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ESR-Spektroskopie zur Untersuchung der Struktur von Makromolekilen -

Beitrag zur Aufklarung intrazellularer Energietibertragung

Silvia Domingo Kéhler und Malte Drescher
Fachbereich Chemie, Graduiertenschule Chemische Biologie und Zukunftskolleg, Universitat Konstanz

Im Vergleich zur methodisch verwandten
NMR  (Kernspinresonanz)-Spektroskopie ist
die ESR (Elektronenspinresonanz)-Spektro-
skopie sensitiver pro Spin. Allerdings sind fir
die Anwendung der ESR-Methode un-
gepaarte Elektronen notwendig. Aus diesem
Grund wurde diese Methode vorwiegend zur
Untersuchung  radikalischer ~ Reaktionen
eingesetzt, bis in den neunziger Jahren W.
Hubbel und Mitarbeiter die ortsspezifische
Spinmarkierung einflihrten und damit das
weite Feld der Untersuchung diamagneti-
scher Makromolekille durch die ESR-
Spektroskopie erdffneten. In Kombination mit
der Messung von Spin-Spin-Abstanden
kénnen Strukturinformationen des Molekiils
gewonnen werden.

Im Folgenden soll anhand einer biophysika-
lischen Studie zur Aufklarung intrazellularer
Energielibertragung in gramnegativen Bakte-
rien die Leistungsfahigkeit der ESR-Spektro-
skopie in Kombination mit ortsspezifischer
Spinmarkierung demonstriert werden.

Ortspezifische Spinmarkierung

Abstandsmessungen in der ESR-Spektro-
skopie beruhen auf dem Prinzip der Messung
der Dipol-Dipol-Wechselwirkung  zwischen
zwei Spins [1]. Um diese Methode auf dia-
magnetische Molekiile anwenden zu kdnnen,
mussen Spinmarker an spezifische Posi-
tionen des Molekils eingebracht werden
[2,3], dann kann die makromolekulare Dyna-
mik und Struktur selbst in komplexer Umge-
bung untersucht werden [4]. Fiir die ortsspe-
zifische Spinmarkierung werden meist Nitro-
xide verwendet [5,6], die in der generellen
Form -O-NR'R? vorliegen, wobei das freie
Elektron zwischen Stickstoff und Sauerstoff
delokalisiert ist. Nitroxide haben sich be-
wahrt, da sie einen geringen Einfluss auf die
Konformation des zu untersuchenden Sys-
tems zeigen [7,8]. Fiir die Spinmarkierung
eines Proteins wird ber Mutagenese gezielt
ein Cystein in die Aminosdurensequenz
eingebaut [9]. Mit spezifischen Reagentien,

wie z.B. MTSL (1-oxyl-2,2,5,5-tetra-methyl-
pyrroline-3-methyl-methanethiosulfonate),
wird Uber eine Disulfidbindung eine Modifi-
kation des Cysteins herbeigefiihrt. In Ab-
bildung 1 ist die schematische Darstellung
einer solchen Bindung innerhalb einer Amino-
saurensequenz zu sehen. Der Spinmarker
besitzt aufgrund der rotatorischen Freiheits-
grade um die Einfachbindungen des Linkers
strukturelle Flexibilitat.

Mit diesen spinmarkierten Makromolekilen
sind durch ESR-Messungen folgende Para-
meter zuganglich:

e Umgebungscharakteristika wie Polaritat,
Losemittel- oder Sauerstoffzuganglichkeit

e Dynamik auf Zeitskalen von Piko- bis
Mikrosekunden und

o Abstande zwischen zwei Spinmarkern
innerhalb des Makromolekils oder inter-
molekulare Abstinde einfach markierter
Makromolekiile.

Das ESR-Spektrum eines Nitroxids zeichnet
sich durch drei Linien aus, die aus der Hyper-
feinwechselwirkung zwischen dem Elektron
und dem Kernspin (I = 1) des "N entsteht.
Aufgrund  anisotroper ~ Zeeman-  und
Hyperfeinwechselwirkung ist das ESR-Signal
der Nitroxide von der Orientierung des
Molekiils beziiglich des
auBeren  Magnetfeldes
abhangig.  Rotatorische
Bewegungen des
Molekiils kdnnen spektral
unterschieden  werden.
Abbildung 2 zeigt zwei
Beispielspekiren fiir ein
gebundenes und ein

Abb. 1: Schematische Darstellung eines Nitroxid-

Spinmarkers gebunden an das Cystein
einer beliebigen Aminosaurensequenz
(gelb) (modifiziert aus [10]).

Protein gebunden, spielen verschiedene
Komponenten der Rotationsbewegung eine
Rolle: i) die Bewegung des Nitroxids auf-
grund der Flexibilitdt der Seitenkette (siehe
Abb. 1); i) die Beweglichkeit des Sekundar-
strukturelements und iii) rotatorische Diffu-

ungebundenes  Nitroxid.
Aufgrund der Detektion
mittels  Lock-in-Technik
werden ESR-Spektren oft
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(und auch hier) als erste Abb.2: ESR-Spektren eines ungebundenen Spinmarkers (schwarz) und

Ableitung des Absorp-
tionssignals  abgebildet.
Ist ein Spinmarker an ein

eines Spinmarkers gebunden an ein Protein (TonB 59/69, siehe
unten) (rot) in wassriger Losung im X-Band bei ca. 9,4 GHz und
T =295 K gemessen.
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sion des Makromolekiils. Anhand quantita-
tiver Auswertemethoden kénnen die Rota-
tionskorrelationszeiten in einem Intervall
zwischen Piko-und Mikrosekunden ermittelt
werden [11]. Uber die Bestimmung der
Rotationskorrelationszeiten kann die Dyna-
mik auch in Abhangigkeit von makromoleku-
laren Interaktionen, z.B. Membranbindung, in
pordsen Materialien, etc., untersucht werden
[12,13].

ESR-Abstandsmessungen

Uber Abstandsmessungen innerhalb eines
Makromolekiils sind strukturelle Informa-
tionen zuganglich. Abstande zwischen para-
magnetischen Zentren konnen in der ge-
pulsten ESR Uber die Technik DEER (Double
Electron Electron Resonance), auch als
PELDOR  (Pulsed  Electron  Double
Resonance) bezeichnet, gemessen werden
[14-17]. Der zugéngliche Abstandsbereich
liegt zwischen 1,8 nm und 6 nm fir
Membranproteine und bis zu 10 nm fir
deuterierte Proteine [17,18]. Diese Methode
basiert auf der Messung der Dipol-Dipol-
Wechselwirkung zwischen Elektronenspins,
die proportional zu 1/r®¥ vom Abstand und
zusatzlich vom Winkel abhéngt, der vom
Verbindungsvektor zwischen den Spins und
dem &uBeren Magnetfeld eingeschlossen
wird. Nitroxidmarker besitzen ein breites
ESR-Spektrum, das es erlaubt, liber eine
spektrale Separation Spinmarker unabhéngig
voneinander zu adressieren. Dazu regen
zwei Frequenzen (Beobachterfrequenz und
Pumpfrequenz) des DEER-Experiments
unterschiedliche Bereiche des ESR-Spekt-
rums an. Dies hat den Vorteil, zwei identische
Nitroxidmarker fiir die Spinmarkierung ver-
wenden zu kénnen. Im Vergleich zu FRET
(Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer)
zwischen Akzeptor und Donor ist die Markie-
rungsstrategie deshalb einfacher.

Eine schematische Darstellung der Vierpuls-
DEER-Pulssequenz ist in Abbildung 3 zu
sehen. Auf der Beobachterfrequenz vops folgt
nach einer Hahn-Echo-Sequenz ein refokus-
sierender Puls. Die Intensitdt des refokus-
sierten Echos wird als Funktion von t‘ aufge-
nommen. Auf der Pumpfrequenz vpump inver-
tiert ein w-Puls zur Zeit t* die Spins in einem
anderen spektralen Bereich. Durch die Dipol-
Dipol-Kopplung zwischen den beiden Spins
fuhrt die Invertierung zu einer Modulation der
Echointensitdt mit der Dipol-Dipol-Wechsel-
wirkungsfrequenz.

Anwendungsbeispiel

Die Anwendung von ESR-Abstandsmes-
sungen in Kombination mit ortsspezifischer
Spinmarkierung soll hier am Beispiel eines
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Abb. 3: Vierpuls-DEER-Pulssequenz. Die Frequenz fiir die Beobachtersequenz ist mit vobs bezeichnet, die

der Pumpsequenz mit vpump.

biologischen Makromolekiils erklart werden.
Gramnegative Bakterien (z.B. Escherichia
coli) zeichnen sich durch zwei Membranen
(@uflere und innere Membran) aus, die das
Zytoplasma (Zellinnere) von der Zellum-
gebung trennen. Sehr groRe Nahrstoffe
konnen nur Uber sogenannte Auflen-
membranrezeptoren  (Outer ~ Membrane
Receptor: OMR) in das Zellinnere gelangen
[19]. Fiir den Transport durch den Rezeptor
ist Energie notwendig, die nur an der inneren
Membran in Form eines Protonengradienten
zwischen Periplasma (Membranzwischen-
raum, 15-20 nm [20]) und Zytoplasma vorliegt
[21]. Wie kann Energie von der inneren
Membran an die dulere transferiert werden?
Das Protein TonB spielt bei dieser Frage-
stellung eine zentrale Rolle [22]. Der N-
Terminus ist in der inneren Membran ver-
ankert, der Hauptteil befindet sich im Peri-
plasma und zeigt eine hohe Bindungsaffinitat
an den N-Terminus des Rezeptors, der so-
genannten TonB-Box [23]. Kdnnte man
beweisen, dass TonB lang und starr genug
ist, das Periplasma zu Uberbriicken, wére die

funktionelle  Verbindung  zwischen  den

Membranen  hergestellt.  Verschiedene

Hypothesen, wie es dann zu einem Energie-
1 10

Ubertrag kommt, sind in der Literatur zu
finden [24-26]. Die Anwendung der bekann-
testen Strukturaufldsungsmethoden Réntgen-
strukturanalyse und NMR sind einerseits
aufgrund der fehlgeschlagenen Kristallisation
und andererseits der GroRe des Proteins
nicht anwendbar. ESR-Abstandsmessungen
nach ortsspezifischer Spinmarkierung sind
die ideale Methode, um langreichweitige
Informationen Uber die Struktur und die
Lange dieses Proteins zu erhalten [24].

Abbildung 4 zeigt die Priméarstruktur von
TonB [27]. Fiir die ESR-Abstandsmessungen
wurde ein periplasmatisches Fragment ver-
wendet (in blau unterlegt, Residuen 56-126).
Durch ortsspezifische Cystein-Mutagenese
(rot markierte Aminosauren) und Derivati-
sierung mit dem Spinmarker MTSL sind
sechs doppelt spinmarkierte TonB-Mutanten
hergestellt worden: TonB 59/69, TonB 59/76,
TonB 69/76, TonB 69/84, TonB 88/106, und
TonB 106/120. Die beiden Zahlen entspre-
chen jeweils den Positionen der Residuen im
nativen TonB, die durch Cysteine ersetzt
wurden. Die Bindung der Spinmarker wurde
durch Messung ihrer Mobilitdt nachgewiesen
(Abb. 2)
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Abb- 4: TonB-Aminosduresequenz. In blau unterlegt ist das 70 Aminoséuren lange, prolinreiche Segment,
das fir die ESR-Untersuchungen herangezogen wurde. Rot markierte Residuen stellen die

Angriffspunkte der Mutagenese dar.
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Fur die ESR-Abstandsmessungen wurden
die spinmarkierten Proben in wassriger
Ldsung (H20/Glycerin (2:1)) prapariert und in
ein Quarzréhrchen mit 3 mm AuBendurch-
messer transferiert. Die Probe wird in flussi-
gem Stickstoff schockgefroren, um einen
,ochnappschuss” der Proteinkonformationen
zu erhalten. Die Messungen finden, um die
Elektronenspinrelaxationszeiten  zu  opti-
mieren, bei einer Temperatur von T = 50 K
statt. Abbildung 5 zeigt die Ergebnisse der
Abstandsmessungen an den sechs Doppel-
mutanten. Links sind sechs DEER-Kurven
nach einer Hintergrundkorrektur dargestellt
(diinne Linien). Die Korrektur ist notwendig,
da auch intermolekulare Abstande zur Mess-
kurve beitragen, aber im vorliegenden Fall
nur intramolekulare Beitrdge interessieren.
Zur quantitativen Auswertung der Messdaten
muss der Beitrag der Spinmarkerflexibilitat
zur Abstandsverteilung eliminiert werden.
Verfligt man iber eine Kristall- oder NMR-
Struktur des Proteins kann man (ber
Rotamerbibliotheken (siehe Abb. 6) die
bevorzugten Positionen des Spinmarkers am
Protein berechnen und die daraus gewon-
nene Abstandsverteilung mit den Mess-
ergebnissen vergleichen. Im hier vorliegen-
den Fall ist keine Struktur bekannt, weshalb
ein statistischer Ansatz zur Auswertung
verwendet wird. Die Analyse der Messkurve
erfolgt Uber die Anpassung einer Ricever-
teilung als Abstandsverteilung [28]. Die
Ergebnisse der Abstandsverteilungen fir die
sechs Doppelmutanten sind in Tabelle 1
zusammengefasst.

Die Breite der Abstandsverteilung spiegelt
dabei nicht den Fehler der Messmethode
wider, sondern vielmehr die Flexibilitat des
untersuchten Makromolekiils einschlieBlich
der spinmarkierten Seitenketten. Unter Be-
ricksichtigung der Linkerflexibilitat folgt
daraus, dass die Proteinkonformation relativ
steif, aber nicht total rigide ist. Um die Abwei-
chung vom idealen Modell eines starren,
geraden Stabchens abschatzen zu kénnen,
wurde eine Dreiecksvermessung mit Hilfe
von drei Doppelmutanten TonB 59/69, TonB
69/76 und TonB 59/76 durchgefiihrt. Addiert
man die Einzelmessungen fiir die Segmente
59-69 und 69-76, kommt man auf eine
Summe von 5,2 nm, was etwa 20 % langer
ist als der direkt gemessene Abstand zwi-
schen 59-76 von 4,2 nm. Die Annahme einer
entsprechenden Flexibilitat wird durch die
Tatsache untermauert, dass die Breite der
Abstandsverteilung  mit  zunehmendem
Abstand groRer wird (siehe Tabelle 1). Unter
Berlicksichtigung der gefundenen Flexibilitat
ergibt sich eine mittlere axiale Lange von 0,3
nm pro Aminosaure. Dies ist konsistent mit
einer Polyprolin I (PPII)-Struktur, einer links-
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TonB 59/76
—TonB 69/76
——TonB 69/84
~———TonB 88/106
—TonB 106/120
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Abb. 5: Ergebnisse der DEER-Messungen an sechs TonB-Doppelmutanten in wassriger Lésung bei
T=50K. Hintergrundkorrigierte Daten der DEER-Experimente (schmale Linie). Fit mit einer
Riceverteilung (dicke Linien) und resultierende Abstandsverteilungen [24].

TonB-Fragment Abstand pr [nm] iz der[:‘l:enr]tellung o

41+0,15

TonB 88/106

Tabelle 1:

06+0,1
0,6£0,1
09+0,1
0,8+0,1
1,1+0,1
1,5+0,15

Ubersicht der Parameter, die eine Riceverteilung zur Anpassung an die DEER

Messungen charakterisieren (siehe Abbildung 5) [24].

handigen Helix, bei der eine Umdrehung von
n = 3 Aminosauren gebildet wird. Eine solche
Konformation ist typisch fiir prolinreiche
Peptide oder Proteine in wassriger Lésung
[29-32].

EinschlieBlich des C-Terminus, dessen
hochaufgeldste Kristallstruktur eine Lange
von 6,5 nm aufweist [33], ergibt sich fir den
periplasmatischen Teil von TonB eine
Gesamtlange von (iber 20 nm, die ausreicht,
um das Periplasma zu tiberbrlicken

Zusammenfassung

Mittels ortspezifischer Spinmarkierung und
ESR-Spektroskopie  sind  Struktur- und
Dynamikuntersuchungen an  diamagne-
tischen Makromolekulen in komplexer Umge-
bung méglich.

Die Anwendung dieser Methode zur Auf-
klarung der Struktur des TonB-Proteins zeigt
erstmals, dass TonB in Form einer Poly-
prolinll-Helix vorliegt und lang genug ist, das
Periplasma zu Uiberbriicken. Dies konnte eine
mechanische Energielibertragung von der
inneren Membran zum Aufenmembran-
rezeptor ermdglichen.

Abb. 6: Darstellung  der

Spinmarker-Linker-
Flexibilitdt an einer zweifach spin-
markierten Polyprolin Il-Helix. Die Wahr-
scheinlichkeit der Markerposition ist Gber
die GroRe der roten Kugeln dargestellt.
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AuBere Membran

[

Innere Membran

ExbD

ExbB

C-Terminus

6,

A TonB Box
4,6 nm

-
Periplasma

N-Terminus

TonB Zytoplasma

Abb. 7: Veranschaulichung der TonB-Struktur zwischen innerer und &uferer Membran. Die aus den
DEER-Messungen gewonnenen Abstande sind eingetragen, um zu verdeutlichen, dass der
prolinreiche Part des Proteins das Periplasma (iberspannen kann. OMR (Outer Membrane
Receptor) bezeichnet den AuBenmembranrezeptor, der Komplex der Proteine ExbD und ExbB
kénnte einen Einfluss auf die mechanische Energielibertragung des TonB-Proteins haben [34,35].
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