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Atomare Einblicke in die Dynamik der
Membransysteme und der Biokatalyse
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Structural biology is targeting increasingly complex systems. Emer-
ging fields such as cellular structural biology consequently apply inte-
grative approaches that combine the strengths of different techniques.
In this setting it is of fundamental importance that the applied
methods focus on their inherent strengths. The unique features of
nuclear-magnetic-resonance (NMR) spectroscopy can play a valuable
role in this endeavor. In this article, our research focusing on
NMR-method development, tailored to the need of modern structural

biology, is outlined.
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B Die beindruckenden Erfolge der Elektro-
nenmikroskopie sowie der computergestiitz-
ten Proteinstrukturvorhersage fiihren seit
einiger Zeit zu einem notwendigen
Umdenken in verschiedenen Feldern der
Strukturbiologie. Aus Sicht eines biomoleku-
laren NMR-Spektroskopikers ist dieser Pro-
zess sehr begriiBenswert, da er eine Fokus-
sierung auf die Starken der NMR-Spektro-
skopie ermoglicht und vorantreibt. Zwei
zentrale Starken, die die biomolekulare
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NMR-Spektroskopie auszeichnet sind hier-

bei:

1. die Moglichkeit, dynamische Prozesse mit
atomarer und zeitlicher Auflosung zu ver-
folgen

2. die groBe Bandbreite an lebensnahen
Bedingungen und Umgebungen, unter
denen die Messungen erfolgen konnen

Parallel zum methodischen Fortschritt ist

ebenfalls ein klarer Trend zu komplexeren

Systemen zu erkennen, welcher der
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Umgebung des Zielmolekiils eine wichtigere
Rolle einrdumt. Die daraus resultierende
zelluldre Strukturbiologie profitiert in der
Regel enorm von integrativen Ansatzen, wel-
che die Starken verschiedener Techniken
biindeln, um die bestmoglichen Einblicke
unter moglichst nativen Bedingungen zu
erhalten.

Im Folgenden soll ein Bereich unserer For-
schung vorgestellt werden, der einen Beitrag
dazu leisten soll, verbesserte NMR-basierte
Methoden zu etablieren. Hierbei konzentrie-
ren wir uns auf Fragestellungen bei denen
die Starken der NMR sowie die damit ver-
bundenen zeitgemdaBen Anwendungsmog-
lichkeiten in integrativen (zelluldren) struk-
turbiologischen Projekten besonders zum
Tragen kommen konnen. Die NMR-Unter-
suchung unter moglichst lebensnahen Bedin-
gungen, im Folgenden mit native-state-NMR
benannt, bildet dabei einen wesentlichen
Schwerpunkt.

Membransysteme sowie die DNA-vermit-
telte Biokatalyse sind zwei Themengebiete,
welche konkret von verbesserten native-state-
NMR-Methoden profitieren konnen, da fiir
beide Bereiche der Einfluss der Umgebung
sowie dynamische Prozesse eine entschei-
dende Rolle spielen.
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A Abb. 1: Beispiel von zwei Systemen, welche von geeigneten native-state-NMR-Untersuchungen profitieren kénnen. A, Wichtige dynamische
Wechselwirkungen in Membransystemen beinhalten Protein-Lipid-Interaktionen (1), Liganden-Rezeptor-Interaktionen (2) und Interaktionen zwischen
verschiedenen Membranproteinen (3). Géngige artifizielle Modifikationen der wichtigen Klasse der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren sind gesondert
hervorgehoben (blauer Kasten). B, Aufbau eines DNAzyms (rot), welches eine RNA (grau) gezielt binden und zerschneiden kann. Gangige artifizielle

Modifikationen sind hervorgehoben.
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Die dynamischen Prozesse im Bereich der
Membransysteme beinhalten verschiedene
molekulare Interaktionen, wie die zwischen
Peptiden und der Membran, zwischen Ligan-
den und Membranrezeptoren sowie zwischen
verschiedenen Membranproteinen (Abb. 1A,
1-3).

Wiéhrend wichtige Erfolge auf diesem
Gebiet erzielt wurden, werden atomare Ein-
blicke hdufig unter Zuhilfenahme einer Viel-
zahl nicht nativer Modifikationen mit meist
ungeklarten Effekten gewonnen. Dies gilt
insbesondere fiir die wichtige Klasse der
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs;
Abb. 1A, blauer Kasten). Eine native-state-
NMR-Charakterisierung der Struktur und
Dynamik dieser Systeme ist daher in vielen
Fallen besonders erstrebenswert.

Die DNA-vermittelte Biokatalyse mittels
DNAzyme hat ein sehr hohes therapeuti-
sches Potenzial, da mit dieser Technik sehr
gezielt eine ungewollte RNA eliminiert wer-
den kann (Abb. 1B). Leider ldsst sich die
hohe in vitro-Aktivitit der DNAzyme meist
nicht in Zellen iibertragen, was mit einem
ungeniigenden Verstindnis ihres Wirk-
mechanismus einhergeht. Auf diesem Gebiet
ist daher sowohl ein besseres Verstindnis
der Struktur und Dynamik in vitro als auch
der limitierenden Effekte in vivo wichtig.

Um eine Mdglichkeit zu haben, einzelne
Effekt der Umgebung besser zu verstehen,
kann es ebenfalls hilfreich sein, gut definier-
te und aussagekréftige in vitro-Systeme zu
verwenden.

Aussagekraftige in vitro-Bedingungen

Bei Studien, die gezielt bestimmte Effekte
der zellularen Umgebung untersuchen, ist
es generell sinnvoll, gut definierte Bedingun-
gen zu verwenden, um verldssliche Riick-
schliisse auf einzelne Faktoren ziehen zu
konnen. Im Bereich der Membransysteme
spielt hierbei die meist notwendige mem-
branmimetische Umgebung eine zentrale
Rolle. Im Aligemeinen gibt es eine groBe
Auswahl an membranmimetischen Syste-
men, bei denen fast jedes System Vorteile in
bestimmten Bereichen gegeniiber anderen
Systemen zeigt. Bei der Auswahl geeigneter
Mimetika fiir die oben beschriebene Art der
Untersuchungen sollte jedoch die Bereitstel-
lung einer gut definierten, stabilen und
homogenen Umgebung ein besonderer Stel-
lenwert zukommen. Diese Eigenschaften
werden insbesondere von Lipid-Nanodiscs
erreicht [1]. Nanodiscs bestehen aus einer
Lipiddoppelschicht, welche mittels eines
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A Abb. 2: Beispiele von Protein-Lipid-Interaktionen, welche wir mittels geeigneter Membran-
mimetica untersuchen konnten. A, Lipidmembran-Nanodiscs, bestehend aus zwei membrane
scaffold-Proteinen (MSP, weiBe Helices) und etwa 160 Lipiden (weiBe Kugeldarstellung), ermégli-
chen die Untersuchung der Bindemodi des Proteins o-Synuclein mit der Membranoberflache [6].
B, Interaktionen mit Lipiden spielen ebenfalls eine Rolle fiir eine Netzwerk von intrazelluldren

Modulatoren des EGF-Rezeptors [7].

Giirtels bestehend aus dem membrane
scaffold protein (MSP) stabilisiert wird
(Abb. 2A). Bei richtiger Verwendung lassen
sich mit diesem System sehr homogene und
gut definierte Lipidzusammensetzungen in
Form einer membrandhnlichen Doppel-
schicht generieren. Diese sind aufgrund
ihrer hohen Stabilitat, Loslichkeit und Puf-
ferkompatibilitdt fiir eine groBe Bandbreite
an biophysikalischen und biochemischen
Messverfahren geeignet [2].

Neben der Untersuchung von Membran-
proteinen [3-5] verwenden wir das Nanodisc-
system in Kombination mit der NMR-Spek-
troskopie in unserer aktuellen Forschung
insbesondere dafiir, neuartige Einblicke in
die Interaktion von Peptiden und Proteinen
mit der Membranoberfldche zu erhalten. Mit
diesem Ansatz haben wir z. B. das fiir die
Parkinsonerkrankungen wichtige Protein
a-Synuclein sowie den epidermal growth fac-
tor receptor (EGFR), einen zentralen Schalter
in vielen Krebserkrankungen, untersucht [6,
7]. Faktoren, die sich auf diese Weise unter-
suchen lassen, beinhalten die Abhangigkeit
der Membraninteraktion von der Lipidzu-
sammensetzung, der lonenkonzentration,
der zur Verfiigung stehenden Membranober-
fliche, der Fluiditat der Membran sowie der
Anwesenheit konkurrierender Proteine. Mit-
tels integrativer Ansatze konnten wir fiir das
o-Synuclein zudem einen Link zwischen der
Membranbindung und der Aggregation eta-
blieren [6] und fiir das EGFR-System ein kon-
kurrierendes Netzwerk intrazellularer Fak-
toren, welches bestimmte Lipide einschlieBt
und die Signalweiterleitung modifizieren
kann, identifizieren [7].

Abbildung des nativen Zustands

Die Anforderung an einen native state han-
gen immer von dem jeweiligen System ab. Je
komplexer die Umgebungen, desto hoher
sind in der Regel auch die Anforderungen an
die technische Umsetzung geeigneter hoch-
auflosender Messmethoden. Die zelluldre
NMR ist hierbei im Wesentlichen durch zwei
Faktoren limitiert: (i) ein zu geringes Signal
des Zielproteins, und (ii) ein zu groBes Hin-
tergrundsignal der anderen Komponenten.
Theoretisch konnte eine Signalverstarkung,
welche selektiv nur fiir das Zielprotein
erfolgt, daher direkt beide zentrale Limitie-
rungen aufheben. Erfreulicherweise ist dies
genau das, was wir mit unserem targeted
DNP-Ansatz erreichen konnten [8]. DNP
steht hierbei fiir dynamic nuclear polarizati-
on, einer mittlerweile etablierten Methode,
das NMR-Signal durch Ubertragung des um
ein Vielfaches groBeren Signals des Elektro-
nenspins auf die umliegenden Kernspins zu
verstarken. Dies kann konventionell durch
Zugabe von loslichen Biradikalen und der
Verwendung spezieller elektromagnetischer
Einstrahlung erreicht werden. Der konven-
tionelle Ansatz erhoht aber das Signal des
Zielproteins und anderer Molekiile in der
Probe etwa in gleichem MaBe. Um eine ziel-
gerichtete Signalverstirkung zu erhalten,
haben wir daher die Biradikale kovalent an
einen Liganden des Zielproteins gebunden.
Die Spezifizitdat der Protein-Liganden-Inter-
aktion ermoglicht so einen zielgerichteten
Transfer. Dieser kann dazu verwendet wer-
den, das Signal eines Zielproteins unter
Bedingungen zu detektieren, welche den
Proteinkonzentrationen von Ziel- und Hinter-
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A Abb 3: NMR-basierte Verfahren, welche Untersuchungen des nativen (zellnahen) Zustands verbessern kénnen. A, Das targeted DNP-Verfahren kann
durch eine selektive Verstarkung des Signals eines Zielproteins eine gezielte NMR-Messung von selbst geringen Proteinkonzentrationen vor einem gro-
Ben Hintergrund ermdglichen [8], einer Situation, wie sie bei einem Zielprotein in einer zelluldren Umgebung vorherrscht. B, Stereoselektiv-isotopen-
markiertes Valin fiihrt zu einer deutlichen Verbesserung des NMR-Signals, auch in eukaryotischen Expressionssystemen [11]. C, DNAzyme lassen sich
sehr gut in Zellen einbringen (die Aufnahme im rechten Teil zeigt fluoreszenzmarkierte DNAzyme (griin), welche sich in eukaryotischen Zellen befinden).
Fiir zelluldre Anwendungen ist die "F-NMR besonders geeignet, da zelluldre System in der Regel keine '"F-Kerne haben und das NMR-Signal somit ein-
deutig dem ""F-markierten Zielmolekiil zugeordnet werden kann. Die NMR-Spektren im linken Bereich zeigen, dass '?F-NMR markierte DNAzyme die
Untersuchung der DNAzyme-RNA-Komplexbildung ermdglichen [12] und somit ideale Sensoren fiir zelluldare NMR darstellen

grundproteinen in lebenden Zellen entspre-
chen (Abb. 3A). Aktuell sind wir dabei, den
Ansatz auf die Untersuchung von GPCR-
Systemen in nativen Membranen auszubau-
en.

Es sollte an dieser Stelle angemerkt wer-
den, dass - neben einer eingeschrankten
spektralen Auflosung - die notwendige Ver-
wendung tiefer Probentemperaturen (im
Bereich von 100 K) ein klarer Nachteil der
DNP-Technik ist, insbesondere fiir Dynamik-
messungen. Die quantitative Bestimmung
dynamischer Gleichgewichtsprozesse und
deren Beeinflussung durch verschiedene
Liganden oder Wirkstoffkandidaten ist
jedoch eine zentrale Fragestellung der GPCR-
Forschung, deren angemesse Beantwortung
moglicherweise ausschlieBlich durch geeig-
nete native-state-NMR-Verfahren realisiert
werden kann.

Eine Moglichkeit, die Dynamik des Rezep-
tors in nativen Membranen zu untersuchen,
bieten spezielle Polymere, welche native
Membranfragmente aus der Membran her-
auslosen konnen und, ahnlich wie
Nanodiscs, in Losung stabilisieren konnen.
Ein Nachteil der meisten hierfiir geeigneten
Polymere, wie SMA [9] und DIBMA [10], ist
ihre hohe negative Ladungsdichte, welche
unspezifische Interaktionen begiinstigt. Fiir

viele Systeme wird es daher wichtig sein,
eine neue Generation von Polymeren zu
entwickeln, welche keine ungewollten Inter-
aktionen mit den verschiedenen Komponen-
ten der Probe (Liganden, Ko-Faktoren) ein-
gehen. Zusatzlich ist abzusehen, dass diese
nativen Membrandiscs etwas groBfer und
heterogener als NMR-optimierte Nanodiscs
sind. Um dennoch eine Losungs-NMR-basier-
te Untersuchung der Dynamik zu ermogli-
chen, haben wir in Kooperation mit den
Gruppen von Vladimir Gelev (Sophia Univer-
sity) und Haribabu Arthanari (Harvard) ein
neues Isotopenmarkierungsverfahren ent-
wickelt [11]. Dieses beruht auf einer neuen
Moglichkeit, kosteneffizient eine stereospe-
zifische Methylgruppenmarkierung
(Abb. 3B) in eukaryotischen Expressions-
systemen zu verwenden. Unsere Testmes-
sungen zeigen, dass das resultierende NMR-
Signal deutlich verbessert ist (Abb. 3B) und
deuten darauf hin, dass auch Messungen
dynamischer Prozesse mit nicht modifizier-
tem Rezeptor in nativen Membrandiscs
moglich sein werden.

Da es so gut wie kein Hintergrundsignal in
biologischen Systemen gibt, kann die Ver-
wendung von 'F-Isotopenmarkierungen
ebenfalls deutliche Vorteile fiir zelluldre
Anwendungen haben. Fur Nukleinsauresys-

teme ist die !F-Markierung zusitzlich hiufig
auch Kkostengiinstiger als gingige '3C/!°N-
Markierungen. Wir konnten '"F-NMR z. B.
dafiir verwenden, Einblicke in die DNAzym-
RNA-Komplexbildung sowie die atomare
Struktur des Komplexes zu erzielen (Abb. 3C,
[12]). "F-Spins kénnen so als Sensoren fiir
zellulare NMR-Untersuchung der DNA-ver-
mittelten Biokatalyse dienen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass
sich die NMR-basierte zellulare Strukturbio-
logie gerade in einer spannenden Phase
befindet, in der nun effektive Methoden zur
Verfligung stehen, welche zweifelsohne neu-
artige Einblicke in zentrale Fragestellungen
im Bereich der Membransysteme und der
Biokatalyse eroffnen werden.
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