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1.1 Der entfaltete Zustand von Proteinen

Proteine! gehoren neben anderen Biomakromolekiilen zu den wichtigsten Funktionstri-
gern im lebenden Organismus. Als Enzyme katalysieren sie Stoffwechselreaktionen und
als Strukturproteine wie Kollagen oder Tubulin sind sie fiir den Aufbau der Zelle verant-
wortlich. Das mit einem Molekulargewicht von drei Megadalton groBte Protein Titin ist
funktioneller Bestandteil der Muskulatur.? Des Weiteren sind Proteine u. a. an der Regu-
lation, der Signaliibertragung und der Immunabwehr beteiligt. Die Bausteine der Proteine,
die Aminosduren, werden bei der Biosynthese im Ribosom zu langen Aminoséureketten
zusammengefiigt.> Chaperone®> helfen der naszierenden Kette sich zu ihrer funktionel-
len, dreidimensionalen Struktur zu falten.® Der gefaltete Zustand steht im Gleichgewicht
mit partiell oder vollstindig entfalteten Zustdnden, die wiederum zu pathologischen Abla-
gerungen bzw. Fehlfaltungen fithren konnen.” Mittlerweile sind mehr als 40 verschiedene,
durch Proteinfehlfaltung verursachte Krankheiten bekannt.3~1° Zu den bekanntesten zih-
len Morbus ALZHEIMER, Morbus PARKINSON, Diabetes Typ II und die CREUTZFELDT-
JAKOB-Krankheit. Ein bedeutender Anteil an kodierten Proteinen im eukaryotischen Ge-
nom ist sogar teilweise oder vollstindig ohne eindeutige dreidimensionale Struktur und
dennoch funktionell. !> Diese intrinsisch ungefalteten Proteine sind hiufig in Prozessen
der Transkription und Translation, der zelluldren Signaliibertragung oder der Phosphory-
lierung von Proteinen involviert. Zum Verstindnis der Proteinfaltung und der intrinsisch
ungefalteten Proteine ist es von Interesse, diesen entfalteten Zustand von Proteinen zu cha-
rakterisieren.

1.2 Sekundarstrukturen in Peptiden und Proteinen

Die erste Beschreibung von Helices und Faltblitter als Sekundirstrukturen von Peptiden
und Proteinen erfolgte 1951 durch PAULING und COREY.!3~!® Seither wurden noch zahl-
reiche weitere Sekundirstrukturelemente klassifiziert.!” Die Konformation des Peptidriick-
grates hingt von den drei Torsionswinkeln ¢, ¥ und @ ab (siehe Abbildung 1.1 auf der
nichsten Seite).!® Die Rotation um den Torsionswinkel @ ist aber aufgrund des partiel-
len Doppelbindungscharakters der Amidbindung (siehe auch Abbildung 2.4 auf Seite 14)
eingeschrinkt, weshalb nur zwei Rotamere existieren. Zum einen die sogenannte frans-
Konformation der Amidbindung mit @ ~ 180° und zum anderen die cis-Konformation mit
® ~ 0°. Die trans-Konformation ist um ca. 8 kJ/mol energetisch bevorzugt und die iiber-
wiegende Konformation des Peptidriickgrats, sofern dieser kein Prolin enthilt. '® Zur struk-
turellen Charakterisierung reicht es deshalb aus, nur die Torsionswinkel ¢ und y zu be-
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Abbildung 1.1: Torsionswinkel im Peptidriickgrat.

trachten. Trigt man diese beide Winkel fiir alle nicht Prolin- und Glycin-Aminosiurereste
aus bekannten Proteinstrukturen in einem sogenannten RAMACHANDRAN-Diagramm 22!
gegeneinander auf, so findet man eine Anhidufung der Winkelverteilung in vier unterschied-
lichen Bereichen, die sich jeweils einzelnen Sekundirstrukturen zuordnen lassen (verglei-
che dazu Abbildung 1 in der Literaturzz). Dies sind die Bereiche der agr- und oy -Helices,
der B-Faltblattbereich und der Bereich der Polyprolin Typ II (PPy) Helix. Letztere ist eine
linksdrehende 3; Helix, die in Collagen und Prolin-Peptiden vorkommt und keine intra-
molekularen Wasserstoffbriicken besitzt.2>>* In Abbildung 1.2 auf der nichsten Seite sind
diese Sekundérstrukturen am Beispiel des Peptids Ala; zusammen mit den jeweiligen ka-
nonischen Winkelwerten !° fiir ¢ und y abgebildet.

1.3 Struktur entfalteter Proteine

Die Strukturbestimmung gefalteter Proteine kleiner bis mittlerer Groe anhand von expe-
rimentellen Methoden wie der Rontgenkristallographie, der NMR-Spektroskopie oder der
Elektronenmikroskopie ist mittlerweile gut etabliert. Dies zeigt sich an der beeindrucken-
den Zahl von derzeit iiber 33 000 in der RCSB Protein Data Bank gespeicherten Protein-
strukturen.?> Bei entfalteten Proteinen kann man eigentlich nicht von Struktur sprechen,
da sie aus einer Vielzahl von miteinander im Gleichgewicht stehenden Konformationen
bestehen und man somit nur eine gemittelte Struktur erhilt. Diese konformationelle Mit-
telung muss man bei der Analyse der Messwerte beriicksichtigen.?®>® Zur experimen-
tellen Charakterisierung entfalteter Proteine ist die NMR-Spektroskopie die bedeutendste
Technik. 230 Mit ihr ist es moglich, atomar aufgeldste Informationen zu erhalten. Da-
neben werden auch andere Techniken wie die UV-CD-Spektroskopie, die Fluoreszenz-
Spektroskopie, die RAMAN-Spektroskopie oder die Schwingungs-CD-Spektroskopie an-
gewandt.?! Im Gegensatz zur NMR-Spektroskopie sind die Messwerte dieser Techniken
nicht atomar aufgelost, sondern iiber das Molekiil hinweg gemittelt.

Fiir die Untersuchung entfalteter Proteine haben sich im wesentlichen fiinf Modellsyste-
me etabliert: 32

* Chemisch denaturierte Proteine in konzentrierten Losungen von Harnstoff oder Gua-
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antiparalleles -Faltblatt Polyprolin Typ Il Helix
=-139°, y = 135° 0 =-75° y = 145°

or-Helix oy_-Helix
0 =-57°, y=-47° 0 =57° y=47°

Abbildung 1.2: Peptid Alay in verschiedenen Sekundérstrukturen.

nidiniumhydrochlorid.33-3
* Polypeptide wie Polyglutaminsidure oder Polylysin, die sich aufgrund elektrostati-
scher AbstoBung bei neutralem pH-Wert nicht falten konnen. 3¢

« Intrinsisch ungefaltete Proteine. '
» Kurze Peptide, die unter nativen Faltungsbedingungen keine stabile Sekundirstruk-
turen bilden. 3>

« Coil-Bibliotheken. ! Diese bestehen aus Strukturinformationen von hochaufgelo-
sten Proteinstrukturen gefalteter Proteine, bei denen die Bereiche mit Sekundirstruk-
turen wie a-Helices und B-Faltblitter ausgeschlossen wurden.

TANFORDs grundlegende Studien*#> an chemisch denaturierten Proteinen zeigten, dass
diese sich mit einfachen Gesetzen aus der Polymerchemie*? beschreiben lassen.*+* Die-
se sogenannte random coil-Theorie*® beschreibt das Protein als lineares Polymer, dessen
moglicher Konformationsraum nur durch sterische Wechselwirkungen mit den unmittel-
bar benachbarten Aminosiureresten eingeschrinkt ist und das ansonsten keine bevorzugte
Proteinriickgratkonformation besitzt.?%>! Daher sollen die Energieunterschiede zwischen
den einzelnen Konformationen auch relativ klein — in der Groenordnung von kg7 —
sein. Neuere Untersuchungen dagegen belegen, dass sterische Beschrinkungen des Kon-
formationsraums von Polypeptiden iiber das Dipeptid hinausreichen.?*® Zudem kann die
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Beschreibung als random coil nicht erkldren, wie das entfaltete Protein innerhalb experi-
mentell bestimmter Faltungszeiten im Milisekunden- bis Sekundenbereich seine natiirli-
che Konformation finden kann. Ebenso kann sie den damit verbundenen Entropieverlust
und das Vorhandensein einer einzigen natiirlichen Struktur anstatt eines BOLTZMANN-
statistisch verteilten Ensemble an natiirlichen Strukturen erkldren. Dennoch wird die ran-
dom coil-Theorie noch heute zur Beschreibung experimenteller Ergebnisse verwendet.*’

KALLENBACH beschreibt mit seinem Polyprolin-II-Modell, das die mehr als dreifig
Jahre alten Vorschlidge von TIFFANY und KiIMM aufgreift, den entfalteten Zustand von
Proteinen als lokal von der PPy Helix dominiert, wihrend dieser im Ganzen doch einer
statistical coil-Charakteristik entsprechen soll. 3237 Der Begriff statistical coil wird filsch-
licherweise oftmals mit dem Begriff random coil gleichgesetzt.*® Im Gegensatz dazu be-
schreibt der statistical coil-Zustand die Struktur einer entfalteten Polypeptidkette als ener-
giegewichtetes Ensemble von Konformationen, bei der einzelne Aminosaurereste die fiir
ein Dipeptid erlaubten Konformationen mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit populieren
konnen. Diese Wahrscheinlichkeitsverteilung wird mit Hilfe der BOLTZMANN-Statistik —
daher der Begriff statistical coil — beschrieben und hingt von der freien Enthalpie der
einzelnen Konformation und der Temperatur des Systems ab. Die Wahrscheinlichkeit der
einzelnen Konformationen wire identisch, wenn ihre freie Enthalpie, wie von der random
coil-Theorie gefordert, identisch wiren. Dies ist in einem realen System allerdings nur fiir
sehr hohe Temperaturen der Fall. KALLENBACHs Modell fuf3t auf Untersuchungen an kur-
zen alaninbasierten Modellpeptiden.

Anhand gemessener dipolarer Restkopplungen*® an einer Staphylokokken-Nuklease in
einer stark denaturierenden Losung von 8 mol/L. Harnstoff schlussfolgerten SHORTLE und
ACKERMAN, dass unter diesen Bedingungen eine der natiirlichen Struktur dhnliche globale
Topologie vorliegen muss.>? Diese Erkliarung wurde von ANNILA und Mitarbeitern in Fra-
ge gestellt.”! Sie konnten die gemessenen dipolaren Restkopplungen mit ihrem Modell der
random flight chain erklédren, bei der keine Einschrinkungen fiir den Konformationsraum
vorliegen. Allerdings wurden fiir eine Reihe weiterer Proteine Restsekundirstrukturen
nachgewiesen.34 Basierend auf einer Coil-Bibliothek konnten DOBSON, SCHWALBE und
Mitarbeiter mit einem Modell, bei dem jeder Aminosdurerest spezifische, nichtkooperati-
ve Proteinriickgrattorsionswinkel besitzt, experimentell bestimmte lokale NMR-Parameter
fiir chemisch denaturiertes Hithnereiweil-Lysozym, humanes und bovines a-Lactalbumin
und Ubiquitin reproduzieren.3>-5% Zudem konnten sie mit einer Kombination aus NMR-
Relaxationsmessungen und ortsspezifischen Mutationen an Hiithnereiwei3-Lysozym unter
verschiedenen denaturierenden Bedingungen weitreichende hydrophobe Wechselwirkun-
gen nachweisen, die auf Restsekundirstrukturen zuriickzufiihren sind.?%>"-° Die gemes-
senen °N-Relaxationsdaten wurden dazu mit einem Modell des entfalteten Zustands als
Homopolymeren beschrieben, bei dem eine segmentweise Bewegung der Aminosédurereste
mit exponentiellem Abfall des Einflusses benachbarter Aminoséurereste iiber die Polypep-
tidkette stattfindet. Die Reichweite des Einflusses benachbarter Aminosiurereste wurde aus
den Experimenten abgeleitet und mit sieben Aminosdureresten bestimmt. Abweichungen
von diesem Modell durch hydrophobe Wechselwirkungen und Disulfidbriickenaustausch
wurden durch die Hinzunahme von GAUSS- bzw. Austauschtermen beschrieben.
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1.4 Strukturelle Eigenschaften kurzer alaninbasierter
Modellpeptide in Losung

Peptide, die zu kurz sind, um stabile a-Helices oder -Faltblitter auszubilden, sind die ein-
fachsten Modellsysteme zur Untersuchung des entfalteten Zustandes von Proteinen. Zudem
konnte gezeigt werden, dass homopolymere Peptide amyloide Fibrillen bilden koénnen. ®

Eine groe Anzahl unterschiedlichster alaninbasierter Peptide wurde in den letzten Jah-
ren theoretisch und experimentell untersucht und entgegen den Erwartungen eines ran-
dom coil-Verhaltens wurde die PPy-Helix als dominierende Struktur gcafunden.32’37 Fiir
das Alanindipeptid AcAlaNHMe wurde in Wasser und in Fliissigkristallen tiberwiegend ei-
ne Population des PPyj-Bereichs des RAMACHANDRAN-Diagramms festgestellt.®'=%3 Die
Kombination von 2D IR-Spektroskopie®* mit DFT-Rechnungen und Molekiildynamiksi-
mulationen ergab fiir Trialanin als Kation in Wasser eine Mischung von ca. 80% PPr- und
ca. 20% og-Helix.%%7 Im Gegensatz dazu stehen Ergebnisse aus einer Kombination von
polarisierter RAMAN-, FT-IR-, Schwingungs-CD- und UV-CD-Spektroskopie, die fiir Tri-
alanin eine Mischung aus 50% PPy-Helix und 50% B-Faltblatt postulieren. =70 Tetraala-
nin als Kation in Wasser und als Zwitterion in einer Mischung aus Cisiumpentafluorooc-
tanoat und Wasser soll groBtenteils PPyr-Konformation besitzen.”!’2 Von CD- und NMR-
spektroskopischen Messungen des Peptides AcCXXAAAAAAAOONH, (abgekiirzt XAO
mit X fiir 2,4-Diaminobuttersidure und O fiir Ornithin) wurde geschlussfolgert, dass dieses
als PPy;-Helix vorliegt. ’® Dieser Ansicht wurde anhand anderer experimenteller Ergebnisse
widersprochen und die PPyj-Helix nur als eine von mehreren moglichen Konformationen
bezeichnet.”*”> Durch den Vergleich von ROA-Spektren der Peptide Ala, bis Alag mit
dem ROA-Spektrum des Peptides ACOOAAAAAAAOONH, wurde auf eine Zunahme der
PPp-Helicalitit mit der Kettenlidnge geschlossen.’® Eine quantitative Analyse von UV-CD-
Spektren der Peptide Alay, Alaz und Alay ergab fiir den PPyj-Helix Populationsanteil die
Reihenfolge Alay > Alay ~ Alay, wobei fiir Alas die schon erwihnte Mischung aus 50%
PPy;-Helix und 50% [3-Faltblatt angenommen wurde. ”’

Untersuchungen der Konformation in Abhéingigkeit von der Temperatur mit NMR- und
UV-CD-Spektroskopie ergaben fiir das Peptid XAO und die Peptide AcGG(A),GGNH,
mit n = 1, 2 und 3 ein Zwei-Zustands-Ubergangsverhalten von einer PPyj-Helix nach ei-
ner 3-Faltblatt hnlichen Konformation. 73.78-80 Fiir die AcGG(A),GGNH,-Peptide ist die-
ser Ubergang schirfer und bei niedrigeren Temperaturen abgeschlossen als fiir das Peptid
XAO. 78,79

Die einfachsten denkbaren Alternativen zu Alanin mit seiner Methylgruppe als Seiten-
kette ist einerseits das fB-verzweigte Valin und andererseits das seitenkettenfreie Glycin.
Eine Kombination unterschiedlichster spektroskopischer Methoden ergab fiir Trivalin eine
flache B-Faltblatt dhnliche Struktur.®®% Fiir Triglycin, das aufgrund der fehlenden Sei-
tenkette keine sterische Einschrankungen besitzt, wurde eine Mischung aus PPy dhnlichen
Helices mit a-Helices bzw. mit B-Schleifen vorgeschlagen.?!
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1.5 Verwendung und strukturelle Eigenschaften
harzgebundener homooligomerer Peptide

Neben ihrer Bedeutung als Modell fiir den entfalteten Zustand von Proteinen werden ho-
mopolymere Peptide auch als Katalysatoren fiir die asymmetrische Epoxidierung, die soge-
nannte JULIA-COLONNA-Epoxidierung, von a,3-ungesittigten Ketonen eingesetzt (siehe
Abbildung 1.3).8-8% Mit dieser Reaktion lassen sich synthetisch wertvolle Bausteine her-
stellen. In der ersten Arbeit zu diesem Thema verdffentlichten JULIA et al. 1980 die Epoxi-
dierung von Chalkon in einer Mischung aus Wasserstoffperoxid, wéssriger Natronlauge
und Toluol mit unloslichem Poly-L-Alanin als Katalysator.®> Allerdings war das Substrat-
spektrum sehr eingeschrinkt, weshalb die Bedingungen dieser Epoxidierung in den darauf
folgenden Jahren systematisch untersucht wurden. So wurden neben Poly-L-Alanin auch
Poly-L-Leucin, Poly-L-Isoleucin und Poly-L-Neopentylglycin als effektive Katalysatoren
gefunden, von welchen Poly-L-Leucin und Poly-L-Neopentylglycin die besten Katalysa-
toreigenschaften besitzen. 387 Von Poly-L-Alanin und Poly-L-Leucin ist bekannt, dass sie
eine a-helicale Struktur bevorzugen, wihrend von Poly-L-Isoleucin die Bevorzugung ei-
ner B-Faltblattstruktur berichtet wird.®?#3 BERKESSEL et al. fanden heraus, dass schon
ein harzgebundenes Pentapeptid von L-Leucin die Epoxidierung mit einem enantiomeren
Uberschuss von 96 — 98% katalysiert und die Ausbeute ab einer Kettenliinge von 14 Ami-
nosiureresten ihr Maximum erreicht hat. 88

1 2 1
R / R H,0,, LM, Base R R
>
Poly-L-AS o)
o) o)

e.e. bis zu 98%

2

Abbildung 1.3: Verallgemeinerte Reaktion der JULIA-COLONNA-Epoxidierung unter
basischen Bedingungen. Bei R! = R? = Ph handelt es sich bei dem Substrat um E-
Chalkon.

Fiir das Verstdandnis der Epoxidierung und der rationellen Weiterentwicklung der Ka-
talysatoren sind Kenntnisse tiber die Struktur des Katalysators unabdingbar. Basierend
auf chemischen Experimenten und MD-Simulationen schlussfolgerte BERKESSEL, dass
die Leucinkette o-Helicalitit besitzt und die katalytische Aktivitdt durch Bindung an den
N-Terminus durch Wasserstoffbriicken hervorgerufen wird.3® KELLY und ROBERTS ha-
ben ein dhnliches Modell fiir die Bindung vorgeschlagen, das sich aber in den beteiligten
NH-Gruppen der Wasserstoffbriicken unterscheidet.® Fiir die harzgebundenen homooli-
gomeren Peptide [L-(aMe)Leu], (n =4 und 5) in DMF wurde anhand von Hnx(1)/Hn(i+1)-
Kreuzsignalen in 'H,'H-NOESY-Spektren und Temperaturkoeffizienten der Amidproto-
nen aus HRMAS-NMR-spektroskopischen Untersuchungen eine 3g-helicale Struktur po-
stuliert.”® Basierend auf chemischen Verschiebungen sollen die harzgebundenen Peptide
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AlapVal (n =2 -9, 12, 18 und 21) in DMF ab der Alanin-Kettenldnge von zwolf eine -
helicale Struktur besitzen.”!®> In weiteren chemischen Experimenten untersuchten BER-
KESSEL et al. die katalytische Aktivitit von gemischten Pentapeptiden aus L-Leucin und L-
(aeMe)-Leucin.® Bei bis zu zwei helixstabilisierenden L-(ctMe)-Leucinaminoséureresten
am C-Terminus fanden sie eine Erhohung der katalytischen Aktivitit bei gleichbleibender
Enantioselektivitit. Ein hoherer Anteil daran fiihrte allerdings zu einer Verringerung der
Aktivitdt und schlieBlich auch zum Verlust der Selektivitit.
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1.6 Aufgabenstellung

Die bisher in der Literatur publizierten Aussagen iiber die konformationellen Eigenschaften
kurzer Modellpeptide beruhen mehrheitlich auf experimentellen Methoden, die zu der vor-
handenen konformationellen Mittelung auch noch iiber das gesamte Molekiil mitteln. Die
NMR-Spektroskopie erlaubt dagegen die aminosdurerestspezifische Bestimmung konfor-
mationsabhingiger Parameter.?3% Zu den wichtigsten NMR-Paramter zihlen chemische
Verschiebungen, skalare Kopplungskonstanten, dipolare Restkopplungen, heteronukleare
Relaxationsraten und homonukleare NOEs. Wie in der Literatur gezeigt wurde, sind NOEs
allerdings nicht fiir den Vergleich mit stark gemittelten Strukturen geeignet.”**> In Ho-
mooligomeren erschweren zudem Signaliiberlagerungen die Bestimmung dieser Parame-
ter, insbesondere bei der Messung von homonuklearen NOEs.

Ziel dieser Arbeit ist die NMR-spektroskopische Untersuchung der Abhéngigkeit der
Konformationsverteilung von der Seitenkette in den Tripeptiden Alaz, Valz und Glys, der
Abhingigkeit der Konformationsverteilung von der Kettenlénge in der Peptidreihe Alas bis
Ala7, sowie der Vergleich mit der natiirlich vorkommenden Trialaninsequenz in dem Prote-
in Lysozym aus Hiihnereiweil}, das im S-methylierten Zustand bei einem pH-Wert von zwei
die Eigenschaften eines entfalteten Porteins aufweist.>’ Fiir diesen Vergleich wurden die
beiden Peptide HEWL-9mer (Aminosiurereste 6-14 der Lysozymaminosiuresequenz: %
C(SM®)ELAAAMKR) und HEWL-19mer (Aminoséurereste 1-19 der Lysozymaminosiu-
resequenz: KVFGRC(SM®)ELAAAMKRHGLDN) verwendet.

Die NMR-spektroskopische Charakterisierung wird dafiir auf die Parameter der chemi-
schen Verschiebungen und skalaren Kopplungskonstanten beschrénkt. Die experimentellen
Daten sollen mit unabhéngig davon durchgefiihrten Molekulardynamiksimulationen vergli-
chen werden, um ein detaillierteres Bild der dynamischen Eigenschaften dieser Peptide zu
bekommen. Alle Molekulardynamiksimulationen wurden von Dr. PHUONG H. NGUYEN
aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. GERHARD STOCK an der J. W. GOETHE-Universitét
in Frankfurt am Main durchgefiihrt.

AuBerdem soll in Zusammenarbeit mit BURKHARD KOCH aus dem Arbeitskreis von
Prof. Dr. ALBRECHT BERKESSEL an der Universitit Koln die strukturellen Eigenschaften
der harzgebundenen Peptide Leu, mit n = 1 — 10 HRMAS-NMR-spektroskopisch charak-
terisiert werden.
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2.1 NMR-Spektroskopie

2.1.1 Signalzuordnung

Der erste Schritt bei der Auswertung von NMR-Spektren besteht in der Signalzuordnung
der NMR-aktiven Kerne. Bei isotopenmarkierten Biomolekiilen wie Peptiden, Proteinen
und Ribonukleinsduren handelt es sich dabei in der Regel um die 'H-, 13C-, ’N-, und 3'P-
Kerne. In Abhingigkeit von der Isotopenmarkierung und GroB3e der Molekiile gibt es dafiir
unterschiedliche Methoden. *’~%° Die sequenzspezifische Signalzuordnung von homopoly-
meren Peptiden iiber 'Hy, 1N, 13C,/C s Korrelationsexperimenten ist durch die geringe

Dispersion der 'Hy und '3Cg, / Cp chemischen Verschiebungen nur eingeschrénkt moglich.

Mit einer Kombination aus 13’C,IH—HMBCIOO— und 15N,IH—HSQC101’102—Experimen—
ten lassen sich die Signale kurzer homooligomerer Peptide zuordnen. Dies ist in Ab-
bildung 2.1 auf der nichsten Seite anhand des Peptids Alas demonstriert. Das '3C,'H-
HMBC-Experiment korreliert Protonen- und Kohlenstoffkerne iiber 2J(C,H)- und 3J(C,H)-
Kopplungen. Die charakteristischen '3C chemischen Verschiebungen der N- bzw. C-
terminalen Carbonyle dienen dabei als Ausgangspunkt der Signalzuordnung. Uber die
so zugeordneten chemischen Verschiebungen der Amidprotonen lassen sich im °N,!'H-
HSQC-Experiment, das Protonen- und Stickstoffkerne iiber !J(N,H)-Kopplungen korre-
liert, die dazugehorigen "N-Signale zuordnen.
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Abbildung 2.1: Signalzuordnung mit einer Kombination aus '3C,'H-HMBC-
und ’N,'H-HSQC-Experimenten am Beispiel des Peptids Alas. a) 400 MHz
13C,'"H-HMBC-Spektrum von AAAAA; b) 400 MHz 'SN,'H-HSQC-Spektrum von
A*A*A*A*A*. Akquisitions- und Prozessierungsparameter sind im Anhang C in Ta-
belle C.13 auf Seite 93 und Tabelle C.16 auf Seite 94 aufgefiihrt.

Fiir lingere homooligomere Peptide ist die Kombination aus '3C,'H-HMBC- und
5N, "H-HSQC-Experimenten allerdings aufgrund von Signaliiberlagerungen nicht mehr
anwendbar. Hier bietet sich als Alternative das HNN-Experiment %1% an, das die gro-
Bere Dispersion der !N chemischen Verschiebungen ausniitzt. Dabei handelt es sich um
eine verbesserte Version des urspriinglichen HN(CA)NH-Experiments. 1919 Das HNN-
Experiment korreliert PN(i) mit N(i+1) bzw. 'N(i—1) und mit 'Hy(i+1) bzw. 'Hn(i-
1) Kernen. Fiir die Anwendung auf homooligomere Peptide muss man allerdings eine
semi-constant time Variante zur Verbesserung der spektralen Auflosung verwenden. Abbil-
dung 2.2 auf der nichsten Seite zeigt die Anwendung des HNN-Experiments zur Signalzu-
ordnung des Peptids Ala;. Startpunkt der sequentiellen Zuordnung ist der Aminosédurerest
A2 aufgrund seiner charakteristischen chemischen Verschiebung.
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[~ S1sy / ppm

- 123,6

- 123,8

— 124,0

L 124,2

- 124,4

I I I I I
8,6 8,5 8,4 8,3 8,2 &iy/ppm

Abbildung 2.2: Signalzuordnung mit einer semi-constant time Variante des HNN-
Experiments am Beispiel des Peptids Ala;. 600 MHz H(N)N-Spektrum von
AFA*A*A*A*A*A*. Akquisitions- und Prozessierungsparameter sind im Anhang C
in Tabelle C.22 auf Seite 100 aufgelistet. Das NMR-Pulsprogramm ist in Abschnitt E. 1
auf Seite 119 des Anhang E aufgefiihrt.

Heterooligomere Peptide werden mit der Standardmethode der homonuklearen Signal-
zuordnung, die aus einer Kombination von I'H 'H-TOCSY- und 'H,'H-NOESY- bzw.
Iy,! H-ROESY-Experimenten besteht, zugeordnet.97 Das ]H,IH—TOCSY—Experiment 107
korreliert alle Protonen eines Spinsystems miteinander. Die dabei entstehenden charak-
teristischen Signalmuster erlauben einen Riickschluss auf den in Frage kommenden Ami-
nosdurerest. Das 1H,lH—NOESY—Experiment108 korreliert raumlich benachbarte Protonen.
Die Korrelation beruht auf dem sogenannten Kern-OVERHAUSER-Effekt '%° und ist nur bis
zu einer rdumlichen Entfernung von ca. 5 A sichtbar, da dieser Effekt umgekehrt propotio-
nal zur sechsten Potenz der Entfernung zweier Protonen ist. NOESY-Experimente haben
den Nachteil, dass die Signalintensitit der Kreuzsignale in Abhinigkeit der Molekiilkorre-
lationszeit einen Vorzeichenwechsel besitzt und es so fiir Molekiile mit einem Molekular-
gewicht zwischen 1 — 3 kDa zum Verschwinden des Kreuzsignals kommen kann. Der Kern-
Overhauser-Effekt im ROESY-Experiment ist dagegen stets negativ, weshalb dieses Expe-
riment oft fiir Molekiile in diesem Molekulargewichtsbereich verwendet wird. Sequenti-
ell benachbarte Aminosidurereste sind im NOESY-Experiment durch ein Hg (1)/Hn(i+1)-
Kreuzsignal erkennbar (vergleiche Abbildung 2.3 auf der nédchsten Seite). Zusammen mit
der aus dem TOCSY-Experiment erhaltenen Eingrenzung des Aminoséduretyps lassen sich
so die Signale der Aminosduresequenz sequentiell zuordnen.
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H,10 / Hy10 1 / ppm
L 4,20

— 4,25

H,11 / Hy11

IC OO @

— 4,30

— 4,35

H,13 / Hy13

| 4,40

. - 4,45
\

g H,12 / Hy12 |- 4,50

H,14 / Hy14 9

H,7 I H\7
— 4,55
9,0 8,8 8,6 8,4 8,2 &/ ppm

Abbildung 2.3: Sequentielle Verkniipfung der Aminosiurereste in einem 'H,'H-
ROESY-Spektrum des Peptids C(SM®)ELAAAMKR. Akquisitions- und Prozessie-
rungsparameter sind im Anhang C in Tabelle C.27 auf Seite 105 aufgefiihrt.

2.1.2 Chemische Verschiebungen

Die chemischen Verschiebungen der NMR-aktiven Kerne in Proteinen und Peptide lassen
sich relativ einfach bestimmen und geben zugleich Auskunft tiber so unterschiedliche Para-
meter wie z. B. Torsionswinkel (¢, ¥, o, x), Wasserstoffbriicken, Ringstromeffekte, lokale
elektrische Felder oder Flexibilitit des Peptidriickgrats. ' Da chemische Verschiebun-
gen nur relative Werte darstellen, ist die akkurate Referenzierung Voraussetzung fiir eine
sinnvolle Interpretation. Empfohlen dafiir ist DSS als interner 'H-Standard mit indirekter
Referenzierung der '3C und N chemischen Verschiebungen. '!> Bei der Interpretation der
chemischen Verschiebungen wird angenommen, dass die unterschiedlichen Beitrdge addi-
tiv und voneinander unabhéngig sind. Die beobachteten chemischen Verschiebungen set-
zen sich somit aus einer fiir jeden Aminosédurerest charkateristischen intrinsischen Beitrag,
der sogenannten random coil chemischen Verschiebung, und den durch strukturelle und
dynamische Effekte hervorgerufenen Beitrige zusammen. Die Differenz der beobachteten
chemischen Verschiebung (J,,,) und der random coil chemischen Verschiebung (6,.) wird
als sekundire chemische Verschiebung bezeichnet (AS) und beinhaltet die Informationen
tiber Struktur und Dynamik. Dies ldsst sich als Gleichung wie folgt schreiben:

AS = 50bs - 6rc = 3t0r + 5t0r,side + 6HB + aring + 66 + 5div (21)

Dabei ist ., der Beitrag der Riickgrattorsionswinkel, &,,.siq. der Beitrag des Seitenket-
tentorsionswinkels ), 8yp der Beitrag durch Wasserstoffbriickenbindungen, &y, der Bei-
trag durch den Ringstromeffekt, 8, der Beitrag durch lokale elektrische Felder und &y, fasst

12
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andere Beitrige zusammen wie z.B. Losungsmittel- und Temperatureffekte. Die einzel-
nen Beitrdge zur chemischen Verschiebung haben bei den einzelnen Kernen jeweils einen
unterschiedlich grolen Anteil, weshalb zur Strukturabschitzung nur die chemischen Ver-
schiebungen der 'Hg-, 3Cq-, 13C,3— und 13CO-Kerne empfohlen werden. !'! Bei schneller
konformationeller Mittelung, wie sie bei entfalteten Proteinen und unstrukturierten Pepti-
den auftritt, kommt erschwerend hinzu, dass die beobachtete chemische Verschiebung ein
in Abhingigkeit der Populationen der einzelnen Konformationen gemittelter Wert ist. >3

random coil chemische Verschiebungen

Fiir die Restsekundarstrukturbestimmung sind verlissliche random coil chemische Ver-
schiebungen als Referenz von groBBer Bedeutung. Es gibt zahlreiche Untersuchungen dazu
und nach einer Empfehlung von WISHART ef al. sind die experimentell bestimmten ran-
dom coil Werte von BRAUN et al.''3, MERUTKA et al.''* und WISHART et al.'!® die
am Besten geeigneten Werte an random coil chemischen Verschiebungen.!!! Eine neue-
re Studie vergleicht die Sekundirstrukturvorhersage fiir Proteine basierend auf verschie-
denen random coil chemischen Verschiebungsreferenzen mit den aus dreidimensionalen
Strukturen bekannten Sekundirstrukturen und empfiehlt die experimentellen Werte von
SCHWARZINGER et al.''® bzw. die statistischen Werte von LUKIN et al.''” zur Bestim-
mung des a-helicalen bzw. B-Faltblattanteils.!'® Da die chemischen Verschiebungen von
der Aminosduresequenz abhingig sind, muss man die random coil Werte fiir die benach-
barten Aminosdurereste i £+ 1 und i =2 korrigieren. 119 Eg ist anzumerken, dass WISHART in
einer neueren Veroffentlichung ebenfalls die Werte von SCHWARZINGER et al. zusammen
mit dessen Korrekturfaktoren fiir benachbarte Aminosiurereste verwendet. 120 Alle die hier
genannten random coil Werte wurden, und werden noch, fiir die Restsekundirstrukturbe-
stimmung angewandt. Die experimentell bestimmten random coil Werte wurden meist an
kurzen GGXYGG- bzw. GGXGG-Peptiden gemessen. Neuere experimentelle Ergebnisse
fir GG(A),GG- und GGXGG-Peptide belegen allerdings, dass diese die Polyprolin Typ
IT Struktur anstatt random coil Verhalten bevorzugen.’88%121.122 Bej nach statistischen
Methoden bestimmten random coil chemischen Verschiebungen gibt es verschiedene Kri-
tikpunkte, so u.a. die starke Vereinfachung der moglichen Sekundirstrukturbereiche auf
a-Helix-, B-Faltblatt- und coil-Bereich. Dies hat die generelle Eignung der zuvor genann-
ten Referenzwerte fiir die random coil chemischen Verschiebungen in Frage gestellt und zu
wahrscheinlichkeitstheoretisch abgeleiteten random coil '3Cq, und 13 Cp chemischen Ver-

schiebungen gefiihrt. 123

Restsekundarstrukturbestimmung mit chemischen Verschiebungen

Zur Restsekundirstrukturbestimmung mit Hilfe von chemischen Verschiebungen gibt es in
der Literatur eine Vielzahl unterschiedlicher Methoden wie z.B. die AS-Methode '?*, die
CSI-Methode 27127 die wahrscheinlichkeitsbasierte PSSI-Methode 28 und die PsiCSI-
Methode '?°, um nur einige zu erwihnen. Alle Methoden machen sich zu Nutzen, dass
in o-Helices die chemischen Verschiebungen der 'Hg- und 13C[;—Kerne kleiner als die

random coil Werte und die chemischen Verschiebungen der 13Cg- und '3CO-Kerne gro-
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Ber sind. In B-Faltblittern ist es entsprechend umgekehrt. Die Ad- und die CSI-Methode
werden am haufigsten angewandt.

Bei der A6-Methode wird die Differenz (AS) der beobachteten chemischen Verschie-
bung (6,ps) und der random coil chemischen Verschiebung (J,.) gegen die Aminosédurese-
quenz aufgetragen. Diese Methode hat den Vorteil, dass die gezeigten Daten keiner weite-
ren, eventuell verfilschend wirkenden Bearbeitung unterliegen.

Die Chemical Shift Index-Methode, abgekiirzt CSI, vergleicht zuerst die gemessenen
chemischen Verschiebungen mit Referenz random coil Werten mit erlaubten Schwan-
kungsbereichen. Daran schliesst sich eine weitere Filterung der Daten an, bei der den ein-
zelnen Aminosdureresten fiir die jeweiligen chemischen Verschiebungen eine —1, 0 oder
1 zugeordnet wird. Ist die gemessene chemische Verschiebung groBer als der random coil
Wert mit Schwankungsbereich, so wird eine 1 dem Kern des Aminoséurerestes zugeordnet.
Ist die chemische Verschiebung innerhalb der Grenzwerte, wird eine 0 zugewiesen, und ist
sie kleiner als der Bereich, so wird eine —1 zugeteilt. Zusammenhingende Bereiche von
—1 bzw. 1 zeigen Sekundirstrukturen an.

2.1.3 Chemischer Austausch

Sogenannte chemische Austauschphdnomene in der NMR-Spektroskopie treten bei zeitab-
hiingigen Anderungen der isotropen chemischen Verschiebung von Kernspinen durch che-
mische oder konformationelle kinetische Prozesse auf.!3° Dies kann durch Anderung des
lokalen magnetischen Feldes oder durch Austausch von Kernspins mit unterschiedlicher
chemischer Umgebung hervorgerufen werden. Die erste Arbeit zu diesem Thema unter-
suchte die Rotation um die C-N-Bindung in N,N-Dimethylformamid.'3":13? Die Methyl-
gruppen A und B von N,N-Dimethylformamid (siche Abbildung 2.4) unterscheiden sich in
ithrer Position zu der ansiotropen C-O-Doppelbindung, was wiederum zu unterschiedlichen
chemischen Verschiebungen fiir die beiden Methylgruppen fithrt. Durch den partiellen

H CH, H

N2

C—N; -~ C——=N

o/ N\

0 CH3 CH3
A B
H CH, H CH,
N\ / ki AN /
c—N; =N
o/ ECH3 = o/ >CH3

Abbildung 2.4: Resonanzstabilisierung (oben) und gehinderte Rotation (unten) der
C-N-Bindung in N,N-Dimethylformamid.
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8A 6B 8AB

Kex < A® Kex = A® Kex > A®

Abbildung 2.5: Signale eines Zwei-Seiten-Austauschprozesses fiir unterschiedliche
Austauschgeschwindigkeitsbereiche.

Doppelbindungscharakter der Amidbindung ist die Rotation um die Amidbindung gehin-
dert. Dieser Zwei-Seiten-Austauschprozess stellt eine Reaktion 1. Ordnung dar, die durch
die Geschwindigkeitskonste der Hinreaktion k; bzw. der Riickreaktion k_; charakterisiert
ist. Die Geschwindigkeitskonstante des chemischen Austausches k,, ist als key = k1 +k_1
definiert. Aw ist die Differenz der beiden chemischen Verschiebungen der Seiten A und B
in Herz. Man spricht von einem langsamen chemischen Austausch, wenn kex < A ist. Ist
kex /= A®, handelt es sich um einen sogenannten mittleren Austausch, und ist kex > A® um
einen schnellen chemischen Austausch. Bei langsamen chemischen Austausch sieht man
im Spektrum zwei Signale fiir die beiden Spezies A und B (vergleiche Abbildung 2.5).
Durch den Austauscheffekt werden die Signale breiter und wandern aufeinander zu bis sie
im mittleren Austauschbereich koaleszieren. Im schnellen chemischen Austauschbereich
beobachtet man nur noch ein Signal, dessen chemische Verschiebung 845 dem populati-
onsgewichteten Mittelwert der beiden Einzelsignale 843 = P44 + Pg0p entspricht.

Zur experimentellen Identifizierung und Charakterisierung von chemischen Austausch-
prozessen in der NMR-Spektroskopie gibt es viele unterschiedliche Techniken mit jeweils
spezifischen Anwendungsbereichen. 13%-133-138 Eine davon ist das sogenannte zweidimen-
sionale EXSY-Experiment. 33136139 Dabei handelt es sich um ein phasensensitives '’
'H,'"H-NOESY-Experiment'%® mit meist lingeren Mischzeiten. Chemischer Austausch
fiihrt dabei zu Kreuzsignalen zwischen austauschenden Kernspins, bevor noch eine merk-
liche Linienverbreiterung im 1D Spektrum sichtbar wird. Bei einem Austausch zwischen
mehreren Seiten hat es den Vorteil, dass Kreuzsignale fiir alle am Austausch beteiligten
Kernspins sichtbar sind und somit die Art des Austauschprozesses einfach geklirt werden
kann. Das EXSY-Experiment eignet sich sowohl fiir eine rein qualitative als auch quanti-
tative Auswertung. Aus den Verhiltnissen von Kreuz- zu Diagonalsignalen lassen sich die
Geschwindigkeitskonstanten fiir die Hin- und Riickreaktion bestimmen. '3
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Abbildung 2.6: KARPLUS-Kurven fiir die von dem Torsionswinkel ¢ abhidngigen vi-
cinalen skalaren Kopplungskonstanten unter der Vewendung der Parametrisierungen
von HU und Bax. 46

2.1.4 Skalare Kopplungskonstanten

Die Winkelabhéngigkeit von skalaren Kopplungskonstanten macht man sich fiir die Be-
stimmung der Konformation von Peptiden und Proteinen zu Nutzen.'*!:'4? Fiir vicinale
Kopplungskonstanten fand KARPLUS 4144 empirisch die folgende Beziehung fiir die Ab-
hingigkeit von dem jeweiligen Torsionswinkel ¢:

3J(0) = Acos*(0) +Bcos(0) +C mit 6 = @+ Phase (2.2)

Die Parametrisierung dieser Beziehungen erfolgte zu Beginn an kleinen Molekiilen, was
die Verwendung fiir Proteine einschriinkte.'4! 1984 erfolgte durch PARDI et al. die er-
ste Parametrisierung fiir die von dem Torsionswinkel ¢ abhingige 3J(Hn,H¢) Kopplungs-
konstante an dem globuliren Protein BPTL !4 Seither wurden etliche weitere und auch
verbesserte Parametrisierungen fiir verschiedene Kopplungskonstanten verdffentlicht. Eine
Ubersicht dazu findet man in der Literatur.?® Insgesamt sechs vicinale Kopplungskonstan-
ten sind von dem Peptidriickgrattorsionswinkel ¢ abhingig. In Abbildung 2.6 sind deren
KARPLUS-Kurven abgebildet. Aus ihnen geht hervor, dass man fiir einen gemessenen Wert
einer Kopplungskonstanten bis zu vier unterschiedliche Torsionswinkel erhilt. Eine genaue
Bestimmung des Torsionswinkels erfodert deshalb prinzipiell die Messung von mehreren
Kopplungskonstanten. Die J(Hy,Hy) Kopplungskonstante ist aufgrund der groBen Span-
ne von 8 Hz und der grofen Steigung der KARPLUS-Kurve die empfindlichste der sechs
vicinalen Kopplungskonstanten fiir den Winkel ¢. Der Torsionswinkel y ist im Gegensatz
zu dem Winkel ¢ nur durch drei vicinale Kopplungskonstanten — 3J(N,N), 37 (N,Cp) und
3J(N,Hy) — definiert. Diese sind allerdings aufgrund des kleinen gyromagnetischen Ver-
hiltnisses des "N-Kernes sehr klein, was die Anwendung zur Bestimmung von y stark
einschrinkt. Als Alternative dazu werden neuerdings die Kopplungskonstanten J(C¢,Cq),
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3J(HN,Cq), 'T(N,Cy) und 2J(N,Cy) verwendet. '47-159 Die 2J(N,Cq) Kopplungskonstante
ist davon die empfindlichste fiir den Winkel y, wenngleich die mogliche Spannbreite von
ca. 3 Hz im Vergleich zu den 8 Hz der 3J(Hn,Hy) Kopplungskonstanten bedeutend ge-
ringer ist. Wie schon bei den chemischen Verschiebungen erwihnt, muss man auch bei
der Analyse der skalaren Kopplungskonstanten die populationsgewichtete konformationel-
le Mittelung der Messwerte beriicksichtigen.?® Allerdings ist bei skalaren Kopplungskon-
stanten im Gegensatz zu chemischen Verschiebungen die Abhéngigkeit von den Torsions-
winkeln bekannt. Mit dem random coil Model von SCHWALBE und Mitarbeitern lieBen
sich so skalare Kopplungskonstanten fiir entfaltete Peptide und Proteine vorhersagen (ver-
gleiche dazu Abschnitt 1.3 auf Seite 2). Experimentell bestimmte Kopplungskonstanten
eignen sich deshalb auch sehr gut fiir den Vergleich mit berechneten Kopplungskonstan-
ten aus MD-Simulationen und dienen so zur experimentellen Verifizierung der Simulati-
on.”* Eine weitere Moglichkeit zur Analyse von Kopplungskonstanten ist der Vergleich
mit in GGXGG-Peptiden experimentell bestimmten random coil skalaren Kopplungskon-
stanten. ! Anzumerken ist dabei, wie ebenfalls bereits bei den random coil chemischen
Verschiebungen erwihnt, dass diese Art von Peptiden anstatt dem random coil Verhalten
die PPyr-Struktur zu bevorzugen scheint, 78-80:121,122

3J(C,Cy) Kopplungskonstanten zeigen erstaunlicherweise eine starke Abhingigkeit
von dem Torsionswinkel y;_;.'4” Diese kann allerdings nicht durch eine KARPLUS-
Beziehung beschrieben werden. Dennoch ist sie zur qualitativen Abschitzung des y-
Winkels von Nutzen. In dem Protein Ubiquitin wurden fiir Aminosdurereste im -
Faltblattbereich 3J (Cq,Cq) Kopplungskonstanten im Bereich von 1,1 bis 2,2 Hz mit einem
mittleren Wert von 1,6 £+ 0,2 Hz gemessen. Fiir Aminosédurereste im ar-helicalen Bereich
waren diese zu klein, um gemessen werden zu konnen. 147

Neben der direkten Winkelabhingigkeit von skalaren Kopplungskonstanten gibt es zu-
dem auch skalare Kopplungskonstanten iiber Wasserstoffbriicken, wie die 3"J(N,C”) Kopp-
lungskonstante. 1>~13* Damit konnten z. B. in Peptiden die individuellen Wasserstoff-
briickenbindungsmuster von o- und 3;o-Helices nachgewiesen werden.'>>-13% Eine wei-
tere von Wasserstoffbriickenbindungen abhiingige Kopplungskonstante ist die 'J(N,C”)
Kopplungskonstante. !37~160 In Bereichen mit a-Helices und B-Faltblittern ist die 'J(N,C”)
Kopplungskonstante 15-16 Hz groB. %7 Bei starken Wasserstoffbriickenbindungen zu Was-
sermolekiilen ist diese dagegen groBer als 17 Hz.!%® Zudem wurde eine Korrelation der
1J(N,C”) und 3M'J(N,C’) Kopplungskonstanten nachgewiesen. 139160

Methoden zur Messung von Kopplungskonstanten

Zur experimentellen Bestimmung von Kopplungskonstanten gibt es verschiedene Metho-
den. 142161162 Die einfachste und zugleich genaueste ist die Messung der Signalaufspal-
tung in eindimensionalen Spektren. Wegen zunehmender Uberlagerungen der Signale mit
steigender MolekiilgroBe ist dies allerdings nur bei kleineren Molekiilen moglich. Sind
die beiden Signalhilften nicht bis zur Basislinie aufgeldst, fiithrt die direkte Ablesung
der Signalaufspaltung zur Unterschidtzung der Kopplungskonstanten (vergleiche in Abbil-
dung 2.7 auf der nichsten Seite die Spektren bzw. Werte fiir die *J(Hy,Hq) Kopplungs-
konstanten in Schwarz). Um dies zu vermeiden, kann man die Signale dekonvolutieren
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Vorsittigung excitation sculpting
H\2 H\3 H\2 Hy3
5,70 Hz 6,54 Hz 6,03 Hz 6,92 Hz
5,27 Hz 6,20 Hz 5,92 Hz 6,96 Hz
I 1 1 1 I 1 1 1
8,6 8,5 Oy / ppm 8,6 8,5 oy / ppm

Abbildung 2.7: Messung von Kopplungskonstanten in 'H-1D-Spektren am Bei-
spiel der 3J(Hn,Hy) Kopplungskonstanten von Trialanin. Abgebildet ist jeweils der
Amidprotonenbereich des Peptids AAA. Zur Wasserunterdriickung wurde einmal
Vorsittigung (linke Seite) und einmal excitation sculpting (rechte Seite) verwendet.
Akquisitions- und Prozessierungsparameter sind im Anhang C in Tabelle C.1 auf Sei-
te 82 aufgefiihrt. In Schwarz das standardméaBig prozessierte Spektrum mit den daraus
erhaltenen Werten fiir die 3J(Hn,H,) Kopplungskonstanten. Dariibergelegt in Grau die
daran angeglichene LORENTZ-Funktion. In Rot dariiber das aus einer LORENTZ-zu-
GAUSSs-Transformation erhaltene Spektrum.

indem man eine LORENTZ-Funktion daran angleicht oder den FID mit einer LORENTZ-
zu-GAUSS-Transformation vor der FOURIER-Transformation apodisiert. Beide Methoden
sind im Rahmen der Fehlergenauigkeit von 0,05 Hz dquivalent (sieche Abbildung 2.7 auf der
linken Seite). Die Apodisierung hat den Vorteil, dass sie auch noch bei stirkeren Signal-
tiberlagerungen anwendbar ist. Je nach benotigter Fehlergenauigkeit muss man bei Mes-
sungen in wissrigen Losungsmitteln zusétzlich beachten, dass die Kopplungskonstanten
von den verwendeten Wasserunterdriickungsmethoden im NMR-Pulsprogramm abhingig
sind. Bei gradientenbasierten Wasserunterdriickungssequenzen, wie z. B. excitation sculp-
ting, '3 kommt es zur Entwicklung von homonuklearen Kopplungen wihrend der Wasser-
unterdriickungssequenz. Die daraus resultierenden Phasenfehler ergeben signifikant gro-
Bere Kopplungskonstanten (siche Abbildung 2.7 auf der rechten Seite). Bei der Wasser-
unterdriickungsmethode der Vorsittigung ist die Zeit in der sich homonukleare Kopplung
entwickeln kann am kiirzesten und die daraus entstehenden Phasenfehler lassen sich mit
linearer Phasenkorrektur beheben.
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3J(H,,C’) = 2,05 Hz

—_— || —
| Sy / ppm

- 125,2

T - 125,3

~ 125,4

1J(N,C’) = 15,8 Hz

- 125,5

l -~ 125,6

——— - 1257

4,4  Sylppm 4,2
T T T T T

45 44 43 42 41 &ylppm

Abbildung 2.8: Messung von Kopplungskonstanten mit E.COSY-Experimenten am
Beispiel der *J(Hg,C’) Kopplungskonstanten des Aminoséurerests A3 von Trialanin
gemessen mit dem CO-gekoppelten (HINCAHA-Experiment. Abgebildet ist das 400
MHz (H)N(CA)HA-Spektrum des Peptids AA*A* gemessen bei T = 275 K zusam-
men mit den 1D-Spuren der Signale in der @,-Dimension. Akquisitions- und Prozes-
sierungsparameter sind im Anhang C in Tabelle C.7 auf Seite 87 aufgefiihrt.

Die beiden am hiufigsten angewandten Techniken fiir groBere Peptide und Pro-
teine sind die sogenannten E.COSY-Experimente'¢*!6> und die quantitativen J-
Korrelationsexperimente. '°© Bei den E.COSY-Experimenten wird in einem Dreispinsy-
stem ABC mit den Kopplungskonstanten J(A,C) und J(B,C) der Kernspin A mit dem Kern-
spin B korreliert ohne dabei den Spinzustand des sogenannten passiven Kernspins C zu ver-
dndern. Das Korrelationsspektrum des AB-Kreuzsiganls besteht aus zwei Komponenten.
In der einen ist der Kernspin C im a-Zustand und in der anderen im f3-Zustand. Der Ver-
schiebungsvektor fc setzt sich aus der J(A,C) Kopplungskonstanten in w; und der J(B,C)
Kopplungskonstanten in @, zusammen. Sofern die sogenannte assoziierte Kopplungskon-
stante J(A,C) groBer als die Linienbreite und Auflosung in @ ist, lassen sich auch sehr
kleine J(B,C) Kopplungskonstanten bestimmen. In Abbildung 2.8 ist dies am Beispiel des
CO-gekoppelten (HYNCAHA-Experiments '®7 veranschaulicht. Das Experiment korreliert
den PN-Kernspin des Amidstickstoffes mit dem '*C- und "Hy-Kernspin im Peptidriick-
grat. Das Dreispinsystem besteht aus dem '>N-Spin, dem 'Hg-Spin und passiven '3C-Spin
des Carbonylkohlenstoftes.

Bei quantitativen J-Korrelationsexperimenten werden die Signalintensititen bzw. Signal-
volumen der Korrelationssignale in Abhédngigkeit von Mischzeiten variiert. Aus den gemes-
senen Signalvolumen lassen sich dann mit der theoretisch beschriebenen Abhingigkeit die
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Kopplungskonstanten berechnen. Ein Beispiel fiir ein solches quantitatives Experiment ist
die Messung von 'J(N,C) und 2J(N,C,,) Kopplungskonstanten mit J-modulierten 5N, H-
HSQC-Experimenten. '*® Dabei misst man eine Reihe von ' N,'H-HSQC-Experimenten
mit unterschiedlichen Mischzeiten. Die gemessen Signalvolumen werden gegen die Misch-
zeit aufgetragen und die Formel fiir die theoretische Abhingigkeit der Signalintensitdten
mit einem iterativen Verfahren daran angepasst (siche Abbildung 2.9).

144 %5 1J(N,C,,) = 11,37 + 0,01 Hz
. 2J(N,C,) = 9,18 0,02 Hz
1,2 X T;=231+3ms

0,6 B K\N / Y
0,41 r

Signalvolumen / a. u.

-0,4 L) L) L) L) L) L) L) L)
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,20 0,42 0,14 0,16

Mischzeitt/s

Abbildung 2.9: Messung von Kopplungskonstanten mit quantitativen J-
Korrelationsexperimenten am Beispiel der 'J(N,Cy) und 2J(N,C,) Kopplungs-
konstanten vom Aminosdurerest A2 des Peptids Ala; gemessen mit J-modulierten
ISN,'H-HSQC-Experimenten. Die experimentellen Signalvolumen (schwarze Kreise)
sind als Funktion der Mischzeiten aufgetragen zusammen mit der daran angepassten
Kurve der Formel I, = Acos(nt'J(N,Cq)7)cos(m%J(N,Cq)T)e "2 (graue Linie).
Fiir die Fehlerbalken wurden vier Spektren mit unterschiedlichen Mischzeiten zweimal
gemessen und die grofite prozentuale Abweichung der Signalvolumen dabei als Fehler
fiir alle Signalvolumen genommen. Der Korrelationskoeffizient der Angleichung
ist R = 0,9999. Zur Angleichung wurde das Softwareprogramm SigmaPlot 9.0
verwendet. Die daraus erhaltenen Kopplungskonstanten sind zusammen mit dem
Fehler der Angleichung angegeben. Die Akquisitions- und Prozessierungsparameter
der J-modulierten 15N,lH-HSQC-Experimente sind im Anhang C in Tabelle C.22 auf
Seite 100 aufgefiihrt.
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2.1 NMR-Spektroskopie

Abbildung 2.10: Die Rotation um den magischen Winkel entspricht einer Rotation um
die Raumdiagonale eines Wiirfels.

2.1.5 HRMAS-NMR-Spektroskopie

Bei Molekiilen in niedrigviskosen Losungsmitteln mitteln sich durch die isotrope Bewe-
gung die Dipol-Dipol-Kopplungen und die Anisotropie der chemischen Verschiebung zu
Null und man erhélt Signale geringer Linienbreite. Bei hoherer Viskositit und im Fest-
korper ist diese isotrope Bewegung nicht mehr vorhanden und es kommt zu starken Lini-
enverbreiterungen aufgrund der zuvor genannten Wechselwirkungen, die die Auswertung
der Spektren stark beeintriichtigen. ' Eine isotrope Bewegung entspricht nichts anderem
als einer Rotation zu gleichen Teilen um alle drei Raumrichtungen bzw. im Mittel um die
Raumdiagonale eines Wiirfels. Mit einem technischen Trick kann man diese isotrope Be-
wegung in hoherviskosen Systemen bzw. im Festkorper wieder einfiihren, indem man die
Probe um den sogenannten magischen Winkel, der Winkel, den die Raumdiagonale ei-
nes Wiirfels mit der z-Achse bildet, rotiert (vergleiche Abbildung 2.10). Dadurch geht der
winkelabhingige Term des HAMILTON-Operators fiir die dipolaren Kopplungen bzw. der
chemischen Verschiebungsanisotropie (3 cos*0 — 1) gegen Null.

Typische Proben fiir die HRMAS-NMR-Spektroskopie sind ,halbfeste* Proben wie
Zellmembrane, Membranproteine, durch Losungsmittel gequollene Harze fiir die Festpha-
sensynthese, Lebensmittel und Gewebeproben. Aufgrund der im Vergleich zum Festkor-
per geringeren anisotropen Wechselwirkungen bei ,,halbfesten* Proben konnen bei der
HRMAS-NMR-Spektroskopie (HRMAS = High Resolution Magic Angle Spinning) die
Techniken der hochauflosenden NMR-Spektroskopie verwendet werden. Die HRMAS-
NMR-spektroskopische Untersuchung von harzgebundenen Molekiilen wie Peptiden ist
mittlerweile gut etabliert. '°*-17! In Abbildung 2.11 auf der nichsten Seite sind typische
HRMAS-NMR 'H-1D-Spektren von harzgebundenem Leucin abgebildet. Man erkennt ne-
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a) Wasser CHDCI, Harz
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Abbildung 2.11: HRMAS-NMR-'H-1D-Spektren des harzgebundenen Leucins. a)
'H-1D-Spektrum ohne Filter; b) 'H-1D-Spektrum mit CPMG-Filter, Vorsittigung und

13C-Entkopplung. Akquisitions- und Prozessierungsparameter sind im Anhang C in
Tabelle C.36 auf Seite 112 aufgefiihrt.

ben den schmalen Signalen des Leucins deutlich die breiten Signale des Harzes. Diese
lassen sich mit 7>-Filterexperimenten wie dem CPMG-Filter'’? reduzieren (siche Abbil-
dung 2.11 b)). Zusitzlich lassen sich mit Diffusionsfilter Signale von nichtgebunden Mo-
lekiilen unterdriicken. '’3~!7> Wie bei der hochauflssenden NMR-Spektroskopie in Losung
gibt es auch random coil chemische Verschiebungen zur Bestimmung von Sekundérstruk-
turbereichen in harzgebunden Peptiden. °> Trotz erhohter Molekiilmobilitit durch Quellung
des Harzes und der Rotation um den magischen Winkel fithren Inhomogenititen zu Lini-
enbreiten von mehreren Hz, wodurch Kopplungskonstanten nicht mehr wie in der hoch-
auflosenden NMR-Spektroskopie gemessen werden konnen. Stattdessen gibt es alternative
Techniken wie die IDEAL-Methode'”%, die Methode der dipolaren Wiedereinkopplung
unter HRMAS-Bedingungen'”” und die Skalierung der Entwicklungszeitspanne von che-
mischer Verschiebung in E.COSY-Experimenten. !’8

2.2 Molekulardynamiksimulationen

Auch wenn die in dieser Arbeit aufgefithrten Ergebnisse von Molekulardynamik-(MD)-
Simulationen von Dr. PHUONG H. NGUYEN aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. GER-
HARD STOCK an der J. W. GOETHE-Universitit in Frankfurt am Main stammen, soll hier
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2.2 Molekulardynamiksimulationen

dennoch zum besseren Verstindnis eine kurze Einfiihrung zu MD-Simulationen gegeben
werden.

Bei der MD-Simulation'”® wird das Verhalten eines molekularen Systems rechnerge-
stiitzt simuliert. Viele Eigenschaften von Biomolekiilen sind experimentell nicht zuging-
lich bzw. nur als Durchschnittswerte messbar. Die MD-Simulation kann die experimen-
tellen Daten ergénzen und erlaubt die den Durchschnittswerten zugrunde liegenden Ver-
teilungen unter Beriicksichtigung des Mittelwertproblems %0 zu bestimmen. Mit der Ver-
fiigbarkeit von Rechnern in den 50er Jahren des 20. Jahrhunderts wurde auch 1957 die
erste MD-Simulation von ALDER und WAINWRIGHT verdffentlicht. 18! Bis zur ersten MD-
Simulation von einem Biomolekiil, dem Protein BPTI, dauerte es allerdings noch weitere
20 Jahre. 82 Obwohl es sich dabei nur um eine 9,2 ps lange Simulation im Vakuum han-
delte, @nderte diese MD-Simulation das Verstéindnis von Proteinen. 33 Bis zu diesem Zeit-
punkt wurde mehrheitlich angenommen, dass Proteine relativ starre Strukturen besitzen.
Die Ergebnisse der MD-Simulation zeigten dagegen, dass es sich dabei um dynamische
Systeme handelt. In den nun fast 30 Jahren seit diesem Zeitpunkt hat es sowohl auf metho-
discher Seite der MD-Simulation als auch in der Entwicklung von leistungsfihigeren Rech-
nern enorme Fortschritte gegeben, die dazu gefiihrt haben, dass die MD-Simulation einen
festen Platz fiir das molekulare Verstindnis von Biomolekiilen bekommen hat, !80:183.184
Gerade auch fiir die Interpretation von experimentellen Daten von entfalteten Peptiden und
Proteinen ist die MD-Simulation eine wichtige Methode.'®> Die experimentellen Daten
unterliegen bei diesen Systemen nicht nur einer zeitlichen, sondern auch einer konforma-
tionellen Mittelung. Die MD-Simulation erlaubt die Bestimmung der dieser Mittelung zu-
grunde liegenden Konformationsverteilung.

Bei der Molekularmechanik werden die kovalenten Wechselwirkungen der Atome ei-
nes Molekiils unter Vernachlédssigung von quantenmechanischen Effekten mit Hilfe der
klassischen Mechanik beschrieben. Kraftfelder beschreiben diese Wechselwirkungen und
bestimmen somit die potentielle Energie des Molekiils in Abhéngigkeit der Koordinaten
aller Atome. Die nichtkovalenten Wechselwirkungen wie elektrostatische und VAN DER
WAALS-Wechselwirkungen werden ebenfalls in den Kraftfeldern beschrieben. Bei der
MD-Simulation wird die NEWTONsche Bewegungsgleichung durch zweimalige numeri-
sche Integration fiir die einzelnen Atome eines Molekiils gelost. Man erhilt daraus eine
Reihe an Konformationen (Trajektorie), die die zeitliche Entwicklung der Atompositionen
eines Molekiils beschreibt. Der erste Schritt bei der Durchfiihrung einer MD-Simulation ist
die Energieminimierung des Systems zur Vermeidung von ungiinstigen Kontakten, den so-
genannten hot spots, die andernfalls zu einem sprunghaften Anstieg der Temperatur fithren
konnen. Im zweiten Schritt wird das System dann auf die bendtigten Simulationsbedin-
gungen, meistens Temperatur und Druck, gebracht. Ist das System in diesen Ausgangsbe-
dingungen &quilibriert, d. h. im thermodynamischen Gleichgewicht, erfolgt die Phase der
Produktion mit Datenakquisition.

2.2.1 Kraftfeldfunktionen

Zur Beschreibung der Wechselwirkungen in Biomolekiilen gibt es verschiedene empiri-
sche Kraftfelder. 86187 Zu den etabliertesten Kraftfeldern gehren CHARMM 188189 AM-
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BER °%-192 OPLS-AA 2 und GROMOS. 14197 MU et al. verglichen sechs verschiedene
Versionen dieser Kraftfelder anhand einer 20 ns langen MD-Simulation von Trialanin in
Wasser.©” Sie fanden heraus, dass die Version Parm96'°! von AMBER und die beiden
GROMOS96-Kraftfelder 43A1'%* und 45A3!°® besser zur Simulation des Peptids geeig-
net sind als die Version Parm941°° von AMBER, die Version 228 von CHARMM und
das OPLS-AA Kraftfeld. Diese Kraftfelder beinhalten alle effektive Paarpotentiale, die ne-
ben den kovalenten Wechselwirkungen nur Paarwechselwirkungen (Elektrostatik, Repulsi-
on und Dispersion) beriicksichtigen. Die Parametrisierung dieser Kraftfelder erfolgt durch
experimentelle Daten als auch zum Teil durch quantenmechanische Rechnungen. Als Bei-
spiel sind die Potentialfunktionsterme des GROMOS-Kraftfeldes gezeigt:

VBindung(?;Khbo Z Kh b2 bO } (2.3)
n= 1
yWinkel (7. g 90) = Z Kg, [cos( —cos(GOn)]2 (2.4)
. N(P
Vtrlg(?;th 6,m) — Z K(PI‘L [1 +COS(6n) COS(mn(pn)] (2.5)
n=1
i N 2
VI Ke 80) = ) 5 Ke, 60— o] =0
n=1
B Ci2(i,j)  GCeli,j
VY (#:C10,C) = Y 12&2 D 6(6 2 &
Paareij rij rij
. giqj 1
V() 1 (2.8)
(7:q) Pauzre ij €8 Tij
1 2
0. —Lcr2
. 9i9j —3%rrti
VRF(r;q) _ J J (29)
PaaZrez] 47[8081 Rgf
1
. qiqj 2Crs—1
VRE (7, ) — j 2 (2.10)
( Q) Paazreij 4rene er

Die Summe der kovalenten Wechselwirkungen werden durch die Terme der Glei-
chung (2.3) bis Gleichung (2.6) beschrieben (siehe auch Abbildung 2.12 auf der nich-
sten Seite). Dies ist der Beitrag der Bindungsschwingung zwischen zwei Atomen mit
dem Abstand b in Form eines anharmonischen Oszillators (Gleichung (2.3)). Dann folgt
der Beitrag der Deformationsschwingung des Bindungswinkels 6 (Gleichung (2.4)) und
der des Torsionswinkels @ (Gleichung (2.5)). Desweiteren wird der Term des uneigent-
lichen Torsionswinkels & (Gleichung (2.6)) zum Erhalt der Planaritit (y = 0°) bei be-
stimmten Atomen wie z.B. den Carbonylkohlenstoffatomen und zum Erhalt der Chiralitét
(§p = 36°) bei erweiterten Atomdarstellungen, bei denen bestimmte Protonen mit den da-
zugehorigen Schweratomen zusammengefasst werden, benotigt. Die Gleichung (2.7) bis
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2.2 Molekulardynamiksimulationen

Abbildung 2.12: Kovalente Wechselwirkungen in einem Molekiil. a) Schwingungs-
wechselwirkung zwischen den Atomen A und B mit dem Abstand b (siehe Glei-
chung (2.3) auf der vorherigen Seite); Biegeschwingung unter Deformation des Bin-
dungswinkels 8 < ABC (Gleichung (2.4)); Rotation um den Torsionswinkel ¢ (Glei-
chung (2.5)), der als Winkel zwischen den Ebenen ABC und BCD definiert ist; b)
Rotation um den uneigentlichen Torsionswinkel & (Gleichung (2.6)), der als Winkel
zwischen den Ebenen ABC und BCD definiert ist.

Gleichung (2.10) spezifizieren die nichtkovalenten Wechselwirkungen. Das ist mit Glei-
chung (2.7) die VAN DER WAALS-Wechselwirkung in Form eines LENNARD JONES-
Terms. Gleichung (2.8) beschreibt die elektrostatische COULOMB-Wechselwirkung zwi-
schen den Partialladungen der Atome und die Gleichung (2.9) und Gleichung (2.10) den
entfernungsabhingigen bzw. den konstanten Anteil der Wechselwirkungen mit dem dipo-
laren Reaktionsfeld. Die Berechnung der nichtkovalenten Wechselwirkungen beansprucht
bei der MD-Simulation den Hauptteil des Rechenaufwandes.

2.2.2 Langreichweitige elektrostatische Wechselwirkungen

Im Vergleich zu kovalenten und VAN DER WAALS-Wechselwirkungen nehmen die elek-
trostatischen Wechselwirkungen nur sehr langsam mit der Entfernung ab. Um den Rechen-
aufwand bei Biomolekiilen in Grenzen zu halten, gibt es deshalb zwei Arten von Néhe-
rungsmethoden zur Behandlung von langreichweitigen elektrostatischen Wechselwirkun-
gen. 1819 Das sind die Methode der Gittersummen und die des Reaktionsfeldes. Bei den
Gittersummenmethoden mit expliziter Behandlung des Losungsmittels wird das Biomo-
lekiil samt den Losungsmittelmolekiilen in einen Simulationskasten (entweder kubisch,
rechteckig, triklin, oder abgestumpft-oktaedrisch) gegeben. Dieser Kasten ist wiederum
von einer unendlichen Anzahl identischer Kédsten umgeben. Dadurch wird das Problem der
Systemgrenzen vermieden, allerdings auf Kosten einer kiinstlichen Periodizitit. Zu den am
meisten angewandten Gittersummenmethoden bei expliziter Behandlung des Losungsmit-
tels gehoren die FT-basierten Varianten der EWALD-Sieb-Methoden, wie z. B. die Teilchen-
Sieb-EWALD-Methode. %

Bei den Reaktionsfeldmethoden werden elektrostatische Wechselwirkungen innerhalb
eines Grenzradius (R,r in Gleichung (2.9) und Gleichung (2.10) auf der vorherigen Seite)
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explizit berechnet. Elektrostatische Wechselwirkung iiber diesen Grenzradius hinaus wer-
den durch ein dielektrisches Kontinuum n@herungsweise beschrieben. Dieses dielektrische
Kontinuum erzeugt ein Reaktionsfeld, das sich relativ leicht berechnen ldsst. 201

2.2.3 Integration der NEwTONschen Bewegungsgleichung

Zur numerischen Integration der NEWTONschen Bewegungsgleichung gibt es verschiedene
Algorithmen.'7%202 In MD-Simulationen werden meistens der VERLET-Algorithmus 2%
und seine Bocksprung-Variante?%* verwendet. Bei dieser Bocksprung-VERLET-Variante
wird die Geschwindigkeit (¢ + %) und ¥%;(t — &) jeweils als eine TAYLOR-Reihe ent-
wickelt. Subtrahiert man die beiden Reihen erhilt man fiir die Geschwindigkeit:

17,' (l‘—f—%) :\71' (I—%)*FAIM—FO[(AZ)?’} (211)

m;

Dabei ist ﬁ,(t) die auf das Teilchen i mit Masse m; wirkende Kraft zum Teitpunkt 7. Eine
analoge Vorgehensweise fiir die Koordinaten 7;(z + %) und 7(t — %) liefert:

Fi(t+Ar) =Fi(t) + Arv; (t + %) +0[(Ar)?] (2.12)

Der Fehler durch diese numerische Integration ist in der GroBenordnung von O [(At)3].
Allerdings sind die Position und die Geschwindigkeit nicht synchron zueinander, deshalb
auch der Name Bocksprung (leap frog). Die Niaherung ist nur fiir kleine Integrationszeit-
schritte giiltig. Fiir Standardanwendungen liegt deshalb der Zeitschritt bei 1 fs. Werden lédn-
gere Zeitschritte benotigt, miissen die kovalenten C-H-Bindungsldngen festgehalten wer-
den, z. B. mit dem SHAKE-Verfahren2%, oder die Simulation muss statt im kartesischen
Vektorraum im Torsionswinkelraum durchgefiihrt werden.

2.2.4 Grenzen der MD-Methode

Trotz der enormen methodischen Fortschritte seit der ersten MD-Simulation von ALDER
und WAINWRIGHT sind der MD-Simulation Grenzen gesetzt. %" Bei den verwendeten
Kraftfeldern fithren Niherungen zu systematischen Fehlern. So werden z. B. elektrosta-
tische Wechselwirkungen durch unverinderliche Punktladungen beschrieben und die Elek-
tronenpolarisation vernachlissigt. Daraus resultierende Probleme lassen sich vermeiden,
wenn man die Polarisierbarkeit in den Kraftfeldern beriicksichtigt.??%?%7 Chemische Vor-
ginge wie Protoneniibertragungen lassen sich durch die Kraftfelder nicht beschreiben, da
ein Bruch der chemischen Bindungen nicht vorgesehen ist. Die den biologischen Vorgén-
gen zugrundeliegenden Differenzen in der freien Enthalpie sind in der GroéBenordnung
von 1 und 10 k3T."® Diese stammen in Proteinen aus der Summierung der nichtbinden-
den Wechselwirkungen zwischen sehr vielen Atompaaren. Nidherungen in den Beschrei-
bungen der Paarwechselwirkungen fiihren so aufgrund der Summierung zu Fehlern. Des-
halb ist beispielsweise die direkte Bestimmung von thermischen Populationen aus MD-
Simulationen nicht moglich. Dies erfordert den Vergleich mit experimentell bestimmten
Daten.
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Ein weiteres Problem besteht in der Durchsuchung des Konformationsraumes. Biomo-
lekulare Systeme bestehen aus einem Ensemble von unterschiedlichen Konformationen,
die entsprechend der BOLTZMANN-Statistik gewichtet sind. Im Gleichgewichtszustand do-
minieren die Konformationen mit niedrigster Energie. Die Durchsuchungsmethoden der
Energiehyperfliche nach diesen Konformationen lassen sich in systematische und heuristi-
sche Methoden klassifizieren, die jeweils unterschiedliche Vor- und Nachteile besitzen. 180
Zusitzlich gibt es verschiedene Techniken zur Steigerung der Suchleistung wie Replika-
Austausch und multikanonische Algorithmen. %829 Mit steigender MolekiilgroBe vergro-
Bert sich auch die Energiehyperfliche was wiederum aufgrund der begrenzten Rechnerlei-
stung die praktische Durchfiihrung beschrinkt. Derzeit sind MD-Simulationen von ca. 100
ns Dauer Standard. Allerdings erstreckt sich der Zeitskalenbereich von dynamischen Ei-
genschaften der Biomolekiile von Femtosekunden bis zu mehreren Sekunden. Langsamere
Prozesse konnen deshalb noch nicht mit Hilfe der MD-Simulation beschrieben werden. Mit
steigender Rechnerleistung kann in der Zukunft der erfassbare Bereich der MD-Simulation
verldngert werden.

Quantenmechanische Effekte, die bei der Bewegung von leichten Atomen wie Protonen
eigentlich zu beriicksichtigen sind, werden bei der MD-Simulation vernachléssigt. Eben-
so werden Nullpunktsschwingungsenergien und der Tunneleffekt durch Potentialbarrieren
nicht beriicksichtigt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Konformationsanalyse der Peptide in Losung

Die NMR-Spektroskopie erlaubt im Vergleich zu anderen Spektroskopiearten wie z. B. der
CD-Spektroskopie die atomar aufgeloste Bestimmung verschiedener strukturabhédngiger
Parameter. Y Die automatische Strukturbestimmung von gefalteten Proteinen kleiner
bis mittlerer Groe durch Messung von homonuklearen NOEs ist mittlerweile fest eta-
bliert.>!%2!! Tn hochflexiblen Molekiilen, wie die in dieser Arbeit untersuchten Peptide,
unterliegen die experimentellen Daten neben einer zeitlichen auch einer konformationellen
Mittelung. Homonukleare NOEs sind fiir solche Systme nicht zur Charakterisierung der
Konformationsverteilung geeignet.”*“> Deshalb wurden als Strukturparameter chemische
Verschiebungen und skalare Kopplungskonstanten gemessen und letztere mit unabhéngig
davon durchgefithrten MD-Simulationen analysiert. Man findet in der Literatur sowohl
quantenmechanische ab initio Rechnungen?'>?!3 als auch MD-Simulationen®”-214-219 zyr
Charakterisierung von kurzen Modellpeptiden in wissriger Losung. Die meisten dieser
Studien fanden dhnliche Bereiche der agr-, PPy-Helices und B-Faltblitter im RAMA-
CHANDRAN-Diagramm. Die thermischen Populationen dieser einzelnen Hauptkonforma-
tionen unterscheiden sich aber signifikant je nach verwendetem Kraftfeld.%”-217-2! Dieser
Unterschied ist darauf zuriickzufiihren, dass eine Abweichung in der Differenz der freien
Enthalphie AG von ca. 4 — 8 kJ/mol eine Schwankung in der Populationswahrscheinlichkeit
um den Faktor 5 bis 25 (¢29/%8T zur Folge hat. Deshalb wurden zur Charakterisierung der
Konformationsverteilungen die jeweiligen Vorteile der NMR-Spektroskopie und der MD-
Simulation wie folgt kombiniert. Es wurde angenommen, dass das Kraftfeld eine verniinf-
tige Beschreibung der Hauptkonformationen liefert. Die thermischen Populationen dieser
Hauptkonformationen wurden durch Minimierung der Differenz von experimentellen und
berechneten skalaren Kopplungskonstanten erhalten (siehe Gleichung (5.4) auf Seite 60 in
Abschnitt 5.4 des Experimentalteils).

Die genaueste Methode zur Messung von Kopplungskonstanten ist die Messung der
Signalaufspaltung in einem 1D-Experiment. Dies war fiir alle hier untersuchten Peptide
fiir die vicinale 3J(Hn,H) Kopplungskonstante moglich. Die Signaliiberlagerungen in den
(HN)CO(CO)NH- und HN(COCA)CA-Experimenten war so stark, dass die *J(C*,C’) und
3J(Cq,Ca) Kopplungskonstanten nur fiir die Tripeptide bestimmt werden konnten. Ver-
gleicht man die experimentellen und die berechneten Kopplungskonstanten miteinander,
so findet man unter Beriicksichtigung der jeweiligen Fehler der Methoden eine relativ gute
Ubereinstimmung (vergleiche Tabelle 3.1 auf Seite 36, Tabelle 3.2 auf Seite 38 und im An-
hang A auf Seite 63 Tabelle A.1 bis Tabelle A.8). Die durchschnittliche Abweichung fiir
die einzelnen Aminosiurereste liegt im Bereich von 7 bis 25%. Uber alle Peptide gemittelt
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betrigt die Abweichung 14%. Bei den Kopplungskonstanten wurden die gro3ten Abwei-
chungen bei den 3y (Hn,Cp), 1T(N,Cq), 2J(N,Cg) und 3J(HN,Cq) Kopplungskonstanten ge-
funden. Dies ist teilweise auf die kleinere Schwankungsbreite dieser Kopplungskonstanten
zuriickzufiihren. Diese gute Ubereinstimmung unterstiitzt die obige Annahme zur Berech-
nung der thermischen Populationswahrscheinlichkeiten der einzelnen Hauptkonformatio-
nen aus den Kopplungskonstanten.

Mit langreichweitigen HNCO-Experimenten konnte fiir die Peptide Alag und Ala; keine
3hJ(N,C’) Kopplungskonstanten nachgewiesen werden. Demzufolge scheinen keine signif-
kanten Anteile an a-helicalen Strukturen vorzuliegen. Das ausgewihlte Isotopenmarkie-
rungsmuster fiir die HEWL-Peptide erlaubte keine Messung von langreichweitigen HNCO-
Experimenten. Die gemessenen 'J(N,C’) Kopplungskonstanten liegen mehrheitlich im Be-
reich zwischen 15-16 Hz. Etwas grofleren Werte wurden am N-Terminus gefunden (verglei-
che Tabelle A.14 und Tabelle A.15 auf Seite 73 im Anhang A). Damit liegen diese in der-
selben GroBenordnung wie fiir Bereiche mit a-Helices und -Faltblittern in Proteinen. >’
Zudem ist diese GroBenordnung charakteristisch fiir schwache Wasserstoffbriickenbindun-
gen der NH-Gruppe '°7, was wiederum in Ubereinstimmung mit dem Fehlen von 3"J(N,C”)
Kopplungskonstanten ist.

Fiir die PACHLER-Analyse??>>?! der gemessenen chemischen Verschiebungen (tabel-
liert im Anhang D auf Seite 113) der homooligomeren Peptide wurde angenommen,
dass diese sich populationsgewichtet aus den chemischen Verschiebungen der o, 8 und
PPy Hauptkonformationen zusammensetzen. Fiir die jeweiligen kanonischen Winkel-
werte ! wurden PDB-Strukturen der Peptide generiert und mit dem Softwareprogramm
SHIFTX??? die entsprechenden chemischen Verschiebungen berechnet. Die damit durch-
gefiihrte numerische Minimierung mittels einer Gittersuche konvergierte nicht.

Die chemischen Verschiebungen der homooligomeren Alanin-Peptide sind alle sehr dhn-
lich. Nahezu alle AS-Werte der 'Hg,- bzw. 13C-Kerne der Alanin- bzw. der HEWL-Peptide
liegen innerhalb des nach der CSI-Methode definierten Schwankungsbreichs fiir random
coil chemische Verschiebungen (vergleiche Abbildung 3.1 auf der ndchsten Seite). GrofBe-
re Abweichungen findet man nur fiir die jeweiligen chemischen Verschiebungen der ter-
minalen Aminosiurereste und fiir die AS-Werte der 'Hy-Kerne der Alaninaminosiurere-
ste des Peptids HEWL-19mer. Die AS-Werte der 'Hg-Kerne der Alanin-Peptide und des
Peptids HEWL-9mer zeigen einen geringen ar-helicalen Anteil an, wihrend dazu im Wi-
derspruch die entsprechenden A5-Werte der '>C,-Kerne einen [3-Faltblattanteil anzeigen.
Bei dem Peptid HEWL-19mer zeigen die Ad-Werte der beiden Kerne iibereinstimmend
einen hoheren og-helicalen Anteil an. Die AS-Werte der '3Cgy-Kerne der Alaninamino-
sdurereste des Peptids HEWL-9mer sind im Vergleich zu den Alanin-Peptiden nur noch
schwach negativ, was als eine Verschiebung zu einem hoheren ar-helicalen Anteil gedeu-
tet werden kann. Fiir das Peptid HEWL-9mer war es moglich, von allen Aminoséurere-
sten die >J(Hn,Hq) Kopplungskonstante zu bestimmen (sieche Tabelle A.10 auf Seite 70
im Anhang A). Diese zeigen ein den AS-Werten des Peptids HEWL-9mer entprechendes
Muster. An den Enden des Peptids sind die *J(Hx,H,) Kopplungskonstanten grofer, d.
h. es liegt ein hoherer B-Faltblattanteil vor, wihrend die 3J(Hy,H,,) Kopplungskonstanten
der Alanin-Aminosédurereste kleiner sind. Eine ausfiihrlichere Analyse der skalaren Kopp-
lungskonstanten der HEWL-Peptide erfolgt in Abschnitt 3.1.4 auf Seite 44.
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Abbildung 3.1: A§-Diagramme fiir die 'Hy- und '3Cg-chemischen Verschiebungen
ausgewdhlter Peptide. a) und b) fiir die Peptide Alag und Ala; bei T = 300 K; ¢) und
d) fiir die Peptide HEWL-9mer und HEWL-19mer bei T = 293 K. Fiir die HEWL-
Peptide wurden die chemischen Verschiebungen bei T = 293 K verwendet, da bei T =
300 K nur die chemischen Verschiebungen der Aminoséurereste A9 — A11 zugeordnet
wurden und diese sich nicht signifikant von denen bei T = 300 K unterscheiden. Als
gestrichelte, schwarze Linie sind die Grenzwerte nach der CSI-Methode eingezeich-
net. Die zugeordneten chemischen Verschiebungen sind im Anhang D auf Seite 113
tabelliert.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1.1 Abhangigkeit der Konformationsverteilung von der Seitenkette

Die Abbildung 3.2 auf der nédchsten Seite zeigt die aus den MD-Simulationen erhaltenen
¢,y-Populationswahrscheinlichkeiten des zweiten Aminosdurenrests der drei Tripeptide
Alagz, Vals und Glys. Fiir Trialanin und Trivalin findet man hauptsichlich die Bereiche der
or-Helices (—150° < ¢ < —25°; —150° < y < 0°), der B-Faltblitter (—150° < ¢ < —90°;
80° < v < 160°) und der PPp-Helices (—90° < ¢ < —25°; 80° < y < 160°). Daneben ist
zu einem geringeren Anteil (< 3 %) auch der Bereich der o -Helix populiert. Fiir die Tri-
peptide sind die Populationswahrscheinlichkeiten in Tabelle 3.1 auf Seite 36 aufgefiihrt.
Nach den MD-Simulationen sind fiir Trialanin und Trivalin trotz unterschiedlicher Sei-
tenkette die Hauptkonformationen nahezu identisch populiert. Die ¢,y-Populationswahr-
scheinlichkeitsverteilung von Triglycin unterscheidet sich von den beiden anderen Tripep-
tiden deutlich. Aufgrund der Periodizitét der Torsionswinkel wird ein zusammenhingender
Bereich mit ¢ < —50° bzw. ¢ > 50° und ¥ < —50° bzw. y > 50° populiert. Die Uberein-
stimmung der skalaren Kopplungskonstanten aus MD-Simulation und NMR-Experimenten
ist fiir Trivalin und Triglycin besser als fiir Trialanin. Dabei ist fiir Triglycin zu beriicksich-
tigen, dass die Genauigkeit der Parametrisierung der KARPLUS-Beziehungen aufgrund der
geringeren Anzahl an dafiir verfiigbaren Datensitzen im Vergleich zu den anderen Ami-
nosdureresten wahrscheinlich reduziert ist. Vergleicht man die experimentellen 3J(Hn,He)
und 2J (N,Cq) Kopplungskonstanten von Trialanin und Trivalin miteinander, so sieht man,
dass die *J(Hy,Hy) Kopplungskonstante von Trivalin groer ist als die von Trialanin, die
2J(N,Cq) Kopplungskonstante jedoch kleiner. Dies deutet darauf hin, dass die Populations-
verteilung von Trivalin im Vergleich zu Trialanin zu einem hoheren Anteil an -Faltblatt-
und ar-helicalen Konformationen verschoben sein muss. Die aus der Minimierung der Dif-
ferenz xz (siehe Gleichung (5.4) auf Seite 60 im Abschnitt 5.4 des Experimentalteils) von
experimentellen und berechneten skalaren Kopplungskonstanten berechneten Populationen
bestétigen dies. Danach liegt Trialanin mehrheitlich in PPy-helicalen Konformationen vor
(= 90%). Der Anteil an B-Faltblattkonformationen liegt bei ca. 10% und der ag-helicale
Bereich wird tiberhaupt nicht populiert. Diese Ergebnisse stimmen qualitativ iiberein mit
denen einer Kombination aus 2D-IR-Spektroskopie und MD-Simulationen.® Sie stehen
aber im Gegensatz zu der fiir Trialanin postulierten Mischung aus 50% PPj;-Helix und 50%
B-Faltblatt. =70 Trivalin populiert alle drei Hauptkonformationen signifikant und wie von
den experimentellen skalaren Kopplungskonstanten bereits erwartet mit einem hoheren An-
teil an B-Faltblatt- und ar-helicalen Konformationen im Vergleich zu Trialanin. Trivalin
wurde bisher in der Literatur als flache B-Faltblatt hnliche Struktur beschrieben. %%

Die UV-CD-Spektren von Trialanin und Trivalin untermauern diese Ergebnisse (ver-
gleiche Abbildung 3.4 auf Seite 39). Das UV-CD-Spektrum von Trialanin zeigt die fiir
PPri-Helices charakteristischen Merkmale einer negativen Bande bei ungefdahr 195 nm und
einer schwicheren positiven Bande bei ungefihr 215 nm. %2324 Das UV-CD-Spektrum von
Trivalin dagegegen zeigt die Charakteristika eines hoheren 3-Faltblattanteils, wobei diese
nicht vollstandig ausgeprégt sind.

Die 3J(C¢.Cy) Kopplungskonstanten von Trialanin und Trivalin (siche Tabelle A.1 auf
Seite 63 und Tabelle A.7 auf Seite 68 im Anhang A) liegen mit 2,21 bzw. 1,64 Hz in
dem fiir das Protein Ubiquitin bestimmten Schwankungsbereich fiir Aminosédurereste im
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Abbildung 3.2: RAMACHANDRAN-Wahrscheinlichkeitsverteilungen fiir den zweiten
Aminosiurerest der Tripeptide a) Alaz, b) Vals und c) Glys aus den MD-Simulationen.
Die Farbverldufe sind linear skaliert. Die in den Legenden abgebildeten Farbstufen
sind jeweils mit fiinf Farbzwischenstufen unterteilt. Die Gesamtfldache ist jeweils auf
eins normiert.
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3 Ergebnisse und Diskussion

B-Faltblattbereich. Fiir den Aminosiurerest V17 in Ubiquitin wurde eine J(C¢,C,) Kopp-
lungskonstante von 1,8 Hz gemessen. !4’ Eine teilweise Population des ag-helicalen Be-
reichs wiirde zu einer Verringerung der 3J(Cy,Cq) Kopplungskonstanten fiihren, was als
Erkldrung fiir den etwas kleineren Wert in Trivalin gedeutet werden kann. Aufgrund der
starken Signaliiberlagerungen bei der Messung und der Tatsache, nur zur qualitativen In-
terpretation des y-Torsionswinkels geeignet zu sein, ist die >J(C,Cq) Kopplungskonstante
fiir homooligomere Peptide nicht zur Analyse der Konformationsverteilungen geeignet.

Die Signale der Amidprotonen im 'H-1D-Spektrum von Triglycin zeigen eine starke Li-
nienverbreiterung (sieche Abbildung B.3 auf Seite 78 im Anhang B). Es konnte allerdings in
'H,'H-NOES Y-Experimenten kein Kreuzsignal zwischen den Wasser- und den Amidpro-
tonen nachgewiesen werden, weshalb ein signifikanter Anteil an der Linienbreite von 16
Hz durch Wasseraustausch ausgeschlossen werden kann. Stattdessen sieht man bei ldnge-
ren Mischzeiten Kreuzsignale zu sehr schwachen, benachbarten Signalen, die durch chemi-
schen Austausch hervorgerufen werden (vergleiche Abbildung 3.3 auf der néchsten Seite).
Aus dem Verhiltnis der Diagonalsignale erhélt man ein Populationsverhiltnis von 0,995 zu
0,005 fiir HN2 und 0,997 zu 0,003 fiir HN3. Aus den Signalvolumina von Kreuz- und Dia-
gonalsignalen lassen sich die Ratenkonstanten des chemischen Austausches bestimmen.
So wurden fiir die Hin- und Riickreaktion die Ratenkonstanten von 0,005 + 0,001 Hz und
0,842 £ 0,132 Hz fiir Hy2 bzw. 0,002 4+ 0,001 Hz und 0,818 £ 0,137 Hz fiir Hy3 erhalten.
Diese ergeben fiir die Gleichgewichtskonstante K is/rans Und die Differenz der freien Ent-
halphie AG die Werte von K js/rans = 0,006 £ 0,002 und AG = 13 £ 1 kJ/mol fiir HN2 bzw.
Keis/trans = 0,002 £ 0,002 und AG = 15 + 2 kJ/mol fiir Hx3. Bei diesem chemischen Aus-
tauschprozess handelt es sich wahrscheinlich um eine cis-trans-Isomerisierung der Peptid-
bindung. NMR-Parameter wie NOEs, chemische Verschiebungen und skalare Kopplungs-
konstanten mitteln iiber Vorginge im Zeitregime von ms.>?> Deshalb sind chemische Aus-
tauschprozesse wie die gehinderte Rotation um die Amidbindung damit erkennbar. Fiir die
kiirzeren Zeiten der Produktion bei der MD-Simulation ist dieser Prozess zu langsam und
wird deshalb nicht beobachtet. Eine cis-trans-Isomerisierung der Peptidbindung konnte fiir
keines der anderen untersuchten Peptide nachgewiesen werden.
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T "I ""I""I 9.0

8,5 8,0 7,5 O/ ppm
Abbildung 3.3: 'H,'H-NOESY-Spektrum des unmarkierten Triglycins mit einer
Mischzeit von 800 ms. Das Spektrum wurde bei einer Feldstirke von 400 MHz und

bei T = 300 K aufgenommen. Die Akquisitions- und Prozessierungsparameter sind in
Tabelle C.10 auf Seite 90 im Anhang C aufgefiihrt.
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3.1 Konformationsanalyse der Peptide in Losung

3.1.2 Abhéngigkeit der Konformationsverteilung von der Kettenlange

Bei dem Vergleich der experimentellen *J(Hy,H¢) und 2J(N,C,,) Kopplungskonstanten der
homooligomeren Peptidreihe Alas bis Alay fillt auf, dass diese jeweils sehr dhnlich sind
(Standarabweichung von jeweils < 0,4 Hz; vergleiche Tabelle 3.2 auf der nédchsten Seite
und Tabelle A.1 bis Tabelle A.6 im Anhang A auf Seite 63). Es ist also davon auszugehen,
dass sich auch die Peptide in ihren Populationen nicht signifikant voneinander unterschei-
den. Eine Zunahme des PPy-helicalen Anteils mit der Kettenldnge wie in der Literatur /677
gefordert scheint deshalb eher unwahrscheinlich.

Schaut man sich die *J(Hy,Hg) Kopplungskonstanten in Tabelle 3.2 auf der nichsten
Seite genauer an, so erkennt man, dass die Werte innerhalb eines Peptids vom N-terminalen
zum C-terminalen Ende leicht ansteigen. Dies lidsst sich mit einem geringfiigigen An-
stieg der B-Faltblattpopulation entlang des Peptidriickgrats erkldren. Die Daten der MD-
Simulationen zeigen diesen Anstieg mit Ausnahme fiir Trialanin ebenfalls. Die berechne-
ten 3J(Hn,Hg) Kopplungskonstanten sind fiir Trialanin aufgrund des hoheren Anteils der
B-Faltblattkonformationen in der MD-Simulation groBer als die experimentell bestimmten
Kopplungskonstanten. Fiir die anderen Alanin-Peptide stimmen die berechneten mit den
experimentellen Kopplungskonstanten sehr gut iiberein.

Die 2J(N,Cq) Kopplungskonstanten zeigen ebenfalls eine Anderung entlang des Pepti-
driickgrats. Die Werte nehmen vom N-terminalen zum C-terminalen Ende leicht ab, was
sich mit einem Anstieg an ar-helicalen Konformationen erkldren ldsst. Dieser Anstieg
ist auch in den berechneten Kopplungskonstanten zu sehen. Diese sind aber meist deutlich
kleiner als die experimentellen Werte. Das GROMOS96-Kraftfeld iiberschitzt anscheinend
den oar-helicalen Populationsanteil. Dies ist auch schon von anderen vergleichenden Stu-
dien bekannt, wobei es fiir andere etablierte Kraftfelder oft sogar ausgeprigter ist.%7-217:219
Nach dem durchschnittliche Wert der 2J(N,C,) Kopplungskonstanten von 8,4 Hz in der Ta-
belle 3.2 auf der nichsten Seite zu urteilen, muss der iiberwiegende Anteil der Konforma-
tionen im gestreckten Konformationsbereich der B-Faltblitter bzw. PPy-Helices vorliegen,
da fiir den ar-helicalen Bereich ein Wert von ca. 6,5 Hz zu erwarten wire.

Die aus der Minimierung erhaltenen Populationen ergeben fiir die homooligomere
Alanin-Peptidreihe die PPp-Konformation als Hauptkonformation mit durchschnittlich
85%. Daneben ist noch der B-Faltblattbereich mit ca. 15% populiert, wihrend der or-
helicale Bereich nicht populiert ist. Dies ist in Ubereinstimmung mit dem Fehlen von
3hJ(N,C’) Kopplungskonstanten (siehe Seite 30). Ein bedeutender Unterschied der Popula-
tionen zwischen den einzelnen Peptiden ist nicht vorhanden.

Die UV-CD-Spektren der Peptide Alay bis Ala; unterscheiden sich nicht signifikant von
dem Spektrum von Trialanin (vergleiche Abbildung 3.4 auf Seite 39). Es ist zwar jeweils ei-
ne Rotverschiebung der Maxima sowie eine Intensititszunahme des negativen Maximums
bei gleichzeitiger Abnahme des positiven Maximums in der Reihe von Alas nach Ala; zu
erkennen, diese Anderungen lassen sich allerdings nicht mit den UV-CD-Spektren anderer
bekannter Sekundéarstrukturtypen von heteropolymeren Peptiden interpretieren.

37



3 Ergebnisse und Diskussion

€8°L1°0 ST'IT'th dq 94 ‘°q
818 I's I'TF€L PO'NI; | 9V
¥0'9 6'S ¥TFT9 (PHNHDI¢
98 ‘10 TT 91 ‘TS T8°81°0 1€ ‘ST ¥E lddg 9 *og
vT's YL TTFTL | 8I'8 YL T'TFSL PO'N[; | SV
T6°'S L'S +'TF6'S | 209 09 LTFV¥9 (PHNH)[ ¢
S8°G1°0 1TTI LS L8 €10 8T8l ‘S €8°L1°0 €€ €T €€ ladg <9q 0g
s €L OTFIL | 9T8 YL TTFEL | LTS SL TTFSL PO'NI, | vV
LL'S L'S ¥TFSCS | 08C L'S STF6'S | 86°C 6'S 9TFY¥9 (PHNH)f¢
¥8°91°0 6T ‘ST ‘¥ 98 ‘¥1°0 0€ ‘ST ‘S ¥8°91°0 0% ‘0T ‘¥¢ 18610 OF ‘€T ‘ST tdg 9 Pq
6T'8 9L OTFVL | €8 'L TTIFHL | o8 'L OTFOL | LES €8 O0TFLL PO'NI; | €V
99°¢ 96 STFFS | L9S 96 9TFIS | ¥L'S L'S 9TFO09 | 68°C 6'S 9TFT9 (PHNH)I¢
€8°L1°0 SE“LIOF €8°L1°0 9% ‘TT‘TT 98 ‘v ‘0 OF 0T ‘I¢ 98 V1 ‘0 €F ‘€T ST T6°8°0 TFOp ST | "ddg9gPg
658 9L OTFLL | TS'8 L'L 60F08 | SS'8 8L OTFS8L | 958 8L 60F6L | S8 '8 9'0F¢€'8 PO'NI[ | TV
19°¢ 9C  9TFSS | 09°C S'C 9TF6'S | 65°S S'¢ 9TF6S | T9¢ S'C 9TF6'S | 89 9¢ 9TFOL (PHNH)[¢
dxg 1 an dxg 1 an dxg 1 an dxg Iy an dxg an
Lely o1y Sely rery ey #

"J)SI[ASJNE ¢Q 1S Jne y Sueyuy wi purs udjueisuoyssunjddoyy
ayorpues (1) Sunierwirurjy 1op pun (dxg) uowLddXg-YIAN Jop ‘(IN) uone[nwiS- A Jop 9SSIuqagig dIp puls MaI[[oqe],
3 00€ = I 10q Iassepp Ul Ley siq €e[y opndod 1op usuonendod pun udjuesuoyssunjddoy] arefeys ayemassny :7°¢ dPqeL

38
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Abbildung 3.4: UV-CD-Spektren der Peptide Alas bis Ala; und Val; gemessen bei T
=300 K.

3.1.3 Abhangigkeit der Konformationsverteilung von der Temperatur
am Beispiel von Trialanin

Zur Untersuchung der Temperaturabhingigkeit der Konformationsverteilung wurde fiir
Trialanin bei vier unterschiedlichen Temperaturen sieben skalare Kopplungskonstanten
gemessen (siehe Tabelle 3.3 auf Seite 41 und Tabelle A.2 auf Seite 64). Die Werte
der 3J(Hn,Hy) Kopplungskonstanten nehmen linear mit der Temperatur zu (siehe Abbil-
dung 3.5 auf der nichsten Seite). Fiir das Peptid XAO wurde ebenfalls eine lineare Zu-
nahme ver6ffentlicht, wenngleich auch mit einer relativ starken Streuung der Werte.”? Fiir
die Peptide AcGG(A),GGNH, mit n = 1, 2 und 3 wurde dagegen eine Ubergangskurve
mit Endplateau bei ungefihr 80°C veroffentlicht. -8 Die Zunahme der *J(Hn,H¢) Kopp-
lungskonstanten ldsst sich mit einer Erhohung des f-Faltblattanteils mit der Temperatur
erklidren. Die anderen von ¢ abhingigen Kopplungskonstanten zeigen ein entsprechen-
des Verhalten. Zugleich nehmen die von y abhingigen 'J(N,Cy) und 2J(N,Cy) Kopp-
lungskonstanten mit der Temperatur nur minimal ab. Deshalb ist anzunehmen, dass die
Populationen im gestreckten Konformationsbereich verbleiben und allenfalls ein geringer
Anteil des or-helicalen Bereichs bei hoheren Temperaturen populiert wird. Diese Inter-
pretation ist in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des Peptids XAO und der Peptide
AcGG(A),GGNH, .7378-80

Zur Unterstiitzung dieser Interpretation mit Hilfe der Daten aus den MD-Simulationen
wurden die skalaren Kopplungskonstanten der Hauptkonformationsbereiche (¢, B und PPy
in Tabelle 3.1 auf Seite 36) bei Ty = 300 K verwendet, um damit die thermischen Popula-
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Abbildung 3.5: Temperaturabhingigkeit der 3J(Hn,Hg) Kopplungskonstanten des
Aminosdurerests A2 (schwarze Kreise) und A3 (offene Kreise) von Trialanin. Die
Messwerte wurden jeweils mit einer Regressionsgeraden (graugestrichelte Linie) an-
geglichen. Die resultierende Gleichung und das BestimmtheitsmaB R? dieser Geraden
sind jeweils daneben aufgefiihrt. Die Messwerte sind im Anhang A in der Tabelle A.2
auf Seite 64 und Tabelle A.12 auf Seite 71 aufgelistet. Akquisitions- und Prozessie-
rungsparameter der NMR-Experimente sind im Anhang C in Tabelle C.2 auf Seite 82

aufgefiihrt.
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3.1 Konformationsanalyse der Peptide in Losung

Tabelle 3.3: Skalare Kopplungskonstanten und Populationen des Aminosdurerests A2
von Trialanin in Wasser in Abhingigkeit von der Temperatur. Tabelliert sind die Er-
gebnisse der NMR-Experimente (Exp) und der Minimierung (Fit).

Temperatur / K 275 300 325 350

J Kopplungskonstanten / Hz
Art Winkel | Exp Fit Exp Fit Exp Fit Exp Fit

3J(HnHe) (92) 533 | 54| 568| 56| 602| 61 | 629| 64
3J(Hn,CY) (92) 1,08 1,1] 1,03 1,0 1,11 1,0 | 1,02| 1,0
3J(He,C) (92) 184 | 15| 1,84 15] 204 | 1,7 | 223| 18
3I(Hn,Cp) (92) 228 | 22| 239 21| 222 19| 2,13 | 1.8
N,Co)  (y2) 11,43 | 10,9 | 11,34 | 10,9 | 11,29 | 10,9 | 11,21 | 10,9
2J(N,Co)  (w2) 845 | 85| 845 | 85| 842 | 85| 834 | 85
3J(Hn.Co) (92w1) | 0,73 06| 070 06| 075| 07 | 080 0,7

Populationen / %
P(Z$ Pﬁ’ PPPH

AG/kl/mol | 80438 | 61416 | 39+07 | 30+06

0,3,97 (Fit) | 0, 8,92 (Fit) | 0, 19, 81 (Fit) | 1, 26, 73 (Fit)

tionen mittels einer globalen Minimierung der Differenz von berechneten und experimen-
tellen Kopplungskonstanten zu bestimmen. Dies setzt die Annahme voraus, dass die ¢,y-
Winkelverteilungen innerhalb eines Hauptkonformationsbereichs fiir diese Temperaturen
identisch ist. Wie man in Tabelle 3.3 sehen kann, stimmen die so berechneten Kopplungs-
konstanten sehr gut mit den experimentellen Werten iiberein, was die vorherige Annahme
rechtfertigt. Die so erhaltenen Populationen bestitigen die Zunahme des 3-Faltblattanteils
mit der Temperatur, wihrend der ar-helicale Anteil nur bei der Temperatur von 350 K
minimal populiert ist. Mit diesen thermischen Populationen der [-Faltblatt- und PPy-
helicalen Konformationen lassen sich die temperaturabhingige Differenz der freien Ent-
halphie AG, die Anderung der Reaktionsenthalpie AH und der Entropie AS zwischen den
beiden Konformationen berechnen. Mit der Gleichung AG = —RT In(Pg / Ppp,) und den Po-
pulationen erhélt man die in Tabelle 3.3 aufgefiihrten Differenzen der freien Enthalpie AG.
Unter der Annahme, dass die Anderung der Reaktionsenthalpie und der Entropie tempe-
raturunabhéngig ist erhélt, man mit der GIBBS-HELMHOLTZ-Gleichung AG = AH — TAS
aus einer linearen Korrelation von AG mit der Temperatur AH = 26,5 kJ/mol als den Or-
dinatenabschnitt und aus der Steigung AS = 68 J/mol K (vergleiche Abbildung 3.6 auf der
néichsten Seite).

Vernachlédssigt man die allenfalls sehr gering vorhandene Population im agr-helicalen
Bereich, ergibt sich fiir die Populationswahrscheinlichkeiten Pﬁ + Ppp, = 1. Somit kann
man die Temperaturabhingigkeit der skalaren Kopplungskonstanten mit einem Zwei-
Zustands-Modell beschreiben. Mit Pg/Ppp, = ¢~A0/ksT erhilt man fiir die thermischen

Populationen des 3-Faltblattbereichs Pg =1/ (¢2G/ksT 1 1), Damit ergibt sich fiir die Tem-
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Abbildung 3.6: Korrelation der AG/T-Wertepaare des Aminosdurerests A2 von Tri-
alanin nach der GIBBS-HELMHOLTZ-Gleichung. Die Wertepaare wurden mit einer
Regressionsgeraden (graugestrichelte Linie) angeglichen. Die resultierende Gleichung
und das BestimmtheitsmaB R? dieser Geraden sind daneben aufgefiihrt.

peraturabhingigkeit der skalaren Kopplungskonstanten J(7'):

J(T) = PgJp + Pppy Jrp,
1
= muﬁ —Jpp,) +Jpp, (3.1
Dabei sind Jg und Jpp, die vermutlich temperaturunabhéngigen Kopplungskonstanten
der jeweiligen Hauptkonformationsbereiche. Eine Linearisierung von Gleichung (3.1) im
Bereich (T —Ty) /T < 1 ergibt fir J(T):

(T —To)

J(T)%J(To)—l—(.]ﬁ—]ppn)lf T

(3.2)

c _ (AGO _AG()) eA00/ksTo
kBT() kp (eAGO/kBTO+1)2

AGy = AG(Ty)
AG’O — (8A_G)
T ).
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3.1 Konformationsanalyse der Peptide in Losung

Die Néherung mit Gleichung (3.2) auf der vorherigen Seite sagt eine Steigung fiir J(7')
von ~ 0,011 Hz/K voraus, was sehr gut mit der experimentellen Steigung von 0,013 Hz/K
tibereinstimmt (vergleiche Abbildung 3.5 auf Seite 40).

Aufgrund dieser beeindruckenden Ubereinstimmung von Theorie und Experiment wur-
de eines der AcGG(A),GGNH,-Peptide, fiir die jeweils eine Ubergangskurve veroffent-
licht wurde, 880 synthetisiert und die Messung der Temperaturabhingigkeit der *J(Hy,Hg,)
Kopplungskonstanten dafiir wiederholt. Die Messungen fiir dieses AcGGAAAGGNH;-
Peptid wurden in Wasser mit pH = 2 sowie in dem in der urspriinglichen Veroffentlichung
verwendeten 20 mmol/L. Kaliumphosphatpuffer mit pH = 3,5 wiederholt. Fiir beide Mes-
sungen wurde wie bei Trialanin eine lineare Zunahme der *J(Hy,H) Kopplungskonstanten
gefunden (siehe Abbildung 3.7). Es scheint deshalb als ausreichend nachgewiesen, dass
die auf der Ubergangskurven basierenden Schlussfolgerungen von KALLENBACH et al.
in Frage gestellt werden konnen. Ebenso scheint generell fiir kurze Peptide, die mehr-
heitlich die PPp-helicale Konformation populieren, eine exponentielle Zunahme der f3-
Faltblattkonformationen mit der Temperatur zu bestehen, die sich in den *J(Hy,H) Kopp-
lungskonstanten als lineare Zunahme beschreiben lésst.

6,8 1
66 1 y =0,0112x + 2,5012 ’
] R? = 0,0083 -4
6,4 ] § .l
; 59
T 627 '
= : $ i
I.ts 6,0 z E i
2 - 2
T 1 3 %
o 98] 3L
T
] T i
5,6 . Z u
1 2
5,4 1 O in Wasser mit pH = 2
] A in 20 mmol/L Kaliumphosphatpuffer mit pH = 3,5
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Abbildung 3.7: Temperaturabhingigkeit der *J(Hn,Hy) Kopplungskonstanten vom
Aminosdurerest A4 des Peptids AcGGAAAGGNH,. Das Peptid wurde in Wasser
mit pH = 2 (weile Kreise) und in 20 mmol/L Kaliumphosphatpuffer mit pH = 3,5
(schwarze Dreiecke) gemessen. Die Messwerte des Peptids in Wasser wurden mit ei-
ner Regressionsgeraden (graugestrichelte Linie) angeglichen. Die resultierende Glei-
chung und das BestimmtheitsmaB R? dieser Geraden sind jeweils daneben aufge-
fiihrt. Die Messwerte sind im Anhang A in der Tabelle A.13 auf Seite 72 aufgelistet.
Akquisitions- und Prozessierungsparameter der NMR-Experimente sind im Anhang C
in Tabelle C.2 auf Seite 82 aufgefiihrt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1.4 Vergleich mit der natlirlich vorkommenden Trialaninsequenz in
HiuhnereiweiB-Lysozym

Kurze homopolymere Peptide werden oft als Modell fiir die intrinsischen Eigenschaften
dieses Aminosduresegments innerhalb einer lingeren Aminosiuresequenz verwendet. Ein
Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die untersuchten homopolymeren Alanin-Peptide mit
der natiirlich vorkommenden Trialaninsequenz in dem Protein Lysozym aus Hiihnereiwei3
zu vergleichen. Das S-methylierte Hithnereiweil3-Lysozym ist bei pH = 2 schon griind-
lich untersucht worden und besitzt die Eigenschaften eines entfalteten Proteins.>’ %226
Fiir diesen Vergleich wurden die beiden Peptide HEWL-9mer und HEWL-19mer verwen-
det. Die gemessenen skalaren Kopplungskonstanten der Alaninaminosdurereste der bei-
den Peptide zeigen eine deutliche Verschiebung zu einem hoheren Anteil an ag-helicalen
Konformationen (siehe Tabelle 3.4 auf der nédchsten Seite). Der Vergleich der 3J(Hn,He)
bzw. 2J(N,C,,) Kopplungskonstanten des mittleren Alaninaminosiurerests A10 des Peptids
HEWL-9mer mit den gemittelten Werten der Kopplungskonstanten der Alanin-Peptide aus
Tabelle 3.2 auf Seite 38 ergibt, dass diese um 0,2 Hz fiir die *J(Hy,Hy) Kopplungskon-
stante bzw. 0,9 Hz fiir die 2J(N,Cq) Kopplungskonstante niedriger sind. Da diese beiden
Kopplungskonstanten jeweils mit hoher Genauigkeit bestimmt werden konnten, ist dieser
Unterschied signifikant und lédsst sich nur mit einer Verschiebung der Konformationsver-
teilung zu orr-helicalen Konformationen erklédren. Fiir das HEWL-19mer-Peptid ist mit 0,7
Hz fiir die 3J(Hx,Hg) Kopplungskonstante bzw. 1,4 Hz fiir die 2J(N,Cqo) Kopplungskon-
stante der Unterschied noch ausgeprigter und somit ein noch hoherer ar-helicaler Anteil
zu erwarten. Diese Verschiebung ist auch in den A0-Werten der 'H,- bzw. 13Cy-Kerne der
beiden HEWL-Peptide zu erkennen (sieche Abbildung 3.1 auf Seite 31).

Die UV-CD-Spektren der beiden HEWL-Peptide in Abbildung 3.8 auf Seite 46 besta-
tigen diese Schlussfolgerungen. Die beiden Maxima des UV-CD-Spektrums des Peptids
HEWL-9mer sind im Vergleich zu dem Spektrum des Peptids Ala; schwach erniedrigt,
was mit einer geringen Erhohung des ar-helicalen Anteils gedeutet werden kann. Das
UV-CD-Spektrum des Peptids HEWL-19mer ist im Vergleich zu dem des Peptids HEWL-
19mer deutlich verdndert. Das negative Maximum ist stark verringert und das positive Ma-
ximum ist ganz verschwunden. Dafiir ist ein zweites schwicheres negatives Maximum bei
ungefahr 230 nm zu sehen. Dies lédsst sich ebenfalls mit einer Erhhung des or-helicalen
Anteils interpretieren. Allerdings ist anzumerken, dass die Anderungen in den beiden UV-
CD-Spektren auch mit einer Zunahme des B-Faltblattanteils erkldrt werden konnen, was
jedoch durch die skalaren Kopplungskonstanten ausgeschlossen werden kann. Auflerdem
kommt bei der CD-Spektroskopie im Vergleich zur NMR-Spektroskopie noch die Mitte-
lung iiber das gesamte Molekiil hinzu. Eine Berechnung des ar-helicalen Anteils des ge-
samten Peptids und nicht nur des Anteils der Trialaninsequenz aus der molaren Elliptizitit
bei 222 nm nach der Methode von ROHL und BALDWIN??7 ergibt einen Anteil von ca. 8%
fiir das HEWL-19mer-Peptid, wihrend bei dem HEWL-9mer-Peptid nach dieser Methode
keine Helicalitédt vorhanden ist.

Da eine MD-Simulation mit vollstandiger Abtastung des Konformationsraums bei 14n-
geren Peptiden sehr aufwendig ist, wurde bei den HEWL-Peptiden keine MD-Simulation
durchgefiihrt. Stattdessen wurde zur Abschitzung der Populationen der Hauptkonforma-
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3.1 Konformationsanalyse der Peptide in Losung

Tabelle 3.4: Skalare Kopplungskonstanten und Populationen der beiden HEWL-
Peptide in Wasser bei T = 300 K. Tabelliert sind die Ergebnisse der NMR-Experimente
(Exp) und der Minimierung (Fit).

J Kopplungskonstanten HEWL-Smer X HEWL-19mer .
# Art Winkel J Kopplungskonstanten / Hz Populationen / % J Kopplungskonstanten / Hz Populationen / %
Exp Fit Pq, Pg, Pppy Exp Fit Pq, Pg, Pppy

3J(HnHe)  (99) 544 5,5 5,18 53
3IHNC)  (99) 132 12 1,39 13
3JHe,.C)  (99) 1,78 1,5 2,06 1,5

A9 3I(HN.Cp)  (99) 2,19 2,1 0, 10, 90 (Fit) 2,26 2,1 34,7,59 (Fit)
INCa)  (wo) 10,80 10,7 10,54 10,4
2INCa) (o) 7,72 7,6 7,24 74
J(HNCa)  (99.¥8) - - - -
3I(HNHe)  (910) 548 55 5,10 52
3JHNC)  (910) 1,29 12 1,33 13
3HeC) (910 1,88 1,6 1,72 15

A0 | SIHN.Cp)  ($10) 2,15 2,1 5,12, 83 (Fit) 2,19 22 40, 4, 56 (Fit)
HINCa)  (w19) 10,79 10,7 10,58 10,3
2INCa)  (y10) 7,46 7,6 7,02 74
3IHNCa)  (910-W0) 048 03 0,46 03
3JHNHe)  (911) 5,70 58 5,67 58
3JHN.C)  (911) 1,10 1,1 1,09 12
3JHeC)  (911) 1,98 1,6 2,20 1.6

All | 3IHNCp) (911 2,15 2,0 0, 17, 83 (Fit) 2,21 2,0 27,18, 55 (Fit)
HUINCa)  (wpp) 10,80 10,7 10,57 10,4
2INCe)  (y11) 7,61 7,6 7,17 74
SIHN.Ca)  (911:V10) 0,49 03 043 03

tionen anhand der experimentellen Kopplungskonstanten die Beobachtung verwendet, dass
abgesehen von den terminalen Aminosdurereste der Alanin-Peptidreihe Alay bis Ala; die
aus der MD-Simulation fiir die einzelnen Hauptkonformationen berechneten Kopplungs-
konstanten alle sehr dhnlich sind (vergleiche Tabelle 3.2 auf Seite 38 und Tabelle A.1 bis
Tabelle A.6 im Anhang A auf Seite 63). Zum Beispiel betriigt die >J(Hx,Hg) Kopplungs-
konstante des PPyj-helicalen Bereichs des Peptids Ala; 5,0 £ 0,2 Hz bei einer Mittelung
iiber die inneren Aminosdurereste. Diese gemittelten Kopplungskonstanten (siehe Tabel-
le 3.5 auf der nédchsten Seite) wurden zur Berechnung der thermischen Populationen mit-
tels Minimierung der Differenz y? (siche Gleichung (5.4) auf Seite 60 in Abschnitt 5.4
des Experimentalteils) verwendet. Die so erhaltenen Populationen ergeben z.B. fiir den
Aminoséurerest A10 des Peptids HEWL-9mer eine geringe Zunahme des or-helicalen
Anteils auf 5% und fiir das HEWL-19mer-Peptid dagegen auf 40% (siehe Tabelle 3.4).
Trotz der drei zusitzlichen heteropolymeren Aminosdureresten auf beiden Seiten der Tri-
alaninsequenz ist diese in dem HEWL-9mer-Peptid den Peptiden der Alanin-Peptidreihe
Alaj bis Ala; von der Konformationsverteilung dhnlich. Eine weitere Verldangerung um
jeweils fiinf heteropolymere Aminosiureresten veridndert dagegen die Konformationsver-
teilung drastisch.

Von dem S-methylierten HEWL-Protein ist bekannt, dass die Trialaninsequenz ebenfalls
einen hohen ogr-helicalen Anteil (ca. 25%) besitzt.”® AuBerdem sind die verdffentlich-
ten 3J(Hn,H) Kopplungskonstanten dieser Aminosiurereste nahezu identisch mit denen
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Abbildung 3.8: UV-CD-Spektren der HEWL-Peptide im Vergleich zu den Spektren
der Peptide Alaz und Alaz bei T =300 K.

Tabelle 3.5: Gemittelte skalare Kopplungskonstanten der Hauptkonformationsberei-
che aus den MD-Simulationen der Alanin-Peptidreihe Alag bis Alay.

Bereich J Kopplungskonstanten / Hz
(IHNH) CIHNC)) (JHaC)) (IHNCp)) (TIN.Co) (JN.Cq)) (IHN.Ca))
o 5,2 1,4 1,5 2,0 9,7 7.4 0,5
B 9,4 0,8 2,6 0,7 10,6 7,6 0,7
PPy 5,0 1,2 1,4 2,3 10,8 7,7 0,5
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3.1 Konformationsanalyse der Peptide in Losung
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Abbildung 3.9: Spektraler Teilbereich der Uberlagerung der PN ,'H-HSQC-
Spektren der beiden unmarkierten Peptide C(SM)ELAAAMKR (blau) und
KVFGRC(SM®)ELAAAMKRHGLDN (rot) sowie des '3C,"’N-markierten HEWL-
SMe_Proteins (schwarz). Die Ansicht der vollen spektralen Breite ist in Abbildung B.1
auf Seite 76 im Anhang B zu sehen. Die Spektren wurden bei einer Feldstirke von
700 MHz und bei T = 293 K aufgenommen. Die Akquisitions- und Prozessierungspa-
rameter der NMR-Experimente sind in Tabelle C.27 auf Seite 105, Tabelle C.31 auf
Seite 108 und Tabelle C.35 auf Seite 112 im Anhang C aufgefiihrt.

des HEWL-19mer-Peptids.??® Legt man die '’'N,'H-HSQC-Spektren der beiden HEWL-
Peptide und des S-methylierten HEWL-Proteins iibereinander so siecht man, dass die che-
mischen Verschiebungen der Trialaninsequenz des HEWL-19mer-Peptids mit denen des
Proteins nahezu identisch sind, wihrend die des kiirzeren HEWL-Peptids sich deutlich da-
von unterscheiden (siehe Abbildung 3.9). Kurze homopolymere Peptide scheinen deshalb
nicht als Modell fiir lingere Aminosduresequenzen geeignet zu sein. Zur Représentierung
einer Aminosduresequenz in einem entfalteten Protein ist es dagegegen offenbar ausrei-
chend, an diese jeweils acht Aminosdurereste der entsprechenden Sequenz auf jeder Seite
anzufiigen. Interessanterweise entspricht diese Linge gerade der Reichweite des Einflusses
benachbarter Aminosdurereste in dem Modell des entfalteten Zustandes von Proteinen von
SCHWALBE.”’
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Abbildung 3.10: HRMAS-NMR-'H,"H-TOCSY-Spektrum des harzgebundenen Leu-
cins. Akquisitions- und Prozessierungsparameter sind im Anhang C in Tabelle C.36
auf Seite 112 aufgefiihrt.

3.2 Harzgebundene Leucin-Peptide

Urspriinglich war eine Ubertragung der Ergebnisse der Konformationsanalyse von Pepti-
den in wissriger Phase auf harzgebundene Peptide angestrebt. Die Resonanzzuordnung
der harzgebundenen homooligomeren Peptide Leu, (n = 2 — 10) mit der Kombination
aus 'H,'"H-TOCSY- und 'H,"H-NOESY-Experimenten war nicht moglich. Die Signale der
Aminosdurereste waren nicht aufgelost. Nur fiir das monomere harzgebundene Leucin war
eine Signalzuordnung im 'H,'H-TOCSY-Experiment moglich (siehe Abbildung 3.10). Aus
der Literatur ist bekannt, dass die Struktur des Harzes und das Losungsmittel entscheide-
nen Einfluss auf die Qualitit der HRMAS-NMR-Spektren haben.??® Eine Versuchsreihe
mit anderen Losungsmitteln als der Mischung von Dichlormethan und Wasser fiihrte zu
keiner Verbesserung der Spektren. Denkbare Alternativen zu dem verwendeten Polystyrol-
Polyoxyethylen-Pfropfcopolymer TentaGel S NH, als Harz sind die polyoxyethylenba-
sierten Harze DEUSS?*, POEPOP?! und SPOCC?*%?3, die bessere HRMAS-NMR-
spektroskopische Eigenschaften besitzen.?%23* Von HRMAS-NMR-spektroskopischen
Untersuchungen der harzgebundenen Peptide Ala,Val (n =2 -9, 12, 18 und 21) in DMF
ist bekannt, dass diese bei normaler Harzbeladung ab einer Alanin-Kettenldnge von fiinf
aggregieren.”! Nur durch Verringerung der Beladungsdichte auf 1% konnte die Aggre-
gation der Peptide vermieden werden. Es ist demzufolge anzunehmen, dass die Verwen-
dung eines der zuvor aufgefiihrten alternativen Harze zusammen mit einer Verringerung
der Harzbeladung die HRMAS-NMR-spektroskopische Charakterisierung der homooligo-
meren Leucin-Peptide ermoglicht. Diese Empfehlung wurde an den Kooperationspartner
weitergeleitet.
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4 Zusammenfassung

Fiir das Verstindnis der Proteinfaltung ist es von Interesse, die ¢,y-Torsionswinkelverteil-
ung und deren Abhingigkeiten innerhalb einer Polypeptidkette zu kennen.

Mit der in dieser Arbeit verwendeten Kombination aus MD-Simulation und NMR-Spek-
troskopie wird die Abhéngigkeit der Konformationsverteilung kurzer alaninbasierter Mo-
dellpeptide mit einer Genauigkeit von 5% bestimmt. Die Berechnung der thermischen Po-
pulationen der einzelnen Konformationen beruht auf einer Minimierung der Differenz aus
experimentellen und berechneten skalaren Kopplungskonstanten.

Trialanin populiert iiberwiegend den Bereich der Polyprolin Typ II Helix (= 90%) und
daneben den -Faltblattbereich mit ca. 10%, jedoch nicht den ag-helicalen Bereich. Diese
Konformationsverteilung dndert sich nicht signifikant mit zunehmender Kettenlénge in der
Peptidreihe Alaz bis Ala;. Das in der Seitenkette verzweigte Trivalin populiert dagegen
alle drei Konformationsbereiche signifikant. Aufgrund der Periodizitit der Torsionswin-
kel populiert Triglycin einen zusammenhéingenden Bereich, der sich an den vier Ecken
des RAMACHANDRAN-Diagramms befindet. Zudem befindet es sich in einem langsamen
konformationellen Gleichgewicht zwischen der cis- und trans-Konformation der Peptid-
bindung.

Die Temperaturabhingigkeit der Konformationsverteilung wird am Beispiel von Trial-
anin untersucht. Die >J(Hy,Hy) Kopplungskonstanten nehmen linear mit der Temperatur
zu. Dies ist auf eine Zunahme des f-Faltblattanteils zuriickzufiihren und kann theoretisch
beschrieben werden.

Die Konformationsverteilung der Trialaninsequenz innerhalb einer heteropolymeren
Aminosduresequenz ist von der Kettenlidnge der an dem N- und C-Terminus angefiigten he-
teropolymeren Aminosiduresequenz abhédngig. Dies wird an zwei Peptiden, abgeleitet von
der Sequenz des Proteins Lysozym aus Hiithnereiweil}, gezeigt. Das kiirzere Peptid hat an
beiden Enden jeweils drei Aminosdurereste angefiigt, das ldngere jeweils acht Aminosdu-
rereste. Die Konformationsverteilung der Trialanisequenz des kiirzeren Peptids entspricht
nahezu der in der Peptidreihe Alas bis Alay. Die Verteilung des lingeren Peptids ist da-
gegen deutlich verschieden (ca. 35% ag-helicaler Anteil). Die 'Hy und >N chemischen
Verschiebungen der Trialaninsequenz des lingeren Peptids sind mit denen des entfalteten
Lysozym-Proteins identisch und demzufolge aller wahrscheinlichkeit nach auch die Kon-
formationsverteilung. Kurze homopolymere Peptide eignen sich deshalb nicht als Modell
fiir Aminosduresequenzen in lingeren heteropolymeren Peptiden.

Bei den neueren Katalysatoren der JULIA-COLONNA-Epoxidierung, eine fiir die Dart-
stellung von chiralen Synthesebausteinen bedeutende Reaktion, handelt es sich um harz-
gebunde homooligomere Peptide. Fiir das Verstidndnis des Mechanismus der Epoxidierung
sowie fiir die rationelle Weiterentwicklung der Katalysatoren ist deren strukturelle Charak-
terisierung ausschlaggebend. Dies wurde mit Hilfe der HRMAS-NMR-Spektroskopie fiir
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4 Zusammenfassung

die harzgebundene Peptidreihe Leu, (n = 1 — 10) versucht. Dies war wahrscheinlich auf-
grund von Aggregation nicht moéglich. Eine Verringerung der Harzbeladung sowie die Ver-
wendung von anderen Harzen sollte die HRMAS-NMR-spektroskopische Untersuchung
ermoglichen.
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5.1 Allgemeines

5.1.1 Lésungsmittel und Ausgangsmaterialien

Das 2-Chlortritylchloridharz, die mit unmarkierten Aminosduren vorbeladenen 2-Chlortri-
tylharze, die Aktivierungsreagenzien sowie die Fmoc-Aminoséduren wurden bei Novabio-
chem® (Merck Biosciences GmbH) und die isotopenmarkierten Fmoc-Aminosiuren bei
Cambridge Isotope Laboratories, Inc. oder ISOTEC™ (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) ge-
kauft. NF3123 und die an TentaGel S NH, gebundenen L-Leucin-Peptide wurden von
BURKHARD KOCH aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. ALBRECHT BERKESSEL an der
Universitit Koln zur Verfiigung gestellt. Alle anderen bendtigten Chemikalien und Lo-
sungsmittel wurden bei Fluka® bzw. Aldrich® (beide Sigma-Aldrich Chemie GmbH) oder
bei Merck KGaA gekauft und waren analytisch rein. Wurden gro3ere Mengen an wasser-
freien Losemittel bendtigt, so wurden diese dynamisch mit Molekularsieben getrocknet>3
und anschlieBend unter Schutzgasatmossphire iiber diesen autbewahrt. Bei Mengen von
weniger als 250 mL wurden die wasserfreien Losemittel gekauft.

Synthese von N-Fmoc-S-methyl-L-cystein23’

Zu einer eisgekiihlten Losung von 2,61 g (19,3 umol) S-Methyl-L-cystein in 75 mL einer
Mischung (1:2) aus Dioxan und wissriger Natriumcarbonatlosung (10%ig) wurde unter
Riihren eine Losung von 5,00 g (19,3 umol) FmocCl in 40 mL trockenem Dioxan {iiber
einen Zeitraum von 15 min zugetropft. Die Reaktionslosung wurde fiir weitere 3 h bei
Raumtemperatur geriihrt, wihrenddessen sich daraus eine weille Suspension bildete. Die
Suspension wurde in 1 L. Wasser geschiittet und anschlieBend zweimal mit je 300 mL Die-
thylether extrahiert. Die wissrige Phase wurde eisgekiihlt und mit konzentrierter Salzsdure
auf einen pH-Wert zwischen 1 — 2 eingestellt. Der entstandene Niederschlag wurde viermal
mit je 200 mL Essigsédurethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
iiber Magnesiumsulfat getrocknet und anschliefend einrotiert. Zuriick blieb ein gelbes Ol,
das anschliefend in 40 mL Dichlormethan unter Riickflu} gelost wurde. Nach dem Ab-
kiihlen auf 4°C wurde durch die Zugabe von 80 mL. Hexan das Produkt ausgefillt. Dieses
wurde nach dem Abfiltrieren und Waschen mit Hexan unter Vakuum getrocknet. Man er-
hielt 5,81 g (84%) an weien, kristallinen N-Fmoc-S-methyl-L-cystein. dy (250,13 MHz,
CDCl) 2,11 (s, 3H, SCH3), 3,01 (bm, 2H, CHCH,S), 4,22 (t, J = 6,8 Hz, 1H, CHCH,O0),
4,42 (d,J = 6,8 Hz, 2H, CHCH,O0), 4,65 (bdt, 1H, NHCH), 5,68 (d, J = 7,8 Hz, 1H, NH),
7,30 (dd(d™*®), J = 7,4 Hz, J = 7,4 Hz, 2H, ArH), 7,39 (dd, J = 7,4 Hz, J = 7,4 Hz, 2H,
ArH), 7,59 (bd, J = 7,1 Hz, 2H, ArH), 7,75 (d, J = 7,1 Hz, 2H, ArH), 9,92 (bs, 1H, COOH).
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Oc (62,90 MHz, CDCl3) 16,3 (CH3), 36,3 (CH,S), 47,1 (CH), 53,3 (CH), 67,4 (CH,0),
120,0 (O), 125,1 (C), 127,1 (C), 127,8 (C), 141,3 (C), 143,6 (C), 143,7 (C), 156,0 (CO),
175,5 (COOH). CgH,,NO,S = 357,1 Da. MS (ESI) mit NH3: m/z 375,1 (100%), 358,1
(41,2%), 359,1 (7,8%), 360,1 (2,5%). Elementaranalyse berechnet: C, 63,85; H, 5,36; N,
3,92; gefunden: C, 63,73; H, 5,61; N, 4,11. DC R 0,38 (Hex/EE/HOAc, 5/90/5). [OC]IDS
-15,7 (c = 1,501, Essigsdureethylester).

5.1.2 Massenspektrometrie

Massenspektren wurden entweder auf einem Fisons Instruments VG Platform II ESI-Mas-
senspektrometer oder auf einem Fisons Instruments VG TofSpec MALDI/TOF-Massen-
spektrometer gemessen.

5.1.3 UV/VIS-Spektroskopie

UV/VIS-Spektren wurden auf einem Varian Cary 50 Bio UV/VIS-Spektralphotometer mit
einer 1 cm Quarzglaskiivette aufgenommen.

5.1.4 Polarimetrie

Drehwerte wurden auf einem Perkin Elmer 241 Polarimeter mit einer 10 cm Kiivette ge-
messen. UV-CD-Messungen erfolgten auf einem Jasco J-810 Spektralpolarimeter ausge-
stattet mit einer Jasco PTC-423S Temperaturkontrolleinheit in 0,2 mm Quarzglaskiivetten.
Die Spektren wurden im Spektralbereich von 260 bis 185 nm mit einer 0,5 nm Inkre-
mentierung, einer Abtastgeschwindigkeit von 100 nm/min und bei einer Temperatur von
300 K gemessen. Fiir die CD-Proben wurde das gleiche Losemittel wie bei der NMR-
Spektroskopie verwendet. Die CD-Probenkonzentrationen waren wie folgt: c(Alas) = 1,6
mmol/L, c(Alay) = 1,3 mmol/L, c(Alas) = 1,6 mmol/L, c(Alag) = 1,8 mmol/L, c(Alay) =
0,9 mmol/L, c(Val3) = 2,6 mmol/L, c( HEWL-9mer) = 0,6 mmol/L und c(HEWL-19mer)
= 0,1 mmol/L. Fiir die Spektren wurden 10 Einzelmessungen aufaddiert (HEWL-19mer
20 Einzelmessungen), das Losemittelspektrum jeweils zuvor subtrahiert. Es wurde keine
Linienglédttung angewandt.

5.1.5 HPLC

Die analytische Umkehrphasen-HPLC wurde auf einem Merck Hitachi System mit einer
Eurospher-100 C18 Séule (5 um, 4,6 x 250 mm) durchgefiihrt. Es wurde dazu eine Flussrate
von 1 mL/min und ein linearer Gradient von 2%/min von Laufmittel B (0,1% Trifluoressig-
sdure in Acetonitril) in Laufmittel A (0,1% Trifluoressigsidure in Wasser) verwendet. Die
semi-praparative Umkehrphasen-HPLC wurde auf einem Bruker LC21 System mit einer
Kromasil-100 C18 Siule (5 um, 20 x 250 mm) bei einer Flussrate von 8 mL/min und einem
linearen Gradienten von 2%/min von Laufmittel B in Laufmittel A durchgefiihrt.
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5.2 Peptidsynthese

Die untersuchten Peptide wurden nach Standardmethoden der Fmoc-Festphasenpeptid-
synthese3® hergestellt. Dies geschah entweder manuell oder mittels automatisierter Syn-
these mit einem Peptidsynthesizer. Fiir die Synthese wurden die folgenden Derivate der
Aminosduren verwendet: Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-
Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Cys(SMe)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His-
(Trt)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Val-
OH. In Tabelle 5.1 sind die synthetisierten Peptide zusammengefasst. Bis auf das Peptid
AcGGAAAGGNH; waren alle Peptide frei von jeglicher N- bzw. C-terminaler Modifika-
tion. Die Aufreinigung der Peptide erfolgte mittels praparativer HPLC und die Kontrolle
mittels analytischer HPLC. Zur Kontrolle der Molekulargewichte wurden Massenspektren
aufgenommen. Die Bezeichnung der Peptide erfolgte nach den Einbuchstabensymbolen >3
bzw. Dreibuchstabenabkiirzungen®?® der Aminosiuren mit zusitzlichen Ergidnzungen fiir
das Isotopenmarkierungsmuster.

Tabelle 5.1: Ubersicht iiber die synthetisierten Peptide mit jeweiligem Isotopenmar-
kierungsschema (X = nicht isotopenmarkiert; X* = vollstindig B, BN isotopenmar-
kiert; X* = N isotopenmarkiert; X* = 13C-C” isotopenmarkiert).

Peptid \ Isotopenmarkierungsschema
Alas AAA, A*A*A*, AYA*A, AATA*, AATA, AAA?
Alay AAAA, A*A*A*A* ATA*ATA*, AATA*A
Alas AAAAA, A*A*A*A*A*, ATA*A*AA, AAATA*A*

AAAAAA, A¥ATA*ATA*A*,

Al
% ATAFATARATA AATARATA%A
e AAAAAAA, AFAFAFAFAEAFAE
7 AATAFATARATAT ATAFATARATAA
Vals VVV, VEVHVE
Gly; GGG. G*G*G*
Me Me + A kA kA ENAH#
HEWLOmer C(SM JELAAAMKR, C(S D)AEL A*A*A*MPKR,
C(SM)ELA*A*AMKR, C(SM¢)ELAA*A*MKR
KVFGRC(SM¢)ELAAAMKRHGLDN
Me + A kA kA KNAHR
HEWL- 19mer KVFGRC(SM)EL* A*A*A*M*KRHGLDN

KVFGRC(SM®)ELA*A*AMKRHGLDN
KVFGRC(SM®)ELAA*A*MKRHGLDN
AcGGAAAGGNH, | AcGGAA*AGGNH,
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5.2.1 Manuelle Peptidsynthese
Kalibrierungsgerade zur Bestimmung der Kupplungsausbeute

In einem 100 mL Messkolben wurden 77,8 mg (22,0 umol) Fmoc-L-Leucin mit 20 mL ei-
ner 20%igen Losung von Piperidin in DMF 20 min geschiittelt und anschlieBend mit DMF
auf 100 mL aufgefiillt. Die Losung wurde 1:10 verdiinnt und man erhielt eine Stammldsung
mit der Konzentration von 22,0 umol/L. Mit dieser Stammldsung wurde eine Verdiinnungs-
reihe mit 10 verschiedenen Konzentrationen im Bereich von 1,1 — 22,0 umol/L hergestellt
und die Absorption bei 300 nm gegen DMF als Blindwert gemessen. Aus der Auftragung
der gemessenen Absorptionswerte gegen die Konzentration ergab sich eine Regressions-
gerade mit der Gleichung A = 7,058¢ 4 0,016 (R? = 0,9999). Die Konzentrationen der
Probeldsungen zur Bestimmung der Kupplungsausbeuten wurden durch Umstellung der
Gleichung ermittel: ¢ = (A —0,016) /7,058 [mmol/L].

Detektion von freien Aminofunktionen an polymeren Tragern (NF31-Test)

Einige Harzkiigelchen wurden mit einigen Tropfen einer Losung von NF3123 in Acetoni-
tril (c(NF31) = 2,00 mmol/L) fiir 20 min bei 70°C inkubiert. Die Losung wurde abgesaugt
und die Polymerkiigelchen je dreimal mit DMF, Methanol und Dichlormethan gewaschen.
Freie Aminofunktionen auf dem polymeren Triager wurden durch Rotfiarbung angezeigt.
War das Testergebnis negativ, blieben die Harzkiigelchen farblos.

Kupplung von Fmoc-Aminoséauren an harzgebundene Aminosauren

Das in einem wasserfreien MERRIFIELD-Gefdl3 eingewogene vorbeladene Harz (ca.
100 mg) wurde dreimal mit je 20 mL wasserfreiem DMF fiir 10 min gewaschen. Zur
Kupplung wurden anschlieBend je 2,5 dquivalente (bezogen auf die Beladungsdichte)
Fmoc-Aminosdure, 2,5 dquivalente PyBOP, 5 mL wasserfreies DMF und 5 dquivalente N-
Methylmorpholin hinzugefiigt und fiir 1 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Die vollstédn-
dige Kupplung wurde mittels NF31-Test auf freie Aminofunktionen kontrolliert. Bei posi-
tivem Testergebnis wurde die Kupplungsdauer verldngert bzw. die Kupplung wiederholt.
War der Test negativ, wurden die Ansétze dreimal mit je 20 mL DMF fiir 5 min gewaschen.

Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe

Zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe wurde das Harz zweimal mit 10mL einer
20%igen Piperidinlosung in DMF geschiittelt, beim ersten Mal fiir 3 min und beim zweiten
Mal fiir 10 min. Anschlieend wurde fiinfmal mit 10 mL DMF fiir je 5 min gewaschen. Die
Piperidinldsungen sowie die Waschlosungen wurden in einem 100 mL Messkolben aufge-
fangen und mit DMF aufgefiillt. Von dieser Losung wurde nach geeigneter Verdiinnung die
Absorption bei einer Wellenlidnge von 300 nm gegen DMF als Blindwert bestimmt und die
Kupplungsausbeute berechnet.
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Abspaltung und Entschiitzung der Peptide

Das mit Isopropanol und Hexan gewaschene und anschlieBend im Stickstoffstrom ge-
trocknete Harz wurde mit 10 — 25 mL/g Harz eines geeigneten Reagenz zur gleichzei-
tigen Abspaltung und Entschiitzung (sieche Tabelle 5.2) fiir eine Stunde geschiittelt. Bei
Bedarf wurde diese Zeit verlidngert, um eine vollstindige Entschiitzung zu erreichen. Das
Harz wurde abfiltriert und zweimal mit Trifluoressigsdure gewaschen. Die vereinigten Fil-
trate wurden im Vakuum eingeengt und anschlieBend ein zehnfacher Uberschuss an kal-
tem tert-Butylmethylether zugetropft. Das ausgefallene Peptid wurde abzentrifugiert, der
Ether abdekantiert und bei Bedarf das Prizipitat noch zwei- bis dreimal mit kaltem rert-
Butylmethylether gewaschen. Zum Schluss wurde das Peptid unter Vakuum getrocknet.

Tabelle 5.2: Abspaltungs-/Entschiitzungsreagenzien fiir die Fmoc-Festphasenpeptid-
synthese

Peptid \ Abspaltungs-/Entschiitzungsmischung

mit Met 94,5% TFA; 2,5% Wasser; 2,5% EDT; 1% TIS
ohne Met | 95% TFA; 2,5% Wasser; 2,5% TIS

Beladung der Harze mit isotopenmarkierten Aminoséauren

In einem wasserfreien MERRIFIELD-Gefd3 wurden ca. 100 mg 2-Chlortritylchlorid-
harz eingewogen und mit 5 mL wasserfreiem Dichlormethan fiir 5 min gewaschen. Zur
Beladung wurden anschlieBend 2,5 dquivalente (bezogen auf die Beladungsdichte der
Packungsangabe) Fmoc-Aminosdure, 5 mL wasserfreies Dichlormethan und 5 dquivalen-
te N-Methylmorpholin hinzugefiigt und fiir 30 min bei Raumtemperatur geschiittelt. Dann
zweimal mit je 5 mL DMF fiir 2 min gewaschen. AnschlieBend wurde zweimal fiir je 10
min mit einer Mischung aus Dichlormethan, Methanol und N-Methylmorpholin (80:15:5)
geschiittelt. Danach wurde dreimal mit je S mL DMF gewaschen, direkt im Anschluf} dar-
an die Fmoc-Schutzgruppe abgespalten und die Beladungsdichte mittels UV-Absorption
bei 300 nm der Abspaltungslosung bestimmt. Zur Trocknung des Harzes wurde mit 5 mL
Isopropanol (3 x 5 min) und mit 5 mL Hexan (4 x 1 min) gewaschen und das Harz unter
Vakuum fiir 24 h getrocknet. Die Aufbewahrung erfolgte bei 4°C.

5.2.2 Automatisierte Peptidsynthese
Die automatisierte Peptidsynthese erfolgte auf einem Applied Biosystems 433A

Peptidsynthesizer nach Standardmethoden der Fmoc-Festphasenpeptidsynthese>*® und
HBTU/HOBt-Aktivierung.
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5.3 NMR-Spektroskopie

Das °N,'H-HSQC-Spektrum des '3C,!>N-markierten HEWL-Proteins in Abbildung B.1
auf Seite 76 bzw. Abbildung 3.9 auf Seite 47 wurde freundlicherweise von CHRISTIAN
SCHLORB aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. HARALD SCHWALBE an der J. W. GOETHE-
Universitit in Frankfurt am Main zur Verfiigung gestellt.

Die gefriergetrockneten Peptide wurden in 500 uL. Wasser (10% D,O) mit pH = 2 gel0st.
Eine Probe des Peptids AcGGAAAGGNH; wurde zudem in 20 mmol/L Kaliumphosphat-
puffer mit pH = 3,5 gelost. Die Endkonzentrationen der Peptidproben wurden mit Hilfe
der ERETIC-Methode 24%->*! unter Verwendung einer Alanin-Referenzprobe mit bekannter
Konzentration bestimmt. Die Sattigungskonzentrationen der Peptide Alag und Ala; wa-
ren 8,8 bzw. 0,9 mmol/L. Simtliche Proben wurden in 5 mm Probenrohrchen gemessen.
Die Temperaturregelung in den Probenkdpfen wurde nach der Methode von VAN GE-
ET kalibriert.>#>?43 Allerdings wurden dafiir andere Kalibrierungsgleichungen verwen-
det.>** 'H- und '3C-NMR-Spektren fiir die Synthesekontrolle wurden auf einem Bruker
AM 250 Spektrometer mit einem Dual "H{BB} Probenkopf mit z-Gradienten gemessen.
Fiir die Peptidproben sind die durchgefiihrten NMR-Experimente mit Akquisitions- und
Prozessierungsparameter zusammen mit den Probenkonzentrationen und den verwende-
ten NMR-Spektrometern im Anhang C auf Seite 81 tabelliert. Die verwendeten NMR-
Pulsprogramme, die nicht in der Bruker-Pulsprogramm-Bibliothek vorhanden sind, sind
im Anhang E auf Seite 119 aufgefiihrt.

Die NMR-Daten wurden mit den Softwareprogrammen Bruker XWINNMR 3.5 bzw.
Bruker TopSpin 1.3 (beide Bruker BioSpin GmbH) prozessiert. Ausgewertet wurden diese
mit den Bruker-Programmen, mit Felix2000 (Accelrys Software Inc.) oder CARA?%. Zur
Bestimmung der Kopplungskonstanten aus E.COSY-Experimenten wurde eine automati-
sierte Routine verwendet. 246:247

Die 3J(Hy,Hy) Kopplungskonstanten wurden in 'H-1D Spektren mit Vorsittigung zur
Wasserunterdriickung gemessen, da die *J(Hy,Hy) Kopplungskonstanten aus soft HNCA-
E.COSY-Experimenten?*® eine hohere Standardabweichung hatten. Zur Auswertung der
1D-Spektren wurden zwei Techniken verwendet. Zum einen wurde das Duplett der Amid-
protonen mit einer LORENZ-Funktion dekonvolutiert und zum anderen Mal wurde der FID
vor FOURIER-Transformation mit einer GAUSS-Funktion apodiziert. Normalerweise wur-
de der Mittelwert aus beiden Methoden verwendet. Dies war allerdings aufgrund von parti-
ellen Signaliiberlagerungen bei den Aminosdureresten A3, A5 von Alas, A11 von HEWL-
9mer und A9 bis A!'!' von HEWL-19mer nicht méglich. In diesen Fillen konnte nur die
Apodizierung mit einer GAUSS-Funktion verwendet werden. Die Amidprotonen von Tri-
glycin zeigen eine starke Linienverbreiterung, weshalb die 3J(Hy,Hg) Kopplungskonstan-
ten auf den Signalen der Hy-Protonen gemessen wurden.

Die Temperaturabhingigkeit der *J(Hy,H) Kopplungskonstanten von Trialanin wurde
auf den Peptidproben AAA, AA*A und AAA* gemessen. Die starke Linienverbreiterung
des Amidprotonensignals durch den Quadrupoleffekt des '*N-Kerns erlaubt die Messung
der 3J(Hy,Hy) Kopplungskonstante nicht bei hoheren Temperaturen fiir unmarkierte Pro-
ben.” Durch selektive 'N-Isotopenmarkierung entfillt dieser Effekt und man bekommt
zusitzlich durch die 'J(N,Hy) Kopplung eine geringere Signaliiberlagerung sofern man
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nicht '>N-entkoppelt. Zur thermischen Equilibrierung wurden die Proben vor der eigentli-
chen Messung jeweils 5 Minuten?*° im Probenkopf bei der eingestellten Temperatur belas-
sen. Die Kopplungskonstanten wurden bei der Hochheiz- und Abkiihlkurve gemessen und
waren jeweils im Rahmen der Messgenauigkeit identisch. Die grofte Standardabweichung
der Kopplungskonstanten bei einer Temperatur war 0,05 Hz. Diese wurde als Fehler fiir
alle Messwerte verwendet.

Die *J(Hn,Hp), *J(HN,CY), *J(Hg,CY), *J(Cq.Cq), *J(HN.Cq), *J(C,CY), 'I(N,Cq)
und 2J(N,C,) Kopplungskonstanten wurden mit den folgenden Experimenten gemessen:
HNHB[CB]-E.COSY >, soft HNCA-COSY>*®, CO-gekoppeltes (H)NCAHA %7, HN-
(COCA)CA Y7, HNCO[CA]-E.COSY '*7, (HN)CO(CO)NH*!#>Z und J-modulierten HS-
QCs'*8. Die 'J(N,C’) Kopplungskonstanten wurden aus den E.COSY-Mustern der CO-
gekoppelten (H)INCAHA-Experimente erhalten. Es gelang nicht mit langreichweitigen
HNCO-Experimenten 3% 3PJ(N,C”) Kopplungskonstanten nachzuweisen. Signaliiberlage-
rungen durch intra- und interresiduale Korrelationen wurden durch das verwendete Isoto-
penmarkierungsschema bzw. durch Durchfithrung der Messungen bei hoherem Magnetfeld
vermieden. Jedes Experiment wurde mindestens zweimal gemessen und der angegebene
Fehler der skalaren Kopplungskonstanten ist die Standardabweichung davon.

Die chemischen Verschiebungen sind in ppm angegeben und bei organischen Losemit-
teln auf internes TMS referenziert. !> Bei Messungen mit Wasser als Losemittel wurden
die 'H chemischen Verschiebungen intern auf das Signal der Methylgruppen von DSS
referenziert. Die '3C und N chemischen Verschiebungen wurden indirekt auf den 'H-
Standard durch die Verwendung von publizierten Konversionsfaktoren referenziert. >>>

Die Resonanzzuordnung erfolgte bis zu den Pentapeptiden mit einer Kombination aus
SN,'H-HSQC '°1:192_ ynd 13C,'H-HMBC '°-Experimenten. Aufgrund von Signaliiber-
lagerungen war dies fiir die Peptide Alag und Ala; nicht mehr moglich. Die Zuord-
nung fiir diese beiden Peptide erfolgte mit einer semi-constant time Variante des HNN-
Experiments. 193194 Die Standardmethode®’ der homonuklearen Resonanzzuordnung mit
einer Kombination aus phasensensitiven140 'H,'"H-TOCSY '97-254 ynd 'H,'H-NOESY 8-
bzw. 'H,'"H-ROESY !%®_Experimenten, jeweils mit excitation scultping'®> zur Wasserun-
terdriickung, wurde fiir die beiden HEWL-Peptide angewandt. Bei dem Peptid HEWL-
9mer wurde zur besseren Vergleichbarkeit die gleiche Nummerierung der Aminoséurereste
wie bei dem Peptid HEWL-19mer verwendet.

Fiir die Restsekundirstrukturbestimmung mit Hilfe von chemischen Verschiebungen
wurden die random coil chemischen Verschiebungen von Schwarzinger et al.''¢ fiir die
benachbarten Aminoséurereste i =1 und i £ 2 in der jeweiligen Peptidsequenz — so fern
erforderlich — korrigiert. ' Die so erhaltenen Werte wurden dann von den experimentell
bestimmten Werten subtrahiert. Fiir die CSI-Methode wurden die Schwankungsbereichs-
werte von WISHART und SYKES verwendet. %’

Zur PACHLER-Analyse??%22! der chemischen Verschiebungen der homooligomeren
Peptide wurden mit dem Softwareprogramm Insight II (Accelrys Software Inc.) fiir die
jeweiligen Peptide PDB-Strukturen mit den kanonischen ¢,y-Winkelwerten'® der ag,
B und PPy Hauptkonformationen generiert. Fiir diese PDB-Strukturen wurden dann mit
Hilfe des Softwareprogramms SHIFTX???> Version 1.1 die chemischen Verschiebungen
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berechnet. Diese wurden dann zur PACHLER-Analyse mit einem arbeitskreisinternen C-
Softwareprogramm>>> verwendet.

Austauschprozesse wurden mit phasensensitiven 140 TH TH-NOESY- bzw. 'H,'H-
ROESY-Experimenten mit excitation scultping'® zur Wasserunterdriickung gemessen.
Wasseraustauschraten kH20 und 7;-Zeiten lassen sich aus den Signalintensitdten nach fol-

genden Gleichungen?>%%37 bestimmen:

Ino,
k.0 T = 27 (5.1)
,0,i " Tm [i7i+21j7i+IH207i
J
] LIji
Ty = ——— (5.2)

i, =
Ty, lii+1n,0,

Aus der T;-Zeit ldsst sich die von der T»-Relaxation abhédngige Linienbreite I fiir die

einzelnen Amidprotonen i berechnen?3%:
Ti; 1
y P = 53
225 T (5-3)

Die Ratenkonstanten des chemischen Austausches bei Triglycin wurden aus den ex-
perimentellen Signalvolumina durch Lésen der Gleichung (26) aus dem {iibersichtsartikel
von PERRIN und DWYER '3 unter Zuhilfenahme des Softwareprogrammes EXSYCalc 1.0
(MESTRELAB RESEARCH, S. L., Spanien) erhalten. Das dafiir bendtigte Signalvolu-
men bei einer Mischzeit von O s fiir den cis-Hn2-Diagonalpeak war mit dem breiten Signal
des N-Terminus iiberlagert. Dieses wurde durch Verhiltnisbildung der Signalvolumina des
aufgelostem cis-Hn3-Diagonalpeaks bei O bzw. 0,1 s und des cis-Hn2-Diagonalpeaks bei
0,1 s unter Annahme eines linearen Zusammenhangs berechnet. Die angegebenen Raten-
konstanten sind jeweils der Mittelwert aus 14 'H,'H-NOESY-Spektren mit Mischzeiten im
Bereich von 0,1 — 2,0 s mit der Standardabweichung als Fehler.

Die HRMAS-NMR-Messungen erfolgten mit einem Bruker 600 MHz Spektrometer aus-
gestattet mit einem HRMAS-600-SB-BL4 'H{ !3C/'>N} Probenkopf mit z-Gradienten in 4
mm Rotoren bei einer Rotationsfrequenz von 5000 Hz. Es wurden jeweils ca. 15 mg Harz
in den Rotor eingewogen und mit deuteriertem Dichlormethan und Wasser gequollen, da
die Epoxidierungsreaktion von BERKESSEL et al. auch in diesem Losungsmittelgemisch
durchgefiihrt wurde. #® Die Temperaturregelung in dem Probenkopf wurde nach der Metho-
de fiir HRMAS-NMR-Probenkopfe kalibriert.>>° Die chemischen Verschiebungen wurden
auf internes TMS referenziert. Die Akquisitions- und Prozessierungsparameter der NMR-
Experimente sind im Anhang C in Tabelle C.36 auf Seite 112 aufgefiihrt.
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5.4 MD-Simulation

Tabelle 5.3: Skalare Kopplungskonstanten mit den verwendeten Parametrisierungen
der KARPLUS-Beziehungen.

J Parametrisierung Lit.
3J(Hn,Hg) | 37 =7,09c0s?(¢ — 60°) — 1,42cos(¢ —60°) + 1,55 146
3J(HN,C) | 37 =4,29c0s?(¢ +180°) — 1,01 cos(¢ — 60°) 146
3J(Hg,C?) | 37 =3,72c0s?(¢ +120°) —2,18cos(¢ +120°) +1,28 | 146
35(C’,C’) | 31 =1,36c0s%(¢) —0,93cos(¢) + 0,60 146
JJ(HN,Cp) | *J =3,06c0s*(¢ +60°) — 0,74 cos(¢ +60°) +0,13 146
IJN,Cq) | 'T=1,70c0s?(y) —0,98cos(y) +9,51 148
2J(N.Cq) | 27 =—0,66c0s*(y;_1)—1,52cos(y;_1)+7,85 150
3J(Hn,Cq) | 37 = — 0,23cos(¢) —0,20cos(y;_1) +0,07sin(¢) 147

+ 0,08sin(y;—1) +0,07cos(¢)cos(y;—1)
+ 0,12cos(¢)sin(y;—1) — 0,08 sin(¢) cos(y;_1)
— 0,14sin(¢)sin(y;_;) + 0,54

5.4 MD-Simulation

Samtliche MD-Simulationen wurden von Dr. PHUONG H. NGUYEN aus dem Arbeitskreis
von Prof. Dr. GERHARD STOCK an der J. W. GOETHE-Universitit in Frankfurt am Main
durchgefiihrt.

Zur Simulation der Peptide wurde das GROMOS96 Kraftfeld 43al 1°4!% und das SPC
Wassermodell*®° zusammen mit der GROMACS MD-Simulationssoftware 201293 verwen-
det. Die Ala,-Peptide wurden in kubischen Simulationskasten mit 650, 807, 874, 1096 und
1243 Wassermolekiilen fiir n = 3, 4, 5, 6 und 7 platziert. Die Boxen fiir Glys und Vals ent-
sprachen der von Alas. Die Integration der Bewegungsgleichungen erfolgt alle 2 fs mit Hil-
fe des Bocksprung-VERLET-Algorithmus.?%32% Die kovalenten Bindungslingen wurden
mit dem SHAKE-Verfahren?> mit einer relativen Toleranz der Geometrie von 10™# ein-
gehalten. Zur Behandlung der weitreichenden elektrostatischen Wechselwirkungen wurde
die Teilchen-Sieb-EwWALD-Methode angewandt.?*" Die Interaktionspaarliste fiir die nicht-
gebundenen Wechselwirkungen wurde all 5 fs mit einer Grenze von 1,2 nm aktualisiert.
Die Energieminimierung erfolgte mit der konjugierten Gradientenmethode. Danach wur-
de das System fiir 100 ps bei konstantem Druck (1 atm) bzw. konstanter Temperatur (T
=300 K) mit dem BERENDSEN-Kopplungsverfahren Aquilibriert.?** Jede MD-Simulation
lief 100 ns mit einer Datensammlung alle 0,2 ps. Fiir die Berechnung der skalaren Kopp-
lungskonstanten von den Daten der MD-Simulationen wurden die in Tabelle 5.3 zusam-
mengefassten KARPLUS-Beziehungen 143144 verwendet.

Es wurde angenommen, dass das Kraftfeld die Strukturen der Hauptkonformationen
or-Helices, B-Faltblitter und PPy-Helices mit (¢,y) =~ (—80°, —50°), (—120°, 130°)
und (—60°, 140°) richtig wiedergibt. Neben diesen Hauptkonformationen findet man in
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den MD-Simulationen zusitzlich mit einer allerdings vernachlidssigbaren Population auch
den Bereich der oy -Helix mit (¢,y) ~ (50°, 100°). Die thermischen Populationen dieser
Hauptkonformationen Pg, Pg und Ppp; wurden durch Minimierung der Differenz 2% in
Gleichung (5.4) von experimentellen und berechneten skalaren Kopplungskonstanten be-
rechnet.

X2 (Pa, Py, Pory) = YIS — (Pod® + PP + Pop, gy )2 (5.4)
k

Die Summation luft dabei iiber alle verfiigbaren Kopplungskonstanten. J;" steht fiir
die gemessene skalare Kopplungskonstante. J} ist die Kopplungskonstante der Hauptkon-
formation s (s = ar, B und PPyy) und wird durch Mittelung iiber alle MD Strukturen der
entsprechenden Konformation s erhalten. Nimmt man fernerhin an, dass nur die drei Haupt-
konformationen thermisch populiert sind, gilt:

Py +Pﬁ +PPPII =1 (5.5)
Damit lasst sich nun )(2 aus Gleichung (5.4) als Funktion von zwei Variablen ausdriicken:

X2 (Pa, Pg) = Y (ISP — JP0) — Py (U — I — Py (g — 7P (5.6)
k

Gleichung (5.6) wurde entweder analytisch (unter der Voraussetzung 0 < Py < 1) oder
numerisch minimiert. Die numerische Minimierung von x? (Po,Pg) erfolgte durch eine
zweidimensionale Gittersuche. Wie man in Abbildung 5.1 auf der nichsten Seite sieht, ist
das globale Minimum (bei Py, = 0, PB = 0,15) von xz relativ flach. Es wurde deshalb
ein Fehler von 5% fiir die Populationen angenommmen. Zur weiteren iiberpriifung der
Verlisslichkeit der Minimierungen wurde zudem eine oder mehrere Kopplungskonstanten
ausgeschlossen, oder die Parametrisierung der 2J(N,Cy) Kopplungskonstanten mit einer
Unsicherheit von 0,5 Hz versehen (dies entspricht dem Unterschied der Parametrisierun-
gen in der Literatur43159). Die damit erhaltenen Populationen und x2-Graphen sind in
Tabelle 5.4 bzw. Abbildung 5.1 dargestellt. Man sieht, dass man jedes Mal sehr dhnliche
Populationen erhilt und der Fehler von 5% gerechtfertigt ist.

Tabelle 5.4: Erhaltene Populationen der Hauptkonformationen vom Aminosiurerest
A4 des Peptids Ala;, wenn man eine oder mehrer skalare Kopplungskonstanten aus-
lisst, oder die Parametrisierung der 2J(N,C,) Kopplungskonstanten um 0,5 Hz ver-
schiebt.

P/% [ alled | ohne2J(N.Ca) | ohne 2J(N.Cq) und *J(Hn.Cp) | ohne*J(Ha.C)) | verschobene 2J(N.Ca)
Py | O 0 0 0 0
Py 15 16 18 13 14
P, | 85 84 82 87 86
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5.4 MD-Simulation

mit allen J Kopplungen

=
P

Xz (PwPB)
22

it

ohne 3J(H,,C") ohne 3J(Hy,Cg) und 2J(N,C,,)

Xz (PwPB)

&///J/ a %2 (Po,Pyp)
& o :

1.5
13
1.1

Abbildung 5.1: Funktion xz(Pa,Pﬁ) vom Aminosédurerest A4 des Peptids Alay ge-
zeichnet fiir verschiedene Fille.
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A Skalare Kopplungskonstanten

In diesem Kapitel des Anhangs sind die experimentell bestimmten skalaren Kopplungskon-
stanten zusammmen mit den MD-Daten der untersuchten Peptide ergdnzend zu den bereits
in Kapitel 3 auf Seite 29 aufgefiihrten Ergebnissen tabelliert.

Tabelle A.1: Skalare Kopplungskonstanten und Populationen des Peptids Alas in Was-
ser bei T = 300 K. Tabelliert sind die Ergebnisse der MD-Simulation (a, 3, PPy, MD),

der NMR-Experimente (Exp) und der Minimierung (Fit).

J Kopplungskonstanten / Hz

Populationen / %

# Art Winkel o B PPy MD Fit Exp Pu Py Pppy
3JHnHe) (92) 56+25 | 94409 | 53+17 | 70+26 | 56 | 5684003 | 15 40 41  (MD)
3JHNC)  (92) 13410 | 08+07 1.1+08 11410 11 1,13£000 | © 8 92 (Fiy
3He.C)  (92) 16406 | 26403 15404 | 21410 1,5 1,84 40,07
3oy (9 07404 15405 | 05+0,1 09406 | 06 | 025+001

A2 | IHNG) (92) 20407 | 06404 | 23402 15409 | 21 2,39 40,03
UNCe)  (y2) 97402 | 109408 | 109408 | 108+08 | 109 | 11,34+0,02
2INCo) () 86+02 | 86402 | 86+02 | 86402 9,14+ 0,03
3 HNCo) (02.w1) | 06+0,1 0840,1 0,6+0,1 0740, 06 | 070+002
3(CaCa) (1) 2,31 40,07
3 HNHe) (93) 75425 | 70426 | 7.0+26 | 71+26 6,52+ 0,01
3JHN.C)  (93) 0,9+07 1L,1£1,0 1L1+1,1 1L1+1,0 1,29 + 0,00
3He.C)  (93) 21408 | 22+11 22411 22411 2,14 40,03

as | MENCH ©03) 14408 15409 15409 15409 2,02 40,03
UNCe)  (y3) 121401 | 121401 | 121401 | 12,1407 11,47 0,02
2INCo)  (¥2) 65+05 | 84+03 | 85+03 | 83+06 | 85 | 845+002
3 HNCo) (03.92) | 03+£01 | 07401 07+0,1 0740,1 0,65 + 0,06
31(CaCa)  (w2) 2,12 £ 0,01
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A Skalare Kopplungskonstanten

Tabelle A.2: Skalare Kopplungskonstanten des Peptids Alas in Wasser bei T = 275,
300, 325, und 350 K.

“ J Kopplungskonstanten / Hz
Art Winkel 275 K 300K 325K 350K
3J(HnHe) (02) 5,33 £0,01 5,68 £ 0,03 6,02 £+ 0,02 6,29 £+ 0,02
3J(HN,CY)  (¢2) 1,08 £+ 0,04 1,13 £ 0,00 1,11 £ 0,02 1,02 £+ 0,09
3I(He,C)  (¢2) 1,84 £ 0,03 1,84 £ 0,07 2,04 £0,11 2,23 £0,03
A2 3J(HN,CI;) (92) 2,28 £0,11 2,39 £ 0,03 2,22 £ 0,02 2,13 £0,08
IN,Co)  (v2) 11,43+0,01 | 11,34 +£0,02 | 11,29+0,01 | 11,21 £0,02
2J(N,Co)  (w)) 9,14 £ 0,02 9,14 £ 0,03 9,16 £ 0,01 9,10 £ 0,03
3J(HN.Co) ($2,W1) 0,73 £ 0,05 0,70 0,02 0,75 + 0,06 0,80 & 0,00
I(N,C) 16,50 + 0,00 | 16,49 0,00 | 16,47 +£0,00 | 16,46 & 0,02
3J(HnHe) (03) 6,28 £ 0,00 6,52 £ 0,01 6,73 £ 0,01 6,94 £ 0,01
3J(HN,CY)  (¢3) 1,17 £ 0,04 1,29 £+ 0,00 1,26 0,01 1,11 £0,01
3I(He,C)  (¢3) 2,04 £ 0,01 2,14 £ 0,03 2,36 = 0,06 2,31 £0,05
A3 3J(HN,CI;) (93) 1,93 £+ 0,06 2,02 £0,03 1,92 £ 0,01 1,96 £ 0,00
UN,Co)  (w3) 11,45+0,01 | 11,47+0,02 | 11,51 £0,01 | 11,55 £0,01
2J(N,Co)  (w2) 8,45 £ 0,02 8,45+ 0,02 8,42 £ 0,01 8,34 £ 0,02
3I(HN.Co) (93,W2) 0,74 £ 0,05 0,65 + 0,06 0,65 + 0,05 0,80 &= 0,00
1I(N,C) 15,754+ 0,00 | 15,67 £0,01 | 15,59 +0,00 | 15,46 & 0,00

Tabelle A.3: Skalare Kopplungskonstanten und Populationen des Peptids Alas in Was-
ser bei T =300 K. Tabelliert sind die Ergebnisse der MD-Simulation (a, 8, PPy, MD),
der NMR-Experimente (Exp) und der Minimierung (Fit).

J Kopplungskonstanten / Hz Populationen / %

# Art Winkel o B PPy MD Fit Exp Pqo P/j PppH
3J(HnHe)  (92) 53+24 93+ 1,1 48+1,7 59+26 55 562+004 | 25 23 43 (MD)
3JHN.C)  (92) 14£1,0 0,9+09 13+£09 14+1.1 12 1,15 £ 0,02 0 14 8  (Fiy
3J(He.C) (92) 1,5+0,6 26+03 14+04 19+1.2 1.5 1,87 £ 0,09

A2 3[5Eee) (9 0,6+0,3 1,5+0,6 0,5+0,1 08+05 0,6 0,19 £ 0,00
3JHN.Cp)  (92) 2,1 406 0,6+ 04 23402 1,8+£08 2.1 2,36 + 0,00
HINCa)  (y2) 97402 | 10,7+£09 | 109+08 | 105409 | 109 | 11,39 +0,01
2J(N,Cq) (y1) 8,1+£0,8 77+£1,0 78+1,0 8,6 £0,2 9,17 £ 0,01
3JHN.Co)  (92.y1) 0,6+0,1 0,8+0,1 0,6+0,1 0,7 +0,1 0,6 0,68 + 0,01
3J(HnHe) (63) 57425 94410 50417 62426 59 5894002 | 25 23 40  (MD)
3IHN.C)  (63) 12410 0,7+08 12409 13+£1,1 1,1 1,11 £ 0,01 0 19 81 (Fit)
3J(Ha.C') (93) 1,6 £0,6 26+03 14+04 22+1,6 1,6 1,95 £ 0,02
A3 | IHNCp) (93) 2,0£0,7 0,7+04 23402 1,7£08 2,0 2,24 4+ 0,01
LI(N.Ce) (y3) 9,8 £0,2 10,6 £0,9 10,7+ 0,8 104 +£0,8 10,7 11,33 £ 0,01
2IN.Ca)  (¥2) 64405 82406 8305 79409 7.8 8,56 + 0,02
3JHNCo)  (93,¥2) 0,6+0,2 0,602 05+02 0,6+0,2 05 0,60 + 0,01
3J(HnHe)  (94) 6,5+27 6,2+27 6,4 +27 64427 6,56 + 0,01
3IHN.C)  (04) 1312 14+13 13412 1312 1,26 + 0,01
3JHe.C)  (94) 21+13 22414 22414 22414 2,24 + 0,01
A4 | BIENCE)  (94) 1,6+08 1,64+08 1,6+£08 1,6+08 1,99 + 0,03
HINCo)  (wg) 10,5409 10,5409 104 +£0,9 10,5409 11,53 £ 0,01
2J(N.Cq) (y3) 64+£05 82+0,6 84+0,5 7,7£1,0 8.3 8,37 £ 0,01
3JHN.Co)  (94.¥3) 0240, 0,7+0,1 0,7+0,1 0,5+02 0,60 + 0,01

64



Tabelle A.4: Skalare Kopplungskonstanten und Populationen des Peptids Alas in Was-
ser bei T = 300 K. Tabelliert sind die Ergebnisse der MD-Simulation (a, 3, PPy, MD),
der NMR-Experimente (Exp) und der Minimierung (Fit).

J Kopplungskonstanten / Hz Populationen / %

# Art Winkel o B PPy MD Fit Exp Py Pg Pppy;
3J(HnHe)  (92) 52+25 94+1,0 48+17 59+26 55 5,59+ 0,03 31 20 40 (MD)
3JHNC)  (92) 14+1,1 0,8+09 1,34+0,9 1,4+1.2 12 1,13 4 0,00 0 14 86 (Fit)
3JHe,.C)  (92) 1,5+0,6 2,6+03 14+04 20+13 1,5 1,85+ 0,05

A2 35,y (92) 0,7+04 1,54+0,6 0,5+0,1 0.8+0,5 0,6 0,19 + 0,00
3J(HN,Cﬁ) (¢2) 2,0+ 0,6 0,6 +£0,4 23402 1,8+0,8 2,1 2,30 4 0,00
INCa)  (y2) 9,7+0,2 10,7+ 0,9 10,9+0,8 10,5+0,9 10,9 11,36 + 0,03
2JNCa)  (y)) 78+1,0 77+£1,0 79+1,0 8,6+0,2 9,20 + 0,03
3JHNCa)  (92,¥1) 0,6 +£0,1 0,8 +0,1 0,6 +0,1 0,6 +£0,1 0,6 0,67 4 0,00
3JHNHe)  (93) 53+24 94+09 50+1,7 6,0+2,6 57 5,74+ 0,02 34 20 40 (MD)
3JHa,C)  (93) 1,5+0,6 2,6+0,3 1,44+04 2,1+15 1,6 1,86 & 0,05 0 16 84 (Fit)

A3 3J(HN,CB) (¢3) 2,1+£0,6 0,7 +04 23402 1,8+0,8 2,0 2,24+ 0,01
INCa)  (y3) 9,7+0,2 10,6 £ 0,9 10,7+ 0,8 10,3+0,8 10,7 11,26 £ 0,03
2INCa) () 77+1,0 73+ 1,1 75+1,0 78+1,0 7.8 8,55+ 0,04
3J(HN.Ca) (93.¥2) 04+02 0,6 £02 0,5+0,2 05+02 0.5 0,68 + 0,01
3J(HnHe)  (94) 56+24 94+ 1,0 52418 6,4 +2,6 59 5,98 4+ 0,02 33 23 33 (MD)
3JHN.C)  (94) 12+1,0 0,8+0,9 1,L1£09 12+1,1 1,1 1,15+ 0,02 0 17 83 (Fit)
3JHe,C)  (94) 1,6 £0,6 2,6+0,3 1,4+04 22+15 1,7 1,89 4+ 0,02
A4 3J(HN,Cﬁ) (94) 2,0+0,7 0,7+0,4 23402 1,7+ 0,8 2,0 2,14 4+ 0,00
INCa)  (yy) 9.8+02 10,5+ 0,9 10,6 £0,8 10,3+0.8 10,6 11,25 £ 0,02
2JNCa)  (w3) 76+1,0 73+1,1 75+ 1,1 76+1,0 75 8,40 £ 0,03
3JHNCo)  (94,¥3) 0,5+02 0,6 +£0,2 0,4+02 0,5+02 0,5 0,69 4 0,01
3JHNHe)  (95) 6,4+28 93+1,1 49+1,7 6,5+27 6,54 + 0,05
3JHN.C)  (95) 1,3+1,1 0,8+09 1,34+0,9 13+1,2 1,16 4 0,06
3JHe,C)  (95) 1,8+0,7 2,6+0,3 14+04 22414 2,19 £0,01
A5 3J(HN,C/3) (¢5s) 1,7+ 0,8 0,6 +£04 23+02 1,6 £0,9 1,96 & 0,00
HINCo)  (ws) 9,7+0,3 10,74+ 0,9 11,04+0,8 10,4+ 0,9 11,49 +0,03
2JNCa)  (Wy) 76 +1,0 73+1,1 75+ 1,1 75+1,1 715 8,27 +£0,03
3JHN.Ca) (95.W4) 0,5+0,2 0,6 +02 0,4+0,2 0,5+0,2 0,73 4+ 0,00
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A Skalare Kopplungskonstanten

Tabelle A.5: Skalare Kopplungskonstanten und Populationen des Peptids Alag in Was-
ser bei T =300 K. Tabelliert sind die Ergebnisse der MD-Simulation (a, 3, PPy, MD),
der NMR-Experimente (Exp) und der Minimierung (Fit).

J Kopplungskonstanten / Hz Populationen / %

# Art Winkel o B PPy MD Fit Exp Py Pg Pppy;
3JHNHa)  (62) 55+25 93+ 1,1 48+ 1,7 59+26 55 5,60 £ 0,03 22 22 46 (MD)
3JHNC)  (92) 13£1,0 08+09 1,3£09 14+11 12 1,13 + 0,00 0 17 83 (Fit)
3IHe.C)  (2) 1,6 £0,6 26+03 14£04 19+12 1,6 1,81 +£0,03

A2 3,I(HN,Cﬁ) (¢2) 2,0+£0,7 0,704 23+02 1,8+038 2,0 2,33 £0,02
HINCo)  (y2) 9,7+02 10,7+ 0,9 11,0+ 08 10,6 0,9 109 11,37 £0,01
2INCo)  (y)) 83+0,7 7,6 £1,1 7,7£1,0 8,6+0,2 9,17 £0,02
3IHNCa)  (92.¥1) 0,6 £0,1 0,8+0,1 0,6 £0,1 0,7+0,1 0,6 0,66 + 0,02
3JHNHa)  (93) 47+23 94+£1,0 50£1,7 56+2,6 5,6 5,67 £0,04 45 15 30 (MD)
3JHN,C)  (93) 1,64+12 0,7+08 1,24+0,9 1,54+12 1,2 1,20 £ 0,04 0 14 86 (Fit)
3JHeC)  (93) 1,4£0,6 2,6+03 14£04 20£15 1,6 1,79 + 0,05
A3 3J(HN,C/;) (¢3) 2,1£0,6 0,7+04 23+£02 1,8+£038 2,1 2,234+0,03
HINCo)  (w3) 9,7+£02 10,7 £0,9 10,8 £0,8 10,2+0.8 10,8 11,26 £ 0,01
2INCa)  (y) 73+1,0 72+1.1 75£1,0 8,0+09 7,7 8,52+ 0,02
3IHNCo)  (93.¥2) 0,6 +0,1 0,6+0,2 04+£02 0,5+0,2 0,5 0,59 £ 0,00
3JHNHe)  (94) 51£22 94+£1,0 5118 59+25 5.7 5,80+ 0,03 45 18 28 (MD)
3IHN.C)  (94) 14410 0,7+08 12409 1341, 1,1 1,22 40,01 0 13 87 (Fit)
3JHa'C)  (94) 15+£05 26+03 14+£04 20+14 1.6 1,73 £ 0,04
A4 3J(HN,CB) (¢4) 2,1£05 0,7+04 23+02 1,8+£08 2,1 2,18 £0,03
HINCa)  (yy) 98+0,2 10,5+ 0,9 10,7+ 0,8 10,2+0,8 10,6 11,27 £ 0,01
2INCa)  (w3) 72+1.1 7,111 74+1,1 74+1.1 7.5 8,34 + 0,01
3JHNCa)  (94.¥3) 04+02 0,6+02 04+£02 04+02 0,4 0,54 £ 0,02
3J(HnHe)  (95) 56+23 94+1,0 52+18 6,4+26 6.0 6,02 £ 0,04 34 25 31 (MD)
3JHNC)  (95) 1,1£09 08409 1,1£09 12+1,1 1,1 1,05 + 0,02 0 18 82 (Fit)
3IHe.C)  (95) 1,6 £0,6 2,6+£03 1,5£04 2,1+14 1,7 1,99 4 0,03
A5 3J(HN,C,B) (¢5) 2,006 0,7+04 23+02 1,7+£0.8 2,0 2,20+ 0,03
HNCa)  (ws5) 9,8+02 10,5+ 0,9 10,6 £ 0,8 103 +£0,8 10,6 11,25 £0,01
2JN.Ca) (W) 7,6+1,0 74+1,1 74411 7341, 74 8,26 0,02
3JHNCo)  (95,W4) 0,4+02 05402 04+£02 05+02 0.4 0,53 £ 0,01
3J(Hn,He)  (96) 63+28 93+ 1,1 49+1,7 6,4+27 6,59 £ 0,02
3JHNC)  (96) 13+1.1 08+09 13+£09 14+£12 1,29 + 0,01
3IHeC)  (96) 1,8£0,7 2,6+£03 14+£04 22+15 2,23+0,03
A6 3J(HN,Cﬁ) (¢6) 1,7£038 0,7+04 23+02 1,6 £0,8 1,94 4 0,02
HINCo)  (we) 9,7+03 10,7+ 0,9 11,0+ 0.8 10,4 09 11,49 £0,01
2INCa)  (ws) 7,6 +1,0 74+1,1 74+£1,1 75+1,1 74 8,18 + 0,01
3IHNCa)  (96.¥5) 0,5+0,2 0,6 +0,2 0,4+02 0,5+0,2 0,62 + 0,03
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Tabelle A.6: Skalare Kopplungskonstanten und Populationen des Peptids Ala; in Was-
ser bei T =300 K. Tabelliert sind die Ergebnisse der MD-Simulation (a, 3, PPy, MD),

der NMR-Experimente (Exp) und der Minimierung (Fit).

J Kopplungskonstanten / Hz

Populationen / %

# Art Winkel a B PPy MD Fit Exp Py Py Ppp
3)(HnHe) (62) 47423 93410 48417 55426 56 561+004 | 40 17 35  (MD)
3IHNC)  (62) 17212 08+08 13£09 15512 12 1,15 £0,02 0 17 8  (FiD
3IHaC)  (92) 15405 26403 14+04 18412 1.6 1,89 +0,32

A2 | AIHNCp) (92) 21406 0.6+04 24402 18408 20 2,31 +0,05
NCe)  (v2) 97+£02 | 107+£09 | 11,0£08 | 1044£09 | 109 | 11,3700l
2I(N.Ca)  (y1) 76+1,0 76410 77+10 8,640, 9,17 + 0,02
3JHNCa)  (92.97) 0,6 +0,1 08+0,1 0,6+0,1 0,6 +0,1 0,6 0,71 + 0,02
3J(HNHe)  (63) 45+21 94410 49+1,7 54425 56 566+001 | 45 15 29  (MD)
3IHN.C)  (63) 17+1,1 084038 13408 15412 12 1,20 £ 0,02 0 16 84  (Fip
3IHe.C)  (63) 14405 26+£03 14£04 19414 1.6 1,85 40,20
A3 | AIHNCp)  (93) 22405 07404 23402 1,9+0,7 2,0 2,20 +0,10
LINCo)  (w3) 97402 | 106409 | 108+08 | 102+08 | 108 | 11,27+0,02
2I(N.Ca)  (y2) 73£1,0 74£11 76£10 77£10 76 8,52 40,03
3IHN.Ca)  (93.¥2) 04402 0,6+0,2 04+0.2 0,5+0,2 0,5 0,66 + 0,01
3IHNHg)  (04) 47£20 94£10 50£17 554224 57 5774002 | 57 12 21  (MD)
31HN.C)  (64) 15410 08+08 12409 1541, 11 1,20 + 0,05 0 15 8  (Fio
31(He.C)  (04) 14405 26+£03 14+04 20£15 16 1,80+ 0,14
A4 | FIHNCp) (94) 22405 07+£04 23402 19407 2,0 2,23 £0,02
(NCa)  (wa) 97402 | 106409 | 107+08 | 10,1407 | 107 | 11,22+0,02
2I(N.Ca)  (w3) 6,9+09 70£1,1 TA£1] TAL£10 76 8,29 + 0,03
3IHNCa)  (04.93) 03£02 0,6+£072 04£02 04£03 0,5 0,56 0,04
3iHNHg)  (65) 52421 94+10 5117 59424 57 5924002 | 52 16 22 (MD)
3IHNC)  (65) 13£09 08+08 12+£08 13£1,0 1.1 1,19 £ 0,06 0 14 8 (Fit
A5 31HeC)  (95) 15405 26403 14404 20+ 14 1.6 1,56 +0.25
3J(HNCp) (95) 22405 07+04 23£02 19408 2,0 2,23 +0,08
(NCa)  (vs) 98+£02 | 105409 | 107408 | 10,1407 | 106 | 11,2900l
2I(NCa)  (wa) 70+1,0 70£1,0 T4+1,1 71+£10 73 8,22 + 0,04
3IHNHg)  (06) 554222 93412 53+£18 62424 59 604+003 | 43 21 25 (MD)
3IHNC)  (6) 12409 09409 11409 13+1,1 1,1 1,10 + 0,04 0 17 8  (MDg)
A6 31(He.C)  (06) 15405 26+£04 15+£04 22416 16 1,67 +0,20
JHN.Cp)  (96) 21406 07+04 23402 17408 2,0 221 40,04
(NCa) (Vo) 98+02 | 104409 | 106+08 | 10,1407 | 106 | 11,29+0,01
2IN.Ca)  (vs) 64+04 8.0£09 82407 72£11 74 8,24 40,01
3)HnHe) (67) 65+26 6,3+2,7 6,4+2,7 6,4+27 6,60 + 0,03
3IHNC)  (67) 13£1,1 14£13 14£12 13£12 1,25 +0,05
3IHe.C)  (67) 21413 23416 22414 22414 2,03 +0,14
AT | IHNCE)  (97) 1,6 +09 1,6+08 1,6 40,9 1,6+09 1,99 +0,12
(NCe)  (v7) 105+£10 | 104409 | 104£09 | 105+09 11,51 40,01
2IN.Ca) (Vo) 6,4+ 04 79408 82407 73£1,1 8.1 8,18 % 0,02
3JHN.Ca)  (97,W6) 03+0,1 0,6+0,1 0,6+0,1 0,5+0,2 0,59 + 0,00
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A Skalare Kopplungskonstanten

Tabelle A.7: Skalare Kopplungskonstanten und Populationen des Peptids Val; in Was-
ser bei T = 300 K. Tabelliert sind die Ergebnisse der MD-Simulation (a, 3, PPy, MD),

der NMR-Experimente (Exp) und der Minimierung (Fit).

J Kopplungskonstanten / Hz

Populationen / %

#
Art Winkel a B PPy MD Fit Exp Py Pﬁ PppH
3JHNHg)  (02) 7,1+25 9,64+ 0,7 54+18 7,1+25 7.9 7,94 + 0,02 13 35 47 (MD)
3J(HN,C’) (97) 0,8+0,8 0,6 £0,5 1,009 0,9+09 0,8 0,58 £ 0,06 19 52 29 (Fit)
3IHe.C)  (92) 2,0+0,7 27402 1,5+04 22+ 1,1 22 2,42 + 0,06
3C.C)  (9) 0,8+04 13405 0,5+ 0,1 08+05 1,0 0,34 + 0,00
V2 3J(HN,Cﬁ) (92) 1,7+08 0,7 +04 22402 1,6 +08 1,3 1,38 + 0,06
INCa)  (v2) 9,6+02 10,5+0,8 10,5+0,8 10,4 +0,8 10,3 10,80 + 0,04
2J(N.Co)  (y1) 8,540,2 8,64 0,2 8,6+0,2 8,64 0,2 8,35 + 0,06
3J(HN.Ca) (92.¥1) 0,7 +0,1 0,8+0,1 0,6 +0,1 0,7+0,1 0,7 0,77 + 0,04
31CaCa) (W) 1,51 +0,07
3J(HnHe)  (93) 82+22 79+24 82+23 8,1+24 7.91 + 0,02
3JHN.C)  (93) 0,8+0,9 0,9+0,7 09+08 0,9+0,8 1,01 + 0,00
3J(Ha.C‘) (93) 24409 24+1,1 24+1,0 24410 2,45 + 0,06
V3 3J(HN,C/3) (93) 12408 12408 12408 12408 1,40 + 0,07
INCa)  (y3) 10,4 +0,9 10,4 +0,9 10,4 +0,9 10,4 +0,9 11,02 + 0,03
2JN.Co)  (¥2) 6,6+0,5 83404 84403 8,140,7 8,0 7,80 + 0,05
3J(HN.Ca)  (93.v2) 03+0,1 0,7 40,1 0,7 +0,1 0,7+02 0,75 + 0,02
3(CaCa) (¥2) 1,64 40,04
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Tabelle A.8: Skalare Kopplungskonstanten des Peptids Glys in Wasser bei T = 300 K.
Tabelliert sind die Ergebnisse der MD-Simulation (MD) und der NMR-Experimente

(Exp).
4 J Kopplungskonstanten / Hz
Art Winkel MD Exp
3J(Hn,He) (02) 58+27| 5,8940,07
3J(HN,CY)  (2) 12+1,1| 1,104 0,00
3J(Ha,C?) () 3,34+2,1| 4,01 +0,00
- 3J(C°,C) () 1,3+0,8| 0,264 0,00
IIN,Co)  (y2) 10,4+ 1,0 | 12,17 £+ 0,02
2IN,Co) () 8,6 £0,2 | 10,45 £ 0,02
3J(Hn,Co) (¢2,w1) | 0,84+0,2| 0,78 + 0,00
3J(Ca.Ca) (W) 2,30 + 0,05
3J(Hn,He) (03) 59+2,6| 5,87+0,04
3J(HN,CY)  (3) 12+1,1| 0,99 +0,05
3I(Ha,C?)  (03) 3,34+2,1| 3,90+0,02
G3 | 'IN,Co) (w3) 10,34+ 0,9 | 12,77 £ 0,01
2I(N,Co)  (w2) 8,1+0,6 | 9,05=+0,03
3J(HN,.Co) (93,w2) | 0,6+02 | 0,61 £ 0,00
31(Co..Co) (W) 2,19 + 0,01

Tabelle A.9: Experimentelle skalare Kopplungskonstanten des Peptids HEWL-9mer
in Wasser bei T = 300 K.

J Kopplungskonstanten / Hz

At Winkel A9 A10 All MI12
3J(Hn,Hy) (61) 544 +0,01 | 548+0,08] 5,70+0,01

33(HN,CY) () 1324002 | 1294003 | 1,10+0,02

3J(He,C) () 1,78 £0,06 | 1,88+0,17 | 1,98 0,01

3I(Hn.Cp) (90) 2,19+0,01 | 2,15+£0,03| 2,154 0,03

II(N,.Ca) (w5 10,80 + 0,02 | 10,79 + 0,04 | 10,80 + 0,05

2J(N,Co)  (Wi1) 7,72 +0,06| 7,46+0,07 | 7,61 +0,03
33(Hn,.Co) (91, Wio1) 048 +0,02 | 0,49 +0,00 | 0,46 + 0,03
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A Skalare Kopplungskonstanten

Tabelle A.10: Experimentelle 3J(Hy,Hy) Kopplungskonstanten des Peptids HEWL-
9mer in Wasser bei T = 300 K.

Tabelle A.11:
19mer in Wasser bei T = 300 K.

# |3J(HnHg)/Hz
E7 | 7,28+0,03
L8 | 6,68+0,02
A9 | 54440,01
Al10 | 5,48 +0,08
All | 5,70+ 0,01

Mi12 | 7,40+ 0,02
K13 | 7,03+0,15
R14 | 7,71 +0,03

Experimentelle skalare Kopplungskonstanten des Peptids HEWL-

J Kopplungskonstanten / Hz

Art  Winkel A9 A10 All MI12
3J(Hn,He) () 5184004 | 5,10+£0,02| 5,67+0,03
3J(HN,C)  (¢1) 1,394+0,02 | 1,3340,05| 1,09+ 0,04
3(He,C) () 2,06 +0,19 | 1,72+£0,04 | 2,20+ 0,03
3I(Hn,Cp) (90) 2264004 | 2,19+£0,08 | 2,21 40,06
II(N,Co) (w5 10,54 = 0,05 | 10,58 + 0,04 | 10,57 + 0,05
2J(N,Co)  (Wi1) 724 +£0,06 | 7,02+0,06| 7,17+ 0,03
3J(HN.Co) (91,Wi1) 0,46 +0,03 | 0,43 40,00 | 0,50 & 0,02
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Tabelle A.12: 3J(Hn,H,) Kopplungskonstanten vom Aminosiurerest A2 des Peptids
Alaz in Abhingigkeit von der Temperatur.

T/K

3J(Hn,Hy) / Hz

275
280
285
290
295
300
305
310
315
320
325
330
335
340
345
350

533 +0,01
541 +0,02
548 +0,01
5,55 + 0,01
5,62 + 0,01
5,68 + 0,03
5,76 £ 0,01
5,83 + 0,01
5,90 + 0,01
5,94 + 0,02
6,02 + 0,02
6,14 + 0,03
6,15 + 0,04
6,19 -+ 0,04
6,26 + 0,03
6,29 + 0,02
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A Skalare Kopplungskonstanten

Tabelle A.13: 3J(Hy,Hg) Kopplungskonstanten vom Aminosiurerest A4 des Peptids
AcGGAAAGGNH,; in Abhingigkeit von der Temperatur. Das Peptid wurde in Wasser
mit pH = 2 bzw. in einem 20 mmol/L Kaliumphosphatpuffer mit pH = 3,5 gemessen.
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3J(Hn,Hg) / Hz

T/K pH?2 pH 3,5
270 | 5,50+0,03 | 5,50+ 0,04
275 | 5,57+0,03 | 5,55+0,04
280 | 5,64+ 0,02

285 | 5,70 + 0,01

290 | 5,76 + 0,01

295 | 5,82+ 0,01

300 | 5,884+0,00 | 5,87 40,01
305 | 5934001 | 59240,02
310 | 5,98+ 0,01

315 | 6,02+ 0,00

320 | 6,07+ 0,01

325 | 6,134+0,01 | 6,13+ 0,02
330 | 6,174+0,01 | 6,16+ 0,02
335 | 6,26 4+ 0,02

340 | 6,29+ 0,05

345 | 6,36+ 0,04

350 | 6,41 +0,05

355 | 6,484+0,05 | 6,44+ 0,05
360 | 6,544+0,01 | 6,56+ 0,01
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B '°N,'H-HSQC-Spektren

Die 15N,'H-HSQC-Spektren der in dieser Arbeit untersuchten Peptide sind in diesem Kapi-
tel des Anhangs abgebildet. Das 1>N,'"H-HSQC-Spektrum des '*C,">N-markierten HEWL-
SMe_Proteins in Abbildung B.1 auf der nichsten Seite bzw. in Abbildung 3.9 auf Seite 47
wurde freundlicherweise von CHRISTIAN SCHLORB aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr.
HARALD SCHWALBE an der J. W. GOETHE-Universitit in Frankfurt am Main zur Verfii-
gung gestellt.
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B ’N,'H-HSQC-Spektren

® e ° i Sisy [ ppm
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8.5 8.0 75 70 y/ppm

Abbildung B.1: Uberlagerung der >N,'H-HSQC-Spektren der beiden unmarkierten
Peptide C(SM®)ELAAAMKR (blau) und KVFGRC(SM®)ELAAAMKRHGLDN (rot)
sowie des 'C,'>N-markierten HEWL-SM¢-Proteins (schwarz). Die Spektren wurden
bei einer Feldstidrke von 700 MHz und bei T = 293 K aufgenommen. Die Akquisitions-
und Prozessierungsparameter der NMR-Experimente sind in Tabelle C.27 auf Sei-
te 105, Tabelle C.31 auf Seite 108 und Tabelle C.35 auf Seite 112 im Anhang C aufge-
fiihrt.
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Abbildung B.2: N,'"H-HSQC-Spektren der isotopenmarkierten Alanin-Peptide mit
den "H-1D-Spektren der jeweiligen unmarkierten Peptide obenauf. Die Spektren wur-
den bei einer Feldstirke von 400 MHz und bei T = 300 K aufgenommen. Die
Akquisitions- und Prozessierungsparameter der NMR-Experimente sind in Tabelle C.1
auf Seite 82 bis Tabelle C.26 auf Seite 104 im Anhang C aufgefiihrt. a) A*A*A*
(schwarz), ATA*A (rot), AA*A* (blau); b) A*A*A*A* (schwarz), AtA*A*A* (rot),
AA*A*A (blau); c) A*A*A*A*A* (schwarz), ATA*A*AA (rot), AAATA*A* (blau);
d) A*A*A*A*A*A* (schwarz), A*A*A*A*A*A* (rot), AATA*A*A*A (blau); e)
ATA*A*A*A*A*A* (schwarz), ATA*ATA*AYA*A (rot), AATA*A*A*A*A* (blau).
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B ’N,'H-HSQC-Spektren

U G | S
d1sy [ ppm d1sy [ ppm

-124,6
G2 6 -108,5
v3 @ -124,8
-109,0
-125,0
. 109,5 -125,2
V2 ©
G3 & =
-125,4
T T T T 110’0 T T T T T
88 86 84 82 5iy/ppm 8,7 86 85 84 8,3 514/ ppm

Abbildung B.3: N, 'H-HSQC-Spektren der Tripeptide G*G*G* (a) und V¥V*V* (b)
mit den 'H-1D-Spektren der jeweiligen unmarkierten Peptide obenauf. Die Spektren
wurden bei einer Feldstirke von 400 MHz und bei T = 300 K aufgenommen. Die
Akquisitions- und Prozessierungsparameter der NMR-Experimente sind in Tabelle C.9
auf Seite 89 bis Tabelle C.12 auf Seite 92 im Anhang C aufgefiihrt.
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Abbildung B.4: N,'H-HSQC-Spektren der HEWL-9mer-Peptide mit dem 'H-
1D-Spektrum des unmarkierten Peptids obenauf. Die Spektren wurden bei einer
Feldstirke von 700 MHz und bei T = 293 K aufgenommen. Die Akquisitions-
und Prozessierungsparameter der NMR-Experimente des unmarkierten Peptids
sind in Tabelle C.27 auf Seite 105 im Anhang C aufgefiihrt. Die Para-
meter fiir die teilweise isotopenmarkierten Peptide sind bis auf die Anzahl
der Wiederholungsexperimente, die auf zwei reduziert wurde, identisch. Farb-
kennzeichnung: C(SM®)ELAAAMKR (schwarz), C(SM®)EL*A*A*A*M*KR (rot),
C(SMe)ELA*A*AMKR (griin), C(SM*)ELAA*A*MKR (blau).
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B ’N,'H-HSQC-Spektren
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Abbildung B.5: N, 'H-HSQC-Spektren der HEWL-19mer-Peptide mit dem 'H-1D-
Spektrum des unmarkierten Peptids obenauf. Die Spektren wurden bei einer Feldstirke
von 700 MHz und bei T = 293 K aufgenommen. Die Akquisitions- und Prozessierungs-
parameter der NMR-Experimente des unmarkierten Peptids sind in Tabelle C.27 auf
Seite 105 im Anhang C aufgefiihrt. Die Parameter fiir die teilweise isotopenmarkier-
ten Peptide sind bis auf die Anzahl der Wiederholungsexperimente, die auf zwei re-
duziert wurde, identisch. Farbkennzeichnung: KVFGRC(SM)ELAAAMKRHGLDN
(schwarz), KVFGRC(SM®)EL*A*A*A*M*KRHGLDN (rot), KVFGRC(SM®)ELA"-
A*AMKRHGLDN (griin), KVFGRC(SM®)ELAA*A*MKRHGLDN (blau).

80



C Akquisitions- und
Prozessierungsparameter der
NMR-Experimente

In den folgenden Tabellen sind die Akquisitions- und Prozessierungsparameter der durch-
gefiihrten der NMR-Experimente aufgefiihrt.
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C Akquisitions- und Prozessierungsparameter

Tabelle C.1: Akquisitions- und Prozessierungsparameter der NMR-Experimente fiir
das Peptid AAA mit c(AAA) = 15,7 mmol/L bei T =300 K.

Experiment \ F¢ P’ swi© n! sW¢ ! e df Mix¢ @ "
TH-1D! 400,13 7 478927 16k - - 128 15 - 128k -
H-1D/ 400,13 7 478927 32k - - 128 15 - 128k -
'H,'H-ROESY’ | 400,13 8 408497 256  4084,97 1024 32 30 300 2048 2048
'H,'H-ROESY/ | 400,13 8 408497 256  4084,97 1024 32 30 400 2048 2048
'H,'H-ROESY/ | 400,13 8 408497 256  4084,97 1024 32 30 500 2048 2048
'H,'H-ROESY/ | 400,13 8 4084,97 256  4084,97 1024 32 30 600 2048 2048

8

7

7

7

'H,'"H-ROESY/ | 400,13 408497 256  4084,97 1024 32 30 800 2048 2048
'H,'H-NOESY/ | 400,13 5208,33 128 520833 1024 8 20 200 1024 2048
'H,'H-NOESY’/ | 400,13 5208,33 128 520833 1024 8 2,0 300 1024 2048
13C,'H-HMBC | 400,13 20120,72 512 478927 2048 16 2,0 - 1024 2048

Tabelle C.2: Akquisitions- und Prozessierungsparameter der NMR-Experimente fiir
das Peptid AA*A mit c(AA*A) = 27,2 mmol/L, das Peptid AAA* mit c(AAA¥) =
17,4 mmol/L und AcGGAA*AGGNH, mit c(AcGGAA*AGGNH;) = 10,8 mmol/L
(pH = 2) bzw. 3,4 mmol/L (20 mmol/L. Kaliumphosphatpuffer pH = 3,5) bei allen
Temperaturen.

Experiment ‘ F¢ P’ swi© 1 swo© 1! n¢ dY Mix8 " "

H-ID' [ 400,13 8 478927 16k - - 32 15 — 128k -

“Feldstirke in MHz der Protonenlamorfrequenz

bProbenkopfe: 1 =5 mm TXI 'H{'3C/!5N} Cryoprobenkopf mit z-Gradienten (S/N: 7500:1); 2 = 5 mm TXI 'H{'3C/!5N} Cryoprobenkopf mit z-Gradienten (S/N: 6500:1); 3 =
5 mm TXI 'H{ 13C/!5N} Cryoprobenkopf mit z-Gradienten (S/N: 5500:1); 4 = 5 mm TXI 'H{ '3C/!>N} Probenkopf mit z-Gradienten (S/N: 1450:1); 5 = 5 mm TXI 'H{ 13C/15N}
Cryoprobenkopf mit z-Gradienten (S/N: 4800:1); 6 =5 mm TXI ]H( 3¢/ 15N] Probenkopf mit z-Gradienten (S/N: 1200:1); 7 =5 mm TXI lH[ ”C/ISN) Probenkopf mit z-Gradienten
(S/N:700:1); 8 =5 mm BBI ATM 1H[BB) Probenkopf mit z-Gradienten (S/N: 730:1)

“aufgenommene spektrale Weite in Hz in der jeweiligen Dimension

d aufgenommene komplexe Punkte in der jeweiligen Dimension

¢ Anzahl der Wiederholungsexperimente je Zeitinkrement

fWartezeit in Sekunden zwischen zwei Einzelexperimenten

$NOESY/ROESY-, TOCSY-, (HN)CO(CO)NH-, oder J-mod. SN, 'H-HSQC-Mischzeit in Millisekunden
" Anzahl der Punkte nach FOURIER-Transformation in der jeweiligen Dimension

iVorsh’l[igung zur Wasserunterdriickung

Jexcitation sculpting zur Wasserunterdriickung. Linge des 180° shaped Pulses (Squal00.1000) in 2D-Experimenten jeweils 4,6 ms, in den 1D-1H-Experimenten einmal 2,3 ms bzw.
4,6 ms.
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Tabelle C.9: Akquisitions- und Prozessierungsparameter der NMR-Experimente fiir
das Peptid VVV mit ¢c(VVV) = 51,5 mmol/L bei T = 300 K.

Experiment ‘ F¢ p? swi€ n swr©

IH-1D 400,13
'H,'"H-ROESY’ | 600,13

! ow¢  df Mixt @ @)
7 478927 16k - — 128 15 — 128k -
6 612745 256 612745 1024 16 3,0 200 2048 2048
'H,'H-ROESY’ | 600,13 6 612745 256 612745 1024 16 3,0 250 2048 2048
'H,'H-ROESY’ | 600,13 6 612745 256 612745 1024 16 3,0 300 2048 2048
'H,'"HROESY’ | 600,13 6 612745 256 612745 1024 16 3,0 350 2048 2048

6

6

6

6

8

'H,'H-ROESY’ | 600,13 612745 256  6127,45 1024 16 3,0 400 2048 2048
'H,'H-ROESY/ | 600,13 612745 256  6127,45 1024 16 3,0 500 2048 2048
'H,'H-ROESY’ | 600,13 612745 256  6127,45 1024 16 3,0 600 2048 2048
'H,'H-ROESY’ | 600,13 612745 256  6127,45 1024 16 3,0 800 2048 2048
13C,'"H-HMBC | 400,13 18613,31 192 3591,95 1024 16 2,0 — 2048 2048

“Feldstirke in MHz der Protonenlamorfrequenz

bprobenkdpfe: 1 = 5 mm TXI 'H{13C/!>N} Cryoprobenkopf mit z-Gradienten (S/N: 7500:1); 2 = 5 mm TXI 'H{ 13C/!5N} Cryoprobenkopf mit z-Gradienten (S/N: 6500:1); 3 =
5 mm TXI 'H{ '3C/!5N} Cryoprobenkopf mit z-Gradienten (S/N: 5500:1); 4 = 5 mm TXI 'H{ '3C/'N} Probenkopf mit z-Gradienten (S/N: 1450:1); 5 = 5 mm TXI 'H{ 13C/!5N}
Cryoprobenkopf mit z-Gradienten (S/N: 4800:1); 6 =5 mm TXI 'H{ '3C/!5N} Probenkopf mit z-Gradienten (S/N: 1200:1); 7= 5 mm TXI 'H{ 13C/15N} Probenkopf mit z-Gradienten
(S/N:700:1); 8 =5 mm BBI ATM lH(BB} Probenkopf mit z-Gradienten (S/N: 730:1)

“aufgenommene spektrale Weite in Hz in der jeweiligen Dimension

daufgenommene komplexe Punkte in der jeweiligen Dimension

¢ Anzahl der Wiederholungsexperimente je Zeitinkrement

/Wartezeit in Sekunden zwischen zwei Einzelexperimenten

8$NOESY/ROESY-, TOCSY-, (HN)CO(CO)NH-, oder J-mod. 5N, 'H-HSQC-Mischzeit in Millisckunden
" Anzahl der Punkte nach FOURIER-Transformation in der jeweiligen Dimension

Vorsiittigung zur Wasserunterdriickung

Jexcitation sculpting zur Wasserunterdriickung
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C Akquisitions- und Prozessierungsparameter

Tabelle C.10: Akquisitions- und Prozessierungsparameter der NMR-Experimente fiir
das Peptid GGG mit ¢c(GGG) = 10,2 mmol/L bei T = 300 K.

Experiment ‘ F¢ P’ swi€ n? swo¢ nd e di/ Mix® o)}

IH-1D 400,13 7  4789,27 16k - — 128 15 - 128% -
'H,'H-NOESY/ | 400,13 7 478927 256 478927 1024 16 40 800 2048 2048
'H,'H-NOESY/ | 400,13 7 408497 128 408497 1024 32 50 0 2048 2048
'H,'"H-NOESY’ | 400,13 7 4084,97 128 408497 1024 32 50 50 2048 2048
'H,'H-NOESY/ | 400,13 7 408497 128 408497 1024 32 50 100 2048 2048
'H,'H-NOESY’ | 400,13 7 4084,97 128 408497 1024 32 50 200 2048 2048
'H,'H-NOESY/ | 400,13 7 408497 128 408497 1024 32 50 300 2048 2048
'H,'"H-NOESY’ | 400,13 7 4084,97 128 408497 1024 32 50 400 2048 2048
'H,'H-NOESY/ | 400,13 7 4084,97 128  4084,97 1024 32 50 500 2048 2048
'H,'H-NOESY/ | 400,13 7 4084,97 128 408497 1024 32 50 600 2048 2048
'H,'H-NOESY/ | 400,13 7 4084,97 128  4084,97 1024 32 50 700 2048 2048

7

7

7

7

7

7

7

6

6

h

'H,'H-NOESY/ | 400,13 4084,97 128  4084,97 1024 32 50 750 2048 2048
'H,'"H-NOESY’ | 400,13 4084,97 128  4084,97 1024 3250 800 2048 2048
'H,'"H-NOESY’ | 400,13 4084,97 128 408497 1024 32 50 850 2048 2048
'H,'"H-NOESY’ | 400,13 4084,97 128  4084,97 1024 3250 900 2048 2048
'H,'"H-NOESY/ | 400,13 4084,97 128 408497 1024 3250 1200 2048 2048
'H,'"H-NOESY/ | 400,13 4084,97 128 408497 1024 3250 1500 2048 2048
'H,'"H-NOESY/ | 400,13 4084,97 128 408497 1024 32 50 2000 2048 2048
13¢,'H-HSQC 600,13 13582,34 512 7788,16 1024 8 20 - 1024 2048
13C,'"H-HMBC | 600,13 31695,72 512 7788,16 2048 8 20 - 1024 2048

“Feldstiirke in MHz der Protonenlamorfrequenz

bPprobenkopfe: 1 = 5 mm TXI 'H{13C/!>N} Cryoprobenkopf mit z-Gradienten (S/N: 7500:1); 2 = 5 mm TXI 'H{ 13C/!3N} Cryoprobenkopf mit z-Gradienten (S/N: 6500:1); 3 =
5 mm TXI 'H{ 13C/!5N} Cryoprobenkopf mit z-Gradienten (S/N: 5500:1); 4 = 5 mm TXI 'H{ 13C/!5N} Probenkopf mit z-Gradienten (S/N: 1450:1); 5 = 5 mm TXI 'H{ 13C/15N}
Cryoprobenkopf mit z-Gradienten (S/N: 4800:1); 6 = 5 mm TXI 'H{ '3C/!5N} Probenkopf mit z-Gradienten (S/N: 1200:1); 7= 5 mm TXI 'H{ '3C/!5N} Probenkopf mit z-Gradienten
(S/N:700:1); 8 =5 mm BBI ATM 1H{BB) Probenkopf mit z-Gradienten (S/N: 730:1)

Caufgenommene spektrale Weite in Hz in der jeweiligen Dimension

daufgenommene komplexe Punkte in der jeweiligen Dimension

¢ Anzahl der Wiederholungsexperimente je Zeitinkrement

/Wartezeit in Sekunden zwischen zwei Einzelexperimenten

#NOESY/ROESY-, TOCSY-, (HN)CO(CO)NH-, oder J-mod. "N, "H-HSQC-Mischzeit in Millisekunden
" Anzahl der Punkte nach FOURIER-Transformation in der jeweiligen Dimension

i Vorsittigung zur Wasserunterdriickung

Jexcitation sculpting zur Wasserunterdriickung
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C Akquisitions- und Prozessierungsparameter
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Tabelle C.13: Akquisitions- und Prozessierungsparameter der NMR-Experimente fiir
das Peptid AAAA mit c(AAAA) = 12,8 mmol/L, das Peptid AAAAA mit c(AAAAA)

= 31,9 mmol/L und das Peptid AAAAAA mit c(AAAAAA) =9,2 mmol/L bei T =
300 K.

Experiment ‘ F¢ p’ swi¢ n swr© o ne di/ Mix¢ " "
TH-1D! 400,13 7 4789,27 16k - - 128 1,5 - 128 k

'H,'H-ROESY/ | 400,13 8 4084,97 256  4084,97 1024 32 3,0 300 2048 2048
'H,'H-ROESY/ | 400,13 8 4084,97 256  4084,97 1024 32 3,0 400 2048 2048
8
7

'H,'H-ROESY/ | 400,13 4084,97 256 408497 1024 32 30 500 2048 2048
13C,'H-HMBC | 400,13 20120,72 512 478927 2048 16 2,0 — 1024 2048

Tabelle C.14: Akquisitions- und Prozessierungsparameter der NMR-Experimente fiir
das Peptid AAAAAAA mit c(AAAAAAA) =0,9 mmol/L bei T = 300 K.

Experiment ‘ F¢ P’ swi© 1 swr© 14 n;© dy/ Mix¢ " "
TH-1D! 400,13 7 4789,27 16k - - 128 1,5 - 128 k -
'H,'H-ROESY/ | 700,17 3  7122,51 256 712251 1024 16 3,0 300 2048 2048
'H,'H-ROESY’/ | 700,17 3  7122,51 256 712251 1024 16 3,0 400 2048 2048
'H,'H-ROESY/ | 700,17 3  7122,51 256  7122,51 1024 16 3,0 500 2048 2048
'H,'H-NOESY/ | 700,17 3 712251 512 712251 1024 16 3,0 300 2048 2048

“Feldstirke in MHz der Protonenlamorfrequenz

bProbenkopfe: 1 =5 mm TXI 'H{3C/!5N} Cryoprobenkopf mit z-Gradienten (S/N: 7500:1); 2 = 5 mm TXI 'H{'3C/!5N} Cryoprobenkopf mit z-Gradienten (S/N: 6500:1); 3 =
5 mm TXI 'H{ 13C/!5N} Cryoprobenkopf mit z-Gradienten (S/N: 5500:1); 4 = 5 mm TXI 'H{ '3C/!>N} Probenkopf mit z-Gradienten (S/N: 1450:1); 5 = 5 mm TXI 'H{ 13C/15N}
Cryoprobenkopf mit z-Gradienten (S/N: 4800:1); 6 =5 mm TXI TH{ B¢c/BN) Probenkopf mit z-Gradienten (S/N: 1200:1); 7 = 5 mm TXI TH{ Bc/Ny Probenkopf mit z-Gradienten
(S/N:700:1); 8 =5 mm BBI ATM lH{BB} Probenkopf mit z-Gradienten (S/N: 730:1)

“aufgenommene spektrale Weite in Hz in der jeweiligen Dimension

"aufgenommene komplexe Punkte in der jeweiligen Dimension

¢ Anzahl der Wiederholungsexperimente je Zeitinkrement

fWartezeit in Sekunden zwischen zwei Einzelexperimenten

$NOESY/ROESY-, TOCSY-, (HN)CO(CO)NH-, oder J-mod. SN, 'H-HSQC-Mischzeit in Millisekunden
" Anzahl der Punkte nach FOURIER-Transformation in der jeweiligen Dimension

iVorséuigung zur Wasserunterdriickung

Jexcitation sculpting zur Wasserunterdriickung
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C Akquisitions- und Prozessierungsparameter
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D Chemische Verschiebungen

In diesem Kapitel des Anhangs sind die zugeordenten chemischen Verschiebungen der
untersuchten Peptide tabellarisch aufgefiihrt.
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D Chemische Verschiebungen

Tabelle D.1: Chemische Verschiebungen des Peptids Alaz bei T =

# | HN HA HB N CA CB

275 K.

CO

Al 8,149 1,527 124,16
A2 | 8,734 4325 1396 123,62 52,32 19,07
A3 | 8718 47327 1424 12543 51,56 18,74

Tabelle D.2: Chemische Verschiebungen des Peptids Alas bei T =

#\HN HA HB N CA CB

173,42
177,43
179,49
300 K.

CO

Al 4,093 1,535 51,76 19,38
A2 | 8571 4355 1,406 123,63 52,38 19,21
A3 | 8,475 4360 1,430 124,81 51,35 18,89

Tabelle D.3: Chemische Verschiebungen des Peptids Alaz bei T =

# | HN HA HB N CA CB

173,41
177,22
179,27
325 K.

CO

Al 1,542
A2 | 8398 4385 1,402 123,52 5244 1932
A3 | 8240 4385 1418 124,14 51,59 19,02

Tabelle D.4: Chemische Verschiebungen des Peptids Alas bei T =

# | HN. HA HB N CA CB

173,35
176,97
179,06
350 K.

CO

Al 1,549
A2 | 8237 4401 1,399 123,34 5249 19,38
A3 | 8,042 4411 1421 123,55 51,50 19,12

Tabelle D.5: Chemische Verschiebungen des Peptids Vals bei T =

# | HN HA HB N CA CB

173,27
176,78
178,86

300 K.

CO

V1 3,870 61,19 32,89
V2 18,539 4236 2,202 125,28 62,37 32,82
V3| 8,485 4242 2,171 124,75 61,38 32,51

Tabelle D.6: Chemische Verschiebungen des Peptids Glys bei T =

# | HN  HA N CA CO

171,98
175,95
177,88

300 K.

Gl 3915 43,39 170,64
G2 | 8,577 4,071 108,52 4506 174,43
G3 | 8,383 4,037 109,70 43,92 176,18
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Tabelle D.7: Chemische Verschiebungen des Peptids Alas bei T = 300 K.

# | HN

HA

HB

N

CA

CB

CO

Al
A2
A3
A4

8,567
8,379
8,402

4,080
4,344
4,308
4,353

1,527
1,389
1,390
1,407

123,69
124,15
124,61

51,76
52,34
52,25
51,47

19,36
19,31
19,26
18,97

173,41
177,17
177,30
179,25

Tabelle D.8: Chemische Verschiebungen des Peptids Alas bei T = 300 K.

# | HN

HA

HB

N

CA

CB

CO

Al
A2
A3
A4
AS

8,571
8,381
8,280
8,361

4,079
4,339
4,287
4,310
4,357

1,527
1,384
1,381
1,389
1,421

123,68
124,21
123,77
124,50

51,76
52,32
52,28
52,11
51,36

19,37
19,31
19,31
19,29
18,97

173,41
177,22
177,33
177,29
179,22

Tabelle D.9: Chemische Verschiebungen des Peptids Alag bei T = 300 K.

# | HN

HA

HB

N

CA

CB

CO

Al
A2
A3
A4
AS
A6

Tabelle D.10: Chemische Verschiebungen des Peptids Alay bei T = 300 K.

8,569
8,388
8,285
8,273
8,331

# | HN

4,075
4,341
4,294
4,292
4311
4,354

HA

1,523
1,382
1,375
1,370
1,378
1,413

HB

123,71
124,26
123,82
123,63
124,45

N

51,75
52,31
52,30
52,23
52,20
51,47

CA

19,36
19,28
19,27
19,32
19,32
18,96

CB

173,42
177,23
177,40
17731
177,29
179,24

CO

Al
A2
A3
A4
AS
A6
A7

8,569
8,390
8,291
8,235
8,213
8,318

4,077
4,338
4,279
4,267
4,281
4,302
4,345

1,523
1,391
1,382
1,377
1,378
1,389
1,420

123,72
124,27
123,82
123,65
123,53
124,40

51,75
52,32
52,31
52,28
52,27
52,21
51,46

19,36
19,28
19,27
19,29
19,31
19,28
18,95

173,42
177,24
177,43
177,42
177,33
177,29
179,21
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D Chemische Verschiebungen

Tabelle D.11: Chemische Verschiebungen des Peptids HEWL-9mer bei T = 300 K.

# | HN HA HB N CA CB CO

E7 | 8,882
L8 | 8,396 177,02
A9 |8315 4281 1382 12540 52,69 19,09 177,75
A10 | 8216 4251 1380 123,01 52,71 19,15 177,73
All | 8,142 4299 1387 12241 52,55 19,18 177,81
MI2 | 8,141 2,059 119,29

K13 | 8,222

R14 | 8,445

Tabelle D.12: Chemische Verschiebungen des Peptids HEWL-19mer bei T = 300 K.

# | HN HA HB N CA CB CO

L8 177,38
A9 | 8210 4245 17387 124,50 53,14 18,89 178,26
A10 | 8,146 4219 1390 12238 53,16 18,94 17821
All | 8,076 4266 1399 121,92 52,93 19,02 178,26
MI2 | 8,080 2,071 118,62

Tabelle D.13: Chemische Verschiebungen des Peptids HEWL-9mer bei T = 293 K.

# | HN HA HB N CA

C6 4,233 54,54
E7 |8911 4481 12323 55,63
L8 | 8,437 4,327 125,13 55,19

A9 | 8355 4261 1392 12555 52,75
A10 | 8,259 4234 1387 123,12 52,76
All | 8,178 4281 1397 122,55 52,56

MI2 | 8,174 4,421 119,39 55,52
K13 | 8261 47316 123,12 56,39
R14 | 8,492 4406 123,69 55,13
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Tabelle D.14: Chemische Verschiebungen des Peptids HEWL-19mer bei T = 293 K.

¢ Aufgrund identischer chemischer Verschiebung der Amidprotonen ist eine
eindeutige Zuordnung der !N chemischen Verschiebung von H15 und D18

nicht moglich.

# | HN HA HB N CA
K1 4,000 55,62
V2 | 8497 4,162 1,988 122,77 62,09
F3 | 8,604 4,648 125,53 57,87
G4 | 8,348 3,931 110,92 45,22
R5 | 8,285 4,319 120,77 56,51
C6 |8,525 4,500 121,21 55,95
E7 | 8,539 4,390 123,42 56,14
L8 | 8,196 4,301 123,38 55,61
A9 | 8,250 4235 1414 124,60 53,20
Al10 | 8,187 4208 1412 122,48 5323
All | 8,109 4252 1424 122,03 53,02
M12 | 8,114 4,400 118,73 55,94
K13 | 8,143 4,288 122,11 56,58
R14 | 8,229 4,295 121,66 56,28
H15 | 8,548 4,711 119,36% 55,48
119,574
Gl16 | 8,466 3,975 110,39 4522
L17 | 8229 4,369 121,66 55,30
DI8 | 8,549 4,760 119,36% 52,84
119,574
N19 | 8,225 4,721 119,84 5243
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E NMR-Pulsprogramme

In diesem Kapitel des Anhangs sind die verwendeten NMR-Pulsprogramme aufgefiihrt,
die nicht in der Bruker-Pulsprogramm-Bibliothek vorhanden sind.

E.1 semi-constant time HNN

; semi-constant time HNN

;3D sequence with

;inverse correlation for triple resonance using multiple
; inept transfer steps

r

; F1(H) -> F3(N,tl) -> F2(Ca) -> F3(N,t2) -> F1(H,t3)
;

jon/off resonance Ca and C=0 pulses using shaped pulse
;phase sensitive (t1l)

;phase sensitive (t2)

;jusing semi-constant time in t2 and tl

;water suppression using watergate sequence

;Panchal et al. J. Biomol NMR 20, 135, 2001
prosol relations=<triple>

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"d11=30m"
"d1l3=4u"

"d21=5.5m"
"d22=13m"
"d23=14m"
"d26=2.3m"

"do=3u"
"d10=3u"

"d20=d23+d0+d28+pl4-4u"
"d28=3u"
"d29=3u"
"d30=d23+d0+d29+pl4-4u"

"FACTOR1=d20%10000000%2/td1l"
"in20=FACTOR1/10000000"
"in28=in0-in20"
"FACTOR2=d30%10000000%2/td2"
"in30=FACTOR2/10000000"
"in29=in10-in30"

"DELTA1=d23-d21-p26-4u"
"DELTA2=d26-pl6-dl6-pll-12u"

119



E NMR-Pulsprogramme

"spoff2=0"
"spoff3=0"
"spoff5=bf2x (cnst21/1000000)-02"
"spoff8=0"
"spoff9=0"

agseq 321

1 d11 ze
dll pll6:£3
2 dll do:f3
3 dl pll:f1l
pl phl
d26 pl3:£f3
(center (p2 phl) (p22 phl):£f3 )
d26 UNBLKGRAD
(pl ph2) : £f1

4u plO:f1

(pll:spl phl:r):fl
4u

pl6:gpl

dle

(p21 ph3) :£3

d21 pll9:f1

(p26 ph2) : £l

4u cpdsl:fl phl
do

(pl4:sp5 phl) : £2
DELTAL

(pl4:sp3 phl) :£f2
dz28

(p22 phb) : £3

d20

(pl4:sp5 phl):f2
4u

(p21 phl):£3

4u do:fl

(p26 ph7):£f1l

4u

pl6:gp2

dle

(p26 ph2) :f1

20u cpdsl:fl phl

(pl3:sp2 ph4) :f2

d22
(center (p24:sp9 phl):f2 (p22 phl):£3 )
dz2

(pl3:sp8 phl):f2

4u do:fl

(p26 ph7):f1l

4u

pl6:gp3

dle

(p26 ph2) : f1

20u cpdsl:fl phl

(p21 ph5) : £3

4u
(pld:sp5 phl):£f2
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d30

(p22 ph8) : £3

d29

(pld:sp3 phl):£f2
DELTAL

(pl4:sp5 phl):f2

dlo0

4u do:fl
(p26 ph7):fl

dz21

(p21 phl):£3

pl6:gp4
dlée plO:fl

(pll:spl ph6) : £l

4u

4u pll:fl

(pl phl)

4u

pl6:gp5

dle

DELTA2 pl0:fl

(pll:spl ph6) : f1

4u

4u pll:fl

(center

4u plO:f1l

(pll:spl ph6):fl

4u

DELTAZ2

pl6:gp5

dle pllé6:£3
4u BLKGRAD
go=2 ph31l cpd3:£f3
dll do:f3 mc #0 to 2

F1PH (rdl10 & rd29 & rd30 & ip3,

F2PH (ip5, 1dl10 & i1d29 & dd30)

exit

phl=0
ph2=1
ph3=0
ph4=0
ph5=0
ph6=2
ph7=3
ph8=0
pho=1

o

2
1

33

(PZ phl)

(p22 phl) :£3

ph31=0 2 2 0 2 0 0 2

;pl0 120dB

;pll fl channel - power level for pulse (default)
;pl3 £3 channel - power level for pulse (default)
;pll6e: £3 channel - power level for CPD/BB decoupling
;pl19: fl channel - power level for CPD/BB decoupling
;spl: f1 channel shaped pulse 90 degree (

;sp2: f2 channel shaped pulse 90 degree (Ca

;sp3: f2 channel shaped pulse 180 degree (Ca

;sp5: f2 channel shaped pulse 180 degree (CO

;sp8: f2 channel shaped pulse 90 degree (Ca

; for time reversed pulse

;pl fl channel 90 degree high power pulse

;p2 f1 channel 180 degree high power pulse

id0 & id28 & ddz0)

on resonance)
on resonance)
off resonance)
on resonance)

E.1 semi-constant time HNN

H20 on resonance)
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;pll: f1 channel - 90 degree shaped pulse [1 msec]
;pl3: f2 channel - 90 degree shaped pulse

;pld: f2 channel - 180 degree shaped pulse

;pl6: homospoil/gradient pulse [1 msec]
;p2l: £3 channel - 90 degree high power pulse

;p22: £3 channel - 180 degree high power pulse

;p26: fl1 channel - 90 degree pulse at pll9

;d0 : incremented delay (F1 in 3D) [3 usec]
;dl : relaxation delay; 1-5 % T1

;d10: incremented delay (F2 in 3D) = d23/2-pl4/2

;dll: delay for disk I/O [30 msec]
;d13: short delay [4 usec]
;d16: delay for homospoil/gradient recovery

;d21: 1/ (2J(NH) [5.5 msec]
;d22: transfer CAi to Ni and Ni+l; Cai-1 to Ni and Ni-1 [13 msec]
;d23: 1/ (4J(NCa) [14 msec]
;d26: 1/ (43’ (NH) [2.3 msec]

;d28: incremented delay (F1 in 3D)
;d20: decremented delay (F1 in 3D)
;d29: incremented delay (F2 in 3D) d23/2-pl4/2-p26-d21-4u
;d30: decremented delay (F2 in 3D) d23/2-pl4/2

jcnst2l: CO chemical shift (offset, in ppm)

;jcnst22: Calpha chemical shift (offset, in ppm)

;02p: Calpha chemical shift (cnst22)

d23/2-pl4/2-p26-d21-4u
d23/2-pl4/2

;in0: 1/(2 %= SW(Ca)) = DW(Ca)
;nd0: 4

;inl0: 1/(4 *« SW(N)) = (1/2) DW(N)
;ndl0: 4

;in28: = in0

;in20: = in0

;in29: = inlo0

;1in30: = inl0

;NS: 4 x n

;DS: >= 16

;tdl: number of experiments in F1 tdl max 2 % d20 / in20
;td2: number of experiments in F2 td2 max = 2 * d30 / in30
;FnMODE: States-TPPI (or TPPI) in F1
;FnMODE: States-TPPI (or TPPI) in F2
;cpdsl: decoupling according to sequence defined by cpdprgl
;cpd3: decoupling according to sequence defined by cpdprg3

;jpcpdl: f1 channel - 90 degree pulse for decoupling sequence
;pcpd3: £3 channel - 90 degree pulse for decoupling sequence
;juse gradient ratio: gp 1 : gp 2 : gp 3 : gp 4 : gp 5
; 50 : 70 40 : 60 : 80

;for z-only gradients:
;ogpzl: 50%
;jgpz2: 70%
;gpz3: 40%
;gpz4: 60%
;gpz5: 80%

;use gradient files:
;gpnaml: SINE.100
;gpnam2: SINE.100
;gpnam3: SINE.100
;gpnam4: SINE.100
;gpnam5: SINE.100
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E.2 constant time HNN

;constant time HNN

;3D sequence with

;inverse correlation for triple resonance using multiple
; inept transfer steps

i

; F1(H) -> F3(N,tl) -> F2(Ca) -> F3(N,t2) —-> F1(H,t3)
7

;jon/off resonance Ca and C=0 pulses using shaped pulse
;phase sensitive (tl)

;phase sensitive (t2)

;using constant time in t2 and tl

;water suppression using watergate sequence

;Panchal et al. J. Biomol NMR 20, 135, 2001
prosol relations=<triple>

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"p2=2%pl"
"p22=p21%2"

"dl11=30m"
"d13=4u"

"d21=5.5m"
"d22=13m"
"d23=14m"
"d26=2.3m"

"d0=3u"
"d28=d23-p26-d21-12u"
"d20=d23-12u"

"d10=3u"
"d429=d23-p26-d21-4u-12u"
"430=d23-8u"

"DELTA=d0Ox2+larger (pl4,p22)-pl4"
"DELTA1=d23-d21-p26"
"DELTA2=d26-pl6-dl6-pll-12u"

"in20=in0"
"in30=inl0O"

"spoff2=0"
"spoff3=0"
"spoff5=bf2x (cnst21/1000000)-02"
"spoff8=0"

agseq 321

1 d1l ze
dll pll6:£3
2 dll do:f3
3 dl pll:f1l
pl phl
d26 pl3:£f3
(center (p2 phl) (p22 phl):£f3
d26 UNBLKGRAD
(pl ph2) : f1

E.2 constant time HNN
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4u plO:fl

(pll:spl phl:r):fl
4u

pl6:gpl

dle

(p21 ph3) :£3

d21 pll9:f1 pl28:f2

(p26 ph2) :fl

4u cpdsl:fl phl cpds2:£f2

d28
do
4u do:f2
4u pl0:f2

(center (pl4:sp3 phl):f2 (p22 ph9) :£f3 )
4u

4u pl28:f2
4u cpds2:£f2
d20

(p21 phl) : £3

4u do:fl do:f2
(p26 ph7):£f1l

4u

pl6:gp2

dle plO:f2

(p26 ph2) : £l

20u cpdsl:fl phl

(pl3:sp2 ph4) : f2

d22

(center (p24:sp9 phl):£f2 (p22 phl):£3 )
d22

(pl3:sp8 phl):£f2

4u do:fl

(p26 ph7):fl

4u

pl6:gp3

dl6 pl28:f2

(p26 ph2):fl

20u cpdsl:fl phl cpds2:£f2

(p21 phb) : £3

d30
4u do:f2
4u plO:f2

(center (pl4:sp3 phl):f2 (p22 ph8):£3 )
4u

4u pl28:f2

4u cpds2:£2

d10

d29

4u do:fl

(p26 ph7) :£f1

d21

(p21 phl) : £3

10u do:f2

pl6:gp4

dleée plO:f1l
(pll:spl ph6:r):fl
4u

4u pll:fl

(pl phl)
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4u

pl6:

dle

gp5

DELTA2 plO:f1l
(pll:spl ph6:r):fl

4u

4u pll:fl

(center (p2 phl) (p22 phl):£f3
4u plO:fl

(pll:spl ph6:r):fl

4u

DELTA2

pl6:

dle

gp5
pll6:£3

4u BLKGRAD
go=2 ph31 cpd3:£f3

dll

do:£f3 mc #0 to 2

F1PH(rd10 & rd30 & ip3, id0 & dd20)
F2PH (ip5, 1d10 & dd30)

exit

phl=0
ph2=1
ph3=0
ph4=0
ph5=0
ph6=2
ph7=3
ph8=0
pho=1

133

ph31=0 2 2 0 2 0 0 2

;pl0
;pll
;pl3
;jplle:
;pll9:
;spl:
;sp2:
;sp3:
;spb:
;sp8:
7

ipl
ip2
;pll:
;pl3:
;pld:
;pl6:
;p2l:
;p22:
;p26:
;do
;dl .
;d10:
;dll:
;d13:
;dl6e:
;d21:
;d22:
;d23:
;d26:
;d28:
;d20:

120dB

fl channel - power level for pulse (default)

£3 channel - power level for pulse (default)

£f3 channel - power level for CPD/BB decoupling

f1l channel - power level for CPD/BB decoupling

f1l channel - shaped pulse 90 degree (H20 on resonance)

f2 channel - shaped pulse 90 degree (Ca on resonance)

f2 channel - shaped pulse 180 degree (Ca on resonance)

f2 channel - shaped pulse 180 degree (CO off resonance)

f2 channel - shaped pulse 90 degree (Ca on resonance)
for time reversed pulse

fl channel - 90 degree high power pulse

f1l channel - 180 degree high power pulse

f1l channel - 90 degree shaped pulse [1 msec]
f2 channel - 90 degree shaped pulse

f2 channel - 180 degree shaped pulse
homospoil/gradient pulse [1 msec]
£3 channel - 90 degree high power pulse

£3 channel - 180 degree high power pulse

f1 channel - 90 degree pulse at pll9

incremented delay (F1 in 3D) [3 usec]
relaxation delay; 1-5 * T1

incremented delay (F2 in 3D) = d23/2-pl4/2

delay for disk I/O [30 msec]
short delay [4 usec]
delay for homospoil/gradient recovery

1/ (23 (NH) [5.5 msec]
transfer CAi to Ni and Ni+l; Cai-1 to Ni and Ni-1 [13 msec]
1/ (4J(NCa) [14 msec]
1/ (43" (NH) [2.3 msec]
incremented delay (F1 in 3D) = d23/2-pl4/2-p26-d21-4u

decremented delay (F1 in 3D) = d23/2-pl4/2

E.2 constant time HNN
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;d29: incremented delay (F2 in 3D) d23/2-pl4/2-p26-d21-4u
;d30: decremented delay (F2 in 3D) = d23/2-pl4/2

;cnst2l: CO chemical shift (offset, in ppm)

;cnst22: Calpha chemical shift (offset, in ppm)

;02p: Calpha chemical shift (cnst22)

;in0: 1/(2 = SW(Ca)) = DW(Ca)
;nd0: 4

;inl0: 1/(4 » SW(N)) = (1/2) DW(N)
;ndl0: 4

;in28: = in0

;1n20: = in0

;in29: = inl0

;in30: = inl0

;NS: 4 x n

;DS: >= 16

;tdl: number of experiments in F1 tdl max = 2 % d20 / in20
;td2: number of experiments in F2 td2 max = 2 % d30 / in30
;FnMODE: States-TPPI (or TPPI) in F1
;FnMODE: States-TPPI (or TPPI) in F2
;jcpdsl: decoupling according to sequence defined by cpdprgl
;cpd3: decoupling according to sequence defined by cpdprg3

;jpcpdl: f1 channel - 90 degree pulse for decoupling sequence
;jpcpd3: £3 channel - 90 degree pulse for decoupling sequence
;use gradient ratio: gp 1 : gp 2 : gp 3 : gp 4 : gp 5
; 50 : 70 40 : 60 : 80

;for z-only gradients:
;jgpzl: 50%
;jgpz2: 70%
;gpz3: 40%
;ogpz4: 60%
;gpz5: 80%

;use gradient files:
;gpnaml: SINE.100
;gpnam2: SINE.100
;gpnam3: SINE.100
;gpnam4: SINE.100
;gpnam5: SINE.100
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E.3 J-moduliertes '°N,'H-HSQC

; J-modulated HSQC
;to measure 1J(N,CA) and 2J(N,CA)
;J.Wirmer & H.Schwalbe, J. Biomol. NMR, 23, 47-57

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>

"p2=pl«2"
"p22=p21%2"

"d0=3u"
"d4=1s/ (cnst2*4)"
"d14=d4-p17"

"d11=30m"

"d13=3u"

"DELTA=pl6+dl6+50u-pl4d*2-p2-d0*2"
"DELTA1=d13+pl6+dl6+4u”
"d31l=(pl4-p2)/2"
"d30=(p24-p22) /2"

"13=(tdl/2)"

1 ze
dll pll3:£f3
2 dl do:f3 do:f2
6m
3 d1i1
18m
4 (pl phl)
d4 pl3:£3
(p2 phl) (p22 ph6) :£3
d4 pl0:f2
p28 phl
dl3
(pl ph2) (p21 ph3):£3
d23%0.5
(p24:s5p10 phl) :£2 (d30 p22 phl) :£3
d23x0.5
do
(pl4:sp5 phl) : £2
(p2 phl):fl
(pl4:sp3 phl) :£f2
do
DELTA
(p22 phl) :£3
50u UNBLKGRAD
pl6:gpl+EA
dle
(pl phl) (p21 ph4):£3
d24
(p2 phl) (p22 phl):£3
d24
(pl ph2) (p21 phb):£3
pl7:gp3
dl4

(2002)

E.3 J-moduliertes °N,' H-HSQC
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(p2 phl) (p22 phl):£3
pl7:gp3
dl4 pll2:£2
(p1l phl)
DELTAL
(p2 phl)
di3
pl6:gp2
dl6 pll3:£3
4u BLKGRAD
go=2 ph31 cpd3:£f3 ;cpd2:f2
dl do:f3 do:f2 wr #0 if #0 zd
3m ip5 igrad EA
3m ip5
lo to 3 times 2
10m ido0
3m ip3
3m ip3
3m ip6
3m ip6
3m ip31
3m ip31
lo to 4 times 13
exit

phl=0
ph2=1
ph3=0 2
ph4=0 0
phb=1 1
ph6=0
ph7=0 0 2 2
ph31=0 2 2 0

w N
w N

;pll @ fl channel - power level for pulse (default)
;pl2 : £3 channel - power level for pulse (default)
;pll2: £3 channel - power level for CPD/BB decoupling

;pl : fl1 channel - 90 degree high power pulse
;p2 : fl1 channel - 180 degree high power pulse
;p21 : £3 channel - 90 degree high power pulse

;p22 : £3 channel - 180 degree high power pulse

;pl6: homospoil/gradient pulse

;pl7: short homospoil/gradient pulse

;p28: fl channel - trim pulse

;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]
;dl : relaxation delay; 1-5 % T1

;d4 @ 1/ (4J)XH

;dl1l: delay for disk I/O [30 msec]
;d13: short delay [3 usec]
;d16: delay for homospoil/gradient recovery

;d23: delay for measurement of J(N,Ca)

;d24: 1/(40)XH for XH

; 1/(8J)XH for all multiplicities

;cnst2: = J(XH)

;13: loop for phase sensitive 2D using E/A method : 13 = tdl/2
;in0: 1/(2 %= SW(X)) = DW(X)

;nd0: 2
;NS: 1 x n
;DS: >= 16

;tdl: number of experiments

;MC2: echo-antiecho

;cpd3: decoupling according to sequence defined by cpdprg?2
;pcpd3: £3 channel - 90 degree pulse for decoupling sequence
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E.3 J-moduliertes °N,' H-HSQC

juse gradient ratio: gp 1 : gp 2
; 80 : 20.1 for C-13
; 80 : 8.1 for N-15

;for z-only gradients:

;jgpzl: 80%

;jgpz2: 20.1% for C-13, 8.1% for N-15
;gpz3: 30

juse gradient files:
;ogpnaml: SINE.100
;gpnam2: SINE.100
;gpnam3: SINE.100
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