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1 EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Die Familie der Lipidbindungsproteine

Es gibt eine Reihe von Proteinklassen, die Wechselwirkungen mit Lipiden ein-

gehen, so zum Beispiel Membranproteine, Apolipoproteine im Serum, phospholi-

pidbindende Proteine [1,2], Acetyl-CoA-bindende Proteine [3,4] oder die vor un-

gefähr 30 Jahren identi…zierten intrazellulären cytoplasmatischen Lipidbindungs-

proteine (LBPs), zu denen im Besonderen die Fettsäurebindungsproteine (FABPs)

[5] zählen. Letztere wurden oft bei der Analyse von Protein-Lipid-Wechselwirk-

ungen untersucht und gehören zu den am besten studierten Klassen von Poly-

peptiden. Bei diesen Studien wurden die biochemischen und biophysikalischen

Eigenschaften der verwandten FABPs mit Techniken wie Röntgenkristallogra-

phie, Mikrokalorimetrie, NMR-, ESR-, Fluoreszenz- und Infrarotspektroskopie

untersucht [6–19] und aufgeklärt.

Die nahe Verwandtschaft der FABPs untereinander wird vor allem in ih-

rer hochkonservierten Struktur deutlich, welche aus einem ¯-Faß („¯-Barrel“,

„¯-Clam“) besteht, sowie ihrer unimolekularen A¢nität zu Monocarbonsäureli-

ganden (mit Ausnahme des L-FABPs, welches bimolekulare A¢nität aufweist).

Ihren lipidbindenden Charakter zeigen die FABPs in mannigfaltigen Funktionen

in praktisch allen tierischen Geweben. So sind zum Beispiel cytosolische Fett-

säurebindungsproteine an der Regulation von Zellwachstum und -di¤erenzierung

beteiligt und die humanen M-, I-, H- und B-FABPs inhibieren die in vitro mRNA

Translation konzentrationsabhängig (A-, L- und E-FABPs zeigen diesen E¤ekt

nicht) [20].

Das in dieser Arbeit untersuchte Herz/Skelettmuskel–Fettsäurebindungspro-

tein (H eart skeletal muscle f atty acid-binding protein, H-FABP, Abbildung

1) wurde aus unterschiedlichen Geweben wie Herz- [22, 23] und Skelettmusku-

1



1 EINLEITUNG 1.1 Die Familie der Lipidbindungsproteine

Abbildung 1: Sekundärstruktur und Aminosäuresequenz der pI=5,1 Isoform von

Rinderherz-FABP [21].

latur [23, 24], Niere, Gehirn, Hoden, Ovarien, Bauchspeicheldrüse, Thymus und

Nebennierengewebe [24–28] isoliert. Im Gegensatz zu einigen LBPs, die nur in

einem oder einer kleinen Anzahl von Geweben exprimiert werden, …ndet man

H-FABP in den meisten Geweben (siehe Tabelle 1).

H-FABP ist darüberhinaus sowohl ein nukleäres als auch ein cytosolisches Pro-

tein [50]. Wie Untersuchungen zeigen, ist das ursprünglich als Wachstumsinhibi-

tionsprotein aus Säugetierzellen bezeichnete MDGI („mammary-derived growth

inhibitor“) eine Mischung aus H-FABP und A-FABP [47, 51]. Es wird in Milch-

drüsen von säugenden Rindern exprimiert [45, 46]. Es konnte gezeigt werden,

2



1 EINLEITUNG 1.1 Die Familie der Lipidbindungsproteine

FABP Gewebe Referenz

A-FABP Fettgewebe [29,30]

E-FABP Fettgewebe, Gehirn, Ganglien, Niere, Linse,

Leber, Milchdrüse, Haut, Zunge

[31–36]

I-FABP Darm

B-FABP Gehirn, Ganglien, Leber [37–39]

L-FABP Darm, Niere, Leber, Bauchspeicheldrüse,

Magen

[40–43]

H-FABP Herz, Niere, Skelettmuskel, Aorta, Lunge,

Milchdrüsen, Placenta, Gehirn, Hoden, Ma-

gen, Thymus, Ovarien

[22–24, 26–28,

44–49]

Tabelle 1: FABPs und ihr Vorkommen in verschiedenen Geweben (aus [6])

daß H-FABP bei Inkubation von Karzinom-Zellen eine Beendigung des Wachs-

tums, begleitet von einer Abnahme der Thymidinaufnahme [47] und der mR-

NA-Synthese bestimmter Transkriptionsfaktoren wie c-fos, c-myc und c-ras [52],

bewirkt.

Immunohistochemische Vergleichsstudien von fötalem, postnatalem und adul-

tem H-FABP aus Gehirn lassen eine wichtige Rolle dieser Proteine in den Ent-

wicklungsstadien des Organismus’ vermuten [48]. Die Expressionsraten in den

pre- und postnatalen Abschnitten von Rattenovarien korrelieren mit den Steroid-

hormonspiegeln [53]. Analysen der H-FABP Verteilung ergaben, daß nur Zellen,

die extensive ¯-Oxidation betreiben (z.B. Herzmuskel, rote Streckmuskulatur),

Steroidsynthese durchführen (z.B. Nebennierenrinde) und/oder an der Resorp-

tion beteiligt sind (z.B. Speicheldrüse), H-FABP exprimieren [54]. Man kann

H-FABP als kritische Komponente im Fettsäuretransport der Cardiomyocyten,

insbesondere beim Weg vom Sarkolemma in das Innere der Mitochondrien, iden-
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1 EINLEITUNG 1.2 Die Struktur des H-FABPs aus Rinderherz

ti…zieren. H-FABP kann Acylcarnitine binden und scheint Acylcarnitinbewegun-

gen vom Cytosol zur äußeren Mitochondrienmembran für die dort statt…ndende

¯-Oxidation zu modulieren [55,56].

Darüberhinaus besitzt H-FABP die Fähigkeit freie Radikale abzufangen, ins-

besondere O¡

2 –, Hydroxyl- und Hypochloritradikale [57]. Das kann insbesondere

im ischämischen Zustand von Bedeutung sein [58]. H-FABP behält 86% bezie-

hungsweise 73% seiner Fettsäurebindungskapazität nach einer Inkubation mit

O¡

2 – beziehungsweise Hydroxylradikalen [59].

In der medizinischen Diagnostik kann FABP als frühzeitiger Indikator eines

akuten Herzinfarktes dienen. Die Plasmakonzentrationen von FABP steigen in-

nerhalb von drei Stunden nach einem Infarkt deutlich an und sinken in der Regel

innerhalb von 12 Stunden wieder auf ihr Ausgangsniveau. Die Indikationswirkung

von FABP übertri¤t die des Myoglobins [60].

H-FABP wird im Rinderherz in zwei Isoformen gefunden, die sich nur in ei-

ner Aminosäure (Asp98/Asn98) und ihrem pI (4,9 bzw. 5,1) unterscheiden. Die

verschiedenen Isoformen von H-FABP werden durch verschiedene mRNAs ko-

diert [61]. Das menschliche H-FABP–Gen wurde auf dem Chromosom 1p32-1p33

lokalisiert [62]. Die hier verwendete rekombinante Form entspricht der pI=5,1 Iso-

form aus Rinderherz, besitzt jedoch am aminoterminalen Ende einen zusätzlichen

Methioninrest.

1.2. Die Struktur des H-FABPs aus Rinderherz

Das Grundmotiv, welches allen FABPs zu Grunde liegt, ist eine ¯-Faß-Struktur

(„¯-Barrel“, „¯-Clam“). Dieses besteht aus zehn antiparallelen ¯-Faltblattsträn-

gen (¯A–¯J) mit komplementären Wassersto¤brückenbindungen zu den benach-

barten Faltblattsträngen, um ein kontinuierliches ¯–Faltblatt zu formen (sie-

4



1 EINLEITUNG 1.2 Die Struktur des H-FABPs aus Rinderherz

Abbildung 2: NMR–Lösungsstruktur der pI= 5; 1 Isoform des Rinderherz–H–FABPs.

he Abbildungen 1 und 2). Das Wassersto¤brückennetzwerk wird zwischen den

¯–Faltblättern ¯D und ¯E unterbrochen, da der Abstand zwischen den Rück-

gratatomen zu groß ist. Durch verbrückende Wassermoleküle und die Seitenket-

ten wird ein geschlossenes System gebildet [16]. Bei der FABP-Faltung bilden

der erste und der zehnte Faltblattstrang (¯A und ¯J) Wassersto¤brückenbindun-

gen zueinander aus, um einen charakteristischen up/down ¯-Zylinder zu formen.

Der Zylinder ist geschlossen — an einem Ende durch hauptsächlich hydrophobe

Seitenketten und am anderen durch ein Helix–Turn–Helix–Motiv, das die Falt-

blattstränge ¯A und ¯B verbindet — und stellt eine wassergefüllte Kavität (Bin-

dungstasche) dar.

Die Helices werden als ®I und ®II bezeichnet. Diese werden meist auf dem

¯–Faß liegend dargestellt. Die innere Ober‡äche der Kavität ist sowohl durch

5



1 EINLEITUNG 1.2 Die Struktur des H-FABPs aus Rinderherz

polare als auch durch apolare Aminosäuren begrenzt, wobei die apolaren Seiten-

ketten tiefer in die Bindungstasche hineinragen. Das Volumen der Bindungstasche

reicht je nach FABP–Typ von 300 bis 700 Å3. Obwohl diese Kavität relativ groß

ist, nimmt sie nur circa 5% des Gesamtvolumens des Proteins ein [16].

Die Fettsäure wird als Ligand innerhalb der Bindungstasche gebunden und

nimmt dabei zwischen der Hälfte und einem Drittel des Gesamtvolumens ein. Bis

auf den Lebertyp binden alle FABPs nur einen Liganden — L-FABP nimmt eine

Sonderstellung ein und kann zwei Fettsäuren binden [63]. Bei den meisten FAB-

Ps liegt die Carboxygruppe der Fettsäure innerhalb des ¯-Fasses und wird durch

elektrostatische Wechselwirkungen mit Arginin- und Tyrosinresten …xiert. Beim

L-FABP ist eine Fettsäure mit der Carboxygruppe nach innen orientiert, die an-

dere nach außen [64]. Röntgenkristallographische Untersuchungen zeigen mehrere

Wassermoleküle innerhalb der Bindungstasche, einige im van-der-Waals–Kontakt

mit der Fettsäure [16,65].

Der Ein- und Austritt des Liganden erfolgt über eine kleine Ö¤nung („Portal“,

„Gap“), die durch die ®II-Helix und die Loops zwischen den ¯–Faltblattsträngen

C/D und E/F begrenzt wird (siehe Abbildung 3). Die Ö¤nung ist klein genug,

um einige Fettsäuren durchzulassen. Andere Lipide wie zum Beispiel Anthroyl-

oxy-derivatisierte Fettsäure, welche für Bindungsstudien eingesetzt wurden, sind

dafür zu groß. Allerdings können voluminöse Lipide und sulfhydryl-angreifende

Reagenzien leicht durch diese Ö¤nung eindringen, wie durch Modi…kation der

in der Bindungstasche liegenden Cysteinreste im Fall des I-FABPs gezeigt wurde

[18]. Das legt eine dynamische Natur der Ö¤nung nahe, die es ermöglichen würde,

den unterschiedlichsten Liganden Zutritt zum Inneren des Proteins zu gewähren.

NMR-Untersuchungen zeigen, daß es sich bei der APO-Form des I-FABPs („of-

fenes Portal“) um eine ‡exible Struktur handelt, wohingegen das HOLO-Protein

(„geschlossen“) eine rigide Struktur aufweist [18,66]. Bei H-FABP ist sowohl die

6



1 EINLEITUNG 1.2 Die Struktur des H-FABPs aus Rinderherz

Abbildung 3: Ober‡äche der pI=5,1 Isoform des Rinderherz H-FABPs. Die rot dargestell-

ten Bereiche zeigen die ®–Helices, grün sind die ¯–Faltblattstränge ¯D und ¯E dargestellt,

violett ist die N-terminale helicale Domäne und blau der Rest des Proteins. Die Eintritts-

ö¤nung be…ndet sich zwischen den Helices und den ¯-Faltblattsträngen D und E.

7



1 EINLEITUNG 1.2 Die Struktur des H-FABPs aus Rinderherz

APO– als auch die HOLO–Form rigide (persönliche Mitteilung Christian Lud-

wig).

Die thermodynamischen Daten der Bindungsspezi…tät verschiedener FABPs

[17] zeigen, daß — im Rahmen statistischer Abweichungen — die enthalpischen

E¤ekte mit 60–80% der gesamten Bindungsenergie die entropischen um ein Viel-

faches übertre¤en [67]. Diese enthalpischen Faktoren bestehen aus einer Kom-

bination der elektrostatischen Wechselwirkungen der funktionellen Gruppen und

H2O-Molekeln, sowie den Londonkräften entlang der Kohlenwassersto¤kette (van-

-der-Waals Wechselwirkungen) innerhalb der Bindungstasche.

Durch NMR-spektroskopische Untersuchungen sind nahezu alle Protonen-

und Rückgratkohlensto¤resonanzen bestimmt worden [68]. Durch NOE-Experi-

mente und Distanzgeometrierechnungen wurde die Tertiärstruktur ermittelt.

In der vorliegenden Arbeit soll die Struktur der pI=5,1 Isoform von rekom-

binantem H–FABP aus Rinderherz unter Zuhilfenahme von Diederwinkeln aus

3J-Kopplungskonstanten, überarbeiteten NOE-Abstandswerten und stereospezi-

…schen Zuordnungen verfeinert werden und die Dynamik des Proteins in Mole-

kulardynamikrechnungen unter realistischen Bedingungen (d.h. in wäßrigem Me-

dium mit Gegenionen) untersucht werden.

8



2 THEORIE UND METHODEN

2. Theorie und Methoden

2.1. Kern-Overhauser–E¤ekt

DerKern–Overhauser–E¤ekt („Nuclear Overhauser E¤ect“, NOE–E¤ekt) be-

schreibt eine Intensitätsänderung der Resonanzfrequenz eines Kerns I nach Stö-

rung der Resonanz eines zweiten Kerns S durch Einstrahlen der entsprechenden

Frequenz. Dieser E¤ekt beruht auf der Dipol-Dipol-Kreuzrelaxation. Seine Größe

ist eine Funktion des räumlichen Abstands der dipolar gekoppelten Kerne I und

S [69]. Die Anzahl der verbrückenden chemischen Bindungen ist dabei unerheb-

lich.

Bei der „Störung“ des Kerns S handelt es sich zumeist um eine Sättigung, also

den Ausgleich des Populationsunterschiedes dieses Übergangs durch ein schwa-

ches rf–Feld. Im NOE manifestiert sich der Versuch des ganzen Systems, im ther-

mischen Gleichgewicht zu bleiben. Die Änderung des Populationsverhältnisses in

einem Teil des Systems wird durch Änderung in anderen Teilen ausgeglichen.

Allgemein gilt:

´i(s) =
I ¡ I0

I0
(2.1.1)

I0 = Ausgangsintensität einer Resonanz

I = Intensität während der Sättigung einer anderen Resonanz

´i(s) = NOE am Kern i, nach der Sättigung des Kerns s

Bei der mikroskopischen Beschreibung des Relaxationsphänomens dürfen die

Kerne nicht getrennt betrachtet werden. Nur mit Ein-Quanten-Übergängen als

Relaxationswege können NOE-E¤ekte nicht erklärt werden, so daß auch nach den

quantenmechanischen Auswahlregeln verbotene Übergänge mit ¢m 6= 1 berück-

sichtig werden müssen. Die Enstehung eines NOEs durch die Kreuzrelaxation ist

9



2 THEORIE UND METHODEN 2.1 Kern-Overhauser–E¤ekt

in Abbildung 4 am Beispiel eines 2-Spin–
¡
1
2

¢
–Systems ohne J -Kopplung (Kopp-

lung über chemische Bindungen) erläutert. Die Summe der Besetzungszahlen aller

Energieniveaus ist 4N. Die beiden mittleren Niveaus mit je einem ®¡ und einem

¯¡ Spinzustand sind nahezu energiegleich und somit auch etwa gleich besetzt.

Der Besetzungsunterschied für die „erlaubten“ Übergänge i und s (¢m = 1)

ist jeweils ±. Für den Nullquantenübergang (¢m = 0) mit der Übergangswahr-

scheinlichkeit W 0 beträgt der Besetzungsunterschied 0, für den Doppelquanten-

übergang (¢m = 2) mit der Übergangswahrscheinlichkeit W 2 beträgt er 2±.

Abbildung 4: Energieniveauschema für ein 2–Spin–
¡
1
2

¢
–System. Links sind die Populati-

onszahlen für das thermische Gleichgewicht und die Wahrscheinlichkeiten einer Inversion

der Spins i (Wi
1) und s (W

s
1) angegeben. Nach Sättigung des Überganges s und der damit

verbundenen Nivellierung der Populationen der Zustände ®® und ¯® sowie ®¯ und ¯¯

können die Populationsunterschiede des thermischen Gleichgewichtes nur über die „verbo-

tenen“ Null– und Doppelquantenübergänge wiederhergestellt werden (rechtes Schema).

Im NOE-Experiment werden beide s-Übergänge gesättigt und die Verände-

rung der Resonanzintensität aus dem i-Übergang im gestörten beziehungsweise

im relaxierenden System beobachtet. Durch die Sättigung nivellieren sich die Po-

pulationen ®® und ¯® zu jeweils N ¡ 1
2
± sowie ®¯ und ¯¯ zu jeweils N + 1

2
±. Die

10



2 THEORIE UND METHODEN 2.1 Kern-Overhauser–E¤ekt

Population nach der Störung zeigt die rechte Hälfte von Abbildung 4. Die Popula-

tionsdi¤erenz zwischen ®¯ und ¯® ist nun ±, während sie im Gleichgewicht 0 war.

Um sich wieder dem thermischen Gleichgewicht zu nähern, sind die i-Übergänge

nicht geeignet, da die Populationsdi¤erenzen entlang dieser Übergänge mit jeweils

± bereits dem Gleichgewichtszustand entsprechen. Durch Nullquantenrelaxation

wird der ®¯-Zustand aus dem ¯®-Zustand aufgefüllt und so die Populationsdif-

ferenz verringert. Dadurch wird aber die Besetzungszahldi¤erenz und somit die

Intensität der Absorptionssignale der i-Übergänge vermindert. Bilden Nullquan-

tenübergänge den dominierenden Relaxationsweg, dann führt die Sättigung der

s-Übergänge zu einer Intensitätsverringerung der i-Absorptionssignale; das wird

als negativer NOE an i durch s (´i(s)) bezeichnet. Analog gilt für den Fall, daß

die Doppelquantenrelaxation dominiert: Die Sättigung von s-Übergängen führt

zu einer Erhöhung der Intensität der Absorptionssignale aus den i-Übergängen

und somit zu einem positiven NOE an i durch s. Im dynamischen Gleichgewicht

gilt:

´i(s) =
W2 ¡W0

2W i
1 +W2 +W0

(2.1.2)

NOE-E¤ekte sind positiv für kleine Moleküle in nicht viskosen Lösungen (ÃW2

dominiert) und negativ für Makromoleküle oder in sehr viskosen Lösungen (ÃW0

dominiert). Zwischen diesen Fällen gibt es eine Region, in der sich W 2 und W 0

ausbalancieren und der NOE verschwindet.

Die rasche Molekülbewegung mittelt die Wechselwirkungen der magnetischen

Dipole über alle möglichen Orientierungen des Moleküls. Diese rasche Reorien-

tierung der dipolaren Interaktion ist die Quelle der ‡uktuierenden Felder, die

die longitudinale Relaxation stimulieren. Die Stärke dieser dipolaren Interakti-

on und damit die Kreuzrelaxation hängt vom internuklearen Abstand ab. Die

zufälligen Bewegungen eines Moleküls werden durch einen einzigen Parameter

11



2 THEORIE UND METHODEN 2.1 Kern-Overhauser–E¤ekt

angenähert, der molekularen Korrelationszeit ¿ c. Die Geschwindigkeit der Re-

laxation wird bestimmt durch die Intensität des ‡uktuierenden Feldes mit der

Fluktuations-Frequenz ¿ c.

Für die Relaxations-Geschwindigkeiten über dipolare Kopplungen in einem

System aus 2 Spins mit Abstand r gilt:

W i
1 _

3¿ c
r6(1 + !2i ¿

2
c)

(2.1.3)

W0 _
2¿ c

r6(1 + (!i ¡ !s)2¿ 2c)
(2.1.4)

W2 _
12¿ c

r6(1 + (!i + !s)2¿ 2c)
(2.1.5)

!i und !s bezeichnen die Resonanzfrequenzen (Lamor-Frequenzen) der Kerne i

und s.

In Gleichung 2.1.2 steht der Zähler für die Netto Kreuzrelaxation:

¾is = W2 ¡W0

und der Nenner für die Gesamtrelaxation des Kerns i

½i = 2W
i
1 +W2 +W0.

Für reine homonukleare dipolare Relaxation zwischen Spin–
¡
1
2

¢
–Kernen gilt:

´i(s) =
1

2
=

¾is

½i
Ã ½i = 2¾is

Die Gegenwart anderer Relaxationsmechanismen ohne Kreuzrelaxation wird in

Form von ½¤ berücksichtigt:

´i(s) =
¾is

½i + ½¤
=

½i
2(½i + ½¤)

Die Nettointensitätsänderung der Resonanz I in einem Multi-Spinsystem dipolar

gekoppelter Kerne I, S und Xi wird durch die Solomon-Gleichung [70] beschrie-
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2 THEORIE UND METHODEN 2.1 Kern-Overhauser–E¤ekt

ben:

dIz

dt
= ¡ ¡Iz ¡ I0z

¢
½DDI ¡ ¡Sz ¡ S0z

¢
¾IS ¡

X
i

¡
Xiz ¡X0

iz

¢
¾IXi

(2.1.6)

mit:

Iz, Sz und Xiz : Longitudinale Magnetisierung der Kerne I, S und Xi

I0z , S
0
z und X0

iz
: Gleichgewichtsmagnetisierung der Kerne I, S und Xi

½DDI : longitudinale Relaxationsrate des Kerns I unter der

Annahme, daß Relaxation ausschließlich über intramo-

lekulare Dipol-Dipol-Relaxation zwischen I und den

Kernen S und Xi statt…ndet.

¾IS bzw. ¾IXi : Kreuzrelaxations-Raten; Di¤erenz der quan-

tenmechanischen Null- und Doppelquan-

ten–Übergangswahrscheinlichkeiten W0IS und W2IS

bzw. W0IXi
und W2IXi

¾IS ist eine Funktion des Abstandes der Kerne I und S

(rIS), der Rotationskorrelationszeit ¿ c und der La-

mor-Frequenzen !I und !S

In einem homonuklearen Multi-Spinsystem eines isotrop umorientierenden

starren Moleküls (einheitliche Korrelationszeiten ¿ c für alle internuklearen Vek-

toren) gilt bei Sättigung der Resonanz von S nach Einstellung eines konstanten

Fließ-Gleichgewichts (steady-state) Sx = 0 und dIx
dt
= 0. Der NOE fIfSg für die

Resonanz des Kerns I durch die Störung der Resonanz von S kann nun mit den

internuklearen Abständen korreliert werden:

fIfSg = Iz ¡ I0z
I0z

=
1

RDD
I

Ã
¾IS ¡

X
i

Xix ¡X0
ix

S0z
¾IXi

!
(2.1.7)

= ´max

Ã
r¡6IS ¡

P
i fxifSgr¡6IX

r¡6IS +
P

i r
¡6
IXi

!
(2.1.8)
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2 THEORIE UND METHODEN 2.2 Diederwinkel

Der maximale NOE ´max für ein isoliertes Zwei-Spinsystem ist

´max =
5 + !2¿2c ¡ 4!4¿ 4c
10 + 23!2¿2c + 4!

4¿4c
(2.1.9)

Für kleine Moleküle mit !¿ c ¿ 1 ist ´max =
1
2
, für große Biomoleküle mit !¿ c À 1

ist ´max = ¡1. Gleichung 2.1.8 verdeutlicht, daß die für den NOE-E¤ekt verant-

wortliche Kreuzrelaxation verschiedener Natur sein kann. Die direkte Kreuzrela-

xation zwischen I und S ist proportional r¡6IS und die indirekte Kreuzrelaxation

wird mit
P

i fxifSgr¡6IX beschrieben. Der zweite Term beschreibt die Vermitt-

lung der Populationsstörung über das umgebende Netzwerk aus Kernen Xi, die

sogenannte „Spindi¤usion“.

Man muß jedoch beachten, daß es für biologische Makromoleküle wie Pro-

teine keinen Sinn macht, den NOE zu messen, nachdem die Störung zu einem

konstanten Fließgleichgewicht geführt hat. Der dann gemessene maximale NOE

ist unabhängig von der Geometrie des Spinsystems. Bei Proteinen werden daher

die Aufbauraten der NOEs mit einer Serie von Experimenten bestimmt.

2.2. Diederwinkel aus 3J-Kopplungskonstanten

Als Spin-Spin–Kopplungen oder J-Kopplungen werden magnetische Wechselwir-

kungen zwischen zwei Kernen bezeichnet, die nicht über den Raum, sondern über

die Elektronen der chemischen Bindungen vermittelt werden [71]. Nach dem in

Abschnitt 2.1 beschriebenen Kern-Overhauser-E¤ekt sind vicinale J-Kopplungen

die zweitwichtigste Informationsquelle für die Bestimmung der Lösungsstruktur

biologischer Makromoleküle. Die Größe einer solchen Kopplung über drei Bin-

dungen hängt von der Natur der beiden koppelnden und der beiden überbrücken-

den Kerne ab. Substituenten dieser vier Atome (®-Sphäre) haben ebenfalls einen

großen Ein‡uß auf die Kopplung. In der Regel vernachlässigt werden die Ein-

‡üsse durch Substituenten, die von den vier zentralen Atomen durch zwei oder

14



2 THEORIE UND METHODEN 2.2 Diederwinkel

mehr Bindungen getrennt sind (¯-Sphäre) [72]. In Proteinen mit ihrem systema-

Abbildung 5: In dieser Abbildung werden die am häu…gsten ausgewerteten Diederwinkel

in biologischen Makromolekülen gezeigt.

tischen Aufbau lassen sich zahlreiche lineare Atomquartette mit identischem oder

ähnlichem Substitutionsmuster …nden. Abgesehen von Glycinresten besitzen alle

Viererketten HN-N-C®-H® die gleichen Substituenten an den Schweratomen. Da-

her faßt man die vicinalen Kopplungen zwischen HN- und H®-Atomen aller Reste1

zu einer Gruppe zusammen und bezeichnet sie mit 3JHN H®. Innerhalb einer sol-

chen Gruppe vicinaler Kopplungen wird der Ein‡uß der chemischen Umgebung

näherungsweise als konstant angesehen.

Als einzige Möglichkeit zur Beein‡ussung der Kopplung verbleibt eine Än-

derung der Konformation durch eine Drehung um die mittlere der drei ver-

brückenden Bindungen (siehe Abbildung 5). In dieser Abbildung sind die am

häu…gsten ausgewerteten Diederwinkel in biologischen Makromolekülen darge-

stellt. Für jeden Winkel können mehrere 3J-Kopplungskonstanten bestimmt wer-

den. So kann für den Á–Winkel zum Beispiel sowohl die 3JHN H®– als auch die

1Ausgespart bleiben Glycinreste sowie Prolinreste, die als Iminosäuren kein Amidproton be-

sitzen.
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2 THEORIE UND METHODEN 2.2 Diederwinkel

3JHN CO–Kopplungskonstante bestimmt werden. Eine Verknüpfung von Kopplungs-

konstante und Diederwinkel wurde von Karplus [73,74] empirisch beschrieben:

3J(£) = A cos2£+B cos£ + C. (2.2.1)

Hierin ist £ der Diederwinkel, der durch die vier zentralen Atome gebildet wird.

A, B und C sind empirische Koe¢zienten (Karplus-Parameter) in Hz, die die

oben beschriebenen Ein‡üsse der chemischen Umgebung berücksichtigen. Die In-

terpretation vicinaler Kopplungskonstanten erlaubt somit Aussagen über die Geo-

metrie entlang der involvierten chemischen Bindungen. Erschwert werden solche

Analysen durch die Periodizität von Gleichung 2.2.1 (siehe Abbildung 6) und der

Beein‡ussung der experimentell ermittelten Kopplungskonstanten durch dynami-

sche Phänomene. Die exakte Bestimmung eines Diederwinkels ist somit nur durch

Messung mehrerer Kopplungskonstanten des gleichen Diederwinkels möglich.

Abbildung 6: Diederwinkelabhängigkeiten der 3J-Kopplungskonstanten für verschiedene

Parametrisierungen: 3JHNH® (A=9,4; B=-1,1; C=0,4), 3JHNC’ (A=5,7; B=-2,7; C=0,1),

3JC’i¡1H® (A=9,0; B=-4,4; C=-0,8) und 3JHNC¯ (A=4,7; B=-1,5; C=-0,2)
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3 PROTEINSTRUKTUR IN LÖSUNG

3. Bestimmung der Proteinstruktur in Lösung

Um die Lösungsstruktur eines Proteins zu untersuchen, werden die aus den NMR

Daten gewonnenen strukturrelevanten Parameter — wie interatomare Abstands-

und Diederwinkelbeschränkungen — mit den korrespondierenden Restriktionen

im Molekül wie Bindungslängen oder Bindungswinkel unter Berücksichtigung ste-

rischer Limitierungen kombiniert. Die resultierenden Strukturen sind jedoch sta-

tischer Natur. Mit Molekulardynamikrechnungen kann dann die Dynamik der

berechneten Strukturen simuliert werden.

3.1. Distanzgeometrierechnungen

Zur Lösung dieses komplexen Problems werden meist Distanzgeometrieverfahren

unter Verwendung des Algorithmus der variablen Zielfunktion [75] oder Simu-

lated Annealing verwendet. Sehr häu…g werden Strukturen von Proteinen auf

Basis interatomarer Abstands- und Diederwinkelbeschränkungen mit Hilfe von

Programmen wie DIANA [76] und DYANA [77] berechnet.

Das Programm DIANA [76] („distance geometry algorithm for NMR applica-

tions“) wurde entwickelt, um die Konformationsberechnung von Biomakromole-

külen insbesondere von Proteinen und DNA/RNA auf der Basis von Atom-Atom

Abständen und Diederwinkeln aus experimentellen NMR-Daten zu ermöglichen.

Der Algorithmus basiert auf der Minimierung einer variablen Zielfunktion, wobei

die Freiheitsgrade den Dihedralwinkeln um frei rotierbare Einfachbindungen im

Makromolekül entsprechen.

Das Programm arbeitet im Torsionswinkelraum, so daß Standardgeometri-

en der Aminosäurereste, wie Bindungslängen und –winkel (gemäß dem ECPP/2

Kraftfeld [78]), während der Strukturberechnung erhalten bleiben. Mit der De-

…nition der Aminosäuresequenz wird für die !-Torsionswinkel eine cis- oder
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3 PROTEINSTRUKTUR IN LÖSUNG 3.1 Distanzgeometrierechnungen

trans-Konformation festgelegt. Nach der Festlegung zweier Startpunkte am N-Ter-

minus kann die Tertiärstruktur des Proteins lediglich mit einem Satz von Torsi-

onswinkeleinstellungen beschrieben werden. Durch Änderung der frei drehbaren

Torsionswinkel innerhalb erlaubter Intervalle werden zunächst intraresiduale Ab-

standsbeschränkungen erfüllt. Anschließend werden Schritt für Schritt auch im-

mer weiterreichende Abstandsbeschränkungen berücksichtigt. Eine Fehlerfunk-

tion enthält alle Verletzungen der vorgegebenen Abstands- und Diederwinkel-

beschränkungen sowie der zumindest erforderlichen van–der–Waals–Abstände in

einer errechneten Konformation, und ist somit ein Maß dafür, inwieweit diese

Konformation zur Beschreibung der experimentellen Daten dienen kann. Ziel der

Strukturrechnung ist daher die Minimierung dieser Fehlerfunktion, der sogenann-

ten „variablen Zielfunktion“ T durch Variation der Torsionswinkel:

T =
X

c=o;u;v

X
i2Ic

wc

µ
£c (a

2
i ¡ c2i )

2ci

¶2
+

ndX
j=1

wd

Ã
1¡ 1

2

µ
¢j

¡j

¶2!
¢2

j . (3.1.1)

Der erste Summand beschreibt die Verletzung der Abstandsgrenzen für obere,

untere und van-der-Waals-Abstandsgrenzen. Der tatsächliche Abstand zwischen

einem Atompaar i ist ai, die zulässige Abstandsgrenze ist ci. Ic ist die Gesamt-

menge aller Abstandsgrenzen. Zur Unterscheidung von unteren und oberen Ab-

standsgrenzen dient die Funktion £c(x):

£c(x) =

8<: max(0; x) für c = o

min(0; x) für c = u; v

Der zweite Summand in Gleichung 3.1.1 fasst die Verletzungen der zulässigen

Diederwinkelintervalle zusammen. Dabei ist¢j die vorzeichenbehaftete Größe der

Verletzung eines der nd Diederwinkelintervalle, die mit dem Faktor wd gewichtet
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3 PROTEINSTRUKTUR IN LÖSUNG 3.2 REDAC Strategie

wird und ¡j die Halbwertsbreite des verbotenen Diederwinkelintervalls:

¡j = ¼ ¡ Ámaxi ¡ Ámini

2
.

Um die Gefahr zu verringern, während des Minimierungsprozesses der Zielfunk-

tion T in ein lokales Minimum zu geraten, besteht die Menge Ic aller berücksich-

tigten Abstandsgrenzen bei der Minimierung einer zufälligen Startkonformation

nur aus intraresidualen Beschränkungen. Ausgehend von der erhaltenen Konfor-

mation werden bei der zweiten Minimierung zusätzlich Beschränkungen zwischen

Atomen benachbarter Reste berücksichtigt. In der dritten Minimierung enthält Ic

zusätzlich alle Beschränkungen zwischen Atomen innerhalb von Aminosäuretri-

plets. Da der für die Berechnung der Zielfunktion benötigte Datensatz schrittweise

vergrößert wird und erst mit der letzten Minimierung alle experimentellen Rand-

bedingungen berücksichtig werden, bezeichnet man die Zielfunktion als variabel.

3.2. REDAC Strategie

Da Distanzgeometrieberechnungen mit dem Programm DIANA viel Rechenzeit

beanspruchen und bei Proteinen mit umfangreicher ¯-Faltblattstruktur nur unzu-

reichend konvergieren, wurde 1991 die sogenannteREDAC -Strategie („redundant

dihedral angle constraints“) entwickelt [79] (siehe Abbildung 7). Dabei handelt

es sich um eine Methode, die Winkeleinstellungen bereits berechneter Strukturen

als zusätzliche Randbedingungen in eine neue Rechnung zu übernehmen.

Im einem „normalen“ DIANA-Lauf werden n Startkonformere mit zufällig

gewählten Diederwinkeln ausgewählt, die dann einer DIANA-Minimierung gegen

die experimentell bestimmten Strukturbeschränkungen (B(0)) unterzogen werden.

Für gut konvergierende Strukturlösungen kann die Zielfunktion noch weiter ge-

senkt werden, indem man mit der REDAC -Strategie mehrere DIANA-Zyklen

durchläuft.
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3 PROTEINSTRUKTUR IN LÖSUNG 3.2 REDAC Strategie

Abbildung 7: Fließschema der REDAC-Strategie mit dem Programm DIANA. Insbesondere

bei Strukturen die hauptsächlich aus ¯-Faltblättern bestehen, können die Targetfunktionen

so stark gesenkt werden. Durch Bildung von zusätzlichen Winkelconstraints werden die

Stukturelemente schneller gebildet, der Konformationsraum wird stark eingeengt und die

Rechenzeit verkürzt sich.
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3 PROTEINSTRUKTUR IN LÖSUNG 3.2 REDAC Strategie

Um die REDAC -Strategie anzuwenden werden ein oder mehrere Zyklen zu-

sätzlich ausgeführt, die eine partielle Rückkopplung der strukturellen Informati-

on aller bis dahin berechneten Konformere bietet. Ein bestimmter Aminosäu-

rerest hat in Schritt C(i) eine akzeptable, gut de…nierte Konformation, wenn

der Wert der Zielfunktion auf Grund von Verletzungen der Randbedingungen

der Atome oder der Diederwinkel dieses Restes kleiner ist als eine vorde…nier-

te Größe (typischerweise 0.4Å2) und dies für die zwei sequenziell benachbarten

Reste ebenso zutri¤t. Redundante Diederwinkelrandbedingungen werden für all

jene Reste generiert, die mindestens in einer bestimmten Anzahl von Konfor-

mationen vorkommen, bei 50 zufälligen Startkonformationen sind das z.B. ty-

pischerweise 10 (,20%). Als Diederwinkelbeschränkungen werden der Maximal-

und der Minimalwert der akzeptablen Konformere als Ober- bzw. Untergren-

ze eingesetzt. Sollte das Diederwinkelintervall, das durch diese Werte de…niert

wird, größer sein als ein bestimmter Maximalwinkel (typischerweise 270±), so

wird die redundante Diederwinkelrandbedingung verworfen. Ansonsten wird er

dem Input im nächsten B(i)-Schritt hinzugefügt. Dieses Vorgehen führt dazu, daß

die long–range–Randbedingungen eine höhere Wichtung erhalten, indem sie in

(zusätzliche) Diederwinkelrandbedingungen übersetzt werden. Insbesondere bei

¯-Faltblattstrukturen sind diese von besonderer Bedeutung. ®-Helices pro…tie-

ren von der REDAC -Strategie nur wenig oder gar nicht, da diese bereits durch

die lokalen und sequenziellen Randbedingungen genügend de…niert werden. Die

REDAC -Strategie verringert nicht nur die Zielfunktion der besten Struktur, son-

dern führt auch dazu, daß die Zielfunktionen der besten Strukturen sich auf einem

niedrigerem Niveau annähern. Somit ergibt sich ein höherer Anteil an physikalisch

„sinnvollen“ Strukturen.
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3.3. DYANA

Da der Konformerenhyperraum viele lokale Minima besitzt, wird ständig nach

neuen Ansätzen für Strukturrechnungen aus NMR-Daten gesucht. Die bisher be-

sprochenen Methoden der Distanzgeometrie-Algorithmen mit redundanten Win-

kelconstraints (REDAC ) führen noch immer zu sehr langen Rechenzeiten, be-

sonders wenn durch einen zu geringen Datensatz die Anzahl der zur Konvergenz

der Struktur nötigen Programmläufe erhöht werden muß. Darüberhinaus müssen

sehr viele Strukturen berechnet werden, um einen Basissatz an energetisch nied-

rigen Strukturen zu erhalten. Diese Schwierigkeit ist darauf zurückzuführen, daß

eine (immer zufällige) Ausgangsstruktur energieminimiert wird, und diese somit

leicht in ein lokales Minimum gerät. Auch das Simulated Annealing-Verfahren

im kartesischen Koordinatenraum weist die gleichen Probleme auf, solange man

nicht mit einer gut de…nierten Startkonformation anfängt [80].

Bei DYANA-Rechnungen wird das zu berechnende Molekül als Baumstruk-

tur aus einem starren, im Raum …xierten Basiskörper und n starren Körpern,

die durch n rotierbare Bindungen verbunden sind, dargestellt [81]. Die Freiheits-

grade bestehen ausschließlich aus Diederwinkeln. Die Zielfunktion von Diana T

(Gleichung 3.1.1) spielt hierbei die Rolle der potentiellen Energie Epot = w0T ,

mit einem Gewichtungsfaktor w0 = 10
kJ

molÅ2
(1Å= 0; 1 nm):

T =
X

c=o;u;v

wc

X
(®;¯)2Ic

fc (d®¯; b®¯) + wd

X
j2Id

Ã
1¡ 1

2

µ
¢j

¡j

¶2!
¢2

j (3.3.1)

T ¸ 0, wobei 0 nur erreicht wird, wenn alle experimentellen Abstands- und

Winkelbeschränkungen erfüllt sind sowie alle nicht-bindenden Atompaare keine

sterische Überlappung zeigen. Die Funktion fc, die den Anteil der Verletzung der

Abstandsbeschränkungen angibt, kann verschiedene Formen annehmen:

22



3 PROTEINSTRUKTUR IN LÖSUNG 3.3 DYANA

fc =

µ
d2 ¡ b2

2b

¶2
(3.3.2a)

fc = (d¡ b)2 (3.3.2b)

fc =
¯2

2

"s
1 +

µ
d2 ¡ b2

¯b2

¶
¡ 1
#

(3.3.2c)

fc = 2¯
2b2

2
4s1 +µd¡ b

¯b

¶2
¡ 1
3
5 . (3.3.2d)

Wobei d den tatsächlichen Abstand, b die Abstandsbeschränkung und ¯ ei-

ne dimensionslose Zahl, die große Verletzungen zu kleinen wichtet, darstellen.

Gleichung 3.3.2a entspricht der Diana-Form. Die Funktionen 3.3.2a, 3.3.2b und

3.3.2d haben die Einheit Å2; 3.3.2c ist dimensionslos, weshalb diese Funktion

nicht mit den anderen verglichen werden kann. Für kleine Verletzungen nähern

sich die Gleichungen 3.3.2a und 3.3.2d der Gleichung 3.3.2b und Gleichung 3.3.2c

geht über in
¡
d¡b
b

¢2
. In den meisten Fällen (wie auch in der vorliegenden Arbeit)

wird Gleichung 3.3.2a verwendet, um mitDiana vergleichbare Werte zu erhalten.

Für alle starren Körper mit k = 1; : : : ; n werden der Winkelgeschwindigkeits-

vektor ~!k und der Geschwindigkeitsvektor am Referenzpunkt ~vk = ~rk rekursiv

berechnet [82]:

~!k = ~!p(k) + ~ek _µk (3.3.3)

~vk = ~vp(k) ¡
¡
~rk ¡ ~rp(k)

¢ ^ ~!p(k) . (3.3.4)

Der Trägheitstensor Ik des starren Körpers k in Bezug auf seinen Referenzpunkt

ergibt sich als symmetrische 3£3 Matrix [83]

(Ik)ij =
X
®

m® (~y®±ij ¡ y®iy®j) , (3.3.5)
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wobei ~y® den Vektor vom Referenzpunkt des Atoms ® — mit der Masse m®

— und ±ij das Kroneckersymbol darstellen. In Dyana wird der Schwerpunkt

und der träge Schwerpunkt nur einmal durch Summation über alle Atome mit

jedem starren Körper in einer Standardorientierung ermittelt. Die erhaltenen

Standardwerte werden in ~Y
(0)
k und I(0)k abgelegt. Für die spätere Berechnung kann

der aktuelle Wert durch

~Yk = Rk
~Y
(0)
k (3.3.6)

Ik = RkI
(0)
k RT

k (3.3.7)

mit dem Rotationsvektor Rk berechnet werden. Somit läßt sich die kinetische

Energie Ekin als

Ekin =
1

2

nX
k=1

h
mk~v

2
k + ~!k ¢ Ik~!k + 2~vk ¢

³
~!k ^mk

~Yk

´i
(3.3.8)

berechnen.

Da die Form des starren Körpers in die Bewegungsgleichungen nur über den

Trägheitstensor und den Massenschwerpunkt eingeht, ist es nicht nötig, die Grö-

ßen aus der Primärstruktur (Gleichung 3.3.5) zu berechnen. Um die E¢zienz des

Algorithmus’ zu steigern, werden die Moleküle als harte Kugeln der Masse mk

und des Radius ½ auf ihren Referenzpunkt ~rk zentriert. Somit ergibt sich

~Yk = ~0 (3.3.9)

Ik =
2

5
mk½

213 , (3.3.10)

womit die Berechnung der Gleichungen 3.3.6 und 3.3.7 völlig wegfällt und die

Gleichung 3.3.8 sich erheblich vereinfacht. 13 stellt dabei die 3£3 Einheitsmatrix

dar.
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Durch Ersetzen der Massen mk des starren Körpers durch 10
p
nkm0 , wo-

bei nk die Anzahl der Atome des starren Körpers k (ohne Pseudoatome) und

m0 = 1; 66£10¡27 kg die atomare Masseneinheit darstellen, kann man die schnel-

len Bewegungen der leichten starren Körper, z.B. Hydroxylgruppen, verlangsa-

men, und somit die Anzahl der Rechenschritte (und damit die erforderliche Ge-

samtrechenzeit) durch Verwendung größerer Zeitschritte für die Integration redu-

zieren.

Die Winkelbewegungen in einem klassischen System können durch die Lagran-

ge-Gleichung [83] beschrieben werden:

d

dt

µ
@L

@ _µk

¶
¡ @L

@µk
= 0 (k = 1; : : : ; n) , (3.3.11)

wobei L = Ekin ¡ Epot. Da der Aufwand für die numerische Lösung dieser Glei-

chung proportional zu n3 ist, wird der Algorithmus von Jain et al. [82] verwendet.

Dazu berechnet man für alle starren Körper die sechsdimensionalen Initialvekto-

ren ak, ek und zk:

ak =

·
(~!k ^ ~ek) _µk

~!p(k) ^
¡
~vk ¡ ~vp(k)

¢¸ (3.3.12)

ek =

·
~ek
~0

¸
(3.3.13)

zk =

·
~!k ^ Ik~!k³

~!k ¢mk
~Yk

´
~!k ¡ ~!kmk

~Yk

¸
(3.3.14)

Pk =

264 Ik mkA
³
~Yk

´
¡mkA

³
~Yk

´
mk13

375 (3.3.15)

Ák =

2
4 13 A

¡
~rk ¡ ~rp(k)

¢
03 13

3
5 . (3.3.16)

Dabei ist 03 die 3£3-Nullmatrix und A(~x) ist die antisymmetrische 3£3 Ma-

trix des Kreuzproduktes, also A (~x)~y = ~x ^ ~y für alle Vektoren ~y.
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Rekursiv über alle starren Körper in umgekehrter Reihenfolge (k = n; n ¡
1; : : : ; 1) werden nun die zusätzlichen Größen

Dk = ek ¢ Pkek

Gk =
Pkek

Dk

"k = ¡ek ¢ (zk + Pkak)¡ @V

@µk

Pp(k) Ã Pp(k) + Ák
¡
Pk ¡Gke

T
k Pk

¢
ÁTk

zp(k) Ã zp(k) + Ák (zk + Pkak +Gkek) (3.3.17)

berechnet. Dk und ek sind skalare Größen und Gk ist ein sechsdimensionaler

Vektor. Die Winkelbeschleunigung wird durch vorwärtsrekursive Iteration (k =

1; : : : ; n) berechnet:

®k = ÁTk®p(k)

Äµk =
"k

Dk

¡Gk ¢ ®k (3.3.18)

®k Ã ®k + ekÄµk + ak .

Bei ®k handelt es sich um sechsdimensionale Vektoren, wobei ®0 dem Nullvektor

entspricht.

Die Integration der Bewegungsgleichungen besteht aus einer Variante des

Leap-Frog-Algorithmus [84, 85]. Die Temperatur wird durch schwache Kopplung

mit einem externen Wärmebad kontrolliert [86]. Ein Zeitschritt t ¡! t+¢t, der

dem vorangegangenen t¡¢t0 ¡! t folgt, besteht aus folgenden Schritten:

1. Auf Basis der Diederwinkel µ(t) werden die kartesischen Koordinaten aller

Atome berechnet [87]
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2. Aus den kartesischen Koordinaten wird mit Gleichung 3.3.1 die potentielle

Energie Epot(t) = Epot (µ (t)) und ihr Gradient rEpot (t) berechnet.

3. Die Größe des Zeitschritts ¢t = ¸"¢t0 wird mit

¸" = min

Ã
¸max"

s
1 +

"ref ¡ " (t)

¿" (t)

!
(3.3.19)

bestimmt. ¸" basiert auf dem Referenzwert der relativen Genauigkeit der

Energieerhaltung, "ref, und auf der relativen Änderung " (t) der Gesamt-

energie E = Ekin + Epot im vorangegangenen Zeitschritt mit:

" (t) =

¯̄̄
¯E (t)¡E (t¡¢t0)

E (t)

¯̄̄
¯ . (3.3.20)

¸max" ist der maximale Wert des Skalierungsfaktors und ¿ eine Zeitkonstan-

te. Bei der Berechnung von " (t) wird E (t) vor der Skalierung (nächster

Schritt), E (t¡¢t0) jedoch nach der Skalierung verwendet, da ansonsten

"(t) = "(t = 0) berechnet würde. Somit ist auch die Bestimmung der Ge-

nauigkeit der Energieerhaltung (Gleichung 3.3.20) durch die Skalierung der

Geschwindigkeiten nicht betro¤en.

4. Die Temperatur wird durch Skalierung der Winkelgeschwindigkeiten ange-

passt, somit also _µ
¡
t¡ ¢t0

2

¢
durch ¸T _µ

¡
t¡ ¢t0

2

¢
und _µe (t) durch ¸T _µe (t)

ersetzt (siehe auch Gleichung 3.3.24 für _µe (t)). Der Skalierungsfaktor ¸T ist

gegeben durch [86]:

¸T =

s
1 +

T ref ¡ T (t)

¿T (t)
(3.3.21)

T (t) =
2Ekin (t)

nkB
, (3.3.22)

wobei T ref die Referenztemperatur, n die Anzahl der Torsionswinkel und

kB = 1:3806568 £ 10¡23 JK¡1 die Boltzmann-Konstante darstellt. Die ki-

netische Energie stammt aus Gleichung 3.3.8.
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5. Die Winkelbeschleunigungen Äµ (t) = Äµ
³
µ (t) ; _µe (t)

´
werden mit den Glei-

chungen 3.3.12–3.3.18 berechnet.

6. Die neuen Geschwindigkeiten beim halben Zeitschritt werden nach

_µ

µ
t+

¢t

2

¶
= _µ

µ
t¡ ¢t0

2

¶
+
¢t+¢t0

2
Äµ (t) (3.3.23)

berechnet.

7. Die genäherten neuen Geschwindigkeiten beim vollen Zeitschritt werden

berechnet nach

_µe (t+¢t) =

µ
1 +

¢t

¢t+¢t0

¶
_µ

µ
t+

¢t

2

¶
¡ ¢t

¢t+¢t0
_µ

µ
t¡ ¢t0

2

¶
.

(3.3.24)

8. Die neuen Winkelpositionen werden nach

µ (t+¢t) = µ (t) + ¢t _µ

µ
t+

¢t

2

¶
(3.3.25)

berechnet.

Der Algorithmus fängt bei t = 0, ¢t0 = ¢t, _µe (0) = _µ
¡¡¢t

2

¢
mit zufäl-

lig gewählten Winkelgeschwindigkeiten _µ
¡¡¢t

2

¢
an, die so gewählt sind, daß die

vorde…nierte Temperatur T (0) erreicht wird.

Da die Strukturrechnung hierbei mit möglichst großen Zeitschritten ausge-

führt wird, werden Schritte, in denen sich die Gesamtenergie E um mehr als 10%

ändert, verworfen und durch zwei Schritte mit je der halben Dauer ersetzt. So

kann man besonders große Energieverletzungen ausschließen.

Da Dyana — als Folgeversion — alle Möglichkeiten von Diana zur Verfü-

gung stellt, ist es möglich, die REDAC-Strategie auch damit anzuwenden. Im

direkten Vergleich zeigt sich, das der neue Algorithmus des Simulated Annealing

in Dyana insbesondere für stark ¯–Faltblatt–haltige Proteine zu favorisieren ist.

28



3 PROTEINSTRUKTUR IN LÖSUNG 3.4 Energieminimierung

Die neuen, strengeren Kriterien erzeugen mehr akzeptable Strukturen als bisher

und wurden daher in der vorliegenden Arbeit zur Durchführung der Distanzgeo-

metrierechnungen verwendet.

3.4. Energieminimierung

Da Strukturen aus Distanzgeometrieberechnungen in der Regel nicht der ener-

gieärmsten Struktur entsprechen, führt man für diese anschließend eine Energie-

minimierung durch. Dies ist insbesondere vor einer Molekulardynamikrechnung

nötig, da ansonsten die erhöhte Energie des Moleküls zu unrealistischen Bedin-

gungen oder gar zu einem „Explodieren“ des Moleküls führen können. Es gibt

zwei verbreitete Algorithmen zur Energieminimierung, nämlich Steepest Descent

und Conjugate Gradient.

Beim Steepest Descent Algorithmus wird in gerader Linie entlang des Gradien-

ten ¡rE (r) auf der Energiehyper‡äche nach dem Energieminimum gesucht. Bei

jeder Neuberechnung des Gradienten entsteht eine Richtungsänderung der Such-

richtung, was diesen Algorithmus vor allem bei Energiehyper‡ächen mit schmalen

Tälern ine¢zient macht. Die Kräfte werden nach

rn+1 = rn +
Fn

max (jFnj)hn (3.4.1)

berechnet, wobei hn die vorher festgelegte maximale Abweichung undFn die Kraft

oder den negativen Gradienten des Potentials ¡rE(r) = ¡rV (r) darstellen.

max (jFnj) bedeutet hierbei den größten Absolutwert der Kraftkomponenten.

Die Kräfte und die Energie werden an jeder neuen Position erneut berechnet

und für Vn+1 < Vn akzeptiert sowie hn+1 = 1; 2 ¢ hn gesetzt. Andernfalls werden

die neuen Koordinaten verworfen und hn = 0; 2 ¢ hn gesetzt. Der Algorithmus

wird entweder für eine vorher spezi…zierte Anzahl an Schritten durchlaufen, oder
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so lange bis der Gradient kleiner als eine spezi…zierte Größe " ist. " kann durch

f = 2¼º
p
2mkT

abgeschätzt werden, wobei º die Oszillatorfrequenz, m die reduzierte Masse und

k die Boltzmannkonstante darstellen.

Da dieser Algorithmus immer die Ergebnisse der vorangegangen Suche „ver-

gißt“, ist er unter Umständen sehr ine¢zient. Verwendet man das vorangegange-

ne Suchergebnis mit, so spricht man von einem Conjugate Gradient Algorithmus.

Dabei wird der Richtungsvektor aus dem vorangegangenen Schritt, hi, mit einem

Skalierungsfaktor °i

°i =
(gi+1 ¡ gi)gi+1

gi ¢ gi (Fletcher–Reeves), (3.4.2)

mit gi+1 = ¡rE(ri+1), dem Gradienten im aktuellen Punkt, und mit gi =

¡rE (r), dem Gradienten der vorangegangenen Suche, in den neuen Richtungs-

vektor der Suche, hi+1, eingebracht:

hi+1 = gi+1 + °ihi . (3.4.3)

Dieser Algorithmus ist insbesondere bei ‡achen Energiehyper‡ächen besonders

e¤ektiv. In der Praxis werden beide Algorithmen kombiniert, indem zuerst eine

Energieminimierung mit dem Steepest Descent und anschließend eine mit Conju-

gate Gradient durchgeführt wird.

3.5. Molekulardynamik

Molekulardynamiksimulationen [88] dienen dazu, die Dynamik eines Moleküls

unter möglichst realistischen Bedingungen zu berechnen. Im Gegensatz zu Kraft-

feldrechnungen bieten sie die Möglichkeit, direkt Aussagen über Mechanismen
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oder Verhalten eines Moleküls auf Grund seiner Dynamik zu erhalten. Grundsätz-

lich werden bei Molekulardynamiksimulationen die Newton’schen Bewegungsglei-

chungen für ein System aus N Atomen gelöst:

mi

@2ri

@t2
= Fi; i = 1 : : : N . (3.5.1)

Die Kräfte, die auf die Atome wirken, sind die negativen Ableitungen einer Po-

tentialfunktion V (r1; r2; : : : ; rN ) :

Fi = ¡@V

@ri
. (3.5.2)

Die Gleichungen werden in kleinen Zeitschritten gelöst, wobei man darauf achtet,

daß die Temperatur und der Druck konstant bleiben.

Art der Bindung Art der Schwingung Wellenzahl [cm¡1]

C–H, O–H, N–H Streckschwingung 3000–3500

C=C, C=O Streckschwingung 1700–2000

HOH Biegeschwingung 1600

C–C Streckschwingung 1400–1600

H2CX Scherenschwingung 1000–1500

CCC Biegeschwingung 800–1000

O–H¢ ¢ ¢O Pendelschwingung 400–700

O–H¢ ¢ ¢O Streckschwingung 50–200

Tabelle 2: Typische Schwingungsfrequenzen (in Wellenzahlen) in Molekülen und

Wassersto¤brücken-bildenden Flüssigkeiten.

Bei Molekulardynamiksimulationen werden die klassischen Gesetze der Me-

chanik angewandt. Diese kann für die meisten Atome eingesetzt werden, es gibt

jedoch einige Ausnahmen zu beachten. So sind Wassersto¤atome sehr leicht und

die Bewegung eines solchen Atoms kann wesentlich von der Quantenmechanik
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bestimmt werden. Ein Proton kann zum Beispiel in einer H-Brücke eine Poten-

tialbarriere durchtunneln. Sobald die Resonanzfrequenz º & kBT
h

wird, weicht

die Mechanik eines klassischen harmonischen Oszillators nicht unerheblich von

einem Oszillator mit diskreten Energieniveaus ab. Bei Raumtemperatur ist hº ¼
200 cm¡1, womit alle Frequenzen oberhalb von 100 cm¡1 als nicht kontinuierlich

eingestuft werden müssen (siehe Tabelle 2). Es sind somit praktisch alle Bin-

dungslängen- und Bindungs-Winkel-Vibrationen mit quantenmechanischen An-

sätzen zu beschreiben, sogar Bewegungen von Wassersto¤brücken liegen außer-

halb der klassischen Beschreibbarkeit. Um dieses Problem zu umgehen, werden

die Bindungslängen und –winkel als Randbedingungen in die Bewegungsgleichun-

gen eingeführt. Da ein quantenmechanischer Oszillator in seinem Grundzustand

einer Bindung mit Randbedingungen mehr ähnelt als ein klassischer Oszillator,

sind mögliche Fehler als vernachlässigbar einzuschätzen. Darüber hinaus können

somit bis zu viermal größere Zeitschritte als bei einer energetischen Betrachtung

der Schwingungen, verwendet werden.

Die Molekulardynamikrechnungen benötigen einen Startkoordinatensatz, aus

dem Startparameter wie das Potential V , die Startkoordinaten r und die Start-

geschwindigkeiten v berechnet werden. Dann werden iterativ die Kräfte, die auf

jedes Atom wirken, aus der Summe der Kräfte der nicht-bindenden Atompaare

Fi =
X
j

Fij = ¡@V

@ri
(3.5.3)

und der Kräfte aus den bindenden Wechselwirkungen (die durch ein, zwei, drei

oder vier Atome verursacht werden können) mit Randbedingungen und/oder ex-

ternen Kräften berechnet. Darüberhinaus werden die potentielle und die kineti-

sche Energie sowie der Drucktensor ermittelt. Danach werden die Newton’schen

Bewegungsgleichungen gelöst, die neue Struktur berechnet und mit den Geschwin-

digkeiten, den Energien, der Temperatur, dem Druck und allen weiteren Parame-
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tern ausgegeben.

Zur Integration der Bewegungsgleichungen verwendet das in dieser Arbeit

verwendete Programm GROMACS-1.6 den sogenannten Leap-Frog-Algorithmus

[89]. Dieser benutzt die Positionen r zur Zeit t und die Geschwindigkeiten v zur

Zeit t¡ ¢t
2

und berechnet die Geschwindigkeiten und Positionen mit den Kräften

F(t) die durch die Positionen zur Zeit t gegeben sind:

v

µ
t+

¢t

2

¶
= v

µ
t¡ ¢t

2

¶
+
F(t)

m
¢t (3.5.4)

r(t+¢t) = r(t) + v

µ
t+

¢t

2

¶
¢t . (3.5.5)

Dieser Algorithmus ist gleichwertig zum Verlet-Algorithmus [90]:

r(t+¢t) = 2r(t)¡ r(t¡¢t) +
F(t)

m
¢t2 +O(¢t4) . (3.5.6)

Da es während der Rechnungen zu Schwankungen in Druck und Temperatur

kommt (z.B. durch Rechenungenauigkeiten, Ausschlußgrenzen etc.), muß dafür

gesorgt werden, daß dem System ein Energieausgleich ermöglicht wird. Dies wird

oft durch ein Wärmebad [86] realisiert, welches einer schwachen Kopplung erster

Ordnung entspricht:

dT
dt
=

T0 ¡ T

¿
: (3.5.7)

Somit wird ein Temperaturunterschied zwischen System und Wärmebad expo-

nentiell mit der Zeitkonstante ¿ abgebaut. Der Wärmeeintrag oder -austrag wird

durch einen Skalierungsfaktor ¸ realisert, mit dem alle Geschwindigkeiten bei

jedem Schritt angeglichen werden:

¸ =

"
1 +

¢t

¿T

(
T0

T
¡
t¡ ¢t

2

¢ ¡ 1)# 1

2

. (3.5.8)
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Der Parameter ¿T ist in der gleichen Größenordnung wie die Zeitkonstante ¿ der

Temperaturkopplung in Gleichung (3.5.7):

¿ =
2CV ¿T

Ndfk
, (3.5.9)

wobei CV die Wärmekapazität des Systems, k die Boltzmannkonstante und Ndf

die Gesamtzahl aller Freiheitsgrade ist. Der Grund für die Ungleichheit ist, daß

die Skalierung der Geschwindigkeiten zu einer Verteilung der Energie zwischen

kinetischer und potentieller Energie führt, und somit die Temperaturänderung

kleiner als die Energieskalierung ist.

Im gleichen Sinne kann man das System mit einem „Druckbad“ verbinden,

wobei hier der Skalierungsfaktor

¹ =

·
1 +

¢t

¿P
¯ fP (t)¡ P0g

¸ 1
3

(3.5.10)

mit ¯ als isothermer Kompressibilität des Systems gegeben ist. Da ¯ überlicher-

weise nicht bekannt ist, genügt es einen ungefähren Wert einzusetzen, da ¯ nur

die nichtkritische Zeitkonstante der Druckrelaxation beein‡ußt, ohne jdeoch den

durchschnittlichen Druck zu beein‡ußen.

Der vollständige Algorithmus zur Aktualisierung der Koordinaten und Ge-

schwindigkeiten lautet somit

v

µ
t+

¢t

2

¶
= fg ¢ ¸ ¢

·
v

µ
t¡ ¢t

2

¶
+
F (t)

m
¢t+ ah¢t

¸
, (3.5.11)

wobei fg einen „freeze-factor“ darstellt, mit dem bestimmte Gruppen …xiert wer-

den können, während ah die externe Beschleunigung und g und h die Gruppen-

indizes für jedes Atom darstellen. Die Verwendung eines solchen „Einfrierens“

wird durch die sehr schnellen Schwingungen der Atomstreckschwingungen, die

davon betro¤en sind, gerechtfertigt: Sie sollten keinen Ein‡uß auf die Bewegun-

gen des Systems oberhalb der Picosekundenskala haben. Es ist dafür jedoch die

Anwendung von Randbedingungen erforderlich.
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3.5.1. LINCS-Algorithmus

Randbedingungen können über den LINCS–Algorithmus [91] vermittelt werden.

Dabei werden die Bindungslängen nach einem Schritt ohne Randbedingungen

wieder auf ihre richtige Länge gebracht. Diese Methode ist nicht-iterativ und

braucht immer zwei Schritte, ist aber stabiler und schneller als ein herkömmlicher

SHAKE -Algorithmus [92].

Es wird dabei ein System aus N Partikeln, deren Positionen durch einen 3N

Vektor r(t) gegeben ist, betrachtet. Bei einer Molekulardynamikrechnung wer-

den die Bewegungsgleichungen durch die Newton’schen Bewegungsgleichungen

ausgedrückt:

d2r
dt2

=M¡1F , (3.5.12)

wobei F den 3N Kraftvektor und M eine 3N£3N Diagonalmatrix, die die Mas-

se der Partikel enthält, darstellen. Das System wird duch K zeitunabhängige

Gleichungen der Randbedingungen restringiert:

gi (r) = jri1 ¡ ri2 j ¡ di = 0 mit i = 1; : : : ; K (3.5.13)

Nach der Berechnung eines Einzelschritts des Systems ohne Randbedingungen

werden diese in die Molekulardynamiksimulation durch den LINCS–Algorithmus

eingebracht. Dazu wird die Gradientenmatrix der Randbedingungen nach

Bhi =
@gh

@ri
(3.5.14)

berechnet, wobeiB eine K£3N-Matrix, die die Richtungen der Randbedingungen

enthält, darstellt. Die neuen Koordinaten mit Randbedingungen werden als

rn+1 = (I¡TnBn) r
kR
n+1 +Tnd = r

kR
n+1 ¡M¡1Bn

¡
BnM

¡1BT
n

¢¡1 ¡
Bnr

kR
n+1 ¡ d

¢
(3.5.15)
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berechnet, wobei T = M¡1BT
¡
BM¡1BT

¢¡1
und rkR die Koordinaten ohne

Randbedingungen darstellen. Da dieser Schritt nur die Länge der Bindungen

korrigiert, muß noch der Winkel korrigiert werden. Der vollständig korrigierte

Koordinatensatz wird zu

r¤n+1 = (I¡TnBn) rn+1 +Tnp (3.5.16)

mit

pi =
q
2d2i ¡ l2i , (3.5.17)

wobei li die Bindungslänge nach Gleichung (3.5.15) darstellt.

3.5.2. Periodische Randbedingungen

Der klassische Weg um Grenze¤ekte in einem endlichen System zu minimieren,

besteht darin, Periodische Randbedingungen (Periodic Boundary Conditions)

anzuwenden. Die Atome des zu simulierenden Systems werden in einen raum-

füllenden Kasten gepackt, der von translatierten Kopien seiner selbst umgeben

ist. Es gibt somit keine Grenzen des Systems mehr. Artefakte, die durch un-

erwünschte Grenzen an einem isolierten Cluster auftreten, sind nun durch ein

Artefakt der periodischen Bedingungen ersetzt. Bei einem Kristall sind solche

Artefakte erwünscht. Bei der Simulation eines nicht-periodischen Systems, wie

Flüssigkeiten oder Lösungen, treten Fehler durch die Periodizität auf. In der

Regel sind diese aber kleiner als solche, die aus einer Simulation mit einer Sy-

stem/Vakuum–Grenzschicht entstehen.

Die Größe des Kastens hängt vom simulierten System ab. Das bedeutet, daß

für die Simulation eines Makromoleküls verhindert werden muß, daß das Molekül

„sich selbst“ sieht. Die Ausschlußgrenze, innerhalb derer die Kräfte berechnet

werden, darf dabei nicht größer sein, als die Hälfte der Kastengröße. Somit wird
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die Kastengröße als Moleküldurchmesser plus zweimal Ausschlußgrenze festge-

legt.

3.5.3. Das Kraftfeld

Damit die Bedingungen bei einer Molekulardynamikrechnung der Realität so na-

he wie möglich kommen, wird ein Kraftfeld implementiert, das die Bedingungen

der „wirklichen Welt“ zu simulieren versucht. In der vorliegenden Arbeit wurde

das Kraftfeld GROMOS-87 [93] mit leichten Modi…kationen verwendet [88,94,95].

Man kann grundsätzlich zwei verschiedene Gruppen der Wechselwirkungen

unterscheiden: nicht-bindende und bindende Wechselwirkungen. Die Potential-

funktion für die nicht-bindenden Wechselwirkungen

V (r1; : : : ; rN ) =
X
i<j

Vij (rij) (3.5.18)

Fi = ¡
X
j

dVij (rij) rij
drij ¢ rij = ¡Fj (3.5.19)

gliedert sich in einen Abstoßungsterm, einen Dispersionsterm und einen elek-

trostatischen Coulombterm auf. Die Abstoßungs– und Dispersionsterme werden

entweder in einem Lennard-Jones– oder einem Buckingham–Potential vereint.

Das Lennard-Jones–Potential VLJ zwischen zwei Atomen

VLJ (rij) =
C
(12)
ij

r12ij
¡ C

(6)
ij

r6ij
, (3.5.20)

mit C
(12)
ij und C

(6)
ij als atom-abhängigen Parametern, erzeugt eine Kraft

Fi (rij) =

Ã
12

C
(12)
ij

r12ij
¡ 6C

(6)
ij

r6ij

!
rij

rij
(3.5.21)

beziehungsweise

VLJ (rij) = 4"ij

Ãµ
¾ij

rij

¶12
¡
µ
¾ij

rij

¶6!
, (3.5.22)
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wobei ¾ij = 1
2
(¾ii + ¾jj) und "ij =

p
"ii"jj entspricht.

Für das Buckingham–Potential

Vbh (rij) = Aije(¡Bijrij ) ¡ Cij

r6ij
(3.5.23)

ergibt sich somit die Kraft

Fi (rij) =

µ
¡AijBijrije(¡Bijrij) ¡ 6Cij

r6ij

¶
rij

rij
. (3.5.24)

Das Lennard-Jones–Potential ist zwar schneller zu berechnen als das Bucking-

ham–Potential, allerdings ist letzteres ‡exibler und bietet einen realistischeren

Abstoßungsterm. In der vorliegenden Arbeit wurde aus Gründen der Ersparnis

von Rechenzeit ausschließlich das Lennard-Jones–Potential eingesetzt.

Der Coulombterm für die elektrostatische Wechselwirkung lautet

VC (rij) = f
qiqj

"rrij
(3.5.25)

mit der Kraft

Fi (rij) = f
qiqj

"rr
2
ij

rij

rij
, (3.5.26)

wobei f = 1
4¼"0

= 138; 935485 entspricht.

Die bindenden Wechselwirkungen werden durch die Anteile der potentiellen

Energie der Bindungen, Bindungswinkel und Diederwinkel gebildet:

Vb =
X

Bindungen

Kb (b¡ b0)
2 +

X
Bindungswinkel

Kµ (µ ¡ µ0)
2 +

+
X

Diederwinkel

K' (1 + cos (n'¡ ±)) ,

wobei b0 die Gleichgewichtsbindungslänge, µ0 den Gleichgewichtsbindungs-

winkel, ' den Diederwinkel, n die Periode, ± den Phasenwinkel darstellt und

Kb;µ;' den zugehörigen Kraftkonstanten entsprechen.

38



3 PROTEINSTRUKTUR IN LÖSUNG 3.5 Molekulardynamik

Obige Gleichung kann noch durch weitere Energieterme erweitert werden, z.B.

die Deformationswinkel, um eine physikalisch relevantere Abbildung der Kräft zu

erhalten.
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4. Ergebnisse und Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden in [68] erstellte NOESY- und TOCSY-Spektren

der rekombinanten pI=5,1 Isoform des Rinderherz H-FABPs verwendet. Die ver-

wendeten H-FABP Proben enthalten ein Fettsäuregemisch, dessen ungefähre Zu-

sammensetzung 29% gesättigte C16-Fettsäure, 22% einfach ungesättigte C16-Fett-

säure, 21% gesättigte C17-Fettsäure, 2,5% gesättigte C18-Fettsäure, 20,5% ein-

fach ungesättigte C18-Fettsäure und 5% gesättigte C19-Fettsäure enthält. Auf

Grund der schlechten Delipidierbarkeit von H-FABP handelte es sich bei der

verwendeten Probe um die HOLO–Form. Da diese Spektren (NOESY-Spektrum

siehe Abbildung 8, TOCSY nicht gezeigt) eine genügend hohe Au‡ösung boten,

wurde von einer Neuaufnahme abgesehen. Aus diesen Spektren wurden bereits

die chemischen Verschiebungen [68], eine Abstandliste [68] sowie stereospezi…sche

Zuordnungen [68] erstellt. Diese wurden als Grundlage für die angefertigte Struk-

turverfeinerung herangezogen. Im Laufe der Arbeit mit diesen Listen ergaben sich

weitreichende Änderungen, so daß von der Au‡istung der Änderungen abgesehen

wird und nur die aktuellen Listen der Verschiebungen (Tabelle 7, Seite 78), ste-

reospezi…schen Zuordnungen (Tabelle 8, Seite 83) und NOE-Abständen (Tabelle

11, Seite 86) im Anhang zu …nden sind. Insbesondere die NOE-Abstände und die

stereospezi…schen Zuordnungen mußten überarbeitet werden.

Darüberhinaus wurden die in [96, 97] bestimmten 3J-Kopplungskonstanten

3JHN H®, 3JHN CO und 3JHN C¯ verwendet. Diese wurden zur Á-Winkel-Bestimmung

(Tabelle 9, Seite 84) herangezogen. Aus [98] wurden die Â1–Diederwinkel (Tabelle

10, Seite 85) entnommen. Die somit verfügbaren Diederwinkelrandbedingungen

für die Strukturrechnungen ermöglichten eine verbesserte Strukturbestimmung.

Mit diesen Daten wurden neue Distanzgeometrierechnungen durchgeführt.

Anfangs wurde das Programm DIANA mit REDAC–Strategie und später das
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Abbildung 8: NOESY-Spektrum der rekombinanten pI=5,1 Isoform des Rinderherz H-

FABPs. Das Spektrum wurde in [68] erstellt. Anhand dieses Spektrums wurden die Ab-

standsrandbedingungen und die stereospezi…schen Zuordnungen geprüft, korrigiert und er-

gänzt.
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Programm DYANA eingesetzt. Der Programmwechsel wurde durchgeführt, um

die Vorteile des neuen Simulated-Annealing-Algorithmus’ der neueren Programm-

version nutzen zu können. Insbesondere für ¯–Faltblatthaltige Proteine, wie die

FABPs sie darstellen, führt die neue Version — neben einer starken Verkürzung

der Rechenzeit — zu besseren Ergebnissen. Als Konvention, und um Verwirrun-

gen vorzubeugen, gilt in dieser Arbeit, daß nur Zahlen aus den gleichen Arbeits-

abläufen miteinander verglichen werden. So werden keine DIANA–Ergebnisse

mit DYANA–Ergebnissen verglichen, obwohl dies durchaus möglich wäre (siehe

„Theorie und Methode“, Seite 23).

Die aus den Distanzgeometrierechnungen resultierende Strukturen wurden ei-

ner Energieminimierung unterworfen. Mit der besten energieminimierten Struk-

tur wurde anschließend eine Molekulardynamiksimulation durchgeführt und die

Dynamik untersucht.

4.1. Distanzgeometrierechnungen

Die Distanzgeometrierechnungen wurden zuerst mit Hilfe des Programmes DIA-

NA 2.8 mit REDAC–Strategie auf Basis der reinen Abstandsrandbedingungen

und der stereospezi…schen Zuordnungen durchgeführt, bis keine Verletzungen un-

terhalb 0,10 Å mehr auftraten. Dann wurde zum Programm DYANA 1.6 ge-

wechselt. Dabei wurden die Winkelinformationen eingebracht. Die DYANA–Rech-

nungen wurden mit 100 zufällig gewählten Startstrukturen mit je 8000 Simula-

ted-Annealing Schritten durchgeführt. Die besten 20 Strukturen wurden extra-

hiert und Verletzungen der Abstandsbeschränkungen sowie der van-der-Waals

Abstände oberhalb von 0,1 Å wurden analysiert. Die Rechnungen wurden auf

Silicon Graphics Indy R4400, Silicon Graphics Indy R5000, Silicon Graphics O2

R5000 und Linux Workstations (Pentium II 450, Pentium II 350, Pentium II 300)
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durchgeführt. Die Rechenzeit betrug auf einer Linux Workstation mit einem Pro-

zessor (Pentium II 450) ungefähr 6 Stunden. Die erzeugten Strukturen wurden

mit den Strukturen aus [68] verglichen.

Lassen95 Brandau99

Abstandsrandbedingungen 2330 2002

Ø Zielfunktion (1-20) 38;66 0;66

Beste Zielfunktion 28;63 0;32

RMSD Rückgrat 1;69 1;07

RMSD Schweratome 2;51 1;60

Tabelle 3: Die Zielfunktion der verfeinerten Struktur Brandau99 ist im Vergleich zur

Ausgangstruktur Lassen95 um 2 Größenordnungen kleiner geworden. Auch der RMSD-

Wert der verfeinerten Strukturen ist deutlich geringer.

Die Strukturverfeinerung hat die Zielfunktion um zwei Größenordnungen re-

duziert und auch die RMSD-Werte sind deutlich verbessert worden (Tabelle 3).

Weiterhin gab es keine konsistent verletzten Abstandsrandbedinungen mehr. In

neun Fällen wurden die Randbedingungen ein- oder mehrmals um 0,1 Å über-

schritten, die maximale Verletzung betrug 0,33 Å in Struktur 20, die durchschnitt-

liche Verletzung lag bei 0,25 Å. Zum Vergleich die Ausgangsstruktur [68]: bei 501

verletzten Abstandsrandbedingungen lag der Durchschnitt bei einer Verletzung

von 1,15 Å, maximal 1,44 Å und neunzehn konsistent verletzten Abstandsrand-

bedinungen. Auch die Verletzungen der van-der-Waals Abstände sind deutlich

weniger geworden; hier reduzierte sich die Zahl von 327 auf sechs.

Das in Abbildung 9 in der Stereoprojektion gezeigte Strukturbündel der be-

sten 20 Strukturen bestätigt die guten RMSD– und niedrigen Zielfunktionswerte.

Die besten 20 Strukturen wurden einer Energieminimierung mit Abstandsrand-

bedingungen mit dem Programm DISCOVER von MSI unterworfen (Silicon Gra-
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Abbildung 9: Das Strukturbündel der besten 20 Strukturen aus der Distanzgeometrierech-

nung als Stereoprojektion dargestellt. Im oberen Teil sind die ®-Helices (®-II vorne) zu

erkennen. Im linken oberen Teil zeichnet sich das Eingansportal ab. Die einzelnen Struktu-

relemente sind gut zu erkennen, es treten nur in der ®-II-Helix vermutlich durch Dynamik

bedingte Strukturverwischungen auf.
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phics O2 R5000 Workstation, ca. vier Stunden Rechenzeit). Bei den Berechnungen

wurde eine Dielektrizitätskonstante von " = 4, eine Ausschlußgrenze von 15 Å

und eine Energieausschlußgrenze von 14 Å eingesetzt. Es wurden insgesamt drei

Minimierungsläufe durchgeführt.

Struktur Energiewert
h

kcal
Å

i
Struktur Energiewert

h
kcal
Å

i
1 1165;33 11 1157;16

2 1198;32 12 1181;11

3 1151;45 13 1175;57

4 1137;06 14 1150;07

5 1186;09 15 1167;91

6 1149;94 16 1162;43

7 1151;24 17 1162;70

8 1133;65 18 1173;31

9 1142;86 19 1178;85

10 1148;26 20 1141;62

Mittelwert 1160,72

Standardabweichung 17,46

Minimalwert 1133,65

Maximalwert 1198,32

Tabelle 4: Energien der Einzelstrukturen sowie der Mittelwert, Standardabweichung,

Minimal- und Maximalwert nach der Energieminimierung.

Der erste Lauf bestand aus 100 Schritten Steepest Descent mit …xiertem Pro-

teinrückgrat. Das Proteinrückgrat wurde …xiert, damit zuerst die Seitenketten

eine energetisch günstige Konformation einnehmen und somit die Gesamtenergie

für die folgenden Schritte nicht zu hoch ist. Der zweite Minimierungslauf be-
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stand aus 100 Schritten Steepest Descent ohne Fixierung des Proteinrückgrates.

Da in diesem Schritt auf Grund der Natur des Steepest Descent-Algorithmus’

meist kein globales Minimum erreicht wird, wurde anschließend ein weiterer Mi-

nimierungslauf mit dem Conjugate Gradient-Algorithmus angeschlossen. Die 500

Schritte dieses Minimierungslaufes wurden ebenfalls ohne Fixierung des Prote-

inrückgrates durchgeführt. Um die Minimierungsläufe zu beschleunigen, wurden

Abbruchkriteren verwendet. Diese de…nieren die minimale Gesamtenergieände-

rung zwischen zwei Minimierungsschritten, die erfüllt werden muß, um einen

weiteren Minimierungsschritt anzuschließen. Wird das Abbruchkriterium unter-

schritten, so wird angenommen, daß der Minimierungslauf konvergiert hat und

er wird abgebrochen. Als Abbruchkriterium wurde beim ersten Lauf (Steepest

Descent mit Fixierung des Proteinrückgrates) 0,5 kcal/Å und für den zweiten

Lauf (Steepest Descent ohne Fixierung des Proteinrückgrates) 1 kcal/Å festge-

legt. Für den dritten Lauf (Conjugate Gradient) wurde ein Abbruchkriterium

von 0,01kcal/Å festgelegt. Die durchschnittliche Energie nach der Energiemini-

mierung betrug 1160,72kcal/Å mit einer Standardabweichung von 17,46 kcal/Å.

An Hand von Abbildung 10 kann man erkennen, daß bei den energiemini-

mierten Strukturen, im Vergleich zu den Strukturen aus der Distanzgeometrie,

die Helizität am N-Terminus ausgeprägter ist, sowie der C-Terminus eine stabi-

lisiertere Struktur zeigt. Etwas ungünstiger wirkt sich die Energieminimierung

auf die ®II–Helix sowie die ¯–Faltblattelemente im Bereich des Eingangspor-

tals aus. Hier ist eine Strukturaufweichung erkennbar, die sich in den erhöhten

RMSD-Werten wiederspiegelt (siehe Tabelle 5).

Es handelt sich bei der HOLO–Form von H–FABP um ein sehr rigides Pro-

tein. In Abbildung 11 ist die Darstellung der besten 20 Strukturen nach der

Energieminimierung gezeigt. Die Dicke des Proteinrückgrates korrespondiert mit

den lokalen RMSD-Werten. Die schlecht de…nierten Bereiche sind wahrscheinlich

46
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Abbildung 10: Links ist das Strukturbündel der 20 besten Strukturen nach der Energie-

minimierung dargestellt. Im Vergleich zu Abbildung 9 fällt die etwas erhöhte strukturelle

Unordnung auf. Im rechten Teil der Abbildung ist die energetisch niedrigste Struktur als

Ribbon-Diagramm zu sehen. Die Dynamik im Bereich der Portalregion wird durch unge-

ordnete Bereiche erkennbar.
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Abbildung 11: Die Darstellung der Dynamik der 20 besten Strukturen des HOLO-Proteins.

Die Dicke des Proteinrückgrates korrespondiert mit dem lokalen RMSD–Wert der Struktu-

ren. Besonders au¤allend ist, daß der Bereich um das Portal herum — Aminosäuren 27–32,

56/57 und 75–77 — eine scheinbare Dynamik aufweist. Dies ist jedoch wahrscheinlich auf

das Vorhandensein eines Fettsäuregemisches in der NMR-Probe zurückzuführen.
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DG EM

RMSD Rückgrat 1,07 Å 1,15 Å

RMSD Schweratome 1,60 Å 1,75 Å

Abweichung Rückgrat 0,18 Å 0,18 Å

Abweichung Schweratome 0,16 Å 0,18 Å

Kleinster RMSD Rückgrat 0,63 Å 0,68 Å

Kleinster RMSD Schweratome 1,20 Å 1,35 Å

Größter RMSD Rückgrat 1,54 Å 1,80 Å

Größter RMSD Schweratome 2,01 Å 2,40 Å

Tabelle 5: Die RMSD-Werte der 20 besten Strukturen aus der Distanzgeometrie (DG) und

der Energieminimierung (EM). Die leichte Erhöhung der RMSD-Werte durch die Energie-

minimierung kann wahrscheinlich auf das Vorhandensein eines Fettsäuregemisches zurück-

geführt werden.

auf das Vorhandensein eines Fettsäuregemisches zurückzuführen. Die jeweilis ge-

bundene Fettsäure zwingt das Proteingerüst in eine für die Bindung notwendige

Position. Da es sich bei H-FABP um den FABP-Typ mit der höchsten Rigidität

handelt [99], können dynamische E¤ekte für die schlecht de…nierten Bereiche aus-

geschlossen werden. Man kann zeigen, daß sich die chemischen Verschiebungen

der Aminosäuren entlang des für die Fettsäure als Eingangsportals postulierten

Bereiches je nach gebundener Fettsäure unterscheiden [100]. Diese Heterogenitä-

ten der chemischen Verschiebung legen einen „selected-…t“ Bindungsmechanis-

mus nahe. Dieser erklärt die besonders starke Bindung der Fettsäure an H-FABP

und die dadurch sehr schwierige Delipidierung. Die gefundenen Heterogenitä-

ten lassen sich gut mit den schlecht de…nierten Bereichen der energieminimier-

ten Strukturen korrelieren. Es handelt sich insbesondere um den Bereich des

Helix-Turn-Helix -Motivs von Lysin 21 bis Threonin 36, den Bereich zwischen
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den ¯-Faltblattsträngen C/D von Threonin 56 bis Threonin 60 sowie den Be-

reich zwischen den ¯-Faltblattsträngen E/F von Threonin 74 bis Aspartat 76. Da

die Protonenresonanzheterogenitäten und die erhöhten lokalen RMSD-Werte sich

im ganzen Bereich des Eingangsportals be…nden, kann dem als essentiell für die

Fettsäurebindung postulierten Phenylalanin 57 im H-FABP nur ein Teil der Ge-

samtfunktionalität zugewiesen werden. Vielmehr weisen die gefundenen lokalen

RMSD-Werte, in Verbindung mit den Protonenresonanzheterogenitäten und den

15N-Relaxationsdaten auf eine selektive Anpassung des Proteinrückgrates auf die

jeweilig gebundene Fettsäure hin.

In Abbildung 12 ist das Ramachandran–Diagramm der 20 besten Strukturen

nach der Energieminimierung dargestellt. Die Farbabstufungen im Hintergrund

markieren die in 118 hochaufgelösten Proteinstrukturen verschieden intensiv po-

pulierten Bereiche, die in etwa der aus sterischen Überlegungen erwarteten Abstu-

fungen der potentiellen Energie entsprechen. Rote, gelbe und hellgelbe Regionen

markieren häu…g auftretende Konformationen, die daher als „erlaubte“ Bereiche

bezeichnet werden. In Konformationen mit Rückgrat–Diederwinkeleinstellung-

en in den weißen Regionen vergrößern ungünstige van-der-Waals–Kontakte den

Energieinhalt, so daß diese Bereiche weniger bevorzugt sind. In dieser Abbildung

be…nden sich 77,8% der Aminosäurereste in besonders begünstigten Bereichen

(„most favoured regions“), 19,2% in zusätzlich erlaubten Bereichen („additional

allowed regions“), 1,1% in großzügig erlaubten Bereichen („generously allowed

regions“) und 1,9% in verbotenen Bereichen („disallowed regions“) (Tabelle 6).

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm PROCHECK-NMR [101].

Vergleicht man die Energiewerte, die Verletzungen der Strukturen und die Ra-

machandran–Diagramme, sowohl vor als auch nach der Strukturverfeinerung, so

zeigt sich, daß die Strukturverfeinerung erfolgreich war. Betrachtet man die Aus-

wirkungen der 3J-Kopplungskonstanten, beziehungsweise der daraus abgeleiteten
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Abbildung 12: Das Ramachandran–Diagramm für das Ensemble der 20 besten Strukturen

nach der Energieminimierung (siehe Tabelle 6). Die Auswertung erfolgte mit dem Programm

PROCHECK-NMR [101]
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Lassen95 Brandau99

Reste in besonders günstigen Bereichen 1247 52;8% 1692 77;8%

Reste in zusätzlich erlaubten Bereichen 954 40;4% 558 19;2%

Reste in großzügig erlaubten Bereichen 81 3;4% 86 1;1%

Reste in verbotenen Bereichen 78 3;3% 26 1;9%

Tabelle 6: Auswertung der Ramachandran–Diagramme der 20 besten Strukturen vor

(Lassen95, nicht gezeigt) und nach der Strukturverfeinerung (Brandau99, Abbildung 12).

Diederwinkelrandbedingungen, so wird deutlich, daß ihr Ein‡uß auf die Struk-

tur nur sehr gering ist. Wiederhohlt man die Strukturrechnungen mit und ohne

Diederwinkelbeschränkungen, so kann man die Werte der Zielfunktionen und die

RMSD-Werte als annähernd identisch betrachten. Da innerhalb einer Distanz-

geometrierechnung bei Verwendung der REDAC -Strategie ebenfalls Winkelrand-

bedingungen erzeugt werden, sind die experimentell gewonnenen Diederwinkel-

beschränkungen nur für den ersten Programmschritt von Vorteil. Beim Simulated

Annealing-Algorithmus sind die Diederwinkelbeschränkungen von gleichbleiben-

dem Gewicht. Dennoch kann bei beiden Methoden keine numerische Aussage

über eine Verbesserung der Struktur gewonnen werden. Nur die visuelle Kontrol-

le der berechneten Strukturen können einen Vorteil o¤enbaren. Das gilt vor allem,

wenn es sich bei den vorhandenen Randbedingungen um „gute“ (also fehlerarme)

Datensätze handelt. Bei Datensätzen mit wenig Abstandsrandbedingungen oder

mit vielen Fehlern in den Abstandsrandbedingungen können die Diederwinkel-

randbedingungen durchaus von Vorteil sein; dann allerdings in Form stärkerer

Verletzungen der Abstandsrandbedingungen (vor allem in helikalen Bereichen).

Somit lassen sich die Fehler in den Abstandsrandbedingungen leichter korrigie-

ren. Betrachtet man den Zeitaufwand zur Bestimmung der Diederwinkelrandbe-

dingungen — nämlich die Messung von drei bis sechs 3J-Kopplungskonstanten
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für jeden Winkel und deren Auswertung — im Vergleich zu der reinen Arbeit mit

Abstandsrandbedingungen, so sollte von der Benutzung der Diederwinkelrandbe-

dingungen in Fällen, in denen das Protein vornehmlich aus ¯–Faltblattstrukturen

besteht, abgesehen werden. Bei der Auswertung von Proteinen, deren Strukturen

vornehmlich helikaler Natur sind, können Diederwinkelrandbedingungen aller-

dings den Zeitaufwand für eine Strukturverfeinerung drastisch verkürzen.

4.2. Molekulardynamikrechnung

Da die verfeinerte Proteinstruktur auch als Ensemble nur einen Satz statischer

Strukturen darstellt, verwendet man die Methode der Molekulardynamiksimula-

tion (MD), um das Verhalten des Proteins in Lösung möglichst realistisch aufzu-

zeigen und zu untersuchen. Solche Simulationsrechnungen helfen auch das beob-

achtbare Zeitfenster, welches bei der NMR-Spektroskopie in der Regel im Milli-

sekundenbereich liegt, in viel kleinere Dimensionen zu rücken, da die Au‡ösung

einer MD im Picosekundenbereich liegt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die nach der Energieminimierung energetisch

niedrigste Struktur mit dem Programmpaket GROMACS 1.6 für einen simulier-

ten Zeitraum von drei Nanosekunden einer Simulation in einer NaCl–haltigen

wäßrigen Lösung unterzogen.

Bei der Simulation wurde eine kubische Box mit dem Volumen 361; 86 Å3

(Kantenlänge 7,126 Å) sowohl mit dem Protein als auch mit 10925 Molekülen

Wasser (SPC-Wasser) gefüllt. Hinzu kamen noch je 2 Ionen Na+ und Cl¡ um ei-

ne ionische Umgebung zu gewährleisten. Als simulierter Zeitschritt wurden zwei

Femtosekunden verwendet, wobei alle 50000 Schritte eine Zwischenstruktur er-

stellt wurde. Die Simulation wurde mit einer Wärmebadkopplung bei 303 K und

einer Ausschlußgrenze von 1,0 bzw. 1,4 Å für die short–range und long–range
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elektrostatischen Wechselwirkungen durchgeführt. Die Randbedingungen wurden

durch den LINCS -Algorithmus in die Molekulardynamiksimulation eingebracht.

Die vollständigen Parameter sind unter A.5 auf Seite 115 zu …nden.

Abbildung 13: In der Abbildung sind die RMSD-Werte für das Proteinrückgrat (rot) und

das gesamte Protein (blau) dargestellt; dabei sind die Strukturen mit der ersten Struk-

tur der Trajektorie verglichen worden. Die schwarze Linie gibt die RMSD-Werte für das

Proteinrückgrat an, wobei hier die aktuelle Struktur mit der jeweils 4 ps zuvor liegenden

verglichen wurde. Vor der Berechnung der RMSD-Werte wurden die Strukturen jeweils mit

einer Least-Square-Fit Methode im Proteinrückgrat übereinandergelegt.

Der Verlauf der RMSD–Werte über den Zeitraum der Simulation (Abbildung

13) zeigt, daß die anfangs starke Strukturänderung des Proteins sich nach cir-
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ca 1000 ps auf einem stabilen Niveau einpendelt. Die ersten 700 ps der Tra-

jektorie werden auf Grund dieser Strukturänderungen als „Einschwingvorgang“

betrachtet. Dies könnte auf die fehlende Fettsäure in der Startstruktur zurück-

zuführen sein. Somit konvergiert die HOLO–Startkonformation in Richtung der

APO–Form. Die RMSD–Werte der Trajektorie im Vergleich zur jeweils 4 ps vor-

angehenden Struktur (Abbildung 13, schwarze Kurve) zeigt, daß es sich nicht um

ein „Explodieren“ der Struktur handelt, sondern um eine gleichförmige Struktur-

änderung.

Abbildung 14: Verlauf der Gesamtenergie der Einzelstrukturen während der Molekulardy-

namiksimulation.

Der Energieverlauf über die gesamte Trajektorie bestätigt dies. Es ist in Ab-

bildung 14 zu erkennen, daß die Gesamtenergie innerhalb der Trajektorie kurz

fällt und dann auf niedrigem Niveau verbleibt.

Zur Veranschaulichung der Strukturänderung des H-FABPs während der Mo-

lekulardynamiksimulation sind in Abbildung 15 einige Strukturen aus der Tra-
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jektorie aufgetragen.

Die Struktur am Anfang der Trajektorie bei 60 ps entspricht weitestgehend

noch der mit Distanzgeometrie und Energieminimierung ermittelten Struktur,

mit Ausnahme der verlängerten ®II–Helix. Die au¤älligste konformationelle Än-

derung ist das „Herausbiegen“ sowohl der C/D als auch der E/F-Faltblattstruk-

turen und das „Zuklappen“ der G/H-Falblattstrukturen. Diese Bewegung erfolgt

bereits nach wenigen Picosekunden und zieht sich im weiteren Verlauf durch die

gesamte Trajektorie. Gleichzeitig sinken die beiden Helices in das ¯–Faß hinein.

Die gesamte Bewegung kann mit dem Ö¤nen einer Venus‡iegenfalle verglichen

werden, wobei das ¯–Faß die beiden Blätter darstellen, die auseinanderweichen.

In der Gegenüberstellung der energieminimierten Struktur (Abbildung 16,

linke Struktur) mit der Endstruktur der Trajektorie (rechte Struktur) kann man

deutlich die durchlaufenen Konformationsänderungen erkennen. Das ¯–Faß ist zu

einer Art „Blüte“ geworden, welche das Eindringen der Fettsäure durch das stark

vergrößerte Portal, und das Austreten der in der „Blüte“ vorhandenen Wasser-

moleküle durch die beiden anderen entstandenen — allerdings viel kleineren —

Ö¤nungen (im Bild links oben und vorne Mitte) ermöglicht.
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Abbildung 15: Entwicklung der FABP-Struktur im Verlauf der 3000ps MD-Trajektorie.

Die Struktur verändert sich von der schmalen HOLO–Form zu einer ‡acheren „Blüten“

APO-Form.
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Abbildung 16: Vergleich der Struktur aus der Energieminimierung (linke Abbildung A)

und am Ende der Trajektorie (rechte Abbildung B), jeweils aus Perspektive der „Gap“

betrachtet.
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4.3. Schlußfolgerungen

Die hier vorgestellte Lösungsstruktur der rekombinanten pI=5,1 Isoform des H-

–FABPs aus Rinderherz weist im Vergleich zu früheren Lösungstrukturen erheb-

liche Verbesserungen auf. Für eine Bewertung der Qualität der Struktur wurden

verschiedene Kriterien herangezogen. Da die Meßdaten auf einer NMR-Probe be-

ruhen, die ein Fettsäuregemisch enthielt, ist davon auszugehen, daß es sich bei

der vorgestellten Struktur um die HOLO–Form des Proteins handelt.

Die gefundenen Strukturdi¤erenz der Ensembles beschränken sich hauptsäch-

lich auf den Fettsäurebindungsbereich und es ist daher anzunehmen, daß es sich

dabei um ein Artefakt handelt, welches auf unterschiedlichen Bindungskonfor-

mationen beruht. Es zeigt sich, daß die experimentell bestimmten Diederwinkel

gut zu denen der Röntgenstruktur passen [97] und daß die Heterogenitäten in

den chemischen Verschiebungen sich mit einem „selected-…t“ Bindungsmechanis-

mus in Einklang gebracht werden können. Ein solcher Mechanismus könnte die

biologische Relevanz der H-FABPs unterstreichen. Da diese in vielen lebenswich-

tigen Organen vorkommen (z.B. Herz, Niere, Gehirn), und diese Organe für ihre

Funktion wesentliche Mengen an Fettsäuren benötigen (das Gehirn verbrennt

in Glucosemangelzeiten Fettsäuren), könnte man sich vorstellen, daß ein „selec-

ted-…t“ Bindungsmechanismus die Funktionsfähigkeit dieser Organe sicherstellt.

Auch Organe, die für das Wachstum und die Fortp‡anzung wichtig sind, wie

zum Beispiel die Milchdrüsen und die Placenta, weisen ein hohes Vorkommen

von H-FABP auf. In diesen Organen ist ebenfalls ein erhöhter Fettsäureverbrauch

gegeben, was den Einsatz eines besonderes e¤ektiven FABPs rechtfertigt.

Obwohl es physikalisch keinen Sinn macht, für ein NMR-Strukturensemble ei-

ne „Au‡ösung“ anzugeben, haben Laskowski et al. [102] aus 160 röntgenkristallo-

graphisch aufgeklärten Proteinstrukturen mehrere strukturelle Kriterien mit der
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Au‡ösung der Struktur korreliert. Die gewählten Kriterien sind beispielsweise

„der Prozentsatz an Aminosäureresten mit (Á;Ã)–Diederwinkelkombinationen in

energetisch besonders bevorzugten Bereichen eines Ramachandran–Diagramms“

oder die „Verteilung der Â1–Diederwinkeleinstellungen“. Die hier bestimmte Lö-

sungstruktur entspricht (nach Laskowski et al) in ihrer Güte einer Kristallstruk-

tur mit der Au‡ösung von etwa 2,4 Å.

Wendet man auf die vorgestellte Lösungsstruktur Molekulardynamikmetho-

den an, so kann man eine rasche Strukturänderung beobachten. Dabei kommt es

zu einer „Ö¤nung” der Struktur sowie zu einer Dynamisierung über weite Tei-

le der Struktur. Insbesondere die Portalregion unterliegt einer Aufweitung bei

der die Eintrittsö¤nung deutlich sichtbar wird. Der gleichbleibend niedrige Ver-

lauf der Energiewerte und der RMSD-Werte legen den Schluß nahe, das es sich

bei der beobachteten Bewegung um die Umlagerung der HOLO–Proteinform zur

APO–Form handelt, da die Startstruktur für die Molekulardynamikrechnung kei-

ne Fettsäure enthielt.
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5. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Bestimmung und Verfeinerung der Lösungsstruktur

der rekombinanten pI=5,1 Isoform des H-FABPs aus Rinderherz. Dabei wurde

von Proben mit einem Fettsäuregemisch ausgegangen und somit die HOLO–Form

des Proteins untersucht. Der Einsatz von mehrdimensionaler NMR–Spektroskopie

zur Bestimmung von Abstandsrandbedingungen, stereospezi…schen Zuordnungen

und Diederwinkeln aus 3J–Kopplungskonstanten ermöglichte die Verwendung von

1877 Abstandsrandbedingungen, 52 stereospezi…schen Zuordnungen und 81 Die-

derwinkelbeschränkungen. Die Struktur basiert im Schnitt auf 15 geometrischen

Beschränkungen je Aminosäurerest. Mit einem mittleren globalen RMSD–Wert

der Rückgratatome von 1,07§0,15Å und den relativ niedrigen berechneten Ener-

giewerten sind die Ansprüche an eine hochaufgelöste Struktur erfüllt. Vergleiche

mehrerer struktureller Kriterien mit 160 Proteinkristallstrukturen haben ergeben,

daß die hier bestimmte Lösungsstruktur in ihrer Güte einer Kristallstruktur mit

einer Au‡ösung von etwa 2,4 Å entspricht.

Die Molekulardynamiksimulation der energetisch niedrigsten Lösungsstruk-

tur in einer Wassersimulation führte anfangs zu einer raschen Konformationsän-

derung der Struktur. Diese war gekennzeichnet durch eine Vergrößerung des als

Eingangsportal für den Fettsäureliganden postulierten Bereiches. Zugleich wur-

den zwei weitere kleine Ö¤nungen erkennbar, welche als Austrittsö¤nungen für

Wassermoleküle dienen könnten.
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A.1. Chemische Verschiebungen

Tabelle 7: Chemische Verschiebungen im rekombinanten pI=5,1 Rin-
derherz H-FABP. Rest bezieht sich auf die Aminosäurenummer, AS gibt
den Einbuchstabencode der Aminosäure an. N bezieht sich auf das Rück-
gratsticksto¤, Nzus., Czus., Hzus. auf jeweils weitere Sticksto¤-, Kohlensto¤-
und Wassersto¤atome mit separater Kennzeichnung nach IUPAC.

Rest AS HN N Nzu s. H® C® H¯ C¯ Hzus. Czus. C’
0 M 8;41 129;3 4;71 55;5 2;24 36;3 2,68/2,62 (H°) 33,2 (C°) 178;6

2;09
1 V 8;74 121;2 4;23 64;7 2;28 32;7 1,00/0,97 (H°) 22,9/22,7 (C°) 176;9
1’ V 8;74 121;2 4;23 64;7 2;28 32;7 1,00/0,97 (H°) 22,9/22,7 (C°) 177;5
2 D 8;44 118;6 4;21 57;8 2;65 41;0 179;1

2;59
2’ D 8;16 119;5 4;26 57;8 2;65 41;2 179;1

2;59
3 A 8;06 122;0 4;09 55;5 1;18 19;5 179;7
3’ A 7;81 121;7 4;09 55;5 1;16 19;5 179;7
4 F 7;78 113;6 4;43 60;3 3;17 40;8 7,11 (H±1=±2) 176;8

2;88 6,89 (H²1=²2)
7,52 (Hz)

5 V 7;12 118;3 3;77 65;6 2;21 33;2 1,15 (H°) 22,2/24,2 (C°) 178;2
6 G 8;73 115;2 4;11 45;5 172;4

3;86
6’ G 8;70 115;2 4;11 46;0

3;86
7 T 8;10 118;1 4;78 64;3 3;86 71;1 1,08 (H°) 22,5 (C°) 174;3
8 W 9;64 129;4 129,0 5;29 56;8 3;35 33;0 9,55(N²1) 176;8

3;05 7,00 (H±1)
7,31 (H³2)
7,06 (Hº2)
7,21 (H³3)
7,14 (H²3)

9 K 9;76 125;6 5;40 55;8 1;98 37;2 1,54/1,47 (H°) 25,7 (C°) 177;2
1;82 1,73/1,69 (H±) 30,2 (C±)

2,96 (H²) 43,5 (C²)
10 L 7;78 129;3 3;47 57;8 1;45 43;2 1,24 (H°) 27,7 (C°) 178;3

1;14 1,24 (H°) 27,7/25,2 (C±1=±2)
0,80/0,39 (H±1=±2)

11 V 9;11 121;5 4;59 62;6 2;24 34;7 0,97/0,82 (H°1=°2) 20,2/22,7 (C°1=°2) 177;2
12 D 7;64 121;0 4;86 55;5 2;73 45;5 175;1

2;44
13 S 8;22 117;4 4;98 58;9 3;70 65;3 174;6

3;45
14 K 8;93 130;4 4;88 56;5 1;95 36;5 1,54/1,45 (H°) 25,4 (C°) 177;7

1;93 1,79/1,71(H±) 30,2 (C±)
2;44 3,07 (H²) 43,2 (C²)

15 N 9;42 121;3 113,2 4;81 56;0 3;52 38;2 7,63/7,12 (H±21=±22) 177;5
3;34

16 F 8;89 122;6 5;03 60;9 3;15 40;0 7,44 (H±1=±2) 179;4
3;06 7,06 (H²1=²2)

7,06 (H³)
17 D 8;92 121;3 4;32 60;0 2;90 43;0 179;4

2;58
18 D 7;72 118;2 4;28 58;3 2;79 41;3 180;8

2;65
19 Y 7;67 121;9 4;00 63;8 3;23 39;7 6,92 (H±1) 178;3

2;93 6,72 (H±2)
6,44 (H²1=²2)

6,45 (Hº )
20 M 8;48 119;7 3;36 61;8 2;15 35;5 1,46/1,31 (H°) 33,5 (C°) 180

1;71 2,14 (H²)
21 K 8;89 121;6 3;86 61;6 1;86 33;5 1,51/1,29 (H°) 26,5 (C°) 181;9

1;76 1,65(H±) 30,7 (C±)
2,95 (H²) 43,0 (C²)

22 S 7;92 118;4 4;28 63;0 4;06 64;6 177;7
Fortsetzung nächste Seite...
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Rest AS HN N Nzu s. H® C® H¯ C¯ Hzus. Czus. C’
23 L 7;13 120;2 3;91 56;0 1;55 44;8 0,97 (H°) 27,0/22,7 (C±1=±2) 179;1

1;24 0,27/0,12 (H±1=±2)
24 G 7;88 109;1 4;24 46;3 176;1

3;76
25 V 7;37 122;7 3;71 64;3 1;40 37;1 0,97/0,80 (H°1=°2) 23,5/22,6 (C°1=°2) 178;5
26 G 8;85 117;5 4;10 46;5 175;8

4;02
27 F 8;68 122;8 3;87 64;3 3;27 41;8 7,19 (H±1=±2) 178;6

3;04 7,33 (H²1=²2)
7,28 (H³)

28 A 8;79 122;4 3;96 56;5 1;46 18;7 182;4
29 T 7;54 117;0 3;73 67;5 3;91 69;3 0,93 (H°) 23,7 (C°) 177;5
30 R 8;41 124;0 83,7 3;84 61;1 1;72 30;2 1,51/1,30 (H°) 26,8 (C°) 179;7

3,19/2,78 (H±)
7,64 (H²)

31 Q 7;88 118;5 114,6 3;84 60;0 1;96 29;0 2,03 (H°) 34,7 (C°) 180;3
1;90 6,89/6,81 (H²21=²22)

31’ Q 7;80 118;4 114,5 3;84 1;96 2,03 (H°) 180;8
1;90 6,89/6,81 (H²21=²22)

31” Q 7;80 118;4 114,5 3;84 1;96 2,03 (H°) 181;3
1;90 6,89/6,81 (H²21=²22)

32 V 6;85 118;5 3;66 66;9 1;74 33;6 0,85/0,55 (H°1=°2) 22,8/25,7 (C°1=°2) 181;7
32’ V 6;80 118;8 3;62 66;9 1;8 0,88/0,5 (H°) 181;9
33 G 8;86 111;9 3;72 48;8 176;9

3;56
33’ G 8;81 111;8 3;72 49 176;8

3;56
34 N 8;54 119;6 116,3 4;87 56;8 2;85 40;2 7,24/6,79 (H±21=±22) 177;4

2;68
35 M 7;40 117;6 4;72 56;8 2;18 2,70 (H°) 32,5 (C°) 177;7

2,10 (H²)
36 T 7;35 116;7 4;32 65;1 4;12 71;8 1,33 (H°)
37 K 4;94
38 P 137;2 4;91 63;0 2;23 2,01/1,58 (H°) 53,3 (C±) 176;8

3,79/3,64 (H±)
39 T 8;70 118;2 5;48 63;2 4;09 72;5 1,26 (H°) 22,7 (C°) 176;1
40 T 9;95 125;2 5;60 63;2 3;49 73;7 0,95 (H°) 21,2 (C°) 174;1
41 I 9;79 131;8 5;19 61;8 1;69 42;5 1,52/1,30 (H°) 29,5 (C°) 176;6

0,90 (H°2) 18,9 (C°2)
0,85 (H±)

42 I 9;14 129;1 5;23 62;1 2;34 39;7 1,71 (H°) 29,73 (C°) 177;1
0,65 (H°2) 16,45 (C°2)
0,99 (H±)

43 E 9;24 129;8 4;81 55;5 1;93 35;4 2,13/2,08 (H°) 37 (C°) 175;1
1;87

44 V 8;32 120;1 4;68 61;8 1;85 35;7 0,81/0,78 (H°) 22,5 (C°) 176;6
45 N 8;89 127;2 113,3 4;89 52;8 2;66 40;8 7,28/6,87 (H±21=±22) 178;8

2;51
46 G 9;01 117;8 4;02 48;5 177;5

3;61
47 D 8;45 128;3 4;55 54;8 2;87 41;8 176;6

2;72
48 T 7;92 118;4 4;45 63;8 4;06 72;9 0,91 (H°) 22,5 (C°) 173;5
49 V 8;80 130;5 4;18 62;1 0;65 33;0 0,61/0,52 (H°1=°2) 22,2/22,5 (C°1=°2) 174;4
50 I 8;66 127;0 4;79 61;1 1;52 42;5 1,23/0,92 (H°) 29,2 (C°) 177;1

0,77 (H°2) 19,8 (C°2)
0,68 (H±) 15,9 (C±)

51 I 8;69 124;6 4;94 62;2 1;78 40;5 1,00 (H°) 17,6 (C°2) 178;3
0,63 (H°2) 28,0 (C±)
0,80 (H±) 21,6 (C°)

52 K 9;74 133;0 5;22 55;8 2;00 36;0 1,39/1,37 (H°) 26,5 (C°) 176;9
1;87 1,64/1,51 (H±) 30,7 (C±)

2,75 (H²) 43,0 (C²)
53 T 9;01 122;7 5;10 64;1 4;21 72;8 1,11 (H°) 22,0 (C°) 175;1
54 Q 9;62 127;4 111,0 5;41 55;5 2;05 31;9 2,28/2,21 (H°) 34,7 (C°) 176;9

7,35/6,65 (H²21=²22)
55 S 8;50 118;0 5;02 59;5 4;20 69;2

3;98
Fortsetzung nächste Seite...
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Rest AS HN N Nzu s. H® C® H¯ C¯ Hzus. Czus. C’
56 T 8;25 112;0 4;13 65;3 4;32 72;1 1,30 (H°) 23,5 (C°) 176;5
56’ T 8;47 112;6 4;04 65;3 72;1 1,26 (H°) 23,2 (C°)
57 F 7;67 121;6 4;70 60;0 3;13 41;8 7,19 (H±1=±2) 175;8

2;78 7,29 (H²1=²2)
7,19 (H³)

57’ F 7;62 121;6 4;69 60;3 3;16 42;0 7,19 (H±1=±2) 176;1
2;79 7,29 (H²1=²2)

7,19 (H³)
58 K 7;00 117;6 4;26 57;3 1;51 36;0 1,21/1,04 (H°) 25,5 (C°) 175;2

1;47 1,65 (H±) 30,0 (C±)
2,83 (H²) 42,8 (C²)

59 N 8;51 124;2 112,7 5;85 53;0 3;00 41;3 7,35/6,57 (H±21=±22) 177
2;72

59’ N 8;47 124;2 112,7 5;90 52;8 3;01 41;8 7,35/6,57 (H±21=±22) 176;9
2;72

60 T 9;34 114;5 4;86 61;6 4;43 74;0 1,08 (H°) 23,5(C°) 176
60’ T 9;41 114;1 4;86 61;6 4;43 1,08 (H°)
60” T 9;30 114;7 4;86 61;6 4;43 1,08 (H°)
60”’ T 9;47 4;86 61;6 4;43 1,08 (H°)

61 E 8;58 123;9 5;15 57;5 1;96 34;0 2,04 (H°) 37,2 (C°) 176
62 I 8;44 120;6 4;88 61;1 1;90 43;5 1,71/1,57 (H°) 26,8 (C°) 176;5

1,26 (H°2) 19,9 (C°2)
0,83 (H±)

63 S 8;01 117;2 5;43 57;0 3;55 66;6 174;9
3;47

64 F 8;35 121;6 4;63 57;1 2;73 41;8 6,28 (H±1=±2) 174;0
1;71 6,72 (H²1=²2)

6,74 (H³)
65 K 8;67 119;4 4;94 55;2 1;86 35;1 1,53/1,45 (H°) 26,1 (C°) 179;4

1,62 (H±) 33,4 (C±)
2,92 (H²) 43,4 (C²)

66 L 9;17 126;5 4;46 57;5 1;86 41;8 1,48(H°) 30,2 (C°) 180;7
1;59 0,99/0,80 (H±1=±2) 27,2/24,2 (C±1=±2)

67 G 9;46 110;2 4;26 47;0 174;9
3;46

68 V 7;63 122;5 4;42 63;3 2;24 34;0 1,14/0,93 (H°1=°2) 22,5/22,0 (C°1=°2) 177;9
69 E 9;04 134;7 5;09 58;3 2;04 32;2 2,22 (H°) 38,5 (C°) 176;8
70 F 9;40 123;5 5;22 56;8 3;32 43;0 7,46 (H±1=±2) 174;4

3;28 6,93 (H²1=²2)
6,24 (H³)

71 D 8;49 121;7 5;16 55;8 2;76 43;3 176;8
2;66

72 E 8;54 127;7 4;76 56;0 1;83 2,33/1,62 (H°2=°3) 36,2 (C°) 175;5
1;78 11,11 (H²2)

73 T 8;73 126;3 5;38 62;6 4;06 72;0 1,20 (H°) 22,5 (C°) 177;4
74 T 9;07 120;6 4;55 63;6 4;36 72;5 0,84 (H°) 23,5 (C°) 179;1

5,88 (H°1)
75 A 9;57 124;8 3;93 56;3 1;46 19;2 178;2
76 D 9;27 111;5 4;51 53;8 2;81 39;2 174;6

2;20
77 D 8;04 117;1 4;06 57;3 2;90 39;7 178;6

2;69
78 R 7;36 118;0 93,2 4;06 57;3 1;40 30;0 1,06/0,89 (H°) 32,0 (C°) 177;1

0;38 2,66/0,57 (H±) 44,8 (C±)
9,50 (H²)

79 K 8;11 124;7 4;92 56;8 1;80 32;5 1,45 (H°) 25,7 (C°) 177;9
1;77 1,69 (H±) 30,0 (C±)

3,00 (H²) 43,6 (C²)
80 V 8;95 117;8 5;18 59;3 2;12 35;7 0,61/0,23 (H°1=°2) 21,0/23,0 (C°1=°2) 176;9
81 K 8;80 123;1 4;98 55;1 1;89 35;2 1,53/1,45 (H°) 26,1 (C°)

1,71 (H±) 34,8 (C±)
2,96 (H²) 43,4 (C²)

82 S 9;17 126;3 5;76 58;9 2;98 69;1 5,92 (H°) 173;2
1;98

83 I 8;29 119;5 4;22 62;6 1;73 43;3 0,96 (H°) 17,2 (C°2) 174;3
0,90 (H°2) 22,0 (C°)
0,83 (H±) 18,65 (C±)

Fortsetzung nächste Seite...
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Rest AS HN N Nzu s. H® C® H¯ C¯ Hzus. Czus. C’
84 V 9;51 131;6 5;40 61;1 1;28 33;7 0,51/-0,37 (H°1=°2) 22,5/19,4 (C°1=°2) 176;9
85 T 8;89 118;8 4;68 60;6 4;22 73;8 1,18 (H°) 22,0 (C°) 174
86 L 8;57 123;9 5;32 54;8 1;85 45;3 1,52 (H°) 28,5 (C°) 177;5

1;32 0,89/0,82 (H±1=±2) 26,5/25,2 (C±1=±2)
87 D 8;95 128;1 4;94 54;0 2;69 43;5 178;62

2;47
88 G 8;95 117;8 3;92 48;8 176;9

3;87
88’ G 8;97 117;8 3;92 48;8 176;8

3;87
89 G 8;60 111;9 4;11 46;3 174;9

3;93
89’ G 8;57 110;0 4;11

3;93
90 K 7;82 121;0 4;99 56;3 1;94 35;0 1,26 (H°) 30,2 (C±) 176;1

1;51 1,56 (H±) 43,1 (C²)
2,96 (H²) 26,0 (C°)

91 L 8;80 126;5 4;82 54;8 1;27 44;5 1,03 (H°) 27,6 (C°) 174;1
0;70 0,49/0,44 (H±) 25,5 (C±)

92 V 9;61 133;8 4;11 64;8 2;27 33;2 0,96/0,84 (H°1=°2) 22,0/24,5 (C°1=°2)
93 H 8;53 133;2 162,2 5;53 53;5 3;98 36;0 6,52 (H±2) 175;5

2;69 7,92 (H²1)
94 V 9;18 128;7 4;78 62;8 1;95 35;2 0,94/0,91 (H°) 22,8 (C°) 176;6
95 Q 8;68 126;4 117,6 5;09 54;8 2;18 2,48 (H°) 33,2 (C°) 177;7

7,28/6,93 (H²21=²22)
96 K 9;21 121;6 5;57 57;0 1;94 37;2 1,52/1,41 (H°) 26,7 (C°) 178;3

1;82 1,68(H±) 30,5 (C±)
2,86 (H²) 43,3 (C²)

97 W 8;27 128;3 131,5 4;92 59;1 3;71 33;2 10,17 (H²1) 174;3
3;25 7,16 (H±1)

7,12 ((H³2)
6,24 (Hº2)
6,79 (H³3)
7,16(H²3)

98 N 9;30 122;5 112,1 4;38 55;3 2;94 39;5 7,53/6,91 (H±21=±22) 176;3
2;46

99 G 8;41 106;4 3;98 47;0 175;4
3;61

100 Q 8;29 121;6 114,6 4;41 55;0 1;28 32;3 1,82/1,52 (H°) 34,0 (C°) 176;3
0;54 7,10/6,89 (H²21=²22)

101 E 8;17 119;0 5;82 56;0 1;94 35;6 2,11 (H°) 36,7 (C°) 177;2
1;92

102 T 9;03 117;6 5;45 60;6 4;40 72;4 1,36 (H°) 22,5 (C°) 177;2
103 S 8;26 121;3 5;70 57;7 3;85 67;8 176;3

3;77
104 L 9;74 126;3 4;97 57;0 1;88 43;0 1,47 (H°) 29,9 (C°) 177;7

1;34 0,73/0,32 (H±1=±2) 28,0/25,2 (C±1=±2)
105 V 9;18 128;6 4;92 62;3 2;01 35;2 1,05/0,92 (H°1=°2) 23,3/23,0 (C°1=°2) 176;3
106 R 8;90 128;4 83,6 5;60 55;4 1;30 34;0 1,86/1,09 (H°) 33,0 (C°) 175;4

2,65/2,53 (H±) 44,3 (C±)
7,60 (H²)

107 E 8;89 123;5 4;89 55;8 1;91 35;7 2,20/2,17 (H°) 37,0 (C°) 174;7
108 M 8;76 125;0 5;43 54;0 1;84 31;0 2,07 (H°) 31,0 (C°) 178;5

1;74 1,69 (H²)
109 V 9;18 127;7 4;21 63;3 1;93 35;0 0,88/0,82 (H°1=°2) 21,7/24,5 (C°1=°2) 177;5
110 D 9;29 130;4 4;32 56;5 3;03 41;0 177;2

2;61
111 G 8;52 104;8 4;29 46;5 175;5

3;67
112 K 8;08 123;2 4;92 56;3 1;97 35;2 1,73/1,56 (H°) 26,7 (C°) 174;6

1;90 1,63(H±) 30,0 (C±)
3,07 (H²) 43,5 (C²)

113 L 8;22 126;2 4;70 55;8 1;01 44;0 1,00 (H°) 28,4 (C°) 175;8
0;05 0,09/-0,06 (H±1=±2) 26,3/25,5 (C±1=±2)

114 I 9;26 129;8 4;83 60;4 2;13 38;1 1,55/1,38 (H°) 29,1 (C°) 176;9
0,79 (H°2) 21,8 (C°2)
0,80 (H±) 18,2 (C±)

115 L 9;51 134;2 5;43 53;8 2;04 45;0 1,27 (H°) 28,0 (C°) 176;31
Fortsetzung nächste Seite...
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Fortsetzung von vorangehender Seite...

Rest AS HN N Nzu s. H® C® H¯ C¯ Hzus. Czus. C’
0,81/0,64 (H±1=±2) 28,1/24,5 (C±1=±2)

116 T 9;73 126;3 5;29 63;4 3;88 70;9 1,05 (H°) 22,0 (C°) 176;8
117 L 9;64 133;6 5;34 54;3 0;79 43;5 1,22 (H°) 29,0 (C°) 176;8

0;35 0,72/0,63 (H±) 26,7/29,3 (C±)
118 T 8;70 118;0 5;57 63;3 4;12 70;7 1,24 (H°) 22,0 (C°) 178;5
119 H 9;61 132;6 5;19 57;8 3;32 33;2 8,17 (H²1) 174;7

3;14 7,81 (H±2)
120 G 9;23 120;3 3;88 48;0

3;57
121 T 8;63 119;0 4;26 63;2 4;57 70;4 1,25 (H°) 22,5 (C°) 175;8
122 A 8;47 129;1 4;62 53;7 1;55 19;9 176;9
123 V 8;19 125;3 5;09 62;6 1;94 35;0 0,93/0,81 (H°1=°2) 22,3/21,7 (C°1=°2) 177;1
124 C 9;53 131;0 5;34 56;3 3;26 30;7 2,71 (H°) 174;9

2;25
125 T 8;06 124;0 5;23 62;8 3;84 72;3 1,15 (H°) 22,7 (C°) 175;8
126 R 9;99 131;6 84,1 4;86 55;3 1;87 34;0 1,70/1,45 (H°) 28,2 (C°) 175;2

1;83 2,65/2,53 (H±) 45,2 (C±)
7,57 (H²)

127 T 8;69 121;8 4;86 64;1 3;84 72;5 1,12 (H°) 22,0 (C°) 174;1
128 Y 9;92 130;3 5;34 58;5 3;37 43;3 6,87 (H±1=±2) 176;1

3;12 6,57 (H²1=²2)
129 E 9;26 121;8 5;41 55;3 2;10 35;2 2,36 (H°) 38,0 (C°) 178;3

2;01
130 K 131;5 3;71 59;0 1;48 33;7 0,92/0,22 (H°) 23,0 (C°) 178;3

1,34/1,25 (H±) 29,7 (C±)
2,71 (H²) 43,6 (C²)

131 Q 8;82 128;1 115,3 4;35 56;0 2;01 31;2 2,29 (H°) 35,5 (C°) 176;0
1;74 7,26/7,09 (H²21=²22)

132 A 7;97 133;1 4;08 55;3 1;31
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A.2. Stereospezi…sche Zuordnungen

In der folgendenden Tabelle sind die stereochemisch zugeordneten Protonen im

pI=5.1 H-FABP aus Rinderherz zu …nden. Die chemischen Verschiebungen be-

…nden sich in Tabelle 7.

Tabelle 8: Stereospezi…sche Zuordnungen im Rinderherz-FABP.

AS Proton AS Proton AS Proton

LEU 10 HB2 ASP 71 HB2 VAL 80 QG1

ASP 12 HB2 ASP 77 HB2 VAL 84 QG1

SER 13 HB2 SER 82 HB2 VAL 92 QG1

ASN 15 HB2 HIS 93 HB2 VAL 94 QG1

PHE 16 HB2 TRP 97 HB2 VAL 105 QG1

ASP 17 HB2 ASN 98 HB2 VAL 109 QG1

ASP 18 HB2 LEU 113 HB2 VAL 123 QG1

TYR 19 HB2 LEU 117 HB2 ASN 15 HD22

LYS 21 HB2 HIS 119 HB2 LEU 10 QD1

LEU 23 HB2 CYS 124 HB2 LEU 23 QD1

PHE 27 HB2 TYR 128 HB2 LEU 66 QD1

GLN 31 HB2 VAL 1 QG1 LEU 86 QD1

ASN 45 HB2 VAL 11 QG1 LEU 91 QD1

ASP 47 HB2 VAL 25 QG1 LEU 104 QD1

PHE 57 HB2 VAL 32 QG1 LEU 113 QD1

ASN 59 HB2 VAL 44 QG1 LEU 117 QD1

SER 63 HB2 VAL 49 QG1

PHE 64 HB2 VAL 68 QG1
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A.3. Diederwinkel

Tabelle 9:Á-Winkel im Rinderherz FABP.

Aminosäure Winkel Wert Aminosäure Winkel Wert

ASP 2 PHI ¡38;6 THR 73 PHI ¡117;5
ALA 3 PHI ¡57;8 LYS 79 PHI ¡117;3
PHE 4 PHI ¡90;4 VAL 80 PHI ¡130;0
TRP 8 PHI ¡110;3 SER 82 PHI ¡82;0
LYS 9 PHI ¡111;5 ILE 83 PHI ¡145;9
LEU 10 PHI ¡57;6 VAL 84 PHI ¡113;7
VAL 11 PHI ¡131;9 LEU 86 PHI ¡119;7
ASP 12 PHI 33;1 ASP 87 PHI ¡118;9
LYS 14 PHI ¡122;0 LYS 90 PHI ¡102;0
ASN 15 PHI ¡151;2 LEU 91 PHI ¡102;7
PHE 16 PHI ¡61;7 VAL 92 PHI ¡106;9
ASP 17 PHI ¡58;5 HIS 93 PHI ¡137;2
ASP 18 PHI ¡61;0 VAL 94 PHI ¡118;0
LYS 21 PHI ¡61;3 GLN 95 PHI ¡120;0
LEU 23 PHI ¡83;7 LYS 96 PHI ¡113;5
PHE 27 PHI ¡33;0 TRP 97 PHI ¡159;4
THR 29 PHI ¡84;7 ASN 98 PHI 27;9
ARG 30 PHI ¡61;8 GLU 100 PHI ¡114;6
VAL 32 PHI ¡85;5 GLU 101 PHI ¡141;1
ASN 34 PHI ¡100;6 VAL 105 PHI ¡168;4
THR 40 PHI ¡126;0 ARG 106 PHI ¡113;2
ILE 41 PHI ¡116;6 GLU 107 PHI ¡103;1
ILE 42 PHI ¡125;5 MET 108 PHI ¡99;7
GLU 43 PHI ¡179;4 VAL 109 PHI ¡128;3
VAL 44 PHI ¡131;7 ASP 110 PHI 37;3
ASN 45 PHI ¡128;8 LYS 112 PHI ¡112;0
ASP 47 PHI ¡107;4 LEU 113 PHI ¡102;8
THR 48 PHI ¡112;0 LEU 115 PHI ¡132;4
VAL 49 PHI ¡112;4 LEU 117 PHI ¡98;4
ILE 50 PHI ¡129;2 HIS 119 PHI ¡150;0
ILE 51 PHI ¡125;2 ALA 122 PHI ¡96;1
LYS 52 PHI ¡123;0 VAL 123 PHI ¡127;8
THR 53 PHI ¡112;8 CYS 124 PHI ¡117;4
GLY 54 PHI ¡113;9 THR 125 PHI ¡132;1
LYS 58 PHI ¡160;0 ARG 126 PHI ¡110;2
ASN 59 PHI ¡126;5 TYR 128 PHI ¡125;2
GLU 61 PHI ¡162;2 GLU 129 PHI ¡127;4
LYS 65 PHI ¡117;6 LYS 130 PHI ¡58;1
GLU 69 PHI ¡56;8 GLU 131 PHI ¡99;6
PHE 70 PHI ¡114;5
ASP 71 PHI ¡82;0
GLU 72 PHI ¡107;8
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Tabelle 10:Â-Winkel im Rinderherz FABP.

Aminosäure Winkel Wert Aminosäure Winkel Wert

THR 7 CHI1 ¡60;0 ASP 71 CHI1 ¡60;0
VAL 11 CHI1 ¡60;0 THR 73 CHI1 ¡60;0
ASP 12 CHI1 ¡60;0 THR 74 CHI1 60;0
ASN 15 CHI1 180;0 ASP 77 CHI1 180;0
PHE 16 CHI1 180;0 VAL 80 CHI1 ¡60;0
ASP 17 CHI1 60;0 SER 82 CHI1 60;0
TYR 19 CHI1 180;0 ILE 83 CHI1 180;0
VAL 25 CHI1 60;0 VAL 84 CHI1 180;0
PHE 27 CHI1 ¡60;0 VAL 92 CHI1 180;0
THR 29 CHI1 ¡60;0 HIS 93 CHI1 180;0
THR 39 CHI1 180;0 VAL 94 CHI1 180;0
ILE 41 CHI1 ¡60;0 TRP 97 CHI1 60;0
ILE 42 CHI1 180;0 VAL 105 CHI1 180;0
VAL 44 CHI1 180;0 VAL 109 CHI1 180;0
ASN 45 CHI1 180;0 THR 116 CHI1 ¡60;0
ASP 47 CHI1 60;0 THR 118 CHI1 ¡60;0
THR 48 CHI1 ¡60;0 HIS 119 CHI1 180;0
VAL 49 CHI1 180;0 THR 121 CHI1 180;0
SER 63 CHI1 60;0 CYS 124 CHI1 180;0
PHE 64 CHI1 ¡60;0 THR 125 CHI1 ¡60;0
VAL 68 CHI1 180;0 THR 127 CHI1 ¡60;0
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A.4. NOE-Abstandsliste

Tabelle 11: NMR-Abstandsbeschränkungen für H-FABP aus Rinderherz,
pI=5.9 Isoform.

Aminosäure Proton Aminosäure Proton max. Abstand

1 VAL HN 1 VAL HB 3;50
1 VAL HN 2 ASP- HN 3;50
1 VAL HN 2 ASP- HB1 6;50
1 VAL HN 2 ASP- HB2 6;50
1 VAL HN 3 ALA HN 5;50
1 VAL HN 4 PHE CG 6;70
1 VAL HN 4 PHE CZ 8;20
1 VAL HN 86 LEU QD1 4;60
1 VAL HN 86 LEU QD2 4;60
1 VAL HA 1 VAL QG2 3;60
1 VAL HA 2 ASP- HN 3;50
1 VAL HA 3 ALA HN 4;50
1 VAL HA 4 PHE HB1 6;00
1 VAL HA 4 PHE HB2 6;00
1 VAL HA 4 PHE QB 5;69
1 VAL HB 2 ASP- HN 4;50
1 VAL QG1 2 ASP- HN 5;60
1 VAL QG1 2 ASP- HA 5;60
1 VAL QG2 2 ASP- HN 6;10
2 ASP- HN 2 ASP- HB1 3;50
2 ASP- HN 2 ASP- HB2 3;50
2 ASP- HN 3 ALA HN 3;50
2 ASP- HN 3 ALA QB 7;60
2 ASP- HN 4 PHE HN 4;50
2 ASP- HN 4 PHE CG 8;70
2 ASP- HN 5 VAL HN 6;50
2 ASP- HA 2 ASP- HB1 3;00
2 ASP- HA 2 ASP- HB2 3;00
2 ASP- HA 3 ALA HN 3;50
2 ASP- HA 4 PHE HN 4;50
2 ASP- HA 5 VAL HN 6;00
2 ASP- HA 5 VAL HB 4;50
2 ASP- HA 5 VAL QQG 6;80
2 ASP- HB1 3 ALA HN 4;50
2 ASP- HB2 3 ALA HN 4;50
3 ALA HN 4 PHE HN 3;50
3 ALA HN 4 PHE CG 8;20
3 ALA HN 5 VAL HN 4;50
3 ALA HA 4 PHE HN 3;50
3 ALA HA 5 VAL HN 6;00
3 ALA HA 108 MET QE 7;10
3 ALA QB 4 PHE CG 8;30
3 ALA QB 5 VAL HN 7;05
3 ALA QB 108 MET QE 6;20
4 PHE HN 4 PHE HB1 3;50
4 PHE HN 4 PHE HB2 3;50
4 PHE HN 5 VAL HN 4;50
4 PHE HN 42 ILE QG2 7;05
4 PHE HN 108 MET QE 7;60
4 PHE HN 113 LEU QD1 7;10
4 PHE HA 8 TRP HE1 6;00
4 PHE HA 108 MET QE 5;60
4 PHE HA 113 LEU QD1 6;55
4 PHE HA 113 LEU QD2 7;05
4 PHE HB1 5 VAL HN 4;50
4 PHE HB1 8 TRP HE1 6;00
4 PHE HB2 5 VAL HN 4;50
4 PHE HB2 8 TRP HE1 6;00
4 PHE CG 5 VAL HN 6;70
4 PHE CG 91 LEU HN 8;20

Fortsetzung nächste Seite...
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Fortsetzung von vorangehender Seite...
Aminosäure Proton Aminosäure Proton max. Abstand
4 PHE CG 91 LEU QD1 7;80
4 PHE CG 91 LEU QD2 7;80
4 PHE CG 108 MET HN 8;20
4 PHE CG 113 LEU QD1 7;80
4 PHE CG 113 LEU QD2 8;80
4 PHE CZ 90 LYS+ HA 6;70
4 PHE CZ 91 LEU HN 7;20
4 PHE CZ 91 LEU QD1 9;30
4 PHE CZ 91 LEU QD2 7;80
4 PHE CZ 107 GLU- HA 8;20
4 PHE CZ 108 MET HN 8;20
4 PHE CZ 113 LEU QD1 6;80
4 PHE HZ 90 LYS+ HA 4;50
4 PHE HZ 91 LEU HN 4;50
4 PHE HZ 91 LEU QD1 7;05
4 PHE HZ 91 LEU QD2 7;05
4 PHE HZ 107 GLU- HN 6;00
4 PHE HZ 107 GLU- HA 4;50
4 PHE HZ 108 MET HN 4;50
4 PHE HZ 113 LEU QD1 7;10
5 VAL HN 5 VAL HB 3;50
5 VAL HN 6 GLY HN 6;00
5 VAL HN 42 ILE QG2 7;05
5 VAL HA 8 TRP HE1 6;00
5 VAL HA 42 ILE HN 6;00
5 VAL HA 43 GLU- HN 6;00
5 VAL HA 43 GLU- HA 4;50
5 VAL HA 43 GLU- HG1 6;00
5 VAL HA 43 GLU- HG2 6;00
5 VAL HB 6 GLY HN 4;50
5 VAL QQG 6 GLY HN 6;80
5 VAL QQG 6 GLY QA 7;68
5 VAL QQG 8 TRP HE1 8;10
5 VAL QQG 42 ILE HN 8;10
5 VAL QQG 43 GLU- HN 8;10
5 VAL QQG 43 GLU- HA 6;80
5 VAL QQG 44 VAL HN 5;80
6 GLY N 42 ILE O 3;50
6 GLY HN 7 THR HN 6;00
6 GLY HN 8 TRP HD1 6;00
6 GLY HN 8 TRP HE1 6;00
6 GLY HN 41 ILE HA 6;00
6 GLY HN 41 ILE QG2 7;05
6 GLY HN 42 ILE HN 4;50
6 GLY HN 42 ILE HB 6;00
6 GLY HN 42 ILE QG2 7;05
6 GLY HN 42 ILE QG1 6;90
6 GLY HN 42 ILE O 2;50
6 GLY HN 130 LYS+ QE 6;90
6 GLY HA1 7 THR HN 3;50
6 GLY HA1 8 TRP HE1 6;00
6 GLY HA2 7 THR HN 3;50
6 GLY HA2 8 TRP HE1 6;00
6 GLY QA 42 ILE HN 6;88
6 GLY O 42 ILE N 3;50
6 GLY O 42 ILE HN 2;50
7 THR HN 8 TRP HN 6;00
7 THR HN 8 TRP HA 6;00
7 THR HN 8 TRP HD1 6;50
7 THR HN 8 TRP HE1 6;00
7 THR HN 41 ILE HA 6;00
7 THR HN 130 LYS+ HG1 6;00
7 THR HN 130 LYS+ HG2 6;00
7 THR HN 130 LYS+ QE 6;90
7 THR HN 131 GLN HN 6;00
7 THR HN 131 GLN QB 6;88

Fortsetzung nächste Seite...
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Fortsetzung von vorangehender Seite...
Aminosäure Proton Aminosäure Proton max. Abstand
7 THR HN 132 ALA HN 4;50
7 THR HN 132 ALA QB 7;05
7 THR HA 8 TRP HN 2;50
7 THR HA 8 TRP HA 6;00
7 THR HA 8 TRP HD1 4;50
7 THR HA 8 TRP HE1 6;00
7 THR HA 40 THR HN 6;00
7 THR HA 41 ILE HA 4;50
7 THR HA 41 ILE QD1 7;05
7 THR HA 42 ILE HN 4;50
7 THR HA 131 GLN HN 6;00
7 THR HB 8 TRP HN 6;00
7 THR HB 131 GLN HN 6;00
7 THR HB 132 ALA HN 6;00
7 THR QG2 8 TRP HN 7;05
7 THR QG2 8 TRP HA 5;60
7 THR QG2 8 TRP HD1 7;05
7 THR QG2 9 LYS+ HN 7;05
7 THR QG2 40 THR HN 7;05
7 THR QG2 41 ILE HA 5;60
7 THR QG2 130 LYS+ HA 7;05
7 THR QG2 131 GLN HN 7;05
7 THR QG2 131 GLN HA 7;05
7 THR QG2 132 ALA HN 7;05
7 THR O 131 GLN N 3;50
7 THR O 131 GLN HN 2;50
8 TRP N 40 THR O 3;50
8 TRP HN 8 TRP HD1 4;50
8 TRP HN 9 LYS+ HN 4;50
8 TRP HN 39 THR HA 6;00
8 TRP HN 39 THR QG2 7;05
8 TRP HN 40 THR HN 4;50
8 TRP HN 40 THR HB 6;00
8 TRP HN 40 THR O 2;50
8 TRP HN 41 ILE HA 6;00
8 TRP HN 41 ILE QG2 7;05
8 TRP HN 41 ILE QG1 6;88
8 TRP HN 42 ILE HN 6;00
8 TRP HN 42 ILE QG1 6;88
8 TRP HN 130 LYS+ HA 6;00
8 TRP HA 8 TRP HD1 6;00
8 TRP HA 8 TRP HE1 6;00
8 TRP HA 9 LYS+ HN 2;50
8 TRP HA 9 LYS+ HA 6;00
8 TRP HA 130 LYS+ HA 2;50
8 TRP HA 130 LYS+ QG 6;88
8 TRP HA 131 GLN HN 4;50
8 TRP HA 132 ALA HN 6;00
8 TRP HB1 9 LYS+ HN 6;00
8 TRP HB1 40 THR HN 6;00
8 TRP HB1 40 THR HB 4;50
8 TRP HB1 129 GLU- HN 6;00
8 TRP HB2 9 LYS+ HN 6;00
8 TRP HB2 40 THR HN 6;00
8 TRP HB2 40 THR HB 4;50
8 TRP HB2 129 GLU- HN 6;00
8 TRP QB 9 LYS+ HN 5;23
8 TRP QB 40 THR HN 5;23
8 TRP QB 130 LYS+ HN 6;88
8 TRP HD1 40 THR HN 6;00
8 TRP HD1 42 ILE HN 4;50
8 TRP HD1 113 LEU QD1 7;10
8 TRP HD1 113 LEU QD2 7;10
8 TRP HE3 9 LYS+ HN 4;50
8 TRP HE3 108 MET QE 7;10
8 TRP HE3 113 LEU HB2 4;50

Fortsetzung nächste Seite...
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Fortsetzung von vorangehender Seite...
Aminosäure Proton Aminosäure Proton max. Abstand
8 TRP HE3 128 TYR HB2 6;00
8 TRP HE3 129 GLU- HA 3;50
8 TRP HE3 131 GLN HN 5;00
8 TRP HE1 40 THR QG2 7;05
8 TRP HE1 42 ILE HN 6;00
8 TRP HE1 42 ILE HB 6;00
8 TRP HE1 42 ILE QG2 7;05
8 TRP HE1 42 ILE QG1 7;05
8 TRP HE1 113 LEU QD1 7;05
8 TRP HE1 113 LEU QD2 6;60
8 TRP HE1 130 LYS+ QE 6;90
8 TRP HZ3 9 LYS+ HN 6;50
8 TRP HZ3 108 MET QE 5;60
8 TRP HZ3 113 LEU HB2 4;50
8 TRP HZ3 113 LEU QD1 7;10
8 TRP HZ3 113 LEU QD2 6;10
8 TRP HZ3 129 GLU- HA 3;50
8 TRP HZ2 108 MET QE 5;10
8 TRP HZ2 113 LEU HB2 6;50
8 TRP HZ2 113 LEU QD1 7;10
8 TRP HZ2 113 LEU QD2 7;10
8 TRP HH2 108 MET QE 3;60
8 TRP HH2 113 LEU HB2 6;00
8 TRP HH2 113 LEU QD1 5;60
8 TRP HH2 113 LEU QD2 7;10
8 TRP O 40 THR N 3;50
8 TRP O 40 THR HN 2;50
9 LYS+ N 129 GLU- O 3;50
9 LYS+ HN 9 LYS+ HG1 6;00
9 LYS+ HN 9 LYS+ HG2 6;00
9 LYS+ HN 9 LYS+ QG 5;23
9 LYS+ HN 9 LYS+ QD 6;88
9 LYS+ HN 10 LEU HN 6;00
9 LYS+ HN 10 LEU HA 6;00
9 LYS+ HN 40 THR HN 6;00
9 LYS+ HN 113 LEU QD1 7;60
9 LYS+ HN 113 LEU QD2 7;10
9 LYS+ HN 128 TYR HB1 6;00
9 LYS+ HN 128 TYR CG 8;15
9 LYS+ HN 128 TYR CZ 8;15
9 LYS+ HN 129 GLU- HN 6;00
9 LYS+ HN 129 GLU- O 2;50
9 LYS+ HN 130 LYS+ HA 4;50
9 LYS+ HN 131 GLN HN 4;50
9 LYS+ HN 131 GLN QG 6;90
9 LYS+ HA 10 LEU HN 2;50
9 LYS+ HA 10 LEU HA 6;00
9 LYS+ HA 39 THR HA 2;50
9 LYS+ HA 39 THR HB 6;00
9 LYS+ HA 40 THR HN 4;50
9 LYS+ HA 128 TYR CG 5;70
9 LYS+ HA 129 GLU- HN 6;00
9 LYS+ HB1 10 LEU HN 6;00
9 LYS+ HB1 131 GLN HE21 7;73
9 LYS+ HB1 131 GLN HE22 7;73
9 LYS+ HB2 10 LEU HN 6;00
9 LYS+ HB2 131 GLN HE21 7;73
9 LYS+ HB2 131 GLN HE22 7;73
9 LYS+ QB 10 LEU HN 5;23
9 LYS+ QB 40 THR HN 6;88
9 LYS+ QB 131 GLN QE2 6;36
9 LYS+ QG 10 LEU HN 6;88
9 LYS+ QG 40 THR HN 6;88
9 LYS+ QD 40 THR HN 6;88
9 LYS+ O 129 GLU- N 3;50
9 LYS+ O 129 GLU- HN 2;50

Fortsetzung nächste Seite...
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Fortsetzung von vorangehender Seite...
Aminosäure Proton Aminosäure Proton max. Abstand
10 LEU N 38 PRO O 3;50
10 LEU HN 10 LEU HG 6;00
10 LEU HN 10 LEU QD1 6;60
10 LEU HN 10 LEU QD2 7;05
10 LEU HN 11 VAL HN 6;00
10 LEU HN 38 PRO QD 6;88
10 LEU HN 38 PRO O 2;50
10 LEU HN 39 THR HA 4;50
10 LEU HN 40 THR HN 6;00
10 LEU HN 128 TYR CG 8;15
10 LEU HN 128 TYR CZ 8;15
10 LEU HA 10 LEU HG 3;50
10 LEU HA 10 LEU QD1 4;60
10 LEU HA 10 LEU QD2 5;60
10 LEU HA 11 VAL QG1 5;60
10 LEU HA 128 TYR HA 2;50
10 LEU HA 128 TYR CG 5;70
10 LEU HA 128 TYR CZ 6;70
10 LEU HA 129 GLU- HN 4;50
10 LEU HB1 11 VAL HN 4;50
10 LEU HB1 11 VAL HA 6;00
10 LEU HB1 12 ASP- HN 6;00
10 LEU HB1 129 GLU- HN 6;00
10 LEU HB2 11 VAL HN 6;00
10 LEU HB2 12 ASP- HN 6;00
10 LEU HG 11 VAL HN 4;50
10 LEU HG 12 ASP- HN 4;50
10 LEU HG 127 THR HN 6;00
10 LEU QD1 11 VAL HN 5;60
10 LEU QD1 11 VAL HA 7;10
10 LEU QD1 12 ASP- HN 5;60
10 LEU QD1 127 THR HN 4;60
10 LEU QD1 128 TYR HN 7;60
10 LEU QD1 128 TYR HA 5;60
10 LEU QD2 12 ASP- HN 7;05
11 VAL HN 12 ASP- HN 4;50
11 VAL HN 12 ASP- HA 6;00
11 VAL HN 12 ASP- HB1 6;00
11 VAL HN 12 ASP- HB2 6;00
11 VAL HN 127 THR HN 6;00
11 VAL HN 127 THR HB 6;00
11 VAL HN 128 TYR HN 6;00
11 VAL HN 128 TYR HA 4;50
11 VAL HN 128 TYR CG 8;20
11 VAL HN 129 GLU- HN 6;00
11 VAL HA 11 VAL HB 2;50
11 VAL HB 12 ASP- HN 6;00
11 VAL QG1 127 THR HB 7;10
11 VAL QG1 127 THR QG2 6;20
11 VAL QG1 129 GLU- HN 7;05
11 VAL QG2 12 ASP- HN 7;05
11 VAL QG2 129 GLU- HN 7;05
12 ASP- HN 13 SER HN 4;50
12 ASP- HN 127 THR HN 4;50
12 ASP- HN 127 THR HB 6;00
12 ASP- HN 128 TYR HA 6;00
12 ASP- HA 12 ASP- HB2 3;00
12 ASP- HA 13 SER HN 2;50
12 ASP- HA 13 SER HA 6;00
12 ASP- HA 13 SER HB1 5;00
12 ASP- HB1 13 SER HN 4;50
12 ASP- HB1 127 THR HN 5;00
12 ASP- HB1 127 THR HB 4;50
12 ASP- HB1 127 THR QG2 5;60
12 ASP- HB2 13 SER HN 4;50
12 ASP- HB2 127 THR HN 5;00
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12 ASP- HB2 127 THR HB 4;50
12 ASP- HB2 127 THR QG2 5;60
13 SER HN 14 LYS+ HN 4;50
13 SER HB1 14 LYS+ HN 6;00
13 SER HB2 14 LYS+ HN 4;50
14 LYS+ HN 14 LYS+ QD 6;88
14 LYS+ HN 15 ASN HN 4;50
14 LYS+ HN 124 CYS HA 6;00
14 LYS+ HN 124 CYS HG 6;00
14 LYS+ HN 125 THR HN 5;00
14 LYS+ HN 126 ARG+ QG 6;88
14 LYS+ HA 14 LYS+ QD 6;88
14 LYS+ HA 15 ASN HN 3;50
14 LYS+ QB 15 ASN HN 6;90
14 LYS+ QB 125 THR HN 6;90
14 LYS+ HG1 15 ASN HN 5;00
14 LYS+ HG2 15 ASN HN 5;00
14 LYS+ QD 15 ASN HN 6;88
15 ASN HN 15 ASN HD21 6;00
15 ASN HN 15 ASN HD22 6;00
15 ASN HN 15 ASN QD2 5;69
15 ASN HN 16 PHE HN 4;50
15 ASN HN 16 PHE HB1 6;00
15 ASN HA 15 ASN HB1 2;50
15 ASN HA 15 ASN HB2 3;00
15 ASN HA 15 ASN HD21 6;00
15 ASN HA 15 ASN HD22 6;00
15 ASN HA 17 ASP- HN 6;00
15 ASN HA 18 ASP- HN 6;00
15 ASN HA 18 ASP- HB1 6;00
15 ASN HA 18 ASP- HB2 6;00
15 ASN HA 19 TYR HN 6;00
15 ASN HB1 18 ASP- HN 6;00
15 ASN HB1 18 ASP- HB1 5;00
15 ASN HB1 18 ASP- HB2 4;50
15 ASN HB1 19 TYR HN 6;00
15 ASN HB1 125 THR HN 6;00
15 ASN HB2 16 PHE HN 6;00
15 ASN HB2 18 ASP- HN 6;00
15 ASN HB2 19 TYR HN 6;00
15 ASN HB2 125 THR HN 6;60
15 ASN HD21 123 VAL HN 6;00
15 ASN HD21 123 VAL HB 6;00
15 ASN HD21 124 CYS HA 6;00
15 ASN HD22 123 VAL HN 6;00
15 ASN HD22 123 VAL HB 6;00
15 ASN HD22 124 CYS HA 6;00
15 ASN O 19 TYR N 3;50
15 ASN O 19 TYR HN 2;50
16 PHE HN 18 ASP- HN 6;00
16 PHE HN 124 CYS HA 6;00
16 PHE HN 124 CYS HG 6;00
16 PHE HA 18 ASP- HN 6;00
16 PHE HA 19 TYR HN 4;50
16 PHE HA 19 TYR HB1 4;50
16 PHE HA 19 TYR HB2 6;00
16 PHE HA 20 MET HN 6;00
16 PHE HA 124 CYS HB1 4;50
16 PHE HA 124 CYS HG 4;50
16 PHE HB1 17 ASP- HN 5;00
16 PHE HB2 17 ASP- HN 5;00
16 PHE O 20 MET N 3;50
16 PHE O 20 MET HN 2;50
17 ASP- HN 17 ASP- HB1 4;00
17 ASP- HN 17 ASP- HB2 4;00
17 ASP- HN 18 ASP- HN 4;50
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17 ASP- HN 19 TYR HN 6;00
17 ASP- HN 34 ASN HD21 6;00
17 ASP- HN 34 ASN HD22 6;00
17 ASP- HA 20 MET HN 6;00
17 ASP- HA 20 MET QB 5;38
17 ASP- HA 34 ASN HD21 6;00
17 ASP- HA 34 ASN HD22 6;00
17 ASP- HB1 18 ASP- HN 4;50
17 ASP- HB1 34 ASN HD21 5;00
17 ASP- HB1 34 ASN HD22 5;00
17 ASP- HB1 34 ASN QD2 4;68
17 ASP- HB2 18 ASP- HN 4;50
17 ASP- HB2 34 ASN HD21 4;50
17 ASP- HB2 34 ASN HD22 4;50
17 ASP- O 21 LYS+ N 3;50
17 ASP- O 21 LYS+ HN 2;50
18 ASP- HN 18 ASP- HB1 3;50
18 ASP- HN 18 ASP- HB2 3;50
18 ASP- HN 19 TYR HN 4;50
18 ASP- HN 20 MET HN 6;00
18 ASP- HA 19 TYR HB1 6;00
18 ASP- HA 19 TYR HB2 6;00
18 ASP- HA 20 MET HN 6;00
18 ASP- HA 21 LYS+ HN 6;00
18 ASP- HA 21 LYS+ HB1 4;50
18 ASP- HA 21 LYS+ HB2 3;50
18 ASP- HB1 19 TYR HN 4;50
18 ASP- HB1 20 MET HN 6;00
18 ASP- HB2 19 TYR HN 4;50
18 ASP- HB2 20 MET HN 6;00
19 TYR HN 19 TYR HB1 4;00
19 TYR HN 19 TYR HB2 4;00
19 TYR HN 20 MET HN 4;50
19 TYR HN 20 MET QB 6;88
19 TYR HN 21 LYS+ HN 6;00
19 TYR HN 122 ALA QB 7;05
19 TYR HN 124 CYS HB2 6;00
19 TYR HA 21 LYS+ HN 6;00
19 TYR HB1 20 MET HN 4;50
19 TYR HB1 124 CYS HN 6;00
19 TYR HB2 20 MET HN 4;50
19 TYR CG 20 MET HN 8;20
19 TYR CZ 23 LEU QD1 9;30
19 TYR CZ 23 LEU QD2 8;30
19 TYR CZ 102 THR HA 8;20
19 TYR CZ 102 THR HB 8;20
19 TYR CZ 102 THR QG2 9;30
19 TYR CZ 117 LEU HB1 8;20
19 TYR CZ 117 LEU QD1 9;30
19 TYR CZ 117 LEU QD2 9;30
19 TYR CZ 118 THR HN 7;20
19 TYR CZ 119 HIS+ HN 8;20
19 TYR CZ 119 HIS+ HB1 8;20
19 TYR CZ 119 HIS+ HB2 7;70
19 TYR CZ 124 CYS HN 8;20
19 TYR HH 23 LEU QD1 7;05
19 TYR HH 23 LEU QD2 7;05
19 TYR HH 102 THR HA 4;50
19 TYR HH 102 THR HB 5;50
19 TYR HH 102 THR QG2 6;60
19 TYR HH 103 SER HN 5;00
19 TYR HH 117 LEU HB1 6;00
19 TYR HH 117 LEU HB2 6;00
19 TYR HH 117 LEU QD2 7;05
19 TYR HH 118 THR HN 6;00
19 TYR HH 119 HIS+ HA 6;00
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19 TYR HH 119 HIS+ HB1 6;00
19 TYR HH 119 HIS+ HB2 5;50
19 TYR O 23 LEU N 3;50
19 TYR O 23 LEU HN 2;50
20 MET HN 20 MET HG1 6;00
20 MET HN 20 MET HG2 6;00
20 MET HN 21 LYS+ HN 4;50
20 MET HN 21 LYS+ HA 6;00
20 MET HN 22 SER HN 6;00
20 MET HA 22 SER HN 6;00
20 MET HA 23 LEU HN 6;00
20 MET HA 23 LEU HB1 5;00
20 MET HA 23 LEU HB2 4;50
20 MET HA 23 LEU HG 4;50
20 MET HA 23 LEU QD2 5;60
20 MET HA 25 VAL HN 6;00
20 MET HB1 21 LYS+ HN 6;00
20 MET HB2 21 LYS+ HN 6;00
20 MET QB 22 SER HN 6;88
21 LYS+ HN 21 LYS+ HG1 6;00
21 LYS+ HN 21 LYS+ HG2 6;00
21 LYS+ HN 21 LYS+ QG 5;23
21 LYS+ HN 22 SER HN 6;00
21 LYS+ HN 23 LEU HN 6;00
21 LYS+ HA 23 LEU HN 6;00
21 LYS+ HA 25 VAL HN 4;50
21 LYS+ HB1 22 SER HN 6;00
21 LYS+ HB1 24 GLY HN 6;00
21 LYS+ HB2 22 SER HN 6;00
21 LYS+ QG 22 SER HN 6;88
22 SER HN 23 LEU HN 4;50
22 SER HN 23 LEU HB2 5;50
22 SER HN 122 ALA QB 7;05
23 LEU HN 23 LEU HG 4;50
23 LEU HN 23 LEU QD1 5;60
23 LEU HN 23 LEU QD2 5;60
23 LEU HN 24 GLY HN 4;50
23 LEU HN 25 VAL HN 6;00
23 LEU HA 25 VAL HN 6;00
23 LEU HB1 24 GLY HN 6;00
23 LEU HB2 24 GLY HN 6;00
23 LEU QD1 78 ARG+ QD 7;98
23 LEU QD1 78 ARG+ HE 7;05
23 LEU QD1 97 TRP HE1 7;10
23 LEU QD1 97 TRP HZ2 6;10
23 LEU QD1 97 TRP HH2 4;60
23 LEU QD1 102 THR HB 7;10
23 LEU QD1 102 THR QG2 5;70
23 LEU QD1 119 HIS+ HB1 7;05
23 LEU QD1 119 HIS+ HB2 6;60
23 LEU QD2 78 ARG+ QD 7;48
23 LEU QD2 78 ARG+ HE 7;05
24 GLY HN 25 VAL HN 4;50
25 VAL HN 26 GLY HN 6;00
25 VAL HA 26 GLY HN 3;50
25 VAL HA 26 GLY QA 6;88
25 VAL HB 26 GLY HN 6;00
25 VAL QG1 26 GLY HN 5;60
25 VAL QG2 26 GLY HN 7;05
26 GLY HN 27 PHE HN 5;00
27 PHE HN 28 ALA HN 4;50
27 PHE HN 29 THR HN 6;00
27 PHE HA 29 THR HN 6;00
27 PHE HA 30 ARG+ HN 3;50
27 PHE HA 30 ARG+ QB 6;90
27 PHE HB1 28 ALA HN 4;50
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27 PHE HB2 28 ALA HN 4;50
27 PHE CG 28 ALA HN 8;15
28 ALA HN 29 THR HN 3;50
28 ALA HN 30 ARG+ HN 6;00
28 ALA HA 30 ARG+ HN 4;50
28 ALA HA 31 GLN HN 3;50
28 ALA HA 31 GLN HB1 4;50
28 ALA HA 31 GLN HB2 3;50
28 ALA HA 31 GLN QG 5;40
28 ALA HA 32 VAL HN 6;00
29 THR HN 30 ARG+ HN 3;50
29 THR HN 31 GLN HN 4;50
29 THR HA 31 GLN HN 4;50
29 THR HA 32 VAL HN 4;50
29 THR HA 32 VAL HB 4;00
29 THR HA 32 VAL QG1 5;60
29 THR HA 32 VAL QG2 5;10
29 THR HA 33 GLY HN 6;00
29 THR HB 30 ARG+ HN 4;50
29 THR QG2 30 ARG+ HN 7;05
30 ARG+ HN 30 ARG+ QG 6;90
30 ARG+ HN 30 ARG+ HD1 6;00
30 ARG+ HN 30 ARG+ HD2 6;00
30 ARG+ HN 31 GLN HN 4;50
30 ARG+ HN 32 VAL HN 6;00
30 ARG+ HA 31 GLN HN 3;50
30 ARG+ HA 32 VAL HN 3;50
30 ARG+ HA 33 GLY HN 4;50
30 ARG+ HA 34 ASN HN 6;00
31 GLN HN 31 GLN HB1 3;50
31 GLN HN 31 GLN HB2 3;00
31 GLN HN 31 GLN QG 4;90
31 GLN HN 31 GLN QE2 6;87
31 GLN HN 32 VAL HN 4;50
31 GLN HN 33 GLY HN 6;00
31 GLN HA 31 GLN HE21 6;00
31 GLN HA 31 GLN HE22 6;00
31 GLN HA 33 GLY HN 6;00
31 GLN HA 34 ASN HN 5;00
31 GLN HA 34 ASN HB1 4;50
31 GLN HA 34 ASN HB2 4;50
31 GLN HB1 31 GLN QE2 4;87
31 GLN HB1 32 VAL HN 4;50
31 GLN HB2 31 GLN QE2 4;37
31 GLN HB2 32 VAL HN 3;50
31 GLN QG 32 VAL HN 5;40
32 VAL HN 32 VAL HB 3;50
32 VAL HN 32 VAL QG2 4;60
32 VAL HN 33 GLY HN 3;50
32 VAL HN 34 ASN HN 6;00
32 VAL HA 34 ASN HN 3;50
32 VAL HA 35 MET HN 6;00
32 VAL HA 35 MET QB 5;60
32 VAL HA 35 MET QG 6;90
32 VAL HB 33 GLY HN 6;00
32 VAL QG1 33 GLY HN 7;05
32 VAL QG1 33 GLY QA 7;93
32 VAL QG1 35 MET QB 8;00
32 VAL QG1 57 PHE HB1 6;10
32 VAL QG1 57 PHE HB2 5;60
32 VAL QG2 33 GLY HN 7;05
33 GLY HN 34 ASN HN 4;00
33 GLY HN 35 MET HN 6;00
34 ASN HN 34 ASN HD21 6;00
34 ASN HN 34 ASN HD22 6;00
34 ASN HN 34 ASN QD2 5;23
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34 ASN HN 35 MET HN 3;50
34 ASN HN 36 THR HN 6;00
34 ASN HA 34 ASN HB1 3;00
34 ASN HA 34 ASN HB2 3;00
34 ASN HA 34 ASN HD21 6;00
34 ASN HA 34 ASN HD22 6;00
34 ASN HA 36 THR HN 6;00
35 MET HN 35 MET QG 5;40
35 MET QG 36 THR HN 6;90
36 THR HN 37 LYS+ HN 6;00
37 LYS+ HA 38 PRO HD1 3;50
37 LYS+ HA 38 PRO HD2 3;50
38 PRO QD 128 TYR CZ 9;08
39 THR N 54 GLN O 3;50
39 THR HN 40 THR HN 6;00
39 THR HN 54 GLN HN 6;00
39 THR HN 54 GLN QB 6;90
39 THR HN 54 GLN O 2;50
39 THR HA 40 THR HN 2;50
39 THR HA 40 THR HB 6;00
39 THR HA 128 TYR CZ 8;20
39 THR HB 40 THR HN 6;00
39 THR HB 54 GLN HN 6;00
39 THR QG2 40 THR HN 5;60
39 THR QG2 54 GLN HN 7;05
40 THR HN 41 ILE HN 6;00
40 THR HN 128 TYR CG 8;15
40 THR HN 128 TYR CZ 8;15
40 THR HA 41 ILE HN 2;50
40 THR HA 41 ILE HA 6;00
40 THR HA 41 ILE HB 6;00
40 THR HA 41 ILE QD1 7;05
40 THR HA 52 LYS+ HN 6;00
40 THR HA 53 THR HN 6;00
40 THR HA 53 THR HA 4;50
40 THR HA 53 THR QG2 5;60
40 THR HA 54 GLN HN 6;00
40 THR HB 41 ILE HN 6;00
40 THR HB 113 LEU QD2 7;05
40 THR QG2 41 ILE HN 7;05
41 ILE N 52 LYS+ O 3;50
41 ILE HN 41 ILE HG11 6;00
41 ILE HN 41 ILE HG12 6;00
41 ILE HN 41 ILE QD1 7;05
41 ILE HN 42 ILE HN 6;00
41 ILE HN 52 LYS+ HN 6;00
41 ILE HN 52 LYS+ O 2;50
41 ILE HN 53 THR HA 6;00
41 ILE HN 54 GLN HN 6;00
41 ILE HA 41 ILE QG1 3;80
41 ILE HA 42 ILE HN 2;50
41 ILE HA 42 ILE HB 4;50
41 ILE HA 42 ILE QG2 7;05
41 ILE HB 42 ILE HN 4;50
41 ILE HB 52 LYS+ HN 4;50
41 ILE QG2 42 ILE HN 7;05
41 ILE QG2 52 LYS+ HN 7;05
41 ILE HG11 42 ILE HN 6;00
41 ILE HG12 42 ILE HN 6;00
41 ILE QG1 52 LYS+ HN 6;88
41 ILE QD1 42 ILE HN 7;05
41 ILE QD1 52 LYS+ HN 7;05
41 ILE QD1 54 GLN HE21 7;05
41 ILE QD1 54 GLN HE22 7;05
41 ILE O 52 LYS+ N 3;50
41 ILE O 52 LYS+ HN 2;50
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42 ILE HN 42 ILE HB 2;50
42 ILE HN 42 ILE QG1 7;05
42 ILE HA 43 GLU- HN 2;50
42 ILE HA 43 GLU- HA 4;50
42 ILE HA 50 ILE HN 6;00
42 ILE HA 51 ILE HA 2;50
42 ILE HA 52 LYS+ HN 6;00
42 ILE HB 43 GLU- HN 6;00
42 ILE HB 43 GLU- HA 6;00
42 ILE QG2 43 GLU- HN 5;60
42 ILE QD1 43 GLU- HN 7;05
43 GLU- N 50 ILE O 3;50
43 GLU- HN 43 GLU- QG 6;90
43 GLU- HN 44 VAL HN 4;50
43 GLU- HN 49 VAL HA 6;00
43 GLU- HN 50 ILE HN 4;50
43 GLU- HN 50 ILE HB 6;00
43 GLU- HN 50 ILE O 2;50
43 GLU- HN 51 ILE HA 4;50
43 GLU- HN 52 LYS+ HN 6;00
43 GLU- HA 44 VAL HN 2;50
43 GLU- HA 44 VAL HB 6;00
43 GLU- HB1 44 VAL HN 4;50
43 GLU- HB1 50 ILE HN 6;00
43 GLU- HB2 44 VAL HN 4;50
43 GLU- HB2 50 ILE HN 6;00
43 GLU- HG1 44 VAL HN 5;00
43 GLU- HG2 44 VAL HN 5;00
43 GLU- O 50 ILE N 3;50
43 GLU- O 50 ILE HN 2;50
44 VAL HN 44 VAL QG2 4;60
44 VAL HN 45 ASN HN 6;00
44 VAL HN 49 VAL HA 6;00
44 VAL HA 48 THR HN 6;00
44 VAL HA 49 VAL HA 6;00
44 VAL HA 50 ILE HN 6;00
44 VAL HB 45 ASN HN 6;00
44 VAL QG1 45 ASN HN 5;60
44 VAL QG2 49 VAL HA 4;60
44 VAL QQG 45 ASN HN 8;10
45 ASN HN 45 ASN HB1 4;00
45 ASN HN 45 ASN HB2 4;00
45 ASN HN 45 ASN QD2 6;87
45 ASN HN 46 GLY HN 4;50
45 ASN HN 48 THR HN 4;50
45 ASN HN 48 THR HB 6;00
45 ASN HN 49 VAL HA 4;50
45 ASN HA 46 GLY HN 3;50
45 ASN HA 46 GLY HA1 6;00
45 ASN HA 46 GLY HA2 6;00
45 ASN HA 46 GLY QA 5;23
45 ASN HA 48 THR HN 6;00
45 ASN HB1 46 GLY HN 4;50
45 ASN HB1 48 THR HN 6;00
45 ASN HB2 46 GLY HN 6;00
45 ASN HB2 48 THR HN 6;00
45 ASN O 48 THR N 3;50
45 ASN O 48 THR HN 2;50
46 GLY HN 47 ASP- HN 4;50
46 GLY HN 48 THR HN 6;00
46 GLY HA1 47 ASP- HN 3;50
46 GLY HA1 48 THR HN 4;50
46 GLY HA2 47 ASP- HN 3;50
46 GLY HA2 48 THR HN 4;50
46 GLY QA 47 ASP- HA 6;88
47 ASP- HN 48 THR HN 4;50
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47 ASP- HN 48 THR QG2 7;05
47 ASP- HA 48 THR HN 3;50
47 ASP- HB1 48 THR HN 4;50
47 ASP- HB1 48 THR HA 6;00
47 ASP- HB2 48 THR HN 4;50
48 THR HN 48 THR HB 3;50
48 THR HN 49 VAL HN 6;00
48 THR HA 49 VAL HN 3;50
48 THR HA 49 VAL QG2 5;60
48 THR HA 64 PHE HN 4;50
48 THR HA 65 LYS+ HA 3;50
48 THR HB 49 VAL HN 6;00
48 THR HB 49 VAL QG2 7;05
48 THR QG2 49 VAL HN 5;60
48 THR QG2 64 PHE HN 7;05
48 THR QG2 65 LYS+ HA 7;05
49 VAL N 64 PHE O 3;50
49 VAL HN 50 ILE QG1 6;88
49 VAL HN 63 SER HA 6;00
49 VAL HN 64 PHE HN 4;50
49 VAL HN 64 PHE HA 6;00
49 VAL HN 64 PHE CG 8;15
49 VAL HN 64 PHE CZ 8;15
49 VAL HN 64 PHE O 2;50
49 VAL HN 65 LYS+ HA 4;50
49 VAL HN 66 LEU HN 6;00
49 VAL HA 50 ILE HN 2;50
49 VAL HA 50 ILE HB 5;00
49 VAL HA 50 ILE QD1 7;10
49 VAL QG1 50 ILE HN 5;60
49 VAL QG1 64 PHE HN 6;10
49 VAL QG2 50 ILE HN 7;05
49 VAL QG2 64 PHE HN 5;10
49 VAL QG2 91 LEU QD1 6;70
49 VAL O 64 PHE N 3;50
49 VAL O 64 PHE HN 2;50
50 ILE HN 50 ILE HG11 6;00
50 ILE HN 50 ILE HG12 6;00
50 ILE HN 51 ILE HA 6;00
50 ILE HN 63 SER HA 6;00
50 ILE HN 64 PHE CZ 8;15
50 ILE HA 51 ILE HN 3;00
50 ILE HA 63 SER HA 2;50
50 ILE HA 63 SER HB1 4;50
50 ILE HA 64 PHE HN 6;00
50 ILE HB 51 ILE HN 6;00
50 ILE QG2 51 ILE HN 7;05
50 ILE QG2 52 LYS+ HN 7;05
50 ILE QG2 62 ILE HN 7;05
50 ILE QG2 63 SER HB1 5;60
50 ILE QG2 63 SER HB2 5;60
50 ILE QG1 51 ILE HN 6;88
50 ILE QG1 64 PHE HN 6;88
50 ILE QD1 63 SER HB1 7;05
50 ILE QD1 63 SER HB2 7;05
51 ILE N 62 ILE O 3;50
51 ILE HN 52 LYS+ HN 6;00
51 ILE HN 61 GLU- QB 6;90
51 ILE HN 62 ILE HN 4;50
51 ILE HN 62 ILE QG2 7;05
51 ILE HN 62 ILE O 2;50
51 ILE HN 63 SER HA 4;50
51 ILE HN 63 SER HB2 6;00
51 ILE HN 64 PHE CG 8;15
51 ILE HN 64 PHE CZ 8;15
51 ILE HA 52 LYS+ HN 2;50
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51 ILE QG2 52 LYS+ HN 7;05
51 ILE QG2 53 THR HN 7;05
51 ILE QD1 52 LYS+ HN 7;05
51 ILE O 62 ILE N 3;50
51 ILE O 62 ILE HN 2;50
52 LYS+ HN 52 LYS+ QG 6;90
52 LYS+ HN 52 LYS+ QD 6;88
52 LYS+ HN 52 LYS+ QE 6;90
52 LYS+ HN 53 THR HN 6;00
52 LYS+ HN 62 ILE HN 6;00
52 LYS+ HA 53 THR HN 2;50
52 LYS+ HA 61 GLU- HA 6;00
52 LYS+ HA 62 ILE HN 4;50
52 LYS+ HB1 53 THR HN 6;00
52 LYS+ HB2 53 THR HN 6;00
52 LYS+ QB 53 THR HN 5;23
52 LYS+ HG1 53 THR HN 6;00
52 LYS+ HG2 53 THR HN 6;00
52 LYS+ QG 53 THR HN 6;90
52 LYS+ QG 61 GLU- HA 6;90
52 LYS+ HD1 53 THR HN 6;00
52 LYS+ HD1 54 GLN HE21 6;00
52 LYS+ HD1 54 GLN HE22 6;00
52 LYS+ HD2 53 THR HN 6;00
52 LYS+ HD2 54 GLN HE21 6;00
52 LYS+ HD2 54 GLN HE22 6;00
52 LYS+ QE 53 THR HN 6;90
53 THR N 60 THR O 3;50
53 THR HN 54 GLN HN 6;00
53 THR HN 54 GLN QG 6;90
53 THR HN 60 THR HN 6;00
53 THR HN 60 THR O 2;50
53 THR HN 61 GLU- HA 4;50
53 THR HN 62 ILE HN 6;00
53 THR HB 54 GLN HN 6;00
53 THR HB 60 THR HN 4;50
53 THR QG2 54 GLN HN 7;05
53 THR QG2 54 GLN HA 7;05
54 GLN HN 54 GLN QG 6;88
54 GLN HN 54 GLN QG 6;88
54 GLN HN 54 GLN QE2 6;87
54 GLN HN 55 SER HN 6;00
54 GLN HA 54 GLN QE2 5;37
54 GLN HA 55 SER HN 2;50
54 GLN HA 59 ASN HA 3;50
54 GLN HA 60 THR HN 6;00
54 GLN QB 54 GLN HE21 6;90
54 GLN QB 54 GLN HE22 6;90
54 GLN QB 59 ASN HD21 6;90
54 GLN QB 59 ASN HD22 6;90
54 GLN HG1 55 SER HN 6;00
54 GLN HG1 59 ASN HD21 6;23
54 GLN HG1 59 ASN HD22 6;23
54 GLN HG2 55 SER HN 6;00
54 GLN HG2 59 ASN HD21 6;23
54 GLN HG2 59 ASN HD22 6;23
54 GLN QG 59 ASN QD2 5;34
54 GLN HE21 59 ASN HB2 6;00
54 GLN HE22 59 ASN HB2 6;00
54 GLN QE2 59 ASN HB1 6;87
55 SER HN 56 THR HN 6;00
55 SER HN 58 LYS+ HN 6;00
55 SER HN 59 ASN HA 4;50
55 SER HN 59 ASN HB1 5;00
55 SER HN 59 ASN HB2 6;00
55 SER HN 59 ASN QD2 6;87
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55 SER HA 57 PHE HN 6;00
55 SER HB1 56 THR HN 6;00
55 SER HB2 56 THR HN 6;00
56 THR HN 57 PHE HN 6;00
56 THR HB 57 PHE HN 6;00
57 PHE HN 58 LYS+ HN 4;50
57 PHE HB1 58 LYS+ HN 5;50
57 PHE HB2 58 LYS+ HN 6;00
58 LYS+ HN 58 LYS+ QG 6;88
58 LYS+ HN 59 ASN HN 6;00
58 LYS+ HA 58 LYS+ QB 2;64
58 LYS+ HA 59 ASN HN 3;50
58 LYS+ HA 59 ASN HB2 6;00
58 LYS+ QB 59 ASN HN 6;88
58 LYS+ QG 59 ASN HN 6;88
59 ASN HN 59 ASN HD21 6;00
59 ASN HN 59 ASN HD22 6;00
59 ASN HN 60 THR HN 6;00
59 ASN HA 60 THR QG2 7;05
59 ASN HB1 60 THR HN 6;00
59 ASN HB2 60 THR HN 4;50
60 THR HN 61 GLU- HN 6;00
60 THR HA 61 GLU- HN 2;50
60 THR HB 61 GLU- HN 4;50
60 THR QG2 61 GLU- HN 5;40
60 THR QG2 75 ALA HA 5;60
61 GLU- HN 61 GLU- QG 6;90
61 GLU- HN 62 ILE HN 6;00
61 GLU- HA 62 ILE HN 2;50
61 GLU- QG 62 ILE HN 6;90
62 ILE HN 63 SER HN 4;50
62 ILE HN 63 SER HA 6;00
62 ILE HN 64 PHE CZ 8;15
62 ILE HA 63 SER HN 2;50
62 ILE HB 63 SER HN 6;00
62 ILE QG2 72 GLU QG 6;48
63 SER HN 63 SER HB1 3;50
63 SER HN 63 SER HB2 3;50
63 SER HN 64 PHE HN 4;50
63 SER HN 64 PHE CG 8;20
63 SER HN 64 PHE CZ 8;70
63 SER HA 64 PHE HN 2;50
63 SER HA 64 PHE CG 8;20
63 SER HB1 64 PHE HN 4;50
63 SER HB2 64 PHE HN 4;50
64 PHE HN 64 PHE CZ 8;15
64 PHE HN 65 LYS+ HN 4;50
64 PHE HA 70 PHE CZ 8;20
64 PHE HB1 65 LYS+ HN 6;00
64 PHE HB2 65 LYS+ HN 6;00
64 PHE HB2 66 LEU HN 6;00
64 PHE CG 65 LYS+ HN 8;20
64 PHE CG 66 LEU HN 8;15
64 PHE CG 67 GLY HN 8;15
64 PHE CG 84 VAL QG1 9;30
64 PHE CG 84 VAL QG2 9;30
64 PHE CG 91 LEU QD1 9;30
64 PHE CG 91 LEU QD2 9;30
64 PHE CZ 66 LEU HN 8;20
64 PHE CZ 84 VAL QG1 9;30
64 PHE CZ 84 VAL QG2 7;80
64 PHE CZ 91 LEU QD1 7;80
64 PHE CZ 91 LEU QD2 7;80
64 PHE HZ 84 VAL QG1 7;05
64 PHE HZ 84 VAL QG2 7;05
64 PHE HZ 91 LEU QD1 5;60
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64 PHE HZ 91 LEU QD2 5;60
65 LYS+ HN 65 LYS+ HG1 6;00
65 LYS+ HN 65 LYS+ HG2 6;00
65 LYS+ HN 65 LYS+ QG 5;23
65 LYS+ HN 65 LYS+ QD 6;90
65 LYS+ HN 65 LYS+ QE 6;90
65 LYS+ HN 66 LEU HN 6;00
65 LYS+ HN 68 VAL HB 4;50
65 LYS+ HN 68 VAL QG1 7;05
65 LYS+ HN 68 VAL QG2 7;05
65 LYS+ HA 65 LYS+ QE 6;90
65 LYS+ HA 66 LEU HN 3;50
65 LYS+ QB 66 LEU HN 6;90
65 LYS+ QB 68 VAL HN 5;40
66 LEU HN 66 LEU HG 3;50
66 LEU HN 66 LEU QD1 7;05
66 LEU HN 66 LEU QD2 7;05
66 LEU HN 67 GLY HN 4;50
66 LEU HA 66 LEU HG 4;00
66 LEU HA 66 LEU QD1 4;60
66 LEU HA 66 LEU QD2 5;60
66 LEU HA 67 GLY HN 3;00
66 LEU HA 67 GLY QA 6;88
66 LEU HA 68 VAL HN 6;00
66 LEU HA 84 VAL QG2 7;05
66 LEU QB 67 GLY HN 5;40
66 LEU QB 67 GLY QA 7;78
66 LEU HG 67 GLY HN 5;00
66 LEU QD1 67 GLY HN 7;05
67 GLY HN 68 VAL HN 6;00
67 GLY HN 68 VAL HB 6;00
67 GLY HN 68 VAL QG2 7;05
67 GLY HN 84 VAL HB 6;00
67 GLY HN 84 VAL QG2 7;05
67 GLY HN 85 THR QG2 5;60
67 GLY QA 68 VAL HA 6;88
67 GLY QA 68 VAL QG2 7;93
68 VAL HN 69 GLU- HN 6;00
68 VAL HN 84 VAL HN 6;00
68 VAL HA 69 GLU- HN 2;50
68 VAL HA 69 GLU- HA 4;50
68 VAL HA 69 GLU- QB 5;40
68 VAL HA 70 PHE HN 6;00
68 VAL QG1 69 GLU- HN 5;60
68 VAL QG1 69 GLU- HA 7;05
68 VAL QG2 69 GLU- HN 5;60
69 GLU- HN 69 GLU- QG 6;90
69 GLU- HN 70 PHE HN 4;50
69 GLU- HA 70 PHE HN 2;50
69 GLU- HA 70 PHE HA 4;50
69 GLU- HA 70 PHE HB1 6;00
69 GLU- HA 70 PHE HB2 6;00
69 GLU- HA 70 PHE QB 5;23
69 GLU- HA 70 PHE CZ 8;20
69 GLU- HA 82 SER HN 6;00
69 GLU- HA 82 SER HA 6;00
69 GLU- HA 83 ILE HA 3;50
69 GLU- HA 83 ILE HB 4;50
69 GLU- HA 84 VAL HN 6;00
69 GLU- QG 70 PHE HN 4;90
69 GLU- QG 70 PHE HA 6;90
70 PHE N 82 SER O 3;50
70 PHE HN 70 PHE CZ 8;15
70 PHE HN 70 PHE HZ 6;00
70 PHE HN 71 ASP- HN 4;50
70 PHE HN 81 LYS+ QG 6;88
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70 PHE HN 81 LYS+ QD 6;90
70 PHE HN 82 SER HN 4;50
70 PHE HN 82 SER HA 6;00
70 PHE HN 82 SER HB1 6;00
70 PHE HN 82 SER O 2;50
70 PHE HN 83 ILE HA 4;50
70 PHE HA 70 PHE QB 2;66
70 PHE HA 71 ASP- HN 2;50
70 PHE HA 71 ASP- HB1 4;50
70 PHE HB1 71 ASP- HN 4;50
70 PHE HB2 71 ASP- HN 4;50
70 PHE QB 72 GLU HN 6;90
70 PHE QB 82 SER HN 6;90
70 PHE CG 71 ASP- HN 7;20
70 PHE CG 84 VAL QG2 9;30
70 PHE CZ 71 ASP- HN 8;15
70 PHE CZ 72 GLU HN 8;15
70 PHE CZ 82 SER HG 6;70
70 PHE CZ 83 ILE HN 8;15
70 PHE CZ 84 VAL HN 8;15
70 PHE CZ 84 VAL QG2 7;80
70 PHE HZ 72 GLU HE2 6;00
70 PHE HZ 82 SER HN 6;00
70 PHE HZ 82 SER HB1 6;00
70 PHE HZ 82 SER HG 4;50
70 PHE HZ 83 ILE HA 6;00
70 PHE HZ 84 VAL HN 6;00
70 PHE HZ 84 VAL QG2 4;60
70 PHE O 82 SER N 3;50
70 PHE O 82 SER HN 2;50
71 ASP- HN 71 ASP- HB1 3;00
71 ASP- HN 71 ASP- HB2 3;50
71 ASP- HA 71 ASP- HB1 3;00
71 ASP- HA 71 ASP- HB2 2;50
71 ASP- HA 72 GLU HN 2;50
71 ASP- HA 81 LYS+ HA 2;50
71 ASP- HA 82 SER HN 6;00
71 ASP- HB1 72 GLU HN 6;00
71 ASP- HB2 72 GLU HN 4;50
72 GLU N 80 VAL O 3;50
72 GLU HN 72 GLU HG1 6;00
72 GLU HN 72 GLU HG2 6;00
72 GLU HN 73 THR HN 4;50
72 GLU HN 80 VAL HN 4;50
72 GLU HN 80 VAL HB 6;00
72 GLU HN 80 VAL QG1 7;05
72 GLU HN 80 VAL QG2 4;55
72 GLU HN 80 VAL O 2;50
72 GLU HN 81 LYS+ HA 4;50
72 GLU HN 81 LYS+ QE 6;90
72 GLU HN 82 SER HN 6;00
72 GLU HA 73 THR HN 2;50
72 GLU HA 73 THR QG2 7;05
72 GLU HB1 82 SER HG 4;50
72 GLU HB2 82 SER HG 4;50
72 GLU QB 72 GLU HE2 6;88
72 GLU HG1 73 THR HN 4;50
72 GLU HG1 82 SER HG 4;50
72 GLU HG2 73 THR HN 4;50
72 GLU HG2 82 SER HG 4;50
72 GLU HE2 80 VAL QG1 5;60
72 GLU HE2 82 SER HA 5;00
72 GLU HE2 82 SER HB1 4;50
72 GLU HE2 82 SER HB2 4;50
72 GLU HE2 82 SER HG 4;50
72 GLU HE2 83 ILE HN 6;00
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72 GLU HE2 84 VAL QG2 7;10
72 GLU HE2 93 HIS+ HD2 4;50
72 GLU HE2 93 HIS+ HE1 3;50
72 GLU HE2 95 GLN HA 6;00
72 GLU HE2 95 GLN QG 5;38
72 GLU HE2 95 GLN HE21 6;00
72 GLU HE2 95 GLN HE22 6;00
72 GLU HE2 95 GLN QE2 5;45
72 GLU HE2 96 LYS+ HN 6;00
72 GLU O 80 VAL N 3;50
72 GLU O 80 VAL HN 2;50
73 THR HN 74 THR HN 6;00
73 THR HA 74 THR HN 3;00
73 THR HA 79 LYS+ HA 3;00
73 THR HA 80 VAL HN 6;00
73 THR QG2 74 THR HN 4;60
73 THR QG2 78 ARG+ HN 7;05
73 THR QG2 79 LYS+ HA 5;60
73 THR QG2 80 VAL HN 7;05
74 THR N 78 ARG+ O 3;50
74 THR HN 75 ALA HN 6;00
74 THR HN 77 ASP- HN 6;00
74 THR HN 78 ARG+ HN 4;50
74 THR HN 78 ARG+ QB 6;88
74 THR HN 78 ARG+ O 2;50
74 THR HN 79 LYS+ HA 4;50
74 THR HN 80 VAL HN 6;00
74 THR HN 80 VAL QG1 7;10
74 THR HN 80 VAL QG2 7;10
74 THR HA 75 ALA QB 7;05
74 THR HB 75 ALA HN 4;50
74 THR HB 78 ARG+ HN 6;00
74 THR QG2 75 ALA HN 7;05
74 THR QG2 78 ARG+ HN 7;05
74 THR HG1 75 ALA HN 6;00
74 THR HG1 76 ASP- HN 4;50
74 THR HG1 77 ASP- HN 6;00
74 THR HG1 78 ARG+ HN 6;00
75 ALA HN 76 ASP- HN 6;00
75 ALA HN 77 ASP- HN 6;00
75 ALA HA 77 ASP- HN 6;00
75 ALA QB 77 ASP- HN 7;05
76 ASP- HN 77 ASP- HN 4;50
76 ASP- HN 78 ARG+ HN 4;50
77 ASP- HN 78 ARG+ HN 4;50
77 ASP- HA 78 ARG+ HN 3;50
77 ASP- HB1 78 ARG+ HN 6;00
77 ASP- HB2 78 ARG+ HN 6;00
78 ARG+ HN 78 ARG+ HG1 6;00
78 ARG+ HN 78 ARG+ HG2 6;00
78 ARG+ HN 78 ARG+ QD 6;88
78 ARG+ HN 78 ARG+ HE 6;00
78 ARG+ HN 79 LYS+ HN 6;00
78 ARG+ HN 80 VAL QG1 7;05
78 ARG+ HA 78 ARG+ HE 6;00
78 ARG+ HA 97 TRP HE1 6;50
78 ARG+ HB1 97 TRP HE1 6;00
78 ARG+ HB2 97 TRP HE1 6;00
78 ARG+ QB 78 ARG+ HE 6;88
78 ARG+ QB 97 TRP HD1 5;38
78 ARG+ QB 97 TRP HE1 5;23
78 ARG+ HG1 97 TRP HE1 4;50
78 ARG+ HG2 97 TRP HE1 4;50
78 ARG+ QG 79 LYS+ HN 4;38
78 ARG+ HD1 97 TRP HZ2 6;00
78 ARG+ HD2 97 TRP HZ2 6;00
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78 ARG+ QD 79 LYS+ HN 6;88
78 ARG+ QD 97 TRP HD1 6;88
78 ARG+ QD 97 TRP HE1 4;38
78 ARG+ QD 97 TRP HZ2 5;45
78 ARG+ QD 97 TRP HH2 5;88
78 ARG+ HE 97 TRP HE1 6;50
78 ARG+ HE 97 TRP HZ2 6;00
79 LYS+ HN 79 LYS+ QG 6;90
79 LYS+ HN 79 LYS+ QD 6;90
79 LYS+ HN 80 VAL HN 6;00
79 LYS+ HN 80 VAL HA 6;00
79 LYS+ HN 80 VAL QG1 7;05
79 LYS+ HN 80 VAL QG2 7;55
79 LYS+ HA 79 LYS+ QE 6;90
79 LYS+ HA 80 VAL HN 2;50
79 LYS+ HA 80 VAL HA 6;00
79 LYS+ HA 80 VAL QG1 5;60
79 LYS+ HA 80 VAL QG2 7;05
79 LYS+ HB1 80 VAL HN 6;00
79 LYS+ HB2 80 VAL HN 6;00
79 LYS+ QG 80 VAL HN 6;90
80 VAL HA 81 LYS+ HN 2;50
80 VAL HA 97 TRP HA 4;00
80 VAL HA 97 TRP HB1 3;50
80 VAL HA 97 TRP HB2 4;00
80 VAL HA 97 TRP HE3 4;50
80 VAL HB 81 LYS+ HN 6;00
80 VAL HB 96 LYS+ HN 6;00
80 VAL HB 97 TRP HE3 6;00
80 VAL HB 97 TRP HZ3 6;00
80 VAL QG1 81 LYS+ HN 7;05
80 VAL QG1 82 SER HG 7;10
80 VAL QG1 96 LYS+ HN 7;05
80 VAL QG1 96 LYS+ HA 7;05
80 VAL QG1 97 TRP HN 7;05
80 VAL QG1 97 TRP HA 5;60
80 VAL QG1 97 TRP HD1 5;60
80 VAL QG1 97 TRP HE3 4;60
80 VAL QG1 97 TRP HE1 6;10
80 VAL QG1 97 TRP HZ3 7;10
80 VAL QG2 81 LYS+ HN 7;05
80 VAL QG2 82 SER HA 7;05
80 VAL QG2 82 SER HG 4;60
80 VAL QG2 95 GLN HE21 7;05
80 VAL QG2 95 GLN HE22 7;05
80 VAL QG2 96 LYS+ HN 7;05
80 VAL QG2 97 TRP HD1 7;10
80 VAL QG2 97 TRP HE3 7;10
80 VAL QG2 97 TRP HZ3 7;10
81 LYS+ N 96 LYS+ O 3;50
81 LYS+ HN 81 LYS+ QG 6;88
81 LYS+ HN 81 LYS+ QD 7;05
81 LYS+ HN 82 SER HN 6;00
81 LYS+ HN 95 GLN QB 6;90
81 LYS+ HN 96 LYS+ HN 4;50
81 LYS+ HN 96 LYS+ O 2;50
81 LYS+ HN 97 TRP HA 4;50
81 LYS+ HN 97 TRP HB1 6;00
81 LYS+ HN 97 TRP HB2 6;00
81 LYS+ HN 97 TRP HE3 4;50
81 LYS+ HA 82 SER HN 3;00
81 LYS+ HA 82 SER HA 6;00
81 LYS+ QB 82 SER HN 6;90
81 LYS+ QG 82 SER HN 6;88
81 LYS+ QD 82 SER HN 6;90
81 LYS+ O 96 LYS+ N 3;50
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81 LYS+ O 96 LYS+ HN 2;50
82 SER HN 83 ILE HN 6;00
82 SER HA 83 ILE HN 2;50
82 SER HA 83 ILE HA 4;50
82 SER HA 93 HIS+ HD2 4;50
82 SER HA 94 VAL HN 6;00
82 SER HA 95 GLN HA 4;50
82 SER HA 96 LYS+ HN 6;00
82 SER HB1 83 ILE HN 4;50
82 SER HB1 93 HIS+ HD2 6;00
82 SER HB2 83 ILE HN 4;50
82 SER HG 83 ILE HN 5;00
82 SER HG 84 VAL QG2 7;10
82 SER HG 93 HIS+ HD2 4;50
82 SER HG 93 HIS+ HE1 4;50
82 SER HG 95 GLN HA 4;50
82 SER HG 95 GLN QG 5;38
82 SER HG 95 GLN QE2 6;87
82 SER HG 96 LYS+ HN 4;50
83 ILE N 94 VAL O 3;50
83 ILE HN 84 VAL HN 6;00
83 ILE HN 84 VAL QG2 7;05
83 ILE HN 93 HIS+ HA 4;50
83 ILE HN 93 HIS+ HD2 3;50
83 ILE HN 94 VAL HN 4;50
83 ILE HN 94 VAL HB 6;00
83 ILE HN 94 VAL O 2;50
83 ILE HN 95 GLN HN 6;00
83 ILE HN 95 GLN HA 4;50
83 ILE HN 95 GLN QG 6;90
83 ILE HB 84 VAL HN 6;00
83 ILE O 94 VAL N 3;50
83 ILE O 94 VAL HN 2;50
84 VAL HN 85 THR HN 6;00
84 VAL HA 85 THR HN 3;00
84 VAL HA 93 HIS+ HA 2;50
84 VAL HA 93 HIS+ HD2 5;00
84 VAL HA 94 VAL HN 6;00
84 VAL HB 85 THR HN 6;00
84 VAL QG1 85 THR HN 5;60
84 VAL QG1 93 HIS+ HN 7;05
84 VAL QG1 93 HIS+ HA 6;10
84 VAL QG1 93 HIS+ HB2 7;05
84 VAL QG1 93 HIS+ HD2 7;05
84 VAL QG1 94 VAL HN 7;05
84 VAL QG2 85 THR HN 5;60
84 VAL QG2 93 HIS+ HN 7;05
84 VAL QG2 93 HIS+ HA 5;60
84 VAL QG2 93 HIS+ HB1 5;60
84 VAL QG2 93 HIS+ HB2 6;60
84 VAL QG2 93 HIS+ HD2 4;60
84 VAL QG2 93 HIS+ HE1 5;60
84 VAL QG2 94 VAL HN 5;10
85 THR N 92 VAL O 3;50
85 THR HN 86 LEU QD1 7;05
85 THR HN 91 LEU HA 6;00
85 THR HN 92 VAL HN 4;50
85 THR HN 92 VAL HB 6;00
85 THR HN 92 VAL QG1 7;05
85 THR HN 92 VAL QG2 7;05
85 THR HN 92 VAL O 2;50
85 THR HN 93 HIS+ HA 4;50
85 THR HN 93 HIS+ HB1 6;00
85 THR HN 94 VAL HN 6;00
85 THR HB 86 LEU HN 6;00
85 THR QG2 86 LEU HN 5;60
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85 THR O 92 VAL N 3;50
85 THR O 92 VAL HN 2;50
86 LEU HN 86 LEU HB1 3;50
86 LEU HN 86 LEU HB2 3;50
86 LEU HN 86 LEU QB 3;14
86 LEU HN 86 LEU HG 6;00
86 LEU HN 87 ASP- HN 6;00
86 LEU HN 91 LEU QD1 7;10
86 LEU HA 86 LEU QD1 4;60
86 LEU HA 86 LEU QD2 7;10
86 LEU HA 87 ASP- HN 2;50
86 LEU HA 90 LYS+ HN 6;00
86 LEU HA 91 LEU HA 2;50
86 LEU HA 91 LEU QD1 5;60
86 LEU HA 91 LEU QD2 7;10
86 LEU HA 92 VAL HN 4;50
86 LEU HB1 87 ASP- HN 6;00
86 LEU HB2 87 ASP- HN 6;00
86 LEU QB 87 ASP- HN 5;23
86 LEU QB 92 VAL HN 6;88
86 LEU HG 87 ASP- HN 6;00
86 LEU HG 89 GLY HN 3;50
86 LEU HG 91 LEU HA 6;00
86 LEU QD1 87 ASP- HN 5;10
86 LEU QD1 91 LEU HN 7;05
86 LEU QD1 91 LEU HA 7;05
87 ASP- HN 90 LYS+ HN 6;00
87 ASP- HN 90 LYS+ QB 6;88
87 ASP- HN 91 LEU HA 4;50
87 ASP- HN 91 LEU QD1 7;10
87 ASP- HN 92 VAL HN 6;00
87 ASP- HN 92 VAL QG2 5;10
87 ASP- HA 89 GLY HN 6;00
87 ASP- HB1 88 GLY HN 6;00
87 ASP- HB1 90 LYS+ HN 6;00
87 ASP- HB2 88 GLY HN 6;00
87 ASP- HB2 90 LYS+ HN 6;00
88 GLY HN 89 GLY HN 4;50
88 GLY HN 90 LYS+ HN 6;00
89 GLY HN 90 LYS+ HN 3;50
90 LYS+ HN 90 LYS+ QG 6;90
90 LYS+ HN 90 LYS+ QE 6;90
90 LYS+ HN 91 LEU HN 4;50
90 LYS+ HA 91 LEU HN 3;50
90 LYS+ HA 107 GLU- HA 4;50
90 LYS+ HA 108 MET HN 6;00
90 LYS+ QB 91 LEU HN 6;88
90 LYS+ QD 91 LEU HN 6;90
91 LEU N 106 ARG+ O 3;50
91 LEU HN 91 LEU HG 4;50
91 LEU HN 91 LEU QD1 7;05
91 LEU HN 91 LEU QD2 7;05
91 LEU HN 91 LEU QQD 8;10
91 LEU HN 92 VAL HN 6;00
91 LEU HN 106 ARG+ HN 4;50
91 LEU HN 106 ARG+ O 2;50
91 LEU HN 107 GLU- HA 4;50
91 LEU HN 107 GLU- QG 6;88
91 LEU HA 91 LEU QD1 5;60
91 LEU HA 91 LEU QD2 4;60
91 LEU HA 92 VAL HN 2;50
91 LEU QB 92 VAL HN 6;88
91 LEU HG 92 VAL HN 6;00
91 LEU QD1 92 VAL HN 7;05
91 LEU QD1 106 ARG+ HN 7;10
91 LEU QD1 113 LEU QD1 7;20
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91 LEU QD1 113 LEU QD2 7;20
91 LEU QD2 92 VAL HN 5;60
91 LEU QQD 92 VAL HN 8;10
91 LEU O 106 ARG+ N 3;50
91 LEU O 106 ARG+ HN 2;50
92 VAL HN 93 HIS+ HN 6;00
92 VAL HN 93 HIS+ HB1 6;00
92 VAL HA 93 HIS+ HN 2;50
92 VAL HA 104 LEU HN 6;00
92 VAL HA 105 VAL HN 6;00
92 VAL HA 105 VAL HA 2;50
92 VAL HA 105 VAL QG1 5;60
92 VAL HA 106 ARG+ HN 6;00
92 VAL HB 93 HIS+ HN 6;00
92 VAL HB 94 VAL HN 6;00
92 VAL QG1 93 HIS+ HN 5;60
92 VAL QG2 93 HIS+ HN 7;05
93 HIS+ N 104 LEU O 3;50
93 HIS+ HN 93 HIS+ HD2 6;00
93 HIS+ HN 94 VAL HN 4;50
93 HIS+ HN 103 SER HA 6;00
93 HIS+ HN 104 LEU HN 4;50
93 HIS+ HN 104 LEU HB1 6;00
93 HIS+ HN 104 LEU HB2 6;00
93 HIS+ HN 104 LEU HG 6;00
93 HIS+ HN 104 LEU QD1 7;05
93 HIS+ HN 104 LEU O 2;50
93 HIS+ HN 105 VAL HA 4;50
93 HIS+ HN 105 VAL QG2 7;05
93 HIS+ HN 106 ARG+ HN 6;00
93 HIS+ HA 93 HIS+ HD2 4;50
93 HIS+ HA 94 VAL HN 2;50
93 HIS+ HB1 94 VAL HN 6;00
93 HIS+ HB1 104 LEU HN 6;00
93 HIS+ HB2 94 VAL HN 6;00
93 HIS+ HB2 104 LEU HN 6;00
93 HIS+ HD2 94 VAL HN 3;50
93 HIS+ HE1 95 GLN HE21 6;00
93 HIS+ HE1 95 GLN HE22 6;00
93 HIS+ O 104 LEU N 3;50
93 HIS+ O 104 LEU HN 2;50
94 VAL HN 94 VAL HB 2;50
94 VAL HN 95 GLN HN 6;00
94 VAL HN 103 SER HA 6;00
94 VAL HN 104 LEU HN 6;00
94 VAL HA 95 GLN HN 3;00
94 VAL HA 103 SER HN 6;00
94 VAL HA 103 SER HA 2;50
94 VAL HA 103 SER QB 6;88
94 VAL HA 104 LEU HN 4;50
94 VAL HB 95 GLN HN 4;50
94 VAL HB 103 SER QB 6;88
94 VAL QG2 103 SER QB 6;48
94 VAL QQG 95 GLN HN 8;10
94 VAL QQG 96 LYS+ HN 8;10
94 VAL QQG 102 THR HN 8;10
94 VAL QQG 103 SER HN 8;10
95 GLN N 102 THR O 3;50
95 GLN HN 95 GLN QG 6;90
95 GLN HN 95 GLN QE2 6;87
95 GLN HN 96 LYS+ HN 6;00
95 GLN HN 97 TRP HZ3 5;00
95 GLN HN 101 GLU- HA 6;00
95 GLN HN 102 THR HN 4;50
95 GLN HN 102 THR QG2 7;05
95 GLN HN 102 THR O 2;50
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95 GLN HN 103 SER HA 4;50
95 GLN HN 104 LEU HN 6;00
95 GLN HA 95 GLN HE21 6;00
95 GLN HA 95 GLN HE22 6;00
95 GLN HA 96 LYS+ HN 2;50
95 GLN HA 97 TRP HZ3 6;00
95 GLN QB 95 GLN HE21 6;90
95 GLN QB 95 GLN HE22 6;90
95 GLN QB 97 TRP HZ3 5;40
95 GLN QB 97 TRP HH2 6;90
95 GLN QG 96 LYS+ HN 6;90
95 GLN QG 97 TRP HZ3 6;90
95 GLN HE21 104 LEU QD1 7;05
95 GLN HE22 104 LEU QD1 7;05
95 GLN O 102 THR N 3;50
95 GLN O 102 THR HN 2;50
96 LYS+ HN 96 LYS+ HG1 6;00
96 LYS+ HN 96 LYS+ HG2 6;00
96 LYS+ HN 96 LYS+ QD 7;05
96 LYS+ HN 96 LYS+ QE 6;90
96 LYS+ HN 97 TRP HN 4;50
96 LYS+ HN 97 TRP HB1 6;00
96 LYS+ HA 96 LYS+ QD 6;90
96 LYS+ HA 96 LYS+ QE 6;90
96 LYS+ HA 97 TRP HN 2;50
96 LYS+ HA 97 TRP HA 4;50
96 LYS+ HA 97 TRP HE3 3;50
96 LYS+ HA 97 TRP HZ3 4;50
96 LYS+ HA 97 TRP HH2 6;00
96 LYS+ HA 101 GLU- HN 6;00
96 LYS+ HA 101 GLU- HA 3;00
96 LYS+ HA 101 GLU- QG 6;90
96 LYS+ HA 102 THR HN 4;50
96 LYS+ HB1 97 TRP HN 6;00
96 LYS+ HB2 97 TRP HN 6;00
96 LYS+ QB 97 TRP HN 5;23
96 LYS+ QG 97 TRP HN 5;38
96 LYS+ QG 102 THR HN 6;88
96 LYS+ QD 97 TRP HN 7;05
97 TRP N 100 GLN O 3;50
97 TRP HN 97 TRP HE3 3;50
97 TRP HN 97 TRP HZ3 6;00
97 TRP HN 98 ASN HN 6;00
97 TRP HN 100 GLN HN 6;00
97 TRP HN 100 GLN HB1 6;00
97 TRP HN 100 GLN HB2 6;00
97 TRP HN 100 GLN O 2;50
97 TRP HN 101 GLU- HA 4;50
97 TRP HN 102 THR HN 6;00
97 TRP HA 97 TRP HB1 3;00
97 TRP HA 97 TRP HB2 2;50
97 TRP HA 97 TRP HD1 4;50
97 TRP HA 97 TRP HE3 5;00
97 TRP HA 97 TRP HE1 6;50
97 TRP HA 98 ASN HN 3;50
97 TRP HB1 97 TRP HD1 3;50
97 TRP HB1 98 ASN HN 6;00
97 TRP HB2 97 TRP HZ3 6;00
97 TRP HB2 98 ASN HN 6;00
97 TRP HD1 98 ASN HN 4;50
97 TRP HD1 100 GLN HN 6;00
97 TRP HD1 100 GLN HB2 6;00
97 TRP HE3 100 GLN HB1 4;50
97 TRP HE3 101 GLU- HA 4;50
97 TRP HE3 102 THR HN 4;50
97 TRP HE3 102 THR QG2 7;10
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97 TRP HE1 100 GLN HB1 6;00
97 TRP HE1 100 GLN HB2 6;00
97 TRP HE1 100 GLN HG1 4;50
97 TRP HE1 100 GLN HG2 6;00
97 TRP HE1 100 GLN QE2 6;87
97 TRP HZ3 101 GLU- HA 3;50
97 TRP HZ3 102 THR HN 3;50
97 TRP HZ3 102 THR HA 6;00
97 TRP HZ3 102 THR HB 4;50
97 TRP HZ3 102 THR QG2 4;10
97 TRP HZ2 100 GLN HB1 5;00
97 TRP HZ2 100 GLN HB2 6;00
97 TRP HZ2 100 GLN HG1 6;00
97 TRP HZ2 100 GLN HG2 6;00
97 TRP HH2 101 GLU- HA 5;50
97 TRP HH2 102 THR HN 4;50
97 TRP HH2 102 THR HA 6;00
97 TRP HH2 102 THR HB 3;50
97 TRP HH2 102 THR QG2 4;60
98 ASN HN 99 GLY HN 6;00
98 ASN HN 100 GLN HN 6;00
98 ASN HA 99 GLY QA 6;88
98 ASN HA 100 GLN HN 5;00
98 ASN HB1 99 GLY HN 4;50
98 ASN HB1 100 GLN HN 6;00
98 ASN HB2 99 GLY HN 4;50
98 ASN HB2 100 GLN HN 6;00
99 GLY HN 100 GLN HN 3;00
100 GLN HN 100 GLN HB2 3;50
100 GLN HN 100 GLN HG1 6;00
100 GLN HN 100 GLN HG2 6;00
100 GLN HN 101 GLU- HN 4;50
100 GLN HN 101 GLU- HA 6;00
100 GLN HN 101 GLU- QB 6;90
100 GLN HA 100 GLN QE2 5;37
100 GLN HA 101 GLU- HN 3;50
100 GLN HA 101 GLU- HA 6;00
100 GLN HB1 100 GLN HE21 6;00
100 GLN HB1 100 GLN HE22 6;00
100 GLN HB1 101 GLU- HN 4;50
100 GLN HB2 100 GLN HE21 6;00
100 GLN HB2 100 GLN HE22 6;00
100 GLN HB2 101 GLU- HN 4;50
100 GLN HG1 101 GLU- HN 6;00
100 GLN HG2 101 GLU- HN 6;00
101 GLU- HN 101 GLU- QG 6;90
101 GLU- HN 102 THR HN 6;00
101 GLU- HA 102 THR HN 2;50
101 GLU- QG 102 THR HN 5;40
102 THR HN 103 SER HN 6;00
102 THR HA 103 SER HN 2;50
102 THR HA 119 HIS+ HA 4;50
102 THR HA 119 HIS+ HB2 6;00
102 THR HA 120 GLY HN 6;00
102 THR HB 103 SER HN 4;50
102 THR HB 119 HIS+ HB2 6;00
102 THR QG2 103 SER HN 7;05
103 SER HN 104 LEU HN 6;00
103 SER HN 104 LEU QD1 7;05
103 SER HN 104 LEU QD2 7;55
103 SER HN 118 THR HN 5;00
103 SER HN 118 THR HB 6;00
103 SER HN 119 HIS+ HA 4;50
103 SER HA 104 LEU HN 2;50
103 SER HA 104 LEU QD1 5;60
103 SER HA 104 LEU QD2 7;05
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Aminosäure Proton Aminosäure Proton max. Abstand
103 SER HB1 104 LEU HN 4;50
103 SER HB1 104 LEU HA 6;00
103 SER HB1 104 LEU QD1 6;60
103 SER HB1 104 LEU QD2 7;10
103 SER HB2 104 LEU HN 4;50
103 SER HB2 104 LEU HA 6;00
103 SER HB2 104 LEU QD1 6;60
103 SER HB2 104 LEU QD2 7;10
103 SER O 118 THR N 3;50
103 SER O 118 THR HN 2;50
104 LEU HN 104 LEU HG 6;00
104 LEU HN 104 LEU QD1 5;60
104 LEU HN 104 LEU QD2 6;10
104 LEU HN 105 VAL HN 6;00
104 LEU HA 104 LEU QD1 7;05
104 LEU HA 105 VAL HN 3;00
104 LEU HA 117 LEU HA 4;50
104 LEU HA 118 THR HN 5;00
104 LEU QB 105 VAL HN 5;38
104 LEU HG 105 VAL HN 6;00
104 LEU QD1 105 VAL HN 7;05
104 LEU QD1 118 THR HN 7;05
104 LEU QD2 105 VAL HN 7;05
105 VAL N 116 THR O 3;50
105 VAL HN 106 ARG+ HN 6;00
105 VAL HN 116 THR HN 4;50
105 VAL HN 116 THR HB 6;00
105 VAL HN 116 THR O 2;50
105 VAL HN 117 LEU HA 6;00
105 VAL QG1 106 ARG+ HN 5;60
105 VAL QG1 116 THR HN 5;60
105 VAL QG2 106 ARG+ HN 6;10
105 VAL O 116 THR N 3;50
105 VAL O 116 THR HN 2;50
106 ARG+ HN 106 ARG+ QD 6;88
106 ARG+ HN 107 GLU- HN 6;00
106 ARG+ HN 116 THR HN 6;00
106 ARG+ HA 107 GLU- HN 2;50
106 ARG+ HA 113 LEU QD1 6;10
106 ARG+ HA 113 LEU QD2 6;10
106 ARG+ HA 114 ILE HN 6;00
106 ARG+ HA 115 LEU HA 4;50
106 ARG+ HA 116 THR HN 4;50
106 ARG+ QB 106 ARG+ HE 6;90
106 ARG+ QG 107 GLU- HN 6;88
106 ARG+ HE 113 LEU QD1 7;05
106 ARG+ HE 113 LEU QD2 6;10
107 GLU- N 114 ILE O 3;50
107 GLU- HN 107 GLU- QG 6;88
107 GLU- HN 113 LEU QD1 5;60
107 GLU- HN 113 LEU QD2 6;10
107 GLU- HN 114 ILE HN 4;50
107 GLU- HN 114 ILE QG2 7;10
107 GLU- HN 114 ILE O 2;50
107 GLU- HN 115 LEU HA 6;00
107 GLU- HN 116 THR HN 6;00
107 GLU- HA 108 MET HN 2;50
107 GLU- HA 108 MET QB 6;88
107 GLU- HA 108 MET QG 6;90
107 GLU- HA 109 VAL HN 6;00
107 GLU- HA 113 LEU QD1 6;10
107 GLU- QB 109 VAL HN 6;90
107 GLU- HG1 108 MET HN 4;50
107 GLU- HG2 108 MET HN 4;50
107 GLU- QG 109 VAL HN 6;88
107 GLU- O 114 ILE N 3;50
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Aminosäure Proton Aminosäure Proton max. Abstand
107 GLU- O 114 ILE HN 2;50
108 MET HN 108 MET HB1 3;50
108 MET HN 108 MET HB2 3;50
108 MET HN 108 MET QG 5;40
108 MET HN 109 VAL HN 4;50
108 MET HN 109 VAL QG2 7;05
108 MET HN 113 LEU QD1 7;10
108 MET HA 109 VAL HN 2;50
108 MET HA 109 VAL HA 4;50
108 MET HA 111 GLY HN 6;00
108 MET HA 112 LYS+ HN 6;00
108 MET HA 113 LEU HA 6;00
108 MET HA 113 LEU QD1 5;60
108 MET HA 114 ILE HN 6;00
108 MET HB1 111 GLY HN 6;00
108 MET HB2 111 GLY HN 6;00
108 MET QG 109 VAL HN 6;90
108 MET QE 111 GLY HA1 5;60
108 MET QE 111 GLY HA2 5;60
108 MET QE 112 LYS+ HN 5;60
108 MET QE 113 LEU HN 5;60
108 MET QE 113 LEU HB2 5;60
108 MET QE 113 LEU QD1 5;70
108 MET QE 113 LEU QD2 6;20
109 VAL N 112 LYS+ O 3;50
109 VAL HN 110 ASP- HN 4;50
109 VAL HN 111 GLY HN 6;00
109 VAL HN 111 GLY QA 6;88
109 VAL HN 112 LYS+ HN 4;50
109 VAL HN 112 LYS+ O 2;50
109 VAL HN 113 LEU HA 6;00
109 VAL HN 113 LEU QD1 7;10
109 VAL HN 114 ILE QG1 6;88
109 VAL HA 110 ASP- HN 2;50
109 VAL HA 110 ASP- HA 4;50
109 VAL HA 110 ASP- HB1 6;00
109 VAL HA 110 ASP- HB2 6;00
109 VAL HA 110 ASP- QB 5;23
109 VAL HA 112 LYS+ HN 6;00
109 VAL HB 110 ASP- HN 4;50
109 VAL HB 111 GLY HN 6;00
109 VAL QG1 110 ASP- HN 5;60
109 VAL QG1 110 ASP- HA 5;60
109 VAL QG1 111 GLY HN 7;05
109 VAL QG1 112 LYS+ HN 7;05
109 VAL QG2 110 ASP- HN 5;60
109 VAL QG2 111 GLY HN 7;05
109 VAL QG2 112 LYS+ HN 6;10
110 ASP- HN 110 ASP- HA 2;50
110 ASP- HN 111 GLY HN 4;00
110 ASP- HN 111 GLY QA 6;88
110 ASP- HN 112 LYS+ HN 6;00
110 ASP- HA 110 ASP- HB1 3;00
110 ASP- HA 110 ASP- HB2 3;00
110 ASP- HA 110 ASP- QB 2;62
110 ASP- HA 111 GLY HN 3;50
110 ASP- HA 112 LYS+ HN 6;00
110 ASP- HB1 111 GLY HN 4;50
110 ASP- HB1 112 LYS+ HN 6;00
110 ASP- HB2 111 GLY HN 4;50
110 ASP- HB2 112 LYS+ HN 6;00
110 ASP- QB 112 LYS+ HN 5;23
111 GLY HN 112 LYS+ HN 3;50
111 GLY QA 112 LYS+ HA 5;38
111 GLY QA 112 LYS+ QE 7;78
112 LYS+ HN 112 LYS+ HG1 4;50
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Aminosäure Proton Aminosäure Proton max. Abstand
112 LYS+ HN 112 LYS+ HG2 4;50
112 LYS+ HN 112 LYS+ QG 4;17
112 LYS+ HN 112 LYS+ QD 6;90
112 LYS+ HN 113 LEU HN 6;00
112 LYS+ HA 112 LYS+ QG 3;38
112 LYS+ HA 113 LEU HN 2;50
112 LYS+ HA 128 TYR HN 6;00
112 LYS+ HA 129 GLU- HA 3;50
112 LYS+ HA 129 GLU- QG 6;90
112 LYS+ HA 130 LYS+ HN 4;50
112 LYS+ HB1 128 TYR HN 6;00
112 LYS+ HB2 128 TYR HN 6;00
112 LYS+ QB 113 LEU HN 6;88
112 LYS+ QG 113 LEU HN 6;88
112 LYS+ QG 128 TYR HN 6;88
112 LYS+ QD 128 TYR HN 7;05
113 LEU N 128 TYR O 3;50
113 LEU HN 113 LEU QD1 7;10
113 LEU HN 113 LEU QD2 7;10
113 LEU HN 114 ILE HN 6;00
113 LEU HN 114 ILE QD1 7;05
113 LEU HN 127 THR QG2 7;05
113 LEU HN 128 TYR HN 6;00
113 LEU HN 128 TYR HB1 6;00
113 LEU HN 128 TYR HB2 6;00
113 LEU HN 128 TYR CG 8;20
113 LEU HN 128 TYR O 2;50
113 LEU HN 129 GLU- HN 6;00
113 LEU HN 129 GLU- HA 6;00
113 LEU HN 129 GLU- QG 6;90
113 LEU HN 130 LYS+ HN 6;00
113 LEU HB1 128 TYR HN 6;00
113 LEU HB2 114 ILE HN 6;00
113 LEU HB2 128 TYR HN 6;00
113 LEU HB2 128 TYR HB1 6;00
113 LEU HB2 128 TYR HB2 5;50
113 LEU HB2 128 TYR CG 8;20
113 LEU HG 128 TYR HN 6;00
113 LEU QD1 114 ILE HN 6;10
113 LEU QD1 114 ILE HA 7;05
113 LEU QD1 128 TYR HN 7;10
113 LEU QD1 128 TYR HB1 7;10
113 LEU QD1 128 TYR HB2 6;10
113 LEU QD2 114 ILE HN 7;10
113 LEU QD2 128 TYR HN 6;10
113 LEU QD2 128 TYR HA 7;05
113 LEU QD2 128 TYR HB1 5;60
113 LEU QD2 128 TYR HB2 5;10
113 LEU QD2 128 TYR CG 6;80
113 LEU QD2 128 TYR CZ 9;30
113 LEU O 128 TYR N 3;50
113 LEU O 128 TYR HN 2;50
114 ILE HN 114 ILE HB 4;00
114 ILE HN 114 ILE HG11 4;50
114 ILE HN 114 ILE HG12 4;50
114 ILE HN 114 ILE QD1 7;05
114 ILE HN 115 LEU HN 6;00
114 ILE HA 115 LEU HN 2;50
114 ILE HA 127 THR HA 6;00
114 ILE HA 128 TYR HN 6;00
114 ILE HB 115 LEU HN 6;00
114 ILE QG2 126 ARG+ HN 5;60
114 ILE HG11 115 LEU HN 6;00
114 ILE HG12 115 LEU HN 6;00
114 ILE QD1 128 TYR HN 7;10
115 LEU N 126 ARG+ O 3;50
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115 LEU HN 115 LEU HG 6;00
115 LEU HN 115 LEU QD1 5;60
115 LEU HN 115 LEU QD2 7;05
115 LEU HN 125 THR HA 6;00
115 LEU HN 125 THR QG2 5;60
115 LEU HN 126 ARG+ HN 4;50
115 LEU HN 126 ARG+ QB 6;90
115 LEU HN 126 ARG+ O 2;50
115 LEU HN 127 THR HA 4;50
115 LEU HN 128 TYR HN 6;00
115 LEU HN 128 TYR CG 7;65
115 LEU HN 128 TYR CZ 8;15
115 LEU HA 115 LEU QD1 4;60
115 LEU HA 115 LEU QD2 7;10
115 LEU HA 116 THR HN 2;50
115 LEU QB 116 THR HN 6;88
115 LEU QB 126 ARG+ HN 6;88
115 LEU HG 116 THR HN 6;00
115 LEU HG 126 ARG+ HN 6;00
115 LEU QD1 116 THR HN 4;60
115 LEU QD2 116 THR HN 7;10
115 LEU QD2 126 ARG+ HN 7;10
115 LEU O 126 ARG+ N 3;50
115 LEU O 126 ARG+ HN 2;50
116 THR HA 125 THR HA 6;00
116 THR HA 125 THR HB 6;00
116 THR HA 125 THR QG2 7;05
116 THR HA 126 ARG+ HN 4;50
116 THR HB 117 LEU HN 6;00
116 THR QG2 117 LEU HN 7;05
116 THR QG2 126 ARG+ HN 7;10
117 LEU N 124 CYS O 3;50
117 LEU HN 117 LEU HG 6;00
117 LEU HN 117 LEU QD1 5;60
117 LEU HN 118 THR HN 6;00
117 LEU HN 124 CYS HN 4;50
117 LEU HN 124 CYS HB1 6;00
117 LEU HN 124 CYS HG 6;00
117 LEU HN 124 CYS O 2;50
117 LEU HN 125 THR HA 4;50
117 LEU HN 126 ARG+ HN 6;00
117 LEU HA 117 LEU QD1 5;60
117 LEU HA 117 LEU QD2 4;60
117 LEU HA 118 THR HN 2;50
117 LEU HB1 124 CYS HN 6;00
117 LEU HB2 118 THR HN 6;00
117 LEU QD2 118 THR HN 7;05
117 LEU O 124 CYS N 3;50
117 LEU O 124 CYS HN 2;50
118 THR HN 119 HIS+ HN 6;00
118 THR HA 119 HIS+ HN 2;50
118 THR HA 122 ALA QB 7;05
118 THR HA 123 VAL HN 6;00
118 THR HA 123 VAL HA 2;50
118 THR HA 123 VAL QG1 5;60
118 THR HA 123 VAL QG2 7;05
118 THR HA 124 CYS HN 4;50
118 THR HB 119 HIS+ HN 6;00
118 THR QG2 119 HIS+ HN 5;60
118 THR QG2 123 VAL HA 5;60
118 THR QG2 124 CYS HN 7;05
119 HIS+ N 122 ALA O 3;50
119 HIS+ HN 120 GLY HN 6;00
119 HIS+ HN 122 ALA HN 6;00
119 HIS+ HN 122 ALA QB 7;05
119 HIS+ HN 122 ALA O 2;50
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119 HIS+ HN 123 VAL HA 4;50
119 HIS+ HN 123 VAL QG1 7;05
119 HIS+ HB2 120 GLY HN 6;00
119 HIS+ HD2 120 GLY HN 6;00
119 HIS+ HE1 120 GLY HN 6;00
120 GLY HN 121 THR HN 6;00
121 THR HN 122 ALA HN 6;00
121 THR QG2 122 ALA HN 7;05
122 ALA HN 123 VAL HA 6;00
122 ALA HN 123 VAL QG1 7;05
122 ALA HA 123 VAL HN 2;50
122 ALA HA 123 VAL HA 6;00
122 ALA HA 123 VAL HB 4;50
122 ALA HA 123 VAL QG1 7;05
122 ALA QB 123 VAL HA 7;05
123 VAL HN 123 VAL QG1 4;60
123 VAL HN 124 CYS HN 6;00
123 VAL HA 124 CYS HN 2;50
123 VAL HA 124 CYS HA 6;00
123 VAL HA 124 CYS HB1 6;00
123 VAL HB 124 CYS HN 4;50
123 VAL QG1 124 CYS HN 5;60
123 VAL QG2 124 CYS HN 7;05
123 VAL QG2 124 CYS HA 5;60
123 VAL QG2 125 THR HN 7;05
124 CYS HN 124 CYS HG 6;00
124 CYS HN 125 THR HN 6;00
124 CYS HA 125 THR HN 2;50
124 CYS HB1 125 THR HN 6;00
124 CYS HB2 125 THR HN 6;00
124 CYS HG 125 THR HN 6;00
125 THR HN 126 ARG+ HN 6;00
125 THR HA 126 ARG+ HN 2;50
125 THR HA 126 ARG+ HA 6;00
125 THR HB 126 ARG+ HN 6;00
125 THR QG2 126 ARG+ HN 5;60
126 ARG+ HN 126 ARG+ HG1 6;00
126 ARG+ HN 126 ARG+ HG2 6;00
126 ARG+ HN 126 ARG+ HD1 6;00
126 ARG+ HN 126 ARG+ HD2 6;00
126 ARG+ HN 127 THR HN 6;00
126 ARG+ HA 127 THR HN 2;50
126 ARG+ HB1 127 THR HN 6;00
126 ARG+ HB2 127 THR HN 6;00
126 ARG+ HG1 127 THR HN 6;00
126 ARG+ HG2 127 THR HN 6;00
127 THR HN 128 TYR HN 6;00
127 THR HN 128 TYR CG 8;15
127 THR HA 128 TYR HN 2;50
127 THR HB 128 TYR HN 6;00
127 THR QG2 128 TYR HN 5;60
128 TYR HN 128 TYR CZ 8;15
128 TYR HN 129 GLU- HN 6;00
128 TYR HA 129 GLU- HN 2;50
128 TYR HB1 129 GLU- HN 4;50
128 TYR HB2 129 GLU- HN 4;50
128 TYR CG 129 GLU- HN 7;20
128 TYR CZ 129 GLU- HN 8;20
129 GLU- HN 129 GLU- HB1 4;00
129 GLU- HN 129 GLU- HB2 4;00
129 GLU- HN 129 GLU- QG 6;90
129 GLU- HN 130 LYS+ HN 4;50
129 GLU- HN 130 LYS+ HA 6;00
129 GLU- HA 130 LYS+ HN 2;50
129 GLU- HA 130 LYS+ HA 4;50
129 GLU- HB1 130 LYS+ HN 4;50
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Aminosäure Proton Aminosäure Proton max. Abstand
129 GLU- HB2 130 LYS+ HN 4;50
129 GLU- QG 130 LYS+ HN 6;90
130 LYS+ HN 130 LYS+ QG 5;38
130 LYS+ HN 130 LYS+ QD 6;88
130 LYS+ HN 130 LYS+ QE 6;90
130 LYS+ HN 131 GLN HN 4;50
130 LYS+ HA 130 LYS+ QG 3;38
130 LYS+ HA 131 GLN HN 2;50
130 LYS+ HA 131 GLN HA 4;50
130 LYS+ HA 131 GLN QG 6;90
130 LYS+ HA 132 ALA HN 4;50
130 LYS+ QB 131 GLN HN 6;90
130 LYS+ QB 131 GLN HA 6;90
130 LYS+ QB 132 ALA HN 6;88
130 LYS+ HG1 132 ALA HN 6;00
130 LYS+ HG2 132 ALA HN 6;00
130 LYS+ QG 131 GLN HN 3;38
130 LYS+ QG 132 ALA HN 5;23
130 LYS+ QD 131 GLN HN 5;38
130 LYS+ QE 131 GLN HN 6;90
130 LYS+ QE 132 ALA HN 6;90
131 GLN HN 131 GLN QB 3;35
131 GLN HN 131 GLN QG 5;40
131 GLN HN 132 ALA HN 2;50
131 GLN HN 132 ALA HA 6;00
131 GLN HA 131 GLN HE21 6;00
131 GLN HA 131 GLN HE22 6;00
131 GLN HA 131 GLN QE2 5;69
131 GLN HA 132 ALA HN 3;50
131 GLN HB1 131 GLN HE21 7;73
131 GLN HB1 131 GLN HE22 7;73
131 GLN HB2 131 GLN HE21 7;73
131 GLN HB2 131 GLN HE22 7;73
131 GLN QB 132 ALA HN 4;38
131 GLN QG 132 ALA HN 5;40
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A.5. Parameterset für die Molekulardynamik

Folgende Parameter wurden in der Molekulardynamikrechnung verwendet:

; VARIOUS PREPROCESSING OPTIONS =

title = H-FABP MD

warnings = 10

cpp = /lib/cpp

include = -I../top

define =

; RUN CONTROL PARAMETERS =

integrator = md

; start time and timestep in ps =

tinit = 0.0

dt = 0.002

; number of steps and, number of steps for center of mass motion removal =

nsteps = 500000

nstcomm = 1

; LANGEVIN DYNAMICS OPTIONS =

; Temparature, friction coefficient (amu/ps) and random seed =

ld_temp = 303

ld_fric = 0

ld_seed = 1993

; ENERGY MINIMIZATION OPTIONS =

emtol = 0.001

emstep = 0.1

; OUTPUT CONTROL OPTIONS =

; Output frequency for coords (x), velocities (v) and forces (f) =

nstxout = 5000

nstvout = 5000

nstfout = 5000

; Output frequency for group stuff and for energies (nstprint) =

nstgrp = 100

nstprint = 100

; Output frequency for xtc files, and associated precision =

nstxtcout = 100

xtc_precision = 1000

; This selects the subset of atoms for the XTC file. =

; Only the first group gets written out, it does not make sense to have =

; multiple groups. By default all atoms will be written =

xtc_grps = Protein

; Selection of energy groups =
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energygrps = Protein SOL NA CL

; NEIGHBORSEARCHING PARAMETERS =

; nblist update frequency =

nstlist = 10

; ns algorithm (simple or grid) =

ns_type = grid

deltagrid = 2

; Box type, cubic or rect, this affects pressure coupling =

box = cubic

; OPTIONS FOR ELECTROSTATICS =

; Method for doing electrostatics =

eel_type = twin-range

; cut-off lengths =

rshort = 1.0

rlong = 1.4

; Dielectric constant (DC) for twin-range or DC of reaction field =

epsilon_r = 1.0

; Apply long range dispersion corrections for Energy and Pressure =

bLJcorr = no

; Some thingies for future use =

niter = 100

gauss_width = 0.1

fourier_nx = 10

fourier_ny = 10

fourier_nz = 10

; LENNARD JONES 1-4 INTERACTION THINGIES =

; Compute LJ 1-4 parameters by scaling normal LJ parameters by this =

fudgeLJ = 1

; Scale charge in 1-4 interaction by this =

fudgeQQ = 1

; Generate 1-4 parameters (sometimes for non GROMOS force fields) =

gen_pairs = no

; OPTIONS FOR WEAK COUPLING ALGORITHMS =

; Temperature coupling =

tcoupl = yes

ntcmemory = 1

; Groups to couple separately =

tc-grps = Protein SOL NA CL

; Time constant (ps) and reference temperature (K) =

tau_t = 0.1 0.1 0.1 0.1

ref_t = 303 303 303 303
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; Pressure coupling =

Pcoupl = no

; Memory for running average (steps) =

npcmemory = 1

; Time constant (ps), compressibility (1/bar) and reference P (bar) =

tau_p = 1.0

compress = 1e-3

ref_p = 1.0

; SIMULATED ANNEALING CONTROL =

annealing = no

; Time at which temperature should be zero (ps) =

zero_temp_time = 0

; GENERATE VELOCITIES FOR STARTUP RUN =

gen_vel = yes

gen_temp = 303

gen_seed = 173529

; OPTIMIZATIONS FOR WATER MODELS =

; Name of water in the index file =

watertype = SOL

; Number of atoms in water model. (Not implemented for non-three atom models) =

nwatoms = 3

; OPTIONS FOR CONSTRAINTS =

constraints = all-bonds

; Type of constraint solver =

shake_type = Lincs

; Shake the start configuration (using either shake of lincs) =

shake-first = yes

; Relative tolerance of shake =

tol = 0.0001

; Highest order in the expansion of the constraint coupling matrix =

lincs_order = 4

; Lincs will write a warning to the stderr if in one step a bond rotates =

; over more degrees than =

lincs_warnangle = 30

; Output frequency of the constraint accuracy =

nstLincsout = 100

; NMR refinement stuff =

dihre_fc = 1000

disre_fc = 1000

disre_tau = 1.25
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; Free energy control stuff =

free_energy = no

init_lambda = 0

delta_lambda = 0

; Non-equilibrium MD stuff =

acc_grps =

accelerate =

freezegrps =

freezedim =

; Electric fields =

E_x =

E_xt =

E_y =

E_yt =

E_z =

E_zt =

; User defined thingies =

user1_grps =

user2_grps =

user3_grps =

userint1 = 0

userint2 = 0

userint3 = 0

userint4 = 0

userreal1 = 0

userreal2 = 0

userreal3 = 0

userreal4 = 0
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