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Zusammenfasaung

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen eines Forschungsprojekts zu Struktur und Funktion
kleiner GTPasen und ihrer Bindungspartner angefertigt.

Mit Methoden der hochauflésenden, mehrdimensionalen Kernspinresonanzspektroskopie wur-
de die rdumliche Struktur der zweiten von vier ranbindenden Doménen des menschlichen
Kernporenproteins RanBP2 (Nup358 in Losung aufgeklart. Das untersuchte Proteinkonstrukt
umfal3dt die Aminosaurereste Glycin 2028 bis Prolin 2154von RanBP2 und lag einheitlich mit
5N bzw. **C und N markiert vor. Zwei, aus vier und drei B-Stréngen bestehende, antiparalle-
le B-Faltblétter bilden ein ,3-barrel” aus, das durch die anzige vorhandene, dazu querliegende
Helix wie mit einem Dedkel abgeschlossen wird. Insgesamt ergibt sich das Faltungsmotiv von
Pledkstrin homologen Domanen, wobei sich die @nzdnen (3-Strange Uber folgende Aminosau-
rereste erstrecken: 20342045(Strang 1), 2054-2064(Strang 2), 2071-2077(Strang 3), 2085
2087(Strang 4), 20952096 (Strang 5), 21032112 (Strang 6), 21172126 (Strang 7). Die C-
terminale Helix besteht aus den Resten 21292145 Mittels des Ramadhandran-Diagramms
wurde fur den gefateten Tell der Hauptkette die Auflésung der Struktur abgeschétzt, die
demnach bei 0,25nm liegt. Das Vorhandensein des flnften 3-Strangs <heint vom jeweiligen
Funktionszustand der Doméne, frei oder im Komplex mit Ran, abzuhangen. Dies legt zumin-
dest ein Vergleich mit der Kristallstruktur der ersten Ranbindedoméne im Komplex mit Ran-
GppNHp nahe, in der dieser Strang fehlt. Fur die hier vorgestellte Losungsdruktur der freien
zweiten Bindedomane ist seine Existenz aufgrund der vorgefundenen typischen chemischen
Verschiebungen gesichert. Anhand der gemessenen und in Tabellenform vorliegenden Reso-
nanzfrequenzen lassen sich kinftig auch Studien zum Bindungsverhaten der Domane mit
NM R-spektroskopischen Tedniken durchfiihren.

Das zur Untersuchung der Rasbindedomane von RaGDS (Mensch) verwendete Protein war
einheitlich mit *°N markiert und umfaite die Aminosiurereste Aspartat 798 bis Threonin 884
von RalGDS. Die longitudinalen und transversalen Relaxationsraten sowie der heteronukleae
Kernoverhausereffekt fur die Stickstoffkerne im Proteinrtickgrat wurden am 500-MHz-Spek-
trometer gemessen. Anhand der erhaltenen Daten wurden nach dem sogenannten ,,modell-
frelen Ansatz* von G. Lipari und A. Szabo die aur Relaxation durch Dipol-Dipol-Wedsdl-
wirkung und Anisotropie der chemischen Verschiebung beitragenden spektralen Dichten be-
stimmt. Die augehdrigen Ordnungsparameter weisen neben dem C-Terminus der Doméne vier
weitere Bereiche ds besonders flexibel aus. Dies betrifft die Amidgruppen der Reste 808-814,
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839841, 853855 und 873bis 875von RAGDS, die samtlich in ,,loop-Regionen” liegen. Eine
Korrelation von Beweglichkeit in der freien Doméne und drektem Kontakt mit Ras in der
komplexierten Domane lief sich dagegen nicht nachweisen.

Schliefdlich wird eine neue Methode air Bestimmung von Mittelwert und Standardabweichung
zyklischer Daten vorgestellt. Fur diese statistischen Parameter werden Definitionen angegeben,
die mit denjenigen fur nicht-zyklische GrofRen soweit als moglich Ubereinstimmen. Der
Grundgedanke ist, Sétze z/klischer Daten, etwa von Winkeln, in denjenigen Koordinatensys-
temen zu beschreiben, in welchen die Standardabweichung minimal ist. Ein Algorithmus zur
Wahl des jewells optimalen Systems wird angegeben. Beispiele verdeutlichen die efolgreiche
Umsetzung in ein C-Programm, und anhand der Hauptkettentorsionswinkel von RasGTP und
RasGDP wird de Eignung der Methode zaim lokalen Vergleich von Molekillstrukturen
aufgezagt. Die Unterschiede beider Konformere insbesondere in den ,, switch-Regionen® | und

[l treten deutlich hervor.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Proteine
Proteine bilden die vielsaitigste Klasse biologischer Makromolekiile, sie sind essentieller Be-

standtell ales Lebendigen. Als Transporter fir viele Stoffe, Steuerelemente fr Transkription
und Wadhstum, as Antikoérper und vor alem as Enzyme efillen sie ihre Aufgaben im Orga-
nismus. Proteine festigen das Skelett und sind de &tiv beweglichen Elemente der Muskeln.
Der Vielfat dieser und weiterer Aufgaben [Stro6] entspricht eine Formenvielfalt, die durch die
Verknlipfung von im wesentlichen 20 verschiedenen Aminosauren in unterschiedlicher Reihen-
folge au langen Ketten ermdglicht wird. Fir das genaue Versténdnis der Funktionsweise eénes
Proteins ist es notwendig, seine dreidimensionale Struktur, d.h. die raumliche Anordnung aller
Atome des Molekils, zu kennen. Obwohl die dreidimensionale Struktur in einem richtig gefal-
teten Protein allein durch die Aminosaurensequenz bestimmt ist [Anf66], 183t sie sich ks heute

nicht sicher aus dieser vorhersagen. Die Struktur muf3 experimentell bestimmt werden.

1.2 Methoden zur Strukturaufklarung
Hierzu stehen zwei prinzipiell verschiedene Methoden zur Verfligung. Zum einen sind das die

optischen kew. Beugungstedhniken. Bei diesen ist die maximal erreichbare raumliche Auflo-
sung der Wellenlange der verwendeten Sonde (Strahlung) umgekehrt proportional. Dazu ge-
horen die Rontgenkristallographie, die Elektronenkristall ographie und Elektronenmikroskopie
(EM). Aufgrund der Ruhemas< der Elektronen sollte die Tedhnik der Elektronenbeugung be-
sonders hohe Auflésungen ermdglichen. Tatsadlich existieren bislang wenige damit erhaltene
Strukturdatensitze, ihre Auflésung liegt bei 3,0 A bis 3,7 A. Die Elektronenmikroskopie lie-
fert Bilder mit Auflésungen bis zu 7,5 A'. Bei beiden Techniken ist der Préparationsaufwand
fur die Herstellung der dinnen Proben (, zwadimend onale Kristalle*) hoch, und wahrend ihrer
Vermesaung konnen leicht Strahlenschéaden auftreten [Fra96]. Die Elektronenmikroskopie &-
laubt einen guten Uberblick tber Form und Male grofer Molekiilkomplexe, wie beispielswei-
seder Poren in der Zellkernmembran [Ake93, Hin92, Kis98, Pan94], bietet aber keine atomar
Auflésung. Rontgenkristallographie ist die meistgebrauchte Methode auir Strukturaufkl&rung.
Von rund 15 600 in der Protein Data Bank (PDB) hinterlegten, experimentell bestimmten
Proteinstrukturen wurden knapp 13100mittds Rontgenbeugung aufgeklart. HierfUr mul3 die

! Quelle: Eintragein der Protein Data Bank (PDB), Stand: Februar 2002
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Probe ds Einkristall vorliegen. Diese Tedhnik bietet je nach Qualitét des Kristalls mit Kanten-
l&ngen in der GréRenordnung von 0,1 mm [Can80] eine Auflésung bisunter 1 A.

Die aveite Methode, die Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie, Nuclear M a
gnetic Resonance), mit der bisang ca 2 100 Proteinstrukturen aufgeklart wurden, ist von der
Auflésung her vergleichbar. Hierbei wird de Proteinprobe, meist in wasgiger Losung, in ein
starkes homogenes Magnetfeld gebradit. Die magnetischen Momente der Atomkerne richten
sich aus; man erhdt eine feldabhéngige Gleichgewichtsmagnetisierung. Es werden Radiowel-
len eingestrahlt, die in Resonanz, wenn also die Photonenenergie mit der Energiedifferenz der
Kernspinzustande im Magnetfeld tbereinstimmt, von der Probe dsorbiert werden. Die resul-
tierende Stérung der Magnetisierung wird als elektrisches Signal beobaditet. Dabei gehen die
benutzten Wellenléngen von ungeféhr einem halben Meter auf Grund der sehr geringen ge-
nannten Energiedifferenzen (ca 10 Joule) um GroRenordnungen tiber die MaRe der aufzul6-
senden Strukturen hinaus.

Rontgenkristallographie und NM R-Spektroskopie ergdnzeneinander mitihren jeweili gen Vor-
und Nadteilen. Wahrend im Fall der NMR die Wassrstoffatome im Molekil die Hauptinfor-
mationsguelle sind, erhdt man bei der Rontgenstrukturanalyse die Positionen der schwereren
Atome, hauptsadilich Kohlenstoff und Stickstoff. Die Orte der Wassrstoffatome werden
nadtraglich berechnet. L&t sich das jewellige Protein kristalli sieren, zur Losung des Phasen-
problems [Dre94] evtl. zusétzlich als Schweratomderivat, so kdnnen mittels Rontgenbeugung
die Strukturen auch sehr grofer Proteine oder Proteinkomplexe aufgeklart werden. Bis 1997
[Per97, Sal98] galt diesbeziglich bei der NMR-Spektroskopie in der Praxis eine Obergrenze
von rund 30kDa fur das Molekulargewicht. Inzwischen ist man in die Grofenordnungvon
100kDavorgestofen [Zah99, Rie0Q], dies ist alerdings wegen des hohen damit verbundenen
Aufwands noch kein Standard. Der Aufbau vieler grof3erer Proteine aus Doménen [Bla84] er-
weist sich in dieser Hinsicht als guinstig. Doménen sind Untereinheiten der Polypeptidkette, die
oft selbst weitgehend eigenstandig, kompakt gefaltet sind wie globulére Proteine. Einzene
Domanen tbernehmen haufig bestimmte Teilfunktionen wie d@wa die Bindung eines ezellen
Interaktionspartners. Sie bestehen aus bis zu einigen hundert Aminosaureresten und eignen
sich von ihrer Grole her oft fir die Untersuchung mittels NMR-Spektroskopie. Eine weitere
Voraussetzung dafir ist die Kenntnis der Primérstruktur, der Aminosdurensequenz der

Peptidkette. Man erhdt sie meist durch die Sequenzierung ihres kodierenden Gens [San77].
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Der Hauptvortell der Kernresonanzspektroskopie ist die Moglichkeit der Strukturunter-
suchung von Proteinen in Losung Sie ist die enzige Methode, die dies in Kombination mit
atomarer Auflosung bietet. Trotz der benttigten hohen Proteinkonzentrationen, ungefahr
1 mM in wenigstens ca 300 ul Probenvolumen, sind de Randbedingungen denen in vivo dhn-
licher als im Kristal. Dort fuhrt die relativ dichte Padkung der Molekile mdglicherweise au
veréanderten funktionellen Eigenschaften, etwa im dynamischen Verhalten und bel der Ausbil-
dung verschiedener Konformationen. Diese Eigenschaften, wie auch die Bindung von Substra-
ten, laseen sich zudem in Losung und mit der NMR leichter im Detail beobadten.

Das Hauptergebnis von NMR-Experimenten zur Strukturaufklérung ist zunadst Information
Uber die Abstdnde von Wasserstoffkernen im Molekll zueinander: Beim NOESY -Experiment
(Nuclea Overhauser Enhancement SpedroscopY, [Neu89) erhdlt man fir je avel Protonen
ein abstandsabhéangiges Signal im Spektrum. Die Signalintensitét ist in erster Naherung der 6.
Potenz des Kernabstands umgekehrt proportional; es snd Absténde bis zu ca 5 A beobadt-
bar. Die Struktur wird dann mittels ,moleaular dynamics* bestimmt: Ausgehend von der aus-
gestredkten Polypeptidkette und gewdahiten Anfangsgeschwindigkeiten der einzdnen Atome,
wird deren Bewegung in kurzen Zeitintervallen (Grofienordnung: 1 fs) beredhnet. Die auge-
horigen Bewegungsgleichungen sind durch die Newtonschen Axiome und molekilspezifische
Randbedingungen festgelegt. Letztere sind durch chemische Bindungen, Van-der-Wads-Ra
dien sowie dektrostatische Wedselwirkungen gegeben und gehen als Potentiale in die Redh-
nung ein. In deren Verlauf werden die aagenommene Temperatur, damit die Geschwindigkeit
der Atome, gesenkt (,smulated anneding”, [Kir83, Ric94]) und de aus NMR-Experimenten
bekannten, ebenfalls als Potentiale (,, Pseudopotentiale”) beschriebenen, Protonenabstande im-
mer starker gewichtet. Die Simulation wird mehrfach mit unterschiedlichen Startgeschwindig-
keiten wiederholt und konvergiert bei qualitativ und quantitativ ausreichend guen Abstands-
informationen meist gegen die gleiche Anordnung der Atome, die rdumliche Struktur des Mo-
leklls. Die wesentlichen inneren Freiheitsgrade der Peptidkette sind Torsionen um Einfachbin-
dungen. Sie @mdglichen die , korrekte* Faltung des Proteins in naura und sind letztlich auch
die variablen Parameter bel der Strukturberechnung. Die Hauptketten-Torsionswinkel ¢,
und w[Ken70] bestimmen die Sekundarstruktur des Proteins vollstandig [Ram63].
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1.3 Dynamik
Wie weiter oben schon angedeutet, 183t sich mit Hilfe der NMR-Spektroskopie auch das

dynamische Verhalten von Makromolekilen untersuchen. Ein gefaltetes Protein beispielsweise
ist natiirlich kein starrer Korper. Die beobaditete Struktur ist also ein zatlicher Mittelwert.
Eingeschrankt sind etwa Torsionen um Einfachbindungen mdglich, auch Bindungsléngen und
—winkel sind zetlich nicht ganz konstant. Die entsprechenden (molekdil)internen Bewegungen,
aber auch solche des Molekils als Ganzes, beanfluseen die Wedselwirkung jedes Kerns mit
seiner Umgebung. Mef3bar ist dies anhand der Relaxationsraten, die das Abklingen der im Ex-
periment beobadhtbaren Magnetisierung beschreiben, sowie anhand von Intensitétsanderungen
der Signale in NOE-Experimenten. Uberdurchschnittlich starre oder bewegliche Bereiche eine
Proteins konnen so identifiziert werden; die Schnelligkeit der Bewegungen &3t sich abschét-
zen. Hierzu werden meistens nur die Amidgruppen der Hauptkette herangezogen [Lef96,
Dos00, Kay98§).

1.4 Vor- und Nachteileder NMR
Kurz zusammengefal’t snd die wichtigsten Vorteil e der NM R-Spektroskopie: Esist keine Kri-

stallisation motwendig. Diese gelingt nicht bel jedem Protein bzw. ist oft schwierig. Die
Mef3bedingungen in Losung sind naturndher und konnen leichter variiert bzw. einer Frage-
stellung entsprechend optimiert werden. Nadchdem die benétigten Signale den Kernen, von de-
nen sie herrtihren, zugeordnet wurden, sind Bindungsgudien sowie Untersuchungen der Mole-
kildynamik moglich. Der Aufwand fur Experimente mit unterschiedlichen Bindungspartnern
ist relativ gering; die Struktur muf3 nicht notwendigerweise vorher bestimmt werden. Schlief3-
lich erlaubt die NMR-Spektroskopie inzwischen den direkten Nadhweis von Wasserstoff briik-
ken. Nadhtelle sind die geringe Empfindlichket der Methode, die Grolenkeschrankung fir un-

tersuchte Moleklle und der Zetaufwand fuir die Zuordnurg der bedachteten Resonanzen.



Einleitung

1.5 Kleine G-Proteine
Die Gruppe der kleinen G-Proteine ist in alen Eukaryoten vertreten. Es handelt sich um

Proteine, die Guanosintriphosphat (GTP) binden und de Hydrolyse a1 Guanosindiphosphat
(GDP) katalysieren; das Diphosphat bleibt gebunden. Im Gegensatz zu den langer bekannten
grol¥en (heterotrimeren) G-Proteinen bestehen die kleinen GTPasen aus nur einer Untereinheit
von um die 200 Aminoséauren. Die beiden je nach dem Bindungspartner (GTP oder GDP) an-
genommenen unterschiedlichen Konformationen heil3en auch die GTP-Form bzw. die GDP-
Form des Proteins. Well die intrinsische GTPase-Aktivitdt sehr gering ist (Grdéf3enordnung:
10°s* [Gey974]), sind beide Formen stabil. Erst im Verbund mit einem zusétzlichen Protein,
einem fur das G-Protein speafischen GAP (GTPase-Activating Protein), wird GTP effektiv
gespalten, die Aktivitdt wird un das ca 1Cfache ehdht. Umgekehrt ist auch fir den
Austausch von GDP gegen GTP ein GEF

(Guanine nucleotide Exchange Fador) bzw. @

GDS (GDP Dissociation Stimulator)® notwen-

dig. GEFs erhdhen — wie GAPs proteinspea- SR
fisch — de Dissziationsrate fur GDP in der-

selben GrofRenordnung. In Verbindung mit ei-

nem etwa 30fachen Uberschul? von GTP ge- P, GTP
geniber GDP in der Zelle [Tra87] resultiert

[GAP] [GEF]

ein wirkungsvoller Austausch. Es ergibt sich GDP-Form
das Bild des GTPase-Zyklus [Bou9]] in Ab-
bildung 1.1

Der bekannteste Vertreter der kleinen G-Proteine ist Ras (von Rat Sarcoma), anhand dessen

Abbildungl.l. Der GTPase-Zyklus

zunadhst einige Charakteristika dieser Proteingruppe elautert werden. Das menschliche Ras
unterscheidet sich jewells nur durch eine Punktmutation von viralen Ras-Varianten, die alerst
in Krebszdlen von Ratten gefunden wurden. Anfang der 198Cer Jahre wurde festgestellt, dal3
solche Mutationen auch in rund 25% aller menschlichen Tumoren auftreten. So wurden die
Struktur und die Wirkungsweise von Ras, sowie sein Aufgabenfeld in der Zelle, Gegenstand

intensiver Forschung. Ras wurde zum Prototyp der mit ihm verwandten kleinen GTPasen.

2 GEF: Bezéchnungder Austauschfaktorenallgemein, GDS: Bezethnungdes einzehenVertreters
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Esist als molekularer Schalter mit den Zusténden GDP-Form und GTP-Form in verschiedene
Signalleitungsprozesse, vor alem im Zusammenhang mit Zellwadchstum und -differenzierung,
eingebunden. Durch Signale von Rezeptoren in der Zellmembran wird es aktiviert, d.h. in die
GTP-Form gebradit. Proteine, die Ras bevorzugt in der GTP-Form binden (und so ihrerseits
aktiviert werden), heil3en Effektoren von Ras [Wit96]. RaGDS z.B. ist ein wichtiger solcher
Effektor und, wie der Name zagt, gleichzatig ein GEF, der Rd (Ras like protein), eine weite-
re kleine GTPase, aktiviert. Im Zusammenspiel mit seinen GAPs hydrolysiert Ras das gebun-
dene GTP und wird so deéktiviert. Die onkogenen Mutanten von Ras (z.B. G12V) sind dazu
nicht in der Lage [Wit97]. Sie bleiben deshalb dauernd aktiv, wodurch die Zelle aich ohne das
Vorhandensein entsprechender extrazellulérer Reizeg/Botenstoffe aum Wadistum angeregt
wird [Hal0Q]. Die mit dem Medhanismus der Hydrolyse verbundene Wirkungsweise ds Schal-
ter haben alle G-Proteine gemeinsam.

Neben Ras wurde ane Reihe welterer kleiner G-Proteine gefunden. Zusammen hilden sie die
sogenannte Superfamilie der Ras verwandten Proteine. Sie ist in die Unterfamilien Ras, Rho,
Rab, Arf und Ran (Ras-related nuclea protein) unterteilt, deren Mitglieder untereinander je-
wells besonders @hnliche Aminosauresequenzen aufweisen bzw. dhnliche Funktionen in der
Zelle haben. Soweit bislang bekanrt ist, sind alle kleinen GTPasen im wesentlichen auch gleich
gefaltet [Hal00]. Die Abfolge der Sekundarstrukturelemente ist BapBapapapBa, wobe (3 fur
[3-Stréange, a fur a-helikale Bereiche steht. Dazawischen befinden sich jewells loop-Regionen,
die das Bindungsverhalten des Proteins zum Tell wesentlich mitbestimmen.

Die asten bekannten dreidimensionalen Strukturen kleiner GTPasen waren, gemal? dem be-
sonderen Interesse an Ras, digenigen von RasGTP und RasGDP [Pai89, Mil90, Gey97a]. Wie
an ihren zu erkenren ist, sind de entscheidenden Konformationsunterschiede der beiden For-
men hauptsadlich in zwei Bereichen der Peptidkette lokalisiert, die deshalb auch switch | und
switch Il genannt werden [Mil90Q]. Switch | liegt im Bereich der zweiten loop und des zweiten
[B-Strangs, switch Il in dem der vierten loop sowie der darauf folgenden zweiten Helix. Die
zweite loop helldt auch Effektor-loop. Sie enthélt einen konservierten Threoninrest (in Ras:
T35) und ist ansonsten auf die Bindung der jewelligen spezfischen Effektoren zugeschnitten.
Speziell in diesem Bereich ist die sequentielle Ahnlichkeit innerhalb der Unterfamilien hoher
als zwischen diesen. Aul3er dem Threonin in switch | gibt es weitere Consensusmotive, die bei

alen Verwandten von Ras vorhanden sind. Sie sind drekt an der Bindung und/oder Hydrolyse
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des Guaninnukleotids beteili gt [Hal0Q]. Schliefdlich tragen fast ale kleinen G-Proteine der Ras-
Superfamilie aufgrund einer posttrandationaen Modifikation C-terminal eine Lipidgruppe
(Prenylgruppe), die der Verankerung an Membranen dient. Die anzige bisher bekannte Aus-
nahme stellt Ran dar; es wird nicht modifiziert [Hal00]. Trotz der grundsétzlich gleichen Wir-
kungsweise und sehr dhnlicher Strukturen stellen die Mitglieder der Ras-Superfamilie e@ne
vielseitige Gruppe von Proteinen dar, die an zahlreichen unterschiedlichen Steuerungsprozes-
sen in der Zelle beteiligt ist.

Die beiden im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proteine® RalGDS und RanBP2 stehen als
Effektoren in enger Bezehung zu den kleinen G-Protenen Rd und Ras bzw. Ran. Weltere le-
nutzte Daten stammen von Ras slbst und von HPr (histidine-containing phosphocarrier

protein), sie dienen zum Testen kzw. als Anwendungsbeispiele fir neue Software.

1.6 RalGDS
RalGDS (auch: RaGEF) wurde oben schon as Effektor von Ras erwahnt. Es ist zugleich ein

Effektor von Rap und aktiviert als zugehdriger spezfischer Austauschfaktor nattirlich Ral,
dessen Gen (das der Isoform RalA) 1986 entdedkt wurde [Cha86]. Uber RalBP1 und Uber
weitere kleine GTPasen (Cdc42, Rag Rho) wird von Ral die Organisation des Cytoskeletts
mitgesteuert [Wit96]. Ein weiterer Signalweg im Zusammenhang mit Zelldifferenzierung und
-wadhstum fuhrt von RasGTP Uber Raf, MEK und ERK. So ergibt sich der in Abb. 1.2 stark
vereinfadht dargestellte Zusammenhang der Signalketten [HorO1]. Dabei sind de Regulations-
mechanismen und die betelli gten Molekile bisher nicht im Detail bekannt. Ras ist an der Plas-
mamembran, Ral aul3erdem auch an innerzeluldren Membranen verankert. RalGDS ist Be-
standtell des Cytosols und kommt an der Zellmembran durch die Wedsawirkung mit Ras ver-
starkt in Kontakt mit RalGDP [Nak99a]. Damit ist es das Bindeglied der Signalwege von Ras
und Ral. Neben RalGDS sind RIf, Rgl und Rgl2 als Austauschfaktoren von Ral bekannt, kirz-
lich wurde RAlGEF2 gefunden, das C-termina eine PH-Doméne [Sar95] besitzt, die wohl der
Lokaliserung an Membranen dient [Bru0(. RaGDS (aus der Maus) wurde 1993 nach seiner
Entdedkung bel der gezelten Suche nadh GEFs kleiner G-Proteine @stmals charakterisert
[Alb93]. Es hat eine Mass von 113kDa und gehdrt zur Familie der Cdc25 (Hefe) dhnlichen
GEFs, die mit der switch-lI- Region der zugehtrigen GTPase wedselwirken.

3 Untersucht wurden die jeweili gen Bindungslomanen.
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rnmembran

Verdnderungen des Cytoskeletts

V V ¥ ¥

Bildung von Membran- StreB- ) . Wachstum und
Filopodien krauselungen fasern } transformationsbedingt Differenzierung

Abbildungl.2. RalGDSim Rahmen der Signalketten von Ras und Rap (vereinfachtausHor01)

Die menschliche Form wurde 1994 bei der Suche nadch an Ras bindenden Proteinen gefunden
[Spa94]. RaAGDS besitzt N-termina die GEF-Doméne, C-terminal eine Ras bindende Doméne
(RasBD). Diese besteht aus ca 95 Aminosauren, ihre Sequenzen sind bel Maus und Mensch
zu 90% identisch. Sowohl die Bindedoméne allein ds auch das garee Protein binden GTP-ab-
héngig an Ras und Rap [Hor01]. Die RasBD |&3t sich in E. coli gut exprimieren und ihre Fal-
tung it vom N-terminalen Rest des Molekils unabhéngig [Her96]. lhre Losungsgruktur
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[Gey97b, Mue99], wie auch die Kristallstruktur [Hua97, Hua98] haben den sogenannten
Ubiquitin-superfold, den auch Byr2 [McC96, Gro01], das MEK-Analogon aus Schizosaccha

romyces ponbe, aufweist. Erganzende Kernspin-Relaxationsdaten existierten kislang nicht.

1.7 Durch Ran kontrollierter Kerntransport
Eukaryotische Zellen sind durch die Ausbildung membranumschlossener, spezalisierter Abtei-

lungen, insbesondere des Zellkerns, gekennzechnet. Die Doppelli pidschicht der Kernmembran
ist fur (biologische) Makromolekile undurchldssg; im Kern bendtigte Proteine wie Transkrip-
tionsfaktoren werden durch Poren importiert, RNA-Protein-Komplexe exportiert [Fel72,
Pai75, All00, Nak9%, Nig97]. In die Membran eingebettete Proteine bilden das Gerust fir
flexible Kandle mit einem Durchmesser von his zu 36nm [Pan00]. Der detalilli erte Aufbau der
Poren, insbesondere das Vorhandensein eines Zentralkorpers, wird kontrovers diskutiert
[Pan94, Bay0(]. Zum Porenkomplex (NPC, Nuclea Pore Complex) mit seiner achtzéhligen
Symmetrie gehtren kernseitig eine korbahnliche Erweiterung (,nuclea basket”) sowie ca 35
50 nm weit ins Cytoplasma ragende Filamente, zu deren Bestandteilen RanBP2 (,Ran Binding
Protein 2, auch: Nup359 gehotrt [Del97, Vet99a]. Insgesamt besteht ein solcher Komplex
artabhangig aus rund 30 bis 100 Proteinen, den Nukleoporinen, mit einer Masse von zusam-
men ca 60-125 MDa [AlI00, Ohrm98, Rab01]. Diffusion als passver Transportmedanismus
spielt beim Kerntransport groferer Moleklle keine Rolle, selbst kleine Proteine mit Massen
unter 60kDa, wie Histonl (20,7 kDa), werden hauptsadlich aktiv — urd damit kontrolli ert —
mit Hilfe speazeller Transportrezeptoren durch die Poren befordert [Bre90, Jak99]. Der aktive
Transport erfordert eine Kennzechnung des Transportsubstrats mit NLS bzw. NES (Nuclea
L ocdizaion/Export Signals), oft Aminosdurenkombinationen, die ds feste Bestandteile funk-
tionstiichtiger Proteine nadh erfolgtem Transport nicht entfernt werden [Nig97, Mat98g]. Bis-
lang ist ungeklart, wie im einzelnen Trager dieser Signale die Poren passeren, weil der Nadh-
wels der Transportprozess nur an grof¥en, komplexen Systemen moglich ist: vollstandigen
Zellkernen mit intakten Membranen und NPCs. Ganze Zellen, deren Plasmamembranen mit
Digitonin durchlédssg gemadit wurden, erlauben das Entfernen oder gezelte (wieder) Hinzu-
flgen verschiedener Cytosolbestandteille und das Einbringen von fluoreszent markiertem Im-
portsubstrat. Uber dessen Vertellung in Zelle und Kern 183t sich dann der Transport
mikroskopisch beobadten.

11
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Abbildung1.3.
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Schema des aktiven Kerntransports einfacher Proteine (Kernporen nicht maf3stéblich): Der durch

den Korzentrationsgradienten von RanGTP zwischen Cytosol und Zellkern aufrechterhaltene RanGTPase-Zyklus
steuert die Transportprozesse. Transportrezeptoren (Exportine, Importin 3, NTF2) passeren de Kernporen ab-
hangig vonihrer Bindungan RanGTP respektive Substrat in der entsprechenden Richtung (Exp: Exportrezeptor;

Fradht: Exportsubstrat, Trager von NES; a: Importin a; 3: Importin 3; NLS: Trager von NLS; RanBP: RanBP1
oder RanBP2; P;: Phosphatgruppe)
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Auf diese Weise und via Bindungsgudien [Ada90, Rex95, New86, Shu96 wurde die essenti-
elle Beteligung von Ran [Mel93, Moa093, Mo094a, Dri90, Bis9lal, Importin 3 [Adad4,
Rad9%a], NTF2 (Nuclea Transport Fador 2) [Mo094b, Pas95] und Importina [Adad4,
Mor95]* am Import klassscher NLS [Kal84] erkannt. Abbildung 3 zegt in Grundziigen die
Stoffkreidaufe; beschrankt auf den Transport einfacher Proteine. Die Darstellung ist mit leich-
ten Anderungen dem Ubersichtsartikel von Gorlich und Kutay [Gor9%) entlehrt. Es ergibt
sich folgendes Bild: Die kurz ds, Fradht” bzw. ,NLS* bezechneten Substrate sowie RanGDP
treten mit Hilfe ihrer jeweils zustandigen Transportrezegptoren Exp(ortin), (Importin) 3 oder
NTF2 duch die Kernporen hindurch. Nicht ale Importezeotoren benétigen wie das darge-
stellte Importin 3 zur Bindung ihres Substrats ein Adaptermolekil (hier Importin o). Dieses
hat einen eigenen Exportrezeptor, in diesem Fall CAS (Cellular Apoptosis Susceptibility gene)
[Kut97]. Transportrezeptoren kénnen die Poren in beiden Richtungen passeren. Der Vorgang
wird duch ihre Wedhselwirkung mit Nukleoporinen getragen. Einzdheiten dazu sind kaum
bekanrt, die in einigen Nukleoporinen héufigen FG-Motive [Fab94, Rou94, Mor95] bilden
aber Bindeplatzefur Transportrezeptoren [Fin87, Rad9530, Pas95] und spielen eine wesentliche
Rolle [Ohn98, Bay00, Rou00, Rab01, Rib01]. Letzteres gilt auch fur RanGTP, das die Rich-
tung der Passage festlegt: An RanGTP gebundene Rezeotoren werden in der Regel exportiert,
RanGTP-freie Transportrezeptoren wandern in den Kern [Gor96a, 1ze97]°. Zudem kann Ran-
GTP Komplexe aus Importsubstrat und Importinen disoziieren [Rex95, Gor96a], und de
Bindung von Exportsubstraten an ihre Rezeptoren wird durch RanGTP erleichtert oder erst
maoglich [For97, Kut97, Art98]. So beendet die Bindung von RanGTP Import-, seine Hydroly-
se im Cytosol Exportprozesse, und werden die Transportkreisldufe Gber den GTPase-Zyklus
von Ran gesteuert. Der notwendige Konzentrationsgradient von RanGTP [1zad7, Goro6b]
wird duch RanGAPL [Bis94, Bis95a] im Cytosol einerseits und den chromatinassoziierten
[Ont89] Austauschfaktor RCCL (Regulator of Chromosome Condensation 1) [Oht87,
Bis91b] im Zellkern andererseits aufrechterhalten; in vitro erméglicht seine Umkehr anschei-
nend den Wedhsel auch der Transportrichtungen fur NES und NLS [Nac99]. NTF2 bringt die
GDP-Form von Ran in den Kern zurlick [Pas95, Rib98, Smi9g]. Der GTPase-Zyklus mit dem
Hydrolyseschritt im Cytosol ist die @nzige bisang sicher bekannte Energiequelle des aktiven

* Die Proteine haben alternative Namen, zu finden u.a. in [G6r99b, Nak99H|; Ran insbesoncere ist auchals TC4
bekanrt.

® Kose et d. [K0s99] beschreiben all erdings den RanGTP-unabhangigen Export von Importin 3.
13



Einleitung

Kerntransports, bel dem die rund 200nm lange Stredke awischen nuclea basket und cytosoli-
schen Filamenten moglicherweise aimindest von einem Tell der Transportkomplexe ohne wei-
tere Energiezufuhr zurtickgelegt wird [Eng98, Sch98, Rib99, Tal99, Rab01].

Wahrend de Hydrolyse von RanGTP allein durch RanGAP1 effektiv katalysiert wird, ist se
im Komplex mit Transportrezeptoren zunadst blockiert [Flo95]. Das im Cytosol geloste Pro-
tein RanBP1 (Ran Binding Protein 1) ist ein Kofaktor von RanGAPL: Es wird vermutet, dal3
es RanGTP aus dem Komplex 16st, um es transient selbst zu binden und dabel der Einwirkung
von RanGAP1 zuganglich zu maden [BisO5h, Bis97, Keh99]. Daau ist das Vorhandensein al-
lein der Ran hindenden Domane hinreichend [Keh99, Nov99].

1.8 RanBP2
Das 358kDA-Nukleoporin RanBP2/Nup358 wurde astmals 1995 beschrieben [Yok95,

Wu9g. Es ist Tell der ins Cytosol ragenden Filamente [Wil95, Wu95 Yok95, Yas99b,
Vet99, Del97] an den Kernporen und weist einige bekannte Motive auf: eine fir Nups typi-
sche leucinreiche Region und mehrere FXFG-Motive werden durch vier, zu der von RanBP1
homologe, Ran-Bindedoménen [Bed95 Har95, Din95], adt Zinkfingermotive und eine ¢/clo-
philindhnliche Doméne erganzt. Diese scheint als Chaperon fir Opsine a1 denen [Fer96]. Die
vier ranbindenden Doménen, deren zweite Hauptgegenstand deser Arbeit ist, konnen anstelle
von RanBP1 de Aufgabe ds Koaktivatoren von RanGAP1 lbernehmen [Vil98, Keh99,
Nov99, Yas99%, Vil00]. Zusammen mit Uber SUMOL (Small Ubiquitin related M Odifier)
[Mat96, Mah97, Mat98b] an RanBP2 gebundenem RanGAPL und mit den eigenen FG-Binde-
stellen hildet RanBP2 anscheinend ein System, das tabile Exportkomplexe an Ausgang der
Kernporen geradezu abfangen und effizient disziieren kann. Von besonderer Bedeutung ist
wahrscheinlich, dal3 RanBP2 als Nukleoporin schon bei der Formation von NPCs sinen Platz
im Cytosol einnimmt [G6r99%, Har00]. So konnte es, zusammen mit dem ans Chromatin ge-
bundenen RCCL, nadc einer Zelltellung den K onzentrati onsgradienten van RanGTP etabli eren,
ausreichend um zunadst RanGAP1 und RanBP1 aus dem Zellkern zu entfernen und mittels
ihres Exportrezeotors CRM 1 (Chromosome Region M aintenance) ins Cytosol zu bringen. Ein
Hinwels darauf ist das Vorkommen von RanBP2 und seiner Analoga nur in Arten mit offener
Mitose [GOro9n].

® Nukleoporine werden als Nup bezethret, ein einzdner Vertreter zusatzlich durch seine Mass.
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1.9 Zieleund Inhalt der Arbeit
Zu Beginn war die Faltung der oben erwahnten Ran hindenden Doménen vollig unbekanrt.

Die Losungsdruktur einer der Bindedoméanen von RanBP2 sollte bestimmt werden. Von der
Rasbindedoméne in RalGDS sind strukturelle Eigenschaften, wie die Einbindung einzdner
Aminosdurereste in Sekundérstrukturelemente oder in die Kontaktfladhe a1 RasGTP, bekanrt.
In diesem Zusammenhang war abzuklaren, wie sie sich in der Beweglichkeit der Hauptkette
wiederspiegeln. Schliefdlich stellte sich die Frage, ob ein Bindel von Molekilstrukturen die
Beredhnung mittlerer dihedraler Winkel erlaubt. Dazu war ein Algorithmus zu erarbeiten und
Zu testen, mithin als Programm zur Verfligung zu stellen.

Damit gliedert sich die vorliegende Arbeit in drei Telle. Die Strukturuntersuchung der zweiten
Ranhindedoméne von RanBP2 ist das Thema des folgenden Teils. Im Anschlul3 werden Rela-
xationsdaten der Ras bindenden Doméne von RalGDS vorgestellt, zuletzt folgt die Beschrel-

bung desentwickdten C-Programms.
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2 Struktur der Ranbindedomane
2.1 Material und M ethoden

2.1.1 Material

2.1.1.1 Chemikalien und Enzyme

B-Mercaptoethanol (2-Thioethanol), Dimethylsulfoxid (DM SO), di-Kaliumhydrogenphosphat,
Dodegylsulfat-Natriumsalz (SDS), Essgsaure, Ethanol, Ethylendiamintetraaceat (Natrium-
saz) (EDTA, ,Titriplex-111*), Glycerin (87 %), Harnstoff, Kaliumdihydrogenphosphat, Ma-
gnesiumchlorid, Natriumazd, Natriumchlorid, Natriumhydroxid, Natriumsulfat, Phosphorsau-
re (85 %), 2-Propanol, Salzsdure (1M) und Kalibrierpuffer wurden von Merck bezogen.
Ammoniumpersulfat, Bromphenolblau, Dithioerythritol (DTE), Trishydroxymethyl-aminome-
than (TRIS); Herkunft: USB

Ammoniumpersulfat; Herkunft: Serva

Coomasse Brilli antblau G 250, R 250, Quelle: Sigma

Glycin, deuteriert: synthetisiert von Herbert Zimmermann, Max-Planck-Institut fir medizini-
sche Forschung, Heidelberg

1,4-Dioxan-d8, 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonsdure (DSS); bezogen von: Cambridge | so-
tope Laboratories

Acrylamid 30%, Bisaaylamid 0,8 % - gebrauchsfertige Stammioésung ,,rotiphorese Gel 30,
N, N, N, N*-Tetramethyl-ethylen-diamin (TEMED); Herkunft: Roth

1,4-Dithioerythrol (DTE), Guanidinhydrochlorid, Rinderserumalbumin (BSA); Quelle: Gerbu
Phenylmethylsulfonylfluorid (PM SF); Herkunft: Fluka

Deuteriumoxid, (99,9 %), Fa. Deutero, Kastellaun

Bradford-Reagenz Uptima Coo Assay Reagent UPF 86420 Uptima/l nterchim
Molekulargewichtsmarker: Dalton Mark VII-L, Sigma

Trypsin: Merck

Das verwendete Wassr wurde mit dem ,, Milli pore Milli -Q Reagent Water System* filtriert.
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2.1.1.2 SonstigesVerbrauchsmaterial

Kuvetten:

Quarzglasklvetten, Suprasil, Bezechnung 1040023-QS (Hellma)
Kunststoffkiivetten, Re. 67.742 (Sarstedt, NUrnberg)

Sterilfilter 0,45 mm, Bezechnung FP 030’2 (Schleicher & Schuell)

Amicon Ultrafiltrationsmembranen YM3, NMWL3.000, Durchmesser 44,5 mm, Ruhrzdle
8050

Zentrifugationsfilter UltrafreeBiomax 5k, Bezachnung UFV2BCC40 (Milli pore)

Séule NAP-10 (Pharmada Bioted)

2.1.1.3 Gerate
NMR-Spektrometer: Avance DMX500, DRX600, DRX800 mit den zugehtrigen Tripelreso-
nanz-Probenkdpfen (Bruker)

Zentrifugen:

Tischzentrifuge Biofuge ,,pico” mit Rotor 75003324 (Heraeus Instruments)
Tischzentrifuge Universal 30 RF (Hettich)

Vakuumzentrifuge RC10.10. mit Kuhlfalle RCT60 (Jouan)

UV/Vis Spektrophotometer DU 640, Bed<man

PH-Meter, Elektroden:
, P32 pH-Meter*, Elektrode 39848(Bedkman)
»PH-Meter 761° (Knick) mit Elektrode: Typ Spintrode, 3mm Durchmesser (Hamilton)

Elektrophoresegpparaturen (cti), Netzteile PowerPac 300 (Bio-Rad)
Geldokumentationsg/stem (Herolab)

2.1.1.4 Datenbank
Protein Data Bank: http://www.rcsb.org/pdb/ [Ber77)
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2.1.1.5 Software
Aurelia[Nei95|

Auremol*

Clustal X / W [Tho97, Tho94]
CNS[Bru9g

CNSSTAT [Ste01]
CorelDraw 9.0 (Fa. Cordl)

CSl v1.1 [Wis94]

Dyana [GUNn97]

GSview 4.0 (Ghostgum Software)
GRASP[Nic91]

Compute pl/Mw *
Molmol 2.6 und 2K.1[K or96]
Office97 (FaMicrosoft)

Origin, Versonen 4.1 und 60
(Fa. Microcd)
Permol”

PROCHECK-NMR [Las96]
Relax [G6r97, Gor994]
Rfac[Gro00Q]

Taos[Cor99

XWINNMR (Fa. Bruker)

Auswertung von NMR-Spektren

Auswertung von Spektren, Riickredhnung von Spektren,
Erstellen von Listen struktureinschrankender Bedingungen
Sequenzdignment

Strukturberedhnung

Dokumentation der Verletzung von Abstandsbedingungen
Erstellen von Abbildungen

Beredhnung von chemischen Verschiebungsindizes
Strukturberedhnung (Homologiestruktur)

Umformatierung von Texten und Graphiken

Darstellung deselektrostatischen Potentials auf M ol ekl ober-
flachen

Bestimmung Molektimasse/pl aus einer Aminosauresequenz
Darstellung, Bewertung von Proteinstrukturen
Tabellenkalkulation, Textverarbeitung

Kurvenanpasaungen, Darstellung von Mef3daten

Erstellen von Restraint-Listen fur die Berechnung einer Ho-
mologiestruktur

Bewertung von Proteinstrukturen

Modul in Auremol: Rickrechnung von Spektren
Bewertung von Proteinstrukturen

Gewinnung von Einschrankungen der Hauptkettentorsions-
winkel

Aufnahme und Beabeitung von NMR-Spektren

* Gandmeier, B., Gronwald, W., Kirchhdfer, R., Ried, A., Trenner, J., Nassr, A., Fischer, C., Neidig, K.-P. und

Kabitzer, H. R., unveréffentli cht

* Méglich, A., Weinfurtner, D., Doker, R., Maurer, T., Kalbitzer, H. R., unveroffentli cht

# www.expasy.ch/tods
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2.1.1.6 Proteinkonstrukte

Die verwendeten Proteine wurden am Max-Planck-Institut fir molekulare Physiologie in
Dortmund hergestellt, der urspriingliche Klon dazu kam von T. Nishimoto (Kyushu-Universi-
téat, Fukuoka, Japan). Das Konstrukt umfal?t die Reste 19962154 von RanBP2, eingebettet in
einen pGEX-2T-Vektor (Pharmada). Die Expresson und Reinigung ist in [Vil98] beschrie-
ben. Das unmarkierte Protein het eine Molekllmasse von 187398 kDa, einen theoretischen
isoelektrischen Punkt von 5,01 und folgende Sequere:

RanBP2RaEP2:

GSFEKDDDAY KTEDSDDI HF EPVVQVPEKY ELVTGEEDEK VLYSOQRVKLF RFDAEVSQUVK
ERGLGNLKI L KNEVNGKLRM LMRREQVLKV CANHW TTTM NLKPLSGSDR AWMALASDFS
DGDAKLEQLA AKFKTPELAE EFKQKFEECQ RLLLDI PLQT P

Dabel stamnt das fuhrende Dipeptid Gly-Ser aus dem Vektor (Thrombinschnittstelle). Die
fertigen Proben wurden in Phosphatpuffer (Puffer 1, 1b, su.) vermesen.

Das gekirzte Konstrukt wurde von Christine Nowak und Xiaodong Zhao (Arbeitsgruppe
Jirgen Kuhlmann, Abteilung Prof. A. Wittinghofer) in einen pGEX-2T-Vektor kloniert und in
E. coli BL21(DE3) [Stu86 exprimiert. Die Kultur wuchs bis zu einer ODggo Von 0,5 heran
und wurde Uber Nadt bel 30 °C mit 0,2 mM |sopropyl-B-D-thiogaladosid (IPTG) inkubiert.
Die Zellen wurden sedimentiert, in Kaliumphosphatpuffer (20 mM, pH = 7,4) aufgenommen
und mit Ultraschall aufgeschlossen, das Lysat auf einer Glutathion-Sepharose-Saule (XK26,
Pharmada Bioted) gereinigt und mit Ammoniumsulfat (3 M) gefallt. Anschlief3end wurde das
Fusionsprotein in 20mM Tris/Cl bel pH = 7,6 mit 200mM NaCl, 100mM KCI, 1 mM ATP
und 1mM B-Mercgptoethanol gelost. Wahrend der folgenden 17-stindigen Inkubation bei
25°C mit 20 U Thrombin pro Milli gramm des Fusionsproteins wurde die GST-Doméne dge-
schnitten, dann auf einer zweiten Glutathion-Sepharose-Saule aus der Lésung entfernt. Durch
Ultrafiltration wurde das Protein (RanBP27*™®P22N) schiieRlich in Puffer 2 oder Puffer 3 (s.u.)
auf bis zu 30mg/ml aufkonzentriert. Das Konstrukt umfaldt die Reste 20282154 von
RanBP2; N-terminal wieder das Dipeptid Gly-Ser sowie anen zusétzlichen C-terminaen
Lysnrest aus dem Vektor. Unmarkiert hat das Molekil eine Mase von 151 kDa, der
theoretische isoelektrische Punkt liegt bei 8,6. Explizit lautet die Sequenz:

RanB P2RmBD2AN .

GSGEEDEKVL YSQRVKLFRF DAEVSQWKER GLGNLKI LKN EVNGKLRMLM RREQVLKVCA
NHW TTTMNL KPLSGSDRAW MALASDFSDG DAKLEQLAAK FKTPELAEEF KOQKFEECQRL
LLDI PLQTPK
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2.1.1.7 Mas®nspektrometrische Daten der verkirzten Domane

Die Molekilmas®n der aufgereinigten Doméanen wurden mittels Elektrospray-lonisation an
einem Spektrometer vom Typ LCQ (Fa. Finnigan, Bremen) bestimmt. Bel den Mesaungen, die
Frau Dr. P. Janning in Dortmund duchgeftihrt hat, wurden jewells 2-12 ug des Proteins
eingesetzt (personliche Mittellung, Xiaodong Zhao).

Markierung gemessner Wert / Da
ohre 15115+ 4
nur °N 15296+ 4
¥ und™N 15955+ 4

Tabelle 2.1. MeRwerte zur Mas® der verkiirzten Bindedomane RanBP2RnBD2AN,

Abbildung 21 zegt links das eigentliche Massenspektrum einer mit **C und **N doppelt
markierten Probe, redits die Haufigkeitsvertellung der daraus beredhneten Molekilmassen.
Das garkste Signal stamnt vom gewiinschten Protein. Dies gilt entspredhend auch fur die Si-

gnale in den Massenspektren der unmarkierten oder mit *°N angereicherten Proben.
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Abbildung 2.1. Massenspektrum des doppelt markierten Proteins. Links das Spektrum selbst, es zeigt die
Haufigkeit von lonen in Abhéngigkeit ihres Masse-Ladungs-V erhéltnisses m/z. Redhts die daraus bestimmte
Haufigkeitsvertellungfir die lonenmasen.
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2.1.2 Methoden

2.1.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fur die Gelelektrophorese wurde die Methode von Laemmli [La€Z 0] verwendet.

Zusammensetzung des Sammégds (Mengen fir 3 Gele):

1,3ml Acrylamid-Stammiosung, 30%, 2,5ml Sammelgelpuffer, 6,2ml H,O, 100l
Ammoniumpersulfatlésung, 10 %, 10 ul TEMED.

Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/H3PO, bei pH =6,8; 0,4 % SDS.

Zusammensetzung des Trenngels (Mengen fur 3 Gele):

7,5ml Acrylamid-Stammilésung, 30%, 3,75ml Trenngelpuffer, 3,7ml H,O, 200pl
Ammoniumpersulfatlésung, 10 %, 10 ul TEMED.

Trenngelpuffer: 1,5M TrigH3PO,4 bel pH =8,8; 0,4 % SDS.

Ladepuffer (4fach konzentriert) [Sam89]:
20mM Trig/HCl, pH =6,8,400mM DTE, 8 % DS, 04 % Bromphenolblau, 40 % Glycerin.
Laufpuffer (10fach konzentriert): 1,92 M Glycin, 0,25M TrigH3zPO4 bel pH = 8,5,2 % SDS.

Vor dem Auftragen wurde das Protein im Ladepuffer bei 95°C (5 min) denaturiert, flr den
Lauf wurde ene konstante Stromstérke von 40 mA eingestellt. Anschlief3end wurden das Gel
mit einer Losung von 40 % Ethanol, 0,3 % Coomasse G-250 und 0,3 % Coomasse R-250
geférbt, dann ks auf die Proteinbanden in 20 % Ethanol und 10% Esdgsaure entfarbt.

2.1.2.2 Konzentrieren von Proteinldsungen und Pufferwedse

Proteinlésungen wurden mit Zentrifugationsfiltern bei 4000g bis 1500 g konzentriert oder
umgepuffert. Dazu wurde die Tischzentrifuge (Hettich) verwendet. Grélere Volumina wurden
zunadhst mittels Druckdialyse tber eine Zellulosemembran (YM3, Amicon) in der Ruhrzdle
aufkonzentriert und dabel auf ein Volumen von 20-30 ml eingeengt. In beiden Féllen wurde
bei einer Temperatur von 4 °C geabeitet. In Einzdfallen wurden Proben bei Raumtemperatur

auf einer Saule umgepuffert
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2.1.2.3 Puffer
Fur ale Losungen wurde gefiltertes Wassr (Millipore Milli-Q Reagent Water System)

verwendet, Stammldsungen wurden sterilfiltriert.

Puffer 1:

85mM KP, pH=7,0,43 mM DTE, 138mM Glycin (deuteriert), 0,2 mM DSS 4,3 mM
NaNs, 0,9 mM EDTA, 7 % D,0.

Puffer 1b:

24mM KP, pH=7,0,48 mM DTE, 43mM Glycin (deuteriert), 0,05mM DSS 1,2 mM
NaNs, 0,25mM EDTA, 5 % D,0.

Puffer 2:

185 mM TrigHCl, pH =7,4,5-10 mM DTE, 4,6 mM MgCl,, 0,18 mM DSS 4,4 mM NaNs,
1,1mM EDTA, 7,5 % D-0.

Puffer 3:

9,2mM KP, pH =6,5,138mM N&SO,4, 9,2 mM DTE, 0,1 mM DSS 1 mM NaNs;, 0,5mM
EDTA, 7,6 % D,0O.

Fur Mesaungen in D,O as Lésungsmittel wurden Proben gefriergetrocknet und mit D,O zum

urspringlichen Volumen ergéanzt.

2.1.2.4 Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in den Proben diente der Bradfordtest: Beim
Zusetzen nicht zu grofRer Mengen eines Proteins &ndert sich das Absorptionsvermdgen einer
sauren Losung von Coomasse Blau (Brilli antblau G 250) fur Licht von 595 nm Wellenlange
anndhernd proportional mit der zugegebenen Mas=. (Bel der Komplexierung mit Proteinen
verschiebt sich das Absorptionsmaximum von 465 nm nadh 595nm.) Unter der Annahme, dal3
der Effekt fUr ale Proteine auch quantitativ derselbe ist, [&3t sich, im Vergleich mit bekannten
Mengen von Rinderserumalbumin als Standardsubstanz, die Konzentration anderer Proteinlo-
sungen abschétzen. Fur eine entsprechende Extinktionsmesaung wurden 2 pl der zu testenden

Losung eingesetzt und mit 998 ul der Farbstoffldsung gemischt. Eine Fehlerabschétzung fir
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die ehatenen Konzentrationen ist schwierig, die Abweichung der in Regensburg und der in
Dortmund bestimmten Werte voneinander lag bei einem Faktor von 1,6 bis 2,5.

Eine dternative (und genauere) Methode ware die Mesaung der Absorption bei 280nm. Bel
dieser Wellenlange asorbieren von den Standardaminosduren nur Tryptophan und Tyrosin,
aullerdem Disulfidbricken; Beitrdge von Phenylalanin sind vernadlassgbar gering [Ede67,
Sch97]. Anhand der bekannten Primérstruktur &3t sich der Absorptionskoeffizient fir das
denaturierte Protein einfach berechnen. Der Hauptnadhtell der Methode ist die enzusetzende
Menge der Proteinlosung. Im Vergleich zum Bradfordtest wird etwa das 10fache bendtigt.
Das Verfahren erfordert die Denaturierung des Proteins bzw., wegen der kurzen benutzten
Wellenlange, gegebenenfalls Streulichtkorrekturen. Da die mdgliche grofere Mef3genauigkeit
keine praktischen Konsequenzen fir den Einsatz der Proben bei der NMR-Spektroskopie ge-
habt hétte, wurde meist der Bradfordtest bevorzugt. Konzentrationsanderungen wéahrend lan-

gerer Experimente lassen sich auch anhand flankierender 1D NMR-Mesaungen \erfolgen.

2.1.2.5 Lagerung

Die Proben wurden zwischen nicht direkt aufeinanderfolgenden Messungen im Mef3rohrchen
bei 4 °C aufbewahrt. Fir langere Mef3pausen wurden die Proben in Eppendorfgefél3e geflillt,
in flissgem Stickstoff schockgefroren und dann ke —20°C gelagert.

2.1.2.6 Ruckfaltung desProteins

Das Protein wurde aunadst vollsténdig denaturiert. Dazu wurden, bezogen auf das urspring
liche Probenvolumen von 1 ml, 8 M Harnstoff und 6 M Guanidiniumchlorid eingesetzt. Beide
Stoffe wurden trocken gemischt und in ein angekipptes Bederglas gegeben. Die Probe wurde
hineingetraufelt, anschliefend wurden 0,75 pl B-Mercaptoethanol (1M in Wasser) hinzupi-
pettiert. Nadch einer Stunde Lagerung bei Raumtemperatur wurden zu der den Boden des
aufredt gestellten Glases nicht vollsténdig bededkenden Losung 300ml frischen Puffers
(Puffer 2, 1,09fach konzentriert) gegossen. Auf diese Weise war eine schnelle Verdinnung
von Harnstoff und Guanidinhydrochlorid gewéhrleistet. Schlief3lich wurde die Proteinlésung
zunadhst Uber die Zelulosemembran in einer Ruhrzdle (Amicor/Millipore), dann in der

Zentrifuge, aufkonzentriert.
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2.1.2.7 Proteinstrukturuntersuchung mittels mehrdimensionaler NM R-Spektroskopie
Ziel ist es, die Tertidrstruktur eines Proteins zu erhalten, aso die Abstéande der Atome im
Molekil untereinander zu bestimmen und zusammenzufassen. Der Weg dahin 1&3t sich, wenn
die bendtigten Proteinproben gedagnet vorliegen, grob in drel Schritte untertellen: Im ersten
werden NMR-Spektren aufgenommen und die darin enthaltenen Signale den jewells verur-
sachenden Atomkernen zugeordnet, idederweise dso die Resonanzfrequenzen aler Kerne be-
stimmt. Im zweiten Schritt werden, soweit nicht schon geschehen, sogenannte Kreuzsignale,
die durch die physikalische Kopplung der Spins mehrerer Kerne hervorgerufen sind, ebenfalls
den beteligten Kernen zugeordnet. Aus Frequenzdifferenzen solcher Signale, ihren che-
mischen V erschiebungen (bzw. Resonanzfrequenzen) und vor allem ihrer Starke werden struk
turrelevante Daten, meist Atomabstéande und Torsionswinkel, beredhnet bzw. abgeschétzt.

Diese gehen im dritten Schritt in die Berechnung der Tertidrstruktur des Proteins ein.

2.1.2.7.1 NOESY alsExperiment zur Abstandsmessing

Die Dipol-Dipol-Wedselwirkung stellt den fur Protonen wichtigsten Relaxationsmechanismus
dar. Der dadurch verursachte Magnetiserungstransfer zwischen verschiedenen Kernen fuhrt
im 2D NOESY-Experiment [Neu89, Jeer9] zu Kreuzsgnaen fir jedes Spinpaa im
Kernensemble. Mef3bare Signale treten in der Praxis meist nur bis zu Kernabstanden r von ca
0,5 nm auf, well ihre Stérke, wegen der Abstandsabhangigkeit der Dipol-Dipol-Wedselwir-
kung, der 6. Potenz von r umgekehrt proportional ist. Diese Abhangigkeit gilt grundsétzlich
nur bei kurzen Mischzeiten” Ty und, beispielsweise weil r zdtlich richt konstant ist, nur néhe-
rungsweise. In der Regel ist aber eine fur die anschliefiende Strukturrechnung gentigend
genaue Abschéatzung der Kernabstande maogli ch.

Die a1 beobadhtenden NOESY -Kontakte (kurz auch ,,NOES") lasen sich danach unterteilen,
ob die miteinander wedselwirkenden Protonen zum selben Rest, zu sequentiell (direkt) be-
nacdhbarten oder zu sequentiell welt auseinanderliegenden Aminosaureresten gehdren. Signale
der letztgenannten Gruppe, Fern-NOEs, sind fur die globale Festlegung der Proteinstruktur
besonders wichtig.

" Typische Werte liegen etwa um Ty = 100ms.
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2.1.2.7.2 Sequenzspezifische Zuordnung

Die Einbettung einer Aminosaure in ein bestimmtes Sekundéarstrukturelement (Faltblatt, Helix)
geht oft mit typischen sequentiellen NOEs einher. Diese alauben es in Verbindung mit
Signalen aus TOCSY -Spektren [Bra83] auch, die beobadteten Spinsysteme gegebenenfalls
as in der Peptidkette direkt benadhbart zu erkenren und ihre sequentielle Abfolge a1 bestim-
men. Das Aneinanderreihen der Spinsysteme in (zunadhst kurzen) Ketten hell3t sequentielle
Zuordnung. Das Festlegen der genauen Position einer solchen Kette oder eines einzdnen
Spinsystems in der Primérstruktur wird als squenzspezifische Zuordnung bezachnet. Sie ist
die Voraussetzung fur eine moglichst vollstandige Zuordnung aler in den Spektren vorhande-
nen Protonensignale. Bei groféeren Proteinen mit Molekilmassen Uber 10-15kDA werden fur
die sequenzspezfische Zuordnung vorwiegend 3D Spektren verwendet. Besonders niitzlich
snd in dieser Hinscht Tripelresonanzexperimente, welche die diemischen Verschiebungen
einer Amidgruppe mit der eines weiteren Kerns im selben Rest und der seines squentiellen

Pendants verknipfen. Sie beruhen wie das

TOCSY -Experiment auf der durch chemische

Bindungen vermittelten skalaren J-Kopplung. ° :

Wegen der Ubereinstimmung mindestens einer R ° M

der korrelierten Resonanzfrequenzen bei be- ¢ . , ¢ *

nachbarten Amidgruppen erlauben diese Ex- 5 ¢ 128
)

perimente im Prinzip de direkte sequentielle

H

Zuordnung der ganzen Peptidkette. Abbildung ~ Abbildung 2.2. Darstellung dr  sequentiellen
] ] ] ] Zuordnung aufeinander folgender Amidgruppen
2.2 verdeutlicht die Vorgehensweise an Bei-  anhand ces HNCA. Eine Projektion der Signale auf

. . . die Bodenflache des Quaders sthe ais wie das
spiel des HNCA-Experiments. Aufgrund sei- zugehorige °N-HSQC-Spektrum ohre Seitenketten-

signde. Die as den enzdnen Ebenen ausge-
schnittenen Streifen redhts zegen deutlicher die Ver-

intraresidualen C-Atomen mit sequentiellen kettungliber gleiche Kohlenstofffrequenzen.

ner Empfindlichkeit und der Korrelation von

C"-Atomen ist es das wichtigste der Tripelresonanzexperimente. Pro Aminosaurerest zeigt es
ein Doppelsignal. Welcher der beiden Kontakte sequentiell ist, kann mit Hilfe anes zweiten
Spektrums festgestellt werden; im Fall des HNCA durch das HN(CO)CA. Die Signalkette ist
dlerdings bel Prolinresten unterbrochen, und auch eine gleiche demische Verschiebung
mehrerer C°-Kerne (Entartung) kann die Zuordnung erschweren. Dann ist zusétzliche

Information, beispielsweise Uber die CP-Frequenzen sehr niitzlich. Fir einige der 20
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Standardaminosauren ist die Kombination der Resonanzfrequenzen von C* und CP charak-

teristisch und deshdb ba der sequenzspeafischen Zuordnung sehr hilfreich.

2.1.2.8 Dieverwendeten experimentellen Tedhniken

Im folgenden werden die benutzten Experimente kurz aufgefuihrt. Ausfihrliche Darstellungen
der Methoden hietet die Literatur [Abr61, Der87, Gol88, Neu89 Hau91, Ven95, Cav9og]. Alle
Messungen ohnre explizite Temperaturangalbe wurden bei (298+3) K durchgefiihrt.
Hochaufgeloste aveidimensionale TOCSY - [Bra83] und NOESY -Spektren [Je€/9] wurden
am 800-MHz-Spektrometer aufgenommen. Zur Vermeldung des andere Signale tberdedken-
den Wassersignals wurden jewell s zusétzlich auch Proben mit D,O statt H,O as L ésungsmittel
vermessen. Die Spektren dienten zum einen der Signalzuordnung, zum anderen im Fall des
NOESY -Spektrums auch der Bestimmung réumlicher Abstdnde von Wasserstoffkernen.
TOCSY -Experimente arr Beurtellung des Zustands der Proben und zur Optimierung der
L6sungsbedingungen wurden auch am 600-MHz-Spektrometer durchgeftihrt. Denselben
Zwedk hatten *®N-HSQC-Spektren, die regelmaRig neben den fiir die Zuordnung benétigten
dreidimensionalen Spektren aufgenommen wurden. Zu diesen gehdren *®N-NOESY-HSQC,
15N-TOCSY -HSQC und HCCH-TOCSY . Letzteres dient der sicheren Zuordnung von Seiten-
kettensignalen, das NOESY -HSQC liefert aul3erdem Abstandsinformation. Die aur Zuordnung

der Resonanzen von RanBp2Reneb2AN

verwendeten Tripelresonanzexperimente (beobaditete
Kerne: *H, *C und *°N) sind in Abbildung 23 mit einem Schema der jeweiligen Pfade des
Magnetisierungstransfers aufgefihrt. Dabei ist die Nomenklatur wie folgt: Alle fir den Trans-
fer benutzte Kerne werden nacheinander aufgelistet und dabei, sofern die Resonanzfrequenzen
nicht gemessen werden, in Klammern gesetzt. Beim HNCO wird de Magnetiserung beispiels-
weise vom Amidproton Uber den Amidstickstoff eines Aminosaurerests auf den Carbonyl-
kohlenstoff des vorhergehenden Rests Ubertragen, dann in umgekehrter Reihenfolge tber die-

selben Atome zurlick; alle Frequenzen werdenauch gemes®n.
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HNCA R R , R HN(CO)CA
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N O@O 5 N % HY-N.-C®
HY-N.-C% HHOMHHO H H P
Rest i-1 Rest i Rest i-1 Resti
CBCANH R R CBCA(CO)NH
HOH H-C-H
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H’\: i-C[?-1/C(T-1 HHO H O R,
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HNCO R R R R HBHA(CBCACO)NH
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Abbildung2.3. Liste dler durchgefihrten Tripelresonanzexperimente. Es snd jeweil s der Name des Experiments
angegeben und de Kerne, deren Resonanzfrequenzen im zugehdrigen Spektrum korreliert sind. Dabel bezechnen i
undi-1 die Positionen der Aminosdurereste in der Primérstruktur. Pfeile kennzeichnen jeweils Weg undRichtung
des Magnretisierungstransfers. Kerne, deren Resonanzfrequenzen gemessen werden, sind von einem Krelis
umschlosen. Nur Magnetisierung die aif dem Amidproton ces i-ten Rests detektiert wird, ist berlicksichtigt.
(Verzweigungen des Transferwegs setzen ahnliche Kopdungskonstanen entlangbeider Zweige voiaus.)

2.1.2.9 Prozesserung und Referenzierung der Spektren von RaBp2ra"eb2aN

Alle Spektren wurden mit dem Programm XWINNMR (Fa. Bruker) in der jewells aktuellen
Fasaing prozessert. Meist wurde fur ale Dimensionen die Interpolationstechnik des ,, Zero-
filli ng“ angewandt. In der Regel wurden die FIDs vor der Fouriertransformation zur Apodisa-
tion mit einem quadrierten Cosinus als Fensterfunktion multipliziert. Der Cosinus wurde bei
der Mesaung von Austauschraten oder von Linienbreiten in HSQC-Spektren durch eine
Exponentiafunktion ersetzt. Bel NOESY-HSQC, TOCSY-HSQC und HCCH-TOCSY wurde
in den indirekten Dimensionen die Methode der , linea prediction” verwendet. Fir alle ausge-
werteten Spektren sind de experimentellen und de Prozesserungsparameter im Anhang auf-
gefihrt.

Protonensignale wurden auf den internen Frequenzstandard DSS (2,2-Dimethyl-2-sil apentan-
5-sulfonsiure) direkt referenziert, Signale von N- und **C-Kernen indirekt [Mar98]. Dazu
wurden Frequenzverhéltnise von 1, 0,25144930 od 0,101329118&r *H, *C bzw. **N an-

genommen.
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2RanBD2AN

2.1.2.10 Sequenzspezifische Zuordnung von RanBP
Fur die sequenzspezfische Zuordnung wurden paralel alle ar Verfigung stehenden Infor-
mationen genutzt: Das TOCSY -**N-HSQC in Kombination mit den sequentiellen Kontakten
im NOESY-"N-HSQC ebenso wie dle oben aufgefilhrten Tripelresonanzspektren, darin
gemessene dharakteristische chemische Verschiebungen und de aufféllig starken Signale der
terminalen Aminosauren. Nach der Verdffentlichung der Kristallstruktur von RanBP2%™®Pt im
Komplex mit RanGppNHp [Vet99a] wurden auch die dort gefundenen Sekundérstruktur-
elemente ds Hinweise vorsichtig in die Zuordnung einbezogen. Das HBHA(CBCACO)NH
diente 2um Absichern der Resultate fur C°-Atome bzw. dazu, die Resonanzfrequenzen auch
der HP-Kerne und einiger H-Kerne zu erhalten. Das HNCO lieferte entsprechend de chemi-

schen Verschiebungen der meisten Carbonylkohlenstoffkerne im Riickgrat.

2.1.2.11 Homologiestrukturberechnung
Fir die Berechnung der Homologiestruktur von RanBP2Re®P#N zyr Kristallstruktur der kom-

plexierten Doméne RanBpP2Re®P!

wurde das Programm Permol benutzt. Nach einem Se-
quenzdignment (ClustalX [Tho97]) wurden fir die in beiden Sequenzen identischen Amino-
saurereste die Absténde der Amidstickstoffkerne berechnet. Permol bestimmt auch die Tor-
sonswinkel ¢@ und Y aler Reste sowie die Abstéande wahrscheinlich an Wasserstoffbriicken
betelli gter Atome. Diese Restraints® werden dann in zur Verwendung mit dem Molekiildyna-
mik-Programm Dyana 1.3 [GUN97] geagnete Listen geschrieban. Daba wurden in diesem Fall
Abweichungen von den beredhneten Werten um 10 % in jede Richtung erlaubt, ansonsten die
Standardeinstellungen von Permol verwendet. Die Homologiestruktur wurde mit Dyana
beredhret. Fur die a-Kohlenstoffe enerseits der Reste E7 bisE116in dieser Struktur, anderer-

seits der Reste E37-E146’ in der Kristallstruktur, ergab sich ein RMSD'° von 0,91 A.

2.1.2.12 Ruckredinung von NOESY-Spektren
Die von der Homologiestruktur her zu erwartenden NOESY -Spektren wurden mit dem Pro-
grammodul Relax aus Auremol_SGI_v0.6 [GOr97] beredhnet (,rickgerechnet”). Dabel wur-

den folgende Parameter verwendet: keine Beredhnung von Signalen fUr Kernabstande Cber

8vgl. , Strukturrechnungf
° Eintrag “1RRP”, Molekill B in der Protein Data Bank,
s, , Qualitatskriterien*.
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0,5 nm, 25 Hz Linienverbreiterung in allen Dimensionen, Linienform: Gaul3, smulierte Misch-
zat von 100ms bel einem Feld von 60013 MHz. Das smulierte 3D Spektrum enthdt 1024
mal 256 mal 128 Datenpunkte, bei der Redhnung wurden Heterokerne berticksichtigt. Das 2D
Spektrum besteht aus 512 mal 1024 Punkten.

2.1.2.13 Erstellung von NOE-Restraint-Listen

Im NOESY -**N-HSQC-Spektrum und im 2D NOESY -Spektrum (Probe in D,0) wurde je én
Signal gewahlt, das von zwei Protonen mit bekanntem Abstand herrtihrt. Im Vergleich zu de-
sem &t sich alen Signalvolumina des Spektrums der jewellige Abstand der betelli gten Kerne
zuordnen. Voraussetzung ist dabel die Annahme andhernd derselben Abstandsabhéngigkeit
des Volumens fur alle beobadteten Signade. Mit dem Programm Auremol konnten viele
Volumina bestimmt, unter Angabe des Eichsignals automatisch in Abstandswerte umgewan-
delt und als Liste fur die Strukturrechnung mit CNS herausgeschrieben werden. Fir die Vo-
lumina wurde dazu eine umgekehrte Proportionalitdt zur sedsten Potenz des Kernabstands
angenommen. Zur Kalibrierung wurde im 2D Spektrum das Signal HP(117)/HP,(117) bei
2,98 ppm (tx) und 251 ppm (wy), mit einem Kernabstand von 0,175nm, verwendet; aul3er-
dem im 3D Spektrum das Kreuzsignal der Protonen einer Aminogruppe bel 6,92 ppm (wy),
110,3 ppm () und 6,57 ppm (ws)™. Um durch chemischem Austausch verursachte Fehler zu
vermeiden, wurde an relativ intensves Aminogruppensignal gewahlt; der angenommene
Kernabstand ist 1,74 nm. Einander Uberlagernde Signale sind nicht automatisch integrierbar.
Der zugehorige Abstand wurde in diesem Fall anhand dhnlich starker Signale geschétzt und
von Hand in eine agene Restraint-Liste a@ngetragen. Die gewahlten Toleranzen sind gegeben
durch Mindestwerte von 0,18 nm einerseits und maximale Abweichungen vom Sollwert um

30 % anderersaits.

2.1.2.14 Berechnung der Tertiarstruktur

Zur Strukturberedhnung wurde das Programm CNS 1.0 [Bru9§ verwendet, das auf dem Ver-
fahren des ,,amulated anneding” [Kir83] beruht. Dabei werden alle bekannten strukturellen
Eigenschaften des Proteins durch Potentiale beschrieben, die bei Erflllung der geforderten
Randbedingungen verschwinden, sonst aber zu entspredienden riicktreibenden Kréaften auf die

M Fiir w, undws sind die genaeren Werte aus dem *°N-HSQC-Spektrum angegeben, die sich von denen im korrekt
referenzierten NOESY -**N-HSQC-Spektrum etwas unterscheiden.
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betroffenen Atome fuhren:

Fi :_DEpot,i . (21)

Die gesamte potentiele Energie enthdlt als empirische Potentide bezachnete Terme aur
Beschreibung der Bindungdangen und -winkel, sowie von van-der-Wads- und elektrostati-
schen Wedhselwirkungen. Uber Diederwinkel werden die Planaritéat aromatischer Kohlenstoff-
ringe und ginstige Tors onswinkd beschrieben:

Eempirisch = Egindg + Ewinka + Evaw + Edekr + Epieder- (2.2)

Die genannten Beitréage sind alein durch die Primérstruktur festgelegt. Zusétzlich gehen die
experimentellen Daten ein: Abstande aus NOESY -Spektren und fur Wasserstoff briicken sowie
auf Grund der chemischen Verschiebungen abgeschétzte Torsionswinkel. Sie kénnen durch
mit JKopplungsexperimenten gemessene dihedrale Winkel [Aue76, Kar59] erganzt werden.
Auch Restdipolkopplungen in anisotropen Ldsungen kdnnen berticksichtigt werden. Insgesamt
gilt

Enmr = Enapstand + Etorsion (+ Eorientierung )- (2.3)

Die angenommenen Potentiale sind i.a. harmonisch. Ausnahmen sind die Lennard-Jones-Po-
tentiale der van-der-Wads-Wedselwirkungen, Coulombpotentiale fur die dektrostatischen
Wedhselwirkungen und die Potentiale fir NMR-Daten. Der experimentellen Ungenauigkeit
wird durch trogférmige Potentiale Rechnurg getragen, diefur innerhdb der Fehlergrenzen des
Sollwerts bleibende Abweichungen verschwinden. Auf3erhalb dieses Bereichs snd sie ainadhst
harmonisch, im Fall der Abstandseinschrénkungen aber bel grofen Abweichungen von den
Sollwerten rur noch linea abstandsabhangig.

Von einer gestredkten oder kurz energieminimierten Startstruktur ausgehend, werden die
Newton’schen Bewegungsgleichungen

E=m 3T

|(t) —_
| a - F

poti + Mt Epo,i = Eempiriscn,i + Envrii (24)

fiir jedes Atom i und rund ale 10™ s ausgewertet, das heifdt, Position und Geschwindigkeit
werden unter Berticksichtigung der Potentiale &tualisiert. Zu Anfang wird dem System eine
Temperatur von mehreren tausend Kelvin gegeben. Der Maxwell-Vertellung entsprechend
haben die Atome dann Iohe mittlere Geschwindigkeiten. Mit der zugehorigen kinetischen
Energie kann das Molekll die Barrieren zwischen lokalen Minima der potentiellen Energie

Uberwinden, so dal? ihm einige Pikosekunden lang der gesamte K onformationsraum zur Verfi-
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gung steht. Im Anschlul3 an diese Hochtemperaturphase wird de Temperatur langsam ge-
senkt, zusétzlich werden die experimentellen Potentiale immer stérker gewichtet. Nadh jedem
Kuhlschritt kann sich das System in dem dann roch zur Verfliigung stehenden Tel des
Konformationsraums unter dem Einflul der Potentiadle entwickeln [Hol98]. Am Ende ehélt
man eine Struktur niedriger Energie. Der ganze Prozd? wird vielfach mit jeweils veréanderten
Startbedingungen — etwa aféllig gewahlten Anfangsgeschwindigkeiten — wiederholt. Aus
hundert oder mehr so erhaltenen Strukturen werden letztlich die zéan ks flnfzig besten behal-
ten. Diese ,Familie von Strukturen® ist das Ergebnis der Rechnung.

Damit die Strukturen dem globalen Energieminimum moglichst nahekommen und einander
entsprechend &hnlich sind, das Verfahren also konvergiert, werden ausreichend viele struktur-
einschrénkende Abstands- bzw. Winkeldaten bendtigt. IThre Anzahl, es snd 1518 solcher ,,Re-
straints* pro Aminosaurerest erwinscht, ist dabel wichtiger als die Prazsion der Werte. Ganz
fasche, auf Grund unsicherer NOE-Zuordnungen eingefihrte Restraints fihren meist zu
Widerspriichen mit anderen Randbedingungen. Diese aif3ern sich dann in entsprechend hohen
Energiebeitragen durch das zugehtrige Potential. Das Programm CNS protokolliert diese
Beitrage, mit deren Kenntnis die Abstandsdaten iterativ optimiert werden kénnen.

Bei der Strukturaufklarung von RanBP2™*™®P?2N \wurden sie fiir Eapgand Mit dem Programm
»CNSSTAT" [Ste01] ausder CNS-Protokolldatel extrahiert.

Fur die Strukturberechnung wurden folgende Parameter verwendet (Tabelle 2.2):

Phase hohe Abkulhlen 1 Abkuhlen 2 Energie-
Temperatur minimierung
Methode Torsionswinkel- | Torsionswinkel- kartesische Powell
dynamik dynamik Dynamik

Schrittzahl 1000 1000 3000 200

Schrittweite / fs 15 15 5 --
Anfangstemperatur / K 50000 50000 3000

Schrittweite / K -- 250 25 --

Kraftkonstante (Enoe) / kJ mol ™ nm™ 6,30 6,30 6,30 3,15

Kraftkonstante (Ewinka) / kJ mol™ rad™ 420 840 840 1680

Tabelle 2.2. Zusammenfasaungwichtiger Parameter der Strukturberechnungmit CNS.

Waéhrend der Hochtemperatur- und der ersten Abkhlungsphase waren nur die Torsionswinkel
freigegeben, die anderen Strukturparameter, wie Bindungsangen und -winkel, blieben fixiert.
Ansonsten wurden Standardeinstellungen benutzt. Das bedeutet insbesondere: Bis zur ersten
Abkihlphase eanschliefdlich Hdieben elektrostatische Wedhselwirkungen unberticksichtigt,

ebenso van-der-Wads-Wedselwirkungen mit, bzw. zwischen, Wasserstoffatomen. Fir andere
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Atome wurde en vereinfadites, rein abstofRendes Potential verwendet, wirksam nur bel
Absténden kis zu 0,3 nm. Wéhrend der zweiten AbkUhlphase wurden alle Bewegungen zuge-
lassen und das vereinfadite astof¥ende durch ein Lennard-Jones-Potential mit einer Reich-
weite von 1,05nm ersetzt. Erst bel der abschlief?enden Energieminimierung wurden elektro-
statische Wedhselwirkungen Uberhaupt und van-der-Wads-Kréfte auch fir Wasserstoffatome
berlicksichtigt. Um die Energieehatung sicherzustellen, sind gererell alle Potentiale stetig urd
differenzierbar. Das gilt insbesondere fir abstandsabhéngig ein- bzw. ausgeschaltete Wedsal-
wirkungen sowie den Wedhsel zur konstanten Riickstellkraft fir stérkere Abweichungen'?
vom Sollwert bei NOE-Abstanden.

2.1.2.15 Qualitatskriterien

Zur Qualitétsbeurteilung der schliefdlich erhaltenen Strukturfamilie standen die Programme
Molmol [Kor96], ProchedkNMR [Las96] und Rfac [Gro0Q] zur Verfigung. Mit Molmol 1813t
sich Uber den RMSD-Wert der Strukturen die Konvergenz der Rechnuragdbireiben.

Der RMSD-Wert zweler Strukturen A und B ist Uber die Positionen von je N Atomen defi-
niert:

N

RMSD(A B) = la, -b|", (2.5)

Z||—\

1=1
Dabei sind hier die Ortsvektoren a,, b der i-ten Atome aus A bzw. B in kartesischen Koordi-

naten beschrieben, und umfaldt N nicht notwendigerweise alle Atome der beiden Molekille. Be
optimalem Ubereinanderlegen der Strukturen erhdlt man als MaR fiir ihre Unterschiedlichkeit
den Minimawert des RMSD, der allgemein ebenfalls kurz ds RMSD bezachret wird. Im Fall
mehrerer Strukturen wird jede anzen mit der gemittelten Struktur verglichen und dann der
Mittelwert der erhaltenen RM SD-Werte beredhnet.

ProchedkNMR erlaubt eine Abschétzung der Auflosung von NMR-Strukturen und gibt mit
Ramachandran-Diagrammen einen Uberblick tber die Hauptketten-Torsionswinkel @ und ;.
Rfac schliefilich liefert ein MaR fiur die Ubereinstimmung des experimentellen 2D NOESY -
Spektrums mit einem von der gefundenen Struktur her zu erwartenden Spektrum. Letzteres

[&3t sich mit dem Program Relax [G6r97] bzw. Auremol beredhnen.

12 Uberschreitungdes oberen Tolerarzwerts um 0,05 nm
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2.2 Ergebnisse

2.2.1 Startbedingungen

Wie in der Einleitung erlautert, war das Hauptziel dieser Arbeit, die Struktur einer der vier
Ran hindenden Doménen aus RanBP2 aufzuklaren. Auf Grund der groRen sequentiellen Ahn-
lichkeit der Doméanen mit einer mittleren paaweisen |dentitdt von 49 % konnte fir ale vier -
ne im wesentlichen gleiche Struktur erwartet werden. Dabei zeigten die der Aminosaurese-
guenz nach ersten beiden Doménen anscheinend eine dwas hohere Bindungsaffinitét fir Ran-
GTP als die letzten beiden [Y0k95]. Die Kristallstruktur der ersten Ranbindedoméne von
RanBP2 [Vet99a] war noch nicht bekannt, ebensowenig de Koaktivatorfunktion der Domé&
nen fir RanGAPL. Nadh praktischen Gesichtspunkten, ndmlich anhand der erzielten Ausbeute
bei der Expresson und Reinigung des jewelli gen Proteinkonstrukts [Vil98] einerseits und vor-
bereitender spektroskopischer Untersuchungen von Dr. Werner Kremer andererseits, war im
Vorfeld de aveite Domane aur weiteren Untersuchung ausgewahlt worden. Das Konstrukt
umfaldt die Aminosdurereste 19962154 von RanBP2 mit dem zusétzlichen N-terminalen Di-
peptid Gly-Ser. Die augehorigen eindimensionalen und de TOCSY -Spektren zagten im Ver-
gleich der Doménen untereinander die meisten und strksten Signale, RanBD1 neigte starker
zur Aggregation als RanBD2. Allerdings mufdten auch die Proben der zweiten Bindedomane
mit 140mM deuteriertem Glycin stabilisiert werden (personl. Mitteilung, Werner Kremer).
Die damit verbundene hohere Viskositét der Losung fuhrt zu entsprechend gréf3eren Linien-
breiten und einem geringeren Signal-zu-Rausch-Verhdltnis (vgl. Kap. 3). Zu Anfang der Arbelit
waren die Pufferbedingungen der Proben zunddst festgelegt, es lagen schon sowohl homo-
nukleae 2D-Spektren (NOESY, TOCSY), as auch 3D-Spektren einer mit *°N markierten
Probe (HSQC, NOESY-HSQC, TOCSY-HMQC) vor. AulRerdem stand eine noch nicht
vermessene mit *3C und >N doppelt markierte Probe zur Verfiigung. Begonnen wurde mit der
Aufnahme eines HNCA (-Spektrums) am 800-MHz-Spektrometer in Frankfurt.

2.2.2 Zur Qualitat der ersten Ddensatze

Die sequentielle Zuordnung der Signale in diesem Spektrum scheiterte, auch bei Kombination
mit den Resonanzen aus dem HN(CO)CA-Experiment sowie den oben genanrten *°N-editier-

ten 3D Spekten gelang sie nicht. Hauptgriinde sind geringe Signal-zu-Rausch-Verhdltnise
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und, trotz der 3D Tedhniken, das Uberlappen von Signalen, die au dicht beieinander liegen,

um sich voneinander unterscheiden zu lassen.

a) b)
v : : : . ppm
| M ﬁﬂ j Uyl Uﬂya ' ;HD'Q I’ Py, VU I N ! ‘ﬂ o | 0 0 ! : )"
N b n“ﬂ ‘1} S NN 0 | o 1K e |
ﬂo d| b u | \ | (l ! { Q@ I 42.50
e 1 £| L0 f AQ ? n@u v|'U 7y | ‘0 ) \
W T ° AR ai | I 00, /I 0 (
f b b “000' ! i M ' ““0 uw ( 0 Qo § @ i} g ) 45.00
| D | V\ﬂj . &@0 [ D ‘ ﬂﬂ , ] | 62060 ) ((@m "V;‘e
| G‘M" RN @‘l TR I ‘ G207 N |
— 1Y S TERra e 40
' | ' ] (Y] | '
WQQU D‘w ﬂﬂ‘bﬂu' uh |DH | qv | BGOHMQG l[) 0 0y ‘ 130
L | T SR e Lo | o % 50.00
! . @' ga | lh@ﬂ‘ X ! .o ! U N2070
[ ! | | 0
N ! "u'ﬁo ﬂﬂv il (ﬁ | gﬂ 0, 2\ | @ ! 52.50
a |HJ ““ | mﬂ | I J ‘ou i | \ 0o D@ [ @ 0 R
g i 1 L P ! i v | ¥ L2059 D2116
USRI an o LA N Ea
ML N oy
A @Iﬂ Lt Ve :
T L Tz i 57.50
9.00 8.50 8.00 7.50 9.00 8.50 8.00 7.50 Ppm

Abbildung2.4. Vergleich einer Ebene ausdem HNCA -Spektrum der vollsténdigen Ranbindedomare in Ruffer 1 (a)
mit der entsprechenden Ebene des Spektrums der verkirzten, in Puffer 3 geldsten, Domane (b).

Geringe Signal-zu-Rausch-Verhdltniss fuhren zum Fehlen vieler eigentlich erwarteter Signale,
von schwaden Resonanzlinien 1&3t sich die Frequenz nur relativ ungenau bestimmen. Die Ur-
sadhen schledhter Signal-zu-Rausch-Verhdltnise kénnen eine bei instabiler Probe reduzierte
Proteinkonzentration in der Losung oder aber relaxationsbedingt grol¥e Linienbreiten sein.
Letztere konnen einen ausreichenden, kontrollierten Magnetiserungstransfer zwischen den
Kernen unterbinden. Abbildung 24 @) zagt eine Ebene aus dem oben genanrten HNCA. Die
Signale stammen von drel Glycinresten. In Abbildung 24 b) ist zum Vergleich die entspre-
chende Ebene aus dem HNCA der N-terminal um 31 Reste verkirzten Doméne in Puffer 3 (s.
»,Material und Methoden*) dargestellt. In diesem Fall haben die Kohlenstoffkerne unter beiden
Bedingungen praktisch dieselben chemischen Verschiebungen. Die deutlich bessere Qualitat
des zweiten Spektrums ist klar zu erkennen; auch die in Bild 24 a) fehlenden Resonanzen der
Glycinvorganger Leu2059 Asn2070 und Asp2116sind vorhanden. Das neuere Spektrum war
esentiell fur die sequenzspezifische Zuordnung (s. ,,Material und Methoden®).
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Abbildung 2.5. Das HSQC-Spektrum weist besonders um 8,2 ppn/122ppm einander stark Uiberlagernde Signale
auf. lhre Haufung in dieser Region ceutet auf ungeordnete Bereiche in der Peptidkette hin. An der mit ,ASP'
markierten Stell e liegen die Signale mindestensdreier Aspartatreste Utereinander. (Mesaung in Ruffer 1)

Das Problem Uberlagerter Signale ist am HSQC in Abhildung 25 zu erkennen. Besonders in
der mit der Kennzeichnung ,,Asp* und einem Pfell markierten Region liegen mehrere Signale
direkt Ubereinander, mindestens die der Reste Asp2009Asp2011 Dies weist hier auf einen
ungeordneten N-Terminus hin, fir den damit eine Haufung der chemischen Verschiebungs-
werte im Bereich der entspredhenden ,,random-coil“-Werte a1 erwarten ist. Random-coil be-
zachnet fur in Peptidketten eingebundene Aminosaurereste den Zustand freler, nicht durch die
Wedselwirkung mit anderen Resten gehinderter Beweglichkeit in ihrem Konformationsraum.
Die augehorigen chemischen V erschiebungen werden an definierten M odell peptiden gemessn
[Bun79, Wis95] oder durch statistische Durchnittswerte fir moglichst viele und verschiedene
bekannte Strukturen abgeschétzt [Gro88§].
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2.2.3 Variation der L 6sungsbedingungen

Auf Grund der erwéhrten Probleme wurde versucht, die Mef3bedingungen zu verbessern.
Daau konnten zunadhst Temperatur und pH-Wert gedndert oder auch weitere Pufferzusétze
verwendet werden. Die Glycinkonzentration war schon optimiert, die des Proteins lief3 sich
nicht stark variieren: Nad oben ist die benttigte Menge des markierten Materials begrenzend.
Bei instabilen, aggregierenden Proben, wie sie hier vorlagen, lief3e sich wohl auch keine weiter
erhohte Menge dauerhaft in Losung bringen. Wegen der grundsétzlich geringen Empfindlich-
keit der NMR-Spektroskopie sollte die Konzentration bel den notwendigen 3D Experimenten
andererseits wenigstensca 1 mM san.

Um die variierbaren Parameter zu testen, wurden HSQCs bei deutlich geringerer Proteinkon-
zentration aufgenommen. Eine Temperaturerhbhung auf 308K ergab keine deutliche Verbes-
serung der Spektren; die Linienbreiten unterscheiden sich nicht wesentlich von denjenigen bei
298K. Diein Abbildung 26 a) bis c) dargestellten Ausschnitte aus HSQC-Spektren stammen
von einer stark verdinnten Probe in Puffer 1b bel pH = 7,1, be pH = 8,5 undnad dem erneu-
ten Einstellen des pH auf 7,0. Anhand der besonders shwaden Signale in Tell b) der Abbil-
dung I&3t sich lediglich die reversible Deprotonierung der Amidgruppen bei hohem pH-Wert
deutlich erkennen. Eine vom isoelektrischen Punkt™ stérker abweichende Einstellung des pH-
Werts bradhte damit ebenfalls nicht den erhofften Erfolg. Unabhéngig von der beobaditeten
Deprotonierung blieb die Probe auch getribt. Abbildung 2.6 d) schliedich zagt ein nat der
Zugabe von 6% deuteriertem 1,4-Dioxan aufgenommenes HSQC. Dioxan ist ein seltener ge-
nutztes Additiv [Bag01], das im Fall des Proteins YfiD aus E. coli eine Dimeriserung ver-
hindert [Bom99]. Es wurde hier eingesetzt, weil die grofen Linienbreiten und das Auftreten
zweier Signale der Amidgruppe von Tyr2003im HSQC auf eine mogliche Dimerisierung von
RanBP2™®P2  hindeuteten. Eine entsprechende Wirkung auch bei RanBP27*™®P? wére

dlerdings zufdllig gewesen.

3 hier 5,08, beredhnet aus der Primarstruktur mit Compute pl/Mw (http://www.expasy.org/tods/pi_todl.html)
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Abbildung 2.6. HSQC-Spektren von RanBP2R"®P2 in puffer 1b bei pH =7,1 (a), pH=8,5 (b) und rach dem
erneuten Einstellen vonpH = 7,0 (c). Teil d) zdgt das Spektrum nach Zugabe von 6 % Dioxan. Es ergeben sich
keine wesentli chen Anderungen. Gut zu erkennen ist die reversible Deprotorierungin den Teilena) bisc).

2.2.4 TOCSY-Mischzeiten

TOCSY -Spektren kdnnen wegen der darin erwarteten aminosauretypischen Signalgruppen bei
der sequenzspeafischen Zuordnung der Spinsysteme sehr nltzlich sein. Wie im gezegten
HNCA (Abb. 2.4 @ waren auch im vorhandenen 3D TOCSY -Spektrum einige Signale sehr
schwad, die meisten zu Seitenkettenprotonen gehorigen fehlten vollsténdig. Vor diesem Hin-
tergrund wurde in entsprechenden 2D Experimenten die Mischzet ty variiert. Abbildung 2.7

zagt jewells denselben Bereich aus vier Spektren, aufgenommen mit Mischzdten von 35ms,
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45 ms, 50 ms und 55ms. Langere ty ermdglichen prinzipiell, entlang der Seitenketten ,, weiter
zu sehen”, also gemeinsame Kreuzsignale auch durch eine groféere Zahl chemischer Bindurgen
getrennter Wasserstoffkerne au erhalten. Die relaxationsbedingte, zdtlich annghernd exponen-
tielle Abnahme der mef3baren Magnetisierung steht dabei der Wahl zu langer Mischzeten ent-
gegen. Im Fall von RanBP2R®"®™? |iegt der optimale Wert bei rund 55ms; In der Folge g bis
d) zagt Bild 27 immer stdrker werdende Signale im Bereich zwischen O ppm und 3ppm, &-
nem fir Seitenkettenprotonen typischen Bereich. Dabei wirkt sich die Anderung von 50 ms zu
55ms nur wenig aus. Bei spdteren TOCSY -Experimenten wurde stets eine Mischzet von

55 ms gewahlt.

2.2.5 Zusammenfasaing der bisherigen Ergebnisse

Die gemessenen Spektren der Bindedomane RanBP2Re"®b?

reichten fUr eine sequenzspezfische
Zuordnung nicht aus. Hauptgrinde sind das Zusammenfallen vieler Signale und ein schledites
Signal-zu-Rausch-Verhdtnis. Der erste Punkt deutet auf einen tellweise unstrukturierten N-
Terminus hin, der zweite auf grol¥e Linienbreiten, Folge von chemischem Austausch oder gro-
Ren Rotationskorrelationszeten (vgl. Kapitel 3). Die Ursadhe fur letztere wiederum kann eine
erhohte Viskositét der Losung (Beimischung von deuteriertem Glycin) sein, oder eine Dimeri-
sierung des Proteinsbzw. die Bildungnoch groRere Aggregate. Daran kdnnte en urgeordne-
ter N-Terminus von 20-30 Aminosduren Lange anen entscheidenden Anteill haben. Das gilt
auch fur die Instabili tdt der Proben, manifestiert durch Eintriibung und mit der Zeit zunehmen-
den Bodensatz bzw. das Ausflocken von Teilen der Probe wahrend langerer Mesaungen. Kei-
ner der Versuche, die Ldsungsbedingungen zu verdndern, hatte das gewlnschte Ergebnis,
namlich eine stabile Probe und gu aufgeldste Spektren mit grof¥em Signal-zu-Rausch-V er hélt-

nis.
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Abbildung2.7. TOCSY -Spektren mit verschiedenen Mischzeten von 35 ms (a), 45ms (b), 50 ms (c) und 55ms
(d). Mit langere Mischzat werden de Signale zwischen 0 ppm und 2 ppm stérker. Die Unterschiede zwischen de
Teilen c) undd) der Abhildungsind relaiv gering. (Puffer 1)

2.2.6 Verkirzung der Doméne

2.2.6.1 Trypsinverdau

Die bisherigen Ergebnis fuhrten zum Entschlul3, zunadst mit eéinem N-termina verkirzten
Protein weiterzuarbeiten. Es war schon bekannt, dal3 eine gekirzte im Vergleich zur vollstan-
digen Domane RanGTP zumindest sehr viel schwader bindet [Vil98]. Die Bindungsfahigkeit
bleibt aber speafisch auf RanGTP beschrankt (Zhao et d., in Vorbereitung). Im Fall der ersten

P2RanBDl

Bindungsdomane (RanB ) ist es moglich, den N-Terminus mit Hilfe von Trypsin

abzuschneiden und ein stabiles Fragment von 15,7 kDA zu erhdten [Vil98]. Dies wurde nun
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P2RanBD2

auch mit RanB versucht. Der folgende Absatz zdgt die Sequenzen beider Doménen™.

Bei der zweiten Doméne sind Arginin- und Lysinreste, nach denen Trypsin die Peptidkette
prinzipiell schneiden kann, hervorgehoben, bel der ersten lediglich der Lysinrest, welcher dem
von Frau Dr. Villa Bradavsky erhadtenen 15,7 kDa-Fragment vorangeht. Ziel war es,
maoglichst den grau unterlegten Tell der zweiten Doméne an Stiick zu erhaten, eventuell um
die letzten 10 Reste gekirzt. Diese Fragmente hétten Massen von 154 kDa bzw. 14,3 kDa
und theoretische isoelektrische Punkte bel einem pH von 6,8 respektive 7,9.

RanBD1 - -- TDGGSAH GDDDDDGPHF EPVVPLPDKI EVKTGEEDEE EFFCNRAKLF RFDVESKEWK
RanBD2 GSFEKDDDAY KTEDSDDI HF EPVWQWPEKV ELVTGEEDEK VLYSQRVKLF RFDAEVSQWK

RanBD1 ERG GNVKI L RHKTSGKI RL LMRREQVLKI CANHYI SPDM KLTPNAGSDR SFVWHALDYA
RanBD2 ERGLGNLKI L KNEVNGKLRM LMRREQVLKY CANHW TTTM NLKPLSGSDR AWMALASDFS

RanBD1 DELPKPEQLA | RFKTPEEAA LFKCKFEEAQ S| LKAPGTNV AMA SNQAVR
RanBD2 DGCDAKLEQLA AKFKTPELAE EFKQKFEECQ REEEs/H=Ee)rs

Einer 700l NMR-Probe von RanBP2"®®"? (ca 0,7 mM) in Puffer 1 wurden 35 pl MgCl,-
Losung (0,2 mM in Wasser) zugegeben und zunadhst 2 pl einer Losung von 3mg/ml Trypsin.
70min und 155min nach der Trypsinzugabe wurden jeweils Proben von 30 pl entnommen,
denen zum Stoppen der Proteolysereaktion 1 ul PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid, 20 mg

pro ml in 2-Propanol) hinzupipettiert wurde. +Trypsin, 241+ Trypsin, 8l nach 170 min
. L Marker_l%t‘;;n 70 155" 272 1050 min
Nad 170 min wurden zusétzliche 8 pl der Try-

66 kDa

psinlésung eingesetzt; nach 275 min und dann '

36 kDa
29 kDa

weitere 13 h spéter erneut Proben entnommen. s

20 kDa

In diesem Zeitraum wurden 10 eindimensionale

14 kDa '

Spektren gemessen. Der genaue zetliche Ab-

M

lauf des Experiments ist im Anhang wiederge- Polyacrylamid 15 %

geben. Abbldung 28 zegt das Polyaaylamid- Abbildung2.8. Dokumentation der Verdaureaktion.

gel auf welches die dem NMR-Rohrchen ent- Linke Spur: Marker, daneben: unverdautes Protein.
Weiter rechts: nacheinander genommene Proben.

nommenen Proben aufgetragen wurden. Die  Der Zeitpunkt ihrer Entnahme ist in Minuten
_ ) ) o angegeben (oben). Er bezeht sich auf die este
linke Spur ist die des Markers, daneben die @-  Trypsinzugabe (2 I, linker Pfeil). Nicht beschrif-

. . . . tete Spuren: Verdau war bel Probenentnahme
ner Probe ohre Trypsin. Weiter rechts snd in gchonabgeschiossn.

der Reihenfolge ihrer Entnahme die nach der

14 RanBD1 nach [Vil98], RanBD2 wie hier verwendet
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Zugabe von Trypsin genommenen Proben aufgetragen. Nur die unverdaute und sowie die &-
ste awverdaute Probe weisen Banden um 14 kDa aif, e Snd be den weiter redits liegenden
Spuren verschwunden. Bild 29 zegt einige der NMR-Spektren, und zwar von unten mach
oben das der unverdauten Probe, das 261 Minuten nach der ersten Zugabe von Trypsin
aufgenommene und ein nach knapp 1& (1065min) gemessenes. Besonders aufféllig ist in den
beiden oberen Spektren die geringe Dipersion der chemischen Verschiebungen im Amidproto-
nenbereich zwischen 10 ppmund 65 ppm. Dies ist ein Zeichen fur fenlende gut definierte Se-
kundérstrukturelemente. Auch die fir Methylgruppen in gefalteten Proteinen typischen Signale
um 0 ppm verschwinden. Ubrig bleibt an dieser Stelle das Signd des Frequerestandards DSS
(2,2-dimethyl-2-sil apentan-5-sulfonsdure). Die stérksten V erénderungen treten schon im zwei-
ten gezegten Spektrum auf, das zdtlich etwa der 272-Minuten-Spur auf dem Gel entspricht.
Das Protein ist schon fast vollstandig zerschnitten; die Fragmente sind fur den Nadwels auf
dem Gel zu Ken. Im oberen Spektum ist der Endzustand erreicht, spétere Experimente

zdgten keine weiteren Veranderungen mehr.

A —L— 17h 45min
&J m 4h 21min
Omin
\ \ \ \ \ \ \
12 10 8 6 4 2 0 ppm

Abbildung2.9. Drei Spektren der mit Trypsin verdauten Probe. Unten: vor dem Verdau, dariiberein 4 Stunden und
20 min nachder Zugabe von Trypsin aufgenomnenes Spektrum; oben: das Spektrum nach rund 18 Stuncen.

Bei der Proteolyse mit Trypsin wurde kein fir die weitere Strukturuntersuchung geeagnetes,

das helf3t gentigend grofies und stabil es, Fragment der zweiten Ranbindedomare erhalten.
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2.2.6.2 DasneueKonstrukt

In der Folge wurde das direkte Klonieren einer verkiirzten Bindedoméne, RanBP2%EPN pe
schloseen. Diese Arbeiten, einschliefdlich der Expresson in E. coli, gegebenenfalls der Mar-
kierung mit den Isotopen *°N oder *°N und **C sowie der Aufreinigung des neuen Konstrukts
wurden freundlicherweise von Xiaodong Zhao und Christine Nowak tbernommen. Sie geho-
ren der Arbeitsgruppe um Jirgen Kuhlmann in Prof. A. Wittinghofers Abteilung am Max-
Planck-Institut fir Molekulare Physiologie in Dortmund an. Die Sequenz und weitere Daten

von RanBP2™"™®P?2N gind im Tell , Material und Methoden® wiedergegeben.

2.2.6.2.1 Masenspektrometrie

Mit Hilfe der vom Max-Planck-Institut fir molekulare Physiologie in Dortmund erhaltenen
masenspektrometrischen Daten konnte der Markierungsgrad der isotopenmarkierten Bin-
dungsdoméne RanBP2™"™®P?2N pegtimmt werden. Der Erwartungswert firr die Molekiilmasse
des unmarkierten Proteins liegt unter Berticksichtigung der natiirlichen Haufigkeiten von **C
(1,1 %) und N (0,37 %) bei 1511546 kDa". Aus der Anzahl der Stickstoffatome (186) und
der Kohlenstoffatome (674) im Molektl ergeben sich die in Tabelle 2.3 aufgefiihrten entspre-
chenden Erwartungswerte fiir das zu 100% mit *°N respektive N und **C markierte Protein.

Die experimentellen Werte stehen in der rechen Spalte der Tabell e.

Markierung Erwartungswert / Da gemessner Wert / Da
ohre 1511546 15115+ 4
nur °N 1530Q77 15296+ 4
¥Cund™N 1596737 15955+ 4

Tabelle 2.3. Markierung von RanBP2R*"EP%N: Erfolgskortrolle anhand der gemessenen Protein-
massen und hrer Erwartungswertefir daszu 100% markierte Protein.

Der Vergleich der Werte bestétigt, dal3 das gewtinschte Protein exprimiert wurde. Aus den
MeRwerten ergibt sich weiterhin ein Markierungsgrad von rund 98% fiir **N; im Fall von **C
sind es fast 99%. In Hinsicht auf ihre Markierung erfiliten damit alle Proben des gekirzten

Proteinkonstrukts die Vorausstzungen fur erfolgreiche heteronukleae NMR-Experimente.

15 berechret aus den Masn der einzdnen Aminoséurereste nat [Cre93]
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2.2.7 Zweidimensionale Spektren der verkirzten Bindedomane

2.2.7.1 Ubereinstimmung der Strukturen von langer und kurzer Doméane

Das Protein wurde aunadhst in dem von Xiaodong Zhao vorgeschlagenen Puffer Trispuffer
vermessen. Der verwendete Puffer bestand aus 18,5 mM Tris/HCl bel pH 7,4, 4,6 mM MgCl,
und 5mM DTE, auBerdem 7,5% D,O (°*H.0), 1,1 mM EDTA (Ethylendiamintetraaceat),
4,4 mM NaN3 und 018 mM DSSals Frequenzsardard.

8/1ppm

105.00

110.00

115.00

120.00

125.00

130.00

10.00 9.00 8.00 7.00

8,/ppm

Abbildung2.10. Das **N-HSQC der verkiirzten Doméne in Puffer 2. Es ist dem der voll standigen Doméne sehr
ghnlich, ein Nadhweis fiir die weitgehende Ubereinstimmung der Tertiérstrukturen. Zu dem als Beispiel markierten
Bereich (Mitte rechts) ist links oben nach einmal der entsprechende Ausschritt aus Abbildung2.9 (HSQC der voll -
sténdigen Doméne) gezegt.

In Abbildung 2.10 ist das "®N-HSQC von RanBP2™"™®P?2N gargestellt. Die Signale der N-ter-
minal entfernten Aminosduren fehlen, andere sind im Vergleich zum in Abbldung 25
gezagten Spektrum verschoben. Im grof3en und ganzen &3t sich aber dieselbe Grupperung
der Resonanzen erkenren. Als Beispiel wurde eéne dem Buchstaben , 1t @hnelnde Gruppe von
Signalen markiert, der entsprechende Ausschnitt aus Abhildung 2.5 ist oben links noch einmal
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gezeagt. Das Spektrum zdgt aso, dal? beide Doménen, die vollstdndige und de geklrzte, im
wesentlichen gleich gefaltet sind. Eindimensionale Experimente zegen durchaus auch Veran-
derungen im Detail, insbesondere unterschiedliche demische Verschiebungen von Methyl-
gruppen. Insgesamt verursadht das Fehlen des N-Terminus keine gréReren strukturellen Ande-

rungen im Rest der Doméne.

2.2.7.2 Ruckfaltung desProteins

Die NMR-Proben waren unter den neuen Bedingungen (verkirztes Protein, anderer Puffer)
zunadhst unterschiedlich — und in Durchschnitt weniger — stabil  as die der vollsténdigen Do-
mane. Tellweise fielen schon bei der ersten 3D Mesaung betraditliche Anteile des Proteins aus,
so dal3 anschlief3end das Signal-zu-Rausch-Verhdltnis slbst fir 2D Experimente au gering
war. Andererseits konnten an einer der mit °N markierten Proben direkt nacheinander das
NOESY- und das TOCSY-HSQC gemesen werden. Abhldung 211 zagt Spektren einer
doppelt markierten Probe. Tell a) stellt das vor einem HNCA-Experiment, Tell b) das im An-
schluR daran gemessene *®N-HSQC dar. Die Probe hatte urspriinglich eine Konzentration von
0,8 mmol/l (Puffer 2; 9,2 MM DTE). Sie wurde, um sie weiter vermessen zu konnen, erst voll-
standig denaturiert, dann zuriickgefatet. Das in Abhildung 211 c) gezagte, nachfolgend auf-
genommene Spektrum bestétigt im Vergleich mit denen aus Bild 211 @) und 211 b) die &-
folgreiche Rickfaltung. Neue, meist sehr schwade, Signale weisen dabel auf das V orhanden-
sein weiterer Konformationen hin, die urspriinglich relativ schwéader oder tberhaupt nicht in
Erscheinung getreten waren. Das gsérkste dieser Signale, bel (5,85 ppm, 1210 ppm) stammt
von einem Seitenkettenproton.

Nad dem Aufkonzentrieren hette die aurlickgefaltete Probe ene Proteinkonzentration von ca
0,4 mmol/l. Trotz der Verluste lieferte sie anschlief3end im CBCA(CO)NH-Experiment das
erste wirklich gute heteronukleae **C-'>N-'H-Spektrum von RanBP2"®P#N  Nach dieser
Messung war das Protein erneut weitgehend ausgefallen. Bel den eingestellten Losungsbedin-

gungen waren die Proben offensichtlich zu instabil fir die weiteren Experimente.
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Abbildung2.11.

Ruckfatung einer doppelt

kierten Probe:

a HSQC vor
HNCA.

b) Nad dem 3D Experiment.

¢) Nacd Denaturierung undRuick-
fatung

mar-

Aufnahme enes
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2.2.7.3 Wahl einesneuen Puffers— pH — Probenstabilitat

Die Pufferbedingungen wurden wieder veréndert. Inzwischen war die Kristallstruktur der
ersten Ranbindedoméne RanBP2"@®P! pekanrt [Vet99]. Die Ranbindedoménen sind PH-
Domanen (Pledkstrin Homology), die hauptsadlich aus einem sogenannten [3-barrel oder [3-
sandwich mit C-terminaler a-Helix bestehen [Sar95. NMR-Proben der PH-Doméne von
UNC-89 aus C. elegars lasen sich mit 10-15% DMSO (Dimethylsulfoxid) stabilisieren
[Bl099]. Diesist fiir RanBP2"@"P%N nicht der Fall.

Magnesiumchlorid, das in Hinblick auf madgliche Bindungsexperimente mit RanGTP in

Puffer 2 enthdten war, wurde nicht we ter verwendet.

34/ppm

105.00

0] 110.00

115.00

120.00

125.00

o
0@

<>

6 : 130.00

=
D@

10.00 9.00 8.00 7.00 8,/ ppm

Abbildung2.12. Ubereinandergelegte 15N-HSQC-Spektren einer Probe bei pH = 7,1 (schwarze Zeichnung Pro-
teinkorzentration 0,8 mM, Puffer 2) und bei pH = 6,4 (graue Zeichnung Proteinkoreentration 0,3 mM). Beide
Spektren urterscheiden sich nu wenig voreinander, die meisten Signalzuordnungen wéren von einem auf das
andere Spektrum direkt Ubertragbar.
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Eine Anderung des pH, vom angenommenan isoelektrischen Punkt weg in den sauren Bereich,
verénderte das **N-HSQC-Spektrum nur wenig (Abbildung 2.12). Die schmaleren Linien in
dem bel pH =64 gemes&nen Spektrum snd durch die bessere Feldhomogenitét und anders
gewahlte Aufnahmeparameter bedingt; die Probe wurde aur Titration stark verdinnt. Bel die-
ser Mesaung war auch die Proteinkonzentration um einen Faktor 0,4 geringer as wahrend
derjenigen bel pH =7,1

Um Adaditive zu testen, wurden jewells 10 pl einer unmarkierten NMR-Probe (Puffer 2) in Ep-
pendorfgefél3e gegeben und alternativ 1,8 pl des Puffers oder einmolarer Glycin-, Natriumsul-
fat- bzw. Kochsalzlésung dazupipettiert. Die L 6sungen wurden nacheintégiger Aufbewahrung
bei Raumtemperatur kurz gemeinsam mit 3000gzentrifugiert (Biofuge), dann 12 Stunden spé&-
ter noch einmal. Die Grofée der erhaltenen Pellets wurde nach Augenschein verglichen, der
Uberstand jeweils mit 200l des Puffers verdinnt. AnschlieRend wurde die Extinktion bei
280nm inimmer derselben Quarzglaskivette gemessen. Daau wurde das Protein nicht denatu-

riert. Die Ergebnisse sind mit ihren Standardfehlern die unten stehende Tabelle eingetragen.

rel. Extinktion bei 280nm / cm™ minimales Pell et
nur Puffer 0,5073+ 0,0045
+140mM Glycin 0,3832+ 0,0032
+140mM Na,SO, 0,478+ 0,015 X
+140mM NaCl 0,3579+ 0,0001

Tabelle 2.4. Extinktionsmessungen zur Beurteil ung Probenstabilit & in Trispuffer.

In Verbindung mit der Pelletgrofie schien der Trispuffer allein oder mit Na,SO, als Additiv am
gunstigsten zu sein. Der Test wurde dann @hnlich mit zwel gleich konzentrierten Losungen des
Proteins (0,38 mM) in Trispuffer (20mM, pH =7,4) und in 10 mM Kaliumphosphatpuffer bel
pH = 6,5 durchgefihrt, je enmd mit und eénmd ohne Zusatz von Natriumsulfat (140 mM):

L dsung Tris Tris+ Na,SO4 KP; KP; + Na,SO,4
rel. Extinktion /cm™ (280nm) | 0,0935+ 0,0002 | 0,2208+ 0,0004 | 0,1495+ 0,0006 | 0,3851+ 0,0002

Tabelle 2.5. Extinktionsmessungen zur Probenstabilit & in Tris- und Fhosphatpuffer.

Der Referenzwert wurde mit dem jewelligen Puffer alein gemessn. Die Puffer selbst
unterschieden sich in ihrer Absorption um héchstens 0,002 cm™ voneinander.

Daraufhin wurden zwei NMR-Proben (491 pul, Protein 0,35 mM) im Phosphat- bzw. Tris-
puffer (Puffer 3 bzw. 2) hergestellt und TOCSY -Experimente durchgefiihrt. Weil zu wenig
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Material fur vier Proben zur Verfigung stand, wurden die Messungen mit denselben Proben
nadh der Zugabe von je 10,5 mg NaSO, (150mM) wiederholt. Abbildung 213 zegt Aus
schnitte der erhaltenen Spektren und madit deutlich, dal3 der Phosphatpuffer der flr weitere
Messaungen gedgnetere ist. Das Signal-zu-Rausch-Verhdltnisist im Trispuffer geringer. In den
mit Phosphatpuffer gemessenen Spektren ist das Signal-zu-Rausch-Verhdltnis im Bereich der
Seitenkettenprotonen ohne Na&SO, etwas bessr, fur die Rickgratprotonen (H,) ist es
umgekehrt. Unter Bertcksichtigung der Sedimentierungsversuche wurde der Zusatz von
NaSO, fur ale spéteren Experimente beibehalten. Die fur die sequenzspeafische Zuordnung
entscheidenden Mesaungen wurden in folgendem Puffer durchgeftihrt (Puffer 3): 9,2 mM KP;
bei pH =6,5, 138mM N&aSO,, 9,2 mM DTE, 7,6 % D,O, 1 mM NaNj; 0,5mM EDTA,
0,1 mM DSS Mit einer neuen, doppelt markierten Probe in diesem Puffer konnten nachein-
ander seds 3D Experimente eafolgreich durchgefiihrt werden: HNCA, HN(CO)CA, CBCA-
NH, HBHA(CBCACO)NH, HNCO und CBCA(CO)NH. Die nach dem Gefriertrocknen und
Lésen der Probe in D,O aufgenommenen Spektren, HCCH-TOCSY und **C-NOESY -HSQC,
waren kaum verwertbar. Auch in Puffer 3 sind die Proben nicht wirklich stabil, aber doch
wesentlich heltbarer alsin Puffer 2. Esist nicht sicher, ob die Probe die belastenden Spinlock-
Pulse des zuerst gemessenen HCCH-TOCSY oder eventuell schon das Gefriertrocknen nicht

Uberstanden hat. Andere Proben waren vorher aber problemlos lyophylisiert worden.
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Abbildung 2.13. TOCSY -Spektren zur Beurtellung der Probenstabilit &. @) Trispuffer bel pH = 7,4, b) Trispuffer
mit NaSO,, c) Kaiumphosphatpuffer bei pH =6,5, d) Phosphatpuffer und NaSO,. (Mel3dauer jeweils ca
7 h52min)
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2.2.8 Sequenzspezifische Zuordnung

Die sequenzspeafische Zuordnung fir das Proteinrtickgrat wurde durchgefiihrt wie im Teil
»Materialien und Methoden® erlautert; soweit moglich hauptsidlich anhand der Tripelreso-
nanzspektren HNCA, CBCA(CO)NH und CBCANH. Besonders intensive Signale von N- und
C-terminalen Resten deuten im HNCA auf die ehohte Flexibilitét dieser Bereiche hin.
Abbildung 214 zegt als Beispid fir vier aufeinanderfolgende Amidprotonen die korrelierten
Signale im N editierten NOESY -HSQC und im HNCA. Die starken Kontakte awvischen H®.;
und HY; im NOESY -HSQC sind auf fiir B-Strénge typische Absténde dieser Kerne auriickzu-

fuhren.

S$2037 Q2038 R2039 3/ppm S2037 Q2038 R2039 V2040

. 8/ppm

0.00

L 40.00

"~ 250

L 50.00

< E5.00

L 60.00

7.50

= 10.00 L
- L 70.00

Abbildung2.14. Links sequentielle NOE-K ortakte im NOESY -*N-HSQC. Durchgezgene horizontale Linien ver-
binden H%/H"-Signale mit den fiir B-Strange typischen, starken H®/H",,;-Signalen. Weitere Kontakte sind mit un-
terbrochenen Linien gekennzeichnet und richt natwendg sequentiell. Redhts snd sequentielle Kontakte aus dem
HNCA gezegt: Die schwacheren Signale sind interresidual (C%/H",1), die stérkeren intraresidual (C*/H";). Dabei
bezeachreni undi+1 die Position der Aminosdurereste in der Primérstruktur.

2.2.9 Das™N-HSQC

Als Ergebnis der sequenzspeafischen Zuordnung sind zunadhst die demischen Verschie-
bungen der Protonen und der Stickstoffkerne fast aller Amidgruppen im Proteinrlickgrat be-
kannt. Die Signale der ersten beiden Reste Gly-Ser, die kein Bestandteil der eigentlichen Bin-
dedoméne sind, wurden nicht gefunden. Abhildung 215 zagt das bel rund 187 Teda aifge-
nommene °N-HSQC von RanBP2Ran®®*" in Puffer 3 mit den beschrifteten Signalen der
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Amidgruppen. Aus Platzgriinden wurde hier die Numerierung auf die Sequenz des Proteinkon-
strukts bezogen statt auf RanBP2 insgesamt. Die Reste sind also von 1 bis 130 duchnume-
riert, Gly2028in RanBP2 ist hier der 3. Rest und heif3t G3. Im folgenden werden beide Nota-
tionen nebeneinander verwendet. Nicht zugeordnet sind de Seitenkettensignale, insbesondere
gilt das fur digenigen der 12 Aminogruppen von Glutamin- und Asparaginresten sowie die
von Amidgruppen in den Indolringen der 4 Tryptophanreste. Eines der Tryptophan-Seitenket-
tensignale liegt bei 11,4 ppm/1310 ppm, aullerhalb des gezegten Spektrums. Insgesamt sind
im Spektrum ale a1 erwartenden Signale (bis auf die der schon erwdhnten beiden N-termina-
len Reste) auch vorhanden. Zusétzlich treten 15-20 Signale auf, die nicht zugeordnet werden
konnten und auch in den Tripelresonanzspektren nicht wiederzufinden sind. Es konnte sich
dabel um in das HSQC hineingefaltete Seitenkettensignale (His, Arg, Lys) handeln, deren
Stickstoff verschiebungen elgentlich aul3erhalb des Spektrums liegen. Schwad besetzte aisétz-

liche Konformationen des Proteins kdnnten ebenfall s die Ursache sain.
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Abbildung2.15. **N-HSQC der verkiirzten Doméne in Puffer 3, aufgenommen am 800-M Hz-Spektrometer.
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2.2.10 Strukturr elevante Parameter

2.2.10.1 Unverbrickte Cysteinreste

Ein Resultat der Hauptkettenzuordnung in Verbindung mit den Tripelresonanzspektren betrifft
die beiden in RanBP2™"™®P?2N yorhandenen Cysteinreste. Diese kénnten prinzipiell eine Disul-
fidbriicke aushilden. Da sich die chemischen Verschiebungen der CP-Kerne von oxidierten und
reduzierten Cysteinresten deutlich voneinander unterscheiden, 183t sich dies, zum Beispiel an-
hand des CBCA(CO)NH, direkt auschlieleen. Takelle 2.6 zagt die relevanten Werte.

Erwartungswerte'® gemesene Werte
Cys, oxidiert  Cys, reduziert Cys2084 Cys2142
Chem. Verschiebung (CP) / ppm 41,1 280 304+0,6 258+0,6

Tabelle 2.6. Die gemessenen chemischen Verschiebungen zeigen, das beide Cysteinreste reduziert vorliegen.

2.2.10.2 Sekundarstruktur
2.2.10.2.1 Chemische Verschiebungen

Die Dispersion der chemischen Verschiebungen in gefateten Proteinen zeigt deutlich sekun-
darstrukturabhéngige Tendenzen. Beispielsweise sind Tieffeldverschiebungen (d.h. Verschie-
bungen zu hohen Frequenzen) von a-Protonen und Amidstickstoffkernen sowie Hochfeldver-
schiebungen der Kohlenstoffkerne in der Hauptkette typisch fur (-Strange. In a-helikalen
Strukturen sind umgekehrt gerichtete Abweichungen von den random-coil-Werten zu erwar-
ten [Wis91, Wis94]. Daher sind de demischen Verschiebungen gute Indikatoren fir die vor-
handenen Sekundarstrukturelemente. Ein Mald dafir ist der chemische Verschiebungsindex
(chemicd shift index, cs), der fir einzdne Kerne [Wis92] oder die Kombination der Reso-
nanzfrequenzen mehrerer Kerne anes Rests [Wis94] definiert werden kann. Abbildung 216
zagt die mit dem Programm CSl, v1.1 [Wis94] bestimmten und gegen die Sequenz aufgetra
genen Verschiebungsindizes von RanBP27®P*N | Eingangswerte sind die Resonanzfrequenzen
der Riickgratkohlenstoffe, der CP- und der H®-Kerne. Zum Vergleich sind auch die fir den
Kristallkomplex von RanBP2™™®P* mit RanGppNHp bekannten Strukturelemente [Vet99]
eingetragen'’. Positive @i deuten auf B-Strange hin, negative i auf helikale Bereiche. Fiir
welite Bereiche der Sequenz stimmen die von den csi her erwarteten Sekundarstruktureement
mit denen der Kristallstruktur tberein.

16 aus [Wis95], Referenzsubstanz: DSSbei 25 °C, pH = 5,0
" Das bendtigte Sequenzadignment wurde von Vetter et al. [V et99] tibernommen.
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 = 110 120 130

T OO —

Abbildung2.16. Chemische Verschiebungsindizes von RanBP27*"8P%N in | gsung aufgetragen gegen de aus der
Kristall struktur von RanBP27@"®P! mit RanGppNHp bekannten Sekuncrstrukturelemente. Die Aminoséurereste
wurden von1 bis 130 durchnumeriert, dabei entsprechen de Nummern 3-129 den Positionen 20282154 im voll -
sténdigen RanBP2. Die cs der Reste 10-19, 30-13, 33-39, 46-51, 61-73, 77-85, 88-90 und94-100sind positiv, die
der Reste 105 bis 120negtiv.

Eine weitere Moglichkelt, den chemischen Verschiebungen Sekundarstrukturinformation zu
entnehmen, bietet das Programm Talos [Cor99]. Es baut auf einem Datensatz schon bekannter
NMR-Strukturen auf und nutzt neben den von CSl| verwendeten Werten zusétzlich die Amid-
stickstofff requenzen. Zu jeder Aminosdure werden, unter Berlicksichtigung auch der beiden
Nadbarreste, die zén keziglich chemischen Verschiebungen und Sequenz &hnlichsten Reste
in der Datenbank gesucht. Die Mittelwerte der zugehdrigen Hauptkettentorsionswinkel ¢ und
P*® werden als Erwartungswerte auch in der zu bestimmenden Struktur betrachtet. Abhéngig
von der Vertellung der je 10 zusammengehotrigen Punkte im Ramadhandran-Diagramm wird
entschieden, welche der so erhaltenen Winkel in spétere Strukturrechnungen eingehen. Bei
RanBP2"*®P?PN aren das 156 Winkel. Sie wurden durch das Programm Talos as gut
klassfiziert und sind im Anhang aufgefihrt.

18 (o beschreibt Drehungen um die Bindungzwischen N und C* eines Rests, Y digjenige um die Bindungvon C* und
Carbonylkohlenstoff. Ramadhandran et al. [Ram63] haben als erste sterisch erlaubte Kombinationen beider Winkel
berechnet. Im Ramadhandran-Diagramm entspricht jeder Punkt einer Kombination von @ undy.
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2.2.10.2.2 NOE-Kontakte zwischen benachbarten Resten

Da die Sekundarstruktur eines Proteins durch die Konformation der Hauptkette festgelegt ist,
sind mit reguldren Strukturelementen charakteristische Abstande insbesondere der Amid- und
a-Protonen sequentiell benachbarter — aber nicht unbedingt direkt aufeinanderfolgender —
Reste verbunden. Sie sind im NOESY -Spektrum durch das Auftreten bew. die Intensitat
typischer Kontakte a1 erkennen. Beispielsweise ist der mittlere Abstand zwischen einem
a-Proton und dem Amidproton des nadhsten Rests kleiner als 0,36 nm [Wit86] und in der
Regel durch einen deutlichen NOE gekennzeichret. Im (3-Strang liegt der Abstand beider Ker-
ne unter 0,27 nm, besonders sarke Kreuzsignale sind de Folge (vgl. auch Abb. 2.18 links). In
Abbildung 217 sind dese Kontakte ds ,dq\" eingetragen, die Strichstérke ist ein Mal3 fur die
Signalintensitdt. Mit ,dyn“ Sind die Abstande sequentiell direkt aufeinanderfolgender Amidpro-
tonen bezachnet; die aigehdrigen Signale sind bei loops, turns und Helizes besonders gark.
dnn ist in Helizes meist kleiner als 0,3 nm [Wit86]. Beobadttete Kontakte avischen richt di-
rekt benachbarten Aminosaureresten sind in Abhildung 217 unabhéngig von der Intensitét der
zugehorigen Signale mit einheitlicher Strichdicke angetragen. Diese Signale treten in 3-Stran-
gen nicht auf.

Die meisten der in der Abhildung aufgefilhrten Kontakte wurden dem NOESY-"*N-HSQC
entnommen. Sie bestétigen insbesondere das V orhandensein der C-terminalen Helix sehr deut-

lich und welsen sie auch ds a-Helix aus.
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Abbildung2.17. Darstellung der NOE-Kontakte avischen benadhbarten Aminoséureresten und @r Austauschraten
von Amidprotonen. Schwarze Rechtedke liber der Sequenz bezechnen Austauschraten von Amidprotonen in D,0O,
sofern sie geringer als 2-10° s sind. Fir D6 sowie W27 kew. K28 (grau) ist die Signalzuordnung ficht ganz
gesichert. dy(i,j) bezeéchnet den Kortakt zwischen den Kernen x undy der Reste an den Positionen i und j. Im
engeren Sinn sequentiell e Kortakte, d.h. solche mit j = i+1, sind kuz dy, geschrieben. Nur bei ihnen spiegelt die
Strichstérke die geschétzte Signalintensitdt wieder. Unten sind de i flr a-Protonen unda-Kohlenstoffkerne ge-
zdgt, ganz unten die kei @ner Rechnungerhaltenen Sekundirstrukturelemente.
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2.2.10.3 Fern-NOEs

Wahrend NOE-Kontakte zwischen benadhbarten Aminosaurereden teilweise schon fur die se-
guentielle Zuordnung bendtigt werden oder nebenbel erkannt werden kénnen, sind Fern-NOEs
weniger leicht zu identifizieren. Dabei halfen anfangs einzdne aufféllige, schon bekannte de-
mische Verschiebungen. Spéter wurde aus der Kristallstruktur von Vetter et al.*® eine Homo-
logiestruktur von RanBP2°°?2N pestimmt. Die von dieser Struktur her zu erwartenden
NOESY -Spektren wurden berechnet (,ruckgerechnet”). Im Vergleich mit ihnen war es mog-

lich, in den experimentellen Spektren eine Reihe weiterer Signale au identifizieren. Die meisten

der bekannten langreichweitigen NOEs wurden auf diese Weise zugeordnet.

2.2.11 DieFaltblattstruktur von RanBp2re"®P#N

2.2.111 NOE-Kontakte

Anhand der Homologiestruktur konnte gezelt nad typischen NOE-Kontakten und Hinweisen
auf Wasserstoffbriicken zwischen den erwarteten antiparallelen 3-Stréangen gesucht werden.
Die Kreuzsignale avischen a-Protonen aus benadhbarten (3-Strangen sind auf Grund geringer
Absténde von rund 0,23 nm besonders gark und sehr nitzlich um die gegenseitige Anordnung
vorhandener 3-Strange herauszufinden. Sie treten allerdings nur im im 2D NOESY -Spektrum
auf. H"/H"- und H*/H"-Kontakte awischen B-Stréngen wurden im 3D NOESY-"N-HSQC
identifiziert. Insgesamt wurden 68 fUr regelmal3ige Faltblétter typische und 23 weitere strang-
Ubergreifende NOEs gefunden.

2.2.11.2 Austauschraten von Amidprotonen

Schwer zugangliche und/oder in Wasserstoffbriicken eingebundene Amidprotonen stehen in
relativ langsamem Austausch mit Wasserstoffkernen aus dem Ldsungsmittel. Um herauszufin-
den, welche Reste das in RanBP2™™™®P22N petrifft, wurde folgendes Experiment durchgefiihrt:
Eine mit *°N markierte Probe (in Puffer 3) wurde nach dem Gefriertrocknen in D,O geldst.
Anschlief3end wurde Uber drei Tage ane Relhe von HSQC-Spektren gemessen. Die meisten
Signale verschwanden im Lauf der Zeit infolge des Austauschs der Amidprotonen gegen Deu-
teronen. Aus den Intensitétsdnderungen konnten die aigehorigen Austauschraten bestimmt

werden.

19 PDB-Eintrag “LRRP”, Kette B
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Als Kompromif3 zwischen gewtinschtem Signal-zu-Rausch-Verhéltnis und der moglichen Zahl
der Mesaungen wahrend der ersten Stunden wurde a@ne Mef3dauer von 19 min pro Spektrum
gewahlt. Well sich die dvemischen V erschiebungen mit der Temperatur &ndern und de Zuord-
nung auch durch das Fehlen der Signale schon ausgetauschter Kerne eschwert wird, wurde
die Temperatur von 298K auch fir diese Mesaungen beibehalten. (Die bei geringerer Tempe-
ratur niedrigeren Austauschraten waren besser mef3bar und fur den Vergleich untereinander
ebenso zu gebrauchen.) Viele Signale fehlten schon im ersten Spektrum.
Wahrend der esten keiden Mesaungen waren Teile der Probe auggefallen, was sch durch zat-
abhangige Feldinhomogenitaten (Schwankungen des Deuterium-Lock-Signals) bemerkbar ge-
madt hatte. In beiden Spektren waren anschlief3end auch die Intensitéten fast aler Signale
deutlich geringer asin den spéter aufgenommenen. Sie wurden daher bei der Bestimmung der
Austauschraten nicht berticksichtigt. Um den zdtlichen Verlauf der Intensitét zu beschreiben,
wurde fur jedes Signal i eine Exponentiafunktion der Form

L (®)=1, &R (2.7)
an die Ubrigen Mefddaten angepaldt, wobel |; die Intensitét, t die Zeitvariable und R die
jewellige Austauschrate ist. Dazu wurde das Programm Origin in den Versionen 4.1 und 6.0
benutzt, die freien Parameter waren |; o und R..
Abbildung 218 a) zagt als Beispiel funf der so erhaltenen Kurven einschlief3lich der zugehori-
gen Meldwerte. Trotz der durch das relativ geringe Signal-zu-Rausch-Verhdtnis (tellweise
schon im 2. Spektrum kleiner as 5) bedingten Streuung der Werte werden signifikante Unter-
schiede avischen den Austauschraten verschiedener Protonen deutlich. Von den beobadhteten
Signalen klingt dagenige von Q127 im C-Terminus mit am schnellsten ab. Der Rest A107in
der vorhergehenden Helix dagegen bildet eine Wassrstoffbriicke a1 P104 aus. Sein Signal
verschwindet daher nur langsam. Die etremen gemessenen Austauschraten sind de des
Amidprotons im Rest S25 (3,4-10"s") und de desienigen von L97 (2,0- 10°s?). Schwarze
Quadrate Uiber der Sequenz symbolisieren in Abbildung 217 Austauschraten unter 2-10°s™.
Im Anhang sind alle Werte tabelli ert.
Abbildung 218 b) zagt die gegen die Sequenz aufgetragenen Schutzfaktoren nach Ba et al.
[Bai93] (dort: ,dowing fadors’). Unter Beriicksichtigung der sequentiell nadhsten Nad barn
wird jedem Rest ein Erwartungswert fur die Tauschrate des Amidprotons in ungeordneter

Umgebung zugemessen. Das Verhdltnis der experimentell bestimmten Rate a1 desem Wert
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wird as Schutzfaktor bezachnet. Es snd alle beobaditeten und zugeordneten Werte darge-
stellt. Die Signale von E109 wnd E116 fallen in den Spektren praktisch zusammen und lief3en
sich ncht auflésen. Wegen der Streuung der Mef3werte wurde nicht versucht, an diese ane
biexponentielle Kurve anzupasen. Beide Reste liegen in der C-terminalen a-Helix, es wurde
beiden derselbe Schutzfaktor zugeschrieben. Der fir W27 eingetragene Wert ist moglicher-

weise auch dem Rest K28 ader beiden Resten zuzuordnen.

a
= A107
A K39
e L49
v Q118
* Q127
S
s .
()
£
>
©°
=
c
c
2
N
1 1
40 50
Zeit/h
b
106 -
10°-
S
®
N 10%-
=}
ey
[$]
n
10°
102 TTTTITTTETTTT T TTTTTTETTTTTTTTTTTTTTTT TTTTTTITTTTTT
20 40 60 80 100 120
Sequenz

Abbildung2.18. a) Mef3werte und daran angepaldte Kurven zur Bestimmung der Austauschraten. Die ausgewahiten
Signale geben de Bandbreite der gemessenen Raten wieder. Rest A107 liegt in einer Helix, das Amidproton ist in
eine Waserstoffbriicke engebunden. Die Reste K39 und L49 liegen im B-Faltblatt, Q118 folgt auf die Helix, und
Q127 gehort zum C-Terminus. b) Die Schutzfaktoren nach Bai et al. sind ein Mal3 fur die Verringerung der Aus-
tauschraten gegentiber einem sekundérstrukturunabhéngigen Erwartungswert [Bai93]. Sie wurden hier gegen de
Aminocsauresequenz aufgetragan.
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2.2.11.3 Uberblick

Die gesammelten Informationen zur Faltblatt-Topologie sind in Abbildung 219 zusammenge-
faldt. Alle gefundenen NOE-Kontakte sind as blaue Pfelle dargestellt, die aus Grinden der
Ubersichtlichkeit zum Teil mit unterbrochenen Linien gezeéchnet wurden. Graue Pfeil e symbo-
liseren mdglicherweise vorhandene, aber nicht sicher aufgeldste NOEs. Unterbrochene graue
Pfeile stehen fur Kontakte, deren Vorhandensein eher unwahrscheinlich ist, aber aus Auflo-
sungsgrunden wegen anderer vorhandener Signale nicht ausgeschlossen werden kann. Vier ro-
te Balken bezechren Was=erstoffbriicken, bei denen zu beiden Seiten auch die ewarteten
NOEs beobaditet werden, und de mit einer Austauschrate des eingebundenen Protons von
weniger as2-10°s" verbunden sind. Vermutete Wasrstoff briicken, bei denen aber nicht bei-
de Kriterien erflllt sind, wurden grau eingetragen. Mit Ausnahme derjenigen zwischen den
Resten 20 und 96 wurden alle engezechneten Wasserstoffbriicken auch bei der Strukturbe-
redhnung berticksichtigt.
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2.2.12 Chemische Verschiebungen

Die Sammlung der jetzt bekannten chemischen Verschiebungen in RanBP2Ran®"*" ist ein

wichtiges Zwischenergebnis. Mit Hilfe dieser Daten lassen sich Bindungsgudien durchftihren,

bel denen zunadst zu Kléren ist, wo sich ein anderes Molekl an das Protein speafisch anla-

gert. Im Bereich der Kontaktfladhe aum Bindungspartner dndern sich die chemischen Ver-

schiebungen dabei normalerweise stérker als in anderen Teilen des Proteinmolekiils. Oft lasen

sich die betroffenen Aminoséurereste so im *°N-HSQC-Spektrum direkt erkennen. Die bislang

zugeordneten Resonanzfrequenzen sind in der folgenden Tabelle zusammengefalt.

Zuordnung der Resonanzen von RanBP2*"™®°%N pei pH = 6,5 und 298 K, Werte in ppm.

Rest

Gl
s2
G3
E4
E5
D6
E7
K8
V9
L10
Y11
s12
Q13
R14
V15
K16
L17
F18
R19
F20
D21
A22
E23
V24
S25
Q26
w27
K28
E29
R30
G31
L32
G33
N34
L35
K36
137
L38
K39
N40

Fehler

13CO

175,1
174,6
1771
176,4
175,7
175,7
176,0
176,6
1771
1729
1729
173,4
175,7
1739
174,2
175,6
173,7
175,2
173,8
175,7
178,9
178,4
175,1
173,5
174,7
173,8
176,2
176,3
175,4
169,7
176,2
170,9
173,6
174,4
175,5
175,4
175,5
175,1
176,3

0,17

15N

110,8
119,6
119,6
118,7
1184
1221
1239
127,7
118,3
119,3
125,0
127,4
1191
1171
1271
124,6
1179
129,8
128,0
126,3
117,3
106,0
116,3
1139
1229
1231
124,6
125,7
103,2
121,6
108,0
1175
130,3
1231
1175
127,5
120,0
1271

0,17

1HN

8,81
8,44
8,73
8,30
7,86
8,89
8,91
9,53
7,69
7,32
8,60
8,54
9,03
7,59
8,96
9,94
9,44
8,76
8,16
8,79
8,39
6,73
7,68
6,79
9,04
9,09
9,25
9,59
7,34
8,30
8,29
8,91
9,25
9,12
8,27
9,65
9,23
9,13

0,02

13
c®

58,6
45,6
57,0
57,3
54,8
55,5
54,4
63,3
55,3
58,1
56,8
55,0
56,9
58,7
55,7
53,1
56,4
54,4
58,9
52,3
53,7
59,2
60,1
58,8
53,5
57,9
54,3
58,2
54,9
45,6
53,9
45,2
52,9
54,8
54,4
61,1
53,7
54,2
53,5

0,4

13:B

63,7
30,1
30,0
41,3
32,9
34,9
31,8
42,7
42,1
64,5
35,1
30,5
36,7
35,1
45,9
44,7
34,8
39,2
41,8
18,7
29,6
32,1
60,9
33,9
29,7
35,4
30,3
31,8

40,9
38,5
44,7
36,9
39,5
45,7
36,9
39,2

0,6

1H(]

4,16; 4,11
4,45
4,38
4,79
5,05
4,69
4,26
4,59
4,65
5,41
4,54
4,81
4,74
4,87
5,46
5,44
5,76
3,88
4,71
3,89
4,19
4,55
4,08
4,76
4,76
5,01
3,66
4,70
4,32; 4,10
5,30
4,65; 4,08
5,19
4,76
5,74
5,09
5,50
5,28
4,97

0,11

1H[3

2,05
2,21;2,10
2,94; 2,77
2,06; 1,95
1,92
2,20
1,79; 1,63
3,30; 2,44
3,59; 3,28
2,20
1,86
1,72
1,70
1,67; 1,26
3,28; 2,90
1,93;1,71
2,36; 0,98
2,87;2,36
1,61
2,30; 2,20
2,41
3,59
2,06; 1,59
3,21; 2,97
2,03
1,94
1,68
1,60
2,84;2,42
2,11;1,54
1,92
1,76
1,87; 1,65
1,87;1,64
3,61; 3,00

0,11

andere Protonen

HY 2,05
HY 2,43

HY1,11; 0,95

HY0,63; 0,27

HY0,92; 0,77

0,11
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Rest

E41
V42
N43
Ga4
K45
L46
R47
M48
L49
M50
R51
R52
E53
Q54
V55
L56
K57
V58
C59
AB0
N61
H62
W63
164
T65
T66
T67
M68
N69
L70
K71
P72
L73
S74
G75
S76
D77
R78
A79
W80
M81
w82
L83
A84
sS85
D86
F87
sss
D89
G90
D91
A92
K93
L94
E95
Q96
L97
A98
A99
K100
F101

Fehler

177,0
177,4
177,0
1741
176,2
176,1

1739
175,1
174,3
175,5
176,6
178,1
177,2
176,3
175,7
176,4
176,2
172,6
175,5
172,3
173,4
178,0
175,2
176,4
175,3
175,0
1745
1731
176,8

176,4

175,5
173,7
1741
176,2
172,5
176,4
174,0
174,8
177,5
176,7
175,6
172,7
176,2
177,3
175,0
176,0
173,0
175,3
177,6
1749
176,7
174,3
173,8
1749
175,4
174,4
175,5
176,8

0,17

15N

125,6
118,4
113,2
108,4
118,2
120,6
1239
123,2
123,3
1249
125,7
1231
122,0
116,9
115,7
1154
1179
127,3
1219
121,2
1211
1171
118,6
122,7
1146
109,5
107,6
122,3
119,6
120,7
1225

123,2
1211
1110
1119
124,8
114,7
118,7
117,7
117,8
1194
1199
124,2
115,2
126,8
1215
118,2
1181
108,4
121,0
122,7
1221
124,3
125,8
1211
125,4
115,3
120,9
120,4
1249

0,17

9,14
8,62
7,88
8,00
8,10
8,48
9,54
9,07
8,65
8,97
8,81
8,80
9,13
9,25
8,78
7,93
6,51
9,11
9,11
7,66
9,77
8,34
8,64
8,75
7,40
8,99
7,55
7,03
8,51
8,53
9,32
7,64
8,49
8,66
7,78
8,28
8,38
7,08
8,27
10,21
9,36
8,37
9,00
8,08
8,89
8,88
8,69
8,53
7,76
8,07
8,39
8,55
8,54
9,28
9,05
8,63
8,35
8,95
9,12
9,05

0,02

13
c®

58,3
64,8
51,8
46,4
57,9
53,3
54,7
54,2
53,0
55,5
54,3
56,6
57,2
61,0
62,3
56,4
55,5
64,3
57,4
52,9
52,4
54,3
56,1
62,6
59,2
64,4
61,5
57,0
52,4
54,3
53,2
63,2
53,9
59,7
453
57,1
52,8
53,9
51,3
54,5
53,9
57,8
53,7
50,8
56,9
55,1
56,4
63,4
53,8
45,8
53,8
52,7
55,0
55,6
54,4
55,1
52,9
51,0
49,9
55,1
57,2

0,4

28,7
24,4
36,5
37,3
32,2
44,5
22,6
61,3
46,0
38,4

41,6

41,9
18,8
35,6
41,7
33,7
30,4
45,5
24,0
22,1
35,9
427

0,6

1H(]

4,32
4,07
4,97
4,19; 3,83
4,14
5,80
5,29
5,43
5,11
5,26
5,11
4,31
4,32
3,94
4,30
4,25
4,54
4,30
4,93
4,81
5,29
4,62
5,73
4,64
5,24
4,55
4,54
4,59
5,17
5,03
5,31
4,63
4,32
3,89
4,18; 3,81
4,76
4,74
4,53
5,78
5,68
6,17
5,30
5,33
4,71
4,82
5,09
5,29
5,30
5,08
4,54;3,72
4,77
4,38
4,70
4,87
4,97
5,07
5,47
5,42
5,48
5,03
4,70

0,11

1H[3

2,31; 2,09
2,36
3,15; 2,69
1,71
1,89; 1,46
1,88
1,42
1,57;1,41
1,94
1,76;1,53
2,09; 1,76
2,20
2,48
2,27
2,12; 1,57
1,77
2,26
3,04; 2,52
1,38
2,63; 2,28
3,55; 3,22
3,72
1,78
4,86
4,19
2,42
2,92;2,82
1,18
1,89;1,71
2,32;1,89
1,51; 0,68
3,72;3,48
3,12;2,73
1,74;1,21
1,19
3,72; 3,14
2,39; 1,86
3,18
1,73
0,77
4,04; 3,85
2,96; 2,36
3,50; 2,96
4,10; 3,70
2,98; 2,74
2,80; 2,64
1,38
1,92;1,60
1,70
2,07; 1,63
2,09; 1,92
0,81;0,37
0,69
1,27
2,07; 1,66
3,32;3,01

0,11

andere Protonen

HY 2,10

HY1,10; 0,88

HY1,20;1,14

HY1,51
HY 1,44
HY 1,37

HY0,97; H? -0,01; -0,16

0,11
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Rest ®co »N PN Boa 1806 L 1P andere Protonen
K102 177,2 1179 9,25 595 33,7 4,21 2,14

T103 - 1008 7,21 57,4 70,3 5,19 4,90 HY 1,37
P104 178,8 - - 65,1 32,3 4,43 2,65; 2,06

E105 180,2 117,2 9,02 61,0 28,7 4,19 2,30; 2,07

L106 179,9 120,5 8,03 57,6 419 4,37 1,92

A107 181,12 122,7 7,68 549 17,1 2,95 1,38

E108 178,3 122,1 8,77 59,4 29,1 4,42 2,27

E109 1785 120,0 8,06 595 29,6 4,14 2,33

F110 1756 1183 7,69 61,3 39,6 3,88 3,40; 2,63

K111 1775 1186 7,47 59,2 32,2 3,15 1,82; 0,94

Q112 179,2 1153 8,00 58,8 28,1 4,05 2,19

K113 1785 1198 8,13 57,1 30,4 4,08 1,69; 1,36

F114 1770 1216 8,95 62,3 39,1 3,45 2,66

E115 179,6 116,7 8,19 595 28,9 3,95 2,15; 2,02

E116 179,4 120,0 8,06 59,6 29,9 4,01 2,28

C117 176,3 116,7 8,23 63,6 25,8 4,08 2,99; 2,51

Q118 1779 1175 8,09 59,3 294 3,61 1,81

R119 178,6 116,4 7,57 59,1 29,7 4,10 2,02

L120 179,2 117,7 7,68 56,7 41,6 4,30 2,11;1,71 HY 1,98; H? 0,90
L121 178,0 116,5 7,49 559 42,2 4,30 2,00; 1,65

L122 1770 1179 753 555 424 4,35 1,86; 1,67

D123 173,0 1189 7,94 543 410 4,74 2,88; 2,68

1124 - 121,12 7,79 59,3 38,6 4,51 1,98 HY 1,67;1,27; HY? 1,05; H? 0,98
P125 176,8 -- - 63,2 32,1 454 2,39; 1,96

L126 172,2 121,3 8,30 553 42,4 4,40 1,76

Q127 175,7 120,3 8,39 555 29,7 454 2,22; 2,09 HY 2,47
T128 - 117,12 8,27 59,8 69,6 4,71 4,27 HY1,38
P129 176,0 -- - 63,4 32,0 454 2,41; 2,03

K130 - 126,2 8,06 57,7 33,1 4,26 1,94; 1,83

Fehler 0,17 0,17 0,02 04 0,6 0,11 0,11 0,11

Tabelle 2.8. Zusammenfasaungder gemes&nan Resonarefrequenze.

Wahrend de Verschiebungen vieler Seitenkettenprotonen noch unbekannt sind, konnten tber
95 % aller beobadtbaren Resonanzen aus der Hauptkette und 99% derjenigen der 3-Kohlen-
stoffkerne identifiziert werden. Im einzenen sind de Resonanzfrequenzen von 94 % der Car-
bonylkohlenstoffkerne, 99 % der a-Kohlenstoffe und je 98 % der a-Protonen und der Amid-
gruppenkerne bekanrt.

2.2.13 Restraints

Bevor die Strukturberechnung mit ihren Resultaten dargestellt wird, soll ein kurzer Uberblick
Uber die dabei verwendeten Restraints (struktureinschréankenden Bedingungen) als weiteres
Zwischenergebnis gegeben werden.

Dabel sind an 662 (knapp 80%) der NOE-Einschrankungen nur Hauptkettenkerne betelli gt,
oder siesind intraresidual. Nur 11 der Kontakte kesteht allein zwischen Setenkettenprotonen.
Damit sind die Daten insgesamt stark hauptkettenbezogen und wegen der fehlenden Informa-
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tion Uber die Seitenketten des Proteins bel weitem nicht vollstandig. Unter hohem Zeitaufwand
laseen sie sich im Wedhsel mit Strukturrechnungen und der Zuordnung weiterer Resonanzen

erganzen kezw. korrigieren.

intraresiduale NOEs 272
sequentielle NOEs 313
NOEs mittl erer Reichweite 106
Fern-NOEs 139
Winkeleinschréankungen 156
vermutete Wasserstoffbriicken (11 davon helikal) 29
Summe aller Einschrankunge 1015
Einschrénkungen pro Rest, Mittelwert 7,8

Tabelle2.9. Ubersicht tiber die Zahl der gefundenen undin de Strukturberednung einbezngenen
struktureinschrankenden Bedingungen.

Abbildung 220 ghbt eine Ubersicht tiber die Zahl der bisher bekanrten NOE-Kontakte jedes

Aminosaurerests.

7 | langreichweitig
1 mittelreichweitig )
W sequentiell
20 - [ intraresidual [
15
1 | i
N \ |
ol .|‘||.||. I I||I|I||.I| i I|.|.|III|. " .|I|| ‘n‘l ! I |.|‘|I |‘ II“ ‘ml. il ‘||II|.‘|||||II 1)

100 110 120 130

Abbildung2.20. Zu jedem Rest ist die Zahl der bekannten NOE-Kontakte dargestellt. Als sequentiell sind Kontakte
zwischen drekt benachbarten Resten bezechnet (Positionen i, i +1). Kontakte in einer Kette von maximal 5 be-

nachbarten Resten (i, ..., i +4) sind as Kontakte mittlerer Reichweite, sonstige Kortakte ds langreichweitig be-
zeichnet.

2.2.14 Strukturr echnung

Die Strukturrechnung wurde mit den oben genannten und im Anhang aufgelisteten Restraints
durchgefihrt. Dazu wurde das Programm CNS [Bru98 verwendet. Abhldung 221 zegt eine

der 10 energetisch besten von 200 beredhneten Strukturen in zwei verschiedenen Ansichten.
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Abbildung2.21. Die erergetisch beste von 200 berechneten Strukturen in zwei Ansichten, Banderdirstellung Blau:
[B-Strénge, rot undgelb: C-terminale a-Helix.

Die vorhandenen (3-Strénge sind as blaue Bander mit Pfeil spitzen, die a-Helix ist als rot-gel-
bes Band dargestellt. Insgesamt besteht die Ranbindedoméane aus einem ,,3-barrel” bzw. ,or-
thogonal sandwich® mit C-terminaler, dedkelartig aufliegender a-Helix. Das ,Fal3* wird da bei
von zwei 4- und 3-strangigen Faltbldttern gebildet. Der mittlere RMSD-Wert aler zehn Struk-
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turen it 0,37 nm, ohne die 6 N-terminalen und 13 C-terminalen Reste 0,25 nm. Fir die C°-
Atome dlen liegt er bei 0,30nm bzw. 0,15nm. Die mit PROCHECK-NMR abgeschétzte
raumliche Auflésung der Strukturfamilie liegt zwischen 0,24 nm und 0,39 nm. Das Programm
Rfacgibt fur eine der 10 besten Strukturen und das 2D NOESY -Spektrum einen R-Wert von
0,79; ohre die Berticksichtigung nicht zugeordneter Signale liegt er je nadch der betradhteten
Gruppe von Signalen (von intraresidualen bis zu Fern-NOES) zwischen 20 % und 30%.

Die mittleren Energiebeitrage in der Strukturfamilie sind aten tabelli ert (Tabelle 2.10).

Statistik fir die zehn besten von 200 berechneten Strukturen

Beitrag / kJmol™ Mittelwert Fehler
Egesamt 13223 + 773
Enoe 6043 1+ 473
ETorsion 896 + 169
EBindg 1005 * 25
Ewinkel 2652  + 266
Evaw 1885 + 196
EDieder 741 + 125
NOE-Verletzungen > 0,02 nm 18 + 3
RMSD / nm, Reste 7-117 + 0, 25

Tabelle 2.10. Statistik zur Strukturrechnung Energien.

Abbildung 222 zdagt das Ramachandran-Diagramm einer der Strukturen. Die mit Hilfe des
Programms GRASP[Nic91] erstellte Abhldung 223 schliefilich stellt das elektrostatische Po-
tential an der MolekUloberfladche dar. Die Ansicht ist dieselbe, wie digenige im oberen Tell der
Abbildung 221. In der Bildmitte oben ist deutlich ein Bereich mit positivem Potential (blau)
zu erkenren. An Bereiche dieses ,basic patch” bindet moglicherweise der saure C-Terminus
von Ran in der GTP-Form [Vet99%, Nil01].
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Ramachandrandiagramm
THR 65
GLN 127
LYS 57
o] (]
45 - ’J | ’_‘ ASP 89
- -
- - | |
3 ! im
O " N
= | L ~ | | a
) | I | A
(=% a® J .1. L] | | |
| = — =
-45 _ = "1 -
’J LEU 56
*
90+ . - — —
_
I_l ’_r .
~135 | | |
Yo N |
n
- B ] | 4
I | I T I |
-180  -135 -90 -45 0 45 90 135 180
Phi / Grad
Statistik
Reste in den giinstigsten erlaubten Bereichen 95 80.5%
Reste in ebenfalls erlaubten Bereichen 17 14.4%
Reste in ungiinstigen Bereichen 5 4.2%
Reste in verbotenen Bereichen 1 0.8%
Zahl der Reste ohne Glycine und Proline -1-1"8 lE)-(;-(-)-"/o
C-terminaler Rest 1
Zahl der Glycinreste (als Dreiecke eingetragen) 7
Zahl der Prolinreste 4
Anzahl aller Reste 130
zdiestr_24 01.ps PROCHECK-NMR

Abbildung2.22. Das mit PROCHECK-NMR erstellte Ramadandran-Diagramm fur die schonin Abbildung2.21

gezegte Struktur.
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Abbildung2.23. Oberflachenpotential von RanBP2 F"8P2N Ansicht wie in Abbildung2.21 oben. Blau gefarbte
Féaden zeigen ein positives, rote ein relaiv negatives elektostatisches Potertial an.
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2.3 Diskusson

2.3.1 DieQualitat der Struktur

2.3.1.1 Auflésung und Vollstandigkeit der Signalzuordnung

Die Werte der im Teil ,Material und Methoden® als Qualitatskriterien bezechneten Grofen
sind fir die arechnete Struktur® von RanBP2™™®P?2N pigang nicht optimal. Ein R-Wert unter
0,3, bessr um 0,2, wére ewinscht. Allerdings ist der Wert von fast 0,8 in diesem Fall weni-
ger ein direktes Mal3 fur die Qualitéat der Struktur als eines fir die Unvollstandigkeit der Sei-
tenkettenzuordnung. Deren Auswirkung auf die Konvergenz der Strukturrechnung wird an
den mit ProchedkNMR gewonnenen Schatzwerten fur die Auflésung deutlich. In den grof3eren
der beiden in Kapitel 2.2.14 angegebenen Werte (0,39 nm) gehen Standardabweichungen von
Torsionswinkeln der Seitenketten ein, der kleinere Wert (0,24 nm) berticksichtigt die Verte-
lung der Reste im Ramadandrandiagramm, also Hauptkettentorsionswinkel. Die Betonung
des Proteinrtickgratsin den experimentellen Struktureinschrankungen spiegelt sich auch in den
mit Molmol berechneten RMSD-Werten der 10 Strukturen wieder: Ohne Berticksichtigung
der N- und C-terminalen Reste liegen sie bei 0,25nm fir alle Atome und 0,15 nm fur die
Hauptkette dlein. An den unstruk-
turierten Termini ist die Lage der
Kette wenig prazse definiert. Das
ist in Abbildung 224 dargestellt,
welche die Ubereinandergelegten
Hauptketten der Strukturfamilie
zagt. Fur die bedingte Konvergenz
der Redhnung auf eine anheitliche
Struktur hin sind in diesem Bereich
wohl nicht nur fenlende NOE-Kon-
takte, sondern auch eine tatsadlich

erhohte Beweglichkeit der Peptid-

kette verantwortlich. Nadweisen Abbildung 2.24. Darstellung der ibereinandergelegten Haupt-

lieRe sich das anhand von Relaxa- ketten der Strukturfamilie (10 von 200 Strukturen). Oben de
Helix, links daran der C-Terminus, daunter der N-Terminus.

20 eigentlich: die Famili e der zehn energetisch ginstigsten von 200 berechnéen Srukturen
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tionszatmessungen fir die Amidgruppen.

Der strukturierte Tell des Rickgrats wird nicht unwesentlich durch Wasserstoffbrticken und
die mit dem Programm Talos geschédtzten Torsionswinkel mitbestimmt. Diese Strukturein-
schrénkungen beruhen mittelbar auf den experimentellen Daten. Austauschraten lassen, in Ver-
bindung mit entsprechenden NOESs, weitgehend zuverlassg, wenn auch nicht absolut sicher,
auf Wasserstoffbriicken schlief3en. Talos verwendet statistische Informationen tber schon be-
kanrte Strukturen. Der direkte Nadweis von Wasserstoffbriicken ist im Fall der Ranbindedo-
mane auf Grund der Gro(3e des Proteins wahrschanlich nur in wenigen Fallen méglich; die Be-
stimmung von Torsionswinkeln mit dem J-Kopplungsexperiment COSY (Correlation Spedro-
scopy) hat, zumindest im urspriinglich verwendeten Trispuffer, nicht funktioniert. Nadhdem
zwischen dem ersten HNCA-Experiment an der vollstdndigen Doméne und dem fir die Zuord-
nung schlief3lich verwendbaren HNCA der verkirzten Doméne knapp 2 Jahre und 10 Monate
lagen, wurde auf eine Wiederholung vorerst verzichtet. Sinnvoller und effektiver fir die Opti-
mierung der Strukturrechnung wéare aundchst auch die Zuordnung weiterer Seitenkettens-
gnale. Diese ist wegen der Uberlagerung sehr vieler Signale und wegen der Unterschiede
zwischen den in 3D und in 2D Protonenspektren gemessenen Frequenzen sehr zetaufwendig.
Die Differenzen zwischen den Spektren sind hauptsadilich auf experimentell bedingte Tem-
peraturunterschiede bei den einzdnen Mesaungen zurtlickzufUhren; tellweise aich auf die
geringere Auflosung der 3D Spektren. Um RM SD-Werte unter 0,1 nm zu erhalten, ist es aber
letztlich notwendig, die Resonanzfrequenzen eines Groleils aler Seitenkettenprotonen zu
kenren. Bidang ist die Lage der a-Helix nur durch zwei NOE-Kontakte festgelegt, und auch
zur Uberprifung struktureller Details werden weitere Resonanzfrequenzen benétigt. Ob Pro-
line hauptsddlich in trans- oder cis-Konformation vorliegen, &3t sich zum Beispiel durch
NOE-Kontakte ihrer d-Protonen feststellen.

Betradhtet man die tabellierten Energiebeitrage aur berechneten Struktur (Tabelle 2.10), so
falt auf, dal3 Bindungsangen und -winkel, aber auch van-der-Wads-Radien verletzt werden.
Wahrscheinlich sind de aus den NOE-Volumina ageschétzten Abstande insgesamt eher kurz
bemesen. In dieser Hinsicht ware moglicherweise die Verwendung der Kontakte weiter von-

einander entfernter Protonen als Kali briersignale vorteil haft.
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2.3.1.2 Ruckrechnung

Kritischer Beadtung bedarf die Verwendung der Homologiestruktur zur schon bekanrten er-
sten Ranbindedomane bei der NOE-Zuordnung. Bei dieser Vorgehensweise wird die Struktur-
berechnung scheinbar von vornherein durch das zu erwartende Ergebnis beeinfluft.

Der erste Gebrauch von der Kristallstuktur wurde im Verlauf der sequenzspeafischen Zuord-
nung gemadit. Die a1 erwartenden Sekundérstrukturelemente wurden als Hinweise in die Zu-
ordnung einbezogen. Ein Beispiel ist der Versuch, Spinsysteme mit ausgepragten, auf eine he-
likale Umgebung hindeutenden NOE-Kontakten womdglich zunadhst C-terminal in die Se-
gquenz @nzupasen. Am Ende durften dann aber keine der gemessenen chemischen Verschie-
bungen, beispielsweise von C°- und CP-Kernen, im Widerspruch zu denen der angenommenen
Nadbarn stehen. Da ene vollsténdig zusammenhéngende Kette gefunden wurde, und weil
keine avei Spinsysteme durchweg deselben Frequenzen aufweisen, ist die Zuordnung der
Hauptkettensignale weitgehend abgesichert und im Ergebnis unabhéngig von der Kristall struk-
tur. Geringe Unsicherheiten bestehen auf Grund der Auflosung der 3D Spektren, eventuell
auch wegen nicht zugeordneter Resonanzen im **N-HSQC-Spektrum. Die Amidgruppen der
Reste W27 und K28 haben ann&ind dieselben chemischen V erschiebungen. Ihre Signale sind
nicht voneinander zu trennen, die Positionen in HNCA und NOESY -HSQC erscheinen sogar
miteinander vertauscht. Da die Reste sequentiell direkte Nachbarn sind, ist das Problem lokal
eng begrenzt; es ist anzunehmen, dal3 hier das HNCA die auverlassgere Information hietet.
Die ,tberzéhligen” Signale im HSQC sind wohl nicht der Hauptkette a1 zuordnen; Pendants in
den Tripelresonanzspektren fehlen. Es bleibt also der zwelte, nicht beobaditete Rest, S2, als
Unsicherheitsfaktor. Die Strukturrechnungen geben keinen Hinwels auf das Vertauschen
zweier Reste. In Hinblick auf die Hauptkettenzuordnung hat die sehr eingeschrénkte Ver-
wendung der Kristdlstruktur scher nicht zu enem Zirkdschluf3 gefiinrt.

Nad der Zuordnung der Amidgruppenresonanzen des Rickgrats ganden praktisch sofort die
chemischen Verschiebungsindizes, Schatzwerte fiir dihedrale Winkel (Talos) sowie én Uber-
blick Uber die meisten der sequentiellen NOEs zur Verfigung. Diese Daten bestdtigen nun
weitgehend die Ubereinstimmung der Sekundérstrukturelemente @nerseits im Kristall und bei
der nicht komplexierten, gekiirzten Domane in LOsung andererseits. Beide Doménen sind ein-
ander also strukturell sehr @hnlich. Damit erschien es geredhtfertigt, auch weiterhin auf die

Homologiestruktur zuriickzugreifen. Das geschah in zweierlei Hinsicht: Zum einen wurden,
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wieim Tell ,Material und Methoden“ schon erwéhrt, die rickgerechneten NOESY -Spektren
mit den experimentellen verglichen. Im Fall von nicht zugeordneten, aber aufgelosten Signa-
len, deren Frequenzen in beiden Spektren Ubereinstimmen, wurde die Hypothese aus dem
rickgeredhneten Spektrum als Zuordnung des experimentellen Signals Gbernommen. Zum an-
deren wurde dabel gezelt nach NOE-Kontakten gesucht, welche die Topologie der [3-Faltblét-
ter beschreiben. Dies betrifft insbesondere Kontakte zwischen H*-Kernen aus verschiedenen 3-
Stréngen. Dabel reicht in regelméligen Faltbldttern ein gefundener solcher Kontakt aus, um
ale weiteren gezelt suchen bzw. vorhersagen zu kénnen.

Bei diesem Vorgehen war die Auswertung der Daten klar an der Homologiestruktur orientiert,
letzten Endes muf3 aber auch ein auf diese Weise gefundenes Strukturmodell zu den experi-
mentellen Daten passen. Die Bestimmung der Abstande blieb auf die Beredhnung oder Schét-
zung der experimentellen Signalvolumina gegriindet. Bei der Zuordnung von H®/H%-Kontak-
ten wurde immer auch nach weiteren Moglichkeiten gesucht, ein bestimmtes experimentelles
Signal zu erkldren. Anhand der bei den Kontakten H%(81)/H%(98) und H%(81)/HY(99)** auftre-
tenden charakteristischen chemischen Verschiebung konnte insbesondere die relative Lage der
Strange Nr. 6 und Nr. 7 zuanander unabhégig von der Kristdlstruktur festgelegt werden.
Schliefdlich wurden deutliche Anhaltspunkte fir das Vorhandensein eines sebten [(3-Strangs
(sequentiell Strang Nr. 5) gefunden, der in der Kristallstruktur fehlt.

Die Ahnlichkeit der beiden Bindungsdoménen zu nutzen het die Strukturberechnung fr
RanBP2"*™®P22N glso nicht verfalscht; es wurde hingegen viel Zeit gespart. Zur Zuordnung
weiterer Signale kann die &tuelle Struktur der zweiten Bindedomane selbst fir Rickredh-

nungen verwendet werden.

2.3.2 DieTopologieder Ranbindedoméne

Im Teil ,Ergebnise" wurde schon, ohne @ne Definition der einzelnen vorhandenen [3-Strange,
ein Uberblick zur Topologie des B-barrel gegeben. Die Grundlage dafir bildeten NOE-
Kontakte avischen den Stréangen, sequentielle Kontakte und Austauschraten von Amidproto-
nen. Auch die diemischen Verschiebungen stehen fir das Erkennen von Sekundarstrukturele-
menten zur Verfligung: in Form von Verschiebungsindizes bzw. in Form von geschétzten dihe-

dralen Winkeln (Talos), die auch direkt in die Strukturrechnung eingingen. Diese Daten erge-

21 Die Positi onen der zugendrigen Reste sind in Klamnern angegben.
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ben in Hinblick auf die Termini und de Lénge der 3-Strénge kein ganz e@nheitliches, eindeuti-
ges Bild.

Die sequentiellen Kontakte dqy (2.21) sind im Bereich der Helix und von loops meist schwadh,
in B-Strangen relativ stark ausgepragt. Dies gilt aber nicht generell. Obwohl der N-Terminus
unstrukturiert erscheint, sind dese Kontakte dort sehr stark. So |83t sich eher anhand von
NOEs mittlerer Reichweite auf loops zwischen den (3-Strangen schlief3en, as dal? die Strange
selbst durch speafische NOEs gekennzeichnet sind.

Dadie Strange im [3-barrel anderersaits deutlich gekrimnt, teilweise in sich verdreht sind, fin-
den sich solche NOEs mittlerer Reichweite dlerdings nicht exklusiv in den Bereichen von
loops und Helix. Sie markieren aber die Helix besonders deutlich; um Rest 104 beginnend und
bis zum Rest L120 reichend. Die fir a-Helizes typischen Kontakte dyn(i, i+4) sind dabel nur
bis zum Rest C117 zu beobadten.

Dies gimmt mit den beobadhteten Austauschraten gut Uberein. Relativ langsame Tauschraten
der Amidprotonen (< ca 10° s*) dirften meist auf Wasserstoffbriicken hinweisen. Die Werte
liegen firr die Reste L106, A107, C117und Q118be 2-10°s*, 4-10°s*, 10°s* und 10* s™.
Der Wert firr E105 lonnte nicht gemessen werden und sollte dso tiber 3-10* s* liegen. Das
Amidproton von Q118ist, ebenso wie digenigen der C-terminal folgenden Reste, nicht mehr
in eine Wasserstoffbriicke engebunden. Die Helix erstredt demnad stabil vom Rest E105 bis
nach C117(Glu2136Cys2149.

Die bel Betradtung auch der chemischen V erschiebungen und strangubergreifenden NOEs zu
erwartenden Sekundarstrukturelemente wurden in Tabelle 2.11 zusammengefaldt. 1hnen sind

die der energetisch gunstigsten beredhneten Einzelstruktur gegentibergestellt.

Strang 1

Strang 2

Strang 3

Strang 4

Strang 5

Strang 6

Strang 7

Helix 1

erwartet

20322044

20532065

20712076

20862088

20952097

21042111

21182125

21302142

beredchnet

20342045

20542064

20712077

20852087

20952096

21032112

21172126

21292145

Tabelle 2.11. Die Verteilung cer Sekundirstrukturelemente, beschrieben duch de Positionen der beteili gten Reste
in RanBP2. Oben: Hypothese nach Sichtungder Daten. Unten: Ergebnis einer von 200 Strukturrechnungen.

Da ach die zéwn lesten Strukturen sich nicht unwesentlich voneinander unterscheiden
(RMSD = 25A), sind Lénge und Lage der B-Strénge nicht genau festzulegen. Einer der
Strange fehlt bei 3 der zehn Strukturen sogar ganz, wird also durch das Programm Molmol

72



Struktur der Ranbindedomane

nicht as lcher erkannt bzw. akzeptiert. Es handelt sich dabei um den flnften Strang, der
maoglicherweise nicht sehr stabil ist. Wéhrend de demischen Verschiebungen in diesem
Bereich fur [3-Strénge typisch sind, spricht der nicht ganz schwade Kontakt zwischen den
Amidprotonen der Reste K70 und L71 vielleicht gegen das Vorhandensein eines [3-Strangs.
Die Intensitdt dieses NOE ist eventuell aber auch auf Spindiffusionseffekte gegriindet. Fern-
NOEs zwischen den Resten 70-72 einerseits und 80-82 andererseits wie a@ne Wasserstoff-
briicke zwischen den Resten 71 und 81 spredhen dagegen fir den 3-Strang. Da die chemischen
Verschiebungen in der Regel sehr zuverléssge Indikatoren fur die Sekundarstruktur sind, kann

seine Existenz as geschert gelten.

2.3.3 Strukturvergleich: RanBP2""®"%N ynd RanBP2 **"®P'e RanGppNHp

Vergleicht man die Strukturen der beiden RanGT P bindenden Doménen, so fallt zunadst eben
das Auftreten des genannten funften [3-Strangs allein in der zweiten Doméne auf. Er ist auch
fester Bestandtell anderer PH-Domanen [Vet99a]. In der Ranbindedoméne escheint er ver-
gleichsweise kurz und ist wohl das am wenigsten stabile der bei den Berechnungen gefundenen
Sekundérstrukturelemente. Nadhdem die beiden Doméanen einander grundsétzlich so sehr
dhnlich sind, ist dieser Unterschied zwischen ihnen eventuell auf das Vorliegen der ersten
Bindedoméne im Komplex mit RanGppNHp zurtickzufihren. Der von der zweiten Doméne
abgeschnittene N-Terminus ist als Ursadhe dlerdings ebenfalls nicht vollig auszuschlief3en.
Damit wird hier moglicherweise ane funktionell bedingte Strukturdnderung beobaditet. Ein
weliterer Unterschied betrifft den vorhergehenden [3-Strang (Nr. 4), der in der Losungsgruktur
um zwei Positionen zum C-Terminus hin verschoben ist. Die geringen, aber vorhandenen,
Differenzen in Position und Ausdehnung der Sekundérstrukturelemente beider Doménen sind
nicht speafisch mit der Konservierung von Aminosdureresten korreliert. Insbesondere
wedseln sich im Bereich des funften (3-Strangs konservierte und nicht Gbereinstimmende
Reste &. Einen Uberblick dazu bietet Abbildung 2.25. Sehr deutliche Differenzen gibt es bei
den elektrostatischen Potentialen auf den Molekiloberfladhen. Diese sind, ebenso wie die ge-
naue alere Gestalt der Molekiile, stark von der Anordnung der Seitenketten abhangig. We-
gen der in dieser Hinsicht sehr unvollstandigen NMR-Abstandsdaten wére der Versuch,
Korrelationen von Bindungszustdnden und Potentialen festzustellen aber sehr spekulativ. Die

deutlichen Unterschiede von Form und Oberflachenpotentialen sind nicht auf den Bereich um
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den vermuteten flnften Strang beschrénkt. Ein Vergleich der Banderdarstellung beider Mole-
kile zegt, dal3 das ,barrel” der zwei ten Bindedoméne engeschnlrt erscheint (Abb. 2.26,
Ansicht wie in Abb. 2.21 oben). Diese Unterschiede in der Hauptkettenkonformation sollten

sich auch stark auf die Molektloberflache auswirken.

GEEDEEEFFCNRAKLFRFDVESKEWKERG I GNVKILRHKT SGKIRLLMRREQVLK [ CANHYISP
—

N GEEDEKVLYSQRVKLFRFDAEVSOWKERGL.GNLKILKNEVNGKLRMLMRREQVLKVCANHWITT

—\

DMKLTPNAGSDRS FVWHALDYADE T, PKPEQLAT RFKTPEEAAT FKCKFEEAQS T LKAPGTNVA
— ) ——n)—AAARNARNANAR
—

TMNLKPT,SGSDRAWMWIASDFSDGDAKI EQLAAKFKTPET AR EFKOKFEECQRT,LL.DT PL.OTP

C
—o—— — I—AAAAAN ——

Abbildung 2.25. Sequenzen und beobadtete Sekundrstrukturelemente der beiden Ranbindedoménen BD1 und
BD2 von RanBP2 im Vergleich (Ausschnitt). Unter der im Einbuchstabenkode wiedergegebenen Sequenz ist je-
welils die zugehdrige Sekundirstruktur gezegt. Oben: BD1, direkt darunter BD2, beide weiter unten fortgesetz. Im
Fettdruck: konservierte Reste, bei Ubereinstimmung in alen vier Bindedomanen zusétzlich urterstrichen. Pfeile
symbolisieren 3-Strange, eine Zickzadlinie die Helix. Der nicht grau ausgefilite Teil der Helix am C-Terminus von
BD2 ist durch typische NOE-Kontakte im NOESY -Spektrum, aber fehlende Wasserstoffbriicken, gekenrzechnet.
Der nicht ausgefillte Pfeil markiert den bei BD1 nicht vorhandenen, aber in einer PH-Doméne erwarteten 3-Strang.
Schwarze Quadrate Uber der Sequenz der BD1 markieren in der Kristalstruktur gefundene Kontakte au
RanGppNHp. Der hier nicht dargestellte N-Terminus weist weitere solche Kontakte auf [V et99a].

Abbildung 2.26. Banderdarstellung der Strukturen von RanBP2R@®P22N - (links) und von
RanBP2RBP! (rechts). Links erscheint das von den Faltblattern gebildete , Fal eingeschniirt.
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2.3.4 Zusammenfassing

Die N-termina verkirzte Ranbindedomane RanBP2™™®P?2N wurde mit NMR-spektroskopi-
schen Methoden untersucht; Ziel war die Bestimmung ihrer Losungsgruktur. Es wurde ene —
fur die Hauptkette des Proteins weitgehend vollsténdige — Liste der Resonanzfrequenzen zu-
sammengestellt, die direkt einfache Bindungsgudien ermoglicht. Die gesammelten Daten
zeigen eine weitgehende strukturelle Ubereinstimmung mit der ersten Ranbindedoméne von
RanBP2 auf, deren Krigtallstruktur im Komplex mit RanGppNHp seit 1999 bekanrt ist. Im
Detall sind deutliche Unterschiede festzustellen. Sie hdngen moglicherweise tatsidlich mit
Bindungs- bzw. Funktionszustand des Moleklls zusammen, dies ist anhand der bisher vorlie-

genden Daten allerdings nicht sicher nachzuweisen.

2.3.5 Ausblick

Der vorangehende Tell der Diskusson hat deutlich gemadt, dal? flr eine praasere Struktur-
berechnung zunddst weitere NOE-Kontakte aigeordnet werden missen. Einige der verwen-
deten Einschrénkungen sind noch zu modifizieren. Zu gering erscheinende Abstande verzerren
die Struktur tellweise. Dies ist zum Beispiel in der Banderdarstellung an der Helix zu erken-
nen. Ihre Form ist in der zweiten Héalfte nicht ganz regelméaldig, Folge enes zu eng gewahiten
Restraints, der noch nicht korrigiert wurde.

Um die Zuordnung vervollstandigen zu konnen ist die Wiederholung der Experimente NOE-
SY-C-HSQC und HCCH-TOCSY mit einer frischen Probe geplant. Auch der direkte Nad
weis von Wasrstoffbriicken sollte wohl versucht werden. Dr. Werner Kremer hat unter-
dessen Restdipolkopplungen der Amidgruppen gemesen; die 25 resultierenden zusétzlichen
Restraints bewirken keine deutliche Anderung der berechreten Strukturen.

Mit Hilfe der dteren Spektren kdnnen die Signale der spéter abgeschnittenen N-terminalen
Aminosaurereste eventuell noch identifiziert werden. Diese Reste sind fir die Bindung an
RanGppNHp esentiell, und Bindungsdudien etwa mit RanGTP bzw. RanGppNHp daher oh-
ne Kenntnis des N-Terminus nur von eingeschranktem Nutzen. Abbildung 227 gbt ein gro-
bes, von strukturellen Details unabhéngiges, Schema fir die Koaktivierung von RanGAP
durch ein Ranbindeprotein wieder [GOr99b]. Die Kristalstrukturen von Importin 3 und Ran-
GppNHp [Vet9%)] sowie RanGppNHp und RanBP27@®P! [V/et994] lassen erwarten, dald der

N-Terminus der Bindedomane an der dargestellten Lockerung oder Losung der Bindung
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zwischen Exportrezeotor und RanGTP entscheidend beteili gt sein kdnrnte [Vet99b]. In der Ar-
beitsgruppe um Dr. |. Vetter und Prof. A. Wittinghofer wurde kirzlich auch die Rontgen-
struktur von RanGAP im Komplex mit RanGppNHp und RanBP2™®P! gelét, die Verdffent-
lichung steht kurz bevor. Moglicherweise ist damit das Zusammenspiel der Proteine aur Ter-
mination des Kernexports weitgehend verstanden. Mit der NMR-Spektroskopie kénnen even-
tuell Beitrage aur Aufklarung von Detalls geleistet werden. Voraussetzung ist das Gelingen
der Signalzuordnung im N-Terminus der Ranbindedoméne. Diese mul3 auch mrach bindungs-
bedingten Konformationsdnderungen gewahrleistet sein, die in der an sich weitgehend un-
strukturierten Peptidkette mit deutlichen Anderungen chemischer Verschiebungen verbunden

sein durften.

RETCINY

RanBP
Ran?
RanGAP1
+ RanGDP
@D

+ RECINY +
RENCINY
D ()

Abbildung2.27. Zur Koaktivierungvon RanGAP durch RanBP1 oder RanBP2. TransientesL 8senoder Lockern der
Bindung zwischen RanGTP und importinartigem Exportrezeptor, Hydrolyse durch RanGAP. (In Anlehnung an
G0orogh)

Eine weitere Aufgabe fir die NMR-Spektroskopie liegt in der Uberpriifung und gegebenen-
fals Bestdtigung auf die Kristallstrukturen gegrindeter Hypothesen. So ist C-Terminus von
Ran mit dem Motiv DEDDDL fir die Bindung an eine Ranbindedoméne eenso wichtig wie
deren N-Terminus. Es 2ll sich je nach dem Bindungszustand der GTPase an einen positiv
geladenen Teil der Oberfladhe (,basic patch®) von Ran selbst (Reste 139-142) oder von Ran-

BP2R®PL anlagern [Nil01, Vet99a]. Erste Titrationsversuche mit dem kurzen Peptid DEDD-
DL und RanBP2"*"®P22N hahen die stérksten Veranderungen der °N-HSQC-Spektren im Be-
reich der Reste 2119 2120 wnd 2122 @zegt, nicht aber im erwarteten Bereich (Reste 2039
2041, 2103 2125 2127). Hier stehen weitere Experimente aus, zunadst beispielsweise mit
langeren Peptiden.

Unabhéngig von Strukturuntersuchungen hieten auch die biochemischen Methoden welterhin

immer neue Aspekte a1 RanBP2. So wurde ktirzlich eine Doméne in RanBP2 (Rind) gefun-
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den, die gewebeabhéngig bestimmte Kinesine bindet [Cai01]. RanBP2 ist also nicht nur ein
maogliches Chaperon fir Opsine und am Kerntransport betelli gt, sondern erfiillt weitere Aufga
ben. Moglicherweise ist auch die Grupperung von 4 Ranbindedoménen in diesen Zusammen-

hang zu stellen und dient nicht allein zur Erhéhung der Effizienz desK erntransportsystems.
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3 Dynamik der Rasbindedomane von RalGDS

3.1 Material

3.1.1 Geréte, Datenbank

NMR-Spektrometer: Avance DM X500, mit Tripelresonanz-Probenkopf (Bruker)
Protein Data Bank: http://www.rcsb.org/pdb/ [Ber77)

3.1.2 Software

Aurelia[Nei95| Auswertung von NMR-Spektren

Clustal X / W [Tho97, Tho94] Sequenzdignment

CorelDraw 9.0 (Fa. Corel) Erstellen von Abbildungen

GSview 4.0 (Ghostgum Software) Umformatierung von Texten und Graphiken

Modelfree4.0, 4.10* [Pal91, Man95 Auswertung von Relaxationsdaten

Molmol 2.6 und 2K.1[K or96] Darstellung, Bewertung von Proteinstrukturen

Office97 (Fa Microsoft) Tabellenkalkulation, Textverarbeitung

Origin, Version 4.1 (Fa. Microca) Kurvenanpasaungen, Darstellung von Mef3daten

PDBINERTIA * Tragheitstensorberedhnung aus PDB-Datel

TMEST * Abschétzung von Rotationsdiffusionskonstanten aus
Relaxationsraten

XWINNMR (Fa. Bruker) Aufnahme und Beabeitung von NMR-Spektren

* vonProf. Arthur G. Palmer, IlI . viaInternet der Allgemeinheit zur Verfligunggestellt:
http://cpmcnet.col umbia.edwdept/gsas/biochem/labs/pal mer

3.1.3 Proteinkonstrukt

Das verwendete Protein wurde in der Arbeitsgruppe von Dr. Christian Herrmann am Max-
Planck-Institut fir molekulare Physiologie in Dortmund hergestellt. Es umfaldt die Aminosau-
rereste 798-884 von RaGDS (Mensch) mit einem Molekulargewicht von 100397 Da (bel

5N-Markierung: 101577 Da). Die Sequenz lautet:

DCCI | RVSLD VDNGNMYKSI  LVTSQDKAPA VI RKAVMDKHN LEEEEPEDYE LLQ LSDDRK
LKI PENANVF YAMNSTANYD FVLKKRT

Im folgenden sind diese Rest von 11bis 97 duchnumeriert. Diese Zéhlungbezieht Sch auf die

zur Rasbindedoméne von RalGDS gehdrenden Reste. Die zenn N-terminalen Reste fehlen.
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3.1.4 Pufferbedingungen
20mM KP;, pH =6,9,3 mM DTE, 0,5 mM NaNs;, 0,5mM EDTA, 0,1 mM DSS 5-8 % D,O

Die Proteinkonzentration der verwendeten Probe lag zwischen 1 mM und 1,2 mM.

3.2 Methoden
In der Einleitung wurde der Zusammenhang von molekularer Bewegung und mef3baren Rela-

xationszaten sowie NOEs angedeutet. Er wird hier zunadst knapp skizziert, bevor die ent-
spredhenden, an den Hauptkettenamidgruppen der Ras bindenden Domane von RalGDS
(Mensch) durchgeftihrten, Messungen vorgestellt werden. Ausfuhrliche Darstellungen hietet
die Literatur [Gol88, Cav96, Ven9y|.

3.2.1 Dynamik von M olekilen — Konzepte des,, M odelfreé -Ansatzes

3.2.1.1 Relaxationsmedanismen

Im folgenden wird nur die Relaxation von Amidstickstoffkernen betradhtet. Die wichtigsten
Relaxationsmedianismen von Proteinen in Lésung sind dann die Dipol-Dipol-Wedselwirkung
der Spins untereinander sowie die Anisotropie der chemischen Verschiebung (CSA). Dabel ist
vorausgesetzt, dald keine Wedselwirkungen mit ungepaaten Elektronen und keine Quadru-
pol-Wedselwirkungen zwischen Kernen mit Spinquantenzahlen | > %2 auftreten, die sonst do-
minant wéren. Relaxation durch skalare Kopplung wird in der Regel vernadilassgt. Wegen
der Elektronenkonfiguration des Wasserstoffs gielt die CSA as Relaxationsmechanismus fur

Protonen zwar eine untergeordnete Rolle, ist aber fir Stickstoffkerne nicht vernadlassgbar.

3.2.1.2 Mel3bare Grolen
Die Relaxationsraten R; und R, sowie das ,Nuclea Over hauser Enhancement” fir Amid stick-
stoffkerne lassen sich als Funktion der spektralen Dichte J(w), auf die weiter unten einge-

gangen wird, schreiben [Cav96):

Ry = d/4 [J(an — an) + 3 I(an) + 6 I(awn + an)] + ¢ I(a), (31)

R, =d/8[4 J(0) + Aan — an) + 3 I(en) + 6 I(wn) + 6 I(an + an)]
+ 0/6 [4 J(0) + 3 J(c)] + Rex (3.2)
NOE =1+ d/(4 Ry) y/W [6 I(cn + an) — I(an — an)]. (3.3)
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Dabei istd = (i, /4m)?R% v yaria undc=(0, —0,)% wk /3, wobel o die magnetische
Feldkonstante, 7 das 1/2r—fache des Planckschen Wirkungsguantums ist. y sind die gyroma-

gnetischen Verhdltnise von Proton und Stickstoff, w die aigehtrigen Larmor-Frequenzen,

und r ist der mittlere Abstand beider Kerne in Amidgruppen. (o, — ;) ist die Anisotropie der

chemischen Verschiebung®. Der zusétzliche Term Re in Gl. 3.2 beschreibt durch chemischen
Austausch bedingte Antelle von R;, ale axderen Terme rihren von CSA und Dipol-Dipol-
Wedhselwirkung her. In den Gleichungen 3.1 bis 3.2 ist vorausgesetzt, dal? die Relaxation des
Stickstoffkerns durch die Wedhselwirkung mit dem Amidproton dominiert wird, eine Beteili-
gung weiterer Kerne wird vernadléssat.

R, und R, sind makroskopisch (etwa durch die Blochschen Gleichungen®) definiert. Es bleibt
das ,Nuclear Overhauser Enhancement” zu definieren: NOE in Gl. 3.3 ist das Verhéltnis der
unterschiedlichen longitudinalen Magnetisierungen des Stickstoffkerns, einerseits bei dauern-
der Sdttigung alein des Protonentibergangs, andererseits im thermodynamischen Gleichge-
wicht. Diese Definition 183t sich anhand der Solomon-Gleichung fur zwel Spins | und S erldu-
tern: Fir die zKomponenten (d.h. zum auReren Magnetfeld paralelen Komponenten) der
durch den Spin | hervorgerufenen Magnetisierung gilt die Solomon-Gleichung [ Sol55]:

dam,,

— =AM, o~ M 0. (34)

Dabel bezechnet AM,; die Differenz zur Gleichgewichtsmagnetisierung fur den Kerni. p auf
der redhten Seite heil3t Autorelaxationsrate. Der zweite Term, mit der Kreuzrelaxationsrate
Ois, it fur den Kernoverhausereffekt (NOE) verantwortlich. Eine entsprechende Gleichung gt
fur die zetliche Anderung von AMs. Mogliche ausitzliche, von der Kopplung der Spins | und
S unabhéngige Relaxationswege [Hau91]] sind in Gl. 3.4 nicht berticksichtigt. Fir das Gleich-
gewicht im Sattigungsfall gilt

R = (M, = Mo, ) 0y + Mo Oy, =0. (34p)

Hierbei sind Moy und Moy die Magnetisierungen van Stickstoff bzw. Proton im thermodynami-
schen Gleichgewicht, M,y die des Stickstoffs bei Séttigung der Protonenresonanz, M, = 0 de
entspredhende, verschwindende, Magnetisierung des Protons. Nad Division durch Moy erhalt

man:

225, Anhang B
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NOE=Ma _q Vo P (35)
MON yN pN

Die Gleichungen 3.1, 3.2 und 3.3 verknlpfen mef3bare Grof3en mit der spektralen Dichtefunk-
tion, die wiederum von der Molektilbewegung abhangt.

3.2.1.3 Korreationsfunktion und spektrale Dichtefunktion

Der Begriff der Bewegung ist hier stets im Zusammenhang mit einer Umorientierung des
Verbindungsvektors von Amidstickstoff und Amidproton zu sehen. Diese efolgt fur ale
Amidgruppen gemeinsam gegeniber dem auleren Magnetfeld, bei molekilinterner Beweglich-
keit der einzednen Gruppe aich zusatzlich gegeniiber einem nolekiilfesten Beaugss/stem. Der
Zusammenhang der Orientierungen zu verschiedenen Zeitpunkten wird, gemittelt Gber ein
Ensemble vieler Molekiile, durch die Korrelationsfunktion G(7) beschrieben, 7 ist dabe die
betradhtete zatliche Differenz. Der Redtel der Fouriertransformierten von G(7) heil3t spek-
trale Dichte(funktion) J(w). Ihre enfadhe, explizite Frequenzebhangigkeit ist nur fir die
Molekilbewegung in isotropen Fllssgkeiten bei gentigend hoher Temperatur (etwa Raum-
temperatur) gegeben [Cav96).

3.2.1.4 Spektrale Dichtefunktionen

Fur die isotrope rotatorische Diffusion eines darren Kugelkreisels ist die Korrelationsfunktion

G(1) gegeben durch:
G(1) :éexp(—r/rc), (3.6)

wobel die rotatorische Korrelationszet 1. die Zeit ist, welche das Molekil durchschnittlich fir
eine Drehung um 1 Radiant ben6tigt [Cav96]. Die augehodrige ektrale Dichteist

2w,

(@)= 51+w’rd)’

(3.7)

Fur ein langliches, axialsymmetrisches M olekill, das nicht isotrop dffundiert, hat Woesser die
gpektrale Dichte angegeban [Woe62]. Se hangt von zwe Korrelationszeaten d, derjenigen fir
Drehungen um die Langsadhse und derjenigen fir Drehungen quer zu deser Achse. Zusétzlich
geht die Lage der Verbindungsadhse von Proton und Stickstoffkern bezw. die Lage der Haupt-
achsen des Tensors der Anisotropie der chemischen Verschiebung relativ zur Langsadse des

Molekils en.
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Fur nicht starre, aber isotrop oder anndhernd isotrop dffundierende Molekdle 183t sich die
Korrelationsfunktion als Produkt der Korrelationsfunktion Ginern(T) flr molekilinterne Bewe-
gungen und derjenigen fur das darre Molekil (Gl. 3.6) schreiben [Cav96]. Lipari und Szabo
haben flr Ginern(7) folgenden Ansatz verwendet [Lip82a, Lip82]:

(1)=S*+(1-S)e'™ (3.8)

Girern
T. ist dabel die dfektive Korrelationszat fur die interne Bewegung. Der ,generaisierte
Ordnungsparameter” S kann Werte avischen O und 1 annehmen und beschreibt die raumliche
Einschrankung der internen Bewegung im mdektilfesten Bezaugssystem. Anschaulich beschrie-
ben hat S etwa bei fixierter Lage des Verbindungsvektors von Wassrstoff und Stickstoff den
Wert 1, bel seiner freien Bewegung im Raumwinkel 41t den Wert 0. Wahrend ein groléer Wert
von S sicher auf die raumliche Einschrankung der Bewegung hinwelst, kann S allerdings fur
spezielle Bewegungen trotz anes eingeschrankten Uberstrichenen Raumwinkels den Wert 0
annehmen [Lip82q].

Aus dem Produkt-Ansatz mit den GIn. 3.6 und 3.8 erhédlt man as spektrale Dichtefunktion

J(w)zgﬂ St +(1—Sz)r
5HL+(wr,)? 1+ (ar)?

E, mit7 ™ =7+ 15t (39)

Der Ansatz von Lipari und Szabo verwendet keine explizite Modellvorstellung fir die Art und
Weise der mikroskopischen Bewegung und ist deshab unter der Bezechnung ,modelfree
approad bekannt. Mit der Erweiterung um einen zusétzlichen Ordnungsparameter zur Be-
schreibung der Uberlagerung zweier interner Bewegungsmodi mit deutlich voneinander

verschiedenen Zeitskalen [Clo90] wird aus Gl. 3.9:

H s, (1-sdr T S S
J(w) = SZH“( BE +1+(wr)2 E mitt " =rt+ 1t (3.10)

Die Indizes s und f stehen fir die relativ langsamere respektive schnellere Bewegung. Umge-

kehrt vereinfadht sich Gl. 3.9 bei einheitlicher und gentigend schreller interner Bewegung

(te > 0) zu
(w)——ai (3.11)
5 1+ (wr,)?

Wegen der J(0) proportionalen Summanden in Gl. 32 haba die oben agegebena Ausdriicke
fur die spektrale Dichtefunktion bal grof3en 7. mit wr. >> 1 eine mit 7, monoton steigende Re-

laxationsrate R, zur Folge. Dies begriindet die in der Einleitung sowie in Kapitel 2 erwahnten

82



Dynamik der Rasbindedoménevon RaGDS

mit der Molekilgréle wadsenden Linienbreiten.

3.2.2 Experimente
Zur Bestimmung der Werte Ry, R, und des heteronukleaen NOE fiir die **N-Kerne in den

Ruckgratamidgruppen der Rasbindedoméane wurden gemeinsam mit Dr. Till Maurer die von
Farrow beschriebenen 2D Experimente [Far94] durchgefiihrt. Das Kernstlick der Mesaing
von R; ist das bekannte ,|nversion-Revery-Experiment, hier in Verbindung mit INEPT und
inversem INEPT zur Magnetisierungsiibertragung. Fir die Mesaung von R, findet ene
CPMG-Pulsfolge Verwendung (Spinecho-Experiment). Beim NOE-Experiment wird per
INEPT die Magnetisierung von *°N auf *H Ubertragen, dies im Wedsel mit und ohne vorheri-
ge Séttigung der Protonenresonanzen. Das abwedselnde Aufnehmen und anschlief3ende Tren-
nen der Datensétze stellt gleiche Aufnahmebedingungen fir beide Spektren sicher.

Die in dlen Fallen vor dem letzten INEPT-Schritt eingefligte Evolutionszat fuhrt zu zweidi-
mensionalen Spektren; es werden die fiir *>N-HSQCs typischen Signale beobadhtet. Im Fall
von R; und R; wird jewell s eine Reihe von Einzdexperimenten mit verschiedenen Relaxations-
zeitspannen durchgefiinrt. Aus der Anderung der Signalintensititen von einem Spektrum zum
nadsten werden die Relaxationszeiten bestimmt.

Die durchgefiihrten Experimente sind mit den verwendeten Parametern in Anhang B aufge-

fuhrt.

3.2.3 Auswertung der Spektren

Die Signale in den Spektren wurden anhand eines bereits vorhandenen, von Dr. Till Maurer
gemessnen und beschrifteten °N-HSQC-Spektrums identifiziert. Im Anhang ist die Zuord-
nung gezegt. Die bendtigten Signalvolumina wurden durch Integration mit dem Programm
Aurelia gewonnen [ Gey95]. Dazu wurden folgende Parameter verwendet: 30 Iterationen, Inte-
grationsgrenze 0,5, maximales Intervall von je 30 Hz fir ¢y, und .

An die ausden Spektrenzur Mesaungvon R; und R, erhaltenen Voluminawurden, wie bei der

Bestimmung der Protonenaustauschraten von RanBP2ReeP2AN

, exponentiell abfallende Kurven
angepal’dt und so die Relaxationsraten bestimmt. Einzdne, von einer sonst anscheinend sinnvoll
angepaldten Funktion deutlich abweichende Werte wurden verworfen. Die NOE-Werte wur-

den durch Division der Signalvolumina aus beiden zur NOE-Mesaung aufgenommenen Spek-
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tren berechnet. Soweit eng beleinanderliegende Signale nicht voneinander aufgelost waren,
wurde versucht, an entsprechende 1D Schnitte durch ein 2D Spektrum zwei Lorentzkurven

anzupassen, um das Verhdtnis der Volumina zu bestimmen.

3.2.4 Verwendung desProgramms, M odelfreé

3.2.4.1 Uberblick

An die ehaltenen Relaxationsdaten wurden mit dem Programm ,Modelfree’ [Pal91, Man95|
spektrale Dichtefunktionen der durch die Gin. 3.9, 3.10 uwnd 311 gegebenen Form angepalit.
(Die Funktionen sind weiter unten explizit angegeben.) Zunadst wurde dazu mit dem Pro-
gramm TMEST aus dem mittleren Verhdtnis von R, und R; die Rotationsdiffusionskonstante
T. abgeschétzt [Kay89]. Nach dem Verfahren von Mandel [Man95] wurden dann die Relaxa-
tionsmodelle aisgewahit, also jeder Amidgruppe die dann anhand der jeweiligen frelen Para-
meter (S 7., R, ...) zu optimierende spektrale Dichtefunktion zugeteilt. Schliefdlich wurden
diese Parameter, ebenfalls mit ,Modelfre€’, bestimmt. Das Programm mi nimiert dazu folgende
Zielfunktion:

Z AR, ~R)* , (R, ~R,)” , (NOE ~NOE)*D (312)

=T [ GRl. Géz. UNOE D

N ist dabei die Gesamtzahl der betraditeten Kerne (Amidgruppen), R; der gemessene, Iiji der

bei den gewdahiten Parametern aus den GIn. 3.1-3.3 erhaltene Wert der Relaxationsrate des i-
ten Kerns, entsprechendes gilt fiir die NOE-Werte. o2 bezechnet den jeweiligen Fehler (vom
Konzept her eigentlich die Varianz) der Mel3daten. Sind Mef3daten fir mehrere Magnetfelder

vorhanden, so ist die Summetion entsprechend auszuweiten.

3.2.4.2 Wahl der M odellefir die spektralen Dichtefunktionen
Zum Anpasen an die gemessenen Groflen Ry, R, und NOE stehen in ,Modelfreé’ folgende
funf spektrale Dichtefunktionen zur Verfligung:

Modell 1: J(a))—l__)[-)l%mltl?eX 0inGl. 32 (3.11b)

freier ParameterS
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_2f Sr, , @-S) .
Modell 2: J(w) H1+(0’T) 1+(wr)2 ,mitt =741t Ry=0 (3.9b)
freie Parameter: S, T.
Modell 3: J(w) = ¢ [-187 Re, fre (3.11c)
5 1+ (wr,)?
freie Parameter: S, Re
, 20 St L @-S)H o4 o, .
Modell 4: J(w) = SHl+(wr 2 1+(wr)2 E mit 7 =7t + 121, R frei (3.9c)

freie Parameter: &, To, Rex

Modell 5: J(w) = Szf E“?Z B + 1(1_(05)?)2 E mit Tt =7+t (3.100)

frele Parameter: S, S, 1.

Fur jeden Stickstoffkern ist grundsétzlich ein Modell zu wahlen, das mit mdglichst wenigen
freilen Parametern — maximal drel bei drei gemessenen Grofen — die Relaxationsraten mog-
lichst gut beschreibt. Fir RAGDS™® wurden Vorgehensweise und Auswahlkriterien dazu
weitgehend von Mandel tbernommen, der die Modellwahl mit einem Flul3diagramm beschrie-
ben het [Man95]. Abweichend davon wurde fUr 7. aul3erdem ein geschétzter relativer Fehler
von unter 100% gefordert. Bei der Modellwahl nach Mandel werden die air Verfligung
stehenden Modelle durchprobiert und anhand statistischer Tests akzeptiert oder verworfen
[Man95, Pal91]. Die eforderlichen statistischen Grofen und quedratischen Fehler liefert das
Programm. Sowohl fur die Modellwahl als auch fur die endglitige Rechnung wurde an Kern-
abstand von 0,102nm in den Amidgruppen angenommen; fir CSA wurde der Wert

o,—- 0, =-160ppmverwendet (s. z.B. Kay89). Die verwendeten programmspezfischen

I
Parameter sind im Anhang aufgefihrt. Dem jeweils benutzten Modell entspredhend wurde 7.
zwischen Ops und 10000ps, Re zwischen 0s® und 20s* freigegeben. Die Ordnungs-
parameter S, wurden definitionsgemdl? auf das Intervall [0, 1] beschrénkt. Weiterhin wurden

fur in den Relaxationsdaten fehlende Mel3werte zunadst Durchschnittswerte eingesetz.
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3.3 Ergebnisse

3.3.1 Relaxationsdaten

Anhand der in Abhildung 3.1 gezegten Auszlige aus den Spektren soll zunadhst die Mel3reihe
Zu den Relaxationsraten R, vorgestellt werden. Das Abklingen der Signale mit zunehmender
Relaxatiosdauer ist gut zu erkennen. Fir die longitudinale Relaxation ist das Verhalten in Ab-
bildung 3.2 graphisch damgegellt, der Ubersichtlichkeit haber nur fiir zwei Signde. Die Einzd-
werte weichen augenscheinlich weniger von den ideden Exponentialfunktionen ab als dies
beim Protonenaustausch in Kapitel 2 der Fall ist. Abbildung 3.3 schliefdlich zegt die gegen die
Aminosauresequenz aufgetragenen Werte dler drel gemessenen Groféen. Die Werte sind auch
im Anhang aufgefiihrt. Da jede Messung nur einmal durchgeftihrt wurde, sind mogliche syste-
matische und statistische Fehler nicht gut abzuschéatzen. Fur die NOE-Messiungen betrégt der
anhand des Signal-zu-Rausch-Verhdltnisses grob abgeschétzte relative Fehler fur die Integra
tion 5 %, damit fir den NOE 10 %. Den Fehlerangaben fir die Relaxationsraten liegen allein
die Abweichungen der Datenpunkte von der angepaldten Exponentialfunktion zugrunde. Die
relativen Fehler liegen fir R; meist bei ca 2 %, fUr R; bei rund 5 %.

d1/ppm

v
(; 130 o @ § 0 N
& O l|la . <@ .
U o @)O (] ]
L71 @ﬁ o 0 h £@ |
0 l 126.0
C @j : : 23.0
o | @ | 0
© n ] 1240
JTel | [T
: |

930 920 910 9.00 890 8.80 930 920 9.0 900 890 8.80 &2/ppm

Abbildung 3.1. Die Telle g bis d) der Abbildungzegen Ausshnitte aus den zur Bestimmung der transversalen
Relaxationsraten gemes®nan Spektren, undzwar dene mit 23,6 ms, 62,9 ms, 1257 ms und 314,2 ms Relaxations-
dauer (Experimente 11, 13,15 und17in Anhang B). Das Abklingen @r Signale, oben links wird aud ihre Zuord
nungwiedergegeben, ist gut zu erkennen.
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relative Signalintensitat
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Abbildung3.2. Graphische Darstellungder Daten air longitudinalen Relaxationfir zwel Amidgruppen.
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Abbildung3.3.

tragen.

Darstellung dr gemessenen Relaxationsdaten. Oben sind de longtudinalen, in der Mitte die
transversalen Relaxationsraten, unten schliefdlich die NOE-Werte der Amidstickstoffkerne gegen die Sequenzaufge-
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3.3.2 Rotationsdiffusionszeit und Isotropie der Molektlbewegung

Fur die weitere Auswertung der Daten mit dem Programm ,Modelfre€’ wurde angenommen,
dal? sich das einzene Molekil als Ganzes anndhernd isotrop bewegt, dal? also eine Zeitkon-
stante 1. zur Beschreibung ausreicht. Diese gehort zu den notwendigen Eingangsdaten fuir das

Programmund war somit abzuschatzen.

3.3.3 Isotropie der Bewegung des gesamten Molektils

Die Annahme, dal3 sich die Bewegung des gesamten Molekiils nédherungsweise mit einer einzi-
gen Rotationsdiffusionskonstante beschreiben 143, ist auf folgende Uberlegung gegriindet
[Fen98]: Das Programm PDBINERTIA ermoglicht bei bekannter Molekilstruktur die Beredh-
nung der relativen Haupttragheitsmomente. Sie verhalten sich demnach wie 1,00: 0,96: 0,69
Diesen Verhdltnisen liegt der Eintrag ,2RGF* [Gey97b] der PDB zu grunde®®. Das Molekill
wird in guter Naherung als ymmetrisch betradhtet, und die rdumlichen Achsen eines entspre-
chenden oblaten Rotationsellipsoids verhalten sich etwa wie 1,00: 0,62 Nad Cantor und
Schimmel [Can80], Kapitel 10-2, sollte das Verhdltnis der Hauptwerte des Rotationsdiffu-
sionstensors damit bel 1,21 liegen. Schurr [Sch94] schétzt fur diesen Fall die Fehler der Qua-
drate der Ordnungsparameter, S, in Gleichung 3.8 bzw. 3.9 ab. Sie liegen fir rein monomer
vorliegende Molekile mit einer Rotationskorrelationszeit von 8,5 ns unter Verwendung der
spektralen Dichte aus Gleichung 311 be rund 5%. Die Verwendung einer einheitlichen Rota-
tionsdiffusionskonstante ds Grundlage der im folgenden getroffenen Aussagen zur internen
Beweglichkeit von RalGDS™®P erscheint damit praktikabel.

3.3.4 Abschatzungvon t.

Mit Hilfe der gemessenen Relaxationsraten und des Progranmms TMEST |&3t sich die Korre-
lationszat fur das gesamte Molekdl, 1., abschétzen [Kay89]: Dabei wird Gleichung 3.11in den
Quotienten der Gleichungen 3.2 und 3.1 eingesetzt. Bei der Berechnung des mittleren Verhélt-
nises R, / Ry wurden rur digenigen Werte R, bzw. R, berticksichtigt, fir welche die Differenz
zum Mittel aler Werte maximal eine Standardabweichung betrégt. Aus dem so erhaltenen
Verhdtnisvon 4,05 ergibt sich 7. = 6,66 ns.

2 Struktur Nr. 5 aus der Famili e will kiirlich gewahlt, protoriert, N-terminal bis auf Rest D11 gekiirzt
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3.3.5 Ergebnisder M odellwahl

Damit ergab sich folgendes Bild: 71 von 84 Rickgrat-Amidstickstoffkernen wurde Modell 1
zugeordnet. Fur K44 scheint Modell 3 am gedgnetsten zu sein. Den Resten E54, L71 und F80
l&3t sich nach Mandel am besten Modell 2 zuweisen, dabei liegen die geschétzten Fehler fur .
aber deutlich tber 100%. Neun der Amidgruppen werden durch keines der zur Verfliigung
stehenden Modelle befriedigend beschrieben. Dies betrifft die Reste L19, D22, N23, G24,
Y27, S29, V79 sowie R96 und T97 am C-Terminus.

Im Zweifelsfall sind moglichst einfache Modelle au wahlen. So wurde fir die aschliel3ende
Redhnung einheitlich Modell 1 (Gl. 3.11b) mit S als einzigem solchem Parameter verwendet.
Im Fall von K44 fiihrt Modell 3 zu den Werten Ry = (1,8 + 0,4) s* und § = 0,91 + 0,02 Mit
Modell 1 berechnet ist § = 0,95 = 0,02 Die @nheitliche Wah! der einfachsten zur Verfiigung
stehenden spektralen Dichtefunktion erlaubt am ehesten einfache Aussagen zur Dynamik auch
der durch kein Modell gut beschriebenen Amidgruppen.

3.3.6 Dieberecneten Ordnungsparameter

Abbildung 34 stellt das Ergebnis der abschlief3enden Rechnung dar. Sie zegt die gegen die
Sequenz von RaAGDS™®P aufgetragenen Quadrate der Ordnungsparameter. Mit diesen Wer-
ten |3t sich abschétzen, an welchen Stellen die Hauptkette eher starr und wo seflexibe ist.

1,1
2
S

0,9

0,7 ‘

0,5 ‘I
DCCIIRVSLDVDNGNMYKSILVTSQDKAPAVIRKAMDKHNLEEEEPEDYELLQILSDDRKLKIPENANVEYAMNSTANYDEVLKKRT
11 21 31 41 51 61 71 81 91
Position in der Sequenz

Abbildung3.4. Darstellung der mit Modelfreeberedchneten Quadrate der Ordnungsparameter. Die drel Liicken ent-
sprechen den Prolinresten P39, P56 und P74. Graue Saulen kennzeichnen dejenigen S, fir deren Berechnungfeh-
lende Relaxationsdaten durch mittlere Werte ergaret wurden.
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Abbildung 35 auf der folgenden Seite zegt die Projektion der Ordnungsparameter auf das
Molekul, oben links die Banderdarstellung der Sekundérstruktur, redits ein Kalottenmodell.
Reste, fiir deren Hauptkettenamidgruppe & < 0,9 glt, wurden gelb engefarbt, die tbrigen
(auch Proline) dunkelblau. Darunter zagt ein weiteres Kalottenmodell ebenso die Beteiligung
der Reste bei der Rashindung nach Geyer et a. [Gey97b]. Dieser Quelle wurde aich die
Information zur Sekundarstruktur von RAGDS™®® entnommen. Ganz unten sind schlieflich

dledrel Darstellungen um 180° gedreht.
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Abbildung3.5. Projektion der Ordnungsparameter auf das Molekiil. Ganz oben: Reste mit & < 0,9 sind cglb, die
Ubrigen blau geférbt; links das Bander-, redhts ein Kalottenmodell. Im Modell darunter wurden die an der Bindung
von Ras betelli gten Reste gelb markiert. Ganz unten sind ale drei Darstellungen um 18C° gdreht und \erkleinert
wiedergegeben.
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Abbildung3.6. Die Verteillung vonOrdnungsparametern und Sekuncérstrukturelementen Uber der Priméarstruktur.
Letztere ist im Einbuchstabenkodce dargestellt; an der Bindung vonRas betelligte Reste [Gey97h sind duch
Fettschrift hervorgehoben.

Abbildung 3.6 gibt die Daten na@h @nmal schemaisch wieder. Esist zu ekennen, da3die vier
beweglichen Bereiche (S < 0,9) wetgehad mit ,Joop™Re gionen (bereinstimmen. Der C-
Terminus erscheint flexibler als der N-Terminus. Dynamisches Verhalten und Bindungsfléche
scheinen dagegen nicht zu korrelieren. Die Amidgruppen der an der Bindung betelli gten Reste
sind meist eher wenig beweglich, mit den Ausnahmen A87, und N23-Y 27, eventuell auch K44.
Abbildung 35 madit deutlich, dal3 die beweglicheren der Reste auf der Molekiloberfladche
weiter vertellt erscheinen als die an der Bindung von Ras betelli gten. Auch sie bilden aber eine
weitgehend zusammenhingende Flache aus, die @nen weniger mobilen Bereich umschlief3t.
Obwohl die weitaus meisten Amidprotonen der als flexibel gekennzechneten Reste tatsddlich
an der Molekuloberflache liegen, darf bel dieser Darstellung nicht Gbersehen werden, dali die
berechneten Ordnungsparameter nicht eigentlich die vollstdndigen Reste, sondern rur die
Amidgruppen in der Hauptkette beschreiben.

Bis auf V79 liegen digienigen Reste, denen kein gutes Modell fur die spektrale Dichte aige-
ordnet werden konrte, alle im C-Terminus oder im Bereich der Gegend der sequentiell ersten

beweglichen Region.
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3.4 Diskusson

3.4.1 Diegemessnen Daten

Indiesem Tell der Arbeit sollte festgestellt werden, ob die interne Beweglichkeit von RaGDS-
RasBD mijt der Sekundarstruktur oder der Beteili gung von Aminoséureresten bei der Bindung an
RassGppNHp korréeliert ist. Beteiligung an der Bindung bedeutet hier zunadst, dal3 die ge-
messenen chemischen Verschiebungen der betroffenen Amidgruppen vom Bindungszustand
abhangen [Gey97b]. Beweglichkeit heifdt, dal3 die aus den Relaxationsdaten beredhneten Ord-
nungsparameter (§) auf innerhalb eines molekiilfesten Bezugssystems zeitlich verdnderliche
Orientierungen der Amidbindungen hindeuten. Daraus lassen sich alerdings praktisch keine
Ruckschlisse auf die genaue Form der Bewegung ziehen. Man erh@lt nadh dem Konzept des
-Modelfreé-Ansatzes, dessen Anwendung einige vereinfachende Annahmen zugrunde liegen,
aso qualitative, wenig detailli erte Informationen. Vor diesem Hintergrund war auch der
Aufwand bei der Datengewinnung gering zu haten. Eine Vorgabe war, die @waslangwierigen
Messaungen rur einmal und nur bel einer magnetischen Ful3dichte (am 500 MHz-Spektro-
meter) durchzufthren. Dies erlaubt keine genaue Fehlerabschétzung, und de Messing von
Austauschraten R erfordert egentlich mehrere Mesaungen bei verschiedenen Feldern
[Far95]. Die NOEs snd, da sie jewells aus nur zwel Signalintensitédten beredhnet wurden, die
am wenigsten prazse bestimmten Werte. Bei ihnen komnt hinzu, dal3 die Mesaung der Gleich-
gewichtsmagnetisierungen eigentlich langere als die verwendeten Relaxations- bzw. Sétti-
gungswartezaten erfordert. An die Daten der Mefdreihen zu R; und R; lief3en sich problemlos
die entsprechenden Exponentialfunktionen mit geringen Fehlern anpassen. Unter der Annah-
me, dal3 sich eventuell auftretende systematische Fehler auf alle Signale gleichmaliig auswir-
ken, erlauben die vorliegenden Daten damit Aussagen zur relativen Beweglichkeit der Amid-

gruppen im Vergleich untereinander.

3.4.2 Dieberecneten Daten: Ordnungsparamete

An den beredneten Ordnungsparametern fallt auf, dal? deren viele den Wert 1 annehmen, ins-
gesamt sind de Werte relativ hoch. Mit ein Grund kdnnen die oben gemaditen Annahmen
Uber den Tensor der CSA des Amidstickstoffs sin. Dessen Hauptadhse ist in der Regel nicht
kollinea mit der Amidbindung, und die Anisotropie der chemischen Verschiebung kann Werte
zwischen -125 ppn und -216 ppm anndmen [Fus98, Fus99]. Mdglicherwese wird dadurch
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die Schatzung der Korrelationszet 1. aus dem mitleren Verhdtnis der Relaxationsraten
R, / Ry beanfluldt. Tests ergaben eine deutliche Abhéngigkeit des Mittelwerts der Ordungspa
rameter vom angenommenen Wert fur die Korrelationszet 1., ohne dal3 sich aber das Gesamt-
bild der (im wesentlichen vier) beweglichen Bereiche in der Sequenz dabei &nderte. Bestimmit
man 7. anhand der Stokes-Einstein-Relation [Can80], so erhélt einen Wert, der um 3,5 ns liegt
und in der Folge insgesamt kleinere §°. Zur Bestimmung des Tensors der CSA oder fiir Tests
zur Konsistenz der Relaxationsraten mifdten Mesaungen bei mehreren Feldern erfolgen. Der
mit kleineren magnetischen Fluldichten sinkende Einflufd der Anisotropie der chemischen Ver-
schiebung begriindet die Messungen beim niedrigsten zur Verfligung stehenden Feld.
Abbildung 3.7 zagt die deutliche Korrelation von Ordnungsparametern und transversalen Re-
laxationsraten (schwarze Kurven). Beide wurden gegen die Postion in der Aminosaurese-
quenz aufgetragen, die Graphen haben einen sehr dhnlichen Verlauf. Dies gilt auch fur die
graue Kurve, sie zegt die Werte S?, wie sie mittels ,spedral density mapping* [Pen92] und
mit 7. = 6,66 ns berechnet wurden [Far95, Lef96, Bra99]. Bel dieser Methode werden die
spektralen Dichtefunktionen nicht durch Anpassen eines Modells an die Mel3daten gefunden.
Es werden vielmehr nur einige spezelle Werte der J(w), etwa bei den Kreisfrequenzen 0 und
w\, berednet. Daraus laseen sich dann die den Ordnungsparametern S dhnlichen Grélen S
bestimmen [Lef96, Bra99):

2 = 53(0) - J(@) AL+ wht?)

2uTs

Diese sind aber nicht notwendig auf das Interval [0, 1] beschrankt, wie aich Abbildung 3.7
erkennen 183t. Trotz der stellenweise deutlichen Unterschiede avischen den Werten von S und
S besteht insgesamt doch eine deutliche Ahnlichkeit, und de Interpretation der gemessenen
Daten fuhrt fir RalGDS™®P nach beiden Methoden zum selben Ergebnis. Dies ist eine Besta
tigung der Wahl des einfachsten Modells fur die Rechnungen mit ,Modelfre€’. Die Kor rela-

tionszaten fur den Hauptantell der molekdlinternen Bewegungen liegen bei Werten, die um &i-

(3.13)

niges kleiner sind als 1., mithin im Sub-Nanosekundenbereich.
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Abbildung3.7. Oben: Relaxationsraten R, in der Rashindedoméne von RaGDS, aufgetragen gegen die Positionen
in der Aminosduresequenz. Unten: Die Quadrate der zugehtrigen Ordnungsparameter (schwarzelLinie) und de der
analogen Parameter S' (graweLinie).

3.4.3 Korr elation von Molekllstruktur und Flexibilitat

Die Abbildungen im Tell ,Ergebnis=” dieses Kapitels macdhen deutlich, dal? flexiblere und eher

starre Regionen, manifestiert an den Amidgruppen, sich nicht einfach den vorhandenen Sekun-
darstrukturelementen ,eins zu eins’ zuordnen lassen. Erst redit gilt das fur die Beweglichkeit

und die Anderungen clemischer Verschiebungen e der Bindurg an Ras. Auch die anhad der
Rontgenstruktur gefundenen Seitenkettenkontakte avischen RAIGDS™™ 2P (rattus norvegicus)
und Ras(E31K)GppNHp [Hua98] bzw. digjenigen im Komplex von RaAGDS™®P (Mensch)
und RasGppNHp [Vet99c] beschranken sich nicht allein auf bewegliche oder allein auf wenig
bewegliche Teile der Bindungsdoméne. Hier ist zunddhst kein klarer Zusammenhang festzu-
stellen. Ein Grund ist sicherlich der, dai? sich das MaR fiir Beweglichkeit (S) nur auf die
Hauptkette bezeht. Andererseits mul3 aber auch zwischen direktem Kontakt von Kernen zum
Bindungspartner und Strukturanderungen bei der Bindung unterschieden werden. Beide kon-
nen Anderungen chemischer Verschiebungen zur Folge haben. Die Reste, welche in direktem
Kontakt zu Ras gehen [Hua98, Vet99c], sind tatsddilich ncht durchweg mit denjenigen
identisch, deren chemische Verschiebungen sich bel der Bindung verandern [Gey97b]. Die Ak-
tivierung von RalGDS durch RasGTP geht mdglicherweise mit strukturellen Verdnderungen
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auch aul3erhalb der Bindungsdoméne anher; Strukturinformationen sind bislang allerdings nur
fur die Bindungsdoméne allein bekannt.

Zwischen Sekundarstruktur und Ordnungsparametern besteht dagegen ein zwar nicht einhelitli-
cher, aber deutlicher Zusammenhang. Nicht alle, aber fast nur ,Joops* erscheinen als be weg-
lich. Dies betrifft digjenigen Reste, die nach dem Kriterium , S < 09" ds flexibel dngestuft

wurden. Sie gehdren auch zu den weniger genau definierten Bereichen in der Losungsgruktur
[Gey97b]. Hier bedingt die Flexibilitét des Molekils die PrAdzsion der beredhneten Struktur.
Hinsichtlich der Relation von Struktur und Dynamik sind auch die Ergebnisse von Mesaingen
bei hohen Drucken von bis zu 200MPa [Ino0Q] interessant. Unter hohem Druck verliert
RalGDS™®® seine native Struktur, wobei sich sich mit steigendem Druck zundchst nur Teile
des Proteins entfalten. Davon sind neben den Resten S35, Q35, N78 wund F80 insbesondere die
,l00psS‘ zwischen dem ersten und zweiten sowie dem dritten und vierten [3-Strang betroffen,
aullerdem die sequentiell zwischen der zweiten Helix und dem letzten (3-Strang liegenden
Reste. Dies snd drei der auffallend beweglichen Bereiche. Die 3D Struktur des Proteins weist
zudem in der Umgebung deser Reste Hohlraume auf, die moglicherweise die Entfaltung unter
Druck sowie interne Bewegungen erleichtern [ no0(Q].

Einen Zusammenhang von Funktion und Dynamik a3t vielleicht der zweite [3-Strang erken-
nen, der an der Bindung von Ras wesentlich betelligt ist und insgesamt relativ beweglich er-
scheint. Auch die Reste R43 und K44 in der ersten Helix fallen durch riedrige Parameter S
auf. Im Kristall mit der Ras-Mutante bildet die Seitenkette von K44 eine Salzbriicke aum Rest
E63 in der switch-11- Region von Ras aus [Hua98], die dlerdings von Vetter et al. [Vet99c]
nicht beobadtet wurde.

Es liegt nahe, die Relaxationsdaten auch firr einen Komplex von RalGDS™®P mit RasGpp-
NHp zu messen und mit den vorliegenden Daten zu vergleichen. Zusétzliche Messungen bel
verschiedenen magnetischen Flufddichten wirden die Berechnung der CSA fir die anzdnen
Amidstickstoffkerne e@mdglichen. Vergleichbare Relaxationsdaten einer anderen Rasbindedo-

mane stehen hislang nicht zur Verfigung.
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4 Mittelwert und Standar dabweichung dihedraler Winkel

4.1 Einfdhrung
Als charakteristische Parameter sind de Hauptkettentorsionswinkel nitzlich zur Beschreibung

von Proteinstrukturen, seien diese rontgenkristallographisch oder mittels NMR-Spektroskopie
bestimmt. Weil Bindungsléngen und -winkel bekannt sind und kaum variieren, ist die Sekun-
darstruktur alein durch diese dihedralen Winkel gegeben. Umgekehrt kdnnen den sterisch
maoglichen Kombinationen insbesondere der Winkel ¢ und ¢ die entsprechenden Sekundér-
strukturelemente aigeordnet werden [Ram63]. Damit sind sie fir den Vergleich von Protein-
strukturen besonders interessant; ihre Definition ist in [Ken70] gegeben. Beide Torsionswinkel
erlauben einerseits die von den kartesischen Koordinaten der Atome unabhéngige Definition
einer einzenen Struktur, andererseits kann ein Strukturbiindel, das aus NMR-Abstandsdaten
berechnet wurde, mit Hilfe ihrer Mittelwerte und Standardabweichungen weiter beurteilt wer-
den. Schliefilich lassn sich auch homologe Proteine beziglich ihrer strukturellen Ahnlichkeit
vergleichen. Besonders fir lokale Unterschiede ist die Standardabweichung der dihedralen
Winkel ein gedgnetes Mal3. Wegen der zyklischen Natur der Winkel ist sie &er, ebenso wie
der Mittelwert, eigentlich nicht eindeutig definiert [Mar72]. Beide hangen von der Wahl des

Beaugsg/stems und des Wertebereichsfir die Winkel ab. Dies wirdim folgenden erlautert.

4.2 Mittelwert und Standar dabweichung von zyklischen Grof3en

4.2.1 DasProblem der Definition

Oben wurde festgestellt, dal? es einerseits nitzlich wére, dihedrale Winkel mit ihren Mittelwer-
ten und Standardabweichungen zu beschreiben, dal3 diese Grolen aber andererseits nicht

wohldefiniert sind, wenn man versucht, die Ublichen Gleichungen:

N
Z\M (4.1)

(4.2)
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Abbildung4.1. Zwei Winkel, dargestellt als Pfeile im Einheitskreis. Der Mit-
bis 360 reichenden telwert ist als Punkt eingetragen, der zugehorige Kreisbogen ist hervorgeho-
Skala. ave Werte vor- ben. Ein Strich markiert den Skalenursprung
gegeben, zum Beispiel 20° und 4C°. Nacd den Gleichungen 4.1 und 4.2 ist der Mittelwert 30°.
Die Differenz beider Werte betrégt 20°, ihre Standardabweichung 10°. Wird nun dlein die
Skala, deren Nullpunkt ja ainadhst beliebig festgelegt werden kann, gedreht, so dal3 die Werte
350° und 1C lauten, so ist die Lage beider Winkel auf dem Einheitskrels zueinander noch
dieselbe, es liegen 20° dazwischen. Redhnerisch gesehen ist die Differenz dlerdings nun 340,
mit einem Mittelwert von 180° und daher ener scheinbaren Standardabweichung von 170°.
Noch einmal: Von einer Position (20° bzw. 350°) auf dem Einheitskreis gehe man im mathe-
matisch positiven Sinn um 20° welter. Die neue Position ist eindeutig festgelegt, wird aber je
nadch Lage der Skala anders beschrieben, im oben gegebenen Beispiel als 40° oder als 10°.
Nad den Gleichungen 4.1 und 4.2 liegt der Mittelwert im einen Fall auf dem kurzen
Kreisbogen zwischen beiden Einzderten, im anderen Fall aber auf dem langeren Bogen. Dies
ist ein echter qualitativer Unterschied, nicht allein dem Wert nach. Sowohl die Standardab-
weichung als auch die Position des Mittelwerts beziglich der Einzdwerte hangen also von der
benutzten Skala, vom Koordinatensystem, ab. Nun ist im Beispiel oben leicht ersichtlich, dal3
vielleicht doch 0° statt 180° der sinnwllere Mittelwert ware. Fir mehr und weit gestreute
Werte ist ein sinnwller Mittelwert nicht so einfach festzulegen. Diese Situation kommt aber
fur die dihedralen Winkel von Proteinen in experimentellen Daten durchaus vor [Mac93,

Mar9g].
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4.2.2 Losungsvorschlage

Ein Losungsvorschlag zur Beschreibung dhedraler

Winkel stammt von Hyberts [Hyb92]. Er definiert

einen Ordnungsparameter S, der auch ein Mal3 fur

die Varianz enes Satzes von N Winkeln ist. Um S ) I
zu erhalten werden die Einzdwerte ds Vektoren auf

dem Einheitskreis betradtet. Ihre Summe wird

durch N dividiert; die Lange des resultierenden

VektorsW ist dann der Ordnungsparameter S mit  Abbildung4.2. Illustration der Bestim-
mung s Ordnungparameters S nach
0 < S< 1. Jestarker die Einzdwerte streuen, desto  Hyberts. Gezeagt sind dei Winkel, repra
sentiert durch Pfeile im Einheitskreis, der
kleiner ist S. 1-Siist der Varianz des lineaen Falls  Summenvektor, und as heller Pfell ein

ahnlicher, wadhst mit der Streuung der Werte und Veldor der LangeS

wurde schon 1972als ,zyklische Varianz* vor geschlagen [Mar72], wird aber seltener benutzt.
Die Relation zur Varianz (z.B. einer GauRvertelung iber den Einheitskreis™) ist in beiden
Fallen etwas kompliziert und nur mit einer empirischen Naherungsformel beschrieben [Hyb92].
Richtung und Orientierung des Vektors W liefern i.a. auch keinen Gl. 4.1 entsprechenden

Mittelwert:
costs, Diwi)téﬁsin% Diwi)@ﬂ% Dicoswmé% Disin(wi)@a “W, (43)

wobei w die Einzdwerte und & die Basisvektoren im zur Berechnung von W bzw. S notwen-

digen kartesischen Koordinatensystem sind.

Der folgende, neue Losungsweg nutzt trotz der beschriebenen Probleme im wesentlichen die
Gleichungen 4.1 und 4.2. Damit liefert er statistische Parameter, die denen fir nicht-zyklische
Gro6en sehr nahekommen.

Jeder Winkel kann durch eine redle Mal3zahl beschrieben werden, wobei eine Addition von
Vielfacdhen von 360 am betradhteten Winkel nichts andert. Die nach Gleichung 4.2 berednete
Varianz bleibt dabei allerdings nur dann unverandert, wenn dasslbe Vielfadhe au allen Einzd-
werten addiert wird. Das heifdt, der Wertebereich mul3 auf ein (halboffenes) Intervall | von
360° beschrénkt werden. Damit ist das Ergebnis aus 4.2 aber noch nicht eindeutig bestimmt,
daesnoch van Verschiebungen des gewahlten 360-Intervdls | abhéngt.

24 z2unachst ebenfall's nicht klar definiert, weiter unten erlautert
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Abbildung4.3. Zur Bestimmung vons; und s zugehdrigen Mittelwerts. Einzdwerte sind as
Pfeil e dargestdlt, bei Mittelwerten mit unterbrochener Linie. Das entsprechende Intervall | ist durch
seine beiden begrenzenden Werte ausammen mit einem Strich auf dem Kreis markiert. Die
fettgedruckten Zahlen in den Kreisen sind de jeweili gen Standardabweichungen. Alle Werte sind in
Grad angegeben.

a) Zwei gleichwertige Darstellungen derselben Situation. Oben de Originalskala, unten ein anderes
Intervall, Mittelwert an derselben Position auf demKreis, das®lbe s.

b) Reprasentanten der drei weiteren qualitativ wirklich unterschiedlichen Mdglichkeiten, | zu wahlen.

c¢) Das gewdhlte Optimum, s = s.. Hier ist nun dr Mittelwert zu bestimmen. In @) undb) wurden de
Mittelwerte nur eingezechnet, um ihre Lageverdnderung bel einer Verschiebung s Intervalls |
deutli ch zu machen.

d) Werte undMittelwert, beschrieben im urspriinglichen Intervall .

(Dieser maglichen Verschiebung ist eine Drehung des Skalenursprungs gleichwertig.) Fir |
mufl? also eine weitere Randbedingung festgelegt werden. Es erscheint sinnwvoll, | so zu legen,
dal? die Standardabweichung s minimal wird. Fir jedes einzdne | minimiert der nach Gl. 4.1
berechnete Mittelwert s schon®, von diesen Minimawird dasabsolute gewahit. Dafiir reicht es
aus, eine Verschiebung des Intervalls I' = [—180°, 18C) innerhab des Intervalls [-18(C,
540°) zuzulassen, es also wiederum um meximal 360° zu verschieben. (Aquivalent dazu: Der
Skalenursprung kann um bis zu 360 gedreht werden, also jede Position auf dem Einheitskreis
annehmen.) Es gilt demnach | = [-180C° + ¢, 18C° + ¢) mit ¢ € [0°, 36C°). Mit den auf I(c)
beschrénkten Werten, ¢ so gewahlt, dal3 s minimal ist, kann Gber Gleichung 4.1 indirekt der

Mittelwert w. definiert werden. Wéhrend s, durch das absolute Minimum aller s immer eindeu-
tig definiert ist, ist das fur ¢ und we nicht notwendigerweise der Fall. Fur einen endlichen Satz

von Werten — experimentell gewonnene Datensdtze sind immer endlich und damit diskret

vertelt — gibt es stetsviele ¢, die dieselbe Varianz liefern. Dasist fur den kleinsten Wert wa in

2 aufgrundder Definition des Mittelwerts
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I’ leicht zu sehen: Fur ale ¢ € [0°, ws + 18(°) erhdt man dieselbe Varianz und denselben
Mittelwert. Entspredhendes gilt fur ale der Grole nadch geordneten w mit wi < wi +1. Solange

die Intervalgrenze von | nicht Uber einen Einzdwert hinaus verschoben wird, andert sich
nichts. Damit existieren fir N Werte hdchstens N wirklich verschiedene Mdglichkeiten, das

Intervall I mit wi + 180° < ¢ < w1 + 180 festzulegen. So ist es auch praktisch moglich, fir
alle relevanten Reprasentanten der Skalendrehungen (¢ = wi + 18C°) die aigehdrigen Varian-

zen zu beredhnen. Fir das ¢; mit minimaler Varianz wird der Mittelwert berednet und zusam-
men mit alen Einzdwerten in das urspringliche Intervall I’ projiziert, also auf der urspringli-
chen Skala beschrieben. Auf diese Weise kann fir einen beliebigen endlichen Satz von Werten
eine wohldefinierte Standardabweichung angegeben werden. In einigen Speziafélen, auf die
noch eingegangen wird, z.B. eine gleichmaliige Vertellung der Werte tber volle 360, gibt es

mehr als einen optimalen Représentanten ¢; und damit mehrere mogliche we . Flr nichtperiodi-

sche Grofen entsprache dieses Beispiel einem unendlichen Satz von Werten mit konstanter
Differenz dler direkt benachbarten Werte; auch daftir existiert kein eindeutig definierter Mit-
telwert.

Allen und Johnson hetten zur Definition eines Mittelwerts ebenfalls das Drehen des Koordina-
tensystems vorgeschlagen [All91]. Sie legten den Ursprung in die gréfde avischen auf dem
Einheitskreis direkt benachbarten Einzdwerten vorhandene Liicke. Dal3 diese VVorgehensweise
der hier beschriebenen nicht &quivalent ist, wird weiter unten gezegt. Zunadst werden im
folgenden Eigenschaften und Grenzen der oben definierten Grof3en beschrieben und wird der
Algorithmus zu ihrer Berecdhnung vorgestellt.

4.2.3 Eindeutigkeit des Mittelwerts und obere Grenze der Standar dabweichung
Es gibt (diskrete) Winkelverteilungen,
Zu denen kein eindeutiger und vom Ko-
ordinatensystem unabhéngiger Mittel-
wert angegeben werden kann. Als Bel-  »
spiele sind in den Abbildungen. 4.4 und

4.5 einige symmetrische Datensdtze ge- , , ,
Abbildung4.4. Darstellung zweier symmetrischer Da-

zdgt. Fur den Spezalfall genau zweier tenséize fur die kein eindeutiger Mittelwert angegeben
werden kann.

maoglicher Mittelwerte M; und M, glei-
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cher Qualitét ist es Ansichtssache, ob man auch hier auf eine Entscheildung verzichtet, oder ob
wiederum der Mittelwert M3 von M; und M, as Optimum betrachtet wird. Liegen M; und M,
um 18 auseinander, so ist eine solche eneute Mittelwertbildung jedenfalls snnlos. Sonst
liegen beide um bis zu 120° ausainander, und abhdangig von dieser Differerz kann die Entschei-

dung getroff en werden.
M, M, M,

M, M,
® ® [ ] M L ] ™
% g Y MM o .
[ ] [
.M2

Abbildung4.5. Darstellung weiterer symmetrischer Datensétze Hier existieren jewells zwel mogliche Mittel-
werte mit zugehtriger minimaler Standardabweichung Je nach Skalendrehungist M; oder M, der resultierende
Mittelwert. Wo beide nicht um 180° voneinander abweichen, ist ihr Mittelwert M3 eingetragen.

Da ge nicht mit einer minimalen Varianz begriindet werden kann, ist sie @was willkirlich.

Trifft man sie und setzt M3 fir win Gl. 4.2 ein, so erhédlt man s. Dabel ist S stets grofer als

die Standardabweichungen fur die einzdnen Mittd M; und M,. Das Auftreten exakt symmetri-
scher Vertellungen in Mef3daten ist aber eher
unwahrscheinlich. &
Auch ohre direkte Symmetrie, wie bei den in
den Abbildungen 4.4 und 45 gezegten Félen,
kann es vorkommen, dal? der Mittelwert nicht
wohldefiniert ist. Abb. 4.6 zegt einen solchen
Fal. Hier liegt zwar keine Glechvertelung,
aber eine sehr gleichméliige Vertellung vor. Sie
weist je nach Drehung der Skala drel Mittel-
werte mit jeweils derselben minimalen Stan- °
dardabweichung auf. Die Eigenschaften einer

Abbildung4.6. Darstellung eines weiteren Da

solchen Vertellung werden im folgenden be- tensatzes ohre @ndeutigen Mittelwert. Die énzd-
nen Winkel sind wie oben duch Pfeile dargestellt.

schrieben. Die Grenzen des Intervalls | in seinen drei mog-
) o lichen gptimalen Lagen sind duch urterbrochene
Angenommen, es gibt zwel Mittelwerte M; und  Linien gekennzeichnet. Punkte markieren die zuge-

. o . hoérigen Mittelwerte.
M, mit derselben zugehorigen Standardabwel-
chung s. Ihre Differenz sei a. Wie oben erwahnt, gibt es fur jeden solchen Mittelwert (endlich
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viele Winkel vorausgesetzt) eine ganze Schar von Drehungen der Skala, die dazu de kleinste
Standardabweichung liefern. Ein Reprasentant dieser fur die Beschreibung eines Mittelwerts
optimalen Koordinatensysteme ist dagenige, bei dem Skalenunstetigkeit und Mittelwert
einander auf dem Einheitskreis genau gegentiberliegen (Beweis im Abschnitt 4.3.2.2). Mit
einer von —180C° bis 18 reichenden Skala, das ist hier die gedagnetste, hat jeder Mittelwert
also auf seiner optimal gedrehten Skala den Wert 0°. Esist demnach w= M; = 0° mit s;, und
die Skala kann so gedreht werden, dal3 im neuen System w'= M, = 0° gilt, mit s, = 5;. Was
passert bel der Drehung? Letztlich wadhsen ale Werte wi auf w, + a (damit ist hier die
Drehrichtung entsprechend gewahlt, sonst hielees: w, — w, — a). AulRerdem werden vielleicht
p Werte, aso die p urspringlich gréfden der aufsteigend sortierten Werte, Uber die Unstetig-
keitsstelle der Skala hinweggedreht. Fur sie gilt w — w + a — 36(°. Der Mittelwert &ndert
sich folgendermal3en:

N N
\Tv:iZWi Wirdzuv_\/':ii(wi +a)—p[:f360°D Esqgilt dso W=W+a-+ 360,
N £ N £ H N

Diesist, wie schon w, 0°. Damit ist

N

N-a=p-360C°, oder P-_T
a 360

(44)

Das heifdt, die w missen, wenn richt lokal, so doch global, gleichméiig tber den Einheitskreis
vertelt liegen. Auf dem Uber die Unstetigkeit hinweg gedrehten Kreisbogen missen
p=N-a/ 360 Werte liegen. Nadh dem Mittedwert wird jetz die Standardab weichung be-
tradhtet: Es gilt Gleichung 4.2. Dabei ist N konstant, die Wurzdfunktion ist streng monoton.
Fur den Vergleich zweler Standardabweichungen reicht es deshalb aus, den Zahler des Radi-

N
kanden zu betrachten. Er wird Ns” genannt. Damitist: Ns? = ZW.Z .

q N
Mit der Drehung wird daraus Ns?'= Z(Wi +a)?+ Z(Wi +a-360)2.

i=q+1
Es wurden p Werte Gber —180°/180C° hinaus gedreht, die Anzahl der Ubrigen Werte ist g, mit
p +q= N. Die Differenz Ns* — N’ ist (0°)?, und ausgeschrieben, teilweise schon zusammen-
gefaldt, lautet sie:

N N
Ns?'-Ns? = N [@2 + |gEqseso°)2—2[zamzwi ~20860° 0 w, ~2[360° (pa=(0°)’.

i=g+1
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Weil der Mittelwert im alten System 0° war, ist der dritte Term (0°)% und entfdlt. Mit

N
Gleichung 4.4 wird daszu p[(360C°)°> - N [@* -2[B6C° 0 $ w = (0°)?. Esfolgt

i=N-p+1
N
NZ w,
= _ 360 -a
p 2
Der Mittelwert der p Werte mul3 also mit der Mitte des Uber das Skalenende hinaus gedrehten

W= (45)

Kreisbogens zusammenfallen. Die Gleichungen 4.4 und 4.5 enthalten die in den Abbildungen
4.4 und 4.5 gezenten spiegel- bzw. rotationssymmerischen Spezalfélle.

Bevor der Algorithmus zur Beredhnung von Standardabweichung und Mittelwert beschrieben
wird, ist als wichtige Eigenschaft der neu definierten zyklischen Varianz noch zu erwahren,
dal? se im Gegensatz zum ublichen lineaen Vorbild nicht unendlich grof3 werden kann. Die
obere Grenze ehdt man fur eine Gleichvertellung der — im Grenzfall kontinuierlichen —

Grole w:

180° 180°
I(W—O°)2dw 2 Iwzdw
— | —180° — 0° — o
Smax = = = |0 — =600/3 (4.6)
[1dw 2 [1dw
-180° 0°

Hier wurde ohne Beschrankung der Allgemeinheit w = 0° angenommen und zur Beschreibung

dasInterval | =" = [-18C, 180°) gewahlt. Im Anhang wird bewiesen, dal3 der in Gleichung
4.6 fur die kontinuierliche Gleichverteilung angegebene Wert von s tatsadilich auch der

Grenzwert fur diskrete Verteilungen ist.

4.3 DasProgramm CYCLIST und der zugrundeliegende Algorithmus
4.3.1 DasProgramm
Das C-Programm CY CLIST (fur Cyclicd Statistics), beredhnet in der bestehenden Form Stan-

dardabweichungen und Mittelwerte von his zu 10 verschiedenen Winkeln?® fiir maximal

10000 Datenséaize. Der Algorithmus wirdim folgenden kurz beschrieben.

26 maximal 10 Torsionswinkel reichen zur Beschreibungder Aminoséure-Seitenletten ais
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4.3.2 Der Algorithmus

4.3.2.1 Grundlegende Beschreibung

Prinzipiell konnten fur alle au betrachtenden Reprasentanten der Drehungen des Koordinaten-
systems die Standardabweichungen und Mittelwerte direkt nach den Gleichungen 4.1 und 4.2
berechnet und verglichen werden. CYCLIST kommt mit einem geringeren Redhenaufwand
(Zah!l der Multiplikationen) aus.

a) b)
1316 ' 335
o 360/0 —
185
"
360/0 A
131-6 - » 130 131.6 360!0
2us™
3600

Abbildung4.7. Zur Abhangigkeit der Standardabweichung s und des zugehdrigen Mittel-
werts von cer Drehung ar Skala. Einzdwerte sind als Pfelle dargestellt, Mittelwerte mit un-
terbrochener Linie. Der Skalenursprungist durch seine beiden begrenzenden Werte zusammen
mit einem Strich auf dem Kreis markiert. Die fettgedruckten Zahlen in den Kreisen sind de
jeweili gen Standardabweichungen. Alle Werte sindin Grad angegeben (vgl. Abbildung4.3).

a) Zwei gleichwertige Darstellungen derselben Situation. Oben de Originalskala, unten eine
leicht gedrehte. s bleibt erhalten, der Mittelwert hat dieselbe Position auf dem Kreis, solange
der Ursprungnicht Giber mindestens einen Wert hinweggelreht wird.

b) Reprasentanten der drei weiteren qualitativ wirklich urterschiedlichen Méglichkeiten de
Skala zu drehen.

Abbildung 4.7 madt deutlich, wie sich beim Drehen der Skala der Mittelwert der als Radien
eingezachneten Einzdwerte édert. Dabei bleibt seine Position relativ zu desen gleich. Nur
wenn der Skalenursprung (0°/360°) Uber (wenigstens) einen Wert hinweggedreht wird, éandert
sich auch die relative Position des Mittelwertes’’. Genau damit ndert sich auch die Standard-
abweichung, die im aktuellen Koordinatensystem nach Gleichung 4.2 definiert ist. Bei N ge-

" Diehier gedgnetere Skalavon 0° bis 360° wird im gesamten Kapitel 4.32 benutzt.
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gebenen Einzdwerten gibt es also nur maximal N
wirklich unterschiedliche M&glichkeiten, das Sys-
tem zu drehen; bei einer 360°-Drehung passert
der Skalenursprung N Werte. Dies wurde oben
schon erwahnt. Dreht man run Schritt fur Schritt
die Skala enmal im Kreis herum und beadtet, wie
sch Mittelwert und Standardabweichung dabei
andern, so findet man den Algorithmus von
CYCLIST, der zur minimaen Standardabwel- W. 1 Wi
chung fuhrt. Es werden die auf der Skala von 0° " 360/0

. . ) Abbildung4.8. Ein Datensatz aus funf
bis 360° nach wachsendem Wert sortierten Winkel  winkeln, dargestellt als Pfeile im Einheits-

kreis. Der Skalenursprung ist durch einen
Strich markiert. Die @nzednen Werte sind
ebenso wie ihre ds Bogen dargestellten Dif-
ferenzen duchnumeriert wie im Haupttext
beschrieben.

w; bis wy und ihre Differenzen Ai=w — W
(A =w, — wy+ 360°) benutzt. Zunadst wird de
Skala so gedreht, dal3 wy =0° ist. Diesist die
Startposition, wn  und sv werden beredhnet. Anschlief3end wird de Skala weitergedreht, so
dal3 die Werte jewells von W 4 auf W e, anwadisen, bis Wy_1 ney = 360 ist. Daba wadhst
aUCh W: Wy = Wor +An. Wird jetzt der Skalenursprung auf die andere Seite von Wy—_1 neu

gelegt, das heifdt Wy_1ney = 0°, SOist der neue Mittelwert durch Gleichung 4.7 gegeben:

Wie hier fir wy und wy—; kann dies fur alle Werte w, zwischen 0° und 360 weitergefiihrt
werden. Auf diese Weise @hdlt man sukzessve die Mittelwerte fur ale interessanten
Drehungen der Skala. (Die Reprasentanten sind hier so gewahit, dal3 ein Wert bel 0° liegt.)
Die Standardabweichungen sind nach Gleichung 4.2 ds

(42)

definiert. Der Einfachheit wegen wird wie schon oben vorerst nur der Zahler des Radikanden
betrachtet und mit Ns* bezéchnet. Damit ist
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stzi(wi—v_v)zziwiz—NDlez. (4.8)
B B

Um zu sehen, wie sich NS’ dndert, wenn zunédhst ein beliebiger Wert w, = 0° ist, und dann das
System gedreht wird, so dal3 w3 =0° (und wi = 0° + Ay), wird de Differenz der zu den
beiden Skalenpositionen gehdrenden Werte N und NS’ 1 betrachtet. Esist mit Gl. 4.8

Ns? W—NE@ ;'D, (4.9)

Ns*1 = i(wi +A,)* - (360°)° - [@Zl— 360°g. (4.10)

Nad kurzer Rechnung erhélt man fur die Differenz der beiden Gleichungen
Ns?k-1 — Ns? =720"[@k +A, —180’[01+%)§, (4.11)

Hat man einen Mittelwert und eine Standardabweichung berechnet, z.B. Wn, sv, SO kdnnen

die Ubrigen demnach mit Hilfe der Gleichungen 4.7 und 4.11 bestimmt werden. Natrlich ist
die Summe der N Differenzen (0°)% Auf diese Weise wird das be direktem Gebrauch der Glei-
chungen 4.1 und 4.2 notwendige haufige Quadrieren und Summieren aler Einzdwerte w
vermieden, was die Rechenzet verringert. Das hlieldlich gefundene minimale N, ist noch
durch N zu dvidieren und zu radizieren um die Standardabweichung s zu erhaten. Weil N
konstant und die Wurzdfunktion streng monotonist, ist mit Ns* auch s minimal. Dies rechtfer-
tigt den einfacheren Gebrauch von Ns* fiir die Rechnungen. Abschliefend ist der gefundene
optimale Mittelwert noch auf der ursprtinglichen, das heif3t ungedrehten, Skala zu beschreiben.

4.3.2.2 Mehrfaches Auftreten von Einzelwerten

Falls ein Wert wi im Datensatz mehrfad, etwa p-mal, vorkomnt, so ist es snnwoll, den Ska-
lenursprung in einem Schritt direkt Gber die ganze Schar dieser p Einzdwerte hinwegzudre-
hen, sie dso dlle gleichzdtig auf 0° zu setzen®®. Es |&Rt sich leicht nachrechnen, wie GI. 4.11
dafur abzuandern ist:

Ns2k-1 — Ns% = 72@@;[@@ +A, -1800 1+%)§, (4.12)

28 ist ein anderes alsin 4.2.3, dort war es die Zahl der in einem Intervall enthaltenen Werte, hier ist es der
Entartungsgrad eines Wertes.
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Das erspart p—1 Redhenschritte. Daau ist noch zu zeigen, dal? die Zwischenschritte wirklich
stets uninteressant sind, also Ubergangen werden kénnen. Zunadst wird gezegt, dal? bei opti-
maler Drehung der Skala kein Wert weiter als 180° vom Mittelwert enfernt liegt. Anders aus-
gedriickt: Ist die Position des optimalen Mittelwerts bekannt (Lage beziglich der Einzdwer-
te), so ist eine der mdglichen Drehungen, die a1 desem Wert fuhren, digenige, fur die die
Unstetigkeitsgelle der Skala genau auf der gegeniberliegenden Seite des Bkrieeses liegt.

Dies erwartet man auch intuitiv. Dazu sei folgende Situation angenommen: Esist W'= Wi + A«
der Mittelwert nach der Rotation des Wertswk-:auf 360° (noch nicht 0°), und es
sel W' < 18C°. Dann gilt fir das HerlUberbringen von wk -1 nach 0° (Gl. 4.11):

720°018C°

ANS? < 720’[@80’—180"( 1+ yH-_
N’H N

<(0°)? (4.13)

Das bedeutet, da3 Ns* noch richt minimal war, und @' nicht der optimale Mittelwert. Soweit
zum Fall W'<180C <wi-:=360°. Aus Symmetriegrinden gilt entsprechendes fur den Fall
w'>180C > w. = 0°. Demnad ist es gets snnwll, ganz an Skalenende liegende Werte auf
digienige Seite a1 legen, auf der ihre Differenz zum aktuellen Mittelwert am geringsten ist.
Dies gilt natdrlich auch bei mehrfachem Auftreten, was den Gebrauch von Gl. 4.12 begriindet.
Nad der Optimierung wird der Mittdwert auf dem Enheitskres letztlich dem Skalenursprung

gegenuberliegen. In diesem System liegt nach Gleichung 4.13 kein Wert genau bel 0° oder
360C.

4.3.3 Funktionstests

4.3.3.1 Methoden

Fur die este Erprobung wurde ene Testversion des Programms benutzt, die das manuelle
Einlesen von kleinen Datensétzen erlaubte. So konnte das grundsétzliche Funktionieren kon-
trolliert werden. Auch Speazalfélle wie die oben erwdhnten symmetrischen Vertellungen und
das mehrfache Auftreten eines oder mehrerer Einzewerte liefien sich damit austesten. An

groleren Datensdtzen mit bekannten Parametern w, s wurde deren Erhatung Cberprift. Dies

geschah abhéngig von den Originalwerten und der Grofe (Zahl der Einzdwerte) des jeweili-
gen Datensatzes.
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a . b
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Abbildung4.9.

a) Datensatz von 100000 anndhernd gaulverteilten Winkelwerten, schwarz der mit dem Zufall sgenerator erzeugte
Datensatz, grau die darangepdite Gaulkurve, Mittelwert 30°, Standardabweichungca 25°.

b) Ubertragung einer breiteren GauRverteilung auf den Einheitskreis, im Uberlappungsbereich der Linienfliigel
werden die Haufigkeiten aldiert.

Ein kleines Hilfsprogramm lieferte dazu Zufalswerte mit annghernd gaul3formiger Wahr-
scheinlichkeitsverteilung. Abbildung 4.9 a) zegt einen solchen Datensatz von 100 000 Einzd-
werten. Abb. 4.9 b) ill ustriert, wie die Werte auf den Einheitskresvertelt wurden. Die berech-
nete Standardabweichung mufdte von naditréglichen Drehungen des gesamten Datensatzes
und vom urspringlichen Mittelwert unabhéngig sein. Um die Erhatung des Mittelwerts durch
das Programm CYCLIST prifen zu konnen, wurden die Gaul3vertellungen symmetrisiert:
Schon der Gebrauch des Zufall sgenerators erlaubt natiirlich bel einer endlichen Zahl von Ein-
zdwerten im zu erstellenden Datensatz Abweichungen des Mittelwerts von seinem Sollwert.
Diese wurden vermieden, indem zu jedem Wert auch der beziglich des vorgesehenen Mittel-
werts genau gespiegelte Wert in den Datensatz aufgenommen wurde. Schlief3lich wurde das
Eingabeformat weitgehend an das entspredhende Ausgabeformat des Programms AURELIA
[Nei95] angepaldt, das korrekte Einlesen sowie die Ausgabe der Ergebnisse wurden getestet.
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4.3.3.2 Ergebnisse

Mittelwert  sson

149,99
150,01
149,98
149,92
149,98
149,93
149,95
149,98
150,04
150,09
150,01
150,08
149,90
150,20
150,43
149,62
150,05
149,65
149,06
151,36
149,70
149,26
150,08
151,75
149,41
150,33
150,40
151,00
143,37
150,76
147,04
148,05
151,61
152,08
152,26
153,37

Tabelle4.1

Sc

5,00
10,02
15,10
20,01
25,11
30,23
35,33
40,34
45,51
50,63
55,65
60,42
65,26
69,22
73,93
77,28
80,62
83,83
86,53
88,74
91,62
93,39
95,02
96,90
97,82
99,17
99,86
101,00
101,52
102,27
102,45
102,80
103,06
103,25
103,36
103,19

Gaulvertellte Zufall s-
werte, Sg undsg.

Alle Tests des Programms in seiner aktuellen Fasaung verliefen
durchweg positiv. Die fur kleine Datensétze von Hand gefundenen
Erwartungswerte von Mittelwert und Standardabweichung stimmten
mit den von Cyclist berechneten Uberein; s blieb bei nadtraglichen
Drehungen erhalten. Die symmetrisierten Gaul3verteilungen lieferten
bei kleinen Standardabweichungen exakt den gewinschten Mittel-
wert. Bel grof3eren Standardabweichungen ab ca 60° Uberlappten die
Hugel der Vertellung so stark, dafd auch der auf der gegeniberliegen-
den Seite des Einheitskreises liegende Wert als Mittelwert auftrat.
Dementsprechend streuten bei den nicht symmetrisierten Gaul3-
vertellungen mit Standardabweichungen ab rund 95 die ehaltenen
Mittelwerte um mehr als 1°. Besonders interessant war das Verhalten
der zyklischen Standardabweichung as Funktion der Varianz (Ssqi)
der Gaul3verteilung. Die in Tabelle 4.1 gezegten Daten weisen eine
systematische Abweichung des berechneten s. vom urspringlichen
Ssqi auf. FUr ssq < 70° sind de ehatenen Werte systematisch zu
grol3 flr grof¥ere ssq Systematisch kleiner als ssq. Eine graphische
Darstellung der Daten aus Tabelle 4.1 befindet sich aus Platzgriinden
im Anhang.

4.3.4 Erste Anwendungen

Um die Anwendbarkeit der neu definierten GrofRen zu demonstrieren, wird zunadhst eine

Gruppe von strukturell und funktional &hnlichen, von der Sequenz her abeedt unterschiedli-

chen Proteinen betradhtet. Es snd HPrs (Histidine-containing phosphocarier Proteins) aus

verschiedenen Organismen, die bei relativ geringen sequentiellen Ahnlichkeiten (30-40 %)

doch annghernd geiche Tertidrstrukturen aufweisen. Wo stimmen die Strukturen auch lokal

uberein, wo nicht?
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180 -
a)
120 -
60
0,
-60 A
-120 4
-180 -
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35
b)
13 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35
Abbildung4.10. Vergleich der NMR-Strukturen von S. aureus, B. subtilis und

E. faecalis
a) Werte von  fur die esten 36 Aminosdurereste, dargestellt als graue Sdulen; als
schwarze Linie die entsprechende Mittelwerte

b) smin(44)

Fur die Betrachtung dhedraler Hauptkettenwinkel spielt der Aminosauretyp keine Rolle, was
den Vergleich von Strukturen verschiedener Protei ne mitei nander ermdgli cht.

Abbldung 4.10 a) zdgt die esten 36 Werte von  fir die drei Strukturen von HPr aus
S aureus [Kal93], B. subtilis [Wit92] und E. coli [Nul95] zusammen mit ihren Mittelwerten.
Insbesondere fur die Reste 3, 4 und 15 ist zu sehen dal? positive und negative Winkd um 18C°
sich nur um kleine Winkel unterscheiden, nicht etwa um 360°. Der Betrag der resultierenden

Mittelwerte ist entsprechend grof3 Abb. 4.10 b) zegt s fir denselben Sequenzausschnitt.
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Strukturell @nliche Regionen und solche, die sich weniger 8hneln oder flexibler sind, lasen
sich klar unterscheiden. Relativ grof3e Werte fir die Reste 10, 11 und 29 entspredhen loop-
Regionen, um Rest 16 herum liegt das aktive Zentrum.

140 -
120
100
80
60
40
20

0 utten ]

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110 120 130 140 150 160

Abbildung4.11. Darstellung vons.y, fur die Reste 2 his 168 von RasGTP und RasGDP. Zugrundeglegt sind de
Strukturen 4Q21 und6Q21 der PDB.

Als zweites Beispiel dienen die Strukturen des Wildtyps von Ras in der GTP-Form und in der
GDP-Form. Diein der PDB ausgewahlten Strukturen stammen vom selben Autor [Mil96]. Si
soliten sich hauptsadilich in den als switch | (Reste 30-38) und switch Il (Reste 60-67)
bekannten Regionen unterscheiden. Diesist in Abhldung 4.11 ceutlich zu erkenren. Sie zegt

fur die Reste 2 bis 168 die aus den beiden Strukturen berechnete Grofe s; 4 mit

S =S @+ W) (414
lhr Wert ist in der Region um Aminosdure 106 ehdht, ebenso um Aminosdure 122, direkt
benadchbart zur G4-Region (Reste 117-120), die direkt an der Nukleotidbindung betelli gt ist.

Besonders auffélli g sind tatsadhlich die Werte in den switch-Regionen.

4.4 Diskussion
Die Testergebnise zegen ebenso wie die Anwendungen, dal3 das Programm CYCLIST

funktioniert. Bild 4.10 @) insbesondere zegt, dal3 hier das Problem der Skalenunstetigkeit
keine Rolle mehr spielt. Die Schwankungen des Mittelwerts um den Sollwert der unsymmetri-
schen Datensdtze, bzw. das Auftreten des um 180 verschobenen Werts bel den symmetri-
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schen, haben zwei Ursadhen. Eine ist das Verhalten des Zufall sgenerators, der keine gleichver-
tellten Werte liefert. Erst mit dem ,Aufwickeln” der anndhernd gaul3verteilten Daten auf den
Einheitskreis erhdlt man das entscheidende Uberlappen der Flanken der Vertellung. Die
Kombination beider Effekte verursadht die Schwankungen der berechneten Mittelwerte. Die
Konsequenz ist letztlich, daid fir mit Rauschen behaftete oder kleine Datensétze denen eine
breite Gaul3vertellung zugrundeliegt, die Angabe des Mittelwerts grundsétzlich problematisch
wird. Die tatsadliche Varianz héngt von den bei der Datengewinnung auftretenden zufélli gen
Fehlern ab. Diese, hier durch den Zufallsgenerator eingefhrt, fihren auch zu den zunadst
systematisch zu gollen Werten der zyklischen Standardabweichung. Der relative Fehler
(Abweichung von der Gleichverteilung) der vom Generator gelieferten Werte, denen dann die
Gaul3funktion aufgeprégt wird, steigt mit der Grole des zu fillenden Intervalls (Breite der
GauRkurve, bei den Tests [—4s, 45) ) an. Ab Werten um 70° dominiert der Uberlappungs-
effekt auf dem Kreis (Tabelle 4.1). Mit wadhsendem ssq werden nun die zyklischen Standard-
abweichungen systematisch kleiner als der ,Sollwert”. Der in Tel 4.2.3 oben angegebene
Grenzwert wird im Rahmen der zufdlligen Fehler bestétigt. Diese konnten durch eine hohere
Anzahl eingehender Werte (N > 100000) verringert werden, das wirde cen Aufwand an
Redhenzet drastisch erhthen. Auch so werden aber die Merkmale der zyklischen statistischen
Gro(%en deutlich.

Die Methode, die Skala grundsétzlich einmal um S
volle 360 zu drehen, ist nicht elegant. Sie sichert Haufigket

aber das Auffinden des absoluten Minimums und

vor alem aller moglichen optimalen Koordinaten-  appiiqunga.12

Wahrscheinlichkeitsverteilung auf dem Ein-

systeme. heitskreis mit mehreren Maxima

Datensétze wie der in Abbildung 4.12 dargestellte,

dessen Vertellungsfunktion mehrere Haufungspunkte aufweist, sind problematisch. Hier gibt
es nun einen klar definierten Mittelwert, der aber weit von beiden Haufungspunkten entfernt
liegt. Das Programm CY CLIST setzt konzeptionell voraus, dald es nur einen Haufungspunkt
gibt, die Vertellung also unimodal ist. Daten mit komplizierteren zugrunde liegenden Vertei-
lungen werden i.a. nicht sinnwvoll interpretiert. Dies ist aber keine programmspezfische Frage,

sondern bei der Angabe einesarithmetischen Mittds grundsatzlich der Fall.
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Schliefdlich soll kurz auf die von Allen [All91] vorgeschlagene Drehung des Koordinatensys-

tems eingegangen werden. Demnacdh wirde der Ursprung bzw. die Unstetigkeit der Skala im

betraditeten Datensatz zawischen die an weites-
ten voneinander entfernten der einander direkt
benadchbarten Einzdwerte gelegt. In Abhildung
4.8 etwa ldge se awischen w; und w.. Diese
Wahl der Skala escheint bei genauer Betradr-
tung etwas will krlich. Auch hierbel soll im Prin-
zip wohl die Standardabweichung minimiert
werden. Da dies alerdings nicht konsequent ge-
schieht, ist das Ergebnis nicht notwendig das-
selbe wie beim oben erlauterten reuen Verfahren.
Abbildung 4.13 gbt ein Beispiel. Fur as Pfele
dargestellten Winkel erhdlt man bei der gezegten
Lage der Skalenunstetigkeit einen Mittelwert von
rund 110°. Nad Teil 4.3.2.2 ist die Skala dso
nicht optimal, die resultierende Standardabwel-

chung wird nicht minimiert.

4.4.1 Zusammenfassung

205

115

305 55

[
360/0

Abbildung4.13. Darstellt ist ein Datensatz
von9 Winkeln. Flr vier der Winkel ist die Lage
im Einheitskreis durch de Mal3zahl in Grad an-
gegeben, die Ubrigen funf Winkel wurden
gleichmal3ig um 65° herum verteilt. Der Ska
lenursprung liegt hier auf dem langsten freien
Kreisbogen, der Mittelwert liegt bel ca 110°.
Damit ist die Lage der Skala nicht ided; Ur-
sprung undMittelwert sollten einander auf dem
Einheitskreis gegentiberliegen.

Es wurde éne neue Methode®® zur Bestimmung der statistischen Parameter Mittelwert und

Standardabweichung zyklischer Daten beschrieben. Sie agnet sich fir den (lokalen) Vergleich

von Molekilstrukturen anhand der Torsionswinkel. Besonders nitzlich konnte se air Be-

schreibung struktureller Unterschiede verschiedener Konformationen eines Proteins in

(Lokalisierung der beweglichen ,Gelenke’). Anwendungsbeispiele wurden vorgestellt und

wichtige Eigenschaften der Parameter sowie Grenzen des Konzepts aufgezeigt

29 veroffentlicht: [Dok99]
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Anhang A

Uberblick tiber die Ranbindedomanen in RanBP2

AbbildungA.1 gibt einen Uberblick iiber RanBP2 mit den Positionen der RanGTP bindenden Doménen.
Das Protein enthélt weitere unterschiedliche Bindungmotive und Doménen, die nicht alle eéngetragen
sind. In ener der jungsten Verdffentlichungen wird das Segment zwischen der zweiten und @r dritten
Ranbindedoméne von RanBP2 aus dem Rind als gezifischer Bindungsort fir zwei Kinesine beschrieben
und camit auf bisher nicht bekannte, mégli che Funktionen des Proteins hingewiesen [Cai01]. Ganz unten
ist das Sequenzdignment der Ran bindenden Doménen aus RanBP1 und RanBP2 des Menschen
wiedergegeben.

(2]
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AbbildungA.1. Darstellung der Topologie von RanBP1 und RanBP2. R bezechnet die RanGTP bindenden Do-
manen, NES ein Nuclea Export Signal. Weiterhin sind FXFG-Motive und ein Leucin-Zipper-Motiv in RanBP2
eingetragen, ebenso de leucinreiche Region, die Zinkfingerregion mit 8 Zinkfingermotiven sowie die C-terminale
Cyclophilin ahnliche Doméne. Die ungeféhren Positionen in der Primérstruktur lassen sich an den beiden Skalen
ablesen. (In Anlehnungan Hal00.)

Zinkfinger
|

cyclophilinahnlich
|

RanBP2R*®P! . TDGGSAHGD DDDDGPHFEP VWPLPDKI EV KTGEEDEEEF FCNRAKLFRF
RanBP2R*"®P2  FEKDDDAYKT EDSDDI HFEP VVQWPEKVEL VTGEEDEKVL YSQRVKLFRF
RanBP2R*®03 . DEESDVTQE EERDGQYFEP VWPLPDLVEV SSGEENEQVV FSHRAKLYRY
RanBP2R*®P4  EDEDGSDEEV VHNEDI HFEP | VSLPE- VEV KSGEEDEEI L FKERAKLYRW
RanBP1R&™P . _DTSTENTD ESNHDPQFEP |VSLPEQ EI KTLEEDEEEL FKMRAKLFRF
RanBP2R*BP  DVESK- - EWK  ERG GNVKI L RHKTSGKI RL LMRREQVLKI  CANHYI SPDM
RanBP2R*™BP2  DAEVS- - QAK  ERGLGNLKI L KNEVNGKLRM LNMRREQVLKV CANHW TTTM
RanBP2R*BD3  DKDVG- - QAK  ERGI GDI KI L QNYDNKQVRI  VVRRDQVLKL  CANHKI TPDM
RanBP2R*BP4  DRDVS- - QAK  ERGVGDI KI L WHTMKNYYRI  LVRRDQVFKV  CANHVI TKTM
RanBP1"*®°  ASENDLPEWK ERGTGDVKLL KHKEKGAI RL LNMRRDKTLKI — CANHYI TPMM
RanBP2F*BP1 K| TPNAGSDR SFVWHAL- DY ADELPKPEQL Al RFKTPEEA ALFKCKFEEA
RanBP2R*BP2  NLKPLSGSDR AWWMALAS- DF SDGDAKLEQL AAKFKTPELA EEFKQKFEEC
RanBP2F*™®03 T ONMKGTER VWL.WIAC- DF ADGERKVEHL AVRFKLQDVA DSFKKI FDEA
RanBP2R*BP4  E| KPLNVSNN  ALVWIAS- DY ADGEAKVEQL AVRFKTKEVA DCFKKTFEEC
RanBP1"®°  E| KPNAGSDR AWMWNTHADF ADECPKPELL Al RFLNAENA QKFKTKFEEC
RanBP2R*BP1 OS] LKAPGTN  VAMASNQAVR

RanBP2F*®02  ORLLLDI PLQ TP

RanBP2RBD3  KTAQEKD
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Trypsinverdau von RanBP2 "*"®%

Der zeitlichen Ablauf des Experiments (Kapitel 2.2.6.1) ist in der folgenden Tabdlle dokumentiert, in der
auch de vorn in der Arbeit nicht gezeigten Spektren aufgefiihrt sind. Die im Vergleich zur Zeitspanne
wéahrend der das Protein abgebaut wurde sehr lange Dauer der Mefireihe sollte gegebenenfalls die
Kontrolle der Stabili tit eines groReren auftretenden Fragments ermdgli chen. Das Protein war ca. 0,7 mM
in Puffer 1 zuziglich 35ul 4,7 mM MgCl, gddst, anfangs insgesamt 735ul. Die Temperatur lag
zwischen 298K wahrend d Messungen undRaumtemperatur in langeren Pausen. Jedes 1D Experiment
aus 256 FIDs dauerte 5 Minuten, in der Tabelle ist jeweils der auf die este Trypsinzugabe bezogene
Startzeitpunkt angegeben. Die benutzte Losung enthidt 3 mg/ml Trypsin, die extnommenen Proben
hatten Volumina von 30pl und wurden sofort mit jewels 1ml von 20mg/ml PMSF
(Phenylmethylsulfonylfluorid) in 2-Propand versetzt undeingefroren.

Teil des Versuchs Zeitpunkt Bemerkung
Spektrum 1, Probe entnommen 2. Spur des Gels (redhts der Markerspur)
Spektrum 2 nach Zugabe von MgCl, sehr schwache Signale
ZugabevonTrypsin (2 pl) 0 min
Spektrum 3 19min Signali ntensitéten etwas geringer alsin Spektrum 1
Spektrum 4 55min
Probe entnommen 70 min 3. Spur des Gels
Spektrum 5 90 min
Spektrum 6 2h 21min
Probe entnommen 2h 35min 4. Spur des Gels
ZugabevonTrypsin (8 pl) 2h 50min
Spektrum 7 3h16min
Spektrum 8 4h 21min vorher Programm, gradshim” ausgef Uihrt
Probe entnommen 4h 32min sehr trub, Spur 5 auf dem Gel
Spektrum 9 4h 42min
Spektrum 10 5h 22min
Spektrum 11 17h 10min
Probe entnommen 17h 30min 2 Phasen, Spur 6 desGels
Spektrum 12 17h 45min
Zugabevon Trypsin (10 pl) 17h 58min
Spektrum 13 18h 11min
Spektrum 14 35h 28min
Spektruml15 44h 29min
Probe entnommen 44h 52min 7. Spur desGels
Spektrum 16 44h 59min
Spektrum 17 60h 29min
Probe entnommen 60h 54min 8. Spur des Gels
Spektrum 18 61h Imin
Spektrum 19 81h 10min
Probe entnommen ca. 81h 15min 9. Spur desGels
+ Trypsin, 2ul  + Trypsin, 8 pl nach 170 min
Marker _ONne ! 70 155 272 1050 min
Trypsin

66 kDa !

45KDa -

36 kDa «—

29 kDa w—

24 kDa -

20 kDa Wi “. -

14 kDa ]

Polyacrylamid 15 %
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Listeder NM R-Experimente

Erlauterung der eingetragenen experimentellen Parameter: Probe: lang bzw. kurz meint die voll stdndige oder die
gekirzte Ranbindedoméane. d1: Relaxationswartezet in Sekunde. ns. ,number of scans'. rg: recaver gain. p1: 90°-
Protonenpuls (Redhtedk). SW: Spektrale Weite bel der Mesaung TD: Zahl der Mel3punkte. SI: Zahl der Punkte im
prozesserten Spektrum. Fenster: Apodisationsfunktion, SSB, LB: zugehdrige Parameter. Proz.: Prozesserungsart.
lin. pred: gof. Art der ,linea prediction’, NCOEFF, LPBIN: zugehdrige Parameter.
Die Experimente 1, 36 und 52 wurden jeweil s zusétzlich mit der Fensterfunktion ,em* prozessert, ansonsten mit
denselben Parametern wie denen von Experiment 52 unten. 1D Experimente sind in der Regd nicht aufgefhrt.

Experiment 1: HSQC
Probe: lang, *N, 0,9 mM

Puffer: 1

zum Pulsprogramm: [Bax90]

Frequenz: 800MHz

di: 1,5 ns. 16 rg: 2k (2048 pl: 155us,-4dB
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB Proz. lin. pred.
N 30 256 1k gsne 3 - tpp -
H 125 2k 1k gsne 3 - direkt -
Experiment 2: NOESY -HSQC, Trix = 100ms zum Pulsprogramm: [Bax90]
Probe: lang, *N, 0,9 mM Puffer: 1 Frequenz: 800 MHz

dl: 1,2 ns: 16 rg: 256 pl: 155us,-4dB Vorséttigung: ja
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB Proz. lin. pred.
H 125 128 256 gsne 2 - tpp Ipfr
N 30 64 128 gsne 3 - tpp Ipfr
H 125 2k 2k gsne 2 - direkt -
Experiment 3: TOCSY-HMQC, Trix =51 ms zum Pulsprogramm: ohre Quell enangabe
Probe: lang, *N, 0,9 mM Puffer: 1 Frequenz: 800 MHz

dl: 1,2 ns: 16 rg: 256 pl: 155us,-4dB Vorséttigung: ja
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB Proz. lin. pred.
H 125 128 256 gsne 2 - tpp Ipfr
N 30 64 128 gsne 3 - tpp Ipfr
H 125 2k 1k gsne 2 - direkt -
Experiment 4: HNCA zum Pulsprogramm: [Grz92]
Probe: lang, **C/*N, 0,85 mM Puffer: 1 Frequenz: 800 MHz
dl: 1,2 ns: 16 rg: 800 pl: 200us -4dB Vor séttigung:
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB Proz. lin. pred.
N 4973 64 128 gsine 2 - tpp -
H 40,08 128 256 gsine 2 - tpp -
H 8,01 2k 2k gsne 2 - direkt -

Experiment 5, 6: HSQC, Temperatur variiert
Probe: lang, *N, 0,3 mM

dl: 1,0 ns: 32 rg: 1k
Kern SW /ppm TD Sl
N 32 128 256
H 12,07 1k 2k

Puffer: 1b, pH =7

zum Pulsprogramm: invigstp (Bruker)
Frequenz: 600 MHz

pl: 10,2 us, 0dB Vor séttigung:

Fenster S8 LB Proz. lin. pred.
em - 1 tppi -
em - 1 direkt -

Temperatur: 298K

Vorséttigung: ja, anschli eflende Dephasierung

NCOEFF LPBIN

Temperatur: 298K

NCOEFF LPBIN
64 256
32 128

Temperatur: 298K

NCOEFF LPBIN
64 256
32 128

Temperatur: 298K

NCOEFF LPBIN

Temperatur: 308K, 298K

NCOEFF LPBIN
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Experiment 7: HSQC
Probe: lang, *N, 0,3 mM

dl: 1,0 ns: 32 rg: 512
Kern SW /ppm TD Sl Fenster
N 32 128 512 em
H 12,07 1k 2k em

Experiment 8: HSQC
Probe: lang, *N, 0,3 mM

dl: 1,0 ns: 32 rg: 1k
Kern SW /ppm TD Sl Fenster
N 32 128 512 em
H 12,07 1k 2k em

Experiment 9: HSQC
Probe: lang, *N, 0,3 mM

dl: 1,0 ns: 32 rg: 512
Kern SW /ppm TD Sl Fenster
N 32 128 512 em
H 12,07 1k 2k em

Experiment 10: HSQC
Probe: lang, *N, 0,3 mM

dl: 1,0 ns: 32 rg: 1k
Kern SW /ppm TD Sl Fenster
N 32 128 512 em
H 12,07 1k 2k em
Experiment 11-14: TOCSY, Tpnix Variiert, su.
Probe: lang, *N, 0,5 mM Puffer: 1

dl: 15 ns: 16 rg: 2k
Kern SW /ppm TD Sl Fenster
H 1398 512 5126 gsine
H 13,98 2k 2k gsne

Mischzeten 35, 45,51 u. 55ms

Experiment 15-33: 1D Trypsinverdau
Probe: lang, 0,7 mM

di1: 2,0 ns: 256 rg: 128 pl: 9,5us 0dB Vorséttigung: ja
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB Proz. lin. pred.
H 16 4k 32k gsne 2 - direkt -

Puffer: 1b,pH =7,1
pl: 10,6 us, 0dB

Puffer: 1b, pH = 8,5
pl: 11,1pus 0dB

Puffer: 1b, pH =7,0
pl: 121 pus 0dB

Puffer: 1b, +6 % Dioxan

pl: 119us 0dB

pl: 9,71pus 0dB

Puffer: 1 (b. Start d. Mef3reihe)

zum Pulsprogramm: invigstp (Bruker)
Frequenz: 600 MHz

Vor séttigung:

S8 LB Proz. lin. pred.
- 1 tpp -
- 1 direkt -

zum Pulsprogramm: invigstp (Bruker)
Frequenz: 600 MHz

Vor séttigung:

S8 LB Proz. lin. pred.
- 1 tpp -
- 1 direkt -

zum Pulsprogramm: invigstp (Bruker)
Frequenz: 600 MHz

Vor séttigung:

S8 LB Proz. lin. pred.
- 1 tpp -
- 1 direkt -

zum Pulsprogramm: invigstp (Bruker)
Frequenz: 600 MHz

Vor séttigung:

S8 LB Proz. lin. pred.
- 1 tpp -
- 1 direkt -

zum Pulsprogramm: mlevprtp, [Bax85]
Frequenz: 600 MHz

Vor séttigung:

S8 LB Proz. lin. pred.
2 - tpp -
2 - direkt -

zum Pulsprogramm: zgpr

Frequenz: 500 MHz

Temperatur: 298K

NCOEFF

Temperatur: 298K

NCOEFF

Temperatur: 298K

NCOEFF

Temperatur: 298K

NCOEFF

Temperatur: 298K

NCOEFF

Temperatur: 298K

NCOEFF LPBIN
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Experiment 34: NOESY -HSQC, Trix = 100ms

Probe: kurz, ®N, 1,2 mM Puffer: 2

dl: 15 ns: 16 rg. 32 pl: 11,75ps,-4dB
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB
H 1395 128 256 gsine 2 -
N 40 64 128 gsine 3 -
H 1395 2k 1k gsine 2 -
Experiment 35: TOCSY -HSQC, Tnix = 56 ms
Probe: kurz, N, 1,2 mM Puffer: 2

dl: 1,3 ns: 24 rg. 512 pl: 11,75us,-4dB
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB
H 1395 128 256 gsine 2 -
N 40 64 128 gsine 3 -
H 1395 2k 1k gsine 2 -
Experiment 36: HSQC
Probe: kurz, N, 1,2 mM Puffer: 2
dl: 1,3 ns: 64 rg. 512 pl: 11,75ps,-4dB
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB
N 40 256 1k gsine 3 -
H 1395 2k 1k gsine 5 -

Experiment 37-38: HSQC, vor bzw. nach HNCA*

Probe: kurz, *C/**N, 0,8 mM Puffer: 2

dl: 1,0 ns: 8 rg: 256 pl: 1333 us 0dB
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB
N 40 128 512 gsine 3 -
H 12,07 1k 2k gsine 3 -

* Das HNCA-Spektrum war nicht verwertetbar undist hier nicht aufgefuihrt.

Experiment 39: HSQC, nach Ruckfaltung

Probe: kurz, *C/**N, 0,4 mM Puffer: 2*

dl: 1,0 ns: 8 rg. 256 pl: 14,38 s, 0dB
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB
N 40 128 512 gsine 3 -
H 12,07 1k 2k gsine 3 -

* Puffer nach Ruckfaltung, mit Harnstoff- u. Guanidiniumchloridanteilen

Experiment 39: CBCA(CO)NH

Probe: lang, **C/*N, 0,4 mM Puffer: 2*

di: 1,0 ns. 32 rg: 1k (1029 pl: 134 us 0dB
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB
C 66,27 116 256 sne 2 -
N 40 64 128 sne 2 -
H 11,97 1k 1k gsine 2 -

* Puffer nach Ruckfaltung, mit Harnstoff- u. Guanidiniumchloridanteilen

zum Pulsprogramm: [Bax90]

Frequenz: 800MHz

Vorséttigung: ja

Proz. lin. pred.
tpp Ipfr
tpp Ipfr

direkt -

Frequenz: 800MHz

Vor séttigung:

Proz. lin. pred.
tpp Ipfr
ea Ipfr
direkt -

zum Pulsprogramm: invigstp (Bruker)

Frequenz: 800MHz
Vor séttigung:

Proz.

tppi -
direkt -

zum Pulsprogramm: invigstp (Bruker)

Frequenz: 600 MHz
Vor séttigung:

Proz.

tppi -
direkt -

zum Pulsprogramm: invigstp (Bruker)

Frequenz: 600 MHz
Vor séttigung:

Proz.

tppi -
direkt -

zum Pulsprogramm: [Grz92, Muh94]

Frequenz: 600 MHz
Vor séttigung:

Proz.
Sates

e -
direkt -

lin. pred.

lin. pred.

lin. pred.

lin. pred.

Temperatur: 298K

NCOEFF LPBIN
64 256
32 128

zum Pulsprogramm: [Bax85, Dav92, Pal91a, Kay92, Sch93b]

Temperatur: 298K

NCOEFF LPBIN
64 256
32 128

Temperatur: 298K

NCOEFF

Temperatur: 298K

NCOEFF

Temperatur: 298K

NCOEFF

Temperatur: 298K

NCOEFF LPBIN
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Experiment 40: HSQC
Probe: kurz, N, 0,8 mM

dl: 1,0 ns: 8 rg: 1k
Kern SW /ppm TD Sl
N 40 128 512
H 12,07 1k 2k
Experiment 41: HSQC
Probe: kurz, N, 0,4 mM
dl: 15 ns: 96 rg: 1k
Kern SW /ppm TD Sl
N 40 256 1k
H 12,07 2k 1k

zum Pulsprogramm: invigstp (Bruker)

Puffer: 2 (pH =7,1)
pl: 1269 us 0dB

Fenster S8 LB
gsne 3 -
gsne 3 -

Frequenz: 600 MHz
Vor séttigung:

Proz.

tppi -
direkt -

zum Pulsprogramm: invigstp (Bruker)

Puffer: 2* (pH = 6,5)
pl: 122 us, 0dB

Fenster S8 LB
gsne 3 -
gsne 3 -

* Probe aus Exp. 40 auf ca. 45 % verdunnt (Vorséttigung!), HCI

Experiment 42: TOCSY, Tnix = 54 ms

Probe: kurz, 0,45mM
dl: 15 ns: 32 rg: 128
Kern SW /ppm TD Sl
H 1398 512 1k
H 1398 2k 2k

Experiment 43: TOCSY, Tnix = 54 ms
Probe: kurz, 0,45mM

di: 15 ns: 32 rg: 128
Kern SW /ppm TD Sl
H 1398 512 1k
H 1398 2k 2k

Experiment 44: TOCSY, Tnix = 55ms

Probe: kurz, 0,45 mM
dl: 15 ns: 32 rg: 128
Kern SW /ppm TD Sl
H 1398 512 1k
H 1398 2k 2k

Experiment 45: TOCSY, Tnix = 55ms
Probe: kurz, 0,45mM

dl: 15 ns: 32 rg: 128
Kern SW /ppm TD Sl
H 1398 512 1k
H 1398 2k 2k

Frequenz: 600MHz
Vor séttigung:

Proz.

tpp -
direkt -

zum Pulsprogramm: mlevprtp, [Bax85]

Puffer: 2

pl: 132 pus 0dB

Fenster SB LB
sne 2 -
gsne 2 -

Frequenz: 600 MHz
Vor séttigung:

Proz.

tppi -
direkt -

zum Pulsprogramm: mlevprtp, [Bax85]

Puffer: 2 + 150mM NaSO,

pl: 1425us 0dB

Frequenz: 600 MHz
Vor séttigung:

Proz.

tppi -
direkt -

zum Pulsprogramm: mlevprtp, [Bax85]

Fenster SB LB
sne 2 -
gsne 2 -
Puffer: 3

pl: 1335us 0dB

Fenster SB LB
sne 2 -
gsne 2 -

Frequenz: 600 MHz
Vor séttigung:

Proz.

tppi -
direkt -

zum Pulsprogramm: mlevprtp, [Bax85]

Puffer: 3+ 150mM NaSO,

pl: 1455us 0dB

Fenster SB LB
sne 2 -
gsne 2 -

Frequenz: 600 MHz
Vor séttigung:

Proz.

tpp -
direkt -

lin. pred.

lin. pred.

lin. pred.

lin. pred.

lin. pred.

lin. pred.

Temperatur: 298K

NCOEFF

Temperatur: 298K

NCOEFF

Temperatur: 298K

NCOEFF

Temperatur: 298K

NCOEFF

Temperatur: 298K

NCOEFF

Temperatur: 298K

NCOEFF
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Experiment 46: HNCA
Probe: kurz, *C/**N, 0,6 mM

dl: 1,0 ns: 32 rg: 256
Kern SW /ppm TD
c 42 116
N 40 64
H 8,01 1k

Experiment 47: HN(CO)CA
Probe: kurz, *C/**N, 0,6 mM

dl: 1,0 ns: 32 rg: 256
Kern SW /ppm TD
c 42 116
N 40 64
H 8,01 1k

Experiment 48: CBCANH
Probe: kurz, *C/**N, 0,6 mM

dl: 11 ns: 16 rg: 512
Kern SW /ppm TD
N 40 64
Cc 66,26 116
H 14 1k

Experiment 49: HB(CB)HA(CA)(CO)NH

Probe: kurz, *C/**N, 0,6 mM

di: 1,0 ns: 16 rg: 1k
Kern SW/ppm TD
N 40 64

H 11,87 128
H 1398 1k

Experiment 50: HNCO
Probe: kurz, *C/**N, 0,6 mM

di: 1,0 ns: 16 rg: 1k
Kern SW /ppm TD
C 22,09 128
N 4111 64
H 1398 1k

Experiment 51: CBCA(CO)NH
Probe: kurz, *C/**N, 0,6 mM

dl: 1,0 ns: 32 rg: 1k
Kern SW /ppm TD
c 66,27 116
N 40 64
H 1398 1k

zum Pulsprogramm: [Grz92, Muh94, Kay94]

Puffer: 3 Frequenz: 600 MHz Temperatur:
pl: 20,8 us, 0 dB Vor séttigung:

Sl Fenster S8 LB Proz. lin. pred. NCOEFF
256 gsne 2 - Sates - -
128 gsne 2 - ea - -
1k gsne 2 - direkt - -

zum Pulsprogramm: [Grz92, Kay94]
Puffer: 3 Frequenz: 600 MHz Temperatur:
pl: 20,8 us, 0 dB Vor séttigung:

Sl Fenster S8 LB Proz. lin. pred. NCOEFF
256 gsne 2 - Sates - -
128 gsne 2 - ea - -

1k gsne 2 - direkt - -

zum Pulsprogramm: [Sat99
Puffer: 3 Frequenz: 600 MHz Temperatur
pl: 20,2 us, 0 dB Vor séttigung:

Sl Fenster S8 LB Proz. lin. pred. NCOEFF
256 sne 2 - ea - -
128 sne 2 - Satestppi - -

1k gsne 2 - direkt - -

zum Pulsprogramm: [Sat99
Puffer: 3 Frequenz: 600 MHz Temperatur
pl: 140us -6dB Vor séttigung:

Sl Fenster S8 LB Proz. lin. pred. NCOEFF
128 sne 2 - Satestppi - -
256 sne 2 - ea - -
1k gsne 2 - direkt - -

zum Pulsprogramm: [Grz92, Sch93a, Kay94]
Puffer: 3 Frequenz: 600 MHz Temperatur
pl: 140yus -6dB Vor séttigung:

Sl Fenster S8 LB Proz. lin. pred. NCOEFF
256 gsne 2 - satestppi - -
128 gsne 2 - ea - -

1k gsne 2 - direkt - -

zum Pulsprogramm: [Grz92, Muh94]
Puffer: 3 Frequenz: 600MHz Temperatur
pl: 205 us, 0dB Vor séttigung:

Sl Fenster S8 LB Proz. lin. pred. NCOEFF
256 sne 2 - states - -
128 sne 2 - ea - -

1k gsne 2 - direkt - -

298K

298K

1 298K

1 298K

1 298K

1 298K
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zum Pulsprogramm: invieags (Bruker)

Experiment 52: HSQC

Probe: kurz, N, 0,8 mM Puffer: 3

pl: 17,1yus -4dB

Frequenz: 800MHz Temperatur: 298K

Vor séttigung:

dl: 1,0 ns: 96 rg: 512
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB Proz. lin. pred. NCOEFF LPBIN
N 40 256 512 gsine 2 - ea Ipfc 64 256
H 13,02 2k 1k gsne 2 - direkt - - -

Experiment 53: HCCH-TOCSY, Tnix = 7,7 Mms

Probe: kurz, *C/**N, 0,6 mM Puffer: 3in DO

pl: 19,7 us, 0dB

zum Pulsprogramm: [Kay93]

Frequenz: 600MHz Temperatur: 298K

Vor séttigung:

dl: 15 ns: 16 rg: 4k
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB Proz. lin. pred. NCOEFF LPBIN
H 7 128 256 gsne 2 - Satestppi Ipfc 64 0
C 64 64 128 gsne 2 - Satestppi - - -
H 7 1k 2k gsne 2 - direkt - - -
Experiment 54: HSQC zum Pulsprogramm: [Pal91a, Sch94a, Kay94]
Probe: kurz, °*C/*N, 0,6 mM Puffer: 3inD,0 Frequenz: 600 MHz Temperatur: 298K
dl: 15 ns: 32 rg: 2k pl: 19,7 us, 0dB Vor séttigung:
Kern SW/ppm Td Sl Fenster S8 LB Proz. lin. pred. NCOEFF LPBIN
Cc 26 512 512 gsine 3 - ea Ipfc 64 0
H 7 2k 2k gsne 4 - direkt - - -

Experiment 55: NOESY -HSQC, Trix = 100ms
Probe: kurz, *C/**N, 0,6 mM Puffer: 3in DO

pl: 19,7 us, 0dB

zum Pulsprogramm: [Dav92, Pal91a, Kay92, Sch93pb]
Frequenz: 600MHz Temperatur: 298K

Vor séttigung:

dl: 1,1 ns: 16 rg: 4k
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB Proz. lin. pred. NCOEFF LPBIN
H 8,01 128 256 gsine 2 - tpp Ipfc 32 256
C 70 90 128 gsine 2 - ea Ipfc 32 128
H 8,01 1k 2k gsne 2 - direkt - - -

Experiment 56: HCCH-TOCSY, Tnix = 7,7 Mms

Probe: kurz, *C/**N, 0,6 mM Puffer: 3in DO

pl: 19,7 us, 0dB

zum Pulsprogramm: [Kay93]

Frequenz: 600MHz Temperatur: 298K

Vor séttigung:

dl: 15 ns: 16 rg: 4k
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB Proz. lin. pred. NCOEFF LPBIN
H 7 128 256 gsne 2 - satestppi Ipfc 32 250
C 64 96 256 gsne 2 - Satestppi Ipfc 32 180
H 7 1k 1k gsne 2 - direkt Ipfc 32 256
Experiment 57: HSQC zum Pulsprogramm: invieags (Bruker)
Probe: kurz, N, 1,4 mM Puffer: 3 Frequenz: 800 MHz Temperatur: 298K
dl: 1,0 ns: 8 rg: 256 pl: 17,65us, -4 dB Vor séttigung:
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB Proz. lin. pred. NCOEFF LPBIN
N 40 128 512 gsne 2 - ea - - -
H 13 2k 1k gsne 2 - direkt - - -
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Experiment 58: NOESY -HSQC, Trix = 100ms

Probe: kurz, *C/*N, 1,4 mM Puffer: 3
dl: 15 ns: 16 rg. 64 pl: 17,65us,-4dB Vo

Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB

H 1395 128 256 gsine 2 -

N 40 64 128 gsine 2 -

H 1395 2k 1k gsine 2 -

Experiment 59: TOCSY -HSQC, Tnix =535 ms zum Pulsprogramm:

zum Pulsprogramm:
Frequenz: 800MHz

Frequenz: 800MHz

[Bax90]
Temperatur: 298K

rséttigung: ja
Proz. lin. pred. NCOEFF LPBIN
tpp Ipfc 64 128
tpp Ipfc 32 64
direkt - - -

[Bax85, Dav92, Pal91a, Kay92, Sch93b]
Temperatur: 298K

Vor séttigung:

Proz. lin. pred. NCOEFF LPBIN

tpp Ipfc 64 128
ea Ipfc 32 64

direkt - - -

zum Pulsprogramm: noesyprtp (Bruker)

Probe: kurz, *C/*N, 1,4 mM Puffer: 3
dl: 1,0 ns: 24 rg. 512 pl: 184 us -4 dB
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB
H 1395 128 256 gsine 2 -
N 40 64 128 gsine 2 -
H 1395 2k 1k gsine 2 -
Experiment 60: NOESY, Trix = 100ms
Probe: kurz, N, 1 mM Puffer: 3
dl: 14 ns: 96 rg: 64 pl: 168 us -4dB
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB
H 1395 512 1k gsine 2 -
H 1395 4k 4k gsine 2 -

Frequenz: 800 MHz Temperatur: 298K

Vorséttigung: ja
LPBIN

NCOEFF

Proz. lin. pred.

tppi
direkt

zum Pulsprogramm: mlevprtp, [Bax85]

Experiment 61: TOCSY, Tnix = 54,7 ms

Probe: kurz, N, 1 mM Puffer: 3
dl: 14 ns: 80 rg. 256 pl: 17,25ps,-4dB
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB
H 1395 512 1k gsine 2 -
H 1395 4k 4k gsine 2 -

Frequenz: 800 MHz Temperatur: 298K

Vor séttigung:
LPBIN

Proz. lin. pred.

tppi
direkt

NCOEFF

zum Pulsprogramm: noesyprtp (Bruker)

Experiment 62: NOESY, Trix = 100ms

Probe: kurz, N, 1 mM Puffer: 3in DO

pl: 166 us -4dB

dl: 14 ns: 96 rg: 128
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB
H 1395 512 1k gsine 2 -
H 1395 4k 4k gsine 2 -

Frequenz: 800 MHz Temperatur: 298K

Vorséttigung: ja
LPBIN

NCOEFF

Proz. lin. pred.

tppi
direkt

zum Pulsprogramm: mlevprtp, [Bax85]

Experiment 63: TOCSY, Tnix = 54,2 ms
Puffer: 3inD,0O

pl: 168 us -4dB

Probe: kurz, N, 1 mM

dl: 14 ns: 96 rg: 2k
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB
H 1395 512 1k gsine 2 -
H 1395 4k 4k gsine 2 -

Frequenz: 800 MHz Temperatur: 298K

Vor séttigung:
LPBIN

Proz. lin. pred.

tpp
direkt

NCOEFF
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Experiment 64: HSQC
Probe: kurz, N, 0,8 mM

dl: 1,0 ns: 16 rg: 2k
Kern SW /ppm TD
N 36 128
H 14,37 1k
Experiment 65-93: HSQC
Probe: kurz, N, 0,8 mM
dl: 1,0 ns: 8 rg: 2k
Kern SW /ppm TD
N 36 128
H 14,37 1k

zum Pulsprogramm: invigeass, [Pal91a, Kay92, Sch93pb]

Puffer: 3
pl: 12,6 us, 0dB

Sl Fenster S8
512 gsne 2
2k gsne 2

Frequenz: 600 MHz
Vor séttigung:

Proz.
a -
direkt -

zum Pulsprogramm: invigstp (Bruker)

Puffer: 3inD,0O

pl: 2345us 0dB

Sl Fenster SB
256 em -
2k em -

LB

Frequenz: 600 MHz
Vor séttigung:

Proz.

tppi -
direkt -

lin. pred.

lin. pred.

Temperatur: 298K

NCOEFF

LPBIN

Temperatur: 298K

NCOEFF

LPBIN

131



Anhang A

M esaung von Austauschraten

Verlauf der Meldreihe:

Zugabe von D,O zur getrockneten Probe, 9 Minuten spater Start der ersten 2D Mesaung Dauer der
HSQC-Experimente je 19 Minuten. Zunachst 15 drekt aufeinander folgende 2D Experimente.
Dann abwedselnd 1D- und HSQC- Mesaungen, 1Ds verschieden lang:

3 mal: 1D von 20Minuten Dauer, anschiief¥endje ein HSQC

3 mal: 1D von 40Minuten Dauer, anschiief3endje ein HSQC

4 mal: 1D von 100 Minuten Dauer, anschlief3end jeein HSQC

3 mal: 1D von4 Stunden und 40 Minuten Dauer, anschliefeend je ein HSQC

1 mal: 1D von9 Stunden und 40 Minuten Dauer, anschliefndje ein HSQC

Die 2D Spektren sind doen (Anhang A) als Experimente 65 kis 93 aufgefiihrt, daraus resultierende Aus-
tauschraten der Hauptketten-Amidprotonen in der folgenden Tabele zusammengefaldt. Die Aus-
tauschraten, ihre Fehler und de Kovarianz wurden mit Origin bestimmt, unter ,Werte" ist die jeweils
verwendete Zahl von Mel3werten eingetragen. Diese wurden durch Integration der Signalvolumina mit
dem Programm Aurelia gewonren [Gey95]. Die dabei verwendeten Parameter sind: 100 Iterationen,
Integrationsgrenze 0,2, maximale Intervalle von 250 Hz und 200 Hz fir oy bzw. wy.

Rest-Nr. Rate/s™ Fehler/s™ Werte Kovarianz Rest-Nr. Rate/s™ Fehler/s™ Werte Kovarianz
6* 8,9E-06 9,6E-07 27 0,86 79 1,0E-04 3,0E-05 14 0,63
10 5,9E-06 8,5E-07 26 0,75 81 6,1E-06 8,5E-07 27 0,77
13 1,0E-05 2,3E-06 22 0,73 82 7,0E-06 5,6E-07 27 0,91
15 3,9E-06 4,8E-07 27 0,77 84 7,0E-05 2,0E-05 15 0,64
16 7,0E-06 9,1E-07 27 0,79 97 2,0E-06 1,2E-06 27 0,12
17 6,0E-06 8,2E-07 27 0,76 98 4,3E-06 5,0E-07 27 0,80
18 3,6E-06 1,1E-06 27 0,35 99 6,6E-06 6,1E-07 27 0,88
19 7,7E-06 1,2E-06 27 0,70 100 8,6E-06 1,2E-06 27 0,79
20 4,0E-05 6,2E-06 19 0,79 101 9,6E-06 1,5E-06 27 0,76
21 3,0E-05 3,5E-06 22 0,85 103 1,0E-05 1,0E-06 27 0,95
25 3,4E-04 6,0E-05 3 0,98 106 3,0E-05 4,4E-06 20 0,79
26 3,0E-05 2,8E-06 23 0,92 107 3,5E-06 3,8E-07 27 0,81
27* 1,0E-05 9,3E-07 27 0,90 108 9,2E-06 6,9E-07 27 0,93
29 1,1E-04 7,8E-06 12 0,96 109° 1,0E-05 2,5E-06 26 0,57
30 4,0E-05 1,0E-05 18 0,57 110 6,0E-06 3,9E-07 27 0,93
33 2,0E-05 2,2E-06 27 0,86 111 3,3E-06 4,3E-07 27 0,74
35 8,3E-06 1,0E-06 27 0,83 112 6,8E-06 8,1E-07 27 0,81
36 1,0E-05 8,2E-07 26 0,91 113 6,2E-06 3,7E-07 27 0,94
37 4,9E-06 9,1E-07 27 0,59 114 3,3E-06 5,6E-07 27 0,64
38 2,0E-06 5,5E-07 27 0,39 115 8,0E-06 9,4E-07 27 0,82
39 1,0E-05 9,3E-07 27 0,92 116° 1,0E-05 2,5E-06 26 0,57
47 7,0E-05 6,6E-06 17 0,92 117 1,0E-05 2,7E-06 23 0,73
48 5,0E-05 2,0E-05 13 0,34 118 1,3E-04 1,0E-05 13 0,93
49 4,0E-05 4,6E-06 21 0,86 119 1,5E-04 3,0E-05 13 0,75
50 1,2E-04 1,0E-05 8 0,92 120 1,2E-04 5,0E-05 11 0,50
52* 4,0E-05 7,7E-06 13 0,80 121 2,3E-04 5,0E-05 4 0,91
71 6,0E-05 1,0E-05 16 0,68 127 1,8E-04 2,0E-05 7 0,95
73 8,0E-05 8,6E-06 15 0,91

* Zuordnung nicht ganz sicher; bei Rest 27: Evtl. tragt auch oder nur Rest 28 zu den beobachteten Signalen bei.
" nicht aufgelést: Reste 109, 116

132



Anhang A

Ausden Austauschraten der Amidprotonen bestimmte Schutzfaktoren

Rest Nr.
6*
10
13
15
16
17
18
19
20
21
25
26
27*
29
30
33
35
36
37
38
39
47
48
49
50

52*
71
73

r XUV ZT-rTITAC-C—XArOEIMSONWUIOUTMITTrErX<OraOo

Tauschrate
8,90E-06
5,90E-06
1,00E-05
3,90E-06
7,00E-06
6,00E-06
3,60E-06
7,70E-06
4,00E-05
3,00E-05
3,40E-04
3,00E-05
1,00E-05
1,10E-04
4,00E-05
2,00E-05
8,30E-06
1,00E-05
4,90E-06
2,00E-06
1,00E-05
7,00E-05
5,00E-05
4,00E-05
1,20E-04
4,00E-05
6,00E-05
8,00E-05

Schutzfaktor
27552
19842

139393
51486
57490
35505
60608

109155
14681
12634

3042
46464
37557
2496
13595
34746
40678
34252
30514
47578
34252
6402
19805
5204
3066
30154
5709
1162

Rest

OrrTOOMmMMmMMRAROXTMmMM>- 4T X>»>r>=Z >

Nr.
79
81
82
84
97
98
99
100
101
103
106
107
108
109"
110
111
112
113
114
115
116"
117
118
119
120
121
127

Tauschrate
1,00E-04
6,10E-06
7,00E-06
7,00E-05
2,00E-06
4,30E-06
6,60E-06
8,60E-06
9,60E-06
1,00E-05
3,00E-05
3,50E-06
9,20E-06
1,00E-05
6,00E-06
3,30E-06
6,80E-06
6,20E-06
3,30E-06
8,00E-06
1,00E-05
1,00E-05
1,30E-04
1,50E-04
1,20E-04
2,30E-04
1,80E-04

Schutzfaktor
10109
75928
43611

5365
128058
87342
92288
64594
48591
68934
4030
107305
22640
15585
44127
194673
135575
142003
141356
30110
15585
189983
19087
7679
2235
433
2396

* Zuordnung nicht ganz sicher; bei Rest 27: Evtl. tragt auch oder nur Rest 28 zu den beobachteten Signalen bei.
" nicht aufgelést: Reste 109, 116

133



Anhang A

Winkelrestraints (Hauptkettentor sionswinkel)

Rest

A—SIZPOKAr<OMIITZIrTEOArAROZ<MZAr—XArZOrOIIMXSOON<MPUTNITNCNrAS<ITONKr<AMOUMMO®O

Nr.

©CoO~NOOUD_WNPRE

el e
OB WNRO

16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
a7
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

¢

59

Rest

XOAOr 0 —0OrrrI300MMmTAXRXORXNTMMPIrh MU—AXTA>>rOMrX>0000VTNON>rSTSES>T0N0NONFrITRFRZZ 4

Nr.

66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

-124
-114
-119
-126
-124
-117

=P
SR oawm

~N 01O 0o 0N ©
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Wassr stoff briicken
Nr. Atom1 Rest Atom 2 Rest
1 HN 13 (0] 35
2 HN 15 (0] 33
3 HN 17 (0] 31
4 HN 18 (0] 98
5 HN 19 (0] 28
6 HN 33 (0] 15
7 HN 35 (0] 13
8 HN 36 (0] 49
9 HN 37 (0] 11
10 HN 47 (0] 38
11 HN 49 (0] 36
12 HN 71 (0] 81
13 HN 81 (0] 71
14 HN 82 (0] 97
15 HN 97 (0] 82
16 HN 98 (0] 18
17 HN 99 (0] 80
18 HN 100 (0] 16
19 HN 107 (0] 103
20 HN 108 (0] 104
21 HN 109 (0] 105
22 HN 110 (0] 106
23 HN 111 (0] 107
24 HN 112 (0] 108
25 HN 113 (0] 109
26 HN 114 (0] 110
27 HN 115 (0] 111
28 HN 116 (0] 112
29 HN 117 (0] 113

Abstand
1,9

1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9
1,9

&
0,3

0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3

5+
0,4

0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4
0,4

Atom 3 Rest

2 2 2222222222222 2222222222222 Z2

13
15
17
18
19
33
35
36
37
a7
49
71
81
82
97
98
99
100
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117

Atom 2 Rest Abstand &

O

OO0OO0OO0O0O0O0D0OD0D0OD0OD0DO0ODO0OD0ObO0ODDObObObObObObODODOOOOo

35
33
31
98
28
15
13
49
11
38
36
81
71
97
82
18
80
16
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113

2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9
2,9

0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6

0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
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NOE-Restraints
r: Abstand der Kerne

Atom Rest
HA# 3
HA# 3
HN 4
HA 4
HB2 4
HN 5
HG2 5
HB# 5
HN 5
HA 5
HB# 5
HA 5
HN 6
HA 6
HB# 6
HA 6
HN 6
HB1 6
HN 7
HA 7
HB# 7
HN 7
HA 7
HB2 7
HN 8
HA 8
HB2 8
HA 8
HN 8
HN 8
HB 9
HA 9
HA 9
HN 10
HN 10
HA 10
HA 10
HN 10
HN 11
HA 11
HB2 11
HN 11
HA 12
HB1 12
HB2 12
HA 12
HN 12
HN 12
HA 12
HA 13
HA 13
HN 13
HN 13
HB2 14
HA 14
HN 14
HN 15
HG1# 15
HG1# 15
HG1# 15
HN 15
HB 15
HG1# 15
HA 16

L T A e A T T A A A A A A T R O A

Atom Rest
HN 3
HN 4
HN 3
HN 4
HN 4
HN 4
HN 5
HN 5
HN 6
HN 6
HN 6
HN 7
HN 5
HN 6
HN 6
HN 7
HN 7
HN 7
HN 6
HN 7
HN 7
HN 8
HN 39
HN 40
HN 7
HN 8
HN 9
HN 9
HN 10
HN 39
HN 9
HN 9
HN 10
HN 8
HN 9
HN 10
HN 11
HN 11
HN 10
HN 12
HN 12
HN 37
HN 12
HN 12
HN 12
HN 13
HN 13
HD22 34
HN 35
HN 13
HN 14
HD22 34
HD22 34
HN 14
HN 14
HN 15
HN 14
HN 15
HN 16
HN 33
HN 33
HN 35
HN 35
HN 17

r

2,7
2,6
2,9
2,6
2,3
2,4
2,5
2,3
2,6
2,2
2,6
2,8
2,7
2,3
2,5
2,2
2,4
2,7
2,4
2,6
2,3
3,8
31
2,5
31
2,6
2,3
2,0
3,5
2,7
2,2
2,7
2,3
2,7
31
2,7
2,6
2,3
2,5
2,0
31
2,7
2,9
2,8
2,5
2,1
3,7
1,9
3,4
2,7
2,2
2,7
3,2
2,2
2,7
3,3
3,6
31
2,9
3,5
2,6
2,8
3,0
2,2

Atom Rest
HN 16
HA 17
HB1 17
HB2 17
HA 17
HB2 17
HN 17
HN 17
HB1 17
HB2 18
HB1 18
HA 18
HB1 18
HN 18
HB1 19
HA 19
HB2 19
HB2 19
HA 19
HN 19
HB1 19
HN 19
HA 19
HN 20
HB2 20
HA 20
HB1 20
HN 20
HB1 20
HA 20
HA 20
HB1 20
HB2 20
HB2 21
HA 21
HA 21
HB2 21
HB1 21
HA 22
HB# 22
HB# 22
HN 22
HA 22
HA 22
HN 22
HB# 22
HN 23
HA 23
HB# 23
HA 23
HN 23
HN 24
HA 24
HG2# 24
HA 24
HN 24
HB 24
HG2# 24
HN 25
HB2 25
HN 25
HN 26
HN 26
HA 26

L T A e A T T A A A A A A T R O A

Atom

HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN

Rest

100
17
17
17
18
18
30
31
31
18
18
19
19
98
19
19
19
20
20
20
20
28
98
19
20
20
20
21
21
21
28
96
96
21
21
22
22
25
22
22
23
23
23
24
24
24
22
23
23
24
24
23
24
25
25
25
26
26
22
25
26
21
22
26

2,9
2,5
2,3
2,2
2,3
2,8
2,7
2,9
2,7
31
2,8
2,4
2,8
2,7
2,3
31
2,5
2,4
2,3
3,0
2,4
2,6
2,8
3,6
2,6
2,9
2,4
3,0
2,8
2,2
2,7
2,7
2,6
2,4
2,4
2,0
31
2,6
2,5
2,2
2,7
2,4
2,9
3,2
3,3
3,3
2,5
2,3
2,1
2,7
2,3
2,2
2,5
2,7
2,7
2,0
2,4
2,5
3,4
2,1
2,4
2,7
3,3
2,4

Atom Rest
HB2 26
HB1 26
HB2 27
HB1 27
HN 28
HA 28
HA 29
HA 29
HB2 29
HA 29
HB2 29
HA 29
HA 30
HN 30
HB2 30
HB2 30
HN 30
HN 31
HN 31
HA1 31
HA2 31
HA1 31
HN 32
HA 32
HN 33
HA2 33
HA1 33
HA1 33
HN 33
HA 34
HA 34
HB1 34
HB2 34
HA 34
HB1 34
HB2 34
HA 34
HN 35
HN 35
HA 35
HB2 35
HB1 35
HA 35
HA 36
HB# 36
HA 36
HA 36
HA 63
HN 36
HN 37
HN 37
HA 37
HA 37
HG2# 37
HG2# 37
HD1# 37
HA 38
HA 38
HA 38
HB2 38
HN 38
HN 39
HN 39
HN 39

L T A e A T T A A A A A A T R O A

Atom Rest
HN 26
HN 26
HN 27
HN 27
HN 19
HN 29
HN 19
HN 29
HN 30
HN 30
HN 31
HN 31
HN 19
HN 29
HN 30
HN 31
HN 31
HN 17
HN 30
HN 31
HN 31
HN 32
HN 31
HN 33
HN 15
HN 33
HN 33
HN 34
HN 34
HN 14
HN 15
HN 34
HN 34
HN 34
HN 35
HN 35
HN 35
HN 13
HN 34
HN 35
HN 35
HN 35
HN 36
HN 13
HN 36
HN 36
HN 37
HN 48
HN 49
HN 10
HN 11
HN 37
HN 38
HN 39
HN 47
HN 48
HN 8
HN 10
HN 38
HN 38
HN 49
HN 8
HN 10
HN 38

r

2,7
2,4
2,3
2,2
2,9
2,2
3,4
2,8
2,4
2,5
2,3
2,9
3,2
3,0
2,4
2,2
2,4
3,2
2,6
2,5
2,6
2,2
31
2,3
3,0
2,8
2,7
2,4
3,5
3,5
2,7
2,5
2,5
2,8
2,9
3,2
2,3
2,5
3,0
2,6
2,5
2,5
1,9
3,0
2,2
2,7
2,1
2,6
2,9
3,5
2,5
2,7
2,3
2,6
2,7
2,6
3,7
2,9
2,7
2,3
2,9
2,4
3,8
3,5

136



Anhang A

Atom Rest
HA 39
HA 39
HA 40
HB2 40
HA 40
HB1 40
HA 40
HB2 40
HN 40
HB1 40
HB2 40
HN 40
HN 40
HB2 41
HB1 41
HA 41
HN 41
HB2 41
HA 41
HN 42
HG1# 42
HA 42
HB 42
HN 42
HB 42
HA 42
HN 42
HB 42
HN 43
HN 43
HB2 43
HB1 43
HA 43
HB1 43
HA2 44
HA1 44
HA1 44
HB2 45
HA 45
HB1 46
HA 46
HB2 46
HB2 46
HA 46
HB1 46
HB2 47
HN 47
HA 47
HN 47
HB2 47
HA 47
HB2 47
HA 47
HA 47
HB2 48
HA 48
HN 48
HN 49
HA 49
HB2 49
HA 49
HA 49
HA 50
HB1 50

L T A e A T T A A A A A A T R O A

Atom Rest
HN 39
HN 40
HN 40
HN 40
HN 41
HN 41
HN 42
HN 43
HN 44
HN 44
HN 44
HN 45
HN a7
HN 41
HN 41
HN 41
HN 42
HN 42
HN 42
HN 41
HN 42
HN 42
HN 42
HN 43
HN 43
HN 43
HN 44
HN 44
HN 41
HN 42
HN 43
HN 43
HN 43
HN 44
HN 44
HN 44
HN 45
HN 45
HN 46
HN 46
HN 46
HN 46
HN 47
HN 47
HN 47
HN 38
HN 46
HN 47
HN 48
HN 48
HN 48
HN 49
HN 63
HN 64
HN 48
HN 49
HN 62
HN 36
HN 49
HN 50
HN 50
HN 60
HN 36
HN 50

r

2,8
2,2
2,6
2,5
2,2
3,2
3,0
3,6
3,3
2,9
2,5
31
3,4
2,2
2,2
2,6
2,5
2,6
3,0
2,7
2,4
2,4
2,2
2,2
2,2
2,7
2,7
3,0
3,2
2,3
2,8
2,5
3,4
3,6
2,3
2,2
2,6
2,0
2,0
2,5
2,9
2,1
2,4
2,2
2,6
2,4
3,7
2,7
2,6
2,0
2,3
2,8
31
2,7
2,1
2,2
2,6
2,9
2,6
2,4
2,2
2,9
2,7
2,4

Atom Rest
HB1 50
HA 50
HN 50
HA 51
HB2 51
HB1 51
HB2 51
HB1 51
HA 51
HA 52
HA 52
HN 52
HN 52
HB2 53
HB2 53
HA 54
HN 54
HG1# 55
HG2# 55
HG1# 55
HN 55
HN 56
HB2 56
HA 56
HB1 56
HB2 56
HB1 56
HN 56
HN 57
HN 57
HA 57
HB2 57
HA 57
HN 58
HN 58
HA 58
HA 58
HB 58
HA 58
HB# 60
HN 60
HN 60
HB# 60
HB# 60
HA 60
HN 60
HB# 60
HA 60
HN 61
HB1 61
HB2 61
HA 61
HN 61
HB2 61
HA 61
HD21 61
HN 61
HB2 61
HN 62
HN 62
HA 62
HB2 62
HB1 62
HA 62

L T A e A T T A A A A A A T R O A

Atom Rest
HN 51
HN 51
HN 51
HN 51
HN 51
HN 52
HN 58
HN 58
HN 59
HN 34
HN 52
HN 53
HN 57
HN 34
HN 54
HN 54
HN 55
HN 52
HN 55
HN 55
HN 56
HN 55
HN 56
HN 56
HN 56
HN 57
HN 57
HN 57
HN 52
HN 56
HN 57
HN 57
HN 58
HN 52
HN 57
HN 57
HN 58
HN 58
HN 60
HN 50
HN 50
HN 59
HN 60
HN 61
HN 61
HN 61
HN 62
HN 88
HN 60
HN 61
HN 61
HN 61
HN 62
HN 62
HN 62
HN 63
HN 88
HN 88
HN 48
HN 61
HN 62
HN 62
HN 62
HN 63

r

2,4
2,2
2,4
2,3
2,1
2,4
2,2
2,5
2,6
31
2,4
3,0
3,0
31
2,3
2,3
31
2,7
3,2
2,6
2,5
2,7
2,4
2,1
2,3
31
2,3
2,9
3,2
2,7
2,8
2,1
2,2
2,8
3,0
2,6
2,7
2,3
2,8
2,6
31
2,5
3,0
3,0
2,4
3,5
2,7
3,3
2,7
3,2
3,2
3,2
3,2
31
2,1
31
2,9
31
3,0
3,3
2,7
3,4
3,3
2,4

Atom Rest
HA 63
HB2 63
HA 63
HB2 63
HD1# 64
HA 64
HA 64
HD1# 64
HG2# 65
HA 65
HA 65
HB 65
HB 65
HB 65
HG2# 65
HA 65
HG2# 66
HB 66
HA 66
HN 66
HN 67
HN 67
HG2# 67
HB 67
HB1 68
HB1 68
HN 68
HA 68
HA 68
HB1 68
HN 68
HN 69
HA 69
HB# 69
HA 69
HG 70
HB1 70
HD1# 70
HD1# 70
HG 70
HA 70
HB1 70
HA 70
HN 71
HA 71
HB2 71
HB1 71
HN 71
HA 72
HA 72
HB2 73
HB1 73
HA 73
HA 73
HB2 73
HA 74
HA 74
HA1 75
HA2 75
HN 75
HA1 75
HN 76
HA 76
HB1 76

L T A e A T T A A A A A A T R O A

Atom Rest
HN 63
HN 63
HN 64
HN 64
HN 64
HN 64
HN 65
HN 65
HN 65
HN 65
HN 66
HN 66
HB 67
HN 67
HN 67
HN 67
HN 66
HN 66
HN 66
HN 67
HN 66
HN 68
HN 68
HN 68
HN 65
HN 67
HN 67
HN 68
HN 69
HN 69
HN 69
HN 68
HN 69
HN 69
HN 70
HN 70
HN 70
HN 70
HN 71
HN 71
HN 71
HN 71
HN 81
HN 70
HN 71
HN 71
HN 71
HN 81
HN 73
HN 81
HN 73
HN 73
HN 73
HN 74
HN 76
HN 74
HN 76
HN 75
HN 75
HN 76
HN 76
HN 75
HN 76
HN 76

r

3,2
2,4
2,4
3,0
2,6
3,0
2,2
2,6
31
2,9
2,6
2,7
3,0
3,0
2,9
3,2
2,8
2,9
3,0
31
2,9
2,2
3,2
31
2,5
2,9
2,4
2,3
2,1
2,5
2,9
31
2,4
2,6
2,1
1,9
2,0
2,4
2,8
2,6
2,2
2,8
3,0
2,9
2,6
2,5
2,3
2,7
2,1
2,9
2,3
2,3
2,4
2,1
3,0
2,3
31
2,2
2,4
3,0
2,7
2,9
2,6
2,4

137



Anhang A

Atom Rest
HB2 76
HN 76
HB1 76
HB2 76
HA 76
HB2 76
HB1 76
HB1 77
HB2 77
HA 77
HB1 77
HA 78
HB1 78
HA 78
HN 78
HN 79
HN 79
HB# 79
HA 79
HA 79
HB# 79
HA 79
HB# 79
HB2 80
HA 80
HB1 80
HB2 80
HN 80
HB1 80
HB2 80
HA 80
HN 81
HN 81
HB2 81
HA 81
HB1 81
HA 81
HB1 81
HB2 81
HN 81
HA 81
HA 82
HA 82
HN 82
HN 82
HN 83
HN 83
HB2 83
HA 84
HB# 84
HA 84
HB# 84
HB# 84
HN 85
HB2 85
HB1 85
HN 85
HB1 85
HA 85
HB2 85
HB2 86
HA 86
HB1 86
HB2 86

L T A e A T T A A A A A A T R O A

Atom Rest
HN 76
HN 77
HN 77
HN 77
HN 78
HN 79
HN 79
HN 77
HN 77
HN 77
HN 78
HN 77
HN 78
HN 78
HN 79
HN 77
HN 78
HN 79
HN 79
HN 80
HN 80
HN 101
HN 101
HN 71
HN 73
HN 80
HN 80
HN 81
HN 81
HN 81
HN 81
HN 71
HN 80
HN 81
HN 81
HN 81
HN 82
HN 82
HN 82
HN 82
HN 929
HN 81
HN 83
HN 83
HN 97
HN 82
HN 84
HN 84
HN 84
HN 84
HN 85
HN 85
HN 86
HN 84
HN 85
HN 85
HN 86
HN 86
HN 86
HN 86
HN 62
HN 86
HN 86
HN 86

r

2,5
3,4
31
3,3
2,6
3,3
3,7
2,9
2,6
2,1
3,7
31
2,9
2,7
2,3
3,4
2,5
2,5
2,7
2,1
2,5
2,8
2,6
3,2
2,6
31
2,8
3,2
2,8
2,9
2,3
2,7
3,4
2,8
31
2,7
2,3
2,6
2,5
3,0
2,7
3,2
2,1
3,3
2,5
3,3
3,4
2,3
2,4
2,6
2,0
2,6
2,9
3,5
2,2
2,3
3,4
2,7
2,1
2,7
3,5
2,9
2,5
2,6

Atom Rest
HN 87
HB1 87
HA 87
HB2 87
HN 87
HA 87
HA 87
HA 87
HB1 87
HB2 87
HB2 88
HB2 88
HN 88
HN 88
HN 88
HB2 89
HB1 89
HA 89
HA 89
HN 89
HA1 90
HN 20
HA2 90
HA1 90
HA2 90
HN 20
HA1 90
HN 91
HA 91
HB# 91
HB# 91
HA 91
HA 92
HB# 92
HB# 92
HA 92
HN 93
HB2 93
HB1 93
HA 93
HA 93
HB1 93
HB2 94
HA 94
HB2 94
HA 94
HN 95
HA 95
HA 96
HN 96
HB2 96
HA 96
HN 96
HN 97
HN 97
HB1 97
HB1 97
HN 98
HB# 98
HB# 98
HB# 98
HA 98
HN 98
HB# 99

L T A e A T T A A A A A A T R O A

Atom Rest
HN 61
HN 87
HN 87
HN 87
HN 88
HN 88
HN 89
HN 20
HN 20
HN 93
HN 61
HN 88
HN 89
HN 20
HN 91
HN 89
HN 89
HN 89
HN 20
HN 20
HN 89
HN 89
HN 20
HN 20
HN 91
HN 91
HN 91
HN 20
HN 91
HN 91
HN 92
HN 92
HN 92
HN 92
HN 93
HN 93
HN 86
HN 93
HN 93
HN 93
HN 94
HN 94
HN 85
HN 94
HN 95
HN 95
HN 86
HN 96
HN 84
HN 95
HN 96
HN 97
HN 97
HN 82
HN 84
HN 97
HN 98
HN 18
HN 80
HN 82
HN 929
HN 929
HN 929
HN 16

r

4,0
2,5
2,8
2,7
2,5
2,8
3,3
3,0
2,9
31
31
2,5
2,8
3,2
2,8
2,6
2,4
2,5
2,6
2,4
2,7
2,4
2,3
2,2
2,3
2,5
2,4
2,6
2,4
2,5
2,8
2,0
2,5
2,3
2,6
2,1
2,8
2,6
2,4
2,6
2,0
2,3
3,2
2,6
2,3
2,1
3,0
2,2
2,3
2,7
2,2
2,2
2,8
2,9
3,5
2,5
2,6
3,0
3,0
3,4
2,8
2,2
2,5
2,8

Atom

HN
HN
HB#
HA
HB#
HN
HN
HB1
HA
HB2
HB2
HA
HB1
HA
HB1
HB2
HA
HB1
HB2
HB2
HB1
HA
HB2
HA
HB2
HN
HN
HG2#
HA
HA
HB
HG2#
HN
HA
HA
HB1
HB2
HN
HN
HA
HN
HB2
HN
HB2
HA
HN
HA
HB2
HB#
HB#
HN
HB#
HA
HB#
HB#
HN
HA
HA
HN
HB2
HA
HA
HN
HA

Rest

99
99
99
99
99
100
100
100
100
100
100
100
100
101
101
101
101
101
101
101
101
102
102
102
102
102
103
103
103
103
103
103
103
104
105
105
105
105
105
105
106
106
106
106
106
106
106
106
107
107
107
107
107
107
107
107
107
107
108
108
108
108
108
108

L T A e A T T A A A A A A T R O A

Atom

HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN

Rest

80
98
99
100
100
16
99
100
100
100
101
101
101
101
101
101
102
102
102
103
103
102
102
103
103
103
102
103
103
105
105
105
106
105
105
105
105
106
108
108
103
103
105
106
106
107
107
107
79
101
106
106
107
107
108
108
108
110
107
108
108
109
109
111

2,5
3,0
2,5
2,2
2,7
2,7
2,4
2,4
2,9
2,8
2,6
2,4
2,6
2,3
2,8
2,7
2,3
3,0
2,9
3,0
2,9
2,6
2,2
2,9
2,2
2,7
2,7
2,5
3,0
2,9
2,9
31
31
31
2,4
2,2
2,2
2,7
2,7
2,7
3,0
2,2
2,8
2,0
2,6
2,5
2,6
2,6
2,8
2,7
2,5
2,6
2,5
2,4
2,6
2,6
3,3
3,3
2,5
2,4
2,5
2,6
2,5
2,7

138



Anhang A

Atom

HN
HB2
HN
HN
HB2
HA
HB1
HB1
HN
HA
HB2
HB2
HA
HA
HN
HB2
HA
HN
HA
HB2
HB2
HB2
HB2
HA
HB1
HA
HB1
HB2
HN
HB2
HA
HA
HN
HA
HN
HB#
HA
HB2
HA
HB2
HB1
HB1
HB2
HA
HB2
HB2
HA
HN
HA
HN
HB2
HA
HB2
HA
HN
HA
HB2
HA
HB#
HA
HB1
HN
HB2
HN

Rest

109
109
109
110
110
110
110
110
110
110
110
111
111
111
111
111
111
112
112
112
112
112
113
113
113
113
113
113
114
114
114
114
114
114
115
115
115
115
116
117
117
117
117
118
118
118
118
118
118
119
119
119
120
120
120
121
121
122
122
122
122
122
122
123

L T A e A T T A A A A A A T R O A

Atom Rest
HN 108
HN 110
HN 110
HN 109
HN 110
HN 110
HN 110
HN 111
HN 111
HN 111
HN 111
HN 111
HN 111
HN 112
HN 112
HN 112
HN 114
HN 111
HN 112
HN 112
HN 113
HN 114
HN 113
HN 113
HN 113
HN 114
HN 114
HN 114
HN 113
HN 114
HN 114
HN 115
HN 115
HN 117
HN 114
HN 115
HN 115
HN 118
HN 116
HN 117
HN 117
HN 118
HN 118
HN 118
HN 118
HN 119
HN 119
HN 119
HN 120
HN 118
HN 119
HN 120
HN 120
HN 120
HN 121
HN 121
HN 121
HN 122
HN 122
HN 123
HN 123
HN 123
HN 123
HN 122

2,4
2,2
2,6
2,4
2,3
2,7
2,4
31
2,8
31
2,7
2,3
2,6
3,3
2,7
2,4
2,9
2,6
2,3
2,1
2,2
2,9
2,3
2,3
2,3
2,9
2,3
2,5
2,5
2,4
2,5
31
2,6
3,0
2,3
2,2
2,3
2,0
2,0
2,3
2,3
2,9
2,4
2,2
1,9
1,8
3,2
2,5
3,6
2,5
1,9
2,2
1,8
2,1
2,2
2,3
2,1
2,2
2,1
2,2
2,3
2,4
2,3
2,5

Atom

HA
HB2
HB1

HA
HB2
HB1

HG2#

HA

HG11

HB

HA
HG2
HB2

HA

HA

HA

HA
HB1

HA
HB2
HG2

HA

HA
HB1
HB2

HA

HA
HB2

HA

HG1#

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA
HB1

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA

HA
HB2
HB2
HB1

HA

HA

HB

HA

HD1#

HA

HD2#

Rest

123
123
123
123
123
123
124
124
124
124
125
127
127
127
128
129
130
130
121

10
11
12
12
12
12
14
15
16
22
24
29
32
34
34
35
37
37
38
39
40
46
46
47
48
49
51
52
58
61
61
61
62
62
62
63
65
65
69
70
70
70

L T A e A T T A A A A A A T R O A

Atom

HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HA
HA
HA
HN
HB2
HA
HB1
HB2
HD21
HA
HN
HA
HB#
HG2#
HA
HA
HG1#
HB1
HG1#
HN
HA
HA
HA
HA
HA
HB2
HA
HA
HA
HA
HA2
HA
HA
HB1
HB2
HA
HB#
HB#
HA
HB
HA
HD1#
HD2#
HD1#
HD1#

Rest

123
123
123
124
124
124
123
124
124
124
126
127
127
128
128
130
130
130
124

40
10
11
12
12
12
34
34
16
32
22
24
18
16
15
34
15
38
48

46

39
46
63
37
61
58
33
51
49
61
61
62
84
84
a7
65
65
70
70
70
70

2,3
2,5
2,3
2,2
31
31
2,8
2,5
2,3
2,2
2,0
2,9
2,5
2,3
2,9
2,3
2,8
2,9
4,5
1,9
2,3
1,8
2,8
2,0
2,1
2,3
2,2
2,3
2,3
3,0
3,9
2,2
2,5
2,1
2,4
4,1
2,1
2,8
2,1
2,4
2,4
2,2
2,1
2,1
2,2
2,3
2,1
2,0
2,0
2,9
2,0
1,9
2,1
2,8
2,3
31
2,9
2,2
1,8
2,1
3,9
2,3
2,5
2,3

Atom

HA
HG
HB1
HB1
HG
HA
HA
HA
HA2
HB1
HB2
HB1
HB#
HA
HA
HB1
HB1
HA
HA
HA
HA
HA
HA
HB1
HB1
HA
HA
HB1
HB1
HA
HB1
HB#
HA
HA
HB#
HB#
HA
HB1
HA
HA
HB#
HA
HA
HB2
HB1
HA
HB2
HN
HN
HN
HD1
HN
HN
HN
HN
HD#
HN
HN
HB2
HN
HN
HN
HB#
HA

Rest

70
70
70
70
70
70
71
72
75
76
76
76
79
79
79
80
80
80
81
81
81
82
84
85
86
86
87
87
87
89
97
98
98
98
99
99
100
110
110
110
114
114
115
117
117
117
118
123
101
95
101
13
55
65
48
64
101
45
77
58
107
73
107
100

L T A e A T T A A A A A A T R O A

Atom

HD2#
HD2#
HD1#
HD2#
HD1#
HA
HD1#
HA
HA1
HA
HB#
HB#
HA
HB#
HA
HD1#
HD1#
HA
HB2
HB1
HA
HA
HB#
HA
HB2
HB1
HB1
HA
HB#
HB1
HB2
HA
HA
HB2
HA
HA
HA
HA
HN
HB2
HD##
HN
HB2
HA
HB2
HB2
HA
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN

Rest

70
70
70
70
70
82
70
80
75
76
79
79
79
79
100
70
70
72
81
81
98
70
84
85
86
86
87
87
92
89
97
81
81
81
17
99
79
110
110
113

114
118
117
117
117
115
124
79
84
101
12
54
67
64
118
79
46
78
60
105
74
111
99

r

31
2,1
2,4
2,7
2,2
2,1
31
2,4
1,8
2,3
2,5
2,9
2,4
2,5
2,3
3,3
2,7
2,4
2,7
3,4
2,2
1,9
2,2
2,4
1,8
2,3
2,1
2,1
3,9
2,3
2,0
2,9
2,3
2,6
2,3
2,7
2,4
2,5
2,6
3,8
2,7
2,5
2,5
2,2
1,8
2,1
2,5
2,9
50
2,3
2,7
50
50
3,3
50
50
50
50
50
50
4,9
50
50
50
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Atom Rest
HN 89
HN 88
HB1 46

HG2 127
HA 15
HN 127
HA 105
HA 104
HN 105
HA 104
HA 106
HN 111
HA 106
HN 108
HN 112
HN 111
HA 109
HA 107
HN 113
HA 108
HN 110
HN 114
HN 113
HA 110
HN 111
HN 112
HA 110
HN 112
HN 116
HN 113
HA 111
HA 112
HN 116
HA 112
HN 114
HN 115
HN 117
HA 115
HA 113
HN 119
HN 116
HN 118
HA 116
HA 116
HA 114
HA 115
HN 120
HN 117
HA 117
HA 119
HA 115
HA 116
HN 117
HN 120
HN 118
HN 119
HN 121
HA 118
HA 119
HN 120
HA 121
HN 124

L A A e A T A A

Atom Rest
HN 88
HN 87
HN 64
HN 128
HN 102
HN 126
HN 106
HN 107
HN 107
HN 108
HN 109
HN 109
HN 110
HN 110
HN 110
HN 110
HN 110
HN 111
HN 111
HN 112
HN 112
HN 112
HN 112
HN 113
HN 113
HN 113
HN 114
HN 114
HN 114
HN 114
HN 115
HN 115
HN 115
HN 116
HN 116
HN 116
HN 116
HN 116
HN 117
HN 117
HN 117
HN 117
HN 117
HN 118
HN 118
HN 118
HN 118
HN 118
HN 118
HN 119
HN 119
HN 119
HN 119
HN 119
HN 120
HN 120
HN 120
HN 121
HN 122
HN 122
HN 122
HN 123

r

2,7
3,3
3,3
3,3
3,8
3,3
3,6
3,0
4,9
2,9
3,8
50
4,3
4,9
3,5
2,8
3,8
4,9
4,8
4,9
4,7
50
3,0
3,7
4,9
3,3
4,7
4,2
4,2
31
3,9
3,0
31
3,7
4,6
2,8
2,8
4,3
3,7
4,6
2,8
2,8
3,3
4,0
4,6
3,8
3,8
2,8
3,8
3,0
4,7
3,4
4,9
2,8
4,7
3,0
2,7
3,8
3,8
3,2
3,5
2,9
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Anhang B

Relaxationsraten, chemische Verschiebung und CSA

Das Verhalten der mit einem Spinensemble verbundenen (makroskopischen) Magnetisierung kann halb-
klasgsch durch die Blochschen Gleichungenbeschriebenwerden (Magnetfeld paral el zur z-Achse):

M,y (M xB) My (B.1)
7 = X -_— i )
dt 4 “T,
dMm - M,.—-M
zZz-y(MxB), +—2—2 B.2
o y( ). T (B.2)

Dabei sind M,, My und M, die jeweili gen momentanen Komponenten der Magnetisierung undM, die der
Gleichgewichtsmagnetisierung T, ist die longtudinale oder Spin-Gitter-Reaxationszeit, T, die trans-
versale oder Spin-Spin-Relaxationszeit. Beide Zeitkonstanten beschreiben, wie schndll das Spinensemble
dem Gleichgewichtszustand zustrebt. Ihre Werte hangen insbesondere in Losung von dr Bewegli chkeit
des betrachteten Molekils ab, fur Protonen liegt T, im Bereich von 10-500ms, T, bel ener bis einigen
Sekunden [Hol98]. Diereziproken Werte, R; undR;, heil3en Relaxationsraten.

Wie das Kreuzprodukt in den ersten Termen auf der rechten Seite der GIn. B.1 und B.2 zeigt, prazediert
einein der xy-Ebere liegende Magnetisierungskomponente (bel Vernachlassgungder Relaxation) um das
AuRere Feld B. Diese zéitliche Anderung der Magnetisierunglait sich mit einer gedégneten Spule als indu-
Zierte Spannung (GroRenordnung 10°-10™ V) nachweisen, man erhalt ein Signal, das durch de Rela
xation stark gedampft wird. Die Larmor-Frequenz (Prézessionsfrequenz) fir das ungedampfte Signal ist
ohre Berticksichtigungder chemischen Umgebung gegeben duch

(D:yg (BS)

Die themische Umgebung fihrt zu lokal leicht unterschiedlichen magnetischen Fluf3dichten. Die dadurch
bestimmte Resonanzfrequenz eines Kerns kannals

@o=yBA-6) (B.4)
geschrieben werden. G heif’t Tensor der chemischen Verschiebungund| &Rt sich in der Praxis dssymme-

trische, im Hauptachsensystem diagorele, Matrix schreiben (1 ist dann die Einheitsmatrix):

. 0 0 ., 0 0p
0=0g0 o0, O0[F0,,+t0.,.=00 o0y, O HOc. (B.5)
Ho o o, 4o 0 ouF
Die demische Verschiebung l&fdt sich, wie in Gl. B.5 geschehen, in zwei Teile zerlegen, den isotropen

Anteil und dbn Tensor der Anisotropie der chemischen Verschiebung (CSA). In Lésungen wird nur der
isotrope Anteil beobachtet, GleichungB.4 wird zu

w=yB(l-0.). ( B.4b)

Nach Gl. B.4 ist die Differenz 2weier Resonanzfrequenzen dem Betrag der FluRdichte B proportional.
Jegroler dieser ist, desto ndher beieinander liegende Signale lassen sich nach aufldsen, d.h. deutlich von
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einander unterscheiden. Durch Bezugrehme auf eine Standardfrequenz® ws bzw. die entsprechende
chemische Standardverschiebung o lassen sich Resonanzfrequenzen Uber den Ausdruck

W=,

0= [10° ppm= (o, —0) [10° ppm (B.6)

S

feldurabhangig angeben. Weil Resonanzfregquenz und chemische Verschiebung o, so eng miteinander

verknupft sind, werden beide Begriffe in den Kapitdn 2 und 3 etwas unprazse wie Synoryme
nebeneinander verwendet. (Auch Kreisfrequenz w und Frequenz v = w/ 21t werden nicht explizit unter-
schieden.)

Abschlieftend soll noch de Schreibweise 0 — 0, fur die Anisotropie der chemischen Verschiebung

erlautert werden. Fiir den Spezialfall zweier gleicher Hauptwerte 0, kann der Tensor der chemischen
Verschiebungauch geschrieben werden wie folgt:

BJD 0 OB 1BJH+ZGD 0 0 B
6=00 o, OF=0O O 0,+20, 0 [HOca, (B.5b)
Jo 0 o830 o 0 o,+20,F
[ g O I o]
mit
) 1B—(G”—GD) 0 0
GCSAZED 0 _(G||_GD) 0 O (B.7)
O O
B 0 0 Z(Gll_GD)D

30 Resonanzlinie einer Stancardsubstare
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Zuordnung der Signalevon RalGDSRasBD im **N-HSQC-Spektrum

RalGDS

81/ppm
©G24 i
- 110.00
0 i
B4 6 0 o|
S6E @@ o’
D68 “T86 gC12 ~ |@Y81 -
N76 Qoo i
E57 I i
o p—— @74 —@Ma3 | 115.00
E60 @T33 = | aN8&ggV21 -
c13 i
i
M46 D67 i
@V92 ¢ E7 i
~ @F8o N78 O | :
FE— pog 310855 190,00
© 0O QM2 @E5: I
N84™ “v17 5@ & -
L19 i
130 / i
© L
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O 61 = o -
@K37 i
pes e T 12500
cal @93 Ong? i
o @RQG o i
G131 65 @V79 i
@v32| K72 gJed g :
°S18 00 - i
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Listeder NM R-Experimente an der Rasbindedoméane von RalGDS

Erlauterung der eingetragenen experimentellen Parameter: d1. Prgparationswartezet in
Sekunden. ns. ,number of scans’. rg: recaver gain. pl: 90°-Protonenpuls (Redtedk). SW.
Spektrale Weite bei der Mesaung. TD: Zahl der Mef3punkte. Sl: Zahl der Punkte im
prozesserten Spektrum. Fenster: Apodisationsfunktion, SB, LB: zugehdrige Parameter.
Proz.. Prozesserungsart. lin. pred: ggf. Art der linea prediction, NCOEFF, LPBIN:
zugehotrige Parameter. Alle Mesaungen wurden bei 298K am 500-MHz-Spektrometer
durchgefuhrt.

Experiment 1-8: Messuingvon Ry zum Pulsprogramm: t1_15 sefb.bv, [Far94]
dl: 2 ns: 16 rg: 256 pl: 9,5us 0dB Vor séttigung:
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB Proz. lin. pred. NCOEFF LPBIN
N 40 256 512 gsine 35 - ea - - -
H 12 2k 1k gsne 35 - direkt - - -
Experiment 9-18: MessingvonR, zum Pulsprogramm: t2_15 sefb.al, [Far94]
dl: 2 ns: 16 rg: 256 pl: 9,5us 0dB Vor séttigung:
Kern SW /ppm TD Sl Fenster S8 LB Proz. lin. pred. NCOEFF LPBIN
N 40 256 512 gsine 35 - ea - - -
H 12 2k 1k gsne 35 - direkt - - -

Die Zeit zwischen zwei 180°-Pulsen der CPMG-Sequere war 9409 us, die Anzahl dieser Perioden war 8 oder ein
Viedfades davon, je nach gewdhlter Relaxationsdater.

Experiment 19: NOE zum Pulsprogramm: invinoegps.tm, [Far94]
dl: 2 ns: 32 rg: 4k (4096 pl: 9,0us 0dB Vor séttigung:
Kern SW /ppm TD Sl Fenster GB LB Proz. lin. pred. NCOEFF LPBIN
N 25 256 512 EM - 1 ea - - -
H 12 2k 4k GM 0 -8 direkt - - -

Die Zeit fur die Vorséttigungder Protonenresonanze im NOE-Experiment ist d1.

Die flr die Relaxationsdauer gewahlten Zeitspannen waren fir die Messungvon Ry:

10ms, 20ms, 40 ms, 80 ms, 160ms, 320ms, 640msund1,28s.

Die flr die Relaxationsdauer gewahlten Zeitspannen waren fir die Mesaungvon Ry:
7,86 ms, 15,71 ms, 23,57 ms, 39,28 ms, 62,85 ms, 94,27 ms, 12570ms, 11854 ms, 314,24 ms und 78560 ms.
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Relaxationsraten und NOEsfiir RalGDSR*EP

Rest
D11*
C12
C13
114
115*
R16*
V17
S18
L19
D20
V21
D22
N23
G24
N25
M26
Y27
K28
S29*
130
L31
V32
T33
S34
Q35
D36
K37
A38
P39
A40
\VZ NN
142
R43*
K44
A45*
M46
D47*
K48
H49
N50
L51
E52
E53
E54
E55
P56
E57
D58
Y59
E60

Ry / S_l
2,53
2,24
2,24
2,32
2,41
2,15
2,24

2,33
2,32
2,14
2,72
2,82
2,03
2,14
2,06
2,19
2,61
2,44
2,32
2,19
2,12
2,11
2,54
2,62
2,55
2,18
2,33

2,31
2,35
2,46
2,13
2,15
2,53
2,39
2,92
2,26
2,05
2,44
2,13
1,88
2,08
2,07
2,16

2,44
2,24
2,35
2,34

Fehler (Ry) /s™
0,10
0,11
0,05
0,14
0,04
0,07
0,07

0,07
0,10
0,03
0,19
0,19
0,12
0,26
0,05
0,05
0,30
0,14
0,10
0,06
0,06
0,04
0,16
0,08
0,08
0,06
0,06

0,03
0,08
0,11
0,11
0,04
0,10
0,05
0,31
0,08
0,08
0,07
0,11
0,06
0,05
0,10
0,06

0,14
0,08
0,20
0,02

R» / S_l
8,45
8,43
9,38
9,05
9,90
10,04
9,88

14,08
9,52
8,53
7,30
6,11
6,63
6,31
8,25
7,61

10,82
8,70
9,32
8,90

10,00
9,89
9,17
9,14
9,40
9,18

10,30

9,41
9,01
10,13
9,04
10,54
10,21
17,94

10,30
9,46
8,88
9,04
7,28
7,61
8,31
8,90

9,32
9,80
10,74
9,42

Fehler (Ry) /s™
1,38
0,24
0,19
0,36
0,24
0,63
0,42

0,60
0,50
0,43
0,31
0,47
0,24
0,36
0,20
0,30
0,51
0,21
0,41
0,27
0,40
0,36
0,47
0,38
0,46
0,18
0,36

0,41
0,46
0,24
1,02
0,28
0,46
0,82

0,20
0,20
0,48
1,02
0,13
0,28
0,23
0,32

0,12
0,27
0,86
0,49

NOE
0,77
0,60
0,69
0,75
0,81
0,91
0,91
0,78
0,89
0,72
0,74
0,72
0,67
0,55
0,96

0,51
0,56
0,92
0,84
0,62
0,75
0,84
0,91
0,75
0,82
0,74
0,88

0,84
0,78
0,82
0,66
0,79
0,77
0,73
0,81
0,75
0,84
0,85

0,58
0,68
0,73
0,64

0,74
0,80
0,57
0,79

Fehler (NOE)
0,39
0,06
0,07
0,08
0,12
0,14
0,09
0,08
0,09
0,07
0,07
0,07
0,07
0,06
0,10

0,05
0,06
0,14
0,08
0,06
0,08
0,08
0,09
0,08
0,08
0,07
0,09

0,08
0,08
0,08
0,13
0,08
0,12
0,07
0,16
0,07
0,08
0,09

0,06
0,07
0,07
0,06

0,07
0,08
0,06
0,08
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Rest R;/s Fehler (R)/s® R,/s™ Fehler (Ry)/s* NOE Fehler (NOE)

L61 2,29 0,08 9,76 0,30 0,82 0,08
L62 2,55 0,29 9,94 0,25 0,75 0,07
Q63 2,42 0,06 9,38 0,39 0,69 0,07
164 2,30 0,15 10,23 0,15 0,84 0,08
L65 2,29 0,04 8,71 0,33 0,91 0,09
S66 2,31 0,16 7,31 0,17 0,92 0,09
D67 1,99 0,28 7,15 0,45 1,10 0,11
D68 2,17 0,22 7,36 0,36 0,57 0,06
R69 2,10 0,01 8,41 0,44 0,74 0,07
K70 2,22 0,02 9,48 0,31 0,71 0,07
L71 2,13 0,07 8,57 0,33 0,73 0,07
K72 2,22 0,09 8,44 0,23 0,78 0,08
173 2,27 0,07 9,63 0,46 0,76 0,08
P74

E75 2,25 0,07 10,59 0,95 0,76 0,08
N76 2,31 0,08 10,39 0,48 0,94 0,09
AT7 2,10 0,06 9,00 0,44 0,94 0,09
N78 0,92 0,46
V79 2,45 0,09 11,14 0,29 0,83 0,08
F80 2,36 0,05 9,36 0,37 0,72 0,07
Y81 2,30 0,12 9,81 0,67 0,59 0,06
A82 2,47 0,07 9,24 0,43 0,89 0,09
M83 2,34 0,08 9,26 0,30 0,80 0,08
N84 2,54 0,10 8,88 0,47 0,77 0,08
S85* 0,75 0,15
T86 2,48 0,15 8,25 0,42 0,69 0,07
A87 2,19 0,09 7,09 0,50 0,81 0,08
N88 2,01 0,14 6,59 0,20 0,70 0,07
Y89 2,34 0,16 8,97 0,69 0,72 0,07
D90 2,26 0,09 10,53 0,49 0,71 0,07
F91 2,30 0,06 10,24 1,07 0,84 0,08
V92 2,48 0,07 10,25 0,37 0,73 0,07
L93 2,34 0,05 9,37 0,16 0,79 0,08
K94 2,40 0,09 10,12 0,30 0,80 0,08
K95 2,30 0,07 8,99 0,23 0,72 0,07
R96 2,39 0,07 8,62 0,18 0,74 0,07
T97 1,88 0,10 5,26 0,14 0,44 0,04

In der Regel standen 8 Signale aur Beredhnung von R; und 10 Signale fir R, zur Verfiigung.
Fehlende Werte in der Tabelle oben sind durch nicht verwertbare Sgnalein den Spektren ke-
grindet. Das kann leif3en, Signale fehlten ganz, oder an die Daten lief3 sich keine Exponen-
tialfunktion sinnwoll anpassen. Die Signale von D11 und A45 sowie von R43 und L51 konn
ten bal der Mesaung von R; nicht voneinander getrennt werden. Es wurde jewells beiden
Amidstickstoffen derselbe Wert zugeredhnet. Bel mit * gekennzeichneten Resten waren die
Signale im NOE-Experiment kaum aufgel0st. Es wurden dann relative Fehler zwischen 15 %
und 50% angenommen.

Die Durchschnittswerte von R;, R, und NOE sind 23s*, 9,2s! und 076. Bei ihrer
Verwendung wurden Fehler von 10 %, 20 % und 50% angenommen.
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Listeder programmspezifischen Parameter flir Rechnungen mit M odelfree

Parameter Eingtellung
optimization tval

seach grid
diffuson isotropic
algorithm fix
simulations pred
iterations 500
trim_level 0

seledion none
sim_algorithm fix

ein Feld: 50013 MHz

Die Angaben oben bezehen sich auf die endgitige Rechnurg. Zur Moddlwahl wurde der
Parameter ,iterations’ auf ,100° gesetzt, der Parameter ,selection” bei Bedarf auf ,ftest*
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Tabelleder beredhneten Ordnungsparameter

Rest

D11
C12
C13
114
115
R16
V17
s18
L19
D20
v21
D22
N23
G24
N25
M26
Y27
K28
S29
130
L31
V32
T33
S34
Q35
D36
K37
A38
P39
A40
V4l
142
R43
K44
A45
M46
D47
K48
H49
N50
L51
E52
E53
E54

SZ

1,00
0,89
0,96
0,95
1,00
0,93
0,97
0,97
1,00
0,98
0,90
0,81
0,78
0,72
0,68
0,86
0,88
1,00
0,92
0,97
0,92
0,93
0,91
0,99
1,00
1,00
0,94
1,00
0,98
0,97
1,00
0,91
0,91
1,00
1,00
1,00
1,00
0,95
1,00
0,91
0,76
0,85
0,86

Fehler

0,04
0,02
0,02
0,03
0,01
0,03
0,03
0,09
0,03
0,03
0,01
0,03
0,04
0,02
0,04
0,01
0,02
0,05
0,02
0,03
0,02
0,02
0,01
0,04
0,03
0,03
0,01
0,02
0,01
0,03
0,02
0,04
0,02
0,03
0,02
0,11
0,02
0,02
0,03
0,04
0,01
0,02
0,02

Rest

E55
P56
E57
D58
Y59
E60
L61
L62
Q63
164
L65
S66
D67
D68
R69
K70
L71
K72
173
P74
E75
N76
A77
N78
V79
F80
Y81
A82
M83
N84
sS85
T86
A87
NEE:
Y89
D90
Fo1
Vo2
L93
K94
K95
R96
T97

SZ

0,91
0,97
0,99
1,00
0,99
0,99
1,00
1,00
1,00
0,95
0,77
0,75
0,78
0,89
0,94
0,89
0,89
0,97
0,96
1,00
0,89
0,97
1,00
0,99
0,98
1,00
0,97
1,00
0,97
0,91
0,86
0,70
0,96
1,00
0,97
1,00
0,98
1,00
0,95
0,93
0,57

Fehler

0,02
0,01
0,02
0,06
0,01
0,02
0,03
0,02
0,02
0,02
0,02
0,04
0,03
0,00
0,01
0,02
0,02
0,03
0,03
0,03
0,02
0,09
0,02
0,02
0,04
0,03
0,02
0,03
0,09
0,04
0,03
0,02
0,05
0,03
0,02
0,02
0,01
0,02
0,02
0,02
0,01

Es anddie mit dem Programm ,Mode fre€' erthaltenen Daten wiedergegeben.
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Anhang C

Beweisdes Grenzwertsfir die zirkulare Standardabweichung

Nad Abschnitt 4.3.2.2 betrégt die Differenz jedes Einzdwerts zum Mittelwert maximal 18C°.
Daher gibt es eine obere Schranke fir die zyklische Standardabweichung s.. Um zu zegen,
dal3 Gleichung (4.6) den Grenzwert snx fur eine endliche Zahl von Werten liefert, wird zu-
nadhst gezegt, das dieser Maximawert nur fur auf dem Einheitskreis genau deichverteilte
Wertesdtze ereicht werden kann. Dann wird s fur solche diskreten Gleichvertellungen be-
redhnet. Das Ergebnisist stetskleiner as der Grenzwert aus Gl. (4.6).

Angenommen, mit einer gegebenen Vertellung von N Werten wird das Maximum Sy« erreicht.
Das helfdt, fur dieim Sinne von Kapitel 4 ginstigste(n) Drehung(en) der Skalawird s= Sy €r-
halten, fur alle anderen Drehungen ist s grof3er oder gleich s Egal, welche Drehung der
Skala jewells betradhtet wird, wo auf dem Einheitskreis also die Skalenunstetigkeit liegt, der
Ursprung (0°) der von —18(0° bis 180° reichenden Skala werde so gewahlt, dal3 er mit dem Ort
desnach Gl. (4.1) beredhneten Mittelwerts Ubereinstimmt. Damit wird aus

(C3)
(C.1b)
Wie in Kapitel 4.3 wird im folgenden stattdessen NS’ betrachtet. Esist also
N
Ns® =5 w?. (C.2)
i=1

Nun werde ein Koordinatensystem * mit s* > s, betrachtet. Man andere die der Skalenunste-
tigkeit (und darliber hinweg auch einander) direkt benachbarten Werte w, und w, (sei w < 0°,
w, > 0°) zu Wy + dund wy, — O, dabei sei d postiv. Dann Heibt der Mittewert erhdten, und mit
(W + 8)> <w?, (W, — 0)* < w,”wird Ns” fiir dieses System kleiner (Abb. C.1 a).
In allen anderen Systemen, d.h. in denen die Skalenunstetigkeit zwischen anderen Werten w;,
w; liegt, nimmt Ns° zu:
Der Mittelwert bleibt in jedem Koordinatensystem erhalten, da w, und w, um denselben Betrag
o in unterschiedliche Richtungen versetzt werden.
Fur ein System, in dem der Mittelwert direkt zwischen den ja benachbarten Werten w, und vy,
liegt (sei wieder w < 0°, w, > 0°), gilt (W — J)* > w2 und (w, + §)* > w,°. Die anderen Werte
bleiben konstant, damit wird Ns” gréRer (Abb. C.1 b).
In allen sonstigen Systemen sind w, und w, beide kleiner als 0° oder beide grofier als 0°. Diese
Fale sind aus Symmetriegrinden gleichwertig. Selen hier dso beide Werte gréfer als 0°, und
liege wy ndher am Mittelwert, habe dso den kleineren Betrag. Dann wird (W , w, werden
Lauseinanderbewegt) wi zu wy — 4, Wy, zu W, + 0. Wegen wy, > w gil t nun:

(W — &)+ (W, + ) =W+ W+ 207+ 20W, — 20 W, > W2 + W2
Da wieder die anderen Summanden in Gl. (C.2) nicht veradndert werden, wird auch hier N
groler (Abb. C.1c).
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AbbildungC.1. Derselbe Datensatz dargestellt fur drel verschiedene Skalendrehungen. Die kon-
stant gehaltenen Winkel sind als graue, die beiden verénderten als chwarze Pfeil e gezechnet. Ebenfalls
schwarz markiert: der Mittelwert als Punkt, die Skalenunstetigkeit als Strich.

a) Skalenurstetigkeit zwischen den beiden um d versetzten Werten. Ns* nimmn ab.

b) Mittelwert zwischen den beiden Wertengelegen, Ns* nimmt zu.

c) Sonstige Situationen, Ns” nimmt zu.

Das helfdt, auch im urspriinglich optimalen System mit S= Sy ISt NUN S> Sy ISt auch in
System * noch S> Sy, SO War Smux Nicht der wahre Wert von Sy
Dafiir muR oben nur J klein genug gewahlt werden: Im System* &nderte sch ja NS um
ANS = (W + ) — W+ (W, — 0)° — W2 =257+ 20 W, — 20 W,
Ist & klein genug, so ist ANS® kleiner als (0°)%, und weil der zugehdrige Betrag der Anderung
von s, As, stetig von o abhéngt, kann aso As beliebig klein gewahit werden, insbesondere o,
da3 s* — AS> Sy
Das bedeutet, fur kein Koordinatensystem (keine Skalendrehung) kann s> sy sein. Also ist
S= Smx fUr jedes System, wenn rur in einem Sy erreicht wird. Mit Gl. (4.4) folgt, dal3 die
Werte w dann gleichverteilt sind. Damit bleibt noch s. von Gleichverteilungen zu beredren.
Betraditet wird wieder eine Skala von —18C° his 18C°. Nad 4.3.2.2 kann die Skala so
gedreht werden, dal? der Mittelwert fur N Werte wi 0° ist. Ist nun N ungerade, so wird ein
Wert mit dem Mittelwert zusammenfallen (Abb. C.2), zu beiden Seiten folgen in Abst&nden
von 36C°/N die restlichen Werte.

! [
-180/180 -180/180

AbbildungC.2. Die optimale Lage gleichverteilter Werte im
Intervall [-180, 180). Links ungerade, rechts gerade Anzahl von
Werten.
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Damit 183t sich s. schreiben als

(N-1)/2 2
Scungerade = \/3 Z (ﬂ) k2 . ( C3)

N & \N

n
Mit Hilfe der Formel* Z k2= %n(n +1)(2n+1) fur natdrliche Zahlen n erhdt man aus Gl. C.3
k=1

nacd kurzer Rechnung

N%-1

S =604/3° NE (C4)

Fur eine gerade Zahl N liegt der Mittelwert 0° genau zwischen zwei Werten (Abb. C.2). s &3t
sich dann schreiben:

_ 2wz ~ []2
SCQQMe—\/NZgW)(Zk 1)% : (C5h)

Auch dies ergibt nach kurzer Umformung wieder genau Gleichung (C.4). Damit ist s, immer
kleiner oder gleich 60+/3°. Diesist der Grenzwert von Gl. (C.4) firr grofRe N.

1s. z.B.[Bro9]]
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Gaulvertellung auf dem Einheitskreis

Dasfolgende Programm erzeugt einen Satz von 100 000annéhernd gaulRverteilten Zufall swer-
ten, hier mit dem Mittelwert 30 und einer Varianz von ca 25. Die Werte sind in einem Inter-
val vom 8fadhen der gewéhlten Varianz vertellt, hier also im Intervall 30+100 Fur Teilinter-
valle der Lange 2 wird anschlief3end die Anzahl der darin enthdtenan Wertein ene Talelle ge-
schrieben. Mit dieser 183t sich dann ein Histogramm erzeugen, ahnlich dem in Abb. 4.9 ). Je
weniger die vom Zufallsgenerator gelieferten Werte von einer Gleichverteilung abweichen,
desto bessr reproduziert der Datensatz die gewinschten Parameter der aufgepragten
Vertellung. Skizzedes Algorithmus:

1) Zufalszahl im gewlnschten Intervall erzeugen.

2) Wie grol3 bel der zugrundegelegten normierten Vertellung de Wahrscheinlichkeit fir
das Auftreten des erzeugten Werts?

3) Zufalszahl im Intervall [0, 1] erzeugen. Ist sie grol¥er as die unter 2) festgestellte
Wahrscheinlichkeit, so wird der in 1) erzeugte Wert verworfen. Sonst wird er akzep-
tiert.

4) Wiederholung von 1) bis 3), solange bis gewtinschte Zahl von akzeptierten Werten
vorliegt.

#i ncl ude<ct ype. h>

#i ncl ude<st di 0. h>

#i ncl ude<stri ng. h>

#i ncl ude<stdl i b. h>

#i ncl ude<mat h. h>

#define Pl 3.1415926
#def i ne MAXWERTEZAHL 150000

int X

struct wi nkel {
doubl e echtwert;
doubl e wert;
doubl e di fferenz;
double mttel wert;
doubl e s2;
} W MAXVERTEZAHL] ;

voi d

gausszuf (int n, double m double s)
{

int z, k;

double b, p, q, r;

k=1;

whil e (k<=n){
z=rand(); b=(doubl e)z/ RAND_ MAX* 8*s- 4* s+
r=(doubl e)(-0.5)*((b-m*(b-m/s/s); p=exp(r)/(s*sqrt(2*Pl));
z=rand(); q=(doubl e)z/ RAND_ NMAX
if (gq<=p){
W K] . echt wert =b;
W K] . wer t =b;
k++;

}

VW%].mert:O;
}
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mai n(int argc, char* argv[])
{

int i, j, k;

double x, y, a, b, s;

FILE *R;

X=at of (argv[1]);

srand(X);

b=0; s=25;

gausszuf (100000, 30, s);

R=f open("erztest", "a");

i f (R==NULL)({
printf("Fehler b Ceffn\n");
return;

}
x=(30-4*s); y=(x+2); a=(x+y)/2;
for (a=((30-4*s)+1); a<=(30+4*s); a+=2){
for (i=1; i<=100000; i++){
if ( (x<=Wi].wert) && (y>Wi].wert) ) b+=1;

fprintf(R"%\t%\n", a, b);
b=0; x+=2; y+=2;

}
fclose(R);
return;

}

Legt man so erzeugte Vertellungen entsprechend Abbildung 4.9 b) auf den Einheitskreis und
berechret die augehorigen zyklischen Standardabweichungen s;, 1&3t sich s, als Funktion der
Varianz sy der urspringlichen (Gauf3-)Vertellung darstellen. Fur die Daten aus Tabelle 4.1
Sieht das so aus:

s /°
105 -

65 -

254 7

5 T X T T T T T T T T

5 25 45 65 85 105 125 145 165
Ssoll /0

AbbildungC.3.: s as Funktion von sy bel Zugrundelegen von
Gauldverteilungen (Daten aus Tabelle 4.1).
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