J—Kopplungs-gestiitzte
Diederwinkelanalyse im
Fettsaurebindungsprotein

Diplomarbeit

vorgelegt dem Fachbereich Chemie
der Johann Wolfgang Goethe—Universitit

Frankfurt am Main

von
Thorsten Brandau

aus Hanau

Frankfurt am Main
1996



Meinen Eltern



Danksagung

Die vorliegende Arbeit wurde am Institut fiir Biophysikalische Chemie der
Johann Wolfgang Goethe-Universitéit Frankfurt am Main unter der Leitung
von Herrn Prof. Dr. H. Riiterjans im Zeitraum von Oktober 1995 bis Mérz
1996 angefertigt.

Herrn Prof. Dr. H. Riiterjans gilt mein besonderer Dank fiir die interessante
Themenstellung und fiir die Bereitstellung der hervorragenden experimentel-
len Bedingungen zur Durchfiihrung dieser Arbeit, sowie fiir Diskussion und
Anregung.

Herrn Dr. Jiirgen Schmidt gilt mein besonderer Dank, da er stets bemiiht
war, konkrete Hilfestellung zu leisten und die Arbeit voranzubringen. Die
vielen anregenden Diskussionen und seine Hilfsbereitschaft wirkten in fach-
licher, sachlicher und motivierender Weise iiber diese Diplomarbeit hinaus,
Anregung und Freude zu diesen Problemkreisen der Biophysikalischen Che-
mie zu erhalten.

Herrn Dipl.-Phys. Michael Marek danke ich fiir stete Hilfsbereitschaft, kon-
struktive Vorschldge und anregende Diskussion bei der Durchfiihrung der
Molekulardynamiksimulationen, sowie seinem steten Bemiihen, das Compu-
ternetzwerk optimal instandzuhalten.

Herrn Dr. H. Hanssum und Herrn Dipl.-Chem. Frank Lohr danke ich fiir ihre
Unterstiitzung bei den NMR-spektroskopischen Messungen.

Allen nicht namentlich genannten Mitgliedern des Arbeitskreises danke ich
fiir die hervorragende Zusammenarbeit und das ausgezeichnete Arbeitsklima.
Ein personlicher Dank gilt meinen Eltern: Ohne ihre sténdige ideelle und
materielle Unterstiitzung hétte ich mein Studium kaum in diesem kurzen
Zeitraum absolvieren kénnen.



INHALTSVERZEICHNIS

Inhaltsverzeichnis

1

Einleitung und Problemstellung
1.1 Das Fettsdurebindungsprotein (FABP) . . ... ... ... ..
1.2 Struktur des FABP . . . . . .. ..o oo

Methoden

2.1 3J-Kopplungen als Strukturparameter . . . . . . .. ... ...
2.2 Bestimmung von 3.J-Kopplungskonstanten . . .. ... .. ..
2.3 Pulssequenz und Spektren . . . .. ... .. ...
2.4 3J-Kopplungskonstanten in MD-Simulationen . . . .. .. ..

Experimenteller Teil

3.1 NMR-Spektroskopie . . . . . . ... ... ... ... ...
3.2 Auswertung der Spektren . . . . ... ..o
3.3 Molekulardynamiksimulation . . . . . . .. ... ... ...

Ergebnisse

4.1 J-modulierte ['°N,'H]-COSY-Spektren . . ... ... ... ..
4.2 3 Jgvge-Kopplungskonstanten . . . . ... ... ...
4.3 Diederwinkelanalyse . . . . . ... ... ... L.

Diskussion und Ausblick
Zusammenfassung
Literatur

Chemische Verschiebungen

Programme

B.1 Pulsprogramm und Aquisitionsparameter . . . . . . .. .. ..
B.2 prepare.m . . . . . .. ...
B.3 volumes.m . . . . . . . . ...
B4 table.m . . . . .. . . ...
B.5 kopplung.m . . . . .. ...
B.6 ellipse.m. . . . . . . . .. .. ...
B.7 fcthnha.m . . .. .. ... ... ...
B.8 zoom2d.m . . . .. .. ...
B9 cont2d.m . .. .. .. ...

17
17
18
19

22
22
23
25

37

39

40

45



Abkiirzungen

Die Vorschldge der IUPAC-IUB Kommission fiir biochemische Nomenklatur
fiir die Ein- und Dreibuchstabenabkiirzungen der Aminosduren wurden be-

folgt.

CoA
COSY
E.COSY
FID
GARP

J

MD
NMR
NOE
NOESY

RMSD
TPPI
1D-
2D-

Coenzym A

,, Correlated Spectroscopy*

, Exclusive Correlated Spectroscopy®

, Free Induction Decay“

, Globally Optimized Alternating Phase Rectangular Pulse*
Kopplungskonstante

, Molekulardynamik “

,Nuclear Magnetic Resonance

,Nuclear Overhauser Enhancement Effect®

,Nuclear Overhauser Enhancement and Chemical Exchange
Spectroscopy

,Root Mean Square Devitiation*

, I'ime Proportional Phase Incrementation “
eindimensional

zweidimensional



1 EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG 1

1 Einleitung und Problemstellung

1.1 Das Fettsdurebindungsprotein (FABP)

Vor ungeféhr zwanzig Jahren wurde das Fettsdurebindungsprotein (FABP)
als cytosolisches Protein mit einer hohen Bindungsaffinitéit fiir langkettige
Fettsduren entdeckt [1]. Funktional verwandte Spezies wurden mit zahlrei-
chen Verfahren mittlerweile aus dem Herz, der Leber und den Nervenzellen
vieler Siugetiere [2, 3], sowie aus Humanmuskeln [4, 5], f6taler Lunge [6] und
Placenta [7], aus dem Rinderhirn [8], aus dem Verdauungstrakt der Ratte
9], aus Human- [10], M&use- [11] und Schweine-Adipozyten [12], aus Rat-
tenmilchdriisen [13] und aus Rattennieren [14] isoliert. Isoformen des FABP
wurden auch in fettsiuremetabolisierenden Geweben von Hiithnern [15, 16],
Schellfisch [17], im Darm von Schmetterlingslarven [18] und in Flugmuskeln
von Heuschrecken [19] gefunden. In dieser Arbeit werden Untersuchungen
an rekombinantem H-FABP., dem zelluldren Protein aus dem Muskelgewebe
des Rinderherzens, durchgefiihrt. H-FABP: kommt im Muskelgewebe in zwei
Isoformen vor, die sich nur durch den Austausch einer Aminosiure (Asp“
gegen Asn®) und ihrem pl (4.9 bzw. 5.1) unterscheiden. Die verwendete
rekombinante Form entspricht der pI=5.1 Isoform, besitzt jedoch am ami-

noterminalen Ende noch einen zusitzlichen Methioninrest.

Die physiologische Funktion des Fettsdurebindungsproteins ist trotz des hiu-
figen Vorkommens erst teilweise bekannt. Alle bisher beschriebenen FABP-
Isoformen binden bevorzugt Fettsduren mit einer Kettenldnge von 16 bis 20
Kohlenstoffatomen. Die Komplexbildung ist mit einer Dissoziationskonstante
von Kg =~ 1074107 M [20] stark begiinstigt. Die Ligandenspezifizitit héingt
dabei vom FABP-Typ ab. In der Regel besitzt das FABP nur eine Bindung-
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stelle fiir die Fettsdure [2]. Lediglich fiir das Leber-FABP wurde eine Bin-
dungsstochiometrie von 2 Fettsduremolekiilen pro FABP-Molekiil gefunden

21, 22].

Metabolite wie Fettsduren und ihre CoA- und Carnitinester beeinflussen di-
rekt und indirekt viele zelluldre Prozesse und Funktionen durch ihre Wechsel-
wirkungen mit Membranen, Enzymen, Transportern und Rezeptoren. Fett-
sduren und ihre Derivate spielen ebenso bei der Kontrolle der Zellproliferation
und im Metabolismus, wie auch in der Transmembransignaliibertragung und
in der Pathologie — beispielsweise bei myocardialen Verletzungen — eine
Rolle. Die Regulation der Konzentration von Fettsduren und ihren Estern ist

daher wichtig fiir alle Zellen [2].

Es wird angenommen, dafl spezifische Fettsdurebindungsproteine (FABP)
als intrazelluldre Fettsdurespeicher dienen und damit die Zelle vor den de-
tergenten Einfliissen hoher Konzentrationen freier Fettséuren schiitzen [20].
Dariiberhinaus wurde nachgewiesen, dafl das FABP eine Rolle bei der Auf-
nahme von Fettsduren in die Zelle spielt [23] und beim intrazelluldren Trans-
port der Fettsduren zu den Mitochondrien, in denen der Fettsduremetabo-
lismus stattfindet [4, 5, 24]. Zusétzlich hat die Regulation der Fettsdurekon-
zentration innerhalb der Zelle einen Einflufl auf die Modulation der Enzym-
aktivitdten durch bestimmte Fettsiuren oder deren CoA-Ester [25]. Auch
wurde dem FABP ein Einflul auf das Zellwachstum und die Zelldifferenzie-

rung zugeschrieben [20].

Das Fettsdurebindungsprotein wird — zusammen mit Acyl-CoA-Bindungs-
protein (ACBP), unspezifischem Lipidtransferprotein (nsL-TP), Phosphati-
dylcholintransferprotein (PC-TP), Phosphatidylinositoltransferprotein (PI-
TP), zelluldrem Retinolbindungsprotein (CRBP) und zellulirem Retinosidure-
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bindungsprotein (CRABP) — in die iibergeordnete Klasse cytosolischer Pro-
teine eingeordnet, deren Charakteristikum ihr relativ niedriges Molekularge-
wicht und die hohe Affinitét fiir amphiphile Liganden ist. Die Klassenmitglie-
der besitzen jedoch deutlich verschiedene biochemische Eigenschaften (z.B.
isoelektrische Punkte) und treten in sehr unterschiedlichen Konzentrationen
auf, wobei der FABP-Gehalt dabei wesentlich héher ist, als der anderer li-
pidbindenden Proteine (Tabelle 1).

Protein Ligand(en) M, [kDa] | pI zellulédre
Konzentration
[nmol/g]
FABP Fettsduren 14,2 6,4 200,0
ACBP Acyl-CoA 10,0 5,9 28,0
nsL-TP(=SCP3) | PL, Cholesterol | 12,5 8,6 6,3
PC-TP PC 28,0 8,4 1,1
PI-TP PI, PC 36,0 4.9 @
CRBP Retinol 15,7 @ 1,2
CRABP Retinoeséiure 15,5 @ 0,013

¢ unbekannt

Tabelle 1: Lipidbindende Proteine in der Rattenleber, ACBP: Acyl-CoA-Binding Pro-
tein; nsL-TP: non-specific Lipid-Transfer Protein; SCP5: Sterol Carrier Protein 2; TP:
Transport Protein; PC: Phosphatidylcholine; Pl: Phophatidylinosin; PL: Phospholipid;
CRBP: Cellular Retinol Binding Protein; CRABP: Cellular Retinoic Acid Binding Pro-
tein.

Weiterhin unterscheidet sich FABP von den iibrigen Vertretern der Klasse
durch eine grofle Heterogenitit an Typen und Isoformen. Es wurden bisher
mindestens sechs strukturell unterschiedliche FABP—Typen charakterisiert
(Tabelle 2), wobei die Namen der FABP-Typen aus den Geweben aus denen

sie urspriinglich isoliert wurden, abgeleitet sind.

Das Molekulargewicht aller bisher untersuchten Fettsdurebindungsproteine

liegt zwischen zwischen 13 und 16 kDa mit 127 bis 133 Aminosédureresten in
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FABP Typ Gewebe

Leber Typ Leber, Darm, Magen

Darm Typ Darm

Herz Typ Herz, Nieren, Skelettmuskel, Aorta, Lunge, Milch-
driisen, Placenta, Gehirn, Hoden, Magen

Nieren Typ Nieren, Blase

Adipozyten Typ | Adipozyten

Myelin Typ Nerven

Tabelle 2: Gewebsspezifisches Vorkommen der verschieden FABP Typen (aus [20])

der jeweiligen Sequenz. Alle FABP-Typen besitzen eine Acetylgruppe an ih-
rer aminoterminalen Aminosiure. Beim Vergleich der Sequenz verschiedener
FABPs aus einem Organismus zeigt sich ein hohes Ma$ an Ahnlichkeit, fiir
die aminoterminale Doméne (Aminosdurereste 1-25), sowie fiir eine Doméne
in der Mitte der Sequenz (Aminosiurereste 60-90). Die Ahnlichkeit fiir den
carboxyterminalen Teil des Proteins ist jedoch gering. Innerhalb der FABP-
Gruppe findet man eine Ubereinstimmung von 20-97%. Dabei besteht eine
hohe Sequenzidentitéit (>80%) beim Vergleich der gleichen gewebsspezifi-
schen Form, wie Herz-, Myelin- oder Leber-FABP, in unterschiedlichen Gast-
organismen. Dagegen ist die Sequenzidentitdt beim Vergleich verschiedener
gewebspezifischer Formen innerhalb des gleichen Gastorganismus vergleichs-
weise niedrig. Leber- und Darm-FABP sind nur zu 20-35% sequenzidentisch.
Herz-, Adipozyten- und Myelin-FABP haben bereits 60-80% identische Ami-
nosiuren. Ahnlichkeiten (22-47%) findet man auch zwischen den Sequenzen
der zelluldren Retinol- und Retinoesdurebindungsproteine und den Sequen-

zen der Fettsdurebindungsproteine [20].
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1.2 Struktur des FABP

Um den Mechanismus der Ligandenbindung besser zu verstehen, wurden
Strukturuntersuchungen durchgefiihrt. Neben verschiedenen Fluoreszenzstu-
dien [26], chemischen Modifizierungsexperimenten [27] und NMR-spektrosko-
pischen Untersuchungen [22, 28] fiihrte vor allem die Kristallstrukturanalyse
von einigen Vertretern der Klasse cytoplasmischer Bindungsproteine zu ei-
ner Aufkldrung der jeweiligen Tertidrstruktur [29, 30, 31, 32, 33]. Es konnte
gezeigt werden, dafl die Konformation der erhaltenen Kristallstrukturen al-
le das gleiche, in Abbildung 1 und 2 — am Beispiel der Réntgenstruktur
des H-FABP. aus Rinderherz — schematisch dargestellte [30] Sekundér- und

Tertiarstrukturmuster aufweisen.

Diese Proteinmolekiile weisen als gemeinsames Strukturmerkmal eine , (-
Fafl“-Struktur auf. Dieses , 3-Fal3“ besteht aus zehn antiparallelen 3-Falt-
blattstringen (A bis J), die aus je fiinf Stringen zwei nahezu orthogonale
B-Faltbliatter bilden. Die zwei Faltblédtter sind einseitig durch zwei kurze
parallele a-Helices (ol und oIl) und eine kurze Schleife miteinander ver-
bunden. Zwischen den [-Faltblattstringen D und E wurde eine Liicke im
O-Faltblattmuster beobachtet, da der Abstand der beiden Strénge das fiir ein
antiparalleles 3-Faltblatt iibliche Wasserstoftbriickennetzwerk nicht zulafit.

Dieses, in cytoplasmischen Bindungsproteinen weitverbreitete Tertidrstruk-
turelement deutet an, dafl das Gesamtstrukturmotiv eng mit der Eigenschaft
der Ligandenbindung verkniipft ist. Tatsédchlich ergab die Kristallstruktur-
analyse der holo-Form des intestinalen I-FABP., daf§ die Fettsdure leicht
gekriimmt im Inneren der ,,3-Fafi“-Struktur des I-FABP, eingelagert wird.
Dabei werden auf Grund der rdumlichen Anordnung Wechselwirkungen der

Fettsdurecarboxylgruppe mit der Guanidiniumgruppe einer Argininseiten-
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Abbildung 1: Sekundarstruktur aus der Rontgenkristallstruktur der pl=5.1 Isoform
des FABP aus Rinderherz.

kette {iber Wasserstoffbriickenbindungen beschrieben [35].

Durch NMR-spektroskopische Untersuchungen [36] sind nahezu alle Pro-
tonen- und Riickgratkohlenstoffresonanzen bestimmt worden. Mit Hilfe von

NOE-Experimenten und Distanzgeometrierechnungen wurde die Tertisirstruk-
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Abbildung 2: Tertiarstruktur der pl=5.1 Isoform des FABP aus Rinderherz [34].
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tur ermittelt. Die NMR-spektroskopischen Untersuchen zeigten Signalhete-
rogenititen. Dies deutet darauf hin, dafl die Konformation des FABPs —
wie bei den meisten Proteinen — nicht starr, sondern dynamisch ist. In der
Rontgenstrukturanalyse wird in der Regel ein charakteristisches mittleres
Kristallstrukturmodell erhalten. In manchen Féllen liegt in Losung sogar ei-
ne andere Struktur als im Kristall vor. Auflerdem kann unter Umstidnden
die Aktivitdt eines Proteins erst durch die in Lésung mogliche Dynamik zu-
standekommen. So stehen beim FABP in Losung mehrere Konformationen
im Gleichgewicht zueinander [37, 38]. Diese Dynamik ist wahrscheinlich fiir
die Ligandenbindung wichtig, da sie das Eindringen des Gastmolekiils zur

Bindungstelle innerhalb des ,, 3-Fasses“ vermutlich erst ermdglicht [33].

Die Untersuchung der Dynamik eines Proteinmodells gelingt mit Moleku-
lardynamiksimulationen. Dabei werden mit Hilfe von komplexen Kraftfel-
dern die klassischen Bewegungsgleichungen fiir die Atome angenéhert. Es
ergibt sich aus der Simulation ein Ensemble von Strukturen. Die {iber al-
le Substrukturen gemittelte Struktur sollte in ihren Eigenschaften wie 3.J-
Kopplungskonstante, Diederwinkel usw. moglichst gut mit den MeBwerten
iibereinstimmen. Je geringer die Abweichung des berechneten Mittelwertes
von den experimentellen Daten ist, um so signifikanter ist die Simulation. Der
Vergleich der einzelnen Substrukturen untereinander zeigt durch die Grofle

der Abweichungen dynamische Bereiche innerhalb der gemittelten Struktur.

In der vorliegenden Arbeit sollen 3JH -Kopplungskonstanten an einer re-

N o

,H
kombinanten N-markierten H-FABP. -Probe in Losung gemessen werden.
Heteronukleare 2-dimensionale NMR-Experimente sowie eine qunatitative
Datenanalyse sollen zu hochgenauen * Jyn o-Kopplungskonstanten fiihren,

die verwendet werden, um das Strukturmodell zu verfeinern.
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2 Methoden

2.1 3J-Kopplungen als Strukturparameter

Eine der derzeit genauesten Methoden, 3JHN7Ha—Kopplungsk0nstanten zu be-
stimmen, besteht darin, eine Folge von J-modulierten COSY-Experimenten
durchzufiihren, deren Wartezeit T sich mit jedem Experiment verldngert. Da-
mit erhdlt man eine Abhéngigkeit der Signalintensitdt von der Kopplungs-
konstanten. Die skalare Spin-Spin-Kopplung J zwischen dem Kern A und
dem Kern X wird durch die Bindungselektronen vermittelt und bewirkt eine
Aufspaltung des Signals von A, die aus der unterschiedlichen Orientierung des
Kernspins des Kopplungspartners X im Magnetfeld resultieren. Spin—%fKerne
sind beziiglich des dufleren By-Feldes in zwei Zustidnde, o und [, polarisiert,
das heif3t bei 50% der in der Probe vorhandenen Molekiile liegt der X-Kern

im |a>-Kernspinzustand vor, bei den anderen 50% im |3 >-Spinzustand.

Sie fithren zu unterschiedlichen lokalen Magnetfeldern am Ort von Kern A
und daher zu zwei Linien im Spektrum, die um den Wert der Kopplungs-
konstanten J4 x separiert sind. Dadurch liefert sie mit der Konnektivitit der
Kerne wichtige Informationen iiber die Konstitution der Molekiile. Die Gré88e
einer Kopplungskonstante ist aber auch von der rdumlichen Anordnung der

Kerne abhiingig [39, 40].

3 J-Kopplungskonstanten Kénnen mit den Diederwinkeln {iber die Karplus-

beziehung
J(®#) = A-cos’(0)+ B-cos(0)+C (1)

korreliert werden. So korreliert die *Jy~ go-Kopplung in Aminoséuren mit

dem Riickgrattorsionswinkel ¢ und wurde schon friihzeitig als Konforma-
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tionsparameter eingesetzt [41]. In Abbildung 3 sind beispielhaft einige Kar-
pluskurven fiir die Parametrisierungen von 3JHN He (A=9.4; B=-1.1; C=0.4),
3JHN,Cai (A=5.7; B=-2.7; C=0.1), 3JC’1~,1,H0‘ (A’:9.0; B=-4.4; C=-0.8) und
3JHN,C,6’ (A=4.7; B=-1.5; C=-0.2) dargestellt.

- -
~ N
T

J/Hz
© 3

Lo~ N Wb N®
. -

-150 -120 -90 -60 -30 0 30 60 90 120 150

Abbildung 3: Karpluskurven fiir verschiedene Parametrisierungen der Diederwin-
kelabhangigkeiten der 3J—Kopplungskonstanten 3JHN,H(1 (A=9.4; B=-1.1; C=0.4),
SJme, (A=5.7; B=-2.7; C=0.1), *Jc,_, u= (A=9.0; B=-4.4; C=-0.8) und *Jyu s
(A=4.7; B=-1.5; C=-0.2)

In jlingster Zeit tragen gentechnologische Verfahren zur Isotopenanreicherung
dazu bei, die frither nicht zugénglichen heteronuklearen Kopplungskonstan-
ten auch bei grofien Molekiilen zu messen [42, 43, 44]. Dariiber hinaus wurden
die gemessenen .J-Kopplungskonstanten in Strukturberechnungen eingesetzt
[45, 46, 47, 48]. Die bisherigen Datensitze, die nur aus NOE-Parametern be-
standen, kénnen somit durch 3J-Kopplungskonstanten erweitert werden, so
da man nicht nur die Zuverléssigkeit der NMR-spektroskopisch ermittelten
Strukturen erhohen kann, sondern auch Informationen iiber Teilflexibilitét

und interne Molekiildynamik erhilt [49, 50].
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2.2 Bestimmung von *J-Kopplungskonstanten

In einem schwach gekoppelten Spinsystem, das heifit, da} die Kopplungs-
konstante J klein im Vergleich zur Differenz der chemischen Verschiebung
Av ist, kann man im einfachsten Fall aus den eindimensionalen Spektren die
Kopplung direkt ablesen, sofern die Multiplettlinien gut separiert sind. Sind
in einem eindimensionalen Spektrum die Signale iiberlagert, so kann eine
Trennung oft durch Aufnahme eines zweidimensionalen Spektrums erfolgen.
Dabei besitzen die Kreuzsignale in ihrer Feinstruktur die gleiche Multiplizitét

wie die entsprechenden eindimensionalen Signale.

Oft sind Kopplungskonstanten in der gleichen Gréf8enordnung wie die natiir-
lichen Signalbreiten. Dies hiangt vor allem vom Molekulargewicht der Sub-
stanz ab. Kleine Molekiile, die sich in Losung schnell umorientieren, liefern
relativ schmale Signale (1 Hz oder weniger), grofle Molekiile weisen in der
Regel breitere Signale auf. Bei mittelgroflen Proteinen sind dies zum Beispiel
20-30 Hz. Wenn nun die Signalbreiten nicht mehr vernachléssigbar klein
gegeniiber den Kopplungskonstanten sind, dann sind die einzelnen Multi-
plettlinien nicht mehr aufgelost und der Signalabstand (der Abstand der
Signalmaxima) entspricht nicht mehr der Kopplungskonstanten.

Die zur Bestimmung von 3.J-Kopplungskonstanten weitverbreitete E.COSY-
Methode [51, 52, 53| bietet den Vorteil, unabhéngig von der Grofle der Kopp-
lungskonstante stets mit gleichbleibender Genauigkeit zu arbeiten, erfordert
aber zwingend ein 3-Spinsystem. Die 3.J-Kopplungskonstanten lassen sich
allerdings auch aus den Signalintensitédten iiber die Quantifizierung des Ma-
gnetisierungstransfers ableiten [54]. Damit diese Quantifizierung iiberhaupt
durchfiihrbar ist, mufl eine Pulssequenz gewihlt werden, bei der die Signal-

intensitdt eine moglichst starke Abhéngigkeit von der Kopplungskonstante
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aufweist. Der Vorteil dieser Methode ist, dafi eine grole Kopplungskonstan-
te sehr exakt aus der leicht bestimmbaren Signalintensitit ermittelt werden
kann. Kleine Kopplungskonstanten unter 2 Hz sind mit dieser Methode nur

sehr ungenau bestimmbar.

2.3 Pulssequenz und Spektren

In dem hier verwendeten J-modulierten ['°N,'H]-COSY Experiment mit der
in Abbildung 4 gezeigten Pulssequenz [56] wird die Kopplungskonstante aus
der zeitlichen Evolution der Protonen-Kohédrenz erhalten. Dabei wird die
Kopplungskonstante aus den N-H®-Kreuzsignalintensitdten mit Hilfe einer
nichtlinearen Anpassung an die Transferfunktion berechnet.

In diesem J-modulierten ['°N,'H]-COSY-Experiment entwickelt sich eine Mo-
dulation auf Grund der J(HY,H*)-Kopplungskonstanten in der Zeit (4T+2A).
Heteronukleare Zweispinkohirenz ("H—'5N) existiert zwischen den Zeitpunk-
ten a und b der Pulssequenz, die das 4T-Intervall eingrenzen. Am Punkt ¢
wird die in-phase H¥-Magnetisierung entlang der z-Achse durch einen 90%-
Protonenpuls gespeichert. Nach dem Gradientenpuls G wird die in-phase
HY-Magnetisierung durch ein Standardmodul, ein ,,jump-and-return® 904, —
7 — 90_4, Pulspaar, detektiert.

Es ergibt sich fiir die Transferfunktion [56]:

t t sin (w.J"t)
I,(t) = I — "t) 4+ ———= 2
y( ) y(o) exXp <T2,MQ 2T1,a> <COS (ﬂ-‘] ) + 27TJTT17a ) ( )

1 2
JT:J*”‘(W) ’

wobei Ty )1 die apparente transversale Relaxationsrate der (‘H-'°N)-Zwei-

Spin Koherénz ist, und 7} ,, die longitudinale Relaxationsrate des H*-Protons.
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GARP Entkoppeln !
|

Grad.

Abbildung 4: Pulssequenz des J-modulierten-['°N,'H]-COSY. Die schmalen Pulse
haben Flipwinkel von 90°, die breiten 180°, und wenn nicht anders angegeben, ist
die Phase x. Der Phasenzyklus ist: ¢1 = z, —z; ¢o = 22,2y,2(—2),2(—y), dref =
xz,—x,y,—Y,—x, %, —Yy,y. Quadraturdetektion nach TPPI wurde auf die ¢;-Phase im
Programm angewendet [57]. Die Zeitdauern waren A = 5ms, § = 2,503ms, 7 = 12us.
Die Lange des Gradientenpulses war G= 2ms. Die Entkopplung erfolgte mit der GARP-
Sequenz [58].

2.4 3J-Kopplungskonstanten in MD-Simulationen

Um Aussagen iiber die Dynamik eines Molekiils zu erhalten, werden Moleku-
lardynamiksimulationen durchgefiihrt. Da die Dynamik der kovalenten Bin-
dungsstruktur von Proteinen ohne quantenmechanische Effekte hinreichend
beschrieben werden kann, geniigt eine rein klassische Beschreibung mittels
der Newton’schen [59] oder der Langevin’schen Mechanik [60]. Dabei wer-
den die Atome auf ihre Massenschwerpunkte reduziert und bekommen ent-
sprechend der Simulationstemperatur eine Maxwell-Boltzmann-Geschwindig-
keitsverteilung zugewiesen. Durch iteratives Losen der Newton’schen Bewe-
gungsgleichung fiir N Atome der Masse m

d> o

V (&, 7s,...,2ZN) (3)
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erhilt man eine zeitliche Abfolge von Koordinatensétzen (Trajektorie), die

die Dynamik des Systems beschreibt.

In dem hier verwendeten Programmpaket GROMOS ist ein Algorithmus
nach dem ,leap-frog“-Schema [61] implementiert. Dieser wurde vom Taylor-
Predictor-Algorithmus nach Verlet [62] abgeleitet. Die Geschwindigkeit jedes
einzelnen Atoms des neuen Koordinatensatzes X kann so in jedem Zeitschritt
At durch die iiber das Kraftfeld auf jedes Atom wirkende Kraft ermittelt wer-

den.

Mit sogenannten ,Stochastischen Dynamik-Simulationen* [63, 64] konnen
Losungsmitteleffekte explizit in die Betrachtung einbezogen werden. Dabei

gilt anstelle der Newton’schen Bewegungsgleichung die Langevin’sche Bewe-

gungsgleichung:
d 1 0 1
— v - . N R =~ - v 4
dtvl(t) m; axiv(%)"i‘mi Ri(t) — i - vil?) (4)

Diese erweitert die Newton’sche Bewegungsgleichung um eine stochastisch
wirkende Kraft im zweiten Term und eine Reibungskraft mit dem Reibungs-
koeffizienten ~;. Der stochastische Term simuliert die Stofe zwischen dem
Protein und der Losungsmittelumgebung und der Reibungsterm den Energie-
verlust durch die Solvensmolekiile. Da die Reibungsenergie von der Losungs-

mittelzugidnglichkeit jedes einzelnen Atoms abhéngt, gilt der Zusammenhang;:

Vi = wity (5)

w; ist die l6sungsmittelzugéngliche Fliche eines jeden Atoms und v der Rei-

bungskoeffizient, der sich iiber das Stoke’sche Reibungsgesetz

6-7-ms-71s

v = (6)

Mg
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bestimmen 1d8t. Dabei ist m, die Masse, r; der Stoke’sche Radius und 7, die
dynamische Viskositit des Losungsmittels. Die Fliche w; wird dabei durch
eine Wichtungsfunktion bestimmt, die den Wert 1 annimmt, wenn sich kein
anderes Proteinatom innerhalb des Stoke’schen Radius befindet und gegen
Null konvergiert, wenn die Zahl der Nachbaratome sechs erreicht.

Fiihrt man nun Randbedingungen (Restraints), das sind zusitzliche Poten-
tialterme auf Basis experimenteller Daten, in das Kraftfeld ein, so kann
man damit den Konformationsraum einschrinken und somit das Auffinden
einer wahrscheinlichen Molekiilstruktur erheblich beschleunigen oder sogar
erst ermoglichen. Seit ldngerem werden dazu NMR-Parameter, wie NOE-
Abstiénde oder 3.J-Kopplungskonstanten, verwendet.

Mit den NOE-Werten werden iiblicherweise Startstrukturen modelliert. Diese
werden dann einer Energieminimierungsrechnung unterworfen. Die engergie-
minimierte Struktur wird dann als Startstruktur in einer Molekulardynamik-
simulation verwendet. Die gemessenen ®.J-Kopplungskonstanten werden als
Randbedingungen in die Rechnung eingebunden, indem ein Strafterm (Pen-

altyfunction)

k .
Vi = 53 (Jiscate = Jjeap)” (7)

formuliert wird, der die Verletzung jeder einzelnen berechneten 3.J-Kopp-
lungskonstanten Jj.q von der zugehorigen experimentell erhaltenen J; .,
angibt. k; ist die Kraftkonstante, die aus der betreffenden Konformation
mittels Karplusbeziehung (siehe Gleichung (1)) berechnet wurde. Wenn die
Bedingungen an den Strafterm (7) zu streng festgelegt werden, so fiihrt dies
in der Regel zu gespannten (physikalisch sinnlosen) Molekiilstrukturen.

Da in NMR-Experimente immer zeitlich gemittelte J-Kopplungskonstanten

bestimmt werden, verwendet man in der Simulation besser zeitabhingige,
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statt der statischen Randbedingungen. Diese zwingen das Molekiil nicht
zu jeder Zeit, sondern nur im zeitlichen Mittel, die experimentellen NMR-

Parameter einzuhalten [65, 66, 67, 68].
Das zeitabhingige Strafpotential folgt aus Gleichung (7):
ki
Vi = 5 (T cate = Jjean) (8)
Jetzt ist die aus einer einzelnen Konformation berechnete Kopplungskonstan-

te Jjcae durch den zeitlichen Mittelwert J ersetzt:

TOO) = 5 [ 10w (9)

t

Damit der Einflu} einer unmittelbar auftretenden Konformationsdnderung
auf den Mittelwert bei steigender Simulationszeit nicht iiberbewertet wird,
wird die zeitabhéngige Randbedingung mit einer exponentiell abfallende Er-

innerungsfunktion mit charakteristischer Erinnerungszeit 7 beriicksichtigt:

1
TO0) = ————
r(1-e)

— /Ote%J(e(t—t'))dt' (10)

Aus praktischen Griinden wird J als Karplusbeziehung ausgedriickt:

J@(t) = A-cos?(0(t))+B-cos(f(t))+C (11)

Ein solches Verfahren konnte fiir die Distanzbeschrinkungen, die sich aus
der Messung von NOE-Kreuzrelaxationsraten ergeben, bereits erfolgreich
durchgefiihrt werden [65, 66, 67]. Ein erster Versuch mit homonuklearen 3.J-
Kopplungskonstanten zeigte die Niitzlichkeit dieser Technik fiir die Dieder-
winkelanalyse [68].
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3 Experimenteller Teil

3.1 NMR-Spektroskopie

Die NMR-Messungen wurden an einem BRUKER DMX600 Spektrometer,
ausgeriistet mit einer Aspect Auswertestation durchgefiihrt. Die Prozessie-
rung erfolgte auf einer Silicon Graphics Indy Workstation mit Hilfe des Pro-
grammes XWinNMR 1.0. Das verwendete Pulssequenzmikroprogramm ist
zusammen mit den Aquisitionsparametern im Anhang beschrieben. Die Mes-
sungen wurden mit einem Tripelresonanzprobenkopf mit z-Gradientensystem
durchgefiihrt. Als Probe wurde eine rekombinante *N-markierte Rinderherz-

FABP-Probe verwendet.

Die Spektren wurden phasensensitiv nach dem TPPI-Verfahren aufgenom-
men [57]. Bereits wihrend der Aufnahme der Experimente wurde eine Phasen-
und Basislinienkorrektur [69] beriicksichtigt, indem jeweils in einem 1D-Spek-
trum (1. ¢;-Inkrement) die Phase nullter Ordnung korrigiert und dieser Kor-
rekturwert von dem Wert der Empfingerphase im Mikroprogramm substra-
hiert wurde. Die spektrale Weite betrug fiir die Fy-Dimension ('H) 8333,33 Hz
und fiir die F;-Dimension (}*N) 2500 Hz. Es wurden 192 Durchgiinge mit je-
weils 2048 Inkrementen fiir die Fy-Dimension mit jeweils 160 Inkrementen
fiir die F-Dimension aufgenommen. In verschiedenen Experimenten wurde
2T+42A von 43,3 ms bis 183,3 ms in 10 ms—Schritten variiert. In der F;-
Dimension wurde der Datensatz mit Nullen auf 512 Datenpunkte aufgefiillt.
Die Prozessierung erfolgte mit einer Phasenkorrektur (49,7°/-89,4°) und mit
2

einer verschobenen Sinusfilterfunktion (um 5°) in der F;-Dimension, bezie-

hungsweise mit einer verschobenen Sinusquadratfilterfunktion (7) in der Fy-

Dimension.
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3.2 Auswertung der Spektren

Zur Bestimmung der Signalpositionen wurden die chemischen Verschiebun-
gen aus [38] verwendet. Die chemischen Verschiebungen sind in Tabelle 6
(Anhang) dargestellt. Die Berechnung der Signalintensitiit erfolgte mit Hilfe
der in Matlab programmierten Prozedur ,volumes.m* (siche Anhang).

Die Peaks wurden in ein Rechteck eingeschlossen und darin wurde eine Ellip-
se eingepaflt, um der Signalform gerecht zu werden. Die resultierende Scha-
blone wurde auf alle Spektren angewandt, um die einzelnen Intensititen zu
bestimmen. Die gemittelte Basislinienintensitét in der Umgebung jedes ein-
zelnen Signals wurde von der berechneten Intensitit zur Intensititskorrektur
abgezogen. In den Abbildungen 5 und 6 sind die zeitabhingigen Signale fiir
Asn®® beziehungsweise Ala® dargestellt.

Die Signalintensititen der N’ '"HN-Korrelationssignale dienten als Stiitz-
punkte zur Parameteranpassung an die Gleichung (2). Eine Korrektur mit
der Spin-Gitter-Relaxationskonstanten, wie sie in Gleichung (2) vorgesehen

ist, wurde fiir zwei charakteristische Grenzwerte, 100 ms und oo durchgefiihrt.

Die 3.J-Kopplungkonstanten wurden durch nichtlineares Anpassen an die
Gleichung (2) nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate bestimmt. In
Abbildung 7 und 8 sind die Anpassungskurven fiir Asn® beziehungsweise
Ala? dargestellt.

Im Programm ,table.m“ (Anhang) wurden fiir alle Intensitéiten die Kurven-
verldufe angepafit. Die Fehlerberechnung wurde nur fiir Ty =100 ms durch-
gefithrt. Die Standardabweichung wurde als statistischer Parameter in Ta-
belle 3 aufgenommen. Fiir jeden Datenpunkt wurde einheitlich ein mittlerer

Rauschwert von 0,0424 angenommen, wie er vorher aus dem Rauschen eines
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43,29 53,29 63,29 73,29 83,29 93,29 103,29 113,29 123,29

Abbildung 5: Verlauf der Intensitit des '°N’,'H"-Korrelationssignals von Asn®’ in
Abhangigkeit von der Wartezeit. Die Zahlenwerte sind die Wartezeiten in ms. Schwarze
Linien sind positive, graue negative Signalintensitaten.

43,29 53,29 6329 73,29 83,29 93,29 103,29 113,29 123,29 133,29 143,29 153,29 163,29 173,29
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Abbildung 6: Verlauf der Intensitit des '°N’,'HN-Korrelationssignals von Ala3 in
Abhangigkeit von der Wartezeit. Die Zahlenwerte sind die Wartezeiten in ms. Schwarze
Linien sind positive, graue negative Signalintensitaten.

signalfreien Bereiches (Spalten 1-200) im Summenspektrum der 14 einzelnen

Spektren bestimmt wurde.

3.3 Molekulardynamiksimulation

Die ermittelten J-Kopplungskonstanten wurden in eine Stochastische Dyna-
miksimulation eingebracht. Es wurden zwei Simulationen — einmal mit 97
(Lauf I) und einmal mit 67 (Lauf IT) gemessenen J-Kopplungskonstanten mit

einem zusitzlichen *.J(N,H?)-Datensatz [70] — durchgefiihrt.
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Abbildung 7: Anpassung der experimentellen Signalvolumina an Gleichung (2) fiir
den Verlauf der Signalintensitaten aus Abbildung 5. o entspricht den berechneten
und x den gemessenen Intensititen. Die ®.J-Kopplungskonstante fiir die abgebildete
Aminosaure ergibt sich fir Ty ,=100 ms zu 10,1 Hz.
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Abbildung 8: Anpassung der experimentellen Signalvolumina an Gleichung (2) fiir
den Verlauf der Signalintensitaten aus Abbildung 6. o entspricht den berechneten
und x den gemessenen Intensititen. Die ®.J-Kopplungskonstante fiir die abgebildete
Aminosaure ergibt sich fir Ty ,=100 ms zu 4,22 Hz.
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Die Simulationen wurden als zeitgemittelte Simulationen angesetzt. Dazu
wurde das Programmpaket GROMOS eingesetzt. Fiir die Berechnung von
zeitlich gemittelten skalaren Kopplungen wurden zeitabhéingige Restraints
mit einer Erinnerungszeit von 7 = 15 ps verwendet. Die Kraftkonstante
wurde mit dem Wert 3 kJmol 's™? angenommen. Die Integrationsschritt-
weite At betrug 2 fs unter Verwendung des SHAKE-Algorithmus. Die Neu-
berechnung aller nichtbindenden Wechselwirkungen erfolgte alle 10 Schritte
mit einem ,cut-off“ Radius von 0,9 nm. Das relative Gewicht der solvens-
zugénglichen Fliche w; wurde alle 500 Integrationsschritte neu berechnet.
Die in der Simulation verwendeten Parameter fiir v beziehen sich auf H5O.

Es ergibt sich ein Solvens-Reibungskoeffizient von v = 91 ps~1.

Als Karplusparameter fiir die Umrechnung der berechneten Kopplungen in

die Diederwinkel wurden A = 9.4, B = —1.1 und C' = 0.4 verwendet [41].

Fiir ein mittelgrofles Protein wie FABP benétigt eine 200 ps lange Moleku-
lardynamiksimulation unter Losungsmittelausschlufl etwa 5 Tage Rechenzeit

mit einer Silicon Graphics Indy Workstation.
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4 FErgebnisse

4.1 J-modulierte [°’N,'H]-COSY-Spektren

In Abbildung 9 ist das J-modulierte ["’N,'H]-COSY-Spektrum mit der kiirz-
esten Wartezeit (43,25 ms) abgebildet. An Hand dieses Spektrums wurden
die einzelnen Peaks bestimmt. Die selektierten Bereiche wurden als Maske in

allen gemessenen Spektren verwendet.

J-moduliertes ['°N, 'H]-CcOSY
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"H Chemische Verschiebung in PPM

Abbildung 9: J-moduliertes [15N,1H]—COSY—Spektrum, Wartezeit 43,25 ms. Schwarze
Linien bedeuten positive Intensitit, graue negative.
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4.2 3Jg~ge-Kopplungskonstanten

In Tabelle 3 sind fiir die zwei angenommenen longitudinalen Relaxationszeiten
von T =100 ms und oo jeweils die 3JHNHa—Kopplungskonstanten, die apparente
transversale Relaxationszeit T MQ und die Standardabweichung fiir die Kopp-

lungskonstante bei Ty =100 ms aufgefiihrt.

Fiir 120 von 133 Aminosiuren (Met’-Ala!??) kénnten die 3.J-Kopplungskonstanten
bestimmt werden. Pro® enthilt kein a-Proton und fiir Glycinreste konnte keine
Winkelaussage getroffen werden. 97 3.J-Kopplungskonstanten wurden ermittelt.
Die restlichen Signale waren auf Grund starker Uberlagerungen nicht eindeutig

auszuwerten.
Im Anhang sind in Tabelle 6 die Werte der chemischen Verschiebung aus [38]
aufgefiihrt.

Tabelle 3: Berechnete *Jinpa-Kopplungskonstanten fiir
T1,4=100 ms und oo, berechnete T’é MQ und Standardabwei-
chung bei Ty ,=100 ms ’

pa 3JNoz 3JNoz T* 3JNoz 3JN(1

2,MQ HYH HYH 2,MQ HYH HNH
Tl,a: 100 ms 100 ms o0 Tl,a: 100 ms 100 ms )

[ms] [H7] [H7] [ms| [H7] [H7]
Vall 33.5 7.82+0.19 6.93 Lys® 55.9 10.30+0.08 9.48
Asp? 77.3 4.69+0.51 3.83 Leu®® 346.0 4.261+0.35 0.00
Ala? 50.1 4.22+40.39 3.46 Val®8 104.5 11.10+0.39 10.40
Phe* 92.1 8.18+0.18 7.33 Glu% 60.2 3.77+£0.19 3.05
Val® 76.8 4.184+0.27  3.39 Phe™ 58.2 9.33+0.23 8.48
Thr” 74.2 9.42+0.11 8.58 Asp™ 68.6 8.20+0.13 7.35
Trp® 44.1 9.33+0.31 8.46 Glu™ 53.1 9.06+0.15 8.20
Lys® 55.5 9.2540.08 8.40 Thr™ 72.0 10.30+0.15 9.49
Leu!® 61.0 3.91+0.32 3.15 Thr™ 73.9 6.701+0.25 5.81
Vall! 42.3 10.80+0.15 9.93 Ala™ 46.7 2.53+0.62 0.05
Asp!? 63.6 7.31+0.09 6.43 Asp® 52.4 9.24+0.18 8.38
Ser!3 64.9 7.89+0.10 7.02 Lys™ 73.8 9.75+0.12 8.91
Lys'4 52.9 9.89+0.13 9.04 Val?0 28.9 9.03+0.22 8.13
Asn'® 52.6 7.56+0.24 6.68 Lys®! 30.1 14.104+0.97 13.30
Phe' 87.4 4.26+0.27  3.45 Ser®? 35.8 6.8440.19 5.94

Fortsetzung nachste Seite
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Fortsetzung von vorheriger Seite
Tovg  Jeve JEvpe Tovg  Javme  TEvpe

Tl,a— 100 ms 100 ms 00 Tl,a: 100 ms 100 ms 00

[ms] [Hy] [Hy] [ms] [Hy] [Hy]
Asp!? 53.7 3.87+0.33  3.16 Tle%? 51.2 7.924+0.16  7.04
Agp!?® 117.0 4.324+0.25 3.49 Thr® 50.8 9.23+0.06 8.36
Met20 93.9 5.56+0.16  4.68 Asp®? 83.2 9.894+0.09  9.06
Lys?. 59.2 3.9040.27  3.16 Lys®  69.3 9.25+0.10  8.41
Leu? 55.5 6.96+0.35  6.07 Leu®! 62.3 8.68+0.23  7.82
Val?® 71.3 5.77£0.20  4.88 His?3 394 8.82+0.23 7.94
Phe?” 106.4 3.79+0.22 3.02 GIn% 36.2 10.00+0.20 9.15
Ala?® 140.8 4.10£0.14  3.30 Lys% 44.7 9.95+0.12  9.08
Thr® 772 7.204£0.12  6.33 Trp?” 648 6.45+£0.18  5.56
Arg3® 52.6 4.25+0.27  3.52 Asn% 70.6 6.19+0.39  5.30
Gln?! 65.5 3.39+0.36  2.76 GIn'00 94.7 9.7840.14  8.97
Val?? 101.0 7.16+0.25  6.29 Glu!o! 74.2 8.85+0.09  8.00
Asn?? 73.8 5.69+0.15  4.81 Thr'%2  39.9 7.07£0.12  6.17
Thr3¢ 73.8 6.82+0.53  5.94 Ser!03 51.7 9.9840.09  9.13
Thr? 54.2 9.47+0.33  8.62 Argl®® 326 9.91+0.09  9.02
et 37.6 10.00£0.30  9.15 Glut? 50.4 8.93+0.14  8.06
Ile*? 8.25 11.80+0.42 10.90 Met108 69.0 8.87£0.13 8.02
Valt 79.0 9.1840.14  8.34 Vall?? 64.2 9.85+0.09  9.01
Asn®® 89.8 9.75+0.10  8.93 Asptl? 881 6.78+0.19  5.90
Asp?? 85.0 9.64+0.14  8.82 Lys!!? 80.0 9.53+0.16  8.70
Thr*® 115.0 10.10+0.17  9.34 Leu'!3 56.0 9.00+£0.14  8.14
Val®? 46.0 9.60+0.11  8.73 Leu'’s 423 9.25+0.10  8.37
Tle>0 93.5 8.93+£0.27  8.06 Thr!t® 52.4 10.20+0.06 9.34
Tled? 49.3 9.65+0.12  8.79 His!!? 54.5 7.33+£0.16  6.44
Lys®? 48.0 9.79+0.12  8.93 Thri?t  59.2 9.62+0.11  8.77
Thr®? 52.2 9.73+0.21 8.87 Ala!?? 70.4 8.41+0.33 7.55
Gln® 49.8 9.87+0.26  9.00 Val!?3 67.2 10.10+£0.07  9.25
Ser® 70.6 6.15+0.17  5.26 Cys'2¢ 459  10.10+£0.10 9.21
Thr¢ 41.3 4.59+0.97  3.80 Thr'?®  60.1 9.64+0.19  8.80
Phe?” 57.2 8.70+0.19  7.85 Argl?® 345 9.344+0.30  8.45
Lys®8 58.7 6.49+0.20 5.61 Thr'?7 52.4 10.00+0.18 9.15
Asn®? 48.1 10.10+0.26  9.26 Tyr!2® 42.9 9.84+0.21 8.96
Thrb0 56.3 9.60+0.28 8.74 Glu!?? 52.1 10.00+0.14  9.25
Tleb?2 54.4 9.68+0.19  8.82 Gln'3! 75.7 8.63+0.16  7.78
Phet* 66.7 8.64+0.11  7.79
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4.3 Diederwinkelanalyse

Aus den Molekulardynamiksimulationen wurden die Trajektorien der Kopp-
lungskonstanten und die Diederwinkel extrahiert. In Tabelle 4 (Lauf I mit
97 J-Kopplungskonstanten) und Tabelle 5 (Lauf II mit 67 J-Kopplungs-
konstanten und zusétzlichem N HP-Datensatz) sind die zeitlich gemittelten
Riickgrattorsionswinkel und 3JHN7Ha—K0pplungk0nstanten sowie die jeweilige
Standardabweichung fiir die zwei Molekulardynamiksimulationen dargestellt.
In den Abbildungen 10 und 11 sind die Trajektorien fiir Arg!%® und Arg3°

dargestellt.
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Abbildung 10: Trajektorie fiir Arg!%® aus dem BH-Strukturelement. Die Konforma-
tionswinkel ¢ und ¢ liegen mit -98.7 und 103.6° im S-Faltblattbereich. Die Standard-
abweichung betrigt 10.8 (¢-Winkel) beziehungsweise 11.0° (1)-Winkel) und deutet auf
eine unflexible Region hin.
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Abbildung 11: Trajektorie fiir Arg3® aus der all-Region nahe zum 3A-Bereich. Die
Konformationswinkel ¢ und 1 liegen mit -65.2 und -61.2° im a-Helixbereich. Die
Standardabweichung betrigt 15.7 (¢-Winkel) beziehungsweise 27.7° (1/-Winkel) und
deutet auf eine flexible Region hin (siehe Text).
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Tabelle 4: Gemittelte ¢- und -Winkel, Fehler der
-Winkel mit Standardabweichungen, gemittlete Jynpa-
Kopplungskonstanten und Fehler der gemittelten Kopplungskon-
stanten. Aminosauren, bei denen die Abweichung der berechne-
ten mittleren 3J-Kopplungskonstante von der experimentell be-
stimmten 1 Hz iiberschreitet, sind mit e und solche, bei denen
sie 2 Hz lberschreitet, mit ee gekennzeichnet.

Lauf 1l
¢-Winkel )-Winkel SN
] ] [Hz]

Asp? —79.0£100.6  +26.0+123.1 5.13+2.30
Alad —49.04+ 56.5 +1352+ 62.8  4.49+2.39
Phe? —139.6+ 458  +89.94 49.8  7.82+2.04
Val® —70.0+ 51.3 41412+ 544  4.72+2.12
Gly® +55.6+ 79.5 —142.1+ 98.2

Thr” —96.64+ 124 4376+ 740  9.00+1.41
Trp® —102.44+ 159 49754+ 16.1  9.41+1.59
Lys? —99.74+ 15.7 +116.7+ 14.0 9.17+1.72
Leu'? —63.34+ 114 +1308+ 9.7 3.97+1.75
Vall! —108.6+ 10.6 +129.54+ 10.7 10.2140.86
Asp'? —136.5+ 61.7  —425+ 23.7  7.68+2.29
Ser'? —106.74+ 31.0 412554+ 27.0 8.284225
Lys'4 —108.3+ 20.1 +105.3+ 259  9.50+1.79
Asn'? +62.7+ 15.7 +1334+ 152  8.08+0.84
Phe'® —41.3+ 374 +9.0+ 351  3.91+2.05
Asp!? —-60.0+ 133 —60.8+ 16.6 3.54+1.85
Asp'® —66.6+ 43.1  —279+ 275  4.44+203
Tyr'? —68.5+ 153  —450+ 12.7

Met 20 —70.04+ 12.1  —433+ 114  5.05+1.95
Lys?! —61.94+ 124  —323+ 17.8 3.77+1.80
Ser?? —7894+ 176  —38.7+ 15.5

Leu?? —86.44+ 224  —13.0+ 27.1  7.02+2.36
Gly>* +59.2+ 452 4224+ 456

Val?® —77.34+ 40.7  —776+ 39.0 5.74+2.88
Gly?¢ —62.3+ 34.7  —18.7+ 38.0

Phe?” —52.94 76.7  —14.8+ 57.2  4.00+2.43
Ala?® —31.5+ 63.6 —339+ 752  4.18+265
Thr?? —86.24+ 20.5  —53.1+ 265  7.26+2.65
Arg® —6524+ 15.7  —612+ 27.7  4.30+2.25
Gln?! —-60.94+ 123  —36.5+ 189 3.61+1.84
Val?? —80.1+ 13.1 -394+ 149  6.66+£2.06
Gly3? +23.84 27.1 —29.1+ 19.9

Asn?* +238+ 60.2  +17.3+ 457  5.84+2.89

Fortsetzung nidchste Seite
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Fortsetzung von vorheriger Seite

Laufl
¢—Winkel w—Winel 3JHNHa
] ] [Hz]

Met3® —99.5+ 260 —12.0+ 98.1

Thr36 —101.4+ 434 +1.6+ 470  7.22+247
Lys37 —1240+ 159 +1044+ 29.3

Pro?8 —585+ 15.1 +93.6+ 16.3

Thr?’ —124.1+ 206  —64.2+ 21.2

Thr0 —128.0+ 18.8 +139.6+ 255 9.75+1.19
Tle#! —101.5+ 12,5 +110.04+ 144  9.54+1.33
Ile*? —105.2+ 129 +105.5+ 11.5 11.8040.42
Glu*3 —87.6+ 142  +76.8+ 13.0

Val*4 —-97.14+ 122 41039+ 123  9.09+1.47
Asn? -1002+ 13.1 +103.3+ 132  9.36+1.39
Gly*® +72.74+ 121 4796+ 14.9

Asp?? —109.5+ 21.2 -96.5+ 15.2  9.46+1.79
Thr*® —1039+ 155 —11.24+ 212  9.59+1.62
Val#? —1136+ 194 +122.7+ 250 9.82+1.61
Tle®° —97.0+ 146 +125.0+ 13.7  895+1.72
Ile®t —1009+ 12.8 +109.1+ 12.5  9.45+1.37
Lys®? —1042+ 145 +112.24+ 13.5  9.64+1.32
Thr?? —984+ 125 41015+ 126  9.21+1.43
Gln®* —103.7+ 11.8  +92.04+ 11.7 9.78+1.16
Ser®® —86.3+ 68.0 +96.7+ 269  6.63+£2.52
Thr56 —65.9+ 15.2 +118.4+1052  4.46+2.23
Phe®” —103.6+ 41.8 —26.0+ 325 8.76+2.28
Lys®8 —11.6+1183  +485+ 758  6.90+2.21
Asn®? —111.0+ 17.3 +114.7+ 182  9.87+1.37
Thrf° —113.0+ 21.7 +106.0+ 248 955+1.68
Glu! —1162+ 204 +123.0+ 23.4

T1ef2 —137.1+ 15.1 41114+ 206  9.49+1.45
Ser63 —1074+ 191 +125.5+ 80.4

Phef* —137.8+ 28.1 +139.0+ 27.7 8.88+1.87
Lys% —-109.8+ 136 +1455+ 46.6 10.10+1.08
Leu®® —65.4+ 12.3 41265+ 13.0  4.31+£1.92
Gly%" +108.9+ 68.5 +120.3+ 20.0

Val®8 —113.1+ 12.8  —44.34+ 24.1 10.30+0.96
Glub? —644+ 169 +113.3+105.0 4.20+2.42
Phe™ —119.1+ 237 +113.1+ 250 9.43+1.70
Asp™ —89.2+ 15.3 41392+ 28.7  7.92+2.03
Glu™ —105.6+ 20.3 +104.0+ 16.0  9.32+1.91
Thr? —107.6+ 14.3 +142.54+ 36.7  9.93+1.25
Thr™ —92.1+ 553  +89.3+ 302  7.37+2.88

Fortsetzung nidchste Seite
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Fortsetzung von vorheriger Seite

Laufl
#-Winkel 1)-Winkel ST N
] ] [Hz]

Ala™ —435+ 21.8 41345+ 193 2.24+1.58
Asp® -91.2+ 185  —37.0+ 233 834+2.12
Asp™? —1339+ 298 +3.1+ 27.7

Arg™ +65.5+ 14.6  —25.6+ 288

Lys™ —129.0+ 203  —67.4+ 23.0 9.56+1.43
Val®? —137.6+ 240 +111.2+ 23.6  9.23+1.67
Lys®! —96.74+ 124 +1445+ 122 9.04+1.49 ee
Ser8?2 —885+ 23.6 4923+ 215  7.31+£2.66
Tle33 -90.3+ 16.5 +112.7+ 184  7.97+2.02
Val®4 -95.1+ 17.3 4962+ 185

Thr® —97.1+ 17.3 41212+ 208  8.84+2.13
Leu®f —76.1+ 134  +94.5+105.4

Asp87 —1193+ 21.3 4833+ 178 9.67+1.36
Gly®® —14.1+ 59.1 +1109+ 28.2

Gly®? —59.8+ 649  +18.3+131.7

Lys” —91.6+ 12.8  —729+ 21.7 8.38+1.74
Leu”! —1374+ 276  —14.5+152.8 9.01+1.84
Val?? —111.6+ 13.7 +124.5+ 134

His?3 —958+ 145  +98.3+ 135 879+1.71
Val? —89.6+ 153 4935+ 15.0

Gln”® —1104+ 158 +110.2+ 14.0  9.96+1.20
Lys?6 —1135+ 18.8 +120.5+ 14.5  9.82+1.28
Trp®? —1246+ 77.3 412194+ 232  6.91+2.26
Asn?® —68.9+ 31.1 +9.2+1346  6.11+2.09
Gly*? —1042+ 472  +76.1+ 26.5

Gln'®  —104.2+ 188  —496+ 364  9.32+1.79
Glu'®'  —101.6+ 21.7 +134.1+ 247 8.88+2.11
Thr!02 —85.5+ 189  +934+ 179  7.15+2.21
Ser!03 —-1006+ 11.8 +107.44+ 21.8 9.47+1.22
Leu'%* —86.2+ 12.8 +1069+ 12.2

Vall05 —98.7+ 120  +90.2+ 11.1

Arg!o® —98.7+ 10.8 +103.6+ 11.0  9.33+£1.27
Glu'®7 —95.6+ 14.7  +96.7+ 11.3  8.75+1.66
Met!108 —94.3+ 15.8 +102.3+ 164  8.56+1.96
Vall09 —109.3+ 149 +104.3+ 151 9.97+1.14
Asp'® 4+ 519+ 20.2 +83.7+ 163  7.64+1.51
Gly't! —92.1+ 232  —9344+ 16.1

Lys!'?  —1244+ 239  —849+ 258  9.78+1.49
Leu''®  —105.2+ 18.2 41255+ 158  9.45+1.64
Ile'4 —999+ 129 +1184+ 13.0

Fortsetzung nidchste Seite
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Fortsetzung von vorheriger Seite

Lauf I
¢—Winkel w—Winel 3JHNHa
] ] [H7]

Leu'™ —96.1+ 11.7 +1048+ 11.5 8.99+1.44
Thr!!6 -962+ 13.1 +1002+ 11.5

Leu''? —88.4+ 144 +106.0+ 14.9

Thr''® 1112+ 13.2 +100.7+ 11.2 10.19+0.97
His!t? —134.74+ 756 +12094+ 186  7.35+2.36
Gly!'2° —23.74+ 66.2 +108.9+ 95.2

Thr'?t  —124.34+ 36.1 —15+ 81.1  895+1.87
Ala'?? -97.84+ 264  —768+ 785  8.16+2.21
Val!?3 —108.5+ 20.5 +11494+ 49.0 9.48+1.76
Cys'?*  —1148+ 189 +1393+ 178 9.85+1.28
Thr'?®  —116.1+ 185 +122.1+ 19.1  9.92+1.24
Arg!?® 11044+ 209 4945+ 233 9.51+£1.70
Thr'?”  —1074+ 13.2 +131.3+ 146  9.98+1.10
Tyr'?® 1305+ 12.8 +137.0+ 11.1 10.11+0.88
Glu'™®  —117.0+ 14.0 +1464+ 183 10.32+0.90
Lys!30 ~75.8+ 13.6 +141.8+ 17.9

Gln'! -99.54+ 16.3 +133.9+ 13.3  9.09+1.65
Ala'32 11784+ 11.2  —62.8+ 17.0
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Tabelle 5: Gemittelte ¢- und -Winkel, Fehler der
-Winkel mit Standardabweichungen, gemittlete Jynpa-
Kopplungskonstanten und Fehler der gemittelten Kopplungskon-
stanten. Aminosauren, bei denen die Abweichung der berechne-
ten mittleren 3J-Kopplungskonstante von der experimentell be-
stimmten 1 Hz iiberschreitet, sind mit e und solche, bei denen
sie 2 Hz lberschreitet, mit ee gekennzeichnet.

Lauf I1
¢-Winkel 1-Winkel 3JHNHQ
°] ] [He]
Asp? +29.3+ 56.0 —33.3+152.0
Alad —47.0+£157.2 4+95.7+ 20.6  4.54+2.93
Phe? —108.54+ 34.1  —93.14+ 553  8.19+2.19
Val® —69.5+ 31.7  +18.3+155.6  4.80+2.71
Gly$ +84.94+ 20.5 -30.1+ 51.0
Thr” —101.7+ 14.7  +53.84 55.2
Trp® —10544 179 41014+ 16.7 9.49+1.63
Lys? —103.54+ 16.1 +123.5+ 15.0 9.48+1.59
Leu'? —64.4+ 11.2 +131.2+ 104  4.14+1.82
Vall! —110.14+ 11.1 412564+ 104 10.27+0.86
Asp'? —139.14+ 30.8  —41.8+ 16.2
Ser!3 —109.84+ 21.0 +124.7+ 17.3
Lys'4 —107.4+ 183 +107.3+ 24.7  9.6041.59
Asn'® +38.6+ 59.3 1179+ 787  7.73+0.99
Phe'® —24.5+ 484 +7.3+ 64.1  4.46+2.17
Asp!? —534+ 236  —56.5+ 189  3.40+1.54
Asp'® —66.4+ 46.7  —37.5+ 339  4.30+£1.98
Tyr'? —634+ 146  —49.0+ 13.3
Met 20 —61.3+ 10.5  —52.1+ 9.9
Lys?! —612+ 11.3  —358+ 11.1  3.64+1.49
Ser?? —69.1+ 11.2  —52.1+ 104
Leu?? —80.1+ 162  —16.7+ 169 6.55+2.34
Gly>* +85.1+ 202  —20.5+ 21.6
Val?® —53.7+ 129  —782+ 175
Gly?¢ —52.1+ 15.6  —42.0+ 13.9
Phe?” —532+ 19.5  —44.8+ 23.2
Ala?8 —66.3+ 159  —554+ 13.0 4.46+£2.49
Thr?? —98.4+ 420  —43.0+ 26.8  7.38+£2.22
Arg® —31.1+ 90.5  —17.7+ 758  4.59+2.06
Gln?! —50.5+ 323  —514+ 305 3.60+1.83
Val®? —85.8+ 27.6  —44.2+ 347  7.08+2.03
Gly3? +22.04+ 88.6  +45.0+ 73.9
Asn?* —612+ 380 —31.6+ 336
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Fortsetzung von vorheriger Seite

Lauf II
qﬁ—Wgnkel @b—VVolnkel 3JHNHa
[] [] [Hz]
Met35 +30.8+ 51.2 —404+ 175
Thr?6 —98.8+ 46.3 —55.7+ 182  6.99+2.44
Lys37 —1142+ 16.1 +103.3+ 24.8
Pro?8 —64.3+ 159  +91.5+ 189
Thr?? —114.7+ 24.1 —61.8+ 22.0
Thr0 —133.0+ 18.7 +133.1+ 23.8 9.47+1.41
Tle#! —98.7+ 121 +119.1+ 156  9.27+1.28
Ile*? —1155+ 87 +109.7+ 10.0
Glu*3 —70.7+ 204  +87.4+ 138
Val*4 —949+ 149 +1052+ 14.8
Asn?? —112.5+ 203  +54.2+ 37.8  9.68+1.52
Gly*® +55.74+ 16.5 +127.3+ 395
Asp?? —115.6+ 227 —117.5+ 219  9.90+1.58
Thr8 —1115+ 189  +10.2+ 228  9.76+1.53
Val#? —1262+ 203 +124.7+ 264  9.69+1.37
Tle®° —95.7+ 14.1 +1185+ 14.5  8.81+1.67
Ile®t -99.6+ 11.3 +116.3+ 13.3  9.40+1.26
Lys®? —109.3+ 146 +101.5+ 12,5  9.98+1.26
Thr53 —99.9+ 138 41074+ 146  9.29+1.54
Gln®* —103.0+ 134 +116.0+ 212  9.62+1.37
Ser®® —120.6+ 21.2 +97.2+ 21.2
Thr56 —66.4+ 13.7 +1151+104.5 4.52+1.89
Phe®” —82.6+111.0 —6.8+ 48.7
Lys®8 —91.3+ 47.3 —739+ 287  6.87+2.58
Asn®? —107.8+ 174 +112.3+ 240  9.68+1.37
Thrf° —87.0+ 29.1 +96.9+ 35.6
Glu? —121.2+ 156 +1134+ 16.9
T1ef2 —137.6+ 164 +107.1+ 21.2
Ser63 —103.3+ 146 +1226+ 13.6
Phef* —143.8+ 30.8 +118.3+ 15.0
Lys% —104.2+ 181 +100.4+1252
Leu®t —68.6+ 129 41325+ 172  4.84+2.24
Gly%" -31.7+1374 +108.5+ 34.1
Val®® —119.3+ 25.2 —85.7+ 20.7
Glub? —67.3+ 246 —88.2+121.0 4.284+2.28
Phe™ —124.3+ 205 +111.2+ 172  9.72+1.92
Asp™ —88.9+ 16.8 +142.0+ 40.6
Glu™ —108.4+ 20.2 +107.7+ 164  9.51+1.86
Thr® —106.5+ 139 +141.6+ 36.0 9.87+1.28
Thr™ —126.3+ 199 +102.0+ 20.0
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Fortsetzung von vorheriger Seite

Lauf II
¢—Winkel ¢—Winkel 3JHNH(1
) ] [H7]

Ala™® —475+ 241 +1246+ 188 2.90+1.63
Asp® —100.1+ 33.2 0.0+ 43.3 835+2.21
Asp™? —131.7+ 314 -36.2+ 26.6

Arg™ —21.0+ 39.7  +57.5+ 404

Lys™ —115.8+ 22.7 —91.4+ 26.1  9.73+1.36
Val®o —124.0+ 17.1 +105.7+ 18.1

Lys®! —89.0+ 14.0 +141.5+ 155

Ser8?2 —1112+ 504 +107.8+ 341  7.54+2.52
I1e83 —844+ 12.7 41297+ 12.1

Val®4 —107.1+ 19.0 +94.7+ 14.9

Thr®® —102.5+ 27.7 4919+ 164

Leu®® +12.64+ 44.8 +122.3+ 286

Asp87 +21.94+ 67.5 —477+ 684 868+1.44 e
Gly®® —59.4+ 243 +110.1+ 26.1

Gly®? +22.0+ 69.8 +43.4+108.5

Lys* —58.3+ 13.8 —84.4+ 12.7

Leu®! —132.2+ 215 +52.94+155.9  9.31+1.68
Val?? —112.5+ 14.8 +134.7+ 14.6

His% —112.7+ 278 +1082+ 245 9.14+1.68
Val? —832+ 12.8 +745+ 115

Gln? -100.2+ 119 +107.3+ 11.6  9.44+1.24
Lys?f —110.1+ 17.2  +109.5+ 150  9.83+1.15
Trp?7 —120.1+£104.7 +1089+ 179  6.47+2.30
Asn?® —78.0+ 239 —72.1+ 187  6.14+2.11
Gly*? —204+ 46.2 +126.3+ 61.2

Glnt00 —81.1+ 149 —51.5+ 18.6

Glut®! —71.7+ 228 +95.7+ 27.6

Thri02 —85.3+ 17.0 +1042+ 16.3

Ser!03 —78.7+ 11.8 +96.3+ 12.7

Leu'%* —86.5+ 135 +93.4+ 13.2

Vall05 —100.8+ 14.8 +93.7+ 15.2

Arg!o® —-99.8+ 119 +114.7+ 133  9.39+1.26
Gluto” —946+ 14.1 +101.5+ 13.6  8.69+1.64
Met 108 -96.3+ 17.2 +1056+ 174  8.70+1.85
Vall0? —1144+ 17.7 +1101+ 155  9.95+1.18
Asp!10 +48.8+ 21.4 +85.8+ 19.1  7.50+1.65
Gly't! —85.94+ 27.0 —92.1+ 16.3

Lys''?  —124.44 24.0 —43+ 291  9.77+1.58
Leu''®  —105.6+ 184 41255+ 16.7  9.45+1.66
Ilett4 —-97.0+ 133 41135+ 124
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Fortsetzung von vorheriger Seite

Lauf II
¢-Winkel 1h-Winkel A —
°] ] [Hz]

Leu'!® —-93.8+ 11.2 +103.9+ 125 8.72+1.44
Thr!t6 —-972+ 15.6 +95.8+ 13.5
Leu'!” —84.2+ 15.2 +1053+ 16.0
Thr!'8 —11244+ 127 +102.3+ 11.7
His'!? —126.6+ 87.7 +109.8+ 64.9 6.95+2.30
Gly!20 —-726+ 13.9 +66.4+154.2
Thr!?! —78.6+146.7 +75.9+ 20.8
Alal?? —-91.3+ 20.2 -101.0+122.0 7.81+1.88
Vall23 —-976+ 14.0 +123.6+ 37.1 9.07+1.56 e

Cys!?f 1046+ 143 +1438+ 323  9.70+1.31
Thr'?®  —117.3+ 20.7 +1268+ 21.7  9.75+1.40
Arg!?6 1036+ 17.1 +109.2+ 18.2  9.41+1.50
Thr'>”  —1068+ 17.4 +116.8+ 17.8

Tyr'2®  —1203+ 160 +121.1+ 142 10.18+0.89

Glu!?? —112.4+ 146 +1424+ 11.8 10.15£1.02
Lyst30 —-76.3+ 142 41387+ 10.8
Glnt3! -96.8+& 15.7 41356+ 12.9 8.84 £1.83
Alat®? —140.5+ 719 —59.4+ 139

Die Diederwinkel, die dem Lauf I entnommen wurden, zeigen, dal der Be-
ginn der Kette (Aminoséuren 1-6) mit Standardabweichungen zwischen 45
und 101° fiir den ¢-Winkel und zwischen 49 und 124° fiir den ¢-Winkel aus-
gesprochen flexibel ist. Auch Thr” weist mit 74° Standardabweichung fiir den
1-Winkel noch eine sehr hohe Flexibilitdt auf. Die folgenden Aminosduren
Trp® bis Val'! sind eindeutig einer S-Faltblattstruktur zuzuordnen (3A) und
besitzen nur geringe Standardabweichungen fiir die ¢- und ¢-Winkel. Die
Konformation von Asp'? entspricht bereits der einer a-Helix, obwohl sowohl
die vorangehenden, als auch die nachfolgenden Aminosduren Winkelkonfor-
mationen, die einem [-Faltblatt entsprechen, einnehmen. Dies konnte die
hohe Flexibilitdt von Asp'? (61,7° fiir den ¢-Winkel und 23,7° ¢-Winkel)
und Ser'® beziehungsweise Lys'* (31/27° beziehungsweise 20/26°) erkliren.
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Der Strukturbruch erfolgt bei den Aminosduren 15 und 16. Diese beiden
Aminoséiuren (Asn'® und Phe!®) sind keinem Sekundirstrukturelement ein-
deutig zuzuordnen. Mit ihrer Flexibilitit bilden sie den Ubergang zu der
folgenden a-Helixstruktur (al) der Aminosiuren 17-23. Innerhalb der He-
lix weisen die Standardabweichungen mit ungefihr 15° auf keine groie Fle-
xibilitdt hin, nur an den Réndern (Asp'® und Leu®®) ist die Flexibilitét
grofer (43/28° beziehungsweise 22/27°). Gly?* bildet mit einem Bruch in der
a-Helixkonformation die Uberleitung zum zweiten a-Helixbereich (al) im
FABP. Dieser a-Helixbereich 148t sich in einen hochflexiblen Bereich (Ami-
nosiuren 25-28) mit Standardabweichungen um 50° sowohl fiir die ¢- also
auch fiir die ¢»~-Winkel und einen weniger flexiblen Bereich (Aminosiuren
29-32, Standardabweichungen um 20° fiir ¢- und ¢-Winkel) aufteilen. Die
all-Helix wird durch einen deutlichen Konformationsbruch mit hochflexiblen
Aminosduren (Aminosduren 33-36, Standardabweichungen zwischen 27 und
60° beziehungsweise zwischen 20 und 99° fiir die ¢- beziehungsweise -
Winkel) beendet. Dieser Region folgt mit den Aminoséuren 37-46 ein we-
nig flexibler (Standardabweichungen um 13°) S-Faltblattbereich (4B), der
durch Thr*® unterbrochen wird, welches mit Pro®® zusammen einen Knick in
dem (-Faltblatt hervorruft. Die Aminosduren 47-48 bilden wieder ein Ver-
bindungsstiick zum nachfolgenden f-Faltblatt (3C), das wiederum von einer
beweglichen Region (Aminosduren 55-58) abgeschlossen wird. Das von den
Aminosduren 59-66 gebildete -Faltblatt 5D besitzt im Vergleich zu den vor-
angegangenen (-Faltblattregionen JA-C eine im Durchschnitt um ungefihr
5° erhohte Flexiblitit. Auflerdem sind in diesem Faltblatt zwei sehr flexi-
ble Stellen identifizierbar. Dabei handelt es sich um die Aminosiuren Ser5®

und Lys% mit Standardabweichungen von 19 beziehungsweise 80° und 14
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beziehungsweise 47° fiir die ¢- beziehungsweise 1)-Winkel. Auch die durch
ein flexibles Teilstiick (Aminosidure 67-68) verbundene [-Faltblattstruktur
BE (Aminosduren 69-74) weist eine erhohte Beweglichkeit auf (zwischen 20
und 30° fiir ¢- und -Winkel). Dies konnte ein partielles , Aufweichen® der
B-Faltblattstruktur andenken, womit das Eindringen der Fettsdure in das
Protein erleichtert wiirde. Die restlichen g-Faltblitter SF-J (Aminosduren
80-85, 92-96, 101-109, 113-118 und 123-131) sind wieder weniger flexibel

und durch konformell sehr variable Bereiche verbunden.

Die Molekulardynamiksimulation mit zusitzlichem "N ,H’-Datensatz-Satz
(Lauf IT) ergibt ein Bild, das dem von Lauf I sehr &hnlich ist. Bei den meisten
Aminoséduren liegt die Standardabweichung der Winkel etwas unter der von
Lauf I. Auffillig ist aber die sehr stark erhohte Beweglichkeit der Rénder
der a-Helices al und II zu den (-Faltblittern SA und SB hin. Diese Be-
weglichkeit der a-Helixstrukturen konnte einen ,,Deckel “-Effekt hervorrufen,
der das Eindringen der Fettsdure durch eine Drehung der a-Helixbereiche
in das Protein ermoglicht. Andere Untersuchungen [33] lieBen auf ein 7.3 A
grofles Loch in der Proteinstruktur schlieffen. Es ist somit anzunehmen. daf

das Eindringen der Fettsdure an dieser Stelle erfolgt.

Dabei ist anzumerken, daf3 die auffillig hohe Beweglichkeit im #D und [E-
Bereich zwar vorhanden ist, aber nur noch die Aminosiure Lys®® eine dem
Lauf I vergleichbare Flexibilitit zeigt. Die restlichen Diederwinkel &hneln
denen des Laufes I, wobei allerdings die Verbindungsbereiche zwischen den
Sekundérstrukturelementen zum Teil erheblich andere Werte ergeben (zum
Beispiel bei Leu®® bis Gly®"). Diese sind wahrscheinlich auf den zusiitzlichen

15N,HP-Datensatz zuriickzufiihren.
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5 Diskussion und Ausblick

Bei bekannter Zuordnung der Protonenresonanzen lafit sich aus einer Folge
von J-modulierten [**N,'H]-COSY-Spektren mit unterschiedlicher Wartezeit
der Verlauf der Signalintensititen mit 3.J-Kopplungskonstanten korrelieren.
Die bekannte Transferfunktion (2) dient zur nichtlinearen Anpassung der
gesuchten Kopplungskonstante an die Signalintensititen. Da fiir die meisten
Signale bereits nach zehn der insgesamt vierzehn aufgenommenen Spektren
keine Intensitit mehr messbar war, kann eine solche Auswertung auch mit
weniger als der hier verwendeten Anzahl von Spektren durchgefiihrt werden.
Die Bestimmung der Kopplungskonstanten ist davon abhéngig, wie genau
der Nulldurchgang des Intensitédtsverlaufes festgestellt werden kann.

Beim Vergleich der 3JHN7Ha—K0pplungskonstanten fir Ty , = 100 ms und oo
ergibt sich, daf} die 3JHN7Ha—K0pplungskonstanten fiir Ty, = oo zu einem Mi-
nimum fiihren. Die nur fiir die Kopplungskonstanten fiir Ty , = 100 ms durch-
gefiihrte Fehleranalyse zeigt Fehler zwischen 0.97 und 0.09 Hz. Es zeigt sich,
daB die hier verwendete Methode in der Lage ist, die ®.J-Kopplungskonstanten
sehr genau zu bestimmen.

Fiir 97 der 120 bestimmbaren 3JHN’Ha—Kopplungen konnten hier die 3JHN,H04—
Kopplungskonstanten bestimmt werden. Dadurch war es moglich, die aus
NOE-Abstandsinformationen erhaltenen Strukturen weiter zu verfeinern und
an Hand von Molekulardynamikrechnungen Aussagen iiber die Dynamik des
Molekiils zu gewinnen.

FABP weist in bestimmten Strukturbereichen eine hohe Dynamik auf. Ne-
ben den Verbindungsstiicken zwischen den [-Faltbldttern sind es besonders
die den g-Faltblittern zugewandten Rénder der a-Helixbereiche, die grofle

Beweglichkeit zeigen. Dies konnte ein Hinweis auf eine mogliche Offnung
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der gesamten a-Helix-Region sein. Gestiitzt wird diese Vermutung durch die
grofle Beweglichkeit der Verbindung von all-Helix zum FB-Faltblatt. An
dieser Stelle wird eine Offnung mit 7.3 A Durchmesser in der Proteinstruk-
tur vermutet [33], die das Eindringen der Fettsiure ermoglicht. Eine weitere
Stelle hoher Flexibilitdt innerhalb der Proteinstruktur sind die SD- und SE-
Faltbldtter. IThre Beweglichkeit deutet eventuell auf ein partielles Aufweichen
der Faltblattstruktur hin. Somit sind zwei potientelle Stellen erhthter Beweg-
lichkeit feststellbar, die das Eindringen der Fettsdure in die ,, -Faf3“-Struktur

und somit die Funktionalitit des Proteins moglich machen kénnten.

Da auf Grund von Uberlagerungen eine Reihe von Signalen in dieser Arbeit
nicht eindeutig zugeordnet werden konnten und somit auch die Kopplun-
gen nicht bestimmt werden konnten, wire eine Aufnahme mit einem héher
auflosenden Spektrometer hilfreich (800 MHz). Auch sollte zur genaueren
Bestimmung der Kopplungen unter 5 Hz die E.COSY-Methode eingesetzt

werden.

Fiir eine weitere Strukturverfeinerung wére die Bestimmung von weiteren he-
teronuklearen 3.J-Kopplungskonstanten nétig. Mit diesen Kopplungen kénnten
auch neben dem in dieser Arbeit untersuchten Torsionswinkel ¢ weitere Bin-

dungswinkel (¢, x1) bestimmt werden.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde eine Geometrieuntersuchung am FABP-Molekiilmodel
durchgefiihrt. Um 3J-Kopplungsinformation fiir die Diederwinkelanalyse zu
bestimmen, wurden J-modulierte ['°N,'H]-COSY-Experimente durchgefiihrt.
Mit Hilfe numerischer Anpassungsroutinen wurden die Signalintensitéiten
quantitativ ausgewertet, um sehr genaue 3JHN7Ha—Kopplungskons’canten zu
erhalten. Diese Kopplungskonstanten wurden in Kraftfeldrechnungen als ex-
perimentelle Randbedingungen fiir die ¢-Diederwinkel des Proteinriickgrates
beriicksichtigt. Dadurch ist eine Aussage iiber die Winkelverteilung und iiber
die zeitlich gemittelten Kopplungseffekte im Proteinmodell moglich. Die aus
der Molekulardynamiksimulation bestimmten 3JHN,Ha—Kopplungskonstanten
wurden mit den experimentellen verglichen. Die Analyse ergab, daf} die den
B-Faltblattern zugewandten Rénder der a-Helixbereiche sowie zwei der zehn
(-Faltblattbereiche sehr flexible Teilabschnitte aufweisen. Diese Arbeit konn-
te somit die Uberlegungen stiitzen, die vor allem den flexiblen Teilabschnitt
zwischen der all-Helix und dem FB-Faltblattbereich fiir die Funktion des

Proteins verantwortlich machen.
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A Chemische Verschiebungen

Tabelle 6: 'H-chemische Verschiebungen von rekombinantem
Rinderherz-FABP bei 310 K (pH=6.0) in H2O aus [38]. Die
rekombinanten Form entspricht der natiirlichen pl=5.1 Isoform,
weist jedoch am aminoterminalen Ende noch eine zusatzliche
Aminosaure (Met) auf.

BN HN H* HP:  HPv  weitere H

Met? 129.3 - 471 224 2.09 -

Vall 121.2  8.72 4.27 227 — HY 1.01; H? 0.97

Asp? 118.6  8.44 4.22 2.60 2.67 -

Ala? 122.0  8.08 4.09 118 - -

Phe*  113.6  7.80 4.46 2.87 3.20 HO! 7.12; H? 7.07; He!
6.92; H 6.90; H¢ 7.52

Val® 118.3  7.13 3.76 222 —  HY 1.16; H? 1.16

Gly® 115.2 873 H* 4.13

H 3.87

Thr’ 1181 8.15 4.79 3.86 — H™ 1.09

Trp® 129.4  9.66 5.31 3.36 3.08 HO°! 7.00; H' 9.55; HS
7.20; H¢? 7.32; HS 7.15;
H" 6.87

Lys® 125.6  9.77 541 1.82 1.98 H 1.53; H?® 1.47; H%?
1.73; H*? 1.69; H? 2.96;
H 2.96

Leu'® 129.3 7.80 3.48 1.14 1.45 HY 1.25; H°! 0.81; H??
0.40

Val'l 1215  9.14 4.60 2.25 —  HY 0.98; H? 0.82

Asp'?  121.0 7.67 4.87 245 274 -

Ser'3  117.4 8.25 4.98 3.46 3.71 -

Lys'*  130.4  8.93 4.89 1.95 1.92 H2 1.54; H3 1.46; H%?
1.79; H?® 1.71; H? 3.08;
He 3.08

Asn'®  121.3  9.47 4.82 3.53 3.34 H% 7.64; H?2 7.16

Phe'®  122.6 8.94 5.04 3.08 3.16 HO! 7.48; HO? 7.48; He!
7.44; H 7.44; HC 7.07

Asp'™  121.3  8.96 432 2.61 292 -

Asp!®  118.2  7.74 4.30 2.66 2.81 -

Fortsetzung nédchste Seite
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Fortsetzung von vorheriger Seite

BN HY He HP>  HA  weitere H
Tyr” 1219  7.67 4.00 2.95 3.25 H°T 6.94; H®? 6.74; H!
6.40; He? 6.47
Met?®  119.7  8.48 3.36 1.71 2.15 H?? 1.45; H" 1.32
Lys?!  121.6 8.91 3.86 1.87 1.75 H 1.51; H”® 1.29; H??
1.65; H?? 1.65; H? 2.95;
H 2.95
Ser??  118.4 7.93 4.23 4.07 4.07 -
Leu?® 1202 7.14 3.93 1.57 1.24 HY 0.99; H' 0.27; H?
0.12
Gly**  109.1 7.88 H%23.73
H3 4.18
Val?®  122.7 7.41 3.72 141 —  H 0.81; H? 0.98
Gly?s 117.5 890 H%? 4.11
H*? 4.03
Phe?” 122.8  8.72 3.87 3.04 3.30 H' 7.21; H?2 7.21; HY
7.06; H? 7.06; HS 7.32
Ala?® 1224  8.85 3.97 148 - -
Thr?  117.0  7.60 3.76 3.93 —  H0.92
Arg3®  124.0 8.43 3.86 1.71 1.71 H" 1.30; H”® 1.30; H%2
3.20; H%® 2.78; H¢ 7.64
GIn3' 1185 7.88 3.85 1.96 1.90 H?? 2.04; HY 2.04; H*
6.90; He?2 6.85
Val? 1185 6.86 3.68 1.76 — HY 0.87; H? 0.56
Gly** 111.9 8.90 H®? 3.72
H* 3.57
Asn®*  119.6  8.58 4.87 2.68 2.84 H%t 7.28; H'? 6.81
Met3>  117.6  7.40 4.72 2.20 2.20 H?? 2.70; H3 2.70
Thr3¢  116.7  7.37 434 414 — H™? 134
Lys3" —~ 4.94 -~ - -
Pro®® 1372 - 4.90 3.65 3.80 HY?2.22: H?® 2.22; H?
2.01; H? 1.58
Thr?® 1182  8.76 549 4.10 -~ HY?1.27
Thr*®  125.2  9.98 5.62 3.48 —  H"0.96
Tle! 131.8  9.81 520 1.69 —  H= 1.53; HY 1.32;
H"? 0.91; H' 0.87
Tle*2 129.1  9.18 5.25 235 —  HY2 1.72; HY 1.72;

H"? 0.64; H'' 0.99

Fortsetzung nichste Seite
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Fortsetzung von vorheriger Seite

BN HY He HP>  HA  weitere H

Glu® 129.8 9.26 4.82 1.94 1.89 H?? 2.14; H3 2.08

Val**  120.1  8.38 468 1.85 — H 0.80; H? 0.78

Asn® 1272 8.92 4.89 252 2.66 H?% 7.33; H?2 6.92

Gly*  117.8 9.07 H%? 3.61

H3 4.02

Asp?” 1283  8.48 4.59 2.73 2.87 -

Thr*® 1184 7.94 4.45 4.08 — H@0.91

Val®¥®  130.5 8.84 418 0.61 —  H 0.53; H? 0.63

I1e>° 127.0  8.68 4.79 152 — HY:z 1.24; H™ 0.92;
H72 0.77; H' 0.69

Ile?! 124.6  8.71 496 1.79 — HY2 1.00; H 1.00;
H72 0.63; HO 0.80

Lys®?>  133.0 9.78 521 2.00 1.88 H" 1.39; H”® 1.37; H??
1.64; H?? 1.51; H? 2.75;
He 2.75

Thr®®  122.7  9.02 5.10 4.22 - H?1.11

GIn®* 1274  9.66 5.40 2.05 2.05 H?? 2.30; HY 2.22; H®
7.41; H?2 6.69

Ser®™  118.0  8.53 5.02 4.21 3.98 -

Thr®  112.0 8.29 4.13 433 - H@1.31

Phe®” 1216 7.71 4.69 3.15 2.78 HO! 7.20; H? 7.20; He!
7.34; HE? 7.34; HC 7.44

Lys®® 1176  7.03 4.33 1.54 1.47 H2 1.23; H"® 1.04; H%?
1.67; H?? 1.67; HE? 2.83;
H 2.83

Asn® 1242  8.54 5.88 2.76 3.02 H% 7.38; H?? 6.59

Thr®® 1145  9.39 489 444 - H?1.10

Glu®' 1239 8.64 5.17 1.97 1.97 H”? 2.05; H” 2.05

I1e%? 120.6  8.43 488 1.90 — HY: 1.71; Hs 1.57;
H72 1.25; H' 0.83

Serf3  117.2  8.08 5.42 3.48 3.56 —

Phef* 1216  8.38 4.64 271 2.74 HO! 6.27; H*? 6.27; He!
6.71; H? 6.71; HS 6.74

Lys®®  119.4 871 4.94 1.88 1.88 H2 1.53; H® 1.45; H%?

1.62; H?? 1.62; HE? 2.92;
H 2.92

Fortsetzung nédchste Seite
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Fortsetzung von vorheriger Seite

BN HY He HP>  HA  weitere H
Leu®® 126.5 9.21 4.47 1.87 1.87 HY 1.59; HL 0.99; H%?
0.81
Gly®” 110.2  9.50 H% 4.26
He3 3.47
Val®® 1225  7.63 4.42 225 —  HY 1.14; H? 0.93
Glu®  134.7  9.09 5.10 2.05 2.05 H7?2.23; H" 2.23
Phe™ 1235  9.43 5.23 3.32 3.29 HO! 7.48; H'? 7.48; He!
6.93; H 6.93; HS 6.26
Asp™  121.7  8.55 5.16 2.67 2.77 -
Glu™ 127.7 8.5 4.78 1.83 1.78 H 2.34; H?3 1.62
Thr®  126.3 8.73 539 4.07 - HM™1.21
Thr'*  120.6  9.09 457 438 - H?0.84
Ala™  124.8  9.62 3.97 148 - -
Asp™® 1115  9.29 4.55 2.82 220 -
Asp™™  117.1  8.06 4.08 2.93 2.69 -
Arg™  118.0  7.42 4.10 1.42 0.40 H2 1.06; H® 0.89; H%?
2.66; H%3 0.57; H¢ 9.51
Lys™  124.7 8.17 4.94 1.81 1.78 HY? 1.46; H”® 1.46; H?
1.69; H?? 1.69; H? 3.00;
He 3.00
Val®®  117.8  8.98 5.15 2.09 —  H 0.23; H? 0.62
Lys8'  123.1  8.82 4.97 1.89 1.89 H? 1.53; H® 1.45; H%?
1.71; H%® 1.71; H? 2.96;
H 2.96
Ser®  126.3 9.21 5.76  2.99 1.98 -
I1e®3 119.5  8.31 4.22 1.74 — H"2 0.96; H3 0.96;
H72 0.91; H' 0.83
Val®* 1316  9.53 541 1.27 -  H 0.51; H"? -0.37
Thr®  118.8  8.90 468 4.23 - H™1.17
Leu®® 1239 8.62 5.32 1.32 1.86 HY 1.53; H°! 0.91; H??
0.81
Asp®” 1281 9.00 4.95 248 2.70 -~
Gly®® 117.8 9.01 H%? 3.82
H*3 3.94
Gly® 111.9 8.67 H%? 4.04
H*? 3.95

Fortsetzung nédchste Seite




A CHEMISCHE VERSCHIEBUNGEN

Fortsetzung von vorheriger Seite

BN BN H~ HA HPv  weitere H
Lys  121.0 7.86 500 1.95 1.50 H?? 1.26; H? 1.26; H*?
1.57; H?? 1.57; HE? 2.96;
H 2.96
Len?'  126.5 8.84 4.82 1.27 0.73 H” 1.02; H°! 0.50; H?
0.45
Val”2  133.8  9.65 4.11 228 —  H' 0.84; H? 0.96
His?  133.2 8.54 5.53 2.70 4.00 H€' 7.95; H’? 6.53
Val®t  128.7  9.21 478 1.95 —  H' 0.94; H? 0.91
Gln®  126.4 8.72 5.10 2.20 2.20 H"? 2.45; HY 2.45; H:
7.32; H®2 7.00
Lys*  121.6  9.23 558 1.94 1.82 HY% 1.53; H” 1.42; H*?
1.68; H?? 1.68; He? 2.86;
He 2.86
Trp?”  128.3  8.28 4.93 3.25 3.71 HO' 7.16; H 10.20; H
7.16; HS? 7.13; HS 6.80;
H"? 6.24
Asn®® 1225 9.37 4.40 2.95 247 H% 7.58; H?2 6.95
Gly”  106.4 8.44 H% 3.98
H 3.62
Gln'® 1216 8.33 4.42 0.54 1.29 H? 1.52; HY 1.82; H*
7.13; H®2 6.91
Glu'®'  119.0 8.23 5.85 1.95 1.95 H 2.11; H” 2.11
Thr'%2 1176  9.05 547 440 - H? 1.34
Ser'®®  121.3  8.28 5.72 3.86 3.78 -
Leu'"™ 126.3  9.78 4.96 1.88 1.33 HY 1.47; H°! 0.73; H?
0.32
Vall®  128.6  9.20 493 2.02 — H0.93; H? 1.06
Arg'% 1284 891 562 1.28 1.3¢4 H”? 1.86; H”® 1.09; H*?
2.67; HO® 2.53; HE 7.60
Glu'%7 123.5 8.1 4.88 1.91 1.91 H2 2.20; H” 2.16
Met!%® 125.0  8.80 5.42 1.83 1.74 H”? 2.06; H3 2.06
Vall®®  127.7  9.23 420 1.93 —  H” 0.89; H 0.82
Asp''® 130.4  9.36 4.34 3.04 2.62 -
Gly'l 104.8 8.60 H%? 4.29
H 3.67

Fortsetzung nichste Seite
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Fortsetzung von vorheriger Seite

BN HY He HP>  HA  weitere H

Lys''? 1232 8.11 4.93 1.97 1.89 H" 1.73; H® 1.58; H?
1.63; H?? 1.63; HE? 3.07;
H 3.07

Leu'® 126.2 8.24 4.67 1.01 1.01 H” 1.00; H°' 0.10; H%?
-0.09

Ile!  129.8  9.30 484 2.13 -  HY: 1.56; H's 1.37;
HY2 0.79; H'' 0.82

Leu!'® 1342  9.55 543 2.05 2.06 HY 1.27; H°! 0.81; H?
0.64

Thr'®  126.3 9.78 529 3.89 -  H1.05

Leu''” 133.6  9.66 5.34 0.80 0.33 HY 1.23; H°! 0.72; H??
0.64

Thr''® 118.0 8.72 559 4.13 — H™@1.25

His'™ 132.6  9.61 5.18 3.34 3.14 He€ 8.17; H2 7.79

Gly'® 120.3 9.21 H%? 3.88

H*3 3.57

Thr'?"  119.0 8.72 4.27 456 — H™1.23

Ala'??  129.1  8.55 463 157 - —

Val'??  125.3  8.23 5.10 1.95 —  H” 0.81; H? 0.93

Cys'™* 131.0 9.58 5.35 3.27 225 -

Thr'?> 124.0 8.06 523 3.8, - H¥@1.15

Arg'?6  131.6 10.04 4.86 1.87 1.84 H? 1.72; H® 1.47; H?
2.67; H' 2.53; H¢ 7.57

Thr'?" 121.8 8.71 4.86 3.85 — H™1.13

Tyr'?®  130.3  9.93 5.35 3.37 3.2 HO! 6.87; H? 6.87; H!
6.59; H 6.59

Glu'® 121.8 9.28 5.41 2.11 2.01 H? 2.37; H3 2.37

Lys° 1315 9.56 3.71 1.49 1.49 H 0.92; H”® 0.22; H??
1.34; H?® 1.25; H? 2.71;
He 2.71

GIn™!  128.1  8.86 436 2.02 1.75 H7?2.30; H 2.30; H*
7.29; He?2 7.18

Ala’®?  133.1  8.03 408 1.32 - -
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B Programme

B.1 Pulsprogramm und Aquisitionsparameter

Das Pulsprogramm wurde auf einem Bruker DMX600 Spektrometer reali-
siert. Die Pulslingen wurden zu 11,5 ps fiir einen 90° und 23 pus fiir einen
180° 'H-Puls bestimmt, fiir den 90° bzw. 180° X-Puls ergaben sich entspre-
chend 29,2 bzw. 58,4 us. Fiir die Delays d0, d1 und d2 wurden 8,05 ms, 1 s
und 5 ms eingesetzt. Das d0-Delay wurde mit jedem Spektrum um 2,5 ms
inkrementiert. So ergaben sich Wartezeiten von 43,2918 bis 183,2918 ms in
10 ms-Schritten.

Pulsprogramm:

file: js.Hmqc
author: js-mar-92
js-oct-95 ported to DMX

aim: 1H-detected 2D-heteronuclear single-quantum coherence (HSQC)
with J-modulation mixing step for 3J(HN,HA) determination

feat: heteronuclear one-bond shift correlation (F1=X, F2=H)
TPPI in t1 dimension
heteronucleus CPD-decoupling during acquisition
pseudo-3D for variable mixing time

ref: Kuboniwa et al. (1994) J. Biomol. NMR 4, 871-878.

H
#include <Avance.incl>

#include <Grad.incl>

d21 = 10m ; slow-switching delay

p2 = pix2 ; 180-deg H pulse
p4 = p3*2 ; 180-deg X pulse
d20 = dO-p1%2-p3%0.64

d14 = dwx2

ze ; zero memory, reset all pointers
2 d21*4 do:f2 ; NS loop
1 3u pl3:f2 ; set decoupler to high power
d1i
(  pl phl):f1 ; H-excitation
d2 ; evolution of 1J(HX) coupling
(p3 ph3):f2 ; create heteronuclear DQC/ZQC
d20
(p4 ph3):£2
d0 ; t1/2 evolution of chemical shifts
( pl phi10):f1 ; exchange DQC/ZQC for removal of h-shifts
(3u p2 phil):fl ; exchange DQC/ZQC for removal of h-shifts
(3u p1 phi10):f1 ; exchange DQC/ZQC for removal of h-shifts
d0 ; t1/2 evolution of chemical shifts

(p4 phb):£2
d20
(p3 phb):f2 ; restore H-nucleus SQC
d2 UNBLKGRAD pl4:f2 ; evolution of 1J(HX) coupling

; water-flip-back module
( pl ph20):f1
di3
pl6:ngrad:c34
daiée
( pl ph21):f1
di4
( pl ph22):f1
50u BLKGRAD
go=2 phO cpd:f2 ; accumulate NS scans, CPD decoupling
d21 do:f2 wr #0 if #0 zd ; write to ser-file, zero data memory
d21 id0 ; increment dO
d21 dd20 ; decrement dO
d21 ip3 ; increment first pulse phases
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lo to 1 times tdl ; tl-increment loop
exit
; H-excitation
phi= 0
; X-filter
ph3= 0
phd= 0
phb= 0 2
; receiver
pho=0 2 1 3 2 0 3 1
; H-refocusing
ph10= 0
phit= 1
phi2= 2
phi3= 3
; water-flip-back module
ph20= 2
ph2i= 0 O

11 2 2 3 3
ph22=2 2 3 3 0 0 1 1

52
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B.2 prepare.m

Im Programm prepare.m werden die Spektren in Matlab geladen und auf
eine angemessene Grofle beschnitten, bei der sie alle Informationen behalten,
aber die leeren Spektrenbereiche wegfallen. Der globale Rauschwert wurde
einmal explizit bestimmt und fest in das Program eingetragen. Kommentare
sind in Matlab-Programmen mit % gekennzeichnet.

% prepare.m

% (Spektrensumme), (Rauschwert), (Uebersichtsplot)
%  TB-dec-95 revised

h NOISE and LEVEL are fixed in program ’volumes’ so no
h calculation is needed (save MEM)

% overview due to time not done anymore

% notes: Used once before processing volumes

% includes ’loadspec’

% temporary solution
global NOE1 NOE2 NOE3 NOE4
global NOE5 NOE6 NOE7 NOE8
global NOE9 NOE10 NOE11 NQOE12
global NOE13 NOE14
% set noise to fixed level. found in testing
global NOISE,NOISE=0.0424;
% set displaylevel to three times noiselevel
global LEVEL, LEVEL=NOISEx*3;
% for getting the right sizes, first spectrum has to be loaded
load NOE31, NOE1=NOE31; clear NOE31
% number of spectras
ntime=14
% loop over all spectras
for k=1:ntime
% load all but first spectras, ’cause first loaded at beginning
if k>1
eval([’load NOE’ int2str(30+k) ’, NOE’ int2str(k) ’=NOE’
int2str(30+k) ’; clear NOE’ int2str(30+k) ?;’])
end
% summ over spectras
% eval([’NDES=NDES+(NOE’ int2str(k) *);’1)
% reduce spectras to reasonable size
eval([’NOE’ int2str(k) ’=NOE’ int2str(k) ’(:,201:800);’])
end
% reduce intensity of sumspectra
% NOES=NOES/sqrt (ntime);
% without cross peaks
% Region=NODES(:,1:200);
% OFFSET=mean(mean(Region))
% global NOISE, NOISE=rms(Region-OFFSET)
% minimum plot level
% global LEVEL, LEVEL=3*NOISE;
disp(’Prepare finished!’)
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B.3 volumes.m

Mit diesem Programm werden die Peaks bestimmt, und deren Position auf
einem Datentriger gespeichert. Anschlieflend wird die Signalintensitit der
Spektren ausgewertet und eine erste Anpassung durchgefiihrt.

function Par_final=volumes()
% volumes.m

h

% JMS-dec-95 Matlab4

% TB-dec-95 minor changes in comments

% aim: J-coupling evaluation from J-modulated HMQC spectra

% according to Kuboniwa & Bax (1995) JBNMR 4, 871-878.

% call: volumes

% Par_final=volumes

% pars: (none) interactive prolog

% note: critical spectrum data is granted via ’global NOE1 NOE2 NOE3 ...’

% note: see also preparation routines ’loadspec’ and ’prepare’

% note2: ’loadspec’ changed by TB and faded into uselesslism. ’prepare’ holds
% load-routines and optimization for lesser memoryrequirements
y

%

global NOE1 NOE2 NOE3 NOE4 % temporary solution

global NOE5 NOE6 NOE7 NOE8 % temporary solution

global NOE9 NOE10 NOE11 NOE12 % temporary solution

global NOE13 NOE14 NOE15 NOE16 % temporary solution

global NOISE,NOISE=0.0424; % set noise to fixed level. found in testing
global LEVEL, LEVEL=NOISEx*3; % set displaylevel to three times noiselevel
[NROW,NCOL]=size (NOE1) ;

ZROW=64; % define size of zoom-region

ZCOL=64;

figure(1), [NOE_zoomed,NOE_mapped,row_strip,col_stripl=zoom2d(NOE1,ZROW,ZCOL) ;
ZROW=16;

ZCOL=16;

[SROW,SCOL] = strip2d(NOE_zoomed); % variable region
SROW=row_strip (SROW) ;

SCOL=col_strip(SCOL) ;
NULL=zeros (length (SROW),length(SCOL)) ;
[select,border]=ellipse (NULL) ;

ntime=14

for k=1:ntime,

eval ([’PEAK=NOE’ int2str(k) ’(SROW,SCOL);’])
V_rawdata(k)=mean(mean(PEAK)) ;
V_elliptic(k)=mean(PEAK(select));
V_corrected(k)=mean(PEAK(select))-mean(PEAK (border));
end

V=[V_rawdata;V_elliptic;V_corrected]’), display values
T_min=0.0432918; % in [sec]

T_dif=0.010; % in [sec]

T=T_dif*(0:ntime-1)+T_min; T=T(:);
figure(2),plot(T,V_rawdata,T,V_elliptic,T,V_corrected,T,zeros(size(V,1)),’g:’)
axis([0 T(ntime) -inf inf])

figure(3), clear ax xl1 yl ti

for k=1:ntime

eval ([’PEAK=NOE’ int2str(k) ’(SROW,SCOL);’])

subplot (2,ntime/2,k), [ax(k),x1(k),yl(k),ti(k)]=cont2d(PEAK,NOISExsqrt(2));
set (ti(k),’string’,sprintf(’%.2f ms’,1000%T(k)))

end
set ([x1,y1], string’,’?)
PEAKID=input (’Enter peak identifier for save to disk : ’,’s’);

savecmd=[’save ’ PEAKID ’.mat NROW NCOL SROW SCOL V T’]

eval (savecmd)

% Do a first trial fit

disp(’Fitting the curve, please wait ...’)

Par_start=[1 .035 5];

Tla=.1; J guessed value !
Par_final=fmins(’fct_hnha’,Par_start,[],[],T1a,T,V(:,3));

[chi2,sim] = fct_hnha(Par_final,T1a,T,V(:,3));

£=(30:200)*1e-3; % in [secl]

[chi2,Sim] = fct_hnha(Par_final,Tla,t);

figure(2),plot(T,V(:,3),’yx’,T,sim, ’ro’,t,Sim,’r-.’,t,zeros (size(t)),’g:’)
haxis([.03 .2 -inf inf])

J_test=Par_final(3)

title([’J= num2str(J_test) ’ Hz, x - experimental, o - simulated, ’ PEAKID ])
y

A

return
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B.4 table.m

% table.m

% tb-dec-95
% Aim: give formated OUTPUT on previsouly achieved reagionfiles of peaks (ASCII)
% Note: this funktion shows the current directory and asks for a filename.

% the filename has to contain the region, the volume and the time for the
% spectra. Only usable with ’prepare’ and ’volumes’ in the same directory.
h Output will be the calculated J-couplings for T1=100msec and Ti=infinity

% Format: T2-time J(100msec) J(infinity)
% Uses: fct_hnha

hglobal Sim sim Par_final Par Par_start Tia t chi2 PEAKID J_multi
global OUTPUT LoadCom FILENAME A
k=1
fid=fopen(’dir.1lst’)
while 1
[A]l=fscanf (fid,
if ( A(1:10) == ?------ .zzz’ )
k=k-1
break
else
FILENAME (k,1:10)=A(1:10);
k=k+1
end

end
fclose (£id)
% loop forever
while 1
% break?
if (k"=0)
LoadCom= [’load ’ FILENAME(k,1:10)]
get Peak
eval([ LoadCom 1);
information for the user
disp(’Fitting the curve, please wait ...’)
start parameters:
1) cross peak volume at tau2=0
2) apparent relaxation time
% 3) coupling constant 3J(HN,Ha)
Par_start = [max(V(:,3)) .035 5];

=

=

= osese

% value with little correction
Tla=.1;
% fit parameters
Par_final=fmins (’fct_hnha’,Par_start,[],[],Tla,T,V(:,3))
[chi2,sim] = fct_hnha(Par_final,Tia,T,V(:,3));
[chi2,Sim] = fct_hnha(Par_final,Tla,t);
% figure(2),plot(T,V(:,3),’yx’,T,sim, ’ro’,t,Sim, ’r-.?,t,zeros(size(t)),’g:’) % Plot fitcurves
% save value for further use
OUTPUT (k,1:2)=Par_final(2:3) ;
% minimum T1-Value
Tla=inf;
% fit parameters

Par_final=fmins(’fct_hnha’ ,Par_start,[],[],T1a,T,V(:,3))
[chi2,sim] = fct_hnha(Par_final,T1a,T,V(:,3));
[chi2,Sim] = fct_hnha(Par_final,Tla,t);
% save value for further use
OUTPUT (k,3)=Par_final(3);
% error calculation
global FILE, FILE=1
global EIGEN, EIGEN=0
Tia was fixed to .1 for calculation of Errors!
Tla=.1;
Par_final=fmins (’fct_hnha’,Par_start,[],[],Tla,T,V(:,3))
[chi2,sim] = fct_hnha(Par_final,Tia,T,V(:,3));
[chi2,Sim] = fct_hnha(Par_final,Tla,t);
[dY,Cov,chi2, Q_ANOVA,Q_GAMMAl=errcalcf (’fct_hnha’,Par_final,V(:,3),NOISE,0.1,T,V(:,3));
OUTPUT (k,4:6)=dY(:)? Standardabweichung
OUTPUT (k,7)=Q_ANOVA % Regressionskoeffizient der Varianzanalyse

OUTPUT (k,8)=Q_GAMMA ; Regessionskoeffizient der unvollst. Gammafunktion
k=k-1 % increase counter for getting next row
else
break
end
end

save output.asc -ascii OUTPUT Y% Save the resulting matrix
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B.5 kopplung.m

o6

Die in der Molekulardynamiksimulation gefundenen Kopplungen werden hier-
mit gemittelt und der mittlere Fehler bestimmt.

=

kopplung.m

tb-jan-96
Aim: Find the errors for MD-Outputcouplings and experimental couplings
Note: This Funktion needs the couplings to be preloaded as ’Kopplung’
Format: (J_0 - J(n) ) ~ 2 [ntimes] ... ( J_O0 - Sum(J(n))/n ) "~ 2
% Uses: (nome)
h
% Number of Peaks
NoCoup=71
% Get Rowvector (works always!)
experimental=experimental(:)’;
% calculate Matrix of errors
Fehler = ( ones(1000,1) * experimental - Kopplung(:,2:NoCoup+l) )."2
% calculate mean coupling
MittelKopplung = mean(Kopplung(:,2:NoCoup+1)) ;
% Meanerror over Couplings(t)
MittelFehler = ( experimental - MittelKopplung ) .~ 2 ;

B
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B.6 ellipse.m

function [select,border]=ellipse(mx);

JMS-mar-94 Matlab4 compliant

aim: Find points within ellipse defined by selected region
call: [select,border]=ellipse(mx);

pars: mx input matrix (required)

select points that obey ellipse inequality

border points on ellipse contour

uses: global none

function

3T 5 5T 5E T 5E NS e e

y
A
if (nargin<1),
error(’*** ellipse - No input matrix given, aborted *x*’)
end
h
[rows,cols]=size (mx);
row=(1:rows)’;
col=(1:cols) ;
a=cols/2; % ellipse x-diameter
b=rows/2; J ellipse y-diameter
A=((col-a-0.5)/a); % scaled to unit length
B=((row-b-0.5)/b); % scaled to unit length
A2=A.°2;
B2=B."~2;
dA=mean(abs(diff(A))); % scaled pitch per pixel
dB=mean (abs(diff(B))); % scaled pitch per pixel
dAdB=sqrt (dA~2+dB"2); % 2D pitch per pixel
A2B2 = ones(size(B2))*A2 + B2xones(size(A2)); J some kind of potential function
radius=sqrt (A2B2); Y% distance from center of ellipse
border=find( (1-dAdB<=radius) & (radius<=1+dAdB)); J points on ellipse contour
select=find(radius<=1); Y% points that obey ellipse inequality
y
A

return
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B.7 fct_hnha.m

function [chi2,Sim] = fct_hnha(Par,taul,tau2,Ref,Std);

ykn-oct-93

JMS-jun-95 revised

JMS-dec-95 revised (Bax’s function, adapted from Billeter’s function)
tb -dec-95 kuboniwa-funktion

Aim: Determination of J(HN,Ha) by a

non-linear least-squares fit of A, J(HN,Ha) and T2’

to the experimental dependence of auto peak volumes

in J-modulated HSQC’s on delay time tau2.

Call: chi2 = fct_hnha(Par,taul,tau2,Ref,Std);

[chi2,Sim] = fct_hnha(Par,taul,tau2,Ref,Std);

Pars: chi2 chi-square error between Vol and vol

Sim vector of calculated intensities

Ref vector of experimental intensities and

Std their respective standard deviations

taul first delay in experiment

tau2 vector of mixing times in experiment

Note: A set of cross peak volumes Ref, the corresponding delay
times tau2 and the delay taul is required.

’Sim’ returns the fitted peak intensities.

The algorithm varies the apparent relaxation time T2,

the cross peak volume at tau2=0 A and the J(HN,Ha) J
during optimization.

The Par-vector must contain an apparent relaxation time T2,
an estimate of the cross peak volume at tau2=0 A and an
estimate of 3J(HN,Ha).

Uses: global (none)

refs: Billeter et al., J.Biomol.NMR 2, 257 (1992).

Kuboniwa & Bax (1995) JBNMR 4, 871-878.

3T ST ST ST 5T 5T ST 5T 5T 5T 5T 5T 5T 5T 5T 5T 5T T 5T 5T 5T 5T 5T 5T 5T 5T T e AT

h
if nargin<5
Std= ones(size(tau2));
end
if nargin<4 ) only function evaluation
Ref=zeros(size(tau2));
end
if (size (Ref) “=size(tau2))

error(’**x fct_hnha - Ref and tau2 vectors do not match **x?’)
end
if (size(Ref) “=size(Std))

error(’#*x fct_hnha - Ref and Std vectors do not match *xx*’)
end
Sim=zeros(size(Ref));
%
A=Par(1); % cross peak volume at tau2=0
T=Par(2); % apparent relaxation time
J=Par(3); Y% coupling constant 3J(HN,Ha)

y
%

% Calculate cross peak volumes as a function of tau2
h

BAX=1; % see refs. above !

if ("BAX)

cos_pJti=cos(pi*J*taul); % scalar

cos_pJt2=cos(pixJ*tau2); % vector

sin_pJti=sin(pi*J*taul); ) scalar

sin_pJt2=sin(pik*J*tau2); ) vector

exp_t2T2=exp(-tau2/T); % vector

Sim(:) = A.*( cos_pJti*cos_pJt2 - 0.5%sin_pJtiksin_pJt2 ).¥exp_t2T2;

else

% taul used apparent T1 relaxation time for H-alpha

Ti=taul;

Jr=sqrt( J"2 - 1/(2%pi*J*taul)"2 );

Sim(:) = A .* exp(-tau2/T - tau2/T1) .x (cos(pi*Jrxtau2) + sin(pi*Jr*tau2)./(2*pi*JrxT1));
end

h

% Compare with experimental data and impose constraints on the parameters
y

4
if nargin<4 ) only function evaluation

chi2 = Sim;

else

chi2 = sum(((Sim - Ref)./Std)."2);

cons = Par.*(Par<=0); % restrict to positive values
chi2 = chi2 + prod(size(Ref))* cons(:)’*cons(:);
end

h

return
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B.8 zoom2d.m

function [MX_zoomed,MX_mapped,row_strip,col_strip]l=zoom2d(MX,NROW,NCOL);

JMS-feb-92

JMS-oct-93 ported to Matlab4

JMS-sep-95 revised (2D mapping vector)

JMS-nov-95 revised (1D mapping vector)

aim: Interactively zoom part of a matrix (and plot again)

call: MX_zoomed=zoom2d(MX,NROW,NCOL);

[MX_zoomed ,MX_mapped,row_strip,col_strip]l=zoom2d (MX,NROW,NCOL) ;
pars: MX full matrix (required)

MX_zoomed zoomed region

MX_mapped mapping (sparse) vector

NCOL col-strip size (optional)

NROW row-strip size (optional)

note: If only MX is provided, two corners must be picked.

If MX and NCOL are provided, a vertical strip is selected.

If in addition NROW is provided, picking the center of

the region of interest is sufficient.

If you define '"global LIMITS OFFSET CENTER", you can retrieve
the coordinates of the zoom region and its center.

uses: global LEVEL (optionally: LIMITS CENTER OFFSET rows cols)
function cont2d(), strip2d()

3T ST ST 5T 5T 5T ST 5T 5T 5T 5T 5T 5T 5T 5T T 5T 5T 5T AT e

y
A
global LEVEL LIMITS CENTER OFFSET rows cols
h
if (nargin<1),

error(’*** zoom2d - No input matrix given, aborted **’)
else

[rows,cols]=size(MX);
end
if (nargin<3), NCOL=[]; end % dummy argument
if (nargin<2), NROW=[]; end % dummy argument
%
cont2d(MX,LEVEL, (1:cols),(l:rows)) % ensure correct axis labels
[row_strip,col_strip,MX_mapped] = strip2d(MX,NROW,NCOL); % select region of interest
MX_zoomed=MX (row_strip,col_strip); % do the selection
[rows,cols]l=size (MX_zoomed); J update global rows cols
size_of_region=size (MX_zoomed)
LIMITS=[row_strip(1) row_strip(length(row_strip))

col_strip(1) col_strip(length(col_strip))]

OFFSET=[LIMITS(1) LIMITS(3)]-1
CENTER= OFFSET+1 + size_of_region/2
if (LEVEL)
cont2d (MX_zoomed,LEVEL)
else
cont2d(MX_zoomed)
end
%

return
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B.9 cont2d.m

function [ax,xl,yl,ti]=cont2d(MX,Level,xaxis,yaxis,pcol,ncol,xtext,ytext,ttext);

JMS-jan-92 created

JMS-oct-93 ported to Matlab4

JMS-may-94 compression included

JMS-dec-94 revised level facility

JMS-jun-95 returns graphics object handles

JMS-nov-95 revised

aim: 2D-plot of a matrix MX with positive and negative contours.
call:

[ax,x1,yl,ti]=cont2d (MX,Level,xaxis,yaxis,pcol,ncol,xtext,ytext,ttext)

pars: MX input matrix (required)

Level positive/negative level vector (optional)

xaxis x-axis vector (optional)

yaxis y-axis vector (optional)

pcol positive color item (optional)

ncol negative color item (optional)

xtext x-axis text string (optional)

ytext y-axis text string (optional)

ttext title text string (optional)

uses: global (optionally LEVEL MAX rows cols)

functions contour(), xlabel(), ylabel(), title()

note: If the Level argument is omitted, plev and nlev will automatically

be adjusted to 10, 20, and 40% of the maximum peak height in MX.
You might want to define "global MAX" to retrieve the maximum.

If the Level argument is scalar, it is taken as the minimum level.
The actual plot levels will also be delivered into "global LEVEL".
Any previously existing global LEVEL vector will be overridden.
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global MAX LEVEL
% display not more points than
LIMX=512;
LIMY=512;
%
if nargin<i,
error (’*** cont2d - No input matrix provided **x*?’)
end
[rows,cols]=size(MX); % get matrix dimension
xdiv=ceil(cols/LIMX); xsel=(1:xdiv:cols);
ydiv=ceil (rows/LIMY); ysel=(1:ydiv:rows);
if (xdiv>1l | ydiv>1)
disp([?*** cont2d - compressed matrix display (XDIV,YDIV)=(’...
int2str(xdiv) ’,’ int2str(ydiv) ’) **x’])
end
if nargin<9,), default blank title
ttext=’ s
else
if (isempty(ttext)), ttext=’ ’; end
end
if nargin<7,) default axis labeling
xtext=’col #’;
ytext="row #’;
else
if (isempty(xtext)), xtext=’col #’; end
if (isempty(ytext)), ytext=’row #’; end

end
zcol=’b-’; % default "O" contour coloring
if nargin<5,) default +/- contour coloring
pcol=’r-’;
ncol=’g-’;
else

if (isempty(pcol)), pcol=’r-’; end
if (isempty(ncol)), ncol=’g-’; end
end
if nargin<3,) default axis scaling
xaxis=xsel;
yaxis=ysel;
else

xaxis=xaxis(xsel);
yaxis=yaxis(ysel);

end
% contour level processing
if (nargin==1) ) find default contour level

% MAX=max(abs(real(MX(:)))); % to be retrieved as global
MAX=max (max (abs (MX))) ;
Level=MAX/10;
else
if (isempty(Level))
MAX=max (max (abs(MX)));
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Level=MAX/10;

else
clear MAX

end
end
if (length(Level)==1) Y predefined contour levels
plev= [4 2 1]xabs(Level);
nlev=-plev;
zlev= [];
else
plev=Level(Level>0);
nlev=Level(Level<0);
zlev=Level (Level==0);

end

LEVEL=[plev zlev nlev]; % to be retrieved as global
h

% contour plot of real part of matrix

3

% if the level argument in '"contour" is scalar, it is taken as the
% number of contours to be drawn instead of the level! Therefore:

if (length(plev)==1) plev=[plev plev]; end

if (length(nlev)==1) nlev=[nlev nlev]; end

if (length(zlev)==1) zlev=[zlev zlev]; end
% The argument sequence has changed in CONTQOUR, but old structure still works.
figure(gcf), cla
if “isempty(plev), contour(xaxis,yaxis,real(MX(ysel,xsel)),plev,pcol), end, hold
if “isempty(nlev), contour(xaxis,yaxis,real(MX(ysel,xsel)),nlev,ncol), end, hold
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on
on

if “isempty(zlev), contour(xaxis,yaxis,real(MX(ysel,xsel)),zlev,zcol), end, hold off

xlabel (xtext), ylabel(ytext), title(ttext)

% quick hack to reverse the stupid descending PPM scales

if (mean(diff(xaxis))<0), set(gca,’XDir’,’reverse’), end

if (mean(diff(yaxis))<0), set(gca,’YDir’,’reverse’), end

if nargout

ax=gca; xl=get(ax,’Xlabel’); yl=get(ax,’Ylabel’); ti=get(ax,’Title’);
end

h

return
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