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Entspannte Molekille: NMR-Ober-
flachendaten zur Strukturbestimmung
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Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy is a well suited method
for the analysis of biomolecules in solution and provides unique insights
into their structure, dynamics and function. Recent work has provided
new approaches to determine surface-accessibility of biomolecules
through the addition of freely soluble paramagnetic agents. This pushes
the current limits towards more accurate and reliable structures, faster
data acquisition and the detailed analysis of dynamic processes.
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B Die Kernspinresonanz(NMR)-Spektrosko-
pie ist hervorragend zur Analyse von Biomo-
lekiilen in Losung geeignet und liefert ein-
zigartige Einblicke in deren Struktur, Dyna-
mik und Funktion. Die Basis fiir die Ermitt-
lung von molekularen Strukturen mittels
NMR-Spektroskopie bildeten lange Zeit dis-
tanzbasierte Daten, sogenannte NOEs (nuc-
lear Overhauser effect). Da diese Daten mit
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zunehmender MolekiilgroBe schwer in aus-
reichender Anzahl ermittelbar sind, wurden
in mehreren bahnbrechenden Arbeiten kom-
plementdre Ansdtze erarbeitet. Trotzdem
erreichen all diese Methoden bei groBeren
Molekiilen ihre Limits, da diese schwéachere
NMR-Signale liefern und es zu Problemen
durch Uberlagerungen der Signale kommt.
Ein neuer Ansatz zeigt eine Moglichkeit auf,

wie die gegenwartigen Limits der konventio-
nellen Strukturaufklarung von Biomolekiilen
und biomolekularen Komplexen teilweise
iiberwunden werden konnen.

Dieser Ansatz hat als Grundlage die Bestim-
mung der Relaxationsratenerhohung nach
Zugabe von paramagnetischen Molekiilen
(Losungsmittel-PRE, paramagnetic relaxation
enhancement), was in einer distanzabhdngi-
gen Veranderung der Relaxationseigenschaf-
ten der vermessenen Biomolekiile resultiert.
Dies duBert sich zum Beispiel in der Verrin-
gerung der Signalintensitat oder dem schnel-
leren Riickkehren der Magnetisierung in den
Gleichgewichtszustand. Die Effekte sind am
starksten fiir kurze Abstdnde zum zugegebe-
nen paramagnetischen Molekiil, wie etwa von
Kernspins an der Oberflache von Biomolekii-
len, und nehmen mit zunehmendem Abstand
im Inneren rapide ab (Abb. 1). Die Anwen-
dung kann somit als ,Oberflichen-Scan“
genutzt werden und ermoglicht die nahezu
uneingeschrankte Vermessung von Molekii-
len, wie Proteinen, DNAs, RNAs, kleineren
organischen Verbindungen oder deren Kom-
plexen. Praktischerweise ist diese Methode
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A Abb. 1: A, Struktur des Graspollenproteins Phl p 5a, hervorgehoben sind die Aminosaurepositionen von Serin-132 und Asparagin-185 in Orange.
B, Die Ermittlung des Losungsmittel-PREs (paramagnetic relaxation enhancement) erfolgt durch die Messung von Relaxationsraten in Gegenwart von
unterschiedlichen Gd(DTPA-BMA)-Konzentrationen. C, '"H'®N-HSQC-Spektrum des Proteins Phl p 5a in Cyan und nach Zugabe von 4 mM Gd(DTPA-BMA)

in Pink.

BlOspektrum | 02.18 | 24.Jahrgang @Springer



162

WISSENSCHAFT -

SPECIAL: PROTEINANALYTIK

90°

‘r\ Y

n niedrigster Wert

héchster Wert

+ Lésungsmittel-PRE-
Daten

A Abb. 2: A, Die Proteinstruktur der Dimerisierungsdoméne von Samé8 zeigt die Lésungsmittel-
PREs als Farbgradient. B, Die numerische Berechnung erfolgt z. B. durch Integration Uber den

zugénglichen Raum. C, Darstellung der Verbesserung der Qualitat der Struktur nach der Einbezie-
hung der Lésungsmittel-PRE-Daten in die Strukturberechnung (mit freundlicher Genehmigung von

Nico Tjandra, PhD).

einfach umzusetzen, da keine zusatzlichen
chemischen Reaktionen fiir die kovalente Bin-
dung spezifischer Gruppen notwendig sind.
Losungsmittel-PREs zeichnen sich auBerdem
durch ihre generelle Anwendbarkeit aus. So
sind sie fiir praktisch alle Spin-1/2-Kerne, wie
z. B. 'H, 3C, ®N und %'P, messbar, und der
Effekt kann einfach durch die Konzentration
des zugegebenen paramagnetischen Kom-
plexes moduliert werden.

An der Methodik der Losungsmittel-PREs
wurde bereits seit mehreren Jahrzehnten
geforscht, jedoch wiesen die meisten Addi-
tive, wie etwa anorganische paramagnetische
Salze oder organische paramagnetische Ver-
bindungen, keine idealen Eigenschaften fiir
deren Einsatz auf [1]. Die Grundlagen heuti-
ger Messungen wurden in der Magnetreso-
nanztomographie (MRT) gelegt, fiir welche
der gidngigste Lanthanoidkomplex Gd(DTPA-
BMA) entwickelt wurde. Obwohl er heute in
seiner klinischen Anwendung umstritten ist,
stellt die Verwendung dieses Komplexes den
Durchbruch fiir die in vitro-Forschung dar, da
er alle notwendigen Kriterien, wie etwa gute
Wasserloslichkeit, unspezifische Wechsel-
wirkung mit Biomolekiilen, hohe Stabilitét
und einen starken, isotropen Paramagne-
tismus, erfiillt. Somit ist es moglich, fiir gut
separierte NMR-Signale und das damit asso-
ziierte Atom die Oberflichenzuganglichkeit
zu bestimmen.

Strukturelle Untersuchung von
Biomolekiilen mittels Losungsmittel-
PREs

Eine breite Anwendung fiir Losungsmittel-
PREs konnte bereits friih fir membrange-
bundene Proteine gefunden werden. Auf-
grund der hohen Wasserloslichkeit kann
Gd(DTPA-BMA) nicht in Membranen oder
Membranmimetika eindringen und ermog-
licht somit die Bestimmung der Protein-
orientierung in einer Micelllosung [2].

Fiir die Strukturaufklarung von Proteinen
liefert die Losungsmittel-PRE-Methode eine
entscheidende Verbesserung, da die Infor-
mation der Oberflachenzugéanglichkeit ein-
zelner Atome direkt in die Strukturberech-
nungen eingebaut werden kann. Basierend
auf ersten Arbeiten an den Modellproteinen
Ubiquitin und Maltose-bindendes Protein
(MBP) [3] konnen Losungsmittel-PREs heute
standardmaBig in Strukturberechnungen von
Proteinen in Softwarepaketen wie XPLOR-NIH
und CS-Rosetta verwendet werden [4]. Vor
Kurzem wurde die Methode auch auf die fir
NMR-Spektroskopie besonders schwierigen
Strukturberechnungen von RNAs erweitert
[5].

Eine weitere Einsatzmoglichkeit zeigt sich
in der Strukturbestimmung von biomoleku-
laren Komplexen. Sie stellen eine Herausfor-
derung fiir die NMR-Spektroskopie dar, da
mit herkommlichen Methoden die Wechsel-

wirkungsstellen oft nicht eindeutig identifi-
zierbar sind. Losungsmittel-PREs geben durch
Verdrangung des paramagnetischen Agens
an der Grenzflache Auskunft tiber die Kon-
taktstellen in biomolekularen Komplexen.
Dies wurde beispielsweise am Protein Sam68
gezeigt, welches eine ungewdhnliche Homo-
dimerisierungsdomédne aufweist [6]. Die
Bestimmung von Losungsmittel-PREs unter-
stiitzte die Strukturaufklarung, und die Grenz-
flache des Homodimers konnte genauestens
bestimmt werden (Abb. 2).

In einer dhnlichen Anwendung konnten
Losungsmittel-PREs zeigen, dass es sich bei
dem Graspollenprotein Phl p 5a, einem der
starksten bekannten Allergene, um zwei fle-
xible, miteinander verbundene Vier-Helix-
Domédnen handelt, wohingegen mit her-
kommlichen Methoden ein Modell einer kom-
pakten Acht-Helix-Struktur vorhergesagt wur-
de [7]. Die hohe Mobilitdt der Doménen fiihrt
letztendlich zu einer verstarkten Bindung zu
Antikorpern und erklart in weiterer Folge die
starke allergische Reaktion bei betroffenen
Patienten.

Untersuchung der biomolekularen
Dynamik mittels Losungsmittel-PREs

Losungsmittel-PREs ermoglichen zudem die
Untersuchung von dynamischen Prozessen
in Biomolekiilen und deren Komplexen. Die-
se Dynamiken sind essenziell fiir verschie-
denste biologische Prozesse, einschlieBlich
der Enzymkatalyse und allosterischen Steue-
rung zelluldrer Signaltransduktion. Einzelne
Konformationen konnen dabei durch Losungs-
mittel-PREs direkt aufgespiirt werden.

Mit dem Ziel, strukturelle Protein-Ensem-
bles zu visualisieren und Populationen der
Konformationszustdnde quantitativ zu bestim-
men, haben Z. Gong und Kollegen die dyna-
mischen Modellproteine Enzym I und Ade-
nylatkinase aus Escherichia coli untersucht
[8]. Beide Proteine wechseln dynamisch zwi-
schen zwei Konformationszustanden, und es
konnte fiir beide Proteine gezeigt werden,
dass die Unterschiede zwischen den experi-
mentellen und den berechneten Losungsmit-
tel-PRE-Profilen in Regionen liegen, in denen
zuvor bestimmt wurde, dass sie ihre Zugang-
lichkeit fiir das Losungsmittel bei Konforma-
tionsumlagerungen andern [8].

Eine kiirzlich veroffentlichte Arbeit zeigt
erstmalig die Moglichkeit auf, strukturelle
Daten basierend auf Losungsmittel-PREs in
der Festkorper-NMR-Spektroskopie zu er-
schlieBen. Dabei liegen Proteine nicht in
Losung vor, sondern sind in einem aggre-
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gierten — und dennoch strukturierten -
Zustand, welcher die Messung von bei-
spielsweise = Membranproteinen oder
besonders groBen biomolekularen Komple-
xen erlaubt. In der Arbeit konnte gezeigt
werden, dass durch Losungsmittel-PREs
auch in diesem Zustand die Grenzflichen
von Proteinkomplexen bestimmbar sind.
Dies erlaubt eine breite Anwendung fiir
besonders herausfordernde Systeme, wie
etwa groBe Protein- und/oder DNA- bzw.
RNA-Komplexe oder Membranproteine in
komplexen Lipidanordnungen [9].

Zusammenfassung

Die Relaxationsverstarkung durch die Zuga-
be von loslichen, paramagnetischen Mole-
kiilen ist ein leistungsfahiges und flexibles
Werkzeug fiir eine breite Palette von Anwen-
dungen, insbesondere fiir die strukturelle
und dynamische Charakterisierung von Bio-
molekiilen und biomolekularen Komplexen
[10]. Die Implementierung von Losungs-
mittel-PRE-Messungen ist unkompliziert
und liefert zuverlassige und quantitative
Daten. Durch die Vermessung von Distanz-
zu-Oberflache-Informationen liefern
Losungsmittel-PREs Daten, die zu her-
kommlichen NMR-Ansétzen und anderen
strukturbiologischen Techniken komple-
mentdr sind. Damit wird die Strukturbe-
stimmung von Biomolekiilen und biomole-
kularen Komplexen erleichtert, zusitzlich
konnen auch dynamische Prozesse erkannt
und charakterisiert werden. Anwendungen
paramagnetischer Losungsmittel-PREs lie-
fern daher einen einzigartigen und quan-
titativen Einblick in die biomolekulare
Struktur, deren Dynamik und Wechselwir-
kungen. |
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