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Abstract: Verschiedene Aspekte der Funktionsweise des Ribo-
somes sind trotz der Verfiigbarkeit hochaufgeloster Rontgen-
strukturen bislang nicht gut verstanden. Wir zeigen erste Fest-
korper-NMR-Daten, die an einem prokaryotischen Ribosom-
komplex aufgenommen wurden. Wir beobachten definierte
Verdinderungen der chemischen Verschiebung und Linienver-
breiterungen von Riickgratamid-Resonanzen in den Bereichen
von ,, Trigger-Faktor®, die an der Bindung beteiligt sind. Die
Kombination von Protondetektion und hohen MAS-Fre-
quenzen (60 kHz) macht die Untersuchung dieses grofien
asymmetrischen Proteinkomplexes (1.4 MDa) mdoglich. Die
gezeigten Ergebnisse erdffnen neue Perspektiven fiir die Un-
tersuchung des Funktionsmechanismus grofier molekularer
Maschinen.

Kernspinresonanz(NMR)-Spektroskopie hat sich in den
vergangenen Jahren zu einer Schliisselmethode in der Struk-
turbiologie entwickelt, die komplementidre Daten zu Ront-
genkristallographie und Elektronenmikroskopie (EM) lie-
fert. In der Tat ist NMR-Spektroskopie die einzige Methode,
die Informationen iiber strukturelle und dynamische Aspekte
von Biomolekiilen in vitro und in vivo auf atomarer Ebene
liefern kann. Neben der Losungs-NMR-Spektroskopiel'! hat
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sich Festkorper-NMR-Spektroskopie in jiingerer Zeit zu
einer leistungsfidhigen Alternative entwickelt, um biologische
Systeme wie Amyloidfibrillen,” membranassoziierte Protei-
nel’! oder virale Kapside zu charakterisieren, die ander-
weitig nicht mit atomarer Auflosung untersucht werden
konnen. Insbesondere haben ultraschnelle Drehung um den
magischen Winkel (,,magic angle spinning“, MAS) und Pro-
tondetektion die biologische Festkorper-NMR-Spektrosko-
pie vorangebracht und Zuordnungsprozeduren sowie Struk-
turanalysen vereinfacht.”! Gleichzeitig ermoglicht die direkte
Sedimentation groBer biomolekularer Systeme in einen
Festkorper-NMR-Rotor mittels einer Zentrifuge die Pripa-
ration hydratisierter Proben von sehr hoher Konzentration,
ohne dass dafiir eine Kristallisation oder Prézipitation not-
wendig wire.”! Die Kombination von ultraschneller MAS-
Probenrotation, Protondetektion und Sedimentation stellt
somit einen Ansatz dar, um groB3ere und komplexere Prote-
insysteme mittels Festkorper-NMR-Spektroskopie mit hoher
Auflosung strukturell zu untersuchen.

Das Ribosom ist eine komplexe biologische Maschinerie,
die die fiir die Proteinbiosynthese verantwortlich ist. In der
Vergangenheit konnten die Strukturen von prokaryotischen
und eukaryotischen Ribosomes mittels EM und Rontgen-
kristallographie gelost werden.! Weiterhin wurden Struktu-
ren in Gegenwart von mRNA, tRNA und anderen Faktoren,
die an das Ribosom assoziiert sind, bestimmt, und haben
damit zu einem besseren Verstindnis dieser komplizierten
molekularen Maschine gefiihrt.®! Die Details der zugrunde-
liegenden Wechselwirkungen sind allerdings bis heute nicht
gut verstanden. NMR-Spektroskopie erscheint als die Me-
thode der Wahl, um diesen Fragen auf atomarer Ebene
nachzugehen und die strukturellen und dynamischen Ande-
rungen im Verlauf der Proteinbiosynthese und ihrer Regu-
lierung zu untersuchen.

,, Irigger-Faktor* (TF) ist ein 48 kDa groBes Chaperon,
das an das Ribosom mittels seiner N-terminalen Ribosom-
bindedomine (TF-RBD, Aminosdurereste 1-118) in der
Néhe der Polypeptidaustrittstunnels der gro3en Untereinheit
des bakteriellen Ribosoms (50S) bindet.”) TF stabilisiert
wachsende Polypeptidketten (NCs), die aus dem ribosomalen
Tunnel hevorkommen, und spielt eine wesentliche Rolle in
der kotranslationalen Proteinfaltung. Die Rontgenstruktur
von TF-RBD aus D. radiodurans, deren Struktur im Komplex
mit der groen Untereinheit in einem homologen Komplex
bestimmt wurde, zeigt, dass sich die zweite a-Helix von TF-
RBD bei der Bindung an 50S in ihrer Konformation verédn-
dert und dabei einen hydrophoben Kanal bildet, in dem die
wachsende Polypeptidkette potenziell binden kann.'”] Diese
Konformationsénderung ist allerdings umstritten, da Kris-
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tallstrukturen aus anderen Organismen ein etwas unter-
schiedliches Modell fiir die Struktur der Ribosom-assoziier-
ten TF-RBD gezeigt haben.”) Weiterhin wurde die Struktur
von an Ribsomen gebundenem Volllingen-TF in Gegenwart
von wachsenden Polypeptidketten mittels Kryo-EM-Rekon-
struktion bestimmt, jedoch nur mit einer Auflésung von
19 A

Wir zeigen hier, dass ein Komplex aus TF-RBD und 50S-
Ribosom von E. coli mittels protondetektierter ultraschneller
MAS-Festkorper-NMR-Spektroskopie untersucht werden
kann. Ein Vergleich von Losungs-NMR-Spektren von unge-
bundenem TF-RBD und den erhaltenen Festkorper-NMR-
Spektren ermoglicht die Identifizierung der Aminoséureres-
te, deren Signale durch Bindung an die 50S-Untereinheit
beeinflusst werden. Wir zeigen, dass die durch das Ribosom
induzierten Konformationsinderungen von TF-RBD im
Einklang mit der Kristallstruktur des homologen Komplexes
von TF-RBD-50S von D. radiodurans sind.""! Zur Vorbe-
reitung der Festkorper-NMR-Probe wurden die austau-
schenden Deuteronen in der einheitlich [*H,"”C,"”’N]-mar-
kiertem TF-RBD-Proteinprobe wieder vollstindig proto-
niert. AnschlieBend wurde TF-RBD mit einer hochdeute-
rierten (ca. 80 %) 50S-Untereinheit von E. coli titriert. Der
entstandene Komplex wurde in einen 1.3-mm-MAS-Rotor
sedimentiert. Abbildung 1 zeigt das Festkorper-NMR-"N-'H-
CP-HSQC-Spektrum, das bei einer MAS-Frequenz von
60 kHz erhalten wurde, zusammen mit dem entsprechenden
Losungs-NMR-Spektrum von ungebundenem TF-RBD.

Das Festkorper-NMR-Spektrum zeigt eine sehr gute
Empfindlichkeit (Signal-zu-Rauschverhiltnis ca. 3-5:1 bei
8.5 h Aufnahmezeit). Wir weisen darauf hin, dass TF-RBD
lediglich ca. 1% des gesamten Probenvolumens ausmacht.
Diese hohe Empfindlichkeit ist nur durch die Kombination
von ultraschneller MAS-Probenrotation und Protondetektion
moglich. Gleichzeitig werden in diesen Experimenten die
Grenzen des experimentell Machbaren erreicht. Eine weitere
Empfindlichkeitssteigerung ist im Prinzip mittels dynami-
scher Kernpolarisation (,,dynamic nuclear polarization®,
DNP) moglich.'”! Allerdings vergroBern die Tieftemperatur-
bedingungen, die fiir DNP notwendig sind, im allgemeinen
die Probenheterogenitdt und verschlechtern dadurch die
spektrale Auflosung. Die hier verwendeten Bedingungen
liefern gut aufgeloste Spektren mit Halbwertslinienbreiten
von 100 Hz in der 'H-Dimension und 60 Hz in der “N-Di-
mension. In den nichtiiberlagerten Bereichen des Spektrums
kann die Zuordnung der Resonanzen leicht aus dem Losungs-
NMR-Spektrum von ungebundenem TF-RBD! iibertragen
werden. Ein Vergleich von Losungs- und Festkorper-NMR
Spektren zeigt eindeutig Verschiebungen/Verschwinden von
Signalen, die auf die Bindung zuriickgefithrt werden kann.
Diese Verschiebungen resultieren nicht aus Temperierungs-
unterschieden (siche Abbildung S3 in den Hintergrundinfor-
mationen), sondern sind eine Folge der Bindung an das
Ribosom und der dadurch verdnderten lokalen chemische
Umgebung/Dynamik.

Abbildung 2 zeigt eine Uberlagerung der Kristallstruk-
turen von TF-RBD in Komplex mit der groBen 50S-Unter-
einheit von D. radiodurans (pdb: 2d30) und der Kristall-
struktur von E.-coli-TF-RBD (pdb: 1w26). Die Aminosidu-
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Abbildung 1. a) 2D-Festkérper-NMR-">N-"H-Korrelationsspektrum von
[U-"HN,2H,C, " N]-markiertem E.-coli-TF-RBD im Komplex mit der
grofRen ribosomalen 50S-Untereinheit von E. coli. Das Experiment
wurde mit einem 850-MHz-Spektrometer bei einer MAS-Frequenz von
60 kHz aufgenommen. b) 2D-Lésungs-NMR-">N-'H-Korrelationsspek-
trum von ungebundenem monomerem [U-"HN,*H,"C,"* N]-markiertem
TF-RBD, aufgenommen an einem 500-MHz-Spektrometer. Zuordnun-
gen der Kreuzsignale im aufgel6sten Teil des Festkérper-NMR-Spek-
trums sind in den beiden Abbildungen angegeben: Blau zeigt Kreuz-
signale an, deren chemische Verschiebung sich bei Zugabe von 50S
nicht dndert. Rot markiert Resonanzen, die sich entweder verschieben
oder die sich aufgrund von Bindung an das Ribosom verbreitern. Wei-
tere experimentelle Details finden sich in den Hintergrundinformatio-
nen.

rereste, fiir die verdnderte chemische Verschiebungen beob-
achtet werden, sind farblich hervorgehoben. Wie erwartet
konzentrieren sich die meisten Reste, deren Resonanzen
betroffen sind, in der Nihe der Bindestelle, wihrend nicht-
betroffene Reste weiter von der Bindungsstelle entfernt sind.
Interessanterweise zeigen sowohl die Resonanzen der zwei-
ten a-Helix als auch das TF-Bindemotiv (XGFRxGxxP in der
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Abbildung 2. Verinderungen der chemischen Verschiebungen bei Bin-
dung von TF-RBD an 50S. Es ist eine Uberlagerung der Kristallstruktu-
ren von TF-RBD in Komplex mit der groen 50S-Untereinheit von D.
radiodurans (pdb: 2d30) und der Kristallstruktur von E.-coli-TF-RBD
(pdb: 1w26) dargestellt. Die ribosomalen Proteine L23, L29 und L24,
die sich am Ende des Polypeptid-Tunnels in der Nihe der TF-Binde-
stelle befinden, sind lila eingefarbt. Aminosaurereste, deren Resonan-
zen sich nicht in Gegenwart des Ribosoms verindern, sind blau darge-
stellt, die Reste, die verdnderte chemische Verschiebungen oder Linien-
verbreiterungen zeigen, sind rot abgebildet. Reste, die aufgrund von
Signaliiberlappung nicht zugeordnet werden konnten, sind grau darge-
stellt.

Schleife L1 zwischen den a-Helices 1 und 2) grofe Verin-
derungen bei der Bindung. Diese Beobachtung ist konsistent
mit fritheren biochemischen™ und kristallographischen”
Untersuchungen. Unsere Festkorper-NMR-Untersuchungen
stiitzen damit die Hypothese, dass die zweite o-Helix in Ge-
genwart von 50S eine Konformationsédnderung erféhrt.

Wir haben erste Festkorper-NMR-Daten eines ribo-
somalen Komplexes mit ultraschneller MAS-Festkorper-
NMR-Spektroskopie und Protondetektion aufgenommen.
Mit diesen Experimenten konnten die Reste von TF-RBD,
die an der Wechselwirkung mit dem Ribosom beteiligt sind,
identifiziert werden. Unsere Ergebnisse eroffnen neue Mog-
lichkeiten fiir die Untersuchung von kotranslationaler Pro-
teinfaltung und die strukturelle Charakterisierung wachsen-
der Polypeptidketten. Im Unterschied zu fritheren Untersu-
chungen™! kénnen nun auch nichtdynamische Bereiche des
Ribosoms, die fiir NMR-spektroskopische ,,Standard“-Tech-
niken nicht zuginglich sind, sowie Signaltransduktionspro-
zesse, die von der wachsenden Kette ausgelost werden, un-
tersucht werden.

Stichworter: Drehung um den magischen Winkel (MAS) -
NMR-Spektroskopie - Protein-Protein-Wechselwirkungen -
Ribosomaler Proteinkomplex - Trigger-Faktor
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