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Kapitel 1
Einleitung

Struktur und Funktion von Proteinen sind Zentralthemen der Biowissenschaft, die in den
letzten Jahren zusehends an Wichtigkeit gewonnen haben. Durch das fundamentale Wis-
sen iiber Struktur und Konformation von Biomolekiilen kann man Riickschliisse auf ihre
Funktion und ihre biologische Aktivitit ziehen. Gerade in der Strukturaufklarung hat sich
die Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) zu einer nicht mehr wegzudenkenden Metho-
de entwickelt. Die Kernspinresonanzspektroskopie hat gegeniiber anderen Strukturanaly-
semethoden wie zum Beispiel der Rontgenkristallographie den Vorteil, auch dynamische
Prozesse wie Bindungen und pH-abhéngige Strukturdnderungen aufkldren zu kénnen. Sie
basiert auf quantenmechanischen Grundprinzipien, die zu erkliren den Rahmen dieser
Arbeit sprengen wiirden. Gute, allgemeine Darstellungen dazu findet man in den spe-
ziellen Lehrbiichern, wie zum Beispiel [1, 2, 3, 4]. Die biomolekularen Zusammenhinge
erklédrt beispielsweise Jeremy Evans in seiner Monographie [5] iiber die Biomolekulare
NMR-Spektroskopie. In Anhang A sind aber die wichtigsten grundlegenden Parameter
aufgefiihrt. Ausserdem wird jeweils in den einzelnen Kapiteln auf die themenspezifische
Literatur verwiesen bzw. die angewendete Theorie kurz erklért.

Schwerpunkte der vorliegenden Arbeit sind einerseits Strukturanalyse und Dynamik,
andererseits die nihere Untersuchung der in den letzten Jahren neu entwickelten Methode
der residualen dipolaren Kopplungen.

Im ersten Teil der Arbeit (Kapitel 2) wird die Struktur der aktiven Doméne des
Herpes Simplex Virus Proteins [CP47 untersucht. Sie besteht aus zweiunddreiflig N-
terminalen Resten, angefangen bei Aminosdure 3 bis Aminosdure 34, und spiegelt alle

charakteristischen Eigenschaften des vollsténdigen Proteins wieder. ICP47 blockiert die

1



2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

TAP-abhiingige Uberfiihrung der Antigenpeptide in das endoplasmatische Retikulum und
verringert so die Priasentation von MHC-I Molekiilen an der Oberfliche der menschlichen
Fibroplastzellen. Mittels Zirkulardichroismus wurde festgestellt, dass ICP47 in wissriger
Losung weder Sekundirstrukturelemente noch eine eindeutige Faltung aufweist. Liegt
ICP47 aber in der Umgebung von membrandhnlichen Stoffen vor, zeigten die Resultate
die Induktion einer a-helikalen Struktur. Diese Ergebnisse werden mit Hilfe der Kern-
spinresonanzspektroskopie verifiziert. Ein weitreichendes Ziel ist es, durch die aufgeklérte
Struktur eine wirksame Methode zu finden, die Funktion von ICP47 zu blockieren.

Kapitel 3 beschéftigt sich mit der Dynamik des neu entdeckten Blutegel (Leech)
Carboxypeptidasen Inhibitors LCI. Die Struktur des ungebundenen Metallo-Carboxy-
peptidasen inhibierenden Proteins wurde mit Kernspinresonanzspektroskopie aufgeklart.
Fiir die Strukturanalyse des Komplexes musste auf die Rontgenstrukturanalyse zuriick-
gegriffen werden. Grund dafiir ist, dass LCI, gebunden an die menschliche Carboxypep-
tidase A2, 42 kDa grof} ist. Die Fragestellung war allgemein die Flexibilitdt von LCI zu
untersuchen. Des Weiteren wird geklért, ob der C-Terminus, der als Bindungsstelle der
Carboxypeptidase gilt, eine Verdnderung der inneren Beweglichkeit aufweist, wenn LCI
im Komplex vorliegt.

Mit Hilfe der konventionellen Kernspinresonanzspektroskopie an Fliissigkeiten kénnen
iiber die Struktur eines Molekiils nur lokale Informationen, wie Abstéinde und dihedrale
Winkel gewonnen werden. Die in den letzten Jahren neu entwickelte Methode der re-
sidualen dipolaren Kopplungen aber kann Strukturinformationen bereitstellen, die zwei
nicht benachbarte Strukturelemente in Verbindung bringt. Dazu werden sich im Magnet-
feld ausrichtende Molekiile, z.B. sogenannte Bizellen, in die NMR-Probe eingebracht.
Dadurch wird die isotrope Rotationsdiffusion der zu beobachtenden Proteine gestort, so
dass ein Bruchteil der dipolaren Kopplungsterme messbar wird. Dieser Methode ist das
letzte Kapitel der Arbeit gewidmet. Wichtig war es, Vor- und Nachteile in der Hand-
habung der ausrichtenden Medien zu finden. Dazu zdhlen unter anderem Stabilitdt und
Herstellung. Dartiber hinaus werden Messung und Auswertung anhand der Beispielpro-

teine MIA und IL-16 in der Arbeitsgruppe implementiert.



Kapitel 2

Strukturaufklarung der aktiven

Doméane des Herpes Simplex Virus
Proteins ICP47(2-34)

2.1 Grundlagen

2.1.1 Biologische Eigenschaften von ICP47

T-Zellrezeptoren kéonnen Antigene nur dann mit hoher Spezifitit erkennen und binden,
wenn die Antigene in Form kurzer Peptidfragmente den T-Zellrezeptoren gemeinsam mit
einem bestimmten membranbestindigen Molekiil aus der Gruppe der Histokompatibi-
litdtsantigene (MHC = major histocompatibility complex) présentiert werden. Das vom
Zellrezeptor gebundene Antigen ist ein stabiler Komplex aus einem fremden Protein
und einem MHC-Molekiil. Der Komplex enthélt allerdings nicht das komplette Anti-
gen, sondern ein durch Abbau entstandenes Peptid, das im Fall der MHC-I Proteine
etwa 9 Aminosduren lang ist. Damit ein fremdes Protein durch eine T-Zelle als Antigen
erkannt werden kann, wird das Protein zunéchst von der Zelle aufgenommen und in kur-
ze Peptidbruchstiicke zerlegt, die anschlieSend mit Hilfe des transporter associated with
antigen prozess (TAP) in das endoplasmatische Retikulum der Zelle gelangen. Hier wer-
den die Fragmente von naszierenden MHC-Molekiilen gebunden und als Komplexe zur
Plasmamembran transportiert. Nachdem die Peptide an den MHC-Molekiilen auf der
Zelloberfiache abgelegt worden sind, priasentieren die MHC Molekiile das Antigenpeptid
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4 KAPITEL 2. STRUKTURAUFKLARUNG VON ICP47(2-34)

einem T-Zellrezeptor [6, 7|. Dadurch werden spezifische und unspezifische immunologische
Abwehrmechanismen in Gang gesetzt. Deshalb entwickeln Viren verschiedene Strategien,
um den MHC Klasse I Antigen Prisentationsweg zu blockieren und so der Immunabwehr
zu entgehen.

Fiir die Tarnung des Herpes Simplex Viruses (HSV-1) ist hauptsichlich das Protein
ICP4AT zustiandig. Es verringert die Haufigkeiten der Prisentation von MHC Komplexen
an der Oberfliche der menschlichen Fibroblastzellen, indem es den Peptidfluss zu den
MHC-I Molekiilen hemmt. ICP47 blockiert die TAP-abhiingige Uberfiihrung von Anti-
genpeptiden in das Endoplasmatische Retikulum [8, 9], indem es den Anfangsschritt des
Peptidtransports verhindert. Durch eine hochaffinitive Bindung (Kd=50nM) konkurriert
der virale Inhibitor mit Peptiden, die normalerweise an der Bindungstelle des TAP bin-
den [10, 11]. Diese ICP-TAP Wechselwirkung ist extrem speziesabhiingig. Zum Beispiel
hat ICP47 eine hundertfach héhere Affinitdt beim humanen TAP als bei dem vergleich-
baren TAP der Maus. Dariiber hinaus wird vermutet, dal ICP47 durch seine Bindung
an TAP eine konformelle Anderung in dem Peptidtransporter verursacht, was ebenfalls
zur Blockierung dessen Funktion beitrigt [12].

Die Bindung von ICP47 an TAP wird durch Strukturuntersuchungen bestétigt. Mit-
tels Zirkulardichroismus und Kernspinresonanzspektroskopie konnte festgestellt werden,
dafl ICP47 in wissriger Losung weder Sekundérstrukturelemente noch eine eindeutig ge-
faltete Konformation aufweist. Liegt ICP47 dagegen in der Umgebung von membranéhn-
lichen Stoffen vor, wie zum Beispiel Trifluorethanol, Natrium-Dodecyl-Sulfat oder Lipid-
membranen, wird eine a-helikale Struktur induziert [13].

Neben seiner speziellen biologischen Funktion weist ICP47 eine einzigartige Primér-
und Sekundérstruktur auf. Abgesehen von dem ICP47 Homologon in HSV-2, konnte
bis jetzt in keiner Datenbank eine ICP-verwandte Sequenz gefunden werden. Als aktive
Doméne wurde der Bereich von Aminosidure 3 bis Aminoséure 34 identifiziert [14, 15].
Sie spiegelt alle charakteristischen Eigenschaften des kompletten Proteins wider. Des-
halb ist ICP47(2-34) ein ideales Modell fiir eine Strukturstudie dieses einzigartigen TAP-
Transport-Komplex-Inhibitors [16].
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2.1.2 Strukturaufklarung mittels NMR Spektroskopie

Strukturaufkldrung basiert in erster Linie auf der Zuordnung von den spektralen Signal-
mustern (Spinsystemen) zu den individuellen Aminoséuren. Diese Spinsysteme werden
iiber interresiduale Signale untereinander verkniipft, was zu einer sequenzabhingigen
Zuordnung fiihrt. Fiir diese Art von Auswertung kénnen die folgenden drei spektrosko-
pischen Techniken benutzt werden. Das TOCSY (total correlated spectroscopy), welches
das Spinsystem selbst darstellt, indem die Magnetisierung iiber die kovalenten Bindun-
gen iibertragen wird, das NOESY (nuclear Ouverhauser spectroscopy), das auf der Basis
des Nuklearen Overhauser Effekts die Magnetisierung iiber den Raum transferiert, und
das COSY (correlated spectroscopy), das zur Bestimmung der individuellen Kopplungs-
konstanten benétigt wird. Auf der Basis dieser Daten kann eine sequentielle Zuordnung
durchgefiihrt werden. Uber die aus den Spektren gewonnenen Parameter ist es moglich
die Sekundéarstruktur abzuleiten. Letztendlich kann dann die 3D Struktur durch Compu-

terberechnungen mit dem Programm XPLOR bestimmt werden.

COSY

Die 2D J korrelierte Spektroskopie, unter die COSY und TOCSY fallen, basiert auf dem
Kohérenztransfer zwischen gekoppelten Spins. Damit wird der Transfer auf Protonen
beschréinkt, die ein oder zwei Bindungen voneinander entfernt sind. Die Pulssequenz
besteht aus zwei 90°-Pulsen, die durch eine verldngerbare Zeiteinheit, dem sogenannten
Inkrement, voneinander getrennt sind. Mit Hilfe des Produktoperatorformalismus (vgl.
dazu [3, 2]) lédsst sich die nach einem Inkrement detektierbare transversale Magnetisierung

zu
[lx sin (Qltl) COS (7TJ12t1) - 2[12[23/ sin (Qltl) sin (7TJ12t1) (21)

berechnen. Transformation mit Hilfe der trigonometrischen Funktionen macht die Fein-

struktur der beobachteten Signale deutlich:
1
[1;1; sin (Qltl) COS (7TJ12t1) = §III[SiIl (Qltl — 7TJ12t1) + sin (Qltl + 7TJ12t1)], (22)
2IIz12y sin (Qltl) sin (7TJ12t1) = Ilzfgy[ COS (Qltl — 7TJ12t1) — COS (Qltl + 7TJ12t1)]. (23)
Aus 2.2 folgt, dass jedes Diagonalsignal eine gleichphasige Linienform mit zwei Mul-

tiplets hat, die bei ; zentriert sind und einen Abstand von 2m.J;5 haben. Gleichung

2.3 dagegen beschreibt die zu erwartenden Kreuzsignale. Sie haben eine gegenphasige
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Linienform. Ihre zwei Komponenten sind ebenfalls bei {2; zentriert und weisen einen Ab-
stand von 27.J}5 auf. Durch eine einfache Abstandsmessung der Signalintensitdten in den
Kreuzsignalen ldsst sich die Kopplungkonstante Ji5 bestimmen. Allerdings birgt dieser
Ansatz auch ein paar Schwierigkeiten. Die sinoidale Modulation von Gleichung 2.2 und
die cosinoidale Modulation von Gleichung 2.3 zeigen, dass Diagonal- und Kreuzsignal ei-
ne Phasenverschiebung von 90° aufweisen und deshalb nicht gleichzeitig auf Absorption
phasiert werden kénnen. Dazu kommt der Einfluss der gegenphasigen Linienform auf die
Linienbreite der Kreuzsignale, iiber die die Kopplungkonstanten bestimmt werden. Die-
ser Einfluss verringert bzw. verbreitert die Groéfle der Kopplungskonstante, worauf sich
positive und negative Multipletkomponenten leicht aufheben, somit die Intensitéit redu-
zieren und so die scheinbare Aufspaltung der Multiplets vergréflern. Dies erfordert bei
der quantitativen Auswertung der Kopplungskonstanten eine besondere Sorgfalt [2, 3].
Meist wird dieses Problem durch Berechnung des Mittelwertes aus zwei Messungen der
Kopplungskonstanten gelost. Dazu bestimmt man die Kopplungskonstante in dispersiver

und absorptiver Phasierung.

TOCSY

Auch wenn das COSY von seinem Ansatz her zur Spinsystembestimmung verwendet
werden kann, wird hierfiir grundsétzlich das TOCSY, die total korrelierte Spektroskopie,
verwendet. Statt sich auf pulsununterbrochene freie Prizessionssequenzen zu verlassen,
benutzt man beim TOCSY-Experiment das sogenannte isotrope Mischen, um den Trans-
fer der Magnetisierung iiber die skalare Kopplung unter den Spins zu gewéhrleisten. Dies
hat den groflien Vorteil, dass die Magnetisierung iiber mehrere Kopplungen wéihrend der
Mischsequenz transferiert werden kann und Absorptionslinien sowohl fiir Diagonal- als
auch Kreuzsignale entstehen. Die Mischsequenz besteht aus einer Reihe von nichtselekti-
ven 180°-Pulsen. Durch diese 180°-Pulse wird die Larmorprézession der Spins refokusiert
und das Spinsystem entwickelt sich nur unter dem Einfluss der .J-Modulation. Unter der
Annahme, dass die Relaxation keinen Einfluss hat, sollten sich demnach Kreuzsignale
zwischen allen Resonanzen eines Spinsystems entwickeln. Magnetisierung proportional

zu I, wird auf das Spinsystem iibertragen und bildet Terme folgender Art:

K
- Z Ikzalk (Tm) COS (Qltl) COS (7TJ12t1), (24)

k=1
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wobei a1y (7,,) die Mischkoeffizienten des Magnetisierungstransfers sind. Die resultierende

beobachtete Magnetisierung unmittelbar vor der Akquisition ergibt sich zu

K
Z Ikyalk(Tm) COS (Qltl) COS (7TJ12t1). (25)

k=1
Terme proportional zu I, ergeben Diagonalsignalen, Terme mit Iy, (k > 1) représen-
tieren Kreuzsignale. Die Beobachtung eines Kreuzsignals zwischen zwei Spins bedeutet
aber nicht, dass die Spins direkt koppeln. Sie kann auch anzeigen, dass die Magnetisie-
rung iiber die skalare Kopplungen, zwei oder drei Bindungen weit, zwischen wechselseitig
gekoppelten Spins transferiert wurde. Als Mischsequenz werden {iblicherweise DIPSI oder
MLEV verwendet (vgl. dazu [2, 3]). In Abhéngigkeit von der Dauer der Mischsequenz 7,
konnen jeweils andere Resonanzen beobachtet werden. Als Faustregel gilt: Je langer die
Mischsequenz, desto weiter der Magnetisierungsiibertrag. Der limitierende Faktor wird
durch die Relaxationszeit bestimmt. Mischzeiten von weniger als 40 ms maximieren die
Intensititen von 'HY — H® Korrelationen. Mit Zeiten iiber 90 ms kénnen auch noch
IHN — 'H¢ Korrelationen beobachtet werden. Bei lingeren Mischzeiten ist der Einfluss
der Relaxations so grof}, dass nicht alle Korrelationen als Signale im Spektrum sichtbar

sind.

NOESY

Im Gegensatz zu COSY und TOCSY, die einen Kohérenztransfer nur zwischen Proto-
nen derselben Aminoséure zulassen, stellt das NOESY (die Spektroskopie des Nuklearen
Overhauser Effekts) eine Methode zur Verfiigung, die Magnetisierung iiber die dipola-
ren Kopplungen zu transferieren. Ahnlich wie beim TOCSY ist auch hier eine Mischzeit
von entscheidender Bedeutung. Mittels einer 90°-t;-90°-Pulssequenz werden die Spins
frequenzmarkiert und die Magnetisierung in z-Richtung zuriickrotiert. Der Magnetisie-
rungsiibertrag erfolgt iiber die dipolaren Kopplungen wéihrend der Mischzeit 7, bevor die
detektierbare transversale Magnetisierung iiber einen letzten 90°-Puls generiert wird. Die
Entwicklung der Spins wird durch die Solomon Gleichung bestimmt. Sie beschreibt, als
Spezialfall der Blochschen Gleichungen, die zeitliche Entwicklung der Spins unter Beriick-
sichtigung der Spin-Gitter-Relaxation und der Kreuzkorrelation. Eine genaue Herleitung

und Beschreibung findet man bei [3]. Liegen K — 1 Spins rdumlich nahe an I;, berechnet
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sich die resultierende Magnetisierung wihrend der Evolutionszeit zu

K

— Z I, a1k (7) cos (21t7) cos (mJ12t1), (2.6)
k=1

wobei a1k (7,,) = [exp (—Rmy)| das (1, k)-te Element der exponentiellen Matrix ist. R
stellt die Matrix der Relaxationsratenkonstanten p; und der Kreuzkorrelationsraten o;;
dar. Die beobachtbare Magnetisierung wihrend der Akquisition ergibt sich schliellich

aus
K

Z Tiya11, (7)) cos (S1t1) cos (mJyaty). (2.7)

k=1
Damit enthilt das resultierende Spektrum theoretisch I; Diagonalsignale und I; - I
Kreuzsignale fiir £ > 1, wobei die Kreuzsignale sowohl aus dem aminosiureeigenen
Spinsystem, als auch durch Magnetisierungsiibertrag auf aminosiurefremde Spinsyste-
me entstehen. Die Einschrinkung, dass zwei Protonen, die weiter als 5A entfernt sind,
keinen NOE ergeben koénnen, begrenzt die Moglichkeiten der Magnetisierungsiibertra-
gung. Dariiberhinaus ist die Intensitdt des NOE invers abhéingig vom Abstand. Das
heifit, dass alle gefundenen NOEs Protonen darstellen, die in einem maximalen Umkreis
von 5A vom urspriinglichen Spin liegen und deren Abstand aus der Intensitit des NOE-
Signals abgeschétzt werden kann. Fiir die Berechnung der Struktur eines Proteins sind
demnach die NOEs Zwangsbedingungen, die unter anderem als sogenannte “longrange”
NOEs (Weitbereich-NOEs) auch auf eine unmittelbare Nachbarschaft sequentiell weit

entfernter Aminosduren hindeuten [2, 3, 4].

Zuordnung

Die Zuordnung der NMR-Signale zu den entsprechenden Aminoséuren in einer Peptidse-
quenz erfolgt auf Grund ihrer Wechselwirkung mit den benachbarten Aminoséduren. Diese
Methode wird sequentielle oder sequenzspezifische Zuordnung genannt. Dabei kann die
Aminosdure i+ 1 in der Sequenz iiber die direkte Nachbarschaft zu Aminosiure 7 identifi-
ziert werden. Das NOESY-Spektrum stellt die Signale zur Verkniipfung von benachbarten
Aminosduren zur Verfiigung, da aufgrund der Molekiilgeometrie der Abstand des N H-
Protons der Aminosiure i + 1 zu den H®-, H®- bzw. H - Protonen der Aminosiure i
immer kleiner als 5 A ist. So findet man auf der HV-Frequenz der Aminoséure i + 1 (ho-
rizontale Frequenzachse) sogenannte interresiduale Signale der chemischen Verschiebung
der zugehorigen Aminosiure i (vertikale Frequenzachse). Das TOCSY-Spektrum enthélt

keine interresidualen, sondern nur intraresiduale Signale. Diese intraresidualen Signale
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legen den Aminosiuretyp iiber dessen charakteristisches Spinsystem fest. Eine einfache
Uberlagerung von TOCSY- und NOESY-Spektren erméglicht die Unterscheidung von
inter- und intraresidualen Signalen. So ist es bei bekannter Primérstruktur des Proteins

méglich, jeder Aminoséure eine entsprechende H”-Frequenz zuzuordnen [17, 18].

XPLOR

Das Computerprogramm XPLOR verwendet die sogenannte simulated annealing Me-
thode, um die Struktur des Proteins in Loésung zu berechnen. Bei diesem Verfahren
wird eine Anfangsstruktur, die die empirischen Daten, also Abstandszwangsbedingun-
gen (NOEs) und Torsionsdaten, enthélt, simuliert auf eine Temperatur von 1000 K ge-
bracht. Wéhrend dieser Zeit erhalten die Atome eine hohe thermische Beweglichkeit.
Durch geeignete Abkiihlschritte bewegt sich die Ausgangsstruktur unter dem Einfluss
eines Kraftfeldes auf die energetisch giinstigste Zielstruktur zu. In einem dieses Kraftfeld
beschreibenden Potential V' sind die strukturellen und energetischen Parameter des Pro-
teins zusammengefasst. Es besteht aus zwei Energietermen E,,,, und E.¢. E,,,, enthilt
alle Informationen iiber die Primérstruktur des Proteins und stellt dariiber hinaus Daten

iiber Topologie und Bindungen in Proteinen zur Verfiigung:
Eemp = EBindung + EWinkel + EDieder + EvdW + Eelek- (28)

Die Beitrage der kovalenten Bindungen Egingung, der Bindungswinkel Eyyinie und der
Diederwinkeln Ep;eqer lassen sich als harmonische Funktionen darstellen. Mit einem
empirisch bestimmten anharmonischen Lennard-Jones-Potential oder einem Coulomb-
Potential miissen die nichtkovalenten van der Waals Krifte E, g1 und die elektrostatische
Wechselwirkung Fee,. simuliert werden.
Mit

Eerr = Enok + Erorsion (2.9)
werden die experimentell bestimmten Randbedingungen beriicksichtigt. Fiir die Winkel-
randbedingungen E7rsi0n Wird wiederum eine harmonische Funktion angenommen. Fiir
die Abstandsrandbedingungen Eyop gilt insbesonders, dass das Energiepotential Null
gesetzt wird, sofern der Abstand innerhalb einer bestimmten Grenze liegt. Auflerhalb

zwingt ein harmonisches Potential den Abstand in die erlaubten Grenzen [18, 19].
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2.2 Messungen und Ergebnisse

2.2.1 NMR Experimente
NMR Spektren

Fiir die Aufnahme der NMR Spektren wurde eine Probe von ICP47(2-34) in Natrium-
Dodecyl-Sulfat (SDS) sowie in Trifluoroethanol (TFE) hergestellt. Die Probe in TFE
ergab nicht das gewiinschte Ergebnis und nur sehr schlecht aufgeldste Spektren. In SDS
dagegen konnte mittels 1D-Kernspinresonanzspektroskopie und Zirkulardichroismus ein-
deutig eine Faltung nachgewiesen werden. Die Auflésung der Spektren war akzeptabel.
Die Probe bestand aus 4.3 mM ICP47(2-34), welches mit 560 mM Natrium-Dodecyl-das-
Sulfat in 90% Hy0 / 10% DO bei einem pH von 7.4 gelost wurde. Fiir die notwendigen
D,0O-Spektren wurde diese Probe lyophilisiert und in 100% D,O wieder gel6st. Bei Raum-
temperatur blieb die Probe {iber mehrere Monate hinweg stabil.

Obwohl ICP47(2-34) eine hauptsichlich a-helikale Struktur besitzt, gelang es den-
noch, eine rein zweidimensionale sequentielle Zuordnung durchzufiihren. Die Uberlap-
pung der Signale in der HY-H* Region war zwar signifikant, konnte aber aufgrund der
geringen Grofle von ICP47(2-34) aufgelost werden.

"H-Spektren von ICP47(2-34) wurden bei 500 MHz, 600 MHz und 750 MHz an den
Bruker Spektrometern AMX-500, DRX-600 und DMX-750 aufgenommen. Die meisten
Daten stammen allerdings vom 600 MHz Spektrometer bei einer Temperatur von 307
K. TOCSY- und NOESY-Spektren wurden zusétzlich bei 292 K am DRX-750 und bei
300 K am AMX-500 wiederholt. Fiir alle zweidimensionalen Spektren wurde die Proto-
nenrichtung Fy entweder mit 2048 oder 4096 Punkten abgetastet. In die indirekte Pro-
tonenrichtung F; wurden fiir die TOCSY- und NOESY-Spektren zwischen 256 und 400
Inkremente, fiir die COSY-Spektren zwischen 500 und 700 Inkremente aufgenommen. Die
Wasserunterdriickung fiir die SDS/H20O Probe wurde entweder durch gepulste Feldgra-
dienten (NOESY) oder durch eine 3-9-19 Watergate Sequenz (TOCSY) erreicht. Bei den
COSY-Spektren benutzte man einen Puls geringer Stérke wihrend der Relaxationszeit
am Anfang des Experiments, der die Wassermagnetisierung vorsattigte. Um den Einfluss
der Spindiffusion zu reduzieren aber dennoch fast maximale NOE-Intensitéit zu erhalten,
wurde die Mischzeit der NOESY-Spektren auf 84 ms gesetzt. Die Mischzeiten fiir die
TOCSY-Spektren waren 56 ms oder 58 ms, als Mischsequenz wurde die DIPSI-19 Puls-
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abfolge verwendet. Ebenfalls aufgenommen wurde ein TOCSY mit sehr kurzer Mischzeit
von 19 ms, um die Ergebnisse der COSY-Spektren im HY-H® Bereich zu verifizieren.

Die D,O-TOCSY-Spektren wurden mit einer reinen MLEV-17 Pulssequenz und einer
Mischzeit von 62 ms akquiriert. Mit Wasservorséttigung, um auch die letzten Reste von
H>0O zu unterdriicken, und einer Mischzeit von 90 ms initialisierte man das DoO-NOESY-
Spektrum. Die Durchfiihrung des Experiments zur Bestimmung der Amidaustauschrate
fand kurz nach der Lyophilisierung und darauf folgender Losung in D5O statt. Dieses
NOESY-Spektrum wurde innerhalb von 2 h bei 292 K am DRX-600 aufgenommen und
auf Kreuzsignale untersucht, die von den HY Resonanzen herriihren.

Bei allen Spektren nahm man eine Basislinienkorrektur auf beiden Seiten der Was-
serlinie vor. Prozessiert wurden alle Daten mit einer Gaufischen Fensterfunktion. Fine
Auflésungsintensivierung mit Hilfe des sogenannten Zero-Filling (Verlingerung des FID

durch Auffiillen mit Nulldaten) war bei keinem der Spektren notwendig [16].

Sequentielle Zuordnung

Die sequenz-spezifische Resonanzzuordnung erfolgte zuerst an den Spektren, die bei 307
K aufgenommen wurden. Danach wurden auch die Signale in den Spektren von 292 K und
300 K zugeordnet, wobei das Spektrum bei 307 K als Ausgangspunkt diente. Die Positio-
nen der Signale waren bei allen Temperaturen fast identisch. Durch Linienverbreiterung
bei geringerer Temperatur iiberlappen allerdings sehr viele Kreuzsignale der vorhergesag-
ten Helix, obwohl diese Spektren bei 750 MHz aufgenommen wurden. Die Spinsysteme
jeder einzelnen Aminosiure wurden mit Hilfe des TOCSY-Spektrums bei 307 K identi-
fiziert. Auch hier zeigte sich, dass die Spektren bei niederer Temperatur aufgrund ihrer
geringen Auflésung nicht die gleichen Ergebnisse liefern konnten. Allerdings brachte das
NOESY-Spektrum bei 292 K, aufgenommen am DMX-750, wertvolle Hinweise fiir die Zu-
ordnung von Trp-3. Diese Aminoséure konnte bei 307 K nicht direkt ausgewertet werden.
Durch Uberlagerung der verschiedenen NOESY-Spektren wurde dennoch das Spinsystem
identifiziert.

Abbildung 2.1 zeigt den sogenannte Fingerabdruck, die HV-H®- Region des untersuch-
ten Proteins. Dargestellt ist die Zuordnungsstrategie fiir Aminosédure 4 bis Aminoséiure
15 fiir das NOESY-Spektrum bei 307 K. Dazugehorend kann man in Abbildung 2.2 die
Zuordnung in der HY-H"- Region desselben NOESY-Spektrums verfolgen. Tabelle 2.1

enthilt alle zugeordneten inter- und intraresidualen Signale in ppm-Einheiten.
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Abbildung 2.1:

NOESY-Spektrum bei 307 K. Der Ausschnitt zeigt die HY (Fy Achse) - H* (F; Achse) Re-
gion von ICP47(2-34) in Verbindung mit SDS Mizellen. Die interresidualen Kreuzsignale sind
mit dem Ein-Buchstaben Code der Aminosiduren gekennzeichnet. Anhand der Linien ist der

Zuordnungsweg der Aminosduren 4 bis 13 nachvollziehbar.
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Abbildung 2.2:
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NOESY-Spektrum bei 307 K. Der dargestellte Bereich zeigt die HY (Fy Achse) - HY (Fy
Achse) Region von ICP47(2-34). Beispiele fiir die HY - HY Kontakte sind fiir Aminoséure 4 bis

Aminosiure 13 angezeigt.
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Aminosiure Chemische Verschiebung fiir
NH C*H C°H Andere Signale
ppin

Trp3 8.66 4.59 3.30

Ala 4 795 379 1.13

Leu 5 740 4.02 1.59 ~v-CH 0.88 ; 9-CH 0.81

Glu 6 797 4.07 1.99 v-CH 2.31 / 2.22

Met 7 8.07 4.23 221 v-CH 1.91 / 1.82 ; «-CH 1.23

Ala 8 8.07 4.04 142

Asp 9 8.16 4.35 2.75/ 2.69

Thr 10 7.80 4.01 4.20/1.10

Phe 11 8.00 4.35 3.12

Leu 12 829 396 1.80/1.75 ~-CH 1.50; §-CH 0.87

Asp 13 7.95 414 2.72 / 2.60

Asn 14 7.83 4.55 2.74

Met 15 778 429 1.94 v-CH 2.38 / 2.32

Arg 16 793 4.25 1.90 v-CH 1.80 ; 9-CH 2.07

Val 17 7.63 4.18 2.12 ~v-CH 0.88

Gly 18 791 4.08

Pro 19

Arg 20

Thr 21 8.03 4.38

Tyr 22 8.11 4.27 3.04 /2.94

Ala 23 7.88 3.92 1.33

Asp 24 7.88 4.45 2.75

Val 25 778 370  2.17 v-CH 0.98 / 0.89

Arg 26 8.13 382 1.83/1.73 ~-CH 1.65/1.58;¢-CH 3.11

Asp 27 7.92 442 272/ 264

Glu 28 7.81 4.11 2.38 v-CH 2.27 / 1.95

Ile 29 794 3.76 1.66 v-CH 0.87 / 0.78

Asn 30 8.04 458 2381

Lys 31 7.85 4.15 1.81 ~v-CH 1.49 ; 9-CH 1.39 ; e-CH 3.09
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Arg 32 776 432 1.81 ~v-CH 1.68

Gly 33 8.01 3.91

Arg 34 768 411 1.81/1.67 ~-CH 1.56; ¢6-CH 3.12
Tabelle 2.1:

Chemische Verschiebungen in ppm der Spinsysteme aller Aminosiuren von ICP47(2-34)

2.2.2 Strukturberechnung
Sekundéirstruktur

Eine graphische Zusammenstellung aller NOEs, die als Diagnosemethode der Sekundér-
struktur gelten, findet sich in Abbildung 2.3. Auffillig an allen NMR-Spektren ist das
Fehlen von Weitbereich-NOEs, die voneinander weiter als 4 Reste entfernte Aminosiuren
miteinander verkniipfen. Die Zwangsldufigkeit einer geordneten Struktur in Peptiden, die
sich in speziellen NOE Mustern manifestiert, wurde eingehend von Dyson et al. [20, 21]
diskutiert. Aus diesen NOEs ist es haufig moglich, qualitativ die Besetzungszustéinde
verschiedener Arten von Sekundérstrukturelementen zu bestimmen. Eine ausgedehnte
Konformation wie zum Beispiel ein S-Strang zeigt sehr starke dox(7,7 + 1) NOEs, aber
keine HY — HY Intensitiiten fiir das jeweilige Restepaar. Im Gegensatz dazu hat eine
a-Konformation sehr starke dxx(7,7 + 1) NOE-Kontakte aber nur schwache d.x(7,7 +
1) Intensititen pro Restepaar. Der Mittelwert eines NOEs ist im Fall von ICP47(2-
34) eine Mischung aus ungefalteter und gefalteter a-Konformation. Das heifit, dass fiir
jedes Restepaar die starken NOEs der jeweiligen Konformation zu dem mittleren NOEs
beider Zustinde beitragen. Eine auffillige Prisenz von sowohl HY — HN als auch HY — H®
Kontakten lasst nur den Schluss zu, dass das Peptid in beiden Konformationen vorliegt.
Deshalb ist es augenscheinlich, dass die dux (4,7 + 1) Konnektivitéten nicht allein fiir die
Charakterisierung von Helizes oder Schlingen (Turns, Loops) verwendet werden konnen,
da ungefaltete Konformationen ebenfalls starke d,x(i,7 + 1) Kontakte ergeben. Damit
verschleiern diese Kontakte die eigentlich schwachen d,x(i,7+ 1) NOEs einer eventuellen

Schlinge.
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Abbildung 2.3:

Zusammenstellung der sequentiellen Konnektivitdten und der Konnektivitdten mittlerer Reich-
weite (|i —j| < 5) aller HY, H* und H? Protonen. Die in grau dargestellten dxn (4,4 + 1) und
dep(i,7 + 3) Kontakte konnten aufgrund von Signaliiberlagerung nicht eindeutig zugeordnet
werden. Der H?(Pro19)-HY (Gly18) NOE ist in der gleichen Zeile wie die HN(i) — HN(i + 1)
Kontakte dargestellt. Die NOE-Intensititen, klassifiziert als schwach, mittel und stark, werden
durch die Hohe der Balken repriisentiert. Der chemische Verschiebungsindex (HA CSI) ist in

der letzten Zeile aufgetragen, wobei negative Balken «-helikale Regionen anzeigen.
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Man kann aber Loops oder Helizes eindeutig iiber die Prisenz von NOEs mittlere

Reichweite identifizieren:
o HN(i) — HN(i + 2)
o H%(i) — HN(i + 3)
o H%(i) — HN(i + 4)
o HY(i) — HP(i + 3)

Das NOESY-Spektrum von ICP47(2-34) weist im Bereich von Aminoséure 4 bis Ami-
nosdure 15 HN(4) — HN(i + 1), HN(4) — HN(4 + 2), H*(i) — HN(4 + 3), H*(43) — HN(i + 4)
und H*(i) — H?(i + 3) Konnektivititen auf (siehe Abbildung 2.3). Diese Priisenz ist
charakteristisch fiir eine a-helikale Konformation. Zwischen Aminosdure 18 und Ami-
nosdure 21 konnte keinerlei kriimmungsartige Struktur entdeckt werden, obwohl danach
sehr genau gesucht wurde, um beide Helizes zueinander in eine feste Beziehung zu setzen.
Das Segment von Aminosédure 22 bis Aminosiure 32 dagegen zeigt wieder eine a-Helix,
mit HN(i) — HN(G + 1), HN(4) — HN(i + 2), H*(i) — HN(i + 3), H*(4) — HN(i + 4) und
H*(i) — HP(i + 3) Kontakten.

Dariiberhinaus wurden diese Ergebnisse durch die Amidaustauschdaten bestatigt
(vgl. [17]). Langsam austauschende Amide wurden in den zentralen Aminosduren der
a-helikalen Bereiche (Reste 8-12 und 24-30) beobachtet. Aufierdem sind die Protonen-
frequenzen der Aminosdure 4 bis einschliellich Aminosdure 16 und Aminosiure 21 bis
Aminoséure 34 um 0.2 ppm bis 0.6 ppm hochfeldverschoben (relativ zu den generell er-
warteten ppm Positionen der jeweiligen Aminosiure), was ebenfalls auf eine a-helikale
Struktur hindeutet.

In Abbildung 2.4 ist die relative Helizitdt des untersuchten Peptides dargestellt. Sie
berechnet sich aus dem Verhiltnis R der Intensitéiten von dyn (4,7 + 1) und dan(é,7 + 1)
NOEs fiir jede Aminoséure:

]HiN JHN

ey (2.10)

Ty N
HHL

R

Liegen die Werte iiber 1.0 in Teilen des Peptides, so kann von einer substantiellen Bevolke-
rung einer a-helikalen Konformation ausgegangen werden. Von Waltho et al. [22] wurde
dariiber hinaus angemerkt, dass die, im Bezug auf die beteiligten Protonen, genormten

Intensitédten von d,s(i, i+3) wertvolle Hinweise auf die relative Helizitét des untersuchten
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Abbildung 2.4:

(A) Verhéltnis der Intensitéiten der sequentiellen dxx (7,7 + 1)/dan(é,% + 1) NOEs, berechnet
aus der Signalhohe des NOESY-Spektrums (vgl. Abbildungen 2.1, 2.2), pro Aminosiure.

(B) Intensititen der d,s(i,7 + 3) NOE-Kontakte pro Aminoséure, skaliert auf die Anzahl der

involvierten Protonen. Graue Balken zeigen spektrale Uberlappung an.

Peptides liefern konnen. In Abbildung 2.4 wurden deshalb die H*(i) — H?(i + 3) Inten-
sitdten gegen die jeweilige Aminosdure aufgetragen. Auch durch sie kann man auf eine
a-helikale Konformation der Aminoséuren 4 bis 15 und Aminosiure 22 bis Aminoséiure
32 schlieflen.

Da sich die Bindung des Proteins an SDS durch eine sehr groflen Linienbreite aus-

driickt, konnten von ICP27(2-34) keine Kopplungskonstanten bestimmt werden.

3D Struktur

Aufgrund der Daten aus der Sekundérstruktur wurde beschlossen, die NOE-Daten in Ab-
standszwangsbedingungen umzuwandeln und die dreidimensionale Struktur von
ICP47(2-34) zu berechnen. Die Abstandszwangsbedingungen wurden aus den HyO- und
D,O-NOESY-Spektren gewonnen. Klassifiziert wurden sie analog der Signalintensititen

7u;
o sehr starke Kontakte 2 1.8 - 2.3 A
o starke Kontakte 2 2.3. - 2.8 A

o mittel-starke Kontakte 2 2.8 - 3.5 A
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Abbildung 2.5:
3D Struktur von ICP47(2-34) in Stereodarstellung.

A. und B. Strukturfamilie der 20 besten Strukturen berechnet mit dem Programm XPLOR.
C. Banddarstellung von ICP47(2-34).
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o mittel-schwache Kontakte 2 3.5 - 4.2 A
o schwache Kontakte 2 4.2 -5.0 A

Alle Protonen wurden in der Strukturrechnung explizit definiert. In manchen Féllen
wurden zusédtzliche Terme an den oberen Grenzen eingefiihrt, die einer Pseudoatomkor-
rektur entsprechen, wie sie von Wiithrich [17] empfohlen wird. Insgesamt wurden 93
interresiduale 'H-'H Abstinde fiir die Strukturrechnung verwendet. Auf Basis eines opti-
mierten simulated annealing Protokolls wurden mit dem Programm XPLOR 3.1 vierzig
Strukturen berechnet. Dreiflig von ihnen geniigen den experimentellen Zwangsbedingun-
gen in den Grenzen kleiner Abweichungen von der idealisierten kovalenten Geometrie.
Die Strukturrechnung zeigt, dass die Konformation des an SDS gebundenen Peptides
tatsdchlich aus zwei wohldefinierten Helices besteht. Sie erstrecken sich von Aminosiure
4 bis Aminoséure 15 und von Aminosiure 22 bis Aminosdure 32 (siche Abbildung 2.5).

Sie sind, sowohl im Bezug auf die mittlere atomaren Standardabweichung (rmsd:
root mean square difference) - sie betriigt 0.37 A - als auch im Bezug auf die Riick-
grat Torsionswinkel (kleiner als 30°) sehr gut bestimmt. Es gibt keine Verletzungen der
Zwangsbedingungen, die grofier sind als 0.5 A und die Strukturen haben sehr niedrige
globale Energiewerte (vgl. dazu Tabelle 2.2). Im Gegensatz zu den gut definierten Helices
weist der Bereich zwischen Aminoséure 16 und Aminoséure 21 eine sehr hohe Flexibilitét
auf. Auch der N-terminale und C-terminale Bereich besitzt eine komplett ungeordnete
Konformation (vgl. Abbildung 2.5).

Strukturstatistik

Zwangsbedingungen fiir die Strukturberechnung

Gesamtzahl der verwendeten Bedingungen 93
Gesamtzahl der NOEs 79
sequentielle 53
medium range 26
long range 0

Wasserstoffbriicken 14
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Strukturberechnungsstatistik <SA>!
Rmsd der idealisierten kovalenten Geometrie

Bindungen [A] 0.016 + 0.017
Bindungswinkel [°] 0.46 £+ 0.08
Torsion [°] 0.24 £ 0.1
Rmsd der experimentellen Zwangsbedingungen?
Abstiinde [A] 0.042 + 0.03
Endgiiltige Energiewerte [kcal mol ]
Etotal 120.4 + 2.3
EBindungen 1.4 +0.3
Ewinke 26 £+ 2
ETorsion 27+0.3
Evaw 1.2+ 0.7
Enor 71+ 1.3

Prizession der Koordinaten * [A]
Rmsd der Riickgrat Atome (N, C,, C’)
unter Ausschlufl der Reste 2-4 und 15-34 bzw.
unter Ausschlufl der Reste 2-21 und 31-34

Rmsd aller schweren Atome
unter Ausschlufl der Reste 2-4 und 15-34 bzw.
unter Ausschlufl der Reste 2-21 und 31-34

<SA> versus < SA >
0.56 £+ 0.19

0.48 £ 0.17

1.58 £ 0.25
1.69 £ 0.33

Tabelle 2.2:

Statistik der berechneten Struktur von ICP47(2-34) in SDS mit dem Programm XPLOR.

L<SA> bezieht sich auf ein Ensemble von 20 Strukturen

2Keine Abstandszwangsbedingung in dem Ensemble hat eine grofere Verletzung als 0.5 A

3Rmds zwischen dem Ensemble und dem Mittelwert des Ensembles
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2.3 Zusammenfassung

Die Fahigkeit, die Antigen-Prisentation zu behindern, macht ICP47 zu einem sehr inter-
essanten Protein. Besonders verwunderlich ist dabei, dass die aktive Domé&ne aus nur 32
Aminosauren besteht, die allein die TAP-Funktion blockiert. In wiéssriger Losung liegt
ICP4T grofitenteils unstrukturiert vor. Befinden sich aber Membrane oder lipiddhnliche
Substanzen in seiner Umgebung, wird eine a-helikale Struktur induziert. Man kann des-
halb den Schluss ziehen, dass ICP47 direkt mit den Membranen wechselwirkt. Aufgrund
dieser Ergebnisse sollte die spezifische Bindung von ICP47 mit mikrosomalen Membra-
nen und die daraus resultierende Struktur eingehend untersucht werden. Da die aktive
Domine ICP47(2-34) alle charakteristischen Eigenschaften des kompletten Proteins auf-
zeigt, wurde nur diese Sequenz fiir die Studien verwendet. Die aktive Doméne bindet auch
in Abwesenheit von TAP an Membrane. Fiir die NMR-Untersuchungen wurde daher eine
Probe hergestellt, die aus einer Mischung von zwei SDS-Mizellen pro ICP47(2-34)-Peptid
bestand. Die NMR-Daten, die Konsistenz der Probe (auch nach mehreren Wochen kei-
ne sichtbare Aggregation) und die berechnete Struktur legen den Schluss nahe, dass
ICP47(2-34) in einem Mizellen-gebundenen Zustand vorliegt. Die Struktur selbst be-
steht aus zwei helikalen Konformationen, die durch einen ungeordneten Bereich zwischen
Vall7 und Thr21 unterbrochen wird. Das N-terminale Ende der a-Helix zwischen den
Aminosduren 4-15/16 stimmt mit der vorausgesagten a-Helix an Position 3-13 [13, 15]
iiberein. Die zweite a-Helix , Position 21/22-32 wurde allerdings nur mit geringer Si-
gnifikanz vorherbestimmt. Da keine Absorptionskontakte zwischen den beiden a-Helices
festgestellt werden konnten, kann gefolgert werden, dass eine freie Bewegung zwischen
den beiden Regionen moglich ist. Auch wenn man nicht direkt davon ausgehen kann,
dass die hier untersuchte Struktur auch der Konformation beim TAP-Bindungsprozess
entspricht, so ist ein Aufbrechen dieser energiearmen Struktur sehr unwahrscheinlich.
Deshalb vermutet man, dass das Motiv Helix-Turn-Helix eine Voraussetzung fiir eine
Bindung der einen a-Helix an TAP ist, wihrend die andere mit der Membran verbunden
bleibt. Alternativ kann die strukturelle Flexibilitdt auch noétig sein, die Transformation
von einer lockeren zu einer festen Konformation von TAP zu verhindern, wie von Lacail-
le et al. [12] vorgeschlagen wird. Das Motiv Helix-Turn-Helix wird in vielen integralen
Membranproteinen gefunden, wie dem Major Coat Protein [23, 24, 25, 26] oder den anti-
bakteriellen und lytischen Polypeptiden, zum Beispiel Cecropin [27, 28]. Beide Gruppen
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bestehen aus zwei a-helikale Regionen. Das Major Coat Protein hat zwei wohldefinierte
stabile Helices, wobei die N-terminale Helix amphipatisch, die C-terminale hydrophob
ist. In ICP47(2-34) sind beide Helices amphipatisch und die topologische Struktur &hnelt
mehr der von Cecropin, das ebenfalls aus zwei amphipatischen Helices besteht. Die bio-
logische Aktivitdt von Cecropin wird am besten durch eine Art Teppichmechanismus
erkliart, wenn das Peptid mit der Membran wechselwirkt. Das bedeutet, Cecropin nimmt
eine Orientierung parallel zu der Membran ein, fiigt sich selbst aber nicht in die Mem-
branschicht ein. Die Untersuchung von ICP47(2-34) legt ebenfalls eine solches Verhalten
nahe. Die Daten stimmen also mit dem Modell iiberein, dass das Peptid an die Oberflache
der Membran bindet, aber keine transmembrane Verbindung eingeht.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Ergebnisse das TAP-Blockierungsmodell
von Beinert et al. [13] bestéitigen konnten. Die Anlagerung von unstrukturiertem ICP47
an der Membran des Endoplasmatischen Retikulums ist der Anfangsschritt, um die TAP-
Funktion effektiv zu behindern. Wiahrend dieser Zeit bildet ICP47 eine definierte Struktur
aus. Diese Membran-induzierte konformelle Anderung bereitet ICP47 fiir die Wechsel-
wirkung mit TAP vor, fiir welche die essentiellen Seitenketten in die richtige Position
gebracht werden miissen. In einem zweiten Schritt bindet ICP47 an TAP und blockiert
somit die Peptid-Bindungsstelle.






Kapitel 3

’N-Relaxationsstudien an LCI in
freiem Zustand und gebunden an

eine Carboxypeptidase

3.1 Der Blutegel (Leech) Carboxypeptidase Inhibi-
tor LCI

Die Strukturen des ungebundenen Blutegel (Leech) Carboxypeptidase Inhibitors (LCI)
und LCI im Komplex mit der humanen Carboxypeptidase CPA2 wurden mit Hilfe von
Kernspinresonanzspektroskopie und Roéntgenstrukturanalyse bestimmt. Der ungebunde-
ne Inhibitor LCI bildet in Losung eine einzigartige und stabile Struktur, bestehend aus
fiinf zentralen, antiparallelen 3-Stringen und einer kurzen a-Helix. Die Faltung wird mit
Hilfe von vier Disulfidbriicken stabilisiert. Der C-Terminus fungiert als Kontaktregion
des Inhibitors. Hier findet die Wechselwirkung mit den aktiven Bindungsseiten S1’, S2
und S3 der Carboxypeptidase statt.

3.1.1 Biologische Eigenschaften

Die biologische Wirkung vieler Proteasen kann durch Wechselwirkung mit spezifischen
Inhibitoren kontrolliert werden. Im Gegensatz zu der groflien Bandbreite an strukturell un-
terschiedlichen Inhibitoren, die die Aktivitdt der Endoproteinasen regulieren, wurden bis

jetzt nur wenige Inhibitoren gefunden, die einen Komplex mit den Carboxypeptidasen

25



26 KAPITEL 3. "N-RELAXATIONSSTUDIEN AN LCI

eingehen. Carboxypeptidasen sind in die Verminderung von Verdauungspeptiden bzw.
Proteinen im Duodenum involviert. Unter einer Metallo-Carboxypeptidase versteht man
eine Sonderform der Carboxypeptidasen, die ein oder mehrere Metallatome beinhalten.
Sie sind zusétzlich bei Blutgerinnungsmechanismen, Entziindungen, lokalen Anaphyla-
xen, Hormon-Neuropeptid-Prozessen und im Pflanzenreich bei der Abwehr von Insekten-
angriffen aktiv.

Der hier untersuchte Blutegel Carboxypeptidase Inhibitor inhibiert Metallo-Carboxy-
peptidasen. Er wurde aus dem medizinisch verwendeten Blutegel Hirudo medicinalis iso-
liert. Das 66 Aminosduren umfassende Protein bindet eng an die Carboxypeptidasen Al,
A2 und B der Bauchspeicheldriise, sowie an die Carboxypeptidase B des Blutplasmas.
Da die Carboxypeptidase B ein Enzym ist, das die Fibrinolyse verzégert, vermutet man,
dass LCI eine Rolle bei der Elimination von Blutkoageln spielt. Kontrolliert LCI die Pro-
tease, kann es somit helfen, das Blut wihrend des Saugvorgangs und im Blutegel selbst
in fliissigem Zustand zu halten.

Vor LCI wurde nur noch ein anderer Inhibitor - der Potatoe Carboxypeptidase In-
hibitor (PCI) - mit Hilfe von NMR und Rontgenstrukturanalyse untersucht [40, 41].
Sein Inhibitionsmechanismus basiert auf der Wechselwirkung des C-Terminus von PCI
mit der aktiven Bindungstasche der Carboxypeptidase. LCI hat zwar insgesamt keine
sequentielle Ahnlichkeit mit PCI, sein C-Terminus weist aber dieselbe Aminosiurenab-
folge Pro-Tyr-Val wie PCI auf. Aus diesem Grund liegt es nahe, von einem #hnlichen

Inhibitionsmechanismus auszugehen [42, 43].

3.1.2 3D NMR-Struktur

Die NMR-Spektren von LCI wurden nach den konventionellen Methoden - beschrieben
in Kapitel 2.1.2 - ausgewertet. Die Protonenresonanzen aller Riickgrat- und Seitenket-
tenatome wurden mit Ausnahme der Amidresonanzen des N-Terminus zugeordnet. Die
Sekundérstruktur ist im Anhang B.1 in Abbildung B.1 dargestellt. Weitbereich-NOEs
wurden zwischen den [-Stringen gefunden. Insgesamt fiihrt eine Strukturberechnung
auf der Basis der vorliegenden Daten auf fiinf antiparallele 5-Stringe, zwischen Ami-
nosduren Glu6-Tyrll (A1), Glnl5-Arg22 (42), Glu32-His36 (33), Val50-Tyr52 (54) und
Gly55-11e62 (55), mit der Topologie 33-81-52-35-/34, sowie auf eine a-Helix zwischen den

Aminosduren Pro40 und Gly45. Dariiber hinaus sind die Sekundérstrukturelemente iiber
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Abbildung 3.1:

Drei-dimensionale Struktur von LCL.

A. Stereoansicht der Proteinriickgratatome der 20 besten mit XPLOR berechneten Strukturen.
B. NMR-Struktur (rot) und Rontgenstruktur (gelb) im Vergleich.
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Disulfidbriicken miteinander verbunden. Dies wurde eindeutig durch die 3D Struktur-
rechnung bestétigt. Sie befinden sich zwischen Cys10-Cys33 (51-33), Cys17-Cys61 und
Cys21-Cysb7 (52-5), sowie Cys 18-Cys42 (52-al) [43].

Insgesamt weist LCI eine einzigartige, thermisch sehr stabile Struktur auf. Dies wird
durch die in den né#chsten Kapiteln besprochene Relaxationsstudie bestéitigt. Die 3D

Struktur von LCI ist in Abbildung 3.1 dargestellt.

3.1.3 Rontgenstruktur des Komplexes

Die Struktur des ungebundenen LCI in Lésung und die Kristallstruktur von LCI im
Komplex mit der humanen Carboxypeptidase CPA2 ist sehr &hnlich (siehe Abbildung
3.1). Der rmsd zwischen den Strukturen betrigt 1.38 A fiir das Riickgrat und 2.10 A
inklusive der Seitenketten. Wird der Loop zwischen Aminosédure 25 und Aminoséure 31
vernachléssigt, kann man sogar einen rmsd von 1.08 A fiir das Riickgrat und 1.78 A mit
Seitenketten erreichen. Dies beweist, dass alle Aminosduren in Losung und im Kristall
grundsétzlich in der gleichen Konformation vorliegen.

Den einzig relevanten strukturellen Unterschied findet man in der Kontaktregion von
LCI und CPA2. Hier findet eine Riickorientierung des C-Terminus und des Loops zwi-
schen $2 und 3 (Aminoséure 11-14) statt. Diese Riickorientierung ist fiir eine zuverléssi-
ge Wechselwirkung des C-Terminus von LCI und der aktiven Bindungsseite von CPA2
unerlésslich.

Drei der vier Disulfidbriicken weisen die gleiche Konformation wie in Lésung auf. Die
dem C-Terminus am néchsten gelegene zeigt aber ebenfalls eine konformelle Anderung,
die vermutlich durch die Bewegung bei der Wechselwirkung mit der Carboxypeptidase
entsteht [43]. Die Kristallstruktur von LCI im Komplex mit der Carboxypeptidase CPA2
ist in Bild 3.2 dargestellt.
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Abbildung 3.2:
Rontgenstruktur von LCI im Komplex mit der humanen Carboxypeptidase CPA2.

29



30 KAPITEL 3. "N-RELAXATIONSSTUDIEN AN LCI
3.2 Relaxationsexperimente

Mit Hilfe von Relaxationsexperimenten, wie sie nachfolgend vorgestellt werden, kann die
interne Flexibilitiit eines Proteins untersucht werden [44, 45]. In einem typischen NMR-
Relaxationsexperiment wird das Gleichgewicht eines Spinzustandes durch Radiofrequenz-
pulse gestort. Wahrend der Zeit in der die Spins in ihren Gleichgewichtszustand zuriick-
kehren, der sogenannten Relaxationszeit, wird das Abklingen der Magnetisierung in indi-
rekter Richtung aufgenommen. Relaxationsart und -mechanismus sind mit der molekula-
ren Geometrie und Bewegung verkniipft. Damit die erh6hte Energie des gestorten Systems
iiber die Bewegung des Molekiils abgegeben werden kann, ist eine Wechselwirkung von
Kern und Umgebung erforderlich. Es gibt fiir die Relaxationsexperimente zwei wichtige
Wechselwirkungsmechanismen von Kern und Umgebung: die Dipol-Dipol Wechselwir-
kung und die Anisotropie der chemischen Verschiebung. In »N-Relaxationsexperimenten
beobachtet man hauptsiichlich die Wechselwirkung der >N Kerne mit den direkt an die
Stickstoffatome gebundenen Protonen, weshalb die Resultate der Experimente besonders
interessant fiir Mobilitdtsuntersuchungen des Proteinriickgrats sind. Im allgemeinen wer-
den die longitudinale (T;) und die transversale (Ty) Relaxationszeit, die heteronuklearen
NOEs und die Kreuzkorrelationsrate zwischen der Anisotropie der chemischen Verschie-
bung (CSA) von Stickstoff und der ">’N-'H Dipol-Dipol-Relaxation gemessen. Séimtliche
Relaxationsexperimente, die fiir die Dynamikbestimmungen relevant sind, basieren auf
dem HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) Experiment (vgl. dazu [2, 3]). In
diesem wird die Magnetisierung durch eine 90°-180°-90° Pulssequenz, dem sogenannten
INEPT (insensitive nuclei enhanced by polarisation transfer), von Protonen auf Stick-
stoff iibertragen. Wahrend der Evolutionszeit von Stickstoff bleibt die Magnetisierung
der Protonen parallel zum externen Magnetfeld. Nach dem Magnetisierungsiibertrag von
Stickstoff auf Protonen durch den reversen INEPT wird die Protonenmagnetisierung
aufgezeichnet. Durch Einschieben verschiedener zusétzlicher Pulsfolgen konnen auf Ba-
sis dieses Experiments die Relaxationsparameter durch mathematische Auswertung be-
stimmt werden. Welche zusétzliche Pulsfolge fiir welches Experiment nétig ist und die

mathematische Auswertung werden in den nachfolgenden Abschnitte erldutert.
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3.2.1 Heteronuklearer NOE

Mit Hilfe des heteronuklearen NOEs kénnen die Bewegungen auf Zeitskalen von Nano-
zu Picosekunden bestimmt werden. Theoretisch gibt es zwei Moglichkeiten, die heteronu-
kleare Kreuzkorrelationsrate zu messen. Die erste basiert auf der Tatsache, dass durch ef-
fektive Protonenvorsittigung die N,-Magnetisierung mit dem Gleichgewichtsanfangswert
fiir 7 = 0 beginnt und zur Zeit 7 einen gleichbleibenden Zustand erreicht hat. Abhéingig
von der Zeit 7 und dem Anfangswert fiir N, kann die Relaxationsrate berechnet werden.
Alternativ kann man die Kreuzkorrelationsrate auch durch die Intensitit des NOEs im
sich nicht mehr verindernden Zustand (steady state) und der Relaxationsrate Ry(H,)

bestimmen. Allgemein ist der NOE mit der NHy Kreuzkorrelation iiber die Relation

VHRN(HZN — Nz)

NOE =1+
fYNRN(NZ)

(3.1)

verbunden.

Praktisch werden zum Zweck der NOE-Bestimmung zwei modifizierte steady state
'H-"N HSQCs aufgenommen. Eine ausfiihrliche Beschreibung des Experiments findet
man in den Artikeln [46, 47, 48], sowie bei [2, 3]. Dabei wird in Experiment A eine Puls-
abfolge von 120° Pulsen fiir einige Millisekunden (3-5 ms) vor dem INEPT eingestrahlt.
Dadurch erreicht man eine Séttigung der Protonenmagnetisierung und man kann direkt
den Einfluss der Radiofrequenzpulse auf die Spins der Stickstoffkerne messen. In Expe-
riment B werden die Protonen nicht vorgesittigt, sondern die gesamte Magnetisierung
wird von Protonen auf Stickstoff mit Hilfe des INEPTs iibertragen, wodurch ein Signal-
verlust beim NOE-Effekt stattfindet. Setzt man die Intensitéten der beiden Experimente
in Relation, kann man den heteronuklearen NOE berechnen [4, 46, 47, 49, 50]

[sat

Iunsat

NOFE =

(3.2)

Er kann Werte zwischen -1 und +1 annehmen und ist ein Maf} fiir die Flexibilitit eines
Proteins. Fiir starre Proteine liegt der theoretische Wert bei +1. Ab Werten > + 0.6 geht
man aber davon aus, dass das Protein sehr wenig Flexibilitdt aufweist. Ist das Protein
hingegen sehr flexibel, werden negative NOE Werte erwartet.

Fiir LCI wurde das oben beschriebene Experiment mit einem fiir das DRX-600 Spek-
trometer der Firma Bruker optimierten Pulsprogramm aufgenommen. Die spektrale Brei-

te betrug 28 ppm fiir die Stickstoffachse und 12 ppm fiir die Protonenachse. Angesetzt
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wurden die Experimente mit 2048 Punkten in die Protonenrichtung und 220 Punkten
in die indirekte Richtung. Die Temperatur betrug 300 K. Die Auswertung erfolgte com-
puterunterstiitzt. Ein Beispiel fiir das benutzte Auswertungsprogramm findet man in
Anhang B.2.1.

Wie zu erwarten zeigt LCI ein sehr rigides Verhalten auf einer Zeitskala von 10 ns und
kiirzer. Sowohl in freiem als auch in gebundenem Zustand liegen die Werte der NOEs mit
iiber 0.6 deutlich im rigiden Bereich. Leicht flexiblere Teile findet man bei LCI am N-
bzw. C-Terminus und nach der a-Helix fiir Aminoséiure 47 bis Aminoséiure 49. Vergleicht
man die Resultate fiir den gebundenen bzw. ungebundenen Inhibitor, kommt man zu dem
Schluss, dass vor allem das C-terminale Ende nach Bindung an die Carboxypeptidase eine

signifikant grofiere Starre aufweist (vgl. dazu Abbildungen 3.3 und 3.4).
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Abbildung 3.3:

NOE Werte des ungebundenen Inhibitors LCI bei 600 MHz. Sie weisen auf eine starre Struktur
hin, da aufler am N- bzw. C-Terminus die Werte iiber 0.6 liegen. Der berechnete Mittelwert
liegt bei 0.69.
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Abbildung 3.4:
NOE Werte des an die Carboxypeptidase CPA2 gebundenen LCI, aufgenommen bei 600 MHz.
Auch sie weisen auf eine rigide Struktur hin. Ihr Mittelwert liegt bei 0.68.
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3.2.2 Spin-Gitter-Relaxationszeit T,

Auch die Spin-Gitter-Relaxationszeit, beschrieben durch T;, wird mit Hilfe eines auf
dem HSQC basierenden Pulsprogramms gemessen. Nach dem Magnetisierungsiibertrag
auf Stickstoff wird eine variable zusétzliche Zeiteinheit eingefithrt. Wiirden wéihrend die-
ser Zeit keine weiteren Pulse eingestrahlt, kehrt die Magnetisierung iiber die Kreuzrela-
xation in ihr Gleichgewicht zuriick. Damit aber nur die hier interessierende Spin-Gitter-
Relaxationszeit T aufgenommen wird, unterdriickt man die Kreuzkorrelation durch Pro-
tonensittigung. Der verbleibende Relaxationsmechanismus beschreibt die korrekte Zeit.
Je langer die variable Zeiteinheit gehalten wird, desto weniger Magnetisierung kann am
Ende des Experiments noch detektiert werden. Deshalb kann durch geeignetes Anpassen

des Abfalls der Intensitidten an die Exponentialfunktion
I ~ exp — (3.3)

die longitudinale Relaxationszeit T; bestimmt werden [46, 47, 48, 49, 51].

Im Bezug auf die Flexibilitéit zeichnen sich starre Teile eines Proteins durch ldngere
Relaxationszeiten aus und umgekehrt.

An LCI wurde das Experiment am DRX-600 Spektrometer mit folgenden Zeiteinhei-
ten aufgenommen: 12.4 ms, 260.4 ms, 508.4 ms, 756.4 ms und 1004.4 ms. Die Wasserunter-
driickung wurde durch eine WATERGATE-5-Sequenz erreicht, die Protonensaturierung
durch eine Kombination aus 180°-Pulsen und 90°-Pulsen. Pro Zeiteinheit wurden in der
direkten Richtung 2048 Punkte, in der indirekten Richtung 220 Punkte aufgenommen.
Die Temperatur betrug 300 K. Die Auswertung erfolgte ebenfalls computerunterstiitzt
(vgl. Anhang B.2.2).

In Abbildung 3.5 ist die longitudinale Relaxationszeit pro Aminosidure aufgetragen.
Die Tendenz des flexiblen N- und C-Terminus, sowie der beweglichen Aminosduren 47-
49 nach der a-Helix sind auch hier deutlich zu erkennen. Die durchschnittliche T;-Zeit
betrigt 452.8 ms, was fiir die GroBe des Proteins (64 Reste) in der erwarteten Grofien-
ordnung liegt.
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Abbildung 3.5:

Longitudinale T;-Relaxationszeiten fiir LCI aufgenommen bei 600 MHz. Fehlende Werte resul-
tieren aus starker Uberlappung oder die zugehérende Aminoséure ist ein Prolin. Der Mittelwert
liegt bei 452.8 ms
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3.2.3 Spin-Spin-Relaxationszeit T

Ahnlich wie beim T;-Relaxationsexperiment wird auch fiir die Messung der transversa-
len Relaxation nach dem INEPT eine Pulssequenz eingefiihrt. Durch diese Pulse wird die
Evolution der Antiphasenelemente I,N, , unterdriickt. Dies geschieht mit Hilfe der Carr-
Purcell-Gill-Maiboom (CPMG)-Sequenz oder durch mehrere adiabatische Spin-Echo-
Pulse [52, 53, 54, 55|, die wéihrend einer variablen Zeitdauer vor der Aufnahme der indi-
rekten Richtung eingestrahlt werden. Die Messung der Spin-Spin-Relaxationszeit Ty wird
nicht durch die Dephasierung der Magnetisierung verfilscht und man kann den tatséchli-
chen Zerfall der transversalen Magnetisierung iiber den Relaxationsmechanismus messen.
Dadurch erhilt man aus der abfallenden Signalintensitit wihrend der genau definierten
Linge der Sequenz die Relaxationszeit T\.

Fiir LCI wurde Ty einmal mit einer normalen Spinlock-Sequenz und einmal mit ei-
ner Sequenz aus AFP(adiabatic fast passage)-Pulsen bestimmt [52]. Beide Experimente
fiihren zu dhnlichen Ergebnissen. Die variablen Zeiten der Sequenzen waren jeweils: 20.8
ms, 41.6 ms, 124.8 ms und 166.4 ms. Aufgenommen wurden 2048 Punkte in Protonenrich-
tung und 220 Punkte in Stickstoffrichtung bei einer Protonenfrequenz von 600.13 MHz.
Die Temperatur betrug 300 K. Die Anpassung der Signalintensititen an die abfallende
Exponentialfunktion exp ;—; erfolgte computerunterstiitzt (siehe Anhang B.2.2).

Die berechneten transversalen Relaxationszeiten der einzelnen Aminosduren sind in
Abbildung 3.6 dargestellt. Die durchschnittliche Ty Zeit betrdgt 181.8 ms, was fiir die
Grofle des Proteins erwartet wurde. Auch hier ist festzustellen, dass aufler an N- und C-
Terminus LCI eine starre Struktur aufweist, da flexible Strukturabschnitte durch héhere

Ts-Zeiten gekennzeichnet sind.
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Abbildung 3.6:
Transversale Relaxationszeiten Ty der individuellen Aminoséduren des ungebundenen LCI ge-
messen bei 600 MHz. Fehlende Werte rithren aus spektraler Uberlappung her oder weisen Proline

aus. Die mittlere Relaxationszeit beitrdgt 181.8 ms
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3.2.4 Kreuzkorrelationsrate

Die Relaxation der N Kerne des Proteinriickgrats wird hauptsichlich durch CSA und di-
polare Wechselwirkung zwischen N und dem zugehérigen Proton bestimmt. Die Kreuz-
korrelationsrate 1 zwischen beiden Relaxationsmechanismen ldsst sich mathematische

mit Hilfe der spektralen Dichtefunktionen folgendermassen ausdriicken:

n = 2ad[4J(0) + 3J(wn)]Pa(cos b), (3.4)

wobel oo = % und § = ;)%rsz‘f?z sind.

J(0) bzw. J(wy) beschreibt die spektrale Dichtefunktion der Frequenz 0 bzw wy und
Py(cos 6) das Legendre-Polynom zweiter Ordnung. Quantitativ kann man die Kreuzkorre-
lationsrate durch zwei NMR-Experimente bestimmen. Die Pulsprogramme dazu basieren
auf einem "H-'N HSQC Korrelationsexperiment mit einer zusitzlichen Zeitdauer 2A vor
der '°N Evolutionsperiode. Dieses Experiment wird einmal mit (A) und einmal ohne (B)
zusitzliche 90°-bzw. 180°-Protonenpulse wihrend der »N-Evolution durchgefiihrt. Setzt
man die Signalintensitéiten beider Experimente in Relation

I
“A — tanh(2Ap), (3.5)
Ip

kann damit die Kreuzkorrelationsrate 1 berechnet werden [56, 57, 58, 59].

Das Experiment fiir LCI wurde durchgefiihrt am DRX-600 Spektrometer von Bru-
ker. Es wurde mit 2048 Punkten in direkter Richtung und 220 Punkten in indirekter
Richtung aufgenommen. Die Aufnahme erfolgt ineinander verschachtelt (interleaved),
um die Messgenauigkeiten zu erhohen. Die Temperatur betrug 300 K. Mit Hilfe eines
Computerprogramms, dhnlich der heteronuklearen NOE Berechnung, wurde die Kreuz-
korrelationsrate bestimmt (vgl. dazu Anhang B.2.1).

In Abbildung 3.7 ist die Kreuzkorrelationsrate gegen die Aminosduresequenz aufge-

tragen.
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Abbildung 3.7:

Kreuzkorrelationsrate zwischen der Anisotropie der >N chemischen Verschiebung und der N-

'H Dipol-Dipol-Relaxation aufgenommen bei 600 MHz. Fehlende Werte sind die in der Sequenz

enthaltenen Proline.
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3.3 Auswertung

Prinzipiell gibt es zwei Wege der Auswertung der Relaxationsdaten. Der eine basiert auf
dem Lipari-Szabo Modell (vgl. [60, 61, 62]), wobei eine spektrale Dichtefunktion J(w)
angenommen wird, die man iiber den allgemeinen Ordnungsparameter S? verfeinert. Bei
dem anderen wird die spektrale Dichtefunktion J(w) iiber die einzelnen Relaxationpara-
meter bestimmt. Dafiir wiren eigentlich sechs Messungen notig. Mit Hilfe des sogenannten
reduced spectral density mapping (Kartographie der reduzierten spektralen Dichtefunktio-
nen) kann durch geeignete Annahmen die Anzahl der nétigen Parameter auf drei reduziert
werden [44, 63, 64, 65, 66, 67]. Da die spektrale Dichtefunktion die Fouriertransformati-
on der orientierten Korrelationsfunktion ist, konnen flexible Abschnitte des untersuchten
Proteins festgestellt werden. Flexible Aminoséiuren zeichnen sich durch eine schnell abfal-
lende Korrelationsfunktion aus, wodurch die korrespondierende spektrale Dichtefunktion
J(w) langsam in Richtung der hoheren Frequenzen w abfillt. Das bedeutet: J(wg) ergibt
hohere Werte bei hoherer Flexibilitét, wihrend J(wy) fiir flexiblere Aminoséduren kleinere

Werte aufweist.

3.3.1 Die spektrale Dichtefunktion

Fiir ein relativ starres sphérisches Molekiil mit isotroper Rotation ist die orientierte
spektrale Dichtefunktion folgendermaflen definiert:

J(w) = 1Re {/Oo exp T : (3.6)

5 —0 T,

wobei 7. die Korrelationszeit ist. Sie beschreibt die durchschnittliche Zeit, die das Molekiil
braucht, um um eine Bogensekunde zu rotieren. Bei biologischen Makromolekiilen in
wiassriger Losung liegt sie in der Grofle von Nano- zu Picosekunden. Berechnet man das
Integral so erhélt man als resultierenden Ausdruck fiir die spektrale Dichtefunktion

J(w) = %/Owcos(*‘”) dr (3.7)

Te

2 Te
= -—— 3.8
5 (1 4+ w?r?) (3:8)

Die spektrale Dichtefunktion ist mit den in Abschnitt 3.2 beschriebenen Relaxations-

parametern {iber folgende Relationen verkniipft:

1 d? 2
T, - Z[J(WH—WN)+3J(WN)+6J(WH+WN)]+CJ(WN) (3.9)
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1 d?
T = § [4J(0) + J(WH — WN) + 3J(WN) + GJ(C{)H) + GJ(C{)H + WN)] (310)
2 02
+5 BI(w) +4J(0)]

d* v
NOE = 1+Z’)/_[6J(WH+WN)_J(WH_WN)] Tl, (311)

N

mit
tohynYE , WN

d= " ) = 7 (o) —o1). (3.12)

Dabei sind wy bzw. wy die Larmorfrequenzen von Stickstoff 1°N bzw. Protonen 'H,
die magnetische Permeabilitit im Vakuum, vy bzw. vg die jeweiligen gyromagnetischen
Verhéltnisse von Stickstoff bzw. Protonen, h das Plancksche Wirkungsquantum, ryg die
Linge des Amid-Proton-Vektors und o bzw. o, die parallelen bzw. senkrechten Kom-
ponenten des angenommenen axialsymmetrischen Tensors der chemischen Verschiebung.

Die Annahme, dass die Terme der spektralen Dichtefunktion fiir hohe Frequenzen
ungefihr in der gleichen Gré8enordnung zu den Relaxationsparametern beitragen wie die
spektrale Dichtefunktion fiir die Protonenfrequenz, lisst die Vereinfachung J(wy +wy) =
J(wg) zu. Dieser Ansatz kann aber noch verbessert werden, indem man die spektrale
Dichtefunktion J(w) mit J(w) = 2 + A, ansetzt und fordert, dass

6J(wi +wn) — J(wyg —wn) = AJ(wy), (3.13)

ist, wobei A = const und w, eine einzelne dquivalente Frequenz beschreibt. Unter Beriick-

sichtigung der gyromagnetischen Verhéltnisse berechnet sich w, fiir A =5 zu

5 ) —2) /2
Wy = —[1+7—N] —[1—7—N‘| Wi
6 YH TH
= 0.870wy. (3.14)

Damit konnen die Terme mit wy + wx in Gleichungen 3.9, 3.10 und 3.11 folgender-

maflen ersetzt werden:

6J((.UH+(.UN) — J(wH —wN) = 5J(0870LUH), (315)
J(wH —WN) +6J(WH —|—WN) = 7J(0.921wH), (316)
J(wH —wN) +6J(wH) +6J(wH+wN) = 13J(0955WH) (317)
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Setzt man 3.15, 3.16 und 3.17 in die Gleichungen 3.9, 3.10 und 3.11 ein, erh&lt man
als Ausgangsgleichungen fiir die Relation zwischen Relaxationsparametern und spektraler

Dichtefunktion folgendes Gleichungssystem:

1 2

= = Z[3J(wN)+7J(0.921w3)]+02j(wN) (3.18)
1

1 d? c?

7 = g [470) +3J(wy) +137(0.955wn)] + & [3/(wy) + 4J(0)]  (3.19)
2

2
NOE = 1+ 2T 50 870wm)T:. (3.20)
4 N

Dabei sind ¢ und d wie in 3.12 bestimmt [68].

Diese Gleichungen werden nach den spektralen Dichtefunktionen der einzelnen Fre-
quenzen aufgelost und berechnet.

Die Kreuzkorrelationsrate zwischen der Anisotropie der chemischen Verschiebung und

der 'H-'?N Dipol-Dipol-Relaxation nimmt allerdings eine Sonderrolle ein:
n=dc[4J(0) + 3J(wn)] P2(cosh), (3.21)

wobei ¢ und d wie in 3.12 definiert sind und Py(cos@) = (3cos?§ — 1)/2 das Legendre-
Polynom zweiter Ordnung ist. Der Vergleich mit dem Ausdruck 3.16 legt den Schluss
nahe, dass durch geeignete Umformungen fiir die Berechnung von .J(0) statt der T% Rela-
xationsrate auch die Werte der Kreuzkorrelationsrate benutzt werden konnen. Das hat,
wie von Tjandra et al. [69] bemerkt wurde, den groBen Vorteil, dass die Austauschterme

deutlich reduziert werden. Damit ergeben sich als auszuwertende Gleichungen:

4yn

0.870\ 2
J(ewy) = ( ) J(0.870wg), €= 0.921, 0.955 (3.23)
€
3d? o
1 c? 13d?
J0) = 5 =) en) = == I(0.9550m) |(3.25)
bzw. J(0) = - (3.26)

Die Konstante B in 3.26 ist gegeben durch B = (4adAPy(cos0))™" mit o, d und A wie
in Abschnitt 3.2.4 vorgestellt.
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3.3.2 Ergebnisse

Mit Hilfe der in Abschnitt 3.2 erhaltenen Ergebnisse wurden fiir LCI die spektralen Dich-
tefunktionen aus den Gleichungen 3.22, 3.24, und 3.25, sowie 3.26 bei drei Frequenzen
berechnet. Die dazu verwendeten Computerprogramme sind in Anhang B.2.3 bis B.2.7
aufgefiihrt. Die Ergebnisse, aufgetragen gegen die Aminoséduresequenz, sind in Abbildun-
gen 3.8, 3.9 und 3.10 zu sehen.

0.02 . . ; . . —
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Sequenznummer der Aminosauren

Abbildung 3.8:
Spektrale Dichtefunktion J(0.87 wy ) als Funktion der Aminosidurensequenz. Flexible Abschnitte

sind der N- bzw. C-Terminus und Aminosiure 47 bis Aminosdure 49.

Abbildung 3.8 und Abbildung 3.9 zeigen deutlich die flexiblen Teile von LCI. Dabei
muss man beriicksichtigen, dass die spektrale Dichtefunktion bei, relativ zur Protonenfre-
quenz, kleineren Frequenzen genau entgegengesetztes Verhalten zeigt. Demnach erwartet

man bei J(wy) geringere Werte bei hoherer Flexibilitét, wobei J(wy) sich durch hohere
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Abbildung 3.9:
Spektrale Dichtefunktion J(wy) als Funktion der Aminosduresequenz. Flexible Teile von LCI
sind hier durch geringere Werte gekennzeichnet. In diesem Fall wiederum der N- und C-Terminus

sowie die Aminosauren 47 - 49.
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Werte bei groflerer Flexibilitdt auszeichnet. Sehr deutlich zu sehen ist, dass N- und C-
Terminus im Vergleich zum Rest des Proteins sehr flexibel sind, obwohl LCI an und fiir

sich eine sehr starre Struktur aufweist.

Ebenfalls sehr interessant ist die erhohte Flexibilitit zwischen a-Helix und g-Strang
B4. Dies entspricht der Beobachtung, dass eine a-Helix das starrste Sekundarstruktur-
element ist und die Aminosiuren in ihrer Umgebung oft eine hohere Mobilitédt zeigen.
Insgesamt kann man gut sehen, dass die Sekundérstrukturelemente in Bereichen liegen,
die in sich wenig Schwankungen aufweisen. Dies ist besonders deutlich bei den langen
Faltblattern f, und S5, sowie der a-Helix (vgl. Abbildung 3.9).

In Abbildung 3.10 kann man neben der Flexibilitéit auch die Austauschbeitrige able-
sen. Durch Austausch zwischen den Amidprotonen und den Lésungsmittelprotonen wird
die Relaxationsrate Ry = T, ' etwas erhoht, wodurch Fehler in der Auswertung entstehen.
Dadurch werden die Werte der spektrale Dichtefunktion J(0) erhtht und man miisste auf
sehr starre Abschnitte des Proteins schliefen. Eine gute Methode um Austauschbeitrige
quantitativ zu bestimmen, ist die Messung der Kreuzkorrelation zwischen der Anisotro-
pie der chemischen Verschiebung und der >N-'H Dipol-Dipol-Relaxation. Mit ihrer Hilfe
kann ebenfalls J(0) bestimmt werden, wie in Abschnitt 3.3.1 Gleichung 3.26 beschrieben
wurde. Abbildung 3.10 zeigt den Vergleich der Ergebnisse von drei Messungen bei 600
MHz. Dabei wurde T mit einem normalen Spinlock-Experiment (SL) und der verbesser-
ten AFP-Sequenz bestimmt. Der dritte Graph zeigt die Ergebnisse fiir J(0), berechnet

mit der Kreuzkorrelationsrate (CSA).

Die Ergebnisse der Flexibilitdtsuntersuchung entsprechen den oben dargestellten Re-
sultaten. Austauschbeitrige wurden sowohl im SL-Experiment als auch im AFP-Experiment
fiir die Aminoséuren Aspl4, Phel9 und Leu36 entdeckt. An dem zusétzlichen Austausch-
beitrag von Leu9 sieht man sehr gut, dass die Pulssequenz mit AFP-Pulsen weniger

fehleranfillig ist als die vergleichbare, konservative Spinlock-Sequenz.

Von besonderem Interesse sind die erhohten J(0) Werte von Aminoséure Glu30 und
Aminosdure Tyr52. Sie machen deutlich, dass die a-Helix im kompaktesten Teil der
Struktur lokalisiert ist. Das Motiv S-Strang - a-Helix - g-Strang gehort zu den engsten

Konformationen, die in Proteinen entstehen kénnen.
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Abbildung 3.10:
Vergleich zwischen J(0) berechnet aus verschiedenen NMR-Experimenten. SL bedeutet, dass
T5 ist mit einer normalen Spinlock Pulssequenz aufgenommen, AFP mit AFP-Pulsen und CSA

weist auf Berechnung aus den Kreuzkorrelationsraten hin.
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3.4 Zusammenfassung

Der Leech Carboxypeptidase Inhibitor LCI weist eine sehr starre Struktur auf. Er be-
steht aus fiinf antiparallelen S-Stringen und einer a-Helix. Die Struktur des ungebun-
denen LCI wurde aus Daten, die mit der Methode der Kernspinresonanzspektroskopie
gewonnen wurden, berechnet. Aufgrund der Grofle des an die humane Carboxypeptidase
CPA2 gebundenen Inhibitors (42 kDa) konnte die Struktur des Komplexes nur mit Hilfe
der Rontgenstrukturanalyse bestimmt werden. Wie erwartet, zeigt die Auswertung, dass
der Inhibitor LCI mit dem C-Terminus an die Carboxypeptidase bindet und somit die
Protease kontrollieren kann.

Untersucht wurde auch die innere Mobilitdt von LCI im Komplex mit der Carboxy-
peptidase mit Hilfe des heteronuklearen NOE Experiments (vgl. dazu Abschnitt 3.2.1).
Dabei zeigte sich, dass die heteronuklearen 'H-N NOEs der C-terminalen Aminosiuren
eindeutig hohere Werte aufweisen, nachdem sie an das Zielenzym gebunden hatten. Dies
bestétigt die Hypothese iiber die Kontakt- bzw. Bindungsregion des Inhibitors. Insge-
samt beobachtet man eine reduzierte Flexibilitdt des untersuchten Inhibitors nach der
Komplexbildung mit der Carboxypeptidase.

Die limitierte konformelle Bewegung auf der Nano- bis Picosekunden Zeitskala des
ungebundenen Inhibitors wird durch die Untersuchung mit Hilfe der spektralen Dichte-
funktion bewiesen. Dadurch kann man folgern, dass LCI eine sehr starre Struktur besitzt.
Als etwas flexiblere Abschnitte wurden der N- und C-Terminus, sowie die nach der a-
Helix angeordneten Aminosduren 47 bis Aminosduren 49 identifiziert. Damit bestétigt
sich die Vermutung, dass LCI ein eng gepacktes Motiv [-Strang - a-Helix - -Strang
aufweist.

Die mit Hilfe von drei verschiedenen Experimenten festgestellten Austauschbeitrige
erhohen fiir Aminosduren Aspl4, Phel9 und Leu36 die Ty Werte. Sie deuten aber auf
keine rigideren Abschnitte der Struktur hin. Demnach zeigen auch die Werte der spektra-
len Dichtefunktion J(0) die gleiche Tendenz wie die anderen Funktionen: Eine insgesamt
sehr starre Struktur mit flexiblem N- bzw. C-Terminus und einem kompakten rigiden

Motiv 3-Strang - a-Helix - S-Strang.






Kapitel 4

Residuale Dipolare Kopplungen

4.1 Einleitung

Mit Hilfe der konventionellen Kernspinresonanzspektroskopie an Fliissigkeiten kénnen
iiber die Struktur eines Molekiils nur lokale Informationen, wie Abstéinde und dihedrale
Winkel, gewonnen werden. Die Abstédnde sind direkt korreliert mit den Relaxationsphéno-
menen zwischen Protonen, wie in Abschnitten 2.1.2 und 3.2 besprochen wurde. Die dihe-
dralen Winkel hingegen werden iiber die skalaren Kopplungen zwischen zwei Kernen, die
weiter als eine chemische Bindung voneinander entfernt sind, berechnet. Eine Methode,
durch NMR-Experimente Strukturinformationen bereitzustellen, die zwei verschiedene
nicht benachbarte Strukturelemente in Verbindung bringt, fehlt allerdings.

Ein Losungsansatz findet sich in der Festkorper-NMR. Mit ihr konnen die starken
magnetischen Kern-Kern- bzw. Kern-Elektron-Wechselwirkungen beobachtet werden, die
elementare strukturelle Informationen beinhalten. Dies ist moglich, da die Braunsche Be-
wegung der Molekiile stark eingeschrinkt ist und sich die Beitrdge der Wechselwirkung
nicht herausmitteln. Bei Proteinen in Losung ist das nicht der Fall. Die Braunsche Ro-
tationsbewegung sorgt fiir eine komplette Annullierung der Beitridge. Dies hat aber auch
den Vorteil, dass die beobachteten Linien der Molekiile in Lésung sehr scharf sind und
eine leichtere Auswertung ermoglichen. Wiinschenswert ist deshalb ein Kompromiss, bei
dem man diese starken Wechselwirkungen beobachten kann ohne auf die exzellente Aus-
wertungsmoglichkeit der Fliissigkeits-NMR zu verzichten. Das bedeutet demnach, dass
die Bewegung der beobachteten Molekiile eingeschrinkt werden muss. Eine Mdglichkeit

dies zu erreichen, ist die Molekiile im Magnetfeld auszurichten. Ausrichtung bedeutet

49
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hierbei, die isotrope Rotationsdiffusion so zu stéren, dass im Mittel eine Anisotropie der
Ausrichtung entsteht.

Eine geringe Ausrichtung der Molekiile erlaubt eine Beobachtung eines Bruchteils
(residual) der Groflen, die normalerweise nur iiber die Festkorper-NMR zugénglich waren.
Sie beinhalten unter anderem dipolare Kopplungen, chemische Verschiebungsanisotropie
(CSA) und quadrupolare Kopplungen. Sowohl die Effekte von CSA als auch von den
residualen quadrupolaren Kopplungen sind sehr gering. Ganz anders sieht es fiir die
residualen dipolaren Kopplungen aus. Mit ihrer Hilfe kann man iiber das ausgerichtete
Molekiil strukturelle Informationen erhalten. Diese Informationen sind abhingig von der
substantiellen Gréfle und den dipolaren Relaxationseigenschaften des zu untersuchenden
Proteins.

Eine generelle Methode, die angesprochenen Gréfien zu messen, erfolgt mittels Ver-
gleich der Werte im isotropen (nicht ausgerichteten) und ausgerichteten Zustand. Die
dipolaren Kopplungen sind bei einem ausgerichteten Molekiil als Verdnderung der skala-

ren Kopplungen sichtbar.

4.2 Theorie

Im allgemeinen gibt es zwei Methoden, um eine Ausrichtung der Biomolekiilen zu erzielen.
Die einfachste Methode, aber auch in der Gréflenordnung die schwéchste Ausrichtung,
kann fiir Biomolekiile mit nicht-verschwindender magnetischer Suszeptibilitdtsanisotropie
beobachtet werden, sofern ein Magnetfeld geniigend grofler Stérke zu Verfiigung steht.
Der Grad der Ausrichtung bewegt sich in der GrofSienordnung von 107° - 107%. Das
bedeutet, es ist um 107° - 10~* wahrscheinlicher, das untersuchte Protein in einer be-
vorzugten Orientierung zu finden als in einer zufilligen. Ein typisches diamagnetisches
Molekiil beispielsweise besitzt eine Suszeptibilititsanisotropie im Bereich von 2-4 x 10734
m? /Molekiil, was auf eine Ausrichtung in der Grofe von 107 fiihrt. Das heifit, dass die
Messung der magnetischen Wechselwirkungen, hervorgerufen durch eine solch geringe
Ausrichtung, nur in besonders begiinstigten Féllen moglich ist [85].

Alternativ kann man durch Hinzufiigen einer wésserigen Fliissigkristallphase, d.h.
lyotropen kristallinen Fliissigkeiten, eine Ausrichtung erzielen. Es gibt drei Arten kri-
stalliner Fliissigkeiten, die als nematisch, smektisch und cholesternisch klassifiziert wer-

den. Als gemeinsames Ordnungsprinzip findet man in allen kristallinfliissigen Phasen die
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mehr oder weniger vollsténdige Orientierung der Molekiile entlang ihrer langen Achsen.
Nematische Fliissigkeiten unterscheiden sich in ihrer molekularen Struktur von norma-
len isotropen Fliissigkeiten nur durch die spontane Parallelorientierung der Langsachsen.
Die Vorzugsrichtung der Lingsachsen ist ohne duflere Einfliisse (z.B. Magnetfeld) {iber
groflere Bereiche nicht einheitlich, sondern ortsabhéngig, da eine kontinuierliche Paral-
lelorientierung durch die Temperaturbewegung der Molekiile gestort wird. Die Giite der

Ausrichtung wird durch den Ordnungsgrad der Lingsachse
1 2
S = §<3cos 9—1> (4.1)

beschrieben, wobei 6 der Winkel zwischen einer Molekiillingsachse und der Vorzugsrich-
tung ist. S ist in nematischen Phasen stark temperaturabhingig und nimmt mit ab-
nehmender Temperatur zu. Aufgrund ihrer Suszeptibilitdtsanisotropie haben nematische
kristalline Fliissigkeiten die Eigenschaft, sich relativ leicht und gleichméssig im Magnet-
feld auszurichten. Dies geschieht schon bei geringen Feldstéirken von einigen 1000 Gauss.
Smektische und cholesternische Phasen eignen sich fiir diese Art der Fragestellung nicht.

Das zu untersuchende Molekiil wechselwirkt mit den ausgerichteten Fliissigkristallen,
was zu einer Nettoausrichtung der Molekiile fiihrt. Die erzielten induzierten Ausrichtun-
gen iibertreffen die sich selbst ausrichtenden Molekiile um mehrere Gréflenordnungen. Im
Moment sind zwei Klassen von Substanzen mit diesen Eigenschaften bekannt. Die einen
bilden scheibenférmige Partikel (vgl. Abschnitt 4.2.2), die anderen bestehen aus langen
reiskorn- bzw. stabformigen, meist viralen Molekiilen (vgl. dazu Abschnitte 4.2.3, 4.2.4).

4.2.1 Ausrichtung im Magnetfeld

Theoretisch kann man die Ausrichtung durch Terme im Hamiltonoperator beschreiben.
Der Hamiltonoperator eines Spinsystems im Magnetfeld wird im allgemeinen als Summe

mehrerer Beitrige geschrieben [86, 87]:
H=Hy+H,+H;+Hq+ Hp, (4.2)

wobei H;, die Zeemanwechselwirkung, der dominierende Term ist. Er ist normalerweise
ausschlaggebend fiir alle NMR Experimente. Terme erster Storungsordnung sind H,,
der Beitrag der chemischen Abschirmung, und H;, der Anteil der skalaren Kopplung

zum Hamiltonoperator. Die Terme zweiter Storungsordnung verschwinden in isotropen
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Medien, da sie spurlosen Tensoren entsprechen. Ihnen ordnet man Hyg, die quadrupolare
Wechselwirkung, und Hp, die Dipol-Dipol Kopplungen zu. Beobachtet man anisotrope
Medien, so ergibt sich fiir den Beitrag der quadrupolaren Wechselwirkung [86, 87|

3 e

Ho=>—"2__Vv,,[312 - ]. 43
@7 26121 —1) 312 - I’ (43)

Dabei ist I die Spinquantenzahl, e} das Kernquadrupolmoment und V,/,» der Feldgradient
am Kernort, der von den Elektronen und den umgebenden Kernen generiert wird. Die
z-Achse 2’ liegt entlang des externen Magnetfeldes By. Der Feldgradient V,/,, berechnet
sich zu

3 1 1
Vg = V., (5 cos® ) — 5) + 3 (Vaw — Vyy) sin® 0 cos 2¢ +

Vay sin? @ sin 2¢ 4 V, sin 26 cos ¢ + Vy= sin 20 sin ¢. (4.4)

Fiir ein symmetrisches Molekiil in Losung mitteln sich die Terme aus Gleichung 4.4 iiber
die Braunschen Bewegungen heraus.
Die gemittelte dipolare Wechselwirkung zwischen Spin S und Spin [ ist in erster

Ordnung gegeben durch

1
HD == D SZ’-[Z’ - Z (S+[_ + S_I+) ) (45)
mit 2 2
32% —r
D = —’ys’y[h2T, (46)

wobei 7 bzw. g die gyromagnetischen Verhéltnisse von Spin I bzw. Spin S sind und r den
Abstand zwischen den Kernen beschreibt. Gemittelt wird iiber molekulare Schwankungen
und intramolekulare Bewegungen wie zum Beispiel Vibrationen.

Ausgehend von Gleichung 4.3 wird klar, dass die Aufnahme von eindimensionalen
2H-Spektren eine gute und einfache Méglichkeit ist, festzustellen, ob eine Ausrichtung
der Fliissigkristalle erfolgt ist. Fiir Kerne mit Spin I = 1 kann aus dieser Gleichung eine
Linienaufspaltung berechnet werden

_3¢eQ

Av=—=—"V,,. 4.
v 5 hV (4.7)

Betrachtet man planare und starre Molekiile ergibt sich daraus fiir die Linienaufspaltung

Ay — 3 (€4Q) B (Ax + cdx)
4\ A 15T '

(4.8)
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Darin beschreibt B die magnetische Induktion und Ax = x.. — 2 (Xae + Xyy) die Ani-
sotropie der diamagnetischen Suszeptibilitét, deren Asymmetrie durch 0x = Xz — Xyy
ausgedriickt wird.

Die Grofle der Linienaufspaltung aufgrund der Ausrichtung im Magnetfeld ist also
hauptséchlich abhiingig von der Stérke des Magnetfeldes und den untersuchten Kernen.
Die dipolaren Kopplungen zwischen nicht #quivalenten Protonen oder zwischen *N- und
'H-Kernen kénnen nur als Anderung der Kopplunggrofe sichtbar gemacht werden, da die
Linien durch die skalare Kopplung bereits aufgespalten sind. Eine zusétzliche Aufspaltung
ist nicht zu beobachten [87, 88].

4.2.2 Bizellen

Die am hiufigsten verwendete Substanz fiir die induzierte Ausrichtung sind sogenannte
Bizellen. Wie alle wasserloslichen lyotropen amphiphilen Mesogene haben sie ein charak-
teristisches Phasenverhalten. In verdiinnter Losung formen sie Mizellen. In hoher Konzen-
tration bilden sie Fliissigkristalle, deren nematische Phase eine Ausrichtung im Magnet-
feld erlaubt. Bizellen bestehen aus einer Mischung von Dimyristoylphosphatidylcholin
(DMPC) und Dihexanoylphosphatidylcholin (DHPC). Bei hoheren Temperaturen (> 300
K) liegt bei einer hochkonzentrierten Mischung (5-40 %(w/v)) eine Fliissigkristallphase
L, (nematische Phase) vor. Dabei bildet das langkettige DMPC eine scheibenférmige
La-typische Doppelschicht (bilayer), welche am Rand von den kurzkettigen DHPC Mo-
lekiilen umgeben ist. Abhéngig von dem Mischverhiltnis von DMPC/DHPC kann die
Grofe der Bizellen variiert werden. Ist ¢ das Verhéltnis [DMPC]/[DHPC], so berechnet

sich der Radius der sich formenden Bizelle zu [89]

R= %rq lﬂ + m] . (4.9)

Das bedeutet: Besteht die Bizelle aus doppelt soviel DHPC wie DMPC, ist der Durch-
messer der planaren Sektion der Bizelle ungefiihr 80 A oder zweimal die Dicke der Dop-
pelschicht, die im Fall von DMPC 40 A betriigt. Das am meisten verwendete Verhilt-
nis ¢ = 3 bzw. ¢ = 3.5 ergibt demnach Bizellen mit einem Durchmesser von ungefihr
R = 400 A. Eine schematische Darstellung der ausgerichteten Bizellen im Magnetfeld ist
in Abbildung 4.1 aufgezeigt.

Doppelschichten in L,-Phase richten sich mit ihrer Normalen senkrecht zum exter-
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nen Magnetfeld aus (vgl. Abbildung 4.1). Die ausgerichteten Molekiile vollfiihren schnelle
Rotationsbewegungen um ihre Normale, was zu einer Mittelung um die Achse des zu-
gehorigen dipolaren bzw. quadrupolaren Wechselwirkungstensors fiihrt.

Unter diesen Bedingungen kann die Aufspaltung der Deuteriumlinie durch quadrupo-

lare Kopplung wie folgt beschrieben werden [90]
3cos?f — 1
Avgge = —129000 Hz <%> (4.10)

Die Aufspaltung der Deuteriumlinie dient als Kontrolle, ob eine Ausrichtung der Bi-
zellen erfolgt ist. Das kann durch Aufnahme eines Deuteriumspektrums oder aber durch
Betrachtung des Locksignals®(Deuteriumfrequenzkalibrierungssignal) geschehen. Da die
Ausbildung einer nematischen Phase bei den Bizellen temperaturabhingig ist, ist eine
genaue Beobachtung wichtig. Der Phaseniibergang kiindigt sich durch eine Vergrofie-
rung der Linienbreite an. Vorsichtige Erhéhung der Temperatur fiihrt letztendlich zum
gewiinschten Ergebnis, einer Aufspaltung der Resonanzlinie. Bei Bizellen liegt die Uber-
gangstemperatur zwischen 300 K und 310 K. Ein Beispiel fiir die Anderung der Deuteri-
umspektren findet man in Abbildung 4.2.

Variation von Konzentration und/oder Temperatur verdndert die Grofie der Reso-
nanzlinienaufspaltung. Durch Wechselwirkung mit den ausgerichteten Bizellen werden
die zu untersuchenden Proteine in ihrer freien Beweglichkeit eingeschriankt, wodurch eine
Art Nettoausrichtung der Proteine im Magnetfeld erreicht wird. Die Grofle der Ausrich-
tung ergibt eine dipolare Aufspaltung von ungefahr +10 Hz, welche durch die Konzen-
tration der Bizellen beeinflusst werden kann. Der Mechanismus hinter der induzierten
Ausrichtung wird im Moment noch durch ein vereinfachtes Modell dargestellt und ist
nicht Gegenstand dieser Arbeit. Man vermutet, dass die Proteine an die ausgerichteten
Bizellen stoflen und so in ihrer Bewegungsfreiheit eingeschrinkt werden, was wiederum
zu einem dipolaren Kopplungsterm fiihrt.

Bizellen kénnen sowohl in neutraler als auch in geladener Form zur Verfiigung gestellt
werden. Weiterfiihrende Artikel sind [86, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102,
103, 104, 105, 106, 107].

!Bei Beobachtung des Locksignals sollte man allerdings darauf achten, Sweeprate und -amplitude
so anzupassen, dass im unausgerichteten Zustand der Probe eine Resonanzlinie ohne Phasenfehler und

Uberschwinger im Lockfenster erscheint.
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Abbildung 4.1:
A. Skizze der ausgerichteten Bizellen im Magnetfeld.

B. Strukturformel der Bizellenkomponenten.
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Abbildung 4.2:
Anderung der Resonanzlinie von Deuterium in Bizellen beobachtet durch 2H-Spektroskopie am
600 MHz Spektrometer. Von oben nach unten ist die Verdnderung der Resonanzlinie abhéngig

von der Erhéhung der Temperatur dargestellt.
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4.2.3 Tabak Mosaik Virus (TMV)

Auch wenn Bizellen in vielen Fillen erfolgreich angewendet wurden, gibt es immer wieder
Proteine, die aufgrund von hydrophoben Oberflichenelementen die Stabilitit der Bizellen
beeintrichtigen und eine Phasentrennung der Komponenten verursachen. Dariiber hin-
aus lasst der enge Temperaturbereich nur einen gewissen Prozentsatz an untersuchbaren
Proteinen zu. Deswegen wurden auch geladene stabférmige Viren, wie der Tabak Mosaik
Virus, in Betracht gezogen (vgl. Abbildung 4.4 und 4.5) [108].

Schon bei relativ niedriger Konzentration kénnen die Viren einen Phaseniibergang
von isotroper zu nematischer Phase vollziehen. Fiir TMV tritt eine kolloidale Suspension
bei einer Konzentration von 50 mg/mL auf. Die nematische Phase reagiert allerdings
sehr empfindlich auf die in der Probe vorhandene Salzkonzentration. Eine vollstindige
Berechnung und eine Computersimulation der Phaseniiberginge wird von Kirchhoff et
al. [109] beschrieben. Die berechnete Mindestkonzentration betrigt 555 virale Partikel
pro um?. Dies entspricht, bei einer Dichte von 1.37 g/cm?, einer Liinge von 300 nm und
einem Durchmesser der zylinderférmigen Molekiile von 18 nm, der Konzentration von 50
mg/mL. Der Phaseniibergang findet bei Raumtemperatur nach mehreren Stunden statt

und ist thermisch und mechanisch stabil.

Abbildung 4.3:
Beobachtetes Locksignal bei der untersuchten Protein-TMV-Probe am 600 MHz Spektrometer.
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Abbildung 4.4:
Elektronenmikroskopaufnahmen des Tabak Mosaik Virus (TMV) bei verschiedenen Auflésun-

gen.



4.2. THEORIE 99

Abbildung 4.5:

Elektronenmikroskopaufnahmen des Tabak Mosaik Virus (TMV) bei verschiedenen Auflsun-

gen. Die Aufnahmen wurden von der Universitit Regensburg, Abt. Jaenicke zu Verfiigung

gestellt.
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Analog zu den Bizellen wird die Ausrichtung im Magnetfeld iiber das Locksignal
bzw. 2H-Spektroskopie kontrolliert. Ein Beispiel fiir die Aufspaltung des Locksignals ist
in Abbildung 4.3 dargestellt.

Die Viruspartikel richten sich mit ihrer Langsachse parallel zum anliegenden Magnet-
feld aus (vgl. Abbildung 4.6). Auch fiir sie ist kein sehr starkes Magnetfeld notwendig -
schon in einem 300 MHz Spektrometer ist eine vollstéindige Ausrichtung zu beobachten

[87, 108, 109, 110, 111, 112].
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Abbildung 4.6: Schematische Skizze des ausgerichteten Tabak Mosaik Virus im Magnetfeld.



4.2. THEORIE 61

4.2.4 Andere Substanzen

Es gibt eine Reihe von weiteren Substanzen mit der Fahigkeit, sich im Magnetfeld aus-
zurichten.

Dazu gehoren unter anderen die “purple membrane” (Pinke Membran) PM-Fragmente.
Sie kommen wie die Bizellen als kristalline Fliissigkeit vor und beinhalten Bacteriorho-
dopsin (BR), dessen Helices von der Membran umspannt werden. Dadurch wird eine
magnetische Suszeptibilitdt induziert und eine Ausrichtung wird moglich. Thre Grofe
(Durchmesser zwischen 0.2 pm und 2 pm) und ihr hoher BR-Gehalt (75%) resultieren
in einer kompletten Ausrichtung der individuellen Partikel in Magnetfeldern ab 10 T. Im
Gegensatz zu den besprochenen Bizellen muss keine Mindestkonzentration vorliegen und
der Ubergang in eine ausgerichtete Phase ist nicht temperaturabhiingig. Purple Mem-
bran Fragmente sind hochgradig negativ geladen und sind deshalb nicht fiir alle Proteine
geeignet [100, 113].

Natiirlich gibt es eine grofle Variation von bizellenartigen Medien. Dazu gehort unter
anderem das als erstes untersuchte System von Phospholipiden CHAPSO (3-(Cholami-
dopropyl)-Dimethylammonio-2-Hydroxyl-1-Propane Sulfonat)/Wasser. CHAPSO kann
auch mit DLPC (Dilauroyl-Phosphatidylcholine) bzw. DMPC in einer geringen Konzen-
tration von 5% w/v und einem molaren Verhiltnis von 4.2:1 vorliegen, was dem System
DMPC/DHPC besonders dhnlich ist [114, 115, 116].

Ebenfalls sehr interessant sind die Pfl Phagen. Ahnlich dem Tabak Mosaik Virus
bilden sie, abhéngig von der Konzentration, eine nematische Phase. Sie haben allerdings
den Nachteil, dass sie leicht Proteine an sich binden und deshalb nicht allgemein einsetz-
bar sind. Ihr Vorteil gegeniiber TMV ist aber, dass der Konzentrationsbereich, iiber den
die Phagen eine nematische Phase ausbilden, viel grofler ist als bei TMV und deshalb die
Konzentration sehr leicht variiert werden kann [108, 111, 117].

Nur kurz hingewiesen sei auf M13 Viren, fd Phagen und F-actin, die als zuverlissige

Substanzen gelten, eine Ausrichtung im Magnetfeld herbeizufiihren [118, 119].
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4.2.5 Dipolare Kopplungen und ihre Anwendung in der Struk-

turanalyse

Die dipolaren Kopplungen zwischen zwei miteinander wechselwirkenden magnetischen
Kernen hingen vom Abstand der Kerne zueinander, ihrem gyromagnetischen Verhéltnis
und der Orientierung des Wechselwirkungsvektors im Bezug auf das magnetischen Feld
ab. Ist das Molekiil ausgerichtet, besteht eine fixierte Orientierung zwischen dem Molekiil
und dem anliegenden externen Magnetfeld. Durch eine einfache Transformation kénnen
die residualen dipolaren Kopplungen im Koordinatensystem der Ausrichtung beschrieben
werden. Allerdings ist die Ausrichtung nicht statisch, sondern muss iiber eine Verteilung
von Orientierungen der Molekiile in dem System gemittelt werden. Eine zuverlissige
statistische Auswertung iiber die erwarteten residualen dipolaren Kopplungen ist jedoch
problemlos moglich. Beriicksichtigung aller dieser Prozeduren fiihrt auf den allgemeinen

Ausdruck fiir die dipolaren Kopplungen zwischen Kern A und Kern B

Ho 2 3 4 i
Dup = Smwfnﬂi [Aa (3 cos” 0 — 1) + §Ar sin® 6 cos 2¢]| . (4.11)

Dabei ist S der verallgemeinerte Ordnungsparameter der inneren Bewegung des Vektors
zwischen A und B und pg ist die magnetische Permeabilitdtskonstante von Vakuum.
v4 bzw. v beschreiben die gyromagnetischen Verhiltnisse von Kern A bzw. Kern B.
h ist das Plancksche Wirkungsquantum und unter r4p versteht man den Abstand der
beiden Kerne. Die Winkel # und ¢ beschreiben die Orientierung des Vektors zwischen den
beiden Kernen im Koordinatensystem des Ausrichtungstensors A. Die Werte fiir S? erhilt
man aus '°N- und '¥C-Relaxationsexperimenten (vgl. dazu Abschnitt 3.2 und die dort
aufgefithrten Literaturstellen). Sie liegen typischerweise zwischen 0.7 und 0.9, so dass fiir
S Werte von 0.85 bis 0.95 angenommen werden kénnen [92, 95, 100, 101, 104, 105, 108].

Die Werte fiir den Ausrichtungstensor héngen, sowohl von der &ufleren Form des
Proteins, als auch von der Art und Konzentration des verwendeten Ausrichtungsmediums
ab. Fiir ein System mit einem gegebenen Medium sollte es nur einen Ausrichtungstensor
geben, so dass die gemessenen dipolaren Kopplungen Informationen iiber die Orientierung
des Wechselwirkungsvektors im Referenzkoordinatensystem zur Verfiigung stellen [100,
101]. Ein Skizze zur besseren Veranschauung ist in Abbildung 4.7 dargestellt.

Sie zeigt die Orientierung des Wechselwirkungsvektors im allgemeinen Koordinaten-
system. Sind alle Vektoren im gleichen System definiert, erhélt man die relative Orien-

tierung der Vektoren untereinander, die von den sie trennenden Distanzen unabhingig
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Abbildung 4.7:

Skizze der Orientierung des Wechselwirkungsvektors zwischen "HY und N.

sind. Die Grofle des Ausrichtungstensors kann durch zwei Werte beschrieben werden: A,,
der axiale Anteil und A,, der rhombische Beitrag. Da fiir eine wohldefinierte Struktur
der Wert des allgemeinen Ordnungsparameters nur wenig variiert, kann er als Konstante
in den Tensor hineingezogen werden. So bleiben als einzige Unbekannten SA,, SA,, der
Abstand der Kerne und die Richtung der Ausrichtung. Bei der Messung von nur einer Art
von direkt gebundene Kernen kann aber die Abstandsabhéingigkeit der dipolaren Kopp-
lungen eliminiert werden. Uber die Verteilung der gemessenen dipolaren Kopplungen

lassen sich die Grofle von SA, und SA, bestimmen.

Damit verbleibt als einzige Unbekannte die Richtung der Ausrichtung. Dazu sind
keinerlei a priori Informationen iiber die Struktur des untersuchten Proteins nétig. Prin-
zipiell entspricht dieser Ansatz der gleiche Strategie, wie die Berechnung der Saupe-
Ordnungsmatrix kleiner Proteine in kristalliner Fliissigkeitsumgebung [91, 92]. Die Be-
stimmung der dipolaren Kopplungen dagegen ist problemlos. Sie sind gegeben durch die

Anderung der J Aufspaltung relativ zum isotropen Fall.

JE = gseal L DU ausgerichteter Fall (4.12)
JE = g isotroper Fall. (4.13)

Der allgemeine Ausdruck fiir die dipolaren Kopplungen vereinfacht sich im Fall von zwei
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direkt gebundene Kerne zu [92, 94]

DB, ¢) = DB (3 cos? ) — 1) + gR (sin2 0 cos 2¢)} , (4.14)

wobei D28 dem Ausrichtungstensor A inklusive der Vorfaktoren entspricht (vgl. Glei-
chung 4.11). Es gilt

1 1
AB  _ AB AB AB
Da - §|:Dzz _§(D$$ +Dyy ):|
1
AB __ AB AB .
D" = 3 [Dm - D,, } wobei
ID2P| > |DyP| > |DAP| und
Dng _ _Mth’YAVBAa.
81213 5

Fiir die Rhombizitit R gilt R = DAB/DAB (95,100, 101].

Fiir einen festgelegten Abstand r 45 der Kern A - Kern B Wechselwirkung beschreiben
die normalisierten Extremwerte (vgl. Gleichung 4.15) der gemessenen dipolaren Kopp-
lungen die Orientierung des Vektors von Kern A nach Kern B.

DAB(NH) = pAp 2 {Tip) (4.15)

YAYVB (TXm)
Experimentell entsprechen die Werte von D,, dem Mittelwert der grofiten Extremwerte
und D,, dem kleinsten Wert. Aus dem am hdochsten besetzten Wert kann man D,

ablesen. Damit ergeben sich der axiale und rhombische Wert des Tensors iiber
Dpas = D3P = 2D
Dyin = D’ = —D}” (14 1.5R)
DI = —DM(1-15R). (4.16)

Fiir DM wird dabei ein Wert von DY = 10 angenommen, der typisch fiir ein Medium
mit Bizellen ist. Der Minimalwert der dipolaren Kopplungen entsteht bei § = ¢ = 90°.
Er ist, verglichen mit dem Maximalwert bei § = 0°, ein verlésslicher Parameter. Denn die
Wahrscheinlichkeit, einen bestimmten Vektor mit Winkel # zu finden ist proportional zu
sinf. Bei # ~ 0° ist die Wahrscheinlichkeit demnach duflerst gering. Deshalb werden die
Werte fiir D,,,, fast immer um 15 -20 % unterschiitzt. Sie kénnen aber als obere Grenze
fiir die Rhombizitit R verwendet werden [91, 92, 94]. Fiir sie gilt

2 | —2D,in(0bs)
R:§ lm—ll ) (4.17)
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Die geometrischen Informationen der dipolaren Kopplungen werden im simulated an-

nealing Protokoll (vgl. Abschnitt 2.1.2) verwendet, indem der Term

Edipolar = kdipolar (Dcalc - Dobs)2 (418)

minimiert wird. Dabei beschreibt kgipor die verwendete Kraftkonstante. Sie sollte un-
gefihr den experimentellen Fehlern entsprechen. D.,. bzw. D, sind die berechneten
bzw. beobachteten Werte der dipolaren Kopplungen. Ej,oiqr wird durch Berechnung der
6 und ¢ Winkel zwischen den zugehorigen Bindungsvektoren (d. h. N-H, C,-H oder
Co-C’) und einem externen beliebigen Koordinatensystem, realisiert durch ein virtuelles
Molekiil, bestimmt [93, 94, 96, 97, 98, 99, 105, 120, 121, 122].

4.2.6 Spektren

Die experimentelle Bestimmung der dipolaren Kopplungen lauft im allgemeinen iiber die
Standard-Kopplungsexperimente, wie HNCA, HNCO, oder gekoppeltes HSQC. Es gibt
aber auch Verfeinerungen und Neuerungen der Pulsprogramme, wie zum Beispiel fiir
die Messung von extra long-range NOEs [117]. Genaue Beschreibungen der verwendeten
Pulsprogramme findet man zum Beispiel bei [113, 123, 124, 125, 126, 127].

4.3 Experimente

4.3.1 Herstellung der Bizellen

Ausgangspunkt der Experimente mit Bizellen ist die Festlegung des Verhiltnisses von
lang- (DMPC) zu kurzkettigen (DHPC) Molekiilen. In einer Versuchsreihe (Experimente
mit verschiedenen Verhéltnissen 2.5:1, 3:1, 3.5:1 und 4:1) wurde festgestellt, dass fiir
Proteine ein Verhiltnis von 3:1 bzw. 3.5:1 ideal ist.

Eine genaue Bestimmung des Verhiltnisses gestaltet sich allerdings sehr schwierig.
Das duferst hydrophile 1,2-Dihexanoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin (DHPC) lédsst sich
nur schwer in so geringen Mengen (GroBenordnung 4-5 mg) abwiegen. Eine exakte Men-
genmischung ist aber unerlésslich fiir die Bestimmung der Verhéltnisse. Eine mogliche
Vermeidung des Problems besteht darin, die in pulveriger Form vorliegenden Komponen-

ten zuerst in Losung mit Chloroform zu bringen, dann zu mischen und die gemischten
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Bizellen zu lyophilisieren. Die jetzt wieder pulverférmige Substanz kann in das gewiinsch-
te Puffersystem iiberfiihrt werden. Dies hat aber manchmal zur Folge, dass die Bizellen
keinen Phaseniibergang vollziehen. Sie liegen dann nach wie vor in isotroper gelartiger

Phase auch bei Temperaturen deutlich iiber Raumtemperatur vor.

Die besten Resultate erzielt man mit einem Vorgang, der sich iiber 1 bis 2 Tage
erstreckt. Dabei werden die Komponenten 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin
(DMPC) mit einem Molekulargewicht von 667.95 g/mol und 1,2-Dihexanoyl-sn-Glycerol-
3-Phosphocholin (DHPC) mit einem Molekulargewicht von 453.51 g/mol in dem zu ver-
wendenden Puffersystem gelost, und dann in den richtigen Mengen zusammengemischt.
Die Losung wird iiber Nacht lyophilisiert und am néchsten Tag wieder in das gewiinschte
Puffersystem iiberfiihrt. Das geleeartige Substrat wird auf 40° C gebracht und lang-
sam zentrifugiert. Nach einer darauffolgenden Abkiihlung auf 4° C wird nach mehreren
Stunden die sehr wissrige Losung geschiittelt und bei einer Temperatur von 18° C noch-
mals mehrere Stunden stehen gelassen. Eine weitere Zentrifugation ergibt eine zéhfliissige
homogene Masse. Diese hat bei exakter Arbeitsweise und Berechnung das gewiinschte

Verhiltnis von 3:1 bzw. 3.5:1 und weist eine Konzentration von 15% w/v auf.

Zur Fehlervermeidung beim Abwiegen ist es allerdings am besten, die Bizellen von
einem kommerziellen Hersteller wie zum Beispiel Avanti Polar Lipids zu bestellen. Sie
sind bereits im richtigen Verhéltnis und liegen in gefriergetrockneter Pulverform vor. Das
ideale Puffersystem besteht aus 10 mM Phosphatpuffer, pH 6.6, und 0.15 mM Natriuma-
zid in 93 % H,O (HPLC-grade) und 7 % D20 (99.9 %). Aber auch mit dem Puffersystem
TRIS/HCI mit einem pH-Wert von 7.0 sind gute Erfahrungen gemacht worden.

Die Herstellung der Bizellen selbst ist dann relativ einfach. Man 16st die in 50 mg
Mengen vorliegenden vorgefertigten Lipidmischungen mit 280 pL. Puffer und l&sst sie
iiber Nacht bei Raumtemperatur hydrieren. Danach werden sie kurz zentrifugiert, um
eine homogene Mischung zu erhalten. Man erhélt eine zdhfliissige schwer pipetierbare
Substanz, die eine Konzentration von 15 % w/v hat. Durch kurzes Abkiihlen auf 4° C
wird das Substrat fliissig und es kann leicht in ein NMR-R6hrchen mit dem zu untersu-
chenden Protein im Verhéltnis 1:2 pipetiert werden. Eine Aufspaltung der Deuteriumlinie
ist zwischen 300 K und 310 K sichtbar (vgl. dazu Abbildung 4.2).
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4.3.2 Herstellung von TMV

Im Fall von TMV wurde die hochkonzentrierte Ausgangslosung in Zusammenarbeit mit
der Universitit Regensburg, Abt. Jaenicke hergestellt. Es standen zwei Losungen ver-
schiedener Konzentration von TMV und Wasser zur Verfiigung: 210 mg/ml und 178
mg/ml. Laut Theorie sollte bei einer bestimmten Konzentration und einem bestimmten
Salzgehalt die Ausbildung einer nematischen Phase zu beobachten sein. Die Salzkon-
zentration wird iiber den verwendeten Puffer bestimmt, wihrend die Konzentration der
Viren ungefihr im Gréflenbereich von 50 mg/mL liegen sollte. Die Ausbildung der nema-
tischen Phase dauert dann zwischen 1 und 2 Tagen. Ebenfalls sehr sensitiv reagiert der

Tabak Mosaik Virus auf den vorliegenden pH Wert. Er sollte nicht niedriger als 5 sein.

Die Ausgangslésung von TMV mit einer Konzentration von 210 mg/mL wurde mit
Hilfe eines Puffers mit niedrigem Salzgehalt auf die vorgeschriebene Konzentration ge-
bracht. Das verwendete Puffersystem bestand aus 50mM TRIS/HCI und 150mM Natri-
umchlorid in 90 % H,O und 10 % D,0.

Der durch HCI eingestellte pH Wert von 7.0 wurde durch Zugabe von TMV nicht
beeintrichtigt.

Als Test wurde zunéchst 1 mL der TMV-Puffer Lésung in einem Eppendorfréhrchen
vorbereitet. Nach zwei Tage bildete sich bei Raumtemperatur im unteren Bereich des
Rohrchens eine schlierige, halbklare nematische Phase. Die obere isotrope Phase stell-
te sich als sehr klar und sehr fliissig dar. Die Mengenverteilung iiberraschte, da eine
50%/50% Verteilung erwartet wurde, jedoch nur 10-20% in der nematischen Phase vor-
lagen. Fiir die NMR Experimente wurde, ausgehend von dieser Erfahrung, eine grofe
Menge an Puffer und TMV angesetzt. Die Konzentration von TMV wurde dabei leicht
erhoht, da durch die Zugabe von Protein die TMV-Puffer-Losung wieder verdiinnt wer-
den wiirde. Insgesamt wurden 9 mL TMV Puffer mit einer Konzentration von 60 - 70
mg/mL vorbereitet. Daraus erhielt man 1 - 1.3 ml nematische Phase von TMV. Gemischt
wurde diese bei Raumtemperatur relativ geleeartige Losung mit einer hochkonzentrierten
Proteinprobe, so dass insgesamt 450 pLi erreicht wurden. Mit Hilfe des zugesetzten D,O
konnte durch Beobachtung des Locksignals eine Aufspaltung der Resonanzlinie und da-
mit eine geniigend grofie Ausrichtung des Tabak Mosaik Virus im Magnetfeld beobachtet
werden (vgl. Abbildung 4.3).

Aufgrund der Eigenschaften von TMV ist keine Temperaturabhéingigkeit der nema-

tischen Phase zu beobachten.
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4.3.3 NMR Experimente

Untersucht wurden die dipolaren Kopplungen fiir zwei Proteine, MIA (Melanom inhi-
bitorische Aktivitat) und 1L-16 (Interleukin 16). Dabei liegen die Daten von MIA in
TMV und Bizellen vor, wihrend fiir IL-16 nur dipolare Kopplungen, verursacht durch

die Ausrichtung von Bizellen, gemessen wurden.

Biologische Eigenschaften der untersuchten Proteine

MIA Das 17 kDa grofle, als MIA bekannte Protein ist ein Indikator fiir die Melanom-
inhibitorische Aktivitdt im Korper. Aufgrund der Beobachtung, dass alle Patienten mit
metastasenbildenden Melanomen der Stufe IIT und IV erh6hte Werte von MIA im Serum
aufweisen, kann das Protein als klinisch wichtiger Indikator fiir Patienten mit bosartigen
Melanomen verwendet werden. In normaler gesunder Haut, aber auch in Melanozyten,
konnte kein Wildtyp-MIA-Protein-Gen festgestellt werden. Entwickelt sich aber ein me-
lanozytischer Tumor, ist eine gewisse Menge an MIA im Blutserum nachweisbar. MTA
inhibiert die Bindung der Melanomzellen an Fibronectin und Laminin und begiinstigt so
die Metastasenbildung. An Fibronectin, Laminin oder auch Tenascin gebundenes MIA
kaschiert die Bindungsseite der Integrine der Extrazelluldirmatrix der betroffenen Kom-
ponenten. Eine tiefergehende Beschreibung und die Struktur findet sich in der entspre-
chenden Literatur [128].

IL-16 Interleukin 16 (IL-16), zuerst bekannt unter dem Namen lymphocyte chemoat-
tractant faktor (LCF), ist ein pleiotropes bei Entziindungen wirksame Zytokin. Es um-
fasst 130 Aminosiuren. Im wesentlichen wird das bioaktive IL-16 in CD8" T-Zellen syn-
thetisiert und gespeichert. Dariiber hinaus kann es aber auch im menschlichen, leukédmie-
befallenen Knochenmark und in den Mastzellen der Lunge gefunden werden. Zielzellen
sind CD4 T-Zellen. Sie werden durch IL-16 aktiviert, indem die Expression des IL-2 Re-
zeptors angeregt wird, wodurch die MHC Klasse II Antigene vermehrt werden und damit
schlieBlich die interzellularen Ca?*- und Inositol-1,4,5-Triphosphat - Fliisse in den CD4*
T-Zellen erhoht werden. Die Abhéngigkeit der IL-16 Aktivitdt von dem Ausmafl der CD4
Expression legt den Schluss nahe, dass CD4 der Zielrezeptor fiir die Signaliibertragung
von IL-16 ist. Auflerdem zeigen sich menschliche CD4" Zellen, die mit IL-16-cDNA aus-
gestattet wurden, resistent gegen die HIV-1 Infektion. Dies deutet darauf hin, dass IL-16
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die mRNA Transkription der viralen HIV-1 DNA hemmt und damit die Vervielfdltigung
von HIV in den Primérzellen verhindert. Eine genauere Diskussion der Funktionsweise
und die Beschreibung der Strukturbestimmung findet man bei Miihlhahn et al. [129].

Spektren

Fiir die Bestimmung der dipolaren Kopplungen zwischen Protonen und Stickstoff wurden
'H gekoppelte HSQC Spektren aufgenommen. Das heifit, wihrend der **N-Evolutionszeit
nach dem INEPT wird kein Entkopplungs-180°-Puls auf Protonen angewendet. Dadurch
wird die {iber die Kopplung iibertragene Magnetisierung nicht refokusiert und man erhélt
pro Aminoséure zwei in indirekter Richtung aufgespaltene Signale. Diese Signale sind
genau soviel Hertz auseinander wie die Gréfle der Kopplung betrégt. Deshalb stellen
das Referenzspektrum und das Spektrum in ausgerichteter Phase Informationen iiber die
Grofle der dipolare Kopplungen zwischen Protonen und Stickstoff zur Verfiigung.

Im Fall der induzierten Ausrichtung mit Hilfe von TMV miissen zwei NMR-Proben
vorbereitet werden, wobei auf gleiche Konzentration zu achten ist. Das Referenzexperi-
ment - reines Protein in Losung - wird mit dem dipolaren Kopplungsexperiment - Protein
in nematischer Phase von TMV - verglichen.

Benutzt man Bizellen als Medium, eine Ausrichtung zu induzieren, ist das Verfahren
einfacher. Man braucht keine zwei NMR-Proben mit und ohne Bizellen, sondern man
kann durch Anderung der Temperatur ein Spektrum in isotroper und ein Spektrum in
ausgerichteter Phase aufnehmen. Trotzdem sollte man zur Fehlerbestimmung ein Refe-
renzexperiment ganz ohne ausrichtende Substanz durchfiihren.

Die Abbildungen 4.8 und 4.9 zeigen MIA im Medium der Bizellen. In den Abbildung
4.10 und 4.11 kann man die beiden Spektren von MIA in TMV sehen. Referenzexperi-
ment und das Spektrum in ausgerichteten Bizellen von IL-16 werden in Abbildung 4.12
und 4.13 dargestellt. Die durch Rechtecke markierten Stellen in den Spektren weisen
Beispielbereiche aus, anhand derer die Gréfle der gemessenen Kopplungen nachvollzogen

werden kann. Sie sind in den Abbildungen 4.14, 4.15 und 4.16 présentiert.
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Abbildung 4.8:
Gekoppeltes HSQC Referenzspektrum von MIA bei 300 K am 600 MHz Spektrometer mit

Bizellen. Herausvergroflert wurde der durch ein Rechteck gekennzeichnete Bereich (vgl. dazu

4.14).
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Abbildung 4.9:
Gekoppeltes HSQC Spektrum von MIA bei 310 K am 600 MHz Spektrometer mit Bizellen.

Herausvergrofiert wurde der durch ein Rechteck gekennzeichnete Bereich (vgl. dazu 4.14).
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Abbildung 4.10:
Gekoppeltes HSQC Referenzspektrum von MIA bei 300 K am 600 MHz Spektrometer ohne
TMV. Herausvergrofiert wurde der durch ein Rechteck gekennzeichnete Bereich (vgl. dazu 4.15).
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Abbildung 4.11:
Gekoppeltes HSQC Spektrum von MIA bei 300 K am 600 MHz Spektrometer mit TMV. Her-

ausvergrofiert wurde der durch ein Rechteck gekennzeichnete Bereich (vgl. dazu 4.15).
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Abbildung 4.12:
Gekoppeltes HSQC Referenzspektrum von IL-16 bei 295 K am 600 MHz Spektrometer mit
Bizellen. Herausvergroert wurde der durch ein Rechteck gekennzeichnete Bereich (vgl. dazu

4.16).
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Abbildung 4.13:
Gekoppeltes HSQC Spektrum von IL-16 bei 303 K am 600 MHz Spektrometer mit Bizellen.

Herausvergrofiert wurde der durch ein Rechteck gekennzeichnete Bereich (vgl. dazu 4.16).
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Abbildung 4.14:

Direkter Vergleich der Kopplungsgrofien fiir einen kleinen Beispielsbereich aus den beiden Spek-
tren von MIA in Bizellen.

A. Spektrum bei 300 K. B. Spektrum bei 310 K.
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Abbildung 4.15:

Direkter Vergleich der Kopplungsgrofien fiir einen kleinen Beispielsbereich aus den beiden Spek-
tren von MIA ohne/mit TMV.

A. Referenzspektrum ohne TMV. B. Spektrum mit TMV.
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Abbildung 4.16:

Direkter Vergleich der Kopplungsgrofen fiir einen kleinen Beispielsbereich aus den beiden
Spektren von IL-16 in Bizellen.

A. Spektrum bei 295 K. B. Spektrum bei 303 K.

Die in den Abbildungen 4.14, 4.15 und 4.16 dargestellten Fehler der Kopplungs-

konstanten ergeben sich aus den Ablesefehlern der Signalmaximumsfrequenzen.
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4.4 Auswertung

Die dipolaren Kopplungen erhélt man iiber den Vergleich der Kopplungswerte des Re-
ferenzspektrums und der Werte der Kopplungen im ausgerichteten Zustand. Die Signale
werden zuerst mit Hilfe eines ausgewerteten HSQC Spektrums den Aminosiuren des
Proteins zugeordnet. Nun erfolgt eine genaue Bestimmung der Maximalintensitidten der
Peaks und deren Entfernung in Hertz. Die in Anhang C dargestellten Tabellen C.1 und
C.2 fassen die Werte aus den Referenzexperimenten und die Werte mit dipolarem Kopp-
lungsanteil zusammen.

In den Abbildungen 4.17, 4.18 und 4.19 sind die Haufigkeiten der dipolaren Kopplun-
gen pro Wert aufgetragen. Aus ihnen lassen sich alle relevanten Daten fiir die Berechnung
des Ausrichtungstensors ablesen. In den dargestellten Histogrammen sind ausschliellich

Werte verwendet worden, die in einer Fehlergrenze von 2 Hz liegen.
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Abbildung 4.17:
Histogramm der dipolaren Kopplungen fiir MIA in der Umgebung von Bizellen.
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Abbildung 4.18:
Histogramm der dipolaren Kopplungen fiir MIA in der Umgebung von TMV.
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An den beiden Histogrammen von MIA ist der Unterschied zwischen der Verteilung
und den Werten der dipolaren Kopplungen, abhéngig von dem ausrichtenden Medium,
zu sehen. Die zusétzliche Aufspaltung in einer Umgebung mit Tabak Mosaik Viren ist
viel grofler als in der Umgebung der Bizellen. Dieser Trend ist schon bei Beobachtung des
Locksignals bzw. der Aufnahme von Deuteriumspektren zu beobachten. Trotzdem erhélt
man bei Berechnung der axialen und rhombischen Komponenten des Ausrichtungstensors
dhnliche Werte. Die Rhombizitédt R berechnet sich im Fall von TMV zu R=0.02, wéhrend
sie fiir Bizellen R=0.08 betrigt. Diese Werte errechnen sich durch Einsetzen des maxima-
len und minimalen Wertes in die Gleichungen 4.16 bzw. 4.17. Aus dem maximale Wert
D7 pary = 2Dgrary lésst sich fiir TMV die axiale Komponente zu D,=14 bestimmen,
wahrend sie fiir Bizellen gerade einmal D,=9 betrigt. Ebenfalls sehr gut zu sehen ist die
Erfiillung der Forderung ‘D;‘ZB > ‘D;‘yB‘ > ‘DfIB

;nzaxTMV =294 2Hz D;nzaxBizellen =17+ 2Hz
Z;jnTMV = —15+2Hz DZ;JinBizellen = —10+ 2Hz
DZIZ?IJOStTMV = —1+2Hz DZ;OStBizellen =0+ 2Hz

Im Gegensatz dazu zeigt IL-16 eine symmetrische Verteilung an. Sowohl Maximal- als
auch Minimalwert haben die gleiche Gréflenordnung. Ebenfalls erstaunlich ist die geringe
zusitzliche Aufspaltung der Kopplungswerte. Dies lisst die Vermutung zu, dass aufgrund
der extrem sphérischen Form von IL-16 nur eine geringe Ausrichtung durch Stéfle an
die Bizellen stattfindet. Die berechnete Rhombizitédt liegt in diesem Fall bei R=0.66.
Dies gilt als absoluter Maximalwert, da Werte iiber R=0.66 die Forderung ‘DZAZB >
g2 > p27

Ausrichtungstensors also folgendermafien dar

nicht mehr erfiillen kénnen. Fiir IL-16 stellen sich die Komponenten des

D" = 5+ 2Hz
DM = 5+ 2Hy
D™t = (4 2Hz.
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Abbildung 4.19:
Histogramm der dipolaren Kopplungen fiir IL-16 in der Umgebung von Bizellen.
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4.5 Diskussion

Der Vergleich der Werte des Ausrichtungstensors von MIA macht die Unterschiede in
den verschiedenen Ausrichtungsmedien klar. Auch wenn global gesehen dhnliche Wer-
te herauskommen, zeigen die beiden Experimente deutlich, dass der Ausrichtungsten-
sor nicht nur vom untersuchten Protein sondern auch von dem ausrichtenden Medium
abhéngt. Diese Tatsache wurde in mehreren Verdffentlichungen bereits angesprochen
(88, 94, 95, 100, 101, 107, 111]. Verwendet man die Daten in der Strukturrechnung,
miissen daher die Achsen des Referenzmolekiils dementsprechend angepasst werden.

Vergleicht man dariiberhinaus die Qualitit der Spektren, zeigt sich, dass die Signale
des Spektrums von MIA in Losung der kolloidalen Suspension der Viren nicht optimal
sind. Es liegt die Vermutung nahe, dass MIA eine Bindung mit den Tabak Mosaik Viren
eingegangen sein kénnte. Dagegen spricht allerdings die Ahnlichkeit der Werte im Medium
mit Bizellen. Die Spektren, in denen Bizellen als einschrinkendes Medium verwendet
wurden, sind dagegen gut aufgel6st und die Signalform ist wie erwartet rund.

In allen drei Féllen macht die spektrale Uberlappung der Signale eine Auswertung
schwierig, da das eigentliche Signalmaximum nicht eindeutig zugeordnet werden kann
und oft auch in direkter Richtung verschoben ist. In diesen Fillen ist eine Auswertung nur
mit dem bloflen Auge moglich, was zu einem grofien Ablesefehler fiihrt. Die so erhaltenen
Werte sind, wenn iiberhaupt, nur als sehr fraglich einzustufen. Abhéingig von der Qualitét
der Spektren sind deshalb nicht fiir alle Aminosiduren Kopplungswerte zu erwarten.

Die Verteilung der residualen dipolaren Kopplungswerte hingt von dem untersuchten
Protein ab. So zeigen die beiden Histogramme von MIA eine gréflere Haufigkeitsvertei-
lung im negativen Bereich, aber eine grofle Streuung zu hohen positiven Werten. Dies
wiederum beeinflusst die Rhombizitit R des Ausrichtungstensors. Wie bereits erwéhnt,
zeigen die Rhombizititswerte zwar eine globale Ahnlichkeit, weisen aber auch auf die
zwei unterschiedlichen Ausrichtungsmedien hin.

[L-16 dagegen hat eine sehr symmetrische Verteilung und sehr geringe dipolare Kopp-
lungen. Dies legt die Vermutung nahe, dass das sphérische Protein nur schwer durch Stéfie
in den Bizellen ausgerichtet werden kann und sich nicht um eine Vorzugsrichtung orien-

tieren lasst.

Die Strukturberechnung von Stoll et al. [128] mit residualen dipolaren Kopplungen
ergab jedoch keine signifikante Verbesserung der Strukturen. In Abbildung 4.20 sind
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die beiden berechneten Strukturfamilien von MIA dargestellt. Vergleicht man Familie
A (nur NOEs) mit Familie B (NOEs und dipolare Kopplungen) kann man zwar kleine
Unterschiede erkennen, aber eine Verbesserung lésst sich nur schwer herauslesen. Auch
fiir die konformellen Schwierigkeiten bei der Strukturbestimmung von MIA konnten die

dipolaren Kopplungswerte noch nicht optimal eingesetzt werden.

Abbildung 4.20:

Strukturfamilien von MIA berechnet mit dem Computerprogramm CNS. Griin gekennzeichnet
sind die B-Stringe, blau sind strukturlose Bereiche und in gelb sind die Cysteinbriicken darge-
stellt. (Die Strukturfamilien wurden von R. Stoll zu Verfiigung gestellt.)

A. Strukturfamilien nur mit NOEs berechnte.

B. Strukturfamilie mit NOEs und dipolaren Kopplungen berechnet.






Kapitel 5
Zusammenfassung und Ausblick

Struktur und Funktion eines Proteins konnen in enger Beziehung stehen. Die Struktur-
untersuchung von ICP47 fiihrt dies deutlich vor Augen. Die aktive Doméne von ICP47
umfasst die Reste 2-34. Sie liegt in wéssriger Losung unstrukturiert vor, vollzieht aber
In der Umgebung von Membranen eine Transformation zu zwei a-Helices, die durch
einen struktur- und orientierungslosen Bereich miteinander verbunden sind. Die Signa-
le in den zweidimensionalen NMR-Spektren (TOCSY und NOESY) wurden sequentiell
den zugehorigen Aminosiauren zugeordnet. Festgestellt wurde ausserdem, dass bestimm-
te wiederkehrende Strukturelemente im Korper dhnliche Funktionsweisen haben kénnen.
Ein Beispiel dafiir ist der Vergleich der Funktionen von Cecropin und ICP47. Beide
Proteine bestehen aus einer vorwiegend amphiphilen a-helikalen Konformation. Beide
gehen keine transmembrane Verbindung ein, sondern legen sich wie ein Teppich auf die
Membran. Allerdings darf man die Parallelen nicht {iberbewerten, denn es besteht keine
Zwangslaufigkeit, dass eine wiederkehrende Struktur auch dieselbe Funktionsweise hat.
Der Fall von ICP47 und Cecropin aber ist ein interessantes Beispiel.

Durch die teppichartige Anlagerung von ICP47 an die Membran des Endoplasma-
tischen Retikulums, schafft das Protein eine Anfangssituation, die den Herpes Simplex
Virus vor der Immunabwehr schiitzt. Ein weitreichendes Ziel wire es daher, den Virus
mit seinen eigenen Waffen zu schlagen, indem die Funktionsweise von ICP47 blockiert
wird. Dies ist in diesem Fall aber noch nicht realisiert.

Fiir die Aufkldrung von Strukturen und zugehorigen Funktionsweisen ist die Ront-
genstrukturanalyse aber mindestens genauso gut geeignet. Hier fillt vor allem der li-

mitierende Groflenfaktor weg. In der NMR-Strukturaufklarung nimmt die Qualitédt der

85
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Spektren mit der Groéfle der Proteine stark ab. Mit Hilfe einer neuen Pulssequenztech-
nik, dem TROSY (Transverse Relazation Optimized Spectroscopy), konnen mittels NMR
im Moment Spektren hinreichender Qualitdt von Proteinen bis zu einer Gréfie von 30
kDa bis 40 kDa aufgenommen werden. Das bedeutet aber nach wie vor, dass man sich
mit Proteinfragmenten zufriedengeben muf}. Zusétzlich gestaltet sich die Bestimmung
der interessanten aktiven Doméne oftmals als sehr schwierig. Dariiber hinaus miissen in
der Kernspinresonanzspektroskopie fiir die Aufklarung der Struktur mehrere komplizier-
te, oft tagelang dauernde Spektren aufgenommen und ausgewertet werden. Trotz allem
hat die Kernspinresonanzspektroskopie gegeniiber der Rontgenstrukturanalyse einen ent-
scheidenden Vorteil: Mit Hilfe dieser Methode kénnen die Strukturen der Proteine in ihrer
natiirlichen fliissigen Umgebung bestimmt werden und mit Hilfe von bestimmten Expe-
rimenten ist es moglich, Erkenntnisse iiber die Dynamik und das Bindungsverhalten der

untersuchten Substanzen zu gewinnen.

Dies ist hier am Beispiel von LCI geschehen. Die Struktur dieses Carboxypeptida-
seninhibitors wurde in ungebundenem Zustand mit Hilfe von NMR aufgeklart. Fiir die
Strukturberechnung des Komplexes (LCI-CPA) wurde auf die Rontgenstrukturanaly-
se zuriickgegriffen, da der Komplex eine GréBe von 42 kDa aufwies. Anhand von °N-
Relaxationsuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass der Inhibitor sowohl in ungebun-
denem als auch in gebundenem Zustand eine sehr starre Struktur hat. Fiir den ungebun-
denen Inhibitor berechnete sich der Mittelwert der longitudinalen Relaxationszeit 77 zu
452.8 ms, der Mittelwert der transversalen Relaxationszeit 75 ergab 181.8 ms. Die hetero-
nuklearen NOE-Werte lagen sowohl im ungebundenen als auch im gebundenen Zustand
deutlich iiber 0.6, woraus in beiden Fillen auf eine starre Struktur geschlossen wurde.
Interessant war dariiber hinaus die Fragestellung, ob der leicht flexiblere C-Terminus in
seiner Funktion als Bindungsseite bei der Komplexbildung seine Mobilitit &ndert. Durch
Bestimmung der heteronuklearen NOE-Werte konnte der Schluss gezogen werden, dass

insbesondere der C-Terminus eine signifikante Versteifung erfiahrt.

Neben neuen Pulsprogrammen wird aber auch auf andere Weise versucht, die Grenzen
der Kernspinresonanzspektroskopie zu erweitern. Vor allem die Methode der residualen
dipolaren Kopplungen ist in den letzten Jahren zu grofler Bedeutung gelangt. Durch
sie kann bei Auswertung aller Kopplungswerte einerseits a priori eine Aussage iiber die
zu erwartende Struktur gemacht werden. Andererseits konnen die Werte aber auch zur

Verfeinerung von schon bestehenden Strukturen verwendet werden. Man hofft vor allem
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auf eine Verbesserung bei der Strukturanalyse von groflen Proteinen und Komplexen.
Aber auch bei dieser Methode besteht das Problem, die teilweise sehr stark iiberlappen-
den Signale auszuwerten, selbst wenn ein sequentielles Assignment von vornherein nicht

erforderlich ist.

Die residualen dipolaren Kopplungen wurden fiir zwei Proteine - MIA und IL-16 -
bestimmt. Als Ausrichtungsmedium wurden im Fall von MIA Bizellen und Tabak Mo-
saik Viren benutzt. Bei den erhaltenen Kopplungswerte zeigt sich, dass die Werte aus
den Bizellen-Spektren um einiges kleiner sind als die Werte die man mit Hilfe der Tabak
Mosaik Viren erzielt. Bei Berechnung der Tensorwerte allerdings ergibt sich wieder ein
konsitentes Bild. Die Unterschiede sind demnach auf die verwendeten Ausrichtungsmedi-
en zuriickzufiihren. Es besteht allerdings der Verdacht, dass MIA an den Tabak Mosaik
Viurs bindet, da die Auflésung der Spektren relativ schlecht ist. IL-16 wurde in der Um-
gebung von Bizellen aufgenommen. Die Verteilung der Kopplungswerte war sehr sym-
metrisch, wenn sie auch nur einen kleinen Bereich (-5 Hz bis +5 Hz) umfassten. Bei der
anschliessenden Strukturberechnung erwiesen sich die dipolaren Kopplungen aber nicht
als relevant. Die berechnete Strukturfamilie von MIA zeigte keine signifikante Verénde-

rung.

Dariiber hinaus bestehen zusétzliche Schwierigkeiten. Neben der im Moment software-
bedingt etwas komplizierten Auswertung, miissen die chemischen Eigenschaften der Pro-
teine und verwendeten Ausrichtungsmedien genau bestimmt werden. So kann nicht jedes
Protein in einem universalen Ausrichtungsmedium gemessen werden. Salzkonzentration
und pH-Wert haben grofle Auswirkungen auf eine mégliche Ausbildung der nematischen
Phase. Aber auch die elektrischen Eigenschaften kénnen die Messung behindern. Des
Weiteren muss eine mogliche Bindung der Proteine an das Ausrichtungsmedium ausge-
schlossen werden. Zusétzlich spielt bei der Verwendung von Bizellen die Temperatur eine
grofle Rolle und nicht jedes Protein ist bei Temperaturen {iber 300 K noch stabil. Zudem
sind Bizellen ein sehr sensibles Medium und reagieren empfindlich auf wiederholte Tem-
peraturerh6hungen bzw. -verringerungen. Nach einer gewissen Zeit ist eine Ausbildung
der ausgerichteten Phase nicht mehr mdglich. Verbesserungen versprechen andere Zusam-
mensetzungen oder zuséitzliche stabilisierende Molekiile wie CTAB oder QTAB. Auch die
Auswertung ist noch problematisch. So ist die bei uns verwendete Software fiir diese Art
von Information noch nicht optimiert und die Ablesefehler in der Gré8enordnung von 2

Hz schrénken die Verlésslichkeit der Werte in der Strukturrechnung ein.
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Trotzdem stellt, aufgrund der Schnelligkeit der spektralen Auswertung und der ein-
fachen Theorie, die Methode ein Werkzeug zur Verfiigung, das die Strukturrechnung
beschleunigen und vereinfachen koénnte.

Abschlieflend sei bemerkt, dass die Vielfalt der Anwendungsbereiche die Kernspinre-
sonanzspektroskopie, auch nach der langen Zeit der Anwendung, zu einer nach wie vor
interessanten Methode zur Erforschung von Proteinen macht. Gerade die Moglichkeit
interne Dynamiken und bindungsbedingte Konformationsinderungen in ihrem Verlauf
beobachten zu konnen, wiegen die Schwierigkeiten der NMR bei grofien Proteinen mehr

als auf.



Anhang A
Grundlegende Parameter

Im allgemeinen besteht ein hochaufgelostes NMR Experiment darin, dass man die zu
untersuchende Proteinlésung einem starken statischen magnetischen Feld B, aussetzt.
Unter Einfluss dieses statischen Feldes werden die Kernspins polarisiert und eine makro-
skopische Magnetisierung M, in Richtung von By induziert. Dariiber hinaus kann die
Probe mit Radiofrequenzpulsen Bi, By, B3 senkrecht zur Magnetisierung bestrahlt wer-
den. Ein derartiger Radiofrequenzpuls kann, bei einer bestimmten Linge und Stérke,
die Magnetisierung M, in die zu B, transversale Ebene rotieren, wobei die Spins, deren
Summe M, ist, um die Richtung des statischen Magnetfeldes By mit der ihnen eigenen
Larmorfrequenz wq prazediert. Dabei wird in den Probenkopfspulen ein elektrisches Feld
induziert, welches wiederum von einem Detektor aufgezeichnet werden kann. Da das
System bestrebt ist, in sein thermodynamisches Gleichgewicht zuriickzukehren (Mag-
netisierung parallel zu By), verringert sich die transversale Magnetisierung mit der Zeit.
Der sogenannte “free induction decay” (freier Induktionsabfall) FID wird wihrend einer
bestimmten Zeit aufgezeichnet. Fouriertransformation des FID resultiert in dem zu erwar-
tenden NMR Spektrum in Frequenzeinheiten. Dariiber hinaus spielen noch die folgenden

Parameter fiir ein NMR Spektrum eine wichtige Rolle:

e Die chemische Verschiebung § definiert den Ort der NMR-Linie entlang der Fre-
quenzachse. Sie wird relativ zu einem Referenzpréiparat festgelegt und steht in erster
Linie mit der chemischen Struktur des zu untersuchenden Molekiiles in Verbindung.
In Frequenzeinheiten ist die chemische Verschiebung proportional zum angelegten
statischen Magnetfeld. Sie wird unabhéngig von der Magnetfeldstirke des Spektro-

V=1

meters in ppm (parts per million) angegeben iiber die Relation 20, wobei 1 die
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Larmorfrequenz des Referenzpriparates ist.

Die Spin-Spin Kopplungskonstante J charakterisiert die skalare Wechselwirkung

zwischen Kernen, die iiber die kovalente Bindungen miteinander verkettet sind.

Die Intensitit der NMR-Linien reflektiert indirekt die Anzahl der beteiligten Kern-

spins, deren Larmorfrequenz denselben Wert hat.

Das Nuklear Overhauser Enhancement bzw. der Nuklear Overhauser Effekt (NOE)
beschreibt den Bruchteil der Anderung in der Intensitiit eines Kernspinresonanz-
signals, wenn eine andere Resonanzfrequenz eingestrahlt wird. Er hingt von der
dipolaren Wechselwirkung zwischen den verschiedenen Kernen ab. Die initiale Auf-
baurate ist korreliert mit dem inversen Kernabstand hoch sechs. Normalerweise

wird er in Prozent der ungestérten Resonanzintensitéit angegeben.

Die longitudinale Relazationszeit bzw. Spin-Gitter-Relaxationszeit T; beschreibt die
Zeitkonstante, mit der das System in sein thermodynamisches Gleichgewicht nach
einem Radiofrequenzpuls zuriickkehrt. 7} héngt von den globalen Rotationsschwan-
kungen des Molekiiles in Losung ab und wird dariiber hinaus von der intramoleku-

laren Beweglichkeit flexibler Strukturteile beeinflusst.

Die transversale Relaxationszeit oder Spin-Spin-Relaxationszeit 15 dagegen cha-
rakterisiert die Abklingrate der effektiven Magnetisierung, die in der transversa-
len Ebene nach einem 90° Puls beobachtet wird. Sie ist kiirzer oder gleich 7}. Die
transversale Relaxation entsteht durch einen Verlust der Phasenkohérenz unter den
individuellen Spins, deren Summe die makroskopisch beobachtbare Magnetisierung
ergibt. T; ist korreliert mit dynamischen Prozessen der untersuchten Molekiile und
reprasentiert den limitierenden Faktor der hochaufgelosten NMR, da 7, monoton
mit der wachsenden Grofle der Molekiile abfillt und direkt in die Linienbreite in-

volviert ist.

Die Linienbreite ist von entscheidender Wichtigkeit fiir das NMR-Spektrum, da

sie die spektrale Auflésung bei einem gegebenen Feld By festlegt. Bei einer Lor-

entzlinie wird die Linienbreite durch die Halbwertsbreite Av,/; festgelegt. In einem

idealen NMR-Experiment an einem kinetisch stabilen System héngt sie nur von 75
1

iiber die Relation Ay, = G ab. Aber sie kann sich bei Austauschprozessen und
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experimentellen Artefakten dramatisch verdndern, wie zum Beispiel bei Inhomoge-
nitdten des statischen Feldes. Dariiber hinaus wird sie auch durch die Temperatur

beeinflusst.

Eine qualitative Bewertung der NMR-Zeitskalen ist fiir das Design von NMR-
Experimenten und fiir die Analyse von NMR-Spektren unabdingbar. Auflerdem
stellen sie eine Messgrofle fiir dynamische Prozesse zur Verfiigung. Die wihrend
eines Experiments zuginglichen Zeitskalen sind hauptséchlich durch die verwende-
ten Gerite festgelegt. Die fundamentale Zeitskala wird durch die Resonanzfrequenz
der einzelnen Kerne bestimmt. Molekulare Prozessraten befinden sich in einem Be-
reich von 1077 s und 1072 s und sind mit den Relaxationsparametern 7} und 75
korreliert (sie beinhalten die globalen Rotationsschwankungen des Molekiiles sowie
segmentelle intramolekulare Bewegungen). Des Weiteren gibt es grofiere Zeitska-
len fiir sehr langsame Prozesse, die aus dem reversiblen Austausch von Kern und

Umgebung herriihren.






Anhang B

Zusitzliche Daten zur Auswertung

von LCI

B.1 Sekundarstruktur von LCI

Sruchares
1 1" n n u t
GEHTFDESFLCY QFDOVCCFICRCGAAPLPREGECHPHPFTAFW CRE GAVEWYFY ST ROCETTCIFY VE
L L

Trealfide H | ||

Eerand ary IET:" _ﬂ::::... E-'.- T Eﬁ‘- [ o
i

pairing

ilews (=) ——————— el s 0 el
auwid s, () — 0 0 B EH. s — e, @ ——.. W
g [ das) e e B . == e . e Ea
dluuii | i) —_ —_——

damii, i+2) e

alamii, i+3)

aail 5) —

dul'.“..]"ﬂ-} ————

e buan o mmm W TuwEm L
r..]l-l:h.l-l... O CHeeEE D SRR D O R & OO0 D000 DOl B0 R D

Abbildung B.1:
Sekundére Strukturelemente von LCI. Die Dicke der Balken gibt die Signalintensitdt der NOEs

wieder.
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B.2 Computerprogramme zur Auswertung der Re-
laxationsdaten

B.2.1 Auswertung der heteronuklearen NOE-Werte

?7-mapn4m(’/spinne/nmr/renner/3d/trCAPlyshet33’,0).
7-sgxy (0) .

?7-sethz(1,1). /* default (1,1) Umrechnung Punkte in Hz */
?-initfitvars.

-suchgipf (0,400000) . /* peak picking */

/* showgipf(100,1). */ /* output of picked peaks */
rombus (183, 88, 180, 188, 84, 93)

-set_defaultw(5,5).

/**************************************************************************/
/**************************************************************************/
setfitvars(M,L) :-infpp (M) ,setfitvarsi(L).

setfitvars1([]).
setfitvarsl1 ([H|T]) :-addfpp(H),setfitvarsi(T).

drw (70000) .
mk_draw(N) :-retractall(drw(_)) ,asserta(drw(N)).

draw:-drw(X) ,dfnd (U) ,U<X.
fnc:-drw(X) ,findcont (X).

mk_romb:-write(center),nl,getpoint(ZX,ZY),write(11),nl,
getpoint (X,Y) ,write(ur) ,nl,getpoint (XX,YY),
create_fitpeak(N),setfitpeak(N,ZX,ZY,X,XX,Y,YY) ,setdefaults(N),
asserta(rombus(ZX,ZY,X,XX,Y,YY)) ,forget_fitpeak.

mk_romb (LX,LY) :-write(center) ,nl,getpoint (ZX,ZY) ,write(11l) ,nl,
retractall (rombus(_,_,_,_,_,_)),
create_fitpeak(N),setfitpeak(N,ZX,ZY,ZX-LX,ZX+LX,ZY-LY,ZY+LY) ,setdefaults (),
asserta(rombus (ZX,ZY,ZX-LX,ZX+LX,ZY-LY,ZY+LY) ) ,forget _fitpeak.
sfx:-write(center),nl,getpoint (ZX,ZY) ,write(11l),nl,

getpoint (X,Y) ,write(ur) ,nl,getpoint (XX,YY),
create_fitpeak(N),setfitpeak(N,ZX,ZY,X,XX,Y,YY),setdefaults(N),
mntca_eval (N,1000) ,eval _fits(N, 1) ,write(fitpeak(N)).
sfbx:-write(center) ,nl,getpoint (ZX,ZY) ,write(11l),nl,

getpoint (X,Y) ,write(ur) ,nl,getpoint (XX,YY),
create_fitpeak(M),setfitpeak(M,ZX,ZY,X,XX,Y,YY),
setfitpeakparam_f(M,7,360,100),

setfitpeakparam_f(M,1,280,100),

setfitpeakparam_f (M,2,320,100),

setfitpeakparam_f(M,5,0,100),

setfitpeakparam_f(M,6,0,100),

setfitpeakparam_f(M,8,55,1000),

setfitpeakparzahl (M,8,4,7),

setfitvars(M, [0,1,2,3,4,7,8]),
setup_eval(M,~1),set_fitvar(1,400,100,20,10),
set_fitvar(2,400,100,20,10),

set_fitvar(7,200,100,20,10),

set_fitvar(8,200,100,20,10),

set_fitvar(3,200,100,20,10),

set_fitvar(4,200,100,20,10),
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mntca_fpe(4000) ,mntca_bckload,

eval_fits(M,~1).

sfp:-write(center) ,nl,getpoint(ZX,ZY) ,write(11l),nl,

getpoint (X,Y) ,write(ur),nl,getpoint (XX,YY),
create_fitpeak(N),setfitpeak(N,ZX,ZY,X,XX,Y,YY),setpdefaults(N),
mntca_p_eval(N,1000) ,eval_fits(N,~1).
sfg:-write(center),nl,getpoint (ZX,ZY) ,write(11),nl,

getpoint (X,Y) ,write(ur),nl,getpoint (XX,YY),
create_fitpeak(N),setfitpeak(N,ZX,ZY,X,XX,Y,YY),setdefaults(N),
mntca_eval(N,0) ,add_fitsched(N),save_fitpeak.

/* peak definieren mit fitflaeche */

sfx (MIN) :-sfx,which_fitpeak(N),chisq less(N,MIN),!,tx,save_fitpeak.
sfx(_) :-forget_fitpeak.

sfp(MIN) :-sfp,which_fitpeak(N),chisq_less(N,MIN),!,tx,save_fitpeak.
sfp(_) :-forget_fitpeak.

/* peak definieren fitflaeche in rombus nur die lage wird angegeben */

sff (MIN) :-write(center) ,nl,getpoint (ZX,ZY) ,rombus(RZX,RZY ,RX,RXX,RY,RYY) ,!,
create_fitpeak(N),setfitpeak(N,ZX,ZY,RX+ZX-RZX ,RXX+ZX-RZX ,RY+ZY-RZY,RYY+ZY-RZY)
,setdefaults(N),
mntca_eval(N,500),eval_fits(N,"1),chisq_less(N,MIN),!,tx,save_fitpeak.
sff(_):-forget_fitpeak.

sfm(MIN) :-write(center) ,nl,getpoint (ZX,ZY) ,rombus(RZX,RZY ,RX,RXX,RY,RYY) ,!,
create_fitpeak(N),setfitpeak(N,ZX,ZY,RX+ZX-RZX,RXX+ZX-RZX ,RY+ZY-RZY ,RYY+ZY-RZY)
,setdefaults(N),

mntca_eval (N,20000) ,eval _fits(N,~1),chisq_less(N,MIN),!,tx,save_fitpeak.

sfm(_) :-forget_fitpeak.

sfgipf1(MIN,TRY,ZX,ZY) : ~-rombus (RZX,RZY ,RX ,RXX,RY,RYY) ,

create_fitpeak(N),setfitpeak(N,ZX,ZY ,RX+ZX-RZX,RXX+ZX-RZX ,RY+ZY-RZY ,RYY+ZY-RZY)

,setdefaults(N),

mntca_eval (N,TRY) ,eval_fits(N,"1) ,write(evv(N)),nl,chisq_less(N,MIN),tx,
save_fitpeak.

sfgipf1(_,_,_,_) :—forget_fitpeak.

sfgipf2(MIN,TRY) : -get_ggipf (CX,CY,N,M),ZX is CX/10,ZY is CY/10,
sfgipf1 (MIN,TRY,ZX,ZY),!,fail.
sfgipf2(_,_).

sfgipf (MIN,TRY) :-repeat,sfgipf2(MIN,TRY) .

/* fitten mit gepicken peaks:

es muss vorher gepickt werden ohne kruemmung.
dann 7-init_ggipf.

dann 7-sgipf (MIN,TRY).

*/
afs:-getpoint(X,Y),select_fitpeak(X,Y,10,N),add_fitsched(N).
tx:-toggle_fitpeak.

setdefaults(M):-

setfitpeakparam(M,1,2.0), /* x width */
setfitpeakparam(M,2,2.0), /* y */
setfitpeakparam(M,5,0), /*phase */
setfitpeakparam(M,6,0), /* phase */
setfitpeakparam(M,7,0), /* aufspaltung */
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setfitpeakparzahl (M,7,3,7),
setfitvars(M, [0,1,2]).

full_pars:-setfit_p(N,ZX,ZY,X,XX,Y,YY) ,setfitpeakparzahl(N,9,8,4),fail.
full_pars.

mntca_eval (P,N) :-setup_eval(P,”1),set_fitvar(1,400,100,20,10),
/* range and exponent */

set_fitvaria(1,2,2),

set_fitvaria(2,2,2),

set_fitvaria(3,2,2),

set_fitvaria(4,2,2),

mntca_fpe (N) ,mntca_bckload.

/*

mntca_p_eval(P,N):-setup_eval(P,"1),set_fitvar(1,400,100,20,10),
set_fitvar(2,400,100,20,10),

set_fitvar(7,200,100,20,10),

set_fitvar(3,200,100,20,10),

set_fitvar(4,200,100,20,10),

set_fitvar(5,200,100,20,10),

set_fitvar(6,200,100,20,10),

mntca_fpe(N) ,mntca_bckload.

x/

/KA ok ks ok ks o ok ok o sk ok o sk ok o sk ok ook o oK ok ook o Kok o ok ok K ok o Kok o sk ok ok ok o sk o sk ko sk ok ok ko ok sk ok Kok sk ok ok ok ok k
[ KAk ks ok ok ok o ok ok o sk ok ok ok o sk ok ok o oK ok o ok o Kok o ok ok K ok o Kok o sk ok ok ok o sk ok sk o ko sk o ok ko ok sk ok ok sk ok ok ok ok k
?-init_ggipf (100) .

?7-sfgipf (5,10000). /* 5 promille: maximum allowed */

/* deviation between fitted and */

/* original peak */

?-setup_amplidar. /* initialisation */

7-sgxy (0) .

?-measure_amplitudes.
?-write_ppm_fitpeaks(’/spinne/nmr/renner/rpdata/NOE/trCAPlys_ppm.dat’).

[ AR Kok Kok ok KoK Kok Ko Kok ok ok Kok ok Kok Kok ok Kok ok ok Kok ok ok ok Kok ok ok ok Kok Kok kK ok ok /
/**x Bestimmung der Peakintensitédten in den einzelnen Ebenen *x**/

/* compare cfile.c */

loopfunc (X,Y) :-write(X) ,nl,sgxy(Y),dump_all_butl(X,~1) ,measure_amplitude(X).

/* Modification of loopfunc in which the only remaining peak is fitted
separately */
/*
loopfunc (X) :-write(X) ,nl,sgxy(Y) ,dump_all_butl(X,"1),eval_fits(X,"1),
measure_amplitude (X) .
*/

?-Plane=0,repeat,

sgxy (Plane),
measure_to_amplidar(Plane),
Plane:=Plane+1,Plane=2,!.

[ kK ks ook ok ok ok o sk sk ook K o ok o K oK ok K ook ok K o ok ok K o ok ok ok K ok ok ok K o K ook K ok ko ok ok ok K sk ok ok K ook ok ok ook ok ko /
/**x Bestimmung der nicht gefitteten Peakintensitdt **x/
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substract(Plane) : -X=0,repeat,

sgxy (Plane) , measure_amplitudes,

dump_peak(X,"1), get_amplid(X,C,_),

asserta(p_sub(X,C)),nl,

X:=X+1,which_fitpeak(A),X=A,!.

?7-substract(0).

/* dump_allpeaks(~1) funktioniert nicht in der gewilinschten Art und Weise! */

/Ko Rk ok ok ok Kok o ok ok o K oK o oK oK ook o K ok o ok ok ok o Kok sk ok ok ok o sk ok sk o sk ok sk o sk Kok ok sk ok ok sk ok ok ok ok ok ok o K ok o/
/**x Bestimmung der Standardabweichung der gemessenen Intensitdten ***/

/**x in der ersten Ebene. **x*/

7-sgxy(0) ,measure_amplitudes.

7?-scala.

/* Verschieben des gefitteten Peaks (#N) zu den Koordinaten (A,B) */
/* und erneutes Fitten der Amplitude mit ’get_amplid’. */

/* Dabei muss nicht nur der Peak verschoben werden sondern auch */

/* der Rombus ! */
measure_shift(N,A,B,C) :-sgxy(0) ,restorfitpeak(N),shift_fitpeak(N,A,B),
dump_peak(N,1) ,setup_area_fitpeak(N),get_amplid(N,C,_),!.

/* Schleife von ’measure_shift’ iiber das Rechteck mit Rauschen */

do_ortloop(L,XS,YS,XD,YD,AM,BM,S):—

S=0.0,BM=0.0,

KK=0,repeat ,KKK is KK,

K is KKK mod 10,

M is KKK/10,

XM is XS + (M*XD)/10.0, YM is YS + (K*YD)/10.0,

measure_shift(L,XM,YM,AM), S := S + AM, BM := BM + AMx*AM, KK:=KK+1,
KK=100,!.

/* Benutzereingabe der Eckpunkte des Rechtecks nur mit Rauschen */
/* Schleife iiber alle gepickten Peaks bzgl. ’do_ortloop’ mit */

/* Bestimmung des Mittelwerts und der Standardabweichung. */
?7-getpoint (XS,YS) ,getpoint (XE,YE) ,XD is XE - XS,YD is YE - YS,
Peak=0,repeat,

backupfitpeak(Peak),

do_ortloop(Peak,XS,YS,XD,YD,AM,BNM,S),

restorfitpeak(Peak),

AV is S/100,SD is BM - S*S/100, VAR is SD / 100, RMSD is sqrt(VAR),
write(’AV = ?) ,write(AV) ,write(’ ’),write(’RMSD = ’),write(RMSD),
asserta(p_inf (Peak,AV,RMSD)),nl,

Peak:=Peak+1,

which_fitpeak(A) ,Peak=A,!.

/*

?7-XS is 65, YS is 376, XE is 347, YE is 464 , XD is XE - XS, YD is YE - YS,
Peak=0,repeat,

backupfitpeak(Peak),

do_ortloop(Peak,XS,YS,XD,YD,AM,BNM,S),

restorfitpeak(Peak),

AV is S/100,SD is BM - S*S/100, VAR is SD / 100, RMSD is sqrt(VAR),
write(’AV = ?) ,write(AV) ,write(’ ’),write(’RMSD = ’),write(RMSD),
asserta(p_inf (Peak,AV,RMSD)),nl,

Peak:=Peak+1,
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which_fitpeak(A) ,Peak=A,!.

*/

/* Ausgabe der Werte */
?7-tell(’/spinne/nmr/renner/rpdata/NOE/trlys.dat’).
?7-listing(p_inf).

?-told.

/**************************************************************************/
/**x Bestimmung der Werte des heteronuklearen NOEs aus den Intensitdten **x*/
/**x in den einzelnen Ebenen mit den zugehdrigen Fehlern. *x*x/

gvarianz(V,M,QS,Max) : -V=0,Max=0,sp_p(Q,T,N),
V:= V+((T-M)~2)*Q/QS,

max (Max,Q,E) ,Max:=E,

N=998, ! .

stdvarianz(M,V) :-V=0,N=0,S=0,S5=0,sp_p(Q,T,_),
S:=S+T,SS:=SS+T*T,N:=N+1,
N>998,!,M:=S/N,V:=SS/N-(S/N)"2.

/* Definition einer Funktion zur Bestimmung des groesseren von zwei Werten */
max (X,X,X).

max(X,Y,Y):-Y>X,!.

max(X,Y,X) :-Y<X,!.

?-float_format (’%.2f’).
7-tell(’/spinne/nmr/renner/rpdata/NOE/trCAPlyshet.dat’) .
?-p_inf (L ,NONOE,RMSD), get_amplidar(L,0,NONOEA), get_amplidar(L,1,NOE),
p_sub(L,SUB),

SUB2 := 2.25 * SUB * SUB, SUBA := sqrt(SUB2),

Noise := 2500.0,

max (Noise, SUBA, SUBB), max(RMSD, SUBB, Error),

HETNOE := NOE / NONOE, ERR_X := Error / NONOE, ERR_Y := Error / NOE,
ERR_X2 := ERR_X * ERR_X, ERR_Y2 := ERR_Y * ERR_Y,

ERR_XY2 := ERR_X2 + ERR_Y2, ERR_XY := sqrt (ERR_XY2),

ERR_XYA := ERR_XY *x HETNOE,

write(L), write(’® ’) , write(NONOEA), write(’ ’) ,write(NONOE),
write(’ ), write(NOE), write(® ’), write(RMSD), write(® ),
write(SUB), write(’ ), write(SUBA), write(’ ’), write(Error),
write(’ ), write(HETNOE), write(’ ’), write(ERR_XYA), nl,

fail.

?-told.

B.2.2 Auswertung der Relaxationszeiten

7-mapn4m(’/spinne/nmr/renner/3d/rpLCIcT1991103_neu’,0). /* reading in of n4m file */
?7-sethz(1,1). /* default (1,1) Umrechnung Punkte in Hz */

?-initfitvars.

7-sgxz(0). /* selection of 1. plane */

?7-suchgipf (0,3200000) . /* peak picking */

/* showgipf(100,1). */ /* output of picked peaks */

rombus (183, 88, 180, 188, 84, 93) .

?-set_defaultw(5,5).

/**************************************************************************/
/**************************************************************************/
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setfitvars(M,L) :-infpp(M) ,setfitvarsi(L).
setfitvars1([]).
setfitvars1([H|T]) :-addfpp(H) ,setfitvarsi(T).

drw(70000) .
mk_draw(N) :-retractall(drw(_)) ,asserta(drw(N)).

draw:-drw(X) ,dfnd (U) ,U<X.
fnc:-drw(X) ,findcont (X).

mk_romb:-write(center) ,nl,getpoint(ZX,ZY) ,write(11l) ,nl,
getpoint (X,Y) ,write(ur),nl,getpoint (XX,YY),
create_fitpeak(N),setfitpeak(N,ZX,ZY,X,XX,Y,YY),setdefaults(N),
asserta(rombus(ZX,ZY,X,XX,Y,YY)) ,forget_fitpeak.

mk_romb (LX,LY) :-write(center) ,nl,getpoint (ZX,ZY) ,write(11),nl,
retractall (rombus(_,_,_,_,_,_)),
create_fitpeak(N),setfitpeak(N,ZX,ZY,ZX-LX,ZX+LX,ZY-LY,ZY+LY) ,setdefaults(N),
asserta(rombus(ZX,ZY,ZX-LX,ZX+LX,ZY-LY,ZY+LY)) ,forget_fitpeak.
sfx:-write(center),nl,getpoint(ZX,ZY) ,write(11),nl,

getpoint (X,Y) ,write(ur),nl,getpoint (XX,YY),
create_fitpeak(N),setfitpeak(N,ZX,ZY,X,XX,Y,YY),setdefaults(N),
mntca_eval(N,1000),eval_fits(N,"1) ,write(fitpeak(N)).
sfbx:-write(center),nl,getpoint (ZX,ZY),write(11l),nl,

getpoint (X,Y) ,write(ur),nl,getpoint (XX,YY),
create_fitpeak(M),setfitpeak(M,ZX,ZY,X,XX,Y,YY),
setfitpeakparam_f(M,7,360,100),

setfitpeakparam_f(M,1,280,100),

setfitpeakparam_f(M,2,320,100),

setfitpeakparam_f(M,5,0,100),

setfitpeakparam_f(M,6,0,100),

setfitpeakparam_f(M,8,55,1000),

setfitpeakparzahl(M,8,4,7),

setfitvars(M,[0,1,2,3,4,7,8]),
setup_eval(M,~1),set_fitvar(1,400,100,20,10),
set_fitvar(2,400,100,20,10),

set_fitvar(7,200,100,20,10),

set_fitvar(8,200,100,20,10),

set_fitvar(3,200,100,20,10),

set_fitvar(4,200,100,20,10),

mntca_fpe (4000) ,mntca_bckload,

eval_fits(M,~1).

sfp:-write(center),nl,getpoint(ZX,ZY) ,write(11),nl,

getpoint (X,Y) ,write(ur),nl,getpoint (XX,YY),
create_fitpeak(N),setfitpeak(N,ZX,ZY,X,XX,Y,YY),setpdefaults(N),
mntca_p_eval(N,1000) ,eval_fits(N,~1).

sfg:-write(center) ,nl,getpoint(ZX,ZY) ,write(11l),nl,

getpoint (X,Y) ,write(ur),nl,getpoint (XX,YY),
create_fitpeak(N),setfitpeak(N,ZX,ZY,X,XX,Y,YY),setdefaults(N),
mntca_eval(N,0) ,add_fitsched(N),save_fitpeak.

/* peak definieren mit fitflaeche */
sfx(MIN) :-sfx,which_fitpeak(N),chisq_less(N,MIN),!,tx,save_fitpeak.
sfx(_) :-forget_fitpeak.

sfp(MIN) :-sfp,which_fitpeak(N),chisq less(N,MIN),!,tx,save_fitpeak.
sfp(_) :-forget_fitpeak.
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/* peak definieren fitflaeche in rombus nur die lage wird angegeben */

sff (MIN) :-write(center) ,nl,getpoint (ZX,ZY) ,rombus (RZX,RZY,RX ,RXX,RY,RYY),!,
create_fitpeak(N) ,setfitpeak(N,ZX,ZY,RX+ZX-RZX,RXX+ZX-RZX ,RY+ZY-RZY ,RYY+ZY-RZY)
,setdefaults(N),

mntca_eval (N,500) ,eval_fits(N,~1),chisq_less(N,MIN),!,tx,save_fitpeak.
sff(_):-forget_fitpeak.

sfm(MIN) :-write(center) ,nl,getpoint (ZX,ZY) ,rombus (RZX,RZY,RX ,RXX,RY,RYY),!,
create_fitpeak(N) ,setfitpeak(N,ZX,ZY,RX+ZX-RZX,RXX+ZX-RZX ,RY+ZY-RZY ,RYY+ZY-RZY)
,setdefaults(N),

mntca_eval (N,20000) ,eval_fits(N,"1),chisq_less(N,MIN),!,tx,save_fitpeak.

sfm(_) :-forget_fitpeak.

sfgipf1 (MIN,TRY,ZX,ZY) : -rombus (RZX ,RZY ,RX ,RXX ,RY ,RYY) ,

create_fitpeak(N) ,setfitpeak(N,ZX,ZY,RX+ZX-RZX ,RXX+ZX-RZX ,RY+ZY-RZY ,RYY+ZY-RZY)

,setdefaults(N),

mntca_eval (N,TRY) ,eval_fits(N,"1),write(evv(N)),nl,chisq_less(N,MIN),tx,
save_fitpeak.

sfgipf1(_,_,_,_) :—-forget_fitpeak.

sfgipf2 (MIN,TRY) : -get_ggipf (CX,CY,N,M) ,ZX is CX/10,ZY is CY/10,
sfgipf1 (MIN,TRY,ZX,ZY),!,fail.
sfgipf2(_,_).

sfgipf (MIN,TRY) : -repeat,sfgipf2(MIN,TRY) .

/* fitten mit gepicken peaks:

es muss vorher gepickt werden ohne kruemmung.
dann 7-init_ggipf.

dann ?-sgipf (MIN,TRY).

*/

afs:-getpoint (X,Y),select_fitpeak(X,Y,10,N),add_fitsched(N).

tx:-toggle_fitpeak.

setdefaults(M) : -

setfitpeakparam(M,1,2.0), /* x width */
setfitpeakparam(M,2,2.0), /* y */

setfitpeakparam(M,5,0), /*phase */

setfitpeakparam(M,6,0), /* phase */

setfitpeakparam(M,7,0), /* aufspaltung */

setfitpeakparzahl (M,7,3,7),

setfitvars(M, [0,1,2]).
full_pars:-setfit_p(N,ZX,ZY,X,XX,Y,YY),setfitpeakparzahl(N,9,8,4),fail.
full_pars.

mntca_eval (P,N) :-setup_eval(P,"1),set_fitvar(1,400,100,20,10),
/* range and exponent */

set_fitvaria(1,2,2),

set_fitvaria(2,2,2),

set_fitvaria(3,2,2),

set_fitvaria(4,2,2),

mntca_fpe(N) ,mntca_bckload.

/*

mntca_p_eval (P,N):-setup_eval(P,"1),set_fitvar(1,400,100,20,10),
set_fitvar(2,400,100,20,10),

set_fitvar(7,200,100,20,10),

set_fitvar(3,200,100,20,10),
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set_fitvar(4,200,100,20,10),

set_fitvar(5,200,100,20,10),

set_fitvar(6,200,100,20,10),

mntca_fpe(N) ,mntca_bckload.

*/

[ KAk Kok KKk Kok ok Kok o Kok Kok Kok ok ok Kok Kok ok Kok Kok ok ok KKk ok ok Kok Kok ok kK ok kR Kok ok /
[ KKk Kok K Kok Kok ok Kok o Kok ko Kok ok ok Kok Kok Kok Kok KKk ok ok sk Kok ok ok Kok Kok ok kK ok kR Kok ok /
?7-init_ggipf (100) .

7-sfgipf (5,10000) .

[ KA KKK KK KK oK o K oK K K K KKK KKK K KKK KK KK KK KK KoK oK KoK oK ok ko K ok oK ok K Kok Kok K ok ok
?7-setup_amplidar. /* initialisation */

7-sgxz(0).
?-measure_amplitudes.
?-write_ppm_fitpeaks(’/spinne/nmr/renner/rpdata/T1/LCI/LCIc600_991103ppm.dat’).

?7-nl,nl,nl,write(’Transfer of amplitudes to array’),nl,nl.
?7-measure_to_amplidar(0). /* transfer of amplitudes to array */
?-write(’Transfer finished!’),nl,nl,nl.

/**************************************************************************/

/* compare cfile.c */

init_data_out(0file) : -X=0,repeat,
init_fnam,add_fnams(0file) ,add_fnamn(X),getfnam(0Pfile),
tell(OPfile),

told,

X:=X+1,which_fitpeak(A),X=A,!.

data_out(0file) :-X=0,repeat,

init_fnam,add_fnams(0file) ,add_fnamn(X),getfnam(0Pfile),

tella(0OPfile),

get_amplid(X,C,_) ,write(C), nl,

told,

X:=X+1,which_fitpeak(A),X=A,!.
loopfunc(X,Y):-write(X),nl,sgxz(Y),dump_butl(X,” 1) ,measure_amplitude(X).

/* Modification of loopfunc in which the only remaining peak is fitted
separately */
/*
loopfunc(X) :-write(X) ,nl,sgxz(Y) ,dump_butl(X,~1),eval_fits(X,"1),
measure_amplitude (X) .
*/

?7-nl,nl,write(’Measurement of intensities in planes’),nl,nl.
?-Plane=0,repeat,

sgxz(Plane), write(’plane’), write(’ ’), write(Plane),nl,
write(’Transfer to array’),nl,

measure_to_amplidar(Plane),

Plane:=Plane+1,Plane=5,!.

?-nl,write(’Measurement finished!’),nl,nl,nl.

/**************************************************************************/
/**x Bestimmung der Standardabweichung der gemessenen Intensitdten ***/
/*x% in der ersten Ebene. **x*/

/*
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7-sgxz(0) ,measure_amplitudes.

?-scala.

*/

/* Verschieben des gefitteten Peaks (#N) zu den Koordinaten (A,B) */
/* und erneutes Fitten der Amplitude mit ’get_amplid’. */

/* Dabei muss nicht nur der Peak verschoben werden sondern auch */

/* der Rombus ! */
measure_shift(N,A,B,C) :-sgxz(0) ,restorfitpeak(N),shift_fitpeak(N,A,B),
dump_peak (N, 1) ,setup_area_fitpeak(N),get_amplid(N,C,_),!.

/* Schleife von ’measure_shift’ iiber das Rechteck mit Rauschen */

do_ortloop(L,XS,YS,XD,YD,AM,BNM,S) : -

5=0.0,BM=0.0,

KK=0,repeat,KKK is KK,

K is KKK mod 10,

M is KKK/10,

XM is XS + (M*XD)/10.0, YM is YS + (K*YD)/10.0,

measure_shift (L,XM,YM,AM), S := S + AM, BM := BM + AM*AM, KK:=KK+1,
KK=100,!.

/* Benutzereingabe der Eckpunkte des Rechtecks nur mit Rauschen */

/* Schleife iiber alle gepickten Peaks bzgl. ’do_ortloop’ mit */

/* Bestimmung des Mittelwerts und der Standardabweichung. */

/*

?-XS=40,Y5=204,XE=238,YE=364, XD is XE - XS,YD is YE - YS,

*/

/*?-getpoint (XS,YS) ,getpoint (XE,YE) ,XD is XE - XS,YD is YE - YS,
Peak=0,repeat,

backupfitpeak(Peak),

do_ortloop(Peak,XS,YS,XD,YD,AM,BN,S),

restorfitpeak(Peak),

AV is S/100,SD is BM - S*S/100, VAR is SD / 100, RMSD is sqrt(VAR),
write(’AV = ?),write(AV) ,write(’ ’),write(’RMSD = ’),write(RMSD),
asserta(p_inf (Peak,AV,RMSD)),nl,

Peak:=Peak+1,

which_fitpeak(A) ,Peak=A,!.*/

7-sgxz(0) ,Peak=0,repeat,

get_amplid(Peak,AV,_) ,RMSD is 388557.32 * 0.5,

write(’AV = ?),write(AV),write(’ ’),write(’RMSD = ’),write(RMSD),
asserta(p_inf (Peak,AV,RMSD)),nl,

Peak:=Peak+1,

which_fitpeak(A) ,Peak=A,!.

/**************************************************************************/
/*** Bestimmung der Relaxationszeiten aus den Intensitdten in den **x*/

/*** einzelnen Ebenen. **x*/

/* Die Funktionen testfitexpo und testfitnoise sind in fitld.c definiert =*/

/* Diese Funktion dient zur Bestimmung der Verteilung der Fitwerte. */

/* Rausschreiben der Werte in Matrix (schlecht fiir grosse Simulationen) */
/* fast_expo_fit(tanf,tend,nibbels,stride) */

/* testfitnoise(Noi): Noi muss die Standardabweichung der Gausschen */

/* Verteilung sein, von der die Zufallszahlen gezogen werden sollen. */
?-nl,nl,write(’Start of T1/2 determination’),nl,nl,nl.
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load_paras([],_):-!.
load_paras([HIT],N):-1load_param(N,H) ,NN is N+1,load_paras(T,NN).

/******************************************************************/

/* fuer T1 oder T2 Messung unterschiedliche Werte T1=12.4
(alternativ mit rpTlwg 1ilms) T2=20.8 */

/* Laden der Zeitpunkte der Messung (wichtig !!) */

/* exparas([1,31,61,91,121],0) fuer T1 Messung*/

/* exparas([1,21,41,61,81,101,121],0) fuer T1 Messung*/

/* exparas([1,21,41,61,81],0) fuer T1 Messung*/

/* exparas([1,2,4,6,8],0) fuer T2 Messung */

/* exparas([1,5,9,13,17],0) fuer T2 Messung */

/*exparas([12.4,260.4,508.4,756.4,1004.4]1,0) .x/
/*exparas([20.8,41.6,83.2,124.8,166.4],0) .*/
/*exparas([10.63,53.15,95.67,138.19,180.71],0) .*/
exparas([11,231,451,617,891],0).

fit_lines(Peak,Plane,TS,QS,Noi,Qtrue,Ttrue,Atrue) :-TS=0,QS=0,
retractall(sp_p(_,_,_,_)),

exparas(P,N) ,load_paras(P,N),
print_1d(Plane),
1d_amplidar_to_fitld(Peak,Plane),
print_1d(Plane),
fast_expo_fit_n(1,2000,400,20),
get_fit(Qtrue,Ttrue,Atrue),

N=0,

repeat,

testfitexpo(Plane,Ttrue,Atrue),
testfitnoise(Noi),
fast_expo_fit_n(1,2000,400,20),
get_fit(Q,Tm,A) ,asserta(sp_p(Q,Tm,N)) ,N:=N+1,
TS :=TS+Tm*Q,QS:=QS+Q,

N>988, ! .

gvarianz(V,M,QS,Max) :-V=0,Max=0,sp_p(Q,T,N),
V:= V+((T-M)~2)*Q/QS,

max (Max,Q,E) ,Max:=E,

N=998, ! .

stdvarianz(M,V) :-V=0,N=0,S=0,55=0,sp_p(Q,T,_),
S:=S+T,SS:=SS+T*T,N:=N+1,
N>998,!,M:=S/N,V:=8S/N-(S/N)"2.

max(X,Y,Y):-Y>X,!.
max(X,Y,X).

simulate(L,Plane,TS,QS,Rmsd):-clesc,
fit_lines(L,Plane,TS,QS,Rmsd,Chi,Ttrue,Atrue),

stdvarianz(Mean,Var),

Trmsd is sqrt(Var),

Rmsd2 is Rmsd*Rmsd,

Reschi is Chi/Rmsd2,

write(L) ,write(’ ’),write(Atrue) ,write(’ ’),write(Ttrue) ,write(’ ?),
write(Mean) ,write(’ ’),write(Trmsd) ,write(’ ’),write(Reschi),nl,!.



104 ANHANG B. ZUSATZLICHE DATEN ZUR AUSWERTUNG VON LCI

?-exparas(P,N) ,write(paras(P)),nl,load_paras(P,N).
?-Noise=388557.32,p_inf (L,AV,RMSD),simulate(L,5,TS,QS,Noise) ,fail.
?-float_format(’%.2f’).
?7-tell(’/spinne/nmr/renner/rpdata/T1/LCI/LCIc600_991103.dat’).
?7-Noise=388557.32,p_inf (L,AV,RMSD),simulate(L,5,TS,QS,Noise) ,fail.
?-told.

B.2.3 Berechnung der spektralen Dichtefunktion J(ewp)
B.2.4 Berechnung der spektralen Dichtefunktion J(wy)
B.2.5 Berechnung der spektralen Dichtefunktion J(0)
B.2.6 Berechnung der Cross-Korrelationsrate

B.2.7 Berechnung der spektralen Dichtefunktion J(0) aus der
Cross-Korrelationsrate



Anhang C

Residuale dipolare Kopplungswerte
fiir MIA und IL-16

C.1 Kopplungswerte fiir MIA

Amino- Kopplungswerte von MIA

sdure in der Umgebung von Bizellen in der Umgebung von TMV

gemessene in [Hz] dipolare gemessene in [Hz] dipolare
bei 300 K | bei 310 K ohne TMV | mit TMV

K 6 80.1363 77.3373 2.80
A 105.23 93.30 11.93 81.2255 92.5371 -11.31
K 11 90.73 91.53 -0.80 87.9857 92.9934 -5.01
L 12 86.26 92.40 -6.14

Cc 13 87.75 94.09 -6.34 97.1737 95.4699 1.70
A 14 92.15 93.90 -1.75 91.1497 91.5757 -0.43
E 17 97.23 93.20 4.03 105.0230 89.9389 15.08
S 19 84.10 92.50 -8.40 89.0262 91.4601 -2.43
[ 22 84.68 92.43 -7.75

S 23 88.08 96.43 -8.35 93.4741 96.3157 -2.84
M 24 86.93 92.33 -5.40 82.0834 93.1151 -11.03
A 25 93.87 91.19 2.68 80.0146 93.4620 -13.45
VvV 26 102.78 91.14 11.64 89.1418 87.5597 1.58
A 27 113.39 95.84 17.55 104.1103 96.2001 791
L 28 91.56 96.31 -4.75 121.8778 92.6709 29.21
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n Q< THCDIQLQ2AECER NS < <<OQHI T~ HERIQO SO0

29
30
32
33
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
ol
52
93
o4
95
57
28
29
60
61
62
63
64

96.65
85.95
107.13
107.91
84.96

102.57
96.26

99.68
106.64
100.92

87.31
101.32

93.87
93.12
87.86
84.15
88.40

94.18
84.15
86.52
102.13
73.2605
90.86
87.31
92.74
91.02
85.87

90.81
92.05
95.39
92.0
93.6

95.19
96.69

94.11
95.13
94.41
95.76
93.94

94.68
93.41
93.68
92.52
90.67

92.56
91.37
94.37
90.95
88.7767
92.11
93.25
95.96
92.56
95.88

5.84
-6.10
11.74

5 15.86
8 -8.72

7.38
-0.43

5.597
11.51
6.51
-8.45
7.38

-0.81
-0.29
-0.82
-8.37
-2.27

1.62
-7.22
-7.85
11.18
15.52
-1.25
-0.94
-3.22
-1.54
-10.01

85.6065
81.8401
96.3826
113.6634
103.8304
95.1048
109.1606
97.3988
79.0411
79.2236

96.6260
93.2794

96.5652
102.1632
80.6840
88.9592

90.6143
90.8455
87.4989

90.2857
87.6023
118.1235

103.1306
85.4909
92.7622
97.5387
90.0302

93.2490
89.6407
94.9223
98.2689
91.6548
93.1151
96.1393
93.6628
89.8719
93.5228

94.3747
93.8879

92.7926
92.3059
93.1577
94.6789

99.1816
94.6181
93.4620

94.5633
95.2752
93.3585

95.1353
95.3482
93.9427
97.6483
93.2612

-7.64
-7.80

1.46
15.39
12.18

1.99
13.02

3.74
10.83
14.30

2.25
-0.61

3.77
9.86
12.47
-5.72

-8.57
-3.77
-5.96

-4.28
-7.67
24.77

8.00
-9.86
-1.18
-0.11
-3.23
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V65 87.1947 90.7238 -3.53
Q 66 96.87 95.11 1.76 88.4725 90.1762 -1.70
G 67 104.76 92.91 11.85 89.4399 90.9429 -1.50
D 68 91.5757 96.7477 -0.17
Y 69 92.34 94.43 -2.09
Y 70 99.8510 97.2345 2.62
G 711 91.20 98.14 -6.94 95.4456 94.1921 1.25
L 73 108.7347 93.8270 14.91
A 74 93.8879 91.2106 2.68
A 7 89.54 95.40 -2.86 101.6155 96.9911 4.62
L 77 83.84 91.83 -7.99 80.3189 95.2874 -14.97
G 78 87.99 95.11 -7.52 98.1959 96.5834 1.61
Y 79 96.1393 100.5994 -4.46
F 80 93.38 91.37 2.01 96.9668 94.2165 2.75
S 82 92.57 92.11 0.46 110.6210 93.8270 16.79
S 83 73.6986 88.0769 -14.38

I 84 85.62 93.71 -8.09 84.0549 93.0299 -8.97
V8 94.9345 93.3768 1.56
R 86 92.40 93.68 -1.28 101.9806 92.6709 9.31
E 87 114.15 96.43 17.72 109.6474 92.6344 17.01
D 88 97.62 92.08 5.54 80.1972 91.9408 -11.74
Q 89 87.43 92.52 -5.09 98.9078 94.5146 4.39
T 90 90.47 94.54 -4.07 86.6470 81.6575 4.99
L 91 91.62 93.32 -1.70
G 94 94.46 95.11 -0.65 86.5923 97.8612 -11.27
K 9 89.90 92.65 -2.75 101.6155 93.3403 8.28
V96 95.49 95.32 0.17 101.9806 93.7662 8.21
D 97 83.84 93.01 -9.17 90.2370 91.8191 -1.58
Vo 98 90.11 97.68 -7.57 85.1258 94.1313 -9.01
K 99 90.83 94.80 -3.97 86.0994 95.9567 -9.86
T 100 110.69 94.21 16.48 109.8908 94.0583 15.83

W 103 83.78 90.47 -6.69 86.0385 94.7398 -8.70
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D 104 99.07 94.83 4.24 108.9173 94.1313 14.79
Y 106 102.74 95.37 7.37 100.0943 95.2874 4.81
Cc 107 90.83 94.22 -3.39 114.7586 93.9487 20.81
Q 108 90.05 92.06 -2.01 86.5253 92.8535 -6.33
Tabelle C.1:

Kopplungswerte von MIA in der Umgebung von TMV und Bizellen. Sind keine Werte angege-
ben, konnten aufgrund von spektraler Uberlappung keine Kopplungen berechnet werden.

C.2 Kopplungswerte fiir IL-16

Peaknummer | Kopplungswerte von IL-16 in der Umgebung von Bizellen
bei 295 K in [Hz] | bei 303 K in [Hz] dipolare in [Hz]

230 92.492 93.039 -0.547
234 94.195 96.870 -2.675
239 93.769 93.830 -0.061
264 94.256 97.114 -2.858
269 91.033 92.006 -0.973
273 98.269 92.492 5.777
274 98.087 99.120 -1.033
276 91.945 91.701 0.244
282 96.688 96.323 0.365
283 94.620 95.715 -1.095
284 96.019 93.647 2.372
292 91.580 94.560 -2.980
293 99.424 95.958 3.466
297 95.897 94.499 1.398
302 94.195 93.161 1.034
305 91.762 93.283 -1.521
307 96.566 97.722 -1.156
308 89.695 93.769 -4.074
310 94.803 98.208 -3.405
311 92.918 93.526 -0.608
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313 95.897 95.593 0.304
314 98.938 94.560 4.378
315 97.174 94.438 2.736
317 93.526 94.864 -1.338
320 99.364 98.330 1.034
323 98.634 94.985 3.649
325 88.296 92.674 -4.378
328 100.458 96.870 3.588
336 97.843 94.924 2.919
340 89.147 92.006 -2.859
341 93.708 93.647 0.061
343 93.587 92.918 0.669
346 92.674 95.776 -3.102
348 94.438 95.715 -1.277
360 93.039 95.411 -2.372
363 101.978 96.141 5.837
366 96.323 95.533 0.790
368 100.276 94.985 5.291
369 92.553 94.864 -2.311
370 95.593 96.749 -1.156
373 94.438 99.546 -5.108
374 96.749 93.891 2.858
380 100.215 98.695 1.520
386 96.384 95.472 0.912
387 95.228 91.884 3.344
394 99.364 94.985 4.379

Tabelle C.2:Kopplungswerte fiir IL-16 in der Umgebung von Bizellen
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