Der Computer als Mikroskop

Wie biomolekulare Simulationen helfen,
Proteinmechanismen mit hoher zeitlicher und raumlicher Auflésung zu dekodieren
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- all diese Prozesse werden von einer Familie korpereigener

Proteine reguliert, den sogenannten heterotrimeren G-Prote-
inen [1]. Diese funktionieren wie ein Lichtschalter, der durch das
Andocken eines kleinen Molekiils, Guanosintriphosphat (GTP) in
der Bindetasche des Proteins angeschaltet wird. Das Ausschalten
funktioniert durch Abspaltung einer der drei Phosphatgruppen zu
Guanosindiphosphat (GDP), durch die GTP-Hydrolyse. Funktioniert
dieser Schaltermechanismus nicht richtig, weil er z.B. durch Muta-
tionen oder Pathogene gestort wird, fiihrt dies zu schwerwiegenden
Krankheiten, wie Cholera, Keuchhusten und Krebs. Ein grundlegen-
des Verstandnis der molekularen Mechanismen, die in der Bindeta-
sche heterotrimerer G-Proteine stattfinden, ist die Voraussetzung
fiir die Entwicklung von Medikamenten.
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FTIR-Spektroskopie

Die zeitaufgeloste Fourier-
transformations Infrarot-
(FTIR-) Spektroskopie ist eine
Marker-freie Methode, um
Proteinmechanismen rdumlich
und zeitlich mit hoher Genau-
igkeit aufzulésen (Abb. 1). Die
Proteinreaktionen kénnen in
einem Experiment {iber meh-
rere GroBenordnungen von
Nanosekunden bis Sekunden
mit subatomarer Auflésung
beobachtet werden [2]. Zur
Untersuchung des Schalter-
mechanismus dieser Proteine
konnen diese heterolog in Ko-
libakterien hergestellt werden.
Dazu wird ein Plasmid, das fiir
die humane Form dieser Pro-
teine kodiert, in die Bakteri-
en eingebracht, die DNS wird
abgelesen und in ein Protein
iibersetzt und anschlieBend ge-
reinigt (Abb. 2). Um einen de-
finierten Reaktionsstart in den
FTIR Messungen zu erhalten,
wird ein intrinsisch vorhan-
dener Chromophor oder ein
photo-aktivierbares GTP-Deri-
vat (cgGTP) an das Protein ge-
bunden und anschlieBend mit
einem Laserblitz eine Reaktion
angeregt. Im Falle von cgGTP
wird durch den Laserimpuls
die ,photocaged* Schutzgrup-
pe abgespalten. Das Resultat
ist das natiirliche Substrat
GTP, das vom Protein erkannt
und hydrolisiert wird (Abb. 2).
Somit lauft die Reaktion in der
gesamten Probe synchron und
kann im Spektrometer unter-
sucht werden. Die mit dieser
Methode aufgenommenen In-
frarotspektren enthalten In-
formationen tber Geometrie
und Ladungsverteilung des
Substrats, des Proteins und
des Losungsmittels und die
Geschwindigkeit der einzel-
nen Reaktionsschritte (Abb. 1).

Durch Differenzbildung wird
der sich nicht verdndernde
Hintergrund abgezogen und
die Spektren enthalten nur In-
formationen tiiber diejenigen
Gruppen, die sich wihrend
der Reaktion &ndern. Durch
zeitaufgeloste Datenaufnahme
lassen sich zusitzlich Effekte
von Punktmutationen und die
Bindung an Effektorproteine
untersuchen [3]. Beispielswei-
se bewirkt die Punktmutation
Go,;;-R178S, die auch bei der
Cholera Erkrankung betroffen
ist, eine Verlangsamung der
Reaktion (Abb. 1, Rot). Bindung
des Effektorproteins RGS4 (Re-
gulator of G-Protein signaling
4) hingegen beschleunigt die
GTP Hydrolysereaktion in Gay,
(Abb. 1, Griin).

Die strukturelle Information
ist allerdings in Form von Inf-
rarotspektren codiert. Um diese
Informationen in ein dreidi-
mensionales Strukturmodell zu
iibersetzen, konnen biomoleku-
lare Simulationen durchgefiihrt
werden. Auch heutzutage sind
nur quantenmechanische Simu-
lationen ausreichend genau,
um Infrarotspektren simulie-
ren zu kénnen. Durch die kom-
plexe Berechnung von Elektro-
nen und Atomkernen sind diese
sehr rechenintensiv und kénnen
nicht fiir das gesamte Protein
durchgefiihrt werden. Quan-
tenmechanische/Molekularme-
chanische (QM/MM) Simulati-
onen bestehen wie eine Zwiebel
aus mehreren Schichten (Abb.
2) und betten den quantenme-
chanischen Teil der Bindetasche
in den Rest des Proteins ein,
der mittels klassischer Mecha-
nik berechnet wird. Nur durch
diese Hybrid-Methode wird das
Rechenproblem losbar, und es
konnen Infrarotspektren aus
dem Simulationsmodell berech-
net werden [4].
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Abb. 1: Oben: FTIR-spektroskopische Messung der GTP-Hydrolyse von
Ga.,, der inhibitorischen a-Untereinheit heterotrimerer G-Proteine.
Wiihrend y-GTP (Grau) verschwindet, entsteht das abgespaltene freie
Phosphat (Blau).Die gemessenen Spektren enthalten sowohl Informati-
onen iiber das Substrat als auch iiber das Protein. Unten: Mittels zeit-
aufgeloster FTIR Spektroskopie ist es maglich, sowohl die Auswirkung
von Punktmutationen als auch die Wechselwirkung mit Effektoren
(hier: RGS4) kinetisch und spektral zu untersuchen.

Normalmodenanalyse

Dies geschieht durch die so-
genannte Normalmodenanaly-
se, die die Krifte, die auf GTP
wirken, in Infrarotspektren
umsetzt. Eine notwendige Vo-
raussetzung fiir diese Normal-
modenanalyse ist, dass sich das
System in einem energetischen
Minimum befindet. Durch den
Abgleich von theoretisch be-
rechneten Infrarotspektren mit
experimentellen Daten lassen
sich die komplexen experimen-
tellen Daten in einen dreidi-
mensionalen Film tibersetzen,
der die Positionen der Atome
in der Bindetasche, ihre Flexi-
bilitdt und ihre Ladung genau
erfasst. Das Messsystem, wie

auch die theoretischen Berech-
nungen wurden mit mehreren
empfindlichen Tests berpriift.
Durch Mutationen innerhalb
der Bindetasche und durch den
Austausch der natiirlichen '°0
Sauerstoffisotope mit schwe-
ren '80 Isotopen dndern sich
die experimentellen und die
berechneten Infrarotspektren.
Diese Anderungen stimmen in
Messungen und am Computer
gut iiberein. Somit kann dieses
System genutzt werden, um
den molekularen Schalterme-
chanismus heterotrimerer G-
Proteine zu untersuchen. Das
Ergebnis ist, dass heterotrimere
G-Proteine massiv die Geome-
trie und die Ladungsverteilung
ihres Substrates dndern, um
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Abb. 2: Das Protein wird heterolog in Kolibakterien exprimiert, aufge-
reinigt und das gebundene GDP Molekiil zu photolabilem cgGTP ausge-
tauscht. Die photocaged-Gruppe kann mit einem Laserblitz abgespalten
werden. Das Go. Protein reagiert darauf und spaltet die dritte Phos-
phatgruppe in der Hydrolysereaktion ab. Beide Prozesse kénnen spekt-
roskopisch zeitaufgeldst verfolgt werden. Durch gekoppelte Quantenme-
chanische/Molekularmechanische Simulationen kann ebenfalls ein
Infrarotspektrum simuliert werden. Stimmen Experiment und Simulati-
on iiberein, konnen Proteinmechanismen mit subatomarer Ortsauflo-
sung ultrasensitiv verfolgt werden.

dieses hydrolisieren zu konnen.
Dieser Effekt ist in Punktmuta-
tionen, wie sie beispielsweise
bei der Entstehung von Krebs
auftreten deutlich reduziert.
Vor allem die Wirkungswei-
se von zwei positiv gelade-
nen Aminosduren innerhalb
der Bindetasche, Arginin und
Lysin, die direkt an das Subs-
trat binden, konnte mit dieser
Methodik erstmals aufgeklart
werden (Abb. 3).

Beide transferieren nega-
tive Ladung von der dritten
Phosphatgruppe auf die zweite
Phosphatgruppe und bereiten

somit die Abspaltung der drit-
ten Phosphatgruppe vor. Argi-
nin bewegt sich dabei vom
dritten Phosphat weg, was das
NachflieBen negativer Ladun-
gen nach sich zieht. Diese sub-
atomaren Effekte konnen nur
durch Kombination von Expe-
riment und Theorie aufgeklart
werden. Die Forscher konn-
ten zeigen, dass das Fehlen des
Arginins, das beispielsweise
durch Mutation beim McCune-
Albright-Syndrom, einer sehr
schweren Form der fibrésen
Dysplasie auftritt, bereits durch
spezielle Effektorproteine, den
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Abb. 3: Oben: GTP Hydrolyse in Go,;;-RGS4. RGS4 verschiebt ein kon-
serviertes Arginin (,R“) so, dass es zusammen mit einem konservierten
Lysin (,K*“) das Substrat GTP fiir die Hydrolyse vorbereitet. Verdrillung
und Ladungsverschiebung in GTP senken die Aktivierungsenergie der Re-
aktion, und diese findet schnell, innerhalb von Millisekunden statt (5).
Ohne den Proteinkomplex dauert diese Reaktion etwa ein halbes Jahr.
Unten: Detaillierte Geometrieinderungen und Ladungsverschiebungen im
Substrat, die durch den Go.,;;-RGS Proteinkomplex induziert werden (6).

sogenannten ,Regulators of
G-Protein signaling (RGS)“,
kompensiert werden kann (Abb.
1). Das konnte ein Ansatz zur
Medikamentenentwicklung
sein. Die Forschung an mole-
kularen Schalterproteinen hat
somit das Fernziel, mit den
sehr detaillierten Mechanismen
einmal zur Entwicklung von
gezielt wirkenden Medikamen-
ten gegen Krankheitsbilder, die
von dieser GTPase verursacht
werden, beizutragen. Dies wird
prézisere Therapien gegen Krebs
und andere schwerwiegende
Krankheiten ermoglichen.
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