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Etwa 5 bis 10% aller zelluldren Proteine weisen eine post-
translational erworbene Lipidmodifikation auf.!l Insbeson-
dere Proteine, die an der Signaltransduktion beteiligt sind,
werden durch diese hydrophoben Gruppen an der Zell-
membran verankert.”) Durch diesen Mechanismus wird die
Proteindiffusion auf zwei Dimensionen eingeschriankt, wo-
durch sich die Wahrscheinlichkeit der Wechselwirkung mit
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Downstream-Effektoren um mehrere Groflenordnungen
erhoht.’) Trotz der groBen biologischen Bedeutung dieses
Mechanismus zur Membranbindung von Proteinen liegen
zum gegenwirtigen Zeitpunkt kaum Strukturdaten lipidmo-
difizierter Proteine im membrangebundenen Zustand vor.
Hier beschreiben wir ein Riickgratstrukturmodell des lipid-
modifizierten C-Terminus des N-Ras-Proteins im membran-
assoziierten Zustand, das durch Festkorper-NMR-Spektro-
skopie unter Probenrotation im magischen Winkel (magic-
angle spinning, MAS) bestimmt wurde.

Ras gehort zu den kleinen GTP-bindenden Proteinen. Es
hat eine Schliisselrolle als molekularer Schalter in der zellu-
laren Signaltransduktion und reguliert Zellproliferation und
-differenzierung.) Mutationen von Ras konnen zu unkon-
trolliertem Zellwachstum und letztendlich Krebs fiihren. Es
ist bekannt, dass bei bis zu 30% aller Krebsfille des Men-
schen das Ras-Protein in mutierter Form vorliegt."! Die N-
Ras-Isoform wird posttranslational am C-Terminus lipidmo-
difiziert (eine Palmitoylkette am Cystein (Cys) 181 und eine
Farnesylkette am Cys186). Diese Ketten dienen als Mem-
brananker fiir das Protein. Fiir den 16slichen, nicht-lipidmo-
difizierten Teil des Molekiils liegen bereits Strukturinforma-
tionen sowohl fiir das isolierte Protein als auch fiir Komplexe
mit Effektorproteinen vor. Diese wurden durch Rontgen-
kristallographie® oder Losungs-NMR-Spektroskopie in Ab-
wesenheit von Membranen bestimmt.[! Jedoch ist die aktive
Form von Ras an der Membran lokalisiert.”) Die Struktur des
Molekiils in diesem Zustand wurde noch nicht untersucht.
Alle Mitglieder der Ras-Familie bewirken unterschiedliche
biologische Signale, obwohl die N-terminalen Doménen zu
mehr als 90 % homolog sind. Dies lédsst vermuten, dass der C-
Terminus des Proteins essenziell fiir die biologische Funktion
von Ras ist.[

Bis vor kurzem gab es weder Expressions- oder Synthe-
seprotokolle, um ausreichende Mengen lipidmodifizierter
Ras-Proteine fiir Strukturuntersuchungen herzustellen, noch
spektroskopische Verfahren, um die atomare Struktur mem-
branassoziierter Proteine zu bestimmen. Fiir beide Probleme
wurden jedoch kiirzlich Losungen entwickelt. Das lipidmo-
difizierte Protein kann durch bioorganische Synthese herge-
stellt werden. Diese konjugiert den rekombinant exprimier-
ten wasserloslichen Teil des Proteins mit einem lipophilen
chemisch synthetisierten Peptid zu einem voll funktionsfihi-
gen Hybridprotein.”’) Auf diese Weise konnen isotopenmar-
kierte Aminosduren in spezielle Positionen des lipidmodifi-
zierten C-Terminus des Proteins eingebaut werden. Eine
solche Strategie ermoglicht die Untersuchung der Protein-
konformation durch Festkorper-NMR-Spektroskopie, die als
vielversprechende Untersuchungsmethode zur Strukturbe-
stimmung von Membranproteinen betrachtet wird.!'”

Fiir die vorliegende Studie wurden zwei lipidmodifizierte
Peptide mit unterschiedlichen *C-Markierungen synthetisiert
(Abbildung 1). Beide Varianten wurden jeweils mit einer S-
Hexadecyl- (HD) und einer S-Farnesylkette (Far) an den
beiden Cys-Resten versehen."'! Das Protein wurde in deute-
rierte DMPC-Membranen rekonstituiert und durch MAS-
NMR-Spektroskopie untersucht. In Abbildung 1 sind die re-
levanten Bereiche der 'H-"*C- (a, b)"® und *C-®C-Korrela-
tionsspektren (c, d)!*! dargestellt. Die alternierenden Mar-
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kierungsmuster verhindern die Uberlagerung der meisten
Signale und ermoglichen somit eine gute Auflosung. In den
"H-C-Spektren sind die Korrelationssignale aller direkt ge-
bundenen 'H-"*C-Paare vorhanden. Die typische Linienbreite
fir die Ca- und Ho-Signale betrédgt ca. 1 ppm bzw. 0.15-
0.25 ppm. Daraus ldsst sich schlieBen, dass die dipolaren
Kopplungen im Molekiil durch Bewegungen zwar reduziert
werden, aber immer noch stark genug fiir einen Polarisati-
onstransfer durch Kreuzpolarisation und protonengetriebene
Spindiffusion sind. Die *C-"*C-Korrelationsspektren zeigen
Kreuzsignale aller benachbarten “C-Spins innerhalb der
isotopenmarkierten Aminoséuren, z.B. zwischen Ca und CO
(Abbildung 1¢,d). Dadurch konnte die komplette Signalzu-
ordnung mithilfe dieser MAS-NMR-Experimente ermittelt
werden. Alle Zuordnungen und chemischen Verschiebungen
sind in einer Tabelle in den Hintergrundinformationen zu-
sammengefasst.

Durch empirische Analyse ist bekannt, dass die sekundére
chemische Verschiebung, d.h. die Differenz zwischen expe-
rimentell bestimmter isotroper chemischer Verschiebung und
dem entsprechenden Wert fiir eine Knduelstruktur, stark mit
der Sekundirstruktur eines Proteins korreliert.!"" Mithilfe des
Datenbankprogramms TALOS konnen aus den chemischen
Verschiebungen die Torsionswinkel des Proteinriickgrats be-
stimmt werden.” Dieses Programm sucht in einer Daten-
bank aus 78 Proteinen bekannter Kristallstruktur und NMR-
Zuordnung nach Ubereinstimmungen in Sekundérstruktur
und chemischer Verschiebung. TALOS findet fiir Tripletts
aufeinander folgender Aminosduren die Torsionswinkel des
Proteinriickgrats. Diese bilden die Grundlage fiir die Be-
rechnung des Strukturmodells des untersuchten Proteins.!®!

Als Eingabeparameter fiir die Strukturbestimmung des C-
Terminus von membrangebundenem Ras-Protein wurden die
chemischen Verschiebungen von “*Ca, *CB, *CO und 'Ha
verwendet, die in den MAS-NMR-Experimenten bestimmt
wurden. Die Abweichungen zwischen den beobachteten
chemischen Verschiebungen und den Werten fiir die zuféllige
Struktur nehmen zum Ende der untersuchten Sequenz zu,
was schlieen ldsst, dass die Vorhersage von TALOS fiir das
Ende der untersuchten Sequenz besser wird. Die Riickgrat-
torsionswinkel fiir die Aminosduren 181-185 des C-Terminus

Tabelle 1: Riickgrattorsionswinkel fiir die Membranbindungsdomine
des lipidmodifizierten N-Ras-Proteins.

Aminosiurel® o)) "4
Cys 181 —135°+20° 151°+£17°
—67°£11° —22°425°
Met 18201 —79°+23° 121°4+10°
51°45° 45°+7°
Gly183 84°+11° —12°+13°
Leu 1841 —83°414° 141° +£22°
Pro 1850 —63°+8° 147°+9°

[a] Durch die chemische Kupplung wurde der N-Terminus von N-Ras um
zwei Aminosauren verldngert. Die Nummerierung der Aminosauren er-
folgt hier jedoch dem Wildtyp entsprechend. [b] Fiir Met 182 wurden von
TALOS drei mégliche Torsionswinkelpaare gefunden. [c] Die Differenz in
der chemischen Verschiebung von Cf3 und Cy von Prolin185 deutet auf
eine trans-Anordnung der Peptidbindung zwischen Leu184 und Pro185
(w=180°).17
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Abbildung 1. Konturdiagramme von MAS-NMR-Spektren des lipidmodifizierten membrangebundenen N-Ras-Proteins. a,b) Die 'H-">C-Korrelati-
onsspektren liefern in Abhingigkeit von den Markierungsschemata, die oberhalb dargestellt sind, unterschiedliche Kreuzsignalmuster. *C/"*N-
markierte Aminosiuren sind fett und kursiv dargestellt. Zusétzlich zu den Proteinsignalen wurden auch Kreuzsignale von nichtdeuteriertem Gly-
cerin (G) und Lipidkettensignale (C-2, CH,) der Membran gemessen. c,d) Der Carbonylbereich der *C-">C-Korrelationsspektren zeigt sechs der

sieben Co-CO-Kreuzpeaks aufgeldst.

von N-Ras sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Die Torsions-
winkel fiir Glycin (Gly) 180 und Cys186 konnten nicht mit-
hilfe von TALOS bestimmt werden, da das Programm die
chemischen Verschiebungen dreier aufeinander folgender
Aminosduren bendétigt, um fiir die mittlere die Torsionswin-
kel zu bestimmen. Gly 180 und Cys 186 sind jedoch die erste
bzw. letzte isotopenmarkierte Aminosédure in der untersuch-
ten Sequenz. AuBer fiir Methionin (Met) 182 sind alle Torsi-
onswinkel des Riickgrats eindeutig bestimmt. Fiir diese
Aminosdure wurden drei gleich besetzte Populationen von
Riickgrattorsionswinkeln gefunden.

Fiir die Strukturberechnung des C-Terminus des mem-
brangebundenen, lipidmodifizierten Ras-Proteins wurde ein
Simulated-Annealing-Protokoll verwendet. Wegen der
Mehrdeutigkeit der TALOS-Ergebnisse fiir Met 182 wurden
drei unterschiedliche Strukturmodelle des lipidmodifizierten
C-Terminus des membrangebundenen Ras-Proteins berech-
net. Diese Modelle sind in Abbildung 2 dargestellt. Die linke
Spalte zeigt die Uberlagerung der zehn energetisch giins-
tigsten Strukturmodelle fiir jeweils eins der drei mdglichen
Torsionswinkelpaare von Met182. Die Ca-Koordinaten der
finf Aminosduren, die zur Bestimmung der Torsionswinkel
genutzt wurden, zeigen eine mittlere quadratische Abwei-
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chung (RMSD) zwischen 0.51 und 0.63 A (berechnet fiir 200
Strukturen). Die Gesamtfaltung des C-Terminus des N-Ras-
Proteins im membrangebundenen Zustand dhnelt der eines
Hufeisens. Der Membrananker von Ras zeigt weder regulire
a-helicale noch f3-Faltblatt-Bereiche. Dies tiberrascht nicht,
da in der untersuchten Sequenz zwei Glycine und ein Prolin
(Pro) enthalten sind, die sehr selten in festen Sekundér-
strukturen anzutreffen sind. Aufgrund der fehlenden struk-
turellen Informationen fiir Gly180 und Cys186 erscheinen
die Endbereiche der Sequenz leicht ungeordnet.

Die TALOS-Ergebnisse fiir Met 182 zeigen, dass die Be-
ziehung zwischen Torsionwinkel und chemischer Verschie-
bung nicht eindeutig ist. Deshalb sind zusétzliche spektro-
skopische Informationen notwendig, um das wahrschein-
lichste Strukturmodell des membrangebundenen Ras-Prote-
ins zu bestimmen. In fritheren Studien untersuchten wir die
Membranbindung des C-terminalen Heptapeptids mit 'H-
MAS-NOESY-Spektroskopie.™  Starke intermolekulare
Lipid-Peptid-Kreuzsignale deuten darauf hin, dass die hy-
drophoben Seitenketten (Cys, Leucin (Leu) und Met) in die
Membran insertieren.'”) Der polare Fiinfring von Prolin ist
dabei der wissrigen Phase zugewandt.”” Diese Daten liefern
zusitzliche Informationen, um das wahrscheinlichste Struk-
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Abbildung 2. Festkérper-NMR-Strukturmodelle fiir den C-Terminus des
humanen membrangebundenen, lipidmodifizierten N-Ras-Proteins.
Drei Gruppen von Strukturmodellen sind dargestellt, entsprechend der
lokalen Sekundirstruktur von Met182. a—c) Uberlagerung der zehn
energetisch giinstigsten Modelle des Proteinriickgrats. Die mittlere
quadratische Abweichung (RMSD) der fiinf Aminosauren, fir die
TALOS-Torsionswinkel vorliegen, betragt: a) 0.56, b) 0.51 und

c) 0.63 A. d—f) Unterschiedliche Ansichten des gemittelten Struktur-
modells mit dem Riickgrat in Blau und Prolin in Griin. Die C3-Atome
von Cys, Leu und Met sind in Rot, Gelb bzw. Magenta gezeichnet.

Die Strukturen wurden mittels MOLMOL'™ dargestellt.

turmodell unter den drei moglichen fiir die Membranbin-
dungsdomine von N-Ras auszuwéhlen.

Es ist jedoch zu beachten, dass die Torsionswinkelvor-
hersagen von TALOS keinerlei Aussagen iiber die Seiten-
ketten der Aminoséduren erlauben. Jedoch kann aufgrund der
tetraedrischen Geometrie der Co-Atome die Richtung der
Seitenkettenorientierung beziiglich des Proteinriickgrats be-
stimmt werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 2 darge-
stellt. Die mittlere und rechte Spalte zeigen zwei unter-
schiedliche Ansichten des gleichen Strukturmodells. In den
Zeilen sind die gemittelten Riickgratstrukturmodelle der N-
Ras-Bindungsdoméne fiir jeweils ein von TALOS vorge-
schlagenes Torsionswinkelpaar von Met 182 dargestellt. Diese
Modelle schlieBen die Positionen der CB-Atome ein. Bei zwei
der drei Strukturmodelle zeigen die hydrophoben Seitenket-
ten in unterschiedliche Richtungen. Dies ist aus thermody-
namischen Uberlegungen und den fiir Ras-Peptide gefunde-
nen NOEs zwischen Membran und Seitenketten sehr un-
wahrscheinlich, da die hydrophoben Seitenketten in die
Membran insertieren.'”) Somit bleibt nur ein Modell iibrig,
bei dem die lipidmodifizierten und die hydrophoben Seiten-
ketten in die gleiche Richtung zeigen, wie es fiir die Mem-
branbindungsdoméne zu erwarten ist (Abbildung 2¢,f). In
Ubereinstimmung mit der empirischen Hydrophobieskala®”
zeigt in diesem Modell das Prolin von der Membran weg in
Richtung wissriger Phase. Somit stabilisiert die Wechselwir-
kung des Proteins mit der Membran die Proteinkonformati-
on.

Anhand dieser Ergebnisse haben wir ein Modell fiir die
Struktur des membrangebundenen lipidmodifierten N-Ras-
Proteins erstellt (Abbildung 3). Die Membrantopologie des
Proteins ist durch die hydrophoben Wechselwirkungen zwi-
schen den lipidmodifizierten Cysteinen und den hydrophoben
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Abbildung 3. Strukturmodell des membranassoziierten lipidmodifizier-
ten N-Ras-Proteins (nicht mafistabsgerecht). Der I8sliche N-Terminus
ist iiber eine flexible Linkerdomane mit der Ankerregion verbunden.
Die Konformation des N-Terminus (Aminosduren 1-166) basiert auf
der Kristallstruktur.®® Die Farbkodierung ist identisch mit der in Abbil-
dung 2.

Seitenketten bestimmt. Des Weiteren konnen Wasserstoff-
briicken in der Membrangrenzschicht zwischen dem Peptid-
riickgrat und den Phospholipiden gebildet werden. Die li-
pidmodifizierte Bindungsdomine ist mit der GTP-bindenden
N-terminalen Region durch eine Linkerdomine verkniipft,
die relativ flexibel ist.® Im Unterschied zum H-Ras gibt es
gegenwairtig keine Struktur fiir den N-Terminus des N-Ras-
Proteins. Wegen der Sequenzhomologie von 92 % zwischen
H-Ras und N-Ras kann man jedoch davon ausgehen, dass
beide Strukturen sehr dhnlich sind.

Biologische Studien haben gezeigt, dass alle Vertreter der
Ras-Familie in vitro mit den gleichen Effektoren wechsel-
wirken, aber in vivo unterschiedliche Informationen weiter-
leiten. Dies ldsst vermuten, dass die biologischen Unter-
schiede durch die C-Termini vermittelt werden. Diese Pro-
teinbereiche regulieren auch die Verteilung der Ras-Proteine
zwischen Raft- und fliissig-kristallinen Membrandoménen.
Dabei finden die verschiedenen Ras-Isoformen ihre Targets
durch zwei Strukturelemente: Erstens, die primire Anker-
sequenz mit zwei oder drei hydrophoben Modifikationen
(Isoprenylierung und S-Acetylierung) am N- bzw. H-Ras oder
eine Kombination aus positiv geladenen Aminosiduren und
Isoprenfunktion beim K-Ras®. Zweitens, eine ,,Linkerdom-
ne“ am N-terminalen Ende der Membranankersequenz, die
die Anlagerung an verschiedene Zellmembranbereiche durch
Protein-Protein-Wechselwirkungen bestimmt.®! In diesem
Zusammenhang liefert das in dieser Arbeit bestimmte
Strukturmodell fiir die C-terminale Membranbindungsdo-
méne von N-Ras die erste strukturelle Grundlage fiir ein
vollstandigeres Verstdndnis der biologischen Funktion von
Ras in der zelluldren Signaltransduktion.

AbschlieBend sollte betont werden, dass TALOS eine
Datenbankanwendung ist. Das mit dieser Prozedur be-
stimmte Strukturmodell erfiillt nicht die Kriterien einer
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hochaufgelosten Losungs-NMR-Struktur, die normalerweise
durch 20 oder mehr Strukturkonstanten pro Aminosiure
festgelegt wird. Trotzdem ist das hier bestimmte Struktur-
modell des Ras-Membranankers eine erste Anndherung an
dieses Ziel.

Experimentelles

Proteinsynthese: Das N-Ras-Lipopeptid mit N-terminaler Maleimi-
docaproylfunktion, einem nicht hydrolysierbaren Cystein in der Po-
sition des palmitoylierbaren Cysteins und einer Farnesylierung und
Carboxymethylierung am C-terminalen Cystein wurde wie bereits
beschrieben synthetisiert.”) Die N-Ras-Lipoproteine wurden nach
dem bereits beschriebenen Verfahren hergestellt.'"!! Dafiir wurde das
Wildtyp-N-Ras-Protein mit deletiertem C-Terminus in E. coli
CK600K exprimiert und durch DEAE-Ionenaustauschchromatogra-
phie (DEAE: Diethylaminoethyl) und Gelfiltration gereinigt. Die
Kupplung mit dem isotopenmarkierten N-Ras-Lipopeptid wurde mit
stochiometrischen Mengen in 20 mm Tris/Cl-Puffer (pH 7.4, 5 mm
MgCl,) mit Zusatz des Detergens Triton X114 durchgefiihrt. Das
Detergens sorgt fiir die notwendige Trennung des Lipoproteinkom-
plexes vom abgespaltenen Bereich nach der vollstindigen Kupp-
lungsreaktion. Triton X114 wurde durch zusétzliche DEAE-Ionen-
austauschchromatographie vom N-Ras-Lipoprotein  getrennt.
Danach erfolgte die Aufkonzentrierung und Abgleichung durch
GroBenausschlussfiltration in einem Amicron-Konzentrator bei
20 mum Tris/Cl, pH 7.4, 5 mm MgCl,, 2 mm DTE (Dithioerythrit). Alle
Proteinproben wurden mit SDS-PAGE und MALDI-TOF-Massen-
spektrometrie tiberpriift.

Probenpréiparation: Die grofien einschichtigen Vesikeln aus
[Dg;]-DMPC  wurden mithilfe der Extrudertechnik hergestellt
(Puffer: 10 mm NaCl, 1 mm MgCl,, 10 mm Hepes, pH 7.4). Entspre-
chende Mengen des N-Ras-Proteins wurden zu der Liposomenldsung
gegeben, um ein Protein/Lipid-Verhéltnis von 1:150 zu erreichen. Die
gesamte Probe wurde 4 h bei 37°C inkubiert und danach bei ca.
90000 x g 10 h ultrazentrifugiert. Das daraus entstehende Pellet
wurde lyophilisiert und mit Wasser hydratisiert, um einen Wasser-
anteil von 35 Gew.-% zu erreichen. Fiir die Messungen wurde die
Probe in einen 4-mm-MAS-Rotor mit Tefloneinsatz tiberfiihrt. Eine
Proteinbestimmung des Uberstands ergab, dass 80-90 % des Proteins
an den Liposomen gebunden ist.

NMR-Spektroskopie: Die MAS-NMR-Messungen wurden an
einem Bruker-Avance-750-WB-Spektrometer mit einer Resonanz-
frequenz von 188.5 MHz fiir *C und 749.8 MHz fiir "H durchgefiihrt.
Alle NMR-Spektren wurden bei einer Temperatur von 30°C aufge-
nommen. Die NMR-Spektren wurden relativ zu TMS akquiriert und
fiir die TALOS-Auswertung relativ zu TSP umskaliert.”!! Die *C-CP-
MAS-Spektren wurden bei einer MAS-Frequenz von 7 kHz mit einer
"H-Anregungspulslinge von 4 ps und einer CP-Spinlockfeldstirke
von ca. 50 kHz (0.7 ms Kontaktzeit) aufgenommen. Die Spektren
wurden mit einem Relaxationsdelay von 2.5 bis 3.2 s akkumuliert. Die
'H-rf-Feldstirke fiir die heteronucleare TPPM-Entkopplung betrug
ca. 65kHz. Bei den 'H-"C-Korrelationsexperimenten wurden 256
Datenpunkte mit einer ¢-Evolutionszeit von 8.5 ms aufgenommen,
sodass die gesamte Zeit zur Aufnahme des Spektrums ca. 23 h betrug.
Die C-*C-Korrelationsspektren wurden in ca. 80h mit einer
Mischzeit von 200 ms, 640 Messungen pro f-Inkrement und einer
Entwicklungszeit von 2 ms in der indirekten Dimension gemessen.

Strukturberechnung: Neben den zehn Torsionswinkeln, die fiir
die drei Strukturmodelle durch TALOS bestimmt wurden, deutet die
Differenz in der chemischen Verschiebung von Cf und Cy beim
Prolin185 auf eine trans-Anordnung der Peptidbindung zwischen
Leu184 und Pro185 hin.'”) Im Ganzen wurden elf Strukturkonstan-
ten fiir die Riickgratkonformation bestimmt und in der Berechnung
mithilfe des Programms DYNAMO 3.1 verwendet. Fiir die Be-
rechnungen wurden 200 Konformationen iiber ein konventionelles
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Protokoll mit simulierter Hochtemperatur- und Torsionswinkeldy-
namik bestimmt. Weitere Details zur Strukturberechnung sind in den
Hintergrundinformationen gegeben.
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