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Einleitung und Zielsetzung

Kernresonanzspektroskopie (NMR) und Rontgenkristallographie sind die beiden etablier-
ten Methoden zur Aufklarung von Proteinstrukturen mit atomarer Auflosung. Die éltere
Methode der Rontgenkristallographie ist heute verbreitet im industriellen Einsatz und
bereits weitgehend automatisiert. Sie wird nur von der Kristallisierbarkeit des Proteins
eingeschrankt. Die jungere NMR-spektroskopische Strukturanddyssteht erst am
Beginn eines automatisierten Einsatzes in $bgikturfabriken (z.B. RIKEN, Japan).
Methodische Weiterentwicklungen der NMR-Spektroskopie von den einfachsten ein-
dimensionalen Spektréa 3l tGber zweid4, drei-[5 6 und héherdimensionalé Spektren
haben auch in jungster Zeit wesentliche Fortschritte gebracht. Die wichtigste Neuerung
ist der konstruktive Einsatz von kreuzkorrelierten Relaxationsprozessen (TRQSY
CRINEPT [9), die die traditionell niedrige Gréf3enbeschrankung der NMR-untersuch-
baren Proteine im Verbund mit der Volldeuterierung mindestens bis in den Gewichts-
bereich von 19- 10° kDa erhéht.

Die NMR-Spektroskopie ist gegentber der Rontgenkristallographie erheblich vielseitiger.
Wahrend bei letzterer nur kristallisierte Festkérper analysiert werden kdnnen, arbeitet die
NMR-Spektroskopie mit waldrigen Proteinlosungen, die den physiologischen Bedingun-
gen ndher kommen. Der geléste Zustand erlaubt auf3erdem die direkte Durchflihrung
chemischer Reaktionen und Beobachtung intermolekularer Wechselwirkungen. Deshalb
wird heute in der pharmazeutischen Industrie bereits mit der NMR-Titratiopretan

targets durch potentielle Liganden im Sinne eirégh throughput screening experimen-

tiert (SAR-by-NMR [10)). In Lésung kann sich ferner nicht nur die native Struktur der
Proteine frei von Packungseffekten ausbilden, sondern auch ihre natirliche Dynamik ent-
falten. Diese Dynamik kann NMR-spektroskopisch durch Relaxationsmessungen erfaf3t
werden. Deren modellfreie Auswertung liefert ein Mal3 sowohl fur die mittleren Amplitu-
den (Ordnungsparametef)@ls auch fiir die Perioden (Korrelationszeitdriokaler Be-
wegungen. Der einzige "dynamische"” Parameter aus der Rontgenkristallographie, der
thermische B-Faktor, gibt dagegen im wesentlichen nur die lokale Unordnung im Kristall
wieder.

Zum Verstandnis der Aktivitat von Proteinen interessiert nicht nur ihre Struktur, sondern
auch ihre Dynamik. Es kann nicht angenommen werden, dal3 Proteine (oder Molekule
Uberhaupt) in Losung starr sind, und es wurde schon in vielen Fallen beobachtet, dal3 die
Substratbindung zu teilweise erheblichen konformativen Verdnderungen im Protein
fuhrten (nduced fit). Gerade die Mil3achtung oder Fehleinschatzung dieser dynamischen
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Anpassungsfahigkeit von Proteinen kann das haufige Versagen der computergestitzten
strukturbasierten Wirkstoffsuche erklaren.

In der vorliegenden Arbeit wird die Struktur und Dynamik von insgesamt drei Proteinen
NMR-spektroskopisch aufgeklart und der beobachtete Zusammenhang zwischen Struktur
und Dynamik im Hinblick auf die funktionale Bedeutung diskutiert.

Im ersten Teil der ArbeitKapitel 1) wird die Methodik zur Analyse der Proteindynamik
durch NMR-Relaxationsmessungen ausfuhrlich hergeleitet und untersucht, da die Litera-
tur in diesem Bereich oft widersprichlich und unvollstandig ist. Dabei werden zunachst
die quantenmechanischen Ausdriicke fir die Relaxationsraten stérungstheoretisch herge-
leitet [11] und der sog. modellfreie Formalismiéd zur Beschreibung statistischer Bewe-
gungsprozesse dargestellt. Auf dieser Grundlage erfolgt die ausfuhrliche Simulation der
Abhangigkeit experimenteller Relaxationsraten von Parametern lokaler Dynamik. Diese
Simulationen veranschaulichen die Indikatoren und NMR-spektroskopischen Erfassungs-
grenzen lokaler Dynamik. Als praxisrelevante Zusammenfassung wird ein FluRdiagramm
fur die modellfreie Auswertung erstellt, in dem auch die Erkennung und Behandlung von
wesentlichen Komplikationen - insbesondere durch Domanenbewegungen, Anisotropie
der Molekilrotation und Dimerisierung - beschrieben wird. Das Kapitel endet mit einer
Anleitung zur Durchfihrung hydrodynamischer Rechnun@dn mit denen die Rota-
tionsanisotropie berucksichtigt wird.

In Kapitel 2 werden Struktur und Dynamik depo-Form des humanen neutrophilen
Lipocalins, eines extrazellularen Transportproteins mit enzymatischen Funktionen (u.a.
Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen) beschrieben. Dies ist die erste NMR-
spektroskopische Strukturuntersuchung an einem Lipocalin und die erste Studie Uber
deren Dynamik. Zielsetzung ist es, nach Kenntnis der Struktur und Dynamik von HNL
einen Modus fur Ligandenbindung und Rezeptorerkennung vorzuschlagen.

In Kapitel 3 wird die Dynamik der humanen nicht-pankreatischen sekretierten Phospho-
lipase A (hnps-PLA2) untersucht. Dieses Phospholipid-spaltende Enzym hat aufgrund
seiner Beteiligung an schweren chronischen Entziindungsprozessen hohe pharmakolo-
gische Bedeutung afsotein target. Mit der hier vorgestellten ersten dynamischen Unter-
suchung einer PLA2 soll ein neuer Zugang zum Verstandnis des Phanomens der
interfazialen Aktivierung dieser Enzyme erarbeitet werden, wonach die PLA2 erst gegen-
Uber aggregiertem Substrat (d.h. intakten Zellmembranen) ihre volle Aktivitat entfalten.
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In Kapitel 4 wird die erste Hochauflosungsstruktur der N-terminalen Doméane eines
AAA-Proteines (VAT-N) prasentiert. VAT-N bindet und faltet entsprechendes Protein-
Substrat, wirkt also als Chaperon. Es hat sich gezeigt, daf die Proteinbindung und -pro-
zessierung durch die weit verbreiteten und homologen AAA-Proteine an deren N-termi-
naler Doméne ablauft, so dal3 die Aufklarung der VAT-N-Struktur von genereller Be-
deutung fir das Verstandnis der vielfaltigen Funktionen dieser Enzymklasse ist.

Im Verlauf dieser Arbeit wurde eine grof3e Anzahl von NMR-Pulssequenzen auf den im
Arbeitskreis befindlichen Spektrometern installiert, optimiert und kommentiert. Dabei
ergaben sich die iKapitel 5 beschriebenen NMR-methodischen Neuentwicklungen.
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1. Aufklarung der Proteindynamik durch NMR-Spektroskopie

1.1 Grundlagen zur Spinrelaxation

1.1.1 Definition der Relaxation

Relaxation ist Ausdruck des Bestrebens eines Systems, zuriick in den Gleichgewichts-
zustand zu gelangen, der duromimale Enthal pie und maximale Entropie gekennzeich-
net ist.

Die enthalpische Relaxation ist bei allen spektroskopischen Methoden als Triebkraft fur
Systemulbergdnge elementare Voraussetzung, da ohne sie keine Emission und sofortige
Sattigung eintritt. Sie kann beschrieben werden als

éE =hw, éAN <0
d System K d Kl [11]

und beruht auf dezeitlichen Veranderung der Besetzungszahlen (Populatidsidn)der
Energieniveaus mit einer konstanterEnergiedifferenz 7wg. Durch enthapische Relaxa-
tion wird Energie vom betrachteten System an die Umgebung abgegeben, entweder als
detektierbare Photonenenemission oder durch direkten Energietransfer auf andere Frei-
heitsgrade. Die Gesamtheit anderer Freiheitsgrade wird als Gitter (lattice)bezeichnet.

Die entropische Relaxation beschreibt den zeitlichen Verlust an KoharenZZunahme

der Phasendispersiodlgyger) der stattfindenden Ubergénge Uber das System-Ensemble.
Sie ist deshalmicht flr einzelne Oszillatoren definierhaondern ausschlief3lich eine
SystemeigenschaftDie zunehmende destruktive Interferenzder emittierten elektro-
magnetischen Strahlung fthrt zur Abnahme der makroskopischen Beobachtungsgrol3e
(elektromagnetische Induktion in der Empfangerspoltee die Systemenergie zu veran-
dern. Entropische Relaxation bedeutet

6A(psystem 0w ot
— =T _+tw_>0
ot ot ot [1.2]

und hat demnach zwei mogliche Ursachen:
1. dieStreuung der Ubergangsfrequenzkimienverbreiterungdwy/dt) und

2. den Verlust an Gleichzeitigkeit von EmissionsprozegSaéreuung der Zustandslebens-
dauer 81/8t) bei einheitlicher Ubergangsfrequenz. Daher sedgstemkoharenz
prinzipiell voraus, daR sich Ubergange durch gemeinsame, gleichzeitige Ursache
auslosen lassen.

Der Vergleich zwischen [1.1] und [1.2] zeigt, daR die Streuung der Ubergangsfrequenzen
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ein nur der entropischen Relaxation eigener Mechanismus ist. Die Streuung der Zustands-
lebensdauer ist hingegen direkt mit der Verdnderung von Populationen verbunden und
wird durch dieselben Ubergéange hervorgerufen, die auch zur enthalpischen Relaxation
fuhren. Da jedoch bei der entropischen Relaxation die Systemenergie konstant bleibt, dr-
fen dieseUbergange nur paarweise und entgegengesefateten, so dal die von einem
Oszillator abgegebene Energie sofort von einem anderen Oszillator aufgenommen wird.

1.1.2 Relaxationsarten und ihre Bedeutungin der NMR-Spektroskopie

Stimulierte Relaxation ist einResonanzphanomerzwischen den Ubergangsfrequenzen
eines atomaren Oszillators und elektromagnetischen Wechselfeldern des Hintergrundes,
die diese Ubergange auslésen konnen. Dabei muR zwikoharenter Stimulatiodurch

ein gemeinsames Ereignis und inkoharenter Stimulatiomlurch zufallige, nur lokal wirk-

same Ursachen unterschieden werden. Nur koharente Ubergange unter Photonenemissior
fuhren zu einer makroskopisch beobachtbaren elektromagnetischen Induktion.

Die koharent stimulierte Relaxation wird durch Photonen ausgeldst. Das bei einem
statistischen atomaren Ubergang emittierte Photon kann in anderen Atomen denselben
Ubergang koharent auslésen. Die Photonen kdnnen aus dem System selbst (vgl. LASER)
oder von aul3erer elektromagnetischer Einstrahlung (Pulse) herrihren.

In der NMR-Spektroskopie lassen sich durch elektromagnetische Pulse koharente Spin-
Ubergéange anregen. Die makroskopische MelRgrolkeharente elektromagnetische
Strahlung - wird kurz als Koharenzbezeichnet. Sowohl Polarisation (Populationsdiffe-
renzen zwischen Kern-Zeeman-Niveaus) als auch Koharenz(Phasenordnung der Kern-
Zeeman-Ubergange) konnen zwischen mehreren Spinklassen Ubertragen bzw. erzeugt
werden, was die Grundlage der modernen NMR-Korrelationsspektroskopie bildet.

Bei derinkohéarent stimulierten Relaxation werden Ubergange nicht einheitlich durch
Photonen, sondern durdahatistische lokale elektromagnetische Wechselfelder (Hinter-
grundschwingungen) ausgeldst. Diese beruhen auf der zufalligetativbewegung zwi-

schen atomarem Oszillator (Kernspin) und dem anisotropen magnetischen Hintergrund,
z.B. durch digmolekulare) Eigenbewegung des Oszillators. Die Frequenzverteilung der
statistischen Hintergrundschwingungen und damit der Relativbewegungen wird durch die
spektrale Dichte(funktion) J(w) beschrieben. Je intensiver die Hintergrundschwingun-
gen bei einer Ubergangsfrequeng sind, desto starker kann der entsprechende Ubergang
k- inkoh&rent angeregt werden, ddie stimulierte Relaxationsrate R, ist pro-
portional zur Intensitdt J(ug). Stimulierte Relaxation durch lokale magnetische
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Wechselfelder dominiert in Loésung die Spinrelaxation. Dies ist die Voraussetzung fir die
Beobachtbarkeit von Molekuldynamik durch NMR-Relaxationsmessungen. Die spektrale
Dichte J(v) ist dabei das entscheidende Bindeglied zwischen den makroskopisch mef3-
baren Relaxationsraten und den statistischen mikroskopischen Bewegungsprozessen.

Die spontane Relaxation ist kein Resonanzphanomand unabhangig von aul3eren Ein-
flissen; als statistisches Ereignis ist sie prinzipiell inkoharent. Sie wird als Konkurrenz
zur stimulierten Relaxation nur dann wichtig, wenn der Hintergrund zu wegsgeante
Photonen oder Wechselfelder fur den Ubergang bereitstellt, dap) 3(0 ist. Fur die
NMR-Spektroskopie mit ihren Ubergangsfrequenzen im MHz-Bereich ist spontane
Relaxation vernachlassigbafl.

1.1.3 Quellen lokaler magnetischer Felder und Wechselwirkungen

Die wichtigsten Quellen lokaler magnetischer Feldgg8) und Wechselwirkungen mit
Spin | sowie ihre qualitative Abhangigkeit von Bewegungsprozessen sind in Tabelle 1.1
aufgelistet. Weitere Quellen lokaler magnetischer Anisotropie, z.B. Ringstromeffekte,
sind denkbar.

Tab.1.1 Ubersicht der Wechselwirkungen zwischen einem Kernspin | und lokalen
magnetischen / elektrischen Feldern seiner Umgebung (mit Angabe ihrer Quellen sowie
der Bewegungsprozesse, die zur Modulation der Wechselwirkung fiihren).

Wechselwirkung mikroskopische Ursache und Quelle S der Modulation der
(WW) Kopplung mit dem Kernspin | Wechselwirkung
Dipol -WW Kopplung zu benachbartem Kernspin durch den Raum Rotation,
Distanzanderung I-S
Skalare WW J-Kopplung zu benachbartem Kernspin Uber 8kSpinzustand,
Bindungselektronen Torsionsbewegung
Paramagnetische Kopplung zum Gesamtspin ungepaarter ElektrofRatation,
ww (Elektron als Dipol) Distanzanderung I-S
CSA -WW Kopplung mit orientierungsabhangigers-Beldanteil, Rotation

der wegen anisotroper Abschirmung aufgrund der in-
homogenen Elektronenhille eines Kernspins auftritt
(Chemical Shielding Anisotropy)

Spin-Rotation- Kopplung mit dem molekularen magnetischen M@randerliche Rota-
wWw ment, das bei inhomogener molekularer Elektrongonsfrequenz (durch
verteilung durch die Molekdlrotation erzeugt wird. molekulare Stol3e)

Quadrupol-WW  Kopplung eines Kern-Quadrupols mit elektrischdotation
Feldgradienten, der durch die lokale Ladungs-
verteilung erzeugt wird
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Fur Kernspins mit Quadrupolmoment (I > %¥2) besteht ebenfalls eine Wechselwirkung
(Kopplung) mit lokalen elektrischen Felderpykt), die zur Spinrelaxation fihren kann

und analog den magnetischen Wechselwirkungen behandelt wird. Es ist daher
nachfolgend unter &4(t) immer auch E4(t) inbegriffen.

1.1.4 Mikroskopische Bewegungsprozesse zur Modulation von Wechselwirkungen

Die Wechselwirkungen zwischen Kernspin | und lokalen Hintergrundfeldern werden
durch Distanz- und Winkelanderungen aufgrund stefistischen molekularen Eigen-
bewegung zeitmoduliert. Digglobale molekular e Bewegung hat die Komponenten

» Trandationsdiffusion Dy ans zur LAngenanderung von Wechselwirkungsvektoren
» undRotationsdiffusion D, zur Reorientierung von Wechselwirkungsvektoren

Der globalen Molekilbewegung sirdkale intramolekulare Bewegungen Uberlagert,
die sowohl Langen- als auch Winkeldnderungen erzeugen kénnen, beispielsweise:

« thermische Elektronenbewegungen't1010* Hz)
« Streck- und Beugeschwingungen einzelner Atombindungéf (10" Hz)

» komplexe Bewegungen von Atomgruppen - einzelne Peptidgruppen und Seitenketten,
mehrere zusammenhangende Reste in flexiblen Termini, Schleifen &lc. 100Hz)

* langsame konformative Austauschprozesse - cis/trans-lsomerisierung von Peptid-
bindungen, Umlagerung ganzer Molekilbereiche, Umklappen aromatischer Reste,
Torsionsschwingungen der Disulfidbriicke in Cystinen etc. {<Hk)

« chemische Austauschprozesse - z.B. Wasseraustausch der Amidproton®Hzx 10

Die Kombination dieser statistischen Bewegungen fihrt zur Modulation der vektoriellen
Wechselwirkungen und erzeugt ein breiteg.8-Frequenzspektrum.

Es mul beachtet werden, daf’ einzelne Wechselwirkungen whieckchiedliche Bewe-
gungsprozesse moduliert werden (vgl. Tab.1.1) und daher prinzipiell mit einer jeweils
eigenen spektralen Dichtew)(beschrieben werden muissen, die alle wirksamen Bewe-
gungen bericksichtigt. Die global®olekilrotation, die zur Reorientierung des
Kopplungsvektors flhrt, ist jedoch an der Modulation fast aller Wechselwirkungen,
insbesondere der starkentramolekularen Wechselwirkungen, beteiligiokale Bewe-
gungen konnen dann als Storungsbeitrdge angesehen werden. Longitudinale Molekul-
diffusion moduliert nurintermolekulare Prozesse, die aufgrund der meist viel grol3eren
Spin-Feldquelle-Abstande aber vernachlassigbar sind.



1.2 Klassische Behandlung der Spinrelaxation 8

1.2 Klassische Behandlung der Spinrelaxation

1.2.1 Ph&nomenologische Beschreibung (Bloch)

Die Bloch-Differentialgleichung [2 beschreibt die (makroskopische) Magnetisierungs-
entwicklung des Spinsystemes phanomenologisch und lautet imymmtitrotierenden
System (otating frame):

d - - _ - -
MO =y =yo)M©) xB(t) - RN (1) - M(0)) [1.3]

(Yo = w/Bg ist das gyromagnetische Verhdltnis eines hypothetischen Spins mit der
Anregungsfrequenay) mit der Relaxationsmatrix

/T, o of
R=pg 0 1/T, 0O

Ho o T 1.4]

Hierbei wird vonmonoexponentieller Relaxation ausgegangen, die sich raiber einzigen

Zeitkonstante = Relaxationszeit T; beschreiben lalt. Dig -Relaxation beeinfluldt die
makroskopischeM,-Magnetisierung und heifl3t dahelongitudinale Relaxation; sie ent-
spricht der photonenfreieenthalpischen Spin-Gitter-Relaxation. Die T,-Relaxation,

durch die die makroskopisci,- bzw. My-Koharenzabgebaut wird und die daher trans-
versale Relaxatioheil3t, entspricht dentropischen Spin-Spin-Relaxation.

Die L6sung der Bloch-Gleichung nach Wirkung eines#Gfregungspulses lautet:

M,(t)=M ,(O)sin[(w—wo)t]expglg
’ 0 1.0
0t O
M, (t) = M.,.(0 —wy )t — 1.5
(1) = M, (0) cog ( w)]epong [1.5]
0 tO
M., (t) = Mo +(M,(0) = M, ) expr — [
OO

mit My(0) = -My und M40) = 0. Nach Fourier-Transformation erhéalt man daraus die
Signalform in der Frequenzdomane, die der koharenten Magnetisierung entspricht:
((")_(")o)-rz2
+(a)_a)o)2T22
T2
+(a)—a)0)2T22

M, (@) =M, (0)
1 [1.6]

M, (@)=M,.(0)

Die Linienform entspricht also fiM,’ (w) einer dispersiven, fivl,’ (w) einer absorptiven
Lorentzkurve. Die Halbwerts-Linienbreite Av., des absorptiven Signales (bzw. die
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Distanz zwischen den beiden Extrema des dispersiven Signales) wird durch die effektive
transversale Relaxationszeit T, bestimmit:

1
Avy, :F [1.7]
2

Gl.1.7 folgt auch direkt aus der Unscharferelation zwischen Frequenz (Linienbrgjte
und Lebensdauer (Relaxationszeit T,) der Beobachtungsgrol3e Koharenz.

Die Bloch-Gleichungen setzen monoexponentielle Relaxatiamoraus (s.0.), die nur von

der Auslenkung des betrachteten Spins | aus seiner Gleichgewichtslage abhangt
(Autorelaxation). Sie gilt daher streng nur fiisolierte Spins. Die Behandlung der Re-
laxation von gekoppelten Magnetisierungen und Koharenzen (z8. @&id 2|S,) ist

nicht vorgesehen. Eine weitere Analyse der Relaxation im Hinblick auf zugrundeliegende
mikroskopische dynamische Prozesse ist nicht mdglich.

Die Bloch-Gleichungen finden immer dann Anwendung, wenn nupliéomenologi-
sche Beriicksichtigung von Relaxation erforderlich ist, z.B. bei der Optimierung von
Pulssequenzen, zur Spektrensimulation und zur Linienformanalyse (vgl. Kapitel 1.8).

1.2.2 Beschreibung durch Ubergangswahrscheinlichkeiten (Solomon, BPP-Theorie)

Die enthalpische T,-Relaxation (aber nicht die entropische T,-Relaxation!) 143t sich mi-
kroskopisch durch die zeitliche Veranderung von Populationarchi-entarteten dipolar
gekoppelten Spinsystemen beschreiben. Aus dem zugehérigen Niveauschema gehen alle
moglichen Spinlibergange mit zugehorigen Ubergangsratea Mérvor, wobei zu den
Einguanten-UbergangerSifgle Quantum Coherence) der isolierten Spins gekoppelte
Null-(ZQC) und Mehrquanten-Ubergéange im Multispinsystem hinzukommen. Im Realfall
nicht-isolierter Spins ist also prinzipiaticht mit monoexponentieller FRelaxation zu
rechnen (gilt nicht fur FRelaxation!), da die dipolar gekoppelten Ubergdange den
Austausch von Populationen zwischen den Spins erméglichen. Didgwuzrelaxations-
prozesse fuhren zumultiexponentiellem Verhalten und der Abhangigkeit der I-Spin-
relaxation auch von der Auslenkung aller gekoppelten Spins S aus ihrer Gleich-
gewichtslage. Kreuzrelaxation ist die Ursache des NOE.

Dieses Verhalten la3t sich am idealen 2-Spin-Y2 System IS illustrieren. Die mikro-
skopische Betrachtung von Populationen fiihrt zu gekoppelten Differentialgleichungen
(Solomon-Gleichungen) und der Beschreibunghiieqponentiellen T,-Relaxation15;

dovl,0 0Op osgay(l,-1,)0
EB/sSzH_ _Hja Ps HEH/S(SZ _SO)H [1.8]
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Die Diagonalelemente der Relaxationsmatrix sind die Autor el axationsraten

Po [Wo,.s T2Wy e * Wz,ls] [1.9]

mit den UbergangsrateWw,., fiir Null-, Ein- und Doppelquanteniibergange. Die Ubrigen
Elemente sindkreuzr el axationsraten:

Ois=0g = [WZ,IS _WO,IS] [1.10]
die zum Magnetisierungstransfer zwischen | und S fiihren und isoliert als NOE beobacht-
bar sind. Diese Differentialgleichung ist nur unter expliziter Annahme einer Ausgangsbe-
dingung l6ésbar und lautet z.B. f3(Q) = -l und S(0) = &

() AL~ Ps O A -psQ
LU, at)+on-2tTPs At 1.11
l, A -4, exp(-A.)+ H Al—/\ZEE‘EXp( ) [1.11]

1

mit A, =%(p. +ps)+%\/(p. - ps) +40% und A, =%(p. +ps)-%\/(p. -ps) +40% .

Nur in Ausnahmeféllen sind die KreuzrelaxationsratgnNull und ermdéglichen mono-
exponentielle Autorelaxationm Regelfall wird die Kreuzrelaxation experimentell durch
kontinuierliche Entkopplung des gekoppelten S Spins unterbunden, wodurch immer &t)

= 0 erhalten bleibt. Auch fir die Grenzfaje = psund p - pd » gis mit A; = A, =g
erhalt man in guter Naherung monoexponentielle Relaxation ) ¥ g.

Die vorgestellte Beschreibung d@ithal pischen Relaxation durch Ubergangswahrschein-
lichkeiten und Betrachtung gekoppelter Kern-Zeeman-Niveauschemata ist zur Beschrei-
bung des NOE (= Kreuzrelaxation) und der mdglichen Ubergangsfrequenzen gekoppelter
Systeme geeignet, schafft aber ebenfalls keinen Zusammenhang mit den mikroskopischen
dynamischen Prozessen, die die Relaxation auslésen. Diese Quantifizierung gelingt letzt-
lich erst durch die quantenmechanische Behandlung.

1.2.3 Qualitative mikroskopische Betrachtung der Spinrelaxation

Spinubergangeverden von zeitabhéngigemhokal en magnetischen Feldern B4 (t) am Ort

eines Spins | ausgel6st. Die Anregung von Spinibergéngen durch diese Hintergrundfelder
kann als lokal wirkender inkoharenter Puls aufgefal3t werden und erfordert deshalb
xy-polarisierte Wechselfelder B,y oka(t). Im Gegensatz zu Pulsen besteht aber keine Koha-
renz der Anregung, so dal3 wahrend deR&laxation keine beobachtbare Transversal-
magnetisierung auftritt. Inkoharent ausgeléste Spintibergénge tragen dagegen auch zur
entropischen FRelaxation bei.
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Die T,-Zeit, die ausschliel3lich durch Spintbergdnge bestimmt vdoichlauft ein
Minimum , wenn die mittlere |lokale Bewegungsfrequenz gleich der Larmorfrequenz des
betrachteten Spins von ca. 10 - 10° radBz ist. Die primare Abh&ngigkeit vaHw) folgt
aus derResonanzbedingung zwischen Ubergangs- und Anregungsfreqbensgtimulier-
ter Relaxation.

Die Streuung (Dispersion) von Ubergangsfrequendes) {st ein zusatzlicher Ausloser

nur der entropischen Relaxation, der zum Koharenzvestug Induktion von Spinlber-
gangenfuhrt (vgl.1.1.1). Die nattrliche Streuung varverursachen lokalepolarisierte

Felder B )xa des Hintergrundes (Gl.1.3). Je langer diese statistischepy-Belder
bestehen bleiben, desto starker dephasieren sie das Spinsystem und zerstéren die
Koharenz. Fir die entropische Relaxation besteht folglich zusatzlich eine Abhangigkeit
von J(0), der spektralen Dichte statischeyfy-Felder. Diese Uberdeckt weitgehend die
Resonanzbedingung zwischen Spinlibergangs- und Anregungsfrequenzen fur den
T,-analogen Anteil der jJRelaxation. Man beobachtet stattdessen mit abnehmenden
relaxierenden Anregungsfrequenzeanoton fallende T,-Zeiten.
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1.3 Quantenmechanische Behandlung der Spinrelaxation

Die Quantifizierung der Spinrelaxation erfordert die quantenmechanische Behandlung der
Relaxationsphanomene. Diese ist flr alle Spinzustande mdglich, also auch fir gekoppelte
Spinordnungen (z.B2l,S) und Koharenzen (z.B2l,S, 2I,S). Infolgedessen muf3 zu
jeder Relaxationsrate der betrachtete Spinzustand angegeben werdd{2z3); die
phanomenologische RatenbezeichnBad= R(l,)) undR, (= R(ly)) ist unzureichend.

Durch die quantenmechanische Behandlung wird der Zusammenhang zwischen den ma-
kroskopisch mef3baren Relaxationsraten und den mikroskopischen Wechselwirkungen
und Bewegungsprozessen hergestellt. Die Relaxationsraten sind demnach abhéangig von

« der spektralen Dichte ) bei bestimmten Ubergangsfrequenzen und

» der Starke von Wechselwirkungen des betrachteten Spins mit Hintergrundfeldern, die
durch entsprechende Kopplungskonstatmtejuantifiziert werden

Die nachfolgende semi-quantenmechanische Abhandlung beschrankt sich auf die
storungstheoretische Herleiturdgr spektralen Dichte als dem wesentlichen Bindeglied
zwischen makroskopischen Relaxationsraten und mikroskopischen Bewegungsprozessen.

Die statistischen Modulationen der Spin-Gitter-Wechselwirkung werden hierbei klassisch
behandelt. Eswird auf entsprechende Lehrblché¥ 161 hingewiesen.

1.3.1 Herleitung der Master-Gleichung der Relaxation

Die Entwicklung des Spinsystems wird quantenmechanisch durch die Evolution der Spin-
Dichtematrixo erfal3t, fur die di¢iouville-von-Neumann-Gleichung gilt:

%a = -i[H(t),o(t)] [1.12]

Bei zeitabhédngigem Hamilton-Operator ist diese Differentialgleichung nicht mehr exakt
|6sbar. Eine Vereinfachung erzielt man durch Eliminierung zsinabhangigery-
Antells von H(t), der zur Larmorprazession der Spins fiuhrt. Dies geschieht durch die
Heisenberg-Transformation in den sogeraction frame"™:

HE (t) = exp(iHot)H (t) exp(~iH,t) [1.13]

die der Uberfiihrung aus dem statischen Laborsystem ins mitrotierende System entspricht.
Die Liouville-von-Neumann-Gleichung behalt bei dieser Transformation die gleiche
Form. Redfieldll naherte die Losung der Differentialgleichung 1si@rungstheoretisch

an. Die Integralform von GI.1.12 im interaction frame lautet:
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o° (1) =" (0) +ij’[05(t1),HD(t1)]dt1 [1.14]

Substituiert man darin fiirg”(t;) denselben Integralausdruck (= Stérungsrechnung
2.0rdnung), so gelangt man zu:

o (t) =" (0) + ij[aD (0),H7 (t)]t, —jdtltjoltz[[aD (t,),H7 (t,)] HO (t,)] [1.15]

und nach Ableitung nactit;y zu einem det.iouville-von-Neumann-Gleichung analogen
Ausdruck, erweitert um eineBoppel-Kommutator aus der Stérungsrechnung fir zeit-
abhangigdH(t)-Operatoren:

%aﬂ ) =ilo” (0),H” (t)]—j (o™ (t,). 17 (1)) H? (1)) ot [1.16]

Nach Mittelung Uber das Spin-Ensemble entféllt der erste Term, da kein Zusammenhang
zwischen denzufllig modulierten Wechselwirkungsoperator H™(t) und der statischen
Dichtematrix ¢~ (0) besteht. Substituiert mant, = t - 7, so verbleibt:

%au(t) =—J;’[[UD(t—T),HD(t—r)],HD(t)]dr [1.17]

Die zufallige Stérungd”(t) wird sich nicht schlagartig, sondern erst nach einer gewissen
Dauer 1, (= Korrelationszeit, 1.6.1) so stark geéndert haben, daf} der Ensemblemittelwert

H”(t-7)H"(t) auf Null gefallen ist. Erst danach ist jeglicher zeitlicher Zusammenhang
(Korrelation) der Stérung abgeklungen und die Integrationsgrenze in Gl. 1.17 katn von
auf « angehoben werden, wenm 7. ist. Wenn sich gleichzeitig innerhalb vordie
Dichtematrix nicht entscheidend &andert, alse T;,T,, kann mit " (t—-7) =oc" (t)
substituiert werden und man erhalt unter Verwendung der allgemeinen Kommutator-
eigenschaff A, B] = {B, A] die Master-Gleichung der Spinrelaxation:

%UD () = -}[HD(t),[HD(t “7),0° (t)”dr [1.18]

Die Zeitt gilt hierbei beziiglich der Ausgangsdiclat&(0). Die Ensemblemittelung ist nur
Uber denstatistischen Wechselwirkungsoperatdd“(t) nétig. Die erwahnteRedfield-
Bedingung 1. « T, T, schrankt ihre Allgemeingultigkeit ein, beispielsweise bei der
Festkorper-NMR, wo die JfZeiten bis in den Bereich der Korrelationszeit absinken.
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1.3.2 Herletung der Redfield-Relaxationsmatrix
Mit den Substitutionen

A=H"(t), B=H"(t-r)und C=0o"(t) [1.19]
lautet die Master-Gleichung fur die einzelnewa'-Matrixelemente (die Zeilen- bzw.
Spaltenindicesa und a' stehen fir Spinsystem-Eigenzustandél yind ¢'00 mit der
Ubergangsfrequenwyg:.):

[A,[B.C]], . =(ABC), .. - (ACB), . - (BCA), . +(CBA), . [1.20]
Der Doppelkommutator lautet ausgeschrieben:

[AlB.C]|,, =(ABC),, -(ACB),, -(BCA), . +(CBA),,, [1.21]

Die einzelnen Matrizenprodukt-Elemente berechnen sich zu:

B-B U
(ABC), ; Aq 5B LA ; O EZ Aoy By s %3/3,/3'
(ACB),, =Y A sCssBpy = (A, 4Bsa |Cos
; BZBB B, ; B=B BB [122]
(BCA), =3 BsCopon = 3 (AsaBas)Cos
(CBA), ; CasB o Z%Z ; Oap EZ A aBpy %35,;3‘

wobei die angezeigten Indizes umbenannt sowie die Kommutativitdt der Matrizenele-
mente und das Kroneckérzum Austausch eines Zeilen- bzw. Spaltenindex gegen eine
Laufvariable eingesetzt wurden, um eine einheitliche Indizierung iz (t) zu erhal-

ten. Substitution von Gleichungen 1.22 und 1.21 in 1.20 liefert fir die Master-Gleichung

d O
P "Oaa = ;Cﬁﬁ qD"Abﬁ pa ~ P a/3+Z(aﬂ'°byByﬂ+5aﬂ'°v )%dr [1.23]

Das Integral wird al&lement der Redfield-Relaxationsmatrix [11 zusammengefalit:

, =0 O
Ria s ‘IB‘ A sBsa = AsaBag Z( A,B, st 0,A B )D [1.24]
0
und nach Resubstitution flrerhalt man didMaster-Relaxationsgleichung in der Form
_J (t) - ; aa’ BB T (t)ﬁ,ﬁ’ [1-25]

Zur Berechnung der Redfield-Matrixelemente werdenind B aus GIL.1.19 in Gl.1.24
resubstituiert und die Ricktransformation aus dameraction frame” nach der
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Vorschrift:
HE, () = (@] exp(iH ot H(t) exp(=iH,t) B) = H,, (t) explida, 4t) [1.26]

durchgefihrt (Ubergangsfrequenmaﬁ = w, —w,). FUr die einzelnen Summanden folgt:

A By =Hg (D H . (t-1)

wore [1.27]
=H,, (0 H . (t - 1) expli (Aw, , + Do, )t)expl-iAw,, 7)
Mit der t(Zeit)-unabhangigen, abgiDauer)-abhéngigel or r elationsfunktion:
Caﬁ/ﬁ’a’(r) = Hgp(t) Hye (t=17) [1.28]

zur Beschreibung des Ordnungsverlustes der statistischen Stérungen in Abhangigkeit von
der Dauenr erhalt man fur das Integral dieser Summanden (aus Gl.1.24):

IAaﬁBM dr = expli(Aw, , + Awﬁ,a,)t)}Caﬁ,B,a,(r)exp(— iAw,, 7 )T [1.29]
0

Dieses Integral ist di€&ourier-Transformation der Korrelationsfunktion und entspricht
der halberspektralen Dichte J(w):

0 . 1
J’Caﬁ,ﬁ,[,,(r) exp(— iAW, r)dr =5 Japan (Aw, ) [1.30]
0

Jedes der beiden Indexpaare beschreibt einen Spinzustand, der durch den Ubergang
o -pBbzw. a'- B charakterisiert ist. Fallet = B, entspricht der Spinzustand einer
Polarisation, in allen anderen Fallen einer Koharenz. Wéahrend ein Indexpaar nicht
auseinandergerissen werden darf, ist ansonsten die Reihenfolge der Indizes beliebig:

Ja/?/a/? (A ﬁ) Jaﬁ/aﬁ(A ﬁ) Jaﬁ/ﬁa (A ﬁ) [131]

Die Summanden (Gl.1.29) vereinfachen sich noch weiter aufgrund der raschen Oszilla-
tion mit der FrequenzMu,p + Awg), die zur Zeitmittelung auf Null fihrt aul3er fiir die
Summanden mifwy,s = - Auy (Sakularbedingung), d.h. furUbergénge ohne Ande-

rung der Koharenzordnun@—f = a’—f3'). Die gultigensékularenSummanden lauten:

IAaﬁBﬂadr— L3 s (B0, [1.32]

und die Redfield-M atrizenelemente (vgl. Gl.1.24): [1.33]
1 1
Reaps = _E{ ‘]aﬁlﬁ’a'(Aa)a'ﬁ') * ‘]ﬁ'a'/aﬁ(Awaﬁ)} > Z{daﬁ‘]ya/ﬁy(Awy ) *0up ‘]ay/yﬁ(Awyﬁ)}

sind Summen von spektralen Dichten der Storungéh auf verschiedene Paare von
Spin-Ubergangen.
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Einsetzen der rucktransformierten Dichtematrix:

055 () = 0,5 (1) expliBw, 1)
d 5, _d : : :
EJ"’? (t) = EJ‘”} (t) exp(lAa)aﬁt)+ 1AW, ,0,,(1) exp(lAa)aﬁt)

liefert dieMaster-Gleichung im Laborsystem, die sdgedfield-Relaxationsgleichung:

[1.34]

d sékular sékular

aaaa' (t) = _iAa)aa'Uaa' (t) - ;IRGO/',B,B' B-ﬁﬁ' (t) = _i[HO’U(t)]aa' a ;.Raa'ﬁﬂ' B-,B,B(t) [135]
Die Summe lauft nur noch tber die Séakulartermea(’ = 5-3’); Hq ist diagonal.

1.3.3 Auflésung der tensoriellen spektralen Dichte

Die bislang definierte spektrale Dichte beschreibt Spin-Gitter-Wechselwirkungen, aus-
gedrickt durch den Kopplungsoperaitit), in Form eine§ensors mit den Elementen:

Jupran (B@y) = 2[Hog (OH 1 (=) expliaw, ,7)dr [1.36]

0
Der Kopplungsoperator H" jeder Wechselwirkung w laRt sich separieren in zwei
kommutierende Anteile:

 Der Spinanteil ™ (Tensor-Operatoren) wirkt alleine auf die Spin-Eigenzustiande und
kann aus der Ensemblemittelung ausgeklammert werden, da er zeitkonstant ist.

« Der zeitabhangige Gitteranteil 'Kt) wirkt nicht auf die Spin-Eigenzustéande und
beschreibt allein die Gittermodulationen. Die Ensemblemittelung erfolgt nur Gber diese
statistisch zeitmodulierten Gitteranteile.

Fur den Kopplungsoperatét” mu nun eine fundamentale Einteilung in 2 Klad$@n
beachtet werden:

1. Gehort das mit Spin | gekoppelte lokale FeldBnicht zum betrachteten Spin-
system, so it linear beziiglich Spinoperator T mit der allgemeinen Form

HY(t) =K (t)d [1.37]
Hierzu gehoren die CSA- und Spin-Rotations-Wechselwirkung, aber auch die Wech-
selwirkung zu externen Spins (beispielsweise des Solvens), die schnell ihre Position

wechseln, so dal? der betrachtete Spin | den Mittelwert ihrer relativen Orientierungen
erfahrt und ihre mathematische Behandlung daher klassisch erfolgen kann.

2. Gehort die mit Spin | gekoppelte lokale Feldquelle aber selbst zum betrachteten
Spinsystem[{I Beschreibung durch Spinoperator S), sdHidiilinear bezuglich der
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Spintensoren | und S und hat die allgemeine Form:
HY(t) =SK* ()0 [1.38]
Hierzu gehotren die dipolare Kernspin-Kernspin- und Elektronspin-Kernspin-

Wechselwirkung. Die Quadrupol-Wechselwirkung ist quadratisch bezlglich Spin-
operator 1, was formell einem Spezialfall der Bilinearitét entspricht.

Der Gesamt-Kopplungsoperatd(t) 1a3t sich somit ausdriicken als:

HO =Y YKy d8d,) [1.39]
q w
Fur lineare Kopplungen entspricht S dem Einheitstensor, bei quadratischen Kopplungen
ist S = I. Indexw lauft Gber alle Spin-Gitter-Wechselwirkungen. Indgjauft tGber alle

Komponenten der Spins |, S und - nach entsprechender Koordinatentransformation -
KopplungenK. Bei kartesischer Zerlegung entspréache Ingeendrel Achsen x, y und

z. Die Losung der Schrodingergleichung fir die Rotation eines langentreuen Quanten-
vektors (z.B. Spin) erfordert aber die Transformation in Polarkoordinaten und hat als
Loésung die Legendre-Kugelfunktion 2. Ordnung, @gl. Lehrbiicher(17). Deren
maximalfiinf Eigenwerte werden durch den Index g markiert (q =+ 2, £1, 0).

Die tensorielle Dichte (Gl.1.36) lautet nach dieser Zerlegung:

~ A 0
a,e/a/;(A 5)‘ ZHSW 0 )og SW ) ZIK (DK (t—r)exp(lAwa,ﬁ,r)er
qq vt U [1.40]

Da die einzelnen Gitterkomponenten K, meist orthogonal und unkorreliert, d.h. ohne
statistischen Zusammenhang untereinander sind, entfallt die Summation tGbeq’. Ferner
lassen sich die einzelnen Komponeritgroft als das Produkt des Kopplungsbetrages und
eines zugehdrigen Eigenvektqus (des Kopplungstensoks") darstellen:

Ky (1) =|K"|cay [1.41]
Damit kann nun eine neue Korrelationsfunkticf" (vgl. GI. 1.28) fur die Einheits-

vektoren definiert werden, die durch die angegebene Integration in die zugekélage
spektrale Dichtd"™ (vgl. Gl. 1.30) tberfiihrt wird:

2[ May (t-1) exp(iAwa,ﬁ,r)dr = ZICW’W’ exp(iAwg,ﬁ,r)dr =J/" (Aw,. ) [1.42]
0 0
Die tensorielle Dichte (Gl.1.40) zerfallt so nach:

jaﬁ,a,ﬁ,(Awa,ﬁ,):qZ Z{\K KW\EUW’W (Aw, ﬁ)cﬁ(sw 1 a/; 1 )ﬁ]} [1.43]
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in (von rechts nach links):
* einen Spinanteil, der alleine den Tensorcharakter begrindet,

» eine skalare spektrale Dichte, die ausschlie3lich die statistische Modulation von
Paaren der Spin-Gitter-Kopplung beschreibt

» und das Produkt voRaaren von Kopplungskonstanten, die die Amplitude korrelierter
Spin-Gitter-Kopplungen beschreibt (in tBid)

Die Relaxationsraten (= Elemente der Redfield-Matrix nach GI.1.33) werden also durch
die zeitliche Korrelation von Paaren von Spin-Gitter-Wechselwirkungen (Kopplungen)
bestimmt. Dabei ist zwischefutokorrelation derselben Kopplungy= w') und Kreuz-
korrelation verschiedener Kopplungew & w’) zu unterscheiden. Beide Prozesse werden
im nachfolgenden Kapitel 1.3.4 naher beschrieben.

Die Auflésung des Spinanteils und seine Wirkung auf die Dichtematrikann in
entsprechenden Lehrblchern nachvollzogen weldeffl. Abhéangig von der Art der
Kopplung und der Korrelation ist der Spinanteil entscheidend fir die Selektion mdglicher
Ubergangsfrequenzen und Spin-Kopplungen bei verschiedenen Relaxationsprozessen:

1. Lineare Kopplungen {S= Einheitstensor) erlauben nur den Einquanten-Ubergang des
isolierten 1-Spins mit der Ubergangsfrequenz

2. Bilineare Kopplungen zwischen zwei Spins | und S erweitern die moéglichen
Ubergangsfrequenzen uax und die gekoppelten Frequenzen+ ws der Null- und
Doppelquantentbergange.

3. Kreuzkorrelation unter Beteiligung mindestens einer bilinearen Kopplung fuhrt zur
Relaxation eines Spinzustandgsbkw. |, auf den entsprechenden bilinearen Spin-
zustand 2JS, bzw. 2LS, (dies ist die Grundlage des CR-INEF). Die Kohérenz-
ordnung (vgl. Sékularbedingung, 1.3.2) wird hierdurch nicht verandert! In allen ande-
ren Fallen von Auto- und Kreuzkorrelation sind derartige gekoppelte Spinzustands-
anderungen verboten; die Relaxation eines beliebigen Ausgangszustandes fiihrt hierbei
immer nur zu ihrem Gleichgewichtswert.

Dariiber hinaus liefert der Spinanteil lediglich ganzzahlige Eigenwedg;". . in
Abhangigkeit der Spinkomponenteq) Gowie der korrelierten Wechselwirkungem (v')
und Ubergange o B, a'-B). Der Ausdruck der tensoriellen Dichte (Gl. 1.43)
vereinfacht sich dadurch erheblich zu:
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3 1 & w/w’ w/w’ O
Joprap D@y p) =y KUK ‘%Zz a(q)gp/ep D" (B0, ) 0 [1.44]

In Fallenisotroper Modulation der Spin-Gitter-Wechselwirkungen sind alle finf Kompo-
nenten g gleichwertig und ftr diesen Sonderfall gilt:

Tptes Banp) = 3 KUK [B@10, 5" (Bay0) [1.45]

1.3.4 Anschauliche Interpretation der Auto- und Kreuzkorrelation
Die Wechselwirkungsenergie eines Spins | mit einem Hintergrund-Magnetfeld B kann
man klassisch ausdriicken durch die Prazessionsfreditenz
K" (1) =yB" () =@" (1) [1.46]
die aufgrund der statistischen Natur der Quelle ihrerseits zeitmoduliert ist. Wenn diese

Modulation nur durch Rotation eines langentreugh-Feldvektors zustande kommt,
liefert dasmittlere Skalarprodukt (Autokorrelation):

BY(t)B"(t-7) = ‘Bw‘zcos(wr) = ‘Bw‘zp(a)) [Cos(wT) = ‘Bw‘zp(a)) [1.47.3]

nach infinitesimal kleinen Zeitintervallert & 0, cos(0) = 1) direkt die Verteilungs-
funktion p() der statistischen Modulationsfrequenzen. Diese entspricht jedoch der spek-
tralen Dichte X{) fir die statistische Modulation des betrachteB¥rHintergrundfeldes
durch dieeigene Vektorreorientierung/Autokorrelation). Analog kann die Modulation

des B" -Feldes auch durchterferenz mit einem weiteren Hintergrundfel@" -erfolgen.

Dies wird durch die entsprechenidesuzkorrelation zwischenB® und B* beschrieben.

1.3.5 Interpretation und Erklarung der Redfield-Relaxationsgleichung

Wahrend die Diagonalelemente £ a') der Dichtematrixo Populationen von Energie-
niveaus entsprechen und ihre Zeitentwicklung damit enthalpische Relaxation beschreibt,
entsprechen die tbrigen Elemente£(a') von o(t) Koharenzerund ihre Zeitentwicklung

folglich der entropischen Relaxation.

Die Redfield-Matrixelemente R,ge sind die Raten der Relaxation eines gegebenen
Ausgangs-Spinzustandes, ausgedriickt durch den Ubergang' (Polarisation fii = o'

und Koharenz fuo # '), auf einen End-Spinzustand, ausgedriickt durch den Ubergang
B-B'. Aufgrund der Sakularbedingung(vgl.1.3.2) sind Anderungen der Koharenz-
ordnung hierbei verboten (d.b.— B =a'- '), sodal Ausgangs- und End-Spinzustand
identisch sind. Falls zusatzliah= 3 gilt, bleibt der betrachtete Spin derselbe und diese
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Autorelaxation fihrt zum Erreichen des entsprechenden Gleichgewichtswertes des
Spinzustandes (= Null fur Koharenzen upflir Polarisationen).

Bei kreuzkorrelierter Autorelaxation kann aus dem Spinanteil die Zukopplung eines
weiteren Spins resultieren (vgl. 1.3.3), wodurch z.B. Inphase-Kohasef@usgangs-
zustand) in Antiphase-Koharenz,2l (Endzustand) Uberfuhrt wirdphne dabei die
eigentliche Koharenz(ordnung) zu andern.

Fur o # B andert der Spin seine Identitat und di&seuzrelaxation fuhrt zum Ubertrag
der Gleichgewichtsabweichung eines Spins auf einen zweiten Spin.

Bei Kreuzrelaxation und u.U. kreuzkorrelierter Autorelaxation (s.0.) Uberlagert sich die
Relaxation des betrachteten Spins | mit der Relaxation aller zugekoppelten Spins und der
Verlauf der I-Spin-Relaxation weicht infolgedessen wammoexponentiellem Verhalten

ab. Die Definition einer einzigen Relaxationszeit ist dann unmdéglich! Die Unterbindung
dieser Prozesse ist jedoch experimentell moglich (s.u. und Kapitel 1.4.3).

Fur Koharenzen (a # ') vereinfacht im Falle nicht-entarteter Ubergange (Entartung
besteht z.B. in CHGruppen) die Sakularbedingunf £ a und ' =a') die Redfield-
Gleichung 1.35 zu:
d
dt
Es trittfir Koharenzen keine Kreuzrelaxatiauf und ihre Zeitevolution (Integral von Gl.

O—HO" (t) = _iAa)ﬂayaﬂﬂ' (t) - R waa' (t) [1'48]

aa’aa’

1.48) entspricht einer Prézession(aufgrund des Imagindranteil3 unter monaexponen-
tieller Relaxation(aufgrund des Realanteil¥ mit der R-Relaxationsrate R, = Rygrqqr:

g, (t) =0, (0)exp(-iAw,, t)Exp(R,, 4, 1) [1.49]

Das Redfield-Matrixelement (Gl.1.33) lautet wegen 0y = Oy = 1 Und Ay = AWy =0
und mit den Vertauschungsregeln fir die Indizes (GI.1.31):

Raa’aa’ = l{"-Jtmloml (0) - 2"]0/0//0/’0/’(0) + ‘Ja‘a’/a‘a’(o)} + % éz Jaylay(A wya ) + z Ja’ya‘y(A wya’)é [150]
za

2 yza’

Die Summe alled(0)-Terme ist deradiabatische Relaxationsanteil, der durch zuféllige
dw-Fluktuationen der Ubergangsenergien (fii- o und a’ - a’) ohne Spiniibergéange
(Aw = 0) erfolgt. Diese dw-Fluktuationen beruhen auf H,(t)-Komponenten, die mit Hg
kommutieren. Die Summe aller JAw # 0)-Termeist der Lebensdauer-Anteidufgrund
von Populationsanderungen zwischen den Eigenzustdndenund 'Ll Diese
Spinubergange werden véh(t)-Anteilen ausgelost, die nicht niy kommutieren.



1.3 Quantenmechanische Behandlung der Spinrelaxation 21

Fur Polarisationen (a=a') folgt die Sékularbedingung= [ und die Redfield-
Gleichung 1.35 vereinfacht sich zu:

d
aa(t)a,a = _Raaaa |]j-(t)a,of - ;}Raaﬁﬁ w(t)ﬁﬁ [151]

Wie erwartet entféllt fir Polarisationen die Prazession, da kein Imaginaranteil mehr
vorhanden ist. Es treten nun aber zusatahigi(t)-Anteile auf, die Polarisationen anderer
Spins entsprechen. DiesBolarisationstransfer zwischen Spins (NOE) erfolgt mit der
Kreuzrelaxationsrate Rqqpp. Nur wenn dieogg(t)-Anteile, d.h. die Polarisationen anderer
Spins, durchkontinuierliche Entkopplung auf Null gemittelt werden, verbleibt eine
monoexponentielle enthalpische Relaxation mit der Rate= Ry.qq. Dieses Redfield-
Matrixelement (GI.1.33) lautet wegen der Identitat aller Indizes:

10 [
Raaaa = EEQlijaJay/ay(Awya)B [152]

FUr die Relaxation von Polarisationen verschwindet der adiabatische Relaxationsanteil
(keine J(0)-Abhangigkeit!) und der Lebensdauer-Anteil entspricht Deppelten im
Vergleich zur Koharenz-Relaxation (Gl.1.50).

1.3.6 Dynamische Verschiebungsanderung

Die in GI.1.30 definierte spektrale Dichte ist die komplexe Fourier-Transformierte der
Storungskorrelationsfunktion und setzt sich aus einem Real- (cosinus) und einem
Imagidranteil (sinus) zusammen: [1.53]

[Capipor (1) cos(Aa)g,ﬁ, r)dr - iJ’Cgﬁ,ﬁ,g,(r) s n(Aw[,,ﬁ, r)dr = %{ Jetas (B, ;) =i (A, )}
0 0

Daher haben auch die Redfield-Matrixelemente einen Real- und einen Imaginaranteil und
die vollstandige Redfield-Gleichung 1.35 lautet fir Koharenzen:

%J(t)aa' = _i (Awaa' + Ri[;n;gair;é?r)a(t) - R:)/ez?/l'aa' |]T(t)zm‘ [154]
Die Relaxationsraten werden also ausschlie3lich vom Realanteailer Redfield-Matrix
(bzw. der enthaltenen spektralen Dichten) bestimmt, wahrendnaeginaranteil die
Prazessionsfrequenzen veréndert. Diese dagamische Verschiebungsanderungtragt

z.B. zur Wirkung paramagnetiscHghift-Reagenzien bei.

Nachfolgende Betrachtungen beschranken sich ausschlieBlich auf den relaxations-
wirksamen Realanteil der Redfield-Matrix bzw. der spektralen Dichtefunktionen!
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1.4  Spin-Gitter-Wechselwirkungen und Kopplungskonstanten
Diein Tabelle 1.1 vorgestellten Spin-Gitter-Wechsel wirkungen werden in diesem Kapitel
naher untersucht und in Form ihrer Kopplungskonstanten quantifiziert.

141 Dipolare Wechselwirkung

In By ausgerichtetepins erzeugen distanz- und winkelabhdngige magnetigipel-
felder (Abb.1.1) mit den beiden Komponenten (Fernfeld-Naherung) fur einen S = ¥2-Spin:

B;, (1) = Ho Tys P (cos6(t))

an Zy(t) [1.55]
BS(t /Jo _"rs p(O) a(t
A= o (cosa(t)
mit den zugeordneten Legendre-Kugelfunktionen zweiter Ordnung:
P (cosO(t)) = 34 n(26(t))
2 [1.56]

P (cosé(t)) = %(3(:052 o(t) - 1)

Die Dipolfelder sind rotationssymmetrisch um die zyup@Arallele z-Achse. Der Azimut-
winkel 8 beschreibt die Orientierung des Distanzvektotseziglich B. Die dipolare
Kopplungskonstante D flr einen S = %2-Spin folgt aus Gl. 1.55 durch Multiplikation des
Feldbetrages miy; (vgl.1.3.5) und gibt dadurch die auf Spin | wirksame magnetische
Energie aus Bin Form einer Kreisfrequenz(= 2w in [radBz]; 1rad =2m) wieder:

Mo Y\ Ys

D,.=
'Sam 2rd

[1.57]

Die Modulation der dipolaren Wechselwirkung erfolgt tber die zeitliche Veranderung des
Vektorsr(t) in Lange und Orientierung (Winkél) bezilglich B. Die intramolekulare
Reorientierung vorr ergibt sich primar aus der Molekulrotation. Beiermolekularer
dipolarer Kopplung sind primér Langenanderungen wichtig, die durch diffusions-
kontrollierte Stol3e moduliert werden. Diatermolekularen Distanzen sind aber in der
Regel fur wirksame dipolare Relaxation zu grof3.

Wahrend bei der Mittelung tber alle Winkg{t) das transversale DlpolfeIB ,(1)=0
verschwindet, verbleibt ein z-Anteil B (t)¢0. Diese winkelunabhangigen z-Anteile
lokaler Dipolfelder bestimmen mal3geblich die chemische Verschiebung eines Spins.

Aufgrund der Abhangigkeit der dipolaren Kopplung vom gyromagnetischen Verhaltnis
produzieren die ungepaarten Elektronenspins paramagnetischer Komponenten die weitaus
starksten lokalen Felder, gefolgt von den Kernspins der Protonen.
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Abb.1.1 Das von einem im Bo-Feld ausgerichteten Dipol erzeugte magnetische Dipolfeld ist
rotationssymmetrisch um die durch B, festgelegte Dipolachse z, zu der der Azimutwinkel ©
gemessen wird. Das Dipolfeld hat die eingetragenen distanz- und winkelabhangigen Kompo-
nenten B, und B.

Tab.1.2 Dipolare Kopplungskonstanten Dyy (definiert nach Gl.1.57) zwischen
Heterokern X (= ¥2-Spin) und einem Proton. 1rad &2

Heterokern Vx [10%-rad-Hz/T] rxr [A Dy [rad-Hz]
H 2.6752 1.78 (CH,) 6.7-10
BN -0.271044 1.02 (Amid) 3.6-10
Bc 0.67265 1.095 (C-H) 7.2-10

142 CSA-Wechselwirkung

Die magnetische Abschirmung der Kernspins gegenubpeatuBh ihre Elektronenhdille
wird durch den CSA-Tensarscsa beschriebenGhemical Shift Anisotropy). Er hat die
drei Eigenvektoren = Hauptachsen.; mit den Eigenwerteroy; sz (in ppm). Die
normierte Spur des CSA-Tensors ist idiatrop gemittelte Verschiebungoig, = /5Tr{ o}.
Die Eigenwerte sind naaby; > 0,5, > 033 geordnet. Andere Bezeichnungen singd = o,
(bei axialer Asymmetrie ), 0, = 0, Undos; = 0, (bei axialer Asymmetrie zusammen-
gefald3t =0p). Die Achsenbezeichnungen gelten Molekil-KoordinatensystenWeitere
GroRRen sind diénisotropie 4o und dieRhombizitatds:

g, +t0 3 g,,—0
Ao=0,--2"28="(g,-0,) und Ap="2_—3%

[1.58]
2 2 0,~0,

iso
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Durch die Reskalierung beziglich, werden Anisotropie und Rhombizitat unabhéngig
von der absoluten chemischen Verschiebung.

Die CSA-Kopplungskonstante C gibt denBetrag der auf Spin | wirksamen Energie aus
dem CSA-Feld (Bcsa = 0csaBo) in [radBz] an und ist das Produkt augsd8 undy;:

2

B
s [1.59]

C

Im axialsymmetrischen Fall isho, = 0 - og und An, = 0. Als MaB flr die
Abschirmungsanisotropie gibt man den Quotiente(a@,+oy) an.

Die Modulation des magnetischen Feldes am Spin | durch seinen CSA-Tensor kann
offensichtlich nicht durch Distanzanderungen, sondausschlie3lichdurch Reorien-
tierung der ocsa-Eigenvektoren im By-Feld hervorgerufen werden.

Die CSA-Wechselwirkung ist der einzige Relaxationsmechanismus mit einer direkten
Bo>-Feldabhangigkeit (aufgrund def-Bbhangigkeit). Es muR aber beachtet werden, daR
alle Relaxationsprozesse Uber die spektrale Dichbg eifeindirekte Feldabhangigkeit
aufweisen und dal3 die Linienverbreiterung durch Austauschprozesse (Kapitel 1.8)
ebenfalls eine (skalierbar@) sausch [ Bo? Feldabhangigkeit produziert.

Tab.1.3 Eigenwerte und KenngréRen von CSA-Tensoren sowie CSA-Kopplungs-
konstanten C (entsprechend der Literaturdefinition, GIl.1.59) bei 600 NHzrmor-
frequenz. 1rad = Z

Kern 011=0;, 02,=0y 033=0, Ao An C [radHZ]
[ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
N(Amid) -160/ -170 0 2.1-10
NE(Indol) -89 1.1-16
Bco 244 178 90 110 1.2 4.2110
B3 25 0.8-16
B3P 32 1.0-16

1.4.3 Wichtige Unterschiede zwischen dipolarer und CSA-Wechselwirkung
Wesentliche Unterschiede zwischen dipolarer (D) und CSA-Kopplung (C) sind:

1. Nur D ist abhangig von atomaren Abstanden
2. Nur D fhrt zur Kreuzrelaxation

3. Nur D hangt vom Spinzustand des dipolar gekoppelten Partners S ab. Daher wird nur
D durch Inversion von S invertiert, wahrend eine Inversion des Spins | das Vorzeichen
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sowohl von D als auch von C umkehrt. Da die Kopplungskonstante bei der Auto-
Korrelation quadratisch, bei der Kreuz-Korrelation aber einfach eingeht (Gl.1.45), wird
diese Inversion nur bei letzterer wirksam

4. Nur C hangt von Bab. Daher kann bei einer gewissen Feldstarke C = D werden.

Aspekte 1 und 2 sind Grundlage der NMR-Strukturaufklarung tber die Messung des
Kern-Overhauser-EffekteNQOE), der die Kreuzrelaxation zwischen zwei Spins | und S
durch Autokorrelation ihrer dipolaren Kopplung darstellt. Aspekt 3 ermoglicht die
Unterdriickung der Dipol/CSA-Kreuzkorrelation bei der Messung von Relaxationsraten.
Die Kombination der Aspekte 3 und 4 ist die GrundlageTdRESY-Prinzipslél, bei dem

die entropische Relaxation im gekoppelten Spinzustand IS bei einer bestimmten S-Spin-
orientierung @ bzw. ) wegen der weitgehenden Kompensation der CSA- und dipolaren
Autokorrelation durch die Dipol/CSA-Kreuzkorrelation stark unterdriickt wird.

144 Weitere Wechselwirkungen

Neben den im gekoppelten 1S-Spinsystem (I, S = Spin-%2) wichtigsten dipolaren und
CSA-Wechselwirkungen existieren weitere Spin-Gitter-Wechselwirkungen:

1. Skalare Wechsalwirkung (K opplungskonstante K gc2):

Neben der direkten Wechselwirkung (dipolare Kopplung) durch den Raum kdnnen
Kernspins auch indirekt tber ihre BindungselektroneKdqpplung) kommunizieren.
Obgleich die skalare J-Kopplung (ca.’2010° radHz) immer um GréRenordnungen
kleiner als die vektorielle Dipol-Kopplung (bis LéadBz) ist, wird nur sie in Lésung
beobachtet, da sie unabhangig von der Molekilorientierung el ist.
Infolgedessen ist diéMolekdlrotation flr die Modulation von Junwirksam. Eine
Modulation von J kann jedoch durch raschen chemischen Austausch des gekoppelten
Spins S (skalare Relaxation erster Art) oder durch die rasche Relaxation von S (skalare
Relaxation zweiter Art) eintreten und die I-Spinrelaxation auslésen. Skalare
Wechselwirkung induziert neben der dipolaren Wechselwirkung als einzige gekoppelte
IS-Spiniibergange (Nullquanten-Ubergange) und fiihrt damit zu Kreuzrelaxation und
Abweichungen der I-Spinrelaxation von monoexponentiellem Verhalten. Skalare
Relaxation ist nur von der Frequenzseparatpnws = Nullquantenfrequenz abhangig

und damit der Linienverbreiterung durch Austausch (die aber keifieel@xation
induziert) sehr ahnlich. Infolgedessen fihrt sie (im homonuklearen | = S Fall) zu
Spektren hoherer Ordnung mit veranderten Signallagen und -intensitaten.
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2. Quadrupol-Wechselwirkung (Kopplungskonstante KQZ) [18]:

Kernspins mit | > %2 besitzen ein Kern-Quadrupolmoment, tiber das sie auch mit elek-
trischen Feldern wechselwirken kénnen. Lokale elektrische Felder beruhen auf der
Asymmetrie der Ladungsverteilung in der unmittelbaren Spinumgebung und werden
durch die Molekulrotation moduliert. Die Quadrupol-Kopplungskonstante kann aul3er-
ordentlich groR werden (>YGadBz) und fiihrt zu rascher Relaxation, die tiber die
skalare Wechselwirkung zweiter Art (s.0.) auch auf gekoppelte Spins S relaxierend
wirken kann. Dies muf} z.B. bei Relaxationsmessungen an deuterierten Molekilen
beachtet werden. Fir | > 1 ist die Quadrupol-Relaxation nicht mehr monoexponentiell,
d.h. T;- und T-Zeiten kbnnen nicht mehr definiert werden und die Linienform ist eine
Uberlagerung mehrerer Lorentzkurven.

3. Paramagnetische Wechselwirkung (K opplungskonstante K ¢°):

Ungepaarte Elektronenspins sind prinzipiell wie Kernspin-Dipole zu behandeln. Sie
sind jedoch erheblich starkeyJ/{y = 1836) und die paramagnetische Relaxation
dominiert in der Regel Uber alle anderen Relaxationsmechanismen. Durch die auf3erst
rasche Eigenrelaxation der Elektronenspins befinden sich diese immer im Boltzmann-
Gleichgewicht, weshalb im Unterschied zur Kernspin-Dipol-Relaxation hier keine
Abhangigkeit der I-Spinrelaxation von der Magnetisierung des Partnerspins (Elektro-
nenspin) besteht. Diese verlauft daher grundsatzlich monoexponentiell, d.h. es ftritt
keine Kreuzrelaxation zwischen Kernspin | und Elektron auf. Fir die paramagnetische
Wechselwirkung ist neben der Molekulrotation vor allem die Elektronenbewegung
wichtig. Sie entscheidet, ob ein Paramagnetikum primar als Relaxationsreagens (lang-
same Elektronenbewegung) oder als Verschiebungsreagens (schnelle Elektronenbewe-
gung) wirkt (vgl. dynamische Verschiebungsanderung, Kapitel 1.3.6).

4. Spin-Rotations-Wechselwirkung (K opplungskonstante K sz?):

Die inhomogene Elektronen- und Ladungsverteilung im Molekul induziert bei Rota-
tion ein anisotropes molekulares Magnetfelg, .+ am Ort eines intramolekularen
Kernspins I. Durch molekulare St63e kommt es zur Modulation der Rotationsfrequenz
und damit von Byeawua- Daher ist flr diesen Relaxationsprozeld die Kollisionsrate ent-
scheidend, die invers von der molekularen Rotationsrate abhangt (vgl. Tab.1.4). Die
Spin-Rotations-Wechselwirkung hat deshalb gegeniber allen anderen WWh-eine
verse Temperaturabhangigké¢ftab.1.4), d.h. ihre Relaxationsbeitrdge” steigen mit

der Temperatur und sind ftr hochbewegliche Molekile (in der Gasphase) dominant.
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145 Kopplungskonstanten

Tabelle 1.4 gibt die Kopplungskonstanten der einzelnen Wechselwirkungen geman der
Definition in Kapitel 1.3.5 und der allgemeinen Ratengleichung 1-56 an. Die effektive
Korrelationszeit verdeutlicht, welche dynamischen Prozesse zur Modulation der
Wechselwirkung noétig sind. Sie ist zur Konstruktion der in Kapitel 1.6 aufgefihrten
speziellen spektralen Dichtefunktionen natig.

Tab.1.4 Ubersicht der Spin-Gitter-Wechselwirkungen mit zugehérigen Kopplungs-
konstanten und effektiven Korrelationszeiten (vgl. Kapitel 1.6).

Wechsal- Kopplungskonstante effektive Korrelationszeit
wirkung [radHZ] (vgl. Kapitel 1.6)
Dipol 0y ysh D _ 1
o= (s HEHL s+ =g,
.. _1y. -
far S =7/, . % y,ysh yshE
OO2rd O

CSA B..o0[] 1
BBl neg

Skalar 1 1
Ke = \gm A/S(s+1) T pusausch = o (skalare R.1.Ait
Austausch
fur S =Yy T 7o =T,(9),T,(S (skalare R.2.Ajt
<2
Spin-Rotation o - Ecazx +2C2, % _|ka§ roo= I,
7O 3 Oua’ 6kTTRot

|, = Tragheitsmoment fur intermolekulare StolRe

C = Spin-Rotations-Kopplung
Quadrupol V3t uq Af72 D

‘8%7%

Hg=Kernquadrupolmoment

[

6D,

g=elektr. z-Feldgradient
n=Asymmetrieparam. des E-Feldes

| = relaxierender Spin, S=gekoppelter Spin. Die paramagnetische Kopplung ist hier aufgrund der
komplizierten Abhangigkeit von der Elektronenrelaxation nicht bericksichtigt.
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15 Reaxationsraten

151 Berechnung von Relaxationsraten

Die Relaxationsraten entsprechenden Redfield-Matrixelemente (vgl. 1.3.5) werden
analog zur spektralen Dichte (vgl. 1.3.3) in die Relaxationsbeitrage /™" aufgrund
einzelner korrelierter Wechselwirkungen (Relaxationsmechanismen) w und w' unterteilt:

Riass = Zrc\%v;m [1.60]

Der Einsatz der isotropen spektralen Dichte (Gl.1.45) in die Definitionsgleichung der
Redfield-Matrixelemente (GI.1.33) liefert Relaxationsbeitrage der allgemeinen Form

e Ll a0l aon

Die Faktoren und Indizes erklaren sich wie folgt:

Indizes w und w bezeichnen Paare korrelierter Spin-Gitter-Wechselwirkungen (Kopp-
lungen), d.h. den betrachteten Relaxationsmechanismus (z.B. Dipol-Dipol-Relaxation).

K" und K" sind die in Kapitel 1.4 ausfiihrlich behandelten Kopplungskonstanten, d.h.

Amplituden der korrelierten Spin-Gitter-Wechselwirkungen.

Der Index i bezeichnet die moglichen Ubergangsfrequenagndie im betrachteten

Redfield-Matrixelement (GIl.1.33), d.h. in der betrachteten Relaxationsrate, auftreten.

Index i ist abhéangig von Index

Index J bezeichnet den Relaxationsverlauf zwischen den betrachteten Ausgangs- und

End-Spinzustanden, also Polarisationen wie z.Bdér Koharenzen wie z.B.. Der End-

Spinzustand hangt vom Relaxationsmechanismus (d.h. der Art der korrelierten Spin-Git-
ter-Wechselwirkungen) und davon ab, ob eine Auto- oder eine Kreuzrelaxation betrachtet
wird (vgl. Kapitel 1.3.3 und 1.3.5). Bei autokorrelierten Spin-Gitter-Wechselwirkungen

(w = w') sind Ausgangs- und Endzustand identisch (zB- 11,), wobei im Fall der

Kreuzrelaxation, die nur fur Polarisationen mdglich ist, der empfangende Spin ein anderer

ist (z.B. , - S,). Bei kreuzkorrelierten Spin-Gitter-Wechselwirkungem £ w’) ent-

spricht der Endzustand ebenfalls dem Ausgangszustand bis auf die Mdglichkeit, dal’ ein

gekoppelter Spinzustand erreicht wird (z.B-l 2I,S, oder |, - 2I,S,).
Der Faktora; ist der Eigenwert aus dem Spinanteil (Kapitel 1.3.3 und GI.1.49)
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Die spektrale Dichte J"(w) beschreibt die Auto- bzw. Kreuzkorrelation von Paaren
von Spin-Gitter-Kopplungen K" und K* bzw. deren Einheitsvektoren und ist in GI. 1.42
(Kapitel 1.3.3) definiert

1.5.2. Besonderheiten der Kreuzkorrelationen

Bei der Kreuzkorrelation zweier verschiedener Spin-Gitter-Kopplungen K" und K* wird
ein lokales Feld B" durch Interferenz mit einem zweiten Feld BY moduliert (Kapitel
1.3.4) und umgekehrt. Wegen dieser Reziprozitat treten die BeitrBf¢ in der Gesamt-
rate Raweimal auf. Bei derAutokorrelation (v = w') sind beide Felder identisch und
durfen daher in der Gesamtrate R amfach gewertet werden.

Die spektrale Dichte der Kreuzkorrelatiom/'w' kann, falls derselbe modulierende
Bewegungsmechanismus wirksam ist, aus derjenigen der Autokorrelatordurch
Multiplikation mit dem Ordnungsparameter der Kreuzkorrelation S(6) erhalten
werden (die Erklarungen hierzu erfolgen in Kapitel 1.6):

3 (@) =S () 1" () [1.62]
0 ist der Winkel zwischen den Einheitsvektoren, die die Spin-Gitter-Koppluk§emd
K" beschreiben (vgl. Gl.1.42).

Die Ausfuhrungen in Kapitel 1.4.3. haben gezeigt, dal die Kreuzkorrelation im
Gegensatz zur Autokorrelationvertiert werden kann.

Mit diesen drei Besonderheiten nehmen die Kreuzkorrelationsanteile die spezielle Form

My =28 (9) K"K D A (@) [1.63]

an, in der im Vergleich zur allgemeinen Form 1.61 der Faktor ¥ diif¢tpBersetzt ist.
Sie dirfen jetzt in der Summe 1.60 fir die Gesamtrelaxationsraten ebenso wie die
Autokorrelationen nur noch einfach gewertet werden!

Es wird nochmals betont, dal3 Kreuzkorrelation im Gegensatz zur Autokorrelation zu
gekoppelten Spinzustdnden fihrd@ann (vgl. 1.3.3 und 1.5.1). Dies hat dann
multiexponentielle Relaxation zur Folgé.

153 Relaxationsraten des isolierten 1SY2-Spinsystemes mit axialsymmetrischem
CSA-Tensor

Im isolierten 1S-Spinsystem (I, S = ¥2) mit chemischer Verschiebungsanisotropie CSA(l)
des betrachteten Spins | sind im Regelfall die IS-Dipol- und I-CSA-Wechselwirkungen
entscheidend. Sie liefern die entsprechenden Relaxationsdritaiied r“**. Wenn der
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betrachtete Spin | ein Quadrupolmoment besitzt (I > %2), dominiert quadrupolare Relaxa-
tion; wenn der gekoppelte Spin S ein Quadrupolmoment besitzt, kann die skalare IS-
Relaxation bedeutend werden. Dieser Fall liegt z.B. fur'theRelaxation in*>NH-
Gruppen vor, da die Deuteriumrelaxation aufgrund des Quadrupol-Kopplungsmechanis-
mus sehr rasch verlau#l. Bei paramagnetischer Verunreinigung tritt in der Regel dieser
Relaxationsmechanismus in den Vordergrund.

Bei axialer Symmetrie des CSA-Tensors und wegen der gleichen Modulation der
dipolaren und CSA-Kopplungen durch die Molekilrotation kann hier mit einer einzigen
spektralen Dichtefunktion gerechnet werden (GI.1.62), wenn die Molekulrotatinop
ist. In diesem Modellsystem setzen sich die Gesamtrelaxationsraten flr Spin | nach
GI.1.60 wie folgt zusammen:
R,(I,)=R(,)=T"(1,)+T (1) £ (1, - 21.S))
R,(I)=R(,)=T°1)+T ) £r>*a, - 21.,S) [1.64]
0s=R(l, - §)=T(, - S)
Durch periodische Inversion dEP’**-Kreuzorrelation (vgl. 1.4.3), die zu gekoppelten
Zustanden und multiexponentieller Relaxation fihrt, |43t sich dieser Relaxationsmecha-
nismus experimentell unterdricken. Kreslaxation o,s kann durch kontinuierliche Satti-
gung des gekoppelten Spins S unterbunden werden. Dies ist Voraussetzomgpdir
exponentielle RRelaxation (vgl.1.3.5) und wird nachfolgend immer vorausgesetzt!

Neben den Ein-Spin-Zustandenund |, (Analoges gilt fir S) sind im selben 1S-System
auch die gekoppelten Zwei-Spin-Zustandgs2121,S, und 2LS, mdglich, deren Gesamt-
relaxationsraten sich wie fir;Pzw. R in Gl.1.64 bei Vernachlassigung deP’“*-
Kreuzkorrelation nur aus den entsprechenden beiden Autokorrelationsbefffagel
% zusammensetzen.

Tabelle 1.5 listet auf, wie sich die partiellen Relaxationsra{®nder Paare korrelierter
Kopplungen im isolierten 1S-Spinsystem (I, S = %) unter Annahme eixid-
symmetrischen CSA-Tensors (mit Winkeb bezuglich des 1S-Verbindungsvektors) aus
den spektralen Dichtewerten bei bestimmten Ubergangsfrequenzen aufbauen. Zur Voll-
standigkeit sind auch Relaxationsraten fur skalare (SC) und Quadrupol-Kopplung (Q)
angegeben. Die allgemeine Formel GI.1.61 bzw. 1.63 fur Kreuzkorrelationen liegt zu-
grunde. Die tabellierten Wichtungsfaktoren der spektralen Dichtewerte entsprechen den
Eigenwertena; aus den Spinanteilen. Nach Tab.1.5, erste Zeile, berechnet sich z.B. der
longitudinale Relaxationsanteil aufgrund der Dipol-Dipol-AutokorrelafiBf,) zu:
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ro(1,) = 2D% 6 10@) + 203( - ) + 1200, + o)} [1.65]

Die Formeln sind nur dann konsistent, wenn die in Tab.1.4 tabellierten Ausdricke fur die

Kopplungskonstanten und die in Kapitel 1.6.2 beschriebene spektrale Dichtefunktion

J(w) :EE—I% der isotropen Molekulrotation eingesetzt werden!
WTh

51

Im homonuklearer S-Spinsystem reduziert sich wegen wy = ws die Anzahl der Uber-
gangsfrequenzen formal auf maximal 3. Es gilt danx) X Js) und Jy-ws) = J(0) und
die Vorfaktorerg; sind entsprechend untenem spektralen Dichtewert zu addieren.

Die Relaxationsraten in Tab.1.5 verdeutlichen die in Kapitel 1.3.3 und 1.3.5 angesproche-
nen Besonderheiten der einzelnen Relaxationsbeifrage

« Prinzipiell tritt der Ein-Quanten-Ubergang des betrachteten Spins | auf (Ubergangs-
frequenzw) aulRer beim skalaren Relaxationsmechanismus

* Nur bei der Relaxation von Koharenzen tritt der adiabatische Relaxationsanteil
(vgl.1.3.5) mit J(0)-Abhangigkeit auf. Im homonuklearen 1S-Spinsystem kann die
Identitat J(u-ws) = J(0) allerdings auch fir Populationen formal zur J(0)-Abhangigkeit
fihren (s.0.). Nur fiur dieMultiguantenkoharenzl,S,, entfallt die relaxations-
dominante J(0)-Abh&ngigkeit (vgl. aber Mehrspin-Effekte, Kapitel 1.5.4)

 Die bilinearen dipolaren, skalaren und (quadratischen) Quadrupol-Kopplungen
(vgl.1.3.3) ermdglichen die weiteren Ubergangewsnnd w + ws, jedoch nur im Fall
der Autokorrelation. Nur diese Kopplungen fiihren zur Kreuzrelaxation.

Die in Tab. 1.5 angegebenen Partialraten der Ein-Spin-Zustande gelten weitgehend fur
N in Peptidgruppen (S = HY) und fir *C® in Aminosauren mit natiirlicher **C-
Haufigkeit (S = H). In beiden Fallen ist der CSA-Tensor (vgl.Tab.1.3) axialsymmetrisch,

so dald bei isotroper Molekilrotation dieselbe spektrale Dichte fir Dipol- und CSA-
Relaxationsmechanismen angenommen werden kénnen. Die Hauptachsen verlaufen in
guter Naherung parallel zum dipolarenyEKopplungsvektor, so dal3 auch bei
anisotroper Molekiilrotation angenahert dieselbe spektrale Dichte gilt°MBdiegt die
Winkelabweichung bei ca. 10° - 284, so dafl der Ordnungsparamest“>* = P, (cos6)

fur die r”“*®N)_Kreuzkorrelation ca. 0.9 betragt.
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Tab.1.5 Berechnung partieller Relaxationsraten /(1) (in H2) im IS-Spinsystem (I = betrachteter
Y%-Spin, S = gekoppelter ¥2-Spin) mit axialsymmetrischem CSA-Tensor.

VE"KY 130 J(w) - Iw) I(w+ws)
Autokorrel ationsraten:
To-Typ: T°(1,) YilD? 6 2 12
(B Y42
r=(,) Yo [(D/2) 2
21, 1ol ? 2 8
TyTyp %0 w2 | - a3 1 6 6
() Y42 4 3
I (M Y5((0/2Y 1% 12
r2(1,)? VY03 3 5 2
gekoppelte Zustande:
T:-Typ: T°21,S) Zing 6 6
re54(21,S) YoICT? 6
TrTyp IP@LS) w2 | 4 3 T 6
reA21LS,) Y42 3
rP21Sy) ZIng 3 1 3 6
FSS4(21S) YoICT? 3
Kreuzkorrelationsratedl: S = py(co)
|—D1/D2(|Z) + gD:L/Dz[Dll]:DZ 6
rDl/DZ(IX) + SDl/D2|:D1|ID2 4 3
M1, - 21,S)) + ST 6
MY (1 - 21kSy) + S"ADC 4 3
Kreuzrelaxationsrate:
|—D1/D2(|ZH S) 14?2 ) 12
&Yy, s) 15D -2

Kopplungskonstanten K" sind nach Tab.1.4 zu berechnen; D = Dipol-Kopplung, C = CSA-
Kopplung, weitere Relaxationsmechanismen (SC = skalare, Q = Quadrupol-Kopplung) kursiv.
Angegebene I (I,)-Raten setzen Unterdriickung der IS-Kreuzrelaxation voraus. Fur die spektrale
Dichte wird Gl.1.65 angenommeh.Bei T,-Messungen unter Spin-Lock ist J(0) durctsl) zu
ersetzen? ¥ Abweichende spektrale Dichtefunktion (vgl. Tab.124¥; = Tausasch bzw. = T(S);

9 1c = Tausasen bzw. = T(S). ¥ Relaxation ist fur | > 1 nicht mehr monoexponenti@lDas
Vorzeichen der Kreuzkorrelationsraten hangt vom S-Spinzustand ab; der Ordnungsparameter
S"™ entspricht beisotroper Bewegung der Kugelfunktion,fit 6 = starrer Winkel zwischen
IS-Dipolvektor und der Hauptachse desalsymmetrischen CSA-Tensors (vgl.1.6.3) Kreuz-
relaxation tritt nur bei (dipolarer oder skalan€gpplung zwischen zwel Spins auf.
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Die Abweichungen der Gesamtrelaxationsraten von Gl. 1.64 aufgrund von Mehrspin-

effekten (z.B. Kopplung HY-H®) des real nicht véllig isolierten 2-Spinsystemes betragen
fur °N ca. 3-4%, fir € ca. 5-7%l22. Dieser systematische Fehler ist bei der Fehler-
betrachtung zu bericksichtigen oder durch entsprechende Erweiterung der Gesamt-
relaxationsraten um Mehrspin-Terme (vgl. 1.5.4) aufzuheben. Meist wird die systema-
tische Abweichung aber einfach durch entsprechende Erhéhung der dipolgren D
Kopplungskonstanten tber einen verklrzten effektiyeBindungsabstand kompensiert.

Die Abweichungen sind bei Betrachtung der Relaxation gekoppelter Spinzustande (z.B.
2X,H,) erheblich und Mehrspineffekte (vgl. 1.5.4) missen beriicksichtigt werden.

154 Relaxationsraten in Multispin-Systemen

Die Gesamtrelaxationsraten flr hohere Spinsysteme kénnen nach Tabelle 1.5 aufgebaut
werden, indem man das Mehrspinsystem in einzelne 1S-Systeme zerlegt und anschliel3end
summiert. Fir die Relaxation vdfiC’ der Carbonylgruppe in [U-N,*C]-markierten
Aminosauren23 lauten die Gesamtraten der CSA- und (I-S)Dipol-Autokorrelation:

R =T+l +T5 +I "+, ™ [1.66.a]
der CSA/(I-S)Dipol-Kreuzkorrelation:
ngA/C’—S - r1(’:2$A/C’—N + rlL:ZZSA/C’—Ca + rl(’ZZSA/C’—Ha + rl(’izsA/C’—HN [166b]

der (I-S)Dipol/(1-S")Dipol-Kreuzkorrelation: [1.66.c]

C-S/C-S _ - C-Ha/C-HN C-Ha/C-Ca C'-Ha/C'-N C-Ca/C-N C'-Ca/C-HN C'-N/C-HN
R12 - r1,2 + r1,2 + r1,2 + r1,2 + r1,2 + r1,2

und der k- S Kreuzrelaxation:

R(C, & S,) =[N+ C-M ypC-cappeen [1.66.d]
Diese Ausdriicke gelten fiir einen axialsymmetrischen CSA-TensoP@iist der CSA-
Tensor jedoch stark anisotrop und erfordert umfangreiche Korrekturen an den Relaxa-

tionsraten zur Bertcksichtigung der Mischung verschieden orientierter spektraler Dichte-
funktionen entsprechend den 3 Hauptachsen des CSA-Té&#kors

Mehrspin-Effekte fuhren im IS-Spinsystem auch fur die Multiquantenkohérgfzvdke-
der zu adiabatischen J(0)-Beitragen. fiN-H"-System koppelt dasHProton z.B. mit
weiteren Protonen HFUr 2N, H) lautet dann die Gesamtrelaxationsrate:

RN, HY )= T N, 1 )+t (n, 1Y )+ 5 s (WY [1.67]
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Fur die Relaxationsbeitragé™ " (H!') aufgrund dipolarer Kopplung zwischen den
Protonen kann der in Tab.1.5 aufgefiihrte Ausdruck Rif,) eingesetzt werden mit | =
H" und S = H(homonuklearer Fall). Diese Terme filhren erneut zur J(0)-Abh&ngigkeit.

Die N-Relaxation in denNH,-Amidgruppen der Seitenketten von Asparagin und
Glutamin laft sich analog versteh&d. Eine ausflihrliche Behandlung der dipolaren
Relaxation in Multispin-Systemen findet sichi3ri.

155 Rickrechnung und Aufzeichnung der spektralen Dichtewerte

Die hergeleiteten Ratenausdricke erlauben die Rickrechnung der spektralen Dichtewerte
bei diskreten Ubergangsfrequenzemy)J(aus den gemessen€esamt-Relaxationsraten,

wenn alle beitragenden Relaxationsmechanismen kekannt sind und auf die
Unterdriickung von Kreuzrelaxation und kreuzkorrelierter Relaxation (beide fiihren zu
multiexponentieller Relaxation) geachtet wird.

Bei n Ubergangsfrequenzen des gekoppelten Spinsystemes missen zur eindeutigen
Ruckrechnung den spektralen Dichtewerte 3] auch mindestens unterschiedliche
Relaxationsraten bestimmt werden. Dann ist die Aufzeichnung allendglichen
spektralen Dichtewerte vollstandigul{ spectral density mapping) [26-28, Oft kann man

die n diskreten Ubergangsfrequenzenin (m < n) Frequenzbander zusammenfassen,
wenn man annimmt, dal® sich die spektrale Dichte innerhalb dieser Frequenzbénder nicht
erheblich andert. Diese Annahme ist umso besser erfilllt, je dichter einzelne Ubergangs-
frequenzen beieinander liegen. Dann kann zur Ruckrechnung der spektralen
Freguenzband-Dichtewerte die Anzahl der zu messenden unabhangigen Relaxationsraten
auf (m< n) reduziert werderréduced spectral density mapping) [29. 301,

Im Falle des praktisch wichtigsten isolierten 2-Spin-Y¥2-Systemes existieren 5 Ubergangs-
frequenzen. Fir das isoliert®N-H-Spinsystem lassen sich diese aufgrund des groRRen
yu/Yn-Verhéltnissesx -10) in sehr guter Naherung zu 3 Frequenzbandesh { wy} und

{ N, WH, W} Zusammenfassen. Fiur das isoliéﬁ@-lH-Spinsystem jedoch ist diese
Reduktion aufgrund des viel kleinergiiyc-Verhaltnisses 4) problematisch.
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1.6 Formalismus zur Beschreibung statistischer Bewegung

Der Vergleich der riickgerechneten spektralen Dichtewerte (vgl.1.5.5) Uber die Protein-
sequenz gpectral density mapping) zeigt an, fur welche Restlokale dynamische
Prozesse mit Frequenzanteilen bei den jeweiligen Ubergangsfrequenz vorliegen; die
spektrale Dichte ist dann relativ erhoht. Um diese statistischen dynamischen Prozesse mit
Hilfe dynamischer Parameter quantifizieren zu kénnen, ist dgamultane Anpassung aller
gemessenen spektralen Dichtewerte an entsprechend parametksmrteierliche
Modellfunktionen erforderlich. In diesem Kapitel werden Modelle von Korrelations-
funktionen und spektrale Dichtefunktionen fiexplizite Bewegungen und fir
generalisierte dynamische Prozesse beschrieben.

1.6.1 Grundlagen
Die Korrelationsfunktion Qi zur Beschreibung des Ordnungsverlustes zwischen Paaren
statistisch modulierter Spin-Gitter-Wechselwirkungenw’) wurde in Gl.1.42 definiert:

C"™ (1) = p" ()" (t-1) = " (O L™ (7) [1.68]

Die Kopplungskonstanten wurden ausgeklammert, so dal3 die Korrelation nur von der
Reorientierung der zugehdrigen Einheitsvektofghabhangt. Die Vektoren sind hier als

komplexe Zahlen dargestellfi( = 4"); der Realteil des Produktes einer komplexen mit
einer komplex-konjugierten Zahl entspricht d&kalarprodukt (vgl.1.3.4). Der Anfangs-
zeitpunktt der Betrachtung und das Vorzeichen wosind bei homogenen statistischen
Bewegungen belanglos.

Die Korrelationsfunktion G gibt beiAutokorrelation (w = w') die Wahrscheinlichkeit
dafur an, einen Vektor nach der Daueunverandert im Ausgangszustand anzutreffen.
C(1) kann daher nur Werte zwischen 0 und 1 einnehmen:

» FUr C) = 1 sind Ausgangs- und Endorientierung vt identisch und es hat keine
Reorientierung stattgefunden. Immer gilt da@éd) = 1.

« Fur Cf) = 0 besteht keinerlei Zusammenhang zwischen Ausgangs- und End-
orientierung voniz” mehr und die Bewegungen sind vollig regellos.

Der zeitliche Verlauf von GJ hangt von der Art der zugrundeliegenden Bewegung ab.
Fur diffusive (dispersive) statistische Bewegungen sinkt C() stetig auf einen Grenzwert
ab. Eine Zunahme von §(entsprache einer Entropieabnahme und ist unwahrscheinlich.
Die Korrelationsfunktionen derartiger diffusiver oder sprunghatfter statistisktaekdv-
artiger) Bewegungen sirfSimmen von Exponential funktionen:
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u rQd
C = . — 1.69
Markov(T) aO + ; a'| eXpE’_ Ti E [ ]

Die Zeitkonstanten der tGberlagerten Bewegungsmodbeif3ernKorrelationszeiten 7. Der
Grenzwert Cf ) ist derquadratische Ordnungsparameter S, z.B.

=a, [1.70]

Markov

IirnCMarkov(T) = SZ

Im Grenzfallt - co (statistisches Gleichgewicht) zerfallt C) in das Produkt der mittleren
Vektororientierungen

limC(7) = limz2*(0) ™ (1) = @ (0) L™ () = S [1.71]

S entspricht also dem komplexen Produkt zwisctittierer Ausgangs- und Endorien-
tierung des betrachteten Vektofg. S ist daher eirvaR firr die raumliche Beschrén-
kung statistischer Bewegungemd nimmt Werte zwischen 0 und 1 ein. S* = 1 bedeutet,

daR der Vektor keine Auslenkung erfahrt, d.h. seinen Winkel nicht verandert Ei0 S

sind Anfangs- und Endorientierung statistisch unabhangigo(reliert), die mittlere
Winkelauslenkung des Vektors ist 90°. Bei dieseagischen Winkel 8yqgisch Verschwin-

det also der Grenzwert der Korrelationsfunktion. Bei quantenmechanischer Betrachtung
der Vektor-Rotation (vgl.1.6.2) weicBgsh abhangig vom Bewegungsmodell von 90°

ab (vgl.Tab.1.5). Die Differen2-S kann als MaR fiir die Winkelamplitude statistischer
Bewegungen interpretiert werden.

Der Ausgangswert der Korrelationsfunktion
cvv(@=s"""<1 [1.723]

ist nur dann gleich eins, wenn die korrelierten Vektofgénund " parallel sind. Dies

gilt bei Autokorrelation (mit w = w') aufgrund der Identitat der korrelierten Vektoren
immer. Im Fall derKreuzkorrelation (mit w# w') muf3 man hingegen die statistische
Winkelverteilung der korrelierten Vektoren tber das Ensemble audkdnéischem Be-
obachtungszeitpunkt (d.h.= 0) durch einen weiteren Ordnungsparametéf Seriick-
sichtigen. Da diese Ensemble-Winkelverteilung ihrerseits durch statistische Bewegungen
hervorgerufen werden, gelten die fir dguadratischen Ordnungsparameter?Sler
Bewegung gemachten Aussagen (s.0.) sowie die in Tab.1.6 aufgelisteten modell-
abhangigen Parameter auch fiir deoht quadratischen Ordnungsparamet&f” Sder
Kreuzkorrelation. Mit ihm |41t sich bedentischen statistischen Modulationsprozessen
(i.d.R. isotrope Bewegungen) fir die Orientierungen beider Vektofgh und g die
Kreuzkorrelations- durch didutokorrelationsfunktion substituieren:

C"™ (1) =S¥ [T (7) [1.72b]
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Die Fouriertransformierte der Korrelationsfunktion ist die zugeh&pgkrale Dichte:
I () = unW(O) Cu™ (1) expliwr)dr [1.73]
0

Fur Markov-artige Prozesse, deren Korrelationsfunktionen Summen von Exponential-
funktionen sind (GI.1.69), erhalt man fir diedlen) spektralen Dichten Summen von
Lorentzfunktionen:

a T
=11+ (C(JTi )2

Langendnderungen vom" konnen prinzipiell @hnlich behandelt werden, wenn die

Markov =2 |a’[CMarkov - aO] CO#OJT)dT =2 [174]

Kopplungskonstanten um die Distanzabhangigkeit reduziert werden, beispielsweise fur
dipolare Wechselwirkungen:

v vsh
e [1.75]

I (w) = ZEJ'r (O)Eli)exp(lwr)dr und D’= %

Bewegungen unter LaAngenanderungen spielen zur Modulation von Spin-Gitter-Wechsel-

wirkungen fir die Relaxation jedoch meist nur eine untergeordnete Rolle (vgl. 1.4.1,
1.4.2 und Tabelle 1.4) und werden nachfolgend vernachl&ssigt.

1.6.2 Isotrope Molekilrotation

Die Korrelationsfunktion der isotropen Molekulrotation leitet sich von der Aufenthalts-
wahrscheinlichkeit eines langentreuen Quantenvektors auf der Einheitskugel ab. Die
Ldsung der zugehorigen Schrodinger-Gleichung ist die Kugelfunktion 2.0rdryang, P

P, (cos8) = %(30052 0-1) [1.76]

Die Rotations-Korrelationsfunktion ist dann

Cx (1) = f1(0) (1) = P, (cosB(0)) (P, (cosb(7)) [1.77]
Bei isotroper statistischer Rotation ist die Winkelverteilungsfunkfig#yr)) homogen
und es ergibt sich eimeonoexponentielle Korrelationsfunktion:

0
C (r)—l p(- 6D, T Eexp%—m [1.78]

Die charakteristische Zeitkonstartig = 1/(6Dy) (Dr = Rotationsdiffusionskonstante) ist
die Rotationskorrelationszeit, oft auch als molekulare Korrelationszgjt bezeichnet.
Das Quadrat des OrdnungsparameterSd&t — o) = S2 = 0.

Die zugehdrige spektrale Dichtg(ab) der isotropen molekularen Rotation lautet
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P _ 2 1,
Z‘ECR(T) cos(wr)dr = J,(w) = c Elm [1.79]

Die Unterschiede zwischen Jz(w) und der allgemeinen Form (Gl.1.74) sind der
Normierungsfaktor /5 und der explizite Ausdruck T = 1/(6Dg) fiir die Korrelationszeit.

1.6.3 Explizite Bewegungsmodelle und zugehérige Dynamikparameter

Fur explizite Bewegungsmodelle lassen sich analytische Korrelationsfunktionen aufstel-
len und exakte Dynamikparameter (Ordnungsparameter S der Kreuzkorrelation bzw.
quadratischer Ordnungsparametérder Bewegung und Korrelationszeiten, vgl. 1.6.1)
angeben. Tabelle 1.6 fal3t wichtige Beispiele fur explizite Bewegungsmodelle zusammen.

Tab.1.6 Wichtige explizite Bewegungsmodelle und zugehoérige Dynamikparameter.

Bewegungsmodell Dynamikparameter
Freie isotrope Rotation (vgl.1.3.2.) S?=0

TR= 1/6DR
Axialsymmetrische Rotation auf Kegel mit Beos? 3 -10T
Offnungswinkelp 2. SHE [P2 (cos,[i)]2 = E,%%

3 gy 1y

T, = D, sin’p 052[3+165|n B

ﬁmagisch = arCtan(\/E)
Freie Diffusion im Kegel mit Offnungswinkel , i T
B (wobbling in a cone) *? Sc = @COSB(“ COSB)H Mit Bragisn = 57

Tc hangt von Diffusionskonstante-mndf ab.

Sprungmodell fir diskrete Position&fl numerische Lésungen fuf 8ndte;

1.6.4 Modellfreie Naherung fur unbekannte Qj

Die exakte Wiedergabe der Korrelationsfunktion unbekannter diffusiver Bewegungen
erfordert nach Markov (GI.1.69) beliebig viele Dynamikparameter (&, T;). Diese Reihen-
entwicklung lafit sich jedoch durch nur einen einzigen Exponentialterm anh&h&in

so dald zur Definition diesemodellfrel (d.h. unabhéangig von Bewegungsmodellen)
genaherterKorrelationsfunktion C*P(1) nur zwei generalisierteDynamikparameter, der
quadratische Ordnungsparameter S% und die effektive Korrelationszeit T, Notig sind:

C* (1) = S? +(1- Sz)expé—éé [1.80]

Die zugehdrige spektrale Dicht&°jw) zu [Ca”p(r) —SZ] ist die Lorentzkurve
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(1-s?)r4

Trafr [1.81]

2}[capp(r) ~ S?] cos(@wr)dr = I (w) = 2

T Wird Uber die Forderung nach identischen Integralen fur die tatsachlicher@(die
genaherte €°(1) erhalten (Normierungsbedingung):

M C®(r)-S*|dr={1-S°)r, = ( C(r) - S?|dr [1.82]
fl Jor = -)r., =] |

T«¢ ISt daher abhangig va® =C* (1 - »), was denMarkov-Ordnungsparameteg ant-
spricht. Die Bestimmtheit von’$iangt wiederum vong; ab, denmt; ist die Referenz-
Korrelationszeit, beziglich derer sich diarkov-Reihe (GIl.1.69) in Terme mif < Tt

und Terme mitt, > T« zerlegen |aRt. Letztere fallen langsamer gegen Null und tragen
u.U. zum scheinbaren GrenzweftSC* (T » T«) bei.

Die modellfreie Korrelationsfunktion ist unabhangig von der Art der diffusiven sta-
tistischen Bewegung. Die Naherungsfehler bestehen jedoch darin, dal3 mehrere mdgliche
Bewegungsmoden unterschiedlicher Frequenz nicht aufgeldst, sond@neimModus
zusammengefal3t werden. Im Grenziall- O (extreme narrowing limit) vereinfacht sich
FP(w) (G1.1.81) zu:
lim J% (a) = 201 - 821, EZ}[C(T) -s2|dr [1.83]

0

Ty -0

Nur dann ist ¥°(w) = Jw), d.h. die Naherung®(t) geht in die tatsachliche, unbekannte
C(t) uber. Mit zunehmendety nimmt die Wahrscheinlichkeit der Ubereinstimmung
zwischen &®(1) und Cf) ab. Dies hat primar keine Konsequenzen fir die generalisierten
Dynamikparameter ’sund T4, filhrt aber zu hdheren Fehlern bei der Riickrechnung der
expliziten (vgl. Tab.1.6) aus dergeneralisierten (modellunabhangigen) Dynamik-
parametern. Fur ihre Interpretation gilt:

« Der generalisierte quadratische Ordnungsparameter S ist ein modellunabhangiges
Mald fur die raumliche Beschrankung bzw. die Winkel-Amplitude statistischer
Bewegungen.

» Die effektive Korrelationszeit 74 hangt gemald der Definitionsgleichung 1.61 sowohl
von den tatséchlichen Korrelationszeiten als auch von der rdumlichen Ausdehnung der
statistischen Bewegungen ab. Die Rickfuhrungwgemuf tatséchliche Zeitkonstanten
bzw. Diffusionskonstanten ist daher im Gegensatz’zwBmodellabhangignoglich.
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1.6.5 Separationsansatz fur Uberlagerte Korrelationsfunktionen

Die Gesamtkorrelationsfunktion Cye(T) Uberlagerter statistischer Bewegungen laf3t sich in
das Produkt der Korrelationsfunktionenkorrelierter Bewegungsmoden zerlegéd:

Cel)=[]C (D) [1.84]

Die Moden (t) kénnen nun in der Exponentialndherung (GI.1.80) dargestellt werden:
0 O ¢
Coo(7) = |‘| 532 +(1- Sz)expEi—Z% [1.85]

Diese Produktentwicklung ist identisch mit deliarkov-Reihenentwicklung (GI.1.69),
wenn die Vorfaktoren;anit den generalisierten Ordnungsparameter-Quadraten assoziiert
werden. Fur zwei Bewegungsmoden lautet die Produktentwicklung [1.86]

r, +r.0
Tfrs %

Der Index f {ast) steht hierbei fur die schnellere, der Indeglev) fir die langsamere
der beiden Bewegungsmodan< 1s).

Cou() = SIS2 +S2(1- sz)expé— %EJ' s (1- sj‘)exp§+ TL§+ (1-7)(2- s§)exp§— r
f s

1

09 |
08 |
071

0.6 1

C(1)

05+
04 :,

0.3+

0.2 :,

0.1 1

Abb.1.2 Verlauf der Korrelationsfunktion Cgye(T) fr 2 Bewegungsmoden, GI.1.86, in Abhéngig-
keit vom angegebenen Verhaltnis beider Korrelationszettfn, Vorgegebene Parameter sind
S% = 0.6, & = 0.3 undts = 5. Dietriexponentiellen Kurven nahern sich fijr« ts (extreme
narrowing limit) asymptotisch an dimonoexponentielle Naherungsgleichung GI.1.87, die gegen
den reduzierten Ordnungsparameté8S= 0.18 strebt.
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Abb.1.2 zeigt den Verlauf dieser Funktion bel verschiedenen Verhaltnissen der beiden
Korrelationszeitent;/ts. Im Grenzfallt; « 15 vereinfacht sich GI.1.86 zu

0 O rd
Cp(7) = S ESSZ +(1-32) expl- T_s%: SZC(7) [1.87]

Die rasche Bewegung ist fast sofort auf ihren Ordnungsparamétabg&klungen und
tragt nicht mehr zur Gesamtkorrelationsfunktion bei - sie ha&xdesne narrowing limit

(t; « To) erreicht. § geht jedoch alSkalierungsfaktor in die nun monoexponentielle
Naherungsfunktion (Gl.1.87) ein, die ansonsten identisch mit der Korrelationsfunktion fur
die langsamere Bewegung (fig(Q gilt GI.1.80) ist. Die Grenzwerte sin@(0) =S}

und C,, () =S{ [8. Mit zunehmender Annaherung vanants nimmt der Fehler, der
durch monoexponentielle Naherung der Zwei-Moden-Korrelationsfunktiqp( ein-

tritt, zu und ist ber; = T maximal. Der Fehler entspricht hierbei der Differenz der Zeit-
integrale von G(t) nach GI.1.86 und der monoexponentiellen Naherungsfunktion 1.87.

Aus Naherung 1.87 folgt direkt, daR eimgbeschrankte rasche Bewegung nfit den
Beitrag der langsameren Bewegung zu Cgy(T » T5) ausldscht. GI1.1.86 nimmt in diesem
Fall die biexponentielle Form

z-f Ts

Cy(7,S; =0) =S¢ expé—riéﬁl— Sf)expé—rié mit 7, = [1.88]
f eff

T, +1,

an. Imextreme narrowing limit (1; « Tg) wird T4 = T; und der Beitrag der langsamen
Bewegung zu G(1) entfallt vollstandig. Der umgekehrte Fall danbeschrankten
langsamen Bewegung mif $ O fiihrt hingegen nicht zur Ausléschung des schnelleren
Bewegungsmodus.

Die Betrachtung fir 2 Bewegungsmoden lassen sich auf beliebig viele Bewegungsmoden
erweitern. Es gelten die folgenden, wesentlichen Aussagen zum Separationsansatz:

» Weitere Bewegungsmoden konnen immer danng(t} vernachlassigt werden, wenn
sie sich bezlglich der langsamsten Bewegungpitreme narrowing limit befinden
(ti— 0). Allerdings gehen die Ordnungsparametéd®@ser rasch abklingenden Moden
als Skalierungsfaktoren ein. AufR3erhalb d&seme narrowing limit nehmen die Fehler
bei Vernachlassigung weiterer Moden zu.

« Ein unbeschrankter Bewegungsmodus mjit=S0 léscht die Beitrage allevesentlich
langsameren Bewegungsmoden zur Gesamtkorrelationsfunktion aus. Daher tragen
Bewegungen, die wesentlich langsamer als ufibeschrankte Molekulrotationer-
laufen (T; » Tr), nicht zur Spinrelaxation bei (vgl. aber die Linienverbreiterungseffekte
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zur entropischen Relaxation, Kapitel 1.7). Ihre BerlcksichtigungydtCist sinnlos
(Uberparametrisierung).

« Bewegungsmoden mit3= 1 haben keine Amplitude und tragen nicht ZM(Q bei.

1.6.6 Erweiterung der Naherungsfunktion C™(7)

Es ist naheliegend, daR die Naherungsfunktifi(€} (GI.1.79) verfeinert werden kann,
beispielsweise um ein weiteres Glied bei zusatzlicher Kenntnis des tatséachliahen C(
Verlaufes unt = 0[12, C*"(1) hat dann die Form:

C*" (1) = A+ Bexp(-Cr) + Dexp(- ET) [1.89]
Dieser Ansatz wurde erst spaff@r aufgegriffen und parametrisiert:

C*™(1)=%° +(1—S§)exp%~%%+(8§ —Sz)expE—TLE [1.90]

S

Hierbei steht Index f flr eine sehr schnelle Bewegung, die dea @fVerlauf bestimmt
und rasch auf ihren Grenzwerf @bklingt. Der Vergleich mit der Gesamtkorrelations-
funktion fir 2 Komponenten fgst) und s §low) (GI.1.86) zeigt Identitat, falls

S =S [B2 undT; « Tg 1.91
f S

Die erweiterte Naherungsfunktior™®{t) und der Separationsansatz liefern genau dann
das selbe Ergebnis, wenn eine Komponente bezliglich der anderen wesentlich rascher
abklingt @41 > 10 bzw. 1 < ca. 25p$33]). Eine weitere Entwicklung fur ¥(t), die im
Grenzfall auf die exakte Reihenentwicklung fiftarkov-artige Prozesse hinauslauft
(Gl.1.69), wird angesichts der niedrigen NMR-Auflosung fur die mel3bare spektrale
Dichte J(v) immer problematischer.

Das Grenzverhalten der erweiterten Naherungsfunktion folgt aus Kapitel 1.6.5:

« Fur §* = 1 entfallt die rasche Komponente vollstandig, man erhalt die einfache
N&herungsfunktion, GI.1.80. Analoges gilt fif S 1.

« Firt =0 (< ca. 10ps) ist die rasche Bewegungskomponente abgeklungeff getitS
als Skalierungsfaktor in die einfache Naherungsfunktion §(m €in.

1.6.7 Anisotropie der Molekulrotation

Bei anisotroper Molekilrotation ist die finffache Entartung der Orientierungsquantelung
aufgehoben und die zugehorige Rotationskorrelationsfunktion bzw. spektrale Dichte ist
die Superpostion von exakt finf Komponenten (vgl. Kapitel 1.3.3):
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T
T

Tn
1+ w?r?

[1.92]

|

C,..(1) = i A, expgi— O TR & J(w) = 22 A,

mit
r,"=4D,+D, +D,
r,* =D, +4D, +D,
r," =D, +D, +4D,
r,” :6[D+\/W]
r,* :6[D—\/W]

D:}[D +D, +D,]
3 1 2 3

D= \/%[DlDZ +D,D, + D,D,]

Die Diffusionskoeffizienten D, sind Eigenwerte des Rotationsdiffusionstensors und
bestimmen die fiinf Rotationskorrelationszeiten Die Vorfaktoren A der spektralen
Dichtefunktion berechnen sich tber die Legendre-Kugelfunktionen zweiter Ordry)ng (P
aus den Winkelcosini zwischen dem betrachteten Vektarnd den drei Hauptachsen
des Rotations- bzw. Reaktionsdiffusionsten§its

Bei axialer Anisotropie (O = 0) reduziert sich die Anzahl der Bewegungsfreiheitsgrade
auf drei und die Losung flur &t) ist nurmehr dreifach geartet mit den Parametern:

1 2 - 3

—=4D, +2D =< |p@ 2_9 4

7, I 0 A d [P2 (cosb)| 4sm 7

1 - 2o 2_ 3. 2

= =D,+5D, und A,= =[P (cos8)|?=sin? 26 [1.93]
I, 6 4

1. 6D, A,= [PZEO) (cosé)] 2=%(3cos2 6 —1)2

TS

Anisotropie erzeugt ein&reuung effektiver Rotationskorrelationszeiten fur Vektoren
einer gegebenen, festen Orientierufig §) im Molekilkoordinatensystem, die sich aus
der Uberlagerung der Eigenwenteergibt. Statt einer einheitlichag kann nur noch eine
isotrop gemittelte Rotationskorrelationszeit 1r 5, angegeben werden, definiert Gber:

s T p T
J’ A exp%—%jr :J’expE— Eﬂr [1.94]
0 n= z—n 0 Z-Fz,iso

Durch die Anisotropie der Molekulrotation wird die wesentliche Voraussetzung des
Separationsansatzes, die Unkorreliertheit zwischen globaler und lokaler Molekllbewe-
gung, verletzt. Nunmehr besteheérorzugsachsen der Molekilrotation, mit denen
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Kreuzkorrelationen fiur die Vektoren der Lokalbewegungen mdglich sind (bei isotroper
Molekulrotation existieren keine Vorzugsachsen). Dennoch bleibt der Separationsansatz
in guter Naherung gultig, wenn

1. die Anisotropie gering ist, d.h. dignur gering streuen

2. interne Bewegungen wesentlich rascher als die Molekilrotation erfolgen, d.h. schnell
abklingen

Bei Anisotropie lassen sich Kreuzkorrelationsfunktionen nicht mehr (exakt) durch Auto-
korrelationsfunktionen substituieren (1.72). Geeignete experimentelle Methoden kdnnen
Kreuzkorrelationsbeitrdge zur Gesamtrelaxation jedoch unterdricken (vgl.1.5.3).

1.6.8 Modellfreie Naherungsfunktionen ¥°(«) fur die Gesamtbewegung

Jede Wechselwirkung wird durch bestimmte Bewegungen moduliert und erfordert ent-
sprechende spektrale Dichtefunktionen J(w) (vgl. Tab.1.4). In der Regel ist die Molekiil-
rotation maf3geblich. Ihr sind u.U. lokale Bewegungen am betrachteten Spin | tGberlagert
(vgl.1.1.4). Die Gesamtkorrelationsfunktion der tUberlagerten Molekilbewegungen laft
sich Uber den Separationsansatz (1.84) aus der isotropen Rotationskorrelationsfunktion
Cr(T) (1.78) und der modellfreien Naherungsfunktioné®(€ konstruieren (1.80):

2 [ D(182

C(1) = Co(1)C* (1) = > expD—T—D+ %— - % [1.95]

5

mit der beziglich der Rotationskorrelationszeiichteten |okalen Korrelationszeit

[ TeffTR
Ta =T t. [1.96]

Bei Einsetzen dearweiterten Naherungsfunktion (GI.1.90) erhalt man:

(1) = Cu(C™ (1) = epb L P osi), 8 0, sil-s) 715 [L97]
= = expd- — expe —— expL-—- :
(1) = Cr(n)C (1) = ——exp] T g s P T,f% 5 PH 7. H
mit den gewichteten internen Korrelationszeiten
T, T T.T
T, =——=—undt, = —F— [1.98
Tf +TR TS+TR

Die modellfreien Naherungsfunktionefgw) lassen sich als Summe von Lorentzkurven
aufbauen. Diese sind mit den entsprechenden generalisierten quadratischen Ordnungs-
parametern skaliert; die effektiven Korrelationszeiten sind beziUgli¢h Rotationskor-
relationszeit) gewichtet (GI1.1.96, 1.98)ie isotrope Molekilrotation ist Voraussetzung!
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Tabelle 1.7 stellt die behandelten C*P(1) und abgeleiteten F*°(w) zusammen, geordnet

nach abnehmender Komplexitat. Der Vorfaktof/s aus der isotropen Rotations-
korrelationsfunktion und der Fouriertransformation (GIl.1.74) wird zur Vereinfachung
ausgeklammert. Die gewahlte Indizierung d8¥@) ist literaturverbreitet und gilt nach-
folgend immer.

Tab.1.7 Gebrauchliche modellfreie N&herungsfunktionew)X{er spektralen Dichte zur
Beschreibung der Globalbewegung bei isotroper Molekdlrotation.

Naherung  C¥P(1) ANRL(D Herleitung
J4((JL)) Gl. 1. 97 SfZS?[R . (l_ SfZ)T’f . sz(l_si)-[’s
1+w’ts 1+ w’t? 1+ w’t?
Jw)  Gl.1.97 SN (1-s2)r, (3 =lim@)
(1=0) 1+w’ty 1+ w’t?
Jo(w) Gl. 1.95 CAT (1-s?)r, (2 =1imE4)
1+ w’ts 1+t (2) = lim(4)
2.1
J(w)  Gl.195 st ® = lim(2)
2_2 eff =
(ter = 0) 10T @=lIm®

J(w) ist die reade Fouriertransformierte der angegebenen Korrelationsfunktion C*P(t). Die
komplizierteste literaturbekannte Jy(w)-Naherung bertcksichtigt 2 zeitlich um Grél3enordnungen
getrennte interne Bewegungen; aus ihr lassen sich die einfacheren Naherigiggnwie
angegeben ableiten.

In Abb.1.3 ist der Verlauf der vier 7*°(w)-Modelle dargestellt. In doppelt-logarithmischer
Darstellung erscheinen die zugrundeliegenden Lorentzkurven as Plateaukurven und
erreichen bel der Korrelationsfrequenz w = 1/tr ihre Halbwertshdohe. Fir Frequenzen
w < wxy, erreicht JE) praktisch seinen Maximalwert J(0).
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Abb.1.3 Simulation der (indizierten) Modellfunktionen 1 - 4 der spektralen Dichte J(w) nach
Tab.1.7 (Tr = 6nS, Tr, Tér = 50ps; Ts = 2ns, S° = 0.8; S& = 0.5, & = §°S? = 0.4). Durch
Aufnahme einer schnellen lokalen Bewegung (Modelle 2 und 4) kommen hochfrequente, durch
Aufnahme einer langsamen lokalen Bewegung (Modelle 3 und 4) mittel- und niederfrequente
Antelle hinzu. Wahrend der Anteil der raschen lokalen Bewegung deutlich separiert ist, sind die
Lorentzkurven der Molekulrotatiortg) und der langsamen lokalen Bewegumng Koalesziert.

Die Frequenzbander der UbergangsfrequenzeRNiir>C und*H sind angegeben.

1.6.9 Eigenschaften von J(w)
J(w) ist die Verteilungsfunktion (das Spoektrum) der statistisch erzeugten Frequenzen und

hat die Dimension [1/HZz]. lhrein diesem Kapitel hergel eitete Stammform:

2
Y, = STe

= 1.99
1+ w’r? [1.99]

entspricht in der Frequenzdomaéane djf einer absorptiven, in der Zeitdomane Jg) der zu-
geordneten dispersiven Lorentz-Resonanzkurve, zentriert um wtg = 0. Der Funktions-
verlauf in Abhangigkeit vom undtg ist in Abb.1.4 fiir $= 1 dargestellt.

Wahrend Jp) mit steigender Frequenz monoton gegen Null strebt, duchlédgfto#i der
Korrelationsfrequenawr = 1lhAg ein Maximum. Eine gegebene Frequenz « wird also
statistisch genau dann maximal angeregt, wenn die Optimum-Bedingung gilt:

@ =, :Ti (1.100]
R

In der J¢v)-Dimension istk hingegen gleichzeitig Wendepunkt urddlbwertsbreite.

Néaherungsfunktionefiir die spektrale Dichte geltdreztglich der Optimum-Bedingung
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* Im extreme narrowing limit wtg « 1 sind die Frequenzen wesentlich kleiner als die
Korrelationsfrequenz und es gilt die Taylor-Entwicklung erster Ordnung:

Wlr« 1 Jw,15)=ST, [1.101]

Im extreme narrowing limit wird die spektrale Dichte frequammbhéngig. Die
Grenzwerte §,0) = 0 undJ(0,7,) = S°r, sind infolgedessen verschieden.

* Im dow tumbling limit wtg » 1 sind die Frequenzen wesentlich gré3er als die
Korrelationsfrequenz. Der Summand 1 im Nenner von (1.99) kann hier vernachlassigt
werden und man erhalt die N&herung
2

> [1.102]
w°’rT

R

WTr» 1 Jw,1g) =

Die Frequenzabhangigkeit bleibt in diesem Grenzfall erhalten und die beiden
asymptotischen Grenzwerdéw, «) = J(e0,7,) =0 sind infolgedessen gleich.

Jw, 1) [ns]

20
18
16
14 RSN
= 7 N v"“‘ \‘\ O
12 1] X QRN
TR

200 995

250 w[MHZ]

Abb.1.4 Abhangigkeit der Stammfunktion der spektralen Dichtd JGI.1.99) in Abhangigkeit
von der (molekularen Rotations-) Korrelationszgitind der Frequena (S* = 1).
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1.7 Simulation von Relaxationsraten im isolierten 2-Spin-System

Mit den in Kapitel 1.5 hergeleiteten Ausdricken zur Berechnung von Relaxationsraten
(Tab.1.5) und den in Kapitel 1.6 hergeleiteten modellfreien Naherungsfunktionen fir die
spektrale Dichte 4f) (Tab.1.7) konnen die Relaxationsraten fur das isolierte IS-
Spinsystem (1,S = %2) simuliert werden.

Die nachfolgenden Simulationen der longitudinalen;) (RInd transversalen ¢R
Relaxationsraten und des heteronuklearen Gleichgewichts-NOE (vgl.1.7.1) gelten fur die
>N-Spins in Peptidgruppen (12N, S ='H"). Zu den Simulationen gilt:

* Mehrspin-Effekte kdnnen zu Abweichungen bis ca. 4% fihren (vgl.1.5.3)
» Linienverbreiterungenx sasch-Beitrage zu R vgl. Kapitel 1.8) sind unbericksichtigt

« Die Unterdriickung der Kreuzkorrelation zwischen d&-CSA- und derN-H"-
Dipol-Kopplung ist Voraussetzung (vgl.1.5.3)

» Die Unterdrtickung der (N- H,)-Kreuzrelaxation bei fist Voraussetzung (vgl.1.5.3)

Die Kurvenverlaufe in Abh&ngigkeit von den modellfreien Dynamikparametern
(Ordnungsparameter 2S Korrelationszeitent;) kénnen mit den in Kapitel 1.6.9
besprochenen Eigenschaften der spektralen Dichtefunktion verstanden werden:

» Aufgrund der monotonen Abnahme vo)(nit steigender Frequenz bestimpnimar
die niedrigste erlaubte Ubergangsfrequenz die Relaxationsrate.

* Maximale Relaxationsraten bzw. minimale Relaxationszeiten werden dann erreicht,
wenn die primare Optimum-Bedingung wyi, = l/tgr (GL.1.100) fir die niedrigste
Ubergangsfrequenz erreicht ist. Hohere Ubergangsfrequenzen filhren analog zu
sekundarer®Optima.

e FUr Koharenzenist der Jw=0)-Wert entscheidend, der mit steigender Rotations-
korrelationszeit Ty linear ansteigt (GI.1.101).

» Fur Polarisationen ist die Einquantenfrequenisoc (Sngle Quantum Coherence) die
niedrigste erlaubte Ubergangsfrequenz. Das primare Relaxations-Optimum liegt daher

bei Wsoc = 1/[R

1.7.1 Der heteronukleare I{S}-NOE im Gleichgewicht
Der heteronukleare {S}-NOE im Gleichgewicht ist nach

I{S}—NOE=1+$% [1.103]
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abhéngig vom Verhéltnis der Kreuzrelaxationsrate zur longitudinaldteRxationsrate.
Nach Einsetzen der Raten aus Tab.1.5 unter Berucksichtigung der dipolaren und der
CSA-Kopplung (Kopplungskonstanten D bzw. C) folgt

s -NoE=1+%5 10 D*{12)(w,) - 23(w,)}

[1.104]
y, D*12)(w,) +2)(w,) +6J(w))} +6C* Y ()

mit Wy = Ws - @ und ux = ux + W. Im extreme narrowing limit beziglich der hdchsten
Ubergangsfrequena, sind alle spektralen Dichtewerte frequenzunabhangig (Gl.1.101)
und der NOE erreicht einen Grenzwert von

2
{$-NoE| | :1+EGZOSS% [1.105]
Y,

Im slow tumbling limit bezuglich der niedrigsten Ubergangsfrequenzilt die J¢v)-

Naherung 1.102 und ein zweiter Grenzwert wird erreicht:

_1+Ys D2f1202e? - 200?}

1S — NOE
& TR ¥, D20 + 2w} +6wiw? | +6C2wiw?

[1.106]

Der heteronukleare {S}-NOE erfahrt zwischen diesen beiden Grenzwerten, also bei
Korrelationszeitentg im Bereich 1dy bis 1ky,, seine grol3te Abh&ngigkeit von vor-
liegenden Bewegungen. Aul3erhalb dieses Zeitbereiches ist er weitgehend unempfindlich
gegenuber der Dynamik.

1.7.2 Abhangigkeit vorrg und der J@)-Modellfunktion

Der Verlauf der Tq-, To- und Ty-Relaxationszeiten von N in Abhéngigkeit von der
molekularen Rotationskorrelationszaig und der gewéhlten Modellfunktion fir die
spektrale Dichte 3§) (vgl.Tab.1.7) ist in Abb.1.5.a gezeigt.

« Die N-T;-Zeiten durchlaufen beitg = liwy (wy = Ubergangsfrequenz vorhiN)
aufgrund dempriméren Optimum-Bedingung (GI.1.100) ein Minimum. Bel Vorliegen
einer weiteren Bewegungskomponente mit festerKorrelationszeit 1).q garantiert diese
jedoch einen Grenzwert des relaxationsdominanten J(wy)-Wertes, der ansonsten im
slow tumbling limit (GI.1.102) asymptotisch gegen Null fiele. Infolgedessen laufen die
>N-T;-Zeiten nur in diesem Fall gegen einen Grenzwert bei langen tr. Bei genauer
Betrachtung fallt ein schwaches lokales Minimum bei= 1/ auf, das auf der
Erfullung der sekundarenOptimum-Bedingung fiir das hochfrequente Ubergangs-
frequenzband uray beruht.

e FUr die 15N-Tlp-Zeiten gelten diese Beobachtungen analog, nur dal3pdimeére
Optimum-Bedingung nun tr = Ly (s = Spin-lock-Feldstarke) lautet.
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 Die ®N-T,-Zeiten falen im Gegensatz dazu wegen der Dominanz von J(0) = Sftr
(G1.1.101) mit 1l/tr. Bei genauer Betrachtung fallen schwéchere lokale Minima bei
Tr=1l/y und tr =l auf, die auf der Erfullung desekundéaren Optimum-
Bedingungen fiir diese hochfrequenten Ubergangsfrequenzbander beruht.

« Mit abnehmender Rotationskorrelationszgit steigen die 7, T,- und T,-Relaxa-
tionszeiten und nahern sich einander an. Hier herrschéxttasne narrowing limit, in
dem die spektrale Dichte frequemabhéangig wird (GI.1.101)
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Abb.1.5.a Ti-, T~ und Ty-Relaxationszeiten von N in Abhangigkeit von der molekularen
Rotationskorrelationszetiz und der gewéhlten Modellfunktion (Indizes 1 bis 4) der spektralen
Dichte J() (vgl.Tab.1.7). Die gewahlten Dynamikparameter sifd=SS®> = 0.8, & = 0.5,

Tat =T = 100 ps unds = 2 ns. Die B-Feldstérke ist 600 MHz. Die Starke des SpinLock-Feldes,
wsL, ist zur Verdeutlichung des,gFVerlaufes auf unrealistische 10 MHz gesetzt.

Der ®N{'H}-NOE (Abb.1.5.b) wechselt fiir Rotationskorrelationszeitgnim Bereich

der inversen Ubergangsfrequenzemylbis Ltoy.y (bei 600 MHz ca. 0.2 bis 2.5 ns) unter
Nulldurchgang vom Grenzwert destreme narrowing limit (-3.45; GI.1.105) zum
Grenzwert deslow tumbling limit (+0.91; GI.1.106). Wegen der starkeren Wichtung des
Doppelquanten-Uberganges ist die Kreuzrelaxationsrate maximal, wenn die Optimum-
Bedingung wy + wy = 1hg erflllt ist. Sie markiert ungefahr den Wendepunkt des
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BN{*'H}-NOE-Verlaufes. Bei schneller lokaler Beweglichkeit wird der slow tumbling
Grenzwert oberhalb einer bestimmten 1z erneut verlassen. Hier sinkt bel den erlaubten
Ubergangsfrequenzen der spektrale Dichtebeitrag der Molekiilrotation unter den Beitrag
der lokalen Bewegung. Der neue Grenzwert wird nun analog durch das Verhéltnis der
lokalen Korrelationszeitemn,yy bezlglich 1dy bis 1boy. bestimmt. Bei langen, tritt
demnach keine merkliche Erniedrigung dé¢{ *H}-NOE mehr ein.

"N{'H}-NOE
1.0

s !
0.5 ///\ ‘ U‘ T~ 3

0.0 ‘\/ \ 4

0.5 extreme ] \
narrowin
-1.0 &

 limit /
1.5 \

/ slow
/ tumbling
3.0 /A limit

| Bt
3 5 e (I
2

3 2 -1 0 1 3
10 10 10 10 10 10 10

T, [n$]
Abb.1.5.b °N{*H}-NOE in Abhangigkeit von der molekularen Rotationskorrelationszaind

der gewahlten Modellfunktion (Indizes 1 bis 4) der spektralen Dichte. Alle Parameter wie in
Abb.1.5.a angegeben.
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1.7.3 Abhé&ngigkeit von der B-Feldstarke

Der Verlauf der Ty-, T,- und T,-Relaxationszeiten von N in Abhangigkeit von der
Starke des magnetischen Feldesid® in Abb.1.6.a gezeigt. Die Abhangigkeit wird nur
bei langen Korrelationszeitar > 1/wy deutlich:

« Das Minimum derN-T;-Zeiten (1.100) wird aufgrund denyCJB,-Proportionalitat
mit steigender Feldstarke bei kiirzemgrerreicht. Imslow tumbling limit sind die™N-
T,-Zeiten konstant erhoht, was hier aus der) 0 1/ B2 -Abhangigkeit folgt (1.102)

« Die ®N-T;,und °N-T,-Zeiten sinken hingegen im slow tumbling limit mit steigender
Feldstarke. Dies isausschlieRlich auf die Bo-Abhéngigkeit der CSA-Konstanten
zurtckzufuhren, da die hier geltenden Optimalbedingunger (L/ws. bzw. 1 - 0)
feldunabhangigind.
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Abb.1.6.a T1-, T1p- und T,-Relaxationszeiten von >N in Abhangigkeit von der molekularen
Rotationskorrelationszeitz und der Magnetfeldstarke,B500 MHz (1), 600 MHz (---), 750
MHz (—) und 900 MHz {-+). Simulation fiir Modell 1 mit = 0.8;wy. = 10 MHz.

Der entsprechende Verlauf des >N{*H}-NOE ist in Abb.1.6.b gezeigt. Der feldabhangige
Ubergangsbereich (@ bis 1ta.y) wird fur hohere B-Felder bei kirzeren
Korrelationszeiten erreicht. Die starke-Brhéhung des NOE-Grenzwertes axireme
narrowing limit (1.105) und seine schwache Erhéhungslow tumbling limit (1.106)
sindausschlieRlictauf die Bo>-Abhangigkeit der CSA-Konstanten zurtickzufiihren.
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Abb.1.6.b N{*H}-NOE in Abhé&ngigkeit von der molekularen Rotationskorrelationsgaind
der Magnetfeldstarke 8 500 MHz (1), 600 MHz (---), 750 MHz <) und 900 MHz {=*).
Simulation fiir Modell 1 mit $= 0.8;ws. = 10 MHz.

1.7.3 Abh&ngigkeit von Ordnungsparameter und lokaler Korrelationszeit

Die Simulationen in diesem Kapitel gelten bei 600 MHz Feldstarke und einer globalen
Korrelationszeittg = 13.2 ns, die dem Wert fir das Protein HNL (Kapitel 2) entspricht.
Unter diesen Bedingungen ist, wie fur Proteine allgemein Ublichsldagumbling limit
beziglich aller Ubergangsfrequenzeg % Lkoy) erfullt.

Die Abh&ngigkeit def°N-Relaxation von der Korrelationszediner lokalen Bewegung
T« (Modell 2) und ihres Ordnungsparametefsssin Abb.1.7.a gezeigt:

« Eine Erniedrigung des Ordnungsparametéred®. Erhéhung der Bewegungsamplitu-
de, verschiebt in der spektralen Dichte)J{ie relativen Anteile der Rotations- und
der lokalen Bewegungskomponenten zugunsten letzterer. Niedripet@en daher
immer die durch lokale Beweglichkeit verursachten Trends in den Relaxationsraten.
Der allgemein durch S? reduzierte Anteil der molekularen Rotation an der spektralen
Dichte Modell 1) kann durch den hinzukommenden Anteil aufgrund lokaler Bewe-
gung Modell 2) kompensiert werden, wenn gilt:

T’eff

1.107.a
1+ (r'y 111072
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T, [mg] T, [9

N

-1.0

Es existieren also pro Ubergangsfrequenz maximal zwei kritische effektive lokale
Korrelationszeiten'«; kritisch, die unabhéngig vom Ordnungsparameter S2 sind:

b 1 1
Ut kiticn =~ UNA Tt piiscn = TR [1.107.b]
NTR
Fur Relaxationsraten sind jedoch die spektralen Dichtewertendsgeren Uber-
gangsfrequenzen entscheidend, wodurch sich (Gl.1.107.a) erheblich kompliziert und

die T« kritich NUrMehr numerisch geldst werden kénnen bzw. nicht mehr exisitieren.

Das Verhalten dePN-T;-Zeiten entspricht exakt der in Kapitel 1.7.2 beschriebenen
Abhangigkeit vontg bei Gegenwart lokaler Bewegung, weng (fest) undtgs
(variabel) vertauscht werden: Mit der Annéherung der lokalen Korrelationszeit an
die Optimum-Bedingungtf: = 1iwy) wird ein T;-Minimum erreicht. Flrtg: — O
verschwindet der Beitrag der lokalen Bewegung zo),Mvahrend der Beitrag der
Molekiilrotation proportional mit Ssinkt. Die T-Zeiten steigen entsprechend an.
Bei langentys » 1kyy garantiert hingegen die dann schnellere Molekdlrotation einen
T,-Grenzwert. Man beachte, dald zwei sehr verschiedgpgeiten denselben
T1-Wert produzieren kénnen. Ferner exisitiet&itiscn (GI.1.107) nur dann, wenn
ungefahrontr > 4 gilt. Dieser Fall trifft fur Abb.1.7.a zu, in dely kitisch alS
S2unabhangiger Schnittpunkt alleg-Kurven erkennbar wird.

Ter [N
0.0 0.5 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 45 50

Abb.1.7.a Abh&ngigkeit def°N-Relaxation von der Korrelationszeit einer lokalen Bewegung
und ihres OrdnungsparametefIgodell 2). $ wird in Schritten von 0.2 von t-(= Modell 1)
bis 0.2 &) reduziert. Simulation mitg = 13.2 ns bei 600 MHz.
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« Die™N-T,-Zeiten werden von der J(0)-Dichte dominiert, die sich fiir Modell 2 zu
J0) = S'1, +1-92) 7 [1.108]
berechnet. Es exisitiert daher name kritische effektive lokale Korrelationszeit

Tlefflkritig:h =TR. Dieser Wert wird fur[eff - oo erreicht, weshalb immGTeff < Teff kritisch
gilt und lokale Bewegunignmer zur Verlangerung déPN-T,-Zeiten filhren (s.0.)

« Die bereits in 1.7.2 diskutierte Reduktion d&s${'H}-NOE bei lokaler Beweglichkeit
durchlauft bewy + wy = 1it'; €in Minimum.

Bei Uberlagerung von zwei lokalen Bewegungen, von denen die schnellere augen-
blicklich auf ihren Ordnungsparametef Sbgeklungen ist\ odell 3), ergibt sich die in
Abb.1.7.b gezeigte Abh&ngigkeit vom weiteren Paramgfeur® der Korrelationszeit,

der langsameren lokalen Bewegung. l&nn alsallgemeiner Skalierungsfaktor, analog

zu § im Modell 1, aus der spektralen Dichte ausgeklammert werden. Dies erklart das
Verhalten der Relaxationsraten: Wahrend'dhe T;- und°N-T,-Zeiten generell mit 143
ansteigen, zeigt dePN{'H}-NOE keine S*-Abhangigkeit, da sich dieser Skalierungs-
faktor im Quotienten R(N- H,)/R(N,) (GI.1.103) herauskiirzt.
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Abb.1.7.b Abhangigkeit def°N-Relaxation von der Korrelationszeit einer lokalen Bewegung
und dem Ordnungsparameter$ &ner lberlagerten schnelleren Bewegung (Modell 8)wigd

in Inkrementen von 0.1 von 1.6 = Modell 2) bis 0.6 (—) reduziert. Simulation mit S = 0.8
und Tgr = 13.2 nsbel 600 MHz.
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Abb.1.7.c zeigt die Abhangigkeit der Relaxationsraten von den Korrelationszeiten
(Scharparameter) und, zweier Uberlagerter lokaler Bewegungeviofell 4). In der
(unsichtbaren);-Achse liegt weitgehend dieselbe Abhangigkeit vor wie in der sichtbaren
TsAchse, was aus der Analogie zwischen dey)-Beitragen beider Bewegungen folgt.

« Die N-T;-Zeiten steigen proportional zutd/ da sich die Ubergangsfrequenzen
bezuglich 1f; im extreme narrowing limit befinden (GI.1.101)

« Die N-T,-Zeiten sind nahezu unabhangig vonda sich der dominante J(0)-Anteil
gegenuber Modell 3 nur um den geringen Ben(ﬂatgsf"‘)r’f erhoht.

« Der ®N{'H}-NOE durchlauft aufgrund desdlj-Beitrages der weiteren Bewegung bei
Wy + Wy = 1% ein Minimum.
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Abb.1.7.c Abh&ngigkeit der°N-Relaxation von den Korrelationszeiten(Scharparameter) und
Ts zweier Uberlagerter lokaler Bewegungen (Modelitdyx O (-, = Modell 3), 50, 200, 400 und
800 ps ). Simulation mit § = 0.6, $ = 0.8 undtg = 13.2 ns bei 600 MHz.

Die Existenz eines von der lokalen Korrelationszeit 14 (bzw. 1) abhangigen Minimums
macht den™N{'H}-NOE zu einem sehr wertvollen und rasch verfiigbahedikator
lokaler Beweglichkeit mit Korrelationszeiten im Bereich von ca. 0.2 bis 2 ns (1/wy bis
1/on+n, vgl.1.7.2)!
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1.8 Linienverbreiterung und Koaleszenzph&nomene

Neben den behandelten Wechselwirkungen mit lokalen Feldern, die zur natirlichen
Linienbreite (Gl.1.4) und J(0)-Abhangigkeit fihren, existieren weitere Ursachen fiur die
Streuung von Ubergangsfrequenzserals zusatzlicher Ausloser dentropischen Spin-
system-Relaxation. Sie kénnen formell als auf3erordentliche Erh6hung der J(0)-Dichte
behandelt werden und auf3ern sichLafgenverbreiterung 4 (in Hz) bzgl. der natirlichen
Linienbreite. Die Zustande unterschiedlicher Frequenmuissen hierzu eine gewisse
Lebensdauer besitzen, da schnelle statistische Mischung zur effektiven Mitteluag der
Verteilung fihrt. Wahrend die Linienverbreiterung kenmtinuierlicher w-Verteilung mit
zunehmender Mischfrequenz monoton abnimmt, durchlauft sididkeeter w-Verteilung

ein Maximum Koaleszenz), wenn die MischfrequenzA(stauschfrequenz) im Bereich

der Frequenzdifferenzwj-wx| liegt. Fiur dieseKoaleszenzphdnomeneexistieren also
scheinbare Ubergangsfrequenzen, die proportional zug-aBhangigen Frequenz-
separation sind und bei Resonanz mit der Austauschfrequenz zu einem maximalen
entropischen Relaxationsbeitrag fiihren. Hierdurch eroffnet sich fur die NMR-Beob-
achtbarkeit der Molekuldynamik neben dem hochfrequenten Fenster um die Spinuber-
gangsfrequenzen ein niederfrequentes Fenster um die Frequenzseparationgn |

Die fur Linienverbreiterungseffekte fehlende rasche statistische Mischung der mag-
netischen Zustdnde kann experimentell gezielt herbeigefiihrt werden. Dies ist der
wesentliche Unterschied zur natirlichen (nicht-manipulierbaren) Linienbreite aufgrund
der von der Molekileigenbewegung modulierten statistischen Hintergrundfelder.

1.8.1 Linienverbreiterung durch kontinuierliche w-Verteilung

Die mal3geblich&ontinuierliche w-Verteilung in Losung beruht auf,Bnhomogenitaten.

Die Linienverbreiterung wird durch longitudinale Diffusion und durch langsame
Probenrotation nur unvollstandig gemittelt, kann aber durch Refokussion der chemischen
Verschiebung $pin-Echo) nach einer Echozeitd2aufgehoben werden. Ein Anteil der
Koharenz geht dabei aufgrund von Ortswechseln (durch longitudinale Diffusion) wéahrend
des Spin-Echos verloren und kann nicht refokussiert werden. Hierauf beruht die
Diffusionsmessung mit gepulsten Feldgradientenechos.

Bewul3t werden hohe (Bsradienten eingesetzt, um ungewollte Koharenz rasch aus-
zuléschen bzw. um longitudinale Diffusion zu messen. Die Linienverbreiterung durch
einen rechteckigen z-Gradienten der Starke G und Reetragt

A Gratn = (véG)2% [1.109]



1.8 Linienverbreiterung und Koaleszenzphanomene 58

Weitere kontinuierliche w-Verteilungen kdnnen durch unvollstandige Mittelung von
Kopplungstensoren (dipolarer und CSA-Tensor, vgl. 1.4) bei sehr langsamer molekularer
Eigenbewegung verbleiben (Ubergang zur Festkorper-Spektroskopie). Restliche dipolare
Kopplungen lassen sich z.B. durch Probenrotation unter dem magischen Winkel mitteln.

1.8.2 Linienverbreiterung bei diskreter w-Verteilung (Koal eszenzeffekte)

Die Mittelung einerdiskreten Aw-Dispersion durchlauft drei charakteristische Bereiche
(s.u.) und einenPunkt maximaler Linienbreite. An diesem Koaleszenzpunkt bei

Aung = kag besteht formell Resonanz zwischen Frequenzdifferenz (Ubergangsfrequenz)
Awng und Mischfrequenz (Anregungsfrequenz)g,k bei der maximale System-
dephasierung auftritt und die fur die Festlegung des beobachtbaren Zeitfensters
ausschlaggebend ist. Im Unterschied zu stimulierten Resonanzphanomenen fihren hier
aber auch nicht-resonante Mischfrequenzen zur (gedampften) Relaxation; das Anregungs-
profil entspricht einer Lorentz-Resonanzkurve. Die drei Bereiche werden nachfolgend am
Beispiel des Austausches zwischen zwei Zustdnden A und B mit der Differenzfrequenz
AwAB°:|wA-wB| und identischen Populationen und natirlichen Linienbreiten erklart
(Rechnungen fiir komplexere Systeme finden sich z.B4i#l):

1. Im Bereich dedangsamen Austausches, Kag « Awpg®, sind die Signale A und B
getrennt beobachtbar, jedoch reduziert sich ihre Frequenzsep@ajigik,g) geman
der Beziehung

A0 (ks ) = (002, )~ 2K2, [1.110]

Die Lebensdauer der separaten Zustande A und B verkirzt siahraifk,g. Dies
verursacht aufgrund der Unscharferelation eine zunehmende Linienverbreiterung um

Apustausch = Kag.

2. Am Koaleszenzpunkt kag = Awag’ fallen die Signale A und B bei der Frequenz eines
neuen (gemittelten) Zustandes C, ¢ = %2 (at+ux), zusammen. Der Systemzustand (A,
B oder C) ist jetzt maximal undefiniert und die Linienverbreiterfifga.sn iSt geman
der Unscharferelation ebenfalls maximal. Die Linienform a3t sich durch explizite
L6sung der um Austauschprozesse erweiterten Bloch-Gleichungen l6sen (vgl. 1.2.1).

3. Im Bereich deschnellen Austausches, kag » Aung’, existieren die Zustande A und B
nicht mehr separat, sondern gehen immer mehr in Zustand G{jbiéoer. Mit zuneh-
mender Austauschrate,k wird diese Zeitmittelung vollstdndiger und die Linien-
verbreiterung vomy: geht geman Beziehung (1.111) zuriekreme narrowing limit).
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A _ (AwﬂB)z

Austausch 2 k
AB

[1.111]

Austauschprozesse veradndern Signallage und LinienbmeitAbhangigkeit des Ver-
haltnissesAwap/Kag (Populationsunterschiede sind hierbei vernachlassigt) und sind
daher nur innerhalb eines gewissen ZeitfenstersAupi® = kap relaxationswirksam.
Betrachtet man Protonenresonanzen und setzt als UntergrenZenfifrdie natiirliche
Linienbreite, so liegt das durch Austauschprozesse beobachtbare Zeitfenster b&i ca. 10
bis 10" s136.37 (Av,g° ca. 16 - 10° Hz), also imMikro- bis Millisekundenbereich, in dem

sich langsame chemische und konformative Austauschprozesse abspielen kdnnen
(vgl.1.1.4). Die genaue Ruckrechnung der Austauschpgtads der Linienverbreiterung
Apusausch ISt nur - selten mdoglich, da diese auch von weiteren Unbekannten
(FrequenzdifferenAwng’, relative Populationen) abhangt.

Auch dieRelaxation durch skalare Kopplung (Tab.1.4) wirkt als Koaleszenzeffekt, wenn

ihre Modulationsfrequenzen zu langsam fir Spinibergdnge werden. Hierbei werden die
Multiplettlinien eines S-gekoppelten Spins | entweder durch chemischen Austausch von S
(skalare Relaxation erster Ordnung) oder durch die enthalpiscReldxation von S
(skalare Relaxation zweiter Ordnung) gemittelt.

1.8.3 Explizate Messung von Aausausch-Beitragen

Die Isolierung der Linienverbreiterung Aaugausch @us der nattrlichen Linienbreite ist durch
Messung bei verschiedenen magnetischen Feldstarken maoglich aufgrund ihrer
Abhangigkeit vonAwy; =|w, ~ws| =|ys ~¥s|B,. Im Bereich des schnellen Austausches
ergibt sich daher eine charakteristisdh@sascn [ BOZ-Abhéngigkeit (s.0.). Allerdings
besteht tiber die CSA-Kopplungskonstante (GI.1.59) ebenfalls eine allgemfiAe-B
hangigkeit (vgl. Kapitel 1.11.6). Sie ist zwar in den theoretischen Relaxationsraten
bertcksichtigt, doch fuhrt jede Abweichung des tatsachlichen vom angenommenen CSA-
Tensor zu verbleibender unkompensiertgiABhangigkeitiss. 391,

Bei gleicher By-Feldstarke lant sichong® durch kontinuierliche oder diskontinuierliche
Unterdrickung der chemischen Verschiebungsentwicklung reskalieren und so der
A sascn-Anteil herausfiltern:

» (periodische) Spin-Echo-Methode: Eine Abfolge von 180°-Pulsen im Echo-Abstand
von 2 (Carr-Purcell-Meiboom-Gill Sequenz) refokussiert periodisch die Koharenz.
Ihre Dephasierung@ = Awt wird durch Reduktion der freien Prézessionseaitif die
Echodauer @ reskaliert.
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* (kontinuierliche) Spin-Lock-Methode: Das Anlegen eines resonanten Querfeldes By
durch permanente Einstrahlung bel wy, reskaliert die chemische Verschiebung w gemal

Aa)AB,eff (BSL) = \/(C‘)A _c‘)o)2 _(yBSL )2 _\/(wB _c‘)o)2 - (}'BSL )2 [1-112]
Die Dephasierung wird dadurch alkp= Awng [l reduziert, eine Funktion des
Frequenzoffsets und der Spin-Lock-Feldstérke B

Beide Methoden filhren zuReduktion der tatsachlichen Dispersiofwg’ auf eine
effektive DispersionAwys, die nunAwag’ in der Betrachtung der Austauschbereiche
(vgl.1.8.2) ersetzt. Die Linienverbreiterudy gasch Wird dadurch funktional abhangig

von 2 bzw. By. Mit abnehmender Echodaue® bzw. zunehmender Spin-Lock-
Feldstarke B wird die Linienverbreiterung durch Koaleszenzeffekte NMR-technisch
minimiert, indem das System gezielt irextreme narrowing limit bezuglich des
Austausches gebracht wird. Ahnlich ist die Multiplett-Mittelung und Linienverschéarfung
durch kontinuierliche Entkopplung eines Spins | von seinen gebundenen Spins S zu
verstehen. Eine ausfuhrliche Behandlung beider Skalierungsverfahren und funktionale
Abhangigkeiten findet man z.B. iff-42l.

1.8.4. Aquivalenz zwischedflagausch- Und J(0)-Beitragen zu R

Danur die Ry-Relaxationsrate von Axusausch-Beitradgen erhdht wird und gleichzeitig nur sie
eine J(0)-Abhéangigkeit aufweist, kONnAR «asch-Beitrdge aldgrregulare Erhdhung des
J(0)-Wertesangesehen werden. Da die R,-Relaxationsrate (Tab.1.5) vom Nullwert der

spektralen Dichte, J(0), dominiert wird, erhalt man fur ihre Erh6hungd(6y:
Ry * D = = (D7 + C2)BO) + By = = (D7 + C7)2{3(0) + 220)
2 2 (1.113]

AAustaus;r:h

MO = v e
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19 Experimentelle Hinweise zur NM R-Relaxationsmessung

1.9.1 Das Temperaturproblem [43]

Um die Vergleichbarkeit von Relaxationsmessungen (z.B. bei verschiedenen Feldstérken)
zu gewahrleisten, missen alle Parameter, die die Molekilbewegung einer gegebenen
Probe beeinflussen, konstant gehalten werden. Die kritischen Parameter lassen sich
anhand der Naherungsformel (1.114) fur die molekulare Korrelationszeit kompakter,
starrer, isotroper Rotatoren ableiten:

4 51
Lrot starr :§n3ﬁ [1.114]

Die kritischen experimentellen Probenparameter sind demnach:

 der hydrodynamische Radius r, der primadr vom Aggregationszustand des Molekiils
und seiner Solvatisierung bestimmt wird. Diese Grolien héngen wiederum von der
Konzentration, der Zusammensetzung, dem Alter und der Temperatur der Probe ab.
Sekundéar wird der hydrodynamische Radius auch durch Molekdlflexibilitat beeinfluf3t;
dieser Effekt ist gleichfalls temperaturabhangig.

» die Probenviskositat), die ebenfalls von Konzentration, Probenzusammensetzung und
Temperatur abhangt. Die Temperaturabhangighgit) kann Tabellenwerkeri44
entnommen oder durch exponentiellen Verlauf genahert wérgten

n(T) =n, exp%@ [1.115]

» die Probentemperatur T, die als direkter (vgl.1.114) und als schwer quantifizierbarer
indirekter Parameter - vgl. r(T) umdT) - in die Relaxationsmessungen eingeht.

Wenn Relaxationsmessungen mit derselben Probe kurz hintereinander durchgefihrt
werden, verbleibt praktisch nur die Temperatur als kritische Grof3e. In Abb.1.8 ist der
Verlauf n(T)/T fur reines Wasser angegeben, um eine Abschéatzung der nach Gl.1.114 zu
erwartenden Veranderungen in der molekularen Korrelationggenvassergeloster
Molekile zu ermdglichen. Im typischen Temperaturfenster betragt die Abnahntg von
demnach ca. 2-3% pro Grad Temperaturzunahme.
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Abhéngigkeit T, = f(n,T) fur Wasser, willkiirliche Einheit
4
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Abb.1.8 Simulation der Temperaturabhéngigkeit der Rotationskorrelatiortgzeidssergeloster
Molekile Uber die Proportionalitdk O N(T)n2o/T (Gl.1.114). Es wurden tabelliertf(T)u20-
Werte benutzt44. Uber das meRtypische Temperaturfenster ergibt sichtgiAbnahme von 2-
3% pro K Temperaturzunahme.

Zur Kalibrierung der Temperaturanzeige von NM R-Spektrometern bedient man sich Ver-
bindungen, die Assoziate Uber Wasserstoffbriicken ausbilden kénnen. Die Lange der
Wasserstoffbriicken ist temperaturabhéngig, und damit auch die chemische Verschiebung
der betreffenden polaren Protonen. Aus der VerschiebungsdiffAvera apolaren Pro-
tonen, die keine Wasserstoffbriickenbindungen eingehen kénnen, kann man die tat-
sachliche Probentemperatur errechnen. Fir reines Metianahd reinen Ethylenglycol

[46] wurden die folgendefv(T)-Beziehungen ermitteldy in ppm):

Methanol [175 - 330 K]: T[K] = 403.0 - 29.48 - 23.832Av?
Ethylenglycol [310 - 410K]: T[K] = 466.0 -101.6%v
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Nach Temperaturkalibrierung ist es mdglich, die Probentemperaturen fir verschiedene
NMR-Spektrometer auf ca. + 0.2K zur Ubereinstimmung zu bringen. Dies gilt exakt nur
fur den Ruhezustand, denn wéahrend der Messung kommt es zu schwer quantifizierbarer
Erwarmung der Probe durch die eingestrahlte Energie. Eine Erwdrmung lal3t sich dann,
besonders fur waRrige Proben, anhand eines absinkenden LOCK-Signales eféennen
Dieser interne Temperaturstandard kann durch eine eigene Temperaturreihe kalibriert
werden, ist aber deutlich unempfindlicher als die o.a. Standards. Fehlergrenzen fur die
tatsachliche Temperatur bei subjektiv konstantem LOCK-Signal ergaben sich letztendlich
aus der Auswertung von Relaxationsdaten (hnps-PLA2, HNL). Dabei schwankten die aus
T./T,-Verhaltnissen ermittelten molekularen Korrelationszeiten fir Messungen auf
verschiedenen Spektrometern um ca. 2%, was gemal o.a. Abschatzung der Temperatur-
abhéangigkeit vortg einem Temperaturfehler unter 1 K entspricht. Zur Minimierung der
Probenerwarmung vgl. 1.9.4 bis 1.9.6.

1.9.2 Wasserunterdriickung und Wassersattigung

Wasserunterdriickung ist zur optimalen Aussteuerung der Signalvorverstéarécenge(

gain) fur die Detektion schwacher Signale notig. AuRerdem reichen die Flanken des
starken Wassersignales als Grundlinienstérungen oft bis in den Bereich der
interessierenden Signale. Die Uberlagerung der statistischen Intensitatsschwankung
dieser Flanken Uber eine Melreihe beintrachtigt erheblich die Bestimmung von
Relaxationsraten und |4t sich durch nachtragliche Grundlinienkorrektur bzw. Berlck-
sichtigung eines Offsets in der Kurvenanpassung nicht befriedigend korrigieren (vgl.
1.10.1). Die Wasserunterdriickung durch Vorsattigung ist aber unbedingt zu vermeiden,
da Sattigungstransfer zwischen Wasserprotonen und austauschenden Amidprotonen
sowie intermolekulare KreuzrelaxatiorlN@E) mit dem Wasser die gemessenen
Relaxationsraten beeinflussen. Diese Storungen fuhren z.B. zur Uberschatzung des
gemessenert’N{'H}-NOE [47. 48], Die Ruckfilhrung des Wassers ins Gleichgewicht
(water flip-back) und minimale Wasseranregung wéhrend des Experimentes sind daher
entscheidend. Die Methode der Wahl zur Wasserunterdriickung ist der Einsatz von
Gradienten in Kombination mit devater flip-back Technik[48. 49, Durch Optimierung

der Gradientenverhaltnisse und Einsatz von Gradienten aus dem magischen Winkel kon-
nen die Spektren erfahrungsgemarf vollig frei von Grundlinienstérungen erhalten werden.
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1.9.3 Unterdrickung von Kreuzkorrelationseffekten und Kreuzrelaxation

Die Relaxationsraten von Kreuzkorrelationseffekten koénnen das Doppelte der
Autokorrelationseffekte erreichen (vgl.1.5.2). Sie fihren zur Entstehung gekoppelter
Koharenzen (z.B.4l - 2I,S,) bzw. Polarisationen (z.B, l- 2I,S,) (vgl.1.3.3), die
jeweils eigene Relaxationsraten aufweisen. In der Folge wird, ebenso wie bei
Kreuzrelaxation, die Relaxatianultiexponentiell und kann nicht mehr durch eine einzige
Relaxationszeit beschrieben werden. Wenn nicht explizit die Messung von
Kreuzkorrelationseffekten gewtinscht ist, missen diese daher unbedingt unterdrickt
werden. Dies wird durch periodische Inversion nur des gekoppelten Spins di&icht
(vgl.1.4.3). Dieses Verfahren ist ebenso zur Unterdriickung der Kreuzrelaxation geeignet.
Die Inversionsrate muf3 hierfir schneller als die zu unterdriickende Kreuzkorrelationsrate
(bzw. Kreuzrelaxationsrate) sein (i.d.R. > 100 Hz). Da es sich beim gekoppelten Spin
meist um Protonen handelt, mul3 hierbei auf Vermeidung der Wassersattigung geachtet
werden (vgl.1.9.2). Dies erfolgt durch den Einsatz bandselektiver Inversionspulse, die die
Wasserresonanz effektiv nicht anred&h Hierdurch wird auch die Probenerwarmung
minimiert.

1.9.4 Kompensation von Inhomogenitaten der Mel3bedingungen

Die Messung von Relaxationsraten ist prinzipiell inhomogen, da unterschiedliche
Systemstérungen erfolgen missen (z.B. Sattigung/ keine Sattigung bei NOE-Messungen,
verschiedene Mischzeiten bei Ratenmessungen). Diese haben zwangslaufig systematische
Schwankungen der MelRbedingungen zur Folge. Besonders gravierend ist die
Schwankung der tatsachlichen Probentempergigi. 1.9.1) aufgrund unterschiedlich

langer bzw. starker Sattigungs-, Spin-Lock- und Spin-Echo-Sequenzen (nachfolgend als
Mischsequenz zusammengefaldt). Dazu wurden verschiedene Losungen vorgeschlagen:

1. Die Melfreihe wird mit konstanter Mischdauer durchgefiihrt, die der maximalen
Mischzeit entspricht. Dabei wird jedoch fir die Messungen mit kiirzeren Mischzeiten
der "Uberflissige” Anteil der Mischsequenz in die Relaxationszeit vor dem néachsten
Scan gelegtlst 521, Auf diese Weise ist die Probenerwarmung durch die Mischsequenz
homogen, aber maximal. Die tatsachliche Probentemperatur kann nur schwer
abgeschéatzt werden mit den diskutierten Folgen fir die Vergleichbarkeit mit weiteren
Relaxationsmessungen (vgl.1.9.1).
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2. Die Messungen mit verschiedenen Mischzeiten werden separat mit jewells korrigierter
Temperatur gemessen [43]. Zur Korrektur mul3 jedoch die schwer bestimmbare tatsach-
liche Probentemperatabgeschatziverden.

3. Nach jedem Scan wird ausreichend lange gewartet, damit die wahrend des
vorangegangenerscans erfolgte Erwarmung wieder abgefiihrt werden kdpfh
Dadurch wird die Mel3zeit erheblich verlangert; zudem ist die ndtige Temperatur-
aquilibrierdauer (> ca. 10 s) nur schwer abzuschatzen.

4. Nach jedem Scan wird eine kurze mit einer langen Mischzeit alterniert und die
Aufnahme der gesamten Relaxationsmelireihe deessthachtelt durchgefihrtis0l,
Nun reichen kurze Temperaturaquilibrierdauern (< ca. 2 s), da durch die rasche
Alternation im Gegensatz zur unverschachtelten Aufnahme (Losung 3) die kumulative
Erwarmung fur alle Mischzeiten gleich ist. Die Tragheit des Systems bezlglich
Temperaturanderungen wird hier konstruktiv genuf2t Durch die Alternation
werden Langzeitinstabilitditen (z.B. Probenalterung, LOCK-Drift etc.) allgemein
optimal homogenisiert.

5. In jedem Fall muf3 durch viel®ummy Scans vor Beginn der Aufnahme eine Tempe-
raturaquilibrierung ermaoglicht werden. Wenn dabei der LOCK (als interner Tempera-
tursensor, vgl.1.9.1) deutlich absinkt, muf3 die Temperatur nachkorrigiert werden.

Die in dieser Arbeit benutzten Pulsprogramme zur Relaxationsmessung realisieren alle
den verschachtelten Aufnahmemodus, der als optimale Methode zur Homogenisierung
von Langzeitinstabilitdten angesehen wird. Die Listen der abzuarbeitenden Mischzeiten
wurden so editiert, dal3 lange und kurze Mischzeiten paarweise abfolgen.

1.95 Wahl der Mischzeiten

Die Bestimmung den Parameter der I(t)-Abklingkurvem & 2 bzw. 3 bei Grundlinien-
stérungen) kann analytisch durch Aufnahme von mel3punkten erfolgen, wodurch

sich ein einfach bestimmtes Gleichungssystem ergibt. Eine statistische Bewertung des
Ergebnisses durch nicht-analytische Optimierung ist aber erdib&ibestimmte Glei-
chungssysteme moglich, da hierdurch die Streuung der experimentellen Daten erfal3t
wird. Je groRer die Uberbestimmtheit, desto genauer wird die tatsachliche Parameterver-
teilung ausgeleuchtet (neben der hoéheren Genauigkeit der Optimierung ist dies der
Hauptgrund dafir, eine Zielfunktion nrminimaler Anzahl Parametern zu realisieren, vgl.
1.9.2). Ein Kompromif3 bezuglich der Mel3zeit ist bei Relaxationsmessungen eine minde-
stens 3-fache Uberbestimmtheit, d.h. die Aufnahmemimestens 6 bis 9 MeRpunkten
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Die Verteilung der Mischzeiten auf die Mel3punkte wird bestimmt durch die zunehmende
Genauigkeit der erfal3ten I(t)-Abklingkurve bei langeren Mischzeiten einerseits und dem
gleichzeitigen Verlust an Signal-zu-Rausch-Verhéltnis andererseits. Eine erste
Abschatzung der T-Zeiten erhalt man, indem man das Experiment mit einer kujzen (
und einer langent§) Mischzeit anlaufen lailt und die Signalintensitaten (z.B. aus den
beiden ersten seriellen FID) umrechnet:

_(n-n) [1.116]
InDI(Tl)D
()

Bei einer Mischzeit von 1.5 T ist die Signalintensitat auf ca. 25% abgefallen. Fur die
eigentliche Relaxationsmessung sollte die maximale Mischggitdaher nicht Uber ca.
L50/Tn T li€geN(sa (Tin, Trmax = Minimale bzw. maximale abgeschétzte Relaxations-
zeiten). Die minimale Mischzett,,, ergibt sich aus der Mindestdauer der Mischsequenz.
Die Verteilung der Mischzeiten im geschatzten Intervigl,[, Tma] kann nun z.B.
aquidistant oder logarithmisch erfolgen, wobei kurze und lange Mischzeiten alternieren
sollten (vgl. 1.9.4). Es existieren auch semi-analytische Losungen zur Optimierung der

Mel3genauigkeit, die auf rauschgewichteter Verteilung der MeR3punkig,auind Tax
beruheriss, 541,

1.9.6 Problemebei T,-/T;,-Messungen

Messungen von 137, 40, 42, 55-66] und Ty, [29. 36, 40, 42, 65-74] erfordern von allen Routine-
Relaxationsmessungen die grof3te Umsicht und weisen die meisten systematischen
Fehlerquellen auf. Die kritischen Parameter sind vor allem die Ladnge der Spin-Echo-
Dauer 2 bzw. die Starke des Spin-Lock Feldeg.B

1. Die Probenerwéarmung (vgl. 1.9.1) durch die Spin-Echo- bzw. Spin-Lock-Sequenz be-
eintrachtigt die Vergleichbarkeit von Relaxationsmessungen und die Probenstabilitat.
Sie kann durch langeddzw. schwache § reduziert werden.

2. Das Ausmald der Refokussion bzw. des Einfrierens der chemischen Verschiebungs-
entwicklung ist vom Frequenzoffseb+ wy| der Resonanzen abhangfg 9. Diese
Offsetabhangigkeit kann durch kurzé 2nd kurze, starke Refokussionspulse mit
breitem Refokussionsprofil bzw. durch starke, homogepediiuziert werden.

3. Die Linienverbreiterungen durch chemischen und konformativen Austausch sind von
20 bzw. By abhangig (vgl. 1.8.3). Zu ihrer Unterdriickung sollténk@rz bzw. By
stark sein.



1.9 Experimentelle Hinweise zur NMR-Rel axationsmessung 67

4. Wahrend & kommt es beim Spin-Echo-Experiment zur Entwicklung von Antiphase-
Kohéarenz (X-2XyH,) und die gemessene Relaxationsrate ist eine gewichtete
Uberlagerung von In- und Antiphase-Relaxation gemaR:

R, gemessen = (1= 1aN(7738)) R, (1, ) + tan(7735) [R,(21,S,) [1.117]

Deshalb miussen kurZe« 1/[4J] eingesetzt werdédrfl. Kurze Echozeiten sind auch
zur Unterdrickung der Kreuzkorrelation ndéy (vgl.1.4.3).

5. Wahrend des Spin-Locks kann es zu Hartmann-Hahn- und ROE-Transfer auf
gekoppelte bzw. benachbarte gleichartige Spins kommen. Diese Transferarten kénnen
durch schwache, inhomogeng Bjedampft werden.

6. Das Verhaltnis von Inversionspulslange p zu Echodadidreinflul3t die Mischung
von T;— und T,-Relaxation im Spin-Echo-Experiment. Maximal gilt:

H

0t P isHR,0)+FPHR.0)T [1.118]
ﬁzpw 0 70 0

VA

R 2,gemessen

Deshalb missen lan@e»> p eingesetzt werden.

7. Pulsfehler des Refokussionspulses im Spin-Echo-Modul akkumulieren sich, sodal3
wenige Pulse bzw. lange» p sinnvoll sind.

Bei ’N-T,-Messungen liegt die Echodaue¥ theist um 1 ms, wobei dieser Kompromif3
mafgeblich durch Antiphase-Entwicklung und Probenerwarmung bestimmt ist;Bei T
Messungen scheint die Summe systematischer Fehler geringer zu sein; es werden haufig
Bg -Feldstarken um 5 kHz verwendet. Die Ausfuhrungen verdeutlichen auch die Pro-
bleme bei der Bestimmung voA,sasch-Linienverbreiterungen aus MefRreihen mit
variabler Echodauer bzw. Spin-Lock-Feldstarke (1.8.3), da offensichtlich auch andere
Prozesse ein@ bzw. By -Abhé&ngigkeit aufweisen.

Bei der Programmierung von ,-T und ebenfalls T-Experimenten durfenkeine
Gradienten wahrend der Mischzaingesetzt werden. Derartige Gradienten muf3ten als
Gradientenechos realisiert werden, da sie katfiarenzwirken. Dann wird jedoch die
Intensitat-Zeit-Kurve nicht nur durch die gewlnschte Koharenz-Relaxationsrate, sondern
auch durch Diffusion wahrend des Gradientenechos moduliert, dessen Lange mit der
Mischzeit anwéchst. Das Problem besteht nicht beMd@ssungen, da wahrend der
Mischzeit keine Kohérenz vorliegt und Gradienten hier als zspeils wirken.
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1.9.7 Dieverwendeten Pulsprogramme

Diein dieser Arbeit verwendeten modulierten Pulsprogramme nach Kay [501 zur Messung

von 15N-T4, 15N-T, und 15N{1H}-NOE (im Gleichgewicht) sind in Anhang E abgedruckt.

Diese modulierten 15N-HSQC-Experimente nutzen zur Koharenzselektion und Wasser-
unterdriickung Gradienten aus dem magischen WirRelDie Signalintensitaten sind
durch phasenmodulierten Re-INEPT Transfer optimisehstivity enhancement [771).
Kreuzkorrelation!6] und Kreuzrelaxation werden durch“#andselektive Inversions-
pulse ohne Anregung der Wasserresondtip-Back Technik) unterdriickt. Die Auf-
nahme der Datenmatrix ist zur Kompensation von Langzeit-Instabilitdten und differen-
tieller Probenerwarmung maximal verschachtelt, indem die Mischzeiten {bz®atti-

gung und Ruhephase im NOE-Experiment) noch vor dem Durchlauf von Phasenzyklen
und Zeitinkrementation in der indirekten Dimension alterniert werden. Die erhaltene
pseudo-dreidimensionale Datenmatrix nutzt die zweite indirekte Dimension lediglich als
Index zur Ansteuerung der unterschiedlichen Mischzeiten. Sie darf daher nur in den
konventionellen zwei Dimensionen (ftl und1°N) fourier-transformiert werden.
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1.10 Auswertungshinweise

1.10.1 Datenprozessierung

Zur Extraktion der Relaxationsdaten werden fast ausnahmslos Signalintensitaten heran-
gezogen, da die Festlegung von Integrationsgrenzen problematischer ist. Um die Signal-
intensitat exakt erfassen zu kénnen, mussen die Signale moglichst hochaufgeldst sein. Die
durch die Mel3zeit begrenzte tatséchliche Auflosung kann durch Datenprozessierung
nachtraglich erhéht werden.

In der Frequenzdomane kénnen weitere Datenpunkte interpoliert werden, indem der FID
durch Anhangen von Nullwertereeto-filling) verlangert wird. Dieses "kosmetische”
Verfahren ist informationsneutral und beeinflu3t nur die dargestellte Datenauflésung,
ohne die rechnerische Linienbreite zu verringern.

Der FID kann durch das Verfahren der linearen Vorherdageai( prediction, LP) auch
weitergerechnet werden, wodurch die Linienbred@eingert wird. Der Algorithmus palf3t

dazu den FID an eine vorgegebene Anzahl Signale in Intensitat, Phase, Linienbreite und
Frequenz an. Mit diesen Parametern kann die Oszillation im FID um eine angegebene
Anzahl Zeitpunkte weitergerechnet werden. Wahrend die Anpassung der periodisch auf-
tretenden Frequenzen und Phasen sehr gut definiert ist, stellt die Anpassung der aperiodi-
schen Intensitat und Dampfung (Linienbreite) eine hohe Anforderung an die Qualitat der
Ausgangsdaten. Besonders bei schwachen Signalen kann es zu Artefakten in der Intensi-
tat der weitergerechneten Signale kommen. Da das Ausmal} der Artefakte mit der weiter-
gerechneten Zeitdauer wéchst, darf diese nicht zu lange gewahlt werden. Ferner dirfen
weder zuwenig noch zuviel Signale als anpassbar angegeben werden. Im ersten Fall wr-
den schwache Signale nicht mehr vom LP-Algorithmus erkannt und weiterberechnet wer-
den. Im zweiten Fall wirden neben tatsachlichen Signalen auch schwache Artefakte
(besonders die Flanken starker Signale und Rausch-Artefakte) durch LP verstéarkt werden.
Auch die Wahl des korrekten LP-Algorithmus spielt eine Rolle: In schlecht program-
mierten LP-Algorithmen fehlt bisweilen die Randbedingung einer positiven Dampfung
und schwache Signale kénnen im weitergerechneten FID unphysikalisch exponentiell
ansteigen. Bei den constant time Experimenten tritt au3erdem keine zeitabhangige Sig-
naldampfung durch Relaxation ein und die theoretische Linienform entspricht der Delta-
Funktion. Dann kann auf die Berechnung der Linienbreite durch den LP-Algorithmus
ganz verzichtet werden, wodurch die VerlaYlichkeit der FID-Anpassung deutlich zu-
nimmt (vgl. Mirror Image Linear Prediction). Eigene Erfahrungen mit dem LP-Modul
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unter XWINNMR (Fa. BRUKER) zeigten, dal3 oberhalb 100% Linear Prediction
(entsprechend einer Verdoppelung des FID) deutliche Intensitatsschwankungen eintraten.

Vor der Fouriertransformation wird der FID in jeder Dimension mit disester funktion

W(t) multipliziert, um ihn stetig gegen Null zu fihreApfdisierung). Die Vielzahl
maoglicher Fensterfunktionen unterscheiden sich in der Auflésung und dem Signal-zu-
Rausch-Verhéltnis des erhaltenen Spektrums. Aus eigener Erfahrung wird routinemafig
eine Multiplikation mit der cdsFensterfunktion empfohlen.

Basislinienstoérungemm Spektrum addieren sich lokal auf Signalintensitaten. Sind diese

Abweichungen innerhalb aller Spektren einer Relaxationsmessung konstant, so wird der
erwartete exponentielle Intensitatsabfall nicht mehr gegen Null, sondern gegen einen be-
stimmten Offset konvergieren. Variable Basislinienstérungen innerhalb einer Relaxa-

tionsreihe fuhren hingegen zu einer zufalligen Streuung der Intensitdten um die erwartete
Exponentialkurve. Basislinienstérungen kdénnen bis zu einem gewissen Grade nachtrag-
lich aus den Spektren herausgerechnet werden, doch mul3 beachtet werden, dal3 auch
diese Rechenverfahren zufallige Streuungen einfiihren kdnnen. Es ist deshalb in jedem
Fall vorzuziehen, Basislinienstérungen bereits bei der Messung zu minimieren. Sie ent-
stehen insbesondere durch unzureichende Unterdriickung des Wassersignales (vgl. 1.9.2).

1.10.2 Extraktion der Relaxationszeiten

Der Zeitverlauf der Signalintensitaten wird aus der Kurvenanpassung an die ldealfunktion

I(T) =1, exp% %@ [1.119]

erhalten, wobei ein Abklingen ohne Offset angenommen wird. In dieser Form liesse sich
die Kurvenanpassung nach Logarithmierung als lineare Regression durchftihren, wodurch
allerdings die einzelnen Mef3punkte gleich gewichtet wirden. Tats&achlich haben die
Mel3punkte den gleichen Absolutfehler (die mittlere Rauschamplitude) und missen daher
direkt, d.h. im Verhéltnis ihrer relativen Intensitdten gewichtet werden! Deshalb
empfiehlt sich auch fur die ldealform (Gl. 1.119) dieht-lineare Minimierung. Die
Anfangswerte fiur die anzugleichenden Paramejeund T, die die Konvergenz der
Minimierung bestimmen, lassen sich hierbei gut abschatzen.

Die Erweiterung der Idealform um einen dritten Parameter fir einen Offset reduziert die
Gute der Anpassung und kann zur Uberparametrisierung fiilhren, erkennbar an einer
hohen Abh&ngigkeiten der Parameter untereinander. Bei Abweichung von monoexponen-
tiellem Verhalten (vgl. Kreuzrelaxation, Krezukorrelation) wird GI. 1.119 ungultig.
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1.10.3 Fehlerabschatzung
Eine korrekte Angabe der Fehler experimenteller Relaxationsdaten ist Voraussetzung fir
die statistische Unterscheidbarkeit deo)d{odellfunktionen (vgl. 1.11.5).

Bei der Einzelmessung des Gleichgewichts-NOE wird der Mel3fehler jedes NOE Uber die
mittlere Rauschamplitude berechnet:

A NOE[%] =/ ,12[%]+,12,[%] [1.120]

A" sat

Bei der Einzelmessung von Relaxationsraten liefert die Kurvenanpassung an die
Signalintensitaten die Uber alle Mel3punkte berechneten, verlal3licheren Standard-
abweichungen. Erfahrungsgeman werden meist Standardabweichungen unter 2% erhalten
und hohere Standardabweichungen (> 5%) kdnnen auf einzelne abweichende Mel3punkte
hinweisen, die dann aus der erneuten Anpassung ausgeklammert werden.

Diese experimentellen Fehler von Einzelmessungen geben nur einen Teil der tat-
sachlichen Fehler wieder. Hierzu gehdren besonders methodische Fehler (z.B. durch
Anteile konkurrierender Relaxationsprozesse an der gemessenene Relaxationsrate, vgl.
Mehrspineffekte (1.5.3), Kreuzkorrelation und Antiphase-Relaxation (1.9.3, 1.9.6) und
systematische experimentelle Fehler, die im wesentlichen auf der Unsicherheit in der
tatsachlichen Probentemperatur beruhen. Die realistische Annahme einer Temperatur-
abweichung um 0.5 K fihrt zu systematischen Fehlern in den Relaxationsdaten von ca.
2% (vgl. 1.9.1). Digrozentualen Fehleranteile summieren sich nach Gauss gemal:

A q%] = \/A Rezxperinmtell [%]+A R‘?emperaturt[%]-i-A Rriethodischt[%] t... [1121]

Eigene Wiederholungsmessungen lieferten durchschnittliche Abweichungen von 2 - 3%
fur 1>N-Relaxationsraten und 0.05 f&N{1H}-NOE. Eine hinreichend groRe Zahl an
Wiederholungsmessungen zur genauen Bestimmung der statistischen Fehleranteile
schlie3t sich aber meist aus Grinden der Mef3zeit und Probenstabilitat aus. Deshalb
werden, in Ubereinstimmung mit den meisten veréffentlichten Relaxationsmes§#hgen

die folgenderMindestfehler angenommen:

AR(NY), AR(N,)  AR(2N,H,) AR(2NH,) AR(H,) BN{'H}-NOE

2-3% 3% 3.5% 4 % 3-5%
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1.11 Modé€lfreie Auswertung

Mit der modellfreien Auswertung [12. 321, der Anpassung experimentell bestimmter
spektraler Dichtewerte Jw,) (n = Index erlaubter Ubergangsfrequenzen) an Naherungs-
funktionen ¥P(w), wird die lokale Molekilbewegung mit einem Minimum an Dynamik-
parametern (Ordnungsparameter’ $ind Korrelationszeitent,) quantifiziert, die
weitgehend unabhangig von der tatsachlichen Art der statistischen Bewegungen sind
(modellfrel):

« Die Ordnungsparameter S (i = Index der Bewegungsmoden) sind ndherungsweise
invers proportional zur mittleren Bewegungsamplitude (vgl.1.6.4).

* Die Korrelationszeiten 7, sind ein (grobes) Mal3 fiur die mittlere Periode der
statistischen Bewegungen (vgl.1.6.4).

Die hierzu gebrauchlicherfXw)-Modellfunktionen wurden in Kapitel 1.6 hergeleitet.
Die modellfreie Analyse erfordert zwar keine Annahmen UberAdieder zugrunde-
liegenden diffusiven Bewegungsprozesse, jedoch explizit Ubekndahl separierbarer
Bewegungsmoden. Dies ist der kritische Schritt der modellfreien Analyse, der fir die
Wahl der ¥°(w)-Naherungsfunktion (Tab.1.7) ausschlaggebend istréative Zeitskala

der Bewegungsmoden beeinflul3t nicht @éltigkeit wohl aber die Genauigkeitder
Auswertung (Fehlerpropagation) [78. 791,

Der modellfreie Ansatz verlangt, daf3 die Bewegungsmoden untereinander unkorreliert
sind. Dies ist bei anisotroper Molekillbewegung, bei der Rotationsvorzugsachsen beste-
hen, prinzipiell nicht der Fall. Die Faktorisierung der globalen Korrelationsfunktion in
molekulare Rotation und interne Bewegungen gilt hier nur noch naherung&vépsll

(vgl. Kapitel 1.6.7). Die modellfreie Auswertung muf3 dann unter expliziter Berlck-
sichtigung der Rotationsanisotropie durchgefiihrt werden (Kapitel 1.11.3)

Der Schlisselparametefiir die modellfreie Auswertung von Relaxationsdaten ist die
molekulare Rotationskorrelationszeit 7z [38l, die die interne Zeitachse zur Bewertung
lokaler Bewegungen festlegt:

« Wesentlich langsamere dynamische Prozessg £ 10° s) sind nur als Linienverbrei-
terung Pausasch-Beitrage) zur transversalen-Relaxationsrate erkennbar (Kap. 1.8).

» Die (natirlichen) Relaxationsraten werden ansonsten nur von lokalen Bewegungen
beeinfluRt, deren Korrelationszeiten maximal in der GroRenordnungrydiegen.
Diese Obergrenze von ca. 16 ns resultiert aus der notwendigen Wichtung g
bezuglichtg (Gl. 1.96, 1.98) bzw. aus der Ausléschung der Gesamt-Korrelations-
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funktion C%(1) durch die unbeschrankteMolekilrotation mit Ordnungsparameter

S =0, der fir Zeitert » 1x erreicht wird (vgl.1.6.5). Di&Jntergrenze fiir T ergibt

sich aus dem Verschwinden des lokalen Bewegungsbeitrages zur gesamten spektralen
Dichte aufgrund deextreme narrowing NaherungJ(r, - 0)=S°r, =0 (Gl. 1.101)

und ist bei ca. I8 ns erreicht. Noch schnellere Bewegungen skalieren die spektrale
Dichte uiber ihren Ordnungsparametgr(ggl. Modell 3).

Es ist also fur die Identifizierung und Quantifizierddf lokaler Beweglichkeit entschei-

dend, die molekulare Rotationskorrelationszgitméglichst exakt zu bestimmen. Da
jedoch die scheinbare bzw. experimentell zugéngliche Korrelationszeit umgekehrt von
Uberlagerter lokaler Dynamik verfalscht wird, ist es im Prinzip unmogtiglexakt aus
NMR-Relaxatonsdaten zu bestimmen. Nur das gewissenhafte Beachten aller verfligbaren
Indikatoren lokaler Beweglichkeit kann das Risiko dgiFehlbestimmung, und damit
maoglicherweise die Fehlinterpretation der gesamten Proteindynamik, vermindern.

1.11.1 DasT,/T,-Verhaltnis als Mel3grofRe der Rotationskorrelationszgit

Die Abhangigkeit der Relaxationszeiten von der (effektiven) Rotationskorrelationszeit
(Kapitel 1.7.2) zeigt:

» Die T;-Zeiten sind Uber fast den gesamten Zeitbereich #pabhéngig. Aufgrund des
Minimums beitg = 1l/wy sind diese Relaxationszeiten alpesht eindeutig fir 1, die
entweder imextreme narrowing oder imslow tumbling Bereich liegen kann. Um das
Minimum ist die Empfindlichkeit gegeniibeg deutlich reduziert (vgl. Abb.1.5.a). Die
T.-Zeiten zeigen inslow tumbling Bereich eine mittg zunehmende Abweichung bei
Vorliegen lokaler Beweglichkeit (Abb.1.5.a).

» Die T,-Zeiten zeigen im Gegensatz zu, €ine eindeutige Abhangigkeit vontg. Sie
werden durchAasasch-Beitrage reduziert und durch lokale Beweglichkeit erhoht
(Abb.1.5.a).

« Der ®N{'H}-NOE ist ausschlieRlich im Ubergangsbereich zwischen den beiden
Grenzwerten desxtreme narrowing und slow tumbling abhéngig vortg (Abb.1.5.b)
und damit in weiten Bereichen als Sensor der Korrelationsmgigeignet. Wenn
jedoch derslow tumbling Grenzwert beobachtet wird, liefert dies eine Untergrenze flr
Tr > 1oy (Abb.1.5.b).

Alle Relaxationsraten sind offensichtlich fir sich allein nicht ausreichendgdrai von
Beeinflussungen durch lokale Beweglichkeit zu erfassen. Eine geeignete Kombination



1.11 Modellfreie Auswertung 74

der Daten kann aber die Empfindlichkeit gegentihegrhéhen und zumindest einen Teill
der Abhéangigkeit von lokaler Dynamik eliminieren.

Durch dieBildung des T,/T,-Quotienten [50 entfallen alle Parameter, die vor die spektrale
Dichte Jv) ausgeklammert werden konnen (vgl. Tab.1.7). Dadurch verschwindet fiir die
einfachste d)-Naherung (Modell 1, Tab. 1.7) demzige Parameter lokaler Dynamik,
Ordnungsparameter Die aus dem JT,-Verhéltnis (Tab.1.5) untexpliziter Annahme

von Modell 1[59 berechneten scheinbarper residue Korrelationszeitern'g; entsprechen

also nur in diesem Fall genau der gesuchten globalen Korrelationszeitehlende
Mausasch-Beitrage vorausgesetzt. Die Uberpriifung dieser essentiellen Voraussetzung fiir
die korrektetg-Bestimmung wird in 1.11.2 behandelt. Fir alle anderejN@herungen
verbleibt im T/T,-Quotienten ein EinfluR lokaler Dynamik und verfalscht die
berechneten'y;; lediglich fur Modell 3 kirzt sich noch der Ordnungsparamefede
schnellsten Bewegungen heraus.

Der Verlauf des™N-T,/T,-Verhaltnisses aldndikator der effektiven Rotationskorre-
lationszeit ist in Abb.1.9.a fiModell 1 und mehrere BFeldstarken im flr Proteine typi-
schen Zeitbereich bis 15 ns dargestellt. Er wird mit sinkender Korrelationszeit immer un-
empfindlicher gegentbeag und strebt imextreme narrowing limit asymptotisch gegen 1.

Der Ti/T>-Quotient ist zur Bestimmung kleiner Korrelationszeiten damit unbrauchbar.
Wie erwahnt besteht fiir Modellkeine S-Abhangigkeit.
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Abb.1.9.a Abhangigkeit des N-T /T -Verhaltnisses von der molekularen Rotationskorrelationszeit  und der

eingetragenen Magnetfeldstarke B . Die Simulation setzt Modell 1 der spektralen Dichte J( ) voraus und ist dann
unabh&ngig vom Ordnungsparameter S2.
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Nachfolgend wird die Verfalschungdes T,/T,-Verhaltnisses durch lokale Dynamik-
parameter (auRer dem einfachéirSModell 1) untersucht.

Die Abhangigkeit desN-T,/T,-Verhaltnisses von der Korrelationszeit und dem
Ordnungsparameter® ®iner tberlagerten lokalen Bewegung ist in Abb.1.9.b fiir eine
feste globale Rotationskorrelationszeit= 13.2 ns (gultig ftr HNL, vgl. Kapitel 1.2) bei
einer Feldstarke von 600 MHz dargestellt. Der Verlauf gilt sowohMfgadlell 2 als auch

fur Modell 3, in dem sich die $Abhéangigkeit herauskiirzt (s.0.). Die Kurven zeigen eine
starke, zu éproportionale Reduktion déaN-T,/T,-Verhaltnisses fast tiber den gesamten
Zeitbereich und liefern damit bereits bei geringen Abweichungen von Modell 1 deutlich
verzerrte (reduzierte) Korrelationszeitefd Nur fur sehr kleinets < ca. 20 ps) und sehr
groRe lokale Korrelationszeiternigf » tr) sowie fur Ordnungsparameter nahe 1 ver-
schwindet die Reduktion innerhalb der experimentellen Auflésung. In diesen Fallen
gehen die Modellfunktionen 2 bis 4 in Modell 1 tber (Tab.1.7). Fir Modell 4 gelten
dieselben Abhangigkeiten zusatzlich fiiund 2.

B e e e e e e e e e e e = == == === ===
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Abb.1.9.b Abhangigkeit des™N-T/T,-Verhaltnisses von der Korrelationszeit einer lokalen
Bewegungrgs und ihrem Ordnungsparametér (®odell 2). $ wird in Inkrementen von 0.2 von
1 (--, = Modell 1) bis 0.24=) reduziert. Simulation mitg = 13.2 ns bei 600 MHz.

Zum direkten Vergleich von T./T,-Verhéltnisse bei unterschiedlicheg-Beldern sind nur
die relativen Abweichungen vom Mittelwert geeignet:
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(Tl/TZ)i -T, /T,
T,/T,

B i (T /T, )i = [1.122]

In diesen Relativabweichungen ist die algemeine By-Abhangigkeit aufgrund der
Molekilrotation (Abb.1.9.a) herausgerechnet und es verbleibt nur die Feldabhangigkeit
aufgrund des lokalen Bewegungsbeitrages. Die Relativabweichungen sind in Abb.1.9.c
gegen die Korrelationszetty; einer lokalen Bewegung aufgetragen. Fir die Simulation
wurde der Mittelwert, der unabh&ngig von lokaler Bewegung sein soll, tber Modell 1
berechnet. Abbildung 1.9.c zeigt, daf} diese relativen Abweichungen weitgehend propor-
tional zu B sind. Nur fir sehr kurzey; « 100 ps ist die relative Reduktion annahernd
feldunabhangig (die Kurvekonvergieren) [22],
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Abb.1.9.c Abhangigkeit der relativen Mittelwert-Abweichung (Gl.1.122) des ®*N-T4/T.-
Verhaltnisses von lokaler Korrelationszeit (Modelle 2, 3) und der angegebenepR@ldstarke.
Simulation mit $= 0.6 undig = 13.2 ns.

Eine lokade Erhéhung des™N-T,/T,-Verhaltnissesbeobachtet man bei langsamen
Prozessen mit Korrelationszeiten Taugass iM Bereich von ca. 10° bis 102 s, die zu
Anusausch-Beitragen zu Rfiihren. Hierdurch werdemur die T,-Zeiten proportional zuB
verklrzt (vgl. 1.8.2), wahrend die-Eeiten unbeeinflul3t bleiben. Infolgedessen sind die
relativen™N-T,/T,-Abweichungen (1.122) proportional zg’Brhoht.

Naturlich sind auch andere Kombinationen von Relaxationsdaten zur Bestimmung von
geeignetss 82, Beispielsweise wird die Zweideutigkeit dey-Zeiten durch Hinzunahme
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des N{ *H} -NOE aufgehoben [82], der in den Grenzbereichen des extreme narrowing und

des slow tumbling deutlich verschiedene Werte hat. Die modellfreie Analyse entspricht

der Berucksichtigungaller gemessenen Relaxationsdaten (bei allen vermessefien B
Feldern) gleichzeitig, was Abweichungen einzelner Relaxationsdaten vom Erwartungs-
wert aus den theoretischen Ratenausdriicken (Kapitel 1.5) besser kompensieren kann. Die
modellfreie Analyse wird hierzu ohne Angabe eigbrbal festen Korrelationszeittg
durchgefihrt und fujeden Rest einzeln die scheinbaper-residue Korrelationszeitt'y;

neben allen anderen erforderlichen Dynamikparametern optifiétt

Letztlich sind diese Verfahren mit der Bestimmung wgraus den 7 T,-Verhaltnissen
gleichwertig, da in jedem Fall die Selektion der geeigneten Restagadittelung
erforderlich ist.

1.11.2 Selektion der Reste zur 1r-Mittelung

Wahrend die Empfindlichkeit der NMR-Relaxationsdaten gegentber lokaler Beweglich-
keit die Voraussetzung zur Erfassung der Molekildynamik ist, macht sie prinzipiell die
unbeeinflu3te Bestimmung dgiobalen Korrelationszeittrk unmaoglich. Diese ist aber als
BezugsgrolRe zur Entdeckung und Quantifizierung lokaler Beweglichkeit Voraussetzung.
So héangen alle aus den individuellegTh-Abweichungen gewonnenen Aussagen uber
lokale Dynamik vom T/T,-Mittelwert ab, der aber nicht notwendigerweise die globale
Korrelationszeit tr  korrekt wiedergibt, sondern seinerseits durch Beweglichkeiten
verzerrt wird. Wenn z.B. sehr viele Re&{g «asch-Beitrdge aufweisen, erhtht dies den
T./T,-Mittelwert und verdeckt dadurch kleidg gash-Beitrage. Gleichzeitig fallen nun

fir mehr Reste die (IT,-Verhaltnisse unter diesexsheinbaren Mittelwert und tauschen
schnelle Beweglichkeit vor (vgl. hnps-PLA2, Kapitel 1.3).

Bei der Ermittlung demlobalen tr aus individuellenper residue Daten ist es daher
entscheidend, Reste mit lokaler Dynamik, die nicht mehr mit Modell 1 beschrieben
werden kannynabhangig von Annahmen tber die gesuchte glolasécher zu erkennen

und aus der Mittelung auszuschlielRen. Zwei NMR-Parameter zeigen unter bestimmten
Voraussetzungen lokale Beweglichkeit tatséchlich weitgebealdhangig vorty an:

1. Proteine befinden sich allgemein isow tumbling limit des N{'H}-NOE, wo
einheitlich dertg-unabhéngige positive Grenzwert (1.106) gilt. Jede deutliche Reduk-
tion des™N{'H}-NOE weist dahereindeutig auf lokale Beweglichkeit mit Korrela-
tionszeitentg « 1 ns und kleinem Ordnungsparameter hin (vgl. Abb.1.7.a). Als
kritischer Wert wird hierbei meist efiN{*H}-NOE von 0.6 angenommep#. 821,
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2. Langsame Bewegungsprozesse mit Korrelationszeiten zwischen ca. 10° und 10* s
bewirken Aausasch-Beitrage zu R die dber ihre Abhangigkeit von experimentellen
Parametern wie BFeldstarkds4, CPMG-Echodaudp?. 40, 42, 57, 65, 66] oder SpinLock-
Feldstarke2o. 40. 42, 67, 68] ynabhangig erkannt werden kénnen (vgl. 1.8.3). Allerdings
kobnnen Abweichungen des angenommenen CSA-Tensors zur gleichErldB
abhangigkeit fuhrei#dl (vgl.1.8.3). Die Probleme bei den CPMG- ung-Messungen
wurden in Kapitel 1.9.6 diskutiel6. 591,

Diese beiden Indikatoren missear allen anderen Selektionskriterien bertcksichtigt
werden! Erst danach kdnnen die individuelleriT}-Verhaltnisse auch naddatistischen
Kriterien weitgehend mittelwert- bzwg-unabhangig selektiert werden. Typischerweise
werden daher Werte, deren/T>-Verhaltnis um mehr als eine Standardabweichung vom
Mittelwert abweicht50, aus der Mittelung ausgeschlossen. Uberdurchschnittlighie-T
Verhaltnisse zeigen dabei konformatife «a.sch-Beitrdge, unterdurchschnittliche/T,-
Verhaltnisse schnelle Beweglichkeit an (vgl.1.11.1). Die Wahl einer Standardabweichung
als Ausschlulkriterium fur bewegliche Reste ist allerdings willkurlatatiétisch) und

nur dann ausreichend, wenn die Streuung déF,-Merhaltnisse klein bzw. die Anzahl
verfigbarer Werte zur sicheren Mittelwertbildung grof3 ist. Je kleiner die Standard-
abweichung ist, desto kleinere Abweichungen kénnen aufgeldst werden. IDanation

des Verfahrens wird die Standardabweichung generell kleiner und das Selektionsraster
entsprechend scharfer. Allerdings ist diese Verfeinerung statistisch nur dann abgesichert,
wenn sich der Mittelwert dadurch nicht entscheidend verandert!

Die Auftragung der T,/T,-Verhdltnisse gegen die Aminosduresequeriaubt die
Identifizierung von und kontrollierte Mittelung tber Bereiche mit offensichtlich homo-
genem T/T,-Verhaltnis. Falls mehrere solcher Bereiche vorliegen, deren jeweilige
Mittelwerte erkennbadifferieren und mit Sekundarstruktur-Elementetorrelieren, ist

dies ein starker experimenteller Hinweis auf Anisotropieler Molekulbewegungss: 86, 87]

(vgl. 1.11.3). Unterschiedliche Mittelwerte konnen aber auch mit verschiedenen
Domanendes Proteins korrelieren [83l. Dann sollte statt mit einer globalerK orrelations-

zeit mit verschiedenen Domanenkorrelationszeitefitir jede Doméane ausgewertet werden
(vgl.1.11.3). Anhand der sequentiellen Auftragung déf FVerhaltnisse kann aul3erdem

fur jeden Rest bereits eine Vorab-Zuordnung der lokalen Beweglichkeit gemaf
beobachteter Abweichungen (vgl.1.11.1, Tab.1.8) noch vor der eigentlichen modellfreien
Auswertung versucht werden.
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Bei Kenntnis der Proteinstruktur kann die Auswahl der Reste zur 1x-Mittelung weiter
abgesichert werden, indem man nur Reste in Bereichen mit definierter Sekundarstruktur
berticksichtigt, fur die eingeschrankte Flexibilitat wahrscheinlicher ist. Allerdings kénnen
auch hier - zumeist zusammenhangende - Bewegungen auftreten, beispielsweise Helix-
schwingungeni3’. 43, 88-93] oder Cystin-vermittelte bzw. induzierte konformative Beweg-
lichkeit [93-96] (vgl. HNL und hnps-PLA2, Kapitel 2 und 3). Derartige Beweglichkeit von
bzw. innerhalb Sekundarstruktur-Elementen kann wohl nur bei sehr kompakter Tertiar-
struktur sicher ausgeschlossen werden.

Nach Moglichkeit sollten die JIT,-Verhaltnisse bei mehrerenBeldstarken gleichzeitig
betrachtet werden, was sinnvoll Uber ihre relativen lokalen Abweichungen (Gl.1.122)
erfolgt. Dies sichert zum einen die statistische VerlaR3lichkeit ab. Zum anderen werden
hieraus die beschriebenen feldabhangigen Effekte als weitere wichtige Indikatoren lokaler
Beweglichkeit erkennbar.

Tabelle 1.8 faldt die aus den/T,-Verhéaltnissen ableitbaren Aussagen uber lokale Be-
weglichkeit und Komplikationen zusammen. Abb.1.10 zeigt das FluRdiagramm des vor-
geschlagenen Selektionsverfahrens zur Bestimmung der molekularen Korrelatmpszeit
Dieses gilt sinngemal? auch fir andaseresidue Mel3gré3en der Korrelationszeit.

Tab.1.8 Beobachtete relative lokale T,/T,-Abweichungen vom Mittelwert (GI.1.122) und
ihre Interpretation.

Indikator I nter pretation

Do (T, /T,), OBZ >0 langsame lokale Prozesse Milsascn ca. 10° bis 10° s
(AAustausch'Beitré-ge)

A, (T,/T,). OB <0 schnelle lokale Bewegungen mik ca. 107 bis 16 ns

relativ

bei annahernder Feldabhangigkeitt« « 10 ns

A, (T, /T,). -Dispersiond B, anisotrope Molekdlrotation (insbesondere bei
Korrelation mit der°N-'H-Vektororientierung)

T,/T, regional verschieden BeiKorrelation mit Sekundarstruktur-Elementen
[0 anisotropeMolekulrotation

Bei Korrelation mit Protein-Domanen
[0 verschiedenen DoméanenrKorrel ationszeiten
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per residue Meflgrofien
(T/T),

“N{'H}-NOE nein

>0.6

P Ausschlufs

Beitrige
A 0

nein

' Ausschluf}

Austausch

automatisierte Selektion

v v

Sequentielle Auftragung der (T,/T),),

manuelle Selektion

Statistische Bewertung
—3P»1 - Berechne (Bereichs-)Mittelwert (T,/T,)
- Berechne Standardabweichung (T /T,)

- Identifiziere Bereiche mit
homogener (T /T,),

- Berechne Bereichs-Mittelwerte (T /T,),

nein Bereichs- nein
mittelwerte Ausschluf}
gleich

Iteration ohne Anderung des
Mittelwertes

- Erniedrige Standardabweichung

- Verfeinere Selektionsraster

Y

Korrelation mit
Sekundirstruktur-Elementen:
> Anisotropie der Molekiilrotation ?

T,/T,-Mittelung iiber selektierte Reste
Berechnung der isotropen globalen
Korrelationszeit T, (nach Modell 1)

Korrelation mit
Protein-Doménen:
> Domiinen-Korrelationszeiten ?

Abb.1.10 Empfohlenes Selektionsschema zur Bestimmung der globalen (molekularen) Rota-

tionskorrelationszeit aus experimentellen per residue T1/T2-Verhaltnissen. Das Selektionsschema

soll gewahrleisten, dafl3 fir die letztlich ausgewahlten Reste mit grofdter Wahrscheinlichkeit
Modell 1 der spektralen Dichte gilt, fir die allein die berechnete Korrelationszeit der globalen
anisotrope
Rotation und unterschiedliche Domé&nen-Beweglichkeit. Diese beiden Komplikationen verbieten
im Prinzip die Definition einer einzigen globalen Korrelationszeit. Stattdessen muf3 die modell-
freie Auswertung dann mit einzelnen, von der Nhwektororientierung abhangigen Korrela-

Korrelationszeit entspricht. Das Selektionsschema liefert ebenfalls Hinweise auf

tionszeit bzw. mit jeweiligen Doméanen-Korrelationszeiten erfolgen.
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1.11.3 Komplikationen: Dom&anenbewegung, Anisotropie der Rotation, Dimerisierung

Die modellfreie Auswertung beruht auf der Annahme einer einheitlichen Bezugszeit. Jede

lokale Abweichung der scheinbaren von dieser globalen Korrelationszeit wird durch die
modellfreie Auswertung ausschlief3lichals lokale Beweglichkeit interpretiert und ent-
sprechend in Dynamikparametern quantifiziert. Die in diesem Kapitel besprochenen
Komplikationen [81] filhren aber dazu, dal3 im Prinkigine global einheitliche Rotations-
korrelationszeit mehr definiert werden darf. Abweichungen von einer angenommen
einheitlichen Korrelationszeit konnen dann auch andere Ursachen als lokale Bewegungen
haben. Dieseusatzliche Streuurdgr per residueKorrelationszeiten t'r; bzw. ihrer Mel3-
groRen /T, muld also vor der modellfreien Auswertung abgezogen werden, denn nur die
Differenz ist wirklich auf lokale Beweglichkeit zurtickzufihren. Andernfalls erhalt man
fehlerhafte Dynamikparameter, falsche Zuordnung dey-Modellfunktionen und ins-
gesamt ein verfalschtes Bild Giber die Proteindyna#hik

In modular aufgebauten Proteinen kdnnen sich einzelne Doméanen relativ zueinander
bewegeni83 und daher verschiedem»manen-Korrelationszeitentpomane besitzen. Bel
Auswertung mit einer globalen tr ergibt sich dann ein trigerisches Bild fur die Protein-
dynamik. Die modellfreie Auswertung kompensi@gtmane™ Tr 2.B. durch artifizielle
AnstausciBeltrage und tduscht damit langsame konformative Bewegung der gesamten
Doméane mitus- bis ms-Korrelationszeiten vor. Diese kann nur durch explizite Messung
der Aauwsasch-Beitrdge ausgeschlossen werden. Im umgekehrten Falltpfidne< Tr
erscheint die Domane flexibel im Nanosekunden-Bereich mit Gberschatzten Amplituden
(unterschatzten Ordnungsparametern; vgl. Abhangigkeit d¢s,-Verhaltnisses in
Abb.1.9.b). Durch modellfreie Auswertung mit individuell@omanenKorrelations-

zeiten wird die &aufllere Relativbewegung ausgeblendet und nur noch die lokale
Beweglichkeitinnerhalb der Doméanen bewertet. Die Relativbewegung der Domanen
ergibt sich dann im korrekten Zeitbereich durch die Unterschiede ihrer Domanen-
Korrelationszeiten nach Abzug deMnisotropie-Anteils (s.u.). Entsprechend kodnnen
Doméanen-Bewegungen nur in deguentiellen Auftragung der T,/T>-Verhaltnisse (oder
gleichwertiger Indikatoren der effektiven lokalen Korrelationszeit) duntér schiedliche
Mittelwerte fur die einzelnen Domé&nerkannt werden.

Durch Anisotropie der Molekilrotation wird die per-residue Korrelationszeit tg; und

daher das individuelle T4/T,-Verhaltnis abhangig von détN-'H-Vektororientierung im
Molekul (vgl. 1.6.7). Diet'r; streuen entsprechend um eine isotrop gemittelte Rotations-
korrelationszeittr s, (Gl. 1.94). Dieseorientierungsabhangig&treuung der T,/T,-Ver-
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haltnisse kann aus der Molekulstruktur zuriickgerechneten werden (vgl. 1.12) und steigt
mit der B-Feldstarke (vgl. Abb.1.9.a) . Sie mul3 von den experimentell@n-Verhalt-

nissen abgezogen werden, um die Fehlinterpretation von Abweichungen als lokale
Dynamik zu vermeiden. Bei axialer Anisotropie ist da&l FVerhaltnis fir die™N-'H-
Vektoren parallel zur Hauptachse (Zylinderachse)ré&duziert, was Nanosekunden-Be-
weglichkeit (Modelle 3 und 4) vortauschtl. Fiir die N-'H-Vektoren senkrecht zur
Hauptachse (Zylinderachse) ist dagTh-Verhéltnis erhoht; dies tduscht langsame lokale
Prozesse vor, entsprechend lokalga.sn-Beitragen (vgl. hnps-PLA2, Kapitel 3). Nach
Aggregation (s.u.) kdnnen auch isotrope Monomere stark anisotrope Molekilbewegung
aufweiserisll,

Bei bekannter Struktur soll in jedem Fall die Anisotropie der Molekulrotation aus dem
Achsenverhéltnis des berechneten Rotationstensors abgeschatzt werden (vgl. 1.12). Ab
einem Hauptachsenverhaltnis groRer ca. 18twird die strukturell bedingte Streuung

der per residue Korrelationszeiten bezlglich der experimentellen Auflosung signifikant.
Fur die experimentelle Entdeckung anisotroper Molekulrotation aus der Auftragung der
einzelnen T/T,-Verhéltnisse ist von entscheidender Bedeutung, dal3NtitH-Vektoren
innnerhalb eines Sekundarstruktur-Elementes einheitlich orientiert sind: sie liegen inner-
halb von Helices parallel zur Helixachse und innerhalb fréraltblattern senkrecht zum
B-Strang. Zusatzlich ist in Sekundarstrukturen die dynamische Verfalschung der gemes-
senen T/T,-Verhaltnisse unwahrscheinlicher als in ungeordneten Bereichen. Daher ist
eine beobachtet€orrelation zwischen deutlich verschiedenen T,/T»-Bere chsmittelwerten

und einzelnen nicht-parallelen Sekundarstruktur-Elementean starker Hinweis auf

anisotrope Molekulrotation. Die strukturell bedingte Streuungpeeresidue Korrela-
tionszeiten bzw. der relativen/T,-Abweichungen steigt gemald Abb. 1.9.a mit dgr B
Feldstarke. Beispielsweise werden in hnps-PLA2 (Kapitel 3) fur parellele a-Helizes

die gleichen Mittelwerte, fiir eine dritte, diagonal liegende Helix aber ein deutlich niedri-
gerer Mittelwert beobachtet (Abb.3.6). Die experimentelle Beobachtbarkeit anisotroper
Molektlrotation erfordert also mindestens zwaicht-parallele Sekundarstruktur-
Elemente (genauer: nicht-paralle®®N-'H-Vektoren). Fiir eine einzelne Helix ist sie
experimentell nicht beobachtbar und in diesem Sonderfall kann auchsatiepe
modellfreie Auswertung direkt durchgefuhrt werdé€n %l. Ein weiteres Problem ist
maogliche kooperative Dynamik des ganzen Sekundarstruktur-Elementes, die {dlg-T
Verhaltnisse einheitlich verfalscht und die strukturell bedingte,/T,-Verschiebung
Uberdeckt. Derartige kooperative Bewegungen wurden bereits fir Helizes nachgewiesen
[37,89-91]: sje sind vermutlich fUB-Faltblatter weniger relevant.



1.11 Modellfreie Auswertung 84

Anisotropie der Molekilrotation mul3 auch bei der Bewertung unterschiedlicher Doma-
nen-Korrelationszeiten bericksichtigt werden, da deren Streuung nicht nur durch die
Relativbewegung, sondern auch durch die Relatiientierung der Domanen beeinfluf3t
wird. Zusammengefaldt sind eine mit dgrReldstéarke steigende Dispersion der relativen
T./To-Abweichungenl(é®, ihre hohe Korrelation mit der orientierungsabhangig ruck-
gerechneten Verteilung®. 83. 84, 86, 99] sowie unterschiedliche Bereichs-Korrelationszeiten
[83] Indikatoren fur die Anisotropie der Molekdlrotation (vgl. Tab.1.8, Abb.1.10).

Durch Dimerisierung wird in der Regel die Anisotropie des Moleklles und damit der
Molekdilrotation erhoht. Der fir das Monomer berechnete Rotationstensor ist zur Riick-
rechnung der strukturellen/T,-Streuung dann fehlerhaft. Verlauft die Aggregation
reversibel mit Austausch-Korrelationszeiten ips- bis ms-Zeitbereich, so fihrt dies an

der Dimerisierungsseite auch fir tatsachlich (in diesem Zeitbereich) starre Reste zu
Aavsassch-Beitragen. Neben der moglichen Fehlinterpretation diAsgf..«n-Beitrage als

intra- stattintermolekulare Bewegungsprozesse wird hierdurch auch die Korrelationszeit
erhoht, wenn diese vermeintlich starren Resteztilittelung herangezogen werden.

Die Korrelationszeiten werden aber auch ganz allgemein durch die gewichtete Mittelung
tber Monomer und Dimer erhéht.

Asymmetrische Dimere kdnnen NMR-spektroskopisch einfach nachgewiesen werden.
Fur symmetrische Homodimere sind die Spektren von Homomer und Dimer jedoch iden-
tisch. In diesem Fall sind z.B. Diffusionsmessungen und Messungen der Sedimentation in
der Ultrazentrifuge hilfreich (vgl. HNL, Kapitel 2). Reversible Dimerisierung kann auch
Uberkonzentrationsabh&ngigeel axationsmessungen nachgewiesen werden, wobei aller-

dings der Einflu3 der Proteinkonzentration auf die Probenviskositat oft nur schwer
abzuschatzen ist. Sowohl erhdhte Viskositat als auch Dimerisierung kénnen daher fur
eine beobachtete Zunahme der Rotationskorrelationszeit bei hoheren Proteinkonzen-
trationen verantwortlich sein (vgl.1.9.1).

1.11.4 Bestimmung der Dynamikparameter

Die automatisierte Anpassung der experimentellen Relaxationsdaten an die Modellfunk-
tionen der spektralen Dichtew)((Tab.1.7), jeweils unter Berlcksichtigung maoglicher
Apusasch-Beitrage zu R erfolgt durch nicht-lineare Minimierung einer Zielfunktids.

X? falt die aktuellen Abweichungen der berechneten von den experimentellen Daten,
gewichtet mit ihren jeweiligen angenommenen Fehlern, zusammen. Die einzelnen
Summanden werden quadrieRefilerquadrate), um die Kompensation positiver durch
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negative Abweichungen zu vermeiden. Man definiert die gewichtete Fehlerquadrat-
Summe als Zielfunktion X2:

n Zm berechnet —\/ gemessen
2(¢;n-m) Iz M( )Avangenommen g [1.123]
Der Index i lauft tber allen eingesetzten MelRRpunkte€ (z.B. T, T,, NOE bei
verschiedenen Feldstarken). Der Sdtzeingestellter Variabler (Ordnungsparameter,
Korrelationszeiten unfl, gasch-Beitrag) besteht aus demzu minimierenden Parametern

der gewahlten Modellfunktion (1 bis 4, Tab.1.7). Die Wahl der besten Modellfunktion
wird im nachfolgenden Kapitel 1.11.5 beschrieben. Jedes Abweichungsquadrat wird mit

dem angenommenen experimentellen Fehlerqua¥agewichtet (vgl.1.10.3).

Die Probleme bei nicht-linearer Minimierung beruhen auf der Vorlage mehrerer,
eventuell entarteter Minima der Zielfunktion. Die Wahl der Schatzwerte (Anfangswerte)
der zu berechnenden Parameter hat daher meist entscheidenden Einflul3 darauf, ob die
Minimierung gut konvergiert und zum gesuchten globalen Minimum fthrt. Die Weite des
Suchgitters flr einzelne Parameter (Schrittweite der Minimierung) ist ebenfalls kritisch.
Sie bestimmt die Rechenzeit bzw. den abgesuchten Funktionsraum und die Genauigkeit
der Minimierung. Sie hat aber auch Einflul3 auf das Auffinden von Minima, da zu scharfe
Minima nicht mehr erfal3t werden. In der Praxis missen insbesondere die Anfangswerte
realistisch gewdahlt werden. Zusatzlich sollte die Minimierung mit mehreren Anfangs-
werten, die sich um GrélRenordnungen unterscheiden, wiederholt werden. Dadurch
vergréfRert sich der abgesuchte Funktionsraum und lokale Minima kdnnen unterschieden
werden. Zur nicht-linearen Minimierung® verwendet man meist den Levenberg-
Marquardt-Algorithmus als das bislang robusteste Verfahren (bezliglich der Wahl der
Anfangswerte), aber auch das klassische Newton-Raphson-Verfahren. Letzteres ist zwar
weniger robust, kann aber durch Randbedingungen oft sinnvoll eingeschrankt werden und
konvergiert im Regelfall von allen Verfahren am schnellsten.

Die Fehler in den berechneten Parametern lassen sich einerseits nach dem klassischen
aber rechenintensiven Monte-Carlo Verfahren ermitteln. Hierbei werden die Mel3daten
zufallig innerhalb ihrer experimentellen Fehler variiert und die Minimierung erneut
durchgefihrt. Die Monte-Carlo-Wirfe wiederholt man so oft, bis sich eine statistische
Verteilung der berechneten Parameter zeigt (signifikant nach ca. 100 Wurfen). Aus dieser
Verteilung ist dann die Standardabweichung der Parameter erhaltlich. Alternativ erhalt
man Varianzen der berechneten Parameter direkt als Nebenprodukt der Minimierung in
Form der Kovarianzmatrix.
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Neben dieser automatisierten Bestimmung durch nicht-lineare Optimierung wurde auch
die (manuelle) grafische Ermittlung der Dynamikparameter und ihrer Fehler
vorgeschlagen [78. 791, Ebenfalls wurde eine statistische Bestimmungsmethode nach Bayes
(&hnlich demaximum likelihood Methode) vorgeschlage#ll.

1.11.5 Wahl der wahrscheinlichsten ModellIfunktion

Die minimierten ZielwerteX2,;, sind gleichzeitigZufallsvariable und als Testgro3e flr
statistische Bewertungen geeigné®l, wenn die Melfehler klein, unkorreliert und
normalverteilt sind und keine Beschrankung von X2 durch Parameterwerte vorliegt, die an
einen vorgegebenen Grenzwert angeschlagen haben. Unter diesen nachfolgend néher
erlauterten Voraussetzungen sind die,X%tatistisch verteilt und es gilt in guter
Néaherung diex?-Verteilung mit (n-n) Freiheitsgraden (das nicht-lineare Gleichungs-
system istifrn)fach tberbestimmt).

Tests zur Bewertung der Glltigkeit der Modellfunktionen lassen sich als Akzeptanztest
oder als Alternativentest formulieren. Beifkzeptanztest wird untersucht, ob die
zugrundegelegte Modellfunktion zu einem akzeptablegp,X¥ert fuhrt oder ob dieser so

hoch ist, dal3 das Modell verworfen werden mul3. Als Akzeptanztest kann naherungsweise
ein analytischery?-Testdurchgefiihrt werden. Dazu wird aus der tabellierjmn-m)-
Verteilung der kritische Wen3; fir 5% Restwahrscheinlichkeit (das sog. 5%-Quantil)
bestimmt. Diese Restwahrscheinlichkeit wird tblicherweise als nicht signifikant angese-
hen. Ist XZi, > X3it, SO wird die Modellfunktion verworfen. Will man auf di&N&ahe-

rung verzichten, um Mehrdeutigkeiten und Entartungen der g4 §&hoérigen Minima

zu bericksichtigen, so kann die tatsachliche Verteilung vgp Xach der Monte-Carlo-
Methode erzeugt werden. Dazu werden die experimentellen durch die berechneten
(hypothetischen) MelRpunkte ersetzt und innerhalb der angenommenen experimentellen
Fehler variiert. Nach der Minimierung erhalt man ein neugg,®lit ca. 100 Monte-
Carlo-Wirfen hat man die tatsachlichg&/erteilung hinreichend genau erfaf3t, um den
empirischen kritischen X& xi-Wert fir das 5%-Quantil zu bestimmen. Wiederum wird

fur X2min > XZminkit die benutzte Modellfunktion verworfen.

Beim Alternativentest wird untersucht, ob die Reduktion desANertes bei Anwen-

dung einer komplizierteren Modellfunktion (d.h. mit mehr Parametern) signifikant ist, um
sie gegentber einer einfacheren Modellfunktion vorzuziehen. Dieser Test wird als direk-
ter paarweiser Vergleich von Xz,1- und X%,,-Fehlerquadraten aus unterschiedlichen
Modellfunktionen 1 und 2 nach Fisher durchgeflRfist). Es ist
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2
nLn2 n 5(2
1 n2

[1.124]

mit n; = [n-m]; = Anzahl der Freiheitsgrade der Modellfunktion i. Aus den tabellierten
Werten der F-Verteilung entnimmt man den kritischen Fy,-Wert fur das 5%-Quantil und
bevorzugt nur dann die héherparametrisierte Modellfunktion, wennf.> F

Der Vorteil des F-Tests gegentuiber den Akzeptanztests ist die grol3ere Unabhangigkeit der
Aussage von den angenommenen experimentellen Fehlern, da diese bei der Quotienten-
bildung X3nn1/X?min2 Weitgehend herausgemittelt werden. Bei den Akzeptanztests ist
eine realistische Fehlerangabe (vgl. 1.10.3) hingegen kritisch. Zu niedrige Fehler-
annahmen fuhren hier zur Ablehnung auch der kompliziertesten Mod@ieh{iche
Hypothesenverwerfungwahrend zu hohe Fehlerannahmen zur Akzeptanz immer auch
der einfachsten Modellfunktion fuhrefalschliche Hypothesenannahyne

Alle beschriebenen dtatistischen Bewertungsverfahren gehen von der statistischen
Gleichwertigkeitder Zufallsvariablen %2, aus. Sind fir einzelne Parameter nach der
Minimierung einschrdnkende Randbedingungen wirksam geworden, so erhalt man ein
X2 #£ X2, das einer anderen Verteilung gehorcht alg;,XDie Naherung eineg?-
Verteilung, die auch dem F-Test zugrunde liegt, ist dann ungultig. In diesem Fall muf3 die
gewdahlte Modellfunktion als Gberparametrisiert verworfen werden, und zwar unabhangig
von einer (scheinbaren) Reduktion der X2-Fehlerquadrate. Aus analogen Erwagungen
muf3 natdrlich auch fir die zugrundeliegenden Mel3daten statistische Gleichwertigkeit
gelten. Systematische Abweichungen einzelner MelRpunkte (z.B. aufgrund verschiedener
Temperaturen, unterschiedlich langer CPMG-Echos, unterschiedliche gerateabhangige
Fehler bei verschiedenen Feldstérken etc.) fuhren dazu, dal der Erwartungswegi,von X2
nicht mehr gleich Null ist und missen bericksichtigt werden. Falls die betroffenen
Mel3punkte nicht von ihrer systematischen Abweichung bereinigt werden kénnen, missen
sie aus der Zielfunktion X2 eliminiert werden. Im Fall unterschiedlicher Temperaturen ist
z.B. eine Reskalierung der Me3punkte moglich (vgl. HNL, 2.5.3), wenn die Temperatur-
differenz nicht zu grof3 und hinreichend genau bekannt ist.

Fur die Wahl der wahrscheinlichsten Naherungsfunktion fur die spektrale Dichte ist die
korrekte Wahl der globalen Korrelationszei (bzw. bei anisotroper Molekdilrotation
nach Abzug der strukturellen Streuung ger residue Korrelationszeiten die isotrop
gemittelte Korrelationszeitr;s, (vgl. 1.11.3) elementare Voraussetzung. Dabei entschei-
det fast ausschlie3lich der gewahftartwert von 1x (vgl. 1.11.2), denn eine nachtrag-
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liche globale Optimierung von tg fihrt zumlokalen Minimum von X%;, und bestatigt
weitgehend nur die getroffene Modellzuordnung.

Dennoch muf3 nach der Zuordnung der wahrscheinlichsten Modellfunktipnets

globaler Parameter verfeinert werden. Zum einen kann der optintigitéert in einigen

Fallen doch flr die Wahl einer Modellfunktion entscheidend werden. Zum anderen hangt
aber nicht nur die Wahl des Bewegungsmodells, sondern auch der Wert und insbesondere
die Prazision der optimierten Parameter lokaler Dynamiktg@b[38l. Die 1r-Abhangig-

keit ist fur die Korrelationszeiten lokaler Bewegungen dabei erheblich gré3er als fiur die
Ordnungsparameter.

Da tr seinerseits von den gewéhlten Modellzuordnungen beeinflu3t wird, sind zur
unverzerrtertg-Optimierung die Reste mit fraglicher Zuordnung auszuschliel3en. Mit der
optimierten Rotationskorrelationszeit wird nun die Modellzuordnung insbesondere in
fraglichen Fallen erneut Uberprift und dann wiederyrglobal optimiert. Nach einigen
Iterationen sollten die Modellzuordnungen gesichert sein und sowohl die Parameter
lokaler Dynamik als auch der Paramatgeder globalen Dynamik konvergieren.

1.11.6 Komplikationen: Variabilitdt der Kopplungskonstanten

Bislang wurde bei der Berechnung von Relaxationsraten und der modellfreien Auswer-
tung immer von exakt bekannten, konstanten und einheitlichen Kopplungskonstanten aus-
gegangen. Dies ist jedoch nur eine (gute) Naherung; mdgliche Ursachen und Auswirkun-
gen von Variationen in den Kopplungskonstanten werden nachfolgend untersucht.

Unsicherheiten in den berechnetdipolaren Kopplungskonstanten D sind auf die in

Gl. 1.57 eingesetzten Abstande zurtickzuftihren. Die kristallographisch nur hinreichend
genau bestimmten Abstande gelten fiir Modellsysteme und kénnen z.B. im FaN-der
'H-Bindung in Amidgruppen durch Wasserstoffbriicken lokal aufgeweitet sein. Eine
spezielle Fehlerquelle sind auch tbersehene dipolare Kopplungen zwischen Spin | und
weiteren Spins X (Mehrspineffekte, vgl. 1.5.3). Infolgedessen warefféi¢ive Dipol-
Dipol-Kopplungskonstante By gegenuber dem idealen 2-Spin-System (IS) vergroRert,
was durch Einfihrung eines verkuirzten, effektiven Radius in di@pplungskonstante
(1.57) kompensiert wird:

r_s?eff =re + Z M [1.124]

Die Mittelung des Radius in der dipolaren Kopplungskonstanten erfolgt jedoch in
inverser dritter Potenz und in den Relaxationsraten, die die Quadratettalten, sogar
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in inverser sechster Potenz. Daher miussen Abstandsfehler bei der Auswertung von
Relaxationsraten im Rahmen der experimentellen Fehler in der Regel nicht berlcksichtigt
werden. Ansonsten wirdeminheitlich Ubeschétzte (effektive) Radien zu einer
allgemeinen Unterschatzung der partiellen Dipol-Relaxationsraten (Tab.1.5) fuhren. Sie
wirden z.B. fur Modell 1 durch Kompensation Auberschatzung des quadratischen
Ordnungsparameters fihren, der als allgemeiner Skalierungsfaktor witt

Viel wichtiger sind dieUnsicherheiten im CSA-Tensor. Wenn dieLage seiner Haupt-

achsen vom Erwartungswert abweichen, werden hiervon die Ordnungsparameter
SeAPIRd der Kreuzkorrelation beeinfluR®l (Gl. 1.72). Bei der tiblichen Unterdriickung
der Kreuzkorrelation werden diese Fehler aufgehoben. Bei anisotroper Molekulrotation
gelingt aber nun die korrekte Ruckrechnung der orientierungsabhéangigen Streuung der
per residue Korrelationszeiten nicht mehr (vgl. 1.11.3). Fehler in Bagenwerten (CSA)

des CSA-Tensors sind im Realfall noch gravierender. Bmerschatzung der CSA fuhrt

zur Unterschatzung der CSA-Relaxationsbeitrage und damit Gdoerschatzung des
quadratischen Ordnungsparameter$sS.). Die Fehler verstarken sich aufgrund dér B
Abhangigkeit der CSA-Kopplungskonstanten mit steigendem [FeR (Abb.1.11). Da
hiervon alle Relaxationsraten betroffen sind, kirzt sich die CSA-Abhangigkeit allerdings
im N{'H}-NOE und in den relativen ;T,-Verhaltnissen weitgehend heraus. Hierin
besteht der wesentliche UnterschiedMusasch-Beitrdgen, die ebenfalls mitOBsteigen,

aber ausschlief3lich,ferhéhen, und damit auch dagTh-Verhaltnis.

Die aus NMR-Messungen an Peptidkristallen bestimmte isotPdp€SA von -160 ppm

wird heute als zu gering angesehen und durfte im Mittel bei ca. -170 ppm ligg&xe

CSA kann im Verlauf der modellfreien Auswertung als globaler Parameter optimiert wer-
den. Allerdings hat sich mittlerweile gezeigt, daR d-CSA innerhalb von Proteinen

nicht einheitlich gro3 sint 103], sondern im Bereich zwischen ca. -150 und -200 ppm
schwanken konnen. Bei ausreichender Anzahl insbesondere bei verschiedenen Feld-
starken gemessener Relaxationsraten kann zusatzlich zu den Parametern lokaler Dynamik
auch dieper residue Optimierung der®N-CSA versucht werden. Noch besser ist die
explizite Messung dePN-CSA iiber CSA/Dipol-Kreuzkorrelationsratih 103-106]] .
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Abb.1.11 Abhangigkeit def®N-T;- und T-Zeiten von der CSA und depBeldstarke: 500 MHz

(++), 600 MHz €-), 750 MHz =) und 900 MHz —). Simulation flrtg = 13.2 ns und Modell
1(S=1).

1.11.7 Hinweise auf Auswerteprogramme

Die in dieser Arbeit durchgefihrte modellfreie Auswertung der Relaxationsdaten wurde
mit dem Programmpaket DASHMOY7, Version 3.44, durchgefihrt. Es ist unter der
Internet-Adressewww.nmr.ru verfigbar. Zu diesem Programmpaket gehért ebenso das
DFIT-Modul zur Extraktion der Relaxationszeiten aus den zeitabh&ngigen Intensitats-
verlaufen und das DIFFC-Modul zur Durchfiihrung hydrodynamischer Rechnungen
(Kapitel 1.12).

Das ProgramnModelFree zur modellfreien Auswertung, das mittlerweile ebenfalls tber
ein Modul zur Durchfiihrung hydrodynamischer Rechnungen verfligt und aus dem
Arbeitskreis von Arthur Palmer stammt, ist unter der Internet-Adresse
cpmcnet.col umbia.edu/dept/gsas/bi ochenvlabs/pal mer/softwar e.html verfligbar.
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1.12 Hydrodynamische Rechnungen

1.12.1 Zielsetzung

Durch hydrodynamische Rechnungen wird die Bewegung von Molekilen in Lésung
simuliert. Die statistische Molekulbewegung wird durch Translations- und Rotations-
diffusion beschrieben und erzeugt das Spektrum spinrelaxierender Hintergrund-
schwingungen, ausgedrtckt in der spektralen Dichie Dje Diffusionsprozesse werden
durch die Teilchenreibung in LOsung bestimmt, so dal3 die hydrodynamischen
Rechnungen auf die Berechnung der dynamisch wirksaRebungstensoren aus
vorgebenen Molekulstrukturen hinauslaufen (1.12.2). Hierzu wird die Molekulstruktur
durch starre kugelférmige Punktreibungsquellen angendiead Modell, 1.12.3).

Fur die Spin-Relaxation ist die statistische Reorientierung eines Kopplungsvektors
(Dipol-Dipol-Vektor, CSA-Hauptachsen etc.) entscheidend (vgl. 1.6.1). Die statistische
Reorientierung ist beianisotroper Molekilrotation geartet, d.h. sie erfolgt mit
unterschiedlichen Korrelationszeiten um die dverschiedenen Rotationsachsen des
Molekils (bei isotroper Rotation fallen die drei Rotationsachsen in einem Punkt zusam-
men). Obgleich deMassen-gewichtete Tragheitstensor bereits eine grobe Abschatzung
Uber die zu erwartende Rotationsanisotropie liefert, wird diese alleinQlmarflachen
gewichteten hydrodynamischen Reibungstensor bestimmt. Aus der Orientierung eines
betrachteten Vektors bezlglich den Rotationshauptachsen ergeben sich die Wichtungs-
faktoren A, der maximal funf orientierten spektralen Dichtefunktioi®h (vgl. 1.6.7,

Gl. 1.93). Die zugehorigen orientierten Korrelationszeitensind aus den Komponenten

des Rotations-Diffusionstensors erhdltlich (GIl. 1.92 und 1.93). Die hydrodynamische
Rechnung liefert also die strukturell bedingte Streuung der lokalen Korrelationszeiten
Tri, deren Kenntnis Voraussetzung fur die weitere modellfreie Analyse lokaler
Beweglichkeit ist.

Die isotrop gemittelte Translations-Diffusionskonstantg,dR, ist durch Diffusions-
messungen auch NMR-spektroskopisch experimentell zuganglich. Es besteht damit die
Mdglichkeit, die Ergebnisse der hydrodynamischen Messungen an den MelRwerten zu
skalieren (1.12.4). Dadurch ist eine Aussage Uber das Ausmald der Hydrathtlle moglich.
AulBerdem kann die molekulare Rotationskorrelationsegitderen Bestimmung aus
NMR-Relaxationsdaten stark durch lokale Beweglichkeit beeinflu3t wird (Kapitel 1.11),
Uber den Zusammenhang zwischen Rotations- und Translationsreibung aus der von
intramolekularer Dynamik unabhangigeg.ki hergeleitet werden.
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1.12.2 Diffusions- und Reibungstensoren
Auf eine Reibungsquelle i wirkt in Losung die Stokes'sciiReibungskraft F :
F,=6mno, W= f, ¥ [1.125]
mit der mikroskopischen Viskosit@i, dem hydrodynamisch wirksamen Reibungsradius

o; und der mittleren Teilchengeschwindigkeit Die Proportionalitat der Reibungskraft
zu v wird im Reibungskoeffizientefy zusammengefalit.

Wenn die Reibungsquelle im Abstamd um einen Rotationsmittelpunkt starr befestigt
ist, bewirkt dettangentiale Angriff der Reibungskraft eiReibungsmoment M :

Mg =6 0% R= Lo x friV = fg, (?i,o X(Z)Xfi,o) [1.126]

Die Teilchengeschwindigkeiv, in der Reibungskraft (1.125) muf3 hierbei durch das
Kreuzprodukt aus der einheitlichen mittleren Winkelgeschwindigkeiund dem
Abstandt, , zum Rotationsmittelpunkt ersetzt werden.

Die Reibungskrafte bewirken einen Energieverlust, der dem Produkt aus Reibungskraft
und mittlerer Weglange\ bzw. dem Produkt aus Reibungsmoment und mittlerem
Drehwinkel © zwischen zwei intermolekularen St6R3en entspricht. Dieser Energieverlust
muf3 durch die mittlere kinetische Energie bzw. die mittlere Rotationsenergie

Wiin = W :ngT [1.127]
ausgeglichen werden. Aus den Gleichgewichtsbedingungen ergibt sich die kinetische
Sokes-Einstein-Definition der Trandations- bzw. Rotationsdiffusionskonstanten Dy ans
und D,. Sie lautet z.B. fur die x-Komponenten:

D yansx = Ko TV, o KeT in [m?/s] [1.128.a]
‘ FR,x 6”’7 Ui,x
Diotx = Ko T, o KoT “x in [rad/s| [1.128.b]

M R,x B 67-”70-i,x Fi,O Xd)x?i,o)
Fur die y- und z-Komponenten lauten die Ausdriicke entsprechend, wobei sich ins-

besondere der hydrodynamische Radiuindern kann (Anisotropie der Reibungsquelle).
Dies hebt die Entartung der einzelnen Raumkomponenten der Diffusionskonstanten auf.

In kompakter Schreibweise ist dddiffusionstensor D proportional zum inversen
Reibungstensor R (vgl. Analogie zu 1.128):
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-1
trans — k T trans
EEME ’ E%Efté [1.129]
D=k, T[R™

Die mel3baren isotropeDiffusionskonstanten Dyansiso UNA Digtis €NtSprechen der Spur
der Diffusionstensoren, die isotrop gemittelte Rotationskorrelationszeit 1rjs, der halben
inversen Spur des D,y-Tensors:

D yansiso = %Tr{ﬁtrans}
Dy = %Tr{f)mt} [1.130]
11
Trio =

6D s 2THD )

Gl.1.129 ist allerdings nur eine (gute) Naherung, diekaigplung zwischen Trandation

und Rotation unbericksichtigt 1ait. Es ist aber leicht ersichtlich, dal3 sich z.B. ein zylin-
derformiges Molekul bei der Translation bevorzugt ausrichten wird (mit der Zylinder-
achse senkrecht zur Translationsrichtung), was zur Rotation um einen kleinen Winkel
fuhrt. Die korrekte Formulierung von 1.129 berticksichtigt diestations-Translations-
Kopplung Dy, (generalisierte Stokes-Einstein-Beziehung nach Brennelt08. 109):

D =0
E)trans t/r E: kBT %_trans :t/r E [1131]
Dr/t Drot —r/t = rot
Da das Ausmal der Translations-Rotations-Kopplung aber meist geriiig, igkelten
(1.129) und (1.130) hinreichend genau.

1.12.3 Durchfihrung hydrodynamischer Rechnungen nach ddmead-Modell

Fur die hydrodynamischen Rechnungen nach dead Modell fir starre Korpeil09-111]

wird das Protein als Satz von raumlich angeordneten kugelférmigen Reibungsquellen
(beads) dargestellt. Dieselbeads werden Reibungskoeffizientdr; entsprechend ihren
effektiven hydrodynamisch wirksamen Radien zugeordnet und daraus die Reibungs- und
Diffusionstensoren berechnet (vgl. 1.12.2). Die nachfolgenden Ausfiihrungen sind eng an
das Modul DIFFC des DASHA-Auswertungsprogramié$ angelehnt.

Aufbauend auf der vorgegebenen undsisr angenommenen Molekilstruktur kbnnen

die einzelnerbeads (mit zunehmender Verfeinerung des Modells) in Proteindomanen und
-bereichen, in den Atomen einzelner Atomgruppen (z.B. alle Schweratome oder nur die
Atome des Protein-Rickgrates) oder auch in allen Atomen zentriert wisttleDie
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bead-Radien kdnnen z.B. einheitlich oder entsprechend der Van-der-Waals-Radien der
Atome skaliert gewahlt werden.

Falls Molekilbereichdlexibel bzw. undefiniert sind, konnte eine falsche Konformations-
annahme Auswirkungen auf den berechneten Reibungstensor haben. In solchen Fallen
mul3 der Reibungstensor fir jede mdgliche Konformation neu berechnet und zuletzt Gber
alle berechneten Reibungstensoren gemittelt wefdé@n In der Praxis wird dieses
aufwendige Verfahren meist vereinfacht, indem die flexiblen Bereiche aus der Struktur
eliminiert werden88l (vgl. HNL, Kapitel 2). Die dabei gemachten Fehler steigen mit dem
Verhaltnis zwischen undefinierten und definierten Strukturbereichen.

Um den Rechenaufwand erheblich zu vereinfachen, mufl3beld-Liste sinnvoll
minimiert werden. Es wird dabei angenommen, dal3 die kleinen Protonen nur dann
reibungswirksam werden, wenn sie mit dem polaren Loésungsmittel elektrostatisch
wechselwirken konnen, was ihren hydrodynamischen Radius entsprechend erhthen
wurde. Daher werden zunadchst alpolaren Protonen aus debead-Liste entfernt.
Anschlie3end werden alle vom Solvens abgeschirimiesren beads eliminiert, die zur
Reibung nicht beitragen. Sie werden ermittelt, indem fir jbdad die solvens-
zugangliche Oberflache s (Solvent Accessible Surface) nach dem Algorithmus von

Lee & Richardd1!2 berechnet wird. Hierbei wird jedaead um den hydrodynamischen
Radius eines Wassermolekiils (1.6 A) vergroRert und danach das mit abemen
Uberlappende Volumen abgezogen. Der verbleibende TeieddiOberflache entspricht

ihrer solvenszugénglichen Oberflachesad, die zur Berechnung eines jeweiligen
effektiven hydrodynamischen Radius o« ; dient:

A
Ogii = ::I [1.132]

Reibungsquellen mit einemm; kleiner als ein vorgegebener Minimalradius (typischer-
weise 0.1 A), alsdeads im Proteininneren oder innerhalb zu kleiner Kavitiaten der
Proteinoberflache, werden als hydrodynamisch unwirksam auseaéiliste eliminiert.
Den verbleibenderbeads wird ein Reibungskoeffizienfz entsprechend ihrenwg;
(1.132) zugeordnet!13], Da die beads und die reibenden Wassermolekile aber
vergleichbar grof sind, ist der klassisch berechnete Reibungskoeffizient (Glsid5,
Bedingung) um ca. 50% zu gro3 und es wird ein entsprechend redufigrter
vorgeschlagef?®. 108, 114] (dip-Bedingung):

fri=4mN o, [1.133]
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Die verbliebenen solvensexponierten beads kénnen (besonders in hydrophilen Seiten-
ketten) effektive Radiemy;; groRer als die zugehorigen Van-der-Waals-Radien haben.
Die resultierenden Uberlappungen filhren zu redundanten Beitragen zum Reibungstensor,
der hierdurch erheblich verzerrt werden kdHal. Ein einfacher Korrekturalgorithmus
eliminiert zun&chst vollstandig Uberlapiieads. Die verbleibenden tberlappendasads

werden danach ab einer vorgegebenen minimalen Volumeniberlappung (z.B. 10%)
geringfiigig in ihrer Position variiert (typischerweise um maximal 0.1 A), was das
Ausmaf der Uberlappungen stark reduziert, ohne gleichzeitig die Molekilgeometrie und
damit den Reibungstensor entscheidend zu verandern.

Mit der derart minimiertetbead-Liste kdnnen nun die Reibungs- und Diffusionstensoren
berechnet werden und daraus weiterhin die Korrelationszeaitender orientierten
spektralen Dichten (vgl. 1.6.7), die Wichtungsfaktoren Air jeden™N-'H-Vektor und

damit die strukturell bedingte Streuung @er residue Korrelationszeiten'g;, die fur die
anschlieRende modellfreie Analyse der Proteindynamik Voraussetzung ist (1.11.3). Nach
GL.1.94 bzw. 1.130 konnen auflerdem die isotrop gemittelte Rotationskorrelationszeit
Triso Und die isotrop gemittelte Translations-Diffusionskonstantg.,s berechnet
werden, die auch experimentell zugéanglich sind und zur Skalierung der Ergebnisse der
hydrodynamischen Rechnungen bendtigt werden (1.12.4).

Der beschriebene Ablauf der hydrodynamischen Rechnungen ist in Abb.1.12
zusammengefal3t.
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Abb.1.12 Schematischer Ablauf der hydrodynamischen Rechnung zur Berechnung der
strukturellen Streuung der per residue Korrelationszeiten Tg; aus einer vorgegebenen
Proteinstruktur (vgl. 1.12.3). Der einheitliche Ablauf ist grau umrahmt und kann zur Ruck-
rechnung des Hydratisierungsgrades entsprechend erganzt werden (vgl. 1.12.4).
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1.12.4 Skalierung der Diffusionstensoren, Rickrechnung der Hydratisierung

Zwei Faktoren fuhren in der Praxis meist dazu, dafl3 die hydrodynamisch berechneten
isotropen Diffusionskonstanten nicht mit den experimentell zuganglichen Grol3en
Ubereinstimmen: diemikroskopische Viskositdund der Hydratisierungsgrad des
Proteins. Der Einflu beider Fehlerquellen ist jedsoirop, so dafld das Achsenverhaltnis

der Reibungs- bzw. Diffusionstensoren nicht verandert waotr Ope Skalierung).

Die oft schwer abzuschatzendekroskopische Viskositéadie aufgrund von mikroskopi-

scher Heterogenitat des Losungsmittels und Beitragen durch Puffer, lonen und das gel6-
ste Protein manchmal erheblich von der (makroskopischen) Viskositat reiner Losungs-
mittel abweichen kann, skaliert alle Reibungskoeffiziefitgrgleichermalen (GI.1.133).

Bezuglich der Dicke der durchschnittlichen Hydrathille von Proteinen, die fur spezielle
Proteine auch nicht mal3geblich sein muf3, bestehen groRe Unsicherheiten. Zur Repro-
duktion der experimentell bestimmten Translationsdiffusionskonstanten sind ca. 20-70%
einer einfachen Bedeckung des Proteins mit dem SolvenslH#étidgalorimetrische und
spezifische Volumenmessungen ergaben hingegen einen Hydratisierungsgrad von 0.3-0.5
g(H.0)/g(Protein)117, was ungefahr einer einfachen Bedeckung entspricht.

Der Einflul3 beider Unbekannten kann in der Praxis durch Skalierung der berechneten
Werte mit einemexperimentell bestimmten Wert aufgehoben werden. Daflr bieten sich

die isotrop gemittelte Rotationskorrelationszgits, (aus Relaxationsdaten, vgl. 1.11.2)
und die Translationsdiffusionskonstantg,Bs an, die experimentell direkt bestimmt
werden kann und - im Gegensatz @y, - unabhangig vorintramolekularen Bewegun-

gen ist.

Anhand der Skalierung gegen einen MeRRwert kannHjidratisierung des Proteins
rickgerechnetwerden, wenn der zweite unbekannte Skalierungsfaktor, die mikro-
skopische Viskositat, hinreichend genau bekannt ist. Dazu wird das Protein in einer
groBen Zahl ¥ 10°) Wassermolekiile vollstandig und homogen solvatisiert und
anschlieend sukzessive (z.B. in Schritten von 100 Molekllen) die Wassermolekile in
dem MaRe eliminiert, wie ihr Abstand zum Protein abnimmt (gemessen zu®demdC
CP-Atomen). Bei den hydrodynamischen Rechnungen werden in diesen Protein-Wasser-
Komplexen die Wassermolekiile als fester Teil der Struktur beriicksichtigt und ebenfalls
als reibungswirksaméeads mit dem Van-der-Waals-Radius des Sauerstoffs gewertet.
Die bead-Liste wird nach dem in 1.12.3 beschriebene Verfahren minimiert. Aus dem
Protein-Wasser-Komplex, fir den die berechnete und gemessene Diffusionsgrofie
(Deansiso Oder tris) Ubereinstimmen, kann der erforderliche Hydratisierungsgrad des
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Proteins abgeleitet werden. Da die experimentellen Diffusionsgrof3en nur die Spur der
Diffusionstensoren wiedergeben, kann die Geometrie des Protein-Wasser-Komplexes
innerhalb gewisser Grenzen schwanken. Dadurch kdnnen sich geringe Ungenauigkeiten
in den Eigenwerten (x,y,z-Komponenten der Diffusionskonstanten bzw. die finf
orientierten Rotationskorrelationszeiten) ergeben. Durch das o.a. Protokoll zur Erzeugung
der unterschiedlich groRen Protein-Wasser-Komplexe werden die Schwankungen in der
Geometrie des Komplexes bei unterschiedlichem Hydratisierungsgrad minimiert. Auf
jeden Fall aber werdengRsiso UNdTR s gleichermalien beeinflufdt (Gl. 1.130).

1.12.5 Der umgekehrte Weg: Strukturverfeinerung mit Relaxationsdaten

Die Winkelabhangigkeit deP’N-T/T,-Verhaltnisse bzw. deper residue Korrelations-
zeitent'r; bezuglich des Rotationsdiffusionstensors kann umgekehrt zur Verfeinerung der
Strukturen eingesetzt werden. Gegenuber den "klassischen" experimentellen Struktur-
parametern - NOE und skalaeKopplungen - haben diéN-T,/T,-Verhaltnisse (ebenso

wie die residualen dipolaren Kopplungen in partiell ausgerichteten Molekilen) den
Vorteil, da3 sie sich auf das molekulare Koordinatensystem des Rotationstensors
beziehen und nicht auf einzelne lokale Bezugspunkte. Infolgedessen verbessern sie
insbesondere di&Veitbereichsdefinition der Struktur. Entsprechende Arbeiten wurden
bereits durchgefuhitis-12l], Es wurde sogar versucht, ohne Kenntnis der Struktur allein
aus dem JT,-Histogramm den Rotationsdiffusionstensor riickzurect#dnBei diesen
Verfahren ist die Grundvoraussetzung, dafld beobachtete Abweichungen der
experimentellen ¥T,-Verhaltnisse nicht durch lokale Bewegungen verfalscht sind,
sondern ausschlie3lich die orientierungsabhangige Streuung wiedeligében
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2. Sruktur und Dynamik von HNL

2.1 Biochemischer Hintergrund

2.1.1 DieFamilieder Lipocaline

Humanes Neutrophiles Lipocalin (HNL) ist ein Mitglied der Lipocainfamilie. Diese
Proteinfamilie ist durch eine weitgehend einheitliche Topologie, Funktion und Struktur
bei bemerkenswert niedriger Sequenzhomologie (bis unter 20%) und hoher Liganden-
vielfalt gekennzeichnet.

Lipocaline sind extrazellulare Proteine, die als Transporter kleiner, hydrophober Molek-
le im Blut und der Gewebeflussigkeit fungieren. Sie besitzen spezifische Zelloberflachen-
rezeptoren und spielen damit eine Rolle bei diversen chemotaktischen Prozessen wie
Zellregulation, Immunreaktionen und Geruchsvermittli¥¢ 1251, Neben Ligandenbin-

dung und -transport haben viele Lipocaline auch weitere Funktionen, entweder als
Enzyme, wie z.B. Prostaglandin D Synth&s@, oder als Regulatoren durch Komplex-
bildung mit groReren Proteinen, wie z.B. HNL (vgl. hierzu Kapitel 2.1.2). Diese Protein-
Protein-Komplexe sind Uber ein Cystin kovalent verbrickt. Vielfach liegen Lipocaline
auch homodimer vor.

Die Lipocaline werden hinsichtlich ihrer Sequenzhomologie und ihrer Liganden in zwei
Gruppen eingeteilt. Di&ernlipocaline, zu denen auch HNL gehoért, haben eine hbthere
Sequenzhomologie untereinander und binden ein relativ kleines Spektrum hydrophober
Liganden, typischerweise Retinoide oder Steroide. Die Gruppe Ad&enseiter-
Lipocaline zeigt nur sehr geringe Sequenzhomologie und bindet ein viel breiteres
Spektrum an Liganden, das Pheromone und Odoranten einschlief3t.

Die hohe Strukturhomologie der Lipocaline ist angesichts der Vielfalt an Liganden und
der sehr geringen Sequenzhomologie Uberraschend. Alle bislang untersuchten Kristall-
strukturen von Lipocalinen weisen ein aus 8 antiparall@t€altblattstrangen aufgebau-

tes trichterférmige$-Fald mit einem weiten, offenen Ende und einem engen geschlosse-
nen Ende auf. DiesdgsFald fungiert als lipophile Tasche, in die der hydrophobe Ligand

je nach GroRe mehr oder weniger tief durch das offene Ende eingelagert wird. Neben
ihrem strukturellen Kern ist den Lipocalinen auch eine C-termimdtelix gemeinsam,

deren funktionale Bedeutung noch unklar ist. Wahrend die Lipocaline im Bereih des
Fasses sehr gut Gbereinandergelegt werden kdnnen, unterscheiden sie sich jedoch in der
Schleifenbereichen deutlich. Diese lokale strukturelle Variabilitdit der Lipocaline
reflektiert wohl die strukturelle und chemische Vielfalt ihrer Ligand&h
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Abb. 2.1 zeigt einen Sequenzvergleich mit eingetragenen Sekundarstrukturelementen ftr
HNL und einige Lipocaline mit bekannter Kristallstruki&# 1291, Die Sequenzhomo-

logie zwischen HNL und seinen nachsten Verwandten, dem Mauseonkogen 24p3 und
dem a-2-Mikroglobulin-verwandten Protein der Ratte (A2ZMGRP), betragt 70%. Diese
hohe Sequenzhomologie korreliert mit der Ligandenaffinitat: auch 24p3 bindet wie HNL
N-Formylpeptide. Die Homologie zu RBP, MUP, BLG und OBPP ist jedoch sehr niedrig.

Innerhalb der Lipocalinfamilie sind nur drei kurze Sequenzmotive konsel#Adértin

jedem dieser Motive tritt eine hochkonservierte Aminosaure auf, deren Position beziiglich
der Lipocalinfaltung invariant ist (W31, T113 und R140 bei HNL). Diese sehr geringen
Anforderungen an die Primarstruktur zur Erzeugung der typischen Lipocalin-Faltung ma-
chen diese Proteinfamilie zu hochinteressanten Objekten fir rationelles Protein-Design
(127, 1301, indem durch vielfaltige Mutationen Ligandenaffinitaten ohne wesentliche Sto-
rung der Terti&rstruktur verandert werden konnen. In entsprechenden Arbeiten am Kern-
lipocalin BBPI127] (Bilin-bindendes Potein) konnte gezeigt werden, dafd selbst die zufal-
lige Mutation zentraler Seitenketten in der Bindungstasche keine strukturellen Auswir-
kungen hat. Die erhaltenen BBP-Mutanten zeigten unterschiedliche Spezifitdt gegentber
kleinen Liganden und sind damit komplementar zum natirlichen Vorbild fir Protein-
Design, den Immunoglobulinen, die wesentlich gro3ere Liganden (Proteine) binden.

2.1.2 Biochemische Funktion und medizinische Relevanz von HNL

HNL wurde 1989 erstmals als 24 kDa grof3es Protein aus den spezifischen Granuli von
humanen Neutrophilen durch Bindung an das N-Formyltripeptid f-MLF aufgefuiden

Kurz darauf wurde HNL durch SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingung&elals
nase-assoziiertes Protein in der 125kDa-Form der neutrophilen Gelatinase B wieder
aufgefunden32l, Daher wird HNL in der Literatur alternativ auch als HNGAdu(anes
Neutrophiles Gelatinase-assoziiertes Lipocalin) bezeichnet. 1992 gelang eine Teilauflo-
sung der Aminosauresequenz und damit durch Homologievergleich die Zuordnung des
Proteins zur Lipocalin-Familié33l, 1993 wurde die komplette Aminosauresequenz von
HNL aufgeklartl34; das Protein besteht aus 178 Aminosauren und hat ein Molgewicht
von 20,5 kDa. Es wurde in den spezifischen Granula der polymorphnuklearen Leuko-
zyten (PMNL) lokalisiert(135 1368], Neben der Uber ein Cystin Gelatinase-assoziierten
Form wurde dabei HNL auch in freier monomerer und homodimerer Form aufgefunden.
Eine N-Glykosylierungsstelle liegt bei Asparagin 65; die Glykosylierungsstruktur des ca.
3 kDa schweren Oligosaccharid®l ist bislang noch unbekannt.
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HNL bindet kleine bakterielle N-Formylpeptide (Tri- bis Pentapeptide), die die Leuko-
diapedese auslosen konnB#7l. Leukodiapedese ist die Wanderung der Leukozyten
durch das Gewebe zum Entzindungsherd und damit Bestandteil der Immunantwort.
Gerichtete Zellwanderung wird meist durch ein ansteigendes Konzentrationsgefalle
(Chemotaxis) eines Boten- oder Lockstoffes (dakemotaxin) gesteuert. Die Zellwande-

rung im Organismus erfordert die (lokale) Auflosung von Bindegewebe und Zellen. Die
wandernde Zelle setzt dazu Matrixproteinasen (zur Auflosung der Proteinfilamente des
Bindegewebes) oder auch Phospholipasen (zur Auflosung von Zellmembranen) frei. Die
Zelle speichert diese Enzyme in sekretorischen Vesik@hanla). lhre Freisetzung

kann durch Induktoren (oft das Chemotaxin selbst) ausgelést werden und viDesyras
nulation bezeichnet. Die von HNL gebundenen kleinen bakteriellen N-Formylpeptide
konnen als Chemotaxine und Induktoren der Degranulation in Leukozyten Wiken

HNL wirkt immunsuppressiv durctdirekte Wechselwirkung mit den polymorph-
nuklearen Leukozyten (PMNL). Dabei wird sowohl die Chemotaxis als auch die
Degranulation unabhangig von der Glykosylierung und der Stimulierung durch den
bekannten Liganden f-MLF gehemit&8l. Dies beweist, dald HNL nicht indirekt durch
Abfangen dieses Chemotaxins wirkt. Die Bindung von HNL auf der Zelloberflache der
PMNL konnte zudem rasterelektronenmikroskopisch sichtbar gemacht werden. Ein spezi-
fischer Zellrezeptor kann aber bislang nur vermutet werden. Die Beteiligung von HNL an
der Signalkaskade zur Vermittlung entztindlicher Prozesse ist denkbar. Es wird in diesem
Zusammenhang bereits als diagnostischer Marker fur die Neutrophilenaktivitat in chro-
nisch entzindlichen Prozessen wie der chronischen obstruktiven Pulmonitis und Asthma
[139] sowie der Arteriosklerodédl diskutiert. Bemerkenswert ist, dal das Homodimer des
HNL immunsuppressiv nur einfach, d.h. wie ein Monomer wirkt.

Von besonderem Interesse ist die kovalente Assoziation von HNL mit dem Proenzym der
Matrix-Metalloproteinase-9 (Pro-MMP-9, Pro-Gelatinase B) Uber ein Ci88in Hierin

besteht wohl der grofte Unterschied zu den beiden nachstverwandten Lipocalinen, 24p3
und A2MGRP, die beide aufgrund des Fehlens eines freien Cysteins keine kovalenten
Assoziate ausbilden kdénnen. Pro-MMP-9 kommt u.a. in Monocyten und den spezifischen
und Gelatinase-haltigen Granulozyten des Immunsystemsi3for Nach Aktivierung

durch N-terminale Spaltung spielt MMP-9 vermutlich eine wichtige Rolle bei der
Leukodiapedese, da sie Hauptbestandteile der Basalmembran (Kollagen der Typen IV, V,
und Xl sowie Gelatin) zu hydrolysieren vermag. In den neutrophilen Granulozyten
wurden bislang drei Formen der pro-MMP-9 mit 95 kDa, 125 kDa und 220 kDa
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Molgewicht nachgewiesen. Davon ist die 95 kDa-Form C-terminal nicht-kovalent mit
dem Gewebeinhibitor der Metalloproteinase-1 (TIMP-1) verbunden. TIMP-1 ist ein
starker Inhibitor aktiver MMP-9 mit K omplexdissoziationskonstanten zwischen 10° und
1011411 und kommt ebenfalls in Monocyten und Granulocyten vor.

Die Assoziation von pro-MMP-9 mit HNL geht der Bildung eines terndren Komplexes
mit TIMP-1 voraud142. In diesem Komplex ist TIMP-1 ausnahmsweise uber seinen C-
Terminus an pro-MMP-9 gebunden, wahrend alle aktiven Formen der MMP-9 durch die
N-terminale Doméne von TIMP-1 inhibiert werden. Méglicherweise deshalb lal3t sich die
pro-MMP-9 im ternaren Komplex aktivieren, wobei die Gelatinaseaktivitat des resultie-
renden MMP-9-Komplexes aber drastisch reduzieft48t Uber seine freie N-terminale
Domane kann TIMP-1 des ternaren Komplexes HNL/pro-MMP-9/TIMP-1 ein weiteres
Molekil MMP-9 binden und inhibieren. Dieser quartare Komplex besitzt nach Aktivie-
rung der pro-MMP-9 im Gegensatz zum ternaren Komplex eine stark erhdhte Gelatinase-
aktivitat [142], Obgleich die Rolle von HNL in den multimeren MMP-9/TIMP-1 Komple-
xen noch nicht aufgeklart ist, &Rt sich ein regulatorischer Einflul3 auf die Gelatinaseakti-
vitat durch Gegenwirken des HNL auf die Inhibition durch TIMP-1 vermuten.

Neueste Untersuchungen zeigen, dal HNL auch allgemein Matrixmetalloproteinasen
aktivieren kanr143l, HNL beschleunigt demnach die autolytische Aktivierung von Pro-
Matrixmetalloproteinasen wie Leukozyten-Prokollagenase (pro-MMP-8) und Typ IV
Prokollagenase (pro-MMP-3) durch N-terminale Bindung. Die N-terminale Konsensus-
sequenz der pro-MMP (d&ystein Swvitch Motiv) hemmt die Proteinaseaktivitat der Pro-
enzyme durch Cystein-Bindung des katalytisch notwendigéhl@ns in einer inaktiven
Konformation. Zur Aktivierung der pro-MMP mul3 das N-terminajstein Switch Motiv
abgepalten werden, wonach sich die Proteinase in ihre aktive Konformation mit frei
zuganglichem Zfi-lon umlagert. Offensichtlich kann HNL die Abspaltung @stein

Switch Motivs der pro-MMP simulieren, indem dieses N-terminale Motiv in der Bin-
dungstasche von HNL versteckt und so die Autoblockade der pro-MMP aufgehoben wird.

In den letzten Jahren ist das Interesse an der Beteiligung von Matrix-Metalloproteinasen
an destruktiven Gewebeverdnderungen, besonders im Zusammenhang mit invasiven Pro-
zessen und der Tumormetastéigé, gewachsen. Beispielsweise wurde die Uberexpres-
sion von MMP-9 in Leberkrebszellen mit deren invasivem Potential in Verbindung ge-
brachtl145. Eine regulatorische Beteiligung von HNL an diesen Prozessen ist nach den
o.a. Ausfuhrungen denkbar und wird durch die Beobachtung gestutzt, dald der mRNA-
Spiegel fur HNL in Pankreas-Krebszellen und anderen Geweben erHéft. ist
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2.2 Materialien, M ethoden und Datenhinterlegung

Rekombinantes HNL-Protein wurde im Arbeitskreis von Prof. H. Tschesche an der
Universitat Bielefeld durch Stefan Bartsch, Bernd Muhlenweg und Volker Zdélzer in
E.coli exprimiert und gereinigt38. 1471, Dort wurden auch Stabilitdtsuntersuchungen an
HNL bezlglich der Wahl der Pufferlosung, des pH-Wertes sowie der Temperatur
durchgefihrt.

Das rekombinante Protein hat ein Molekulargewicht von 20.66 kDa (20.9 kDa bei
[U-°N]- und 21.84 bei [U¥C, *®N]-Markierung). Aufgrund des prokaryotischen Expres-
sionssystems ist die Sequenz um ein N-terminales Methionin auf insgesamt 179 Amino-
sauren verlangert. Dieses Methionin wird in der sequentiellen Numerierung des unter-
suchten Proteines nicht mitgezahlt und als MO bezeichnet.

Fir die NMR-spektroskopischen Untersuchungen wurden eine 1.4 mifiNJurarkierte

und eine 1.15 mM [U2C, **N]-markierte waRrige HNL-Probe benutzt. Die Protein-
l6sungen waren durch einen 50 mM NaAc/AcOH-Puffer auf pH = 6.0 gepuffert; die
NaCl-Konzentration betrug ebenfalls ca. 50 mM. Zur Konservierung wurden Spuren von
NaN; zugesetzt; die walrige Loésung enthielt ca. 1030.Die Meltemperatur fur HNL

lag bei kalibrierten 297.3K+(0.2K).

Alle NMR-spektroskopischen Untersuchungen wurden an DMX-Spektrometern der
Firma BRUKER bei Protonenfrequenzen von 500, 600 und 750 MHz durchgefihrt.
Gerateausstattungen und Spezifizierungen sind in Anhang A zusammengefal3t. Die
aufgefundenen Spektralbereiche einzelner Spingruppen und die daraus abgeleiteten
Melfenster fur die NMR-Experimente sind in Anhang B.1 aufgefihrt.

Die NMR-Experimente an HNL wurden weitgehend bei 600 MHz durchgefuhrt. Alle
NOESY-Experimente (auRer deftiN-NOESY-HSQC) und das HCCH-TOCSY-Experi-
ment wurden bei 750 MHz gemessem-Relaxationsmessungen wurden mit der [U-
>N]-markierten Probe bei allen 3 verfiigbaren Feldern (500, 600 und 750 MHz) durch-
gefuhrt. In Anhang B.2 sind alle an HNL durchgefiihrten NMR-Experimente mit wesent-
lichen Mel3parametern aufgelistet; dort sind auch alle Literaturzitate der benutzten NMR-
Experimente angegeben. Alle heteronuklearen Korrelationsexperimente basierten auf
Koharenzselektion mit Empfindlichkeitssteigerung! durch Gradienten aus dem
magischen Winkel®l, die optimale Wasserunterdriickung gewahrleisteten. Zudem wurde
bei vielen H'-detektierenden Experimenten (vgl. Pulsprogramme in Anhang E) durch
Optimierung von Phasenzykeln und den Einsatz flankierender 90°-Pulse um Protonen-
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entkopplersequenzen eine Gleichgewichtsriickfihrung der Wassermagnetisierung vor der
Aufnahme durchgefuhr&ipBack Technik).

Alle NMR-Experimente sowie die Auswertung der HNL-Dynamik wurden in eigener
Arbeit durchgefiihrt. Die spektrale Zuordnung, Auswertung und Berechnung der
Ldsungsstruktur erfolgte durch Dr. Murray Coles.

2.2.1 Datenhinterlegung

Die Daten und Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind vollstandig in allgemein
zuganglichen Internet-Datenbanken hinterlegt worden. Alle NMR-Daten (zugeordnete
chemische Verschiebungen, Relaxationsdaten und Dynamikparameter) sind in der
BMRB-Datenbank (BioMagnetic Research Bank) der University of Wisconsin (Internet-
Adresse: www.bmrb.wisc.edu) unter Zugriffsnummer 4267 archiviert. Die minimierte
gemittelte Struktur ist in der PDB-Datenbank (Protein Data Bank) unter Zugriffscode
INGL hinterlegt (Internet-Adresse: www.rcsb.org/pdb/index.html).

Die Ergebnisse der strukturellen und dynamischen Untersuchung von HNL wurden
publiziert([148],
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2.3  Zuordnung der NMR-Resonanzen fir HNL

2.3.1 Sequentielle Zuordnung (Signalzuordnung fiir das Proteinriickgrat)

Die sequentielle Zuordnung der NMR-Resonanzen von HNL erfolgte habautomatisch
mit Hilfe des Zuordnungsprogrammes PASTA [149, Zur Erstellung der bendtigten
Pseudorest-Liste wurde primar ein hochaufgeldstes, gefaltéiesiSQC-Spektrum
herangezogen. Die maximal zu erwartende Anzahl an Signal&iNiHSQC-Spektrum
errechnet sich fir HNL wie folgt:

178 - 11 (P) + 44 (11 Q: NH, + NHD) + 40 (4 N: NH, + NHD) + 2 (H: NH®) + 7 (R: NH?) = 260

Dabei wurde vorausgesetzt, daR aufgrund des raschef,®tAustausches weder der
N-Terminus noch die 16 Lysin-Seitenkettefl-Eirfalbar sind (letztere waren bisweilen
zum Teil schwach sichtbar bei genauer Vermeidung der Wassersattigung). Nach
automatischer Signalsuche mit einer Mindestintensitat, die der maximalen Rausch-
amplitude in signalfreien Bereichen entsprach, wurde eine Pseudorest-Liste mit ca. 300
Signalen erhalten. Darin wurden die Seitenkettensignale der sichtbaren Arginine,
Histidine und Lysine (bestimmt aus einem ungefaltétdhHSQC) sowie die Seiten-
kettensignale der NHGruppen von Asparagin und Glutamin (bestimmt durch Inversion
aller NH-Gruppen nach einédy,-Kopplungsentwicklung um 180°) identifiziert und
eliminiert. Anhand eines HNCO-Spektrums konnten Artefaktsignale eliminiert, Uber-
lagerungen in der H,N-Ebene aufgeldst und die Pseudorest-Liste entsprechend erganzt
werden. Diese wurde nun, wie nachfolgend beschrieben, um sequentielle Information fr
C?, C? und H' vervollstandigt.

Das intensitatsstarke CBCA(CO)NH-Experiment lieferte neben dénuéd C-Zu-
ordnungen in (i-1)-Position auch die Information Uber die minimalen spektralen Bereiche
der sichtbaren & und &-Signale fur HNL. Mit diesen minimalen Bandbreiten war es
maglich, die sequentiellen Korrelationsexperimente HNCACB und HNCA auflésungs-
optimiert durchzufuhren. Insbesondere das HNCA-Spektrum lieferte dabei aufgrund
seiner inharent hohen Auflésung einige wesentliche (i,i-1)-Konnektivitaten“fldi€im
HNCACB (iberlagert waren. Die Erfassung def-R&2sonanzen im HNCACB war
erwartungsgemald unvollstdndig (ca. 70% durch Transfer- und Relaxationsverluste) und
konnte deshalb bei einigen Uberlagerungen nicht die notige Unterscheidung liefern.
Weiterhin wurde sequentielle Information tber di&$ignale aus einer Kombination

von HNHA- und HN(COCA)HA-Experimenten erhalten, da sich nachtraglich heraus-
stellte, dalR das mit der vdeip et al. [150 vorgeschlagenen Methode aufgenommene
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HN(CA)HA-Spektrum weitgehend unbrauchbar war. In dieser Version des HN(CA)HA-
Experiments wird wahrend der Evolutionszeit def-\t¢rschiebung Multiquanten-
koharenz zwischen Hund seinem gebunden® Qufrechterhalten, um den relaxations-
dominanten Effekt der dipolaren Wechselwirkung zwischen beiden Kernen zu unter-
binden. Dabei wurde offensichtlich Ubersehen, daR sich wahrend“devdtitionszeit

auch die homonuklearléCGCB-Kopplung entwickelt und somit zu einer entsprechenden 35
Hz-Amplitudenmodulation in dieser Dimension fuhrt. Das vorgeschlagene Experiment
ware deshalb nur alsonstant-time-Version geeignet, wobei jedoch der angestrebte
Intensitatsgewinn der Multiquantenkoharenz durch die Relaxationsverluste wahrend der
wesentlich langeremonstant-time-Evolutionszeit vollstandig zunichte gemacht werden
(dies gilt hingegen nicht fur partiell deuterierte Proben, mit denen aufgrund ihrer
mehrfach langeren Relaxationszeiten ohne weiteoastant-time-Experimente durch-
fuhrbar sind). Fir HNL konnte auf eine Wiederholung des (korrigierten) HN(CA)HA-
Experimentes verzichtet werden, da auch das HNHA-Experiment die bendétigte
H%-Information liefert. Bei diesem Experiment ist die"-Signalintensitat mit der
3JHO(HN-KoppIung amplitudenmoduliert und kann deshalb in helikalen Bereichen (kleine
33y € 5 Hz) unter Umstanden nicht mehr detektierbar sein. HNL besitzt jedoch
groRtenteilsp-Faltblattstrukturen, in denen digy.un-Kopplungen Maximalwerte errei-
chen. Deshalb war es lediglich in Ausnahmeféllen nétig, ein fehlenfieSighal im
HN(CA)HA-Spektrum zu tberprufen.

Die sequentielle Information fir°CC® und H' reichte aus, um mit dem Zuordnungs-
programm PASTA 170 der 179 Aminosauren eindeutig auf die Proteinsequenz abzubil-
den. Die 11 Proline konnten dabei aus Mangel an detektierbaren Amidprotonen mit den
beschriebenen Experimenten nicht direkt beobachtet werden, so dal3 die zugeordneten
Sequenzenbruchstiicke hier N-terminal abbrechen. Proline sind jedoch von ihrer (i+1)-
standigen Aminosaure erfaBbar und kénnen tber ihre charakterististhendd®-Ver-
schiebungen eindeutig bestimmt werden. Damit kénnen diese Sequenzbruchstiicke
wiederum mit Prolin als Ankerpunkt auf die Proteinsequenz abgebildet werden. Weitere
Ankerpunkte liefern Aminosauren mit charakteristischéh @hd C-Verschiebungen

(vor allem Threonin, Serin, Alanin) und charakteristischen Spinsystemen (Glycin,
Asparagin und Glutamin, vgl. 2.3.2). Nur Prolin 11, das (i-1)-standig zu Prolin 12 nicht
erfal3bar ist und weitere 8 Aminosauren von HNL konnten tUber die beschriebenen Tripel-
resonanzexperimente nicht zugeordnet werden. Diese fehlenden Aminosauren lagen zu-
meist im Bereich der Reste 40 bis 50 und um 175, wo die Signalintensitaten signifikant
abnehmen. Fir diese Bereiche ergaben die Relaxationsmessungen (vgl. 2.5.3.) ausgespro:
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chene konformative Flexibilitat, die naturgemald zu rascher transversaler Relaxation und
damit niedrigen Signalintensitaten fihrt und die Zuordnungslicken physikalisch erklarbar
macht. Bei der spateren Auswertung dd@$-NOESY-HSQC wurden noch vier (D45,

K74, Q174, C175) der fehlenden Aminosauren uber sequentgl(ie ) NOE-Konnek-
tivititen aufgefunden. Mit dieser “nformation konnte daraufhin in den Tripel-
resonanzexperimenten auch fur diese vier Aminosauren die Zuordnung der Ruckgrat-
Resonanzen weitgehend vervollstandigt werden, obgleich die Signalintensitaten in diesen
Fallen allgemein sehr niedrig waren. P11 konnte“@NOESY-HSQC durch entspre-
chende NOE-Kontakte aufgefunden werden. Die sequentielle Zuordnung von HNL ist
damit bis auf MO, Q1, Q49 und K50 vollstandig.

Abb.2.2 fal3t experimentellen Aufwand und Ablauf der sequentiellen Zuordnung des
Proteinriickgrates fur HNL zusammen. Abb.2.3 zeigbt das vollstandig zugeordnete
I5N-HSQC-Spektrum von HNL.

N-HSQC » Pseudorest-Liste | < HNCO
HNHA Ha() , <« CPED cpeaCONH
. Sequentielle N
HN(COCA)HA Ho(i-1) 5 Zuordnung Ca/B(i,i-1) HNCACB
Hotiid (Optimierung) Caii-1)
HN(CA)HA (i-1) Dy o, HNCA
PASTA

J

170 (von 179) Reste zugeordnet

manuell: l NOE-Konnektivitidten

175 (von 179) Reste zugeordnet

Abb.2.2 Schematischer Ablauf der sequentiellen Zuordnung von HNL mit dem Zuordnungs-
programm PASTA [149],
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Abb.2.3 15N-HSQC von HNL mit Zuordnungen. (*) kennzeichnet gefatete Signale, klein-
geschriebene Zuordnungen beziehen sich auf Seitenketten-H".
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2.3.2 Zuordnung der Seitenketten-Signale

Die Zuordnung der HP-Signale als wichtige Ankerpunkte der Seitenkettenzuordnung

gelang Uber das HNHB- und das HBHA(CBCACO)NH-Experiment. Die skalare Korrela-
tion aller Seitenkettensignale war fur HNL jedoch deutlich durch ungiinstige Relaxa-
tionseigenschaften erschwert, so daf3 keine komplette Verknipfung der gesamten Spin-
systeme am selben Proton méglich war.'thd-TOCSY-HSQC konnten nur ausnahms-
weise Protonensignale jenseits déet &tfgefunden werden. Auch im HCCH-TOCSY
gelang der Transfer nur sehr schlecht und in der Regel kaum weiter als tber eine Kohlen-
stoffbindung. Damit war der Informationsgehalt dieses Experimentes weitgehend iden-
tisch mit dem des HCCH-COSY, welches mit hoherer Intensitat und besserer Phasen-
homogenitat gelang. Letztendlich wurde die Seitenkettenzuordnung gréf3tenteils Gber das
3C-NOESY-HSQC durch dipolare Korrelation erhalten. Dabei wurde das HCCH-COSY
herangezogen, um zwischen intra- und interresidualen Korrelationen unterscheiden zu
konnen. Nur ca. 5% der Seitenkettenresonanzen (in der Regel utiel H Protonen von
Arginin und Lysin, die stark tberlagerten aromatischen Protonen sowie die Seitenketten
intensitatsschwacher Reste) blieben nicht zugeordnet.

Die Konnektivitat der Seitenketten-NHGruppen der Asparagine und Glutamine ergab
sich bereits aus dem CBCA(CO)NH-Spektrum, in dem dastém und fir Asparagin

auch das &Atom sowohl von der Ruckgrat-Amidgruppe in (i+1)-Position als auch von
der Seitenketten-Amidgruppe aus beobachtet wird. Dieses typische Korrelationsmuster
diente ebenfalls der Aminosaureerkennung als wichtige Zusatzinformation zur sequen-
tiellen Zuordnung.

2.3.3 Diastereotope Zuordnungen

Die diastereotope Zuordnung der-Protonen gelang fir 98 Aminosauren aus der
Kombination der B-HP-NOE-Korrelationsmuster mit de?ﬂNHB-Kopplungskonstanten,

die aus dem HNHB-Spektrum qualitativ abgeschétzt wurden (Tab.2.1). Analog wurde die
diastereotope Zuordnung aller aufgeldsten prochiralen Valin-Methylgruppen nach Fest-
legung der Stereotopie (iber charakteristische NOE-Kontakte der Methylprotonen zum
HN, H* und H-Proton erreicht. Die diastereotope Zuordnung aller NMR-aufgeldsten
Leucin-Methylgruppen sowie der “HProtonen von Glycin erfolgte hingegen erst im
Verlauf der Strukturrechnung mit wechselnden Chiralitéfi@at{ng chiralities).
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Tab.2.1 Diastereotope Zuordnung der H”-Protonen

0 NH Ha
proSH HBproR posHB | HparoR oosHB | HperoR
Hukk?i NH oci?iw HN T co
T Y Y
Strukturparameter Rotamer | Rotamer | Rotamer Il
(Observanle) (2 = -60°) (x: = 180°) (x: = 60°)
3IN, Hoor ) klein klein gro3
3N, Hoos) groR klein klein
NOE (H', HP,or ) klein groR groR
NOE (H', HP 05 ) groR klein grofR
NOE (H", Hyor ) groR groR klein
NOE (H", H®0s) klein groR grof3

Aminosaure-Seitenketten konnen die drei gezeigten Vorzugs-Rotamerey +iinkeln

(gemessen zwischen’ @nd N) von+60° und 180° einnehmen, was sich im angegebenen
charakteristischen Muster von Strukturparametern widerspiegelt.

Die diastereotope Unterscheidung der Seitenketten-Amidprotonen von Asparagin und
Glutamin gelang mit dem H,NCO-E.COSY-Experiment [151, Dabei zeigte sich
ausnahmslos die Korrelation zwischen chemischer Verschiebung und Stereotopie, die zu
erwarten ist, wenn der abschirmende Effekt des elektronegativen Carbonyl-Sauerstoff-

atoms alle anderen lokalen Einflisse auf die chemische Verschiebung der Amidprotonen
Uberwiegt: die groRer&lne-Kopplungskonstante von ca. 5.5 bis 7.5 Hz entspricht der
trans-Stellung zu & (Asn) bzw. ¢ (GIn) und wird allgemein fiir das Amidproton mit der

kleineren chemischen VerschiebungA&- [ppm]) gefunden, dascis-standig zum
abschirmenden Sauerstoffatom liegt:

C—N

Cé \Hcis

+Ad

Htran S

—Ad
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2.4  Struktur von HNL

24.1 Sekundéarstruktur und Faltungsmuster

Die Sekundarstruktur von HNL wurde aus der Kombination des chemischen
Verschiebungsindexesd (152 153 (fiir C°, P, C' und H), der charakteristischen NOE-
und deFJHNHa-KoppIungsmuster bestimmt (Abb. 2.4).

Die neunp-Faltblattstrdnge sowie die C-terminaieHelix, die typisch fir die Lipocaline
sind, konnten eindeutig und mit groRer Ubereinstimmung aller Sekundarstruktur-
indikatoren zugeordnet werden. Dabei fallen innertf#lbund 36 je ein (i+2)-NOE-
Kontakt zwischen Y32 und V34 bzw. zwischen L103 und S105 auf. Diese Kontakte
ergeben sich durch Knicke-pulge) in den betreffenderf3-Strangen, die an den
dazwischen liegenden Resten V33 bzw. T104 lokalisiert sind. Ein wednage in 36
deutet sich in der Unterbrechung des CSI- und*dag-Kopplungsmusters um V112

an, obgleich ein entsprechender NOE-Kontakt nicht identifiziert werden konnte.
Diagnostisch fur die3-bulges sind jedoch die hier auftretenden Verschiebungen im
Muster der (H/H®); - (H"/H%); NOE-Konnektivitaten zwischen def-Faltblattern.
Beispielsweise verschiebt sich das NOE-Konnektivitatsmuster zwigghand37 in der
Reihe F123 - L108, M121 - R110 nach A119 - S113 statt A119 - V112 aufgrund des
B-bulge an V112.

Im Bereich der N-terminalen;g@Helix (D24 bis F27) waren die Sekundarstruktur-
indikatoren nicht eindeutig, sprachen aber deutlich gegen ungeordnete Strukturen.
Wéahrend da§JHNH(,-KoppIungsmuster und der®CSI eine helikale Struktur anzeigen,

sind der Konsensus-CSI und das NOE-Korrelationsmuster widersprichlich. Insbesondere
fehlen die fura-Helices typischen (i+3)-Kontakte zwischen einzelnen Helixwindungen,
die sich hingegen fim1 sehr gut beobachten lassen.

Prognostizierte Enden der Sekundarstrukturelemente korrelieren gut mit den aus einer
MEXICO-Experimentreihd154 155 abgeschatzten Amidprotonen-Austauschraten. Hohe
Austauschraten werden fast nur in den ungeordneten Bereichen (N-Terminus, Schleifen-
bereiche zwischen den Sekundarstrukturelementen) beobachtet. Ausnahmsweise werden
einzelne erhohte Austauschraten im Bereich der vermutgtedeBx, zu Beginn der
al-Helix und zu Beginn dg36-Stranges gefunden.

Uber NOE-Weitbereichskontakte zischef-Hind H-Protonen wurde nach Zuordnung
der Sekundarstruktur das fur Lipocaline typische, aus den Faltstr@tgeis 38 beste-
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hende -Fald aufgebaut. Das aufgefundene Faltungsmuster von HNL ist in Abbildung 2.5
dargestellt.
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Abb.2.4 Ubersicht der Sekundarstrukturindikatoren fir HNL. (x) steht fiir unaufgeloste bzw.
nicht zugeordnete Werte. Der CSI gibt die Konsensuswerte (fheE’CCO und H) an mit
Ausnahme der offenen Balken, die nur di& HWerte wiedergeben.HWasseraustauschraten

(O = schnell, =e langsam) wurden mit dem MEXICO-Experiment ermittelfna-
Kopplungen {0 < 6Hz, A > 8Hz) wurden aus dem HNHA-Experiment ermittelt. Die Hohe der
Balken der angegebenen intramolekularen und sequentiellen NOE entspricht der relativen
Intensitat des Kontaktes (eingeteilt in 4 Klassen). Beobachtete Weitbereichskontakte bis i+4 sind
durch entsprechende Verbindungslinien dargestellt. Die sich aus der Summe dieser Indikatoren
ergebenden Sekundarstrukturelemente sind in der untersten Zeile angegeben.
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Abb.2.5 Fatungsmuster von HNL. Beobachtete NOE-Konnektivitdten zur Verknipfung der
Sekundarstrukturelemente sind durch Pfeile angezeigt. Offene Pfeile entsprechen aufgefundenen
HN-HV-Kontakten, geschlossene Pfeile aufgefunden&mHfKontakten. Erwartete, doch auf-

grund von Uberlagerungen nicht beobachtete Kontakte sind durch gestrichelte Pfeile markiert.
Unterbrechungen im regularen NOE-Muster identifizieren die [fHilges in den Strangefl

und 6. Die angegebenen Ausdehnungen der Sekundarstrukturelemente entsprechen der Identifi-
zierung nach Kabsch-Sander in der endgultigen Struktur, wahrend die grafischen Darstellungen
sich allein an den beobachteten NOE-Mustern orientieren. Die Orientierung der Enden des
zentralerp-Fasses, gebildet aus den Stranggiis38, ist ebenfalls angegeben.
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2.4.2 Strukturrechnung

Die experimentellen Strukturdaten fir HNL wurden aus den NMR-Experimenten
'H,'H-NOESY, ®N-NOESY-HSQC,*C-NOESY-HSQC, HNHA und HNHB erhalten.

Die NOE-Korrelationssignale der NOESY-HSQC wurden dabei gemafd der Intensitats-
verteilung der zugrundeliegenden HSQC-Experimente skaliert und ebenso wie flr das
'H,'H-NOESY in vier Klassen eingeteilt (entsprechend Distanzobergrenzen von 2.8, 3.3,
4.2 und 5.0 A). Die Strukturrechnung erfolgte mit dem Programmpaket XPI5R

Da nur wenige NOE-Kontakte allein aufgrund ihrer chemischen Verschiebungen eindeu-
tig zugeordnet werden konnten, wurde zur Vermeidung fehlerhafter Verzerrungen zu-
nachst von einer Modellstruktur ausgegangen, in der Standardgeometrien fir die aufge-
fundenen Sekundarstrukturelemente vorgegeben wurden. Uber die gesicherten Weit-
bereichskontakte wurde daraus das Lipocalin-typispHeald gebaut. Anhand dieser
Modellstruktur wurden weitere NOE-Kontakte aufgefunden und zunehmend die aus der
Vorgabe der Standardgeometrien folgenden Winkel- und Distanzbedingungen aufgeho-
ben, bis verzerrungsfreie Strukturen allein aus experimentellen Daten erhalten wurden.
Mit Hilfe der experimentellen Struktur wurden alle weiteren NOE-Kontakte zugeordnet
und die Proteinstruktur iterativ verfeinert.

Der endgultige Struktursatz fur HNL wurde mit 1772 NOE-Kontakten, davon 418 Weit-
bereichskontakte, und 208 Torsionswinkelbedingungen berechnet. 117 genigsgene
Kopplungen wurden dabei ip-Winkelvorgaben umgerechnet (130° = 20° fur J > 8 Hz
60° £ 20° fur J < 6 Hz) und nur fur Glycine und Aminosauren in Bereichen ohne Sekun-
darstruktur direkt als Vorgabe verwendet. Fir 91 Aminosauren konnte im Verlauf der
Strukturrechnung ein Vorzugsrotamer figr identifiziert (vgl. Kapitel 2.3.3) und als
weitere Torsionswinkelbedingung (mit Toleranz von + 45°) eingesetzt werden.

Wo sich im Verlauf der Strukturrechnung intramolekulare Wasserstoffbriicken andeute-
ten, wurden diese durch Vorgabe einer Distanz-Obergrenz©(H 2.5A) stabilisiert,
sofern die betreffenden Amidprotonen innerhalb definierter Sekundarstrukturbereiche
lagen und auch in der MEXICO-Experimentreihe erkennbar niedrige Austauschraten mit
Wasser zeigten. Insgesamt wurden so 61 Wasserstoffbriicken vorgegeben.

Die Strukturen wurden durch Anwendung von CSl-Potentialen fir @&- , H*- und
weitere auffallige Protonenverschiebungen innerhalb definierter Sekundarstrukturberei-
che verfeinert157-159, Im letzten Schritt der Strukturrechnung wurde ein empirisches
Datenbank-Potential flr Proteinstrukturen bertcksickgtsll.
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Die Losungsstruktur von HNL wurde erhalten, indem aus den Koordinaten des end-
gultigen Struktursatzes der 20 energiearmsten Strukturen eine gemittelte Struktur erzeugt
und anschlielRend erneut gegen alle beschriebenen Potentiale (experimentelle Struktur-
daten, Wasserstoffbricken, CSI, Datenbank-Abgleich) abgeglichen wurde. Tab.2.1 fal3t
die experimentell ermittelten Strukturparameter sowie ihre mittleren Verletzungen im
endgultigen Struktursatz und in der Lésungsstruktur zusammen.

Tab.2.1 Ubersicht der mittleren Quadratwurzelabweichungen (RMSD) experimenteller

Strukturparameter fur den endgiltigen Struktursatz bzw. die minimierte gemittelte
Struktur (Losungsstruktur) von HNL.

Experimenteller Anzahl Endgdiltiger minimierte
Struktur parameter Struktursatz gemittelte
(20 Strukturen) Struktur
1) Distanzen
a) NOE insgesamt 1772 0.033 A 0.034 A
intraresidual 494 0.033 A 0.028 A
sequentiell 559 0.043 A 0.043 A
mittlere Reichweite 179 0.029 A 0.032 A
Weitbereich 418 0.029 A 0.024 A
b) Wasserstoffbriicken 61 0.032 A 0.036 A
2) Winkel
Dihedralwinkel ¢ undy,) 164 0.392° 0.405°
3Jnne-Kopplungskonstanten 44 1.04 Hz 1.04 Hz
3) Verschiebungsdifferenzen
on 169 1.27 ppm 1.24 ppm
c? 160 1.32 ppm 1.35 ppm
Protonen 226 0.28 ppm 0.28 ppm

Die Konvergenz der Losungsstruktur von HNL geht aus der Streuung der Atomkoordi-
naten des endgiltigen Struktursatzes gegenuber der (minimierten) gemittelten Struktur
hervor und ist in Tab.2.2 zusammengefaldt. Zieht man die ausgedehnten, weitgehend
ungeordneten und hochflexiblen (vgl. Dynamik von HNL) Bereiche des N-Terminus und
derw-Schleife ab, erreicht die Konvergenz der HNL-Struktur eine sehr geringe Summen-
Quadratwurzelabweichung aller Atomkoordinaten nahe 1A.
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Tab.2.2 Mittlere Summen-Quadratwurzelabweichung der Atomkoordinaten (in A)

SA beziiglichTBA SA beziiglichTBAGL, ¥

Proteinrickgr alle Atome  Proteinrickgr alle Atome
at at

dle Reste 218+ 0.52 2.53+0.48 2.18+ 0.55 2.53+0.49
Sekundarstruktureft 0.79 0.13 1.24+ 0.10 0.78: 0.14 1.240.12
B-FaRr? 0.62+ 0.14 1.1+ 0.08 0.62:0.11 1.12+ 0.09
Bindungsstell& 0.40+ 0.07 0.9% 0.15 0.4Gt 0.07 0.99+ 0.16

[BAO bezlglich [BALn 1.70 2.00

(alle Atome)

Verwendete Abkiirzungert: SA = Satz der 20 finalen Strukturen airsulated annealing; (BAC]

= gemittelte Struktur aus finalem Struktursdf®Al}, = gemittelte Struktur nach Minimierung
bezuglich aller experimentellen RandbedingungeReste 24-39 und 52-168 Reste 29-39 und
52-139.” Reste F27, W31, V33, Y52, T54, Y56, V66, R81, F83, F92, L94, Y106, V108, V110,
V121, F123, K125, K134, T136, Y139.

Die stereochemische Qualitéat bewertet, wie stark die experimentell bestimmte Struktur
hinsichtlich struktureller Parameter von statistischen Erwartungswerten abweicht. Die
stereochemische Qualitat der LoOsungsstruktur von HNL wurde mit dem Programm
PROCHECKI262 163] ermittelt. Zu den bewerteten Parametern gehort insbesondere auch
die @,y—Winkelverteilung imRamachandran-Diagramm, das in Abb.2.6 fur die mini-
mierte gemittelte HNL-Struktur abgebildet ist. Es zeigt, dal3 80% der bewerteten Reste
(Glycine, Proline und die N-terminale Aminosaure sind von der Bewertung ausgeschlos-
sen) in die wahrscheinlichsten Aufenthaltsbereiche fallen und kein einziger Rest die all-
gemein akzeptiertep,P-Winkelkombinationen verletzt. Nach der PROCHECK-Bewer-
tung ist die minimierte gemittelte HNL-Struktur in allen stereochemischen Kriterien
gleich gut oder besser als eine durchschnittliche Kristallstruktur mit 2 A Auflésung.

Tab.2.3 g@yWinkelvertellung im Ramachandran-Diagramm, ermittelt mit dem
Programm PROCHECK [162,163],

@ Y-Winkelverteilung im Ramachandran-Diagramm minimierte
. . ] : gemittelte
(keine Bewertung fur Gly, Pro und N-Terminus) Struktur
in bevorzugten Bereichen 79.6 %
in erweitert erlaubten Bereichen 17.8 %
in grof3zlgig erlaubten Bereichen 2.5%

in verbotenen Bereichen 0.0 %
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Abb.2.6 Ramachandran-Plot fur die minimierte gemittelte NMR-Struktur von HNL, erstellt mit
dem Program PROCHECK2 163] Die Schattierung entspricht zunehmender Wahrschein-
lichkeit der Lage einzelner Aminosauram)(im @ y-Raum. Helikale Strukturen fallen bevorzugt

in Region A,B-Strange in Region B und linksgangige Helices in Regiorfs%&chleifenmotive
konnen in allen ausgezeichneten Bereichen (A, B, L und p) angetroffen werden. Lediglich 4
Aminosauren (Q21, K63, L162, N165) fallen in Bereiche mit geringer Aufenthalts-
wahrscheinlichkeit, keine Aminosaure féllt in verbotene Bereiche. Fur Glyainegé€lten die
angegebenen Vorzugsbereiche nicht.
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243 Die NMR-Struktur von HNL

Die Losungsstruktur von HNL (Abb.2.7) zeigt das erwartete, typische Faltungsmuster der
Lipocaline: Das3-Fal3 von HNL baut sich aus 8 antiparalleStrangen auf, die zweli

fast orthogonalgs-Faltblatter bilden. Das erste Faltblatt besteht aus den Str@2geis

B4, das zweite Faltblatt aus den Stranfiérbis38. Der kurzef35-Strang verbindet beide
Faltblatter zwischen dem stark gekrimmf&hStrang und dem zentralen Bereich des
B6-Stranges. An den gegentiberliegenden Seiten werden die Faltblatter tber den gemein-
samenB1-Strang verbunden. Durch den scharfen Knick in diesem Stranf-{uége bei

V33) liegen die angrenzenden Strafi@eund8 fast rechtwinklig zueinander. Die Kon-
formation und das Netz der Wasserstoffbriicken in dieser Region, dargestellt in
Abb.2.8.a, sind typisch fur die Lipocaline. O&bulge wird durch eine doppelte Wasser-
stoffbriicke zwischen L137-CO und sowohl V32-His auch G35-M stabilisiert. Zwei
weitereS-bulges treten am Anfang (bei T104) und Ende (bei V110)fiStranges auf.

Aus der Detailansicht (Abb.2.8.a) wird ein weiteres Lipocalin-typisches Motiv ersicht-
lich, das von den Seitenketten der Aminosauren W31, T113 und R140 gebildet wird.
Diese hochkonservierten Reste belegen in allen Kern-Lipocalinen und den meisten
Aul3enseiter-Lipocalinen strukturell dieselben Positionen (W31 ist die dritte Aminosaure
desf1-Stranges, T113 liegt am Ende & und R140 am Ende d@8-Stranges). Die

dicht gepackten Seitenketten dieser drei Reste verschlieRen zusammen mit der kurzen
N-terminalen -Helix das trichterférmigg-Fal? der Lipocaline am schmalen Ende. Die
raumliche N&he der Seitenketten wird durch eine Vielzahl von NOE-Kontakten unter-
einander belegt, darunter einigen NOE-Kontakten zu den Guanidinoprotonen von R140.
R140 weist dabei viele NMR-spektroskopische Besonderheiten gegentiber allen anderen
Argininen von HNL auf, die durch seine strukturelle Umgebung erklart werden kénnen.
So sind allein die Guanidinoprotonen von R140 sichtbar, da die sterische Abschirmung
im Inneren deg-Fasses den sonst sehr raschen Austausch mit Wasser verhindert. Die
auffallende Hochfeldverschiebung desPiotons auf 5.31 ppm (gegeniber 6.5 - 7.6 ppm

fur die Ubrigen Arginine - vgl1®N-HSQC, Abb.2.3) wird durch Ringstromeffekte des
nahen W31 verursacht. Die dichte Packung unterbindet praktisch jegliche Eigenbewe-
gung der Seitenketten sowohl von R140 als auch von W31, wie die auf3erordentlich
hohen gemessenen Ordnungsparameter fur ‘didf\ektoren zeigen (vgl. Kapitel 2.5).
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a)

Abb.2.7 Die Losungsstruktur von HNLa) Stereodarstellung des Proteinriickgrate%-$@ur)
mit der Offnung deg-Fasses rechts) Orthogonale Banderdarstellung; links Ansicht wie in a)
mit der Offnung deB-Fasses rechts; rechts Draufsicht in die OffnungBeEasses.

Die Verbindungssequenzen zwischen den [3-Strangen def-Fasses sind in der Mehrzahl
kurz und bilden wohldefiniertg-Schleifenmotive Fturn) aus. Die langerd35-p6-
Schleife weist dabei zwei abfolgengtturns ahnlich einer kurzen i gHelix auf. Die
ebenfalls relativ lang@4-35-Schleife liegt am geschlossenen Ende[H€assesind be-
inhaltet das freie Cystein (C87). Diese Schleife bildet ejfi¢urn Uber die Reste Q88
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und E91, die sowohl Uber ihre Rickgrat- als auch Seitenkettenamidgruppen Wasserstoff-
briicken zueinander ausbilden. Die ausgedefrBehleife zwischeil undp2 zeigt hin-

gegen keine Strukturelemente. Durch die sehr geringen Signalintensitaten konnten fir
diesen Bereich nur sehr wenige experimentelle Strukturdaten bestimmt werden. Die
strukturelle Unbestimmtheit ist Folge der hohen konformativen Flexibilitdt der
Q-Schleife (vgl. Kapitel 2.5).

Zu Beginn derQ-Schleife bzw. am Ende ddl-Stranges liegt N39, das uber seine
Seitenketten-Amidgruppe Wasserstoffbriicken zu F1334Hd zu E131-CO ausbildet
(Abb.2.8.b). Durch die Wasserstoffbricken werden dieser freie Donor und Akzeptor zu
Beginn de{38-Stranges abgesattigt. Die Einbindung der Seitenkette von N39 in Wasser-
stoffbriicken a3t sich auch NMR-spektroskopisch beweisen: Einerseits fehlt im NOESY-
Spektrum das fur frei zugangliche Amidprotonen beobachtbare starke Austauschsignal
mit Wasser. Zum anderen weisen dif-Relaxationsdaten auf deutlich gehinderte
Seitenkettenmobilitat hin (vgl. Kapitel 7.5).

Helix al zeigt einige NOE-Kontakte zu den Strandggdnund 38 und liegt dadurch wie

ein Henkel Gber derf-Fal3. Der nachfolgend@d-Strang hat Faltblatt-Kontakte Al

und stabilisiert die Lage der Helix. Der weitere Verlauf des C-Terminus ist ungeordnet,
bleibt aber Uber Cystin C76-C175 mit d@afral’ verbunden.

Die kurze 3y,-Helix zeigt NOE-Kontakte z82 und36 und liegt demnach zentral tGber
dem schmalen Ende d@sFasss, das dadurch und durch den o.a. Seitenketten-Cluster
auf der Innenseite verschlossen wird. Der weitgehend hydrophobe N-Terminus ist bis
hinab zu L7 durch NOE-Kontakte zu den Stranfén7 undp8 seitlich am3-Fal} posi-
tioniert. Er ist ungeordnet bis auf eine Helixwindung tber die Aminosauren L13 bis V16.



2.4 HNL - Struktur 122

a)

Y52

Bl A37 pI A37
b)

E131 EI31

B8 $ Fi33 B8 $ 133
¢ }'«/n ¢ }%‘&*’Yﬂ;
YA YA

A37

O-loop Q-loop

Abb.2.8 VerschluR deg-Fasses von HNL (Stereoansichtes) Seitlicher Ringschluf® Gber den

gewinkelten Stran@l und Stranggd2 und38. Das Wasserstoffbrickennetz (gestrichelt) weist

eine gegabelte Wasserstoffbriicke zwischen L137, V34 und G35 infolf@ebubge an V33 auf.
Oben die strukturell konservierte Region am geschlossenen EndeFdesses, das durch die

dicht gepackten Seitenketten der hochkonservierten Reste W31, T113 und R140 verschlossen

wird. b) Ausschnitt des Wasserstoffbriickennetzes zwischen den Str@dgend 38. Zwei

Wasserstoffbriicken mit der Seitenketten-Amidgruppe von N39 sattigen den Uberzahligen

Akzeptor E131 und Donor F133 ab.
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25 Dynamik von HNL

25.1 Relaxationsmessungen und Extraktion der Relaxationsdaten

Die Molekiildynamik von HNL wurde tiber di8N-'H-Vektordynamik aus bei drei mag-
netischen Feldstéarken (500, 600 und 750 MHz) gemes$RelaxationsdatenN-Tj,

BN-T,, PN{*HINOE,) erfaRt. Die Probentemperatur betrug kalibrierte 297.5 + 0.5 K.
Das zugrundeliegend®€N-HSQC Spektrum (Abb.2.3) wurde zur Erhéhung der Auf-
[6sung gefaltet, indem insbesondere auch auf eine gute Separation der gefalteten Signale
der Arginin-N geachtet wurde. Alle Relaxationsexperimente liefen verschachtelt und mit
Ruckfuhrung der Wassermagnetisierung zur Vermeidung von Sattigungstransfereffekten.

Fir die™N-T,-Messungen wurden acht linear ansteigende Mischzeiten (16 - 130 ms) in
gemischter Abfolge bei einer CPMG-Echodauer von @45 ms und einer Aquilibrier-
dauer von 2.5 s zwischen den einzelnen Programmdurchlaufen gewahlt. En-dlie
Messungen wurden 12 bis 14 exponentiell ansteigende Mischzeiten (bis ca. 1 s) in ge-
mischter Abfolge bei einer Aquilibrierdauer von 2 s zwischen den einzelnen Programm-
durchlaufen gewéhlt. Zum Gleichgewichtsaufbau ‘dl§*H}-NOE wurden die Protonen

3 s lang gesattigt, die Aquilibrierdauer betrug 2 s. Erst nachtraglich stellte sich heraus,
daR fir das Experiment bei 600 MHz die Aquilibrierdauer irrtimlich nur 1 s betrug.
Darauf dirfte auch zuriickzufilhren sein, daR die Werte fir ‘@ef'H}-NOE im
Vergleich zu den Messungen bei 500 und 750 MHz oft zu niedrig lagen. Auf eine
Wiederholung des Experimentes muf3te mangels intakter Proteinprobe verzichtet werden.

Alle Spektren wurden als 1024 x 128 Datenmatrix aufgenommen. Weitere Aufnahme-
parameter sind in den entsprechenden Pulsprogrammen angegeben (Anhang E).

Die gemessenen 1024 x 128 Datenmatrizen wurden als Spektren mit 1024 x 512 Daten-
punkten prozessiert, wobei zuvor die MeRdaten in ‘d&rDimension durchlinear
prediction (mit 32 Koeffizienten) auf 192 Punkte weitergerechnet wurden. Die
Beschrankung des Umfanges der Datenprognose auf 50% der aufgenommenen Punkte
war notig, da sich bei 100% Vorhersage bereits artifizielle Intensitatsschwankungen in
den I(t)-Abklingkurven zeigten. Diese gegentber den Spektren von B{d#pitel 3)

erhohte Ungenauigkeit in der Datenprognose beruht auf dem deutlich schlechteren
Signal-zu-Rausch-Verhaltnis der Spektren von HNL, was angesichts der nahezu dreimal
langeren molekularen Korrelationszeit von HNL (s.u.) nicht verwundert.

Eine Basislinienkorrektur der Spektren war aufgrund der guten Wasserunterdriickung
nicht erforderlich. Die Signalintensitaten wurden mit dem AURELIA-Programm durch
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Uberblenden einer Zuordnungsmaske fiir d@¢-HSQC erhalten. Einzelne Signale
zeigten dabei geringe feldabhangige Verschiebungen (> 0.01 ppih in 0.1 ppm in

>N) und muRBten manuell zugeordnet werden. Dabei handelte es sich fast ausschlieBlich
um Signale in den hochflexiblen Bereichen des N-Terminus un@dgchleife. Es ist

nicht auszuschlieen, dal3 die beobachteten feldabhangigen Verschiebungen statistisch
signifikant sind und z.B. durch eine feldabhangige Veranderung der Populationen, die
hier zu konformativ gemittelten Signallagen beitragen, erklart werden konnen (vgl.1.8).

Die Berechnung deS$N{'H}-NOE erfolgte direkt durch Quotientenbildung der Inten-
sitaten I{H gesattigt}/h. Die Anpassung der I(t)-Abklingkurven unter DFI®7 zur
Bestimmung der Relaxationszeiten erforderte keine Offset-Bertcksichtigung. Bei den
T,-Abklingkurven zeigten sich jedoch jeweils wenige, einheitlich abweichende
Mel3punkte (192 ms bei 600 MHz, 8 sowie 256 ms bei 500 MHz und 243 sowie 365 ms
bei 750 MHz), die aus der Anpassung ausgeschlossen werden muf3ten. Dadurch konnten
bei 750 MHz einige FWerte zum Teil nur mit hoher Ungenauigkeit (> 5%) bestimmt
werden. Fehlerhafte Mel3punkte lagen weder innerhalb der gewdahlten Mischzeitbereiche
noch innerhalb der Mel3reihe in einer erkennbaren Vorzugsposition, traten aber offen-
sichtlich bei allen drei Geraten auf. Ihre Ursache ist unbekannt.

>N-Relaxationsdaten wurden fiir maximal 148 aufgeldste von 157 detektierbaren Stick-
stoffatomen des Proteinriickgrates, fir 5 von 7 Argirfinshd fir beide TryptophanfN
bestimmt. Zusétzlich wurden diéN-Relaxationsdaten fiir die monodeuterierten NHD-
Spezies der Seitenkettenamidgruppen aller 10 Asparagine und fur 10 von 11 Glutaminen
bestimmt.

Tab.2.4 Mittelwerte und Streuungen der gemessenen Relaxationsdaten fir HNL bei drei
magnetischen Feldstarken, 297.5 £0.5 K.

Bo BN{*H}-NOE BN-T, [ms] BN-T, [mg]
500 MHz 0.74(0.79) 830(832) 69.7(63.0)
[-0.65 - 0.9] [750 - 1120] [43 - 317]

600 MHz 0.75(0.80) 1025(1050) 65.8(58.6)
[-0.95 - 0.95] [670 - 1230] [33-327]

750 MHz 0.79(0.83) 1480(1540) 58.9(52.7)
[-0.25 - 0.9] [910 - 1880] [31 - 283]

Die Mittelung erfolgte tUber alle erfaldten Signale des Proteinriickgrates bzw. (in Klammern) nur

uber die Aminosauren 10 bis 178 unter Vernachlassigung der besonders flexiblen Termini. In

eckigen Klammern ist die Streuung der Relaxationsdaten lUber das gesamte Proteinriickgrat
angegeben.
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Die ermittelten Relaxationsdaten sind in Anhang B.3 aufgelistet und in Abb.2.9 Uber der
Sequenz aufgetragen. Tabelle 2.4 faf3t Mittelwerte und Streuungen der Relaxationsdaten
des Proteinrickgrates zusammen.

T [msl(a) 1 181C),

NOE (c»
300~ 1.50 3. B1 B2 B3 B4 B5 36 B7 38 al B9
] ] . C76-C175 .
2501 1.25-
2001 1.00—
150— 0.75—
100-| 0.50-
50-] 0.25—
0-1 0.00 ;” B L L L R L L R R Y N B R R R R
m!mmmmmmmm%mmmmmmmm
1 Aminosaure
-0.50

Abb.2.9 Experimentelle Relaxationsdaten von HNL (be 750 MHz). Die
Sekundarstrukturelemente sind grau unterlegt, das Cystin C76-C175 ist eingetragen.

2.5.2 Untersuchung von Aggregation und Anisotropie

Vor Beginn der modellfreien Auswertung der Relaxationsdaten muf3 Uberprift werden, ob

die wichtigsten Voraussetzungen fir ihre Glltigkeit - weitgehende isotrope Molekiil-
rotation und Oligomerenreinhéfl - Gberhaupt erfillt sind. Anisotrope Moleklrotation
macht die Annahme einer einheitlichen molekularen Rotationskorrelationszeit ungultig;
stattdessen erzeugt die unterschiedlich rasche Rotation um die 3 Haupttragheitsachsen ein
Spektrum von orientierungsabhangigen Rotationskorrelationszeiten fur die einzelnen HN-
Vektoren (vgl.1.6.7). Durch Aggregation entstehen Oligomere mit unterschiedlicher
Rotationsanisotropie und Rotationskorrelationszeiten. Dies gilt auch bei Gleichgewichts-
Aggregationsreaktionen, bei denen als zusatzliche Komplikation Linienverbreiterungen
(Aausausch-Beitrage zu R auftreten kdnnen, die dann nicht mehr eindeutig konformativer
Flexibilitdt oder chemischem Austausch zugeordnet werden kdnnen.

Zur Abschatzung der Anisotropie der Molekilrotation wurden hydrodynamische Rech-
nungen fir die minimierte mittlere Struktur von HNL mit dem Programmmodul DIFFC
(1071 durchgefuhrt. Der allgemeine Ablauf dieser Rechnungen wurde in Kapitel 1.12
beschrieben. Es wurde mit dem Kugelmo&@il0 und dem modifizierten Oseen-Tensor
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gerechnet. Die Kugelradien wurden reskaliert gemafd ihrer l6sungsmittelzuganglichen
Oberflachen, die mit einem Wasser-Proberadius von 1.6 A berechnet iditdegffek-

tiv abgeschirmte Kugeln (mit einem reskalierten Radius < 0.1A ) wurden eliminiert.
Kugeln mit einer Volumeniberlappung > 10% wurden um maximal 0.01 A in ihrer
Position variiert, wodurch das Ausmaf an Uberlappung ohne nennenswerte Verzerrung
der Struktur reduziert wurde. Zur Berechnung der Reibungskoeffizienten wurdeédie
Bedingung &; = 4rmrg ;) benutzi108, 114] die fur Reibungskugeln in atomarer Gré3enord-
nung Gltigkeit hat.

Die Unbestimmtheit der Position der flexibl@aSchleife und der Termini von HNL muf3

bei der Berechnung des Anisotropietensors bertcksichtigt werden. Das Ausmald der
resultierenden Streuung des Anisotropietensors laf3t sich durch wiederholte Berechnungen
fur unterschiedliche Orientierungen der flexiblen Bereiche bestimmen. Die méglichen
Orientierungen kénnen durch eine molekildynamische Simulation ermittelt werden. Mit
diesem Verfahreffsl kann demmittlere Anisotropietensor beliebig genau berechnet wer-
den, jedoch mit sehr hohem Rechenaufwand. Wenn ein flexibler Proteinbereich einen
sehr grofRen Konformationsraum Uuberstreicht, wird sich sein Einflul3 auf Grof3e und
Orientierung des Anisotropietensors reduzieren und nédherungsweise herausmitteln. Dann
lankt sich der mittlere Anisotropietensor auch viel einfacher abschatzen, indem die
Proteinstruktur um derart flexible Bereiche gekurzt w#d Fir HNL wurde dazu die
mittlere minimierte Struktur um die Reste MO bis L18 (N-Terminus), R43 bis Q49
(Q-Schlaufe) und G178 (C-Terminus) gekiirzt.

Tab.2.5 Ergebnisse der hydrodynamischen Rechnungen fir HNL.

Kugelzentren Radien vollstandige gekurzte Struktur
Struktur
alle Atome Van-der-Waals 1.44:1.157:1.0 -
alle Atome 1A 1.47:1.183:1.0 1.154:1.027:1.0
nur C 1A 1.44:1.08:1.0 -
mittlere Anisotropie =1 - 2D,/(D,+D,) 0.355 0.14

Die Rechnungen wurden mit unterschiedlichen Kugelzentren und Kugelradien fur die mittlere
minimierte und die um die flexiblen Bereiche der Termini Ueschleife (MO - L18, R43 - Q49

und G178) gekirzte Struktur durchgefuhrt. Angegeben sind die Verhaltnisse der berechneten
Rotationstensor-Hauptachsen sowie die (gemittelten) Anisotropien.

Die hydrodynamischen Rechnungen wurden mit unterschiedlichen Parametern sowohl fur
die vollstdndige (mittlere minimierte) als auch fir die beschriebene gekirzte Struktur
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wiederholt; die Ergebnisse sind in Tabelle 2.5 zusammengefal3t. Sie weisen flr die
geklrzte Struktur nahezu perfekte Isotropie auf. Die vollstandige Struktur zeigt geringe,
nahezu zylindrische Anisotropie, deren Hauptachse senkreclfit zaBachse durch die
a-Helix verlauft. Bertcksichtigt man, dal3 beide Strukturen den Rotationstensor nur in
guter Naherung beschreiben, so kann man dennoch weitgehende Isotropie erkennen.

Zur Untersuchung der Aggregation von HNL wurde dN-markierte Probe (~1.4 mM)

nach Abschlul aller NMR-spektroskopischen Untersuchungen benutzt. Die Ultrazentri-
fugation (bei 20°C, 60.000 U/min) lieferte monodisperse Sedimentationskurven, die das
Vorliegen verschiedener Oligomere und ihren raschen Austausch ausschliel3en. Der Sedi-
mentationskoeffizient lag bei 2.4 S, aus dem sich unter Annahme eines kompakten iso-
tropen Proteins ein ungefahres Molgewicht von ca. 20 kDa abschatzen lal3t. Dies stimmt
exzellent mit der berechneten Molmasse von monomerem HNL (ca. 21 kDa) Uberein.
Auch die Gelfiltration unter nativen Bedingungen zeigte nur das Monomer an. Zusatzlich
wurden NMR-Diffusionsexperimente (Anhang E) durchgefihrt, die einen Diffusions-
koeffizienten von 1.0% 0.0910° mé/s lieferten (bei 297.5 K mify(H,O) = 0.9 cP).
Daraus berechnet sich nach GI.1.113, wiederum unter der Annahme eines kompakten
isotropen Molekilles, ein Proteindurchmesser von 46 —48 A, der sehr gut mit der
berechneten Struktur von HNL dbereinstimmt. Zusammenfassend lai3t sich also Aggre-
gation und Austausch zwischen verschiedenen Oligomeren fir HNL experimentell ein-
deutig ausschliel3en; es liegt auch nach ca. 15 Monaten nachweislich nur monomeres
HNL vor. In gewisser Hinsicht ist dieser Befund angesichts des exponierten freien
Cysteins (C87) von HNL und der bekannten dimeren Isoformen Uberraschend, da der
Probe kein Reduktor (z.B. Dithiothreitol oderSz0s) zur Verhinderung einer kovalen-

ten Dimerisierung Uber das Cystein zugesetzt wurde. Bei Betrachtung der Umgebung von
C87, der vorgeschlagenen Kontaktseite fir Protein-Protein-Wechselwirkungen, fallt
jedoch ein ausgedehnter Bereich negativer LadupgH@ix) auf. Vermutlich verhindern

die elektrostatischen AbstoRungskrafte die Dimerisierung von HNL.

25.3 Modellfreie Auswertung der Relaxationsdaten (nach Lipari-Szabo)

Die modellfreie Auswertung der Relaxationsdaten von HNL folgt dem in Kapitel 1.11
und spater fir PLA2 (Kapitel 3.3) beschriebenen Schema.

Die Auswertung beginnt mit einer Abschétzung fir die molekulare Rotationskorrelations-
zeit tr aus den J/T,-Verhaltnissen der Stickstoffatome des Proteinrtickgrates. Die dafur
notige Voraussetzung einer weitgehend einheitlichen (isotropen) Molekilbewegung ohne
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Lokalbewegungen wird fir die kompakeFal3struktur von HNL sicher sehr viel besser
erfillt als fur PLA (Kapitel 3) mit seinem hohen Anteil flexibler, strukturloser Bereiche.

Tabelle 2.6 fal3t die aus der Analyse defTFVerhaltnisse gewonnenen Aussagen
zusammen. Es wurden 13 Aminosauren mit ausgepragter langsamer Lokalbewegung
(Aausausch-Beitrage) identifiziert, unter anderem in d@rSchleife (N39 bis Y52), im
B-bulge von 31 (V34) und beiderseits der intramolekularen Disulfidbriicke zwischen C76
und C175 (von C76 bis W79 if4 und von 1172 bis D177 am C-Terminus). Die
feldabhangigen Mittelwerte fir T, lieferten molekulare Korrelationszeitep(Bo), die
untereinander um 0.9 ns variierten, entsprechend einer Streuung von 7% um den Mittel-
wert von 1g = 13.1 ns. Obgleich die Korrelationszeiteg(By) erst vorlaufig sind und

noch innerhalb ihrer Fehlergrenzen Ubereinstimmen, kann man bereits einen systema-
tischen Fehler in den Messungen bei 500 MHz vermuten, der zu einer Erh6éhung der
Korrelationszeit fuhrte.

Tab.2.6 Zusammenfassung wichtiger Abschatzungen zur Dynamikbewertung von HNL.

Bo Mittelwert TR [NS] Anusausch-Beitrage identifiziert far
T/T, fur °N die Reste
500 MHz 13.1+2.2 13.6+1.2 34, 39, 42,51, 52, 76, 78, 136, 172,
175, 177
600 MHz 16.5+ 3.7 12.7+15 34, 41,51, 52, 76, 136, 144, 172,
175
750 MHz 27.3+6.4 13.0+1.6 41, 42,51, 52, 76, 79, 136, 144, 172,
175, 177

Die angegebenen N-T./T, Verhaltnisse des Proteinriickgrates (Mittelung ohne die jeweils
identifizierten Reste mit hoheAausasch-Beitrdgen) ergeben Schatzwerte fur die molekulare
Korrelationszeitrr [99 - vgl. Kapitel 1.11.1.

Nachdem die Voraussetzungen der modellfreien Analyse - weitgehend isotrope Molekil-
rotation und Oligomerenreinheit - in Kapitel 2.5.2 bestatigt wurden, kann mit dem
Anfangswert vortg = 13.1 ns fiir jedefPN-'H-Vektor des Proteinriickgrates eine Anpas-
sung an die drei isotropen Modellfunktionen Uberprift werden, jeweils auch unter Be-
ricksichtigung konformativer Bewegungsbeitrade {a.n-Beitrdge). Jede der (23)
Modellfunktionen wurde jeweils sowohl durgh-Test der Fehlerquadrate?%, als auch

durch paarweisen F-Test def,X-Werte untereinander bewertet. Die durchweg zu hohen
X?min zeigten, daR die experimentellen Fehlerangaben der Relaxationsdaten (Standard-
abweichung der I(t)-Abklingkurven bzw. Signal-zu-Rausch-Verhaltnis 8SH}NOE)

zu gering waren. Daraufhin wurden die Minimalfehler fir den NOE auf 0.05 und fur die
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Relaxationszeiten auf 2% gesetzt. Dennoch verblieben auch mit diesen realistischeren
Fehlerannahmen hohe X2, was auf systematische Fehler einzelner Relaxationsmessun-

gen (vgl. 1.10.3) hindeutete. Deshalb wurden fiir jedisr'H-Vektor erneut alle % 3
Modellfunktionen Uberprtft, wobei alternierend immer einer der bis zu 9 Relaxations-
werte eliminiert wurde. Durch Vergleich der gemessenen mit den jeweils rickgerechne-
ten Relaxationswerten stellte sich heraus, daR durchwegN#i€;-Zeiten der Messung

bei 500 MHz zu hoch lagen. Dieser systematische Fehler bestétigt die 0.a. Beobachtung,
dal3 der Schatzwert fiir(500 MHz) tendenziell zu hoch lag und folgte auch aus dem T
Trend Uber die drei gemessenen Feldstarken. Deshalb wurd&iNdig-Zeiten bei 500

MHz schrittweise um 1% reduziert und mit diesen reskalierten Werten jeweils erneut die
Summe der Fehlerquadrﬁéa(zmin Uber die Aminosauren 30 bis 140, die das komp@kte
barrel bilden, mit variabler molekularer Korrelationszgitminimiert. Dabei fielZX?

von 1560 auf 1230 bei auf 93% reduziert¥T;-Zeiten und stieg dann wieder auf 1300

bei auf 90% reduziertelIN-T,-Zeiten. Gleichzeitig verringerte sia(500 MHz) stetig

von 13.5 ns auf 13.2 ns. Di8N-T;-Zeiten bei 500 MHz waren offensichtlich systema-
tisch um ca. 5-7% erhoht; es wurde daher nachfolgend mit auf 94% reskalierten Werten
weitergerechnet. Der Ursprung dieses systematischen Fehlers bleibt unbekannt.

Bei der Untersuchung der einzelnen Relaxationsdaten fiel ebenfalls auf, da? auch der
BN{*H}NOE bei 600 MHz oft, jedoch nicht generell zu niedrig lag. Dieser uneinheitliche
Fehler konnte folglichnicht durch globale Reskalierung kompensiert werden; der
BN{'H}NOE bei 600 MHz muRte stattdessen in entsprechenden Féllen aus der Aus-
wertung ausgeschlossen werden. Die wahrscheinlichste Ursache dieses Fehlers wurde
bereits in Kapitel 2.5.1 angesprochen: eine irrtimlich zu kurz gewahlte Relaxationsdauer
zwischen einzelnen Aufnahmen flhrte zu unterschiedlicher kumulativer Sattigung
einzelner™N-Spins vor Aufbau des heteronuklearen NOE.

Nachdem der systematische Fehler deME&ssung bei 500 MHz kompensiert und der
BN{'H}NOE bei 600 MHz fallweise eliminiert waren, wurde die Zuordnung der Modell-
funktionen erneut tiberprift. Die erzielbaren bestép.Xagen nun weitgehend innerhalb

des Erwartungsbereiches dgf-Verteilung (Xmin <Xx%0.95)). Erneut wurden jeweils
einzelne Relaxationswerte aus der Auswertung ausgeklammert, um nochmals nach ver-
bliebenen abweichenden Mel3werten zu suchen. Diese wurden erst dann eliminiert, wenn
die Abweichung auch direkt aus einem Trendvergleich fur die betroffene Relaxationsrate
folgte und die Eliminierung nicht ausschlaggebend fiir die Wahl der Modellfunktion war.

Nach dem zweiten Durchlauf der Zuordnung der Modellfunktionen und Ausschlul von
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Fehlwerten wurde wiederum mit 1 as globaler Variabler tber alle Aminosduren mini-
miert. Die globalexX?y, halbierte sich jetzt beinahe auf ca. 1289blieb bei 13.2 ns
stabil. Danach wurde letzmalig die Zuordnung der Modellfunktionen fifriieH-Vek-
toren mit tiberdurchschnittlich hoheni., > 10 Giberpriift und gegebenenfalls korrigiert.

Nach der dritten Iteration der Zuordnung von Modellfunktionen und Minimierung der
molekularen Korrelationszeit ergab sich bei insgesamt 154 erfal3ten Aminosauren die in
Tabelle 2.7 aufgelistete Haufigkeit der Modellfunktionen.

Tab.2.7 Haufigkeit der zugeordnetena)Modellfunktionen fir HNL zur Beschreibung
der 15N-H-Vektordynamik au¥N-Relaxationsdaten.

Model Ifunktion Haufigkeit

absolut prozentual

1 78 50.7

1 + Aaustausch 26 16.9
2 1 0.6

2 + DN pustausch 1 0.6
3 42 27.3

3 + Aausausch 6 3.9

Die endgultige molekulare Korrelationszeit vorg =13.28 + 0.05 ns wurde nach
Minimierung Uber die 118 erfal3ten Aminosauren @dsasses von HNL (G29 - R140)
erhalten. Die Ubereinstimmung der minimierten molekularen Korrelationszeit mit dem
Schatzwert aus den,/T,-Verhéltnissen sowie das Uberwiegen der einfachsten Modell-
funktion 1 sichern das Ergebnis der Dynamikauswertung von HNLZ4R,, betrug

dabei 629 und stieg bei Minimierung Uber alle 154 erfal3ten Aminosauren auf 1136. In
beiden Fallen wurde der kritisché-Wert des 5%-Quantils knapp Uberschritten, was
verdeutlicht, dafd auch die angenommenen Minimalfehler von 2% fir die Relaxations-
zeiten und 0.05 fiir dehN{*H}NOE bei den Messungen an HNL noch etwas zu gering
waren. Besonders fur einige Aminosauren im N-Terminus (bis N21) war die Auswertung
der Relaxationsdaten problematisch und auch bei Annahme des kompliziertesten
Bewegungsmodelles verblieben vereinzeﬁ,tqia(grdrser 15. Derartig hohe Fehlerquadrate
sind nach dey?Verteilung verboten, so daR die Modellfunktionen hier nur noch tiber
den paarweisen F-Test bewertet werden konnten. Mégliche Ursachen dieser hehen X
konnten lUbersehene Melfehler sein. Andererseits spricht die sequentielle Haufung der
Abweichungen eher fur unbekannte strukturelle und dynamische Hintergriinde.
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25.4 Verteillung der Parameter lokaler Dynamik in HNL

Die modellfreien Parameter lokaler *°N-'H-Vektordynamik von HNL sind in Anhang B.4
aufgelistet und in den Abbildungen 2.10 und 2.11 Uber der Aminoséauresequenz aufge-
tragen. Tabelle 2.8 listet die Mittel- und Extremwerte der Dynamikparameter auf.
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Abb.2.10 Verlauf des generalisierten Ordnungsparameters S¢ (m) fiir HNL. In flexiblen

Bereichen (Modell 3) ist Sdas Produkt aussS(e ) und §° (-o-) zweier iberlagerter lokaler
Bewegungen. Der {$-Verlauf ist durch Linien mit den angrenzended @erbunden.
Sekundarstrukturelemente sind grau unterlegt, das Cystin C76-C175 ist eingezeichnet.

Der generalisierte Ordnungsparameter (S bzw. das Produkt aus S und S bei Vorliegen

zweler Bewegungsmoden mit Korrelationszeiten kirzerta)svariiert nur wenig tber

den groRRten Teil der Proteinsequenz (Abb.2.10). Der Mittelwert Uber alle Reste liegt bei
[$°[= 0.85 und erhoéht sich bei Mittelung iiber @isStrange de$-Fasses 1 bis 8)
geringfiigig auf 0.89. Eine deutliche Abnahme vérb&obachtet man nur am N-Termi-

nus bis L7, unmittelbar am C-Terminus sowie in geringerem Umfang auch in den meisten
Schleifenbereichen. Als Ursache wurde jeweils Beweglichkeit im Nanosekunden-Bereich
aufgefunden. Die lokalen Korrelationszeiten reichen dabei von 260 ps bis 3.9 ns
(Abb.2.11). Diese Nanosekunden-Bewegungen haben in der Regel sehr kleine Amplitu-
den (§* meist > 0.9). Hohe Amplituden mit’Sbis herab zu 0.13 treten hingegen am
N-Terminus bis L7 und am C-terminalen G178 auf. Nur hier Gbersteigen die Amplituden
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der Nanosekunden-Bewegungen auch die der Uberlagerten sehr schnellen Bewegungen
im Pikosekundenbereich £ S%), wobei $* nur bis auf 0.7 fallt. Bemerkenswert ist die
kontinuierliche Zunahme vonSund 1 am N-Terminus von D2 nach 18, wo die
Amplitude quasi abgeklungen ist{S 0.88).
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Abb.2.11 Verteilung der Nanosekunden-Korrelationszeiten 1s (m) und der Aausausci—Beitrage
((e ) in Hz, bezogen auf eine Feldstarke von 750 MHz). Sekundarstrukturelemente sind grau
unterlegt, das Cystin C76-C175 ist eingezeichnet.

Sowohl der C-Terminus als auch die ausgedehnte Q-Schlaufe erscheinen auf der
Nanosekunden-Zeitskala sehr viel starrer, zeigen jedoch im Mikro- bis Millisekunden-
bereich ausgesprochene Flexibilitat. In diesem Zeitbereich fihren konformative Bewe-
gungen zu hohefA, gasch-Beitrdgen (Abb.2.11) zur transversalen Relaxation und damit
zu grofRen Linienbreiten bei niedrigen Signalintensitaten, die fir viele Reste des
C-Terminus und def-Schleife auch beobachtet werden. Ahnliche langsame konforma-
tive Beweglichkeit findet man afbulge bei V33, in der ersten Halfte v@4 beginnend

mit C76, in der Mitte vor38 sowie fur die Schlaufed-35, 637, 78, 8-al und
01-B9. Die Aaugausch-Beitrage erreichen Maximalwerte (bis 20 Hz) in A8ral- Schleife

und am C-Terminus um C175. In den Schleifghf35, B7-8 und 38-al sind diesen
langsamen konformativen Bewegungen auch Bewegungen im Nanosekundenbereich
Uberlagert.
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Tab.2.8 Dispersion und Mittelwerte lokaler Dynamikparameter fiir di&N-"H-Vektoren
des Proteinrtckgrats von HNL.

Parameter lokaler Dynamik: ><2min 3 SZf st Ts[ns] Anustausch [HZ]

Mittelwert Gber Proteinsequenz 7.5 0.85 085 084 1.15 4.7
Mittelwert nur Gbe3-Faf3 6.8 089 0.88 0.96 0.9 3.6
(ohne Schleifenbereiche)

Mittelwert Gber alle 65 089 0.88 0.96 1.0 3.0
Sekundarstrukturelemente

Maximalwert Uber 454 097 096 0.98 3.9 20.7
Proteinsequenz

Minimalwert Uber 0.3 0.11 0.69 0.13 0.26 0.9

Proteinsequenz

Zusétzlich zur™N-'H-Vektordynamik des Proteinriickgrates wurden die Dynamikpara-
meter fir die™N®Spins der Seitenketten von 5 der 7 Arginine und beider Tryptophane
bestimmt. Auch hier ist die modellfreie Analyse méglich, da’th&-Relaxation maR-
geblich von dem einzigen gebundenen Proton bestimmt(¥#irds wird die molekulare
Rotationskorrelationszeit zugrundegelegt, um die lokale Seitenkettendynamik zu bewer-
ten. Die erhaltenen Parameter der modellfreien Analyse sind in Tabeliifg&fihrt.

Von den 5 erfaldten Arginin-Seitenketten konnten 2 nicht zugeordnet werden; bei ihnen
handelt es sich um R43, R72, R81, oder R130.

Tab.2.9 Modellfreéie Dynamikparameter der N-'H-Vektordynamik der Arginin- und
Tryptophanseitenketten von HNL (es wurden keine 4a sausch-Beitrage gefunden).

Seitenkette Struktur- Model- X%, 3 Sras Seow  Tika [NS]
element funktion

R109-N° 36 3 2.7 0.46 0.55 0.83 1.54

R140-N¢ B8 1 9.7 0.94

R154-N° al 3 6.6 0.13 0.46 0.29 0.44
R?-N° 3 13.7 0.13 0.54 0.24 0.54
R?-N° 3 6.4 0.21 0.62 0.34 0.81

W3L-NE B1 1 8.5 0.79

W79-N° B4 3 54.8 0.53 0.71 0.76 1.88
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255 Vergleichende Bewertung der Relaxationsdaten von Seitenketten-Amidgruppen

In den Amidgruppen der Seitenketten von Asparagin und Glutamin wird die *°N-Relaxa-

tion maRgeblich durch die Reorientierung beider nicht-paraftéetH-Vektoren indu-

ziert, wodurch weitere Relaxationswege Uber dipolare Kreuzkorrelation auftreten (vgl.
Mehrspineffekte, 1.5.4). In den entsprechenden monodeuterierten NHD-Gruppen wird die
>N-Relaxation maRgeblich wieder nur durch die dipolare Wechselwirkung mit dem
einzigen Proton bestimmt. Der Beitrag der dipolaren Kopplung und dipolaren Kreuz-
korrelation mit Deuterium ist aufgrund dessen im Vergleich zum Proton siebenfach
niedrigeren gyromagnetischen Verhaltnisses vernachlassigbar. Allerdings wieNedie
Relaxation in diesem Fall durch den skalaren Relaxationsmechanismus beschleunigt, da
Deuterium aufgrund seines Quadrupolmomentes rasch relaxiert (vgl.1.5.3). Dieses
Problem kann durch kontinuierliche Deuteriumentkopplung vermieden werden, worauf in
den Messungen bei HNL aus Grinden besse@CK-Stabilitdt verzichtet wurde.
Deswegen erfolgt hier fir die Relaxationsdaten der Seitenketten-Amidgruppen von
Asparagin und Glutamin keine quantitative Auswertung; die Bewertung lokaler Dynamik
beschrankt sich auf einen qualitativen Vergleich der Relaxationsdaten untereinander.

Als Bezugsgréfien wurden die Mittelwerte der einzelnen Relaxationsraten fir Asparagine
und Glutamine getrennt gebildet (Anhang B.3). Wie zu erwarten, stimmten diese Mittel-
werte Uberein, sodal’ fir Asparagine und Glutamine von gleichen Relaxationsprozessen
ausgegangen werden kann. Posifié{ "H}NOE und daneben auch kiirzerg-Zeiten
wurden als Indikatoren fir relative Starrheit im ps- bis ns-Bereich und damit flr starke
Einschrankung der freien Beweglichkeit bewertet. Negatig 'H}NOE und relativ
langere F-Zeiten wurden als freie Beweglichkeit interpretiert. Bei negativa'H}-

NOE und verkirzter FZeit liegen vermutlich langsame konformative und schnelle Be-
weglichkeit nebeneinander vor. Die Dispersion deZ@iten ist gering. Abb. 2.12 zeigt

die Relaxationsraten (bei 750 MHz) fir die Seitenketten-Amidgruppen der erfafldten As-
paragine und Glutamine von HNL samt dynamischer Bewertung. Zum Vergleich sind
auch die Relaxationsraten der Arginin- und Tryptophan-Seitenketten angegeben.
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Abb.2.12 Relaxationsraten (bei 750 MHz) der °N-Spins in den Seitenketten von HNL: (=)
N{*H}-NOE, (m) ®N-T, und (=) *N-T.. Links sind die Relaxationsdaten in einem Dynamik-
indikator semi-quantitativ zusammengefallt:= freie Beweglichkeitm = gehinderte Beweglich-

keit, (X) = freie Beweglichkeit mit tGberlagerter langsamer BeweglichKeii«f.scn-Beitrage).
Die Lange der Balken quantifiziert das Ausmal3 der Beweglichkeit bzw. Dampfung.

25.6 Die Dynamik des Proteinriickgrates von HNL

Die Dynamik des Proteinriickgrates von HNL wurde iiBirRelaxationsmessungen bei
2975+ 0.5 K und ca. 1 mM Proteinkonzentration erfal3t und nach nomid|freien
Ansatz ausgewertet. Damit ergibt sich ein quantitatives Bild der Proteindynamik, die
durch Ordnungsparametef @nd lokale Korrelationszeiten ausgedriickt wird. Niedrige

S* weisen auf erhthte Amplituden fiir rasche lokale Bewegungen hin, die wesentlich
schneller als die Molekilrotation sind;.§¢ im Pikosekundenbereich) oder im gleichen
Zeitbereich {40y im Nanosekundenbereich) verlaufen kbnnen. Langsamere konformative
Bewegungenthugausch IM Mikro- bis Millisekundenbereich) werden alg, yasch-Beitrage

zur transversalen Relaxation erfal3t; jedoch ist eine Quantifizierung ihrer Amplituden und
Korrelationszeiten nicht direkt mdglich.

Die fur HNL berechnete molekulare Korrelationszeit ign= 13.3 ns entspicht nach
Gl. 1.114. einem Molekildurchmesser von 48 A. Dieser Wert stimmt sehr gut mit der
Struktur Uberein und beweist, dald HNL trotz eines freien Cysteins unter den Proben-
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bedingungen monomer vorliegt und sich in seiner Molekilbewegung gut als kompakter,
starrer isotroper Rotator beschreiben 1a3t. Die weitgehend einheitlich hohen Ordnungs-
parameter (vgl. Tab. 2.8, Anhang B.4) beweisen ebenfalls die Starrheit der HNL-Struktur.

Die sequentielle Auftragung der Parameter lokaler Dynamik (Ordnungspararhéter S
Abb.2.10. und lokale Korrelationszeiten sovligsa.sch-Beitrage in Abb.2.11) zeigt flr

HNL lokale Trends und gute Korrelation mit der Struktur. Deutliche Abnahmen der
Ordnungsparameter und konformative Bewegungen treten fast ausschlie3lich an den
Termini, in den Schleifenbereichen, um die Disulfidbriicke des Cystins C76-C175 sowie
an 3-bulges auf. Die beobachteten Abnahmen der Ordnungsparameter sind fast immer auf
Beweglichkeit im Nanosekunden-Bereich mit Korrelationszeiten von 0.3 bis 4 ns und in
der Regel kleinen Amplituden zurtickzufihren. Der Beitrag noch schnellerer Bewe-
gungen t < 20 ps) ist allgemein niedrig.

Der N-Terminus zeigt die fir ungeordnete freie Enden charakteristische ps- und ns
Flexibilitat. Die ns-Beweglichkeit nimmt dabei in Amplitude und Frequenz von D2 bis
L7 kontinuierlich ab, wahrend die kleinere ps-Amplitude annahernd konstant bleibt. Ab
I8 sind ps- und ns-Amplitude quasi abgeklungen, in Ubereinstimmung mit der durch
NOE-Kontakte angedeuteten hydrophoben Anlagerung des N-Terminus seitlih ans
FalR. Im weiteren Verlauf nehmen beide Amplituden um L13 und L18 wieder etwas zu.
Fur K15 und V16 sowie ab Q19 ist aber keine schnelle Beweglichkeit mehr feststellbar.
Dies lalt sich auch strukturell begrinden: Von S14 bis V16 liegt eine Vorzugs-
konformation in Form einer helikalen Windung vor; zwischen Q19 und F22 werden
NOE-Kontakte zU36 beobachtet. Im Bereich der sich anschliel3enggeHdix ist die ps-
Amplitude erhdht und vereinzelt tritt ns- und konformative Flexibilitat auf.

In den Strangen dgsFal sind die Ordnungsparameter durchgehend hoch und Anzeichen
von lokaler Flexibilitdt fehlen bis auf drei Bereiche: InnerhalbfifeStranges beobachtet
man konformative Flexibilitdt und erhdhte ps-Amplituden fir V33 und V34, also genau
an der Stelle deB-bulge. Auch in der Mitte de§8-Stranges, der mgl gepaart ist, tritt
konformative Flexibilitat auf. Méglicherweise Ubertragen sich hier die Bewegungen des
B-bulge. Zusatzlich treten zu Beginn d@8-Stranges Nanosekunden-Bewegungen mit
sehr kleiner Amplitude auf, die die Beweglichkeit @&r38-Schleife fortsetzen. Die erste
Halfte desf4-Stranges zeigt ebenfalls zusammenhangend konformative Bewegungen.
Diese gehen offensichtlich vom vorangehenden C76 aus, das eine Disulfidbriicke zu
C175 bildet. Die Dynamik des Cystins wird weiter unten im Zusammenhang mit dem C-
Terminus diskutiert.
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Alle Shleifenbereiche von HNL zeigen deutliche Anzeichen zusammenh&ngender
lokaler Flexibilitat. Meist liegt schnelle ps- und ns-Beweglichkeit mit kleinen Amplituden
vor und die ns-Korrelationszeiten folgen erkennbaren Trends. Nur in der Ki64&n
Schleife wird ausschlief3lich konformative Beweglichkeit beobachtet. Konformative
Flexibilitat tritt auch in den Schleife@4-35, 37-38, f8-al1 und al-f9 zusatzlich zu
schnellen Bewegungen auf.

Die ausgedehnt&®-Schieife (B1-32) zeigt besonders hohe konformative Beweglichkeit.
Dies konnte die starke Abnahme der NMR-Signalintensitaten in der Mitl@-&ehleife
erklaren, wo bei den Relaxationsmessungen nur noch zwei Reste (D45, D47) erfaldt wer-
den konnten. Allerdings deuten diese Mel3punkte gerade darauf hin, dal3 zur Mitte der
Q-Schleife die konformativel\ gasch-Beitrédge wieder abgeklungen sind. Wie in 1.8
aber erwahnt, isha gaisch €iN Resonanzphanomen und hangt nicht nur von der Austausch-
rate k, ab, sondern u.a. auch von der Dispersion der durchlaufenen chemischen Verschie-
bung. Es ist sehr wahrscheinlich, dal in der Mitte @e3chleife die chemische Ver-
schiebungsdifferenz zwischen den eingenommenen Konformationen verschwindet, und
nicht die Austauschrate,k

Die Dynamik vonHelix al ist der de{3-Fasses vergleichbar - die Ordnungsparameter
sind durchweg sehr hoch und Anzeichen lokaler Flexibilitat fehlen weitgehend. Die lange
Verbindungsschleifg8-a1 zum [3-Fal3 zeigt hingegen sehr hohe ns- und konformative
Flexibilitat. Auch die Verbindungx139 zeigt konformative und ns-Beweglichkeit. Die

an sich starre Helixil ist also beiderseits sehr beweglich Gber @eRal? aufgehangt.

Auf Helix al folgt der kurzef9-Srang mit Kontakt zumB-Faf3. Die Anlagerung vop9

an B1 ist konformativ flexibel; moglicherweise variiert der Offnungswinkel zwisdben
und39.

Der C-Terminus ist Uber dafystin C76-C175 mit dem-Fafl3 verbunden. Hierdurch wird

die zu erwartende schnelle Beweglichkeit des Terminus (vgl. N-Terminus) stark ge-
dampft und man beobachtet stattdessen ausgepragte langsame konformative Flexibilitat
beiderseits der Disulfidbriicke, die sich Gber C76 weiter aupdeBtrang tbertragt. Nur

das C-terminale G178 zeigt schnelle Flexibilitat mit hohen ps- und ns-Amplituden. Es ist
unklar, ob die inharente schnelle Flexibilitat des Terminus durch das Cystin verlangsamt
wird oder ob diese ganz unterbunden und stattdessen die langsame Beweglichkeit durch
Rotation um die Disulfidbriicke verursacht wi?él.

Abbildung 2.13 zeigt die Stereoansicht des endgultigen Struktursatzes von HNL,
eingefarbt nach der experimentell bestimmten lokalen Beweglichkeit. Diese Darstellung
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verdeutlicht nochmals die beschriebenen Zusammenhange von Struktur und Dynamik:
Bereiche mit definierter Sekundarstruktur sind weitgehend starr, Schleifenbereiche
hingegen flexibel. Gleichzeitig wird ersichtlich, daf sich strukturelle Unschéarfe meist gut
mit erhdhter lokaler Beweglichkeit erklaren laft und damit physikalisch begrindet ist:
Die zur besseren Ubersichtlichkeit nicht dargestellten Bereiche mit hochster struktureller
Abweichung - der N-Terminus (MO bis V16), dieSchleife (A40 bis M51) und der C-
Terminus (1176 bis G178) - sind gleichzeit auch die Bereiche mit der ausgepragtesten
lokalen Beweglichkeit; die Position der Hetd ist nur deshalb schlecht definiert, da sie
beiderseits sehr flexibel aufgehangt ist; A&B4-Schleife zeigt eine hohe strukturelle
Streuung, moglicherweise da hier unmittelbar die intramolekulare Disulfidbriicke (C76-
C175) zum flexiblen C-Terminus folgt.

[32-B3 loop [32-B3 loop

ADbb.2.13 Konvergenz und Dynamik der HNL-Struktur. Die Stereoansicht des endgltigen
Struktursatzes (20 Strukturen, superpositioniert Uber das Proteinrickgfafdsses) ist nach

lokaler Dynamik eingefarbt. Hellblau bis griin entspricht langsamer konformativer Beweglichkeit
mit zunehmendem\asasch-Beitragen. Die Einfarbung fur schnelle Beweglichkeit im Nano-
sekundenbereich erfolgte gemaR dem Quotient ?(tsS um gleichzeitig Amplitude und
Frequenz dieser Bewegungen zu erfassen (von gelb nach rot entsprechend zunehmender
Amplitude und Frequenz). Reste ohne dynamische Auffalligkeit sind dunkelblau, nicht erfal3te
Reste weil3 und die Seitenketten der Cysteine grau dargestellt. Die strukturell stark streuenden,
hochflexiblen Bereiche des N-Terminus (MO bis V16), @eBchlaufe (A40 bis M51) und des
C-Terminus (1176 bis G178) fehlen der Ubersichtlichkeit halber.
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25.7 Die Setenkettendynamik von HNL

Auch fir die Dynamik defN-'H-Vektoren der Seitenketten von Arginin, Tryptophan,
Asparagin und Glutamin zeigt sich ein deutlicher Zusammenhang zur lokalen Struktur.
Fur die Arginine und Tryptophane konnte dabei eine quantitative Analyse mit dem
modellfreien Ansatz durchgefiihrt werden (Dynamikparamet&abelle 2.9).

Von den 5 erfaldten Argininen zeigt nur die SeitenketteRial0 keine ns-Beweglichkeit.

Sie erscheint auf allen Zeitskalen vollkommen staf=8.94). Auch die Seitenkette von
W31 zeigt nur geringe ps-Beweglichkeit?(S 0.8). R140 bildet mit W31 und T113 einen
kompakt gestapelten Seitenkettenhaufen, defeea? einseitig verschliel3t (vgl. Kapitel
2.4.3. und Abb.2.8.a). Die dichte Packung verhindert effektiv die freie Beweglichkeit der
Seitenketten von R140 und W31 und unterbindet deren Protonenaustausch mit Wasser.

Nach R140 zeigtR109 im [(6-Strang die geringste Seitenkettenflexibilitat, obgleich
bereits ns-Bewegungen mit kleinen Amplituden erkennbar sind. Die Amplitude von ps-
Bewegungen ist deutlich gréf3er, Protonenaustausch mit Wasser wird aber nicht beob-
achtet. R109 scheint in einer Tasche zwischen den Strfgtdgend36 und dem N-Ter-

minus seine freie Beweglichkeit und Solvenszuganglichkeit weitgehend zu verlieren.

Fur die Seitenketten voR154 und zwei weiteren, nicht zugeordneten Argininen (R43,
R72, R81, oder R130) werden ps- und ns-Bewegungen mit hohen Amplityterd (S

S?= 0.3) gefunden. Die ns-Bewegungen entsprechen in Amplitude und Frequenz weit-
gehend dem N-Terminus. Diese Seitenketten sind offensichtlich frei beweglich. lhre
hohen Protonenaustauschraten mit Wasser deuten zudem freie Solvenszuganglichkeit an.

Die Seitenkette volV79 scheint ebenfalls frei beweglich; dies legt auch die lokale Struk-
tur nahe. Die Amplituden der aufgefundenen ps- und ns-Bewegungér (3,
S2=0.75) sind jedoch viel geringer als fiir die frei beweglichen Argininseitenketten.
Dies scheint plausibel, da die Seitenkette von Arginin l&nger und weniger sperrig als die
von Tryptophan ist.

Die Relaxationsdaten deBeitenketten-Amidgruppen der erfal3tenAsparagine und
Glutamine sind in Abb.2.12 zusammengefal3t (Daten in Anhang B.3) und, wie in Kapitel
2.5.5. beschrieben, durch Vergleich qualitativ bewertet. Die meisten Seitenketten zeigen
mehr oder minder freie schnelle Beweglichkeit. Die Seitenketten-Amidgruppe von N129
in der B7-B8-Schlaufe unterliegt neben hoher schneller auch konformativer Beweglich-
keit, die man hier ebenso fiir die Rickgrat-Amidgruppe findet. Deutlich eingeschrankt in
ihrer Beweglichkeit in allen beobachtbaren Zeitbereichen sind hingegen die Seitenketten
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von Q19, N39, N114, N116, Q117 und Q174; dies laf3t sich in jedem Fall auch strukturell
begrinden.

Die Seitenketten-Amidgruppe vapl9 im N-Terminus bildet eine Wasserstoffbriicke zu
T113 am Ende def6-Stranges aus (Abb.2.14.a). Dies wird auch durch NOE-Kontakte
zwischen den beiden Resten bestétigt.

b)

E131

B8 $ F133
. «
WBI

A37

N39

O-loop

Abb.2.14 Details der HNL-Struktur, die gehinderte Seitenketten-Mobilitdt erklaren.a) Der
weitgehend strukturlose N-Terminus hat wiederholt Kontakt efa? um A10 (mit denf8-
Strang) und Q19 (mit denBl-Strang) Die Seitenketten-Amidgruppe von Q19 bildet eine
doppelte Wasserstoffbricke zu T113 aus, was ihre reduzierte Beweglichkeit drkl&ie
Seitenketten-Amidgruppe von N39 sattigt den ungepaarten Akzeptor E131 und Donor F133,
beide imf38-Strang, durch Wasserstoffbriicken Blcapping).

Die Seitenketten-Amidgruppe von N39 am Ende des (1-Stranges ist in Wasserstoff-
bricken zu E131 und F133 if8-Strang eingebunden. Das Strukturmotiv wurde in
Kapitel 2.4.3. diskutiert und ist in Abb.2.14.b nochmals abgebildet.

Die ResteN114, N116 und Q117 liegen alle in der kurzef6-B7-Schlaufe, die von allen
Schlaufen def-Fasses als einzige keine schnelle, sondern nur konformative Beweglich-
keit aufweist. Die Seitenketten-Amidgruppen von N114, N116 und Q117 bilden
maoglicherweise untereinander ein Netz von Wasserstoffbriicken aus, das die Schleifen-
region strukturell stabilisiert.
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Von Q174 bis D177 liegt an C-Terminus eine Vorzugskonformation in Form einer
helikalen Windung vor. Die Struktur und auch Dynamik legt eine Wasserstoffbriicke
zwischen den Seitenketten von Q174 und D177 in (i+3)-Stellung nahe.

Zusammenfassend lalt sich sagen, dal3 sowohl bei quantitativer als auch bei qualitativer
Auswertung der Relaxationsdaten firr ild-'H-Vektorbeweglickeit in den Seitenketten

von HNL eine klare Korrelation mit der lokalen Struktur erkennbar wird. Eingeschrankte
Seitenkettenbeweglichkeit deutet oft auf Wasserstoffbricken (Asparagine, Glutamine)
bzw. Salzbriicken (Arginine) hin und liefert damit wertvolle strukturelle Hinweise.
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3.  Dynamik von hnps-PLA2

3.1 Biochemischer Hintergrund [164]

3.1.1 DieFamilieder Phospholipasen

Phospholipasen hydrolysieren Membranphospholipide und nehmen damit eine Schlissel-
position im Metabolismus von Zellmembranen ein. Der Abbau der Phospholipide ge-
schieht dabei schrittweise und erfordert die Beteiligung unterschiedlicher Phospholipasen,
die das Substrat jeweils nur an spezifischen Spaltstellen hydolysieren (Abb.3.1, Tab.3.1).
Nach diesen Spaltstellen am Phospholipid erfolgt die priméare Klasseneinteilung der
Phospholipasen in PLAL, PLA2, PLB, PLC, PLD und Lysophospholipasen (LPL).

PLA1, PLB, LPL

sn-1

e | N\

R_O—b_o_¢_y PLA2PLB,LPL

PLC
Abb.3.1 Spaltstellen der verschiedenen Phospholipasen am Phospholipid

Phospholipasen nehmen biochemisch neben der zentralen Rolle im Membranstoffwechsel
auch weitere Funktionen wahr (Tab.3.1). Zu ihnen gehoren die Beteiligung an Signal-

ubertragungskaskaden (PLC), an der Regulation voetokenkanaleril6sl (PLA2) und

an der Vermittlung entziindlicher Prozesse (PLA2). Besonders aufgrund letzterer Funk-

tion sind die PLA2 von hohem pharmakologischen Interesse, da man sich durch eine
Hemmung dieser Enzyme Fortschritte bei der Behandlung und Diagnose schwerer
chronischer Entzindungserkrankungen innerer Organe, rheumatischer Arthritis und

allergischer Uberreaktionen erhdffiel.
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Tab.3.1 Zusammenfassung der von Phospholipasen katalysierten Reaktionen und ihre
biochemischen Funktionen (auRer Membranmetabolismus).

Klasse katalysierte Reaktion biochemische Funktion

PLA1 Phospholipid zu
2-Lysophospholipid + (sn-1)Fettsaure

PLA2 Phospholipid zu » Freisetzung von Botenstoffen
1-Lysophospholipid + (sn-2)Fettsaure (Arachidonsaure und PAF-Vorlaufer)
zur Vermittlung entzindlicher Prozesse

 cytosolische PLA2 auch als LPL

PLB Phospholipid / Lysophospholipid zu
Glycerolphosphatid + Fettséduren

[=> Arachidonsaure]

PLC Phospholipid zu » Kopplung an Signaltransduktionskaskade
Diacylglycerol + Phosphomonoester direkt und indirekt (liber Freisetzung von
[=> IP3] Botenstoffen wie Ip)
PLD Phospholipid zu  auch als Transphosphatidylase
Phosphatidsaure + Alkohol (Austausch des Kopfgruppen-Alkohols)
LPL Lysophospholipid zu

Glycerolphosphatid + Fettsduren

3.1.2 Funktion und Eigenschaften der Phospholipasen A, (PLA2)

Am besten untersucht ist die Klasse der PLA2, die die hydrolytische Abspaltung der sn-2
Fettsdure katalysieren. Das verbleibende Lysophospholipid wirkt membranlésend und
damit cytotoxisch. Zum Schutz der betroffenen Zelle kann das Lysophospholipid durch
Lysophospholipasen durch hydrolytische Abspaltung auchsddr Fettsaure weiter
zersetzt oder aber durch Acyltransferasen durch neuerliche Fettsaureveresteruig in
wieder zu Phospholipid regeneriert werden.

Bei der an sn-2 Position abgespaltenen Fettsdure handelt es sich bei Saugetieren meist un
Arachidonsaure(Cy). Diese kann durch Cyclooxygenase zu Prostaglandinen und durch
Lipoxygenase zu Leukotrienen metabolisiert werden. Sowohl Prostaglandine als auch
Leukotriene sind u.a. Vermittler von Entziindungsreaktionen. Leukotriene, aber auch
Arachidonsaure selb8671, konnen dariiberhinaus Honenkanale regulieren.

Phospholipid kann an Positiesn-1 statt mit Fettsdure verestert auch mit Fettalkohol
verethert vorkommen. Nach Hydrolyse durch PLA2 verbleibt in diesem Fall ein
fettalkoholhaltiges Lysophospholipid, das Vorlaufer Besel et-activating Factor (PAF)

ist. Dieser Botenstoff ist u.a. an vielfaltigen Krankheitsprozessen beteiligt.

PLA2 kommen in verschiedenen Organismen und Isoformen vor und werden primar in
die Unterklasse desekretorischen (SPLA2) undcytosolischen PLA2 (CPLA2) unterteilt.
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Die sPLAZ2 sind kleine (ca. 125 Aminosauren, 14-18 kDa), wasserldsliche Proteine, die in
einzelnen Organen und der Synovialflussigkeit von Séaugetieren sowie als Hauptallergene
im Schlangen- und Bienengift vorkommen. Sie bendtigen als Kofaktor Kalzium in relativ
hohen Konzentrationen (~1 mM). Eine aul3ergewdhnlich grol3e Anzahl Cystine (5 bis 7)
verleiht ihnen hohe Stabilitat gegentber denaturierenden Bedingungen. Bemerkenswert
ist ihre Selektivitdt gegentiber dem Aggregatzustand des Substrates: wahrend monomer
geloste Phospholipide nur langsam hydrolysiert werden, ist die katalytische Aktivitat
gegeniiber aggregiertem Substrat (Micellen, Vesikel) uni edt@ht(168]. Diese Aktivi-
tatssteigerung der Enzyme an Grenzflachen wirdnédsfacial activation bezeichnet und
beruht vermutlich auf allosterischer Aktivierung an der interfacialen Erkennungsseite der
SPLA2. Sie erleichtert den Ubertritt der hydrophoben Phospholipide aus der Membran in
den lipophilen Kanal des Enzymes, der Kern der sPLA2-Struktur ist und das katalytische
Zentrum enthalt. Die sPLA2 lassen sich nach strukturellen und sequentiellen Unter-
schieden in di&ruppen | - 111 der PLA2 unterteilen16%-171], Zwischen den sPLA2 der
Gruppen | (u.a. aus Saugerpankreas, Kobragift) und Il (weitere Schlangengifte, mensch-
liche Synovialflissigkeit) besteht sehr hohe Sequenz- und Strukturhomologie. Die
Homologie zu den sPLA2 der Gruppe Il (z.B. Bienengift-PLA2) ist hingegen deutlich
geringer und weist auf ihre eigenstandige Evolution hin. Die Gruppen lassen sich auch
durch Substratselektivitat (insbesondere bezlglich der pokx&nKopfgruppe) und
Selektivitat gegentber dem Aggregatzustand des Substrates unterscheiden.

Die cPLA2 sind mit ca. 700 Aminosauren (70-100 kDa) deutlich groRRer als die sPLA2,
zu denen sie keine erkennbare Sequenzhomologie aufweisen. Sie kommen in Organen
von Saugern vor (z.B. Herz, Niere). Die cPLA2 besitzen keine Cystine und bendtigen
auch kein Kalzium als Kofaktor fur ihre hydrolytische Aktivitat. Allerdings wirkt ein
Kalziumgradient chemotaktisch; die Kalziumbindungsstelle hierfir liegt im C-terminalen
Bereich der cPLA2, der Sequenzhomologie zu den PLC aufweist. Im Gegensatz zu den
sPLA2 zeigen die cPLA2 Selektivitat bezlglich der sn-2 Fettsdure (bevorzugt
Arachidonséure) und besitzen auch Lysophospholipaseaktivitat. Die cPLA2 bilden die
GruppelV der PLA2-Enzymklasse.

Die biochemische Funktion von PLA2 liegt im Membranmetabolismus und in der Pro-
duktion von Botenstoffen, die an der Signaltransduktionskaskade, der Regulation von
lonenkanalen, aber vor allem an Entztindungsprozessen beteiligt sind (insbesondere Ara-
chidonsaure und pro-PAF). Unkontrollierte PLA2-Sekretion kann daher zu chronisch ent-
zuindlichen Prozessen fuhren. Hierin liegt die pharmakologische Bedeutung der sPLA2.
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3.2  Struktur und funktionale Struktur motive von hnps-PLA2

3.2.1  Struktur von hnps-PLA2

Innerhalb der sekretorischen PLA2 der Gruppen | und Il, zu der die humane nicht-
pankreatische sekretierte PLA2 (hnps-PLA2) gehort, besteht sehr hohe sequentielle und
strukturelle Homologie. Diese Enzyme weisen nur Uber etwa die Halfte ihrer Amino-
sauresequenz wohldefinierte sekundéare Strukturelemente in Form von 4 Helizes und 2
kurzenp-Strangen auf. Das Faltungsmuster flr hnps-PLA2 ist in Abb3.2 dargestellt.

17 20

Abb.3.2 Schematische Darstellung der Sekundarstrukturelemente und Lage der Cystinbricken
von hnps-PLA2. Die Sequenznummern der Cysteine sowie der ersten und letzten Aminoséauren
in Sekundarstrukturelementen sind angegeben.

Kristallstrukturen und NMR-Strukturen in Lésung sind von einer Vielzahl sPLA2 der
Gruppen | und Il bekannt, sowohl in freier Form als auch im Komplex mit Inhibitoren
und an Micellen. Durch Arbeiten in unserem Arbeitski&d konnte mit hnps-PLA2
erstmals eine hochaufgeloste NMR-Struktur einer sPLA2 der Gruppe Il erhalten werden
(Abb.3.3). Zuvor war bereits die Kristallstruktur der hnps-PLA2 in freier Form wie auch
im Komplex mit einem Inhibitor aufgeklart wordé#f3. 174, Die Unterschiede in den
Kristallstrukturen der freien und inhibierten hnps-PLA2 und der NMR-Struktur der freien
hnps-PLA2 sind nur minimal.
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Abb.3.3 Stereodarstellung der minimierten gemittelten Struktur von hnps-PLA2 in walriger
Losung, mit Blick in den lipophilen Kanal. C-Terminus und kalziumbindende Schleife liegen
links, der surface loop rechts von der Offnung des Kanales.

Die 4 Helizes der sPLA2 bilden den lipophilen Kanal, das kompakte und katalytisch

aktive Zentrum der Enzyme. Die zwei langeren zentralen Helwesind a, verlaufen
antiparallel und werden durch zwei Cystine in ihrer Lage fixiert; sie bilden den Boden des
lipophilen Kanales. Die kirzere N-terminale Hedix verlauft schrag uber Helia, und
Uberdeckt den so gebildeten Kanal. Dieser wird einseitig durch die kurze dt4elix
verschlossen. Zwischen Helizeg und as verlauft ein langer, unstrukturierter Schleifen-
bereich, der Uber ein Cystin mit der Hedix verbunden ist. Hier befindet sich die primare
Kalzium-Bindungsstelle der PLA2. Der zentrale Teil dieser Schleife ragt wie eine Pforte
in die Offnung des lipophilen Kanales. Die zweite Pforte bildetcdenahe Teil der
ausgedehnten Schleifenregion zwischen den Helizesind a,. Innerhalb dieser als
surface loop bezeichneten Region wird die eigentliche Schleife durch ein kurzes
antiparalleleg3-Faltblatt stabilisiert. Desurface loop ist Uber zwei Cystine mit Helig,

lose verbunden. Der auf Helixi, folgende C-Terminus ist ebenfalls weitgehend
unstrukturiert und tber ein Cystin mit der kalziumbindenden Schleife verbunden.

Im Unterschied zu den PLA2 der Gruppe | ist in Gruppe Il sleface loop um 3
Aminosauren kirzer, der C-Terminus aber um 7 Aminosauren langer. Weiterhin fehlt in
Gruppe Il ein Cystin, welches in Gruppe | die N-terminale Helixmit dem-Faltblatt

des surface loop verknipft. Stattdessen verbindet ein C-terminales Cystin den
C-Terminus mit Helixas. Der Sequenzvergleich zwischen hnps-PLA2 und verwandten
PLA2 der Gruppen | und Il ist in Abb.3.4 aufgetragen.
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PA2M HUMAN  NLVNFHRM KLTT- GKEAAL SYGEYGOBOB VBGRGSPKDA TDRCCVTHBC CYKRLEK- RGC
PA21_AGKPI  NLFQFEKLI KKMT- GKSGM. WYSAYGCYCG WGGQGRPKDA TDRCCFVHDC CYGKVT- - - GC
PA21_BOVIN  AEWOFNGM KCKI PSSEPLL DFNNYGCYCG LGGSGTPVDD LDRCCQTHDN CYKQAKKLDSC
PA22_PI G ALWOFRSM KCTI PGSDPLL DFNNYGCYCG LGGSGTPVDE LDRCCETHDN CYRDAKNLDSC
PA2_ NAJNA  NLYQFKNM KCTVPSRSWAD FAD- YGCYCG RGGSGTPVDD LDRCCQVHDN CYNEAEKI SGC
1 10 20 30 40 50
GTKFL------- SYKFS NSGSRI TC- AK QDSCRSQLCE CDKAAATCFA RNKTTYNKKY QYYSNKH- CRG STPRC
NPKVD- - - - - - - | YTYS VDNGNI VC- GG TNPCKKQI CE CDRAAAI CFR DNLKTYDSKT YWKYPKKNCKE ESEPC

- - KVLVDNPYTNNYSYS CSNNEI TCSSE NNACEAFI CN CDRNAAI CFS KVP—YNKEH:KNLEDKKK-C
--KFLVDNPYTNSYSYS CSNTEITCNSK NNACEAFICNORNAAICFSKAP—YNKEH-KNLDTKKYC
WPYFK------- TYSYECSQGTLTCKGD NNACAASVCDCDRLAAICFAGAP—YNDNN-YNIDLKARCQ
70 80 90 100 110 120

Abb.3.4 Sequenzvergleich ausgewahlter sPLA2: hnps-PLA2 (humane Synovialflissigkeit,
PA2M_HUMAN, Acc.Nr. P14555) und app-PLA2 (Gift von Agkistrodon piscivorus,
PA21_ AGKPI, Acc.Nr. P51972) gehoren zur Gruppe Il der PLA2; bp-PLA2 (Rinderpankreas,
PA21 BOVIN, Acc.Nr. P00593), pp-PLA2 (Schweinepankreas, PA22 PIG, Acc.Nr. P04416)
und nn-PLA (Kobragift, PA2_NAJNA, Acc.Nr. P15445) gehoren zur Gruppe | der PLAZ2.
Angegebene Zugriffsnamen und -nummern beziehen sich auf die Swiss Protein DatamBank. (
Bindungsstelle des katalytischen ?Ca(=) Bindungsstelle des sekundaren®Cgfett) aktive
Diade; () interfaziale Erkennungsseite (fir PLA2 aus Rinderpankf&ak)

3.2.2 Korreation von Struktur und Funktion der sSPLA2 (Gruppen | und 1)

In den sPLA2 tUbernehmen funktionell und strukturell korrelierende Bereiche Aufgaben
bei der Substratbindung, der Esterhydrolyse, der Stabilisierung des Ubergangszustandes,
der interfacialen Aktivierung sowie der Strukturstabilisierung.

Kern der PLA2-Struktur ist ddrpophile Kanal, der der Aufnahme und Umsetzung des
hydrophoben Liganden dient. Er erlaubt dem Substrat die Diffusion aus der Phospholipid-
Membran ins aktive Zentrum des Enzyni&d und stabilisiert den Ubergangszustand der
Hydrolyse[1771, Am Aufbau des Kanales sind lipophile Seitenketten insbesondere auch
von aromatischen Aminosauren beteiligt. Diese bilden ein intramolekulares Aromaten-
gerist, das aber weitgehend nur geringen Einflul3 auf Struktur und Stabilitad hat.

Der lipophile Kanal wird von einem ausgedehnWiasser stoff-Briickennetz [177. 180]

unter Einbeziehung einiger Strukturwassermolekile, des N-Terrdifiysder primaren
Kalzium-Bindungsstellél?s 1761 der interfacialen Erkennungsséeité. 176. 182] sowie der
katalytischen Diadél’s. 176, 183] durchzogen. Dieses Netzwerk assistiert bei vielfaltigen
Aufgaben wie der konformativen Stabilisieruligf. 184, der Kommunikation zwischen
interfacialer Erkennungsseite und aktivem Zentrum, sowie dem Elektronen- und
Protonenausgleich wahrend der Hydrolyse (Abb.3.5). Das Netzwerke hat strul&rell
und katalytischl7s. 184 gber nur geringe Bedeutung.
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Das aktive Zentrum der PLAZ2 liegt innerhalb des lipophilen Kanales. Die katalytisch

aktive Diade, die auch strukturell bedeutsam ist [183] besteht aus einem essentiellen
Histidin in Helix a3 und einem benachbarten Aspartat in Helix a4. Das Histidin-No,

wirkt als Protonenakzeptor fir ein Kkatalytisches Wassermolekil, welches in der
Esterhydrolyse eingebaut wird. Das katalytisch nicht essentielle Aspartat assistiert der
Hydrolyse, indem es Uber eine Wasserstoffbricke zum HistidigyNdds richtige
Tautomer und die korrekte Orientierung des Histidins stabilisiert. Es ist Uber ein
Strukturwassersél sowie zwei raumlich benachbarte TyrosiF#8 mit dem Wasserstoff-
Briickennetz im lipophilen Kanal verbunden (Abb.3.5). Die katalytische Diade der PLA2
ist funktionell und strukturell sehr &hnlich der aktiven Triade von Serinproteasen und
Lipasen, in denen das hydrolytisch aktive Wassermolekul durch Serin ersetzt ist.

In unmittelbarer raumlicher Nahe zum aktiven Zentrum wird auch ka@aalytisch
essentielle Kalziumion gebunden. Die Komplexierung erfolgt tber 3 Aminosauren der
kalziumbindenden Schleife und ein hochkonserviertes, essentielles Asp@itan
direkter Nachbarschaft zum katalytischen Histidin. Uber koordinative Bindung der sn-3
Phosphatgruppe und der sn-2 Carboxylgruppe ans Kalzium-Ka#mwird das inter-
mediare tetraedrische Esteroxyanion stabilisiert und vermutlich auch die Stereochemie
der Hydrolyse gesteuddf’s. 1871 (Abb.3.5). Interessanterweise zeigte von allen méglichen
(CxyA),-Cystin-Deletionsmutanten der bp-PLA2 nur die C29A-C45A-Mutante deutlich
reduzierte Aktivitatl189, Dieses Cystin verbindet auch in der hnps-PLA2 das kalzium-
bindende Aspartat nahe des aktiven Zentrums mit der Kalziumbindungsschleife und kann
so die ginstigste Konformation fir die Kalziumkomplexierung stabilisieren. Tats&chlich
zeigt die C29A-C45A Mutante primar eine deutlich reduzierte Kalzium-Affinitat, die
wohl die beobachtete Aktivitatsabnahme begrufidét

Der weitgehend unstrukturiert€-Terminus ist auf3er am Aufbau der interfacialen
Erkennungsseitél’™ (s.u.) auch an dekomplexierung eines sekundaren Kalziumions
beteiligt. Weitere Liganden dieser sekundaren Kalziumbindungsstelle liegen in der
kalziumbindenden Schleife. Durch diese unmittelbare Nahe zum katalytischen primaren
Kalziumion, die Uber eine Strukturwasser-Briicke noch verstarkt wird, kann das
sekundéare Kalzium als zusatzliches Elektrophil an der Stabilisierung des intermediaren
Esteroxyanions mitwirken. Dies erklart den beobachteten Verlust an Substratselektivitat
nach Deletion des C-Termin(isol.
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Abb.3.,5 Vorgeschlagener Katalysemechanismus von hnps-PLA2 [176, 1871, Das Substrat
(Phospholipid) ist grau unterlegt, die Sekundarstrukturelemente sind eingetragen. D91 stabilisiert
die Orientierung und das bendtigtes Tautomer des essentiellen H47 (beide bilden die aktive
Diade), das als Protonenakzeptor fiir das hydrolytisch wirksame Wasser fungiert. Uber Y51 und
Y66 ist D91 in einem intramolekularen Wasserstoff-Briickennetz fixiert. Das katalytisch
essentielle C4, das das intermedidre Esteroxyanion stabilisiert, wird durch G29 und D48
komplexiert.

Die interfaciale Erkennungsseite der PLA2 umfalit einen N-terminalen und einen C-
terminalen Cluster sowie weitere Aminosauren im Bereich des lipophilen K&¥al&s

190, Mit dieser Oberflache lagert sich das Enzym an die Lipidmembran, wodurch
konformative Anderungen denkbar waren, die die beobachtete Aktivitatssteigerung der
membrangebundenen PLA2 erklaren konni#h 191, Daflr spricht auch, dal3 viele
Aminosauren der interfacialen Kontaktseite an der Offnung des lipophilen Kanales
liegen. Beim Kontakt mit der Lipidmembran kénnte es so zu einer Aufweitung der
Kanal6ffnung und damit erleichterter Diffusion des Substrates ins aktive Zentrum
kommenl176],

Besondere funktionale Vielfalt zeigt der weitgehend helikbld erminus. Er ist
einerseits beteiligt am Aufbau des lipophilen Kanales, dessen eine Innenwand durch die
Seitenketten der hochkonservierten Aminosauren L2, F5 und 19 gebildetl®irdso
zeigten nicht-konservative Mutationen von F5 und I9 an PLA2 aus Rinderpankreas (bp-
PLA2) deutlich reduzierte Aktivitat, wahrend eine Mutation von L2 zu veré&nderter
Phospholipidselektivitat beztglich der Lange der Acylkette flilkfte Andererseits sind
Seitenketten weiterer Reste, darunter W3 und N6 der bp-PIZA280, am Aufbau der
interfacialen Erkennungsseite beteiligt. Dazu beobachtete man an Mutationen von W3
primar eine verdnderte Selektivitat der bp-PLA2 in der interfacialen Erkennung der
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Aggregatform des Substrates [1771, Schliel3lich wird eine Beteiligung der N-terminalen
Amidgruppe und der Seitenketten-Amidgruppe von Q4 bzw. N4 am intramolekularen
Wasserstoff-Brickengerust vermultep. 180. 1921, Die N-terminale Amidgruppe, die auch

an der interfacialen Erkennungsseite lig@t 180, ist dabei essentiell fur die Bindung
eines StrukturwassermolekUsl. Sie hat besonderes Interesse im Zusammenhang mit
der beobachteten interfacialen Aktivierung der PLA2 gefunden, da in NMR- und Kristall-
strukturen freier PLA2 im Gegensatz zu substrat- und membrangebundenen PLAZ2 ein
Aufbruch der N-terminale1 Helix fUr die ersten 3 Aminosauren gefunden wuiéke

194, Diese geringfugige N-terminale Umordnung wurde auch an hnps-PLA2 beobachtet.
Demnach kénnte die N-terminale Amidgruppe nicht mehr am Wasserstoff-Brickengerust
teilnehmen. Allerdings wurde mittlerweile die Sekundarstruktur der freien PLA2 aus
Schlangengift von Agkistrodon p. p. (ebenfalls eine sPLA2 der Gruppe Il) veroffentlicht,
in der die Helixal bis einschlie3lich der N-terminalen Aminosaure intakt blgit
Obgleich fur die Aktivierung héchstwahrscheinlich ein unmodifizierter N-Terminus nétig
ist [199], bleibt fraglich, ob die Struktur des N-Terminus maRgeblich fur die interfaciale
Aktivierung der PLAZ ist.
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3.3 Dynamik von hnps-PLA2

3.3.1 Relaxationsmessungen und Extraktion der Relaxationsdaten

Zur Erfassung der Dynamik des Proteinriickgrates von hnps-PLA2 wiideRelaxa-
tionsmessungen (T T,, 1°N{1H}-NOE) bei 3 magnetischen Feldstarken (500, 600 und
750 MHz) wie in Kapitel 1.9 beschrieben durchgefiihrt. Die vollstadehgmarkierte

Probe hatte eine Konzentration von ca. 1.4 mM bei pH 4.5 (10 mMP&}Puffer). Die
Meltemperatur betrug kalibrierte 3028.5 K. Zur Minimierung der Probenerwarmung
wéahrend der Messungen wurden kurze Entkopplerzeiten, entsprechend kurzen Aufnah-
mezeiten von ca. 70 ms, und lange Wartezeiten von 2.5 s zwischen einzelnen Programm-
durchlaufen gcans) gewéhlt. Die Intensitat des LOCK-Signales als Mal3 fur die tatsach-
liche Probentemperatur schwankte danach nicht mehr erkennbar. Zum Gleichgewichts-
aufbau des N{'H}-NOE wurden die Protonen wahrend 3 s gesattigt, die Aquilibrier-
dauer lag bei 2 s.

Alle Spektren wurden als 1024128 Datenpunktmatrizen bei kalibrierten 309.& K.5

K aufgenommen. Firr di€N-T,-Messungen wurden 12 linear ansteigende Mischzeiten
(16 - 192 ms) mit einer CPMG-Echodauer vor @.45 ms, fiir dié°N-T;-Messungen 12

bis 14 exponentiell ansteigende Mischzeiten bis cax I'5(8 ms bis ca. 1 s) in jeweils
gemischter Abfolge gewahlt. Zur Vorabschéatzung deéditen nach Gl. 1.116 wurde
das zugrundeliegend®N-HSQC mit 16 ms und 1024 ms Mischzeit kurz anlaufen
gelassen und der jeweils erste serielle FID identisch prozessiert.

Die gemessenen 1024128 Aufnahmematrizen wurden zu 204812 spektralen Daten-
punktmatrizen fouriertransformiert. Durch 100%mear Prediction mit 32 Koeffizienten
wurde der FID in F1 zuvor auf 256 Datenpunkte weitergerechnet; danach erfolgte
einfaches Zero-Filling in beiden Dimensionen. Bei mehr als 1008¢ar Prediction
wurden hingegen zunehmend Schwankungen in den Signalintensitaten der I(t)-Abkling-
kurven beobachtet.

Die T;- und T,-Zeiten wurden aus Signalintensitaten durch Kurvenanpassung an GI.1.119
mit dem DFIT Modul des DASHA Programmpake®d ermittelt. Die Beriicksichtigung
eines Offsets war statistisch nicht signifikant, wie auch von der ausgezeichneten
Unterdrickung des Wassersignales (Aufnahme mitr@&i€iver gain) zu erwarten war.
Basislinienkorrektur war ebenfalls nicht nétig und fuhrte zu einer hoheren Schwankung
der gemessenen Intensitdten um die Zielfunktion.
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Eine erste Fehlerabschatzung fir die Relaxationszeiten wurde durch die jeweiligen
Standardabweichungen der Kurvenanpassung gefunden. Diese lagen bei den meisten
Signalen um nur 1%. Doppelmessungen dezditen bei 750 und 600 MHz und defT

Zeit bei 600 MHz ergaben jedoch mittlere Abweichungen von ca. 2%, in Uberein-
stimmung mit den Fehlerbetrachtungen in Kapitel 1.10.3. Wo nétig, wurden deshalb die
Fehlergrenzen flr die Relaxationszeiten auf 2% angehoben.

Der °N{*H}-NOE wurde als Verhéltnis der Signalintensitatgqakilo berechnet. Auch

hier konnte auf eine Basisinienkorrektur verzichtet werden. Der mittlere Fehler ANOE

nach GI.1.120 lag bei ca. 4% bzw. 0.03. Doppelmessungen bel 600 und 750 MHz
lieferten jedoch Divergenzen um 0.05 (vgl. 1.10.3), weshalb die Fehlergrenzen fir den
N{*H}-NOE nach Bedarf auf 0.05 angehoben wurde.

Experimentelle Werte furPN{'H} NOE, ®N-T; and *>N-T, konnten fiir 110 der 124
Aminosauren von PLAbestimmt werden. Fur die restlichen 14 Aminosauren (darunter 2
Proline und die N-terminale Aminoséure) konnten entweder keine Signale aufgefunden
werden oder diese waren zu stark Uberlagert. Die ermittelten Relaxationsdaten sind in
Anhang C.1 aufgelistet und in Abb.3.6 gegen die Proteinsequenz aufgetragen. Nach-
folgende Tabelle 6.2 fal3t Mittelwerte und Streuungen der Relaxationsdaten des Protein-
rickgrates zusammen.

Tab.3.2 Mittelwerte und Streuungen der gemessenen Relaxationsdaten fur PLA2 bei 3
magnetischen Feldstarken, 309.8HK.2K.

Bo BN{*H}-NOE BN-T, [ms] BN-T, [mg]
500 MHz 0.75(0.78) 442 (423) 144(138)
[0.36 - 0.85] [387 - 574] [65 - 231]
600 MHz 0.78(0.82) 538(519) 138(132)
[0.48 - 0.87] [477 - 658] [53 - 225]
750 MHz 0.84(0.87) 660(651) 120(117)
[0.58 - 0.95] [567 - 785] [37 - 195]

Die Mittelung erfolgte Uber alle erfal3ten Signale (110) des Proteinrickgkates)(bzw. (in
Klammern) nur Uber die Bereiche ausgedehnter Sekundarstruktur, Heli¢Beste 3 - 123

(Reste 39 - 55) unai4 (Reste 82 - 101). Darunter sind die Streuungen der Relaxationsdaten tber
das gesamte Proteinrtickgrat angegeben.
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3.3.2 Qualitative Bewertung der Relaxationsdaten

Die Relaxationsdaten von PLA2 sind in Abb.3.6 aufgetragen und in Anhang C.1 voll-
standig aufgelistet. Zur Interpretation der erkennbaren Abweichungen in den Relaxations-
raten sind die Indikatoren (vgl. 1.11.2) nochmals kurz zusammengefal3t:

« Lokale Reduktion des™N{'H}-NOE zeigt lokale Beweglichkeit mit typischen
Korrelationszeiterg von ca. 0.5 bis 2 ns anstBeweglichkeit) (vgl. Abb.1.7.a).

« Die Dispersion der™N-T;-Zeiten ist typischerweise gering; erh6Ht&-T;-Zeiten
weisen aber auf schnelle lokale Beweglichkeittgit< 0.5 ns hin (vgl. Abb.1.7.a).

« Die ®N-T,-Zeiten werden durch konformative Austauschprozesse mit Korrelations-
zeiten im Mikro- bis Millisekundenbereich stark reduziert, durch rasche lokale
Bewegungen im ps- bis ns-Bereich hingegen deutlich verlangert (vgl. Abb.1.7.a).

Der °N{'H}-NOE ist in drei Bereichen von PLA2 deutlich und zusammenhangend ernie-
drigt - von V30 bis G34 im Zentrum der primarerfGaindenden Schleife, um T61/K62

zu Beginn desurface loop sowie am C-Terminus ab C117. Generell sind in diesen Berei-
chen auch di&N-T,-Zeiten sowie in geringerem MafRe auch di-T;-Zeiten erhoht. In
guter Ubereinstimmung weisen diese Indikatoren also in den angegebenen drei Bereichen
auf schnelle ns-Beweglichkeit hin. Erkennbare Erhéhung8ef,-Zeit durch schnelle
Bewegungen findet man auch um Q80/D81 am Endetudlésce loop und im Bereich der
01-0o-Schlaufe. Eine sehr deutliche zusammenhangende Erniedriguﬁ@xld‘é;_r—Zeiten

zeigt langsame konformative Beweglichkeit von Q110 bis N115 im C-Terminus an. Ver-
kiirzte °N-T,-Zeiten treten ebenso in unregelmaRiger Abfolge im Bereictugetelix

und der anschlieBenden Ghindenden Schleife auf. Auch d&N{'H}-NOE und die
BN-T,-Zeiten zeigen im Bereich dag-Helix uneinheitliche Schwankungen.

G31 hat statt der eigentlich erwarteten verlangerten (s.0.) eine deutlich vetkiZte

Zeit. Nur in Kombination mit denN{*H}-NOE kann man erkennen, daf hier schnelle

und langsame Bewegungen nebeneinander auftreten. Ahnlich mehrdeutige Aussagen
erhalt man insbesondere fir die dynamisch heterogeitelix. Bei der Bewertung der
BN-T,-Zeiten muRR also mit der Méglichkeit gerechnet werden, daR sich die Effekte
schneller und langsamer Bewegungen kompensieren und unauffalige-Zeiten vor-
tauschen. Es muR daher parallel immer auch besonders atiNgéH}-NOE geachtet
werden, der ein sehr verlalilicher Indikator schneller ns-Beweglichkeit ist (vgl. 1.11.2).
Dies verdeutlicht den Vorteil eines Interpretationsansatzes (wie z.B. die modellfreie Ana-
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lyse), der mehrere verfligbare Relaxationsraten parallel bertcksichtigt und damit tber-
lagerte Effekte auflosen kann, wodurch dynamische Trends z.T. erst deutlich werden.
"N{'H}-NOE

507 al a2 o3 plL B2 o4 319 31
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
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Abb.3.6 Experimentelle Relaxationsdaten von PLA2. Die Messungen wurden bei den drei Feld-
starken 500 MHz [(), 600 MHz @) und 750 MHz ) durchgefihrt. Die Sekundarstruktur-
elemente von PLAZ2 sind grau unterlegt und bezeichnet.

Aus der Betrachtung der Relaxationsdaten von PLAZ2 folgt, daf3 nur die Helicag

und a, weitgehend frei von lokalen Beweglichkeiten sind und sich fir die Berechnung
der Korrelationszeit anbieten, wahrend alle Schlaufenbereiche und insbesondere die kurze
o,-Helix und die C-terminale;g-Helix (Y109 bis Y111) hohe Beweglichkeit aufweisen.

3.3.3 Bestimmung der molekularen Korrelationszeit

Fur hnps-PLA2 weisen viele Faktoren darauf hin, daf3 bei der Berechnung aos dem
T4/T,-Verhaltnis (vgl. Kapitel 1.11.2) groRRe Vorsicht geboten ist. Nur ca. 50% der
Aminosauren sind in Sekundarstrukturen eingebunden. Davon haben nur die drei Helices
04, 03 unday eine groRere Ausdehnung. Im Gegensatz zu HNL (Kapitel 2) erscheint die
Struktur von hnps-PLA2 wenig kompakt und ist mit einem Tragheitstensor-Hauptachsen-
verhaltnis von 1.00:1.75:2.14 deutlich anisotrop. Die Rolle der zahlreichen Cystine in
PLAZ2 ist ambivalent. Sicher fiihren sie zu erhohter struktureller Stabilitat, da sie die An-
zahl der Bewegungsfreiheitsgrade des Molekils einschranken und Beweglichkeit damp-
fen. Andererseits lassen sie immer noch Bewegungsprozesse im relaxationswirksamen
Mikro- bis Millisekundenbereich z[3-%] und kénnen Bewegungen aus flexiblen Mole-
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kilregionen uber die Disulfidbricke dbertragen (vgl. HNL, 2.5.6). So sind gerade die
Helicesas unda, tber Cystine mit erwartungsgemal hochflexiblen Bereichen (C-Termi-
nus, Schlaufenbereiche) verknipft. Es mul3 daher damit gerechnet werden, dal3 Cystin-
vermittelte konformative Beweglichkeit die-Zeiten in Helicesx; unday lokal verkirzt

und so die scheinbare Korrelationszeit aus deffi,AVerhaltnis verlangert. Damit bleibt

als sicherster Kandidat fur die Beobachtung der wahren molekularen Korrelationszeit die
N-terminale Helixal. Eine Berechnung vork aus dem 7/ T,-Verhaltnis ist aber auch

hier problematisch, da nur tber wenige Reste gemittelt wird (statistische Ungenauigkeit)
und zudem mdglicherweise die fur freie Termini typische Nanosekunden-Beweglichkeit,
die zur scheinbaren Verkirzung vagnfuhrt, nicht vollig abgeklungen ist.

Aufgrund der beschriebenen Unsicherheit in der Auswahl der geeigneten Reste zur
Bestimmung der molekularen Korrelationszeit wurde fir jeden Rest peingesidue
Korrelationszeittr; aus den 7 T,-Verhaltnissen bei den drei vermessenen Feldstarken
bestimmt. Das Ergebnis ist in Abb.3.7 sequentiell aufgetragen und beweist die grol3e
Dispersion lokaler dynamischer Prozesse in PLA2.
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Abb.3.7 Per-residue Korrelationszeiten tr; aus dem T1/T>-Verhéaltnis. Die Messungen wurden

bei drei Feldstarken (500 MHzl1§, 600 MHz @) und 750 MHz {)) durchgefiihrt. Die Sekun-
darstrukturelemente von PLA2 sind grau unterlegt und bezeichnet. Die Mittelwerte der Korre-
lationszeiten betragen ca. 5.15 ns fur Halix 5.5 ns fur Hel>a3 und 5.45 ns fur Helig4.
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Uberdurchschnittlich hohe, mit der Feldstarke steigandimd eindeutige Indikatoren fur
konformative Austauschprozesse und treten besonders stark in &&&lider sich
anschlieRenden &abindenden Schleife sowie im C-Terminus auf. Unterdurchschnitt-
liche lokale Korrelationszeiten, insbesondere mit inverser Feldabhangiéke(/gl.
Abb.1.9.c), weisen auf schnelle Nanosekunden-Bewegungen hin und finden sich vor
allem im Bereich desurface loop (a3-a4-Schlaufe) und im C-Terminus. Aus der
Darstellung werden auch einzelne herausfallende Werte erkennbar (z.B. T13 bei 500
MHz, G72 bei 600 MHz), denen fehlerhafte Bbzw. T,-Werte zugrundeliegen.

Bei der Analyse lokaler Korrelationszeiten von hnps-PLA2 fallt der signifikante Unter-
schied in den gemittelten Korrelationszeiten Uber die vermutet starren Heliae3 und

a4 auf. lhr jeweiliger Mittelwert ist, wie flr starre Regionen gefordert, weitgehend feld-
unabhéngig. Fir Helices3 unda4 stimmen die mittleren Korrelationszeiten mit 5.5 ns
bzw. 5.45 ns sehr gut Uberein; die Standardabweichung innerhalb der Helices betragt ca.
0.15 ns. Die mittlere Korrelationszeit fir Held liegt hingegen mit 5.1% 0.1 ns deut-

lich niedriger und kann auch unter Beriicksichtigung der jeweiligen Standardabweichun-
gen nicht mit den Mittelwerten tiber Helica8 unda4 zur Ubereinstimmung gebracht
werden. Diese regional unterschiedlichen Korrelationszeiten folgen den o.a. Uberlegun-
gen. So weisen tatsachlich die Cystein-reichen HetiGagnda4 die langeren regionalen
Korrelationszeiten bei gleichzeitig héherer Dispersion auf. Andererseits erscheint die
Bestimmung der molekularen Korrelationszeit aus Hallxweniger problematisch als
zunachst angenommen, da die lokalen Korrelationszeiten hier nur sehr geringe Dispersion
zeigen und daher eine statistisch verlaR3liche Mittelwertbildung erlauben. Es laf3t sich hier
auch keine inverse Feldabhangigkeit der lokalen Korrelationszeiten beobachten, die ein
maoglicher Hinweis auf Terminus-typische Nanosekunden-Bewegungen wére.

Aus der Analyse der lokalen Korrelationszeiten aus déh-Merhaltnissen |ai3t sich fir
hnps-PLA2 schluf3folgernd und in voller Ubereinstimmung mit den o.a. Uberlegungen
keine eindeutige globale Korrelationszeit angeben. Der Bereich fir die molekulare
Rotationskorrelationszeit ist aber verlal3lich auf 5.15 ns (aus lé&hxbis 5.5 ns (aus
Helicesa3 unda4) einzugrenzen.

Die Tatsache, dal3 die parallel orientierten Helia8sund a4 quasi identische, aber
deutlich verschiedene regionale Korrelationszeiten zur quer orientierten ddelauf-
weisen, kann als Hinweis auf die Anisotropie der Molekdlrotation gewertet werden. Nach
der isotropen Analyse mul3 daher auch die anisotrope Analyse der hnps-PLA2-Dynamik
bewertet werden.
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Ein prinzipielles Problem bel der Berechnung von g aus dem T,/T,-Verhéltnis helikaler
Strukturen gegeniber Faltblattern konnte aus der Tatsache resultieren, dafd Helices im
entscheidenden Nanosekundenbereich eben nicht inharent starr sind, sondern rasche
kooperative Ubergange zwischen helikaler, teilgeordneter und ungeordneter Konfor-
mation durchfihrems?. 43, 88-93, 19, 197] . Derartige Beobachtungen wurden an globularen
helikalen Proteinen und helikalen Peptiden in waldriger Losung gemacht. Die von interner
Dynamik unabhangige Bestimmung der molekularen Korrelationszeit mit anderen
Methoden ist hier also von besonderer Bedeutung (vgl. 1.12.4).

3.3.4 Isotrope und anisotrope modellfreie Auswertung der Relaxationsdaten

Aufgrund der beschriebenen Problematik bei der Bestimmung der molekularen Rotations-
korrelationszeity wurde die isotrope modellfreie Auswertung der PLAZ2-Dynamik
jeweils mit den angenommenen Grenzwerten von 5.15 ns (ausoH¢lond 5.5 ns (aus
Helicesa3 unda4) sowie einer Uber alle Reste gemitteltgnvon 5.3 ns durchgefihrt.
Zusatzlich wurde dieanisotrope modellfreie Auswertung mit einer isotrop gemittelten
Rotationskorrelationszeik s, von 5.25 ns durchgefihrt.

Die Berechnung des Rotationsdiffusionstensors aus der minimierten gemittelten Struktur
erfolgte wie in Kapitel 1.12 und fur HNL (vgl. 2.5.2) beschrieben. Bei diesem relativ klei-
nen Protein wurden alle Atome als Kugelzentren mit dem jeweiligen Van-der-Waals-Ra-
dius ausgewahlt. Die Kugelradien wurden gemaf der solvenszuganglichen Oberflachen
reskaliert, die mit einem Wassermolekiilradius von 1.6 A ermittelt wurden. Effektiv abge-
schirmte Kugeln mit einem reskalierten Radius kleiner 0.1 A wurden eliminiert und
verbleibende Kugeln mit einer Volumeniiberlappung groRer 10% um maximal 0.1 A in
ihrer Position variiert, um das Ausmaf der Uberlappungen zu reduzieren. Die Berech-
nung der Punktreibungsquellen erfolgte nachddprBedingung14 (Gl. 1.133), die Be-
rechnung des Rotationsdiffusionstensors mit dem modifizierten Oseen-Tén&er 199,

Die Zuordnung der wahrscheinlichsten Modellfunktion erfolgte nach den Kriterien der
x*Verteilung sowie des paarweisen F-Tests (vgl. 1.11.5). Die in Kapitel 3.3.1 ermittelten
Fehler in den MeRwerten lieferten hierbei fiir die meisten Reste Fehlerquétisaten
x2-erlaubten Bereich. Fi{?;, bei keinem Modell unter den erlaubten Wert oder gelang
keine eindeutige Zuordnung der Modellfunktion, wurde permutativ einer der maximal 9
Relaxationswerte bei der Minimierung ausgelassen. Wenn Mahgisignifikant fiel,

wurde der betreffende Relaxationswert als Ausreil3er eliminiert. Voraussetzung war aller-
dings, daR sich durch Vernachlassigung dieses Datenpunktes keine fundamentale Ande-
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rung der zugeordneten Modellfunktion ergab. Nach einem ersten Durchlauf wurde die
Rotationskorrelationszeit tr Uber alle Reste mit eindeutig zugeordneter Modellfunktion
global minimiert und die Zuordnung anschlieRend Uberprift bzw. erganzt. Dieser Vor-
gang wurde zwei- bis dreimal iteriert. Die zuletzt global optimiemngiVerte lagen
durchweg unter den angesetzten Anfangswerten: 5.10 ns (von 5.15 ns), 5.17 ns (von 5.3
ns), 5.35 ns (von 5.5 ns) bzw. fir die anisotrope Anpassung 5.20 ns (von 5.25 ns).

Tabelle 3.3 fal3t die optimierten Rotationskorrelationszeaitgeie Modell-Zuordnungen

und die erhaltenen minimierten Fehlerquadrat-Sumii&g, fur die 110 bewerteten
Aminosauren (von 124) zusammen. Sie zeigt, dal fir keivndiH-Vektor und bei
keiner der 4 Auswertungen eine gute Anpassung an das vollstandige Lipari-Szabo-Modell
2 erhalten wurden. Stattdessen wurde fir ca. 25 bis 40% aller Reste Modellfunktion 3 als
wahrscheinlichstes Modell aufgefunden. Tabelle 3.4 zeigt die Dispersion und die Mittel-
werte der berechneten Dynamikparameter fir jede der 4 Auswertungen.

Tab.3.3 Ubersicht tiber die fur hnps-PLA2 optimierten Rotationskorrelationszgitetie
Modell-Zuordnungen und die minimierten Fehlerquadrat-Sum&g, (110 Amino-
sauren wurden erfaf3t).

Modellfunktion 1 1 + Aaustausch 3 3+ Aaustausch X2in
Tr=51ns 16 68 7 19 523
(isotrop) (14.5%) (61.8%) (6.4%) (17.3%)
Tr=5.17ns 28 56 6 20 541
(isotrop) (25.5%) (51%) (5.5%) (18%)
Tr=5.35ns 34 33 24 19 698
(isotrop) (31%) (30%) (21.7%) (17.3%)
TRiso = 9.2 NS 38 45 7 20 521
(anisotrop) (34.5%) (41%) (6.3%) (18.2%)

Im direkten Vergleich fallt die isotrope Auswertung mit der langsten Rotations-
korrelationszeit gk = 5.35 ns) deutlich aus der Norm. Sie liefert die mit Abstand hochste
X% d.h. die allgemein schlechteste Modellanpassung. Sie erfordert gegeniiber den
anderen Rechnungen auch fast doppelt so haufig die Annahme des kompliziertesten
Bewegungsmodells 3 (fur interne Bewegungen im ns-Bereich), reduziert andererseits
aber die Notwendigkeit zur Bertcksichtigung g sa.sci—Korrekturen (flr chemische

bzw. konformative Austauschprozesselist bis ms-Bereich) auf ein Minimum. Dieses
Ergebnis Uberrascht nicht, da Modellfunktion 3 eligerschatzung Aausasci-Beitrage
hingegen ein&nterschatzung der molekularen Rotationskorrelationszdibmpensiert.
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Die isotropen Auswertungen mit 1 = 5.1 und 1g = 5.17 sind hinsichtlich der Summen-
Fehlerquadrate und der relativen Haufigkeit der Modelle 1 und 3 weitgehend aquivalent.
Erwartungsgemal missen bei der kirzeren Korrelationszeit jedoch ha\figgt—
Korrekturen beriicksichtigt werden.

Tab.3.4 Dispersion und Mittelwerte lokaler Dynamikparameter fir di@>N-1H-Vektoren
des Proteinrtickgrates von hnps-PLAZ2 bei verschiedenen Rotationskorrelationgzeiten

Parameter lokaler Dynamik X2in & S? SY  Mausaush  Ts[NS]
[HZ]
Mittelwert Uber Proteinsequenz 4.8 0.80 0.78 0.78 2.1 2.4
4.9 0.79 0.78 0.73 2.1 2.9
6.5 0.78 0.81 0.78 2.5 3.4
4.7 0.80 0.80 0.83 2.0 29
Mittelwert 4.6 0.87 0.84 0.84 1.0 0.0
Uber Helizesx1, a3 unda4 45 086 084 08l 1.0 4.6
6.5 0.87 0.88 0.88 0.8 4.2
51 0.88 0.84 0.92 0.8 4.7
Maximalwert 16.5 0.93 0.89 0.94 19.5 8.2
Uber Proteinsequenz 225 093 089 092 193 83

39.0 0.94 0.93 0.96 18.8 10.5
14.9 0.93 0.91 0.95 17.7 8.2

Minimalwert 03 041 066 056 04 0.2
Ober Proteinsequenz 03 038 066 052 045 1.1
05 039 066 048 045 0.2
03 038 066 049 04 0.9

Die eingetragenen Werte gelten fur: 1.Eintrag = isotroper Fittmit 5.1 ns; 2.Eintrag =
isotroper Fit mittg = 5.17 ns; 3.Eintrag = isotroper Fit mig = 5.35 ns; 4.Eintragk(rsiv) =
anisotroper Fit mitgrixx = 5.2 ns. Die angegebenen Linienverbreiteruygiausch beziehen sich
auf eine Feldstarke von 750 MHz.

Die Bertcksichtigung anisotroper Molekulrotation liefert gegentber der isotropen
Auswertung bei vergleichbarer Rotationskorrelationszeit keine erkennbare Verbesserung
von X%, Das Auftreten von Modellfunktion 3 fiir ca. 25% aller Reste wird durch die
anisotrope Auswertung voll bestatigt. Die lokalen Nanosekunden-Bewegungen sind flr
hnps-PLA2 also eindeutigeal und kein Artefakt der anisotropen Molekilrotatiéh. Im
Gegensatz dazu sind jedoch viele geringfidige..sn-Beitrage, die bei der isotropen
Auswertung notwendig werden, offensichtlich ein Artefakt der anisotropen Molekiil-
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rotation. Durch ihre Bertcksichtigung reduziert sich der Anteil Reste Afli€usc—
Korrekturen erfordern, auch bei der kurzen isotrop gemittelten Korrelationszeit von
Triso = 9.2 NS um ca. 15 — 25% auf 60% (vgl. Tabelle 3.3). Gleichzeitig reduziert sich der
Mittelwert derAausasci—Beitrage in den Helicesl, a3 unda4 um 20% auf 0.8 Hz (vgl.

Tab. 3.4). Die Kompensation anisotroper Molekulrotation dukghy..sn-Beitrage ist
komplementér zur literaturbeschriebenen Kompensation durch Nanosekunden-Bewegun-
gen [81: Anisotrope Molekilrotation erzeugt eine orientierungsabhangige Streuung
lokaler Korrelationszeiten um die isotrop gemittelte Rotationskorrelationszgit Eine
Erniedrigung der per residue 1g; wird durch die Beimischung einer schnelleren Bewe-
gung (Modell 3), ihre Erh6hung durch die Beimischung einer langsameren Bewegung
(Aausauschi—Beitrage) zur isotrop gemittelten Molekulrotation kompensiert.

Die besprochene Bewertung der vier Rechnungen flihrt zusammengefal3t zur Ablehnung
des isotropen Modells fir Korrelationszeitgn> 5.2 ns aus statistischen Erwagungen.
Diese Rechnung fuihrt auRerdem zur Uberschatzung der Beweglichkeit im ns-Bereich. Bei
Korrelationszeiten von 5.1 bis 5.2 ns ist die Annahme isotroper Molekdilrotation trotz des
erheblichen Anisotropietensors (Hauptachsenverhaltnis 1.00:1.75:2.14) statistisch akzep-
tabel und gibt Beweglichkeit im ns-Bereich korrekt wieder. Sie fuhrt aber wahrscheinlich
zu artifiziellen Apwsasci—Beitragen und Uberschatzter Dynamik - bis ms-Bereich.

Die statistische Aquivalenz beider Rechnungen gibt die tatsachliche Unbestimmtheit der
isotropen Rotationskorrelationszeit wieder. Die anisotrope Auswertung mit einer isotrop
gemittelten Rotationskorrelationszeit vogly, = 5.2 ns reduziert Haufigkeit und Ausmalf}

der Aausasci—Korrekturen signifikant. Dadurch nimmt die Anzahl anzupassender Para-
meter ab bzw. die Anzahl Freiheitsgrade (= Anzahl Datenpunkte minus Anzahl zu
bestimmender Parameter) zu. Dies fihrt zu einer schwachen statistischen Verbesserung
gegenuber der isotropen Auswertung mit optimierter Korrelationszeit, obgleich sich die
Fehlerquadrat-Summ&X?,; nicht verringert. Aus statistischen Erwagungen, aufgrund
des erheblichen Anisotropietensors und wegen der Reduktion vermutlich artifizieller
Apsasch—Beitrage ist die anisotrope Auswertung ik, = 5.2 ns daher bevorzugt.

Abb.3.8 vergleicht die Streuung der beiden wesentlichen DynamikparamétendS
Dpaugausch, TUr die drei isotropen Auswertungen mit der anisotropen Rechnung. Der gene-
ralisierte Ordnungsparametef Seigt unabhangig von den globalen Auswertungsbedin-
gungen weitgehend die gleichen Trends. Nur bei isotroper Auswertung m&.35 ns
treten auRerordentliche Reduktionen farb®i Resten auf, die abweichend mit Modell-
funktion 3 angepaRt wurden; in den tbrigen Bereichen®isir§iegen tendenziell leicht
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erhoht. FUrAausausch €rgibt sich ebenso insgesamt ein weitgehend einheitliches Bild. Bei
isotroper Auswertung mitg < 5.2 ns treten zusatzlich die erwéhnten geringfligigen
Apusasci—Beitrage insbesondere im Bereich der Helec@sinda4 auf.
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Abb.3.8 Vergleich der generalisierten Ordnungsparameter S? und Linienverbreiterungen Aausiausch

(in Hz, bei 750 MHz) fir hnps-PLA2 bei Annahme isotroper Molekulrotation mit verschiedenen
Rotationskorrelationszeitetk ((A) 5.1 ns, ©) 5.17 ns und ) 5.35 ns) mit der gewahlten
anisotropen Auswertung bei isotrop gemittetigg, = 5.2 ns.

Abb. 3.8 verdeutlicht, dal3 die wesentlichen Parameter der lokalen Dynamik von hnps-
PLA2 innerhalb der untersuchten Grenzen weitgehend invariabel gegeniber den
Annahmen bezlglich der globalen Molekulrotation sind. Die anisotrope Auswertung mit
Triso = D.2 ns erlaubt daher eine verlalliche Bewertung der Proteindynamik, selbst wenn
die globale Molekilbewegung hierbei fehleingeschéatzt worden sein sollte. Alle
nachfolgenden Diskussionen beziehen sich auf diese Rechnung.

3.3.5 Verteilung der Parameter lokaler Dynamik in hnps-PLA2

Die Parameter lokale®®N-1H-Vektordynamik des Proteinriickgrates von hnps-PLA2 bei
anisotroper Auswertung mik ;s = 5.2 ns sind in Anhang C.2 aufgelistet. lhre Mittel- und
Extremwerte stehen in Tabelle 3.4.

Abb.3.9 zeigt den Verlauf des generalisierten Ordnungsparamétérzvé des Produk-
tes aus 8 und $? tiber die Aminosauresequenz. Er variiert starR.(5) um den globa-
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len Mittelwert von 0.8. Die Maximawerte von S* erreichen 0.93 (Ala93, HisA7, Lys10),

die Minimalwerte 0.38 (Gly32, Asp81, Thr61). Der S*-Mittelwert (iber Helicesul, a3

und a4 betragt 0.8& 0.05. Dieser Mittelwert wird weitgehend nur in den Bereichen mit
definierter Sekundérstruktur erreicht. Ein Drittel aller bewerteten Reste wéiserie®
halb dieses Plateauwertes auf (d < $.83). Auffallend niedrige’ 0.8 finden sich

* am N-Terminus zu Beginn von Helixl (Val3 - Asn4)
* vor (Glul6) und am Ende (Leul9) der kurzen Halx
« in der C&"-bindenden Schleife (Gly29 — Arg33)

e zu Beginn (Arg57 — Tyr66) und am Ende (GIn80 — Asp81) slieface loop sowie
zwischen den zentralghiStrangen (Ser71 — Gly72)

* im C-terminalen Bereich zwischen (Lys107 — Lys108) und nach (Tyrl12 — Cys124)

den kurzen @-Motiven; der weitgehend homogene Abfall voh Zm C-Terminus

hin wird bei Asn114 und C117 lokal unterbrochen.
S2
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Abb.3.9 Verlauf des generdisierten Ordnungsparameters S* (=) fir hnps-PLA2. In flexiblen
Bereichen (Modell 3) ist Sdas Produkt ausZS(J]) und §? (—>-) zweier (berlagerter lokaler
Bewegungen. Der;&-Verlauf ist durch Linien mit den angrenzendév&bunden.

Die Reduktion von S° erfolgt dabei auffallend zusammenh&ngend: wahreéndnSden
Termini nahezu kontinuierlich fallt, durchlauft er in den flexiblen Schleifenbereichen
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deutlich erkennbare Minima. Fast immer liegen Bewegungen im ns-Bereich mit Korrela-
tionszeiten 15 von ca. 1.0 bis 8.0 ns vor, wobei der Fehler naturgeman mit der Grél3e von
T zunimmt (Abb.3.10). lhr Ordnungsparametef Bt maRgeblich fiir die starke®-S
Reduktion verantwortlich und sinkt bis auf 0.5 ab (Gly32, Thr61, Asp81). An den Gren-
zen der flexiblen Bereiche verschwindet die Amplitude der Nanosekunden-Bewegungen
(d.h. $*+>1), wahrend sich die Ordnungsparametéd8r lokal iberlagerten schnelleren
Pikosekunden-Bewegungen hier wieder an den globalen OrdnungsparafmégarsS
Modell 1) annéhern. Sowohl®als auch 8 zeigen tiber die flexiblen Bereiche die fir S
besprochenen Trends. Dieaximale Amplitude ist dabei fast immer gréRer fir die lang-
sameren ns-Bewegungen, dsj,,, < S

f,min *

Nur am C-Terminus ist die ns-Beweglichkeit
deutlich eingeschrankter als die schnellere ps-Beweglichkeit.
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Abb.3.10 Sequentieller Verlauf der Nanosekunden-Korrelationszeiten ts () und der Aaustausch—
Beitrage (¢ ), in Hz, bezogen auf eine Feldstarke von 750 MHz). Die horizontale Linie bei 0.8
Hz entspricht demausausci—Mittelwert Gber Helicesi1, a3 unda4.

Auch bei Bericksichtigung anisotroper Molekulrotation benétigt die Mehrheit (65 von
110) der bewerteten RestQ gasch-Korrekturen zu R (Abb.3.10) mit einem Maximal-

wert von 17.7 Hz (Asnll4, alle Angaben gelten beziglich einer Feldstarke von 750
MHz). 39 Reste weise gasch-Beitrdge groRer als der Mittelwert von 0.8 Hz Uber
Helicesal, a3 unda4 auf; fur 17 Reste i gasch > 2 Hz. Diese signifikantefa gausch
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Beitrdge (> 0.8 Hz) treten fast tberall dort auf, wo auch ns-Beweglichkeit beobachtet
wurde:

* am N-Terminus zu Beginn von Helixl (Val3 - Asn4)

» verbreitet im gesamten Bereich zwischen Heliaésund a3; sowohl Helixa2 als
auch der Uiberwiegende Teil der“Ghindenden Schleife (Gly25 — Gly34) weisen
dabei hohé\s gasch-Beitrage bis 4.5 bzw. 7 Hz auf

* innerhalb Helixa3 vor allem an Cystinen (Arg42, Cys49, Cys50) sowie am C-
terminalen Ende der Helix (Lys52, Arg53)

e zu Beginn (Arg57 — Phe63) und am Ende (Asp81)sdefmace loop sowie zwischen
den zentraleB-Strangen (Gly72)

e im C-terminalen Bereich nach dem erstggfNotiv bis Cys117 (Asn106 — CYS117)
und am C-terminalen Cys124; unmittelbar nach dem zweitgiM@iv erreichen
dabei dieAa sausch -Beitrage ihr absolutes Maximum um 17.5 Hz (Asnl114)

Die verbleibenden 25% aller Reste mit gerinden..scn-Beitragen (< 0.8 Hz) erweitern
z.T. diese Bereiche. Daneben treten sie gehauft in E8liMnd vereinzelt in den Helizes
ol unda4 auf.

3.3.6 Bewertung der Aa,gausch-Linienverbreiterungen

Das verbreitete Auftreten valisgasch-Beitragen in hnps-PLA2 (ca. 60% aller Reste sind
hiervon betroffen) ist bemerkenswert. Wahrend die Beitrage in vielen Fallen signifikant
sind, stellt sich fur geringflgigka.sasch-Betrage (beispielsweise weist jede vierte erfalite
Aminosaure Linienverbreiterungen unter 0.8 Hz auf) die Frage, ob diese Korrekturterme
real sind.

Apsasch-Beitrage kompensieren fir kirzereg-Zeiten als aus den Modellrechnungen
erwartet. Die bei -Messungen priméar zu befiirchtende unbemerkte Probenerwé&rmung
wuirde jedoch zu verlangerten-Zeiten fihren. Ein Beitrag formell unbericksichtigter
Relaxationsmechanismen (Beimischung von Kreuzkorrelation und Antiphase-Relaxation,
vgl. 1.9.6) ist denkbar, erscheint aber vernachléassigbar angesichts der identischen Auf-
nahmeparameter wie fur HNL, wo kein verbreitetes Auftreten AQRa.n-Beitragen
beobachtet wurde. Dies spricht auch gegen mdgliche Gerateinstablilitdten als Quelle von
To-Artefakten. Jeder apparative und experimentelle Fehler hétte aul3erdem auf den drei
verwendeten Spektrometern gleichermalRen auftreten missen, um unbemerkt zu bleiben
bzw. sich nicht weitgehend herauszumitteln. Zur Vermeidung unterschiedlich starken
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Sattigungstransfers von,& auf die Amidprotonen wurde die Inversionsbandbreite der
H"-selektiven Inversionspulse auf die verschiedenen Feldstarken umgerechnet. Zusam-
menfassend sind grél3ere experimentelle Fehler also wenig wahrscheinlich.

Die explizite Berucksichtigung anisotroper Molekulrotation konnte die Haufigkeit und
mittlere GroRe debausasch-Korrekturen deutlich reduzieren (vgl. 3.3.4). Insofern kénn-

ten geringflgigeiausasch-Beitrage Rechenartefakte darstellen, die auf der Ungenauigkeit
des aus der stellenweise schlecht definierten und offensichtlich hochdynamischen Struk-
tur berechneten Rotationsdiffusionstensors beruhen. Fir eine prazisere Berechnung des
Rotationsdiffusionstensors muf3te dieser jfile denkbare Orientierung flexibler Berei-

che einzeln berechnet und anschlie3end tber alle Konformationen gemittelt werden. Der
Rechenaufwand fur dieses Mittelungsverfahren ist angesichts der hohen Zahl konforma-
tiver Freiheitsgrade fiur hnps-PLA2 unrealistisch. Die Alternative, die Struktur um die
ungeordneten Bereiche zu kirzen und den Rotationsdiffusionstensor nur fir den verblei-
benden starren Kern des Proteins zu berechnen, ist wegen der Verbreitung von Flexibilitat
hier ebenfalls nicht durchfiihrbar. Obgleich also eine héhere Prazision der hydrodynami-
schen Rechnungen fur hnps-PLA2 kaum erreichbar erscheint, kann aus einem anderen
Grund wohl ausgeschlossen werden, dald3 Anisotropie-Artefakte wesentlich sind: von den
beiden parallelen Helizes3 unda4 weist nur Helixa3 verbreitet gering@ausau.sch-Bei-

trdge auf; Anisotropie-Artefakte muf3ten wegen der Parallelitat aber flr beide Helizes
gleichermalen auftreten.

Eine Aggregation von hnps-PLA2 (mit entsprechend verlangerter molekularer Korrela-
tionszeit) wirde zwar die ;2JRelaxation beschleunigen, beeinflul3t aber gleichermal3en
die anderen gemessenen RelaxationsratgnNOE). Falls die Aggregation jedoch inner-
halb des kritischemus- bis ms-Zeitfensters reversibel ablauft, kdnnten diese intermole-
kularen Austauschprozesse das Auftreten der beobachigten.-Beitrdge erklaren.

GeringflgigeAasausch-Beitrdge kdnnen auch durch eine Unterschétzung des Betrages der
CSA-Kopplungskonstanten verursacht werden. Die vorliegenden Auswertungen wurden
mit einer 1>N-CSA von einheitlich —170 ppm durchgefiihrt, die gegeniber einer
Vergleichsrechnung mit —160 ppm eine deutliche Reduktion des mitie{gR sn—
Beitrags uber alle Sekundarstrukturbereiche um ca. 30% und eine geringe Reduktion der
Fehlerquadrat-Summe ergab. Die gewahlte einheitlioheCSA-Konstante von —170

ppm liegt bereits am oberen Ende der literaturverwendeten \Wért®ie individuelle
Anpassung det?N-CSA-Konstanten einzelner Reste konnte in der vorliegenden Arbeit
nicht mehr durchgefuhrt werden (vgl.1.11.6).
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Aus Grinden der Unsicherheit in der angenomméfNRRCSA-Konstanten sowie nicht
auszuschlieRender hoherer Mel3fehler als angenommen erscheint es unsicher, gering-
flgige Aaugausch-Beitrage ohne weitere dynamische Hinweise (z.B. eindeutige Trends) ein-
zeln zu interpretieren. In Verlangerung von Bereichen mit hdhepsn-Beitragen koén-

nen so auch die geringflgigen Beitrdge akzeptiert werden, wohingegen isolierte kleine
Apugasch-Beitrage (vor allem in den Helizes) nicht Uberbewertet werden sollten. Als
Signifikanzgrenze, unterhalb derdn gasch-Beitrdge als unsicher angesehen werden,
wird nachfolgend der Mittelwert Uber Helize4, a3 unda4 von 0.8 Hz angenommen.

Vor einer weitergehenden Analyse sollten Ajggsasch-Beitrage genauer nachgemessen
werden (beispielsweise Uber;fMelreihen) und diel>N-CSA-Konstanten einzeln
optimiert werden.

Anders als fur die Indikatoren schnelletramolekularer Bewegungen — Ordnungspara-
meter $ und lokale Korrelationszeiten, — ist die Interpretation VOAagash-Beitragen
mehrdeutig. Sie kdnnen ebenfalls aoframolekularen konformativen, aber auch auf
intermolekularen chemischen Austauschprozessen (wie z.B. reversible Aggregation)
beruhen. Letztere Moéglichkeit muld also ausgeschlossen seif, Wdx-Beitrage ein-
deutig als Indikatoren fur Proteinflexibilitat interpretieren zu kdnnen.

Das Auftreten von Dimeren in den Kiristallstrukturen verwandter PLA2 legt auch fur
hnps-PLA2 die Mdglichkeit zur Dimerisierung nahe. Die BereicheMniasch-Auftreten

fallen z.T. mit der fir hnps-PLA2 abgeleiteten Dimerisierungsseite zusammen. Diese
Bereiche sind gleichzeitig aber auch weitgehend unstrukturiert und vermutlich hoch-
flexibel, was die aufgefundenekn gasch-Beitrdge ebenfalls erklaren wirde. Es konnten
auch keine intermolekularen NOE-Kontakte aufgefunden werden, die auf Aggregation
hinwiesen. Die aus den Relaxationsdaten berechnete kurze Rotationskorrelationszeit von
5.2 ns entspricht nach GI.1.114 einer kompakten Kugel mit ca. 20 A Radius, in Uber-
einstimmung mitmonomerer hnps-PLA2. Die Bereiche mit hohelgasch-Beitrdgen
korrelieren ebenfalls auffallend gut mit den lokalen RMSD-Werten der Losungsstruktur.

Die experimentellen Daten sprechen also gegen die Annahme von reversibler Aggrega-
tion als Ursache der beobachtet®rqasch-Beitrdge. Diese kdonnen daher mit hoher
Wahrscheinlichkeit als Indikatoremtramolekularer Proteinflexibilitat imus- bis ms-
Zeitbereich interpretiert werden. Engultig auszuschliel3en ist Aggregation als Ursache der
Linienverbreiterung, wenn die Messung defZeiten bei verschiedenen Protein-Konzen-
trationen keine Konzentrationsabhangigkeit aufweist. Diese Beweisfihrung war jedoch
mangels verfligbarer Proteinmengen nicht mehr moglich.
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3.3.7 Beschreibung der Dynamik des Proteinrtickgrats

Die Dynamik des Proteinriickgrates von hnps-PLA2 wurde bei 3090.8B K uber
15N-Relaxationsmessungen experimentell erfalt. In Ubereinstimmung mit der hohen
Asymmetrie der Proteinstruktur (Tragheitstensor-Achsenverhéltnis 1.00:1.75:2.14) liefer-
te die Berucksichtigung anisotroper Molekulrotation eine deutlich bessere Anpassung der
Relaxationsdaten als die isotrope modellfreie Auswertung. Die isotrop gemittelte Korrela-
tionszeit der anisotropen Molekilrotation vogi, = 5.2+ 0.05 ns stimmt dabei weit-
gehend mit der optimierten Rotationskorrelationszeit bei angenommen isotroper Molekiil-
bewegung Uberein. Der Rotationsdiffusionstensor weist eine niedrigere Anisotropie als
der Tragheitstensor auf (Achsenverhéltnis ca. 1.00:1.15:1.50), wobei moglicherweise
hohe Unsicherheiten aufgrund der unbestimmten Orientierung der ausgedehnten ungeord-
neten Bereiche in hnps-PLA2 berlicksichtigt werden mussen.

Nach den vorliegenden Relaxationsdaten zeigt hnps-PLA2 grof3e Beweglichkeit in den
beiden NMR-erfal3baren Zeitfenstern im Piko- bis Nanosekundenbereich (nachfolgend
ps- bzw. ns-Bereich) und im Mikro- bis Millisekundenbereich (nachfolgend ms-Bereich).
Diese Flexibilitat wird erwartungsgemalfd vor allem in den ausgedehnten ungeordneten
Bereichen des Proteins beobachtet und korreliert sehr gut mit den lokalen RMSD-Abwei-
chungen der berechneten Struktur. Abb.3.11 stellt die RMSD-Abweichungen den
Ordnungsparametern (13Sals MaR fiir die Amplitude desxchnellen ps- und ns-Bewe-
gungen und del\asasch-Linienverbreiterungen aufgrund vdangsamen Bewegungen
(nachfolgend als ms-Bewegungen bezeichnet) mit Korrelationszeiten Grhid@0' s
gegenuber. Die Abbildungen 3.9, 3.10 und 3.11 illustrieren die nachfolgende Bespre-
chung der Parameter lokaler Dynamik des Proteinriickgrates von hnps-PLA2.

Helix al (L2 — T12) ist in allen erfal3ten Zeitbereichen weitgehend starr. Zum N-Termi-
nus hin (V3, N4) steigen die Amplituden von ps- und ns-Bewegungen jedoch an und auch
im ms-Zeitbereich tritt Beweglichkeit auf.

Der Bereich zwischen Helizesl unda3 (T13 — D38) ist weitgehend ungeordnet bis auf
die kurzeHelix a2 (A17 — S20), an die sich di@lziumbindende Schieife anschliel3t. Die
Unordnung spiegelt sich in verbreiteter konformativer ms-Beweglichkeit bis einschliel3-
lich G34 wieder, die zu gro3en Linienverbreiterungen bis 7 Hz fihrt. Hiervon ist in
besonderem Mal3e auch Heti® betroffen. Bis einschlief3lich C28, das mit C44 in Helix

a3 verbunden ist, bleiben die Amplituden der ps-Bewegungen hingegen weitgehend so
klein wie in den Bereichen mit definierter Sekundarstruktur. Nur E16 vor und L19 in
Helix a2 zeigen erhohte ps-Amplituden. Unmittelbar nach C28 treten ns-Bewegungen
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mit hohen Amplituden auf (S fallt bis auf 0.5), die bei G34 wieder abgeklungen sind;
die ps-Amplituden sind hier ebenfalls uneinheitlich erhoitfédit bis auf 0.7).

( ) RMSD [A]a (.) 1-§2 [X 10]’ (D) AAustausch [HZ]
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Abb.3.11 Vergleich der strukturellen Definition und lokalen Dynamik fur hnps-PLA2. Die RMS-
Abweichungen de#5N-Koordinaten ¢, in A) sind den Ordnungsparametern, (3-&Is Maf
fur die Amplitude der ns-Bewegungene ( Werte zehnfach vergréert) und

Linienverbreiterungedausausch aufgrund von ms-Bewegungem,(in Hz) gegeniibergestellt. Die
Sekundarstrukturelemente sind hellgrau hinterlegt.

2

Helix a3 zeigt die erwartete Starrheit im ps- und ns-Bereich mit durchweg sehr hohen
Ordnungsparametern S? um 0.9. Helix a3 zei gt aber verbreitet geringe Aausausch-Beitrage,

die auf ms-Beweglichkeit hinweisen konnten, jedoch aulRer fir C49, C50, K52 und R53
(mit Aausausch-Beitragen> 1 Hz) mdglicherweise nicht signifikant sind (vgl. 3.6.6).

Der gesamteurface loop (K56 — K67) zwischen Helixt3 und denf3l/32-Faltblatt zeigt
erhebliche Beweglichkeit im ps- und ns-Bereich. Sowohl ps- als auch ns-Amplituden
durchlaufen in der Mitte dieses Schleifenbereiches bei T61 ausgepragte Maxima, wobei
das Maximum der ns- groRer als das der ps-Amplitude §st (@56 und 8 = 0.73). Bis

F63 sind auch ms-Bewegungen mit Linienverbreiterungen bis 2 Hz tberlagert.

Das antiparallelggZ/32-Faltblatt (F68 — N70 und 175 — C77) zeigt wiederum Starrheit in
allen erfaldten Zeitbereichen. Dern-Bereich (S71 — R74) weist zu Beginn geringfligige
ns- und ms-Beweglichkeit auf.
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Im Anschlul® an das Faltblatt nimmt die Beweglichkeit in allen Zeitbereichen bis D81
unmittelbar vor Beginn deo4-Helix deutlich zu; die ns-Amplitude erreicht hier ihr
globales Maximum (8= 0.5). Im ps-Bereich reicht die erhthte Beweglichkeit bis in
Helix a4 (S82 — N101) hinein; erst ab S85 sind die ps-Amplituden auf die typischen
Minimalwerte abgeklungen {& 0.9). Vereinzelte Linienverbreiterungen durch ms-
Beweglichkeit sind hochstens fiir C83 signifikant. Im Ubergang (N101) zum direkt
anschlieRenden;@Motiv (K102 — T104) und an dessen Ende kdonnen minimal erhéhte
ps-Amplituden beobachtet werden.

Der weitgehend unstrukturierte C-terminale Bereich von hnps-PLA2 (Y105 — C124)
weist wiederum erhebliche Beweglichkeit in unterschiedlichen Zeitbereichen auf.
Zunachst treten bei K107 und K108 ns-Bewegungen mit hoher Amplitude auf. Das
anschlieBende zweiteaMotiv (Y109 — Y111) ist im schnellen Zeitbereich hingegen
starr. Die ps-Amplitude steigt bei Y112 erneut an, ist aber bei N114 wieder fast
abgeklungen. Erst danach nimmt die ps-Amplitude bis zum C-Terminus kontinuierlich zu
(S fallt bis 0.65) mit Ausnahme von R123, wo eine deutliche Dampfung zu erkennen ist.
Nach N114 tritt auch voribergehend starke ns-Beweglichkeit auf, die bei C117 wieder
abgeklungen ist. Ab R118 beobachtet man bis zum C-Terminus erneut ns-Beweglichkeit
mit oszillierender Amplitude, die nie mehr die ps-Amplitude lbersteigt. Verbreitet ist im
C-terminalen Bereich ms-Beweglichkeit Uberlagert: Digyasch-Verbreiterungen steigen

ab N106 nahezu kontinuierlich, erreichen bei N114 ein absolutes Maximum von 17.7 Hz
und fallen dann bis C117 wieder auf den Signifikanzwert von 0.8 Hz. Bis zum
C-Terminus treten danach nur noch vereinzelt gednge, «r-Beitrage auf, die fur C124
wieder 1.2 Hz erreichen.

3.3.8 Interpretation der Dynamik von hnps-PLA2

Bislang wurde mangels experimenteller dynamischer Daten davon ausgegangen, dal3 die
Proteine der PLA2-Familie eher starr sidd- 173 176], Als Beweis dafiir galt die hohe
Anzahl Cystine, die tatsachlich auch zu einer hohen Stabilitat der Enzyme gegenlber
denaturierenden Bedingungen fihrt. Durch die in dieser Arbeit durchgeflihrten
I5N-Relaxationsmessungen wird das Bild eines starren Proteines fiir hnps-PLA2 erstmals
experimentell widerlegt.

Die beschriebene Dynamik des Proteinriickgrats von hnps-PLA2 (Kapitel 3.6.8) steht in
auffallendem Zusammenhang mit struktureller Unschérfe (Abb.3.10) und lalt sich durch
strukturelle Gegebenheiten erklaren bzw. untermauert sie. In Abb.3.12.a sind die Ampli-
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tuden schneller Bewegungen (1-S), in Abb.3.12.b die Linienverbreiterungen aufgrund
lokaler ms-Beweglichkeit auf die minimierte gemittelte Losungsstruktur von hnps-PLA2
projiziert. Die dynamischen Bereiche kénnen in raumlichen Zusammenhang gebracht
werden und liefern Hinweise auf den Funktionsmechanismus des Enzyms und eine
maogliche Erklarung fir die beobachtete interfaziale Aktivierung. Die Dynamik kann
auBerdem die geringen Unterschiede zwischen Ldsungsstruktur, Kristallstruktur und
Komplexstruktur erklaren (s.u.).

Im Gegensatz zur Kristallstruktli’3l ist der N-Terminus in Losung ungeordnet und N1
partizipiert nicht am Wasserstoff-Brickennetz, das den lipophilen Kanal durchzieht. Dies
wird durch die starke Zunahme von ps- und ns-Bewegungsamplituden und das Auftreten
von ms-Beweglichkeit am N-terminalen Ende von Healixbis hin zu F5 bestatigt.

Die kurze Helixa2 ist strukturell viel schlechter definiert als fur die tUbrigen Helizes.
Entsprechend findet man, dal3 Heti® erhebliche ms-Beweglichkeit aufweist, die sich
fast in der gesamten nachfolgenderf‘@andenden Schleife fortsetzt. Moglicherweise
stellen beide Bereiche in diesem Zeitfenster eine schwingende Einheit dar. Die Komplex-
struktur zeigt, dal3 Helixx2 bei der Bindung von Substrat ausweichen muf3, um die
Seitenkette von E16 in eine neue Position rotieren zu la8&&nDie beobachtete
Beweglichkeit ist hierfur sicher mit entscheidend.

Die schnelle Beweglichkeit der Ezbindenden Schleife erreicht erst hinter Cystein C28
hohe Amplituden. Das Cystin C28—C44 stellt offensichtlich eine wirksam dampfende
Verankerung des nachfolgenden, rasch beweglichen Schleifenteils an der starrer8Helix
dar. In diesem Zusammenhang ist interessant, dal3 von allen Cys-Ala-Mutanten nur die
C28A-C44A-Mutante in bp-PLA2 reduzierte Aktivitat aufwdisel. Wie auch die lokale
Dynamik andeutet, kann die Nahe def'dzindenden Reste (H27, G29, G31) an die ka-
talytische Diade (H47, D91) ohne dieses klammernde Cystin nicht gewéhrleistet werden.
Die verbreitete langsame ms-Beweglichkeit wird andererseits durch C28 nicht erkennbar
gedampft, wobei eine quantifizierende Aussage Uber ihre Amplitude unmdéglich ist.

Die verbreiteten geringflgigen Linienverbreiterungen in Hel&k konnten auf Helix-
Schwingungen im ms-Zeitbereich beruHéh 8, wenn man unterstellt, dal® ihr Betrag
(0.5 - 0.8 Hz) signifikant ist. Das Auftreten von ms-Beweglichkeit@3-C124 und
C50-C90 konnte auf die gehinderte Rotation der Disulfidbriicke zurtickzuflihref3sein

%], die fur die beiden anderen Cysteine in HeiB (C43—C97 undC44-C28) aber nicht

zu signifikanten Linienverbreiterungen fihrt. Es ist ebenso denkbar, dafd sich tUber das
Cystin C49-C124 die erhohte Beweglichkeit des C-Terminus tbertragt (vgl. HNL, 2.5.6).
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Abb.3.12.a Projektion des generalisierten Ordnungsparameters S* auf die Struktur von hnps-
PLA2 (mit eingezeichneten Cystinen). Mit der Farbtiefe nimmt die schnelle Bewegungs-

amplitude (1-S°) zu. Zur besseren Erkennung von Trends wurden die Werte fiir fehlende Reste
linear interpoliert.

Abb.3.12.b Projektion der Linienverbreiterunfausausch durch langsame konformative Bewe-
gungen auf die Struktur von hnps-PLA2 (mit eingezeichneten Cystinen). Mit der Farbtiefe nimmt

Dpausausch €Xponentiell zu. Zur besseren Erkennung von Trends wurden die Werte fur fehlende
Reste linear interpoliert.
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Das antiparallele B1/32-Faltblatt zeigt in allen untersuchten Zeitfenstern die flir Sekun-
darstrukturen erwartete geringe Flexibilitat. Strukturell ist es ebenfalls gut definiert
(niedrige RMSD-Werte, vgl. Abb. 3.11) und NOE-Kontakte zu Helksinda4 fixie-

ren seine Lage parallel zum lipophilen Kanal. Diese Starrheit und definierte Lage des
Faltblattes stehen im Kontrast zum umgebenden strukturlosen ausgedehnten Schleifen-
bereich zwischen Helizes3 unda4. So tritt beiderseits des Faltblattes ns-Beweglichkeit
auf, deren Amplituden auf die fir hnps-PLA2 beobachteten Maximalwerte steigen.
Zusatzlich ist hier ms-Beweglichkeit Uberlagert. Auch der kurze Schleifenbereich
zwischen den beiden Strang@h und32 zeigt in geringerem Ausmal’ diese Uberlagerten
Beweglichkeiten. Diese Beweglichkeit kann die im endgultigen Struktursatz beobachtete
Streuung der Schleife zwischen paralleler und senkrechter Orientierung bezuglich des
Faltblattes gut erklaren.

Im C-terminalen Bereich nach Helx4 sind die beiden ;g-helikalen Motive auch im
lokalen Verschwinden schneller Beweglichkeit erkennbar. In diesem Bereich wird das
auxiliare zweite C&-lon durch Y112 und N114 gebunden. Weitere Liganden sind F23
und G25, die durch das Cystin C117—C26 in raumlicher Nahe gehalten werden. Alle 4
Liganden und das Cystin sind im schnellen Zeitbereich weitgehend starr, obgleich
zwischen N114 und C117 ns-Bewegungen auftreten. Im ms-Zeitbereich sind diese
Bindungsstellen aber weitgehend hochbeweglich mit vermutlich groRen Amplituden.
Auch diese Bewegungen werden durch das Cystin C117—C26 begrenzt, das damit dyna-
misch und strukturell eine ahnliche Rolle spielen dirfte wie Cystin C28-C44 in der
C&*-bindenden Schleife (s.0.). Nach C117 wird die zu erwartende freie Beweglichkeit
des C-Terminus durch das C-terminale Cystin C124—C49 begrenzt. Die Beweglichkeit im
ms-Zeitbereich ist stark eingeschrankt und auch die ns-Bewegungen haben nur
vergleichsweise kleine Amplituden. Das C-terminale Cystin Ubertrdgt mdoglicherweise
einen Teil dieser gedampften Bewegungen auf Hedixwo um C49 erh6hte ms-Beweg-
lichkeit beobachtet wird.

3.3.9 Dynamischer Erklarungsversuch der interfazialen Aktivierung

Das bemerkenswerteste Detail bei der Betrachtung der rdumlichen Verteilung der
Dynamik ist die hohe ns-Beweglichkeit der?Ghindenden Schleife und des raumlich
benachbartesurface loop (Abb.3.12.a). Beide Bereiche liegen wie Pforten am Eingang
des lipophilen Kanales, der der Aufnahme des Substrates dient. In der NMR-Struktur
sowie in der sehr ahnlichen Kristallstruktur der freien hnps-PLIIAR2 174 erscheinen

diese Pforten geschlossen und verengen die Offnung des lipophilen Kanales, so daR der
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Substratzutritt behindert wird. Im Komplex mit eéinem Inhibitor erscheint die Offnung
jedoch aufgeweitdf’3l und insbesondere flr K62, das exponiert in der Mitte der Pforte
des surface loop liegt, wird eine hohe Anderung der Position zwischen freier und
inhibierter hnps-PLA2 beobachtet.

Diese Beobachtungen korrelieren auffallend mit der ermittelten Dynamik von hnps-
PLA2, die fur die Pforten des lipophilen Kanales ns-Bewegung (und mdglicherweise
auch uberlagerte langsame konformative Bewegungen) mit hohen Amplituden offenbart.
Dadurch kénnen die Pforten in der Tat weit aufschwingen, wodurch der Substratzutritt
erleichtert wirde. Das hier NMR-spektroskopisch nachgewiese Auf- und Zuklappen der
Pforten geschieht in Losung jedoch zuféllig und asynchron, weshalb der Substratzutritt
weiterhin behindert ist. Erst bei der Bindung an die Membranoberflache kann man
erwarten, dal3 die zufallige Pfortenbewegung unterbunden wird und beide Pforten offen-
sichtlich in gedffneter Position arretiert werden. Dieses Modell wiirde die beobachtete
interfaziale Aktivierung erkléren.

Es exisiteren noch keine Strukturen der membrangebundenen hnps-PLA2, und auch die
Komplexstruktur mit einem Inhibitof173! ist nicht maRgeblich zur Uberprifung der
These, dal3 die Pforten beim Membrankontakt aufgespreizt werden. Fir die funktional
verwandten Lipasen, die ebenfalls interfaziale Aktivierung zeigen, existiert jedoch eine
Struktur des Co-Kristallisats aus Lipase, Procolipase (einem essentiellen Aktivator) und
gemischten Phosphatidyl-Gallensaure-MizelR8#i. In den freien Lipasen wird die kata-
lytische Triade (Asp-His-Ser) von einer Helix auf der Proteinoberflache effektiv abge-
schirmt. Diese Helix verdndert an der Mizelle ihre Lage derart, daf3 nun die katalytische
Triade gegenuber dem aggregierten Substrat frei zuganglich wird (die "gedffnete"
Konformation kann alternativ durch Procolipase stabilisiert werden). In einer erst kirzlich
publizierten NMR-spektroskopischen Untersuchung der Dynamik der Lipatease

[201] konnte die langsame konformative Beweglichkeit der VerschluR-Helix, aber auch der
Oxyanion-Bindungsstelle und aktiven Triade nachgewiesen werden. Das Zeitfenster der
Helix-Bewegungen s bis ms) korrespondiert dabei mit der Kinetik der Hydrolyse-
Reaktion, so dal3 die Helix-Schliefbewegung der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
der Cutinase-Aktivitat sein konnte. Allerdings kann fi€Cutinase aus der ermittelten
Dynamik im Gegensatz zur vorgestellten Arbeit an hnps-PLA2 keine direkte Erkenntnis
Uber den Mechanismus der interfazialen Aktivierung gewonnen werden, da dieses
Phanomen beCutinase geradenicht beobachtet wird.
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4. Sruktur der N-terminalen Doméne von VAT (VAT-N)

4.1 Biochemischer Hintergrund

411 DieFamilieder AAA-Proteine

VAT (VCP-like ATPase of thermoplasma; VCP, das val osine-containing protein, ist auch

als p97 bekannt) [202 gehort zur erst kirzlich entdeckten AAA-Unterfamili&TPases
associated with a variety of cellular activities) der ATPasen. ATPasen sind Enzyme, die
durch Hydrolyse von ATP_(denosintiphosphat) chemisch gespeicherte Energie in bio-
logische Aktivitat umsetzen konnen. Die Proteine der AAA-Familie spielen in viel-
faltigen zellbiologischen Prozessen SchlisselrdRédh so z.B. bei der Membranfusion

und Organellenbiosynthese, beim Aufbau des Spindelapparates wahrend der Meiose und
dem Abbau der Mikrotubuli, bei der Substraterkennung und -entfaltung am Proteasom
und beim Proteinabbau durch andere Metalloproteasen. Tab.4.1 listet die wichtigsten
AAA-Vertreter und ihre bislang bekannte biochemische Funktion auf.

Das Erkennungsmerkmal der AAA-Proteine ist eine hochkonservierte Region von ca. 230
Aminosauren, die sog. AAA- oder CAD-Domdiae. Sie enthélt je ein Walker-Motiv A

und BI[203], die fiir diese Vetreter der ATPasen mit P-Schleife charakteristisch und fir die
ATP-Bindung verantwortlich sind. Die AAA-Proteine enthalten entweder eine (Typ 1)
oder zwei (Typ 1) AAA-Doméanen. Die Protein-Protein-Wechselwirkung scheint jedoch
malf3geblich Uber eine weitere N-terminale Doméane zu verlaufen, die keine ATPase-Akti-
vitdt zeigt und zumindest innerhalb der Typ Il AAA-Proteine eine entfernte Verwandt-
schaft und strukturelle Ahnlichkeit aufweli&!,

AAA-Protein zeigen eine ausgepragte Neigung zur Oligomerisierung und bilden dabei
typischerweise hexamere Ringe, wie z.B. NS¥ethylmaleimide sensitive fusion
protein) [207-209] p97[2101, Cdc48[211] und auch VATI202 212], Die hexamere Ringstruktur
erinnert an das bakterielle GroEL-Chaperonin, und einige AAA-Proteine sind tatséchlich
am Zusammenbau von Proteinen bzw. der Zerlegung von Proteinkomplexen beteiligt.
Demnach kann die nach wie vor ungeklarte gemeinsame Funktion des AAA-Motivs
(neben der ATP-Bindung) mdglicherweise in der Entfaltung von Proteinen bestehen.
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Tab.4.1 Wichtige Vertreter der AAA-Proteinfamilie und ihre biochemische Funktion [203],

AAA-Protein Funktion

NSF (1) beteiligt an Docking und Fusion aller zellularen Vesikelfusionen
SEC18 (Il) intrazellularer Vesikeltransport, NSF-assoziiert

CDC48 (1) ER-Membranfusion

p97, VCP (ll) Fusion von Golgi-Membranen

PEX1 /PAS1 (ll) Biogenese von Peroxisomen

PEX6 / PASS (1) Biogenese von Peroxisomen

VPS4 / END13 (I) Adressierung/ Transport von Vacuoli/ Endosomen

Suglp, Sug2p, Ytalp, Untereinheiten der regulatorischen PA700-Strukturen des 26S Protea-
Ytazp, Yta3p, Yta5p (I) soms; Erkennung, Bindung und Denaturierung ubiquitinierter Substrate

FtsH (1) bakterielle Zff-abhangige Metalloproteinase; Proteineinbau in
Membrane, Proteinexport, Abbau von TranskriptionsfaktorenliC

YtalOp/Afg3p, Untereinheiten der Zfrabhangigen Metalloprotease der inneren

Ytal2/RCAL (1) Membran von Mitochondrien; Zellatmung und Proteinfaltung

Ytall/Ymel/OSD1 (I) Untereinheiten derZZsabhangigen Intermembran-Metalloprotease von
Mitochondrien; Abbau ungefalteter Cytochromoxidase-Untereinheit Il

Yta4/MSP1 (1) Adressierung von Proteinen in Mitochondrien
VAT () Entfaltung und/oder Abbau von Proteinkomplexen (?)

") Die nachgestellten Ziffern geben die Zugehérigkeit zum Typ | bzw. Il an.

4.1.2 VAT unddie N-terminale Doméane VAT-N

VAT [202,208] ist das 745 Aminosauren lange archaebakterielle Homologe der Cdc48/p97-
Proteine auFhermoplasma acidophilum und hat ein M§-abhangiges Aktivitatsoptimum

bei ca. 70°C. Wie alle Cdc48/p97-Proteine gehoért es zum Typ Il der AAA-Proteine,
bildet hexamere Ringstrukturen und hat eine 183 Aminosauren lange N-terminale Erken-
nungsdomane (VAT-N), die in dieser Arbeit untersucht wurde. Die Sequenz von VAT-N
ist in Abb. 4.1 dargestellt. VAT scheint ebenfalls die gemeinsame Funktion der
Cdc48/p97-Proteine bei der Entfaltung und/oder dem Abbau von Proteinkomplexen zu
zeigen[208], Diese Funktion ist mit gro3er Wahrscheinlichkeit ausschlieRlich in der hier
untersuchten N-terminalen Domane lokalisiert: VAT-N kann Polypeptide binden, die
Proteinaggregation verhindern und die Rickfaltung geeigneter Substrate (z.B.
Cyclophillin, B-Lactamase) katalysieré#¢l.
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42 Materialien, Methoden und Datenhinterlegung

421 Materialien

VAT-N von Thermoplasma acidophilum wurde am Max-Planck-Institut flir Biochemie in
Martinsried im Arbeitskreis von Prof. W. Baumeister durch Dr. Jirgen Peters in E.coli
exprimiert und gereinige®2. Das exprimierte Protein hatte eine um 6 Histidine (histidine
tag fur die Nickel-affine Aufreinigung) und 2 Glycine C-terminal auf insgesamt 191
Aminosauren verlangerte Sequenz. NMR-spektroskopisch konnte der histidine tag aller-
dings nicht mehr aufgefunden werden, so dal3 das untersuchte Protein nur 185 Amino-
sauren - davon 183 Aminosauren native Sequenz - lang war (vgl. Abb. 4.1).

VAT- Nn 1-5 MESNN
Bapp, 6- 48 G | LRVAEANSTDPGVERVRLDESSRRLLDAEI GDVVEI EKVR
Bapp.  49-92 KTVGRVYRARPEDENKA VRI DSVMRNNCGASI GDKVKVRKVRT
VAT-Nc 93-183 ElI AKKVTLAPI | RKDQRLKFGEG EEYVQRALI RRPMLEQDNI SVP
GLTLAGQTALLFKVWWKTLPSKVPVEI GEETKI EI REEPASEVLEE( gg)
Abb. 4.1 Aminoséauresequenz der untersuchten VAT-N-Domane. VAT-N baut sich aus zwei N-
bzw. C-terminalen Subdomanen VAT-Nn und VAT-Nc auf (vgl. 4.4.1 und 4.5). VAT-Nn zeigt
bei 38% interner Homologie (fett gedruckte Reste) strukturelle Symmetrie in Form pa@fer

Motive. Die zwei C-terminalen Glycine (eingeklammert) sind knker-Konstrukt und ent-
sprechen nicht der natirlichen Sequenz von VAT.

Fur die NMR-spektroskopischen Strukturuntersuchungen in unserem Arbeitskreis wurden
eine 1.4 mM [U¥N]-markierte und eine 1.2 mM [&C ®N]-markierte waRrige VAT-N-
Probe benutzt. Der pH-Wert war durch Phosphatpuffer auf 5.9 - 6.0 eingestellt. Die
[U-N]-markierte Probe wies 40 mM Pufferkonzentration und 80 mM NaCl auf, die
[U-3C ™®N]-markierte Probe 100 mM Pufferkonzentration bei 200 mM NaCl (die unter-
schiedlichen Puffer- und Salzkonzentrationen zeigten keine Auswirkungen auf die chemi-
schen Verschiebungen). Jeweils waren Spuren vors KalNProbenkonservierung zuge-
setzt. Die waldrige Losung enthielt ca. 104D

4.2.2 NMR-spektroskopische Untersuchungen

Alle NMR-spektroskopischen Untersuchungen wurden an DMX-Spektrometern der
Firma BRUKER bei Protonenfrequenzen von 600 und 750 MHz durchgefiihrt. Gerate-
ausstattungen und Spezifizierungen sind im Anhang A zusammengefalit. Die spektralen
Bereiche und gewahlten Mel3fenster flir VAT-N sind in Anhang D.1 zusammengefal3t.
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Messungen der Schmelzkurven bestétigten die fir thermophile Proteine zu erwartende
hohe Temperaturstabilitat bis ca. 350 K. Mit steigender Temperatur werden die Relaxa-
tionseigenschaften generell immer gunstiger, da die molekulare Rotationskorrelationszeit
stark sinkt (vgl. Abb.1.8). In einé?N-HSQC Temperaturreihe zeigte sich jedoch, daR fiir
Temperaturen oberhalb von ca. 325 K raschBHbD-Austausch diesen Intensitéts-
gewinn weitgehend ausgleicht. Zudem wurde bei 321 K die subjektiv glinstigste Disper-
sion des”N-HSQC beobachtet, so daf? 321 K als einheitliche, optimale MeRRtemperatur
festgelegt wurde.

Obgleich die Linienbreiten und Intensitaten d&{-HSQC-Ebene bei 321 K eine fir
Proteine der Gro3e von VAT-N gewdhnlich nicht zu erwartende Gute hatten, zeigten sich
dennoch erhebliche Uberlagerungen. Diese konnten nur durch ein gegeniiber HNL
erweitertes MeRprogramm mit unterschiedlichen Kombinationen der chemischen
Verschiebungsdimensionen aufgelost werden. Ebenfalls wurde die an den HNL-Messun-
gen gemachte Beobachtung beriicksichtigt, saftivity enhancement im **C-HSQC die
Phasenhomogenitat d&iC-Dimension beeintrachtigen kann. Aus diesem Grund sowie
wegen der multiplizitatsabhangigen Intensitatsskalierung und der schlechteren Relaxa-
tionseigenschaften wurde bei alléfC-HSQC-detektierenden Experimenten nun auf
dieses Modul verzichtet. In Anhang D.2 sind alle an VAT-N durchgefiihrten NMR-
Experimente mit ihren wesentlichen Parametern aufgefihrt. Zu den grundsatzlichen
Prinzipien und Methoden gelten die fir HNL (Kapitel 2.2) gemachten Bemerkungen.

Alle NMR-Experimente und vorlaufige Dynamikuntersuchungen wurden in eigener Ar-
beit durchgeftihrt. Die spektrale Zuordnung, Auswertung und Berechnung der Struktur
erfolgte durch Dr. Murray Coles und Jens Liermann unter Mithilfe von Adriane Groger.

4.2.3 Datenhinterlegung

Die Daten und Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind vollstandig in allgemein zugang-
lichen Internet-Datenbanken hinterlegt worden. Alle NMR-Daten (zugeordnete chemi-
sche Verschiebungen und Relaxationsdaten) sind in der BMRB-Daterthakla@netic
Research Bank) der University of Wisconsin (Internet-Adresssww.bmrb.wisc.edu)

unter Zugriffsnummer 4376 archiviert. Diest-fit Struktur ist in der PDB-Datenbank
(Protein Data Bank) unter Zugriffscode 1CZ4, der endgiltige Struktursatz (24 Strukturen)
unter Zugriffscode 1CZ5 hinterlegt (Internet-Adressew.rcsb.org/pdb/index.html).

Die Ergebnisse der strukturellen Untersuchung von VAT-N wurden publiZiért
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4.3 Zuordnung der NMR-Resonanzen fir VAT-N

4.3.1 Sequentielle Zuordnung (Signalzuordnung fur das Proteinrtickgrat)

Die sequentielle Zuordnung der NMR-Resonanzen fur VAT-N erfolgte nach dem fir
HNL beschriebenen Prinzip (vgl. 2.3.1) mit Hilfe des Zuordnungsprogrammes
PASTAI149, Zur Erstellung der Pseudorest-Liste wurde ebenfalls ein hochaufgeltstes,
gefaltetes °N-HSQC- und ein HNCO-Spektrum herangezogen. Die maximal zu
erwartende Anzahl an Signalen iN-HSQC-Spektrum errechnet sich fiir VAT-N zu:

185 - 8 (P) + 16 (4 Q: Nj#+ NHD) + 28 (7 N: NH + NHD) + 19 (R: NH) = 240

wobei vorausgesetzt wurde, daR aufgrund des rascHef,®Austausches weder der
N-Terminus noch die 14 Lysin-Seitenkettel-lérfalbar sind. Aus der automatisch
erstellten Pseudorest-Liste wurden die gesondert ermittelten Seitenketten-Resonanzen der
Arginine (aus einem fir Arg-N selektiven ®N-HSQC) und der Asparagine und
Glutamine (aus einem multiplizitatsselektiveN-HSQC) entfernt.

Trotz der dank hoher MelRtemperatur (321 K) geringen Linienbreite kommt es bei
VAT-N aufgrund des haufigen Auftretens von Paaren identischer Aminosauren (insge-
samt 18 Dubletts) und ausgedehnter interner Homologie (vgl. Abb.4.1) zu erheblichen
Uberlagerungen. Es war deshalb notwendig, das fur HNL (vgl. 2.3.1) angewandte
Melprogramm deutlich zu erweitern. Hierzu wurden zusatzlich ein HN(CA)HA, ein
HN(CACB)HAHB und ein HBHA(CBCACO)NH-Spektrum aufgenommen, um die
sequentielle Information durch Hinzufiigen vo Hnd H; zu optimieren. Weiterhin
wurde ein HCACO-Experiment aufgenommen, das lber die zugeordfi&@®rReso-
nanzen die H(i-1) und Qx(i-1)-Verschiebungen erfal3t und die direkte Beobachtung von
Prolinen (Uber ihre B ermdglicht.

Die eingesetzte Kombination der Experimente zur sequentiellen Zuordnung ist in Abb.4.2
dargestellt. Aufgrund der haufigen Signalentartungen (s.0.) waren die automatisch ge-
wonnenen Signallisten aus den Spektren nicht eindeutig, so dafld wiederholte Durchlaufe
des PASTA-Programmes in vielen Bereichen keine konvergente Zuordnung erzielten. Es
war daher notwendig, flr diese Sequenzabschnitte die korrekte Zuordnung manuell
anhand der Spektren zu uberprifen bzw. in den eingesetzten, automatisch erstellten
Signallisten Artefakte zu entfernen. Mit den wenigen, nachtréaglich durch NOE-Konnek-
tivitaten erzielten Zuordnungen gelang die sequentielle Zuordnung des Proteinrtickgrates
von VAT-N bis auf 4 Aminoséuren (M1, E2, S16 und T17) vollstandig.

Abb.4.3 zeigt das zugeordnete 15N-HSQC-Spektrum von VAT-N.
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N-HSQC Pseudorest-Liste HNCO

HNCACB —S¥/BGiD) @ <« CUBED  cpeA(CO)NH

HNCA CaGill) F S;fgfgﬁ;‘ﬂl; < HoColiD) HCACO

HN(CA)HA 22D (Optimierung) | HelD)  pyncoca)HA

HNHAHB —D¥/BGE-D) <« HABED ypHA(CO)NH
PASTA

J

nach manueller Korrektur der automatisch erstellten Signallisten
und Uberpriifung von NOE-Konnektivitéten:

181 (von 185) Reste zugeordnet

Abb.4.2 Schematischer Ablauf der sequentiellen Zuordnung von VAT-N mit dem
Zuordnungsprogramm PASTA [149],

4.3.2 (Diastereotope) Zuordnung der Seitenketten-Signale

Die Zuordnung der Seitenkettenresonanzen Uber eine Kombination von 3D-(H)CCH-
COSY und 3D-H(C)CH-TOCSY-Experimenten ging weitgehend von dénuhd
CP-Resonanzen aus, die bereits im Verlauf der sequentiellen Zuordnung erhalten wurden.
Diese Spektrenkombination erlaubte die eindeutige Unterscheidung zwischen skalaren
Nah- (im COSY-Spektrum) und Weitbereichskorrelationen (im TOCSY-Spektrum). Sie
lieferte aber gleichzeitig die Seitenkettenresonanzepséndo-4D Auflosung, da die
Korrelationssignale im COSY-Experiment uber &f€-, im TOCSY-Experiment aber
komplementar tber diéH-Dimension erfat wurden. Fiir die Zuordnung der Seiten-
ketten-Amidprotonen von Asparagin und Glutamin wurde ein multiplizitatsgefiltertes
CBCA(CO)NH,-Experiment benutzt.

Die Zuordnung der Seitenkettenresonanzen gelang zu 95%. Bei den fehlenden Zu-
ordnungen handelt es sich in der Regel um djeHund H-Protonen von Lysinen und
Argininen. Es war fiur diese Aminoséuren ebenfalls nicht moglich, die Resonanzen der
Seitenketten-Aminogruppen zuzuordnen aufgrund des offensichtlich sehr raschen
H-Austausches mit dem Wasser. So waren im selektiv auf (F1)Arghiefilterten

2D H,H-NOESY bereits nach 40 ms Mischzeit selbst die Diagonalsignale verschwunden.
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Abb.4.3 ®N-HSQC von VAT-N mit Zuordnungen. Kleingeschriebene Zuordnungen beziehen
sich auf Seitenketten-H".
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Bei nur 20 ms Mischzeit waren sie zwar noch deutlich sichtbar; diese Mischzeit war aber

zum Aufbau von NOE-Korrelationen zu kurz. Bel Betrachtung der Struktur (vgl. 4.5.4)

zeigt sich auch, dald praktisch alle basischen Seitenketten in einer weiten, positiv
geladenen Furche auf der Proteinoberflache liegen und dem Ldsungsmittel zugewandt
sind. Strukturell bedeutsame NOE-Kontakte sind hier also ohnehin nicht zu erwarten.

Die diastereotope Zuordnung gelang fir dfeR€sonanzen von 50 Aminosauren und fiir
die H-Resonanzen der prochiralen Methylgruppen von 18 der 20 Valine (auRer V87 und
V180). Das Verfahren hierzu, unter Verwendung des HNHBIGO-E.COSY und ent-
sprechender NOESY-Spektren, wurde bereits fur HNL erlautert (vgl. 2.3.3).

4.4  Ermittlung der Struktur von VAT-N

441 Sekundarstruktur und Faltungsmuster

Die Ermittlung des chemischen Verschiebungsindexes [152 1531 (CSI) fur ¢, C*, C' und

H® flhrte zur ldentifizierung der Sekundarstrukturelemente in VAT-N, die durch
Betrachtung der skalareldynua-Kopplungen (aus dem HNHA-Experiment) und durch
die Analyse charakteristischer NOE-Konnektivitaten abgesichert wurde (vgl. 4.4.2).

Das Faltungsmuster (Abb.4.4) zeigt, daR VAT-N aus zwei Subdomdanen identischer
Lange aufgebaut ist. Die N-terminale Subdoméne VAT-Nn (M1 bis T92) besteht aus 2
kurzen a-Helices und 6B-Faltblattern, die eir-barrel bilden. Die C-terminale Sub-
doméne VAT-Nc (E93 bis G185) besteht aus nur einer langetdalix und ebenfalls

6 B-Faltblattern, die jedoch nicht in Form eirfebarrel geschlossen sind.

4.4.2 NOE-Zuordnung, Strukturrechnung und Strukturgtite

Das hohe MaR an Uberlagerungen aufgrund interner Sequenzhomologie und Aminosaure-
Wiederholungen in VAT-N (vgl. 4.3.1) erforderte eine gegenuber HNL deutlich
veranderte Strategie zur auflosungsoptimierten Aufnahme von 3D NOESY-Spektren. Sie
wird in Kapitel 5.2 ausfuhrlich diskutiert. Fir VAT-N wurden nach dieser Strategie alle
vier moglichen doppelt heteronuklear editierten 3D XYH-NOESY Spektren (3D CCH-,
NCH-, NNH- und CNH-NOESY) aufgenommen. Auf die entsprechenden doppelt
gefilterten, aber nur einfach heteronuklear editierten 3D H(X)YH-NOESY Experimente
(3D H(C)CH-, H(N)CH-, H(N)NH- und H(C)NH-NOESY), deren Information auch in

den beiden zuséatzlich aufgenommenen einfach gefilterten 3D HNH- und HCH-NOESY
Spektren enthalten ist, wurde verzichtet.
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Die beiden diagonalfreien 3D CNH- und NCH-NOESY Spektren [214] (vgl. 5.2) waren

dabel besonders hilfreich fur die eindeutige Zuordnung von NOE-Konnektivitaten in
VAT-N (vgl. 4.4.2). Sie erlaubten die Zuordnung einer groRen Anzahl anderweitig nicht
auflosbarer bzw. beobachtbarer NOE-Kontakte. Dies wird in Abb. 4.5 in der Gegeniber-
stellung ausgewahlter Streifen aus dem 3D HNH- und CNH-NOESY sowie dem 3D
HCH- und NCH-NOESY illustriert.

Die experimentellen Strukturparameter fir VAT-N wurden aus den beschriebenen sechs
Heterokern-editierten 3D NOESY und dem 2D H,H-NOESY sowie den HNHA und
HNHB Spektren erhalten. Die NOE-Korrelationssignale der 3D NOESY Spektren
wurden gemal der Intensitatsverteilung der zugrundeliegenden HSQC-Experimente
skaliert und ebenso wie fiur das 2D H,H-NOESY in vier Klassen eingeteilt (entsprechend
Distanzobergrenzen von 2.8, 3.3, 4.2 und 5.0 A). Die Strukturrechnung erfolgte mit dem
Programmpaket XPLORSSI,

Wie fur HNL beschrieben (vgl. 2.4.2), wurde zunachst eine grobe Ausgangsstruktur aus
562 eindeutig zugeordneten NOE-Kontakten und @3inkelvorgaben berechnet. Sie
erlaubte die iterative Zuordnung weiterer NOE-Kontakte und anschliel3ende Verfeinerung
der Struktur. Dabei wurden insbesondere 31 NOE-Kontakte zwischen den beiden Sub-
doménen VAT-Nn und VAT-Nc aufgefunden (vgl. 4.5.3), die deren relative Orientierung
sehr genau festlegten.

Der endgiiltige Struktursatz (26 Strukturen) wurde mit 1923 nicht-redundanten NOE-
Kontakten, davon 459 Weitbereichskontakte und 31 Interdomé&nen-Kontakte, 196 Tor-
sionswinkeln und 56 direkteld;nuq-Vorgaben berechnet. Fiir 101 Aminosauren wurden
durch x;-Winkelvorgaben die Vorzugsrotamere festgelegt; darunter fielen auch alle 8
Threonine, 19 (von 20) Valine, 15 (von 16) Isoleucine und 7 (von 8) Proline. Zusatzlich
wurden 52 Wasserstoffbricken zwischen Amidgruppen innerhalb von Sekundarstruktu-
ren, fir die aus NewMEXICO-Experiment&#4 unterdurchschnittliche H,0O-Aus-
tauschraten bestimmt wurden, vorgegeben. Die Strukturen wurden durch Anwendung von
CSlI-Potentialen fir & und G-Verschiebungen innerhalb definierter Sekundarstruktur-
bereiche verfeinefts7-1591, Im letzten Schritt der Strukturrechnung wurde ein empirisches
Datenbank-Potential fir Proteinstrukturen bertcksickgtsll.
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Tab.4.2 Ubersicht der mittleren Quadratwurzelabweichungen (RMSD) experimenteller
Strukturparameter fur den endgiltigen Struktursatz bzw. die minimierte gemittelte

Struktur (Losungsstruktur) von VAT-N.

Experimenteller Strukturparameter  Anzahl Endgultiger minimierte
Struktursatz gemittelte Struktur
(26 Strukturen)
Distanzen
a) NOE insgesamt 1923 0.027 A 0.025 A
intraresidual 460 0.029 A 0.023 A
sequentiell 643 0.025 A 0.024 A
mittlere Reichweite 224 0.025 A 0.024 A
Weitbereich 459 0.027 A 0.027 A
inter-Domanen 31 0.025 A 0.043 A
b) Wasserstoffbriicken 51 0.029 A 0.024 A
2) Winkel
Dihedralwinkel (pundyxa) 196 0.438 ° 0.468 °
3 JinHa-Kopplungskonstanten 56 0.72 Hz 0.70 Hz
3) Verschiebungsdifferenzen
c’ 158 1.66 ppm 1.61 ppm
c? 148 1.45 ppm 1.45 ppm

Tab.4.2 falit die experimentell ermittelten Strukturparameter sowie ihre mittleren Verlet-
zungen im endgultigen Struktursatz und in der gemittelten minimierten Struktur zusam-
men. Dabei wird deutlich, dal3 die Verletzungen in der gemittelten minimierten Struktur
zunehmen. Dies spiegelt eine mogliche konformative Heterogenitat im endgiltigen
Struktursatz wieder, vermutlich aufgrund geringfiigiger Unterschiede in der Relativ-
orientierung beider Subdoménen. Obgleich die Kontaktflache zwischen beiden Subdoma-
nen durch 30 NOE-Kontakte sehr gut definiert ist (vgl. 4.5.3), kbnnen sich Ungenauig-
keiten derrelativen NOE-Kontakte Uber die Gesamtlange des Molekuls kumulieren und
die Weitbereichs-Definition entsprechend verzerren. Das Beispiel VAT-N verdeutlicht
also die Notwendigkeit der Strukturverfeinerung duatisolute Strukturparameter, die
experimentell z.B. Uber dipolare Beitrage zu gemessenen Kopplungskongtaate?

oder die Orientierungsabhangigkeit von Relaxationsriat&tll (vgl. 1.12.5) zuganglich

sind. Falls nicht anders erwahnt, entsprechen nachfolgend dargestellte Strukturen
deshalb der best-fit Struktur des endgultigen Struktursatzes und (im Gegensatz zum
globularen HNL, vgl. Kapitel 2) nicht der gemittelten minimierten Struktur.
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In Tab.4.3 sind die Konvergenzkritierien (Streuung der Atomkoordinaten im endgtltigen
Struktursatz) aufgelistet. Zu naheren Angaben Uber die Strukturrechnung wird auf die
Publikation verwiesef#13l.

Tab.4.3 RMSD der Atomkoordinaten (in A)

Endgultiger Struktursatz
(26 Strukturen)

Gemittelte minimierte
Struktur bezuglich
endgultigem Struktursatz

Proteinrickgrat  alle Atome  Proteinriickgrat  alle Atome
alle Reste 1.48 + 0.26 1.88 + 0.19 2.24 + 0.26 2.68+0.22
N-terminale Subdoméane  1.09+ 0.29 1.61+ 0.23 1.45+ 0.31 2.1% 0.31
C-terminale Subdomane 1.58+ 0.35 1.92+ 0.24 2.55+ 0.35 2.85+ 0.29
Sekundarstruktureh 0.50+ 0.08 1.03t 0.07 0.83t 0.09 1.45¢+ 0.07
N-terminale Subdoméar®  0.36+ 0.06 1.01+ 0.09 0.52+ 0.06 1.35: 0.11
C-terminale Subdomarte  0.41+ 0.07 0.93+ 0.08 0.75 0.12 1.34+ 0.12

Y Reste 6-14, 23-57 und 66-92 (N-terminale Subdomane) sowie 93-104, 114-136 und 149-176
(C-terminale Subdomaéne).

Die stereochemische Qualitat der Loésungsstruktur von VAT-N wurde mit dem Programm
PROCHECKI162 163] ermittelt. Die@,y—Winkelverteilung im Ramachandran-Diagramm

ist in Tab.4.4 zusammengefaldt. Aus ihr geht hervor, dal3 ca. 75% der bewerteten Reste
(Glycine, Proline und die N-terminale Aminosdure sind von der Bewertung ausge-
schlossen) in die wahrscheinlichsten Aufenthaltsbereiche fallen und kein einziger Rest
die allgemein akzeptiertep-Winkelkombinationen verletzt.

Tab.4.4 @ y-Winkelverteilung
Programm PROCHECK [162, 163]

im Ramachandran-Diagramnermittelt mit dem

@,Y—Winkelverteilung im endgdltiger minimierte
Ramachandran-Diagramm Struktursatz (26 gemittelte
(keine Bewertung fur Gly, Pro und N-Terminus) Strukturen) Struktur
in bevorzugten Bereichen 745 % 76.4 %
in erweitert erlaubten Bereichen 224 % 20.5%
in grol3zlgig erlaubten Bereichen 3.1% 3.1%
in verbotenen Bereichen 0.0% 0.0%
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45 Die Struktur von VAT-N

Die Struktur von VAT-N wird zun&chst fur die beiden N- und C-terminalen Subdomanen
VAT-Nn und VAT-Nc separat diskutiert, die trotz identischer Anzahl Aminosauren und
nahezu gleichen Anteilen der verschiedenen Sekundéarstrukturelemente deutliche struk-
turelle Unterschiede aufweisen. AnschlielRend wird die relative Orientierung beider Sub-
doménen und die Gesamtstruktur besprochen.

451 Struktur der N-terminalen Subdoméane VAT-Nn

VAT-Nn (Aminosauren 1 bis 92) zeigt auf der Ebene der Sekundér- und Terti&rstruktur
bemerkenswerte Symmetrie vermutlich aufgrund der Duplikation in der Sequenz, die
Uber 42 Reste (38 %) interne Identitat aufweist (vgl. Abb.4.1). Dadurch laR3t sich VAT-Nn
weiter in zwei strukturell fast identische Halften zerlegen, die jep-Motiv ausbil-

den. Die Faltung beider Halften ist vollstandig verzahnt, so dal} [R&trang aus-
schlie3lich mit Strdngen der anderen Halfte Wasserstoff-verbrickt ist (Abb.4.4). Die 6
B-Strange von VAT-Nn bilden zusammen @ibarrel mit 4 antiparallelen und 2 paral-
lelen Faltblattern. Die zwei kurzen Helize$ (E28 bis L33) undi2 (S71 bis C77) liegen
innerhalb de3233- bzw.35-B6-Schleifen. Die langefi1-B2- undp4-35-Schleifen hei-
Reny-loops, wovon sich die Bezeichnung des Strukturmotivs als doppgHesrel ab-

leitet [223], Dieses Strukturmotiv findet sich in einer Reihe weiterer Proteine wieder, z.B.
in der Asparatatr-Decarboxylase, der DMSO-Reduktase, der Formiat-Dehydrogenase H,
dem pflanzlichen Abwehrprotein Barwin, der Endoglucanase V und, mit einer zikularen
Permutation, in Asparat-Proteinasen. Aufgrund von Homologieuntersuchungen wird das
doppeltey-barrel auch allgemein fir die N-terminalen Domanen der Cdc48/p97 Proteine
vorhergesaggos, 223],

Die Struktur der VAT-Nn Subdomane ist in Abb. 4.6 abgebildet. Aufgrund der starken
Krimmung der StrdngBl und 34 zu Beginn jedefaB-Motivs liegen32 und 35, die

das doppeltep-barrel verschliel3en, beinahe senkrecht zu den Ubrgy&trangen. Die
Helicesal und a2 liegen symmetrisch tber den beiden Offnungenysarrels. Da
beide Y-loops (B12 und 4-f35) lUber die angrenzendghStrange ragen, entsteht der
Eindruck einer "verknoteten" Struktur. DieBeeudo-Knoten sind ein charakteristisches
Strukturmerkmal aller bislang strukturell untersuchten doppéitbarrels.
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Abb.4.6 Struktur der N-terminalen Subdomane VAT-Nn. In der obersten Zeile sind zwei
orthogonale Ansichten des doppeltpibarrels dargestellt. Die beiden zugrundeliegerfsbgB3-

Motive sind hell- und dunkelgrau unterschieden. In der rechten Ansicht werden die beiden durch
die y-loops gebildetenpseudo-Knoten Uber 32 und 35 erkennbar. In der mittleren Zeile sind

beide Bap-Motive nebeneinander dargestellt, um ihre strukturelle ldentitat zu verdeutlichen.
Die untere Zeile zeigt die Stereoansicht des endgiltigen Struktursatzes (26 Strukturen), aus der
die relative Unordnung beidérloops deutlich wird. Diese Superposition der Strukturen tber die
dunkel markierten Sekundarstruktur-Bereiche weist bezilglich der gemittelten minimierten
Struktur eine RMSD von 0.36 A fur das Proteinriickgrat bzw. 1.01 A {iber alle Schweratome auf.
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45.2 Struktur der C-terminalen Subdomane VAT-Nc

Die in Abb.4.7 dargestellte VAT-Nc Subdoméne (Aminoséuren 93 bis 185), die wie
VAT-Nn aus 6B-Strangen, aber nur einer langerehielix besteht, weist eine halboffene
B-Faltblattstruktur auf. Ihr zentrales Element ist der lange, ifiekimk an K96 beinahe
rechtwinklig abgebogen@7-Strang. Im ersten Drittel verlauft d@7-Strang parallel
entlang 11 und bildet zusammen mit diesem und d@BiStrang einp-Faltblatt. In
seinem weiteren Verlauf hgi7 Kontakt mit den Strdngefil2 und 10 und bildet
zusammen mit diesen und d@®-Strang ein weiterg$-Faltblatt. VAT-Nc bildet also im
Gegensatz zur N-terminalen Doméne kein geschlosspiesrel, sondern eine Art
halboffener3-clam Struktur (fir den Schluld zuftbarrel miften die Strandé8 und39
Kontakt haben). Die lange3-Helix (1116 bis L124) zwischen den Strandé&h und 38

liegt quer Uber der von beiden Faltblattern geformten Mulde und zeigt Uber ihre
Seitenketten NOE-Kontakte zu diesem hydrophoben Zentrum der Subdoméne. Im
Gegensatz dazu ist die Position @r-a3-Schleife wie auch die dg89-310-Schleife
schlecht definiert. Fiir beide Schleifen weist &l *H}-NOE, der hier bis auf 0.4 fallt,

auf Beweglichkeit im Nanosekunden-Zeitbereich mit hohen Amplituden hin. Dies kann
ihre schlechte strukturelle Definition gut erklaren.
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Abb.4.7 Struktur der C-terminalen Subdomane VAT-Nc. Oben sind zwei orthogonale Ansichten
der pseudo (-clam Struktur dargestellt. Fir den Schlu3 z@@barrel mufdten die hellgrau
gezeichnete88- und39-Strange Wasserstoff-verbrickt sein. Darunter ist die Stereoansicht des
endgultigen Struktursatzes (26 Strukturen) dargestellt, aus der die relative Unordnung der
flexiblen B7-a3- und 9-B10-Schleifen deutlich wird. Diese Superposition der Strukturen tber
die dunkel markierten Sekundéarstruktur-Bereiche weist bezuglich der gemittelten minimierten
Struktur eine RMSD von 0.41 A fiir das Proteinriickgrat bzw. 0.93 A uber alle Schweratome auf.
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453 Relative Orientierung der Subdoméanen und Gesamtstruktur von VAT-N

Fur die Definition der Gesamtstruktur von VAT-N ist die relative Orientierung beider
Subdomanen VAT-Nn und VAT-Nc entscheidend. Zu Beginn der Strukturberechnung
(vgl. 4.4.2) konnten nur zwei eindeutige Inter-Domanen-Kontakte zwischen den Seiten-
ketten-Amidprotonen von N76 und dem Ruckgrat-Amidproton von N134 im 3D NNH-
NOESY zugeordnet werden. Die gemessenen niedrigen Austauschraten der Seitenketten-
Amidprotonen von N76 weisen darauf hin, dafl3 diese Inter-Domanen-Kontakte utber
Wasserstoffbricken stabilisiert werden. Interessanterweise ist N76 innerhalb der Cdc48-
verwandten Proteine hochkonserviéd®l. Die erwédhnten NOE-Kontakte hatten ent-
scheidenden Einflul3 auf die Konvergenz der Startstruktur, deren RMSD hierdurch von
2.03 A auf 1.06 A fiel. Dies wird verstandlich, wenn man den groRen "Hebel" beider
NOE-Kontakte, die die Subdomé&nen in maximaler Entfernung zur verbind@oe&n
Schleife zusammenhalten, in Abb.4.8 betrachtet. Der Verbindungsstrang zeigt seinerseits
in Ubereinstimmung mit den Inter-Doméanen-Kontakten keine erhohte Beweglichkeit, wie
6 Weitbereichs-NOE-Kontakte zu den Subdoménen, die hdhgn.-Kopplungskon-
stanten (> 8.5 Hz) und die fast maximatex{ ‘*H}-NOE beweisen. Mit der so definierten
relativen Ausgangs-Orientierung konnten anschlieRend weitere 29 NOE-Kontakte
zwischen beiden Subdoménen zugeordnet werden (vgl. Abb.4.8).

Abb.4.8 verdeutlicht die Gber weite Bereiche hohe Konvergenz der Struktur nicht nur der
einzelnen Subdoménen, sondern auch der gesamten VAT-N Domane. Hohe Streuung
weisen nur die bereits erwahnten zwei ausgedehnten Schleifen jeder Subdoméane auf, d.h.
beidey-loops in VAT-Nn sowie die37-a3- undp9-310-Schleifen in VAT-Nc. Die rela-

tive Orientierung beider Subdomanen ist hingegen sehr genau festgelegt. Sie sind zuein-
ander geneigt mit einer ausgedehnten Kontaktflache, die grof3tenteils aus hydrophoben
Aminosauren der Strang@3, 34, 8 und 10 besteht. VAT-N hat daher keine lose
Hantelstruktur wie viele andere modular aufgebaute Proteine (vgl. z.B. Calm@@ylin
sondern eine wohldefinierte kompakte nierenférmige Gesamtstruktur.

Bei genauer Betrachtung des endgultigen Struktursatzes féllt allerdings auf, daf’3 die
relative Definition der Gesamtstruktur zur Peripherie hin schlechter wird. Dies ist die
Folge der deutlichen Abweichung von VAT-N von einer globuldren Gesamtstruktur und
der ungenigenden Weitbereichsdefinition durchrdiativen NOE-Kontakte (vgl. 4.4.2).
Strukturverfeinernde Messungabsoluter Strukturparameter (dipolare Kopplungsbei-
tradge, orientierungsabhangige Relaxationsraten, vgl. 4.4.2) konnten im Rahmen dieser
Arbeit jedoch nicht mehr durchgefihrt werden.
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Abb.4.8 Gesamtstruktur von VAT-N und Inter-Domanen-Kontaktflache. Oben ist die
Stereoansicht des endgultigen Struktursatzes (26 Strukturen) ohne den ungeordneten C-Terminus
(V180 bis G185) dargestellt. Die sehr gute Definition der relativen Orientierung beider
Subdoméanen wird deutlich. Diese Superposition der Strukturen Uber die dunkel markierten
Sekundarstruktur-Bereiche weist bezuglich der gemittelten minimierten Struktur eine RMSD von
0.50 A fur das Proteinriickgrat bzw. 1.03 A (ber alle Schweratome auf. Darunter ist die
Definition der Kontaktflache zwischen beiden Subdomé&nen (oben VAT-Nn, unten VAT-Nc)
durch die eingezeichneten NOE-Kontakte zwischen Aminosauren der Sgangé, 38 und

10 dargestellt. Mit Ausnahme der beiden Asparagine N76 und N134 liegen in der Kontaktflache
nur hydrophobe Aminosauren.
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45.4 Oberflache und Lage von VAT-N im hexameren VAT-Komplex

Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen, dal VAT hexamere Ringe von ca.
15.5 nm Durchmesser bild€P2. Durch analoge Untersuchungen an einer \N)
Deletionsmutante ohne die N-terminale VAT-N Domane konnte ein elektronenmikro-
skopisches Differenzbild konstruiert werden, aus dem die Lage von VAT-N im ring-
férmigen Hexamer ersichtlich wird2l (Abb.4.9). Dieses Differenzbild zeigt auch die
nierenférmige Gesamtstruktur von VAT-N, allerdings mit einer Auflésung von lediglich

2 nm. Die Details der Struktur, und insbesondere ihr modularer Aufbau, wurden erst
durch unsere NMR-spektroskopischen Untersuchungen mit einer Auflésung von ca. 0.1
bis 0.2 nm (vgl. Tab. 4.3) deutlich. Ein Vergleich der elektronenmikroskopischen
Struktur mit der NMR-Struktur, die hierfir auf die gleiche niedrige Auflésung von 2 nm
umgerechnet wurde, zeigt sehr gute Ubereinstimmung in Form und GroRe (Abb.4.9).
Dank der selbst bei dieser niedrigen Auflésung erkennbar asymmetrischen, nieren-
formigen Struktur von VAT-N konnte durch diesen Vergleich die Orientierung der
N-terminalen Domane im VAT-Hexamer abgeleitet werden. Demnach weist die
hydrophobe Kontaktfliche zwischen den Subdoméanen VAT-Nn und VAT-Nc mit ihrer
Offnung zur Mitte des hexameren Ringes, wahrend die offensichtlich flexjileops in
VAT-Nn und die37-a3- undp9-310-Schleifen in VAT-Nc auf der Oberseite des Ringes
dem L6sungsmittel zugewandt sind. Die Oberflache von VAT-N bildet also gleichzeitig
die Oberflache des VAT-Komplexes.

Abb.4.10 zeigt die Verteilung von elektrostatischem Potential und Hydrophobizitat auf
VAT-N einmal fur die die Ringoberflache bildende Seibbdrseite) und einmal fur die

der Ringmitte zugewandten Seitirienseite). Das auffalligste Merkmal ist ein haupt-
sachlich aus Argininen gebildetes Band positiver Ladungen, das sich Uber die gesamte
Oberseite erstreckt. Es beginnt in der Furche zwischen den bejd@ops in VAT-Nn,

verlauft tber N76 und N134 an der Offnung der Inter-Doméanen-Kontaktseite und endet
in der Furche zwischei-Faltblatt unda3-Helix in VAT-Nc. Komplementéar dazu
verlauft ein Band negativer Ladungen auf der konvexen Seite von VAT-N, die auf der
AulBenseite der hexameren VAT-Ringstruktur liegt. Das Band positiver Ladungen setzt
sich in VAT-Nn auf derdnnenseite fort. Daneben bilden D18 und D70 zwischen beiden
Subdomanen einen Bereich negativer Ladungen. Ansonsten Uberwiegen auf der Innen-
seite die hydrophoben Reste im Bereich der Inter-Doménen-Kontaktseite.
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4.6 Diskussion von Struktur und Funktion von VAT-N

Die paradlel zu den NMR-spektroskopischen Untersuchungen durch Ralf Golbik und

Jiurgen Peters durchgefiihrten biochemischen Funktionsuntersuchungen haben ergeben,
dalR sowohl das intakte VAT als auch die isolierte N-terminalen Domane VAT-N
denaturierte Proteine binden und ihre Ruckfaltung katalysieren kd@#®enSo war

VAT-N bei der ATP-unabhangigen Ruckfaltung von Cyclophilin genau so wirksam wie
das intakte VAT. Dies beweist, daf? VAT-N als die eigentliche Protein-bindende Domane
im VAT-Komplex fungiert.

Die in dieser Arbeit NMR-spektroskopisch ermittelte Hochauflosungstruktur von VAT-N
zeigt eine kompakte nierenformige Gesamtstruktur, die sich aus zwei gleich grof3en
Subdoménen zusammensetzt. Die N-terminale Subdomane VAT-Nn bildet ein doppeltes
-barrel aus zwei strukturell identischen und sequentiell ca. 40% homolpgpg-
Motiven. Die C-terminale Subdoméne VAT-Nc besitzt eine aus zwei fast vertikalen
B-Faltblattern aufgebaute halboffene Struktur &hnlich eflaelam. Beide Subdoménen
weisen Furchen auf, die beiderseits von je zwei flexiblen Schleifen ydeops in
VAT-Nn und denp7-03- und 9-310-Schleifen in VAT-Nc) eingerahmt werden und
ineinander Ubergehen.

Durch Anpassung der VAT-N Struktur an ein elektronenmikroskopisches Differenzbild
zwischen VAT und einer VAT{N)-Deletionsmutante, in der die VAT-N Doméane fehlt,
konnte die N-terminale Domane in der hexameren Ringstruktur von VAT positioniert
werden. VAT-N bildet demnach die Oberseite des Ringes, wobei die erwahnte Furche
nach oben weist. In der Furche verlauft ein Band positiver Ladungen und parallel dazu,
auf dem Ringumfang, ein Band negativer Ladungen. Die zur Ringmitte weisende
Kontaktfache zwischen beiden Subdomanen ist weitgehend hydrophob.

Die Hochaufldsungsstruktur und erweiterte Homologieuntersuchungen durch Andrei
Lupas (Smith-Kline-Beecham) mit dem Programm SEN$&ERflihrten zum Vorschlag

eines Stammbaumes von Proteinen, die sich alle von €a@f+Urmotiv ableiten las-

sen. Der vorgeschlagene Stammbaum verbindet u.a. einfache prokaryotische Transkrip-
tionsfaktoren, VAT, virale Pepsine und prokaryotische und eukaryotische Aspartat-
Proteasen. Fir eine ausfuhrliche Beschreibung der Verwandtschaften und notwendigen
Entwicklungsschritte wird auf die Vero6ffentlichung verwies@d. Aus diesen phylo-
genetischen Betrachtungen leiten wir jedoch die Vermutung ab, dal? die positiv geladene
Furche auf der VAT-N Oberflache die eigentliche Peptid-Bindungsstelle von VAT ist.
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Die Furche hat eine Lange von ca. 35A, was zur Aufnahme einer Peptidsequenz von ca.
10 Aminoséauren Lange ausreichen wirde.

Aus der Beobachtung, da? VAT energieabhéngig Proteine entfalten kann, la3t sich
schlieBen, daR die ATP-Hydrolyse zur Herbeifiihrung konformativer Anderungen in der
Peptidbindungsstelle bendétigt wird. Durch diese konformativen Anderungen konnte die
Proteinentfaltung mechanisch unterstiitzt werden. Entsprechende konformative Ander-
ungen der N-terminalen Domanen wurden bereits fir das verwandte eukaryotische AAA-
Protein NSF beobacht&®d. Die Art der mdglichen Bewegung bleibt spekulativ. Es ist
einerseits denkbar, dal3 die gesamte VAT-N Domane sich hierbei relativ zum Ring-
komplex bewegt. Andererseits ist auch eine Relativbewegung der beiden Subdoménen
von VAT-N um das durch defdi6-B7-Verbindungsstrang festgelegte Scharnier denkbar.
Die vorlaufigen dynamischen Untersuchungen uber 'dgfi'H}-NOE sowie die beob-
achteten Inter-Domé&nen-Kontakte mussen diesem Modell nicht widersprechen, da die
scheinbare Starrheit von VAT-N auch aus dem Bestreben zur Minimierung der solvens-
exponierten hydrophoben Oberflache, die gré3tenteils die Kontaktflache zwischen beiden
Subdomanen bildet, resultieren kann.
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5. Methodische Entwicklungen

Die in diesem Kapitel beschriebenen Methoden befassen sich mit dem Problem der
Aufldsungserhdhung bei der NMR-Spektroskopie vortjO*N]-markierten Proteinen.

Das in 5.1 beschriebene QQF-HSQC Mdé#l erlaubt die Verkleinerung des effektiven
spektralen Fensters, indem es uber einen Quadrupel-Quanten-Filter (QQF) ausschliel3lich
Methylgruppen selektiert. Im Vergleich zu den herkdbmmlichen Verfahren der Multi-
plizitatsselektion wird im QQF-HSQC die Auflésung durch Vermeidung der Entwicklung
homonuklearer Protonenkopplungen maximiert.

In 5.2 wird eine mel3zeit- und auflosungsoptimierte Aufnahmestrategie fir NOESY-Spek-
tren vorgestellt, nach der nur minimal drei komplementare, doppelt heteronuklear edi-
tierte 3D XYH-NOESY aufgenommen werden missen. Zu diesen Experimenten gehéren
die hier neu entwickelteorthogonal gefilterten 3D CNH- und NCH-NOESY?24], die
diagonalfrel sind und damit erhebliche praktische Vorteile besitzen.

51 Methylgruppenselektion im HSQC durch Quadrupel-Quanten-Filter
(QQF-HSQC)

Die Selektion von Methylgruppen itH,**C-Korrelationsexperimenten ist eine haufig
angewandte Strategie zur Auflosungserhéhung durch Einschrankung des effektiven
spektralen Fenstei&?s 2261, Gewohnlich wird hierzu ein DEPT-Modi#271 eingesetzt,

das heteronukleare Quadrupel-Quanten-Koharenz (HQQC) erzeugt. Diese fur Methyl-
gruppen spezifische Koharenzordnung wird dann entweder durch geeignete Phasenzyklen
oder Uber Gradienten selektiert. In allen herkémmlichen Methoden bleibt jedoch die
HQQC wahrend der gesamten inkrementierten Evolutionszeit der chemischen Verschie-
bung erhalten. Daher entwickeln sich gleichzeitig auch alle homonukl&dré und

3¢ Bc-Kopplungen. Diese Kopplungsentwicklung fiihrt zu Phasenfehlern, zur Signal-
aufspaltung und Linienverbreiterung und damit immer zu Intensitatsverlusten. Hochauf-
geloste HQQC-Spektren sind mit dieser Methode also nicht méglich. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde deshalb das QQF-HSQC-Modul (HSQC mita@upel-Qanten-Hter)
entwickelt, bei dem die Dauer der HQQC und damit die effektive Evolutionszeit der
homonuklearertH,*H-Kopplungen minimiert ist224. Das Modul ist aus diesem Grund
auch besonders fir dimnstant time (ct) Evolution [228] geeignet, wodurch die homo-
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nuklearen *C,*C-Kopplungen ausgeblendet werden. Aufgrund des Einsatzes von
kohéarenzselektiven Gradienten kann das Modul ohne Phasenzyklus durchlaufen werden,
obgleich fiur eine optimale Unterdriickung von Artefakten durch Pulsfehler ein minimaler
Phasenzyklus von 4 Schritten empfohlen wird (vgl.Abb.5.1).
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Abb.5.1 Pulssequenz und Koharenz-Transferwege fur dasstant time (ct) QQF-HSQC-Expe-
riment. Schmal und breit eingezeichnete Pulse haben 90° bzw. 180° Kippwinkel und erfolgen,
falls nicht anders vermerkt, mit Phase x. Die Phasenzyklen lguterx, -x; ¢ = 2x, 2(-x) und

@ec = X, 2(-X), x fur den Empfanger. Wéahrend denstant time Periode der Dauell@T wird der
3C-Rephasierungspuls in der angegebenen Richtung verschoben. Die Zeitkonstamen 2ind
ms unda CT = 12.3 ms. Die Protonenentkopplung erfolgt durch MLEV16-Entwicklung von 180°
Inversionspulsen. Die phasensensitiviC *H-Koharenzselektion nach der Echo/Antiecho-
Methode in F1 wird durch die drei Gradienten mit relativen Starken 0, G = -20, G = 65
(Echo-Pfad) bzw. &= 55 (Antiecho-Pfad) erzielt. Die einheitliche Gradientendauer betragt
1 ms, gefolgt von einer Abklingzeit von 2Q®. Fur optimale Wasserunterdriickung werden
Gradienten aus dem magischen Winkel (d.h. mit G, = G,) empfohler7él.,

Die nachfolgende Beschreibung des QQF-HSQC-Experimentes bezieht sich auf seine
constant time Version, deren Pulssequenz in Abb.5.1 dargestellt ist. Nach einem einlei-
tenden INEPT-Transfer entwickelt sich die chemische Verschiebung von *3C als hetero-
nukleare Ein-Quanten-Koharenz (HSQC) wahrend. tDie Antiphase-Magnetisierung
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2C,H, wird durch *H-Entkopplung aufrechterhalten. Das constant time Zeitintervall 2[CT
wird durch die **C-T,-Relaxation und die Entwicklung homonuklearer **C,**C-Kopp-
lungen bestimmt; entsprechend muf3 die Bedingung

cos(n i EQCT)@xp% 2_(|_:T E [5.1]

2

(mit *Jec = 35 Hz) optimiert werden. Da die selektierten Methylgruppen selbst in groRen
Proteinen aufgrund ihrer raschen Rotation ausreichend Iﬁﬁg@z-Relaxationszeiten
aufweisen, kénnen in der Praxis CT-Zeiten bis zur theoretisch optimalen Dauer von 14
ms gewahlt werden. Am Ende dérfC-Evolutionszeit liegt der komplexe Term
2H,,C,B%p(i cty) vor. Durch den anschlieRenden 90°-Puls "®ufwird dieser Term in
Multiguantenkoharen2H,,C, Bxp(i t;) Uberfuhrt. Danach entwickeln sich wahrendl 2

alle weiteren 1-1) *Jo-Kopplungen des betreffendétC-Spins in Antiphase, die durch
einen 90y-Puls auf 'H schlieRlich in die benétigtanaximum quantum Kohérenz
2H,C, HI " exp(iQct,) Uberfuhrt wird ( ist die Protonenmultiplizitat). Nur fir Methyl-
gruppen wird hierbei heteronukleare Quadrupel-Quanten-Kohérenz (HQQC) erreicht, die
durch Gradient gphasenmarkiert wird. Die HQQC besteht dazu lediglich wahrend der
durch den Gradienten vorgegebenen minimalen Dalgrwddurch die Entwicklung
homonuklearetH,'H-Kopplungen fast véllig unterbunden wird. Gleichzeitig kann diese
Dauer Z (ca. 2 ms) durch entsprechende Dezentrierund@eRephasierungspulses in

die t-Evolutionszeit integriert werden (vgl. Abb.5.1). Anschliel3end wird das beschrie-
bene Transfer-Schema in umgekehrter Richtung durchlaufen, bis durch Graglgiet G
phasenmarkierte Koharenz dtf refokussiert wird. Die Selektionsbedingung lautet

G,=-G, E-Py'*yi [5.2]
H

mit den gyromagnetischen Verhaltnissgnund yc fir *H und **C und der selektierten
Protonenmultiplizitdtn. Das vorgestellte Experiment kann also durch einfache Ein-
stellung der Gradientenverhaltnisse wahlweise zur Selektion van CH,- oder CH-
Gruppen eingesetzt werden, wobei erwéhnt werden muf3, dal3 aufgrund der uneinheit-
lichen *Jo-Kopplungen in der Regel neben aaaximum quantum Kohérenz auch immer
niedrigere Koharenzordnungen auftreten. Deshalb passiert z.B ein Bruchteil ger CH
Intensitat auch ein auf GHGruppen eingestelltes Gradientenecho. Der Einsatz eines
doppelten ReINEPT-Schrittes figensitivity enhancement [771 empfiehlt sich fur Cht
Gruppen nicht, da hier nur maximal 10% Intensitatsgewinn zu erwartéflist
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Abb.5.2 Constant time ct-QQF-HSQC Spektrum von [U-"*C,™N] hnps-PLA2 (0.6 mM, 310 K,

600 MHz). Die Aufnahmeparameter wurden wie fur die Pulssequenz in Abb.5.1 angegeben ein-
gestellt. Es wurden 512 88 komplexe Datenpunkte mit B8ans aufgenommen. Das prozes-
sierte Spektrum hat eine Gr63e von 182266 Datenpunkten nac¢imear prediction in F1 um 40
komplexe Datenpunkte. Die gesamte Mel3zeit betrug 35 min.

Abb.5.2 zeigt das ct-QQF-HSQC Spektrum von hnps-PLA2 (vgl. Kapitel 3). Ein
entsprechend hochaufgeldstes ct-HQQC-Experiment ware aufgrund der homonuklearen
'H,'"H-Kopplungsentwicklung wéhrend [@T (hier 25 ms) nicht durchfiihrbar. Ein
Vergleich von Empfindlichkeit und Aufldsung kann aber fir HQQC und QQF-HSQC
ohne constant time Entwicklung vorgenommen werden. Das Ergebnis ist in Abb.5.3
dargestellt. Es verdeutlicht die aufgrund der Unterdriickung der homonukféhten
Kopplungen zu erwartenden Intensitatsgewinne und Linienverscharfungen. Fir eine
tiefergehende Analyse des (ct) QQF-HSQC Experimentes und seiner Vorteile gegenuber
dem HQQC-Experiment wird auf die Verotffentlichul# verwiesen. Dort wird auch

die erfolgreiche Anwendung des 3D ct-NOESY-QQF-HSQC Experimentes auf die 31
kDa groRe homodimere IK"-Domé&ne des Mannosetransporters Eawli beschrieben.
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Abb.5.3 Vergleich zwischen einem herkdémmlichen HQQC Spektrum (A) und dem QQF-HSQC
Spektrum (B) von [USC°N] hnps-PLA2. Es gelten die in Abb.5.2 aufgefilhrten experi-
mentellen Bedingungen, wobei jetzt 542128 komplexe Datenpunkte aufgenommen wurden.
Die fur Alal8 herausgelesenen F1-Spalten verdeutlichen den Intensitatsgewinn und die Linien-
verscharfung im QQF-HSQC Spektrum.
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5.2 Auflésungsoptimierte  Aufnahmestrategie fir NOESY-Spektren und
diagonalfreie 3D NOESY-Spektren durch orthogonale Isotopenfilter

Die Grundlage aller NOESY -Spektren, bei denen die NOE-Kontakte zwischen Protonen
aufgezeichnet werden, ist das in Abb.5.4 schematisch dargestellte 2D *H,"H-NOESY.

////

| HC)NH |

@ H("C,y)

| CNH |

VOIS,

HNH HCH

NN\
| HN)CH |
@ ] ey
| NCH |
NN\ N\
S —

H("N) H(Cy)

Abb.5.4 Schematische Darstellung der Kreuzsignal-Bereiche (Sub-Spektren) fur alle moglichen
Editierungen von 3D NOESY-Experimenten an’fid;>N] markierten Proteinen als Projektion

auf das 2D'H,"H-NOESY (mit eingezeichneter Diagonale). Wahrend nurettiach isotopen-
gefilterten HNH- und HCH-Editierungen jeweils eine Halfte des Gesamt-Spektrums erfassen,
selektieren die uUbrigedoppelt isotopengefilterten Editierungen jeweils nur eir@uadranten

(1 bis 4), der im Fall desrthogonalen Filterung (CNH, NCH) diagonalfrei ist.

Fir Proteine |4Rt sich das 2BI,"H-NOESY-Spektrum ndherungsweise in die vier ein-
gezeichneten Quadranten (Subspektren) unterteilen. Quddeanhalt alle Signale der

an aliphatisché3Ca|iph gebundenen Protonen, Quadrarille Signale der affN gebun-
denen Protonen, wobei in dieser Betrachtung die an aromati&gbundenen Proto-

nen vernachlassigt werden. Die Quadrarteimd 4 enthaltenausschlief3lich die NOE-
Kreuzsignale zwischen **Cy;,-gebundenen und °N-gebundenen Protonen, sind also
diagonalfrei Fur [U*C™N]-markierte Proteine ist es moglich, die vier Quadranten
durch entsprechende Isotopenfilter gezielt auszuwahlen. Diese Isotopenfilter kdnnen
wahlweise auch zur Entwicklung der chemischen Verschiebung des gefilterten Hetero-
kernes benutzt werderkEditierung), so dald man vom 2D zum editierten 3D bzw. 4D
NOESY-Experiment gelangt. Durch einemfachen Isotopenfilter werderzwel vertikal
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benachbarte Quadranten, d.h. die Halfte des Gesamt-Spektrums, erfald3t — beispielsweise
Quadrantenl und 2 im 3D HCH-NOESY. Erst bei Einsatzveier Isotopenfilter wird

selektiv nurein Quadrant ausgewahlt. Sind beide Isotopenfiltentisch, wie im 3D

CCH- und 3D NNH-editierten NOESY, so kénnen auch Ausgangs- und Zielproton iden-
tisch sein und der selektierte Quadrahtofler 3) enthalt demnach auch die Diagonal-
signale. Nur bei zwedrthogonalen Isotopenfiltern muf3 das Ausgangsproton seine Iden-
titdt wechseln, um auch den zweiten Isotopenfilter passieren zu kénnen; die so selektier-
ten Quadranten2(oder4) sind folglich diagonalfrei. Orthogonale Filter werden in den

hier vorgestellten und vom 4D HCNH-NOE$* abgeleiteten 3D CNH- und 3D NCH-
NOESY-Experimenten realisigpi4l.

Aus Abb.5.4 folgt, dal3 zur vollstandigen Erfassung aller NOE-Kontakte mindesstens

2D H,H-NOESY-,z2wei 3D NOESY- (HCH- und HNH-editiert) odedrei 4D NOESY-
Spektren (HCCH4#231], HNNH- (2321 und HCNH-[2301 bzw. HNCH-NOESY) aufgenom-

men werden mussen. 4D-Experimente besitzen jedoch gegenltber analogen 3D-Experi-
menten aul3er der komplizierteren Auswertbarkeit eine Reihe prinzipieller Na&tgkile

» Die Auflésung pro Dimension ist bei gleicher Experimentdauer geringer.

» Die Relaxationsverluste sind aufgrund der nétigen Inkrementierung einer zusatzlichen
Verschiebungs-Evolutionszeit groR3er.

* Bei der amplitudenmodulierten komplexen Aufzeichnung einer weiteren Dimension
tritt ein Intensitatsverlust um den Faktowa/ein, der auch bei phasenmodulierter
Aufnahme (vgl.sensitivity enhancement [771) aufgrund von Relaxationsverlusten nie
vollstandig kompensiert wird.

Die letztgenannten beiden Verlustfaktoren gelten auch fir 3D-Spektren mit simultaner
Entwicklung der chemischen Verschiebung beider Heterokeadecéd dimensionality
Experimente), die pseudo-4D Information enthal#én23s],

Da die groRRere Dispersion in den hoherdimensionalen NOESY-Spektren mal3geblich
durch die Heterokern-Editierung eintritt, kann mit nur geringem Informationsverlust auf
die zusatzliche Erfassung der schlechter aufgelosten Protonenverschiebung auch in der
indirekten Dimension verzichtet werden. Die maximal erziellfamadranten-selektive
Auflésung der NOESY-Spektren kann daher statt durch die angegebenen drei 4D Spek-
tren auch weitgehend durch die gleiche Anzahl der entsprechdopjasit editierten 3D

NOESY (NNH-[236], CCH- und CNH- bzw. NCH-NOESY) erhalten werden — jedoch mit
den fur 3D-Experimenten geltenden Vorteilen kiirzerer Mel3zeit und héherer gemessener
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Auflésung (s.o.). Diesefatz von drei komplementaren, doppelt hetero-editierten 3D
NOESY-Spektrestellt offensichtlich das Optimum fir eine mef3zeit- und auflésungs-
optimierte Aufnahmestrategiemn NOESY -Spektren dar und wurde fir VAT-N (Kapitel

4) angewendet. In Kombination mit einem einfachen 2D H,H-NOESY bzw. mit den bei-
den 3D HCH- und HNH-editierten NOESY-Spektren wird die volle Quadranten-selektive
pseudo-4D Information Uber alle vier beteiligten Verschiebungen H(X), X, Y und H(Y)
erhalten.

Es muR erwahnt werden, daf? bei der Detektion auf*egebundenen Protonen im 3D
CNH-NOESY diediastereotope Information Uber G¥bruppenverloren geht. Sie bleibt
nur im 3D NCH-NOESY erhalten, das deshalb vorzuziehen ist. Allerdings kann diese
spektrale Vereinfachung im 3D CNH-NOESY wiederum mdgliche Uberlappungen auf-
l6sen, so dal3 das Experiment nicht vollig redundant ist.

Die vollstandige Unterdriickung der Diagonalsignaile den 3D CNH- und NCH-

NOESY -Experimenten [214], in denen die Ausgangsprotonen notwendigerweise wahrend

der NOE-Mischzeit zur Passage beider orthogonaler Isotopenfilter ihre Identitat wechseln
missen, hat weitere wesentliche Vorteile:

» Die Auswirkungen statistischer Intensitatmodulationen und kleiner Phasenfehler sind
fur die im Vergleich zu den NOE-Kreuzsignalen ca’-fHeh intensiveren Diagonal-
signale viel gravierender. In diagonalfreien NOESY-Spektren fehlen daher das sog.
t;-Rauschen und Basislinienstérungen aufgrund von Phasenfehlern fast vollig.

* NOE-Kreuzsignale, die nahe an der Diagonalen liegen, kbnnen so z.T. erst entdeckt
bzw. quantifiziert werden.

« Durch den doppelten Isotopenfilter werden auch dleHxD-Austauschsignale unter-
driickt, so daR die Beobachtung von NOE-Kontakten ftiPtétonen direkt auf der
Wasser-Resonanz moglich wird.

Nachfolgend wird nur kurz auf die Pulssequenzen der beiden neu entwickelten diagonal-
freien 3D CNH- und NCH-NOESY eingegangen, da sie sich aus einfachen Modulen auf-
bauen bzw. vom bekannten 4D HCNH-NOER¥! ableiten.

Der Kohéarenzverlauf im 3D CNH-NOESY lautet

HE O TP/ - C(t,) O TP/  HE O M0F . HY O TP - N(t,) O TP = HV(t,)
und im komplementéren 3D NCH-NOESY

HY O TP - N(t,) O TP - 1Y O MF - HE O TP = C(t,) O TP = HE(t,)
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Abb.5.5 zeigt die Pulssequenz des 3D CNH-NOESY, das sich aus den herkdbmmlichen
HSQC-Modulen aufbaut. Der letzte-NH-Transferschritt besteht aus zwei orthogonalen
ReINEPT-Modulen zur Erzielung eines empfindlichkeitsgesteigerten phasenmodulierten
Transferd?7l. Die Ruckfihrung der Wassermagnetisierung ins Gleichgewiater(flip

back) wird durch die gewahlterH-Pulsphaseri4?l, die Unterdriickung vomadiation
damping durch das Gradientenecho-Paar i ersten HSQC-Modul und den Wasser-
selektiven 90°flip back Puls unmittelbar vor dem zweiten HSQC-Modul erzielt.
Verbliebene Wasser-Kohérenz wird durch te,'H-koharenzselektiven Gradienten,G

Gs und G dephasiert.
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Abb.5.5 Pulssequenz des 3D CNH-NOESY. Schmal und breit eingezeichnete Pulse haben 90°
bzw. 180° Kippwinkel und erfolgen, falls nicht anders vermerkt, mit Phase x. Die Transferzeiten
A; und A, sind ca. 2.2 ms bzw. 1.3 ms lang(ca. 50 - 100 ms) ist die NOE-Mischzeit. Der
Wasser-selektive 90°H-Puls ist Q5-amplitudenmodulie#” und ca. 3 ms lang. DiECO-
selektiven 180° Inversionspulse sind SEDUCE-1-amplitudenmod#8&riund ca. 30Qus lang.
Wahrend der Aufnahme wird GARP-entkoppelt. Bi¥,'H-Koharenzselektion in F1 wird durch

die Gradienten & Gs und G phasensensitiv durch getrennte Aufzeichnung der Echo- und
Antiecho-Komponenten erzielt. Die Quadraturdetektion in F2 erfolgt nach States durch Inkre-
mentierung der Pulsphagge. Die Phasenzyklen lautem = X,-X, @ = 8y, 8(-y), @ = 4y,4(-y),

™ = 2X,2Y,2(-X),2(-y),@ = 16y, 16(-y),@ = 4X,4(-X), @, = 2X,2(-X); ¢ = y wird zusammen mit
Gradient G invertiert ensitivity enhancement [771). Die Empfangerphase igte: = X,2(-X),X,
-X,2X,2(-X),2X,-X,X,2(-X),X,-X,2X,-X,X,2(-X),2X,2(-X),X,-X,2X,-X. Dielative Starke der 80fs lan-

gen Gradienten (mit Sinus-Profil) ist & -20; G =80; G =40; G =-60; G=40; G=10.1

bzw. -10.1 (zur getrennten Aufnahme von Echo- und Antiecho-Komponenten). Fur optimale
Wasserunterdriickung werden Gradienten aus dem magischen Winkel {miG,G G,
empfohlenl(76l. Nach jedem Gradientenpuls wird eine Abklingzeit von p80eingeschoben,
wodurch sich die Gradientendawger 1.0 ms ergibt.
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Beide diagonalfreien Experimente (3D CNH- und NCH-NOESY') wurden erfolgreich auf
VAT-N angewendet. Dort sind auch Ausschnitte der entsprechenden Spektren abgebildet
(vgl. Abb.4.5).

Das hier vorgestellte Prinzip orthogonaler Filter mit seinen beschriebenen praktischen
Vorteilen kann auch auf andere Weise realisiert werden. Denkbar sind u.a. orthogonale
Multiplizitats-Filter, wie z.B. in einem 3D C@CH-NOESY, und frequenzselektive
Filter, wie z.B. in einem 30°Caomaiscn CaipraiscH-NOESY. Weiterhin bieten sich die
erwdhnten 3D CNH- und NCH-NOESY ideal zur selektiven Beobachtunginter
molekularen NOE-Kontakten in Homodimeren an, bei denen jeweils die Halfte der
zugesetzten Monomerenkonzentration ausschlieffi¢hund**C-markiert ist.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Struktur und Dynamik von drei Proteinen NMR-
spektroskopisch untersucht.

In Kapitel 1 wird die zum Verstandnis der Anwendungen notwendige Theorie der
Relaxationsphdnomene, die die Grundlage der Beobachtbarkeit von Molekildynamik
durch NMR-Spektroskopie darstellen, beschrieben sowie eine Anleitung zur Durch-
fihrung der modellfreien Analyse und hydrodynamischer Rechnungen gegeben.

In Kapitel 2 werden Struktur und Dynamik depo-Form des humanen neutrophilen
Lipocalins HNL beschriebefi48l. HNL bindet als extrazellulares Transportprotein u.a.
bakterielle, chemotaktisch wirksame Peptide, hat aber auch enzymatische Funktionen bei
der Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen. Die Struktur von HNL zeigt das flr
Lipocaline typische trichterférmigp-barrel, das zur Aufnahme des Substrates dient. Die
Dynamik des Proteinriickgrates wurde ub&i-Relaxationsmessungen quantifiziert und
zeigt deutliche Korrelation mit der Struktur. Wahrend das komdakiarel die erwar-

tete Starrheit aufweist, ist die seitliché-Helix von HNL beweglich aufgehangt. Die
ungeordnetao-Schleife, die entlang der Offnung desarrels verlauft, zeigt insgesamt

sehr hohe Beweglichkeit. Sie wiirde es erlauben, dal3 sich-8@hleife nach Beladung

des Proteins Uber die Offnung dédbarrels legt und nicht nur das Substrat einschlief3t,
sondern einem noch unbekannten HNL-Rezeptor den beladenen Zustand anzeigt. Die
flexible Aufhangung deol-Helix konnte ebenfalls eine Rolle bei der Rezeptorbindung
bzw. -erkennung spielen. Die zusétzlich erfaBten Relaxationsriteragender Seiten-
ketten zeigen ebenfalls hohe Korrelation mit strukturellen Gegebenheiten wie Wasser-
stoffbriicken und dichte Packung.

Fur die humane nicht-pankreatische sekretierte Phospholipsghmds-PLA2), deren
NMR-Struktur bereits in Vorarbeiten unseres Arbeitskreises aufgeklart Wididevurde
ebenfalls die Dynamik des Proteinriickgrates iférRelaxationsmessungen quantitativ
erfal3t Kapitel 3). hnps-PLA2 hat wegen seiner Beteiligung an schweren chronischen
Entziindungsprozessen (Arthritis, Allergien u.a.) pharmakologische Bedeutung und
hydrolysiert die Phospholipid-Bausteine von Zellmembranen. Das Protein zeigt allerdings
nur gegenuber aggregiertem Substrat (intakte Zellmembranen) eine hohe Aktivitat; der
Mechanismus dieseinterfazialen Aktivierung ist noch unverstanden. DiéN-Relaxa-
tionsdaten ergaben fir hnps-PLA2 eine signifikante Anisotropie der Molekulrotation, die
durch hydrodynamische Rechnungen bericksichtigt wurde. Die modellfreie Analyse der
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Proteindynamik weist verbreitet Dynamik im Nanosekunden- und Millisekundenbereich

mit z.T. sehr hohen Amplituden auf. Die bisherige Annahme, PLA2-Proteine seien auf-

grund der hohen Anzahl stabiliserender Cystine eher starr, wird hierdurch erstmals
experimentell widerlegt. Das auffalligste Merkmal der meist zusammenhangenden
Dynamik ist die hohe Beweglichkeit zweier Schleifen, die wie Pforten vor dem Eingang
des lipophilen Kanales von hnps-PLA2 liegen. Dieses Ergebnis ertffnet erstmals einen
dynamischen Zugang zum Verstandnis der interfazialen Aktivierung: durch die Bindung
an Membranen wird diese SchlieBbewegung sehr wahrscheinlich unterbunden und die
Pforten eventuell in offener Stellung arretiert, so dal3 das Substrat ungehindert in den
lipophilen Kanal und damit in das katalytisch aktive Zentrum diffundieren kann.

Die in Kapitel 4 vorgestellte Struktur der archaebakteriellen VAT2N! ist (zeitgleich

mit der Kristallstruktur von NSF-NE39) die erste Hochauflésungsstruktur der N-termi-
nalen Doméne eines AAA-Proteins. Diese weit verbreitete Proteinfamilie ist an einer
Vielzahl zellbiologischer Prozesse beteiligt, u.a. bei der Substraterkennung und Prote-
inentfaltung am Proteasom. Auch das erst kirzlich entdeckte VAT hat vermutlich
Chaperon-Aktivitat. Die katalytisch aktive Domane ist dabei das untersuchte VA®I;N

und auch Untersuchungen an anderen AAA-Proteinen zeigen, daf} die Bindung und
Prozessierung des Proteinsubstrates wohl generell an der N-terminalen Domane statt-
findet. Die Struktur von VAT-N baut sich aus zwei gleich groRen Subdomanen VAT-Nn
und VAT-Nc auf. VAT-Nn weist bei hoher interner Sequenzhomologie ein symmetrisch
aus zweiBaBp-Motiven aufgebautes doppeltgsbarrel auf; VAT-Nc hat eine neue
halboffene 3-Faltblattstruktur. Vorlaufige dynamische Untersuchungen bestatigen, daf3
sich beide Subdomanen starr zueinander zur nierenférmigen Gesamtstruktur zusammen-
lagern. Durch Vergleich mit einer elektronenmikroskopischen Aufnahme konnte VAT-N
auf der Oberseite des ringformigen VAT-Hexamers lokalisiert werden. Auf der solvens-
zugewandten Seite weist VAT-N eine lange, positiv geladene Furche auf, die in jeder
Subdomane von zwei flexiblen Schleifen eingefal3t wird und die wahrscheinliche Peptid-
Bindungsstelle darstellt. Die lipophile Kontaktflache zwischen beiden Subdoménen weist
zur Ringmitte. Begleitende evolutionsgenetische und Homologieuntersuchungen lassen
vermuten, daf3 die Struktur von VAT-N weitgehend auf die AAA-Proteine generalisierbar
ist und ein Bindeglied in der Evolution von Aspartat-Proteinasen aus einem einfachen
Bapp-Urmotiv darstellt213],

Im Verlauf der Arbeit ergaben sich zwei NMR-methodische Neuentwicklungen, die sich
mit dem Problem der mel3zeitoptimierten Auflésungserhéhung bei NMR-spektro-
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skopischen Untersuchungen an [U-*C,"N]-markierten Proteinen befassen (Kapitel 5).

Zum einen wurde ein neues, auf dem HSQC-Experiment basierendes NMR-Modul zur
Selektion von Methylgruppen lber einen Quadrupel-Quanten-Fil@QF-HSQC) ent-

wickelt [224] (Kapitel 5.1), das im Gegensatz zu den herkdmmlichen Methoden die uner-
winschte Entwicklung homonuklearer Protonenkopplungen maximal unterdrickt.
Dadurch werden die Linienbreiten minimiert und die Signalintensitdten maximiert. Mit
diesem QQF-HSQC ist es erstmals moglich, laegestant time Experimente von
Methylgruppen aufzunehmen, deren Auflésung fast ausschlie3lich durch die natirliche
To-Relaxationszeit bestimmt wird. Daneben wurde systematisch nach dem mef3zeit- und
auflosungsoptimierten Minimalsatz von NOESY-Spektren gesucht. Nach der vorgeschla-
genen Strategie sind hierzu mindestens drei komplementare, doppelt heteronuklear edi-
tierte 3D NOESY-Experimente — das CCH-, NNH- und NCH-editierte 3D NOESY - not-
wendig, die zusammen die vollstdndige Information aller NOE-Kontakte enthalten. Durch
Hinzunahme des einfachen 2D H,H-NOESY oder der beiden besser aufgelosten 3D
HNH- und HCH-editierten NOESY wird im Prinzip die vollstadndiggudo-4D Infor-

mation erhalten. Das neu entwickelte 3D NCH-NOESY und sein komplementares 3D
CNH-NOESY 214, die orthogonale Isotopenfilter einsetzen, sindiagonalfrei. Die voll-
standige Unterdriickung der Diagonalsignale hat hohe praktische Bedeutung, da diese
Spektren frei von;tRauschen, Phasenfehlern bzw. Basislinienstérungen und Austausch-
signalen der Amidprotonen mit dem Wasser sind.
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Anhang

A.  Spektrometer spezifikationen

Tab.A.1 Ubersicht tiber die im Arbeitskreis verfiigbaren NMR-Spektrometer (Fa. BRUKER) mit
wichtigen Spezifikationen.

Gerat  Probenkopf  Gradienten- Berechnung Tew O ppm ['H] 0 ppm [©C] 0 ppm [*°N]

eichung? aus Tangezeigr [K] (MHz) (MHz) (MHz)
DMX 750 TXI 0.996123-Tyeaq  750.1299379  188.6198203  76.0100050
(74%) - 0.624249 K
DMX600 QXI 66+0.7  1.081109-Fyeeiq 600.3999475  150.9702846  60.8379971
(74%) -11.942032 K
DMX601 TXI 67.0+ 0.5 0.9476 Tgweig  600.1299400  150.9023900  60.8106370
(71.5%) +13.055
DMX500  BB-invers 1.0352 T 500.1299577  125.7574459  50.6777295
-5.3761

1) Der erste Eintrag unter Gradienteneichung gibt die absolute Starke eines z-Gradienten in
[G/cm] bei 100% Amplitude wieder. Der zweite Eintrag (in Klammern) gibt den Reskalierungs-
faktor g an, um den x,y-Gradienten bei gleicher nominaler Starke beziglich z-Gradienten schwa-
cher sind; der magische Winkel liegt dann bei x = y.-z(die TXI- und QXI-Probenkdpfe
verfiugen Uber abgeschirmte xyz-Gradientenspulen, der BB-Inversprobenkopf nur dber eine
abgeschirmte z-Gradientenspule).

Tab.A.1 faldt wichtige Details der Gerateausstattung und Spezifikationen der im Arbeits-
kreis verfiugbaren NMR-Spektrometer zusammen. Maximale absolute z-Gradienten-
starken wurden aus Methanol-Selbstdiffusionsmessungen bestimmt. Die Ermittlung der
Umrechnung von angezeigter in tatsachliche Temperatur erfolgte tber lineare Anpassung
von Temperatureichkurven mittels reinem Methanol bzw. Glifkotél (vgl. Kap.1.9.1).

Die Kalibrierung der Oppm-Frequenzen féit wurde mit externem TSP (295 K, pH 7.0)
durchgefiihrt240, Die Referenzfrequenzen der Heterokerne wurden Uber ihre gyromagne-
tischen Verhaltnisse aus dé&A-Referenzfrequenzen errechnet. Als Konsensus-Verhalt-
nisse wurden dabei zugrundegel&l: yo/yy = 0.25144953 undy/y4 = -0.101329118.

Es ist zu beachten, dal3 diese Eichung auf TSP bei hoheren Temperaturen scheinbar
abweichen kann, wenn die LOCK-Substanz eine deutliche Temperaturabhangigkeit ihrer
chemischen Verschiebung zeigt (besondey®)DDavon bleibt aber das Verhaltnis der
Referenzfrequenzen zwischen den Spektrometern vollig unberihrt.
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B. Datenanhang HNL

B.1 NMR-Spektralbereiche und Mel3fenste fir HNL (297:50.5K)

Spingruppe Spektralbereich Melfenster

Protonen [(-1.2) - 10.6] Sandardfenster mit Wasser in Resonanz
(fur FlipBack)

Haliphaten [(-0.5) - 6.5]

Hq [1.8 - 6,5]

H Aromaten [6.0-7.8]

Hn proteinrickgrat [6.6 - 10.1]

Hn, Asn.GIn [5.7 - 8.1]

Hn Arg.Lys [45-7.7]

Sti ckstoff [108.3- 130.9] gefaltetes Standardfenster fiir alle &M-HSQC
basierten Experimente

Nproteinriickgrat [104 - 133]

Nasn Gin [108-117]

Narg [81.5 - 86]

Kohlenstoff

Chliphaten [10 - 80]

[8.0-49.0] Gefaltetes “*Cpyiphaien-Fenster fiir

HCCH-Korrelationsexperimente

Cq [40 - 69] Melfenster fir HNCA

Ce [16 - 73] Melfenster fir HNCACB, CBCACONH

Chwethyl [11- 28]

Caromaten [113 - 139,5]

CcO [169 - 182] Standardfenster fii*CO
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B.2  Verzeichnis der an HNL durchgefuhrten NMR-Experimente

Zu den verwendeten Pulsprogrammen wird auf Anhang E verwiesen. Alle
Aufnahmeparameter sind in den Pulsprogrammen detailliert beschrieben. Fir die
nachfolgend angegebenkmitischen Aufnahmeparameter gelten die Konventionen:

A(XY) = halbe Dauer der Entwicklung der skalaren Kopplung zwischen Spins X und
Y, bezogen auf den INEPT-Transfek—(180°-A). Fur vollstindigen Transfer ohne
Relaxation gelten die optimalen Transferzeiten im XY-Sysféiiy) = 1/4"J(XY),

im XY ,-SystemA(XY) = 1/8"J(XY) und im XY5-SystemA(XY) = 1/10'I(XY). Zur
Minimierung von Relaxationsverlusten empfiehlt sich eine auf ca. 70% reduzierte
Dauer, fur die der reine Transfer immer noch sinf@2Zj = 90% betragt. Damit
verringert sich die gewahlte Transferzeit im XY-SystemZfY) = 1/6"J(XY), was
gleichzeitig den Transfer auch fur alle anderen Multiplizitaten erlaubt. Falls nicht
anders angegeben, gelten nachfolgend diese Transferzeiten. Bei HMQC-Transfer ist
die Transferzeit doppelt so lang; der Faktor 2 wird zur Kenntlichmachung vorgezogen
(Bsp.:A(NHa) = 2x14 ms im HNHA)

T = Entwicklungszeit fur Populationstransfer (NOE-/ROE-Transfer) oder Kohéarenz-
transfer (TOCSY- bzw. Hartmann-Hahn-Transfer; hier wird in Klammern die
benutzte Mischsequenz und 90°-Pulslange angegeben)

Falls nicht anders erwahnt, wurden die angegebenen Melfenster (B.1) gewabhit.
Abweichende spektrale Breiten (Mel3fenster) sind in ppm angegeben.
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B.2 Verzeichnis der an HNL durchgefihrten NMR-Experimente
Experiment Literatur Bemerkungen und wichtige Parameter Spektrometer
5N-HSQC [77, 241] 15N: [80 - 134], Arg-N® ungefaltet DM X600
BN-HSQC DM X600
BN-HSQC Inversion der NH,-Gruppen (11 ms Vorlaufzeit fdidy) DMX600
N-HSQC I3N: [65.5 - 86.5], selektiv auf Arg-Nund Lys-N’ DMX600
N-HSQC [49] 13N: [60 - 140], Water Flip-Back Technik DMX600
BC-HSQC [242] BCaliphaen-Fenster DMX600
Bc-HSQC BC s romaen-FeNStEr DMX750
Experimente zur sequentiellen Zuordnung
HNCO (243,244  A(NCO)=11.5ms DMX600
HNCA [244-246]  A(NCa) = 13 ms DMX600
HNCACB [247] A(NCa) = 10 msA(CaCB) = 3 ms DMX600
CBCACONH [248] A(NCO) = 11.5 msA(CaCO) = 3.8 msA(CaCB) =3.2ms  DMX600
HN(CA)HA [150,249]  Fehlerhafte Multiquanten-Variante nach S&g#! fiihrte DMX600
zur Modulation durcH'Jc-Kopplungsentwicklung in der
H%-Dimension
HA(CACO)NH [250] A(NCO) = 11.0 msA(CaCO) = 3.8 ms, DMX600
Experimente zur Seitenkettenzuordnung
HBHA(CO)NH [251] A(CaCB) = 3.2 msA(NCO) = 12.0 msA(CaCO) =3.5ms  DMX600
HCCH-COSY [252] A(C,Cy) = 3.25 ms, gefaltetédCppaerFenster DMX600
HCCH-TOCSY [253] Tnix = 22.8ms (DIPSI-3, 3fs), gefaltete$’Cajipnaen-Fenster  DMX600
BN-TOCSY-HSQC [254.255] . = 60ms (CLEAN-MLEV, 19.2%s) DMX600
Experimente zur diastereotopen Unterscheidung
HNHB [256] A(NHB) = 2x19ms, einschlieBlich Referenz-HSQC DMX600
H,NCO-E.cOosy  [151] A(NCO) = 12.0 ms DMX600
Experimente zur Strukturbestimmung
HNHA [257,258]  A(NHa) = 2x14 ms, mit NH-Gruppenunterdriickung DMBOO
BC-NOESY-HSQC [259] Tmix = 70ms13C: [7.35-48.35] (gefaltet) DMX750
BC-NOESY-HSQC Tmix = 70mMSPChromaten-FENStEr DMX750
N-NOESY-HSQC [2%4] Tmix = 70Ms DMX600
2D-H,H-NOESY Tmix = 70ms, WATERGATE-Wasserunterdriickung DNBO
Experimente zur Dynamikmessung
cc-DPFGE-LED  [260] Diffusionsmessung mi = 55 ms (Netto-Diffusionszeit) DMX600
undd = 6 ms (Netto-Gradientendauer),
variable Gradientenstéarke (Sinusform) 0.85 - 40.5 G/cm
MEXICO [155] Tmix = 50, 100, 150ms, mit Referenz-HSQC DMX600
BN-T,, ®N-T,, [50, 261] N-Relaxationsmessungen bei drei Feldstarken, DBIX
BN{*H}-NOE Parameter in Kapitel 2.5.1 DMX600

DMX500
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B.3  Gemessene N-Relaxationsdaten fiir HNL (297.5 + 0.5 K, 4, 1 mM)

Amino Sek. T1[9] T1[9] T1[9] T,[ms] T,[ms] T,[ms] NOE NOE NOE
-saure Struk. 750 MHz 600 MHz 500 MHz 750 MHz 600 MHz 500 MHz 750 MHz 600 MHz 500 MHz

MO
Q1
D2 1.030  0.792 2828  327.3 026 -0.95
S3 1.064 0770 0940 2600 2808  317.3 0.02 009  -065
T4 0960 0705 0893 2160 2306 2437 0.27 0.18 -0.35
S5 0910 0686 0837 1721 1978 18638 0.29 012  -0.05
D6 0487 0670 0704 1593 1748 1709 0.41 0.06 0.11
L7 1019 0833 0710 1007 1122 1166 0.44 0.49 0.31
18 1225 0990 0790  59.9 705 75.7 0.72 0.71 0.63
P9
A10 1431 1030  0.799 54.6 62.4 67.7 0.79 0.84 0.74
P11
P12
L13 1337 1019  0.785 64.5 63.4 81.9 0.78 0.78 0.72
S14 1348 0942  0.798 51.0 56.6 62.1 0.84 0.79 0.78
K15 1395 0991  0.792 53.6 58.2 65.8 0.84 0.70 0.76
V16 1508  1.034 0844 531 59.0 64.5 0.82 0.81 0.81
P17
L18 1490  1.084  0.841 60.6 65.7 71.9 0.82 0.78 0.75
Q19 1390 099  0.799 53.0 59.6 63.9 0.84 0.75 0.85
Q20 1455  1.042  0.799 54.1 61.3 66.7 0.80 0.74 0.80
N21 1514  0.948 54.9 61.1 0.82 0.72
F22 1568  1.062  0.872 54.0 59.5 65.2 0.81 0.83 0.77
Q23 1765 1106 0914  57.3 62.2 67.9 0.86 0.72 0.79
D24 3, 1577 1097 0904 586 61.6 67.1 0.85 0.84 0.83

N25 3 1.386 0.992 0.846 52.1 57.8 62.5 0.86 0.81 0.84
Q26 3y 1.456 1.074 0.854 57.7 63.3 71.8 0.82 0.76 0.77
F27 310 1.520 1.049 0.862 50.9 57.6 63.0 0.86 0.86 0.81
Q28 1.528 1.055 0.831 55.2 60.5 69.1 0.84 0.78 0.75
G29 B1 1.504 1.008 0.786 53.7 60.6 65.8 0.88 0.78 0.86
K30 B1 1.525 1.074 0.832 50.8 60.1 61.9 0.83 0.74 0.87
W31 B1 1.598 0.992 0.750 54.1 59.7 65.3 0.84 0.82 0.81
Y32 B1 1.552 1.047 0.832 53.5 55.5 61.7 0.87 0.84 0.81
V33 B1 1.694 1.093 0.867 52.4 58.9 61.2 0.81 0.86 0.81
V34 B1 1.565 1.096 0.839 45.1 50.6 49.3 0.87 0.87 0.80
G35 B1 1.458 1.091 0.795 59.4 85.6 64.1 0.85 0.81 0.81
L36 B1 1.433 1.026 0.769 49.7 58.0 60.3 0.82 0.79 0.80
A37 B1 1.467 1.094 0.771 50.6 54.4 59.7 0.86 0.92 0.78
G38 B1 1.550 1.060 0.859 53.9 57.7 63.7 0.85 0.77 0.71
N39 B1 1.586 1.020 0.921 48.1 54.8 56.7 0.86 0.83 0.85
A40 N 1431 1.002 0.823 54.1 57.5 57.8 0.86 0.85 0.73

141 « 1.458 1.060 32.6 47.0 53.0 0.77 0.81

L42 « 1.423 1.024 0.732 35.3 50.2 48.0 0.83 0.65 0.71
R43 «

E44 «

D45 « 1.160 0.890 0.771 50.9 74.0 62.7 0.49 0.54 0.45
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Amino Sek. Tq[s] T[] Ty (9] To,[ms] T,[ms] T,[ms] NOE NOE NOE
-saure Struk. 750 MHz 600 MHz 500 MHz 750 MHz 600 MHz 500 MHz 750 MHz 600 MHz 500 MHz

K46 o
D47 « 1.248 0.854 0.803 53.4 64.3 61.1 0.46 0.41 0.77
P48 «
Q49 «
K50 «
M51 « 1.650 1.040 0.818 36.6 46.3 437 0.85 0.88 0.72

Y52 B2 1.700 1.040 0.874 38.0 45.1 48.1 0.85 0.85 0.64
AS53 B2 1.500 1.008 0.883 49.0 57.0 62.0 0.81 0.81 0.84
T54 B2 1.646 1.052 0.871 54.1 57.4 63.8 0.85 0.80 0.86
155 B2 1.700 1.030 0.855 53.9 55.4 60.0 0.87 0.79 0.81
Y56 B2 1.640 1.133 0.829 59.4 61.3 65.3 0.88 0.90 0.75
ES7 B2 1.658 1.060 0.855 57.8 61.1 68.3 0.82 0.86 0.83

L58 P2

K59 B2 1513 0934 0793 549 59.4 65.4 0.83 0.84 0.75
E60 1435 0965 0899 565 61.3 68.8 0.80 0.82 0.73
D61 1504 1102 0854 568 61.6 68.5 0.80 0.78 0.76
K62 1495 0999 0805 509 58.7 66.9 0.82 0.78 0.77

S63 (B3 1450 0999 0834 557 62.1 73.4 0.81 0.76 0.74
Y64 B3 1473 1080 0820 559 60.3 65.5 0.84 0.79 0.78
N65 B3 1560 1055 0777 546 58.6 61.6 0.84 0.88 0.88
V66 B3 1638 1011 0854 547 61.3 70.8 0.81 0.85 0.83
T67 B3 1655 1033 0840 520 57.4 60.4 0.89 0.95 0.86
S68 B3 1790 1039 0905 533 60.1 65.1 0.78 0.93 0.90
V69 B3

L70 B3 1570 1030 0901 621 61.7 62.7 0.81 0.82 0.73
F71 B3

R72 B3 1.515 1.002 0.818 56.5 61.4 67.0 0.72 0.76
K73 1.450 0.980 55.0 62.8 0.76 0.66
K74 1.327 0.900 53.0 60.9 0.71 0.61

K75 B4 1317 0983 079 556 61.8 69.3 0.70 0.62 0.68
C76 B4 1408 1142 0832 383 465 54.4 0.69 0.76 0.70
D77 B4 1484 1099 0850 513 55.4 61.2 0.78 0.77 0.78
Y78 B4 1534 1100 0923 493 545 59.3 0.81 0.77 0.73
W79 B4 1677 1100 0823 472 56.3 61.0 0.82 0.85 0.88
180 B4
R81 p4 1713 1050 0913 524 56.5 64.7 0.81 0.83 0.72
T82 B4 1630 1133 0878  56.6 62.7 69.9 0.81 0.76 0.78
F83 B4 1593 1105 0806 545 62.0 61.2 0.86 0.80 0.77
V84  p4

P85 B4

G86 p4 1500 1029 0865 614 67.7 723 0.81 0.74 0.73
c87 1400 1033 0812 520 50.7 67.0 0.83 0.77 0.82
Q88 1310 1004 0815 650 71.2 80.1 0.61 0.64 0.55
P89

G0  B5

E91 B5 1.350 0.994 0.781 49.4 56.0 60.5 0.83 0.76 0.80
F92 B5 1.418 0.973 0.834 55.9 61.8 66.7 0.83 0.68 0.73
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Amino Sek. Tq[s] Ty (9] Ty (9] T,[ms] T,[ms] T,[ms] NOE NOE NOE
-saure Struk. 750 MHz 600 MHz 500 MHz 750 MHz 600 MHz 500 MHz 750 MHz 600 MHz 500 MHz

T93 R5 1575 1.051 0.809 53.2 59.0 62.8 0.82 0.75 0.78
L94 B5 1.650 1.020 0.868 57.6 57.9 68.5 0.77 0.87 0.86

G95 B5 1.393 1.003 0.816 52.9 56.7 65.9 0.82 0.83 0.71

N96 1.480 0.915 0.827 55.8 61.0 68.2 0.81 0.76 0.86
197 1.487 1.057 0.840 52.5 57.9 64.3 0.83 0.85 0.77
K98 1.300 0.993 0.786 51.6 57.7 63.6 0.80 0.72 0.73
S99 1.474 1.018 0.816 56.7 63.2 67.5 0.79 0.77 0.82
Y100 1.463 1.047 0.856 54.5 59.0 65.3 0.79 0.70 0.76
P101
G102 1.016 65.1 71.7 112.8 0.73 0.59 0.90

L103 @6 1490 1013 0841 542 60.0 65.6 0.80 0.66 0.72
T104 @6 1440 1103 0879 515 54.7 50.9 0.75 0.72 0.76
S105 @6 1515 1043 0851 561 62.1 67.5 0.79 0.87 0.78
Y106 B6 1480 1059 0828 553 62.0 63.6 0.86 0.79 0.77
L107 p6 1385 1066 0790 521 50.9 63.9 0.85 0.81 0.76
V108 @6 1545 1059  0.859 537 60.5 64.7 0.85 0.79 0.78
R109 p6 1487 1018 0809 538 58.6 65.4 0.88 0.86 0.78
V110 6

viil @6 1290 1001 0759 517 50.4 62.4 0.87 0.82 0.90
S112 p6 1535 1068 0808 530 59.0 64.1 0.86 0.84 0.82

T113 6 1.485 49.5 0.84

N114 1.566 1.060 0.789 48.7 54.3 56.8 0.86 0.90 0.78
Y115 1.540 1.000 0.766 53.9 58.1 60.9 0.92 0.84 0.80
N116 1.547 1.106 0.817 51.7 58.3 63.4 0.89 0.87 0.83
Q117 1.583 0.955 0.813 50.9 59.2 60.6 0.88 0.87 0.84

H118 (7 1465 1056 0849 488 57.6 59.1 0.84 0.87 0.88
A119 g7 1536 1047 0842 494 57.6 59.5 0.88 0.78 0.85
M120 B7

vi2l p7 1540 1122 0823 539 58.9 63.2 0.91 0.82 0.89
F122 g7 1535 1064 0816 508 57.0 62.3 0.89 0.90 0.82
F123 (g7 1540 1054 0821 535 57.9 62.6 0.87 0.80 0.84
K124 (g7 1605 1047 0804 514 55.2 61.6 0.83 0.76 0.82
K125 B7

V126 g7 1617 1041 0810 503 61.0 61.8 0.88 0.73 0.85
S127 p7 1446 1034 0863 522 55.7 61.4 0.81 0.71 0.78
Q128 1363 1000 0774 535 58.8 62.5 0.75 0.76 0.83
N129 1405 1026 0813 481 57.0 62.9 0.76 0.73 0.71
R130 p8 1495 1034 0868  57.9 64.8 70.6 0.75 0.63 0.69
E131 g8 1557 1079 0829 553 62.6 67.6 0.76 0.80 0.73
Y132 B8 1560 1087 0818 565 58.3 65.3 0.78 0.81 0.74
F133 B8 1478 1036 0776 545 60.2 64.7 0.81 0.73 0.76
K134 B8 1556 1070 0806  49.6 56.6 61.7 0.85 0.72 0.84
1135 @8 1560 1099 0769 502 55.8 60.5 0.84 0.73 0.85
T136 B8 1490 1043 0859 384 47.1 52.1 0.85 0.73 0.80
1137 B8 1725 1071 0823 529 55.8 61.9 0.85 0.83 0.90
Y138 B8 1550 1024 0810 547 56.6 65.1 0.87 0.82 0.79
G139 p8 1570 1090 0761  54.8 59.0 61.0 0.85 0.84 0.76
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Amino Sek. Tq[s] T[] Ty (9] To,[ms] T,[ms] T,[ms] NOE NOE NOE
-saure Struk. 750 MHz 600 MHz 500 MHz 750 MHz 600 MHz 500 MHz 750 MHz 600 MHz 500 MHz

R14C RR 1525 1059 085 530 57.7 60.6 0.82 0.78 0.86
T141 1490 1040 0821 503 57.5 66.7 0.85 0.76 0.83
K142 1.660 1056 0900 581 61.7 67.1 0.86 0.86 0.75
E143 1.640 1167 0899 553 62.6 69.6 0.73 0.69 0.68
L144 1560  1.112 314 36.7 0.66 0.60

T145 1725 1227 0969 628 70.8 83.0 0.71 0.72 0.62
S146 1.880  0.985 56.4 60.0 0.83 0.79

E147 1395 0949 0799 508 57.8 60.5 0.83 0.94 0.83
L148 a1l

K149 a1 1410 1041 0787 532 60.3 64.5 0.76 0.79 0.76
E150 o1 1478 1034 0799 518 55.8 60.9 0.84 0.88 0.78
N151 o1 1388  1.007 0773 517 56.0 62.0 0.87 0.78 0.83
F152 o1 1350 0986 0765 528 56.7 66.3 0.82 0.88

1153 o1 1357 0986 0777 508 58.0 61.6 0.83 0.87 0.80
R154 g1 1470 1003 0776 508 56.9 61.8 0.86 0.91 0.79
F155 o1 1420 0999 079 499 55.9 59.6 0.87 0.76 0.82
S156 o1 1395 1033 0799 509 56.3 62.0 0.78 0.82 0.79
K157 a1 1430 1000 0776 492 53.4 70.8 0.83 0.78 0.80
S158 o1 1540 1048 0865 5038 57.7 63.4 0.89 0.89 0.83
L159 1423 1009 0820 510 55.7 62.6 0.84 0.82 0.81
G160 1470 1029 0787 546 60.9 66.3 0.83 0.90 0.85
L161 1490 1069 0806 503 55.0 61.0 0.84 0.83 0.82
P162

E163

N164 1288 0969 0742 575 62.2 71.2 0.80 0.78 0.79
H165 P9

1166 B9 1.533 1.060 0.831 51.4 59.1 61.6 0.84 0.85 0.82
V167 (9 1.496 1.040 0.821 49.1 54.5 59.6 0.81 0.75 0.79
F168 9 1.590 1.088 0.921 52.9 57.3 62.7 0.84 0.70 0.77

P169 P9

V170 1366 1031  0.808 486 58.4 61.6 0.83 0.74 0.72
P171

1172 1600 1142 0832 319 333 44.1 0.85 0.99 0.72
D173

Q174 1747 1152 1052 625 72.7 783 0.56 0.62 053
C175 1555 1022 0949 320 37.1 427 0.83 0.87 0.70
1176

D177 1532 1025 0871 420 49.1 55.8 0.71 0.68 0.71
G178 1127 0984 0910 1281 1337 1531 023  -014 0.2
Mittelverte ~ 1.480  1.025  0.830  58.9  65. 69.7 0.79 0.75 0.74

nur B-barrel 1.540 1.050 0.832 52.7 58.6 63.0 0.83 0.80 0.79
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Aminosaure

Ti[s]

750 MHz 600 MHz 500 MHz 750 MHz 600 MHz 500 MHz 750 MHz 600 MHz 500 MHz

T [s]

Ty [s]

T, [ms]

T, [ms]

T, [ms]

NOE

NOE

NOE

Seitenketten: Relaxationsdaten der N von Arginin und Tryptophan

r(1)-N°
r(2)-N®
r109-N°
r140-N°
r154-N°
w31-N
w79-N

2.386
1.870
1.700
1.245
1.830
1.950
1.378

1.315
1.036
1.470
1.129
1.745
1.223
0.918

1.081
1.078

0.924
0.694

303.2
189.1
116.0
82.5
372.1
62.4
88.9

315.1
210.8
112.8

290.9
65.0
93.5

108.4
197.0
74.2

70.8
96.6

-0.56
0.06
0.66
0.89
-0.71
0.84
0.66

-0.79
-0.12
0.57
0.63
-1.12
0.87
0.65

-0.51

0.65
0.77

0.84
0.58

Seitenketten: Relaxationsdaten der -NHD-Spezies von Asparagin und Glutamin (ohrféi-Entkopplung)

Falls beide H* einer Amidgruppe getrennt erfaRbar waren, wurden die Daten gemitteltursiv)

gl (q49?) 1.016 1.193 0.620 312.9 292.4 203.3 -2.39 -3.14
q19 1.395 0.883 0.705 60.8 68.0 70.8 0.81 0.74 0.90
g20 0.876 1.011 0.476 221.1 171.2 161.6 -0.94 -1.62
n21 1.047 1.027 0.605 149.9 125.9 135.1 -0.68 -0.61
23 0.934 0.863 0.587 121.1 136.2 121.0 0.20 0.21
n25 0.808 0.831 0.491 146.2 162.2 136.9 0.24
026 1.453 1.260 0.834 216.5 242.7 224.6 -0.83 -0.91 -0.93
28 1.151 1.046 0.821 201.1 170.8 196.8 -0.36 -0.72 -0.78
n39 1.040 1.026 0.667 56.5 81.5 57.1 0.70 0.87 0.52
n65 1.091 0.980 0.647 128.9 131.9 140.1 -0.35 -0.47
088 1.068 0.988 0.717 178.2 194.1 205.6 -0.17 -0.61 -0.56
n96 0.856 0.916 0.519 120.4 149.4 117.6 -0.28 -0.55
nli4 1.016 0.815 0.680 54.8 61.1 63.4 0.89 0.91 0.99
nll6 1.049 0.821 0.602 94.7 109.9 1175 0.72 0.57 0.76
gqll7 0.962 0.931 0.712 69.0 68.8 0.47
gl28 0.625 0.648 0.494 132.7 133.6 0.36
n129 0.971 1.097 28.4 27.9 75.5 -0.54
nil51 0.807 0.800 0.582 145.2 138.0 -0.20 -0.68 -0.80
nl64 0.857 1.044 0.467 -2.98
ql74 1.052 0.847 0.632 88.7 74.3 87.8 0.63 0.50 0.49
Mittelwerte:
O 0.95 0.94 0.58 200 110 110 0.05 -0.26 -0.02
|l 1.06 0.94 0.66 220 150 140 0.02 -0.13 -0.42
m + q¥ 1.00 0.94 0.62 210 130 130 0.04 -0.19 -0.21

Y Mittelwertbildung ohne das hochflexible g1
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B.4  Parameter der *°N-"H-Vektordynamik von HNL (nach Lipari-Szabo)
Aminosdure  Struktur-  Modell-  X* g Frast Ssow  Rec[HZ] Tioka [NS]
element funktion Residue

MO

Q1

D2 3 40.8 0.11 0.78 0.13 0.61
S3 3 454 0.13 0.70 0.18 0.78
T4 3 385 0.16 0.70 0.23 0.98
S5 3 445 0.20 0.72 0.28 1.14
D6 3 7.3 0.22 0.77 0.29 1.33
L7 3 18.4 0.43 0.76 0.57 1.25
18 3 2.4 0.74 0.85 0.88 1.36
P9

A10 3 25 0.85 0.89 0.96 1.08
P11

P12

L13 3 5.0 0.69 0.79 0.88 2.89
S14 3 33 0.93 0.95 0.98 1.40
K15 1 13.6 0.91

V16 1 7.1 0.90

P17

L18 3 31 0.79 0.83 0.96 1.77
Q19 1 6.3 0.91

Q20 1 8.2 0.89

N21 1 36.5 0.91

F22 1 7.8 0.88

Q23 1 2.3 0.84

D24 350 1 8.7 0.84

N25 350 1 8.9 0.93

Q26 350 3 5.6 0.82 0.85 0.96 1.38
F27 350 1 37 0.88 1.2

Q28 1 12.0 0.86

G29 B1 1 7.9 0.89

K30 B1 1 8.1 0.90

w31 B1 1 12.9 0.90

Y32 B1 1 43 0.90

V33 B1 1+ Ry 7.7 0.81 2.1

V34 Bl (B-bulge) 1+Ry 1.1 0.86 4.1

G35 B1 1 9.9 0.88

L36 B1 1 38 0.94

A37 B1 1 7.7 0.93

G38 B1 1 31 0.88

N39 B1 1+ Ry 9.6 0.86 3.0

A40 «-Schleife 1 4.9 0.91

141 «-Schleife  1+Re 138 0.88 8.7

L42 w-Schleife 1+ Ry 25 0.94 8.7

R43 «-Schleife

E44 «-Schleife

D45 w-Schleife 2+ R 0.4 0.86 1.3 0.55
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Aminosaure Struktur- Modell- X2 g Frag Ssow  Re[HZ]  Tioka [NS]
element funktion Residue

K46 o-Schlgfe

D47 «-Schleife 27 16.0 0.85 0.56
P48 w-Schleife

Q49 w-Schleife

K50 w-Schleife

M51 w-Schleife 1+ Ry 5.9 0.86 8.8

Y52 B2 1+ Ry 6.6 0.87 9.1

A53 B2 1 11.9 0.93

T54 B2 1 39 0.89

I55 B2 1 5.4 0.94

Y56 B2 1 13.5 0.85

E57 B2 1 5.8 0.84

L58 B2

K59 B2 3 4.2 0.86 0.91 0.94 1.80
E60 3 4.4 0.84 0.90 0.93 1.64
D61 3 0.3 0.83 0.85 0.98 0.76
K62 1 4.4 0.91

S63 B3 3 4.0 0.86 0.88 0.97 0.79
Y64 B3 1 4.0 0.87

N65 B3 1 11.4 0.90

V66 B3 1 89 0.88

T67 B3 1 38 0.93

S68 B3 1 4.4 0.89

V69 B3

L70 B3 1 8.6 0.86

F71 B3

R72 B3 3 85 0.85 0.88 0.96 0.98
K73 3 35 0.85 0.90 0.94 0.70
K74 3 8.1 0.89 0.96 0.93 0.62
K75 B4 3 5.2 0.84 0.91 0.93 0.90
C76 B4 (--C175) 1+Re 226 0.87 7.7

D77 B4 1+ Ry 8.2 0.89 15

Y78 B4 1+ Ry 14.6 0.86 3.0
W79 B4 1+ Ry 5.0 0.85 3.1

180 B4

R81 B4 1 3.7 0.89

T82 B4 1 5.2 0.83

F83 B4 1 3.6 0.86

V84 B4

P85 B4

G86 B4 3 35 0.78 0.83 0.94 1.50
c87 (---MMP9) 3+ R« 1.9 0.79 0.84 0.94 2.4 3.90
Q88 3 6.1 0.72 0.84 0.86 0.95
P89

G90 B5

E91 B5 1 1.8 0.95

F92 B5 3 1.0 0.85 0.88 0.97 0.99
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Aminosdure  Struktur- Modell-  X* g Frast Ssow  Rex[HZ]  Tioka [NS]
element funktion Residue
T93 RR 1 52 0.90
L94 B5 1 16.9 0.84
G95 B5 1 2.3 0.93
N96 3 25 0.84 0.92 0.91 1.97
197 1 4.2 0.90
K98 3 3.1 0.91 0.94 0.96 0.79
S99 3 4.8 0.84 0.87 0.96 1.10
Y100 1 8.9 0.89
P101
G102 3 31 0.72 0.83 0.86 1.09
L103 B6 3 9.3 0.88 0.90 0.97 0.60
T104 6 (B-bulge) 1 13.7 0.94
S105 36 1 12.0 0.86
Y106 B6 1 5.6 0.88
L107 36 1 3.8 0.90
V108 B6 1 4.7 0.88
R109 B6 1 85 0.90
V110 B6
V111 6 (B-bulge) 1 6.4 0.92
S112 B6 1 3.3 0.89
T113 36 1 5.6 0.93
N114 1+ Ry 53 0.87 2.3
Y115 1 51 0.92
N116 1+ Ry 3.2 0.87 11
Q117 1 8.0 0.94
H118 B7 1+ Ry 5.0 0.90 1.6
A119 B7 1 4.9 0.94
M120 B7
V121 B7 1 59 0.89
F122 B7 1+ Ry 1.7 0.89 1.1
F123 B7 1 5.4 0.90
K124 B7 1 9.1 0.92
K125 B7
V126 B7 1 7.4 0.92
S127 B7 1 85 0.93
Q128 3 1.4 0.90 0.93 0.97 0.64
N129 3+ Rex 1.6 0.83 0.88 0.95 31 0.97
R130 B8 3 6.7 0.81 0.85 0.95 0.74
E131 38 3 4.3 0.85 0.87 0.98 0.39
Y132 38 1 12.4 0.88
F133 B8 3 4.9 0.88 0.90 0.98 0.75
K134 38 1+ Ry 3.8 0.88 1.6
1135 B8 1+ Ry 8.3 0.90 1.2
T136 B8 1+ Ry 1.9 0.89 7.4
L137 38 1 3.9 0.91
Y138 B8 1 3.9 0.88
G139 B8 1 8.1 0.91
R140 8 1 7.4 0.91
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Aminosaure Struktur- Modell- X2 g Pt Ssow  Re[HZ]  Tioka [NS]
element funktion Residue
T141 1 4.3 0.92
K142 1 9.8 0.84 0.85 0.97
E143 3+ R« 2.0 0.77 0.80 0.96 1.8 0.31
L144 3+ Re 33 0.81 0.85 0.95 175 0.26
T145 3+ R« 4.3 0.61 0.69 0.88 3.0 1.19
S146 3 2.8 0.86 0.91 0.95 2.20
E147 1 9.9 0.95
L148 al
K149 al 3 13 0.89 0.91 0.98 0.65
E150 al 1 6.3 0.93
N151 al 1 3.8 0.94
F152 al 1 12.7 0.93
1153 al 1 5.3 0.94
R154 al 1 4.9 0.93
F155 al 1 3.1 0.95
S156 al 1 3.9 0.93
K157 al 1 6.8 0.97
S158 al 1+ Ry 6.4 0.87 1.3
L159 1 6.4 0.93
G160 1 12.1 0.89
L161 1+ Ry 3.4 0.90 1.4
P162
E163
N164 3 54 0.82 0.88 0.93 3.04
H165 B9
1166 B9 1+ Ry 3.8 0.88 0.9
V167 B9 1+ Ry 5.3 0.90 1.7
F168 B9 1 5.6 0.91
P169 B9
V170 3+ R« 2.4 0.83 0.88 0.95 2.7 1.24
P171
1172 1+ Ry 3.6 0.83 20.7
D173
Q174 3 8.0 0.74 0.81 0.92 0.35
C175 (---C76) 1+ Ry 6.3 0.88 16.2
1176
D177 1+ Ry 6.9 0.89 5.3
G178 3 15.0 0.34 0.70 0.49 0.78
Mittelwerte 7.5 0.85 0.85 0.84 4.7 1.15
nur B-barrel 6.8 0.89 0.88 0.96 3.6 0.9
Seitenketten:
r(1)-N° 3 2.7 0.46 0.55 0.83 154
r(2)-N* 3 6.6 0.13 0.46 0.29 0.44
r109-N° 3 13.7 0.13 0.54 0.24 0.54
r140-N° 3 6.4 0.21 0.62 0.34 0.81
r154-N°® 1 9.7 0.94
w31-N 1 8.5 0.79
w79-N° 3 54.8 0.53 0.71 0.76 1.88
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C. Datenanhang PLA2

C.l  Gemessene °N-Relaxationsdaten fiir PLA(309.8 + 0.5 K, HO, 1.0 mM)

Amino Sek.- Ty[ms] Ti[ms] Ti[ms] T,[ms] T,[ms] T,[ms] NOE NOE NOE
-saure Struk. 750 MHz 600 MHz 500 MHz 750 MHz 600 MHz 500 MHz 750 MHz 600 MHz 500 MHz

N1

L2 ol

V3 al 641 522 440 126.0 145.2 151.9 0.86 0.79 0.77
N4 al 615 506 422 120.6 138.0 143.6 0.84 0.80 0.78

F5 al 633 501 397 123.8 136.7 140.2 0.86 0.82 0.80
H6 al 643 497 422 119.3 136.6 143.8 0.91 0.83 0.75
R7 al 638 495 406 1184 132.5 138.9 0.83 0.77 0.75
M8 ol 628 493 412 1235 137.9 143.4 0.83 0.77 0.75

19 al
K10 al 605 480 405 1179 135.0 142.9 0.87 0.81 0.77
L11 ol 638 503 416 116.3 132.3 139.0 0.86 0.78 0.79
T12 al 634 513 430 126.0 143.8 153.6 0.86 0.82 0.76
T13 645 510 434 116.5 128.5 112.3 0.84 0.75 0.74
Gl4 660 523 420 117.3 133.6 136.7 0.85 0.83 0.81
K15 622 517 430 120.2 142.0 148.0 0.83 0.82 0.74
E16 723 588 479 131.6 155.0 156.7 0.84 0.79 0.67
Al7 o2 702 566 420 95.9 112.6 116.5 0.82 0.83 0.81
A18 a2 628 535 423 103.7 123.2 130.0 0.88 0.79 0.79
L19 a2 771 619 499 86.4 107.5 124.8 0.67 0.65 0.65
S20 a2 693 556 441 74.5 94.6 103.8 0.82 0.73 0.77
Y21 632 527 457 126.0 133.1 117.3 0.95 0.78
G22 665 537 432 104.0 126.4 1394 0.85 0.78 0.75
F23
Y24
G25 632 516 426 76.6 95.2 106.5 0.86 0.83 0.79
C26 645 516 422 93.9 113.7 123.1 0.89 0.84 0.82
H27 668 532 435 1135 130.1 139.0 0.89 0.83 0.80
C28 678 551 438 68.5 86.9 100.0 0.87 0.83 0.77
G29 676 558 457 147.1 161.9 160.2 0.88 0.76 0.74
V30 743 605 545 131.8 159.0 1794 0.69 0.60 0.54
G31 651 592 497 77.5 104.5 122.1 0.65 0.57 0.50
G32 677 599 527 126.7 159.5 176.0 0.67 0.51 0.50
R33 667 550 477 116.7 140.2 155.5 0.73 0.59 0.56
G34 682 574 454 103.2 133.1 139.2 0.77 0.75 0.69
S35 641 542 451 110.4 127.4 1334 0.86 0.81 0.79
P36
K37 688 544 430 129.8 147.2 147.3 0.89 0.81 0.79
D38 673 540 445 123.6 140.6 144.8 0.86 0.85 0.77
A39 a3 616 516 411 117.0 134.5 140.7 0.87 0.84 0.79
T40 a3 682 554 456 116.7 129.7 139.3 0.89 0.81 0.81
D41 a3 640 540 422 114.4 128.2 139.2 0.90 0.76
R42 a3 640 492 419 110.0 124.3 134.2 0.86 0.81 0.78
C43 a3 645 517 422 112.6 128.2 133.9 0.86 0.84 0.81

C44 a3 668 541 433 118.6 132.2 139.4 0.85 0.81 0.78
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Amino Sek.- Ti[ms] Ti[ms] Ti[ms] T,[ms] T,[ms] T,[ms] NOE NOE NOE
-saure Struk. 750 MHz 600 MHz 500 MHz 750 MHz 600 MHz 500 MHz 750 MHz 600 MHz 500 MHz

Va5 aR 656 512 429 1229 1380 1418 089 0.81 0.80
T46 a3 650 516 426 1170 1303 1360 087 0.82 0.75
H47 a3 629 501 407 1080 1252 1306  0.90 0.80 0.82
D48 a3 660 514 418 1132 1279 1336 083 0.80 0.79
C49 a3 653 496 430 1126 1282 1378 085 0.81 0.76
C50 a3 646 502 409 1047 1196 1268  0.89 0.81 0.81
Y51 a3 683 527 438 1113 1273 1375 084 0.82 0.75
K52 a3 676 526 421 1166 1314 1348 084 0.79 0.77
R53 a3 659 517 432 1168 1206 1253 085 0.77 0.76
L54 o3 682 533 423 117.4 1306 1370 083 0.82 0.74
E55 o3 668 526 417 1208 1349 1376 081 0.78 0.75
K56 662 509 411 1232 1361 1425 084 0.82 0.75
R57 704 543 457 1288 1483 1536 084 0.74 0.70
G58 737 575 478 1222 1421 1515 083 0.75 0.71
C59 683 551 464 1257 1470 1527  0.83 0.77 0.71
G60

To1 693 627 535 1882 2247 2307 058 0.48 0.36
K62 666 586 485 1570 1816 1903 071 0.68 0.54
F63 616 554 449 1294 1540 1632 082 0.79 0.67
L64 711 594 494 1534 1749 1788 0.7 0.72 0.68
S65 641 519 420 1115 1251 1338 087 0.85 0.79
Y66 676 558 468 1294 1497 1581 084 0.79 0.75
K67 675 527 422 1233 1431 1489  0.86 0.81 0.77
F68 Bl 634 509 411 1315 1460 1492 087 0.83 0.78
S69 Bl 629 499 425 1250 1444 1527 087 0.82 0.77
N70  p1 625 520 425 1247 1421 1468 087 0.81 0.77
S71 675 524 439 1252 1403 1464 081 0.76 0.72
G72 672 573 460 1220 1385 1453 084 0.83 0.80
S73 660 556 417 1290 1539 1393 085 0.81 0.79
R74 652 534 435 1289 1471 1523  0.89 0.78 0.78
175 B2 697 563 431 1276 1480 1469 082 0.84 0.78
T76 P2 646 506 411 1378 1504 1500  0.84 0.80 0.78
C77 P2

A78 661 519 441 1273 1451 1523 088 0.80 0.77
K79 680 547 460 1359 1489 1480  0.82 0.80 0.79
Q80 676 562 467 1504 1661 1701 078 0.73 0.75
D81 604 544 451 1350 1574 1682 085 0.82 0.71
S82 a4

Cc83 a4 670 571 470 1179 1395 1428 090 0.83 0.80
R84 a4 689 563 446 1173 1323 1379 087 0.84 0.80
S85 a4 656 521 429 1195 1337 1380  0.88 0.84 0.81
Q86 a4 648 516 411 1153 1318 1348 088 0.82 0.80
L87 a4 666 516 422 1159 1314 1363 089 0.85 0.74
c88 a4 670 512 421 1108 1244 1298  0.89 0.83 0.82
E89 a4

C90 a4 665 523 420 1167 1327 1368 088 0.81 0.78
D91 a4 648 512 428 1141 1275 1364 088 0.85 0.77

K92 a4 652 510 411 121.5 132.8 136.6 0.91 0.84 0.82
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Amino Sek.- Ti[ms] Ti[ms] Ti[ms] T,[ms] T,[ms] T,[ms] NOE NOE NOE
-saure Struk. 750 MHz 600 MHz 500 MHz 750 MHz 600 MHz 500 MHz 750 MHz 600 MHz 500 MHz
A93 n4d 612 484 387 120.6 131.6 135.9 0.91 0.83 0.83
A94 a4 650 521 418 117.2 133.5 138.5 0.89 0.81 0.77
A95 a4 661 524 421 116.6 130.4 134.4 0.86 0.86 0.80
T96 a4 631 513 423 113.6 132.4 138.3 0.86 0.83 0.77
C97 a4 625 507 420 118.4 138.0 143.7 0.86 0.82 0.79
F98 a4 642 513 409 116.8 127.9 136.8 0.90 0.83 0.79
A99 a4 665 531 420 115.9 130.7 134.0 0.87 0.84 0.81
R100 o4 654 503 430 116.3 131.9 137.9 0.86 0.80 0.76
N101 o4 683 551 437 128.0 141.9 146.8 0.86 0.83 0.76
K102 34, 688 559 440 115.2 130.4 133.1 0.88 0.87 0.77
T103 34, 612 535 412 122.0 133.6 137.7 0.87 0.85 0.79
T104 34, 674 561 459 116.9 133.1 140.7 0.90 0.83 0.81
Y105 655 553 456 121.2 144.8 149.5 0.90 0.83 0.78
N106 625 524 392 96.9 1154 121.2 0.87 0.85 0.85
K107 615 503 433 122.2 144.0 151.1 0.81 0.80 0.74
K108 584 478 407 1175 138.6 146.4 0.88 0.78 0.73
Y109 34 663 522 428 114.7 133.3 140.5 0.85 0.82 0.76
Q110 34 630 515 417 76.4 97.2 110.8 0.90 0.84 0.77
Y111 3y,
Y112 748 605 497 41.8 58.1 72.5 0.80 0.76 0.75
S113
N114 593 538 439 37.2 52.8 65.5 0.89 0.83 0.77
K115 567 498 404 122.6 141.7 147.0 0.84 0.76 0.77
H116 607 523 450 98.2 122.2 132.6 0.86 0.74 0.74
C117 596 532 435 129.5 153.6 154.7 0.77 0.71 0.71
R118 736 645 548 1954 212.2 214.3 0.67 0.58 0.56
G119 685 616 506 166.7 183.0 182.5 0.76 0.69 0.66
S120 735 624 550 168.5 191.7 198.0 0.78 0.70 0.74
T121 721 658 530 158.2 184.8 190.2 0.75 0.66 0.63
P122
R123 722 598 494 172.1 193.8 193.2 0.66 0.58 0.62
Cl124 785 653 574 172.6 206.8 217.4 0.64 0.57 0.56
Mittelwerte 660 538 442 120 138 144 0.84 0.78 0.75
nur al,a3,04 651 519 423 117 132 138 0.87 0.82 0.78
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C.2  Parameter der ™N-'H-Vektordynamik von PLA2 (nach Lipari-Szabo)
Amino-  Sek.- Modell  X* g Frast Soow Re [HZ] Tiokal [NS]
saure Struk. Residue
N1
L2 al
V3 ol 3+R, 20 065+0.13 081002 0802014 13+04 532+552
N4 ol 3+R, 1.8 074+011 0.86+002 086010 12+0.4 4.12+4.89
F5 al 1 6.1  0.90 +0.01
H6 ol 1+R, 26 087001 0.7%0.2
R7 al 1 33  091+0.01
M8 al 1 31 0.90+0.01
19 al
K 10 al 1 13.9 0.93+0.01
L11 ol 1+R, 23 088001 0.6 0.2
T12 al 1 149  0.86 +0.01
T13 1+R, 61  0.85+0.01 1.4+0.2
Gl4 1 56  0.89+0.01
K15 1+R. 55  0.86+0.01 0.7+0.2
E16 1+R, 27 0.77+0.01 0.6+0.1
AL7 02 1+R, 47 0.90+0.01 1.6+0.2
A18 02 1+R, 65 0.89+0.01 0.8+0.2
L19 02 1+R, 7.6 076001 41402
S20 02 1+R, 55 0.88+0.01 46+0.2
Y21 1 74  0.872001
G22 1+R, 20 0.86+0.01 0.6+0.2
F23
Y24
G25 1+R. 39  0.89+0.01 5.0+0.3
C26[-C117] 1+R, 64  0.85%001 3.2+0.2
H27 1+R. 37 0.84+001 1.3+0.2
C28[-C44] 1+R. 3.6  0.85+0.01 6.8+0.2
G29 3 22 063005 0.80+0.01 0.780.06 5.08 + 3.24
V30 3+R. 45 041+004 070+002 058+0.04 24+03 212+0.28
G31 3+R. 80 043+005 0782002 056+0.04 7.2+04 185+0.22
G32 3+R. 7.8 0.38+004 0732002 052+004 30203 191+0.21
R33 3+R, 03 060+£004 079+002 0.76+0.04 28+03 1.57+0.37
G34 1+R, 52  0.82+0.01 24+0.2
S35 1+R, 2.8 0852001 0.7+0.2
P36
K37 1+R, 48  0.83%001 0.5+0.1
D38 1+R, 21  0.84+0.01 0.4+0.2
A39 a3 1 6.1  0.90 +0.01
T40 03 1+R, 51 085001 05%0.2
D41 a3 1 9.7  0.89 +0.01
R42 03 1+R, 43 0.90+0.01 0.8+0.2
C43[-C971 a3 1+Re 47 0.90+0.01 0.5+0.2
c44[-C28] a3 1 75  0.88+0.01
V45 a3 1 48 0.88+0.01
T46 a3 1+R. 28 0.88+0.01 0.6 +0.2
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Amino-  Sek.- Modell  X* s Frast Saow Rex [HZ] Tioka [NS]
saure Struk. Residue
H47 nl 1+Ra 6.7 0.92 £0.01 0.5+x0.2
D48 a3 1+ Re 1.2 0.89 £0.01 0.6 +0.2
C49[-C124] a3 1+ Ry 2.9 0.86 £0.01 1.1£0.2
C50[-C90] a3 1+R, 23 091£0.01 1.2+0.2
Y51 a3 1 12.0 0.89 £0.01
K52 a3 1+ Ry 4.4 0.86 £0.01 0.9+0.2
R53 a3 1+ Ry 1.7 0.86 £ 0.01 0.9+0.2
L4 a3 1 3.0 0.89 £0.01
E55 a3 1 1.7 0.89 £0.01
K56 1+ Ry 2.8 0.86 £ 0.01 0.7x0.1
R57 3+ Ry 1.3 0.76 £0.04 0.81+0.02 0.94+0.04 0.8+0.3 1.71+1.39
G58 1+ Ry 1.7 0.74 £0.01 20x0.1
C59[-C83] 3+ Ry 3.8 0.69£0.07 0.78+0.02 0.89+0.07 1.4+0.3 3.23+£2.93
G60
T6l 3+ Ry 1.7 0.40+£0.03 0.73+0.01 0.56x0.03 1.0£0.2 1.39+0.12
K62 3+ Ry 2.9 0.51+£0.04 0.76x0.02 0.68+0.04 0.9+£0.3 1.98+0.34
F63 3+ Ry 2.4 0.60+£0.07 0.79+x0.02 0.76 £0.07 1.9+£0.3 3.41+£1.85
L64 3 5.0 0.67+£0.03 0.76£0.01 0.87x0.02 1.70 £ 0.58
S65
Y 66 3 12.6 0.70+£0.03 0.83+x0.01 0.85x0.02 3.07 £1.50
K67 1+ Ry 4.7 0.84 £0.01 0.5%x0.2
F68 B1 1 5.9 0.87 £0.01
S69 B1 1+ Ry 6.8 0.85+£0.01 05+0.1
N70 B1 1 6.7 0.87 £0.01
S71 3 3.0 0.82+£0.02 0.87x0.01 0.95+0.02 1.56 £ 0.99
G72 1+ Ry 6.4 0.79+£0.01 1.4+£0.2
S73 1 8.5 0.88 £0.01
R74 1 7.7 0.85+0.01
175 B2 1 4.5 0.85+£0.01
T76 B2 1 6.2 0.86 £ 0.01
C77(-C88] B2
AT8 1 8.9 0.85+0.01
K79 1+ Ry 7.7 0.82 £0.01 0.5%x0.2
Q80 3+ Ry 2.2 0.70£0.04 0.78+0.02 0.90+0.04 0.5+£0.3 1.80 £ 0.96
D81 3+ Ry 8.8 0.38+£0.11 0.78+0.02 0.49x0.13 1.7£0.4 570+£2.11
S82 a4
C83[-C59] a4 1+R, 29 0.80£0.02 0.8+0.2
R84 a4 1 7.7 0.86 £ 0.01
S85 a4 1 4.1 0.88 £0.01
Q86 a4 1+ R 3.5 0.89 £0.01 0.5+£0.1
L87 a4 1 6.5 0.90 £0.01
C88[-C77] a4 1 49  0.92+0.01
E89 a4
C90[-C50] a4 1 5.2 0.90 £0.01
D9l a4 1 6.2 0.90 £0.01
K92 a4 1 8.1 0.89 £ 0.01
A93 a4 1 6.3 0.93+£0.01
A94 a4 1+ Ry 2.6 0.88 £ 0.01 0.5+0.2
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Amino-  Sek.- Modell  X* g Frast S Rex [HZ] Tioka [NS]
saure Struk. Residue
A95 nd 1 7.8 0.90+0.01
T96 a4 1+ R 3.6 0.88 £ 0.01 0.6 +0.2
C97[-C43] a4 1 6.1 0.89 £0.01
Fo8 a4 1 4.1 0.91 £0.01
A99 a4 1 3.2 0.90 £0.01
R100 a4 1+ Ry 4.4 0.88 £ 0.01 0.5+0.2
N101 a4 1 2.5 0.85+0.01
K 102 310 1 45  0.88+0.01
T103 310 1 23  0.89+0.01
T104 310 1 5.8  0.85+0.01
Y 105 1 10.7 0.84 £0.01
N106 1+ Ry 7.9 0.91£0.01 2.2+0.2
K107 3+ Ry 1.3 0.60+0.11 0.82+0.02 0.73+x0.11 1.7+0.4 4.89 £ 3.01
K108 3+ Ry 2.1 0.57+£0.22 0.85+0.02 0.66+0.25 1.9+£04 8.15+7.73
Y 109 310 1+ Ry 1.0 0.85+£0.01 09+0.1
Q110 310 1+ Ry 2.9 0.87 £0.01 5.0+£0.3
Y111 350
Y112 1+ Ry 2.5 0.77 £0.01 16. £0.3
S113
N114 1+ Ry 3.2 0.88 £0.01 17.£0.4
K115 3+ Ry 3.6 0.60+£0.10 0.89+0.02 0.68 +0.09 1.2+£04 4.36 £ 2.05
H116 3+ Ry 4.3 0.61£0.09 0.82x0.02 0.75+0.09 3.8£04 3.83+£1.89
C117[-C26] 1+ Ry 4.9 0.81£0.01 0.8+0.2
R118 3 3.6 0.51+£0.02 0.71+£0.01 0.72+0.02 1.46 £ 0.16
G119 3 0.7 0.65+0.03 0.74+0.01 0.88+0.02 1.26 £0.34
S120 3+ Ry 2.7 0.51+£0.04 0.69+£0.02 0.74+0.04 0.8+0.2 2.39+0.72
T121 3+ Ry 1.7 0.58+0.03 0.70x0.01 0.83+0.03 0.8+0.2 1.45x+0.34
P122
R123 3 0.4 0.62+£0.02 0.78+0.01 0.80x0.01 0.94+£0.12
C124[-C49] 3+ Ry 3.7 0.44+£0.03 0.66+0.01 0.67+0.04 1.2+£0.2 1.66 £0.24
Mittelwerte 4.7 0.8C 0.8C 0.8¢ 2.0 2.9
al, a3, a4 51 0.88 0.84 0.92 0.8 4.7
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D. Datenanhang VAT-N

D.1  NMR-Spektralbereiche und Mel3fenste fur VAT-N (321 K)

Spingruppe  Spektralbereich Melfenster

Protonen [0-10] Sandardfenster mit Wasser in
Resonanz (fur FlipBack-Techniken)

Haliphaten [0- 10]

Hq [34-6.2]

H aromaten

HN proteinriickgrat [6.6 - 10.0]

HN,Asn,GIn

Hn Arg [7.2-9.0]

S ckstoff [106 - 132] Standardfenster fiir alle®N-HSQC
basierten Experimente

NProteianckgrat [103-3 - 134. 1]

Nasn,Gin

Narg [81.5- 87.0]

Kohlenstoff

Caliphaten [10- 73]

[47.85 - 86.8] Gefaltetes  Cpjipnae-Mel3fenster  fii

HCCH-TOCSY

Cq [43 - 68]

Cs [18 - 72] Melfenster far HNCACB,
CBCACONH

ChMethyl [5 - 45]

Caromaten [115 - 140]

CcO [171 - 181] Standardfenster fii*CO

D.2  Vezeichnisder an VAT-N durchgefiihrten NMR-Experimente

Zu den verwendeten Pulsprogrammen wird auf Anhang E verwiesen. Alle Aufnahme-
parameter sind in den Pulsprogrammen detailliert beschrieben. Fir die nachfolgend
angegebenerkritischen Aufnahmeparameter gelten die in Anhang B.2 aufgefuhrten

Konventionen. Die Mel3temperatur lag bei kalibrierten 321 K.
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Experiment Literatur Bemerkungen Spektrometer
N-HSQC [49] I5N:: [80 - 134], Arg-N® ungefaltet (A12 gefaltet), flip-back DM X600
1N-HSQC [77,241] optimiert gefaltetes °N-Standardfenster [106 - 132] DMX 750
N-HSQC Vergleich verschiedener Techniken: flip-back, sens. enh. DM X600
N-HSQC Inversion der NH,-Gruppen, flip-back DM X600
N-HSQC Temperaturreihe (flip back): 300, 310, 315, 320, 325, 327.5, 330K DMX600
BN-HSQC selektiv auf Arg-N°: [81 - 88] ppm, flip-back DMX750
BCc-HSQC [242] DMX750
BCc-HSQC BChliphaen gefaltet (fir HCCHCOSY und LCHTOCSY) DMX750
CT-"Cyom-HSQC selektiv auf*Caromaen, CONstant time Version (CT = 14 ms) DMX600
BC-ct-QQF-HSQCE  [224] BCyany-Fenster, CT = 14 ms DMX750
Experimente zur sequentiellen Zuordnung

HNCO (243,244 A(NCO) = 13.4 ms DMX600
HNCA [244-246]  A(NCa) = 14.0 ms DMX600
HNCACB [247] A(NCa) = 14.0 ms A(CaCR) = 3.0 ms DMX600
CBCA(CO)NH [248] A(NCO) = 13.4 msA(CaCO) = 3.7 msA(CaCB) = 3.2 ms DMX600
HN(CA)HA [150,249]  A(NCa) = 14.0 ms DMX600
HA(CACO)NH [250] A(NCO) = 11.0 msA(CaCO) = 3.0 ms DMX600
HBHANH [262] A(CaCB) =A(NCa) = 11.0 ms DMX600
HBHA(CO)NH [251] A(NCO) = 14.0 msA(CaCO) = 3.7 msA(CaCp) = 3.2 ms DMX600
HCACO [262] A(CaCO) = 3.5 ms = CT/2 DMX600
Experimente zur Seitenkettenzuordnung

HCCH-COSY [252] C,C,H-editiert A(C,C,) = 3.7 ms, gefalteteSChjipaer-Fenster DMX750
HCCHTOCSY [253] Tnix = 20.2ms (DIPSI-3, 3(is), gefaltete$*Cajipnaen-Fenster DMX750
BN-TOCSY-HSQC [254,255] 1. = 60ms (CLEAN-MLEV, 27.31s) DMX600
CBCA(CO)NH, [263] A(NCO) = 14 msA(CaCp) = 3.2 ms, mit NH-Filter DMX600
Experimente zur diastereotopen Unterscheidung

HNHB [256] A(NHB) = 2x19ms DMX600
H,NCO-E.cOSY  [15]] A(NCO) = 14 ms

Experimente zur Struktur bestimmung

HNHA [257,258]  A(NHa) = 2x14 ms, mit NH-Gruppenunterdriickung DMBO0
HCH-NOESY [259] Trix = 70ms, gefalteteSCajipnae-Fenster DMX750
ct-CCH-NOESY Tmix = 70msconstant time in F2 (VOrt,x), CT = 6.6ms DMX750
HNH-NOESY [254] Tmix = 80MS DMX600
NNH-NOESY [236] Tmix = 60MS DMX750
CNH-NOESY [214] Tmix = 80MS DMX750
NCH-NOESY [214] Tmix = 80Ms DMX750
F1{®*Ng}-NOESY 2D-H,H-NOESY mit Arg-N-Filter in F1,Tmy = 20ms, 40ms DMX750
2D-H,H-NOESY Tmix = 70ms und 90ms, WATERGATE-Wasserunterdriickung DOBIX
Experimente zur Dynamikmessung

NewMEXICO [154] Tmix = 50, 100, 200ms (mit Referenz-HSI back) DMX600
N{ *H}-NOE [261] DMX750

*) ohnesengitivity enhancement
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E. Pulsprogramme

Die verwendeten Pulsprogramme sind zum grof3ten Teil literaturbekannte Standard-
programme, die kommentiert und nach Bedarf optimiert wurdegte( flip back,
sengitivity enhancement, Unterdrickung vonradiation damping, optimierte Wasser-
unterdrickung, leistungsoptimierte Entkopplung, Wahl giinstigster Relaxationswege etc.).
Sie werden daher nicht einzeln aufgelistet, sondern stehen dem Arbeitskreis archiviert zur
Verfugung (Verzeichnis /akkn4/td/pp) und kénnen jederzeit angefordert werden. Nach-
folgend werden nur die zur Messung von Relaxationsraten und Diffusionskonstanten
benutzten Pulsprogramme sowie die in Kapitel 5 erwdhnten methodischen Neuent-
wicklungen aufgefihrt. Alle Pulsprogramme sind fur digitale AVANCE-Spektrometer
der Fa. BRUKER und die Steuerungs-Software XWINNMR 2.5 geeschrieben.

Die Kanalbelegung lautet standardmafig

F1 =1H und F2 =15N bei  H/N-Korrelationsexperimenten
und

F1 =1H, F2 ="Chjiphaten, F3 =°CO und F4 35N bei Tripelresonanz-Experimenten

Pulsprogramm zur Bestimmung der *°N-T, Relaxationszeiten

J#H# tdt1f2se.3e td 01.12.97
;interleaved pseudo-3D-15N T1-relaxation measurement
;Features:

;T1 relaxation experiment starting with 10Nz alternating at beginning of t1 mixing delay.
;Relaxation to +1Nz implies enhancement factor of 10

;using INEPT -transfers and double reverse INEPT for sensitivity enhancement

;using coherence selection with gradients and echo/antiecho detection in F2

;flip-back version using selective pulses on water (H20 (at O1) is selectively returned to +2)
;all gradients leave water in phase as water is aligned along +/-z

;F2 and F3 decoupled

;Lit:

;A.G. Palmer |11, J. Cavanagh, P.E. Wright & M. Rance, J. Magn.Reson. 93, 151-170 (1991)
;L.E. Kay, P. Keifer & T. Saarinen, J. Am. Chem. Soc. 114, 10663-5 (1992)

;J. Schleucher et a., Angew. Chem. 114(10), 1518 (1993)

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

## ThIS mterleaved sampling scheme creates a pseudo-3D spectrum
;## where F3(aq) and F2(td2) represent the known X,H-HSQC spectra
;## The dummy-dimension F1(td1,12) serves as an index for the chosen
s## T1 mixing times (T1,mix)

;## The chosen vclist must contain |2 loop entries (c) to produce

;### the desired T1,mix according to: T1,mix = d22*c

;## The 'expt’ command overestimates the experimental time
;## Calculate duration manually as: ca. NS* 2TD * (d1+300ms)
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;## BEFORE PROCESSING, THE STATUS PARAMETER FOR TD1 MUST BE SET TO TD1 MANUALLY!
;## Only xfb in the F2/F3 plane meaningful!

;## td1 isindex for T1 mixing times as defined by VCLIST

## MC2: echo-antiecho

;## No phase correction in F1
;## Add 90 degree to PhcO(F2)

HHHHHHRAHAHE Setting Parameters. #HHHHHHHHHHHHHIEHRH

;## VCLIST = contains td1 loop counter entries for T1 mixing times

) It is recommended to interleave long and short T1,mix pairwise
S in the vclist to ensure homogeneous sample heating

HHE*) SETTING THE T1-MIXING TIMESIN THE VCLIST1:

HH# Duration of one T1 loop = d22!

HH T1,mix =d22* ¢ (c = vclistl entry)

##*) td1 = number of vclist entries (i.e. T1 mixing times)

## SETTING NUMBER OF SCANS AND DUMMY SCANS:

;## The actunal number of scans performed isNOT = NS but

## L3 =NS/TD1i.e. NSdivided by number of experiments

### DS = 2*n*NS as with the usual echo-antiecho experiments

;## SFO1= water on-resonant

##IN0 = 1/(2* SW(X)) = DW(X) ;d0 is here used for F2(td2)!!!

##nd0 =2

## cpdprg2: garp

;## GRDPROG: 6sineea(ma) — ATTENTION: this gradprog uses only 8 different gradients!
;## use gradient ratios:

## cnst2l: cnst22 : cnst23 : cnst24 : cnst25 : cnst26 : cnst27 : cnst28

HH 5 b 35 35 69 7 69 -7 for 15N

HHHHHHHHHHHH AR A
## PULSES, DELAYS AND LOOPS:
HHHHHHHHHHHH R

H#H# pl ;90 high power pulse on F1 (pl1)

H## p3 ;90 high power pulse on F2 (pl2)

## pll=ca. 4-5ms ;90 selective pulse on H20 (sp1, g4 pulse), tune on H20
HH# pl2 ;180 shifted bandselective pulse on HN (sp2, g3, ca.>800us)
## pl6=ca. 1m ;gradient pulse length

## pcpd2 ;90 low power pulse on F2 (pl12) for cpd2

## dl = 1-5*T1(HN) ;the longer, the better (minimizes sample heating)
i ;NOTE: the interleaved aqcuisition mode allows
HHE ;for shorter d1 than in comparative experiments!
#HH#d4 =< 2.7m ;1/(43(NH))

"d14=d4" ;change to 1/(6J(NH)) for NH2 groups

## d16=200u ;recovery delay for gradients

## d21>=1.5m ;half the delay between HN decoupling in T1
#i#H# fixed parameters, do not change ####

"p2=pl*2" "p4=p3*2"

"d0=3u" ;incrementable t1-delay

"d11=50u" ;delay for phase and buffer incrementation
"d13=5u" ;delay for phase presetting

"d7=(p3-p1)/2" ;pulse center delay

"d8=(p4-p2)/2" ;pulse center delay

"d25=d13+pl16+d16+4u" ;compensated refocussing delay
"d15=d14-p16-d16-d0*2-p2" ;compensated refocussing delay
"d22=d21*4+pl2*2" ;calculated time for 1 loop in T1

"d23=d21-p16-d16"

"l0=(td2/2)" ;loop counter for ea detection
"I3=ns/td1" ;true number of scans per experiment
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n | 9: 1II
"nbl=td1"

;dummy scan flag
:number of buffers allocated

;#HH#E Caleulation of T1 mixing times: ###H

;T1,mix =d22 * ¢ (c = vclist entry)

ze
d22 pl12:f2
3msto
1lzd
6miu9
2d11*7
3d1
di11*2
4d11*5
5 50u UNBLKGRAD
(p3 ph0):f2
di3
GRADIENT (cnst21)
di6
(p1 phll)
d4 pl2:f2

(d8 p2 ph0) (p4 ph0):f2

d4

(p1 phl)

di3

p11l:spl:f1 phl2
di3

GRADIENT (cnst22)
di16 pl1:f1

(p3 ph2):f2

di4

(d8 p2 ph0) (p4 ph0):f2
di4

(p3 ph10):f2

d23

GRADIENT (cnst23)

di6

p12:sp2:f1 ph20

d21ip20
8d21ip20

p12:sp2:f1 ph20

d21

d21

p12:sp2:f1 ph20

d21ip20

loto 8timesc

d21ip20

p12:sp2:f1 ph20

d23

GRADIENT (cnst24)

di6

(p3 phb):f2

di4 pl1:f1

(p4 ph4):f2

do

(p2 ph0):f1

dis

GRADIENT (cnst25)

di6

do

(d7 p1 ph0) (p3 ph6):f2

;15N-spoil

JINEPT

;water flip back pulse
;Z-spoil

:coherence on X

;flip N coherenceto +/-z
;Startof T1
;Z-spoil

;band selective decoupling of amide H with MLEV expansion

;Z-poil

endof T1

;read pulseon N

;refocussing of chemical shift evolution
;refocussing 15N

;tl-evolution

;select 16N-SQC

;reverse INEPT of HzNy
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d14
(d8 p2 ph0) (p4 ph0):f2
d14

(d7 p1 phl) (p3 ph7):f2 ;reverse INEPT of HzNx (sensitivity enh.)
da

(d8 p2 ph0) (p4 ph0):f2
d4

d7z
(p1 ph2)
d25
(p2 phO)
d13
GRADIENT (cnst26) ;coherence selection H(-1)
d16 pl12:f2
goscnp ph31 cpd:f2 ;acquire without loop and phase pointer incrementation
d11 do:f2
d11 BLKGRAD
if "9 <ds+2" goto 1
3mst ;increment buffer for next experiment
3mivc
loto 2 timestdl ;loop for next experiment same scan
d1lipp4 ;increment phase program pointers
d11 ipp6
d1lipp7
d11ippl0
dllippll
dllippl2
d11ipp31
loto 3times|3 ;loop for next scan (13=ng/tdl)
dlwr #0if #0 zd ;write out buffers and move disk pointer by TD* nbl
dllip7*2 ;shift sign for sensitivity enhancement
loto4times2 ;loop once for anti-echo detection
d11ido
d1lip5*2
d11ip31*2
loto 5times|0
exit

ph0=0

phl=1

ph2=2
ph4={0}*8{1}*8
ph5=1

ph6=002 2
ph7=1133
ph10=13
phl1={0}*4 {2}*4
phl2={2}*4 {0}*4
ph20=0
ph31=0220200220020220
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Pulsprogramm zur Bestimmung der °N-T, Relaxationszeiten

#H# tdt2f2se.3e ## td 07.11.97
;interleaved pseudo-3D-15N T2-relaxation measurement
;Features:

;T2 mixing sequenz = CPMG

;using INEPT-transfers and double reverse INEPT for sensitivity enhancement

;using coherence selection with gradients and echo/antiecho detection in F2

;flip-back version using selective pulses on water (H20 (at O1) is selectively returned to +2)
;al gradients leave water in phase as water is aligned along +/-z

;F2 and F3 decoupled

;Lit:

;A.G. Palmer |11, J. Cavanagh, P.E. Wright & M. Rance, J. Magn.Reson. 93, 151-170 (1991)
;L.E. Kay, P. Keifer & T. Saarinen, J. Am. Chem. Soc. 114, 10663-5 (1992)

;N.A.Farrow, R.Muhandiram, A.U.Singer, S.M.Pascal, C.M.Kay

;G.Gish, S.E.Shoelson, T.Pawson, J.D.Forman-Kay and L.E.Kay

;Biochemistry 33(1994), 5984-6003

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

;## This interleaved sampling scheme creates a pseudo-3D spectrum
;## where F3(aq) and F2(td2) represent the known X,H-HSQC

;## The dummy-dimension F1(td1,l2) serves as an index for the chosen
;## T2 mixing times (T2,mix)

;## The chosen vclist must contain |2 loop entries (c) to

T produce the dESI red T2,mix accordmg to T2,mix = d22*

,# The expt command overestimates experi mental times
;## Calculate duration manually as: ca. NS* 2TD * (d1+100ms)

;## BEFORE PROCESSING,THE STATUS PARAMETER FOR TD1 MUST BE SET TO TD1 MANUALLY!
;## Only xfb in the F2/F3 plane meaningful!

;## td1 isindex for T2 mixing times as defined by VCLIST

;## MC2: echo-antiecho

## No phase correctionin Fl

## VCLI ST contains tdl Ioop counter entrlesfor T2 mixing times

;##*) 1t is recommended to interleave long and short T2,mix pairwise

##  inthe vclist to ensure homogeneous sample heating

##*) SETTING THE T2-MIXING TIMESIN THE VCLIST1:

;##  Duration of 1 CPMG loop = d22!

o T2,mix =d22 * ¢ (c = vclistl entry)

##*) td1 = number of vclist entries (i.e. T2 mixing times)

##*) SETTING NUMBER OF SCANS AND DUMMY SCANS:

##  The actunal number of scans performed isNOT = NS but

##  L3=NS/TD1li.e. NSdivided by number of experiments

# DS=2*n*NSaswith the usua echo-antiecho experiments

;### SFO1= water on-resonant

##In0 = 1/(2* SW(X)) = DW(X) ;dO is here used for F2(td2)!!!

#ndo =2

;## cpdprg2: garp

;## GRDPROG: 4sineea(ma)

;## use gradient ratios:

T cnst2l: cnst22 @ cnst23: cnst24 @ cnst25 @ cnst26 @ cnst27 @ cnst28
T 20 20 69 7 20 20 69 -7 for 15N
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;## PULSES, DELAY S AND LOOPS:

## pll=ca 4-5ms
## pl6=ca. 1m
;## pcpd2
#H#dl>=2s
HH

HH

HHd4 =< 2.7m
"d14=d4"

;## d16=200u
;## d20=0.45m
HHE

HHE

;90 high power pulse on F1 (pl1)
;90 high power pulse on F2 (pl2)

;90 selective pulse on F1 (spl, g4 pulse), tune on H20

;gradient pulse length

;90 low power pulse on F2 (pl12) for cpd2

;the longer, the better (minimizes sample heating)
;NOTE: the interleaved agcuisition mode allows
;for shorter d1 than in comparative experiments!
;1/(4J(NH))

;change to 1/(6J(NH)) for NH2 groups

;recovery delay for gradients

;CPMG delay (180(N) - 2*d20- 180(N))

;NOTE: long d20 minimize sample heating but are
;detrimental due to longer antiphase evolution!

;##HHE fixed parameters, do not change ###H

"p2=pl1*2"
"do=3u"
"d11=50u"
"d12=10u"
"d13=50"
"d5=d14+p3*0.64"
"d6=d14+d0+pl"
"d7=(p3-p1)/2"
"d8=(p4-p2)/2"
"(21=d20-p1"

"pA=p3*2’

;delay for phase and buffer incrementation
;delay for power switching
;delay for phase presetting

;pulse center delay
;pulse center delay
;corrected CPMG delay

"d24=d14-p16-d16-d0-p1-p3*0.64"

"d25=d13+p16+d16"
"10=(td2/2)"
"|3=ng/td1"

" I 9:1"

"nbl=td1"

;tc = refocussing delay

;loop counter for ea detection

;true number of scans per experiment
;dummy scan flag

;number of buffers allocated

#H#H Calculation of T2 mixing times; ####

"d22=d20* 32+p4* 16"
T2,mix=d22* ¢

ze
d22 pl12:f2
3m st0
1zd
6miu9
2d11*7
3d1
d11*2
4d11*5
550u UNBLKGRAD
d12 pl2:f2
(p3 ph0):f2
d13
GRADIENT (cnst21)
d16
(p1phll)
d4 pl2:f2
(d8 p2 ph0) (p4 ph0):f2
da
(p1phl)
di3
p1l:spl:f1 phl2

;duration of 1 CPMG pass
;(c = vclist entry)

;15N-spoil

;JINEPT

;water flip back pulse
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di3

GRADIENT(cnst22) ;Z-spoil

d16 pl1:f1

(p3 phb):f2 ;coherence on X
di4

(d8 p2 ph0) (p4 ph0):f2

ds

10d20 ;start of CPM G sequence
(p4 ph0):f2 ;NOTE:
d20 ;the CPM G phase must be parallel
loto10times 3 ;to the incoming X -coherence!!!
d20
(p4 ph0):f2
d21
(p2 ph0):f1 ;H-decoupling
d21
(p4 ph0):f2
d20
11d20
(p4 ph0):f2
d20
loto 11 times 6
d20
(p4 ph0):f2
d21
(p2 ph2):f1 ;H-decoupling
d21
(p4 ph0):f2
d20
12d20
(p4 ph0):f2
d20
loto 12 times 2
d20
(p4 ph0):f2
d20
loto 10 timesc ;end of CPM G sequence
dé ;compensated refocussing delay
(p4 phd):f2 ;refocussing 15N
do ;t1-evolution
(p2 ph0):f1
do
d24
GRADIENT (cnst23) ;coherence selection 15N(+/-1)
di6
(d7 p1 phO) (p3 ph6):f2 ;reverse INEPT of HzNy
di4

(d8 p2 ph0) (p4 ph0):f2
di4

(d7 p1 phl) (p3 ph7):f2 ;reverse INEPT of HzNXx (sensitivity enh.)
d4

(d8 p2 ph0) (p4 ph0):f2

d4

d7

(p1 ph2)

d25

(p2 phO)

di3

GRADIENT (cnst24) ;coherence selection H(-1)

di6 pl12:f2

goscnp ph31 cpd:f2 ;acquire without loop and phase pointer incrementation
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d11 do:f2
d11 BLKGRAD
if "9 <ds+2" goto 1
3mst ;increment buffer for next experiment
3mivc
loto 2 timestdl ;loop for next experiment same scan
dllipp4 ;increment phase program pointers
d11ipp5
d1lipp6
d1lipp7
d1lippll
d1lippl2
d11ipp31
loto 3timesI3 ;loop for next scan (13=ns/td1)
dlwr #0if #0 zd ;write out buffers and move disk pointer by TD* nbl
dllip7*2 ;shift sign for sensitivity enhancement
loto4times2 ;loop once for anti-echo detection
d11ido
d1lip5*2
d11ip31*2
loto 5times|0
exit

ph0=0

phl=1

ph2=2

ph4=0123

ph5=0022

ph6=00002222
ph7=11113333
phl11=0000000022222222
phl2=2222222200000000
ph31=0220200220020220

Pulsprogramm zur Bestimmung des °N{*H}-NOE

;## tdnhnoese.3e ## td 06.11.97

;interleaved pseudo-3D-15N N(H) Steady-State NOE Experiment measurement
;interleaving scheme:

;1. NOE(first scan, first t2-point)-echo

; no-NOE(first scan, first t2-point)-echo

; NOE(second scan, first t2-point)-echo

; no-NOE(second scan, first t2-point)-echo

; etc. until accumulation of desired number of scans
;2. the same for anti-echo

:3. increment t2 time, recommence at 1.
:FEATURES:

;using INEPT -transfers, sensitivity enhanced, using coherence selection via gradients (echo-antiecho in F2)
;Flip-back version (H20 (at O1) is selectively returned to +2)

;F2 and F3 decoupled

;using reduced presaturation power and offset jump to HN region in order to reduce sample heating

;Lit:

;A.G. Palmer I11, J. Cavanagh, P.E. Wright & M. Rance, J. Magn.

; Reson. 93, 151-170 (1991)

;L.E. Kay, P. Keifer & T. Saarinen, J. Am. Chem. Soc. 114,

; 10663-5 (1992)

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
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;## This interleaved sampling scheme creates a pseudo-3D spectrum
;## where F3(aqg) and F2(td2) represent the known X,H-HSQC

;## The dummy-dimension F1(td1,12) serves as an index for the

;## NOE or no-NOE spectra respectively.

;## Several pairs of NOE/no-NOE spectra can be acquired

;### according to the chosen value for TD1 (even numbers!!!)

;## The efficient NOE build-up delay is d9, calculated from d30

;## The actual number of scans per experiment is not = NS, but L3=NS/TD1!
;## Thus,in the status window of the acquisition window,the scan counter

;## will only count upto I3=NS/TD1!

;## For same intensities, NS must be increased proportionally to TD1

## For example NS 16*TD1 WI|| accumulate 16 scans per experl mentI

## BEFORE PROCESSI NG THE STATUS PARAM ETER FOR TD1 MUST BE SET TO TD1 MANUALLY'
;## Only xfb in the F2/F3 plane meaningful!

#td1 isindex for NOE / no-NOE

;#t MC2: echo-antiecho

;## PhO(F1) = -90 degree

;## The ’expt’ command overestimates the experimental time
HH Calculate duratlon manually as: NS* 2TD * (d1+d30+AQ)

FQlLIST contains 3 entries; BF(lH) Ol(H N) Ol (H20)
;SFO1= water on-resonant

;DS =2*n*NS

;td1/2 = number of pairs of NOE/no-NOE experiments
;in0=1/(2* SW(X)) =DW(X) ;dOishere used for F2(td2)!!!
;nd0=2

;cpdprg2: garp

;GRDPROG: 2sineea(ma)

;use gradient ratios:

;enst21 @ cnst22 @ cnst23 : cnst24:

; 69 7 69 -7 for 15N

;pl ;90 H high power pulse on F1 (pl1)

p3 ;90 X high power pulse on F2 (pl2)

;p10= ca.100u ;180 H low power pulse on F1 (pl11) for presaturation
;pl6=ca. 1m ;gradient pulse length

;pcpd2 ;90 low power pulse on F2 (pl12) for cpd2
;dl=ca 2*T1(HN) ;relaxation delay

;d4=<2.7m U(4I(NH))

"d14=d4" ;change to 1/(6J(NH)) for NH2 groups
;d16=200u ;gradient recovery delay

;d29 = ca. 5m ;delay between hard pulses in presaturation loop
;d30=ca. 3s ;presaturation time for NOE build-up

:the exact value will be d9!!!

;#HH fixed parameters, do not change ##H#H

"p2=p1*2"

"p4=p3*2"

"do=3u"

"d11=50u" ;delay for phase and buffer incrementation
"d12=3u" ;delay for power level switching
"d13=3u" ;delay for phase presetting

"d6=(p4-p2)/2" ;180 pulse center delay

"d7=(p3-p1)/2" ;90 pulse center delay

"d24=d14+p1+d0" ;compensated d14
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"025=d13+p16+d16"

"015=d14-p16-d11-d0-p1"

"10=(td2/2)"

"|1=d30/(d29+p10*0.67)+0.5"

"I3=ng/td1"
"Ig=1"
"19=1"
"nbl=td1"

;compensated refocussing delay
;compensated refocussing delay

;loop counter for presaturation
;reduced scan counter
;dummy scan flag

;flag for NOE/noNOE
:number of buffers allocated

##HH Efficient NOE build/up time ###

"d9=11* (d29+p10* 0.67)"

ze
d11sto
d12 pl12:f2

1lzd
d15iu8

2d11*6

3d1
di1

4d11*3

5d12 pl11:f1
5m fgl:f1
if "19==2"goto 7
d13

6 d29
p10*0.67 phO
loto6timesil
d12 pl2:f2 iu9
goto 8

7d9ru9
d12 pl2:f2

8d13
(p3 ph5):f2
d24 fg1:f1
(p4 phd):f2
do pl1:f1
(p2 ph8):f1
do
d11 UNBLKGRAD
GRADIENT (cnst21)
di5
(d7 p1 ph0) (p3 ph6):f2
di4

(d6 p2 ph0) (p4 ph0):f2
di4

(d7 pl phl) (p3 ph7):f2
da

(d6 p2 ph0) (p4 ph0):f2
d4

d7

(p1 ph2)

d25

(P2 phO)

d13

GRADIENT (cnst22)
d16 pl12:f2

goscnp ph31 cpd:f2
d11 do:f2

d11 BLKGRAD

if "I8<ds+2" goto 1

;increment dummy scan flag

;set SFOL to center of HN protons
;if label 19=2 then no-NOE else NOE

;proton presaturation loop

;no-NOE part and reset NOE flag
;begin of pulse sequence - excitation pulse on N
;refocussing of chemical shift evolution, jump to H20

:t1 chemical shift evolution

-sdlect 15N-SQC

;INEPT transfer of x-component

;INEPT transfer of y-component

;read pulse

;select 1H-SQC

;acquire without loop and phase pointer incrementation

;conditional loop for DS dummy scans
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dil st ;increment buffer for next experiment

loto 2 timestdl ;loop for next experiment same scan

d1lipp3l ;increment phase program pointers

dllipp4

d11ipp5

d11 ipp6

d1lipp7

d11ipp8

loto 3timesI3 ;loop for next scan (13=ns/td1)

dlwr #0if #0 zd ;write out buffers and move disk pointer by TD*nbl

d1lip6*2 ;shift sign for sensitivity enhancement

loto4times?2 ;loop once for anti-echo detection

d11ido

d11ip5*2

d11ip31*2

loto 5times|0 ;loop for (td2/2) complex time pointsin F2
exit

phO=0

phl=1

ph2=2

ph4=0123

ph5=1133

ph6=00002222
ph7=11113333
ph8=0000000022222222
ph31=02202002

Pulsprogramm zur Bestimmung von Diffusionskonstanten

;tddiff.2D td 20/08/99
;pseudo-2D diffusion experiment with first order compensation of convection flux
;optional WATERGATE suppression scheme

;Lit:

;A Jerchow, N.Mueller in IMR 125 (1997), 372-375

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

AR |mportant Notes #HHHHHHH

;## Set cnstl:

;## cnstl = 0: no WATERGATE

##enstl = 1: WATERGATE

;#H# Start the experiment always only using 'dosy’ command!

;## NEVER use 'multizg’ when changing the gradient ramp!

;## ALWAY S run diffusion experiments on the protein AND the water
;### i.e. once with cnstl = 0, once with cnstl = 1

;### in order to verify your results: D(H20) is tabulated!

;grdprog = tddiff2Dwg (square gradients)

; or = tddiff2Dswg (sine gradients)

;only z-spoil gradients matter, e.g.:

;enst22 = 15, cnst23 = 16 cnst24 = 13 proposed
;enst21, the diffusion editing gradient, is set by dosy!
;## Note:

; On changing from sguare to sine gradients,

; usings the SAME gradient ramp (written with dosy)
; multiply d8 by 2/PI to get equal I(gradient) curve
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F**% pnarametersto be set *****

;PO 90degree proton pulse (pl18) for fine tuning of WATERGATE
;pl 90degree proton pulse (pl1)

;p16 800us, gradient pulse length for z-spoils

;pl7 ca.2ms, gradient length for diffusion gradients

;p28 ;90degree proton pulse (pl 18) for WATERGATE

;dl relaxation delay

;d8 =BD,ca.80-150ms (gradient ramp 2-80) for protein
; ca. 20ms (gradient ramp 2-40) for water

;d17 ca.2*pl7, recovery delay for diffusion gradients

;d16 100us, recovery delay for purge gradients

;d19 > dw, WATERGATE suppression delay

;¥*** calculated parameters ****

define delay LD "p2=p1*2" "d13=d3*0.5-p16-d16"
define delay BD "d3=d8-p17*10/3-d17*3" "120=ds"

;## Evaluation in XWINNMR TL/T2 mode:

;## Setup with 'edtl’:

"LD=p17*2"

"BD=d8"

;function type = vargrad: | (grad)=10*exp[-1e-5* D* (BD-LD/3)* (2PI*g*LD*grad)"2]
;g = gamma(1H) = 4258* gscal* gshape (in G/cm)

;where

;gshape = 1 for square grads and 2/PI for sine grads

;gscal = calibrated gradient strength factor (0.67 for TXI on PAT)

1lze
LD
BD
2d1 BLKGRAD
3 50u UNBLKGRAD
pl phl ;start of first PFGE
GRADIENT17(cnst21)
di7
p2 ph2
GRADIENT17(-cnst21)
d17
pl ph3 ;end of first PFGE
d13 ;start of first diffusion mixing
GRADIENT (cnst22)
di6
pl ph4 ;start of rephasing PFGE
GRADIENT17(cnst21)
d17
GRADIENT17(cnst21)
di7
p2 ph5
GRADIENT17(cnst-21)
d17
GRADIENT17(cnst-21)
d17
pl ph6 ;end of rephasing PFGE
d13 ;start of second diffusion mixing
GRADIENT (cnst23)
di6
pl ph7 ;start of second PFGE
GRADIENT17(cnst21)
d17
p2 ph8
GRADIENT17(-cnst21)
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di7
4u
GRADIENT (cnst24) ;end of second PFGE
di6
if "cnstl == 0" goto 20
3u pl18:f1 'WATERGATE
p28*0.231 ph13
d19*2
p28*0.692 ph13
d19*2
p28*1.462 phl3
d19*2
p28*1.462 phl4
d19*2
p28*0.692 ph14
d19*2
p0*0.231 ph14
3upllfl
goto 21
20 (p2 ph15):f1 ;n0 WATERGATE
21 GRADIENT (cnst24)
di6
go=2 ph31
d1 BLKGRAD wr #0 if #0 zd
loto 3timestdl
exit

ph0=0

phl=00112233

ph2=12233001

ph3=0

ph4=2233

ph5=3300330000110011

ph6=2

ph7=0

ph8={0}*16 {2} *16

phl3={0}*16{1}*16 {2} *16 {3} *16

phl4={2}*16 {3}*16 {0} *16 {1}*16

ph15={0}*16 {1}*16

ph31=0202202020200202
2020020202022020

Diagonalfreies 3D N,(CH)-NOESY

;tdNCHnoesy 21.04.99td

;3D 15N-HSQC-NOESY -13C-HSQC with detection on N,C and H(C)
;gradients designed to ensure water flip-back

#include <Avance.incl>

#include <Grad.incl>

i IMPORTANT NOTES ##H#HH

:nd0 =2 for 13C

:nd10 =2 for 15N

NS 4*n

;DS 2* NS* mi!!

;MC2: echo-antiecho (in F1), STATES (in F2)

;grdprog = tdCCHnoesy

;gradient ratios:
;C21:¢22:¢23:¢c24:¢25:¢26:¢c27:¢c28:¢29:¢c30:¢c31
;60 :-60: 80:-66: 45:-87: 24: 22: 55:-22:-55
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;selection rules:

;@) coherence selection: (c25-¢26) = +/- 4*(c28-c29)

;b) water flip-back: c21=-c22

; C27 = c25+c26-c24

; €23 = variable z-spail

## PULSES, DELAY S AND LOOPS:

pl ;90 high power pulse on 1H (F1, pl1)
;p3 ;90 high power pulse on 13C (F2, pl2)
;p6 ;selective 180hermite on CO (F3, p3)
p7 ;90 high power pulse on 15N (F4, pl4)
;p16 = ca. 800us ;gradient pulse length

;pcpd2 ca. 80us ;90 low power pulse on F2 (13C, pl12) for cpd2
;d1 = 1-5*T1(HN) ;the longer, the better

;d5 ;CT delay

;d8 ;NOE mixing time ca. 50-80m

;d3 ;<= 1/4JCH (ca. 1.2 ms)

;d4 ;<= 1/4INH (ca. 2.0 ms)

;d16>100u ;recovery delay for gradients

HHHHE Fixed Parameters, do not change #HHHHHHE

"p2=p1*2" "d21=d10" "cend2=p4+3u-pl"
"pd=p3*2" "d23=d3-p16" "cen62=(p6-p2)/2"
"p8=p7*2" "cen64=(p6-p4)/2"
"do=5u" define delay cend2 "cen68=(p6-p8)/2"
"d10=5u" define delay cen62 "cen82=(p8-p2)/2"
"d11=10m" define delay cen64

"d18=d8-p16-d16" define delay cen68 "13=(td1/2)"
"d20=d0* 2" define delay cen82 "14=(td2/2)"

lze
2 d1 do:f2
3d11*4
4d11*3
5d11*2
6 d11 UNBLKGRAD
(pl ph0):f1 ;start of HN-HSQC
d4 pl4:f4
(cen82 p2 phl):f1 (p8 ph5):f4
d4 pl2:f2
(pl ph7):fl
GRADIENT (cnst21) ;2-spoil and radiation damping
di6
(p7 phb):f4
d1o
(cen62 p2 ph6):f1 (cen64 p4 ph0):f2 (p6:5p3 ph0):f3
d1o
(p8 ph8):f4
d21
(cen62 p2 phl):f1 (cen64 p4 ph0):f2 (p6:sp3 ph0):f3
d21
(p7 ph0):f4
GRADIENT (cnst22) ;2-spoil and water rephasing
di6
(pl phl):f1
da
(cen82 p2 phl):f1 (p8 ph0):f4
da
(pl ph2):f1 ;start of NOE mixing
di8
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GRADIENT (cnst23)
di6

(p1 pho):f1

d3

;Z-spoil
; end of NOE mixing
;start of C,H-HSQC

(cend2 p2 phl):f1 (p3 ph3 3u p4 ph13 3u p3 ph3):f2

d3

(pl phl7):f1
GRADIENT (cnst24)
di6

(p3 ph3):f2

do pI3:f3

;2-spoil and radiation damping

(cen62 p2 ph16):f1 (p6:5p3 ph0):f3 (cen68 p8 ph0):f4

do
GRADIENT(cnst25)
d16 pl2:f2

(p4 ph0):f2
GRADIENT (cnst26)
d16 pl3:f3

(cen62 p2 phl):f1 (p6:sp3 ph0):f3 (cen68 p8 ph0):f4

d20 pl2:f2

(p3 ph0):f2
GRADIENT(cnst27)
di6

(p1 phO)
GRADIENT(cnst28)
d23

;:coherence selection

;:coherence selection

;2-spoil and water rephasing

;:coherence selection

(cend2 p2 phO) (p3 ph0 3u p4 phl 3u p3 ph0):f2

GRADIENT (cnst29)
d23 pl12:f2
4u BLKGRAD
go=2 ph31 cpd2:f2
d1 do:f2 wr #0 if #0 zd
loto 3times 2
di1ido
d11ip3*2
d11ip13*2
d11ip31*2
loto4timesI3
d11 rdo
d1lip5
loto5times2
di1id10
d11ip31*2
loto 6timesl|4

exit

phO=0

phl=1

ph2=2

ph3=0022

ph13=1133

ph5=02

ph6 = {1}*16 {3} *16

ph7 ={1}*16 {3}*16

ph8={0}*4{1}*4{2}*4 {3}*4

phl6={1}*8{3}*8

phl7={1}*8{3}*8

ph31=0220200220020220
2002022002202002

:coherence selection

;axial peak suppressionin F1

;incrementable STATES/phase for t2
;suppresses MQC in F2

;water suppression

;phase purge in F2

;suppressesMQC in F1

;water suppression

;Bloch-Siegert-compensation
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Diagonalfreies 3D C,(NH)-NOESY (wahlweise constant timein F2)

;tdCNHnoesy ;td 10/03/99

;3D C,N,H-NOESY-HSQC

;C,H-HSQC with 15N and 13CO decoupling

;N,H-HSQC with 13CA and 13CO decoupling

;coherence selection via gradients (echo-antiecho), sensitivity enhanced
;optionally constant time (CT) for 13C(F2)

;water flip-back using selective pulse

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

JHHHEHE | mportant notes #HH#H

;###H This program optionally runs as constant-time
;###H or as non-constant time version for 13C (F2)
;###Ht Choose options:

;###H 1) Constant Time version:

#HH set cnstl = 1 and d5 ca. 3.6ms (see below)
;##H 2) Non-CT version:

i set cnstl = 2 and d5=p6+5u (see below)

#HHE invert cnst22, i.e. cnst22 = -40

;##H#t  Ignore the warning of d10 becoming negative!
[ HHHE

;DS=2*NS*x

;water must be on-resonant!

;Reverse = TRUE in F1(15N)

;grdprog = 7sineeama

;use gradient ratio:
;enst21:cnst22:cnst23:cnst24:cnst25:cnst26:cnst27:cnst28
; -20 +/-40 80 40 60 -40 -10.1 10.1

HHHH# Parameters to set up ##H#HE

;pl ;90 degree hard pulse on 1H (f1) at pl1

;p3 ;90 degree hard pulse on C (f2) at pl2

p7 ;90 degree hard pulse on N (f4) at pl4

;p6:5p3 ;180deg selective CO pulse on F3 (>220us SEDUCE-1 at sp3)
;p8 ;180deg 15N pulse on F4 (pl4)

;pll:spll ca. 3ms ;selective 90deg flip-back pulse on water (G4)
;pl6=1ms ;gradient pulse length

;pcpd2 ;90 degree soft pulse on X (f2) at pl12

;d1>1s ;relaxation delay

;d4 ;ca. 0.7/4JHN, ca. 1.9- 2.3 ms

;d14 ;ca. 0.7/4JHN to 0.7/6JHN, ca. 1.9- 2.1 ms

;Set d5 according to CT or non-CT version (see NOTES):

d5 = p6+5u for cnstl = 2 i.e. non-constant time version
; d5 ca 1/(8JCC)= ca. 3.6msfor cnstl = 1i.e. constant time version
;for CT version: FIDRES=1/(2*d5-2*p6)
; intensity scaling = cos(PI* JCC* 2* d5)* exp(-2*d5/T2)
; i.e. for d5=1/(8JCC): FIDRES = 76Hz/pnt, scaling ca. 50%
;d3 ;ca 0.7/4JHC, ca. 1.3-1.5ms

;d8 ;NOE mixing time

;d16=200u ;gradient recovery delay

#HHHHE Cal culated Parameters, do not change #####H

"p2=p1*2" define delay cen68 " cen68=(p6-p8)/2"
"pd=p3*2" define delay cen71 "cen71=(p7-p1)/2"
"p8=p7*2" define delay cen82 "cen82=(p8-p2)/2"

define delay cen4?2
define delay cen62
define delay cen64

"cend2=p4+3u-pl"
" cen62=(p6-p2)/2"
" cenb4=(p6-p4)/2"

define delay CT
"CT=d5*2-p6+p4"
"d10=d5-p6"
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"d21=CT-d10-p6" "d17=d16+p6+d0* 2" "d26=p16+d16"
"d0o=5u" "d18=d8-p16-d16" "13=(td1/2)"
"d11=10m" "d20=d10" "14=(td2/2)"

1lze
d20
2 d1 do:f4 BLKGRAD
di1
3d11*3
4d11*2
5d11*2
6 50u UNBLKGRAD
dil pl1:f1
(p1 ph0):f1 ;start of 1.HSQC
d3 pl2:f2
(cend2 p2 ph0):f1 (p3 phO 3u p4 phl 3u p3 ph0):f2
d3 pl4:f4
(pl phll):f1
GRADIENT (cnst21) ;2-spoil and phase purgein F1
di6
if "cnstl ==2" goto 7 ;jump conditionally to non-CT version
(p3 ph5):f2
3u pl2:f2
(p6:5p3 ph0):f3 ;Bloch-Siegert compensation
(CT) (d10 p4 ph6):f2 (d10 d21 p6:sp3):f3 (d10 d21 cen62 p2 ph12):f1 (d10 d21 cen68 p8 ph0):f4
3u pl2:f2
(p3 ph0):f2
goto 8
s#H#HFor non-CT:
7 (p3 ph5):f2
d10 pl3:f3
(cen62 p2 ph12):f1 (p6:5p3 ph0):f3 (cen68 p8 ph0):f4
d10 pl2:f2
(p4 ph6):f2
d20 pl3:f3
(cen62 p2 ph0):f1 (p6:sp3 ph0):f3 (cen68 p8 ph0):f4
d20 pl2:f2
(p3 ph0):f2
[ HHHHH
8 GRADIENT (cnst22) ;Z-5poil
di6
(p1 ph0):f1
d3
(cend2 p2 ph0):f1 (p3 phO 3u p4 phl 3u p3 ph0):f2
d3
(p1 phl):f1 ;start of NOE mixing
dis
GRADIENT (cnst23)
di6
(p1 ph0):f1 ;start of 2ZHSQC
d4
(cen82 p2 ph0):f1 (p8 ph0):f4
d4
(pl ph7):f1 ;H20 in +y
3u
(p11:spl1 ph0):f1 ;water flip-back
GRADIENT (cnst24) ;2-poil
di6 pl1:f1
(p7 ph3):f4 ;Start of t2
do
(cen62 p2 ph0):f1 (cen64 p4 ph0):f2 (p6:sp3 ph0):f3 ;H20in-z



Anhang E  Pulsprogramme

249

do
GRADIENT (cnst25)
di6
(p8 ph4):f4
GRADIENT (cnst26)
d17
(cen71 p1 ph0):f1 (p7 ph10):f4
di4
(cen82 p2 ph0):f1 (p8 ph0):f4
di4
(cen71 pl phl):f1 (p7 ph9):f4
da
(cen82 p2 ph0):f1 (p8 ph0):f4
da
(cen71 p1 ph2):f1
d26
(p2 ph0):f1
GRADIENT (cnst27)
d16 pl14:f4
go=2 ph31 cpds4:f4
d1 BLKGRAD do:f4 wr #0 if #0 zd
d11lip9*2
loto 3times2
d11ido
d1lip3*2
d11ip31*2
loto4times|3
d11rdo
di1lip5
loto5times2
5u
if "cnstl == 2" goto 10
d11 dd10
goto 11
10 d11id10
11 d11ip31*2
loto 6timesl4
exit

ph0=0
phl=1
ph2=2

:e/ladetectionin F1

:States detection in F2

;jump conditionally to non-CT version

ph3=02 ;axial peak suppression in F1

ph4=0

ph5=0022 ;States phase in F2

ph6= {0} *4 {1} *4
ph7={1}*16 {3}*16

;phase and quad image purgein F2
;water suppression

ph9={1}*32{3}*32 ;sens.enh.
ph10={0}*32 {2} *32 ;sens.enh.

ph11={1}*8{3}*8

ph12={0}*8 {2} *8

ph31=0220200220020220
2002022002202002
2002022002202002
0220200220020220

;water suppression
;MQC suppression in F2
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QQF-HSQC (wahlweise als constant time Version)

;tdggfhsgc.ct td 09.11.98

;avance-version

;2D C,H-HSQC with variable multiquantum filter (through gradients)

;i.e. for selective excitation of methyl groups (quadrupel quantum filter, QQF)
;optionally constant time version

;gradient selected

;with decoupling during acquisition;

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

;***** NOTES *kkk

;maximum td1 = loop counter |0

;p1 should be optimized on fist serial FID, it is generally ca.5% less than determined on the water signal!
;MC2: echo-antiecho

;cpd2: decoupling according to sequence defined by cpdprg2

;gradprog: 4sineeama

;use gradient relations as follows:

;L cnst22=-cnst21
;2.echo: cnst23=cnst21*2* (n*gH+gX)/gH n=desired coherence level
;3.antiecho cnst26=cnst21*2* (n*gH-gX)/gH n=desired coherence level
;example for n=3, X=13C
;enst21 cnst22 cnst23 cnst24  cnst25 cnst26 cnst27  cnst28
; 20 10 -10 65 20 10 -10 55
j¥r*xx Parametersto be set ****
;pl ;90 degree hard pulse on 1H (f1) at pl1
p3 ;90 degree hard pulse on C (f2) at pl2
;pl6=1ms ;gradient pulse length
;pcpd2 ;90 degree soft pulse on X (f2) at pl12
;d1>1s ;recovery delay
;d3=22-27m ;Constant Time Delay <=1/J(CC)
;d4=2m ;/AJ(HC) optimize carefully!
;d16 ca. 200us ;eddy current recovery delay (for gradients)
;¥*** Calculated Parameters, do not change ******
"p2=p1*2" "p4=p3*2" "d11=30m"
;¥** for ct version *** ¥** for variabletl version ***  ;*** for both versions ***
"d5=d3-d4*4-d16* 2-pl6* 2-p4*2-p2*2.5"  ;"d0=3u" "d24=(p4-p2)/2"
"d15=d5/2-d4* 2+p1-p3" ;"d20=d0* 2+p2" "d17=d4-p16-5u"
"d0=d4*2-p16-d16-p1*2.5" "11=td1/2"
"10=(d5-d0-d15-p4)* 2/in0"
lze
2 d1 do:f2
3d11

di1

di1
4d11 pl2:f2

50u UNBLKGRAD

(p3 ph0):f2

GRADIENT (cnst21)

di6

(p1 phO):f1

d4 pl2:f2

(d24 p2 phl):f1 (p4 ph13):f2
d4 UNBLKGRAD
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(p1 ph6):f1

GRADIENT (cnst22)

di6

(p3 ph3):f2
*** for ct version ***

(d5) (dO p2 ph0):f1 (d0 d15 p4 ph8):f2
*** for variable t1 version ***
; do
; (p2 ph0):f1
; do
; (p4 ph0):f2
; d20
;*** end of t1 time for both versions ***

(pl ph4):f1

GRADIENT (cnst23)

di7

(d24 p2 phl):f1 (p4 ph0):f2

GRADIENT (cnst24)

di7

(pl ph7):f1

GRADIENT (cnst25)

di6

(p2 ph0):f1

GRADIENT (cnst26)

di6

(pl ph7):f1

GRADIENT (cnst27)

di7

(d24 p2 phl):f1 (p4 ph0):f2

GRADIENT (cnst28)

di7

(p3 phb5):f2

d4

(d24 p2 ph0):f1 (p4 ph0):f2

GRADIENT (cnst29)

d17 pl12:f2

5u BLKGRAD

go=2 ph31 cpd2:f2

d1 do:f2 wr #0 if #0 zd

loto3times?2

d11ido

d1lip31*2

d11lip3*2

d11ipl3*2

loto4timesl|l
exit

ph0=0

phl=1

ph3=02

ph4={0}*4 {2}*4

ph5={0}*8{2}*8

ph6={1}*16 {3}*16

ph7={1}*4 {3}*4

ph8=00112233

ph13=0 2

ph31=0220200220020220
2002022002202002

;QQF begins

;QQF ends
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