter 20 kDa auf Struktur, Wechselwirkungen
und Dynamik untersucht werden. In den letzten Jahren wurde
diese Grenze aber durch TROSY-Techniken,[1] das Deute-
rieren von Proteinen[2] und die gezielte Markierung von Me-
thylgruppen[3] deutlich erhçht. So konnten Komplexe von
weit �ber 100 kDa detailliert untersucht[4] und funktionelle
Besonderheiten großer molekularer Maschinerien aufgekl�rt
werden.[5]

Oftmals wurden dabei hochsymmetrische Molek�lkom-
plexe untersucht, da diese vergleichsweise einfach herzustel-
len sind und einfache NMR-Spektren aufweisen, in denen alle
Untereinheiten zu identischen Signalen f�hren.[5a] F�r dieje-
nigen großen unsymmetrischen Komplexe, welche durch
Koexpression aller Untereinheiten in E. coli produziert
werden kçnnen,[6] sind die resultierenden NMR-Spektren
durch die Vielzahl der Resonanzsignale jedoch nicht voll-
st�ndig auszuwerten. In wenigen F�llen konnte dieses Pro-
blem umgangen werden, indem der Komplex in vitro aus
einzeln aufgereinigten, NMR-aktiven und NMR-inaktiven
Untereinheiten rekonstituiert wurde.[5b,c,h] Diese Strategie ist
allerdings nicht allgemein anwendbar. Dadurch bleiben die
meisten eukaryotischen Systeme, welche deutlich komplexer
als ihre bakteriellen und archaebakteriellen Gegenst�cke
sind, f�r die hochauflçsende NMR-Spektroskopie unzu-
g�nglich.

Wir stellen hier eine Methode zur schrittweisen Koex-
pression von großen unsymmetrischen Komplexen vor,
welche die Vorteile von In-vivo-Rekonstitution und partieller
Isotopenmarkierung zur Senkung der spektralen Komplexit�t
kombiniert. E. coli wird dabei mit zwei Plasmiden mit un-
terschiedlichen Promotorsystemen transformiert, mit denen
unabh�ngig voneinander die Proteinexpression induziert
werden kann. Hierdurch ist es mçglich die Synthese einer
Gruppe von Proteinen in NMR-aktivem Medium (Stufe 1) zu
starten, und anschließend eine zweite Gruppe von Proteinen
in NMR-inaktivem Medium (Stufe 2) zu exprimieren (Ab-
bildung 1 A). Durch die Expression aller Proteine in dersel-
ben E.-coli-Zelle wird der Komplex in einer zellul�ren Um-
gebung zusammengesetzt, was verhindert, dass einzeln un-
lçsliche Untereinheiten aggregieren. Wir benennen diese
Methode zum Markieren, Exprimieren und Generieren von
Oligomeren f�r NMR als „LEGO-NMR“ („label, express,
and generate oligomers“ for NMR).

Die LEGO-Methode basiert auf strikt kontrollierbaren
DNA-Promotoren, sodass der erste Promotor, welcher die
Stufe 1 der Expression steuert, in Stufe 2 komplett inaktiv ist,
und der zweite Promotor sich umgekehrt verh�lt. In LEGO-
Methoden A1 und A2 (Abbildung S1) wird Stufe 1 durch
einen Arabinose-induzierbaren araBAD-Promotor und
Stufe 2 durch einen IPTG-induzierbaren T7-Promotor kon-
trolliert.[7] Der araBAD-Promotor wird in Stufe 2 durch die
im Medium vorhandene Glucose effektiv deaktiviert.[8]

LEGO-Methode B basiert auf einem neuartigen Drei-Pro-
motor-System, in welchem in Stufe 1 die Proteinexpression
von einem T7-Promotor und in Stufe 2 von einem araBAD-
Promotor erfolgt. In Stufe 2 wird dann die T7-Expression
durch ein drittes Plasmid mit einem Rhamnose-induzierbaren
Promotor aktiv unterdr�ckt.[9] Diese Hemmung ist notwen-
dig, da sonst die Induktion durch den T7-Promotor auch nach
dem Entfernen von IPTG f�r mehr als vier Stunden anhalten
w�rde.[7a]

Um das LEGO-NMR-Konzept zu etablieren, analysieren
wir zwei verschiedene LSm-Komplexe des mRNA-Abbaus
und mRNA-Spleißens. Die zwei Komplexe LSm1–7[10] (mit
den LSm-Proteinen 1–7) und LSm2–8[11] (mit den LSm-Pro-
teinen 2–8) enthalten je sieben verschiedene Proteine in de-
finierter Anordnung.[11b, 12] Da die meisten LSm-Proteine al-
leine unlçslich sind, kçnnen weder LSm1–7 noch LSm2–8
effizient in vitro aus einzeln aufgereinigten Untereinheiten
rekonstituiert werden.[13] Andererseits f�hrt die Koexpression
der verschiedenen Komplexe durch die Effizienz der Re-
konstruktion in zellul�rem Umfeld zu homogenen NMR-
Proben (Abbildung 1 B). Aufgrund der großen Zahl an Re-
sonanzsignale (649 erwartete, voneinander verschiedene Si-
gnale der R�ckgrat-Amide) sind die resultierenden NMR-
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Spektren durch Signal-�berlappung allerdings deutlich ver-
schlechtert und nicht exakt auszuwerten (Abbildung 1B). Die
LSm-Komplexe stellen daher ein geeignetes Beispiel eu-
karyotischer Proteinkomplexe dar, die derzeit f�r die hoch-
auflçsende NMR-Spektroskopie unzug�nglich sind.

Um die spektrale �berlappung um einen Faktor �2 zu
reduzieren, markierten wir LSm5, LSm6 und LSm7 mit 15N in
Stufe 1, und exprimierten anschließend LSm2, LSm3, LSm4
und LSm8 in Stufe 2 in NMR-inaktivem Medium. Das re-
sultierende Spektrum des LSm2–8-Komplexes zeigt nur
LSm5, LSm6 und LSm7 und ist deutlich vereinfacht (Abbil-
dung 1C, oben links). Wie erwartet �berlagern die Reso-
nanzsignale sehr gut mit einem Teil der Signale des vollst�n-
dig NMR-aktiven LSm2–8-Komplexes. Dadurch sind die Si-
gnale der Proteine LSm5, LSm6 oder LSm7 im gesamten
LSm2–8-Komplexes eindeutig zu identifizieren.

Um die Leistungsf�higkeit der sequentiellen Koexpressi-
onsstrategie weiter zu testen, erzeugten wir sieben verschie-
dene NMR-Proben des LSm2–8-Komplexes, in denen je nur
ein einziges LSm-Protein in Stufe 1 mit 15N markiert und die
�brigen sechs LSm-Proteine NMR-inaktiv in Stufe 2 expri-
miert wurden (Abbildung 1C). Die sieben resultierenden
Spektren ermçglichen die eindeutige Identifizierung der
Resonanzen, die jedem der einzelnen LSm-Proteine im
LSm2–8-Komplex entsprechen. Somit konnte eine Vereinfa-

chung von bis zu 89% (74 erwartete Amidsignale im LSm6-
LEGO-Spektrum) erreicht werden. Unser Ansatz ermçglicht
also, die komplizierten Spektren des heteroheptameren
Komplexes in sieben deutlich vereinfachte Teilspektren auf-
zuspalten. Gleichzeitig ergibt die �berlagerung der sieben
NMR-Spektren, in denen je nur ein LSm-Protein markiert ist,
das Spektrum des komplett markierten LSm2–8-Komplexes
(Abbildung S2). Es ist bemerkenswert, dass die in Stufe 1 in
deuterierter Form produzierten Proteine zu Beginn von
Stufe 2 effektiv reprotoniert werden, bevor die Untereinhei-
ten in den Komplex integriert werden. Damit werden
(R�ckfaltungs-)Protokolle zur Reprotonierung der R�ckgrat-
Amidgruppen (Abbildung S3) in LSm2–8 unnçtig.

LSm2–8 ist Teil des U6-RNPs, in dem es mit dem 3’-Ende
der U6-snRNA wechselwirkt.[11a, 14] Um festzustellen, welche
Untereinheiten des LSm2–8-Komplexes das RNA-Substrat
binden, verwendeten wir NMR-Titrationsexperimente mit
LSm2–8-LEGO-Komplexen, die entweder LSm2, 3, 4 und 8
(Abbildung S4A) oder LSm5, 6 und 7 (Abbildung S4B) in
einem ansonsten NMR-inaktiven Hintergrund enthielten. In
beiden Komplexe f�hrte die RNA-Bindung zu deutlichen
�nderungen der chemischen Verschiebungen. Interessanter-
weise zeigen die LEGO-Spektren mit je einer markierten
Untereinheit (Abbildung 1C), dass alle sieben Untereinhei-
ten an der RNA-Bindung beteiligt sind (Abbildung S4A,B),

Abbildung 1. Prinzip von LEGO-NMR. A) Dargestellt ist Methode A1 (Tabelle S2, Abbildung S1). In Stufe 1 w�chst E. coli in einem NMR-aktiven
Medium, die Proteinsynthese wird von Plasmid 1 induziert und LSm5, LSm6 und LSm7 werden NMR-aktiv exprimiert. In Stufe 2 werden die
Zellen in ein NMR-inaktives Medium �berf�hrt und die Proteinsynthese von Plasmid 2 gestartet, wodurch die NMR-inaktiven LSm2, LSm3, LSm4
und LSm8 produziert werden. Durch die Fusion einer einzelnen Untereinheit mit einer Affinit�tsmarkierung wird der gesamte Komplex direkt
isoliert und bis zur Homogenit�t aufgereinigt. NMR-aktive Untereinheiten sind farbig, NMR-inaktive Untereinheiten grau dargestellt. B) 1H-15N-
TROSY-Spektrum (grau) des komplett NMR-aktiven LSm2–8-Komplexes. Besonders in der zentralen Region �berlagern sehr viele Resonanzsigna-
le, was die Auswertung deutlich erschwert. C) Oben links: LEGO-1H-15N-NMR-Spektrum (schwarz) des LSm2–8-Komplexes, in dem LSm5, LSm6
und LSm7 NMR-aktiv und LSm2, LSm3, LSm4 und LSm8 NMR-inaktiv sind. Andere Felder: LEGO-1H-15N-NMR-Spektra des LSm2–8-Komplexes
mit einzelnen NMR-aktiven Untereinheiten im ansonsten NMR-inaktiven Komplex. Die Resonanzen entsprechen einem Teil der Signale des kom-
plett markierten LSm2–8-Komplexes (siehe Vergrçßerungen).
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da Signale aller LSm-Proteine durch die Interaktion mit RNA
ver�nderte chemische Verschiebungen aufweisen. Um die
verbleibende spektrale �berlappung aufzulçsen, f�hrten wir
ein RNA-Bindungsexperiment mit einem LSm2–8-Komplex,
in dem nur LSm5 markiert ist, durch (Abbildung 2A). An-
schließend kombinierten wir Daten des bereits zugeordneten
LSm657-Komplexes,[13a] das LSm5-LEGO-Spektrum (Abbil-
dung 1C) und ein HNCA-Spektrum des vollst�ndig 2 H, 13C,
15N-markierten LSm2–8-Komplexes (Abbildung 2B), um
diejenigen Reste von LSm5 in LSm2–8 zuzuordnen, die an

der RNA-Bindung beteiligt sind. Hierbei war von Nutzen,
dass wir die LSm5-Resonanzsignale im HNCA-Spektrum des
komplett markierten LSm2–8-Komplexes ausw�hlen konn-
ten, um damit die Zahl der erwarteten Resonanz-Streifen von
649 auf 77 zu reduzieren und den Zuordnungsvorgang deut-
lich zu vereinfachen. Dadurch konnten wir zeigen, dass sich
die Reste, deren chemische Verschiebungen sich durch die
Bindung der U6-snRNA am st�rksten ver�ndern, in der
Schleife 5 von LSm5 befinden (Abbildung 2C). Diese
Schleife verbindet die b-Str�nge 4 und 5 in der LSm-Faltung
und kleidet die zentrale Pore des LSm-Ringes aus. Da die von
uns verwendete RNA aus 9 Basen bestand und alle LSm-
Proteine an der RNA-Wechselwirkung beteiligt sind (Abbil-
dung S4), deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass sich die
RNA-Bindungsstelle an der zentralen Pore befindet. Zu-
s�tzliche Informationen, um diese Beobachtung zu st�tzen,
kann durch die Resonanzzuordnung der anderen LSm-Pro-
teine im LSm2–8-Komplex auf vergleichbarem Weg erhalten
werden. Interessanterweise wurde f�r den eukaryotischen
Sm-Komplex,[15] den archaebakteriellen LSm-Komplex[16]

und den Hfq-Komplex[17] bereits gezeigt, dass sie ebendiese
Region zur RNA-Bindung nutzen. Dies deutet darauf hin,
dass die Bindungsstelle in den eukaryotischen LSm-Kom-
plexen konserviert ist.

Methyl-TROSY-Spektroskopie ist hervorragend geeignet
um supramolekulare Komplexe zu analysieren, welche f�r
R�ckgrat-basierte TROSY-Spektroskopie unzug�nglich sind.
Um die Integration von e-1H-13C-Methylmarkierung von
Methioninresten bei LEGO-NMR zu etablieren, verwende-
ten wir den heteroheptameren LSm1–7-Komplex, dessen 1H-
15N-TROSY-Spektren von schlechterer Qualit�t sind als die
des LSm2–8-Komplexes (Abbildung S5). Die Methionin-
Methylspektren des vollst�ndig Methionin-markierten
LSm1–7-Komplexes weisen viele gut vereinzelte Resonanz-
signale und eine Region mit starker spektraler �berlappung
auf (Abbildung 3A, oben links). Um diese �berlappung zu
vermeiden und die gut vereinzelten Signale den entspre-
chenden LSm-Proteinen zuzuweisen, stellten wir sieben

Abbildung 2. Zuordnung von LSm5 im LSm2–8-Komplex. A) LSm5 in
LSm2–8 vor (schwarz) und nach (pink) Zugabe des 3’-Fragments der
U6-snRNA. B) LSm5-Resonanzstreifen in einem HNCA-Spektrum des
komplett markierten LSm2–8-Komplexes. Die Streifen konnten auf
Grundlage des Lsm5-LEGO-NMR-Spektrums (A und Abbildung 1C)
ausgew�hlt werden. (C) Die LSm5-Reste mit den grçßten Ver�nderun-
gen der chemischen Verschiebungen nach Zugabe der U6-snRNA sind
im Modell von LSm2–8 als pinke Kugeln dargestellt.

Abbildung 3. Methylgruppen-Markierung. A) Methionin-Methylgruppen-Spektrum des LSm1–7-Komplexes. Das obere linke Feld zeigt das Methyl-
TROSY-Spektrum des komplett markierten Komplexes. Das Spektrum kann in sieben vereinfachte Teilspektren aufgespalten werden, die nur ein
einzelnes NMR-aktives LSm-Protein enthalten (andere Felder). (B) Methyl-TROSY-Spektrum des Ile-d1-markierten LSm2–8-Komplexes. Das Spek-
trum des vollst�ndig markierten Komplexes (grau) wird durch Markierung nur von LSm5, 6 und 7 (schwarz) oder nur von LSm5 (oliv) vereinfacht.
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LEGO-NMR-Proben von LSm1–7 her. In jeder waren die
Methioninreste eines einzeln LSm-Proteins markiert, und alle
anderen 6 LSm-Proteine NMR-inaktiv. Die Methyl-TROSY-
Spektren dieser hetero-heptameren Komplexe ermçglichen
die eindeutige Zuordnung der Signale zu den einzelnen LSm-
Proteinen (Abbildung 3A). Die genaue Zuordnung der Re-
sonanzen zu den entsprechenden Methioninresten kann
durch gezielte Mutationen erhalten werden.[5a, 18] Des Weite-
ren verminderten diese einzelmarkierten LSm1–7-Komplexe
das Problem spektraler �berlappung deutlich. Methionin-
Methyl-TROSY-Spektroskopie ist also vollst�ndig kompati-
bel mit der LEGO-NMR-Methode, und bietet hochauflç-
sende Spektren f�r Komplexe, welche nicht mit 1H-15N-ba-
sierter TROSY-Spektroskopie analysiert werden kçnnen.
Hierzu wurde k�rzlich gezeigt, dass Methionin-Methylgrup-
pen exzellente Sonden f�r molekulare Wechselwirkungen
sind.[19]

Neben Methionin-Methylgruppen wird Methyl-TROSY-
Spektroskopie oft mithilfe isotopenmarkierter Methylgrup-
pen von Isoleucin-, Leucin-, Valin-[20] und Alaninresten[21]

durchgef�hrt. Im Gegensatz zur Methionin-Markierung
werden diese Methylgruppen in das Protein durch die Ver-
stoffwechslung spezieller Vorstufenmolek�le in E. coli ein-
gebracht. F�r Isoleucin-Reste ist dazu Glucose im Medium
vonnçten, da hierdurch durch Katabolit-Repression Stoff-
wechselwege gehemmt werden, durch die ansonsten a-Ke-
tobutters�ure abgebaut w�rde.[22] Stufe 1 im Protokoll A1,
welches zur Stickstoff- und Methioninmarkierung verwendet
wurde (Abbildung S1, Tabelle S2), basiert auf Glycerin als
Kohlenstoffquelle und kann deswegen nicht zum Markieren
von Isoleucinen genutzt werden. Um einzelne Untereinheiten
mit Isoleucin zu markieren, verwenden wir Protokoll A2 (in
dem die NMR-aktive Markierung erst in Stufe 2 geschieht)
oder Protokoll B (in welchem ein Arabinose-induzierbarer
Promotor erst in Stufe 2 zum Einsatz kommt; Abbildung S1).

Die hohe spektrale Qualit�t bei vollst�ndiger Isoleucin-
d1-Markierung unterstreicht, dass Methylgruppen-TROSY-
NMR f�r Komplexe mit hohem Molekulargewicht gut ge-
eignet ist (Abbildung 3 B, grau). Wir nutzten anschließend
Protokoll B, um einen „halb“ markierten LSm2–8-Komplex
mit NMR-aktiven Isoleucin-d1-Methylgruppen in LSm5,
LSm6 und LSm7 herzustellen (Abbildung 3B, schwarz).
Ebenso wie in den 1H,15N-basierten Spektren (Abbildung 1C)
kçnnen die Resonanzen der markierten Proteine eindeutig
identifiziert werden. F�r die 17 Isoleucin-Reste in LSm5,
LSm6 und LSm7 werden 16 gut vereinzelte Resonanzsignale
im Spektrum beobachtet. Im n�chsten Schritt verwendeten
wir Protokoll A2 zur Herstellung eines LSm2–8-Komplexes,
in dem nur LSm5 NMR-aktiv ist (Abbildung 3B, oliv). Das
resultierende HMQC-Spektrum zeigt sechs einzelne Reso-
nanzen, die den sechs Isoleucinresten in LSm5 entsprechen.

In den beschriebenen Experimenten wurde ausschließlich
ein Teil des Komplexes isotopenmarkiert, wohingegen die
restlichen Untereinheiten NMR-inaktiv waren. Es ist aller-
dings ebenfalls mçglich, mehrere Markierungsstrategien f�r
die verschiedenen Untereinheiten anzuwenden. Dazu stellten
wir einen vollst�ndig 1H-15N-markierten LSm2–8-Komplex
her, dessen Untereinheiten LSm2, 3, 4 und 8 e-1H-13C-Methyl-
Methionin-markiert und LSm5, 6 und 7 d1-1H-13C-Isoleucin-

markiert sind (Abbildung 4). Weil die Methylgruppen von
Methionin- und Isoleucin-Resten spektral getrennt sind,
kçnnen mit diesem Ansatz mehrere NMR-Parameter von
verschiedenen Teilen eines großen Komplexes gleichzeitig
und unabh�ngig voneinander erfasst werden.

NMR-Studien von großen und unsymmetrischen Kom-
plexen sind erheblich erschwert durch schwierige Proben-
herstellung und spektrale �berlappung aufgrund der Vielzahl
verschiedener Resonanzsignale. Wir f�hren hier eine Strate-
gie der sequentiellen Koexpression ein, welche beide Pro-
bleme gleichzeitig angeht. Am Beispiel der LSm1–7- und
LSm2–8-Komplexe zeigen wir, dass hçchst homogene NMR-
Proben direkt hergestellt werden kçnnen, die nur eine NMR-
aktive Untereinheit enthalten. Es ist zu betonen, dass unsere
Strategie die Isotopenmarkierung sowohl von R�ckgrat-
Amidgruppen als auch von Seitenketten-Methylgruppen er-
mçglicht. LEGO-NMR ist daher gut geeignet f�r Experi-
mente an großen unsymmetrischen Komplexen wie eukary-
otischen Systemen, welche im Moment f�r detaillierte NMR-
Studien nicht zug�nglich sind. Im Hinblick darauf ist anzu-
merken, dass circa 50% der Komplexe in der PDB mit drei
oder mehr verschiedenen Untereinheiten in E. coli expri-
miert wurden, was die weitreichenden Anwendungsmçglich-
keiten unserer Methode unterstreicht.
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