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Abstract: Die Erforschung von intrinsisch unstrukturierten
Proteinen (IDPs) mit NMR-spektroskopischen Methoden
wird oftmals durch starke Uberlagerung der Proteinsignale
erschwert. Dies fiihrt zu uneindeutigen Zuordnungen dieser
Signale und erschwert die Datenanalyse, in welcher oftmals
eine gute Separierung der Signale die Grundlage der Daten-
interpretation bildet. In dieser Arbeit berichten wir von der
Moglichkeit, einen Lanthanoidkomplex kovalent an das Ziel-
protein zu binden, der zu einer erhéhten Dispersion der Si-
gnale fiithrt. Wir zeigen diesen Effekt an Proteinen mit sich
wiederholenden Aminosduresequenzen, welche somit beson-
ders von Signaliiberlappung betroffen sind. Die Bindung eines
DOTA-basierten Lanthanoidkomplexes an ein Cystein fithrt
zu pseudochemischen Verschiebungen (PCS), die noch in
mehr als 20 Aminosdureresten entfernten Regionen detektier-
bar sind. Die stark erhohte Dispersion der beobachteten Si-
gnale fiihrt zu einer betrichtlichen Erleichterung in der Zu-
ordnung und Datenauswertung.

Das lange geltende Konzept des Struktur-Funktions-Prin-
zips von Proteinen wurde durch die Erforschung von IDPs
stark hinterfragt, denn trotz des Fehlens einer stabilen 3-di-
mensionalen Struktur spielt die Gruppe der unstrukturierten
Proteine eine wesentliche Rolle in wichtigen zelluldren Pro-
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zessen."? Es wurde errechnet, dass bis zu 40% aller eu-
karyotischen Proteine solche Bereiche mit mehr als 40 un-
strukturierten Aminosduren aufweisen.”! Fiir die Charakte-
risierung dieser Bereiche stellt die Methode der NMR-
Spektroskopie eine exzellente Moglichkeit dar, dies in
Losung und unter zelldhnlichen Bedingungen durchzufiih-
ren.! Beispielsweise konnen Proteindynamiken, Wechsel-
wirkungen oder niedrige Populationen von Reststrukturen
ermittelt werden. Dies erfordert die eindeutige Zuordnung
der jeweiligen Atome zu deren NMR-Signalen. Diese Zu-
ordnung wird bei unstrukturierten Proteinen jedoch dadurch
erschwert, dass die Beitrdge von hydrophoben Gruppen oder
Aromaten fehlen, die zu einer starken Dispersion der Signale
in strukturierten Proteinen fithren.”! Aus diesem Grund
wurden bereits verschiedene Methoden vorgestellt, bei-
spielsweise die Erstellung kiirzerer Proteinsequenzen, deren
somit vereinfachte Zuordnung und die Ubertragung dieser
Information auf das Volllingenkonstrukt.”) Die vorteilhaften
Eigenschaften von IDPs wie etwa deren langsame Relaxation
erlauben auch die Aufnahme von hochdimensionalen Spek-
tren (bis zu 7 Dimensionen), was deren eindeutige Zuord-
nung erleichtert.”) Weiters wurde auch die verbesserte Auf-
16sung von Spektren gezeigt, die durch die direkte Detektion
von Heteroatomen wie "“C oder "N aufgenommen
wurden.®”] Die erwihnten Methoden konnen jederzeit durch
die Aufnahme von ungleich verteilten Datenpunkten (NUS)
oder die Anwendung nicht Fourier-basierter Prozessierungs-
algorithmen oder Schnellpulssequenzen erweitert werden,
um schnellere Messungen mit hoherer Auflosung durchzu-
fithren.['"”

Trotz dieser bemerkenswerten Verbesserungen besteht
jedoch oftmals das Problem der Signaliiberlagerung, was be-
sonders bei der Detektion von molekularen Wechselwirkun-
gen, der Messung von Proteindynamiken oder der zugrun-
deliegenden Signalzuordnung zu Problemen fithren kann.
Davon sind besonders unstrukturierte Proteine betroffen, die
eine niedrige Sequenzheterogenitidt aufweisen, wie sie vor
allem in sogenannten Niedrigkomplexregionen vorkom-
men.!"!)

Hier berichten wir von einer Moglichkeit zur Verbesse-
rung der Dispersion chemischer Verschiebungen. Dabei wird
durch die kovalente Bindung eines Lathanoidkomplexes eine
pseudochemische Verschiebung induziert, was zu Verédnde-
rungen der Resonanzen in bis zu 26 Aminoséduren entfernten
Regionen fiihrt. Bisher wurde von einer groen Anzahl an
paramagnetischen Komplexen berichtet, deren Effekte auf
Proteine beschrieben wurden.'” Dabei haben sich besonders
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Yb-M8 wurde nun an ein IDP gebunden, welches eine
héaufige Wiederholungssequenz von Arginin—Glycin—Glycin
(RGG) aufweist, der C-terminalen Doméine des Proteins
FUS (fused in sarcoma, Region 454-526). Dieses Protein
bindet sowohl an DNA als auch RNA und ist an verschiede-
nen Krankheiten wie ALS (Amyotrophe Lateralsklerose)
oder FTLD (Frontotemporallappen-Degeneration) betei-
ligt."”! Es enthilt zwei strukturierte, nukleotidbindende Do-
minen und mehrere unstrukturierte Bereiche. Der ebenfalls
unstrukturierte C-Terminus von FUS wird héufig an dessen
Arginin-Seitenketten methyliert und ist wesentlich an der
Bildung von stress granules und am Zellimport beteiligt und
bindet beispielsweise am Kernimportfaktor Transportin-
1 und an verschiedene G-Quadruplex-RNAs."""! Die er-
wihnte RGG-Region ist 36 Aminosduren lang (472-505),
beinhaltet 18 Glycine und 10 Arginine (Abbildung Slain den
Hintergrundinformationen) und ist intrinsisch unstrukturiert.
Die chemischen Verschiebungen dieser Region sind sowohl in
der 'H-, als auch in der "'N- und C-Region stark iiberlagert
und unter Zuhilfenahme von einigen eingangs erwéhnten
Methoden konnten nur 16 der 36 Aminosduren zugeordnet
werden. In dieses Konstrukt wurden nun N- und C-terminal
dieser Region mittels Einzelmutation Cysteinreste (D470C
und D502C) eingefiigt, um unter Zuhilfenahme des Lantha-
noidkomplexes eine Verbesserung der Dispersion der che-
mischen Verschiebung zu erreichen. Interessanterweise war
die Bindung des Komplexes zu diesem dynamischen Kon-
strukt noch starr genug, um genau den gewiinschten Effekt zu
erzielen. In Abbildung 1a wird der Effekt des Komplexes an
einem '"H®N-HSQC-Spektrum gezeigt. Dabei werden die
starksten Effekte (bis zu 2 ppm Verschiebung) in der unmit-
telbaren Néhe des Lanthanoids beobachtet, und selbst 26
Reste entfernt, bei Glycin 496, verschiebt sich dessen Signal
noch um eine halbe Linienbreite (0.029 ppm in der Proto-
nendimension bei der Bindung des Komplexes an Cystein
470).

© 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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die Lanthanoide als sehr niitzlich erwiesen, denn durch deren | L G475 G482 -
variierende Eigenschaften des Suszeptibilititstensors kann a i f’/ GFOSG497 , //6478 64,86
man den gewiinschten Effekt recht gut dadurch einstellen, : G%Oo TN e o=GA96 TN
dass man das jeweilig bevorzugte Atom durch sehr dhnliche _ 1107 = T 7‘?' == Taor 64\96 G486
Bindungseigenschaften in den Komplex einfiihrt.'l Als £ ] G\Sow o : \ G477 6}69 \6488\6507
Grundgeriist dienen beispielsweise cyclische Polyamine, die =] G499 ‘>
sich durch eine starke Affinitdt und gute Rigiditit auszeich- g e :Egg \lgqmcvb.ms -
nen, nichtsdestotrotz werden oftmals mehrere isomere £ 137 e FUS D502C Yb-M8 8
Formen beobachtet, die zu einer Aufteilung in mehrere che- 5 i ) @
mische Verschiebungen der beeinflussten Atome fiihren. E 4 e Konturhhe x2.3 F506
Dieser unerwiinschte Effekt konnte durch verschiedene g E RA76 o “ ./ p1A19
Modifikationen entscheidend verringert werden.' In unse- 2 120 — R498 /4 sl -
rem Fall war der DOTA-MS8-Ytterbiumkomplex (Yb-MS; m; ) RA72 o \‘. : :; .
DOTA =1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessig- B | B 0‘3 ey R}‘BRSMRSW 3 /”. )
saure)!" zielfiihrend, um eine Erhohung der Signaldispersion : - Dfm Y r' e
zu erreichen. Dieser kann bei der Komplexbildung mit ver- 125 45' R495 R495
schiedenen Lanthanoiden durchaus zu einer Verdoppelung L — — R - —
der Signale fithren, bei der Verwendung von Ytterbium er- 16, 9.0 8.5 8.0 26
reicht man aber eine fast vollstindige Population von nur 1H chemische Verschiebung [ppm]
einem Isomer.") AuBerdem fiihrt Ytterbium nur zu einer
moderaten paramagnetischen Relaxationsratenerhohung D470C D502C
(PRE) bei gleichzeitig guten Eigenschaften zur Induktion von 20 | l
pseudochemischen Verschiebungen. l
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Abbildung 1. Spektrale Anderungen durch Einfithrung des Yb-M8-Kom-
plexes in FUS (454-526). a) Uberlagerung der "H"’N-HSQC-Spektren
der Referenzprobe (blau) und der jeweils mit Yb-M8 gebundenen
Probe (D470C in magenta und D502C in orange). Die Proteinkonzen-
trationen betragen jeweils 200 um und die Daten wurden auf einem
900-MHz-Spektrometer mit denselben Einstellungen aufgenommen (8
kumulative Scans, 128 komplexe Datenpunkte, 1 s Magnetisierungs-
aufbaudauer). b) Anderung der 'H-chemischen Verschiebung nach Bin-
dung des Komplexes. Signale, die nur durch die Einfiihrung des Yb-
M8-Komplexes zugeordnet werden konnten, sind markiert; Prolinreste
sind mit P gekennzeichnet. Die Referenzwerte fiir nicht zuordenbare
Aminosduren im Wildtyp wurden mithilfe eines Online-Vorhersagepro-
gramms mit Sequenz-, Temperatur- und pH-Korrektur bestimmt.®"

Man kann im Histogramm in Abbildung 1b erkennen,
dass die PCS-Effekte fiir das Yb-M8-gebundene Cystein 470
in Richtung N-Terminus stdrker abnehmen, und im Gegen-
satz bei Anbringung der Lathanoidgruppe an Cystein 502
eine stiarkere C-terminale Ausmittelung der Effekte sichtbar
wird. Dieser Effekt basiert hochstwahrscheinlich auf der
verstarkten Ausmittelung der paramagnetischen Effekte
durch erhohte terminale Dynamiken. Zur Kontrolle der be-
obachteten Effekte wurde derselbe Komplex an Cystein 470
angebracht, jedoch mit gebundenem diamagnetischem Lute-
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tium (Abbildung S2). Dieser diamagnetische Komplex fiihrt a ER—
wie erwartet nur zu sehr kleinen Verschiebungsdnderungen in - ’\; Vi 'Im s e
unmittelbarer Ortlicher Ndhe und bestédtigt somit die 110 613G *,:‘
Schlussfolgerung, dass die Verschiebung durch den parama- 1 Ge* @
gnetischen PCS-Effekt von Ytterbium ausgeht. = ‘; a
Die resultierende hohe Dispersion der chemischen Ver- & | o -’__'__ ¢ :
schiebung durch den Yttriumkomplex ermoglicht nun eine g 115 - .é-‘
rasche Zuordnung durch die Aufnahme der Standardexperi- § = Lef-1WT S
mente HNCACB und CBCA(CO)NH (Abbildung S1b).2  § = EEir] it .
Durch den geringen PRE-Effekt war es durchaus moglich, die % | c18
Ca/Cp-Atome der jeweiligen Cysteine zu beobachten (Ab-  § 10
bildung S1b). In Abbildung S3 wird gezeigt, dass weiter ent- £ 1 e
fernte Aminosdurenriickgratsignale oder aromatische Sei- E
tenketten nicht durch den Komplex beeinflusst werden und - | e
somit keine kiinstlichen Wechselwirkungen hervorgerufen 125 | h:. '.t = o
worden sind. Um diesen Effekt des Komplexes an weiter % "
entfernten Resten besser auszuschlieen zu konnen, wurden @ l' »
neben {'H}-""N-Hetero-NOE-Experimenten noch longitudi- e
nale und transversale Relaxationsraten an 'H und "N auf- 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5
genommen (Abbildung S4). Die Daten zeigen, dass die ge- 'H chemische Verschiebung [ppm]
messenen Werte von sequentiell entfernten Aminosduren b &
durchaus mit der unkomplexierten Referenz tibereinstimmen ™
. . . £ 1.24
und somit von keiner Beeinflussung durch den Komplex g =
ausgegangen werden kann. 2wl § 2ugeordnet durch Yb-M8
Ein weiterer Test der beschriebenen Methode wurde am é PProlinposition
Protein Lef-1 (lymphoid enhander-binding factor 1) durch- 3 4|
gefiihrt. Hier wurde der Komplex an das einzige nativ ver- %
fiigbare Cystein der unstrukturierten N-terminalen Doméne E 064
(Region 1-101, Cystein an Position 18) gebunden. Das Pro- g
tein Lef-1 ist ein Transkriptionsfaktor und spielt eine we- 3 04 p
sentliche Rolle im WNT-Signalweg. In der N-terminalen 3 ll
Region des angebrachten Komplexes befindet sich eine E 02 o 4 P
Niedrigkomplexregion mit acht aufeinanderfolgenden Gly- % 11 ' f f f f f f
cinresten, von welchen die meisten Signale stark iiberlagert 0.0 . . . : : . . ]
sind und die eine stark iiberlagerte Region im Spektrum 0 20 A rﬁ& GEATEp osi6t(i)o . 8 100
bilden. Nach Anbringung des Komplexes verschwindet diese ) N )
Uberlagerung jedoch vollstindig und die einzelnen Glycin- Abb'ldlfng 2. Spektrale Anderungen durch E'Tﬁﬂt'rung des Yb-M3-Kom-
. . L . . plexes in Lef-1 (1-101). a) Uberlagerung der 'H"" N-HSQC-Spektren der
reste erSChelnen .elnzeln In emem Separlerten BéreK:h deS Referenzprobe (blau) und der Yb-M8-gebundenen Probe (b) Die Pro-
Spektrums (Abbildung 2a). Das Histogramm in Abbil-  ienkonzentrationen betragen jeweils 200 pm und die Daten wurden
dung 2b zei"gt die einzelnen 'H-Verschiebungsunterschiede,  auf einem 900-M Hz-Spektrometer mit denselben Einstellungen aufge-
die grofite Anderung wurde wie erwartet am komplexierten = nommen (8 kumulative Scans, 128 komplexe Datenpunkte, 1's Magne-
Cystein beobachtet (1.2 ppm). Zwei umgebende Prolinreste tisierungsaufbaudauer). Mit einem Stern (*) markierte Signale stellen
(an Position i—3 undi -+ 7) fithren hochstwahrscheinlich durch keine nativen Lef—]-Sigr]ale dafr, sondern‘ stamme'n von einer Protease-
cis-trans-Racemisierung zu einer geringfiigigen Verringerung erkennungssequenz (siehe 1H|ntergr.und|nformat|o.nen). b) Absol.ute
. Werte der Anderungen der 'H-chemischen Verschiebung nach Bindung
von PCS-Effekten. Im Gegensatz zum Protein FUS werden des Komplexes. Signale, die nur durch die Einfiihrung des Yb-M8-Kom-
bei Lef-1 durchaus auch negative pseudochemische Ver-  plexes zugeordnet werden konnten, sind markiert; Prolinreste sind mit
schiebungen beobachtet. Eine Kontrollreaktion mit diama- P gekennzeichnet.
gnetischem Lutetiumkomplex zeigt wiederum eine sehr ge-
ringe Beeinflussung der chemischen Verschiebungen (Ab-
bildung S5). Auch die Aufnahme von Relaxationsraten der Die kovalente Bindung des Yb-MS8-Komplexes stellt
Riickgratstickstoffe der mit Ytterbiumkomplex gebundenen  somit eine generelle Moglichkeit dar, starke Signaliiberlap-
Probe zeigt abermals keine weitreichenden Effekte (Abbil-  pungen in unstrukturierten Proteinen und Bereichen zu ver-
dung S6). Fiir Lef-1 kénnen durch die bessere Auflésung in  ringern. Um die weitreichenden Einsatzmoglichkeiten dieser
den Referenzspektren die Verhiltnisse der einzelnen Signal-  Methode aufzuzeigen, wurde eine mit Yb-MS8 gebundene und
intensititen gut dargestellt werden (Abbildung S7). Es zeigt nun im Spektrum gut aufgeloste FUS-Probe mit einem
sich, dass es im Bereich der Aminosduren 14-26 zu stark  Wechselwirkungspartner versetzt. Dabei wurde das 110 kDa
verringerten Intensititen kommt, diese jedoch auf maximal groB3e Protein Transportin-1 hinzutitriert, vom dem gezeigt
ein Viertel reduziert sind und somit dennoch gut detektiert  wurde, dass es den C-Terminus von FUS bindet,??! aber
werden konnen. neueste Erkenntnisse weisen auch auf eine Rolle der RGG-
Angew. Chem. 2016, 128, 15069 -15073 © 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de 15071
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Region bei der Bindung hin.""***! Wie in Abbildung S8 sicht-
bar ist, wurde es durch die erhohte Dispersion von FUS nun
moglich, die aminosédurespezifische Wechselwirkung von gut
separierten Signalen zu erfassen. Die gezeigten Reste waren
im Referenzspektrum zu stark iiberlagert, um eine eindeutige
Zuordnung durchfiihren zu konnen, durch die Einfithrung des
PCS-Effekts konnte aber erstmals die direkte Wechselwir-
kung der RGG-Region mit Transportin-1 nachgewiesen
werden.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die Einfiihrung des
Komplexes zu stark verbesserter Dispersion und vereinfach-
ter Signalzuordnung fiihrt. Cysteine sind in aller Regel in
unstrukturierten Regionen stark unterreprésentiert, konnen
aber durch einfache genetische Methoden in die jeweiligen
Proteine eingefiihrt werden.*! Es ist durchaus moglich, fiir
langere Regionen mehrere Mutationen gleichzeitig einzu-
fithren und somit ldngere Proteinsequenzen gut aufzulosen.
Dabei sollte jedoch wie bei anderen kovalenten Modifika-
tionen auch darauf geachtet werden, dass der eingefiigte
Komplex die Resultate nicht verzerrt. Der verwendete M8-
Komplex ist jedoch sehr gut wasserloslich und weitgehend
polar, was im Vergleich mit beispielsweise hydrophoben
Aminoxylgruppen eine sicherere Anwendung darstellt.'>"]
Wir prasentieren somit eine einfache Mdoglichkeit, mittels
eines paramagnetischen Ytterbiumkomplexes die chemi-
schen Verschiebungen von unstrukturierten Proteinen und
Niedrigfrequenzregionen zu erhohen. Es konnte gezeigt
werden, dass die somit erhaltenen Daten eine einfache und
stabile Analyse ermoglichen. Diese Methode stellt eine si-
gnifikante Verbesserung zur Erforschung intrinsisch un-
strukturierter Proteine und Proteinregionen dar, vor allem im
Hinblick auf das genomweite hiufige Auftreten von un-
strukturierten Proteinen und Proteinregionen.
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