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Abstract: MAS-NMR-Spektroskopie wurde verwendet, um
die Struktur und Dynamik der Membrananker-Dom�ne von
YadA (YadA-M) direkt in der bakteriellen Außenmembran zu
untersuchen, in der das Protein exprimiert wurde. YadA ist ein
Adh�sin des Pathogens Yersinia enterocolitica, das an Inter-
aktionen mit Wirtszellen beteiligt ist und darîber hinaus auch
als Modellprotein zu Studien des Autotransportprozesses
dient. Mithilfe von 13C-13C-DARR-und PDSD-Spektren bei
unterschiedlichen Mischzeiten konnten wir existierende che-
mische Verschiebungen fîr einen weiten Bereich von YadA-M
in der Lipidmembran îbertragen. Die chemischen Verschie-
bungen von YadA-M waren in den meisten Regionen im Ver-
gleich zu denen in mikrokristallinen Pr�parationen, auf deren
Basis bereits eine Struktur gelçst wurde, unver�ndert. Das trifft
insbesondere auf die ASSA-Region zu, die vermutlich als
�bergangszustand w�hrend des Transports der lçslichen
Dom�ne eine Haarnadelstruktur einnimmt. Vergleiche der
Dynamik zwischen mikrokristallinen und in der Membran
eingebetteten Proben zeigen eine hçhere Flexibilit�t der ASSA-
Region in den Außenmembran-Pr�parationen bei physiologi-
schen Temperaturen. Diese Studie wird den Weg fîr die MAS-
NMR-basierte Strukturberechnung von Membranproteinen
und fîr ein besseres Verst�ndnis der Funktion von dynami-
schen Proteinbereichen in nativen Membranen bereiten.

Adh�sion an Wirtsgewebe ist der erste Schritt im Verlauf der
meisten Infektionen, und Bakterien haben zu diesem Zweck
eine ganze Reihe von Adh�sinen entwickelt.[1] Die trimeren
Autotransporter-Adh�sine (TAAs)[2] sind eine Untergruppe
der Typ-V-Sekretionssysteme,[3] welche einen einzigartigen
Transportmechanismus, den Autotransport, verwenden.
Yersinia-Adh�sin A (YadA) ist der Prototyp der TAA-Fa-
milie und bildet wie alle anderen Proteine dieser Gruppe eine
stabile, trimere Pore in der bakteriellen Außenmembran
(AM), die als Translokationspore fîr die extrazellul�re, ad-
h�sive Dom�ne dient.[4] Diese die Membran durchspannende
b-Fass-Dom�ne ist die einzige komplett konservierte
Dom�ne der TAA-Familie und ist allein ausreichend fîr den
Autotransportmechanismus.[5]

Die Struktur und Funktion von Membranproteinen wird
durch Interaktionen mit anderen Molekîlen in ihrer Umge-
bung beeinflusst.[6] �blicherweise werden Membranproteine
in kînstlichen Proteoliposomen untersucht, die eine n�he-
rungsweise natîrliche Umgebung darstellen, auch um hohe
Auflçsung und Empfindlichkeit in Festkçrper-NMR-Spek-
tren zu erreichen.[7] Allerdings sind solche Pr�parationen oft
aufwendig und zeigen nicht die asymmetrischen Eigenschaf-
ten der AM Gram-negativer Bakterien, deren �ußere Schicht
aus Lipopolysacchariden zusammengesetzt ist, die innere
dagegen aus Phospholipiden. Nur wenige Festkçrper-MAS-
NMR-Studien wurden bisher in nativen Membranen durch-
gefîhrt.[8]

Die ursprîngliche Festkçrper-NMR-Struktur wurde mit-
hilfe einer mikrokristallinen Probe gelçst, wobei ein Se-
quenzbereich von vier Resten (Ala, Ser, Ser, Ala) in der
Translokationsdom�ne gefunden wurde, der extrem flexibel
zu sein scheint – basierend auf seinen nicht-helikalen che-
mischen Verschiebungen, reduzierten dipolaren Kopplungen
und einer starken bioinformatischen Vorhersage fîr eine
ungeordnete Struktur.[9] Diese ASSA-Region bildet vermut-
lich das kurzlebige Haarnadel-Intermediat w�hrend des Au-
totransportprozesses, das inzwischen als bestes Modell fîr
den Autotransport gilt.[3, 9b]

In der vorliegenden Studie wollten wir die Struktur und
Dynamik von YadA-M direkt in der E.-coli-AM – ohne
weitere Aufreinigung – untersuchen und dadurch mçgliche
Unterschiede zwischen beiden Proben aufdecken, weil ver-
schiedene Untersuchungen an einer Reihe von Proteinen
strukturelle Unterschiede gezeigt haben, die von der Lipid-
oder Detergensumgebung abh�ngen.[10] Darîber hinaus pr�-
sentieren wir eine partielle Zuordnung der chemischen Ver-
schiebungen von YadA-M, liefern einfache Strategien zur
Unterscheidung von Protein- und Lipidsignalen und geben
wichtige Einblicke in die Dynamik dieser Proteindom�ne in
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der Lipiddoppelschicht. Obwohl wir keine drastischen
strukturellen Unterschiede zwischen mikrokristallinem
YadA-M und YadA-M in der Membran beobachten, ver-
schwinden die Kristallkontakte. Außerdem zeigen wir, dass
die funktionell wichtige ASSA-Region in Membranen flexi-
bler ist als in der mikrokristallinen Probe. Unsere Studie
demonstriert, dass sich in die Membran eingebettete, nicht
weiter aufgereinigte, selektiv markierte Proteine direkt fîr
MAS-NMR-Messungen zur Bestimmung von Struktur und
Funktion unter physiologischen Bedingungen eignen.

Fîr die Herstellung unserer einheitlich bzw. selektiv
markierten Festkçrper-NMR-Proben haben wir eine ver-
gleichsweise einfache Strategie verwendet: Nach der Prote-
inexpression wurden die bakteriellen Außenmembranen
mittels mehrerer Zentrifugationsschritte isoliert und direkt in
die NMR-Rotoren îberfîhrt. Die Details der Probenpr�pa-
ration sind in den Hintergrundinformationen beschrieben.
Wir sch�tzen die Proteinmenge in den Rotoren auf etwa
10 mg bei 70 % Reinheit (5–7 mg YadA-M), in einem Pellet
mit etwa 50 mg Feuchtgewicht. Im Gegensatz zu frîheren
Studien an Membranproteinen in Membranfragmenten mit-
tels Festkçrper-NMR[11] messen wir unter physiologischen
Bedingungen (Raumtemperatur), wodurch essentielle Infor-
mationen îber die Proteindynamik erhalten bleiben. Diese
Methode sollte direkt auf andere Membranproteine îber-
tragbar sein, die in der E.-coli-Außenmembran exprimiert
werden kçnnen.

Die Aminos�uren Gly, Val, Ala und Ser (GVAS) sind in
allen drei Sekund�rstrukturelementen von YadA-M enthal-
ten.[9b] Insbesondere wird die ASSA-Region durch dieses
Markierungsschema abgedeckt (siehe Hintergrundinforma-
tionen, Abbildung S1). Durch den hohen Anteil an YadA-M
in der Membranprobe (70% laut SDS-PAGE-Gel) erhalten
wir deutlich st�rkere NMR-Signale von YadA-M als von an-
deren in der Probe vorhandenen Außenmembranproteinen
(Abbildung S2).

Fîr eine eindeutige Zuordnung von YadA-M ist es ent-
scheidend, zwischen Lipid- und Proteinsignalen unterschei-
den zu kçnnen; hierzu verfolgten wir drei Ans�tze. 1) Ein
Vergleich von 1D-1H-13C-Spektren von YadA-M in mikro-
kristalliner und Membranumgebung gibt gute Hinweise auf
die chemischen Verschiebungen der Lipide (Abbildung 1A
und Anhang S3), da sich die Lipidsignale sowohl in ihrer In-
tensit�t als auch in den numerischen Werten deutlich von
denen des Proteins unterscheiden. Insbesondere erscheinen
zus�tzliche Signale im Bereich 65–110 ppm, die eindeutig den
Lipiden zugeordnet werden kçnnen. 2) Da die einheitlich 13C-
markierten und die GVAS-Proben von YadA-M unter den-
selben Bedingungen hergestellt wurden, sollten die enthal-
tenen Lipide vergleichbare Kreuzsignale in beiden Proben
zeigen, was deren Identifizierung durch Vergleich der beiden
Spektren ermçglicht. Als Beispiel zeigt eine �berlagerung
der Spektren der selektiv und einheitlich 13C-markierten
Proben (Abbildung 1B und Anhang S4), dass in der einheit-

Abbildung 1. A) 1D-Spektren von einer einheitlich markierten, mikrokristallinen YadA-M Probe (schwarz) und einer einheitlich markierten Probe in
der AM (rot). B) �berlagerung von 2D-Korrelationsspektren einer GVAS-Probe (schwarz) und einer einheitlich markierten Probe (tírkis) in der
AM, aufgenommen mit DARR („dipolar assisted rotational resonance“) bei 200 ms Mischzeit. Durch den Vergleich der Spektren kçnnen die
Lipidsignale identifiziert werden. C) Eindimensionale 1H-13C-CP-MAS-Spektren von GVAS-markiertem YadA-M bei unterschiedlichen Temperaturen,
aus denen Phaseníberg�nge der Lipide abgeleitet werden kçnnen.
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lich markierten Probe eine Reihe zus�tzlicher Signale im
Bereich 40–62 ppm auftaucht, die eindeutig YadA-M zuge-
wiesen werden kçnnen. Signale in der aliphatischen Region
(25–35 ppm, 43–60 ppm) und der Carbonyl-Region (170–
180 ppm) îberlappen stark zwischen den Spektren von mi-
krokristallinem und in der Membran eingebettetem YadA-M
und sind daher ebenfalls eindeutig als Proteinsignale zu er-
kennen (Abbildung 2 und Abbildung S5). Die Region im

Bereich 25–40 ppm ist typisch fîr Lipidsignale, weshalb wir
die Korrelationen in diesem Bereich wegen der starken
�berlappung mit Proteinsignalen nicht zugeordnet haben.
3) Eine zus�tzliche Hilfe bei der Zuordnung liefern die Pha-
senîberg�nge Lipid–Gel zu flîssiger Phase in den Mem-
branproben.[12] Die Lipidsignale zeigten extreme Ver�nde-
rungen der Intensit�t bei ver�nderten Temperaturen, w�h-
rend die Proteinsignale praktisch unver�ndert blieben, sodass
der Vergleich von 1D-Spektren bei verschiedenen Tempera-

turen zur Identifizierung der Lipidsignale herangezogen
werden konnte (Abbildung 1C).

Fîr die Zuordnung der chemischen Verschiebungen
wurden zun�chst Daten der GVAS-Probe verwendet. Viele
Kreuzsignale der GVAS-Probe îberlappten gut mit den
Spektren von mikrokristallinem YadA-M (Abbildung 2),
sodass eine Reihe von Zuordnungen direkt îbernommen
werden konnte. So zeigten z.B. die beiden aufeinanderfol-
genden Alanine A40 und A41 in der a-Helix einfach zu er-
kennende Korrelationen sowohl in der aliphatischen als auch
in der Carbonyl-Region, bei identischen chemischen Ver-
schiebungen. Insgesamt schien es, als zeigten Reste, die nicht
in direktem Kontakt mit der Lipiddoppelschicht standen, eine
hçhere Intensit�t – z. B. im Fall von A70 (Abbildung 2, oben
rechts). Allerdings trifft dies nicht auf alle Reste zu, die ins
Innere der Pore weisen, z. B. A82, A88, die nicht in den
GVAS-Spektren erscheinen. Die meisten Valinreste zeigen
zur Lipiddoppelschicht und weisen schw�chere Signalinten-
sit�ten auf oder sind gar nicht sichtbar, vermutlich aufgrund
ihrer hohen Dynamik.

Serinreste sind in YadA-M haupts�chlich im Bereich der
flexibleren b-Schleifen angeordnet und zeigen ebenfalls keine
starken Kreuzsignale. Eine Ausnahme stellt der Rest S73 dar,
welcher der Membran zugewandt und direkt benachbart zum
hoch konservierten Rest G72 in b-Strang 2 ist.[5] Unsere frî-
heren Studien an mikrokristallinem YadA-M haben gezeigt,
dass dies einer der am wenigsten flexiblen Bereiche der
Struktur mit sehr starken Sequenzkorrelationen ist – selbst
bei kurzen Mischzeiten.[9a] In den AM-Proben von YadA-M
zeigt S73 jedoch deutlich schw�chere Korrelationen, ver-
mutlich aufgrund der hochdynamischen Lipidumgebung.
Dies belegt auch, dass die Dynamik von YadA-M in der
Membran generell erhçht ist.

Die Carbonyl-Region der Spektren zeigt eine Reihe von
Kreuzsignalen fîr Alanin- und Glycinreste, insbesondere
auch fîr den funktionell relevanten und hoch konservierten
Rest G72, welcher sich dem Lumen der Pore zugewandt in b-
Strang 2 befindet. Dieser Rest spielt eine wichtige Rolle beim
Autotransportprozess; wird er durch Reste mit grçßeren
Seitenketten ersetzt, verringert dies die Stabilit�t und die
Transporteffizienz von YadA.[5] Wie in den îberlagerten
Spektren zu sehen ist, ver�ndern sich die chemischen Ver-
schiebungen von YadA-M in der AM nicht. Dies gilt auch fîr
Reste in der Umgebung der funktionell wichtigen ASSA-
Region, wo A40 und A41 praktisch unver�nderte chemische
Verschiebungen in der aliphatischen und der Carbonyl-
Region aufweisen. Dies belegt, dass die nicht-helikalen che-
mischen Verschiebungen der ASSA-Region wie vermutet
eine Eigenschaft der nativen Struktur sind, und nicht ein
Artefakt durch die Kristallisation von YadA-M in den ur-
sprînglichen Proben.

Im n�chsten Schritt wurden Spektren von einheitlich 13C-
markierten AM-Proben von YadA-M zu unterschiedlichen
Mischzeiten aufgenommen, um Intra- und Inter-Aminos�ure-
Korrelationen zu erhalten (Abbildung 3, unten). Viele Reste
konnten bei kurzen Mischzeiten aufgrund îberlappender Si-
gnale nicht zugeordnet werden, wurden sp�ter aber durch
sequenzielle Kontakte bei l�ngeren Mischzeiten eindeutig
bestimmt; als Beispiel dient der sequenzielle Kontakt zwi-

Abbildung 2. Zuordung der chemischen Verschiebungen der GVAS-
Probe. Gezeigt sind Spektren der einheitlich markierten mikrokristalli-
nen Probe (rot) und der selektiv markierten GVAS-Probe in der bakteri-
ellen Membran (schwarz). Beide Spektren wurden mit 25 ms DARR-
Mischzeiten bei 275 K unter identischen Bedingungen gemessen.
Unten rechts ist ein Modell der YadA-M-Struktur dargestellt (a-Helix
rot, b-Faltbl�tter gelb, andere Bereiche grín). Der stark konservierte
Rest G72 (grau) und die funktionell wichtige ASSA-Region (rosa) sind
besonders hervorgehoben.
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schen Y97 und N98, der durch eine Korrelation zwischen
Y97Cb und N98a in 200 ms DARR-Mischung eindeutig zu-
geordnet werden konnte. Eine Reihe von Resten konnte in
�hnlicher Weise systematisch auf Basis sequenzieller Rîck-
grat- und Seitenkettenkontakte zugeordnet werden.

Da Glycinreste keine Seitenketten besitzen, sind sie nur in
einem schmalen Streifen von Korrelationen zwischen Car-
bonylgruppen und a-Kohlenstoffatomen zu finden, was eine
Zurodnung erschwert. Dennoch konnten die meisten Gly-
cinreste in YadA-M auf der Basis sequenzieller Kontakte in
Spektren der einheitlich markierten Proben bei langen
Mischzeiten eindeutig zugewiesen werden, z.B. G52, G72 und
G86. Zus�tzlich zu den sequenziellen Korrelationen konnten
wir einen Kontakt zwischen den b-Str�ngen 3 und 4, na-
mentlich M96Ca–V87Cb, zuweisen, der zeigt, dass die AM-
Proben von YadA-M dasselbe Register der b-Str�nge auf-
weisen wie in den mikrokristallinen Proben.

In der Festkçrper-NMR-Struktur von mikrokristallinem
YadA-M weist das trimere Protein hydrophobe Reste auf, die
Kristallkontakte ausbilden; diese Kontakte sind direkt in den
Festkçrper-NMR-Daten sichtbar (Abbildung 4). So sind z. B.
I71, I103 und mehrere Valinreste an Kristallkontakten be-
teiligt,[9b,14] aber keiner dieser Reste zeigt diese Kreuzsignale
in der AM-Probe von YadA-M.

W�hrend die NMR-Messungen an Proben in der nativen
AM in dieser Arbeit streng genommen keine trimere Struktur
beweisen, wird durch vorhergehende Studien und durch SDS-
PAGE-Gele (Anhang S2) klar belegt, dass YadA-M auch in
der AM sehr stabile Trimere bildet.[9b] TALOS + [15] wurde fîr

die Sekund�rstrukturvorhersage und zur Berechnung des
RCI („random coil index“) von YadA-M genutzt, auch wenn
die TALOS-Vorhersagen aufgrund der fehlenden 15N-che-
mischen Verschiebungen und 13C-Rîckgrat-Verschiebungen
mit Vorsicht interpretiert werden mîssen (Abbildung 5 und
Abbildung S6). Eine hçhere Dynamik in der Region L45–
V51, die die Pore mit den darin liegenden Helices verbindet,
wurde fîr die AM-Proben im Vergleich zu den mikrokris-
tallinen Proben beobachtet (Abbildung 5). Darîber hinaus
sind die vorhergesagten Ordnungsparameter in diesem Be-
reich sehr niedrig, was fîr eine grçßere Flexibilit�t dieses
Bereichs in der AM-Probe von YadA-M spricht (Abbil-
dung S7). Dies best�tigt auch unsere frîheren Befunde îber
diesen Bereich des Proteins.[16]

Wir hatten bereits zuvor eine hohe Flexibilit�t in unge-
ordneten bzw. nicht in klassischen Sekund�rstrukturelemen-
ten eingebetteten Bereichen in mikrokristallinem YadA-M
beobachtet.[9b] Dem gegenîber sogar noch erhçhte RCI-
Werte in der Region L45–V51 in der Membran deuten an,
dass die Kristallisation von YadA-M die Dynamik bzw. die
Freiheitsgrade dieser Region verringert. Dies ist ein interes-
santer Befund, vor allem da dieser Bereich sich im Inneren
der Proteinpore befindet und damit nicht in direktem Kon-
takt mit der Lipiddoppelschicht steht. In gleicher Weise zeigt
auch die ASSA-Region, die nach unserem Modell in TAAs
eine intermedi�re Haarnadelstruktur w�hrend des Auto-
transportprozesses annimmt, erhçhte RCI-Werte in AM-
Proben von YadA-M.

Zusammenfassend haben wir gezeigt, dass die von uns
zuvor bestimmte Struktur von YadA-M auf der Basis mi-
krokristalliner Proben in der Lipiddoppelschicht praktisch
identisch bleibt, aber dass sich die Dynamik von Resten, die
im Kontakt mit der Membran stehen, und von Resten in

Abbildung 3. Oben: Die Prim�rsequenz von YadA-M ist fír die Reste
in grín gezeigt, die in den AM-Proben zugewiesen werden konnten
(grau: Strep-Tag). Fast 75% der zu beobachtenden Reste haben zu-
mindest partielle Zuordnungen. Unten: Spektrum der einheitlich mar-
kierten YadA-M-Probe mit 200 ms DARR-Mischzeit; die Farbe der Kor-
relationen ist schwarz (innerhalb eines Restes), tírkis (sequenziell),
dunkelblau (mittlere Distanzen) und rot (lange Distanzen).

Abbildung 4. Die Kristallkontakte der mikrokristallinen Probe fehlen in
der AM-Probe von YadA-M. A) Darstellung der Orientierung von YadA-
M-Molekílen in der Lipiddoppelschicht. B) Zuordnung der Kristallkon-
takte durch �berlagerung von Spektren von mikrokristallinen und nati-
ven AM-Proben. C) Kristallkontakte zwischen YadA-M-Trimeren, model-
liert mit HADDOCK[13] auf der Basis der Festkçrper-NMR-Daten.
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unstrukturierten Bereichen des Proteins in der AM deutlich
erhçht. Die NMR-Signale zeigen aufgrund der deutlich he-
terogeneren Umgebung in der Lipidmembran insgesamt eine
schlechtere Auflçsung, was die Zuordnung von chemischen
Verschiebungen erschwert. Obwohl Protonen-Festkçrper-
NMR im Prinzip ebenfalls fîr hochauflçsende Studien dieser
Art verwendet werden kann, haben wir diese Strategie nicht
genutzt, da der NMR-Austausch durch das Proteinrîckgrat in
Membransystemen deutlich ineffizienter sein kann.[17] Den-
noch war es uns mçglich, mithilfe einer Kombination von
selektiv und einheitlich markierten Proben intra- und inter-
molekulare Korrelationen zuzuordnen und biologisch rele-
vante Dynamik, die oft direkt an die Funktion von Proteinen
gekoppelt ist, zu messen – direkt in der nativen Membran.
Wir sind îberzeugt, dass diese Arbeit die Machbarkeit von
hochauflçsenden Struktur- und Funktionsstudien an Protei-
nen in ihrer nativen Umgebung und bei physiologischen
Temperaturen belegt.
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