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KAPITEL 1

Einleitung

Das menschliche Genom besteht schatzungsweise aus 30.000 bis 40.000 Genen (Voet und Voet,
1995, Kapitel 33). Dabei durfen in jeder Zelle nur diejenigen Gene abgelesen werden, deren
Genprodukt fur die Funktion der Zelle gerade bendétigt wird. Das Ablesen der Geninformation,
die Transkription mit Hilfe von DNA—abhangigen RNA Polymerasen (RNAPS), ist deshalb ein
sorgféltig regulierter Prozess. Die Kontrolle erfolgt sowohl am Beginn, der Initiation, als auch
wéhrend Transkription, der Elongatidn (Gollnick und Babitzke, 2002). Wahrend bisher haupt-
séchlich die Kontrolle der Inititiation untersucht wurde, zeigt die Forschung der letzten Jahre die
Schlisselrolle der Elongationsregulation in Krankheiten wie Krebs oder AIDS (Conaway und
Conaway, 1999) auf.

Einen besonders wichtigen Kontrollpunkt der Elongation stellen DNA-Sequenzen dar, an denen
die RNAP die Transkription abbrechen kann. In dem Enterobaktefsicherichia col(E.coli),

das ein Modellorganismus der Transkriptionsforschung ist, wird die Entschellongation
versus Terminatiormal3geblich durch das NusA—Protein beeinflu3t. Wahrend NusA bei Bin-
dung an die RNAP die Termination verstarkt, fuhrt zum Beispiel die zusatzliche Interaktion mit
dem viralen N-Protein aus dem Phage(\N) zu einem verstarkten Uberlesen des Terminati-
onssignals, ein Prozel3 der als Antitermination bezeichnet wird.

Im folgenden soll kurz eine Ubersicht iiber die RNAPs, den Transkriptionszyklus und die Re-
gulation der Elongation beziehungsweise Termination unter besonderer Berticksichtigung des
NusA- undAN-Proteins gegeben werden. Urjter] 1.3 sind die sich aus dem Stand der Forschung
ergebenden Ziele der Arbeit zusammengefalit.

1.1. Transkription und Transkriptionskontrolle

1.1.1. Die RNA PolymerasenZellulare RNAPs sind Enzymkomplexe, die je nach Orga-
nismus aus 5-15 Untereinheiten bestehen. Als Prototyp der RNAPs gilt das bakterielle Enzym,
da es lediglich finf Untereinheiten bendtigt, um die Synthese von RNA an der DNA—-Matrize zu
katalysieren. Wegen der teilweisen Sequenzhomologie der bakteriellen Untereinhgitén
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Abbildung 1.1: Zellulare RNA Polymerasen besitzen einen strukturell konservierten
Kernbereich.

Die zellularen RNAPs von Prokaryoten, Chloroplasten, Archaebakterien und Eukaryoten
besitzen homologe Sequenzabschnitte, die einen strukturell konservierteiBereich
bilden. A) Schematische Darstellung d&r und 5—Untereinheiten (rosa beziehungswei-

se blauer Balken). Die Pfeile symbolisieren die Trennung®amd S—Untereinheiten in
einzelne Peptide, wie sie in Chloroplasten und Archaebakterien auftreten. Die evolutionar
konservierten Segmente voh(Sweetseet al), [1987) unds’ (Jokerstet al), [1989) sind

in alphabetischer Reihenfolge beschriftet (A—H frA-I fur ) und hellgrin markiert.

B) Struktur derT.aquaticus cordRNAP. Das Rickgrat de#’— und f—Untereinheiten ist

bis auf die konservierten Segmente, die in hellgriin dargestellt sind, rosa und blau ein-
gefarbt, dien—Monomere und die—Untereinheit sind in weil} gezeigt. Das katalytische
Mg**—lon wird durch eine magentafarbene Kugel reprasentiert! (aus (2001))
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zu eukaryotischen RNAPs sowie RNAPs aus Archaebakterien, werder-dig-, 5'— und w—
Untereinheiten auch alsore RNAP bezeichnet (zusammengefal3t in Cramer (2002)). Mit der
Aufklarung der Kristallstrukturen einer bakteriellen RNAP dirermus aquaticu@l.aquaticu®
(Zhanget al},[1999; Campbelkt all,[2001) und einer eukaryotischen RNAP II geccharomy-

ces cerevisia¢Crameret all, 2001/ 2000; Gnatet al, [2001) konnte aul3erdem die strukturelle
Ahnlichkeit der hochkonservierten Segmente um das aktive Zentrum der bakteriellen und euka-
ryotischen RNAPs bestéatigt werden (Apb.]1.1; zusammengefalit in Murakami und/Darst (2003);
Darst (2001); Cramel (2002)). Aus der Kristallstruktur einer eukaryotischen RNAP 1l im Elon-
gationszustand mit RNA und DNA ist seit kurzem auch die Lage der Nukleinsauren in dem
Transkriptionskomplex bekannt (Kettenbergéal, [2004).

Die beiden grofl3ten Untereinheitghund 5’ sind fur die Katalyse der Polymerisation verant-
wortlich. Mit Hilfe eines katalytischen Mg —lons synthetisieren sie die Phosphodiesterbindung
zwischen dem freien 3'-OH der bereits vorhandenen RNA—-Kette und dem né&chsten mit der
DNA-Matrize basengepaarten Ribonukleotid (Sosusetaad, [2003).

Fir den Zusammenhalt dgi beziehungsweisg—Untereinheit sorgt das—Dimer, das aus ei-

ner aminoterminalen und einer carboxyterminalen Doméne besteht. Wahrend die Dimerisierung
hauptséachlich Uber die aminoterminale Doméne erfolgt, ist die carboxyterminale Doméne fir

Wechselwirkungen mit regulatorischen Proteinen und DNA—-Elementen verantwortlich (zusam-

mengefalt in Ebright und Bushky (1995); Rhodius und Busby (1998)).

Die E.coli w—Untereinheit ist nicht essentiell fiir das Uberleben der Bakterienzellen, sie erleich-
tert aber vermutlich die Assemblierung der RNAPvitro (Severinoy| 2000). Ir.aquaticus
verbindet diev—Untereinheit dig’-Untereinheit mit demy,5—Teil (Borukhov und Severinov,
2002), eine Aufgabe, die i.colivon dem carboxyterminalen Bereich d&rUntereinheit Uber-
nommen wird.

1.1.2. Der Transkriptionszyklus in Prokaryoten. Der Transkriptionszyklus kann in die
Phasen der Initiation, Elongation und Termination eingeteilt werden. Eine Ubersicht tiber die
wichtigsten Schritte der Transkription und bekannte Intermediate des Transkriptionszyklus ist in
Abb.[1.2 dargestellt (von Hippel, 1998; von Hippel und Pasman,|2002; Mcetrady 1998 Erie,
2002).

Obwohl dascore-Enzym die Synthese der RNA ausfihren kann, bendtigt es fur die Initiation
einen zusatzlichen Faktar, mit dem es das sogenannte Holoenzym bildet (zusammengefal3t
inBorukhov und Nudler (2003)). Schltsselaufgaben der Initiation sind die Promotorerkennung,
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Abbildung 1.2: Der Transkriptionszyklus.

Der Zyklus beginnt mit der Initiation, deren Aufgabe zuné&chst die Promotorerkennung
sowie die Bildung des geschlossenen (CC) und offenen Komplexes (OC) umfal3t. Nach
dem Einbau der ersten 8-9 Nukleotide durch den nicht prozessiven initialen Transkrip-
tionskomplex (TIC), verlaf3t die RNAP den Promotorbereich und geht in den stabileren
Transkriptionselongationskomplex (TEC) Uber. DRefaktor wird nur fur die Initiation
bendtigt, wahrend die Elongation allein durch dase-Enzym erfolgen kann. Auch wéh-
rend der Elongation kann die RNAP verschiedene Zustéande einnehmen, die im Text ndher
beschrieben sind. Die Elongation ist als Verlangerung der RNA zwischen zwei Elonga-
tionskomplexen (TEC 1) dargestellt. Termination und Korrektur erfolgen wahrscheinlich
Uber einen Zwischenzustand (TEC Il), in dem die RNAP reversibel die Elongation ver-
langsamt oder angehalten hat.
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das Aufschmelzen der DNA, der Beginn der RNA-Synthese und die Bildung des ternéren Elon-
gationskomplexes (TEC) aus DNA, RNA und RNAP, der fur die Elongation verantwortlich ist.
Die RNAP fuhrt dabei groRere Konformationsumwandlungen durch. Zunachst bildebdas
Enzym zusammen mit dem-Faktor und der DNA reversibel den sogenannten geschlossenen
Komplex, der zum offenen Komplex isomerisieren kann. Im offenen Komplex ist ein ungefahr 12
Basenpaare umfassendes Stiick DNA, inklusive der Startstelle der Transkription aufgeschmol-
zen, so dal der offene Komplex in der Lage ist, mit der RNA-Synthese zu beginnen. Durch
weitere Konformationsanderungen, Ablosen @eBaktors und Verlassen des Promotorbereichs
wird aus dem initialen Elongationskomplex, der noch zu instabil ist, um langere RNA-Stlcke
synthetisieren zu kdnnen, der TEC.

Die bemerkenswerteste Eigenschaft des TECs ist seine Prozessivitat, das heilt, seine Fahigkeit
das jeweilige Transkript ohne Dissoziation von der DNA oder RNA zu synthetisieren. So ist
die eukaryotische RNAP Il in der Lage, ein zwei Millionen Nukleotide umfassendes Vorlaufer-
transkript des Dystrophins in einer einzigen Reaktion herzustéllen (Teneysdn1995). Die

meisten TECs sind sogar unter Hochsalzbedingungen wie 1 M KCI oder bei Temperaturen um
65° C stabil gegenuiber Dissoziation (Moonelyall,[1998). Trotz der Stabilitat erfolgt die RNA—
Synthese scheinbar ohne Affinitdt zur DNA mit einer Geschwindigkeit von 60—-80 Nukleotiden
pro Sekunde (Gottat al, (1991 ] Vogel und Jensgn, 1994).

Analog zu den verschiedenen Initationskomplexen, ist auch der TEC dynamisch und kann eine
Reihe von Zustanden oder Konformationen mit unterschiedlichen Funktionen einnéhmen (Moo-
neyet all,[1998; Eri¢) 2002). In Abl. 1].2 sind neben dem elongationskompetenten TEC (TEC I)
drei weitere Intermediate, TEC II-TEC 1V, dargestellt, die eine Rolle bei der Regulation der
RNAP, der Korrektur falsch eingebauter Basen oder der Termination spielen. Ein wichtiges In-
termediat sowohl des Korrektur— als auch des Terminationswegs scheint ein reversibel gestoppter
TEC (TEC 1I) zu sein|(Yinet al}, [1999). TEC Il reprasentiert einen Zustand, der beim Ruck-
wartslaufen der RNAP auf der Matrize entsteht. Durch Aktivierung der schwachen Exo— be-
ziehungsweise Endonukleaseaktivitat der RNAP in einer solchen zurtickgesetzten Konformation
kann ein neues 3'-Ende des Transkripts generiert und unter Umstanden eine Korrektur falsch
eingebauter Nukleotide vorgenommen werden (Sosehav, 2003).

Im Gegensatz zur Elongation kann die Termination nur an bestimmten Stellen der DNA—-Matrize,
an sogenannten Terminatoren, erfolgen. Bei der Termination kommt es zur irreversiblen Dis-
soziation des TECs in RNAP, DNA und RNA-Transkript. Ob die Termination Uber weitere
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Zwischenzustande (TEC V) erfoldt (Yarnell und Roberts, 1999), ist noch ungeklaritro—
Experimente zeigen, dal3 die Termination ohne zuséatzliche Faktoren in der Regel mit einer Ter-
minationseffizienz zwischen 10% und 90% stattfindet (von Hippel und Pasman, 2002). Dies be-
deutet, dal3 ein gewisser Anteil der TECs in der Lage ist, Terminatoren zu uberlesen.

Entsprechend dem Schwerpunkt der Arbeit soll im folgenden die Struktur des THCs (s. 1.1.3)
und seine Regulation bei der Elongation beziehungsweise Termination in Prokarygten (s. 1.2)
detaillierter vorgestellt werden.

1.1.3. Struktur des TECs. Auf der Basis der Kristallstrukturen unterschiedlicher bakteri-
eller RNAPs [(Zhangt al},[1999; Darst, 2001) sowie von Elongationskomplexen in Hefe (Gnatt
et al,|2001; Crameet al},[2001 ] Kettenbergest al),[2004) und Kreuzvernetzungs—Daten (Nud-
ler et all, [1998; Korzheva und Mustaev, 2001) konnte ein Struktur—Funktionsmodell des TECs
erstellt werden| (Darst, 2001). Die Konserviertheit struktureller Eigenschaften des Kernbereichs
in zellularen RNAPs erlaubt hierbei die Ubertragung von Daten zwischen eukaryotischen und
bakteriellen TECs. Strukturelle und biochemische Daten geben unter anderem Hinweise auf die
Frage, wie der TEC Prozessivitat erhélt (Abb] 1.3) (Sidoremka, 1998] Nudler, 1999; Nudler
und Gottesman, 2002; Korzheva und Mustaev, 2001; Kettenbetgdy[2004).

Die Stabilitdt des TECs beruht sowohl auf Wechselwirkungen zwischen DNA und RNA im
DNA—-RNA-Hybrid, als auch zwischen DNA, RNA und der RNAP. Dabei kompensiert das
DNA-RNA-Hybrid teilweise den destabilisierenden Beitrag der Transkriptionsblase zur freien
Energie. Zusatzliche Wechselwirkungen zwischen Nukleinsauren und der RNAP vor allem im
Bereich der stromabwarts gelegenen doppelstrangigen DNA (Positionen +3 bis +9), des aktiven
Zentrums (Positionen 0 und -1) und der RNA stromaufwarts des RNA-DNA-Hybrids (Positio-
nen -8 bis -10) fuhren zu einer fur die Komplexbildung gunstigen Gesamtenergie. Allerdings
ist im wesentlichen noch unverstanden, wie sich die gesamte freie Energie der Bindung auf die
einzelnen Wechselwirkungen auftejlt (von Hippel und Pasman,|2002).

Neben stabilisierenden Wechselwirkungen bietet die RNAP ein Gerust, das den Verlauf der Nu-
kleinsauren durch die RNAP festlegt. Stromabwaérts der Transkriptionsblase werden circa 7 Ba-
senpaare der doppelstrangigen DNA Uber die aminoterminalen Resteldetereinheit sowie

die carboxyterminalen Reste dérUntereinheit gebunden. Dj@- unds’—Untereinheiten legen

sich wie eine Klammer um den DNA-Doppelstrang und bieten ein Modell dafir, wie sich laterale
Beweglichkeit und Stabilitat vereinbaren lassen. Kurz vor dem aktiven Zentrum wird der DNA—
Doppelstrang durch die Separatorschleif® (oop 1) (Gnattet al,[2001) in den Matrizenstrang
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Transkriptionsblase: 12-13 bp
BERERE

Klammer

DNA (nts) 4 3 }
OH

|| ||

DNA (ts) -8 0

Hybrid: 8-9 bp

RNA

Abbildung 1.3: Strukturelle Eigenschaften des TECs.

Der TEC besteht aus funf Teilen: die stromabwarts beziehungsweise stromaufwarts
liegende doppelstrangige DNA, das RNA-DNA—-Hybrid und die einzelstrdngige DNA
in der Transkriptionsblase, sowie die naszierende einzelstrangige RNA. Die stromab-
warts der Transkriptionsblase liegende doppelstrangige DNA wird durch-diend 5'—
Untereinheiten der RNAP gebunden, die sich wie eine Klammer um die DNA legen. Die
Klammerstruktur kénnte eine Erklarung dafiir bieten, wie die RNAP Prozessivitat und
laterale Beweglichkeit vereinbaren kann.

Die Transkriptionsblase besteht aus circa 12—13 Basenpaaren und wird durch den vor-
deren und hinteren Separator (schwarze Dreiecke) auf einer konstanten Lange gehalten.
Neben den Wechselwirkungen von RNA und DNA im RNA-DNA-Hybrid tragen vor al-
lem die Kontakte zwischen RNAP und Nukleinsduren im Bereich der Separatoren und der
Klammer zur Stabilitat des TECs bei. Der Pfeil zeigt die Transkriptionsrichtung an. (nts:
kodierender Strang; ts: Matrizenstrang)

und den kodierenden Strang getrennt. Wahrend der kodierende Strang keine wesentlichen Wech-
selwirkungen mit der RNAP einzugehen scheint, wird der Matrizenstrang im Bereich des aktiven
Zentrums und stromaufwarts der Transkriptionsblase fixiert.

Die RNA interagiert im Bereich des RNA-Ausgangs mit der aminoterminalen Regioft vorl

der carboxyterminalen Region vgh(Nudleret al), [1998; Korzhevaet al,,[2000). Diese Wech-
selwirkungen scheinen jedoch nicht wesentlich zur Stabilitat des TECs beizutragen (Korzheva
und Mustaeyv, 2001). Die doppelstrangige DNA stromaufwarts der Transkriptionsblase konnte
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bisher in den Kristallstrukturen nicht beobachtet werden. Es ist daher davon auszugehen, daf? sie
keine entscheidenden Wechselwirkungen mit der RNAP aushbildet (Kettenle¢eje004).

Die Aufrechterhaltung der Transkriptionsblase stromaufwéarts des DNA-RNA-Hybrids erfolgt
Uber die sogenannten Deckel- und Reissverschluss—Schlédean@ zippel). Eine weitere
Schleife, die als Ruder—Schleifeufldern bezeichnet wird, sorgt fur die Trennung des DNA-
RNA-Hybrids (Cramer, 2002).

1.2. Elongation versus Termination

1.2.1. Elongation. Neuere Modelle der Elongatioh (Epshtahall, [2002; Sosunoet al|,
2003) gehen von einem Zwei—Schritt—-Mechanismus aus, bei dem das 3'-Ende des RNA-
Transkripts zwischen zwei Bindungstellen am aktiven Zentrum, der Substrat— und Produktbin-
dungsstelle, hin— und herwechselt. Zu Beginn des Zyklus befindet sich das 3'-Ende des Tran-
skripts an der Produktbindungsstelle. Die Substratbindungsstelle ist dagegen mit einem rNTP
besetzt, das Uber Watson—Crick—Basenpaarung an die DNA—Matrize bindet. Die anschliel3ende
Bildung des Phosphodiesters zwischen dem 3'-OH des Transkripts und-dehosphat des
rNTPs fuhrt zur Freisetzung von Pyrophosphat und zur Translokation der RNAP entlang der
DNA-Matrize. Dabei wird die naszierende RNA von der Substratbindungsstelle abgel6st und
die RNAP in einen Gleitmodus versetzt, in dem sie eindimensional auf der DNA—-Matrize dif-
fundiert, bis das neue 3'-Ende in der Produktbindungsstelle einrastet. Zuséatzliche Stabilisierung
in dieser Position erfahrt die RNAP durch die Bindung des néchsten rNTP. Entscheidend fur ei-
ne schnelle Elongationsreaktion scheint die optimale Positionierung der 3'-Hydroxylgruppe im
aktiven Zentrum zu sein (Uptaet al),|[1997; Nudleret all, [1997).

Die Elongationsreaktion dominiert die alternativen Reaktionen an den meisten Matrizenpositio-
nen in Gegenwart von physiologischen rNTP—Konzentratiofe-{.5 mM). rNTP—Mangel,
DNA-Bindungsproteine und Wartesignale kbénnen jedoch ein Einrasten der gleitenden RNAP an
der Produktbindungsstelle verhindern und zu alternativen Zustanden der RNAP fihren, die zum
Beispiel die Hydrolyse des Transkripts katalysieren konnhen (von Hippel und Pasmaln, 2002; So-
sunovet al}, [2003; Mosrin-Huamaet al), [2004). Terminatoren bewirken eine Destabilisierung
des TECs und erlauben als zuséatzliche Alternative die Dissoziation in RNAP, DNA und RNA-
Transkript. Die Termination in Prokaryoten kann dapeabhéangig odes—unabhangig erfolgen.

1.2.2. p—abhéngige Termination. p—abhangige Terminatoren sind zweigeteilt und beste-
hen auf DNA—Ebene aus einer Erkennungssequenz fup<€Eaktorrut (rut: p utilization site
sowie eineitsp-Sequenz (tsgranscription stop point(Carlomagno und Nappb, 2001), an der
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die Termination erfolgt. Beide Sequenzelemente sind schlecht konserviert, das Transkript der
rut-Sequenz, RUT, zeichnet sich jedoch durch wenig Sekundarstrukturen und einen hohen C-
Anteil aus. Derp—Faktor kann an die RUT-Sequenz binden und sich ATP—-abhangig in 5'-3’
Richtung auf dem Transkript bewegen. Trifft er auf die transkribierende RNAP, nutzt er seine
Helikase—Aktivitdt um den TEC zu dissoziiergsp-Sequenzen sind bekannte Wartestellen, die

die Elongationsgeschwindigkeit des TECs herabsetzen, so daRkFktor den TEC schneller
erreicht (zusammengefal3t in Richardson (2002, 2003)).

Die kurzlich geldste Kristall-Struktur dgs-Faktors|(Skordalakes und Berger, 2003) gibt Hin-
weise auf den Mechanismus derabhéangigen Termination (zusammengefalit in Kaplan und
O’Donnell (2003)). Derp—Faktor ist ein Hexamer, wobei sich die sechs Monomere zu einem
Ring anordnen, der eine offene oder geschlossene Form annehmen kaeh gku2000).

Jedes Monomer besteht aus einer aminoterminalen RNA— und einer carboxyterminalen ATP—
bindenden Doméne. Die sechs aminoterminalen Domanen bilden gemeinsam auf der Innenseite
des Hexamer—Rings die Bindungsstelle fir die RUT-Sequenz, wobei pro Monomer bevorzugt ei-
ne C—C-Dinukleotidsequenz gebunden wprdeherbergt jedoch weitere RNA—Kontaktstellen

in der ATP—bindenen Domane, die fur die Translokation und Helikaseaktivitgt verantwort-

lich sind. Die Anordnung des—Monomere stellt dabei sicher, daf} das 3'-Ende des Transkripts in
das Innere des Hexamers zeigt. Der Kontakt der RNA mit den sekundaren Bindungsstellen in den
carboxyterminalen Doméanen schlief3t den Hexamer—Ring und stimuliert die ATPase—Aktivitat
von p. Der Zyklus aus abwechselnder RNA-Bindung und ATP—Hydrolyse ermdglicht es dem
p—Faktor sowohl sich auf der RNA fortzubewegen als auch den TEC zu dissoziieren.

Die Arbeitsweise deg—Faktors kann auch das Phanomen der polaren Mutationen erklaren, das
sich darin aul3ert, dal3 einensenseMutation in einem Gen der Transkriptionseinheit die Tran-
skription der darauffolgenden Gene verhindert. In Prokaryoten sind Transkription und Transla-
tion von Strukturgenen gekoppelt, so daf3 in der Regel die RNA dicht mit Ribosomen bedeckt
ist und derp—Faktor keinen Zugang zum naszierenden Transkript NlahsenseMutationen
bewirken eine Dissoziation der Ribosomen vom Transkript und gewah&mgang zu RUT-
Sequenzen stromabwarts demsense—Mutatioie physiologische Bedeutung dieser intrage-
nenp—abh&ngigen Terminatoren ist, die Transkription ineffizient translatierter Gene zu stoppen
(Carlomagno und Nappo, 2001).
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In vivo wird die Terminationseffizienz des-Faktors wesentlich durch die allgemeinen Tran-
skriptionsfaktoren der Nus—Familie beeinflul3t. Wahrend NusA und NusG direkt mitpdem
Faktor wechselwirker (Burnst al), [1998), kann die Gegenwart von NusB die Termination an
suboptimalem—abh&ngigen Terminatorgn (Carlomagno und Nappo,|2001) steigern.

1.2.3. Faktorunabhangige Termination. Faktorunabh&ngige Terminatoren zeichnen sich
auf DNA—Ebene durch einen GC-reichen Sequenzabschnitt mit dyadischer Symmetrie und einer
Oligo—T-Sequenz aus. Bei der Transkription bildet der GC—reiche Bereich eine Haarnadelstruk-
tur, die von einer circa 8 Reste umfassenden U—-Region am 3'-Ende gefolgt wird (d’Aubenton
Carafaet al}, [1990). Beide Elemente sind nétig, um eine Termination herbeizufiihren (Wilson
und von Hippel, 1995; Komissarow al, [2002). Im folgenden sollen die Rollen der Haarnadel
beziehungsweise der U-Region erdrtert werden.

Systematische Untersuchungen an veranderten Terminationssignalen (Artsimovitch und Lan-
dick, 1998 Toulokhonoet all,[2001) weisen darauf hin, dal3 die Haarnadel auf zweierlei Weise
zur Termination beitragt. Zum einen inhibiert die RNA—Haarnadel allosterisch die Nukleotid-
addition am aktiven Zentrum, so dal3 die RNAP angehalten wird. Fur die allosterische Wirkung
der Haarnadel sind dabei spezifische Interaktionen mit der RNAP im Bereich der sogenann-
tenflap tip—Helix verantwortlich. Strukturelle Daten zeigen, dal3 sichfidip tip—Helix an der

Spitze der flexibel mit der RNAP verbundenen Klappen—Doméap omain befindet, die im

TEC zusammen mit der Klammer—-Domaraba(p domaii die austretende RNA umschliel3t
(Toulokhonovet all,[2001). Neben dem RNA—-Austrittskanal begrenzt diese Klammer—Domane
auch den DNA-Eintritts— und den DNA-RNA—-Hybrid—Kanal und kontaktiert im Bereich des
aktiven Zentrums uber drei Schalter—Schleifewi{ches 1-Bdas RNA-DNA—-Hybrid|(Landick,

2001; Crameet al,2001; Cramer, 2002). Ein teilweises Offnen des RNA-Austrittskanals durch
die sterisch anspruchsvolle Haarnadel kdnnte somit die beobachtete Veranderung der Lage des
3'-Endes des Transkripts (Toulokhonewal, [2001) und die dadurch verursachte Pause (Nud-

ler et al, [1997) erklaren. Alternativ konnte die Haarnadel aber auch ein Offnen der mobilen
Klappendomane bewirken, die tber ein zweistrangigidsaltblatt mit Seitenketten von Resten

im aktiven Zentrum verbunden ist (Toulokhonewal, 2001 ; Landick, 2001). Die Offnung der
Klappe kénnte zudem die Wechselwirkung der RNA mit der Ruder—Schleife aufbrechen (Darst,
2001).

Ein zweiter Effekt einer Haarnadelstruktur ist die Trennung des RNA-DNA-Hybrids am 5'—
Ende (Komissarovat al, [2002). In Ubereinstimmung mit der Ausdehnung des RNA-DNA-
Hybrids im TEC (s 1.1]3) fihren Haarnadelstrukturen, deren Stamm maximal 8 Nukleotide vom

18



3'-Ende entfernt gebildet wird, zur Termination. Haarnadelstrukturen, deren Stamm sich bis
maximal zur Position -11 relativ zum 3'-Ende des Transkripts erstreckt, sind zwar in der Lage die
RNAP anzuhalten, sie kdnnen jedoch keine Termination des TECs herbeiflihren (Artsimovitch
und Landick| 1998).

Nach Gusarov und Nudler (2001) bestimmt vor allem die Geschwindigkeit der Haarnadelbildung
die Terminationseffizienz. Instabile DNA-RNA-Hybride férdern Pausen wahrend der Transkrip-
tion (Yarnell und Roberts, 1999; Guajardo und Sousa, [1997) und kbénnen damit die Termination
durch Verlangerung der Haarnadel-induzierten Pause steigern (Nudler, 1999). Zudem ist mogli-
cherweise das Schlie3en der Klammerdomane uber die Faltung der Schalter—Schleifen am akti-
ven Zentrum an die Stabilitdit des DNA—-RNA—-Hybrids gekoppelt (Landick, 2001; Cranady

2001;/ Cramer, 2002), so daf instabile DNA-RNA-Hybride zusatzlich die Offnung der Klam-
merdomane erleichtern kénnten.

In Bakterien existieren zwei prinzipiell unterschiedliche Mechanismen, um die Entscheidung
Elongation versus Terminaticem intrinsischen Terminatoren zu beeinflussen (zusammengefal3t
in [Henkin (2000){ Weisberg und Gottesman (1999)). Eine Mdglichkeit stellt die Kontrolle der
Transkriptstruktur durch Ausbildung alternativer Haarnadelstrukturen dar. Welche Struktur das
Transkript annimmt, hangt dabei von der Stoffwechselsituation des Bakteriums ab. Diese Art
der Regulation findet sich vor allem in biosynthetischen Operons (zusammengefal3t in Henkin
und Yanofsky|(2002); Gollnick und Babitzke (2002)). Alternativ kann die Kontrolle der Termi-
nationseffizienz durch eine Modifikation der RNAP erfolgen. Ein Beispiel hierfur ist\ilas

Protein (s[ 1.215).

H&ufig wird die Termination durch weitere Faktoren moduliert. So regulieren zum Beispiel NusA
und NusB die Terminationseffizienz an den intragenen Terminatorehisi@<istrons [(Carlo-
magno und Nappo, 2003).

1.2.4. Der Elongationsfaktor NusA. Der Elongationsfaktor NusA ist neben NusB, Nusk
(oder ribosomales Protein S10) und NusG ein Mitglied der Nus—Familie. Der Name der Nus—
Familie N utilization substancést historisch bedingt und leitet sich von der Beteiligung der
Nus—Faktoren an der durch das Protehhvermittelten Antitermination ab (5. 1.2.5).

E.coliNusA ist ein essentielles Protein, das in drei funktionelle Bereiche eingeteilt werden kann:
die aminoterminale RNAP—-bindende Domane, den zentralen RNA—bindenden Bereich, und den
regulativen carboxyterminalen Abschnitt (NusACTD). Der zentrale RNA-bindende Bereich be-
steht dabei aus einem S1-Modul und zwei KH-Modulen (KHomology, die in der Regel
spezifische und unspezifische RNA-Wechselwirkungen vermitteln (Getsaiip|1993; Bycroft
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Abbildung 1.4: Aufbau und Wechselwirkungspartner von NusA.

E.coli NusA besteht aus drei Bereichen mit unterschiedlichen Funktionen. Die aminoter-
minale Domane (NTD) vermittelt Wechselwirkungen mit den grof3en Untereinheiten der
RNAP, wéhrend die S1- und KH-Domanen des zentralen Bereichs fur die RNA-Bindung
verantwortlich sind. NusACTD interagiert mit der-Untereinheit der RNAP und dem
Protein N aus dem Phagen Zusatzlich inhibiert NusACTD in Abwesenheit vaitCTD

die Wechselwirkung von RNA mit den RNA-bindenden Domanen (Mahl/ (1999,
2000).

et al,[1997). NusACTD interagiert mit der carboxyterminalen Domanendésntereinheit der
RNAP («CTD) und dem Protein N aus dem PhagerZusatzlich inhibiert NusACTD in Ab-
wesenheit vorvCTD die Wechselwirkung von RNA mit den RNA-bindenden Domanen (Mah
et all,[1999/ 2000) (Abh. T]4).

Der Sequenzvergleich mit NusA—Proteinen aus anderen Bakterien zeigt weitgehende Homolo-
gien der RNAP- und RNA-bindenden Bereiche, wahrend der carboxyterminale Teil aady in

(- und y—Proteobakterien wi&.coli und in Chlamydiaund Treponemakonserviert ist|(Mah

et all,[2000). Die bisher geltsten Kristallstrukturen vidmermotoga maritim&rl.maritimg NusA
(Worbset all, [2001; Shiret all, [2003) undMycobacterium tuberculosigv.tuberculosiy NusA
(Gopalet al}, [2001) umfassen die aminoterminale Doméane und den RNA—-bindenden Abschnitt.

NusA assoziert mit einer Gleichgewichtskonstante der Assoziationl®6f0® M~! reversi-

bel mit dem TEC|(Greenblatt und|Li, 1981; Schmidt und Chamberlin, [1984; Liu und Hanna,

1995; Burnset all, [1998) und ist so an der Regulation einer Vielzahl von Prozessen wahrend
der Elongation beteiligt. Der generelle Effekt von NusA scheint dabei eine Herabsetzung der
Geschwindigkeit der Elongation zu sein, die zu einer langeren Verweildauer an Wartestellen
(Farnhamet all, [1982; Kassavetis und Chamberlin, 1981; Landick und Yanofsky, |1984; Lau
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et al}, [1983; Fisher und Yanofsky, 1983) und einer erhdhten Terminationseffizienz an faktorun-
abhangigen (Schmidt und Chamberjin, 1987) yrdbhangigen (Laat all,[1982) Terminatoren

fuhrt. Bei der Transkription der ribosomalen RNA Operons wirkt es unter anderem zusammen
mit RNA-Elementen und weiteren Nus—Faktoren (Togeal,, [2004) als Antiterminator (Vogel

und Jensen, 1997). Auch in dem durch das Protdivermittelten Antiterminationskomplex ist

NusA ein wesentlicher Bestandteil [s. T]2/5) (Whaé¢ral, [1988; Masoret al,, [1992b). Eine
physiologische Rolle von NusA konnte daher die Kopplung von Transkription und Translati-
on in Strukturgenen sein (Zheng und Friediman, 1994). RNAs ribosomaler Operons werden im
Gegensatz zu Strukturgenen nicht translatiert, so dafd Uber die Erh6hung der Transkriptionsge-
schwindigkeit polare Effekte vermieden werden kdnnten.

NusA steigert die Terminationseffizienz an intrinsischen Terminator¢n (s] 1.2.3) zum einen, in-
dem es die Elongationsgeschwindigkeit herabsetzt und Pausen verlangert éBarn4998).

Der Mechanismus, Uber den NusA die Elongationsgeschwindigkeit verlangsamt, ist noch unbe-
kannt. Es gibt jedoch Hinweise, daf’ NusA mit denund3’—Untereinheiten der RNAP wech-
selwirkt und so die Konformation der RNAP im Bereich der Bindungsstelle des 3'-Endes der
RNA verandert (Zhang und Hanna, 1994).

Zum anderen konnten Gusarov und Nudler (2001) einen direkten Einflufd von NusA auf die
Geschwindigkeit der Haarnadelbildung zeigen. Kreuzvernetzungs—Daten weisen auf schwache
Wechselwirkungen der—, 5— und/’—Untereinheiten der RNAP und dem Bereieh8 bis —24

der naszierenden RNA hin (Liu und Hanha, 1995; Nudler, 1999; Gusarov und Nudler, 2001). An
Terminationsstellen entsprechen diese Positionen dem stromaufwarts gelegenen Teil des potenti-
ellen Haarnadelstammes, so daf3 die RNAP—-RNA-Wechselwirkungen der Bildung der Haarnadel
entgegenwirken. In dem Modell von Gusarov und Nudler (2001) beschleunigt NusA die Haar-
nadelbildung, indem es die RNA-RNAP-Interaktionen abschwacht.

Alternativ kdnnte NusA sterische Hinderungen der Haarnadelbildung durch die RNAP besei-
tigen. Wéahrend der durch die Klammer— und Klappendomane gebildete RNA-Austritts—Kanal
im geschlossenen Zustand nur Platz fur eine einzelstrdngige RNA bietet, kann der Kanal eine
RNA—-Haarnadel nach dem Offnen der Klappendoméne ohne sterische Probleme beherbergen
(Toulokhonovet al}, [2001).[ Toulokhonoet al! (2001) konnten eine Bindung von NusA an die

flap tip-Helix an der Spitze der Klappendoméane nachweisen, so dal3 eine Veréanderung der Posi-
tion dieser Domane durch NusA mdglich scheint.
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Eine Reihe von experimentellen Befunden spricht dafur, daf3 NusA auch ip-dbhéngigen
Termination (s 1.2]2) eine wichtige regulative Funktion austbt. Zum einen interagiert NusA ne-
ben NusG direkt mit demp—Faktor (Burnset al),[1998). Zum anderen konnten Zheng und Fried-
man (1994) zeigen, dal eine letale NusA—Mutante lebensfahig ist, wenn zugleich die Aktivitat
desp—Proteins herabgesetzt ist. Vermutlich bewirkt die Abwesenheit von NusA, dal3 Transkrip-
tion und Translation entkoppelt werden und gefaktor vor dem Ende des Gens Zugang zur
RNAP hat und die Transkription beendet (Zheng und Friedman, 1994). Auf struktureller und me-
chanistischer Ebene ist der Einfluf3 von NusA aufdiabh&ngige Termination allerdings noch
ungeklart.

1.2.5. Das Protein N aus dem Phagek. Der Phage\ ist ein temperenter coli-Phage, der
in zwei Lebensformen vorkommen kann. In lysogenen Bakterien ist der Phage als Prophage in
das Genom des Wirtsbakteriums integriert, wahrend er im lytischen Modus die Zellmaschinerie
des Wirts ausnutzt, um sich zu vermehren. Die Produktion von neuen Phagen verlauft in drei
Schritten Uber die Replikation der Phagen—DNA, das Verpacken der DNA in Phagenpartikel und
die Lyse der Wirtszelle. Die zeitliche Kontrolle der Expression der entsprechenden Phagengene
wird zum einen durch die Anordnung der Gene nach Funktion und zum anderen durch die Kon-
trollproteine AN und AQ erreicht, die zwischen den sogenannten frihen und verzégert frihen
beziehungsweise verzdgert frihen und spaten Genen umschalten. Dementsprechend codieren
die frihen Gene fur den RegulatdN sowie Enzyme, die fur die Replikation bendtigt werden.
Die Expression der verzogert frihen Gene liefert den Regulfound Genprodukte, die fur
den Zusammenbau des Phagenpartikels wichtig sind und die spaten Gene codieren fur Proteine,
die die Wirtszelle lysieren.

Die Kontrolle der Genexpression durch deg¥— und A\Q—Protein erfolgt tber Antitermination
(zusammengefalit in Greenblattal! (1993)) und soll im folgenden fir dag\—Protein genauer
beschrieben werden (Abb. 1.5).

Die Transkription des ringférmiger—~Genoms startet in zwei Richtungen von den Promotoren

Pr und R und lauft zun&chst bis zu degr-abhangigen Terminatoreg;tund {,. Das Genpro-

dukt der rechten Transkriptionseinheit ist das Cro—Protein, das unter anderem nach dem Eintritt
in die verzogert friihe Phase die Transkription vgnuRd R abschaltet. Dagegen wird von der
linken Transkriptionseinheit dagN—Protein produziert, das zusammen mit den Wirtsproteinen
der Nus—Familie sowie den regulatorischert-Sequenzen (nul utilization) die RNAP derart
verandert, dal3 sie in der Lage ist, die Terminatogemimd t; zu Uberlesen. Diaut-Sequenzen

nutR und nutL befinden sich zwischearo und &; beziehungsweise zwischen Bnd N und
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Abbildung 1.5: Die Kontrolle der Transkription des-Genoms erfolgt durch Antitermi-
nation.

Das Genom des Phagetesteht aus einer links— und einer rechtsgerichteten Transkripti-
onseinheit. Ausgehend von den beiden Promotoreumid B; werden zunachst die friihen
GeneN beziehungsweisero abgelesen. Die Transkription endet dabei an den Termina-
toren t; und ;. In Gegenwart voiAN, dem Genprodukt voV, und der regulatorischen
NUT-RNA, dem Transkript vomutg beziehungsweiseut, , ist die RNAP in der Lage,

die beiden Terminatoren zu Uberlesen, und somit die verzdgert frihen Gene zu transkri-
bieren.

fuhren bei der Transkription jeweils zu zwei regulatorisch wirksamen RNA-Elementen, BOXA
(Olsonet all, [1982) und BOXB |(Rosenbergt al), [1978;/de Crombrugghet all [1979). Wah-

rend BOXB eine Stamm-Schleifen—Struktur ausbildet, die von dem sogenannten ARM—Motiv
(ARM: arginine rich motivé des \N—Proteins und von dem Elongationsfaktor NusA (Chatto-
padhyayet al, [1995) erkannt wird, zeichnet sich BOXA durch eine Konsensus—Sequenz ohne
Sekundarstruktur aus. BOXA bietet eine Bindungsstelle fir den NOMBE-Komplex/(Masaon

et al, [1992a] Luttgeret all, [2002). Zusammen mit einem weiterErcoli Protein NusG|(Zhau

et all, [2002) und der RNAP bilden die NUT-RNA, die Nus—Faktoren und)désProtein den
AN-abhé&ngigen Antiterminationskomplex (ATC) (Apb.]1.6).

Der ATC ist in der Lagep—abh&ngige und —unabh&angige Terminatoren zu tberlesen, die bis zu
7000 Basenpaare stromaufwarts dat-Sequenz liegen (DeVito und Das, 1994). EM in vi-

tro ohne weitere Hilfsfaktoren antiterminatorisch wirken kann (Retesl), [1996; Gusarov und
Nudler, 2001), ist davon auszugehen, dal} direkte Kontakte zwischen dem TEXNwiden
entscheidenden Beitrag zum Mechanismus der Antitermination liefern. Allerdings erfolgt eine
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Abbildung 1.6: Der A\N—abh&ngige Antiterminationskomplex.

Das Proteim\N verandert die RNAP derart, daf3 sie in der Lage ist, Terminationssignale zu
Uberlesen. Fir eine prozessive und spezifische Modifikation der RNAP abirelerden
jedoch zusatzlich die RNA—-Elemente BOXA und BOXB sowie Hieoli Wirtsfaktoren
NusA, NusB, Nusk und NusG ben6étigt (van Gilst und von Hippel, 2000). Der Pfeil zeigt
die Transkriptionsrichtung an.

Antitermination durchAN alleine nur unter unphysiologisch hoh&N— oder erniedrigten Salz-
konzentrationen und an unmittelbar benachbarten Terminatoren. Fur die Spezifitat und Prozessi-
vitat der Antitermination sind daher weitere Faktoren nétig.

Die Nus—Faktoren scheinen dabei vorrangig die Stabilisierung des ATC zu gewahrleisten (De-
Vito und Das/| 1994), wahrend die NUT-RNA ein komplexeres Aufgabenspektrum besitzt. Die
BOXB interagiert sowohl mitAN als auch mit NusA| (Chattopadhyat all, |[1995). Untersu-
chungen von Xiaet al! (2003) zeigen eine wichtige Rolle der Konformation der BOXB in dem
AN - NusA - BOXB—Komplex auf und weisen darauf hin, dal’ die Aufgabe der BOXB Uber
die Rekrutierung der Komponenten des ATC (van Gilst und von Hippel,|1997] 2000) hinaus-
gehen konnte. Nach van Gilst und von Hippel (2000) stellt die BOXB vor allem die Spezifitat
der \N-RNAP-Wechselwirkung sicher. An demabhangigen Terminatagitkonnten Vieu und
Rahmouni|(2004) eine weitere Funktion der Wechselwirkung zwisgiveand NusA nachwei-

sen. In Abwesenheit voAN fuhrt die Faltung der BOXB zu einer gunstigen Konformation der
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Abbildung 1.7: Das Protein N des Bakteriophaggn

AN ist ein intrinsisch ungefaltetes Protein, dessen Domanen sich erst bei Bindung an den
jeweiligen Wechselwirkungspartner strukturieren. Dabei interagiert das ARM—-Motiv mit
der BOXB, wahrend die Region uniN(34—47) mit NusA wechselwirkt. Die carboxyter-
minalen 35 Aminoséauren sind an der Wechselwirkung mit der RNAP beteiligt.

RUT-Sequenz, so dalR derFaktor die Termination effizient beenden kann. Die Bindung von
AN an die BOXB verhindert hingegen, dalZugang zu den RUT-Sequenzen erhalt. Ein mini-
maler ATC, deiin vitro unter physiologischen Bedingungen tber mehrere 100 Basenpaare aktiv
ist, benétigt neben der RNAP unidN den Hilfsfaktor NusA sowie die BOXB.

AN ist ein intrinsisch unstrukturiertes Protein, dessen Domaxi¢(1—22), AN(34—47) und
AN(73-107) sich unabhé&ngig voneinander bei Bindung an den jeweiligen Bindungspartner struk-
turieren (Abb[ 1.[7). Dabei interagiektN(1-22) mit BOXB, wahrend\N(34-47) an NusA und
AN(73-107) an die RNAP bindet. Die antiterminatorische Wirkung ybihwird primar durch

die RNAP-bindende RegiohN(73-107) vermittelt, obwohl ein Teil des terminationssteigern-
den Effekts von NusA durchN(1-47) revertiert werden kann (Mogridgéall,(1998).

AN erhoht wie andere Antiterminatoren (Masenal, |1992b; Santangelo und Roberts, 2002)
die Elongationsgeschwindigkeit. Der antiterminatorische Effekt ist jedoch hauptséchlich auf ei-
ne direkte Modulation der Haarnadelbildung zuriickzufihren (Réed, [1997;| Gusarov und
Nudler, 2001). Kreuzvernetzungs—Experimente zeigen, d3vie NusA, die Kontakte zwi-
schen der RNAP und der naszierenden RNA im Bereich-vo® bis —24 beeinfluf3t (5. 1.2]4).
Vermutlich setzt es die Terminationseffizienz herab, indem es eigene starke Wechselwirkungen
mit der stromaufwarts liegenden Schulter der Haarnadel ausbildet. Zusétzlich wird in Gegen-
wart von AN eine verstéarkte Kreuzvernetzung von RNA und NusA beobachtet. Demnach wirkt
AN der NusA-Bindung nicht entgegen, sondern verwandelt den Terminationsfaktor NusA in
einen Antiterminationsfaktor, indem es die Wechselwirkungen von NusA mit der RNA fordert.
Die Kontaktstelle der RNA auf NusA liegt in der S1-Domane, die wahrscheinlich auch an der
BOXB-Bindung beteiligt ist (Malet al,, [1999).
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Der ATC ist Gegenstand intensiver Strukturuntersuchungen. Bisher wurden die Strukturen des
AN - BOXB-Komplexes [(Scharpét al), [2000; Legaultet al), [1998) und des\N - NusA-—
Komplexes|(Boniret al,[2004&) geldst. Von den beteiligten Nus—Faktoren sind neben den bereits
erwahnten NusA-Strukturen [s. 1]2.4) die StrukturenomaritimaNusB (Boninet al},[2004D),

E.coli NusB (Altieri et al), |[2000),M.tuberculosisNusB (Gopalet al}, [2000),Aquifex aeolicus

NusG (Knowltonet all, [2003) und die Komplexstruktur ddscoli NusB - Nuse—Komplexes
(Luttgenet all,[2002) bekannt.

1.3. Ziele der Arbeit

1.3.1. Bestimmung der Struktur der carboxyterminalen Domane vonE.coli NusA.
NusA ist ein zentrales Molekdl in der Elongationskontrolle in Prokaryoten, das aus einer ami-
noterminalen RNAP-bindenden Doméne, einem RNA-bindenden Abschnitt sowie einem regu-
latorischen carboxyterminalen Abschnitt besteht. Die hochaufgeldste dreidimensionale Struktur
eines Proteins ist ein wichtiger Schritt fur das Verstandnis der Funktion und stellt ein Gerust flr
die Interpretation der bereits aus der Literatur bekannten biochemischen Daten dar.

Waéhrend fir die aminoterminale und die RNA-bindende Domane strukturelle Informationen aus
homologen NusA—Proteinen vorliegen, sind fir NusACTD keine hochaufgel6sten Strukturdaten
bekannt. Der Schwerpunkt der Arbeit liegt daher zunachst auf der Bestimmung der dreidimen-
sionalen Struktur von NusACTD mittels NMR—-Spektroskopie.

1.3.2. Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen NusA, der RNAP und deaiN—
Protein. Biochemische Daten weisen auf Interaktionen zwischen NusACTD@D sowie
AN hin. Die «CTD ist eine regulatorische Domane der RNAP, wahrend das vifdtéProtein
das verursachende Prinzip in dd¥—vermittelten Antitermination darstellt. Diese Interaktionen
unterstreichen die tragende Rolle von NusACTD sowohl in der Elongation als auch AiNder
vermittelten Antitermination.

In der Regel handelt es sich bei Wechselwirkungen zwischen Doménen in grof3eren Komplexen
um schwache Wechselwirkungen, die besonders gut mit der Methode der NMR-Spektroskopie
charakterisiert werden kénnen. Zum einen erlauben Dynamikmessungen die Identifizierung fle-
xibler Bereiche des Proteins, die haufig an Interaktionen beteiligt sind. Zum anderen kénnen
durch Titrationsexperimente mit der Auflosung der einzelnen Aminosaure die an der Komplex-
bildung beteiligten Reste bestimmt werden. Neben strukturellen Daten sollen daher die Dynamik
von NusACTD sowie die Wechselwirkungen mi€TD und AN untersucht und die Implikatio-
nen fur Termination und Antitermination diskutiert werden.
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KAPITEL 2

Material & Methoden

2.1. Allgemeines zur NMR-Spektroskopie

2.1.1. NMR—Proben.

2.1.1.1. Proteingewinnung Die Klonierung, sowie die Expressions- und Reinigungsstrate-
gie der Fragmente von NusA, derUntereinheit der RNA Polymerase sowie des N Proteins aus
dem Phagen gehen auf Dr. S. Schwarz zurtick und sind in Eisennedrat) (2004), Eisenmann
et al! (2005) sowie Prasch (2004) beschrieben.

In dieser Arbeit wurden folgende Konstrukte verwendet:

NUusACTD(339-495): NusACTD(339-495) umfaldt auRer den Aminosauren M339-A495
zwei aminoterminale Aminosauren (GP), die aus der Abspaltung des aminoterminalen
Deka—Histidinanhangs mit Hilfe der Rhinovirus—Protease|3C (Cordirgglay, [ 1990)
resultieren.

aCTD(233-329): «CTD(233-329) ist identisch mit dem von Jestral! (1995) beschrie-
benen Fragment de~Untereinheit deE.coliRNAP mit den Resten D233-E329, wur-
de aber wie NusACTD(339-495) uber eine Spaltung mit Rhinovirus—Protease 3C er-
halten (Cordingleet al},[1990) und tragt daher aminoterminal die zusatzlichen Amino-
sauren Glycin und Prolin.

AN(1-53): Das fur AN ausgewahlte Konstrukt besteht aus den Resten M1-N53 und
enthalt sowohl das RNA-bindende ARM-Motiv (M1-N22) als auch die NusA-
Bindungsdomane (N34-R47) (Mogridgeal),[1998).

Die fur die NMR—spektroskopischen Untersuchungen verwendeten unmarkierten sowie einheit-
lich >’N— oder!3C,'>N-markierten Proteine wurden entweder selbst oder von Dr. S. Schwarz
(NusACTD(339-495)) und S. Prasah@TD(233-329) AN(1-53)) hergestellt. Die Proben wur-

den gelelektrophoretisch, massenspektrometrisch und/oder NMR—spektroskopisch auf ihre Iden-
titat und Reinheit Uberpruift.
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2.1.1.2. Konzentrationsbestimmundpie Konzentrationen von NusACTD(339-495),
aCTD(233-329) und\N(1-53) wurden photometrisch Uber das Lambert—Beer'sche Gesetz

Aogy = c-d - €959

durch Messung der Absorption bei einer Wellenlange von 28043k ermittelt. Die Mes-
sungen wurden in Schwarzwand—Quarzkivetten (Hellma, Muhlheim, D) mit einer Schichtdicke
d = 1 cm an einem Hgiosy Einstrahl-UV-VIS—Spektrophotometer (Thermo Spectronic, Cam-
bridge, UK) vorgenommen. Als Referenz wurde der entsprechende Puffer verwendet. Fir die
Extinktionskoeffizienter¥,g, wurden die auf Basis der Aminoséauresequenz berechneten Werte
eingesetzt (NusACTD(339-495): 8250 Mm~!; AN(1-53): 5690 Mcm~!; «CTD(233-329):

6970 M~tcm™1) (Gill und von Hippel! 1989).

2.1.1.3. Standard—Probenbedingunge8ofern nicht anders angegeben wurden die gegen
H,O dialysierten und lyophilisierten Proteine in einer wasserigen LosungtnimM NacCl
und 10 mM Kaliumphosphat pHs.8, geldst. Zusatzlich wurdeh0% D,O (Eurisotop, Gif—
sur-Yvette, F) fur den Feldfrequenz—Locl,02% NaN; als antimikrobielles Agens und
Proteaseinhibitor—Cocktail Complete EDTA free PNGase A (Roche, Mannheim, D) entspre-
chend den Herstellerangaben zugegeben. Als Mel3zellen wurden bis zu einem Probenvolumen
von mindestens00 x| 5 mm Ultra Precision NMR Probenrdhrchen (Norell, Inc., Landisville,
NH, USA) verwendet. Fur geringere Volumina kamen Mikrozellrdhrchen der Firma Shigemi
(Campro Scientific, Veendendaal, NL) zum Einsatz.

2.1.2. Aufnahme der Spektren.Die Experimente wurden be&i5.0°C mit Spektrometern
der Firma Bruker (Karlsruhe, D) Avance400, DRX600, Avance700 und Avance800 bei Proto-
nenresonanzfrequenzen von 400 MHz, 600 MHz, 700 MHz und 800 MHz durchgeftihrt. S&mt-
liche Spektrometer verfigen Uber Einrichtungen, die den Einsatz gepulster Feldgradienten er-
lauben. Die Temperaturregulierung erfolgte Giber eine BVT2000 oder BVT3000 Einheit (Bruker,
Karlsruhe, D). Zur Wasserunterdrickung wurden entweder eine 3-9-19-WATERGATE Sequenz
(Sklenaret all,[1993) mitWater Flip—BackGrzesiek und Bax, 1993b) oder eine Koharenzselek-
tion mit gepulsten Feldgradienten eingesetzt. Das Signal wurde phasensensitiv mittels Quadra-
turdetektion aufgenommen, wobei fur die indirekten Dimensionen die STATES-TPPI-Methode
(Stateset all, [1982;| Marionet all, [1989) oder die Echo/Antiecho—Methode (Kelyal,, [1992)
verwendet wurde. Letztere wurde in Experimenten eingesetzt, in denen die Wasserresonanz mit
Koharenzselektion unterdrtickt wurde. Die selektive Anregung der Aliphaten— beziehungsweise
der Carbonylregion auf dediC—Kanal wurde durch bandselektive Pulse wie GauR—Kaskaden
(Emsley und Bodenhausen, 1990) realisiert. Heteronukleare Breitbandentkopplung erfolgte tiber
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Sequenzen wie WALTZ-16 (Shals all, [1983) oder GARP| (Shaket al), [1985). Die ppm-—
Skala wurde relativ zu dem externen Standard DSS (2,2—Dimethyl-2—silapentan—5—sulfonat)
geeicht, wahrend die Verschiebungen der Heterok&@aind°N indirekt Uiber das Verhaltnis

der Nullpunktsfrequenzenc/wy = 0.251449527 beziehungsweisey /wy = 0.10101329051
referenziert wurden (Marklegt al}, [1998).

2.1.3. Prozessierung der SpektrenDie Spektren wurden mit dem Programm NMRpipe
(Delaglio et all, [1995) oder mit den am Lehrstuhl Biopolymere, Universitdt Bayreuth von
Dr. Kristian Schweimer entwickelten Routinen (Schweimer, 2000) prozessiert. Zunéchst wur-
den die Spektren in allen Dimensionen zwei— bis vierfach mit Nullen aufgetéitofilling), um
die digitale Auflésung zu verbessern (Cavanagh, 1996, Abschnitt 3.3.2.1). Als Fensterfunktio-
nen wurden entweder Lorentz—zu—Gaul3-Transformationen odédw90° phasenverschobene
Sinus—Funktionen verwendeét (Cavanagh, 1996, Abschnitt 3.3.2.2), um die Auflésung zu steigern
oder die durch zu kurze Aufnahmezeiten resultierenden Artefakte abzuschwéchen. In 2D-, 3D-
und 4D-Spektren wurden in der jeweils zuletzt prozessierten indirekten Dimension zusétzliche
Datenpunkte mittels linearer Vorhersage berechnet (Barkhuejsal 1985), wobei betonstant
time-Evolution einemirror image linear prediction(Zhu und Bak| 1990) durchgefuhrt wurde.

Die Phasenkorrektur der Spektren erfolgte mit dem Programm NmrDraw (F. DelaigVier;6f-
fentlich) oder mit NMRview5.0.4|(Johnson und Blevins, 1994). NMRview5.0.4 wurde auch fur
die Auswertung der Spektren eingesetzt.

2.2. Strukturbestimmung

2.2.1. NMR-Spektroskopie.

2.2.1.1. Theorie. Die Gesamtheit der in einer NMR—Probe vorhandenen magnetisch aktiven
Kerne (Kerne mit Kernspinzalil > 0) fuhrt in einem statischen Magnetfeld zu einer Nettoma-
gnetisierung, die sich mit NMR—Experimenten manipulieren lal3t. NMR—Experimente bestehen
dabei aus Pulsfolgen, das heil3t einer Kombination aus Radiofrequenz—Pulsen und Perioden frei-
er Prazession der Magnetisierung. Am Ende eines NMR—Experiments wird die aus dem Experi-
ment resultierende Magnetisierung als Funktion der Zeit als sogenannter freier Induktionszerfall
(FID: free induction decgyregistriert und mittels Fouriertransformation in ein Frequenzspek-
trum umgewandelt (van de Ven, 1995, Kapitel 1).

Eindimensionale NMR—Experimente lassen sich in eine Praparations— und Detektionsphase un-
terteilen. Bei mehrdimensionalen Experimenten sind pro Dimension eine Evolutions— und eine
Mischphase vor der Detektion eingeschoben (AbR.[2.1; Schwieimer| (2000, Abschnitt 3.1.1)).
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1D Prap - Det{;)
2D Prap - Evol {;)- Misch - Det ()
3D Préap - Evol {;)- Misch - Evol {,)- Misch - Det ¢3)

Abbildung 2.1: Prinzip mehrdimensionaler NMR—Experimente.

Prap: Praparation; Evol: Evolution; Misch: Mischphase; Det: Detektion|(aus Schweimer
(2000, Abschnitt 3.1.1))

In der Praparationsphase wird die gewinschte Magnetisierung erzeugt. Die Evolutionsperiode
liefert die zusétzlichen Zeit— beziehungsweise Frequenzdimensionen, indem die Lange der Evo-
lutionsperiode bei aufeinanderfolgenden Aufnahmen systematisch inkrementiert wird. In einem
zweidimensionalen Experiment ist der FID somit eine Funktion von{), wobeit; die Werte

t1(0), t1(0) + At, t1(0) + 2A¢, ... annimmt. In der Mischphase kann man in definierter Weise
Magnetisierung von einem Spin auf einen anderen transferieren, was unter anderem zu Kreuzsi-
gnalen beziehungsweise Korrelationen von Kernspins fiihrt. Im Prinzip nutzt man zwei verschie-
dene Methoden um Magnetisierung zwischen Kernen zu Ubertragen, Magnetisierungstransfer
Uber Bindungen oder Magnetisierungstransfer tlber den Raum (zusammenggfalit in van de Ven
(1995, Kapitel 4 und 5)).

Der Magnetisierungstransfer Gber Bindungen beruht auf skalaren Kopplungen zwischen kova-
lent verknupften Kernen, und ist umso effizienter, je groRer die Kopplungskonstante zwischen
den jeweiligen Kernen ist. Die Grol3e der Kopplungskonstante hangt dabei von der Starke der
Wechselwirkung zwischen den Kern— und Elektronenspins der beteiligten Atome und Bindun-
gen ab. Diese Art des Magnetisierungstransfers wird unter anderem in H3@®@rofuclear

single quantum coherengdHMQC- (heteronuclear multiple quantum coherendc@OSY- ¢or-

relation spectroscopy TOCSY- (otal correlation spectroscopyowie in Tripelresonanzexperi-
menten ausgenutzt.

Dagegen basiert der Magnetisierungstransfer tber den Raum auf dipolaren Kopplungen zwi-
schen Kernen, die sich raumlich nahe kommen, unabhéangig davon, ob sie Uber eine kovalente
Bindung verknupft sind, oder nicht. Die Transfereffizienz wird dabei wesentlich vom Abstand

r der Kerne beeinflul3t und fihrt in der Regel zu einem beobachtbaren Signal zwischen Ker-
nen, die weniger als funf A entfernt sind. In der Strukturaufklarung mittels NMR—Spektroskopie
wird die dipolare Kopplung in NOESY-Experimentamu€lear overhauser enhancement spec-
troscopy genutzt, um herauszufinden, welche Protonen eines Makromolekiils sich in raumlicher
Nachbarschaft befinden [s. 2]2.3).
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Fur die in dieser Arbeit verwendeten Experimente sind die jeweils beobachtbaren Korrelationen
in Tab[2.]1 zusammengefalit.

2.2.1.2. Experimente.Samtliche NMR-Experimente wurden afN- beziehungsweise
15N, 3C—markierten Proben von NusACTD(339-495) unter Standardbedingungen bei Konzen-
trationen zwischen.0 mM und 1.5 mM aufgenommen. In Tabelle 2.2 sind die Aufnahmepara-
meter der in dieser Arbeit abgebildeten HSQC-Spektren sowie der fur die Strukturaufklarung
benutzten Tripelresonanz—, TOCSY-, COSY- und NOESY-Experimente zusammengestellt.

2.2.2. Analyse der chemischen Verschiebungemer chemische Verschiebungsindex ist
eine empirische Methode zur Vorhersage der Sekundarstruktur in Abhangigkeit von der Se-
guenzposition| (Wishart und Sykes, 1994). Im Prinzip wird flr jeden Kern zunéchst die Diffe-
renz zwischen der beobachteten und einer fir jeden Kern bekannten Referenzfrequenz, die dem
Wert in einer Zufallsknduelkonformation entspricht, berechnet. Die Referenzfrequenzen wur-
den dabei Wishart und Sykes (1994) entnommen. Uber— oder unterschreitet die Differenz einen
vorgegebenen Schwellenwert, wird dem Kern der Wdrbeziehungsweise 1 zugewiesen, an-
dernfalls der Wert 0. Die Schwellenwerte betrugeimn1 ppm furtHe, 0.5 ppm fir**CO und
+0.5 ppm/~0.8 ppm fur3Ce. Zur Berechnung des Gesamtindex wurde die Summe der Indices
ermittelt, wobei der Index vohH* negativ gezahlt wurde. Werte des Gesamtindek weisen
auf eine Helix hin, wenn sie mindestens viermal in Folge auftreten. Dagegen liefern Werte des
Gesamtindex< —1 flr mindestens drei sequentiell benachbarte Aminosauren einen Hinweis auf
das Vorliegen eines—Faltblattstrangs.

2.2.3. Abstandsbeschrankungen aus NOESY-SpektreAbstandsbeschrankungen fir
die Strukturberechnung wurden aus NOESY-Experimenten[ (s.]2.2.1) ermittelt. NOE-
Kreuzresonanzen zwischen zwei Kernen sind in der Regel wegen der Proportionalitat zur
inversen sechsten Potenz des Abstands bis zu einer Distanz der Kerrie Aaru beob-
achten. Da in den hier durchgefliihrten NOESY-Experimenten wegen der langeren Mischzei-
ten aufgrund von Spindiffusion und Dynamik kein einfacher Zusammenhang zwischen NOE—
Kreuzresonanzstarke und Abstand besieht (Cavahagh, 1996, Abschnitt 8.2.1) wurden die NOE—
Kreuzresonanzen manuell ausgelesen und aufgrund der Signalstarke grob in die drei Klassen
schwach € 5.0 A), mittel (< 3.5 A) und stark & 2.7 A) eingeteilt.
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Experiment

beobachtete Korrelation

'HN-HSQC
ct-'H3C-HSQC
IH3C-HSQC Aromatern

Hi), N(i)
Hliph(z')’ Caliph (Z)
Haro(l'), Caro(i)

HNCO HY (i), N(i), CO(i — 1)

HNCA HY (), N(i), C*(i — 1), C*(4)
HNHA HY (3), N(i), H (i)
CBCA(CO)NH HY (i), N(3), C*(i — 1), CP(i — 1)
CBCA(CO)NH (Seitenkettenamigle Hamid (), Nemid(j), C*(i), C*(i)
HBHA(CBCA)(CO)NH HY (), N(3), H*(i — 1), H?(i — 1)
HNCACB HY (i), N(i), C*(i — 1), C%(i — 1), C*(i), C*(4)
(H)CC(CO)NH-TOCSY H (4), N(i), Colirh(j — 1)
H(CC)(CO)NH-TOCSY Y (3), N(3), HePh (; — 1)
H(C)CH-TOCSY HiPh (7), Calivh (;)
H(C)CH-COSY HliPh (7), Colirh ()
3D-'H,"’N'H-NOESY-HSQC Ki) NOE. H(j), N(j)
3D—'H,3C'H-NOESY-HSQC Ki) NOE. H(j), C(4)
3D—'H,"3C'H-NOESY-HSQC Aromated H(i) NOE, Haro(j), C(5)
3D-5N,5N'H-HMQC-NOESY-HSQC K, (H(i)) NOE, H(j), N(j)
3D-"3C ’N'H-HMQC-NOESY-HSQC ), (H(i)) NOE, H(j), N(j)
3D-3C,3C'H-HMQC-NOESY-HSQC @), (H(i)) NOE, H(j), C(j)
4AD-'HBC,3C'H-HMQC-NOESY-HSQC @), H(i) NOE, H(j), C(j)

Tabelle 2.1: Beobachtbare Korrelationen in den verwendeten NMR—Experimenten.

In Tripelresonanz—, TOCSY- und COSY-Experimenten sind definierte Korrelationen
zwischen Kernen innerhalb einer Aminosaureder zwischen in der Sequenz be-
nachbarten Aminosauren zu beobachten. Die Namen der Tripelresanz—, TOCSY- und
COSY-Experimente spiegeln dabei den Weg der Magnetisierung in dem Experiment wi-
der. Kerne, deren Resonanzfrequenz nicht detektiert wurde, sind in Klammern gesetzt.
Dagegen fuhrt in NOESY-Experimenten der Magnetisierungstransfer zwischen raum-
lich benachbarten Protonen zu Kreuzsignalen zwischen Kernen in den Aminogauren
und j. (C¥irh/Halirh: gliphatische Kohlenstoffe/Protonen®@H°: aromatische Koh-
lenstoffe/Protonen; f*¢ und H™: Kerne der Seitenkettenamide von Asparagin und

Glutamin; H": Amidproton des Rickgrats; CO: Carbonylkohlenstoff)
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Dimensiod Kern SW (Hzf TD? SFO (MHz)} Referenz

IHIN-HSQC
F1 5N 1731.4 256 (Morkt al}, 11995)
F2 (16) 'H 8389.3 512 700
ct-['H3C]-HSQC
F1 13C 140845 360 (Vuister und Bax, 1992)
F2 (8) 'H 10416.7 512 800
'H13C-HSQC (aromatische Aminosauren)
F1 13C 4225.8 128 (Vuister und Bax, 1992)
F2 (16) 'H 6613.8 512 600
HNCO
F1 13C 21132 48 (Grzesiek und Bax, 1992b)
F2 15N 1731.4 40
F3 (4) 'H 8389.3 512 700
HNCA
F1 13C 5282.9 48 (Grzesiek und Bax, 1992b)
F2 5N 1731.4 40
F3 (4) 'H 8389.3 512 700
CBCA(CO)NH
F1 13C 102123 64 (Grzesiek und Bax, 1992a)
F2 5N 1731.4 40
F3 (16) 'H 8389.3 512 700
HNCACB
F1 13C 102123 64 (Wittekind und Mueller, 1993)
F2 5N 1731.4 40
F3 (16) 'H 8389.3 512 700
(H)CC(CO)NH-TOCSY
F1 13C 10212.3 64 (Grzesiedt al), 1993
F2 I5’N 1731.4 40

F3 (16) 'H 8380.3 512 700
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Dimension

Kern

SW (Hz} TD? SFO (MHz)} Referenz

F1
F2
F3 (16)

F1
F2
F3 (16)

F1
F2
F3 (32)

F1
F2
F3 (16)

F1
F2
F3 (16)

F1
F2
F3 (8)

F1
F2
F3 (16)

'H
15N
'H

'H
15N
H

'H
15N
'H

'H
13C
'H

'H
15N
'H

H
15N
'H

'H
13C
'H

HBHA(CBCA)(CO)NH

3300.7 64 (Grzesiek und Bex, 1993a)
1484.0 32
7183.9 512 600

HNHA
4800.8 96 (Vuister und Bax, 1993)
1978.5 40
9615.4 512 600

H(CC)(CO)NH-TOCSY
3600.8 64 (Grzesieékt al}, 11993
1484.0 32
7183.9 512 600
H(C)CH-COSY
3600.8 80 (Ikureet al,|1991a)
5281.8 32
7183.9 512 600
H(C)CH-TOCSY
4201.2 80 (Wijmengat al, |1997)
6162.6 32
8389.3 512 700
3D-H,N'H-NOESY-HSQC
7702.2 128 (Talluri und Wagner, 1996)
1731.4 32
8389.3 512 800
3D-H,3C!H-NOESY-HSQC

9281.6 128 (Ikuraet al), 1 1991b)
7042.3 30
10416.7 512 800
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Dimensiod Kern SW (Hzy TD? FS'(MHz) Referenz
3D-H,¥C'H-NOESY-HSQC (aromatische Aminosauren)

F1 'H 7183.6 128 (Ikuraet al,,|1991b)

F2 13C 4225.8 30

F3 (8) 'H 6613.8 512 600
3D-N,’’N'H-HMQC-NOESY-HSQC

F1 15N 1484.0 48 (Ikureet al, |1990)

F2 15N 1484.0 32

F3 (32) 'H 7183.9 512 600
3D-13C,'®*N!H-HMQC-NOESY-HSQC

F1 13C 9658.5 64 (Dierckst al,11999)

F2 15N 1484.0 32

F3 (32) 'H 71839 512 600
4AD-'H3C,*C'H-HMQC-NOESY-HSQC

F1 'H 7042.3 48 (Vuisteet al,11993)

F2 13C 6250.0 16

F3 13C 7042.3 16

F4 (4) 'H 5580.4 256 800

CBCA(CO)NH Seitenkettenamide

F1 13C 10212.3 64 (Grzesiek und Bax, 1992a)

F2 5N 1731.4 40

F3 (16) 'H 8389.3 512 700

Tabelle 2.2: Zusammenfassung der verwendeten NMR—Experimente und Parameter.

'In der Aufnahmedimension ist zusatzlich die Zahl der Wiederholungen des Experi-
ments angegebehSpektrale Breite’Zahl der realen DatenpunktéMagnetfeldstarke in
Protonenresonanzfrequenz. Die Mischzeit fir NOESY-Experimente betrug durchgehend
120 ms, die der TOCSY-Experiment® ms.
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Die Zuordnung des jeweiligen Wechselwirkungspartners erfolgte iterativ anhand folgender Kri-
terien

¢ Ubereinstimmung der chemischen Verschiebung
e Existenz der entsprechenden Kreuzresonanz bei dem zweiten Wechselwirkungspartner
e Vertraglichkeit der Abstandsbeschrankung mit bereits gerechneten Strukturen

Die in den unterschiedlichen Experimenten beobachtbaren Korrelationen sind[in Tab. 2.1 zusam-
mengefafit.

2.2.4. Wasserstoffbricken aus H/D-AustauschexperimenterAmidprotonen, die in
Wasserstoffbriicken eingebunden sind, zeigen stark verminderte Austauschraten mit dem L6-
sungsmittel. Diese langsam austauschenden Amidprotonen lassen sich Uber H/D—Austausch—
Experimente identifizieren. Dazu wurdéi0 pl einer 860 M unter Standardbedingun-
gen (s[2.1.1]3) hergestellten und anschlieRend lyophilisierten Losungd®Memarkiertem
NusACTD(339-495) mib00 ul D,O aufgegossen und der Austausch durch Aufnahme einer
Serie von zwanzigH'?’N-HSQC-Spektren (. 2.3) im Abstand von circa zwanzig Minuten do-
kumentiert.

Dimensiod Kern SW (Hzy TD? SFO (MHz) Referenz

'H!*N-HSQC
F1 5N 1978.5 192
F2 (16) 'H 96154 512 700 (Moret al, [1995)

Tabelle 2.3: Aufnahmeparameter des fur die Bestimmung des H/D—Austauschs verwen-
deten'H!>N-HSQC-Experiments.

'In der Aufnahmedimension ist zusatzlich die Zahl der akkumulierten Wiederholun-
gen des Experiments angegebéBpektrale Breite>Zahl der realen Datenpunkte.
*Magnetfeldstarke in Protonenresonanzfrequenz.

Intrinsische Austauschraten fir Amidprotonen betragen &ixga= 102 min—! bei pH 6.8 (WU-
thrich,[1986, Abschnitt 2.3), so dal? Amidprotonen, die nach zwanzig Minuten noch im Spektrum

zu sehen waren, als langsam austauschend angenommen wurden. Da langsam austauschende
Protonen zwar auf eine Wasserstoffbriicke hinweisen, aber keine Information tGber den jewei-
ligen Akzeptor liefern, wurden die Akzeptoren aus bereits relativ gut iber NOESY- und Die-
derwinkel definierten Strukturenscharen bestimmt. Eine Wasserstoffbriicke war dabei Giber einen
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O- - - HY—N-Winkel von> 120° und einen Abstand zwischen Amidproton und Akzeptorsauer-
stoff von < 2.3 A definiert. Wasserstoffbriicken wurden in die Strukturberechnung einbezogen,
wenn entweder eine eindeutige Wasserstoffverbrickung in mindegigénder Strukturen vor-

lag, oder, falls mehr als ein Akzeptorsauerstoff gefunden wurde, die Wasserstoffbriické&dn

der Strukturen beobachtet werden konnte. Fir jede auf diese Weise ermittelte Wasserstoffbriicke
wurden zwei Abstandsbeschréankungen, d(H- O) < 2.3 A sowie d(N - - O) < 3.3 A, einge-

fuhrt (Krauliset al},[1989).

2.2.5. Diederwinkel aus Kopplungskonstanten.

2.2.5.1. Theorie. Der Wert der®.J skalaren Kopplungskonstante hangt tiber die sogenannte
Karplus—Gleichung
*J = Acosf + Bcosd + C

von dem Diederwinked ab. Die Konstantenl, B undC' sind dabei spezifisch fur die jeweils an
den Bindungen beteiligten Kerne (Cavanagh, 1996, Abschnitt 8.2.1).

Informationen tiber den Ruickgratwinkekann aus det.J(H" H*)-Kopplungskonstante gewon-
nen werden, wobei sichund ¢ um 60 unterscheiden

0=¢—060°.
Mit den Parametern aus Paetial! (1984) erhélt man folgende Karplus—Beziehung

SJ(HNH®) = 6.4 Hz cog(¢ — 60°) — 1.4 Hz cos(¢ — 60°) + 1.9 Hz.

Problematisch bei der Umsetzung der Kopplungskonstante in Beschrankungen fur Diederwin-
kel ist zum einen, dal? dem Wert der Kopplungskonstante nicht immer eindeutig-\&lmkel
zugeordnet werden kann. Zum anderen kdnnen intramolekulare Bewegungen zu einer Mitte-
lung der Diederwinkel fiihren. Die Mittelung resultiert in eirtgi(HY H*)—Kopplungskonstante
von circa7 Hz. In der Praxis verwendet man daher nur Kopplungskonstanten kleikr
und groRRer8 Hz (Cavanagh, 1996, Abschnitt 8.2.1), die typisch fur Helices beziehungswei-
se j—Faltblattkonformationen sind. In der Strukturberechnung wurden Reste mit Kopplungs-
konstanter® J(HY H*) < 6 Hz auf Winkel zwischen-80° < ¢ < —40° beziehungsweise
3J(HYH*) > 8 Hz auf Winkel zwischen-160° < ¢ < —80° beschrankt (Schweimet al,,
2002).

2.2.5.2. Experimentelle Bestimmund@ie Messung der’.J(HYH*)-Kopplungskonstante
von NusACTD(339-495) erfolgte mit einétN—markierten Probe unter Standardbedingungen
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(s.[2.1.1.B) bei einer Konzentration v6B0 1M in 500 ul Gber das HNHA—Experiment (Vuister
und Bax| 1998; Zhangt al},[1997) (Aufnahmeparameters. 2]2.1).

Die Kopplungskonstanten ergeben sich aus den Intensitaten der Diagonal— und Kreuzresonanzen
I, und . Uber folgende Beziehung

L_ —tan2(27r3J(HNHO‘)5>

Iy
wobei § das Zeitintervall fur die Entwicklung der Kopplung darstellt, das lies 12.3 ms
betrug. Die erhaltenen Kopplungskonstanten wurden mit einem Faktod.vomultipliziert,
der den Beitrag der Selbstentkopplung durch Relaxation in groReren Proteinen bericksichtigt
(Vuister und Bax, 1993; Cavanagh, 1996, Abschnitt 8.2.1).

2.2.6. Globale Beschrankungen aus dipolaren Restkopplungen.

2.2.6.1. Theorie. Die dipolare Restkopplunf” hangt vom gyromagnetischen Verhaltnis
der beiden Kerne und j, dem Ordungsparametét dem Abstand zwischen den Kernemind
dem Winkel@ zwischen dem internuklearen Verbindungsvektor und dem statischen Magnetfeld
ab:

o LoYiyih 3cogl —1

@ DY ==y 5 <T>
Dabei stehtu, fir die magnetische Feldkonstante, die Klammern um den winkelabhangigen
Term reprasentieren die Mittelung der Kopplung durch die schnelle Reorientierungsbewegung
der Molekile (zusammengefal3i in Prestegdmal|(2004) und Baxet al/(2001)). Da in Proteinen
die Abstande zwischen kovalent verknipften Atomen bekannt sind und in Bereichen regulérer
Sekundarstrukturely’ ndherungsweise eins betragt, kann man die Winkelinformation fir die
Strukturbestimmung nutzen.

In der Regel lassen sich fir Molektle in Losung dipolare Kopplungen nicht beobachten, da die
schnelle Rotation der Molekule tber die Mittelung des winkelabh&ngigen Terms zu Null fuhrt.
Daher muf3 zur Messung der dipolaren Restkopplungen zunachst eine Vorzugsorientierung der
Molekile erzeugt werden. Dies laf3t sich zum Beispiel durch filamentdse Phagen oder Bicellen
erreichen, die unter bestimmten Bedingungen eine fliissig—kristalline Phase bilden und tber elek-
trostatische und/oder sterische Mechanismen eine teilweise Orientierung der Molekule bewirken
(Baxet al},[2001).

38



Die Orientierung des Molekils relativ zum statischen Magnetféljdkann durch den Ori-
entierungstensod’ beschrieben werden. Der Orientierungstensor ist eine reale und symme-
trische Matrix und daher immer diagonalisierbar. Anschaulich entsprechen die Komponenten
AL, Ay, AL, im Hauptachsensystem den Wahrscheinlichkeiten flie-€ig— undz—Achse sich
parallel zum statischen Magnetfelt} zu befinden|(Bax, 2003).

Da fur die dipolaren Kopplungen nur die Unterschiede in den Hauptkomponenten entscheidend
sind, verwendet man den Orientierungstensor in seiner spurlosenkdin A, > A, > A,

erhalt manD¥ in Abhangigkeit von den Polarkoordinaten des Vekiefism Koordinatensystem

des diagonalisierten Orientierungstensors

2) DY ($,0) = _Z : ‘E(Z;Z)ff [(3cosd — 1)A,, + sitd coR¢ (A, — Ay,)] -

Unter Definition einer Axialkomponent®,
_ 3 poyivsh
a 4 (27T7")3 zZzZ
die in der Regel auf die Wechselwirkung des N“H/ektors normalisiert wird, und einer Radi-
alkomponenter

2 A — Ay,
=3 A
l&Rt sich Gleichund (2) zu
(3) DY(¢,0) = D, [(3cosf — 1) + g R s’ coR¢)]

umformen. Der Winkeb ist dabei der Winkel zwischen derAchse des Orientierungstensors
und des—j—Vektors, wahrend der Winkel die Position der Projektion dés;j—\Vektors auf die
r—y—Ebene relativ zur—Achse des Tensors beschreibt.

2.2.6.2. Experimentelle Bestimmun@ipolare Restkopplungen filhren wie skalare Kopp-
lungen im Spektrum zu einer Aufspaltung der Resonanzen, so dafld nur die Gesamtkopplung
beobachtet werden kann. Da skalare und dipolare Restkopplungen additiv sind, lassen sich die
dipolaren Restkopplungen aus der Differenz der in orientiertem Medium gemessenen Gesamt-
kopplung und der in isotropem Medium gemessenen skalaren Kopplung ermitteln (Préstegard
et al,[2004).
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Die Aufnahme der skalaren Kopplungen zwischen dem Amidproton und —stickstoff erfolgte mit
15N markiertem NusACTD(339-495) unter Standardbedingungén (s. 2.1.1.3) bei einer Konzen-
tration von550 «M in 500 ul. Die Messung der entsprechenden Gesamtkopplung wurde in Ge-
genwart einer Endkonzentration von 10 mg/ml Pf1 Phagen (Haetsah|1998) der Firma Asla
(Riga, Lettland) durchgefuhrt.

Sowohl die skalare als auch die Gesamtkopplung zwischen dem Amidproton und —stickstoff
LJ(HVN) beziehungsweiséJ(HVYN)+!D(HVN) wurden aus einer Serie vof-modulierten
IHN-HSQC-Spektren bestimmt (Tjandea al, |1996). Dabei wird die Zeit fur die Evoluti-

on der Kopplun@2A variiert und die resultierenden Intensitatsunterschiede an eine gedampfte
Schwingung angepal3t

I1(2A) = C cos(2m *J(H¥N) A) exp(—2A/R3)

wobei C' die Amplitude der Schwingung und; den Beitrag der transversalen Relaxationsrate
und nicht aufgeloster langreichweitig!>N—Kopplungen berticksichtigt. Insgesamt wurden
24 Spektren mikA = 6.986 ms bis2A = 29.986 ms aufgenommen, wob@A in 1 ms—
Schritten inkrementiert wurde. Die restlichen Aufnahmeparameterttf€N-HSQC-Spektren
wurden innerhalb der Serie nicht veréandert und sind in[Tab. 2.4 gegeben.

Dimensiod Kern SW (Hz} TD? SFO (MHz} Referenz

'H*N-HSQC
F1 15N 1978.5 192
F2 (16) 'H 96154 512 800 (Tjandret al,[1996)

Tabelle 2.4: Aufnahmeparameter des fir die Bestimmung der dipolaren Kopplungen ver-
wendetert H!>N-HSQC-Experiments.

'In der Aufnahmedimension ist zusatzlich die Zahl der akkumulierten Wiederholun-
gen des Experiments angegebéBpektrale Breite.>Zahl der realen Datenpunkte.
*Magnetfeldstarke in Protonenresonanzfrequenz.

2.2.6.3. Bestimmung der Axial- und Radialkomponente des Orientierungsterisargine
genugend groRe Anzahl von Kopplungen lassen sich unter der Annahme einer isotropen Ver-
teilung deri—j—Verbindungsvektoren die Hauptkomponenten des Orientierungstensors aus der
Haufigkeitsverteilung der dipolaren Kopplungen ablesen (Gloed), [1998).

Aus Gleichung[(B) ist zu entnehmen, daR die Extremwerte der Haufigkeitsvertéitifdy ¢)
derz—Achse ¢ = 0°) und dery—Achse ¢ = 90°; ¢ = 90°) des Orientierungstensors entsprechen.
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Die z—Achse ¢ = 90°; ¢ = 0°) des Tensors erhalt man aus dem wahrscheinlichsten Wert des
Histogramms.

Da fur einen spurlosen Tensdr,, + A,, + A.. = 0 gilt, erhalt man aus Gleichunp](3) und den
Definitionen furD, und R

Azz = 2D,
(4) Ay =-D, (1+15R)
Aye =—-D, (1-15R),

so dal manD, und R aus den Extremwerten der Verteilung, dle, und A,, entsprechen,
abschatzen kanh (Baet al),[2001).

Fur die Erzeugung der Histogramme und flr die Strukturberechnung wurden ausschlie3lich
Kopplungen mit Werten deFet NOFE > 0.65 berticksichtigt.

2.3. Strukturberechnung

Das Ziel der Strukturberechnung ist, Konformationen des jeweiligen Molekuls zu erzeugen,
die die experimentellen Daten mdglichst gut wiedergeben. In dieser Arbeit wurde zu diesem
Zweck einesimulated annealingStrategie eingesetzt (Leach, 1999, 8./Slmulated annealing
Methoden basieren auf Molekulardynamik—Simulationen (Leach, 1999, Kapitel 6), die durch nu-
merische Integration der Newton’schen Bewegungsgleichung eine Trajektorie mit immer neuen
Konformationen des Molekduls liefern und so eine Méglichkeit darstellen, den Konformations-
raum der Peptidkette abzusuchen. Um ein ausreichendes Absuchen des Konformationsraums zu
gewabhrleisten, fuhrt man dem System durch Ankopplung an ein Warmebad zunachst Energie
zu, die man im Laufe der Simulation wieder entzieht. Die Kréfte, die in der Simulation auf das
jeweilige Atom wirken, werden durch ein empirisches Kraftfeld bestimmt, das aus einer Poten-
tialfunktion und den zugehdrigen Parametern (Leach, 11999, Kapitel 3) besteht. Die Potential-
funktion dient gleichzeitig als Gutefunktion, die die Konformation des Systems in Bezug auf die
Erfillung der MelRdaten bewertet.

41



2.3.1. Das Kraftfeld. Als Kraftfeld wurde das CHARMM-Kraftfeld (Brookst all, 1983
mit den Standardparametern aus der XPLOR-Distributjparallhdg.pro beziehungsweise
topallhdg.prg eingesetzt, wobei die Prolin—-Winkel gemal3 (Neudeeitea] [2004) modifiziert
wurden.

Im Gegensatz zu freien Molekulardynamik—Simulationen enthalten die zur Strukturberechnung
aus NMR-Daten eingesetzten Potentialfunktionen zuséatzliche Strafterme, die zu grofRe Abwei-
chungen der ermittelten Konformationen von den experimentellen Daten verhindern|sollen (Le-
ach/ 1990, Abschnitt 8.7.2). Die Potentialfunktial,,

Epot = Echem + WEezp

besteht daher neben dem Te#Hy,.,,, der auf physikalischen Modellvorstellungen beruht, aus
einem zusatzlichen Termi,,,, in dem die experimentellen Beschrankungen zusammengefaf3t
sind. Der Faktotw erlaubt eine Skalierung der beiden Terme zueinander.

Fur die Simulationen in dieser Arbeit wurden folgende BeitrageFfiir,,, bericksichtigt/(Neu-
decker| 2003, Abschnitt 3.2.):

Bindungsléangen: Die Kréfte zwischen Atomen, die kovalent tUber eine Bindung ver-
knUpft sind, werden Uber ein harmonisches Potential beschrieben

Bhona = Y ka(d — do)* .

Dabei sind die empirisch ermittelten Paramétgund d, die Kraftkonstante der Bin-
dung beziehungsweise die ideale Bindungslange, wahtdéiadden tatséchlichen Ab-
stand der beiden Atome steht. Die Summe wird Uber alle kovalenten Bindungen gebil-
det.

Bindungswinkel: Die Abweichungen der Bindungswinkeélvon den idealen Bindungs-
winkeln 6, werden analog der Bindungslangen tber ein harmonisches Potential mit der
Kraftkonstante:, modelliert

Eangle - Z k(l<8 - ‘90)2 )

wobei die Summation tUber sdmtliche Bindungswinkel erfolgt.
Diederwinkel, Planaritat und Chiralitat: Ein Diederwinkele ist der Winkel zwischen
zwei Ebenen, die aus den Atomg&n undk sowiej, k, [ gebildet werden. Je nachdem,
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ob lediglich eine oder mehrere bevorzugte Konformationen der Ebenen zueinander exis-
tieren, wird entweder ein harmonisches Potential

E;nd = " ki(¢ — ¢o)”
oder ein periodisches Potential der Form

B = Z k(1 4 (cos(ng — ¢p))

verwendet. Zu beachten ist, dal3 der Referenzwinkeh dem periodischen Potential
derart gewahlt wird, dal3 das Potential an dieser Stelle maximal wird. Neben der Kraft-
konstante fur diegmproperWinkel k; gibt der zusatzliche Parametedie Periodizitat

an, zum Beispiel ist entsprechend der Symmetrie bei der Rotation einer Methylgruppe
n = 3. Das Gesamtpotential ergibt sich aus der Summe der beiden Terme

Bigr = By + Bl

mpr mpr "

Auf diese Weise kdnnen zum Beispiel die Torsionswinkel der Seitenketten, die trans—
Konformation des Proteinriickgrats, sowie die Planaritat der Peptidbindung oder aroma-
tischer Seitenketten modelliert werden.

nicht—kovalente Wechselwirkungen:Wéahrend in  freien = Molekulardynamik—
Simulationen meistens elektrostatische und van—-der—Waals Wechselwirkungen
in die Potentialfunktion eingehen, wurde hier lediglich der abstossende Teil der
van—der—-Waals Wechselwirkung mit der Kraftkonstadtan der Potentialfunktion
berucksichtigt:

2
1N 2 2
5 Zm:l A <(srmm) — T‘ij> falls r;; < srymin

0 falls Tij > STmin

EvdW -

Das konventionelle 12-6 Lennard—Jones—Potential (Léach| 1999, 3.9.3) fuhrt wegen der
r~12—Abhangigkeit bei geringen Atomabstanden zu groRen Gradienten, die Probleme
bei Minimierungen nach sich ziehen (Bringer, 1992, Abschnitt 4.3.1.). Der Skalie-
rungsfaktors ermdglicht eine Variation des van—der—Waals—Radjps fur verschie-

dene Phasen der Simulation.

Die experimentellen Daten wurden tber die folgenden Potentialfunktionen in das Kraftfeld inte-
griert:
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Abstandsbeschrankungen:Zur Beschreibung der Abstandsbeschrankungen aus
NOESY- oder H/D—Austauschexperimenten kam folgendes Potential zum Einsatz

p

kxor(r —r)? fallsr < r
0 fallsr; <r <wr,
Fvor = knor(r — ry)? fallsr, <r <r
knor (a + T_bru +c(r — ru)) fallsr > r,
\

Dabei stellenr; und r, die experimentell bestimmte Unter— und Obergrenze flir den
Abstandr dar, kyor ist die Kraftkonstante. Fir NMR—spektroskopisch nicht unter-
scheidbare Protonen, zum Beispiel Protonen in Methylgruppen, entspricht der Abstand
r der mitr% gewichteten Summe uber alle moglichen Atomabstande

1 1

5=
Das Potential ist fur < r, undr > r, quadratisch. Fur grol3e Abstédnde wird anstelle
des quadratischen ein lineares Potential mit der Steigwegwendet. Die Parameter
undb sind Gber

a=—2c(ry —1y) +3(rs — 1,)*
und
b=c(rs —14)* — 2(rs — 14)?
gegeben, wobei, der Abstand ist, bei dem die quadratische in eine lineare Form Uber-
geht. In dieser Arbeit wurden Werte von= 2 A, r, = r,+1.0 Aundr; = 0.0 A einge-
setzt. Einige NOE-Signale wurden als mehrdeutige Beschrankungen, sogearannte
biguous restraintsin der Strukturberechnung verwendet. Eine ausfiihrliche Beschrei-
bung, wie mehrdeutige Beschréankungen in die Strukturberechung einbezogen werden
kénnen, findet sich in Nilges (1995).
Diederwinkel: Die Beschrankungen der Torsionswinkehus skalaren Kopplungskon-

stanten wurden Uber ein beidseitig quadratisches Kastenpotential mit der Kraftkonstante
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kg4 In die Strukturberechnung eingebracht

keain(¢ — ¢1)*  falls¢ < ¢,
Ecain = 0 falls o < ¢ < ¢,

kcdih(¢ — ¢u)2 falls qb > ¢u

wobei ¢; und ¢, fur die untere und obere Grenze des experimentell bestimmten
Torsionswinkels stehen.

Dipolare Kopplungskonstanten: Die gemessenen dipolaren Kopplungskonstanten
kdnnen mit der Kraftkonstante,,,,; direkt tber

2
Fooni = Z Esani (D - (Da(?) cos’0 — 1) + ;R sin?0 COSng))

in der Strukturberechnung eingesetzt werden (Tjaedad), [1997), wobei die Summe
Uber samtliche gemessenen dipolaren Kopplungen zu bilden ist. Die Anisofpgpie
und die Rhombizitaf? des Orientierungstensors wurden dabei aus der Verteilung der
ermittelten dipolaren Kopplung abgeschétzf (s. 2.2.6.3). Der Polarwinked der Azi-
muthalwinkely sind die Winkel zwischen dem entsprechenden Bindungsvektor und ei-
nem externen, willkiirlichen Koordinatensystem. Das externe Koordinatensystem wird
uber ein Pseudomolekul aus vier Atomen X, Y, Z und O definiert, dessen X—O—, Y-O—
und Z-O—-Achsen orthogonal zueinander sind undrgig/— undz—Achsen des Orien-
tierungstensors repréasentieren. Das externe Koordinatensystem kann sich wahrend der
Molekuldynamiksimulation frei drehen.

Datenbankterm: Der Datenbankterm beschrénkt das Absuchen des Konformationsraums
auf tatsachlich in hochaufgelosten Kristallstrukturen beobachtete Diederwinkelwerte
(Kuszewskiet al},[1996] Kuszewski und Clorg, 2000). Datenbankterme kénnen fir ver-
schiedene Verteilungen erstellt werden (Clore und Gronenporn| 1998), in dieser Arbeit
wurde unter anderem ein Datenbankpotential fir glen—y;—Raum verwendet (aul3er
fur Alanin und Glycin). Prinzipiell digitalisiert man die Winkel zun&chst8mn-10°—
Intervallen, so dal3 man zum Beispiel im Fall vimii—Schritten fir de—/—y;—Raum
36 - 36 - 36 = 46656 ¢p—)p—y;—Kombinationen erhélt. Anschlie3end berechnet man fur
jede derp—)—x;—Kombinationen die Haufigkei®;, mit der sie in den Réntgenkristall-
strukturen auftritt. Diese Wahrscheinlichkeiten kdnnen mit der Boltzmann—\Verteilung
in ein PotentialE', 5 umgewandelt werden

Epp(i) = —kpp(In P;),
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wobeikpg ein Skalierungsfaktor ist. Um die Differenzierbarkeit des diskreten Potenti-
als zu erreichen, werden die berechneten Potentiale durch eine Linearkombination von
Gauss-Funktionen ersetzt (Kuszewski und Clore, 2000; Neudetkéy2001).

2.3.2. Molekulardynamik—Simulationen. Die Strukturberechnungen wurden mit dem
Programm XPLOR-NIH 1.2.1 (Schwietees al), 2003) auf einem Linux—Cluster aus PCs mit
3.06 GHz Pentium IV Prozessoren durchgefiihrt. Die in den unterschiedlichen Phasen der Struk-
turberechnung verwendeten Protokolle sind im Antjang C.2 abgedruckt.

2.3.2.1. Erstellung der StartstrukturDie Protokolle generate_structure.inund genera-
te_template.inperzeugen die Struktur— beziehungsweise Koordinaten—Dateien fur die Mole-
ktldynamiksimulationen.

2.3.2.2. Simulated annealing 1Ausgehend von der generierten, gestreckten Startstruktur
wird ein dreistufigessimulated annealinggemal? dem Protokoka.inp durchgefiihrt. In der
Hochtemperaturphase wird Uber eine Molekulardynamik—Simulation2flips bei2000 K mit
einer Schrittweite von 3 fs der Konformationsraum intensiv abgesucht. Anschliel3end wird das
System inl20 ps aufl000 K, und in weiterer60 ps aufl00 K abgekunhlt. Die Schrittweite fur die
Abkunhlschritte betragt fs, die Temperatur wird ii0 K—Intervallen herabgesetzt. Zuletzt nimmt
das Protokoll ein@000 Schritte umfassende Powell-Minimierung vor, wobei fur die letat#n
Schritte auf das Datenbankpotential in der Potentialfunktion verzichtet wird.

2.3.2.3. Simulated annealing Illm Gegensatz zu der ersten Simulted Annealing—Strategie
dient dieses Protokoltéfine.inp zur Verfeinerung der aus desimulated annealingeérhaltenen
Strukturen. Die Hochtemperaturphase besteht daher aus einer Molekulardyamik—Simulation fr
lediglich 25 ps beil000 K. Die Abkihlung erfolgt tiber eine Dauer van ps in25 K—Schritten
auf 300 K. Fur beide Phasen wird eine Schrittweite 9dnfs verwendet. Auch dieses Protokoll
fuhrt zum Abschlul3 eine Powell-Minimierung durch, wobei die erdi@t Schritte mit, die
letzten200 Schritte ohne Datenbankterm gerechnet werden.

In beidensimulated annealingProtokollen erfolgt die Zuordnung prochiraler Gruppen tber
floating chirality (Folmeret all, [1997). Dabei wird die Kraftkonstante fimproperWinkel an
Methylen— und Isopropylgruppen auf Null gesetzt, so dal3 die Protonen beziehungsweise die Me-
thylgruppen an einem prochiralen Zentrum zwischenpies- und proR-Konfiguration wech-

seln kdnnen. Die jeweilige Konfiguration wird aufgrund des Wertes der Zielfunktion ausgewabhilt.

2.3.3. Analyse der Strukturen. Die Analyse der Strukturen erfolgte mit Procheck 3.5.4
(Laskowskiet all,[1993; Morriset al},[1992) sowie XPLOR-NIH 1.2.1 (Schwietegtal),[2003).
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Zur Berechnung des elektrostatischen Potentials von NusA(353-416) und NusA(431-490) wur-
de der in Molmol (Version 2K2) (Koradt all,[1996) implementierte CalcPot—Algorithmus (Ni-
cholls und Honig, 1990) eingesetzt. Die Salzkonzentration betrug 150 mM, der Salzradius 2 A.
Fir den minimalen Abstand zwischen dem Molekil und der Wasserbox, in der das elektrische
Potential berechnet wird, wurde ein Wert von 15 A gewéhlt. Die dielektrischen Konstanten fiir
Protein und Wasser wurden auf 2 beziehungsweise 80 gesetzt. Die Partialladungen wurden dem
Amber94 Kraftfeld (Cornelét al),[1995) entnommen, wobei die Seitenkette von H353 als unge-
laden betrachtet wurde. Die Berechnung der Helixwinkel erfolgte ebenfalls mit Molmol. Dazu
ermittelt Molmol fiir jede Helix die Orientierung des Vektors, der sich durch eine Anpassung an
die Schweratome mit der Methode der kleinsten Fehlerquadrate ergibt. Die Winkel lassen sich
anschlie3end aus den relativen Orientierungen der Vektoren zueinander ermitteln.

2.4. Dynamik: Experimente und Analysen

2.4.1. Hydrodynamische Radien aus der TranslationsdiffusionZur Messung der Trans-
lationsdiffusion wurden Proben mit unmarkiertem NusACTD(339-495) mit Konzentrationen
von 175uM, 350 M und 700u:M in jeweils 100% BO, 50 mM NaCl, 10 mM Kaliumphosphat
(pH 6.4) sowie 0.5% Dioxan hergestellt. Die Messungen wurden bei 298 K und 400 MHz mit ei-
ner Reihe von 1D-PG-SLED Experimenten (Jagtes),[1997) mit jeweils funf Wiederholungen
durchgefuhrt. Die spektrale Breite betrug jeweils 6410.3 Hz, die Anzahl der realen Datenpunkte
8192 und die Zahl der Wiederholungen 16. In jeder Serie wurden bei gleichbleibender Gradient-
lange von 7 ms und Echolange von 70 ms die relativen Gradientenstagkenn 5% bis 50% in
Inkrementen von 5% und von 50% bis 100% in 6.25% Inkrementen variiert. Zur Auswertung der
Proteinsignale wurden zunachst die Integrale in den Bereichen von 0.32 ppm bis 0.00 ppm sowie
von 7.34 ppm bis 6.74 ppm ermittelt und jeweils Uber eine nichtlineare 2—Parameteranpassung

IPrOtem(Grel) = [Protein(()) : eidpmtein 'G?el

mit Matlab 6.5.0.180913a Release 13 (The Mathworks Inc., Natick, MA, USA) die Konstante
Iprotein (0) und die Zerfallsrate des Proteinsignals,...i, bestimmt, die proportional zum Trans-
lationskoeffizienterD,.., ist (Wilkins et al,[1999). Da die Signale der Referenzsubstanz Dioxan
von den Signalen des Proteins tUberlagert waren, wurden anschlieRend mit bek&nptendie
Konstanten/p,...in UNd Ipicxan SOWIE der relative Translationsdiffusionskoeffizient von Dioxan
dpioxan @US den im Bereich von 3.50 ppm—4.10 ppm bestimmten Integralen tber die Anpassung
an folgende Funktion

]total(Grel) - [Protein(o) : e_detCin .Gfd + IDioxan(O) : e_dDioxan .GECI
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ermittelt.

Uber die indirekte Proportionalitat des TranslationsdiffusionskoeffizieMgn, und hydrody-
namischem Radiusy gemaf der Stokes—Beziehung fur die Translationsdiffusion (Korzhnev

et al/,[2001)
kT

6mNry
mit der Viskositatn, der Temperatur T und der Boltzmann—Konstakeerhalt man den hy-
drodynamischen Radius des Proteiff$'“" aus dem bekannten hydrodynamischen Radius des
Dioxansrbien = 2.12 A und den gemessenen relativen Diffusionskoeffizienten

Dtrans =

. . ,-Dioxan
TProtein _ leoxan g
i =

dProtein

(Wilkins et al},[1999).

Fur NusACTD(339-495) wurden fir jedes der funf Experimente die hydrodynamischen Radien
des Proteins aus den zwei getrennten Bereichen im Spektrum berechnet und der Mittelwert sowie
die Standardabweichung bestimmit.

2.4.2. Dynamik aus'®’N—-Relaxationsdaten.

2.4.2.1.NMR-Proben.Die Relaxationsdaten wurden mtN—markiertem NusACTD(339-
495) unter Standardbedingungeri (s. 2.1.1.3) aufgenommen, wobei zwei Proben mit unterschied-
lichen Konzentrationen (Probe @30 M; Probe 2:500 ;M) eingesetzt wurden. Probe 1 wurde
ausschlie3lich bei 600 MHz, Probe 2 bei 400 MHz und 600 MHz Protonenfrequenz vermessen.
Die Aufnahmeparameter der NMR—Experimente bei 600 MHz waren fur beide Proben identisch.

2.4.2.2. NMR-ExperimenteDie longitudinalen und transversalen Relaxationsratemnind
R, und der {H}-'5N-heteronukleare NOH et NO E wurden mit Pulssequenzen aus Dayie und
Wagner (1994) bestimmt, wobei zur Wasserunterdriickung gepulste Feldgradienten verwendet
wurden. Die Sattigung der Protonen im gesattigten Subspektruni/deS O FE erfolgte tber
eine Reihe von 20°—Pulsen im Abstand voA ms wahrend einem Zeitintervall vahs. Die
Intervalle fur die Bestimmung der Relaxationsraten wurden gemal3 8oaE€1996) gewahlt:

R1: 600 MHz: 6.88 (3x), 752.33 (3x), 1020.48 (3x), 1288.63 (3x) ms
R2: 600 MHz: 16.96 (3x), 84.4 (3x), 101.76(3x), 118.72 (3xX) ms

R1: 400 MHz: 8.36 (3x), 697.1 (3x), 950.9(3x), 1197.4 (3x) ms

R2: 400 MHz: 16.83 (3x), 84.16 (3x), 100.99 (3x), 117.82 (3x) ms

Die restlichen Aufnahmeparameter sind in Tabellé¢ 2.5 zusammengefafit.
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Dimensiod Kern SW (Hz} TD? FS'(MHz) D1° (s)
IH—_15N—heteronuklearer NOE

F1 I5’N  989.4 192

F2 (32) 'H  4789.3 512 400 3
Transversale Relaxationsraten

F1 I5’N  989.4 192

F2 (16) 'H  4789.3 512 400 2
Longitudinale Relaxationsraten

F1 I°N  989.4 192

F2 (16) 'H  4789.3 512 400 2
'H-N—-heteronuklearer NOE

F1 15N 1484.0 192

F2 (32) 'H  7183.9 512 600 3
Transversale Relaxationsraten

F1 15N 1484.0 192

F2 (16) 'H  7183.9 512 600 2
Longitudinale Relaxationsraten

F1 1SN 1484.0 160

F2 (16) 'H  7183.9 512 600 2

Tabelle 2.5: Aufnahmeparamter der Relaxations—Experimente.

'In der Aufnahmedimension ist zusatzlich die Zahl der Wiederholungen des Experiments
angegebertSpektrale Breite?Zahl der realen DatenpunktéMagnetfeldstarke in Proto-
nenresonanzfrequenAViederholungsintervall zwischen den Experimenten.

2.4.2.3. Bestimmung der transversalen und longitudinalen Relaxationsrateamsversale
und longitudinale Relaxationsraten werden tber eine Serié M6IN-HSQC Spektren mit ei-
nem veranderlichen Zeitintervall aufgenommen, in dem die Relaxation stattfindet. Aus der
exponentiellen Abhangigkeit der Signalintensitaferon o kann fur jedes getrenntes Signal im
'H®N-HSQC uber die Anpassung an

I =Ie ™

49



die RateR sowie die Intensitaf, bestimmt werden. Die Signalintensitadten wurden mit dem
Programm NMRview5.0.4 (Johnson und Blevins, 1994) bestimmt, wobei als Mal3 fur die Si-
gnalintensitat die maximale Signalhthe innerhalb eines gewahlten Bereichs verwendet wurde.
Die Anpassung der Signalintensitaten an die Exponentialfunktion wurde mit dem Programm
Curvefit (Palmer A.G. lll,unveroffentlicht durchgefiihrt, wobei die Fehler der Raten uber die
Jackknife-Methode (Mosteller und Tukey, 1977, Kapitel 8.4.) ermittelt wurden.

2.4.2.4.Bestimmung des'H}-'°N heteronuklearen NOEDer Het NOE ergibt sich aus
dem Verhéltnis der Intensitaten im gesattigfen und ungesattigten,,,..; Subspektrum

HetNOE = Lsar

[unsat
Als Fehler wurde die Standardabweichung der aus drei (Probe 2, 600 MHz) beziehungsweise
zwei (Probe 2, 400 MHz; Probe 1, 600 MHz) unabhangigen Messungen ermittaitéyO £—
Werte verwendet (Rennet al},[2002).

2.4.2.5. Theorie. Zentral fur die Interpretation voltN—Relaxationsdaten ist die Leistungs-
dichte J(w), da sie das Bindeglied zwischen den beobachteten Gr3eR; und Het NOFE
und der Bewegung des N-HVektors im Riickgrat darstellt. Durch die Bewegung des N-H
Vektors in Losung kommt es in der Umgebung d&@d¥—Kerns zu Variationen der Magnetfeld-
starke, die bei bestimmten Frequenzenu Relaxation fuhren. Die stochastische Bewegung des
N-HY-Vektors |aRt sich durch eine Korrelationsfunktion beschreiben, die die Bewegung durch
eine oder mehrere Zeitkonstanten charakterisiert. Durch Fouriertransformation erhalt man aus
den Zeitkonstanten die Verteilung der Frequenzen beziehungsweise die Leistungs@ighte

In dem betrachteten Zweispin—System aus Amidproton und —stickstoff erfolgt die Relaxation
des'°’N-Kerns in einem diamagnetischen Protein primar durch die Modulation der Dipol-Dipol-
Wechselwirkung zwischen dethi—und!*N—Kern und der Anisotropie der chemischen Verschie-
bung des®N—Kerns. Unter Umsténden beinhaltet die transversale Relaxationsrate einen Beitrag
R., aus chemischem Austausch. Der BegeliEmischer Austausaimfalit alle Prozesse in de-

nen ein Kern zwischen zwei oder mehr Umgebungen hin- und herwechselt, die sich durch unter-
schiedliche chemische Verschiebung, Relaxation oder Kopplungskonstanten auszeichnen (Lian
und Roberts, 1995, Kapitel 6). Die Relaxationsraten sowieHigrVOFE sind durch folgende
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Gleichungen gegeben
Ry = (d*/4) [3J(wy) + J(wy — wn) + 6J(wy + wn)]
+ AJ(wn)
Ry = (d/8) [4J(0) + 3J(wn) + J(wh — wn)
+ 6J(wy) + 6J(wy + wn)]
+ (?/6) [4J(0) + 3J (wn)] + Rex
HetNOE = 1+ (d°/4) (yur/n)[6J (wr + wy) — J(wr — wn)]/Ra

(5)

mit d = (uoyaynh)/(ryp87?) undc = /1/3 Ao wy. Dabei stehiy, fiir das magnetische
Moment,y fur das gyromagnetische Verhaltnisfir das Plank’sche Wirkungsquantumg fur
die Anisotropie der chemischen Verschiebung'ddis-Kerns und-y  fiir den Abstand zwischen
Amidproton und —stickstoff (Kagt al,[1989).

2.4.2.6. Interpretation mit der RSDM-Method®ie RelaxationzeitenRk;, R, und der
Het NOFE hdngen vom Wert der Leistungsdichte bei den Frequenzeft wy, wy, wg — Wi,
wy undw = 0 ab. Typische Leistungsdichten fur gefaltete Proteine sind im Bereich der Proto-
nenresonanzy anndhernd konstant. Damit kdnnen die Linearkombinationeneg + wy),
J(wy —wy) undJ(wy) zu einem mittleren Wert vou (0.87wy ) zusammengefal3t und die Glei-
chungen[(p) auf drei Unbekannte reduziert werden, weshalb diese Techreklated spectral
density mappingRSDM) bezeichnet wird. Mit

erhalt man
J(0.87wy) = 4o/ (5d?)
(6) J(wy) = (4Ry — 5oyp)/(3d* 4 4c?)
J.(0) = (6Ry — 3R, — 2.720Np)/(3d* + 4¢?)

wobei J,(0) eventuell vorhandene Austauschterme enthélt.
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StehenRy—, R1— und Het NO E-Daten bei zwei Feldern, 400 MHz und 600 MHz, zur Verfl-
gung, kénnen Uber die Feldabhangigkeit des chemischen Austausches eine um die Austauschter-
me korrigierte Leistungsdichté(0)

J(0) = (1/B){[1/T5* — k1/T5"
— (3d*/8)[J(w°) — KJ (wy")]
— (Coo/ T (WR?) — J(Wx")]
— (13d2/8)[J(0.87wi") — kJ(0.87wH))]}

(7)

mit x = (Wi /wi0)2 sowie = (d?/2)(1 — x) und die Austauschterme bei beiden Feldstérken
Rey’ = 1/T% — (d%/2 + 2¢500/3) I (0)
— (3d*/2 + cioo/2) T (wi")
— (13d*/8)J(0.87w3")
RGOO — HR400
berechnet werden (Farroet al},[1995).

Die Auswertung der Relaxationsdaten von NusACTD(339-495) bei 400 MHz und 600 MHz
Protonenfrequenz erfolgte mit einer fur zwei Felder erweiterten Version des Programms mapsdf
(Brendan Duggarnynveréffentlicht, wobei die N—H'—Bindungslange 1.02 A und die chemische
Verschiebungsanisotropie -170 ppm betrugen.

(8)

2.4.2.7. Berechnung der Diffusionstensoren aus c%nVerhéltnissen.Die Reorientierung
starrer Teilchen in Lésung &Rt sich abhéngig von der Form des Molekuls durch unterschiedliche
Diffusionsmodelle beschreiben (Fushmetnal, [2004). Kugelférmige Molekile werden dabei
durch ein isotropes Diffusionsmodell mit einer Rotationskorrelationszegprasentiert. Nicht-
spharische Teilchen lassen sich durch einen axialsymmetrischen oder anisotropen Diffusions-
tensor mit Eigenwerte®, und D beziehungsweis®,,, D, D, darstellen.

Zur Beschreibung der Abweichungen des Diffusionstensors von der Kugelform werden ubli-
cherweise die Anisotropiesowie die Rhombizitéay bestimmt/(Fushmaaet all,[2004). Fir einen
prolaten Tensorlp,, — Dy, > Dy, — Dy,) erhalt man

2Dzz

<= Dy + Dyy

und




flr einen oblaten Tensorx,, — Dy, < D, — D) lauten die Gleichungen

2Dy
DL+ Dy
und
3 Dy—D, ¢

2 Dy 1-¢°
Anisotropien resultieren ig > 1 (Prolat) oder( < 1 (Oblat). Die Rhombizitat nimmt Werte
von(0 < n < 1 (Prolat) beziehungsweise > n > —1 (Oblat) an. Werte vom ~ 0 weisen
auf eine kleine Rhombizitat hin, wahrend sich starke Rhombizitaten in Werten von oder
n ~ —1 manifestieren. Zusatzlich wurde jeweils Giber den Rotationsdiffusionskoeffizigrdie

effektive Rotationskorrelationszeit .«

D — Dxx+Dyy+Dzz
iso 3

9) 1 1
Teeff = -
’ 6Diso 2(D)(X_’_Dyy—'—-l)zz)
berechnet. Entsprechende Ausdricke gelten fir den Spezialfall des prolat axialsymmetrischen
Tensors P = D,,, D, = Dy, = D) beziehungsweise des oblat axialsymmetrischen Tensors

(D) = Dxx, D1 = Dy, = D,,).

n

Fur starre Reste kdnnen die Diffusionstensoren aus%eiverhaltnissen abgeschatzt werden
(Kay et al},|/1989), wobei die Leistungdichte je nach Symmetrie des Tensors eine unterschiedliche
Form annimmt|(Leet al},[1997). Die Leistungsdichte des anisotropen Diffusionstensors ist tiber

T
(10) J(w) = 5 ;AﬁTjﬂTf
mit
71 = [4Dxx + Dyy + D,,)
Ty = [Dyx + 4Dyy + D, 7"

6Diso + 6(D2 - L2)1/2]71

150

[
[
73 = [Dyx + Dyy +4D,,] "
[
[

= [6Dso — 6(D2, — LH)Y?] 1

180
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und
Ay = 3%‘2%2
Aqg = 31’222
Az = 322y}
Ay (1/4){3(:c —|—yl +2}) =1} — (1/12){5 (3z; + 6y7z} — 1)
8,3y} + 62727 — 1) + 6,(32) + 627y — 1)}
(1/4){ (zf +yi +28) — 1} + (1/12){5 (3z} 4 6y222 — 1)
+ 6, (3y} + 62727 — 1) + 0,(32) + 627y} — 1)}
gegeben, wobei; = (x;,y;, 2;) die Richtungskosinus représentieren ung, = Spur(D)/3,

L? = (D Dyy + Dx Dy, + Dy D,,) /3, SOWiedy, = (Dyy, — Diso) /(D2 — L2)V2 fur k = z, v, 2.

1S0

Im axialsymmetrischen Fall vereinfacht sich die Leistungdichte wesentlich zu

2 T;
(11) Jw)=¢ ; AjiT:)szz
mit
= (6D)""
= (5D, + D))"
= (2D, +4D))!
und

Ay = (1/4)(3cos? ; — 1)
Ay, = 3sin? 6, cos? 6;
A3i = (3/4) sin4 91 .

Dabei istd); der Winkel zwischen dem N-M-Bindungsvektor fiir defiten Spin und der einzigen
Achse des Diffusionstensors.

Im isotropen Fall reduziert sich die Leistungsdichte zu
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mit einer einzigen Rotationskorrelationszeit= (6 D;,)'. Im Gegensatz zum anisotropen oder
axialsymmetrischen Fall besteht hier keine Winkelabhangigkeit, das heiftist unabhéngig
von der Orientierung des N-H-Bindungsvektors.

Die Koordinaten des Referenzmolekils sind normalerweise in einem willkiirlichen Koordinaten-
system angegeben und mussen daher fir das anisotrope oder axialsymmetrische Modell in das
Hauptachsensystem des Diffusionstensors transformiert werden. Die Orientierung des willkir-
lichen Koordinatensystems relativ zum Hauptsachsensystem wird im anisotropen beziehungs-
weise axialsymmetrischen Fall durch die Euler-Winkel3 und ~ beziehungsweisé und ¢
definiert.

Die Anpassung der Relaxations— und Strukturdaten an die unterschiedlichen Diffusionsmodelle,
sowie die Auswahl des jeweils passenden Diffusionsmodells (s. 3.4.2.8) erfolgte getrennt fur
jede Doméne bei jeweils 600 MHz und 400 MHz mit dem Programm Tensor2.0 (Deisasiét
2000). Als Strukturinformation fur die beiden Domanen wurden die Strukturen von NusA(353—
416) und NusA(431-490) mit der niedrigsten Zielfunktion verwendet. Die Zahl der Monte Carlo
Simulationen betrug 100, der Winkel zwischen CSA- und Dipol-Dipol-Wechselwirkungen wurde
auf0°, der Abstand zwischen Stickstoff und Amidproton auf 1.02 A gesetzt.

2.4.2.8. Auswahl des Diffusionsmodell&ir die Auswahl des passenden Diffusionsmodells
wurde eine Modellselektion tber Vergleich vgh und F-Statistiken durchgefuhrt. Die Grund-
lagen wurden dabeéi Pressal! (1990, Kapitel 13) enthommen.

Eine Anzahl vonV Datenpunktemy; . ..y soll an ein Modell mit\/ Parametern; . . . a); ange-
paldt werden. Das Modell ist als explizite Funktion der Parameter und der abhéngigen Variablen
gegeben:

y=y(z;a1...an)
Ein allgemeiner Ansatz, die Parameter an die gemessenen Daten anzupassen, ist die Minimie-
rung einer Ziel- oder Gutefunktion, die zum Beispiel als Summe der kleinsten Fehlerquadrate

formuliert werden kann
N

Z (vi —y(ziza1. .. CLM))2
=1
Sind die Fehler; der MeRwerte bekannt und sind diese unterschiedlich, ist eine Zielfunktion

sinnvoller, in der jeder Summand mit dem Fehler der Mel3gro3e gewichtet ist:

N . — ( ) 2
(13) szp:z:(yz yl'z,al...a]w>

0',
i=1 v
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Der Wert der Zielfunktiorp(gmp wird dabei umso Kleiner, je weniger sich die gemessenen Mel3-
wertey; von den Modellwertery(z;, a; . .. ay;) unterscheiden und je grofl3er der Fehler ist.

Fur verschiedene MeRwerte erhélt man unterschiedlichg’, -Werte, deren Verteilung etwas
Uber die Gute des Modells aussagt. Fur lineare Modelle mit unabhangigen und normalverteilten
Fehlernog; 1413t sich zeigen, dal? die Verteilungsfunktion der Minimalwerte der Gutefunktion die

x2-Verteilung fury = N — M Freiheitsgrade ist.
Die Glite des Modells 1aRt sich mit dgf-Verteilung abschatzen:

2

Qv,x <xZ,)=1—Pa<xl,) =1- 2"1“1(77,) /Oxm vt 2 dy
P ist die Wahrscheinlichkeit, daR eit—Wertx mit z > 0 besser als der berechne(tgp-Wert
ist, wobein = v/2. Q ist die Wahrscheinlichkeit daB eiy?-Wert zufallig genauso schlecht
oder schlechter als der mit Gleichurig |(13) berechnete Wert ist. Je ki@indesto weniger
passen Modell und Daten zueinander. Der Erwartungswerty8idferteilung liegt beiy? =
v, die Standardabweichung betragly. Gelegentlich wird auch die reduzierié-Verteilung
berechnet, das heif3t die Verteilung vgty v, deren Erwartungswert gleich eins ist. Egir> 0.1
ist das Modell statistisch haltbar, fgr > 0.001 kann das Modell verwendet werden, wenn die
Fehler nicht normalverteilt oder unterschatzt worden sindfiér 0.001 sollten das Modell oder
die Berechnungsmethode der Parameter Uberprift werden @Pe¢s54990, Kapitel 13). Oft legt
man vor der Analyse einen kritischen Wert vém zum BeispielP = 0.1 fest. Man bestimmt
den zugehorigen kritischeyt-Wert, x3 ;, und vergleicht diesen Wert mit dem berechnetgn-
Wert. Isty?,, < x4, wird das Modell mit einem 90 % Vertrauensbereich akzeptiert, im anderen
Fall verworfen.

Angewendet auf die Bestimmung der Parameter der verschiedenen Diffusionsmodelle aus dem
%—Verhéltnis sowie den experimentellen Fehlerfiir ; Spins, ist das Minimum der folgenden
Gutefunktion gesucht (Dosset al,|2000):

Rmeas | pmeas _ Rcalc Rcalc 2
(14) ngp — Z ( 2 / 1 2 / 1 )

o

Die hochgestellten Indizescas undcalc stehen dabei fur die gemessenen beziehungsweise die
nach der Parameterbestimmung aus dem Modell zuriickgerechneten Relaxationsdaten.

Ein Modell mit zuséatzlichen Parametern kann einen geringgigﬁWert erreichen, als ein Mo-
dell mit weniger Parametern. Ein direkter Vergleich ij;p-Werten reicht daher nicht aus, um
zwischen Modellen mit einer unterschiedlichen Anzahl von Parametern eine Auswabhl treffen zu
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kénnen und ist auch nicht sinnvoll, weil diézp-WerteXQ-Verteilungen mit anderen Freiheits-
graden angehdren. Mit der F-Statistik ist es moglichyerteilte Zufallsvariablery? und y3 mit
unterschiedlichen Freiheitsgradenund v, zu vergleichen. Dazu definiert man einfarWert,
der das Verhaltnis der reduziertgh-Werte darstellt (Bronsteiet al,,|1995)

()G

Die F-Werte unterliegen einer Fisher- oder F-Verteilung, mit der gepruft werden kann, ob ein
kleinerery2-Wert bei einem Modell mit mehr Parametern beziehungsweise weniger Freiheits-
graden auf eine bessere Ubereinstimmung von Modell und Daten oder auf zuséatzliche Parameter
zurtickzufihren ist. Analog zuy?-Verteilung legt man einen Vertrauensbereich fest und be-
stimmt denF’-Wert zu diesem Vertrauensbereich, zum Beispigl. Fur F-Werte F' > [ 5 ist

ein kleinerer¢2-Wert mit einem Vertrauensbereich von 80 % nicht nur auf zusatzliche Parameter
zurtckzufihren.

Ein Modell wird folglich angenommen, wenn der berechngt&Vert kleiner als dex?-Wert fur
den gewahlten Vertrauensbereich ist, und kein Modell mit mehr Parametern existiert, das einen
kleineren und aufgrund dé¥-Statistik signifikant bessereyt-Wert aufweist.

2.4.2.9. Hydrodynamische ModelleTheoretische Diffusionsparameter von NusA(353-416)
und NusA(431-490) wurden mit den Programm HYDRONMR (Version|/5a) (Gat@k, [2000)
ermittelt. Auf molekularer Ebene laf3t sich die Diffusion eines Teilchens durch Reibung zwischen
dem Teilchen und dem umgebenden Losungmittel beschreiben. HYDRONMR nahert dazu zu-
nachst das Molekil durch Kugeln an, indem alle Schweratome durch eine Kugel mit dem Radius
R ersetzt werden. Der Kugelradius bertcksichtigt den Beitrag der Hydrathtlle und ist deshalb
groRRer als der entsprechende kovalente Radius. Dieses primare Kugelrheddlhfodglwird
Uber weitere Schritte in ein Schalenmodedhéll model umgewandelt| (Garciat all, [2000).
Letztendlich wird dabei die Oberflache des priméaren Modells durch kleinere Kugalibéad$
mit dem Radiusr ausgekleidet und eine Extrapolation aemibead-Radius auf Null durchge-
fuhrt. Zu diesem Zweck wird der Radiusin einem Bereich vowry,,, biS om.. IN n Schritten
verkleinert. Der Radius des anfanglicheead modeldetrug 3.1 A, der Radius deninibeads
wurde inn = 6 Schritten von 2.0 A auf 1.0 A herabgesetzt. Fiir die Temperatur wurde ein Wert
vonT = 298 K, fur die Viskositat ein Wert vom = 0.001 Pas verwendet.

2.4.2.10.Interdomé&nendynamik mit dem erweiterten modellfreien Andatr.physikali-
sches Modell zur Beschreibung der Dynamik von zwei tGiber einen Linker verbundenen Domanen
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wurde vor] Babeet al| (2001) vorgeschlagen. Langsame und schnelle Bewegungen werden dar-
in relativ zu dem Diffusionstensor einer dynamisch gemittelten Durchschnittsstruktur bestimmt,
wobei die langsame Bewegung der Doméanenbewegung entspricht. Die einfachste Leistungs-
dichte, die eine anisotrope Gesamtbewegung, sowie Bewegungen auf schnellen und langsamen
Zeitskalen ndherungsweise beschreibt, erhalt man durch Multiplikation der Korrelationsfunktion
des entsprechenden Diffusionsmodells mit der/von Géoed! (1990) vorgeschlagenen Korrela-
tionsfunktion (Babekt al), [2001). Die internen Bewegungen werden dabei jeweils durch einen
Ordnungsparametérund eine Zeitskala charakterisiert, wobei die tiefgestellten Indicasnd

f fur die langsame beziehungsweise schnelle Bewegung stehen

C(t) = S352+ (1 — S3)e /™ + (57 — 5752)e /™ .

Unter der Annahme einer axialsymmetrischen globalen Reorientierung und einer vernachlas-
sigbaren Zeitskala fur die schnelle Bewegungerhalt man durch Fouriertransformation die
entsprechende Leistungsdichte zu

(15) ZAJZ<Sf ; 1+({ > S+ 531 - 8?) ﬁ)

Die Koeffizienten fir deri—ten SpinA;; und Korrelationszeitem; entsprechen den Parametern
des axialsymmetrischen Modells (GI. [11)[ S] 54), i)y gilt

1 1 1

Ts,j Ts Tj

Da dieses Modell neben der Domanenbewegung keine anderen langsamen Bewegungen oder
Austauschterme berticksichtigt, wurden Reste mit zusétzlicher interner Dynamik (s.]3.2.4.2)
von der Analyse ausgeschlossen. Fir die verbleibenden Reste wurden die Parameter in Glei-
chung [(15) aus den Relaxationsdaten bei 400 MHz und 600 MHz mit dem Programm Model-
free4.16 (Palmer A.Gynveroffentlicht Gber die Minimierung der Grolie
) Rgneas _ Rgalc 2 vaneas _ Rclzalc 2 HetNOE™eas — HetNOEcalc )

= (T ag ) (T ) AHctNOE )
bestimmt. Die hochgestellten Indizescas und calc stehen dabei fur die gemessenen bezie-
hungsweise die nach der Parameterbestimmung aus dem Modell zurickgerechneten Relaxa-
tionsdaten, dieA—Werte reprasentieren die experimentell ermittelten Fehler. Dazu wurde zu-
nachst der Parameterraum systematisch abgesadbtSearchund anschlie3end eine Powell—
Minimierung durchgefiihrt. Die Optimierung erfolgte getrennt fur die beiden Domé&nen von
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NusACTD(339-495), wobei als Strukturdaten die energiedarmsten Strukturen von NusA(353—
416) und NusA(431-490) verwendet wurden.

2.4.3. NMR-Titrationen.

2.4.3.1. Experimente.Fur die Titrationsmessungen wurden Aliquots einer konzentrierten
Stammldsung von unmarkierterCTD(233—-329) odenN(1-53) zu anfanglictb00 ul einer
500 M Losung vontSN-markiertem NusACTD(339-495) hinzugeftigt und nach jedem Titrati-
onsschritt eiftH*’N-HSQC (Tabj. 2J6) aufgenommen.

Dimensiod Kern SW (Hzf TD® SFO (MHz} Referenz

IHIN-HSQC
F1 5N 17314 192
F2(16/32) 'H 9124.1 512 700 (Morét al||1995)

Tabelle 2.6: Aufnahmeparameter des fir die Titrationsexperimente verwendigtéN—
HSQC-Experiments.

'In der Aufnahmedimension ist zusatzlich die Zahl der akkumulierten Wiederholun-
gen des Experiments angegebéBpektrale Breite>Zahl der realen Datenpunkte.
“‘Magnetfeldstarke in Protonenresonanzfrequenz.

Um Artefakte durch unterschiedliche Probenbedingungen von Titrand und Titrator auszuschlie-
Ben, wurden beide Komponenten in Standardpuffer aufgenommen und vor der Titration zwei-
malig 4 h gegen 250 ml einer Losung aus Standardpuffgr (s. 2.1.1.3) dialysiert. Die Titration
wurde solange fortgesetzt, bis keine Veranderungen der Signalhéhe oder Signalposition mehr im
Spektrum beobachtet werden konnten. Als signifikant wurden dabei Veranderungen der Signal-
position von0.4 ppm in der'>N—-Dimension sowi®.05 ppm in der'H-Dimension angenommen.

Es wurden folgende Stoffmengenverhaltnisse untersucht:

aCTD(233-329)/°N-NusACTD(339-495):0,0.5,1.1, 1.5, 2.0, 2.5
AN(1-53)/°N-NusACTD(339-495):0,0.4,0.9, 1.3,1.7,2.1, 2.6, 3.0, 3.4, 3.8

2.4.3.2. Auswertung der TitrationsexperimentBeobachtbare NMR—Parameter, wie die
chemische Verschiebung eines Kerns, stellen zeitliche Ensemble—Mittelwerte Uber die Konfor-
mationen der Molektle in Lésung dar. Die Zeitdauer der Mittelung relativ zu der Zeitskala des
Prozesses bestimmt daher das Erscheinungsbild und den Informationsgehalt der Spektren (zu-
sammengefalit in Jardetzky und Roberts (1981, Kapitel 4)).
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Unter der Annahme eines Zwei—Zustandssystems und einer Reaktion zweiter Ordnung fir die
Bindung eines Ligandeh an ein Protein? erhalt man folgendes Gleichgewicht fur die Bildung

des Komplexes’ L:
ko

~ pJ,

koff

P+ L

Dabei stehet, ¢ undk,, fir die Komplexbildungs— beziehungsweise Komplexzerfallsraten. Die
Lebensdauer eines Kerns in den ZustanBénund P betragt damit

1
T =
PL koff
beziehungsweise
1
TP - konl:L] )

wobei festzuhalten ist, da die Konzentration des freien Ligafideimd damitr, auch von der
Konzentration des freien ProteipB8] abhangt. Analoge Betrachtungen gelten fur den Liganden.

Ob man fur den jeweils betrachteten Kern sowohl die Resonanzen fir die freie als auch die ligan-
dengebundene Form van, oder einen Mittelwert Giber beide Formen im Spektrum beobachtet,
wird durch die Umwandlungsrate

relativ zu dem Unterschied der Resonanzfrequenxer(in Hz) im freienopr und gebundenen
Zustantopy,
Ao i’ o —Opy, |

bestimmt|(Lian und Robeits, 1995, Abschnitt 6.2.).

Furk < Ao spricht man volangsamem Austauﬂ;hder sich phédnomenologisch durch je ein Si-

gnal fur die ligandengebundene und freie Form bei der jeweiligen Resonanzfrequenz auszeichnet.
Im schnellen Austausdbt £ > Ao und man beobachtet ein Signal, dessen Lage im Spektrum
dem populationsgewichteten Mittelwert der Resonanzfrequenzen der freien und ligandengebun-
denen Form entspricht. Erhéht man in einem Gedankenexperiment ausgehend vom schnellen
Austausch fiur ein fixea\o die Austauschrate, beobachtet man eine zunehmende Verbreiterung
der Resonanzen von freier und gebundener Form, bis es schlief3lintenmmediaren Austausch

k ~ Ao zur Verschmelzung der beiden Signale kommt. Eine weitere Erhéhung fuhrt zu zuneh-
mend scharferen Linien, bis schliel3lich der Grenzfall des schnellen Austausches erreicht ist.

Igemeint istchemischer Austausds.|2.4.2.5): Der Wechsel eines Kerns zwischen zwei Umgebungen, in denen
er eine unterschiedliche Prazessionsgeschwindigkeit besitzt ist ein Spezialfall dieses Phdnomens. Eine ausfiuhrliche
Herleitung und Beschreibung der hier behandelten Falle ist in Cavanagh (1996, Abschnitt 5.6) gegeben.
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Im intermediaren Austauschregime beobachtet man héaufig eine derart starke Linienverbreite-
rung, daf’ die Signalhdhe unter die Detektionsgrenze abfallt (Wemmer und Williams, 1994). Eine
Verbreiterung oder eiNerschwindemer Resonanzen wahrend der Titration ist daher typisch fur
intermediaren Austausch. Bei der Aufnahme Vb’ N-HSQC—-Spektren kann sich der Kern in
Bezug aufAc in der'H-Dimension und/oder défN-Dimension im intermediaren Austausch
befinden. Eine quantitative Auswertung Uber eine Linienformanalyse, wie sie in 1D-Spektren
angewendet wird (Lian und Roberts, 1995, Abschnitt 4.1) ist dahl itN-HSQC-Spektren

im allgemeinen nicht moglich.
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KAPITEL 3

Ergebnisse

E.coli NusA besteht aus einem konservierten Kernbereich, der fir die Bindung der gro3en Un-
tereinheiten der RNAP sowie die Interaktion mit RNA verantwortlich ist, und einer carboxy-
terminalen Domane, die mit der—Untereinheit der RNAP und dem Protein N des Phagen
wechselwirkt (s} 1.2]4).

Schwerpunkte dieser Arbeit waren zunéchst die Aufklarung der Struktur in Losupg](s. 3.1)
und die Untersuchung der Struktur und DynamiK (s| 3.2) Earoli NusACTD mittels NMR—
Spektroskopie. Zusatzlich wurden die Interaktionena@TD und AN (s.[3.3) charakterisiert.

Fur die dazu bendtigten Proteine beziehungsweise Proteinfragmente NusACTD(339-495),
aCTD(233-329) sowieAN(1-53) waren aus Vorarbeiten von Dr. S. Schwarz effektive
Expressions— und Reinigungsstrategien vorhandé¢n (s. 2.1.1.1).

3.1. Strukturbestimmung der carboxyterminalen Doméane vorkE.coli NusA

Die Strukturaufklarung eines Proteins mittels NMR erfolgt in drei Schritten. Zunachst wer-
den Uber Zuordnungsexperimente die Resonanzfrequenzen der magnetisch aktiven Atomkerne
ermittelt (s.[3.1.]1). In einem zweiten Schritt nutzt man diese Zuordnung, um experimentel-
le Beschrankungen fur die Strukturberechnung zu erhalten. Unter anderem bestimmt man aus
NOESY-Experimenten, welche Protonen rdumlich benachbart sind. In der Praxis fuhren Pro-
tonen, die weniger als fiinf A voneinander entfernt sind, zu beobachtbaren NOE-Signalen. Die
aus den NOESY-Experimenten gewonnenen Abstande zwischen Protgnen|(s. 3.1.5) stellen dabei
die wichtigsten Beschrankungen zur Bestimmung einer unbekannten 3D-Struktur dar. Im letzten
Schritt berechnet man aus den experimentellen Beschrankungen mit Methoden der Molekildy-
namik eine Schar von mdglichen Strukturerj (s. 3.1.7).

Das wesentliche Problem bei der Interpretation der NOE—-Signale ist die Frequenzdegeneration
der Resonanzen, so dal} eine eindeutige Zuordnung des Signals zu einem Abstand zwischen zwei
Protonen haufig erst mit Hilfe der Struktur méglich ist. Schritt zwei und drei der Strukturaufkla-
rung erfolgen daher iterativ. Die Zuordnung der NOE-Signale kann vor allem zu Beginn der
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Abbildung 3.1: Die Sequenz von NusACTD weist eine Duplikation und Ahnlichkeit zu
HhH-Motiven auf.

Die homologen Bereiche in NusACTD (gelb hinterlegt), NusA(364—414) und NusA(439-
489), umfassen circa 51 Reste und zeigen eine Sequenzidentitéat von 37.3% beziehungs-
weise —ahnlichkeit von 33.3%. Der Sequenzvergleich zwischen den homologen Berei-
chen wurde mit CLUSTALW 1.8Z (Thompsat al, [1994) erstellt (*': identisch; "'/’
starke/schwache Ahnlichkeit). Uber der Sequenz ist fur die vermuteten HhH—Motive je-
weils der 65%—Konsensus aus der SMART-Datenbank (Scetl&), [1998; Letunic

et al, 2004) dargestellt. Die fur die Haarnadelschleife der HhH—Motive typische und
in der Literatur als GhG—Muster (G: Gly; h: hydrophober Rest) bezeichnete Sequenz
(Dohertyet all, [1996; Shao und Grishin, 2000) ist in blau hervorgehoben. Die Abkur-
zungen des Konsensus stehen fiir 'p:CDEHKNQRST, 'I':ILV, 't:ACDEGHKNQRST,
'h":ACFGHIKLMRTVWY und '.":alle Aminosauren.

Strukturberechnung erheblich erleichtert werden, wenn man bereits eine Vorstellung von der
3D-Struktur des Makromolekiils besitzt. Bei ausreichender Sequenzhomalogiédq; |Aloy

et al| (2003)) zu bekannten Proteinstrukturen kann man zum Beispiel die strukturelle Informati-
on eines Homologiemodells nutzen.

Die Sequenz von NusACTD (Abp. 3.1) zeichnet sich durch eine Duplikation in den Bereichen
NusA(364—-414) und NusA(439-489) aus (Methal, [1999) (SwissProt—Eintrag: PO3003; Ap-
weileret al|(2004); Boeckmanet al!(2003)). Jedoch konnte weder fur die homologen Sequenz-
abschnitte noch fiir die Gesamtsequenz von NusACTD zum Zeitpunkt der Strukturberechnung
eine geeignete Modellstruktur in der PDB (Protein Data Bank; Deshpatrale(2005)) gefun-

den werden. Auf der Basis von Sequenzanalysen wird vermutet, daf3 NusACTD zwest(®lah

2000) beziehungsweise vier (Aravietal),[1999) HhH-Motive (HhHhelix—hairpin—helix/Do-

herty et all (1996)) aufweist. Allerdings sind HhH-Motive sowohl auf Sequenz- als auch auf
Strukturebene schlecht konserviert (Shao und Grishin,|2000), so dal3 sie fir Homologiemodel-
lierungen ungeeignet sind.

Aus diesem Grund wurde zunachst eine ausfuhrliche Analyse der Sekundarstruktur durchgefinhrt,
um dann mit eindeutigen NOE—-Kreuzresonanzen zwischen den Sekundarstrukturelementen eine
Vorstellung der raumlichen Struktur zu gewinnen. Information tber Sekundarstruktur erhalt man
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zum einen aus den Werten der Resonanzfrequenzen selpst (s.]3.1.3.1), zum anderen aus der
Messung des Deuteriumaustauschés (s.3]1.3.2) oder aus skalaren Kopplyngen (s. 3.1.3.3).

Zusatzlich konnen®N-Relaxationsdaten Hinweise auf Domanengrenzen und flexible Bereiche
geben. Die Kenntnis der Dynamik ist aul3erdem flr die Interpretation von dipolaren Kopplungen
und NOESY-Daten wichtig. Dipolare Kopplungen bieten am Ende der Strukturberechnung unter
anderem eine Mdglichkeit die Struktur zu verifiziererj (s. 3.1.6).

3.1.1. Charakterisierung des SystemsEinen ersten Eindruck des Proteins vermitteln
'HN-HSQC Spektren, in denen Korrelationen tihkerKopplungen zwischen Stickstoffen und
direkt daran gebundenen Protonen zu sehen sind. Neben Stickstoff-Proton—Korrelationen in
Asparagin—, Glutamin—, Arginin— und Tryptophan—Seitenketten sind vor allem Korrelationen
zwischen Amidprotonen und —stickstoffen der Peptidgruppen des Proteinrtickgrats von Interes-
se, da man fur jede Aminosaure aul3er Prolin theoretisch ein Signal erhalt und damit eine Sonde
fur die Umgebung nahezu jeder Aminosaure im Protein besitzt.

So sieht man zum Beispiel irH?’N-HSQC (s] 32) von NusACTD(339-495) durch einfa-

ches Abzéahlen der Signale, daf die Probe einheitlich ist und folglich keine stérenden Fragmente
oder Konformere durch cis—trans Isomerie der Proline vorliegen. Die weitestgehend identischen
Signalhdhen beziehungsweise —breiten weisen auf ahnliche transversale Relaxationszeiten der
Amidprotonen hin. Dies laf3t auf eine gemeinsame Reorientierung der einzelnen Amidprotonen
in Losung und damit auf eine kompakte Struktur von NusACTD(339-495) schliel3en. Auch die
relativ gute Dispersion der Amidprotonenresonanzen zwischen 6.6 ppm und 9.4 ppm ist ein
Zeichen fur ein gefaltetes Protein. Die geringe Anzahl der Resonanzen zwischen 9.0 ppm und
10.0 ppm deutet auf einen niedrigen Anteil @rStrukturen hin.

Verlallliche Aussagen Uberhelikale Sekundarstruktur lassen sich wegen der Abhangigkeit der
Amidprotonenverschiebung von der Krimmung und Amphipathie der Helix aus den Resonanz-
frequenzen der Amidprotonen alleine dagegen nicht treffen (Wishart und|$ykes, 1994). Dafir
liefert die Tieffeldverschiebung der—Kohlenstoffresonanzen zusammen mit der Hochfeldver-
schiebung desi—Protonenresonanzen i3 C-HSQC (s 3]3) klare Hinweise auf eine vorwie-
genda—helikale Sekundarstruktur von NusACTD(339-495). Quantitativ werden diese Effekte
fur die Berechnung des chemischen Verschiebungsindex (s. 3.1.3.1) ausgenutzt.

Da die Tertiarstruktun—helikaler Proteine im allgemeinen primér tber hydrophobe Wechselwir-
kungen zwischen aliphatischen und aromatischen Seitenketten stabilisiert wird (Slkdladky
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Abbildung 3.2: 'HN-HSQC Spektrum von®C»N-NusACTD(339-495) bei
700 MHz (positive Signale: schwarz, negative Signale: rot).

In diesem Spektrentyp sind Kreuzresonanzen zwischen Stickstoffen und den direkt
daran gebundenen Protonen zu sehen. Die Signale sind jeweils mit der Sequenzposi-
tion und dem Namen des Protons bezeichnet (hn: Amidproton des Proteinriickgrats;
hd, he:d— und e—Protonen der Asparagin—, Glutamin—, Arginin— und Tryptophan—
Seitenketten). In Bereichen mit starker Signalliberlagerung wurde auf eine Beschriftung
verzichtet. Negative Signale sind in der indirekiéN—-Dimension gefaltet. (MeRbedin-
gungen/Aufnahmeparameterf s. 2/2.1)
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Abbildung 3.3: C*/H*-Bereich desH'*C-HSQC (800 MHz).

Ausschnitt aus derfH*C-HSQC Spektrum vol C,'>"N—NusACTD(339-495), in dem

die Korrelationen zwischem—Protonen und—Kohlenstoffen zu sehen sind. Die Zahl der
Beschriftung gibt die Sequenzposition an. In Bereichen mit starker SignallUberlagerung
wurde auf eine Beschriftung verzichtet. Glycine besitzen Kohlenstofffrequenzen von cir-
ca 43 ppm und sind daher in diesem Ausschnitt nicht zu beobachten. Die zu tieferem Feld
verschobenen—Kohlenstoffresonanzen deuten zusammen mit den zu héherem Feld ver-
schobenem—Protonenresonanzen auf vorwiegenéhelikale Sekundarstrukturelemente

in NusACTD(339-495) hin. (Mel3bedingungen/Aufnahmeparamefer: s} 2.2.1)
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2001), ist eine gute Dispersion der entsprechenden Protonen— und Kohlenstoffresonanzen not-
wendig, um spater die wechselwirkenden Protonen in den NOESY-Experimenten identifizieren
zu kénnen.

In dem gezeigten Ausschnitt aus dérit*C-HSQC von NusACTD(339-495) (Abb. 3.4) sind
zunachst die Resonanzen der Methylgruppen der Alanine, Valine, Leucine, Isoleucine und Threo-
nine zu sehen. Ungefahr die Halfte der Methylgruppen zeigt ein isoliertes Signal, was einen wei-
teren Hinweis auf die intakte Tertiérstruktur von NusACTD(339-495) liefert. Eine starke Tief—
oder Hochfeldverschiebung, wie sie zum Beispiel fur die Resonanzei-Beotonen des 1417

zu beobachten ist, ist typisch fur Kerne die sich in der Nahe von Aromaten befinden. Dennoch
fuhrt die groRe Anzahl der 24 Alanin— und 42 Leucin—Methylgruppenresonanzen teilweise zu
einer mangelnden Auflésung in den entsprechenden Bereichen im Spektrum.

Die Korrelationen zwischen aromatischen Kohlenstoffen und den direkt daran gebundenen Pro-
tonen wurden aufgrund der unterschiedlichen Resonanzfrequenzen und Kopplungskonstanten
unabhéangig von den aliphatischen Kohlenstoffen und Protonen gemesserH'P@sHSQC,

in dem die Signale der aromatischen Seitenketten zu sehen sind, ist in Ab{ilduing 3.5 darge-
stellt. Das Spektrum wurde im Gegensatz zu deth*C-HSQC der aliphatischen Kohlenstoffe

und Protonen nicht mit eineonstant timeEvolution der'*C—Spins aufgenommen, so daR die
C,C—Kopplung mit einer Kopplungskonstante von circa 55/Hz (Hetak 2002, Abschnitt 4.5)
zwischen benachbarten aromatischen Kohlenstoffen zu beobachten ist. Ein benachbarter Kohlen-
stoff fihrt dabei zu einer Duplett—, zwei benachbarte Kohlenstoffe zu einer Triplettfeinstruktur
der Resonanz in détC—Dimension.

NusACTD(339-495) besitzt zwei Histidine, finf Phenylalanine, zwei Tyrosine und ein Trypto-
phan. Wahrend die Resonanzen fur H353, H348, W490, Y362, Y386, F359 und F369 aufgeltst
sind, fallen die Signale der restlichen Phenylalanine im Spektrum zusammen. Die berechnete
Struktur (s[ 3.1]7) zeigt, dal F378, F446 und F491 oberflachenexponiert sind.

Phenylalanine und Tyrosine weisen jeweils zwei stereochemisch aquivéteats e—Protonen
beziehungsweise Kohlenstoffe auf. Obwohl die Umgebung der beéiddieziehungsweise-

Kerne im hydrophoben Kern des Proteins im allgemeinen asymmetrisch ist, wurden bisher nur
fur circa 3.8% der Tyrosine und 1.5% der Phenylalanine aller in der BMBt@&WagResBank
hinterlegten Tyrosine beziehungsweise Phenylalanine unterscheidbare Resonanzen beobach-
tet (Skalicky et al, [2001). Auch die Resonanzen dé&r und e—Protonen beziehungsweise
—Kohlenstoffe der funf Phenylalanine und zwei Tyrosine in NusACTD(339-495) sind frequenz-
degeneriert.
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Abbildung 3.4: Methylgruppenbereich dé$i'3C-HSQC (800 MHz)

Ausschnitt aus derfH*C-HSQC Spektrum vok' C,'>"N—NusACTD(339-495), in dem

die Korrelationen zwischen Methyl-Protonen und den direkt daran gebundenen Kohlen-
stoffen zu sehen sind. Die Signale sind jeweils mit der Sequenzposition und dem Na-
men des Protons bezeichnet (hb%:, hg*: v—, hd*: 6—Methylgruppen der Alanine, Vali-

ne, Leucine, Isoleucine und Threonine). Starke Signalliberlagerungen sind vor allem im
Bereich der Alanin—H/*3C: 1.5 ppm/19 ppm) und Leucin-Verschiebungér/{>C:

0.9 ppm/26 ppm und 0.9 ppm/23 ppm) zu beobachten. In Bereichen mit starker Fre-
guenzdegeneration der Resonanzen wurde auf eine Beschriftung verzichtet. (Mel3bedin-
gungen/Aufnahmeparameterf s. 2|2.1)

69



113

118

123

13C [ppm]

128

133

T

138

© g 353 .hel

@ 490.hz2

362.he* %38611@*

353.hd2
490.he3 ~ gy 348.hd2

<

@

é490.hz3

R =2

490.hd1

@ 490.hh22
@

<@

7.3 6.8

1H [ppm]

Abbildung 3.5: Aromatenregion desH'*C—-HSQC (600 MHz)

6.3

Ausschnitt aus dertH!*C-HSQC Spektrum vok*'C '’ N-NusACTD(339-495), in dem

die Korrelationen zwischen aromatischen Protonen und den direkt daran gebundenen
Kohlenstoffen zu sehen sind. Die Signale sind jeweils mit der Sequenzposition und dem
Namen des Protons bezeichnet (b, he:e—, hz:(—, hh:n—Gruppen von Histidin, Tyro-

sin, Phenylalanin und Tryptophan). In Bereichen mit starken Signaltiberlagerungen wurde
auf eine Beschriftung verzichtet. (Mel3bedingungen/Aufnahmeparameter: 5. 2.2.1)
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Dieses Phdnomen zeigt, dal3 Proteinstrukturen meistens nicht starr sind, sondern atmen und so-
genanntdRingflipsvon Tyrosinen und Phenylalaninen durch eine Drehung um @¢i€€G-Achse
erlauben|(Withrich, 1986, Abschnitt 3.1). Die Zeitskala der Bewegung muf eine Mittelung der
chemischen Verschiebung dér beziehungsweise-Kerne erméglichen und liegt damit zwi-

schen 18-10° Hz (Skalickyet al, 2001).

3.1.2. Zuordnung der ResonanzenDie Zuordnung der Protonen—, Kohlenstoff—
und Stickstoffresonanzen von NusACTD(339-495) erfolgte manuell auf der Basis von
Tripelresonanz—, COSY—, TOCSY- und NOESY-Experimenten. Im folgenden soll kurz die Vor-
gehensweise bei der Zuordnung von NusACTD(339-495) umrissen werden. Die verwendeten
Experimente und die jeweils beobachtbaren Korrelationen sind in[Tgb. 2.1 beziehungsweise
Tab.[2.2 zusammengefalt.

Ausgehend von den Resonanzen likt°N-HSQC (Abb[3.p) erhalt man fir jedéd—>N—
Korrelation durch Kombination eines CBCA(CO)NH-— mit einem HNCACB-Experiment die
Verschiebungen der®Cund C’ Spins der eigenen Aminosaure und der Vorgangeraminosaure.
Ahnlich wie in einem Dominospiel erreicht man durch Aneinanderlegen passefidend C'—
Frequenzen des Vorgangers und Nachfolgers prinzipiell eine Zuordnung samtlitheiNH,

C*— und C—Verschiebungen.

Fur NusACTD(339-495) wurden wegen der haufig frequenzdegenerierten Werté-den@
CP—Resonanzen zusatzliche Informationen benotigt. Das (H)CC(CO)NH-TOCSY liefert fur je-

de 'H-'°N—Kaorrelation die chemischen Verschiebungen der aliphatischen Kohlenstoffe der Vor-
gangeraminosaure und somit deren Aminosaure— beziehungsweise Spinsystemtyp. Zusammen
mit der bekannten Sequenz konnte das (H)CC(CO)NH-TOCSY somit die Zahl der méglichen
Vorganger einschranken.

Auch  die den  Kohlenstoffexperimenten  entsprechenden  Protonenexperimente
HBHA(CBCA)(CO)NH und H(CC)(CO)NH-TOCSY wurden zur Auswertung hinzugezogen.
Besonders hilfreich fir die sequentielle Zuordnung waren das”DN!H-HMQC-NOESY-

HSQC und das 3DH,'’N'H-NOESY-HSQC. Die in diesen Experimenten beobachteten
starken Kreuzresonanzen aufeinanderfolgender Amidprotonen unterstiitzten die eindeutige
Zuordnung und deuteten auf eine-helikale Struktur hin, da in helikalen Sekundéarstrukturen

die Abstande aufeinanderfolgender Amidprotonen gering sind.
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Mit Hilfe der H(C)CH-COSY- und H(C)CH-TOCSY-Experimente, in denen fur jedes ali-
phatische Proton Korrelationen mit benachbarten Kohlenstoffen und Protonen eines Spin-
systems zu sehen sind, konnten noch nicht vollstdndig zugeordnete aliphatische Seitenket-
ten erganzt werden. Die Verschiebungen der aromatischen Kohlenstoffe und Protonen wur-
den uber das 30H,"*C'H-NOESY-HSQC der Aromaten ermittelt. Die Zuordnung der
Seitenketten—Amidgruppen der Asparagine sowie Glutamine erfolgte Uber ein entsprechend
optimiertes CBCA(CO)NH-Experiment sowie Uber NOESY-Experimente. Zur Bestimmung
der §—Stickstoff—- undd—Proton—Frequenzen der Arginine wurden 3B:°N'H-NOESY-
HSQC und 3DiH,*C'H-NOESY-HSQC Experimente eingesetzt. Die Verschiebungen der
e—Methylgruppen der Methionine konnten tber das 80;*C'H-HMQC-NOESY-HSQC,

das 3DLH,'3C!'H-NOESY-HSQC und das 4DH!3C,'*C'H-HMQC-NOESY-HSQC ermit-

telt werden. Fur die Sekundarstrukturanalysg (s. 3]1.3.1) wurden auf3erdem mit Hilfe des HNCO
die Verschiebungen der Carbonylkohlenstoffe der Peptidbindung zugeordnet.

Die Tripelresonanz— und NOESY-Experimente erlaubten somit bis auf die endstandigen Amino-
sauren, die @H°—Kerne von K347, sowie die CO—Kerne von V387, E400, E422, K429 und D493
die Zuordnung aller Spins im Ruckgrat und in den aliphatischen Seitenketten. Eine Zuordnung
der aromatischen Seitenketten war bis auf die Verschiebung-d&shlenstoffs und —Protons

von F491 mdglich. Die Seitenkettenamide konnten bis auf Q345 und Q343;Methylgruppen

der Methionine bis auf M339 bestimmt werden. Ingesamt konnte fir die untersuchten Kerne eine
fast vollstandige Zuordnung der chemischen Verschiebungen erreicht werden:

IH: 870 von 881 (98.8%)
13C: 837 von 847 (98.8%)
15N: 176 von 179 (98.3%)

Die Zuordnung ist in der BMRB—Datenbank (Kennung 5800) hinterlegt und im Anhang {s. C.1)
abgedruckt.
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3.1.3. Sekundarstruktur von NusACTD(339-495).

3.1.3.1. Der chemische Verschiebungsind&ie Frequenzen der Kerne im Proteinrtickgrat
sind von der lokalen Geometrie des Riickgrats abhangig. Uber die Bestimmung des chemischen
Verschiebungsindex (CSthemical shift indeéxund unter Verwendung empirischer Regeln kann
aus den Frequenzen derProtonen und —Kohlenstoffe sowie der Carbonylkohlenstoffe die Se-
kundarstruktur positionsspezifisch vorhergesagt werdén (s] 2.2.2).

In Abbildung[3.6 ist der Index fir die H4-, C* und CO-Kerne, sowie der daraus berechne-

te Gesamtindex in Abhangigkeit von der Sequenzposition aufgetragen. In Ubereinstimmung
mit weiteren Daten (Abb[ 3.7) weist der Gesamtindex mit zehn Helices (H1:E343-Y362,
H2:E367-E375, H3:L381-A385, H4:P388—-E394, H5:E400-S424, H6:D432-L435, H7:R442—-
A450, H8:L456—-A460, H9:G463-D466, H10:D475—-C489) auf eine reihelikale Sekundar-
struktur von NusACTD(339-495) hin.

3.1.3.2. Wasserstoffbriicken aus H/D-Austausch—Experimeriemdprotonen tauschen
Uber eine saure— oder basenkatalysierte Reaktion Protonen mit dem wassrigen Losungsmittel
aus (Withrich] 1986, Abschnitt 2.3). Die Rate des Austausches hangt unter anderem vom pH
und der Zuganglichkeit der Amidprotonen ab. Amidprotonen, deren Austauschrate relativ zu der
intrinsischen Austauschrate verlangsamt ist, finden sich vor allem in Sekundarstrukturelementen,
in denen sie in Wasserstoffbriicken eingebunden sind, aber auch in vom umgebenden wassrigen
Milieu abgeschlossenen Bereichen (Withrich, 1986, Abschnitt 3.4).

Fur NusACTD(339-495) konnten 59 langsam austauschende Amidprotonen bestimmt werden
(s[2.2.4; 4. B.0J6), die sich liber die gesamte Sequenz verteilen (Apb. 3.7). Lediglich am Amino—
Terminus sowie zwischen den Resten 420—-430 konnten flr gréf3ere Bereiche keine langsam aus-
tauschenden Amidprotonen beobachtet werden.

Wasserstoffbricken aus H/D—Austauschexperimenten kénnen erst in der Strukturberechnung
verwendet werden, wenn der Akzeptor eindeutig aus der berechneten Strukturenschar bestimmt
werden kann. Fir die Strukturberechnung von NusACTD(339-495) konnten 39 der 59 langsam

austauschenden Amidprotonen in Form von zusatzlichen Abstandsbeschrankungen in der Struk-

turberechnung eingesetzt werderj (s. C.3.1.3und C|3.2.3).

3.1.3.3. Diederwinkel aus skalaren Kopplungskonstant®er Zusammenhang zwischen
der skalarert.J(HYH*)—Kopplungskonstante und dem Rickgratwinkdiefert zusatzliche In-
formationen Uber die Rickgratgeometrig (s. 2.2.5). Insgesamt konnten 98 Kopplungskonstanten
aus den HNHA-Spektren eineiN-markierten Probe von NusACTD(339-495) ermittelt werden
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Abbildung 3.6: Chemischer Verschiebungsindex von NusACTD(339-495).
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zu Abbildung [3.6: Die Abbildung zeigt die chemischen Verschiebungsindicesoder
Protonen, den—Kohlenstoffe und der Carbonylkohlenstoffe des Proteinrtickgrats so-
wie den daraus ermittelten Gesamtindex in Abhangigkeit von der Sequenzposition.
Der chemische Verschiebungsindex weist auf eirdielikale Sekundarstruktur von
NusACTD(339-495) hin. Die Helices sind als schwarze Balken unter dem Gesamtindex
dargestellt.

(s[B.0.4). 69 der bestimmten Kopplungskonstanten wiesen einend\z auf, der typischer-
weise fur Reste in helikaler Sekundarstruktur beobachtet wird. Fir 15 Reste wurde ein Wert der
Kopplungskonstante vor 8 Hz ermittelt, der charakteristisch fir RestednFaltblattstrangen

ist. Glycine wurden in der Auswertung nicht berticksichtigt. In AbB. 3.7 sind die Reste mit Kopp-
lungskonstanter: 6 Hz beziehungsweise 8 Hz weiteren sekundarstrukturspezifischen Daten
gegenubergestellt. In die Strukturberechnung konnten 67 skalare Kopplungen in Form von Die-
derwinkelbeschrankungen einbezogen werden (s. C[.3.1.2 und C.3.2.2).

3.1.3.4. Zusammenfassung der sekundarstrukturspezifischen Dite¥bbildung[3.7 sind
die aus dem chemischen Verschiebungsindex| (s. 31.3.1) und den ska{HH>)—
Kopplungen (s[ 3.1.3|3) vorhergesagten Sekundarstrukturen zusammen mit langsam austau-
schenden Amidprotonen (s. 3.1]3.2) in Abhéngigkeit von der Sequenzposition dargestellt. So-
wohl der chemische Verschiebungsindex als auch die Kopplungskonstanten deuten auf eine tber-
wiegend helikale Sekundarstruktur von NusACTD(339-495) hin. Die Sekundarstruktur stimmt
zudem mit den aus Sequenzanalysen vermuteten HhH—Motiven mit Haarnadelschleifen um
D364-1365-D366, G397-L398-D399, G439-V440-D441 und G472-L473-T474 Gberein.

Langsam austauschende Amidprotonen tragen keine direkte Information tiber die Sekundarstruk-
tur, sie liefern jedoch Hinweise auf Amidprotonen in Wasserstoffbriicken oder im hydrophoben
Kern des Proteins. In NusACTD(339-495) sind langsam austauschende Amidprotonen inner-
halb und aufRerhalb regularer Sekundarstrukturelemente zu beobachten, so dal’ zusatzlich von
einer intakten Tertiarstruktur ausgegangen werden kann.
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Abbildung 3.7: NusACTD(339-495) besitzt eine Uberwiegend helikale Sekundarstruk-
tur.

In der Abbildung sind die aus skalar&i{(H"H~)—Kopplungen (3J(HNHA)) und dem che-
mischen Verschiebungsindex (CSI) vorhergesagten Sekundarstrukturen zusammen mit
langsam austauschenden Amidprotonen (H-Briicken) in Abhangigkeit von der Sequenz
dargestellt. Langsam austauschende Amidprotonen liefern dabei keine direkte Informa-
tion Uber die Art der Sekundarstruktur, sondern weisen auf Amidprotonen in Wasser-
stoffbriicken oder im wasserunzugéanglichen hydrophoben Kern des Proteins hin. Insge-
samt bestétigt die helikale Sekundarstruktur die vermuteten HhH-Motive [(Abb. 3.1), de-
ren typisches GhG-Motiv der Haarnadelschleife jeweils durch Striche tber der Sequenz
gekennzeichnet ist. (H: Helix; E: gestreckte Konformation; *: langsam austauschendes
Amidproton)
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3.1.4. Flexible Bereiche und Domaéanengrenzen aus®°N-Relaxationsdaten.!>N—
Relaxationsdaten enthalten Information ber die Beweglichkeit der*NMektoren im Pro-
teinrtickgrat. In globularen und relativ starren Proteinen setzt sich die Bewegung jed&s-N—-H
Vektors aus der Reorientierung des Proteins in Losung aufgrund der Brown’schen Molekularbe-
wegung und der internen Mobilitat des Rickgrats an dieser Stelle zusammen.

Dabei liefern relativ niedrigef et N O E—Werte Hinweise auf Bereiche mit erheblicher interner
Dynamik, zum Beispiel unstrukturierte Schleifen— oder Linkerregionen. Typischerweise betrach-
tet man Reste mitl et NO E-Werten< 0.65 bei einem Feld von 600 MHz als flexibel (Pawley

et all, [2001). Aus den Relaxationsraten lassen sich dagegen in Regionen mit vernachlassigba-
rer interner Dynamik Ruckschlisse auf das Reorientierungsverhalten des Molekils in Losung
ziehen.

Die fir ’N—NusACTD(339-495) bei 600 MHz aufgenommeriéN—Relaxationsdaten (Pro-

be 1; s[ 2.4.2) sind in Abbildurig 3.8 zu sehen und im Anhang abgedrugkt (s| B.0.7). Eine erste
qualitative Analyse (Tah. 3.1) zeigt drei grol3ere Bereiche mit unterdurchschnittlichen Werten
desHetNOE, am Amino—Terminus fur die Reste M339-A352, am Carboxy—Terminus fur die
Reste F491-A495 und ungefahr in der Mitte der Sequenz fur Aminoséauren 1417-P430. Die da-
zwischenliegenden Regionen NusA(353—-416) und NusA(431-490) weisen dagegen mit Werten
furdenHet NOFE von0.72 £+ 0.06 und0.70 + 0.07 nicht auf eine ausgepragte interne Dynamik

hin.

Fur diese beiden relativ starren Bereiche sind jedoch signifikante Unterschiede der durchschnitt-
lichen R,—Werte zu verzeichnen (T.1). Da %&Verhéltnis fur starre Reste von der Rota-
tionskorrelationszeit, abhéngt, deuten diese Unterschiede direkt auf unterschiedliche Zeitkon-
stanten der Reorientierung fir diese Bereiche hin (&iegl) [1989).

Die Daten sprechen daher flir eine Struktur aus zwei Domanen, NusA(353-416) und NusA(431—
490), die Uber einen flexiblen Linker miteinander verbunden sind. Zudem stimmen die auf diese
Weise ermittelten Domanengrenzen ungefahr mit den beiden homologen Sequenzabschnitten
NusA(364—414) und NusA(439-489) (Abb.3.1) uiberein.

Eine ausfuhrlichere Analyse der Relaxationsdaten erfordert jedoch die hochaufgelésten Struk-
turen der beiden Doméanen, sowie Daten bei einem weiteren Feld und wurdg unier 3.2.4 vorge-
nommen.
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Abbildung 3.8: Relaxationsdaten von NusACTD(339-495) bei 600 MHz (Probe 1).
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zu Abbildung B.8: Relaxationsdaten von NusACTD(339-495) bei 600 MHz (Probe 1).
Die Abbildung zeigt die transversalen und longitudinalen Relaxationsratend 12, so-

wie denHet NOE. Reste mit negativen Werten d&st /N O E am Amino— und Carboxy—
Terminus (T340, V341, D493, A495) sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht dar-
gestellt. Die gestrichelte Linie entspricht einéfat N O E—\Wert von0.65.

NusA 340-352  353-416  417-430  431-490  491-495
(HetNOE) 0.21+0.36 0.72+0.06 0.31+0.20 0.70 +0.07 —0.10 £ 0.55
(Ry) (s7Y) 13.6 £ 1.9 9.9+ 1.5
(Ry) (s7Y) 1.3+0.1 1.6+£0.9

Tabelle 3.1: Qualitative Auswertung der Relaxationsdaten von NusACTD(339-495) bei
600 MHz (Probe 1).

Auf Grundlage der Relaxationsdaten laf3t sich NusACTD(339-495) in funf Bereiche un-
terteilen. Die Amino— und Carboxy—Termini sowie NusA(417-430) weisen unterdurch-
schnittlich niedrige Werte def et NOFE auf, die auf erhebliche interne Dynamik des
Ruckgrats hindeuten. Dagegen ist fur die dazwischenliegenden Bereiche NusA(353-416)
und NusA(431-490) keine wesentliche interne Beweglichkeit auf der Pikosekunden—
Zeitskala zu erwarten. Die unterschiedlichen Durchschnittswerte der Relaxationsraten
fur NusA(353-416) und NusA(431-490) weisen jedoch auf ein unterschiedliches Re-
orientierungsverhalten der beiden Bereiche hin. Es ist daher davon auszugehen, daf3
NusACTD(339-495) aus zwei Domanen besteht, die durch einen mobilen Linkerbereich
voneinander getrennt sind. Die Doménengrenzen stimmen dabei ndherungsweise mit den
in Abb.[3.1 dargestellten homologen Sequenzabschnitten tberein.
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3.1.5. Abstandsbeschrankungen aus NOESY-Experimenteibstandsbeschrankungen
kbnnen aus den Intensitaten der Kreuzresonanzen in NOESY-Spektren gewonnen werden
(s. ). In der Regel fiihren Protonen, die weniger als 5 A voneinander entfernt sind, zu
einem NOE—Kreuzsignal. Die in dieser Arbeit verwendeten NOESY—Experimente und die je-
weils beobachteten Korrelationen sind in Tab] 2.1 zusammengefaf3t. Samtliche Kreuzresonanzen
wurden manuell ausgelesen und quantifizier (s. P.2.3), wobei intraresiduale NOEs nur in Form
von mehrdeutigen Abstandsbeschrankungen (s.]2.3.1) fur die Strukturberechnung berucksichtigt
wurden.

Zunachst wurden die Sekundérstrukturdaten %@ H*)— Kopplungen und CSI ($. 3.1.3.4)
tberprift und erganzt. Dazu wurden 3B 3C'H-NOESY-HSQC, 3DH,'N'H-NOESY-
HSQC sowie 3DXC,'>N'H-NOESY-HSQC Spektren systematisch in Bezug auf helixtypische
Kreuzsignale wie H(i) — H?(i+3), H(i) — HY(i+3) und H*(i) — HY(i+4) analysiert.

Um eine Vorstellung von der Anordnung der Helices im Raum zu erhalten, wurden anschlie-
Rend die NOESY-Spektren in den Bereichen der gut aufgeldsten Methylgruppen der Leucine,
Isoleucine und Valine, sowie der aromatischen Seitenketten nach eindeutigen NOEs durchsucht.
Aufgrund der Signaliiberlagerungen der Leucine im Methylgruppenbereichtlé6—-HSQC
(Abb.[3.4) wurde mit erheblichen Schwierigkeiten bei der Zuordnung der Resonanzen in den
3D-Experimenten 3DH,3C'H-NOESY-HSQC und 3D2C,'*C'H-HMQC-NOESY-HSQC
gerechnet. Durch die Aufnahme eines 4B3C '3 C'H-HMQC-NOESY-HSQC konnte die Zu-
ordnung zumindest teilweise erleichtert werden.

Am Beispiel der hochfeldverschobenéaMethylgruppe von 1417 soll der Vorteil des 4D—
'H3C, B C'H-HMQC-NOESY-HSQC illustriert werden (s. 8.9). Aus den 3D-Spektren kdnnen
zwar die 'H— und *C-Verschiebungen raumlich benachbarter Protonen beziehungsweise der
daran gebundenen Kohlenstoffe ermittelt werden. Es ist jedoch nicht direkt zu sehen, welches
Proton an welchen Kohlenstoff gebunden ist. Das 4D3C,'3C'H-HMQC-NOESY-HSQC
enthalt diese Information durch die zusatzlich-'3C—Korrelation. Zudem trennen sich Re-
sonanzen in Bereichen mit Signalliberlagerungen in 3D—Spektren unter Umstanden in der je-
weiligen 2D-Ebene des 4DH3C,'*C'H-HMQC-NOESY-HSQC auf, wie dies fiir das Kreuz-
signal 1417.H* — A413.H* beobachtet werden kann. Insbesonders schrénkt sich jedoch durch
die eindeutige Korrelation einer Proton— mit einer Kohlenstoffverschiebung die Zahl der mog-
lichen Wechselwirkungspartner ein. So erhalt man zum Beispiel fur'&la¥erschiebung von
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1.432 4 0.05 ppm 21 potentielle Wechselwirkungspartner, fur die Kombination mit'éér
Verschiebung von8.9 + 0.4 pm reduziert sich die Zahl der méglichen Wechselwirkungspartner
auf drei.

Eine weitere Analyse der Spektren zeigte, dal3 in den Bereichen NusA(339-350) ausschliel3-
lich intraresiduale NOEs auftraten und dal3 zwischen NusA(339-426) und NusA(426—-495) kei-
ne NOE—Kreuzresonanzen zu beobachten waren. Dies steht in Einklang mit der Dynamik auf
einer Pikosekunden—Zeitskala fir NusA(339-352) und der vermuteten Zwei—Doméanenstruktur
aufgrund der unterschiedlichen Rotationskorrelationszeiten fir NusA(353—417) und NusA(431—

490) (s[3TH).

In der nachfolgenden Auswertung und der Strukturberechnung wurde daher NusA(339-350)
nicht bertcksichtigt und NusACTD(339-495) bei der Aminoséaure mit dem geringsten Wert des
HetNOFE, G426, in zwei Regionen aufgeteilt. Insgesamt konnten fiir NusA(351-426) 883 und
fur NusA(426-495) 699 Abstandsbeschrankungen gefunden werden (s.|C.3.L.T und C.3.2.1).

Die geringere Zahl von Abstandsbeschrankungen in NusA(426—495) ist vermutlich auf die Ab-
wesenheit aromatischer Aminosauren im hydrophoben Kern des Fragments und die daraus resul-
tierende schlechtere Dispersion der Resonanzen zurtickzufiihren. Zwar konnten alle 42 Leucin—
Methylgruppen von NusACTD(339-495) zugeordnet werden, aber in den NOESY-Spektren sind
aufgrund der Frequenzdegeneration intra— und interresiduale Wechselwirkungen nicht zu unter-
scheiden. In neun (NusA(351-426)) beziehungsweise 24 (NusA(426—-495)) Fallen wurden diese
NOE-Signale in Form von mehrdeutigen Abstandsbeschrankunden (5. 2.3.1) in der Strukturbe-
rechnung eingesetzt.

In Abbildung[3.10 ist die Verteilung der Abstandsbeschréankungen auf die Klasgeentiell(z,

1+ 1), mittelreichweitig(i, i + 2 bis, i + 5) undlangreichweitig(z, > i+ 5) zu sehen, wobéifir

die Sequenzposition der Aminosaure steht. Die mehrdeutigen Abstandsbeschrankungen wurden
in der Auftragung nicht bericksichtigt.

Fur die Proline konnte anhand der typischet(#i Pro—H (i + 1) NOE-Signalen die trans—
Konformation angenommen werden (W(thtich, 1986, Abschnitt 7.3).
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Abbildung 3.9: NOESY-Spektren von NusACTD(339-495) im Vergleich.

Gezeigt sind Ausschnitte aus den 2D—-Ebenen desKB€,*C'H-HMQC-NOESY-

HSQC (links), des 3DEC,'3*C'H-HMQC-NOESY-HSQC (rechts) und des 3D-
'H,3C!'H-NOESY-HSQC (unten) fur dies—Methylgruppe von 1417 '@/'3C:

0.306 ppm/13.4 ppm). Die Kreuzsignale sind jeweils mit der Sequenzposition und dem
Atomnamen des Protons gekennzeichnet (ltb#; hg*: v—, hd*: )—Methylgruppen der
Alanine, Leucine, Isoleucine). Im 4D—Spektrum sind die Kreuzresonanzen von 1417.hd1*
mit A413.hb*, L414.hd2* und 1417.hg2* sowie der unbeschriftete Diagonalpe&ldn
Dimension gefaltet, die Resonanzen erscheinen daher um ganzzahlige Vielfache des
spektralen Fensters (35 ppm) verschoben. Das schwache unbeschriftete Signal bei circa
1.4 ppm/22.0 ppm*H/3C) stammt aus einer anderen Ebene des 4D-Spektrums. (MeR-
bedingungen/Aufnahmeparametef:s. 2.2.1)
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Abbildung 3.10: Abstandsbeschrankungen in NusACTD(339-495).

Die Abstandsbeschrankungen fir NusA(351-426) (oben) und NusA(426—495) (un-
ten) sind getrennt aufgetragen, da zwischen den beiden Bereichen keine NOE-
Kreuzresonanzen beobachtet werden konnten. Insgesamt konnten fir NusA(351-426) 883
und fur NusA(426—-495) 699 Abstandsbeschrankungen erhalten werden. Die Einteilung
der Abstandsbeschrankungen erfolgte in die Klassguentiel{weil3), mittelreichweitig

(grau) undangreichweitig(schwarz).



3.1.6. Globale Beschrankungen aus dipolaren Restkopplungemie Messung der skala-
ren Kopplungen sowie der Gesamtkopplungen zwischen Amidstickstoffen und —protonen ermég-
lichte die Bestimmung von 120 dipolaren RestkopplungBriH"N) fir NusACTD(339-495)
(s.[2.2.6). Die Werte der skalaren Kopplungen, der Gesamtkopplungen und der dipolaren Rest-
kopplungen sind im Anhang (s. B.0.5) abgedruckt.

In der Strukturberechnung selbst werden Kopplungen von AminosaureHatiWOFE < 0.65

nicht beriicksichtigt, da sie niedrigen Werten des Ordnungsparantei@s (1), S.[38) ent-
sprechen und demnach zu einer Reduktion der dipolaren Restkopplungen fihrene(Glgre
1998). Insgesamt konnten somit 69 globale Beschrankungen aus dipolaren Restkopplungen fur
die Strukturberechnung gewonnen werdef (s. C3.1.4und G.3.2.4).

Um dipolare Kopplungen in der Strukturberechnung einsetzen zu kénnen, missen die Axial- so-
wie Radialkomponente des Orientierungstensors bekannt sein. Ohne Strukturinformation lassen
sich erste Schatzwerte aus Histogrammen gewinnen, in denen die Haufigkeit, mit der bestimmte
Kopplungen gemessen werden, aufgetragen ist (Abb] 3.11) (Elak 1998). Wegen der ver-
muteten Zwei—Domanenstruktur von NusACTD(339-495) wurden getrennte Histogramme fur
die Kopplungen von NusA(339-426) und NusA(426—-495) erstellt. Die stark unterschiedlichen
Extremwerte der beiden Verteilungen weisen dabei auf eine erhebliche Dynamik zwischen den
beiden Domanen hin (Braddoek al), 2001, 200R). Aufgrund der unglnstigen Verteilung der
Kopplungen wurden die Extremwerte nicht aus den Histogrammen extrapoliert, sondern direkt
aus den Extremwerten der beobachteten Kopplungen bestimmt. Mit Wertéf wat—12.4 Hz

fur NusA(339-426) und 1.0 Hz/—8.3 Hz fur NusA(426-495) konnten die Axial- und Radial-
komponenten zw, = 9.5 Hz und R = 0.2 fur NusA(339-426) beziehungweide, = 5.5 Hz

und R = 0.3 fur NusA(426—-495) abgeschatzt werderj (s. 2.2.6.3).

Wegen der relativ geringen Anzahl der vorhandenen Kopplungen und der parallelen Orientierung
der N—H"—Vektoren in helikalen Sekundarstrukturelementen ist die Annahme einer isotropen
Verteilung fiir NusA(339-426) und NusA(426-495) nur naherungsweise giiltig. Ublicherweise
werden die Werte fub, um 15%—-20% unterschatzt und damit der Wert firiiberschatzt (Clore

et all, [1998). Die genauen Werte fur die Orientierungstensoren wurden daher im Rahmen der
Strukturberechnung ermittelt (s. 3.1.7).

3.1.7. Berechnung der Tertiarstruktur. Die Berechnung der Tertidrstruktur von
NusACTD(339-495) erfolgte getrennt fir NusA(351-426) und NusA(426-495), da keine
NOE-Kreuzresonanzen zwischen den beiden Bereichen beobachtet wurden. NusA(339-350)
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Abbildung 3.11: Verteilung der dipolaren Kopplungen von NusA(339-426) (links) und
NusA(426—495) (rechts).

In den Histogrammen sind jeweils die Haufigkeiten der dipolaren Kopplungen in 2 Hz—
Intervallen aufgetragen. Die unterschiedlichen Extremwerte der Verteilungen (Pfeile)
weisen auf unterschiedliche Orientierungstensoren und damit auf eine erhebliche Dyna-
mik (Braddocket al}, 2001, 2002) zwischen NusA(339-426) und NusA(426—495) hin.

wurde aufgrund fehlender interresidualer Abstandsbeschrankungen und der aus Relaxations-
messungen bekannten Flexibilitat nicht fir die Strukturberechnung verwendet.

Die Molekulardynamik—Rechnungen wurden in drei Schritten mit unterschiedlichen Zielfunk-
tionen durchgefihrt ($. 2.3.1). Zunachst wurderStrukturen unter Berucksichtigung der Be-
schrankungen aus NOESY-Experimenten und skalaren Kopplungen mit einem dreistisfigen
mulated annealingProtokoll (SA 1) (s]2.3.2]2) berechnet. Aus den jeweilsStrukturen mit

den niedrigsten Werten der Zielfunktion wurden mogliche Wasserstoffbriicken ermittelt und in
Form zusatzlicher Abstandsbeschrankungen in die nachste Stufe der Strukturberechnung einbe-
zogen, sofern fur das jeweilige Amidproton in H/D—Austauschexperimenten ein verlangsamter
Austausch beobachtet werden konnte. Aus den wiederum mit dem SA |-Protokoll berechneten
90 Strukturen konnter25 akzeptiert und in einem letzten Schritt unter Zuhilfenahme der di-
polaren Kopplungen mit einem zweistufigeimulated annealingProtokoll (SA II) (s[2.3.2]3)
verfeinert werden. Dazu wurden zunéchst systematisch die Werte def unter 3.1.6 abgeschétzten
Axial- und Radialkomponente variiert und jeweils eine Molekulardynamiksimulation durchge-
fuhrt. Die niedrigsten Werte der Zielfunktion ergaben sich fiir Werte der Axial- beziehungsweise
Radialkomponenten voP, = 10.25 £+ 0.25 Hz und R = 0.3 4 0.05 fur NusA(351-426) sowie

D, =6.254+0.25Hz, R = 0.2 4+ 0.05 fur NusA(426-495).

Von den im letzten Schritt berechnet@n Strukturen fir NusA(351-426) und NusA(426—495)
wurden jeweilsl9 akzeptiert und mit Procheck 3.5/4 (Laskowskal), 1993; Morriset al},[1992)
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Abbildung 3.12: Strukturenscharen von NusA(351-426) und NusA(426-495).

Die Abbildung zeigt die Uberlagerung von jeweils 19 berechneten Strukturen mit den
niedrigsten Werten der Zielfunktion. Die Strukturen von NusA(351-426) und NusA(426—
495) wurden aufgrund fehlender NOE—Kreuzresonanzen zwischen den beiden Bereichen
getrennt berechnet. NusA(351-426) und NusA(426—-495) sind eigenstandige Faltungs-
einheiten und besitzen keine definierte Orientierung zueinander. Die relativ starren Be-
reiche (blau) sind durch eine flexible Linkerregion (rot) getrennt. Flexible Bereiche am
Amino— und Carboxy—Terminus sind in gelb gezeigt. Fir die Berechnung der Uberlage-
rung wurden die schweren Rickgratatome der relativ starren Bereiche NusA(353-416)
und NusA(431-490) verwendet. Die Abbildung wurde mit Molmol erstellt (Koeaail,

1996).

und XPLOR-NIH 1.2.1/(Schwieteet all, [2003) analysiert. Die resultierenden Strukturenscha-
ren sind in Abbildung 3.2 dargestellt und zeigen mit RMSD—-Werten (RM&®:mean square
deviation fiir die schweren Riickgratatome (RMgpPvon 0.34 A (H353-T416) und).36 A
(A431-W490) eine gute Konvergenz.

92.1% der Reste von NusA(351-426) uhal 3% der Reste von NusA(426—495) weisen sterisch
bevorzugte Kombinationen vaf«/—Winkeln auf. Zudem wurden nur geringe Verletzungen der
experimentellen Randbedingungen bei gleichzeitig niedrigen Energien beobachtet. Insbesonders
unterstreicht die gute Erfullung der dipolaren Restkopplungen mit R)SEerten vor).44 A
(H353-T416) und).17 A (A431-490) zwischen den Durchschnitts—Strukturen mit und ohne
dipolare Kopplungen die Qualitat der Strukturen. Die im letzten Schritt eingesetzten experimen-
tellen Beschrankungen sind mit der Analyse in Tab. 3.2 zusammengefaft.

Insgesamt bestatigen die berechneten Strukturen, dal? die homologen Sequenzbereiche in
NusA(351-426) und NusA(426-495) selbstandige Faltungseinheiten (5. 3.2.1) bilden. Wegen
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NusA(351-426)  NusA(426-495)

Experimentelle Beschrankungen

Abstandsbeschrénkungen

gesamt 883 699
sequentiell 328 285
mittelreichweitig 278 191
langreichweitig 268 199
intraresidual / mehrdeutig 9 24
Diederwinkel 39 28
Dipolare Restkopplungen 37 32
Wasserstoffbricken 19 20

Molekulardynamiksimulation

Energien (kcal/mol)

Epor 23.1324 + 1.7314  17.4150 + 1.1643
Epond 1.0164 4 0.0879  0.8981 + 0.0962
Eangte 8.7168 + 0.8408  6.5624 = 0.6648
Eimpr 2.6457 & 0.2801  1.6269 = 0.2001
Epaw 5.2270 + 1.0387  2.8016 + 0.6186
Enor 4.0465 £ 0.5038  3.4700 =+ 0.5815
Eeain 0.0322 £ 0.0495  0.0752 = 0.0846
Esuni 1.4478 £ 0.4740  1.9808 =+ 0.4104

RMSDs idealer Abstande (A)

Bindungsléangen

Abstandsbeschrankungen
RMSDs idealer Winkel (Grad)

Bindungswinkel

Dihedrale Winkel

0.0007+ 0.0001
0.0054-+ 0.0004

0.1169+ 0.0065
0.0655+ 0.0303

RMSDs dipolarer Restkopplungen (Hz) 0.19%®.0327

0.0002: 0.0001
0.009%4 0.0008

0.152@: 0.0075
0.3179t 0.2822
0.2488t 0.0249
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NusA(351-426)  NusA(426-495)

Atomare RMSDs der Strukturenschar (A)

schwere Rickgratatome 0.34 (H353-T416) 0.36 (A431-W490)
schwere Atome 0.70 (H353-T416) 0.72 (A431-W490)
Ruckgratwinkel

Anteil der Restémit sterisch

gunstigeny—/)—Kombinationen 92.1% 95.3%
erlaubteny—)—Kombinationen 7.0% 4.4%

Tabelle 3.2: Zusammenfassung der Strukturberechnung von NusA(351-426) und
NusA(426—495).

Fur die Berechnung der RMSD-Werte und fur die Procheck—Analyse wurden jeweils die
19 akzeptierten Strukturen des letzten Molekulardynamikschrittes verwendet. Die Ener-
gieterme sind im Abschnitt 2.3.1 néher beschrieben.
1. ohne Beriicksichtigung von Glycinen und Prolinen

der unterschiedlichen Axialkomponenten der Orientierungstensoren und der dadurch implizier-
ten Domanendynamik mit einem Auslenkungswinkel von mindesteh@28ddocket al,[2002)
besitzen NusA(351-426) und NusA(426—-495) keine definierte Orientierung zueinander und stel-
len somit eigenstadndige Domanen dar.

Die Strukturenscharen von NusA(351-426) und NusA(426—495) sind in der PDB unter den Ken-
nungen 1WCL beziehungsweise 1WCN hinterlegt.
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3.2. Struktur und Dynamik von NusACTD(339-495)

3.2.1. Tertiarstruktur. NusACTD(339-495) besteht aus zwei Doméanen, die Uber einen fle-
xiblen Linker miteinander verbunden sind. Als Domanengrenzen wurden anhand von Relaxati-
onsdaten HetNOE > 0.65; s.[3.1.4) die Reste H353 und T416 beziehungsweise A431 und
WA490 festgelegt. NusA(353—-416) und NusA(431-490) entsprechen ungefahr den bekannten se-
quenzhomologen Bereichen innerhalb der stark sauren NusACTD(339—-495) (Abb. 3.1) und wer-
den im folgenden mit den in der Literatur gebrauchlichen Narnen (&tati), (1999) AR1 und
AR2 (AR: acidic repea) bezeichnet. Jede Doméne enthélt funf Helices, wobei jeweils die ersten
und letzten beiden Helices ein HhH—Motiv ausbilden. HhH—Motive bestehen aus zwei antiparal-
lelena—Helices, die Uber eine Haarnadelschleife verbunden isind (Dogieaty|1996).

Die dreidimensionale Struktur der beiden Doméanen ist in Abb.| 3.13 dargestellt. Das aminoter-
minale HhH-Motiv von AR1, HhH1, wird von den Helices hl (H353-Y362) und h2 (E367—
E376) gebildet und wechselwirkt mit dem carboxyterminalen HhH—Motiv HhH2, das Helices
h4 (M389-394) und h5 (E400-T416) umfalit. Die Packung der HhH-Motive in AR2, HhH1’
und HhH2', erfolgt analog. HhH1’ enthalt Helices hl' (D432-L435) und h2' (R442-A449),
HhH2’ Helices h4’ (1464—-A468) und h5’ (D475-C489). Der hydrophobe Kern jeder Domane
wird durch eine weitere Helix h3 (L381-Y386) beziehungsweise h3’ (L456—A460) erganzt. Ei-
ne Anordnung von zwei HhH-Motiven, die tber eine sogenannte Verbindungs—Helix verknipft
sind, ist typisch fur eine (HhH}-Faltung |(Shao und Grishin, 2000).

3.2.2. Vergleich von AR1 und AR2.AR1 und AR2 weisen eine Sequenzhomologie bezie-
hungsweise —identitat von 29.0% und 27.5% auf. Strukturell spiegelt sich die ahnliche Sequenz
in der gemeinsamen (Hh)Faltung und in einem RMSpvon 1.9 A zwischen den Durch-
schnittsstrukturen von AR1 und AR2 wider. Dabei korreliert die starkere Sequenzhomologie im
Bereich der Helices h2—h5/h2'—h5’ mit einer groReren strukturellen Ahnlichkeit der Strukturen,
die sich in der konservierten Lage und Orientierung der Helices h2—h5/h2’-h5 und einem gerin-
geren RMSID, von 1.6 fur die Durchschnittsstrukturen von NusA(367—416) und NusA(442-490)
manifestiert (Abl. 3.14). Dagegen sind die Helices h1/h1’ sowohl in der Sequenz als auch in der
Lange sowie der rdumlichen Anordnung in der Struktur unterschiedlich.

Da die Wechselwirkung von Proteinen mit Bindungspartnern im allgemeinen an deren Ober-
flache erfolgt, wurden die Oberflachen von NusACTD(339-495) in Bezug auf die Verteilung

89



NusA(353-416) NusA(417-430) NusA(431-490)
AR1 Linker AR2

Abbildung 3.13: Schematische Darstellung der Tertiarstruktur von NusACTD(339-495).

Gezeigt sind die starren Bereiche der beiden Doméanen von NusACTD(339-495), wobei
jeweils die Struktur mit dem niedrigsten Wert der Zielfunktionrilmbon-Darstellung zu
sehen ist. NusACTD(339-495) besteht aus zwei Doméanen, deren Kernbereiche AR1 und
AR2 die Reste H353-T416 beziehungsweise A431-W490 umfassen. Beide Domanen
beherbergen zwei HhH-Motive, die aus den Helices h1/h1’ und h2/h2’ beziehungsweise
h4/h4’ und h5/h5’ gebildet werden. Das aminoterminale und carboxyterminale HhH—
Motiv packen jeweils gegeneinander und bilden auf diese Weise zusammen mit der
Verbindungshelix h3/h3’ einen kompakten hydrophoben Kern. Eine derartige Anordnung
ist typisch fur eine (HhH)-Faltung. Die Abbildung wurde mit Molmol (Koradt all,

1996) erstellt.

hydrophober und polarer Reste sowie die Elektrostatik untersucht [AbR. 3.15). Beide Doma-
nen sind mit Nettoladungen von -11 und -9 stark sauer und weisen einen theoretischen isoelek-
trischen Punkt von ungefahr 4 auf. Die Berechnung des elektrostatischen Potentials zeigt eine
kontinuierlich negative Potentialoberflache fir beide Domanen. Dagegen ist die Verteilung der
hydrophoben und hydrophilen Reste fur beide Domanen unterschiedlich.
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Abbildung 3.14: Vergleich der sequenzhomologen Bereiche von AR1 und AR2.

(A) Die Anordnung der Helices von AR1 (h1-h5) und AR2 (h1'-h5’) im Raum ist durch
rote beziehungsweise blaue Zylinder symbolisiert und zeigt eine ahnliche Faltung. Dabei
sind bis auf die Helices h1 und h1’ sowohl die Lage als auch die Orientierung der Helices
konserviert. Unterschiede lassen sich in Bezug auf die Lange der Helices feststellen. Die
Uberlagerung wurde fiir die Schweratome des Riickgrats der Durchschnittsstrukturen von
1356—-A415 und A431-W490 mit Molmol berechnet und dargestellt (Koeadl, [1996).

(B) Aus dem Konsensus des Sequenzvergleichs (*': identisch; "’/’.: starke/schwache
Ahnlichkeit) von AR1 und AR2 ist zu sehen, daf die groReren strukturellen Unterschie-
de im Bereich der Helices h1/h1l’ mit einer geringeren Sequenzhomologie korrelieren.
Dagegen ist eine hohe Sequenzidentitat in der Region der Verbindungshelices sowie der
Haarnadelschleifen der carboxyterminalen HhH—Motive zu beobachten. Unterhalb der
Sequenz sind zusatzlich die Helices (H) und die Lage der HhH—Motive sowie der Verbin-
dungshelix (C) angeben. Das konservierte GhG—Motiv der Haarnadelschleife ist in blau
hervorgehoben. Der Sequenzvergleich wurde mit CLUSTALW 1.82 (Thometaih,

1994) berechnet.
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Abbildung 3.15: Oberflacheneigenschaften von AR1 und AR2.

Unter (A) und (B) sind Oberflachendarstellungen der energiedarmsten Strukturen von AR1
und AR2 in Bezug auf das elektrostatische Potential beziehungsweise die Verteilung po-
larer und hydrophober Reste abgebildet. Als Referenz sind unter (C) die jeweiligen Ori-
entierungen der Molekule inbbon-Darstellung zu sehen. AR1 und AR2 zeigen keine
Unterschiede des elektrostatischen Potentials (negativ: rot; positiv: blau; neutral: weil3).
Jedoch weisen beide Domanen unterschiedliche Verteilungen der hydrophilen (griin) und
polaren (blau) Reste auf.
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3.2.3. Oligomerzustand von NusACTD(339-495)Wegen der bekannten Neigung von
(HhH),—Faltungen Homodimere und —oligomere zu bildef (s. #.1.2) und des moglichen Einflus-
ses eines Monomer-Dimer—Gleichgewichts auf'dié-Relaxationsdaten (Schuet al., (1994)
wurde zunachst die Selbstdiffusion von NusACTD(339-495) in Abh&ngigkeit von der Konzen-
tration untersucht.

Mit den unter{ 2.4]1 beschriebenen Experimenten wurden die hydrodynamischen Radien von
NusACTD(339-495) relativ zu Dioxan bei NusACTD(339-495)—Konzentrationen vomuliA75

350 M und 7004M bestimmt (Tab[ 3]3). Die gemessenen hydrodynamischen Radien sind in
dem untersuchten Konzentrationsbereich nicht von der Konzentration abh&ngig und weisen einen
Wert von25.5 + 0.2 A auf.

Tabelle 3.3: Selbstdiffusion von NusACTD(339-495).

In der Tabelle sind die hydrodynamischen Radignvon c M) rg (R)
NusACTD(339-495) bei verschiedenen Konzentrationen 175 956 + 0.3
angegeben. Im Bereich van= 175 yM-700 M konnte ' '
keine Konzentrationsabhéngigkeit des hydrodynamischen 330  25.2+0.2
Radius festgestellt werden. Zusammen mit theoretischen 7qqg 25.6 4+ 0.2
Berechnungen weisen die Daten daher auf ein vorwiegend
monomeres NusACTD(339-495) in diesem Konzentrati-
onsbereich hin.

Fur gefaltete, kugelformige Proteine kann der hydrodynamische Radius tber die Anzahl der
AminosaurenV mit Hilfe der empirischen Formel

rg = (4.75 £ 1.11) NO29+002

abgeschatzt werden (Wilkiret al,[1999). NusACTD(339-495) besteht aus zwei ndherungswei-
se sphéarischen Doméanen, die Uber einen flexiblen Linker miteinander verbunden gind](s. 3.1.4
und[3.2.1) und besitzt zudem einen 17 Aminoséauren umfassenden mobilen Aminoterminus.
Der hydrodynamische Radius bei nicht—kugelférmigen Proteinen ist als Radius einer Kugel mit
demselben Translationsdiffusionskoeffizient definiert (Wilkatsal), [1999). Da die Kugel flr
eine gegebene Anzahl von Aminosauren den kleinstméglichen hydrodynamischen Radius auf-
weist, kann die Formel von Wilkinst al! (1999) lediglich eine untere Grenze fir den mittle-
ren Oligomerzustand von NusACTD(339-495) liefern. Die hydrodynamischen Radien fir ein
NusACTD(339-495)-Monomel = 159, —Dimer N = 318 sowie —TrimerN = 477 betragen
20.7 A, 25.3 Aund28.4 A und sprechen dafiir, daR der mittlere Oligomerzustand maximal einem
Dimer entspricht.
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Um den Einflul3 der Anisotropie eines Zwei—Domé&nen Proteins auf den hydrodynamischen Ra-
dius abschéatzen zu kénnen, wurde NusACTD(339-495) als zylinderformiges Dimer aus zwei ku-
gelférmigen Monomereinheiten NusA(353—-416) und NusA(431-490) modelliert. Mit den Glei-
chungen fir die Abhangigkeit des Rotations—Diffusionskoeffizienten des Diérgon dem
Rotations—Diffusionskoeffizienten des Monomér¥’ aus Schuret al| (1994) erhalt man fol-

genden Zusammenhang zwischen dem Radius des Dirfjeusd dem Radius des Monomers

M
T

Nach|Schurret al! (1994) qilt fur die Eigenwerte des axialsymmetrischen Diffusionstensors

(s.[2.4.2.f) des Dimer®? und D’

DY = DM /4.667

und
D = DY/2
so daR man mit Gleichunp](9) (S.|5B) zu

D D
zwzogl.pfw
g .

erhalt. Aus der Stokes—Einstein Beziehung flr die Rotationsdiffusion,
kgT
8mn(ry)?
mit der Viskositat der Loésung, der Temperatui’ und der Boltzmann—Konstantes ist zu
sehen, daR der Diffusionskoeffizieht,, indirekt proportional zu, ist (Korzhnevet al),[2001).
Damit 1aRt sich der hydrodynamische Radius des Dimers aus dem Radius des Monomers mit
rM = 15.9 Afir N = 64 Uber

D ]V[3DM M
Tg =Ty 521477"}[

Im Vergleich zu dem experimentellen Wert vop = 25.5 4+ 0.2 A ist der theoretisch ermit-

telte Wert um circa 10% geringer. Jedoch wurden fiir obige Uberlegungen die aminoterminalen
flexiblen Reste NusA(339-352) sowie die 14 Reste umfassende Linkerregion NusA(417-430)
nicht bertcksichtigt, so dal’ der Wert des theoretisch bestimmten hydrodynamischen Radius un-
terschéatzt sein durfte.

D

Diso =

zu 23.3 A abschatzen.
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Insgesamt kann ein geringer Anteil an Dimer oder hoheren Aggregaten in der Lésung nicht
ausgeschlossen werden. Ein reversibles Monomer—Oligomer—Gleichgewicht ist in dem unter-
suchten Konzentrationsbereich vord ¢ M-700 M aufgrund der fehlenden Konzentrationsab-
hangigkeit des hydrodynamischen Radius jedoch unwahrscheinlich. Die im folgenden beschrie-
benen Relaxationsmessungen| (s. 3.2.4) sollten daher nicht wesentlich durch Oligomerbildung
beeinflul3t sein. Zusatzlich liefern die theoretisch und experimentell bestimmten hydrodynami-
schen Radien eine Unter— beziehungsweise Obergrenze fir die Rotationskorrelationszeit von
NusACTD(339-495) bei” = 298 K. Mit der Viskositat von HO 7**®(H,0) = 89-10~° Pas und

kp = 1.38 - 10?® J/K erhalt man mit der Stokes—Einstein Beziehung und GleicHung (9) S. 53)
Teef = 11.5ns45 ns.

3.2.4. Dynamik  von  NusACTD(339-495) aus !’N-Relaxationsdaten.Fur
NusACTD(339-495) kann wegen der Doméanenstruktur von Bewegungen auf mindestens
drei Zeitskalen ausgegangen werden. Neben der Rotationskorrelationszeit, die die Bewe-
gung des Gesamtmolekuls in Losung beschreibt, erwartet man eine langsame Bewegung der
Domanen auf einer Nanosekunden—Zeitskala sowie Bewegungen einzelner Reste auf einer
Pikosekunden—Zeitskala. Die Charakterisierung eines Systems mit langsamen internen Bewe-
gungen grol3erer Regionen erfordert Relaxationsdaten bei mindestens zwei Feldern (Korzhnev
et all, [1997), so dalR zusatzliche Relaxationsexperimente mit einer zweiten Probe (Probe 2)
von ’N-NusACTD(339-495) bei 400 MHz und 600 MHz durchgefiihrt wurdep (s.]2.4.2). Die
Relaxationsdaten von Probe 2 sind in Abbild{ing B.16 dargestellt und im Anhang abgedruckt

(s.[B.0.7).

Die Auswertung det’N—Relaxationsdaten erfolgt in drei Schritten. Zunachst werden die Roh-
daten von Probe 2 analysiert und mit den bereits aufgenommenen Daten von Probe 1 verglichen
(s.[3240).

In einem zweiten Schritt werden Reste mit signifikanter interner Dynamik innerhalb der Do-
manen identifiziert (4. 3.2.4.2). Diese sind vor allem im Hinblick auf die Wechselwirkung von
NusACTD(339-495) mi\N und aCTD interessant, da Dynamik haufig eine wichtige Rolle in
Erkennungsprozessen spiélt (Atkinson und Kieffer, 2004).

Zuletzt werden die Doménenbewegungen naher charakterisiert. Bisher hat sich kein rigoroser
Standard—Ansatz fur die Beschreibung von Domanenbewegungen mit grol3erer Amplitude eta-
bliert, es gibt jedoch exemplarische Auswertungen fur Proteine mit internen langsamen Bewe-
gungen|/(Larssoat all,[2003; Orekhowet al,,[1999) und Mehrdomanen—Proteine (Yoshedal,

2003; Changet all, |2003; Babetret al), 2001;| Ulmeret al;, 2002;| Ghosest al,, 2001; Hwang
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et all, [2001; Bocharo\et al),[2004). Im folgenden werden mit der von Ulnmetral! (2002) und
Bocharovet al! (2004) eingesetzten Methodik aus d%fﬂ—Verhaltnissen die Diffusionstensoren

fur die beiden Domé&nen berechnet und mit Daten aus hydrodynamischen Modellen verglichen.
Dies erlaubt zum Beispiel die Bestimmung der mittleren Orientierung der Doméanen zueinan-
der (s[3.2.4]3). Dagegen kann mit der von Badteal! (2001) vorgeschlagenen Interpretation
des erweiterten modellfreien Ansatzes yon Cletral! (1990) unter anderem die Amplitude und
Zeitskala der Doméanenbewegung ermittelt werdeh (s. 3]2.4.4).

3.2.4.1. Analyse der RohdaterDie Auswertung der Rohdaten von Probe 2 erfolgte analog
zu Probe 1 (Talj. 3]1) und ist in Tabeflle]3.4 zu sehen. Ingesamt konnten fur 86 (400 MHz) be-
ziehungsweise 105 (600 MHz) Amidstickstoffe des Rickgrats jewgHs Ro— undHet NO E—
Daten aus den Spektren gewonnen werden. Die durchschnittlichen Fehler der Relaxationsdaten
von Probe 2 betrugen bei 400 MB23% flr R,, 1.72% fur R; und12.69% fur denHet NOFE,
sowie bei 600 MHZ.76% flr Ry, 0.93% fir R; und5.12% fir denHet NOE. Die hohen Fehler
desHet NOF sind auf die Insensitivitat de et NO E—Experiments zurtckzufuhren (Fischer
et al,[1998). Der Vergleich der durchschnittlich&—,R,— und H E'T N O E—-\Werte von Probe 1
(s.[3.1.4) R: 10.88 £ 0.15 57}, Ry: 1.44 £ 0.02 57!, Het NOE: 0.63 £ 0.03) und Probe 2 bei
600 MHz (R,: 11.61 £ 0.20 s, Ry: 1.44 & 0.01 s%, Het NOE: 0.62 & 0.03) zeigt bis auf
eine Variation vonRk, um circa 6% eine gute Reproduzierbarkeit der Daten. Die Schwierigkeiten
bei der akkuraten Bestimmung vdi,—Raten sind bekannt (Lee und Wand, 1999) und kdnn-
ten zum Beispiel auf off-Resonanz—Effekte zurtickzufiihren sein (Korzsiray 2000, 2001).
Ein Einflul der unterschiedlichen Konzentrationen (Prob&Q::M; Probe 2:500 ;M) ist da-
gegen unwahrscheinlich, da im Falle einer konzentrationsabhangigen Oligomerisierung hdohere
Ry—Werte fur die konzentriertere Probe erwartet werden wirden. Zudem sprechen die hydrody-
namischen Radien bei den in den Relaxationsexperimenten verwendeten Konzentrationen dafir,
dafl NusACTD(339-495) vorwiegend als Monomer vorliedt (s. B.2.3).

3.2.4.2. Reste mit interner Flexibilitatinterne Flexibilitat umfalt neben Mobilitat von Res-
ten auf einer Pikosekunden—Zeitskala mit grél3erer Amplitude auch Reste, die chemischen Aus-
tausch zeigen.

Ein eventuell vorhandener Austauschbeitrag lait sich mit Hilfe der RSDM-Methdde (s.]2.4.2.6)
aus den Rohdaten berechnéen (Farewal), [1995). Allerdings sind kleine Austauschbeitrage
wegen der Bestimmung aus den Differenzen &hnlicher GréRen[(GI. (7)] S. 52] GI. [8), S. 52)
stark fehlerbehaftet, weshalb erst Reste mit Austauschbeitidgen 1.5 s~ bei 400 MHz als
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340 360 380 400 420 440 460 480 500
Sequenzposition

Abbildung 3.16: Relaxationsdaten bei 400 MHz und 600 MHz (Probe 2).

Die Abbildung zeigt transversale und longitudinale Relaxationsr&ennd R; sowie
den HetNOE einer500 uM N—-NusACTD(339-495) Probe bei 400 MHz (rot) und

600 MHz (schwarz).
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NusA 340-352 353-416 (AR1) 417-430  431-490 (AR2) 491-495

600 MHz
(HetNOE) 0.14+£0.40  0.70 £0.06 0.30 £0.29 0.70 £0.05 —0.03 +£0.93
(Ry) (s71) 14.1 +2.2 10.4 4 1.8
(R)) (s7Y) 1.3+0.1 1.640.9

400 MHz
(HetNOE) —0.01 £0.53 0.61 £0.07 0.06 £0.38 0.61 £0.08 —0.17 4+ 0.89
(Ry) (s7) 11.9+1.6 9.0+1.1
(Ry) (s7) 2.14+0.2 2.540.2

Tabelle 3.4: Qualitative Auswertung der Relaxationsdaten von NusACTD(339-495) bei
600 MHz und 400 MHz (Probe 2).

In der Tabelle sind jeweils die durchschnittlich&a—, R;— und Het NOE-Werte so-
wie deren Standardabweichungen zusammengefalit. Die Ausschnitte aus NusACTD(339-
495) wurden wie in der Auswertung unfer 3]1.4 gewabhlt.

signifikant angenommen wurden. Insgesamt weisen 17 Aminosauren einen wesentlichen Aus-
tauschbeitrag auf (Tap. 3.5), die meisten davon liegen in Schleifenbereichen oder an Helixenden
(Abb.). Austauscheffekte an Helixenden konnen dabei auf HelikUbergange zuriick-
zufiihren sein (Maciejewslat al,[2000).

Reste mitHet NOFE < 0.65 bei 600 MHz am Amino— und Carboxyterminus sowie im Linker-
bereich weisen auf eine erhebliche Beweglichkeit auf einer Pikosekunden—Zeitskala hin. Auf-
grund dieser deutlichen Unterschiede dést NOFE erfolgte bereits die Bestimmung der Do-
manengrenzen (5. 3.2.4 und 3]2.1). Innerhalb der Doméanen zeigen nur neun Reste erniedrigte
HetNOE-Werte (Tab[ 3]5), so dafl} die Doméanen in guter Naherung als starre Einheiten be-
trachtet werden konnen. Mit Ausnahme von L467 und S379 sind die flexiblen Reste in den
Haarnadelschleifen der HhH—Motive zu finden (Abb. B.17).

Dynamikuntersuchungen an der humanen DNA Polymefafdaciejewskiet al), [2000) und

der a—Untereinheit deE.coli RNA Polymerase| (Jeoat all, [1997), die ein beziehungsweise
zwei HhH-Motive besitzen, konnten ebenfalls eine erhéhte Mobilitdt der Haarnadelschleifen
nachweisen. Die HhH-Motive beider Proteine sind an Protein—-DNA beziehungsweise Protein—
Protein—Wechselwirkungen beteiligt (Beneffal,, [2002; Maciejewsket al),[2000).

98



AR1 AR2
Reste mit Austauschbeitrag
Y362, L363, 1365, L373, G377, L437,E438, D441, V453, G463
Y386, M389, K390, E394, E396 E471, G479,
Reste mit Mobilitat auf Pikosekunden—Zeitskala
D364, S379, G397, L398, D399 L467,E471, G472, T474

Tabelle 3.5: Aminosaurereste in NusACTD(339-495) mit interner Flexibilitat.

Abbildung 3.17: Interne Flexibilitat von AR1 (links) und AR2 (rechts).

Die Abbildung zeigt die energiearmsten Strukturen der beiden Domanen von
NusACTD(339-495), wobei Reste mit Austauschbeitrag in rot sowie Reste mit einer
signifikanten Mobilitat auf einer Pikosekunden—Zeitskala in griin eingezeichnet sind. Fle-
xibilitdt auf den betrachteten Zeitskalen ist fast ausschlief3lich in den Schleifenregionen
der HhH-Motive zu beobachten, wahrend Reste in Sekundarstrukturelementen kaum in-
terne Dynamik zeigen.

3.2.4.3. Rotationsdiffusion der beiden Domaneie Reorientierung starrer Teilchen in L6-
sung laRt sich abhangig von der Form des Molekuls durch unterschiedliche Diffusionsmodelle

beschreiben (5. 2.4.2.7).

In Abb. @ sind die zur Berechnung der Diffusionstensoren verwenc%fte\v{erhaltnisse
(S.@) zusammen mit der Sekundarstruktur gegen die Sequenzposition aufgetragen. N—H
Vektoren in Helices sind im allgemeinen nahezu parallel ausgerichtet, so dal3 fir die Reste in-
nerhalb einer Helix ahnlich%—Verhaltnisse erwartet werden. In NusACTD(339-495) ist dies
fur langere Helices, vor allem h1, h2, h5 und h5’ zu beobachten. Die Unterschiede zwischen den
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Abbildung 3.18: %—Verhéltnisse von NusACTD(339-495).

Die Abbildung zeigt die fur die quantitative Auswertung der Rotationsdiffusion verwen-
detenﬁ—j—Verhaltnisse bei 400 MHz (rot) und 600 MHz (schwarz) in Abhangigkeit von
der Sequenzposition. Die Lage der Helices ist durch schwarze Umrandungen gekenn-
zeichnet. Aus den Unterschieden der durchschnittlicgfen/erhaltnisse in den langeren
Helices, zum Beispiel h2 und h5, kann auf eine anisotrope Reorientierung geschlossen
werden.

mittleren%—Verhéltnissen von Helices h1, h2 und h5 weisen auf eine anisotrope Reorientierung
der Domanen hin. the%—Verhéltnisse entsprechen dabei einem kleineren Winkel zur Achse
mit dem grof3ten Eigenwert des Diffusionstensors.

Die aus der Anpassung der Daten bei 400 MHz und 600 MHz fur NusA(353—-416) bezie-
hungsweise NusA(431-490) erhaltenen Diffusionsparametgr (s. 2.4.2.7) sind in Tab. 3.6 zu-
sammengestellt. Der Vergleich der Rotationskorrelationszeitgn der einzelnen Domaéanen

von 9.5-10.2 ns beziehungsweise0-7.6 ns mit der aus hydrodynamischen Daten und theo-
retischen Uberlegungen abgeschatzten Rotationskorrelationszeit des Gesamtpartikéls-von

15 ns (s[ 3.2.8) zeigt unmittelbar einen wesentlichen Einflul? der Doménenbewegung auf die Re-
laxationsdaten (Orekhaat al),[1999). Dabei ist es bei langsamen Bewegungen grof3erer Teile des
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400 MHz 600 MHz

NusA(339-416) NusA(431-495) NusA(339-416) NusA(431-495)

isotrop
7, (1079 s) 9.90 + 0.03 7.49 4+ 0.02 9.68 £+ 0.02 7.03 +£0.01
o 1.2-10% 4.4 - 102 3.5- 10 2.6-10°
X?% 3.5 - 10* 3.5 - 10¢ 4.8 - 10! 4.3-10!
axialsymmetrisch (Prolat)
D, (10"s™Y) 1.34+0.01 1.86 + 0.02 1.47 4+ 0.01 1.95+0.01
Dy (10"s™Y)  2.40+0.03 2.90 £ 0.04 2.33+0.01 3.07£0.02
¢ 1.79 +£0.03 1.56 +£0.04 1.59 +£0.01 1.574+0.02
Tee (1079S)  9.83 £0.09 7.55 £0.09 9.50 £ 0.04 7.17£0.05
szp 2.5-10° 2.0 - 102 9.2 - 102 1.6-103
X?% 3.3 - 10* 3.0 - 10* 4.3 - 10 3.9 - 10!
axialsymmetrisch (Oblat)
D, (10"s7Y) 1.93+0.01 2.53 +0.03 2.0 4 0.01 2.59 + 0.01
Dy (10" s7')  1.05£0.02 1.76 +£0.03 1.240.01 2.0240.02
¢ 0.54 +0.01 0.69 + 0.02 0.58 £ 0.01 0.78 +0.01
Tee (10778)  10.18 £ 0.08 7.29 £0.09 9.69 + 0.05 6.94 +£0.04
ngp 2.5-10° 3.2-10° 1.2-103 2.3-10%
X?% 3.3 - 10 3.1-10* 4.1-10* 3.9 - 10!
anisotrop
Dy (107571 1.1340.02 1.61 +£0.03 1.274+0.01 1.75 4+ 0.02
Dy, (10" s™Y) 1.61£0.02 2.07 £ 0.04 1.69 +£0.01 2.134+0.02
D,, (107s7!) 2.234+0.03 3.03 £0.05 2.25+£0.01 3.20 £0.02
¢ 1.62 +0.04 1.65 £+ 0.06 1.52 +0.02 1.65 4+ 0.03
i 0.85£0.07 0.57 £+ 0.08 0.82 £+ 0.05 0.45 4+ 0.04
Teet (10798)  10.06 4+ 0.14 7.45+0.13 9.58 £0.08 7.07 £ 0.06
ngp 1.1-10? 1.6 -10? 6.4 - 10? 1.4-103
X2y 2.9 - 10! 2.7 10! 4.0 - 10! 3.6 10!

Tabelle 3.6: Parameter der Rotationsdiffusion fir NusACTD(339-495).
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Molekiils prinzipiell nicht mdglich bei einem Feld die Diffusionsparameter des Gesamtpartikels
zu ermitteln|(Korzhneet al, [1997). Die skalierten Diffusionsparameter erlauben dennoch Aus-
sagen uber das Zwei-Domanensystem. So bestatigen die unterschiedlichen Diffusionstensoren
fur die beiden Domanen das bereits aus dipolaren Kopplungen abgeleitete Modell von zwei sich
unkorreliert bewegenden Doménen, die tber einen flexiblen Linker verbunden €ind (s. 3.1.7).
Durch den Vergleich mit Diffusionsparametern aus hydrodynamischen Modgllen (R.4.2.9), die
fur die Kernbereiche der Doméanen, NusA(353—-416) und NusA(431-490), berechnet wurden,
|aR3t sich zeigen, daf noch eine Kopplung zwischen den Doméanen besteht. Insbesonders sind die
daraus bestimmten Anisotropien vor? beziehungsweiseé.1 kleiner als die experimentell be-
stimmten Anisotropien voi.5—1.7. Der Einflul3 der flexiblen Amino— und Carboxy—Termini auf

die Anisotropie der isolierten Domanen wurde dabei vernachlassigt. Die graphische Darstellung
der Diffusionstensoren (Abp. 3.[19) veranschaulicht die Anisotropie und zeigt, daAtibsen

der Tensoren ungefahr mit der Verbindungsachse eines gestreckten NusACTD-Molekiils tber-
einstimmen, so daf3 von einer im Mittel elongierten Struktur von NusACTD in LOsung ausgegan-
gen werden kann. Die Kopplung der Doméanen beruht wahrscheinlich auf sterischen Beschran-
kungen durch die Linkerregion.

Anzumerken ist allerdings, daf3 die Kopplung der Gesamtbewegung mit der Domanenbewegung
ein Grund fur die schlechte Ubereinstimmung der Daten mit den unterschiedlichen Diffusions-
modellen sein konnte, die sich in hohen Werten der Zielfunkj(i@gg relativ zu den kritischen
Werten der jeweils passendgfi-Verteilung &uBert. Die tabellierten kritischen Wexts, ent-
sprechen dabei einem Vertrauensbereich von 95% fir die Hypothese, dal3 das Modell die Da-
ten adequat wiedergeben kann[(s. 2.4.2.8). Die Diffusionsmodelle kénnen im Fall eines Zwei—
Domanen Proteins ausschlief3lich die Grenzfélle des starren Zwei—-Doméanen Proteins oder der
isolierten Domé&nen exakt beschreiben. Fir alle zwischen den Grenzfallen liegenden, dynamisch
gekoppelterbeads on a stringsysteme|(Fushmaet al), [2004) stellen die verwendeten Glei-
chungen (GL.[(10), S. %3; GI_(IL1), 5.]54; GI. (12)[S] 54) gezwungenermalien eine Naherung
dar, so daf} auf eine Selektion des am besten passenden Modells (s} 2.4.2.8) verzichtet wurde.
Allerdings kénnen hohqup—Werte nicht nur durch den Naherungsfehler im Modell, sondern
zusatzlich auch durch unterschatzte Fehler der Mef3daten entstehen (s| 3.2.4.1). So erhoht zum
Beispiel eine anisotrope Verteilung der Bindungsvektoren, wie sie in helikalen Proteinen auftritt,
die Unsicherheit der Diffusionstensorbestimmung (Pavelegl), [2002). Zudem wurden in der
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Abbildung 3.19: Diffusionstensoren von NusA(351-426) und NusA(426—495).

Die Abbildung zeigt die Diffusionstensoren, die fir die energiedrmsten Strukturen
von NusA(351-426) (links) und NusA(426—495) (rechts) aus den Relaxationsraten bei
400 MHz berechnet wurden. Das eingezeichnete Achsensystem entspricht dem Haupt-
achsensystem, wobei die Lange der Achsen proportional zu den jeweiligen Eigenwerten
ist. Die Anisotropie der beiden Diffusionstensoren ist deutlich zu sehen und ist vermutlich
auf die Kopplung der beiden Domanen Uber die Linkerregion zurtickzufiihren. Die Lage
derz—Achsen der Tensoren ist ungefahr kolinear zu der gedachten Verbindungsachse ei-
nes gestreckten NusACTD(339-495)—-Molekiils und weist auf eine im Mittel elongierte
NusACTD(339-495)-Struktur hin. In Ubereinstimmung mit (%HVerh'altnissen liegt

die lange carboxyterminale Helix h5 von NusA(351-426) in etwa parallel zur Hauptach-
se mit dem grof3ten Eigenwert. Der Doppelpfeil zeigt auf den Carboxy—Terminus von
NusA(351-426) beziehungsweise den Amino—Terminus von NusA(426—495).

Analyse die Ungenauigkeiten der Struktur vernachlassigt, die unter der Annahme einer Unsi-
cherheit vors° einer Erhbhung der Fehler der Raten um jewgilsentsprechen (Pawlest al,

2002).

3.2.4.4. Amplitude und Zeitskala der DomanenbeweguBm physikalisches Modell zur
Beschreibung der Dynamik von zwei tber einen Linker gekoppelten Doméanen wurde von Ba-
ber et al| (2001) vorgeschlagen. Langsame und schnelle Bewegungen werden darin relativ zu
dem Diffusionstensor einer dynamisch gemittelten Durchschnittsstruktur bestimmt, wobei die
langsame Bewegung der Domé&nenbewegung entspri¢ht (s. 2/4.2.10). Wegen der Anisotropie des
Gesamtpartikels wurde zudem eine axialsymmetrische globale Bewegung mit der Rotationskor-
relationszeit, ., der Anisotropie; sowie den Polarwinkelfi und¢ angenommen, die die Lage
der Symmetrieachse im Koordinatensystem des Molekiils beschreiben (s]2.4.2.7). Fir die Para-
metrisierung der internen Bewegungen wurde das erweiterte Lipari-Szabo—NModell¢Cadye
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1990) verwendet, in dem der Ordnungsparamgfemd die Zeitkonstante, die Doméanenbewe-
gung reprasentieren und der Ordnungsparantgtechnelle Bewegungen mit kleiner Amplitude
bericksichtigt (Cloret al,[1990; Babeet al},[2001) (s[ 2.4.2.10).

Die Abschatzung der globalen Parameter kann im Fall langsamer Domanenbewegungen nicht
getrennt von der Analyse der internen Bewegungen erfolgen, so dal3 die globalen Parameter
simultan mit den internen Parametern an die Relaxationsdaten bei zwei Feldern und die Struk-
turdaten angepaldt werden mussen. Die Optimierung der Parameter wurde dabei getrennt fur
NusA(353—-416) und NusA(431-490) durch Kombination ei@es—Searchmit einer anschlie-
3enden Powell-Minimierung durchgefihrt.

Die auf diese Weise ermittelten Parameter zeigten jedoch eine starke Abhangigkeit von der
Schrittweite dessrid—SearchAls Ursache fur dieses Verhalten konnten die geringen Unterschie-
de der Zielfunktion fiir verschiedene Parameterkombinationemy@nd, Ss undr, identifiziert
werden. Eine fehlende Konvergenz bei dieser Art von Analyse wurde bereits in den Studien von
Orekhovet al! (1999), Changet al| (2003) und Babeet all (2001) beschrieben. Das Problem
kann zum Beispiel durch zusatzliche Beschrankungen, wie die VorgabergigesVertes|(Ba-

beret al,[2001) oder temperaturabhdngige Messungen bei mehreren Feldern 6ChERP03
umgangen werden.

Unabhéangig von der Frage, ob ein geeignetes—Wert gefunden werden kann, und ob die An-
nahmen fir die von Cloret al| (1990) vorgeschlagene Leistungdichte tberhaupt erfillt sind,
zeigen die Untersuchungen von &nall (1997), dal3 eine Analyse von langsamen internen Be-
wegungen wegen des grof3en moglichen Losungsbereichs im Parameterraum fur fehlerbehafte-
te Daten hohe Anforderungen an die bendétigte Genauigkeit der Messungen stellt. Kritisch far
die akkurate Bestimmung der Bewegungsparameter sind vor allem pfazisé0 E—\Werte bei
niedrigen Feldstarken (Chaegal),[2003), die jedoch aufgrund der inherenten Insensitivitat des
entsprechenden Experiments (Renaeal), [2002) kaum zuganglich sind. Die Amplitude der
relativen Domanenbewegung wurde daher alternativ aus dipolaren Restkopplub@#hN)

bestimmt (s 3.2]5).

3.2.5. Amplitude der relativen Domanenbewegung aus dipolaren KopplungerDie
durch Phagen als Orientierungsmedium induzierte Ordnung der Makromolekiile relativ zum sta-
tischenB,—Feld kann sowohl durch Wechselwirkung mit den Phagen, als auch durch die Form
des Molekils bedingt sein (Hansenhal), [1998). Eine Interpretation der dipolaren Kopplungen
in einem dynamischen Modell ist jedoch nur sinnvoll, wenn die Dynamik nicht durch Wechsel-
wirkungen zwischen dem Molekil und dem Orientierungsmedium beeinfluf3t wird.
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Abbildung 3.20: Vergleich derg—j—Verhéltnisse und dipolareD (HY N)—Kopplungen.

In der Abbildung sind dlé;;—VerhaItnlsse starrer Reste bei 600 MHz gegen die in Pha-
genmedium bei 800 MHz erhaltenen dipolaren Restkopplungen fur AR1 (geflllte Kreise)
und AR2 (offene Kreise) aufgetragen. Die Korrelation zwischen Q%F}\/erhaltnlssen

und dipolaren Restkopplungen weist auf eine primar durch sterische Faktoren bedingte
Ordnung von NusACTD(339-495) im Phagenmedium hin.

Fur eine priméar durch sterische Einflisse bedingte Ausrichtung im Phagenmedium ist eine Kor-
relation desﬁ—f—Verhéltnisses und der dipolaren Kopplunddn(HVN) zu erwarten|(de Alba

et al},[1999). In Abbildung 3.20 sind die aus d€&tN-Relaxationsdaten von Probe 2[(s. 3.2.4)
ermittelten%—Verhéltnisse (.2) bei 600 MHz gegen die unter A 3.1.6 bestimmten
dipolaren KopplungenD(HVN) aufgetragen. Flexible Reste mifet VOE < 0.65 und Res-

te mit Austauschbeitrag (s. 3.2.4.2) wurden nicht beruicksichtigt. Die Korrelationskoeffizienten
zwischen der%—Verhaltnissen und den dipolaren Restkopplungerdv&fir NusA(353-416)
und0.63 fir NusA(431-490) zeigen, dal3 der Einflul3 von Wechselwirkungen zwischen den Pha-
gen und NusACTD(339-495) eine untergeordnete Rolle spielen durfte[(Abb. 3.20).
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Die unterschiedlichen Axialkomponenten der Orientierungstensoren (AR15 + 0.25 Hz;
AR2:6.25 + 0.25 Hz) von AR1 und AR2 bei gleichzeitig moderaten Radialkomponenten (AR1:
0.3+0.05; AR2:0.2+0.05) (s.[3.1.T) weisen auf eine isotrope Bewegung der Doméne hin (Tol-
manet al},[2001). Geht man naherungsweise von einem axialsymmetrischen Orientierungstensor
aus, entspricht die Skalierung der Axialkomponenten von AR1 relativ zu AR2 der Skalierung der
Ordnungsparameter in-RichtungA.. (Gl. (4), S[41).

Ein mogliches dynamisches Modell, das eine solche Skalierung der Ordnungsparameter be-
schreibt, ist dasvobble—in—a—conreModell (Lipari und Szalid, 1982; Fischet al), [1999), in

dem ein gegebener Bewegungsvektor frei in einem Kegel mit einem Halbwindi#undiert.

Der Ordnungsparametérder Diffusionsbewegung ist tiber

S = % cos? (1 + cosd)

gegeben. Mit einem Skalierungsfaktor v@?—%” = 1.64 wird der Ordnungsparametet, der

fur eine starre Anordnung der Doméanen einen Wert von eins annimmt, durch die Dynamik auf
S = 0.61 erniedrigt. Der Halbwinkel fur die relative Domanenbewegung betragt damit circa
[ =45°,

3.3. Charakterisierung der Komplexe von NusACTD mit AN und «CTD

NMR-Titrationsexperimente nutzen die Tatsache, daf} sich durch die Komplexbildung im all-
gemeinen die elektronische Umgebung der an der Bindung beteiligten Kerne &ndert. Die be-
troffenen Kerne konnen daher durch Anderungen ihrer chemischen Verschiebungen relativ zur
ungebunden Form identifiziert werden. In der Praxis wird haufig einer der Bindungspartner isoto-
penmarkiert vorgelegt und von der freien Form sowie nach Zugabe des unmarkierten Titranden
nach jedem Titrationsschritt ein HSQC-Spektrum aufgenommen. Auf diese Weise lassen sich
die sukzessiven Veranderungen der chemischen Verschiebungen bis zur Sattigung des Komple-
xes verfolgen. Der Magnetisierungstransfer tiber ddik- beziehungsweis€ C—Kern in einem
HSQC-Experiment fuhrt dazu, dal? feN— beziehungsweisé C—gebundene Protonen in dem
Spektrum zu sehen sind. Die Resonanzen des Titranden sind aufgrund der geringen naturlichen
Haufigkeit von'*C und!°N bei den verwendeten Konzentrationen nicht zu beobachten.

3.3.1. Wechselwirkung vonAN mit NusACTD. N-NusACTD(339-495) wurde mit un-
markiertem\N(1-53) titriert, bis in den nach jedem Titrationsschritt aufgenommehtN—
HSQC-Spektren keine Veranderungen der Signalhdhe oder Signalposition mehr zu beobachten

waren (sf 2.4.3]1).
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In Abbildung [3.2]1 ist der Verlauf der Titration fir ausgewahlte Titrationsschritte darge-
stellt. Fur ungefahr die Halfte der Amidprotonenresonanzen ist bereits bei eiN¢tr-53)—
NusACTD(339-495)-Verhaltnis von 0.4 eine Verbreiterung der Linien und/oder eine Veran-
derung der Signalposition im Spektrum festzustellen, so dal3 von einer Wechselwirkung zwi-
schen NusACTD(339-495) unaN(1-53) ausgegangen werden kann. Dabei sind vor allem
Aminosauren in AR1 von der Bindung betroffen. In weiteren Titrationsschritteh\N({1—53)—
NusACTD(339-495)—Verhaltnissen von 0.9 bis 3.8 zeigen jedoch auch Amidprotonenresonan-
zen von Resten in AR2 Verdnderungen der Lage oder Intensitat. Insgesamt kdonnen fir 98%
(AR1) beziehungsweise 70% (AR2) der auswertbaren Amidprotonenresonanzen der freien Form
signifikante Veranderungen [s. 2.4]3.1) wahrend der Titration in den Spektren festgestellt werden

(Tab[3.7).

Die Linienverbreiterung fuhrt fir die meisten Resonanzen ab eixig(h—53)-NusACTD(339—-
495)-Verhaltnis von 1.3 zu einem Signal unterhalb der Detektionsgrenze, so dald der Titrati-
onsverlauf fir diese Reste nicht verfolgt werden kann. Eine Verbreiterung der Linien oder ein
Verschwinderder Signale wahrend der Titration deutet darauf hin, dal3 sich die jeweils beob-
achteten Kerne im intermediaren AustauscH (s. 2.4.3.2) befinden. Ab einem 2.6—fachen Uber-
schul3 von\N(1-53) sind Signale in den Spektren zu detektieren, die sich weder dem frei-
en NusACTD(339-495) zuordnen lassen, noch wegen der Dispersion typisch fur Abbaufrag-
mente sind. Es kann daher davon ausgegangen werden, daf es sich dabei um die Resonan-
zen des\N(1-53)- NusACTD(339-495)-Komplexes handelt. Die Uberlagerung der Spektren
des freien NusACTD(339-495) sowie des wahrscheinlichi(il—53)-NusACTD(339-495)—
Komplexes sind in Abbildun§ 3.22 dargestellt. Eine Zuordnung der ResonanzekiNdés

53) - NusACTD(339-495)-Komplexes erfordert eine erneute Aufnahme und Auswertung von
Tripelresonanzexperimenten und wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht vorgenommen.

AN(1-53) scheint sowohl an AR1 als auch an AR2 zu binden, wobei die erst bei héheren Konzen-
trationen auftretenden Veranderungen in den Spektren auf eine schwachere Bindung hinweisen.
Eine weitere Eingrenzung der Kontaktflache ist nicht moglich, da im Fall von AR1 mehr als die
Halfte und im Fall von AR2 mehr als ein Drittel der Rickgratamidresonanzen von der Bindung
betroffen sind, und die an der Bindung beteiligten Reste von NusACTD(339-495) Uber die ge-
samte Oberflache von AR1 und AR2 verteilt sind. Dies bedeutet jedoch nicht unbedingt, dal3 es
sich um eine unspezifische Bindung vdN(1-53) an verschiedene Stellen auf NusACTD(339—
495) handelt. Veranderungen der elektronischen Umgebung der Kerne kénnen auch indirekt tiber
konformationelle Anderungen bei der Bindung des Liganden auftreten (Zuiderweg, 2002). Eine
quantitative Auswertung des Titrationsverlaufs it°N-HSQC—-Spektren ist fir Kerne, die sich
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Signale imH'N HSQC AN(1-53) aCTD(233-329)

AR1
gesamt 62 (2x Pro) 62 (2x Pro)
ausgewertet 42 46
verandert 41 (98%) 0 (0%)

Linker
gesamt 13 (1x Pro) 13 (1x Pro)
ausgewertet 3 5
verandert 2 0

AR2

gesamt 65 65
ausgewertet 37 49
verandert 26 (70%) 48 (98%)

Tabelle 3.7: Auswertung der Titrationsexperimente.

In der Tabelle sind die durch die Gegenwart voWN(1-53) beziehungsweise
aCTD(233-329) verursachten Veranderungen in d¢ltN-HSQC-Spektren vot*N—
NusACTD(339-495) zusammengefaldt. Dabei wurde jeweils untersucht, ob fir die Re-
sonanzen der Rickgratamide in den Bereichen NusA(353-416) (AR1), NusA(417-430)
(Linker) und NusA(431-495) (AR2) Anderungen in der Signalintensitat oder —lage fest-
gestellt werden konnten. Die Anzahl der durch die Bindung beeinfluten Resonanzen ist
der Zahl der tatsachlich auswertbaren und der theoretisch vorhandenen Signale gegen-
Ubergestellt. Fir AR1 und AR2 ist zusatzlich der Prozentsatz der veranderten Reste bezo-
gen auf die auswertbaren Resonanzen angegeben. Die Titrationen weisen darauf hin, daf3
AN(1-53) an AR1 und AR2 bindet, wahremdCTD(233-329) ausschliel3lich mit AR2
interagiert.

im intermediaren Austauschregime befinden, im allgemeinen nicht mégl[ch (s. P.4.3.2), interme-
diarer Austausch wird jedoch haufig fur Kerne in Systemen mit einer Gleichgewichtskonstante
der Dissoziation zwischer)~"—10-% M beobachtet (Wemmer und Williams, 1994).
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Abbildung 3.21: Verlauf der Titration vont® N—NusACTD(339-495) miAN(1-53).

Der Ausschnitt aus defH!>N-HSQC-Spektren von NusACTD(339-495) bei verschie-
denen AN(1-53)/NusACTD(339-495)-Verhaltnissen (schwarz: 0; rot: 0.4; grin: 1.3;
blau: 3.4) demonstriert exemplarisch den Einflul3 der Ligandenbindung auf die beiden
Domanen von NusACTD(339-495). Dabei zeigen die meisten Reste in AR1 (z.B. L392,
D399, L373, L384) bereits bei eineAN(1-53)/NusACTD(339-495)-Verhaltnis von 0.4
starke Veranderungen in der Signalintensitat oder —position, wahrend fur AR2 (z.B. L467,
D466, 1488) signifikante Anderungen erst bei htheren Verhaltnissen auftreten. Die blau
eingefarbten Resonanzen entsprechen dem Endpunkt der Titration und stellen wahr-
scheinlich Signale desN(1-53)-NusACTD(339-495)-Komplexes dar. (MelRbedingun-

gen/Aufnahmeparameters. 2]4.3)
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Abbildung 3.22: Wechselwirkung vod>N-NusACTD(339-495) miAN(1-53).

15N-NusACTD(339-495) wurde miN(1-53) titriert, bis keine Veranderungen mehr im
'HN-HSQC zu beobachten waren. Gezeigt sind'&#i& N-HSQC—-Spektren der End-
punkte der Titration, die dem freien NusACTD(339-495) (blau) und NusACTD(339-495)
in Gegenwart eines 3.4—fachen Uberschusses\{h-53) (rot) entsprechen. (MeRbedin-
gungen/Aufnahmeparameterf s. 2/4.3)
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3.3.2. Wechselwirkung vonaCTD mit NusACTD. N-NusACTD(339-495) wurde mit
unmarkiertemyCTD(233-329) titriert, bis in den nach jedem Titrationsschritt aufgenommenen
'HN-HSQC-Spektren keine Veranderungen der Signalhdhe oder Signalposition mehr zu be-
obachten waren (5. 2.4.8.1).

In den Spektren kann bereits bei einen€TD(233-329)/NusACTD(339-495)-Verhaltnis

von 0.5 fur ungeféhr ein Drittel der Amidprotonenresonanzen eine deutliche Abschwachung
der Signalintensitdt und/oder Verédnderungen der Resonanzlage relativ zur freien Form von
NusACTD(339-495) festgestellt werden. Die Analyse weiterer SpektrenaldiD(233—
329)/NusACTD(339-495)—-Verhaltnissen von 1.1 bis 2.5 zeigt, dal3 fir 98% der Reste in AR2
Veranderungen der Amidprotonenresonanzen auftreten, wahrend die Signale der Amidprotonen
von Resten in AR1 durch die Gegenwart ve@TD(233—-329) nicht beeinflul3t werden (Tab]3.7).

Ein Grof3teil der von der Bindung betroffenen Reste weist ab eine@TD(233—
329)/NusACTD(339-495)—\Verhaltnis von 1.1 bis zum Endpunkt der Titration eine starke Lini-
enverbreiterung auf und ist daher wahrend der Titration nicht zu beobachteleBakwinden

der Resonanzen deutet darauf hin, dal3 sich die jeweiligen Kerne im intermediaren Austauschre-
gime (s[2.4.3]2) befinden. Im Gegensatz zu der Titration'Vhrmarkiertem NusACTD(339—

495) mit AN(1-53) (s.[3.3]1) sind jedoch auch in den Spektren bei héhef@hD(233-
329)/NusACTD(339-495)-\Verhaltnissen nur wenige Resonanzen eines moghCR&(233—
329)-NusACTD(339-495)-Komplexes zu detektieren (Abb.|3.23). Der Endpunkt der Titration
konnte daher nur anhand einiger Amidprotonensignale von Resten in AR2 mit mafiger Linien-
verbreiterung abgeschéatzt werden. Dies spricht dafir, daf3 sich viele Kerne auch noch unter den
Konzentrationsverhaltnissen im Sattigungsbereich des Komplexes im intermediaren Austausch
befinden. Es ist aber nicht auszuschlie3en, dafld der Endpunkt der Titration nicht erreicht wurde
und somit die Konzentration degCTD(233—-329)-NusACTD(339-495)-Komplexes zu gering
war, um in den Spektren zu beobachtbaren Signalen zu fihren.

Ein weiteres Problem in diesem Zusammenhang stellt die bekannte Dimerisierungs—Neigung
der aCTD(233-329) dar| (Jeoet all, [1997). Die Gleichgewichtskonstante fiir das Dimeri-
sierungsgleichgewicht ist nicht bekannt. Das Dimerisierungsgleichgewicht wurde daher fur
die Berechnung derCTD(233-329)/NusACTD(339-495)—\Verhéltnisse nicht berlicksichtigt, so
dal3 die bestimmtenCTD(233-329)/NusACTD(339-495)-Verhéltnisse wahrscheinlich Uber-
schatzt sind. Die Bildung eines grofReren Komplexes aus mehreren AR2QIHA(233-329)—
Molekdlen ist dagegen unwahrscheinlich, da aufgrund der erhéhten Rotationskorrelationszeit
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Abbildung 3.23: Wechselwirkung vor®N-NusACTD(339-495) mit'CTD(233—-329).

15N-NusACTD(339-495) wurde mitCTD(233-329) titriert, bis keine Veranderungen
mehr im'H*N-HSQC zu beobachten waren. Gezeigt ist die UberlagerungHieN—
HSQC-Spektren von freiem NusACTD(339-495) (blau) und von NusACTD(339-495)
in Gegenwart eine8.1—fachen Uberschusses a€TD(233-329) (rot). (MeRbedingun-
gen/Aufnahmeparameters. 2]4.3)
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eines solchen Komplexes und der damit verbundenen Steigerung der transversalen Relaxations-
rate keine Signale mehr fur derCTD(233-329)/NusACTD(339-495)-Komplex im Spektrum
erwartet werden wirden.

Insgesamt sprechen die Daten fir eine BindungaGi D(233-329) an AR2. Eine weitere Ein-
grenzung der Kontaktflache ist nicht moglich, da fast alle Amidprotonenresonanzen von Resten
in AR2 Veranderungen im Spektrum in Gegenwart vdiT D(233—-329) zeigen. Dies bedeutet
nicht, daRaCTD(233-329) unspezifisch an unterschiedliche Stellen an AR2 bindet, da Ande-
rungen der elektronischen Umgebung eines Kerns sowohl direkt Giber den Kontakt mit Liganden
als auch indirekt tber konformationelle Umlagerungen bei Ligandenbindung hervorgerufen wer-
den kénnen. Wie bei der Titration mitN(1-53) (s[ 3.3]1) war eine quantitative Auswertung des
Titrationsverlaufs nicht moglich, da sich samtliche Kerne im intermedi&ren Austausch befanden.
Intermediarer Austausch wird jedoch haufig flir Kerne in Systemen mit einer Gleichgewichts-
konstante der Dissoziation zwisch&ir "—10-¢ M beobachtet (Wemmer und Williams, 1994).
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KAPITEL 4

Diskussion

Die RNA-Synthese in der Zelle wird durch RNAPs katalysiert und laf3t sich in die drei Phasen der
Initiation, Elongation und Termination einteilen. Wahrend bis etwa 2002 nur wenig strukturelle
Daten Uber die RNAP bekannt waren, die zudem hauptséchlich Daten zur Initiation lieferten,
konnten in den letzten Jahren durch die Strukturforschung insbesonders neue Erkenntnisse Uber
die Phase der Elongation gewonnen werden ($. 1.1).

Das Modellsystem aug.coli RNAP und NusA stellt zusammen mit dem Protein N aus dem
Phagen) ein Paradigma der Transkriptionselongation und —regulation dar, und ist damit ein
molekulargenetisch und biochemisch gut untersuchtes System (Greenblatt, 1972; Roberts, 1969;
Greenblattet al), [1980;/ van Gilst und von Hippel, 2000t.coli NusA ist Teil verschiedener
Elongationskomplexe, wobei es Uber seine carboxyterminale Domane mi€Cdé& sowie dem
Antiterminator—Proteil\N wechselwirkt (s 1.2]4).

In dieser Arbeit wurden an NusACTD(339-495) Struktur— und Dynamikuntersuchungen mit-
tels NMR—-Spektroskopie durchgefihrt und die Wechselwirkungen von NusACTD(339-495) mit
aCTD(233-329) und\N(1-53) charakterisiert. Auf der Grundlage der Ergebnisse soll im fol-
genden mit Hilfe biochemischer Daten sowie von Sequenz— und Strukturanalysen die Funktion
von NusACTD(339-495) in Termination und Antitermination diskutiert werden.

4.1. Analyse der Sequenz, Struktur und Funktion von NusACTD

NusACTD besteht aus zwei homologen Domanen, AR1 und AR2, die jeweils eine {HhH)
Faltung aufweisen ($. 3.2.1; Abb. 3]13). Charakteristisch fur die (kHF&itung sind jeweils

zwei gegeneinander gepackte HhH—Motive, die zusammen mit der Verbindungshelix zwischen
den Motiven einen kompakten hydrophoben Kern bilden.

4.1.1. Die modifizierten HhH—Motive von AR1 und AR2 unterscheiden sich struktu-
rell kaum von klassischen HhH-Motiven. Klassische HhH—Motive zeichnen sich zum einen
durch ein konserviertes GhG—Muster [(s.| 3.1) in der Haarnadelschleife aus, wobei das zweite
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HhH1' 432-DDLLNLEGVDRDLAFKLAAR-451
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Abbildung 4.1: Sekundar— und Tertiarstruktur in HhH-Motiven.

Die Abbildung zeigt stellvertretend fur ein HhH-Motiv die Struktur von HhH1’ (links)
sowie die Sequenzen der vier HhH—Motive von NusACTD im Vergleich zu dem 65%—
Konsensus aus der SMART-Datenbank (Scheltzall, [1998;  Letunicet al, [2004)
(rechts). Obwohl die vier HhH—Motive von NusACTD insbesonders im Bereich des
charakteristischen GhG—Musters (blau) auf Sequenzebene Unterschiede zu klassischen
HhH-Motiven aufweisen, sind die kanonische Sekundar— und Tertiarstruktur konserviert.
Die Tertiarstruktur wird dabei hauptsachlich durch die Wechselwirkung der Seitenketten
des hydrophoben Rests des GhG—Motivs mit je einer weiteren konservierten hydrophoben
Aminosaure (rot) in den amino— beziehungsweise carboxyterminalen Helices bestimmt.
Der hydrophobe Rest in der carboxyterminalen Helix unterliegt wegen des spitzen Win-
kels in HhH—Motiven vor25°-50° sterischen Beschrankungen und ist daher eine kleine
Aminosaure (Alanin oder Valin). Das zweite Glycin des GhG—Musters bildet typischer-
weise die aminoterminale Helixkappe der carboxyterminalen Helix. In NusACTD ist das
Glycin in samtlichen HhH—Motiven durch die in dieser Position der Helix haufiger vor-
kommenden Reste Aspartat oder Threonin ersetzt. Die Abkirzungen des Konsensus ste-
hen fir 'p":CDEHKNQRST, I':ILV, 'T:ACDEGHKNQRST, 'h":ACFGHIKLMRTVWY

und ’.:alle Aminosauren.

Glycin die aminoterminale Helixkappe der zweiten Helix bildet (Dohettgl),|1996). Zum an-
deren nehmen die antiparallelen Helices typischerweise einen spitzen Winkel 26f-50°
gegeneinander ein (Doherty al),[1996; Shao und Grishin, 2000).

Die vier HhH—Motive in NusACTD wurden als erstes von Aravigidal] (1999) vermutet und
wegen der Abweichung in der Sequenz gegentber klassischen HhH-Motiven als modifizierte
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HhH-Motive bezeichnet. So ist in allen vier HhH—Motiven das zweite Glycin des GhG-Musters
durch Aspartat oder Threonin ersetzt, im ersten HhH—Motiv beobachtet man zusatzlich eine Sub-
stitution des ersten Glycins durch Aspartat ( 4.1). In Ubereinstimmung mit der kanonischen
Sekundarstruktur von HhH—Motiven bilden Aspartat beziehungsweise Threonin jeweils die He-
lixkappe der carboxyterminalen Helix. Threonin und Aspartat treten dabei statistisch haufiger als
Glycin an der Position der Helixkappe auf (Kumar und Bansal, 1998).

Die Unterschiede in der Sequenz der Haarnadelschleife korrelieren mit den im Vergleich zu klas-
sischen HhH—Motiven grof3eren Helix—Winkeln vorf581° (HhH1: 61, HhH2: 56, HhH1"

51°, HhH2":58), da Glycin im Gegensatz zu Aspartat oder Threonin keine Seitenkette besitzt
und damit eine engere Haarnadelschleife erméglicht. Die Ausrichtung der Helices zueinander
erfolgt im wesentlichen tGber die hydrophobe Aminosaure des GhG—Motivs und jeweils eine
weitere hydrophobe Aminoséaure in den beiden Helices. Der hydrophobe Rest in der carboxy-
terminalen Helix unterliegt wegen der engen Haarnadelschleife sterischen Beschrankungen und
ist daher eine kleine Aminosaure (Alanin oder Valin) (Dohetyall (1996). Trotz der Abwei-
chungen der Winkel vom klassischen HhH—Motiv ist dieser Rest in allen HhH-Motiven von
NusACTD konserviert.

Insgesamt konnte mit der in dieser Arbeit bestimmten Losungsstruktur gezeigt werden, dal3 es
sich bei den modifizierten HhH—Motiven trotz der Unterschiede in der Sequenz um HhH-Motive
handelt, da weder in Bezug auf die Sekundéar— noch auf die Tertiarstruktur gréRere Abweichun-
gen der modifizierten HhH—Motive von klassischen HhH—Motiven zu beobachten sind.

4.1.2. AR1 und AR2 stellen Module fur Protein—Protein Wechselwirkungen dar.Zum
Vergleich mit bekannten Tertiarstrukturen wurde die PDB (Protein Data Bank; Desheaalde
(2005)) unter Verwendung der Durchschnittsstrukturen von AR1 und AR2 mit dem Programm
DALI (Holm und Sander, 1996) nach strukturell &hnlichen Proteinen durchsucht. Die zehn Tref-
fer mit der hochsten Zielfunktion sind in Tgb. .1 zusammengefa3t und kdnnen bis auf die Struk-
turen der DNA Polymerase | (1xwl) (Kiefet all,[1997), der Helikase RecG (1gmb) (Singleton
et al,|2001) und der DNA Polymerase(lbpy) (Sawayat al),|1997) dem (HhH)-Faltungstyp
zugeordnet werden (Shao und Grishin, 2000). Auf der Basis ihrer Wechselwirkungspartner und
Funktion lassen sich die meisten Treffer entweder in die Gruppe der DNA-bindenden Domanen
von Reparatur—, Rekombinations— und Replikationsenzymen oder Protein—bindenden Domanen
von Signalmolekilen einteilen.

Der ersten Gruppe gehoéren unter anderem die (EHHBY)méanen der Rekombinase RuvA (1hjp)
(Nishino et all, [1998), der Exonuclease UvrC (1kft) (Singhal), |[2002), einer Ligase (1dgs)
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AR1 AR2
PDB Z-\Wert RMSD WW-PartnerPDB Z-\Wert RMSD WW-Partner
1dgs-A 6.1 2.2 D 1dgs-A 5.6 2.2 D
1ngn-A 5.3 2.1 D Ingn-A 5.5 2.1 D
1b4f-A 4.9 2.8 P lgck-A 4.7 2.6 D
1bpy-A 4.6 2.2 D 1kw4-A 4.2 2.6 P
Ixwl 4.4 2.6 D lcok-A 4.1 2.7 P
lugv-A 4.3 2.5 P 1b4f-A 4.1 2.7 P
loxj-A 4.2 2.4 R 2abk 4.0 2.2 D
2abk 4.1 2.4 D 1mun 3.8 2.5 D
l1hjp 4.0 2.5 D 1kft-A 3.5 2.8 D
Imun 3.8 2.9 D 1gm5-A 3.5 2.6 D

Tabelle 4.1: PDB-Eintrage mit ahnlicher Tertiarstruktur.

Die Tabelle zeigt die zehn besten Treffer einer DALI-Suc¢he (Holm und Sander, 1996)
der PDB |(Deshpandet al), [200%) mit den Durchschnittsstrukturen von AR1 und AR2.
Angegeben sind jeweils der PDB-Eintrag, der Wert der Zielfunk#igomler RMSD der
C~—Atome und die Angabe bekannter oder vermuteter Wechselwirkungspartner (D:DNA,
R:RNA, P:Protein).

1b4f, EphB2 Rezeptor—Proteinkinase/SAM DoméarHemo sapienslbpy, DNA Poly-
merases/N—-terminale DomaneHomo sapienslcok, P73/C—terminale Domanklo-

mo sapiensldgs, LigaseThermus filiformis 1gm5, Helicase RecGhermotoga ma-
ritima; 1hjp, Rekombinase RuvAscherichia coli 1kft, Exonuclease ABC/C—terminale
Domane Escherichia coli 1kw4, Polyhomeotic/SAM Doman®&rosophila melanogas-

ter; Imun, Adenin—Glykosylase (UvrC)/Katalytische Domé&gscherichia coli 1ngn,
Methyl-Cpg bindendes Protein Mbd4/Thymin—Glykosylase—-Dom&mhes musculus
1loxj, RNA-bindendes Protein Smaug/SAM Domabegsophila melanogasterlqck,
Barrier—To—Autointegration FactoHomo sapiensluqv, Ste50 Protein/SAM Domane,
Saccharomyces cerevisjdexwl, DNA Polymerase IBacillus stearothermophily2abk,
Endonuklease llIEscherichia coli

(Leeet al},[2000) und mehrerer Glycosylasen (1ngn, 1mun, 2abk) €¥\al, [2003; Guaret al|,
1998; Thayeet al|,[1995) an. Die (HhH)}-Domanen einiger DNA-Glykosylasen zeigen neben
der Wechselwirkung mit DNA eine Glycosylase—Aktivitat (Shao und Grjshin, 2000).

Die zweite Gruppe umfal’t die SAM—-Doménen der EphB2 Rezeptortyrosinkinase (1bf4) (Smal-
la et al, [1999;| Thanoset al), [1999), des Ste50 Proteins (uqv) (Grimsheival), [2004), des
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Tumorsuppressor—Proteins p73 (1cok) (Ehall,[1999) und des Proteins Polyhomeotic (1kw4)
(Kim et al},[2002). SAM—Domanen treten in Proteinfamilien wie Rezeptortyrosinkinasen auf und
sind an der Signaltubertragung durch Oligomerisierung (&iral/,[2002; Kim und Bowig, 2003)
oder Interaktion mit anderen Protein—Modulen wie SH2—-Domé&nen (8tail)[1996) beteiligt.

Ausnahmen der obigen Gruppen stellen die DNA-bindenden Proteine BAF (BAF: Barrier—To—
Autointegration Factor) (1gck) (Cat al],[1998) und die RNA-bindende SAM-Domaéane aus dem
Protein SMAUG (1oxj)|(Greeet al,,[2003) dar.

Die DNA-Bindung an (HhHy)-Faltungen erfolgt im allgemeinen unspezifisch tber Wechsel-
wirkungen der Phosphate der DNA mit dem Proteinriickgrat im Bereich des charakteristischen
GhG—-Musters und positiv geladenen Seitenketten am aminoterminalen Ende der zweiten He-
lix des HhH-Motivs [(Aravindet all, [1999; Dohertyet all, [1996; Shao und GrisHin, 2000). In
Bezug auf die Protein—Bindung lassen sich keine allgemein giltigen Aussagen tber bevorzugte
Bindungsregionen treffen. So erfolgt die Wechselwirkung in der grof3en Gruppe der fir Protein—
Protein—Wechselwirkungen verantwortlichen SAM—Domanen auf verschiedene Art und Weise
(Kim und Bowie, 20083).

Sowohl die diverse Funktion als auch die heterogene Erkennung ist typisch fir Module, in de-
nen im allgemeinen lediglich die Ruckgratgeometrie, nicht jedoch die Oberflacheneigenschaften
konserviert sind. Auf diese Weise kdnnen Module als Interaktionsflache fir verschiedene Makro-
molekile dienen (Pickford und Campbeéll, 2004). Aufgrund der bekannten Wechselwirkung von
NusACTD mitaCTD undAN kann jedoch davon ausgegangen werden, dal3 beide Domé&nen von
NusACTD als Module fir Protein—Protein—Wechselwirkungen dienen. Eine DNA-Bindung ist
nicht auszuschliel3en, aber wegen des negativen elektrostatischen Potentials der beiden Domé&nen
(s.[3.2.2) unwahrscheinlich.

4.1.3. Homologe NusACTD-Sequenzen weisen auf mogliche Interaktionsflachen hin.
Strukturelle Studien konnten zeigen, dal? Reste in Proteinkontaktflachen starker konserviert
sind als durchschnittliche Reste einer Proteinsequenz (Teichmann, 2002). Um herauszufin-
den, welche Reste in NusACTD konserviert sind, wurden zun&chst homologe NusACTD-
Sequenzen Uber eine BLASTP2-Suche Bitoli NusA(353-495) auf dem WU-BLAST2—-
Server [http://dove.embl-heidelberg.de/Blast2) gegen die nicht-redundante
Datenbank SP—-NRDB ermittelt. Als homolog wurden dabei Sequenzen mit einem Erwartungs-
wert< 26 e~ 27 (E-valueAltschulet al/(1997)) betrachtet. AnschlieRend wurde fur die auf diese
Weise erhaltenen 35 Sequenzen mit Hilfe des Programms CLUSTALW1.82 (Thorapatin
1994) ein Sequenzvergleich durchgefiihrt. Aus dem Konsensus des Sequenzvergleighs|(Abb. 4.2)
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Abbildung 4.2: Konservierte Reste in NusACTD.

A. Die Abbildung zeigt die Sequenzen von AR1 und AR2 sowie, jeweils darunter, den
aus einem Sequenzvergleich mit weiteren NusA—Proteinen (s. Text) ermittelten Konsen-
sus ("*:identisch; '/".: starke/schwache Ahnlichkeit). Der Konsensus weist dabei auf
konservierte Reste in AR1 beziehungsweise AR2 hin. Zur Orientierung sind zusatzlich
die HhH—Motive sowie die Verbindungshelices (C) eingezeichnet, die GhG—Muster sind
in der Sequenz blau hervorgehoben. B. Wahrend die konservierten Reste von AR2 im
hydrophoben Kern und auf der Oberflache verstreut sind (nicht gezeigt), bilden die ober-
flachenexponierten konservierten Reste von AR1 (weil3e Beschriftung) zwei voneinander
getrennte Bindungsflachen, die in den Oberflachenrepréasentationen von AR1 jeweils in
blau eingefarbt sind.

ist zu sehen, dafl? die konservierten Reste in AR1 gehauft im Bereich der Haarnadelschleife des
ersten HhH-Motivs sowie in der Verbindungshelix auftreten, wahrend die konservierten Reste
in AR2 vorwiegend in der Verbindungshelix und dem zweiten HhH-Motiv zu beobachten sind.
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Die Interpretation der konservierten Reste im strukturellen Kontext von AR1 und AR2 zeigt,
daf3 sich ein Grof3teil der Reste im hydrophoben Kern der beiden Doméanen befindet. Fir AR2
konnten trotz der bekannten Interaktion mi€TD und den RNA-bindenden Domé&nen von
NusACTD (s[4.P) keine groReren zusammenhangenden Flachen aus konservierten Resten an der
Oberflache gefunden werden. Dagegen bilden die oberflachenzuganglichen konservierten Reste
im Fall von AR1 zwei gréR3ere voneinander getrennte Flachen (Abpb. 4.2).

Die erste Flache auf AR1 besteht dabei aus den Resten D364, 1365, D366, E367 und D368, die
sich im Bereich der Haarnadelschleife und der carboxyterminalen Helix h2 des ersten HhH—
Motivs befinden, sowie L406, das in der gegeniberliegenden Helix h5 liegt. Eine zweite zu-
sammenhangende Flache auf AR1 wird durch die Reste der Helices h2, h3, h4 und h5 und den
dazwischenliegenden Schleifen gebildet. Der grof3te Teil dieser Flache ist hydrophob und wird
durch die exponierten Seitenketten von G377 am Ende der Helix h2, F378 in der Schleife zwi-
schen Helices h2 und h3, Y386 in der Helix h3, sowie V387 und P388 in der Schleife zwischen
Helices h3 und h4 dominiert. Zuséatzliche hydrophobe Reste L392 und 1395 befinden sich in der
Helix h4. Die geladenen Reste E382 und E383 in der Verbindungshelix sowie R407 und K411
in der Helix h5 bilden einen Rahmen um die hydrophoben Reste Y386 und V387.

Die Reste der ersten Flache sind bis auf L406 an der Kontaktflache mitdefrotein beteiligt
(s.[4.1.4). Bisher sind fur AR1 nebesN keine weiteren Bindungspartner bekannt. Es ist jedoch
denkbar, dal’3 neben dem viraleN—Protein aucli.coli-Proteine an diese Kontaktflache binden.

Ob der zweite konservierte Bereich ebenfalls eine Bindungsflache darstellt, kann ohne weitere
Experimente nicht geklart werden.

4.1.4. Der Vergleich der Strukturen von NusACTD und NusACTD- AN erméglicht Ein-
sichten in die Erkennung durch (HhH),—Faltungen. Der erst vor kurzem mit Rontgenkristal-
lographie bestimmte Komplex vorN(34—-47) mit zwei NusA—Fragmenten, die vom Umfang her
ungefahr AR1 entsprechen, ermdglicht den Vergleich zwischen freiem und komplexierten AR1
(Boninet al,|[20044a). Die Fragmente NusA(350—421) (ARLind NusA(350-424) (AR?) sind
kristallographisch unabhangig und mit einem RMSon 0.67 A fiir H353-T416 strukturell
sehr &hnlich.

Beide Strukturen weichen mit RMS$P-Werten von 1.20 A (ARA) und 1.10 A (AR®) nur
geringfigig von der unkomplexierten Struktur von NusA(353—-416) ab (Abb. 4.3). Unterschiede
zwischen den freien und komplexierten Strukturen treten in der aminoterminalen Helix und der
Haarnadelschleife des zweiten HhH Motivs auf, die die Aminosauren M389-D399 umfassen.
Fur diese Reste kbnnen im freien Zustand erniedrigte Werte des heteronuklearen NOEs sowie
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Abbildung 4.3: Uberlagerung von freiem und milN komplexierten AR1.

Die Abbildung zeigt die Uberlagerung der unkomplexierten Durchschnittsstruktur von
ARL1 (rot, diese Arbeit) mit der Kristallstruktur 1U9L, in der zwei NusACTD-Molekdle,
NusA(352-419) (ARA, blau) und NusA(352—-421) (AR griin) einen Komplex mit
AN(34-47) bilden. AR% und ARZ sind kristallographisch unabhangig, aber mit einem
RMSD der schweren Riickgratatome 67 fur die Reste 353-416 fast identisch. Beide
Strukturen zeigen geringe Abweichungen von dem unkomplexierten NusA(353—-416) mit
einem RMSD der schweren Riickgratatome vat fiir AR1 und1.10 fur AR1B. Die
Uberlagerung wurde mit Molmol (Koradit al,|1996) berechnet und dargestellt.

Austauschbeitrédge beobachtet werden, die auf eine erhdhte Mobilitdt des Rickgrats hinweisen
(s.[3.2.4.P).

Obwohl in der Kristallstruktur Interaktionen voxN(34-47) mit ART und AR beobachtet
werden, konnte mit Hilfe von Alanin—Austauschexperimenten gezeigt werden, daf3 die physio-
logisch relevante Wechselwirkung dem ARI\N-Komplex entspricht. In Tabelle 4.2 sind die
von|Boninet al| (2004a) beschriebenen Schliisselkontakte ausdé@4—47)- AR1B—Komplex
zusammengefal3t und nach Lage in der Struktur sowie der Kontaktart klassifiziert.

Danach sind die Interaktionen zwischen AR1 uxid(34—47) sowohl elektrostatischer wie hy-
drophober Natur und finden auf AR4Seite primar Uber die Seitenketten statt. Die Kontakt-
flache zuAN (Tab.[4.2) wird dabei bis auf die Aminosaure Y362, die sich am Ende von Helix
h1 befindet, durch die Reste in den Haarnadelschleifen und den carboxyterminalen Helices der
beiden HhH—Motive gebildet. Die Erkennung vaN erfolgt damit tGber die gleichen Bereiche,
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AN  AR1B Lage Kontaktart AR2

R35 Y362 (hl) H-Briicke/RG L437
D364 (hpl) Salzbricke/SK G439
E408 (h4) H-Brucke/SK M438
R409 (h4) H-Bricke/RG A439

L38 1365 (hpl) hydrophobe WW /SK V440
F369 (h2) hydrophobe WW /SK L444
S39 D366 (hpl) H-Bricke/SK D441
L40 F369 (h2) hydrophobe WW /SK L444
V372 (h2) hydrophobe WW /SK K447
L398 (hp2) hydrophobe WW /SK L473

Tabelle 4.2: Schliisselkontakte imiN(34—40)- AR1B—Komplex.

In der Tabelle sind die Kontakte voxN mit AR1® zusammengefalit. Zusatzlich ist fur
jede Aminosaure aus ARIdie Lage in der Struktur angegeben sowie die Art der Wech-
selwirkung naher spezifiziert. Zum Vergleich sind au3erdem die Aminosauren aus AR2
aufgelistet, die den Schlisselresten aus AR1 im Sequenzvergleich[(Abb. 3.14) entspre-
chen. (h: Helix; hp: Haarnadel; SK: Seitenkette; RG: Ruckgrat)

die in DNA-bindenden HhH-Motiven Wechselwirkungen mit der DNA vermittelrj (s. }#.1.2).
Im Gegensatz zur unspezifischen Erkennung von DNA durch (Hddule (s[ 4.1]2) bilden

AN und ARZ jedoch spezifische Kontakte Uiber Seitenketten aus. Dies zeigt, daR prinzipiell
dieselbe Region eines HhH-Motivs, je nach Beschaffenheit der Oberflache, als Protein— oder
DNA-Bindungsflache agieren kann.

Die Relevanz der Oberflacheneigenschaften fur die spezifische Erkennung demonstriert auch
die Betrachtung von AR1 und AR2 in Bezug auf die WechselwirkungXhit Obwohl AR1

und AR2 bis auf die Helix h1/h1l’ eine konservierte Sequenz und Rickgratgeometrie besitzen
(Abb.[3.14), zeigt ein Vergleich der Schlisselreste in AR1 mit den Resten an den entsprechenden
Sequenzpositionen in AR2, dal eine Bindung ¥bi§34—40) an AR2 in derselben Art und Weise

wie an AR1 unwahrscheinlich ist (T4b. 4.2). Zum einen fallen eine Salz— (B&8495439) und
maoglicherweise eine Wasserstoffbricke (E4A@8susM438) Uber die Seitenketten weg. Zum
anderen durften die Unterschiede in den hydrophoben SeitenkettenJd8&6s\V440; F369
versusL444; F369versusL444) die geometrische Komplementaritat der Oberflachen von AR1
und AN zerstdren. Der Austausch von V372 gegen K447 fihrt zu einer zusatzlichen positiven
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Ladung auf der Kontaktflache und veréandert damit deren elektrostatische Eigenschaften. In der
Summe durften die Verluste an hydrophoben Interaktionen und die Veranderung der Elektrostatik
der Oberflache eine spezifische Komplexbildung verhindern.

Zusammenfassend konnte anhand der beiden homologen Domanen AR1 und AR2 sowie
dem ARE-\AN-Komplex exemplarisch gezeigt werden, daR die Spezifitat der Erkennung von
Protein—Liganden durch (HhEh)Module tber die Oberflacheneigenschaften bestimmt wird.
Trotz der Erkennung Uber Seitenkettenwechselwirkungen scheint die Flexibilitat des Rickgrats
eine Rolle bei der Komplexbildung zu spielen|(s. 3.2.4.2). Da die Kontaktflache auf AR1 mit
850 A? sehr klein ist|/(Lo Contet al,|1999) und nur wenige Reste umfaRt (Boatral, [2004a),
gentigen geringe Anderungen, um die Bindungsspezifitat zu modulieren.

4.2. Biologische Implikationen der Struktur und Dynamik von NusACTD

Die obige Struktur— und Funktionsanalyse fihrt zu dem Schluss, dafl NusACTD zwei Protein—
Protein—Interaktionsmodule beherbergf (s. 4.1.2). Experimentelle Daten weisen neben der regu-
latorischen Funktion von NusACTD auf eine zentrale Rolle dieser Module fir die Stabilitat der
Transkriptionskomplexe aus RNAP und NusA (Terminationskomplex) beziehungsweise RNAP,
NusA undAN (Antiterminationskomplex) hin.

4.2.1. AR2 entspricht der autoinhibitorischen Funktion von NusA. Obwohl Se-
quenzvergleiche eine RNA-bindende Funktion von NusA vermuten lieBen (s] 1.2.4) und
Kreuzvernetzungs—Experimente von Liu und Hanna (1995) auf die Bindung naszierender RNA
durch NusA in Transkriptionskomplexen hinwiesen, konnte keine Wechselwirkung zwischen
RNA und isoliertem NusA beobachtet werden (Mogridgeal, [1995). Erst Malet al| (2000)
konnten mit EMSA—Experimenten (EMSAlectrophoretic mobility shift assagowohl fur eine
carboxyterminale Deletionsmutante von NusA, NusA(1-416), als auch fir NusA(1-495) in Ge-
genwart denxCTD eine Wechselwirkung mit NUT-RNA nachweisen, so dal3 die Daten fur eine
Inhibition der RNA-Bindung durch die carboxyterminalen 80 Aminosauren sprechen ($. 1.2.4).

Die Struktur— und Dynamikdaten von NusACTD(339-495)[ (s. B.2.1) zeigen, daf3 die 80 car-
boxyterminalen Aminosauren von NusA die flexible Linker—Region NusA(417-430) sowie das
zweite (HhH}—Modul, NusA(431-490), umfassen. In dieser Arbeit durchgefuhrte Titrationsex-
perimente (5. 3.3]2) voN-markiertem NusACTD(339-495) mit unmarkierter@TD(233—

329) bestétigen die Wechselwirkung von AR2 mETD. Ob die Linkerregion ebenfalls in die
Bindung involviert ist, konnte wegen der Signaltiberlagerungen in diesem Bereich nicht ermittelt
werden.
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Bisher sind wenig strukturelle Details der Wechselwirkung zwiseh@mD und AR2 bekannt.
aCTD besitzt wie AR1 beziehungsweise AR2 eine (HiHPaltung |[(Jeoret all, [1995;| Shalo

und Grishin| 2000), die Interaktionen mit DNA und Proteinen auf unterschiedliche Art und Wei-
se eingehen kann (Benodt all, [2002;| Dangiet al), [2004). Titrationsexperimente von Prasch
(2004) zur Bestimmung der Kontaktflache von NusACTD(339-495&ifD(233-329) sowie
Studien von Szalewska-Palastizal! (2003) und Maket al! (2000) weisen auf eine Beteiligung
von K271 deraCTD an deraCTD-NusACTD(339-495) Interaktion hin. Die entsprechenden
Titrationsexperimente zur Ermittlung der an d€2TD(233—-329)-Bindung beteiligten Reste auf
NusACTD(339-495) lieferten jedoch keine definierte Bindungsregign (s] 3.3.2).

Die Strukturen von homologen NusA—Proteinen zeigen drei potentielle RNA-Bindungsdomanen
(Worbs et al), [2001;| Shinet al, [2003; Gopalet al), [2001), eine S1- und zwei KH-Domanen
(Bycroft et all, [1997; Gibsoret all, [1993), die vermutlich in einer elongierten Form vorliegen

(Gill et al},[1991; Worbset al),[2001). Mutationsdaten weisen auf eine Bindung von NusACTD

an die S1-Domane im autoinhibierten Zustand hin (M&hl), [2000; Mogridgeet al, [1995).

Die Abmessungen der nebeneinander angeordneten S1-, KH1- und KH2-Domanen aus der
Kristallstruktur vonT.maritimaNusA betragen etw&0 A entlang der Langsachse. AR1 und

AR2 sind daher mit einem Durchmesser von jeweils30 A in der Lage, die Distanz zwi-

schen dem Anknipfungpunkt von AR1 und der S1-Domane zu tberbricken. Die Arginin—und
Lysin—Reste inf.maritimaNusA(135-344), die ikc.coliweitgehend konserviert sind, bilden ei-

ne positiv geladene Flache, an die entweder RNA oder die stark negativ geladenen Doménen von
NusACTD(339-495) ($. 3.15) binden kdnnten (Woebsl, [2001).

Bisher ist noch ungeklart, tber welchen Mechanismus die isolig®€D die Autoinhibition
wieder aufheben kann. Da AR2 hohen Grad an Flexibilitat relativ zu AR1 aufwest (s 3.2.5)
konnte eine Moglichkeit eine Kompetition deCTD mit der S1-Domane um eine tberlappende
Bindungsregion auf AR2 darstellen (Borehal),[2004a).

Insgesamt erlauben die in dieser Arbeit aufgeklarte Struktur von NusACTD sowie Titrationsex-
perimente mit NusACTD undCTD die Eingrenzung der autoinhibitorischen Funktion auf AR2.
Diese Funktion von AR2 steht im Einklang mit biochemischen Daten und der rdumlichen An-
ordnung der Doméanen in einem autoinhibierten Zustand. Die Dynamik von NusACTD, die mit
5N-Relaxation untersucht wurde, liefert Hinweise darauf, wie die Autoinhibition aufgehoben
werden kénnte.

4.2.2. BindetAN an AR2? Mit Hilfe von Affinitditschromatographie mikN—Fragmenten
konnte die minimale NusA—Bindungsregion vdN auf die Reste N34-K47 eingegrenzt werden
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(Mogridgeet al},|/1998). Entsprechende Experimente mit NusA—Fragmenten konnten NusA(348—
416) als minimale Bindungsregion fiiN identifizieren, eine Bindung an NusA(416—495) konn-

te jedoch nicht ausgeschlossen werden (Madl,[1999). Der kirzlich von Boniet al! (20044)
verdffentlichte Komplex vorAN(34—47) mit NusA(350-424) (5. 4.1.4) bestétigt die spezifische
Wechselwirkung vorAN(34—-40) mit NusA(350—424)\N(41-47) konnte damit fur eine Bindung

an AR2 zur Verfigung stehen.

Titrationsexperimente zur Bestimmung der NusACTD(339-495)-Bindungsstell\gi+53)

von |Prasch|(2004) konnten Veranderungen der chemischen Verschiebungen im Bereich von
AN(34-45) nachweisen. Zudem konnten Messungen'ties’N heteronuklearen NOE eine
Strukturierung des im ungebundenen Zustand ungefaltéhérProteins in Gegenwart eines
Uberschusses von NusACTD(339-495) im Bereich von 137-K45 ze|gen (Prasch, 2004). Die
in dieser Arbeit durchgeftihrten Titrationsstudien velN—markiertem NusACTD(339—495) mit
unmarkiertem\N(1-53) liefern Hinweise auf eine Bindung voWN(1-53) an AR1 und AR2
(s[3.3.1).

Zusammen deuten diese Befunde auf eine Wechselwirkung zwischen ARN(B4-40) sowie

AR2 und AN(41-47) hin. Das von Malet al! (2000) aufgestellte Modell der Regulation der
RNA-Bindung an NusA geht davon aus, dal genauso wie dieeCTD in der Lage ist, an
NusACTD zu binden und die Autoinhibition aufzuheben. Da die Autoinhibition vermutlich durch
AR2 vermittelt wird (s[ 4.2]1) kdnnte die vermutete Interaktion wiN(41-47) den Zugang zu

den RNA-Bindungsstellen erméglichen.

Neuere Untersuchungen von Bominal! (2004a) konnten keine RNA-Bindung an NusA in Ge-
genwart von\N(34—47) feststellen. Zudem weisen die &hnlichen Gleichgewichtskonstanten der
Dissoziation fur dem\N(31-43)—NusA(350-495)-Komplexs(, = 9.6 xM) im Vergleich zu

dem Komplex aus\N(34-47) und NusA(350-495)K,, = 3.5 uM) darauf hin, dalR\N(41-

47) nicht oder nur sehr schwach mit AR2 wechselwirkt (Bogtial, 2004a). Eine schwachere
Wechselwirkung zwischen AR2 undN(1-53) war bereits aus den Titrationsdaten vermutet wor-
den (s[ 3.3]1). Zusammengefalit ist damit eine Bindungh\tan AR2 mdglich, die Datenlage
spricht jedoch fur eine schwache und unspezifische Wechselwirkung.

4.2.3. NusACTD stabilisiert den Terminations— und Antiterminationskomplex. Neben
der Aufhebung der Autoinhibition scheint die Wechselwirkung zwischen AR2a@dD we-
sentlich zur Stabilitat des NusA—RNAP-Komplexes beizutragen. Obwohl NusA auch Uber die
aminoterminale Domé&ne mit der RNAP wechselwirkt (Methal), [1999), konnte unter strin-
genten Bedingungen nur eine schwache Wechselwirkung mitcdeesEnzym der RNAP ohne
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«aCTD beobachtet werdehn (Liet al,[1996). Genauso fuhrt die Deletion der carboxyterminalen
80 Aminosauren von NusA zu einem Verlust der RNAP—-Bindung in AffinitAitschromatographie—
Experimenten| (Matet al), [2000). Die Gleichgewichtskonstante der Dissoziation fur die Wech-
selwirkung von AR2 undCTD ist bisher nicht bekannt, jedoch sprechen die Titrationsexperi-
mente fUr eine Wechselwirkung mit einer Gleichgewichtskonstante der Dissoziatioi) vba

1077 M (s.[3.3.2), wahrend die Gleichgewichtskonstante der Dissoziation fiir den Komplex aus
Gesamt—RNAP und Gesamt—Nus$& "—10~8 M betragt (Greenblatt und Li, 1981; Schmidt und
Chamberlin, 1984; Liu und Hanna, 1995; Bugisal, [1998). Der Einflul3 von NusACTD auf die
Stabilitat des NusA—RNAP—-Komplexes kdnnte auch die TemperatursensitivitatudAd 34
Mutante, die fir ein carboxyterminal verkirztes NusA, NusA(1-343), codiert, erkliren.o
aul3ert sich der temperatursensitive Phanotyp in Wachstuni\awii bei 32, jedoch nicht bei

42° (Tsugawaet al), [1988). Ein EinfluR denusAl34Mutante auf die Terminationseffizienz
konnte nicht beobachtet werden.

Die Bindung von\N an die RNAP ist mit einer geschatzten Gleichgewichtskonstante der Dis-
soziation von10~2 > Kp > 107% M relativ schwach|(van Gilst und von Hippel, 2000) und
erfolgtin vitro nur in Gegenwart unphysiologisch hohed—Konzentrationen beziehungsweise
erniedrigter Salzkonzentrationen. Dagegen bilkidtzusammen mit NusA und RNAR vitro

unter physiologischen Bedingungen einen stabilen und antiterminationskompetenten Komplex
(s.[1.2.5). Die Wechselwirkung zwischen NusACTD ukid tréagt mit einer Gleichgewichts-
konstante der Dissoziation von ciréd M (Bonin et all, 2004a) entscheidend zur Stabilitat
desAN—-NusA—-Komplexes und damit indirekt zur Stabilitat dd&i—RNAP Interaktion bei. Ob-

wohl fur die Wechselwirkung der Vollangenproteikl und NusA in Gegenwart der NUT-RNA
Kp—Werte zwischeri0—% M und 10-7 M gemessen wurden (van Gilst und von Hippel, 1997;
Xia et al), [2003), konnte in EMSA—Experimenten die Bildung eines stabilen NABANUT—
RNA-Komplexes nur fir NusA—Fragmente beobachtet werden, die die Region NusA(348-416)
beziehungsweise NusA(348-495) enthielten (Mahl, [1999). Die NUTBOX-RNA liefert da-

bei keinen wesentlichen Beitrag zur Komplexstabilitat (van Gilst und von Hippel| 1997).

In vivo konnte fUr die bereits erwahnteisA134Mutante eine verringerte Antitermination fest-
gestellt werden (Tsugawet all, [1988). Der Vergleich der Struktur von AR1 im ungebundenen
Zustand mit der kurzlich gelésten Rontgenkristallstruktur des NusA(350—42K)(34-47)—
Komplexes unterstitzt die Hypothese, dal3 die NusACIND-Wechselwirkung lediglich der
Stabilisierung dient und nicht direkt am Mechanismus der Antitermination beteiligt ist, da nur
geringe konformationelle Anderungen an NusA durch die Komplexbildung beobachtet werden.
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Insgesamt stehen die Daten in Einklang mit einer stabilisierenden Funktion von AR1 und
AR2 im Antiterminations— beziehungsweise Terminationskomplex. Die stabilisierende Rolle von
NusACTD im Antiterminationskomplex weist zudem mit den wahrscheinlich unterschiedlichen
Wechselwirkungsbereichen vomN (s.[4.2.2) undxCTD (s.[4.2.]1) auf NusACTD darauf hin,
daRBAN und aCTD gemeinsam an NusACTD binden kdénnen. Die Trennung der Doménen utber
eine mobile Linkerregion konnte dabei eine Anpassung an konformationelle Verdnderungen der
TEC-Struktur erlauben, die moglicherweise beim Ubergang des TEC von einem Terminations—
in einen Antiterminationskomplex auftreten.
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KAPITEL 5

Zusammenfassung

Die RNA-Synthese in der Zelle wird durch RNAPs katalysiert und erfolgt in einem Zyklus aus
Initiation, Elongation und Termination. In den letzten Jahren konnten durch die Aufklarung von
Kristallstrukturen elongierender RNAPs vor allem Fortschritte im Verstandnis der Elongations-
phase erzielt werden, so dal3 die Elongation derzeit ein attraktives Forschungsgebiet darstellt.

Waéhrend der Elongation bildet die RNAP einen stabilen Komplex mit DNA und RNA, der als
TEC bezeichnet wird, und Uber Tausende von Basenpaaren prozessiv ist, das heif3t nicht dis-
soziiert. Lediglich an bestimmten DNA-Elementen, sogenannten Terminatoren, kann der TEC
soweit destabilisiert werden, dal3 die Transkription beendet werden kann. Die Effizienz der Ter-
mination wird dabei durch Transkriptionsfaktoren reguliert.

In E.coliwird die Entscheidun&longation—versus—Terminati@n einem Terminator durch den
allgemeinen Transkriptionsfaktor NusA beeinfluf3t. NusA assoziiert wahrend der Elongation mit
dem TEC und férdert sowohl Pausen wéahrend der Transkription als auch die Termination. Dage-
gen wirkt NusA zusammen mit dem viralen Antiterminator—Profdnselbst als Antiterminator

und setzt die Terminationseffizienz herab.

Sequenzvergleiche zwischen verschiedenen bakteriellen NusA—Proteinen sowie biochemische
Daten weisen darauf hin, dafd NusA aus drei funktionellen Domanen besteht. Dabei wechsel-
wirkt die aminoterminale Doméane mit den grof3en Untereinheiten der RNAP wéahrend die zen-
trale Domane RNA-Interaktionen vermittelt. Die ungefahr 160 Aminoséauren umfassende car-
boxyterminale Doméane, NusACTD, ist nur in einigen NusA—Proteinen vorhanden. NusACTD
ist auffallend negativ geladen und enthalt eine Sequenzwiederholung.

Fur den konservierten aminoterminalen und zentralen Bereich von NusA wurden die Strukturen
von T.maritimaund M.tuberculosismittels Rontgenkristallographie aufgeklart. Eine hochauf-
geldste Struktur fir NusACTD konnte dagegen erst in dieser Arbeit mit NMR—-Spektroskopie
gewonnen werden. NusACTD besteht aus zwei strukturell &hnlichen Domanen NusA(353—-416)
(AR1) und NusA(431-490) (AR2), die ungefahr den zwei homologen sauren Sequenzbereichen

129



entsprechen. Mit’N—Relaxationsdaten konnte gezeigt werden, daR die Doméanen tber eine fle-
xible Linkerregion verbunden sind und keine definierte Orientierung zueinander einnehmen. Je-
de der Domanen weist funf Helices auf, die eine (HiHFaltung annehmen. Charakteristisch

fur die (HhH)—Faltung sind jeweils zwei gegeneinander gepackte HhH-Motive, die zusam-
men mit der Verbindungshelix zwischen den Motiven einen kompakten hydrophoben Kern bil-
den. (HhH)—Faltungen kommen haufig als selbstdndige Doméanen vor, die DNA-Protein— und
Protein—Protein—Wechselwirkungen vermitteln.

E.coliNusACTD wechselwirkt mit dem viralehkN—Protein sowie deti—Untereinheit deE.coli

RNAP. Zudem reguliert NusACTD die RNA-Bindung an die zentrale Domane von NusA, indem
es selbst mit den RNA-Bindungsstellen interagiert. Trotz ihrer strukturellen Ahnlichkeit erken-
nen AR1 und AR2\N undaCTD auf unterschiedliche Art und Weise. In dieser Arbeit durchge-
fuhrte Titrationsexperimente weisen darauf hin, d&f¥D ausschlie3lich an AR2 bindet, wah-
rend AN wahrscheinlich nur mit AR1 spezifische Kontakte ausbildet. Die Wechselwirkung von
aCTD mit NusA ermdglichtin vitro eine RNA-Bindung an NusA. Es ist daher anzunehmen,
dall AR2 eine autoinhibitorische Funktion besitzt. Zusatzlich scheinen die Wechselwirkungen
von NusACTD uncthCTD zur Stabilisierung der RNAP—NusA—Interaktion beizutragen.

Die antiterminatorische Wirkung vorAN beruht auf einer direkten Interaktion zwischen
der RNAP und einer Region voRN auf3erhalb der NusA-Bindungsregion. DiBl—-NusA—
Wechselwirkung steigert die Antiterminationseffizienz von NusA wahrscheinlich Gber eine
Stabilisierung der schwachen RNARN—Interaktion. Der Vergleich der Struktur von AR1

im ungebundenen Zustand mit der kirzlich gelésten Rontgenkristallstruktur des NusA(350—-
424) - AN(34-47)-Komplexes unterstitzt die Hypothese, dal3 die NaNAWechselwirkung

nicht direkt am Mechanismus der Antitermination beteiligt ist, da nur geringe konformationelle
Anderungen durch die Komplexbildung beobachtet werden.

Insgesamt stellt NusACTD Uber seine beiden (Hi)odule eine vielseitige Interaktionsflache
bereit, die moglicherweise Bindungsstellen fir weitere Proteine ne6diD und AN bietet. Die
Trennung der Doméanen Uber eine mobile Linkerregion ermdglicht eine Anpassung an konfor-
mationelle Veranderungen in der TEC—Struktur, die zum Beispiel beim Ubergang des TEC von
einem Elongations— in einen Antiterminationszustand auftreten kdnnen. Die flexible Verbindung
zwischen den Domanen ist zudem fir den Mechanismus der Autoinhibition wichtig, da bei der
Bindung von NusA an den TEC die RNA Zugang zu den Bindungsstellen erhalt.
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KAPITEL 6

Summary

RNA synthesis in cells is catalyzed by RNAP in a three—step process divided in an initiation,
elongation, and termination phase. Recent research has mainly focused on transcription elonga-
tion as new incentives were provided by high resolution X—ray structures of elongating RNAPs.
Transcribing RNAPs form an extremly stable yet conformationally flexible complex called TEC
containing the DNA template, the RNA transcript, and the RNAP. Only at special template sites,
called terminators, the TEC is destablized such that it may dissociate. The efficiency of termina-
tion is highly regulated by transcription factors.

In E.colithe elongation/termination decision is considerably influenced by the general transcrip-
tion factor NusA which associates tightly with the TEC. Generally NusA enhances transcription
pausing and termination, but for example in the presence of the bacteriopNag#iterminator
protein it also stimulates antitermination.

Sequence comparisons among NusA proteins of different bacterial species show a common do-
main organisation, harboring an amino—terminal RNAP binding domain, a central RNA binding
domain, and an approximately 160 amino acid carboxy—terminal domain, NusACTD, which is
only present in some species. NUSACTD is characterized by its acidity and often by an inter-
nal sequence repeat of approximately 70 residues. While the structure of the conserved amino—
terminal and RNA-binding domains is known from X—ray studies of homoloJousaritima

andM. tuberculosigNusA, a structural basis fd€.coli NusACTD could only be established in

this work using NMR spectroscopy.

The solution structure of NusACTD shows two structurally similar subdomains NusA(353-416)
(AR1) and NusA(431-490) (AR2), matching roughly the two homologous acidic sequence re-
peats.!>N relaxation data indicate that the domains are connected by a flexible linker region
and do not interact. Both domains feature five helices which adopt a ¢Hbld) (HhH), folds
consist of two HhH—motifs linked together by a so—called connector helix. Together, the helices
of the HhH—motifs and the connector helix form a tight hydrophobic core. Commonly (HhH)
folds occur as independent domains mediating DNA—protein and protein—protein interactions.
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In E.coliNusACTD interacts with the protein N of bacteriophagend thex subunit of theE. coli
RNAP. Furthermore NusACTD has been implicated in the regulation of RNA binding to the
central domain of NusA. Despite their similarity, NusA(353—416) and NusA(431-490) recognize
aCTD andAN differently. This could be shown in NMR titration experiments performed in this
work. «CTD interacts only with AR2, wheread\ probably restricts its specific interactions to
ARL1. SinceaCTD can relieve the inhibitory effect of NusACTID vitro these data indicate that
AR2 functions as an autoinhibitory domain. Additionally, the interactions of NusACTD with
«CTD may serve to increase the stability of the NusA—RNAP interaction.

Though the antitermination effect aN is due to a direckN—RNAP interaction, which is exerted

by parts of AN other than the NusA binding region, the binding)d to NusA could stabilize

the weak RNAPXN interaction and thus render antitermination efficient. Comparison of the
free AR1 structure with the recently solved X—ray structure of the NusA(350-42dtomplex
supports the idea that the NusA—N interaction is not involved in the antitermination mechanism
per seas only minor conformational rearrangements are observed upon complex formation.

In summary, the structure of the carboxy—terminal domain suggests how NusACTD fulfills its

role as a versatile interaction site, probably serving as a platform for binding partners beyond
aCTD andAN. The separation of the domains via the mobile linker could provide a means to

adjust to changes in TEC structure upon transition from the elongation to the antitermination
state. Furthermore the flexible linker is crucial for the rearrangement of AR2 upon binding to the
elongation complex to render access to the RNA binding sites of NusA.
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ANHANG A

Abkirzungsverzeichnis

aCTD a Untereinheit der RNA Polymerase

AN N Protein des Bakteriophagen

1D eindimensional

2D zweidimensional

3D dreidimensional

4D vierdimensional

Abb. Abbildung

ATC AN—-abhangiger Antiterminationskomplex
ATP Adenosintriphosphat

AR1 acidic repeatl; entspricht NusA(353—-416)
AR2 acidic repeat2; entspricht NusA(431-490)
ARM arginine rich motif

BMRB BioMagResBank

C Cytosin

CSA chemical shift anisotropy

CsSl chemical shift index

COSsYy correlated spectroscopy

ct-HSQC constant time heteronuclear single quantum coherence
DNA desoxyribonucleic acid

EMSA electrophoretic mobility shift assay

E.coli Escherichia coli

FID free induction decay

GhG—Motiv Glycin — hydrophobe Aminoséaure — Glycin — Motiv
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Gl.
HhH-Motiv
HSQC
HMQC
kDa

KH

M.tuberculosis

nut

Nus
NusACTD
NMR
NOE
NOESY
PDB

ppm

RNA
RNAP
INTP
RMSD
RMSD,,
RSDM

rut

S.

S.

Tab.

TEC
T.aquaticus
T.maritima
tsp

z.B.

Gleichung
helix—hairpin—helixMotiv
heteronuclear single quantum coherence
heteronuclear multi quantum coherence
Kilodalton
K homology
Mycobacterimum tuberculosis
N utilization
N utilization substance
carboxyterminale Doméane des NusA—Proteins
nuclear magnetic resonance
nuclear overhauser enhancement
nuclear overhauser enhancement spectroscopy
protein data bank
parts per million
ribonucleic acid
RNA Polymerase
Ribonukleosidtriphosphat
root mean square deviation
root mean square deviation of heavy backbone atoms
reduced spectral density mapping
rho utilization
siehe
Seite
Tabelle
transcription elongation complex
Thermus aquaticus
Thermotoga maritima
transcription stop point
zum Beispiel
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ANHANG B

Rohdaten

B.0.4. Skalare 3J(HYH*)-Kopplungen. Die Kopplungen sind in der Reihenfolge Se-
quenzposition und skalare Koppluhg(H"YH*) (in Hz) angegeben.

353 4.40 386 9.88 421 6.64 461 7.89
356 3.77 387 3.50 422 4.50 462 6.67
357 4.07 389 2.98 423 7.03 464 2.79
358 4.33 390 2.79 424 7.07 465 4.81
360 5.11 391 6.27 425 7.03 466 6.93
362 8.20 392 7.30 426 7.42 468 9.08
363 9.07 393 4.63 429 7.81 469 8.18
364 7.21 394 6.99 431 6.64 471 3.22
365 9.99 395 6.76 432 3.12 473 8.59
367 2.95 398 8.00 433 5.22 474 8.05
368 5.23 399 8.81 434 6.51 475 3.39
369 5.62 402 5.35 435 3.84 476 3.78
370 3.14 403 5.03 437 5.77 478 3.47
371 4.38 404 4.03 438 2.30 480 4.36
372 4.86 408 4.85 440 8.56 482 3.92
373 3.67 409 4.97 441 8.92 483 4.42
374 4.89 410 3.91 443 4.32 484 4.20
375 4.46 411 3.97 444 457 486 3.57
376 7.48 413 3.91 446 5.98 487 4.01
379 9.88 414 3.66 450 4.08 488 7.45
380 9.23 415 5.24 451 9.70 489 6.66
381 4.99 416 5.31 453 8.75 490 9.07
382 3.37 417 4.32 456 3.63 491 8.50
383 4.93 419 5.80 457 3.68

384 5.77 420 4.81 458 4.72

B.0.5. Dipolare Restkopplungen.Die Kopplungen sind in der Reihenfolge Sequenzposi-
tion, skalare KopplungJ(HVN), Fehler der skalaren Kopplung, GesamtkopplftHN) +
!D(HVN), Fehler der Gesamtkopplung, dipolare RestkoppRD@HN) und Fehler der dipo-
laren Restkopplung (jeweils in Hz) angegeben.

340 -93.34 0.01 -92.73  0.02 0.60 0.03
341 -92.76  0.03 -93.49  0.02 -0.73  0.05
342 -93.59  0.03 -94.73  0.03 -1.14  0.06
344 -93.64 0.02 -96.14  0.03 -2.50 0.05
345 -93.57  0.03 -98.47  0.03 -490 0.06
346 -94.23  0.02 -99.55  0.02 532  0.04
347 -93.54 0.01 -98.98  0.02 -5.44  0.03
349 -93.76  0.01 -100.12  0.01 -6.36  0.02
350 -94.33  0.02 -101.59  0.02 -7.25 0.04
351 -93.93 0.01 -98.52  0.02 -459  0.03
353 -93.83 0.01 -102.00 0.01 -8.17  0.02
354 -94.40 0.01 -103.97  0.02 -9.56  0.03
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356
357
360
362
363
364
365
367
368
369
370
371
372
373
374
375
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
403
404
408
409
410
414
415
417
418
419
421
424
425
426
429
431
432
433
434
435

-93.29
-94.17
-94.08
-93.14
-92.81
-93.54
-91.10
-92.71
-94.51
-93.70
-94.41
-92.78
-93.47
-94.31
-93.92
-94.59
-92.88
-94.31
-91.09
-93.36
-93.14
-92.81
-94.50
-93.47
-93.86
-91.63
-94.64
-93.12
-93.61
-92.79
-92.71
-93.48
-93.50
-93.16
-94.14
-93.53
-94.50
-93.13
-92.13
-93.81
-94.22
-93.74
-94.17
-94.79
-94.44
-94.33
-93.19
-94.02
-93.61
-93.49
-93.26
-93.46
-94.19
-93.41
-94.51
-93.23
-94.11
-92.75
-93.44

0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.02
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.02
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.02
0.02
0.03
0.02
0.02
0.01
0.03
0.02
0.01
0.01

-101.58
-104.78
-104.88
-101.88
-102.78
-85.60
-84.76
-103.15
-106.06
-101.67
-105.91
-102.57
-104.84
-104.69
-103.98
-105.28
-105.21
-88.01
-101.88
-90.73
-84.25
-92.41
-103.40
-91.00
-87.12
-100.26
-105.88
-95.49
-97.71
-78.14
-95.78
-97.20
-78.93
-87.15
-103.95
-92.80
-102.88
-90.71
-74.89
-77.41
-76.67
-75.10
-94.53
-75.81
-80.33
-77.97
-76.26
-82.63
-78.92
-89.43
-92.01
-94.68
-90.90
-97.16
-96.30
-95.11
-98.65
-89.33
-95.59

0.02
0.02
0.02
0.02
0.01
0.01
0.02
0.02
0.01
0.01
0.01
0.02
0.02
0.02
0.02
0.01
0.01
0.02
0.01
0.02
0.01
0.01
0.01
0.01
0.03
0.02
0.02
0.02
0.02
0.01
0.01
0.02
0.02
0.02
0.02
0.02
0.02
0.01
0.02
0.01
0.02
0.01
0.01
0.01
0.01
0.02
0.01
0.02
0.01
0.03
0.02
0.03
0.02
0.02
0.02
0.03
0.02
0.01
0.02

-8.28

-10.61
-10.79

-8.73

-9.97
7.94
6.35

-10.44
-11.56

-7.97

-11.50

-9.79

-11.37
-10.38
-10.06
-10.69
-12.34

6.31

-10.80

2.62
8.89
0.39
-8.90
2.47
6.74
-8.64

-11.24

156

-2.38
-4.11
14.64
-3.08
-3.72
14.57
6.01
-9.81
0.73
-8.39
2.42
17.23
16.41
17.54
18.64
-0.36
18.98
14.11
16.36
16.94
11.40
14.69
4.07
1.26
-1.23
3.29
-3.75
-1.80
-1.88
-4.54
3.42
-2.15

0.03
0.03
0.03
0.03
0.02
0.02
0.03
0.03
0.02
0.02
0.02
0.03
0.03
0.03
0.03
0.02
0.02
0.03
0.02
0.03
0.02
0.02
0.02
0.02
0.04
0.03
0.03
0.03
0.04
0.02
0.02
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.02
0.03
0.02
0.03
0.02
0.02
0.03
0.02
0.03
0.02
0.03
0.02
0.05
0.04
0.06
0.04
0.04
0.03
0.06
0.04
0.02
0.03



437 -94.87 0.01 -90.46 0.02 441 0.03

438 -94.04  0.02 -89.25  0.02 479 0.04
439 -93.59  0.02 -97.80  0.02 -4.21  0.04
440 -93.72  0.02 -95.49  0.02 -1.76  0.04
441 -92.97 0.01 -98.40 0.01 -5.42  0.02
443 -93.92  0.02 -99.70  0.04 -5.79  0.06
444 -94.36  0.02 -99.18 0.01 -4.82  0.03
446 -94.86  0.02 -103.16  0.02 -8.30 0.04
447 -94.36  0.01 -99.03  0.02 -4.67  0.03
450 -94.63  0.02 -101.34  0.02 -6.71  0.04
451 -92.41  0.01 -95.37 0.01 -2.95 0.02
452 -93.56 0.01 -92.56  0.02 1.00 0.03
453 -93.09 0.01 -93.03  0.02 0.06 0.03
454 -91.88 0.01 -97.76  0.02 -5.88  0.03
455 -93.03 0.01 -98.96  0.02 -5.92  0.03
456 -93.15 0.01 -97.71  0.01 -4.57  0.02
457 -93.55 0.01 -93.25 0.02 0.30 0.08
458 -94.46 0.01 -94.71  0.02 -0.24  0.03
461 -93.46  0.01 -87.14  0.03 6.32 0.04
462 -9431 0.01 -101.79  0.02 -7.48  0.03
463 -92.40 0.01 -84.41  0.01 7.99 0.02
464 -93.20 0.01 -82.20 0.01 11.00 0.02
465 -93.82  0.02 -88.79  0.03 5.03 0.05
466 -93.32  0.02 -85.60 0.02 7.71  0.04
467 -92.35 0.01 -80.65 0.01 11.70  0.02
468 -93.29  0.02 -95.63  0.02 -2.34  0.04
469 -93.60 0.01 -96.32  0.02 -2.73  0.03
471 -94.07 0.01 -87.64  0.02 6.43 0.03
472 -93.62 0.01 -97.50 0.02 -3.88  0.03
473 -93.91 0.01 -93.14  0.02 0.78 0.03
474 -9255 0.01 -97.83  0.02 -5.28 0.03
475 -93.89  0.02 -97.67  0.02 -3.78  0.04
476 -93.15  0.02 -96.25  0.02 -3.11  0.04
477 -93.93 0.01 -92.79  0.01 114  0.02
478 -94.36  0.02 -98.02  0.02 -3.66 0.04
479 -94.85 0.01 -99.51  0.02 -4.66  0.03
480 -94.70  0.02 -96.03  0.03 -1.33  0.05
482 -93.37 0.01 -97.68 0.01 -4.31  0.02
483 -93.83 0.01 -98.39  0.02 -4.55  0.03
484 -94.70  0.02 -94.22  0.03 0.47  0.05
486 -9431 0.01 -98.37  0.02 -4.06  0.03
487 -94.65 0.02 -97.06  0.02 -241  0.04
488 -93.02 0.01 -91.75  0.02 127 0.03
489 -92.85 0.01 -95.75 0.01 -291  0.02
490 -93.06 0.01 -98.69  0.02 -5.63  0.03
491 -92.63  0.02 -92.30  0.02 0.33 0.04
492 -94.34  0.03 -92.30 0.03 2.04 0.06
493 -93.53  0.05 -95.33  0.03 -1.81 0.08
495 -93.07  0.06 -93.05 0.06 0.03 0.12

B.0.6. Wasserstoffbriicken.Fur folgende Reste konnte ein verlangsamter Amidprotonen-
austausch beobachtet werden:

A354, D357, T360, K361, Y362, 1365, F369, A370, T371, V372, V374, G377,
F378, T380, E382, A385, Y386, L393, 1395, L398, V403, E404, L406, E408,

R409, A410, L414, A415, L434, L435, N436, L437, D441, L444, F446, A449,
A450, R451, G452, V453, T455, A460, E461, N462, G463, D466, L467, A468,
A478, G479, A480, 1482, M483, A484, A485, 1488, C489, W490
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B.0.7. '’"N-Relaxationsdaten. Angegeben sind die Sequenzposition, die longitudinale Re-
laxationsrate und deren Fehler, die transversale Relaxationsrate und deren Fehler (jew®ils in s
sowie der {H}-'°N heteronukleare NOE und dessen Fehler (dimensionslos).

B.0.7.1. 600 MHz (Probe 1).

340 1.230 0.019 2.920 0.063 -0.502 0.039
341 1.379 0.026 3.987 0.220 -0.273 0.006
342 1.501 0.010 4.228 0.053 0.106 0.008
344 1.502 0.012 6.301 0.218 0.363 0.018
345 1.501 0.011 7.551 0.106 0.423 0.029
346 1.522 0.007 7.460 0.111 0.485 0.025
347 1.492 0.011 8.301 0.161 0.361 0.001
349 1.490 0.014 9.436 0.244 0.464 0.002
351 1.416 0.017 10.997 0.117 0.454 0.003
353 1.458 0.010 11.296 0.124 0.693 0.028
354 1.448 0.018 11.835 0.121 0.764 0.003
356 1.301 0.024 12.591 0.155 0.742 0.052
357 1.380 0.012 13.224 0.171 0.779 0.020
360 1.360 0.019 13.665 0.260 0.725 0.068
362 1.297 0.009 15.034 0.163 0.710 0.035
363 1.264 0.030 15.832 0.223 0.771 0.104
364 1.235 0.012 14.408 0.105 0.654 0.064
365 1.160 0.019 17.360 0.297 0.760 0.037
367 1.381 0.010 11.009 0.117 0.790 0.025
368 1.363 0.016 10.877 0.153 0.726 0.010
369 1.357 0.036 11.348 0.120 0.705 0.012
370 1.451 0.010 12.618 0.372 0.803 0.075
371 1.417 0.020 11.002 0.127 0.789 0.011
372 1.390 0.014 11.200 0.155 0.795 0.017
373 1.422 0.021 15.120 0.194 0.733 0.050
374 1.451 0.016 11.906 0.237 0.699 0.016
375 1.427 0.016 11.988 0.141 0.770 0.030
377 1.362 0.018 14.462 0.194 0.698 0.049
379 1.236 0.015 10.560 0.167 0.666 0.006
380 1.249 0.025 13.972 0.247 0.743 0.058
381 1.235 0.028 13.720 0.204 0.754 0.012
382 1.294 0.016 12.922 0.142 0.718 0.017
383 1.357 0.026 12.485 0.180 0.797 0.015
384 1.277 0.012 14.189 0.182 0.760 0.067
385 1.274 0.011 15.703 0.216 0.741 0.001
386 1.300 0.017 14.034 0.167 0.658 0.011
387 1.348 0.012 11.317 0.184 0.801 0.049
389 1.321 0.013 13.969 0.294 0.658 0.084
390 1.335 0.017 15.211 0.084 0.724 0.061
391 1.248 0.013 15.665 0.195 0.596 0.010
392 1.281 0.012 13.245 0.246 0.679 0.055
393 1.322 0.012 14.760 0.201 0.644 0.027
394 1.204 0.012 15.906 0.126 0.732 0.063
395 1.226 0.010 12.331 0.189 0.709 0.002
396 1.253 0.013 15.362 0.198 0.705 0.021
397 1.210 0.017 10.272 0.136 0.537 0.017
398 1.284 0.011 10.439 0.111 0.677 0.035
399 1.103 0.015 9.366 0.089 0.574 0.014
400 1173 0.020 14.054 0.289 0.703 0.010
402 1.183 0.011 16.051 0.188 0.715 0.012
403 1.255 0.024 14.242 0.300 0.727 0.049
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404
408
409
410
411
414
415
416
417
419
421
424
425
426
429
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
443
444
446
447
450
451
452
453
455
456
457
458
461
462
463
464
465
466
467
468
469
471
472
474
475
476
478
479
480
482
483
484
486

1.247
1.200
1.186
1.231
1.210
1.202
1.203
1.102
1.199
1.209
1.246
1.328
1.395
1.402
1.438
1.667
1.647
1.639
1.502
1.598
1.688
1.567
1.566
1.573
1.656
1.429
1.638
1.674
1.694
1.736
1.729
1.627
1.626
1.658
1.632
1.718
1.641
1.692
1.561
1.727
1.487
1.470
1.580
1.505
1.445
1.629
1.591
1.520
1.624
1.474
1.716
1.689
1.792
1.743
1.776
1.734
1.735
1.742
1.702

0.013
0.011
0.027
0.013
0.018
0.010
0.023
0.017
0.031
0.018
0.010
0.008
0.007
0.011
0.009
0.014
0.010
0.018
0.009
0.021
0.018
0.028
0.017
0.016
0.010
0.011
0.012
0.041
0.025
0.016
0.017
0.024
0.026
0.024
0.013
0.025
0.010
0.014
0.012
0.015
0.013
0.013
0.014
0.012
0.012
0.008
0.010
0.007
0.021
0.013
0.012
0.013
0.011
0.026
0.010
0.021
0.013
0.012
0.025

14.876
14.898
17.278
14.941
14.818
14.721
14.357
15.908
14.172
13.076
8.761
5.681
4.842
3.748
6.254
10.149
8.459
10.398
9.120
12.662
12.519
11.837
12.859
8.421
8.718
8.741
8.599
8.665
10.097
8.738
8.973
9.089
8.954
12.035
8.785
9.299
9.203
9.821
11.265
8.682
12.743
10.329
11.464
10.574
11.809
8.752
9.646
13.336
8.809
7.412
8.186
8.723
8.893
11.291
9.353
9.084
10.864
9.099
9.508

0.117
0.117
0.286
0.219
0.193
0.169
0.193
0.187
0.420
0.085
0.100
0.046
0.071
0.060
0.116
0.116
0.076
0.078
0.088
0.157
0.108
0.102
0.097
0.122
0.074
0.124
0.057
0.225
0.101
0.145
0.088
0.091
0.130
0.149
0.167
0.178
0.110
0.092
0.134
0.147
0.096
0.138
0.091
0.112
0.126
0.172
0.052
0.149
0.144
0.045
0.095
0.114
0.209
0.157
0.117
0.157
0.152
0.087
0.084
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0.664
0.757
0.811
0.860
0.862
0.701
0.687
0.687
0.644
0.545
0.267
0.162
0.171
0.132
0.247
0.758
0.737
0.669
0.624
0.644
0.629
0.679
0.837
0.756
0.764
0.600
0.722
0.765
0.819
0.485
0.782
0.730
0.722
0.718
0.711
0.692
0.762
0.733
0.700
0.748
0.779
0.725
0.689
0.715
0.650
0.615
0.619
0.613
0.709
0.519
0.692
0.786
0.702
0.694
0.686
0.738
0.697
0.780
0.780

0.007
0.022
0.011
0.054
0.080
0.002
0.011
0.021
0.062
0.032
0.041
0.028
0.075
0.012
0.014
0.005
0.008
0.040
0.072
0.027
0.015
0.038
0.014
0.024
0.003
0.040
0.034
0.004
0.034
0.025
0.094
0.020
0.047
0.037
0.009
0.000
0.027
0.011
0.006
0.017
0.057
0.069
0.045
0.004
0.015
0.003
0.034
0.050
0.004
0.034
0.027
0.019
0.040
0.067
0.060
0.020
0.035
0.024
0.069



487
488
489
490
491
492
493
495

B.0.7.2. 400 MHz (Probe 2).

340
342
347
349
351
357
360
362
363
364
365
367
368
369
371
372
373
374
375
377
379
380
381
382
383
384
386
389
390
391
392
394
395
396
397
399
400
403
404
408
410
415
416
421

1.717
1.622
1.661
1.652
1.552
1.470
1.439
0.789

1.421
1.817
2.119
2.245
2.179
2.288
2.179
2.113
2.118
2.041
1.828
2.290
2.169
2.087
2.301
2.317
2.235
2.524
2.304
2.221
2.011
2.004
2.009
1.993
2.231
2.084
2.115
2.105
2.183
1.977
2.128
2.004
1.976
1.989
1.886
1.724
1.969
2.122
2.042
1.952
2.046
2.015
1.857
1.782

0.037
0.021
0.022
0.017
0.009
0.009
0.008
0.004

0.018
0.016
0.032
0.042
0.018
0.040
0.030
0.033
0.025
0.022
0.047
0.030
0.034
0.017
0.040
0.044
0.047
0.023
0.029
0.039
0.068
0.032
0.058
0.032
0.053
0.036
0.040
0.026
0.032
0.025
0.054
0.025
0.027
0.031
0.024
0.025
0.061
0.033
0.024
0.050
0.049
0.033
0.021
0.016

9.414
9.242
10.201
8.794
6.709
3.751
2.519
0.817

2.804

3.677

7.626

7.460

8.928
12.254
11.204
13.484
13.513
12.342
15.393
10.293

9.936

9.943
10.356
10.343
12.969

9.880
10.751
10.806

9.032
12.490
11.956
11.574
12.837
12.659
12.614
11.054
12.259
14.012
11.378
13.492
11.966
11.345

8.966

8.556
12.977
12.927
13.302
13.053
13.794
13.795
14.558

7.952

0.159
0.100
0.166
0.106
0.064
0.024
0.086
0.026

0.201
0.067
0.147
0.343
0.195
0.255
0.297
0.222
0.456
0.127
0.472
0.253
0.184
0.114
0.340
0.181
0.325
0.341
0.092
0.247
0.476
0.358
0.485
0.231
0.371
0.176
0.312
0.251
0.218
0.321
0.151
0.223
0.299
0.090
0.113
0.187
0.431
0.406
0.363
0.252
0.285
0.223
0.189
0.096
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0.740
0.702
0.745
0.680
0.483
0.050
-0.080
-0.844

-0.866
-0.393
0.272
0.471
0.457
0.678
0.635
0.571
0.616
0.607
0.679
0.685
0.611
0.598
0.689
0.625
0.643
0.587
0.671
0.593
0.662
0.679
0.651
0.699
0.676
0.485
0.636
0.653
0.615
0.518
0.515
0.477
0.611
0.555
0.536
0.440
0.617
0.747
0.598
0.552
0.689
0.692
0.568
0.164

0.069
0.001
0.018
0.004
0.012
0.000
0.005
0.018

0.049
0.037
0.003
0.030
0.078
0.026
0.105
0.094
0.053
0.077
0.085
0.013
0.033
0.032
0.107
0.047
0.077
0.075
0.099
0.134
0.092
0.116
0.121
0.162
0.003
0.022
0.075
0.098
0.030
0.079
0.104
0.015
0.005
0.007
0.057
0.089
0.168
0.053
0.109
0.007
0.028
0.219
0.007
0.031



424
426
429
431
433
434
436
437
438
439
441
443
450
451
453
456
458
461
462
463
464
465
466
467
468
469
471
472
474
475
478
479
480
483
484
487
488
489
490
491
492
495

B.0.7.3. 600 MHz (Probe 2).

340
342
345
347
349
351
354
357
358
360

1.692
1.709
2.179
2.544
2421
2.284
2.505
2.400
2.450
2.385
2.097
2.410
2.647
2.640
2.555
2.840
2.585
2.346
2.577
2.280
2.223
2.351
2.435
2.136
2.468
2.348
2.191
2.391
2.065
2.560
2.618
2.523
2.639
2.674
2.622
2.750
2.526
2.683
2.647
2.284
1.809
0.826

1.214
1.488
1.535
1.523
1.493
1.451
1.464
1.398
1.304
1.350

0.017
0.018
0.018
0.059
0.047
0.052
0.049
0.033
0.037
0.062
0.031
0.033
0.049
0.054
0.054
0.089
0.042
0.043
0.035
0.040
0.041
0.034
0.062
0.029
0.070
0.029
0.032
0.048
0.029
0.031
0.066
0.068
0.036
0.052
0.048
0.035
0.068
0.107
0.068
0.021
0.016
0.006

0.011
0.010
0.011
0.011
0.045
0.015
0.018
0.011
0.014
0.016

5.257
3.447
6.592
8.116
8.658
8.845
10.400
9.097
10.698
7.717
6.801
7777
8.827
8.362
9.138
9.062
9.203
9.840
8.502
9.580
9.431
10.339
10.284
11.210
8.069
8.871
11.705
7.997
6.470
7.985
8.528
8.859
8.582
10.091
9.239
9.689
8.813
9.568
8.694
6.472
3.720
1.623

2.910
3.646
7.133
7.658
9.517
9.495
11.838
13.517
13.298
13.654

0.164
0.054
0.084
0.207
0.167
0.249
0.203
0.166
0.205
0.078
0.173
0.096
0.103
0.236
0.134
0.287
0.114
0.096
0.157
0.169
0.163
0.107
0.350
0.376
0.091
0.107
0.154
0.233
0.117
0.163
0.135
0.193
0.136
0.395
0.138
0.130
0.135
0.204
0.294
0.123
0.059
0.080

0.106
0.076
0.161
0.047
0.513
0.134
0.197
0.230
0.247
0.187

161

-0.291
-0.337
0.219
0.670
0.680
0.571
0.494
0.697
0.603
0.699
0.621
0.541
0.595
0.559
0.535
0.790
0.696
0.706
0.546
0.565
0.669
0.558
0.514
0.655
0.588
0.645
0.530
0.567
0.404
0.693
0.690
0.539
0.600
0.590
0.671
0.701
0.540
0.666
0.547
0.396
-0.239
-1.368

-0.459

-0.074
0.337
0.377
0.519
0.504
0.665
0.763
0.699
0.758

0.020
0.060
0.025
0.065
0.056
0.033
0.026
0.022
0.134
0.070
0.031
0.029
0.020
0.065
0.016
0.261
0.001
0.008
0.039
0.051
0.004
0.065
0.009
0.134
0.126
0.059
0.126
0.013
0.088
0.026
0.028
0.139
0.067
0.042
0.121
0.023
0.086
0.055
0.130
0.019
0.035
0.055

0.006

0.003
0.013
0.019
0.065
0.023
0.055
0.030
0.029
0.066



361
362
363
364
365
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
379
380
381
382
383
384
386
387
389
390
391
392
394
395
396
397
398
399
400
403
404
405
408
409
410
414
415
416
417
419
421
424
426
429
431
432
433
434
437
438
439
440
441

1.372
1.316
1.291
1.251
1.169
1.419
1.336
1.354
1.447
1.397
1.396
1.417
1.484
1.453
1.336
1.358
1.323
1.247
1.246
1.312
1.302
1.266
1.323
1.343
1.339
1.364
1.255
1.287
1.220
1.236
1.255
1.212
1.303
1.083
1.180
1.241
1.279
1.206
1.210
1.251
1.246
1.220
1.206
1.110
1.198
1.220
1.267
1.324
1.401
1.491
1.676
1.656
1.652
1.508
1.532
1.597
1.601
1.660
1.450

0.021
0.015
0.019
0.011
0.012
0.011
0.013
0.007
0.016
0.010
0.018
0.016
0.024
0.019
0.009
0.011
0.021
0.016
0.020
0.018
0.009
0.016
0.015
0.010
0.017
0.012
0.011
0.017
0.010
0.007
0.012
0.011
0.014
0.009
0.011
0.021
0.010
0.008
0.006
0.014
0.008
0.009
0.013
0.015
0.015
0.008
0.006
0.011
0.014
0.012
0.015
0.007
0.011
0.010
0.013
0.011
0.013
0.013
0.011

12.543
16.829
17.966
15.377
19.286
11.300
10.900
11.752
13.486
10.894
11.025
16.576
12.309
11.891
14.341
13.706
10.861
15.684
13.392
13.474
13.826
15.572
15.912
11.417
14.634
16.293
16.475
14.268
17.145
12.194
15.206
10.144
10.647
10.130
14.473
15.026
15.584
15.178
15.892
16.863
15.444
15.644
14.760
16.231
14.928
13.494

9.305

5.522

3.696

6.446
10.249

8.710
11.056

9.009
12.746
13.898

8.021

8.888

9.087

0.507
0.304
0.417
0.274
0.661
0.204
0.126
0.140
0.502
0.206
0.172
0.351
0.255
0.224
0.277
0.316
0.184
0.264
0.185
0.252
0.184
0.249
0.258
0.156
0.287
0.176
0.244
0.285
0.276
0.168
0.230
0.113
0.227
0.277
0.274
0.379
0.225
0.260
0.150
0.277
0.262
0.218
0.232
0.178
0.453
0.135
0.121
0.048
0.095
0.184
0.232
0.086
0.101
0.104
0.157
0.258
0.112
0.082
0.145
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0.723
0.723
0.790
0.643
0.712
0.710
0.703
0.678
0.738
0.782
0.729
0.748
0.689
0.767
0.698
0.719
0.609
0.754
0.813
0.784
0.742
0.701
0.680
0.686
0.694
0.746
0.657
0.670
0.714
0.659
0.668
0.586
0.598
0.572
0.672
0.748
0.738
0.723
0.707
0.742
0.698
0.749
0.727
0.653
0.657
0.532
0.303
0.001
-0.077
0.385
0.705
0.672
0.704
0.722
0.695
0.694
0.699
0.708
0.658

0.024
0.065
0.059
0.013
0.048
0.056
0.027
0.049
0.057
0.057
0.020
0.026
0.039
0.028
0.039
0.038
0.054
0.039
0.026
0.022
0.009
0.020
0.049
0.013
0.034
0.035
0.018
0.074
0.028
0.018
0.018
0.015
0.010
0.050
0.026
0.040
0.074
0.004
0.013
0.025
0.031
0.041
0.036
0.007
0.051
0.038
0.007
0.065
0.019
0.025
0.048
0.016
0.040
0.030
0.022
0.008
0.032
0.035
0.020



443
446
450
451
453
456
457
458
461
462
463
464
465
466
467
468
469
471
472
474
475
476
478
479
480
482
483
484
486
487
488
489
490
491
492
495

1.631
1.684
1.699
1.641
1.637
1.714
1.622
1.627
1531
1.725
1.466
1.477
1.588
1.483
1.429
1.604
1.594
1.491
1.600
1.460
1.722
1.715
1.770
1.735
1.762
1.701
1.712
1.726
1.713
1.690
1.628
1.693
1.658
1.591
1.488
0.792

0.008
0.017
0.009
0.015
0.025
0.026
0.012
0.012
0.015
0.017
0.013
0.012
0.010
0.009
0.013
0.013
0.009
0.016
0.027
0.007
0.009
0.010
0.010
0.015
0.011
0.021
0.015
0.011
0.026
0.010
0.008
0.017
0.012
0.009
0.005
0.003

8.865
10.861
8.834
9.654
12.715
10.016
9.969
10.178
11.728
9.194
14.184
11.066
12.753
10.955
12.943
9.177
10.581
16.333
9.185
7.865
8.171
8.898
9.163
11.568
9.413
9.693
11.642
8.947
9.749
9.538
9.986
11.216
9.741
7.420
3.974
2.617

0.062
0.155
0.088
0.107
0.370
0.327
0.148
0.195
0.159
0.119
0.290
0.172
0.116
0.116
0.115
0.094
0.070
0.238
0.215
0.133
0.250
0.170
0.219
0.195
0.204
0.095
0.150
0.090
0.146
0.090
0.224
0.106
0.212
0.063
0.108
0.055
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0.726
0.744
0.721
0.714
0.732
0.761
0.747
0.758
0.699
0.733
0.714
0.731
0.671
0.715
0.644
0.671
0.662
0.608
0.644
0.501
0.716
0.743
0.687
0.745
0.714
0.730
0.731
0.762
0.775
0.699
0.716
0.734
0.677
0.433
0.148
-1.382

0.029
0.017
0.047
0.012
0.025
0.025
0.049
0.025
0.050
0.028
0.048
0.016
0.027
0.006
0.035
0.015
0.028
0.047
0.019
0.039
0.043
0.042
0.028
0.030
0.007
0.048
0.033
0.051
0.068
0.023
0.018
0.031
0.053
0.025
0.015
0.033






ANHANG C

Strukturberechnung

C.1. Chemische Verschiebungen fur NusACTD

Die chemischen Verschiebungen (in ppm) sind in einem verkirzten BMRB—Format angegeben
und sind unter der Kennung 5800 in elektronischer Form erhaltlich. Die Nummerierung der
Aminosauren von 1-159 ist dabei auf das Konstrukt GP—NusA(339-495) (s. P.1.1.1) bezogen.

1 1 GLY H @ 960 79 ALA H 7.59
2 1 GLY HA2 @ 961 79 ALA HA 4.25
3 1 GLY HA3 @ 962 79 ALA HB 1.54
5 1 GLY CA @ 963 79 ALA C 180.04
6 1 GLY N @ 964 79 ALA CA 54.89
7 2 PRO HA 4.47 965 79 ALA CB 18.02
8 2 PRO HB2 1.94 966 79 ALA N 121.53
9 2 PRO HB3 231 967 80 THR H 8.08
10 2 PRO HG2 2.01 968 80 THR HA 4.05
11 2 PRO HG3 2.01 969 80 THR HB 4.43
12 2 PRO HD2 3.61 971 80 THR HG2 1.35
13 2 PRO HD3 3.56 972 80 THR C 176.97
14 2 PRO C 176.84 973 80 THR CA 66.03
15 2 PRO CA 63.02 974 80 THR CB 69.06
16 2 PRO CB 32.26 976 80 THR N 116.30
17 2 PRO CG 27.06 977 81 ILE H 8.32
18 2 PRO CD 50.26 978 81 ILE HA 3.75
20 3 MET H 8.58 979 81 ILE HB 1.68
21 3 MET HA 4.57 980 81 ILE HG12 1.50
22 3 MET HB2 2.03 981 81 ILE HG13 0.89
23 3 MET HB3 2.10 982 81 ILE HG2 0.84
24 3 MET HG2 2.57 983 81 ILE HD1 0.31
25 3 MET HG3 2.64 984 81 ILE C 178.09
26 3 MET HE @ 985 81 ILE CA 64.83
27 3 MET Cc 176.46 986 81 ILE CB 38.96
28 3 MET CA 55.56 987 81 ILE CG1 29.46
29 3 MET CB 33.27 988 81 ILE CG2 16.91
30 3 MET CG 32.00 989 81 ILE CD1 13.43
31 3 MET CE @ 990 81 ILE N 123.88
32 3 MET N 120.73 991 82 ALA H 7.87
33 4 THR H 8.36 992 82 ALA HA 4.21
34 4 THR HA 4.41 993 82 ALA HB 1.50
35 4 THR HB 4.30 994 82 ALA C 179.73
37 4 THR HG2 1.22 995 82 ALA CA 54.38
38 4 THR C 174.73 996 82 ALA CB 18.28
39 4 THR CA 61.50 997 82 ALA N 122.30
40 4 THR CB 70.34 998 83 GLN H 7.91
42 4 THR N 116.03 999 83 GLN HA 4.16
43 5 VAL H 8.33 1000 83 GLN HB2 2.17
44 5 VAL HA 4.06 1001 83 GLN HB3 2.17
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VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA

HB
HG1
HG2

CA
CB
CG1
CG2

HA
HB2
HB3

CA
CB

HA
HB2
HB3

CA
CB

HA
HB2
HB3
HG
HD1
HD2

CA
CB
CG
CD1
CD2
N
H
HA
HB2
HB3
HG2
HG3
HE21
HE22
C
CA
CB
CG
N
NE2
H
HA
HB
C
CA
CB

2.10
0.94
0.94
176.34
63.21
32.49
20.95
20.95
121.43
8.24
4.54
2.61
2.70
176.69
54.70
40.91
122.77
8.15
4.55
2.70
2.70
177.59
55.68
41.94
121.29
8.22
4.15
1.55
1.74
1.62
0.91
0.87
178.83
56.90
41.64
27.16
25.10
24.10
122.26
8.21
4.16
211
2.11
2.39
2.45

@
@

177.71
57.97
28.49
33.90

119.68

@

8.08
4.16
1.41

179.89

54.27
18.43
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1002
1003
1004
1005
1006
1007
1008
1009
1011
1012
1013
1014
1015
1016
1017
1018
1019
1020
1021
1022
1023
1024
1025
1026
1027
1028
1029
1030
1031
1033
1034
1035
1036
1037
1038
1039
1040
1041
1042
1043
1044
1046
1047
1048
1049
1050
1051
1052
1053
1054
1055
1056
1058
1059
1060
1061
1062
1064
1065

83
83
83
83
83
83
83
83
83
83
84
84
84
84
84
84
84
85
85
85
85
85
85
85
85
85
85
85
85
85
85
86
86
86
86
86
86
86
86
86
86
86
87
87
87
87
87
87
87
87
87
87
87
88
88
88
88
88
88

GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
SER
SER
SER
SER
SER
SER

HG2
HG3
HE21

HE22
c
CA
cB
CG

N
NE2
H

HA

HB

c

CA

cB

N
H
HA
HB2
HB3
HG2
HG3
HE21
HE22
c
CA
cB
CG
N
NE2
H

HA
HB2
HB3
HG2
HG3

CA
CB
CG

HA
HB2

HB3
HG2

HG3
C
CA
CB
CG

HA
HB2
HB3
C
CA

2.47
2.47
7.49
6.87
177.17
57.45
28.69
33.87
117.69
111.80
7.89
4.29
1.50
178.98
53.56
18.50
122.51
8.03
4.25
2.14
2.14
2.47
2.47
7.45
6.85
176.97
56.75
28.99
33.88
118.18
112.05
8.14
4.21
2.06
2.06
2.33
2.33
@
57.57
30.18
36.45
121.13
8.31
4.25
2.04
2.04
2.33
2.33
176.97
57.08
30.10
36.45
120.93
8.21
4.46
3.91
3.91
174.88
58.67



107 10 ALA N 123.04 1066 88 SER CB 63.75

108 11 LYS H 8.05 1067 88 SER N 116.15
109 11 LYS HA 4.16 1068 89 LEU H 8.14
110 11 LYS HB2 1.81 1069 89 LEU HA 4.34
111 11 LYS HB3 1.81 1070 89 LEU HB2 1.62
112 11 LYS HG2 1.45 1071 89 LEU HB3 1.71
113 11 LYS HG3 1.35 1072 89 LEU HG 1.68
114 11 LYS HD2 1.63 1073 89 LEU HD1 0.93
115 11 LYS HD3 1.63 1074 89 LEU HD2 0.87
116 11 LYS HE2 @ 1075 89 LEU C 178.08
117 11 LYS HE3 @ 1076 89 LEU CA 556.51
119 11 LYS C 177.96 1077 89 LEU CB 42.30
120 11 LYS CA 58.35 1078 89 LEU CG 27.08
121 11 LYS CB 32.56 1079 89 LEU CD1 25.11
122 11 LYS CG 24.77 1080 89 LEU CD2 23.43
123 11 LYS CD 29.22 1081 89 LEU N 123.83
124 11 LYS CE @ 1082 90 GLY H 8.22
125 11 LYS N 120.12 1083 90 GLY HA2 3.95
127 12 HIS H 8.26 1084 90 GLY HA3 3.95
128 12 HIS HA 4.57 1085 90 GLY C 173.96
129 12 HIS HB2 3.27 1086 90 GLY CA 45.44
130 12 HIS HB3 3.27 1087 90 GLY N 108.62
132 12 HIS HD2 7.20 1088 91 ASP H 8.26
133 12 HIS HE1 8.37 1089 91 ASP HA 4.62
135 12 HIS C 176.72 1090 91 ASP HB2 2.58
136 12 HIS CA 57.24 1091 91 ASP HB3 2.70
137 12 HIS CB 28.99 1092 91 ASP C 176.09
139 12 HIS Cbh2 119.95 1093 91 ASP CA 54.38
141 12 HIS N 118.25 1094 91 ASP CB 41.19
144 13 GLN H 8.39 1096 91 ASP N 120.61
145 13 GLN HA 4.17 1097 92 ASN H 8.35
146 13 GLN HB2 2.12 1098 92 ASN HA 4.64
147 13 GLN HB3 2.12 1099 92 ASN HB2 2.66
148 13 GLN HG2 241 1100 92 ASN HB3 2.66
149 13 GLN HG3 2.41 1101 92 ASN HD21 6.92
150 13 GLN HE21 @ 1102 92 ASN HD22 7.40
151 13 GLN HE22 @ 1103 92 ASN C 177.59
152 13 GLN C 177.59 1104 92 ASN CA 53.14
153 13 GLN CA 58.05 1105 92 ASN CB 38.87
154 13 GLN CB 28.66 1107 92 ASN N 118.87
155 13 GLN CG 34.10 1108 92 ASN ND2 112.10
157 13 GLN N 120.16 1109 93 LYS H 8.02
158 13 GLN NE2 @ 1110 93 LYS HA 4.53
159 14 ALA H 8.18 1111 93 LYS HB2 1.64
160 14 ALA HA 4.25 1112 93 LYS HB3 1.75
161 14 ALA HB 1.50 1113 93 LYS HG2 1.42
162 14 ALA C 180.34 1114 93 LYS HG3 1.42
163 14 ALA CA 54.89 1115 93 LYS HD2 1.71
164 14 ALA CB 18.28 1116 93 LYS HD3 1.71
165 14 ALA N 123.49 1117 93 LYS HE2 3.05
166 15 GLU H 8.34 1118 93 LYS HE3 3.05
167 15 GLU HA 4.12 1120 93 LYS C @
168 15 GLU HB2 211 1121 93 LYS CA 53.18
169 15 GLU HB3 2.11 1122 93 LYS CB 33.20
170 15 GLU HG2 2.46 1123 93 LYS CG 24.50
171 15 GLU HG3 231 1124 93 LYS CD 29.17
172 15 GLU C 178.84 1125 93 LYS CE 42.22
173 15 GLU CA 58.56 1126 93 LYS N 120.49
174 15 GLU CB 29.34 1128 94 PRO HA 4.40
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175
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
190
191
193
194
195
197
199
202
203
204
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206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
238
239
240
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15
15
16
16
16
16
16
16
16
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17
17
17
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19
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19
19
19
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20
20
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20
20
20
20
20
20
21
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21
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22
22

GLU
GLU
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
HIS
HIS
HIS
HIS
HIS
HIS
HIS
HIS
HIS
HIS
HIS
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ILE
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
THR
THR
THR

CG

Tz

HA
HB

CA
CB

HA

HB2
HB3
HD2
HE1

CA
CB
CD2

HA
HB

CA
CB

HA
HB

CA
CB

HA
HB
HG12
HG13
HG2
HD1

CA
CB
CG1
CG2
CD1

HA
HB2
HB3

CA
CB

HA
HB

36.47
119.82
8.19
4.13
1.37
178.97
54.75
18.05
123.91
8.23
4.27
3.28
3.28
7.26
8.43
176.53
58.70
28.61
119.96
115.45
7.95
4.21
1.49
179.84
54.83
17.97
121.98
7.81
3.82
121
178.46
54.94
18.74
122.43
7.95
3.33
1.82
0.87
0.87
0.92
0.81
178.22
65.92
38.05
29.73
17.27
13.85
117.99
7.89
4.37
2.69
2.69
178.29
57.13
40.49
119.35
7.97
4.02
4.26
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1129
1130
1131
1132
1133
1134
1135
1136
1137
1138
1139
1141
1142
1143
1144
1145
1146
1147
1148
1149
1150
1151
1152
1153
1154
1156
1157
1158
1159
1160
1161
1162
1163
1165
1166
1167
1168
1169
1170
1171
1172
1173
1174
1175
1176
1177
1178
1179
1180
1181
1182
1183
1184
1185
1186
1187
1188
1189
1190

94
94
94
94
94
94
94
94
94
94
94
95
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95
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95
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96
96
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96
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99
99

PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
ALA
ALA
ALA
ALA
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ALA
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
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LEU

HB2
HB3
HG2
HG3
HD2
HD3

CA
CB
CG
CD

HA
HB

CA
CB

HA
HB2
HB3

CA
CB

HA
HB2
HB3

CA
CB

HA
HB2
HB3
HG
HD1
HD2

CA
CB
CG
CD1
Cb2

HA
HB2
HB3
HG
HD1
HD2
C
CA
CB
CG

2.29
1.92
2.01
2.01
3.62
3.81
176.72
63.04
32.14
27.66
50.65
8.90
4.37
1.61
178.07
51.22
20.69
124.93
8.56
4.29
2.57
2.57
177.40
57.47
40.52
119.82
8.43
4.21
2.62
2.71
177.48
56.09
39.06
116.26
7.37
4.07
1.07
1.84
1.37
0.73
0.73
177.34
57.24
42.93
27.90
25.10
25.10
122.75
7.65
3.76
1.46
1.72
1.42
0.79
0.81
177.87
57.08
42.60
27.33
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LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
TYR
LEU
LEU
LEU
LEU

HG2

HG2

CA
CB

HA

HB2
HB3
HG2
HG3
HD2
HD3
HE2
HE3

CA
CB
CG
CD
CE

HA

HB2
HB3
HD1
HD2
HE1
HE2

CA
CB

HA
HB2
HB3

1.36
176.09
67.07
68.64
117.54
8.64
4.51
2.96
3.37
6.86
6.86
6.99
6.99
6.73
178.76
57.92
37.54
120.69
8.80
4.13
4.30
1.30
179.34
65.76
68.75
111.91
7.74
4.00
1.59
1.86
1.06
0.51
1.38
1.45
2.78
2.72
178.97
59.27
32.84
24.58
29.22
42.10
120.94
8.07
4.60
2.83
3.05
7.54
7.54
6.88
6.88
177.34
60.95
39.70
112.43
8.18
451
1.37
1.97
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1191
1192
1193
1194
1195
1196
1197
1198
1199
1200
1201
1202
1204
1205
1206
1207
1208
1209
1210
1211
1212
1213
1214
1215
1216
1217
1218
1219
1220
1221
1222
1223
1224
1225
1226
1227
1228
1229
1231
1232
1233
1234
1235
1236
1237
1238
1239
1240
1241
1242
1243
1244
1245
1246
1247
1248
1249
1250
1251

99
99
99

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
101
101
101
101
101
101
101
101
101
101
101
101
101
101
102
102
102
102
102
102
102
102
102
102
102
103
103
103
103
103
103
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
104
105
105
105

LEU
LEU
LEU
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
ASN
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
ASP
ASP
ASP

CD1
CDh2
N

H
HA
HB2
HB3
HD21
HD22

CA
CB

ND2

HA
HB2
HB3
HG
HD1
HD2

CA
CB
CG
CD1
CD2

HA

HB2
HB3
HG2
HG3

CA
CB
CG

HA2
HA3

CA

HA
HB
HG1
HG2

CA
CB
CG1
CG2

HA
HB2

24.22
25.40
115.21
7.48
4.68
2.66
2.92
7.57
6.93
174.84
53.01
39.34
112.32
113.45
7.32
4.12
1.46
1.88
1.74
0.86
0.72
176.69
55.25
41.85
25.53
23.56
25.65
125.04
8.57
3.95
1.89
2.02
2.23
2.23
176.34
58.49
29.13
35.91
129.02
8.58
3.61
4.23
174.36
44.68
112.15
7.89
3.99
2.43
0.81
0.74
174.59
62.78
31.50
22.50
23.80
121.81
7.37
4.85
2.70



320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
373
374
375
376
377
378
379
380
382

27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
28
28
28
28
28
28
28
28
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
30
30
30
30
30
30
30
30
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31
31
32
32
32
32
32
32
32
32

LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ILE

ILE

ILE

ILE

ILE

ILE

ILE

ILE

ILE

ILE

ILE

ILE

ILE

ILE

ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP

HG
HD1
HD2

CA
CB
CG
CD1
CD2

HA
HB2
HB3

CA
CB

HA
HB
HG12
HG13
HG2
HD1

CA
cB
CG1
CG2
CD1

HA
HB2
HB3

CA
CB

HA

HB2
HB3
HG2
HG3

CA
CB
CG

HA
HB2
HB3

CA
CB

2.00
0.62
0.36
175.46
53.97
41.71
27.60
22.22
25.85
114.45
7.72
4.42
2.42
3.03
174.59
55.38
39.41
116.62
6.59
4.78
2.10
1.28
0.82
0.69
0.41
174.83
58.67
41.23
24.30
17.06
14.09
107.14
8.35
4.72
2.79
3.09
176.41
52.81
42.05
119.21
8.89
3.77
2.06
2.13
2.28
2.28
179.04
60.08
29.68
36.95
119.48
8.60
4.42
2.71
2.83
178.34
57.79
39.58
121.89
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1252
1253
1254
1255
1257
1258
1259
1260
1261
1262
1263
1264
1265
1271
1272
1273
1274
1275
1277
1281
1282
1283
1284
1285
1286
1287
1289
1290
1291
1292
1293
1294
1295
1296
1297
1298
1299
1300
1301
1302
1303
1304
1305
1306
1307
1308
1309
1310
1311
1312
1313
1314
1315
1316
1317
1318
1319
1320
1321

105
105
105
105
105
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
106
107
107
107
107
107
107
107
107
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
108
109
109
109
109
109
109
109
110
110
110
110
110
110
110
110
110
110
110

ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE

HB3

CA
CB

HA
HB2
HB3
HG2
HG3
HD2
HD3
C
CA
CB
CG
CD

HA
HB2
HB3
Cc
CA
CB
N

HA
HB2
HB3
HG
HD1
HD2

CA
CB
CG
CD1
CDh2

HA
HB

CA
CB

HA
HB2
HB3
HD1
HD2
HE1
HE2
HZ
C
CA

3.03
175.53
51.73
42.08
124.80
8.64
3.84
1.91
1.82
1.76
1.67
3.19
3.23
177.85
60.65
29.98
28.00
43.30
120.86
8.11
4.44
2.73
2.64
178.97
57.80
40.88
116.73
8.18
4.14
1.83
1.87
1.60
1.05
1.02
178.48
57.69
41.24
27.43
26.51
23.39
121.86
8.64
3.80
1.33
179.72
55.76
18.05
120.86
8.18
4.12
3.22
3.22
7.58
7.58
7.32
7.32
7.33
179.16
62.48



383
384
385
386
387
388
389
390
301
392
393
394
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
413
414
415
416
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449

33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
34
34
34
34
34
34
34
35
35
35
35
35
35
35
35
36
36
36
36
36
36
36
36
36
36
36
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37
38
38
38
38
38
38

PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL

HA

HB2
HB3
HD1
HD2
HE1
HE2
HZ

CA
CB

HA
HB

CA
CB

HA
HB
HG2

HG1
HG2

CA
CB
CG1
CG2

HA
HB2
HB3
HG
HD1
HD2

CA
CB
CG
CD1
CD2

HA
HB
HG1
HG2

8.33
4.68
3.13
3.45
7.38
7.38
7.17
7.17
6.95
177.84
58.45
38.60
123.51
8.56
3.86
1.63
178.34
55.89
20.45
120.30
8.17
3.78
4.49
1.25
175.71
67.71
68.84
112.85
7.49
3.76
2.40
1.17
1.01
178.10
66.75
31.52
22.76
20.96
122.79
7.63
3.95
2.16
1.24
1.47
0.44
0.14
178.90
58.60
41.65
26.05
21.80
25.60
117.03
8.01
4.28
2.10
1.09
0.97
181.72
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1322
1329
1330
1331
1332
1333
1334
1335
1336
1337
1338
1339
1341
1342
1343
1344
1345
1346
1347
1349
1350
1351
1352
1353
1354
1355
1356
1357
1358
1359
1360
1361
1362
1363
1364
1365
1366
1367
1368
1369
1370
1371
1372
1373
1374
1375
1376
1377
1378
1379
1380
1381
1382
1383
1384
1390
1391
1392
1393

110
110
111
111
111
111
111
111
111
111
111
111
111
111
111
111
111
111
111
112
112
112
112
112
112
112
112
112
112
112
112
112
112
113
113
113
113
113
113
113
114
114
114
114
114
114
114
115
115
115
115
115
115
115
115
115
115
115
115

PHE
PHE
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG

CB
N

HA

HB2
HB3
HG2
HG3
HD2
HD3
HE2
HE3

CA
CB
CG
CD
CE

HA
HB2
HB3
HG
HD1
HD2

CA
CB
CG
CD1
CD2

HA
HB

CA
CB

HA
HB

CA
CB

HA
HB2
HB3
HG2
HG3
HD2
HD3
C
CA
CB
CG

38.56
115.53
8.04
4.14
1.88
2.13
1.56
1.56
1.63
1.79
2.98
2.98
179.99
60.06
32.91
26.50
29.50
42.00
122.92
8.64
3.86
2.05
1.70
1.77
0.69
0.75
179.53
58.18
39.90
27.00
23.50
26.10
120.86
8.20
3.80
1.15
180.90
54.85
18.01
123.66
7.82
4.16
1.54
179.09
54.48
18.00
120.96
7.39
4.55
1.88
2.14
1.75
181
3.13
3.24
175.94
54.52
29.95
26.90



450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
503
504
505
506
507
509
510
511
512
513
514
515
517
518

38
38
38
38
38
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
41
41
41
41
41
41
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
42
43
43
43
43
43
43
43
43
44
44
44
44
44

VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
SER
SER
SER
SER
SER
SER
SER
SER
THR
THR
THR
THR
THR

CA
CB
CG1
CG2

HA

HB2
HB3
HG2
HG3

CA
CB
CG

HA

HB2
HB3
HG2
HG3

CA
CB
CG

HA2
HA3

CA

HA

HB2
HB3
HD1
HD2
HE1
HE2
HZ

CA
CB

HA
HB2
HB3

CA
CB

HA
HB
HG2

65.84
32.06
24.16
21.27
119.15
8.92
4.06
2.14
2.29
2.56
2.37
178.91
59.19
28.84
36.34
123.10
8.00
4.34
2.19
2.49
2.66
2.42
175.86
56.15
28.62
35.66
117.61
7.74
3.53
4.09
174.04
44.95
105.00
8.15
4.72
2.94
2.79
7.20
7.20
7.18
7.18
7.12
174.47
57.85
39.22
121.53
9.26
4.68
3.76
3.95
173.59
58.73
65.46
113.54
7.90
4.94
4.79
1.20
174.74
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1394
1396
1400
1401
1402
1403
1404
1405
1406
1407
1408
1409
1410
1411
1412
1413
1414
1415
1416
1417
1418
1419
1420
1422
1423
1424
1425
1426
1427
1428
1430
1431
1432
1433
1435
1436
1437
1438
1439
1440
1441
1442
1443
1444
1445
1446
1447
1448
1449
1450
1451
1452
1453
1454
1455
1456
1457
1458
1459

115
115
116
116
116
116
116
116
117
117
117
117
117
117
117
117
117
117
117
118
118
118
118
118
118
118
118
119
119
119
119
119
119
119
119
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
121
121
121
121
121
121
121
121
121
121

ARG
ARG
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
GLY
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
CYSs
CYS
CYS
CYS
CYS
CYS
CYS
CYS
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU

CD

HA2
HA3

CA

HA
HB
HG1
HG2

CA
CB
CG1
CG2

HA
HB2
HB3

CA
CB

HA
HB
HG2

CA
CB

HA
HB2
HB3
HG
HD1
HD2

CA
CB
CG
CD1
CD2

HA

HB2
HB3
HG2
HG3

CA
CB
CG

43.15
115.50
7.95
3.60
4.20
173.84
45.38
107.71
8.01
3.97
1.99
0.70
0.63
172.36
61.34
29.88
2151
19.94
125.27
8.46
4.36
2.90
3.16
173.85
60.19
30.28
119.22
7.97
4.89
4.76
1.18
175.19
58.71
72.34
107.89
8.78
3.87
1.27
1.60
1.47
0.96
0.86
178.09
58.09
41.81
26.96
26.79
25.42
120.45
8.48
3.99
2.06
1.93
2.45
2.45
178.68
59.56
28.51
36.63



519
520
522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575
576
577
578
579
580

44
44
44
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
45
46
46
46
46
46
46
46
46
46
46
46
47
47
47
a7
47
47
47
47
47
47
47
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48
49
49
49
49
49
49

THR
THR
THR
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA

CA
CB

HA
HB2
HB3
HG
HD1
HD2

CA
CB
CG
CD1
CD2

HA

HB2
HB3
HG2
HG3

CA
CB
CG

HA

HB2
HB3
HG2
HG3

CA
CB
CG

Tz

HA
HB2
HB3
HG
HD1
HD2

CA
CB
CG
CD1
CD2

HA

HB

CA
CB

58.91
72.34
110.09
9.20
3.95
1.20
1.84
1.83
0.88
0.62
178.59
57.89
42.22
27.03
23.48
25.93
121.16
9.44
3.72
2.02
2.15
2.33
2.59
178.64
60.96
29.00
37.57
118.38
7.81
4.08
2.19
2.57
2.42
2.42
178.41
58.98
30.36
37.31
117.45
7.07
3.77
1.03
1.54
1.45
0.08
0.20
176.96
56.90
42.65
26.63
26.53
24.07
116.02
7.84
3.82
0.73
178.24
54.34
19.04
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1461
1462
1463
1464
1465
1466
1467
1468
1470
1471
1472
1473
1474
1475
1476
1477
1478
1479
1480
1481
1482
1483
1484
1485
1486
1487
1488
1489
1490
1491
1492
1493
1494
1495
1496
1497
1498
1499
1500
1501
1503
1504
1505
1506
1507
1508
1509
1510
1511
1512
1513
1514
1515
1517
1518
1519
1520
1521
1522

121
122
122
122
122
122
122
122
122
123
123
123
123
123
123
123
123
123
123
123
123
123
123
124
124
124
124
124
124
124
125
125
125
125
125
125
125
125
125
125
125
126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
127
127
127
127

GLU
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
ASP
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLN
GLY
GLY
GLY
GLY

HA
HB2
HB3

CA
CB

HA
HB2
HB3
HG
HD1
HD2

CA
CB
CG
CD1
CDh2

HA
HB

CA
CB

HA
HB2
HB3

HG2
HG3

CA
CB
CG

HA
HB2
HB3
HG2
HG3
HE21
HE22

CA
CB
CG
NE2

HA2
HA3

118.96
7.75
4.29
3.00
2.80

179.21
57.09
41.96

117.74
7.81
3.82
1.09
1.89

1.30
0.73
0.61

177.09
57.90
41.20
26.63
23.08
26.95

122.18
8.26
3.73
0.81

177.44

54.26
18.02

118.25

7.07

4.42

2.14

2.36
2.66

2.89

178.19

56.13
29.82
35.51

111.80
7.55
4.12

1.97
2.36

191
3.16
7.36
6.60

174.84

55.06
29.32
34.15

118.63

11451
8.83
3.65
4.64

175.89



581 49 ALA N 115.92 1523 127 GLY CA 43.33

582 50 TYR H 7.29 1524 127 GLY N 105.37
583 50 TYR HA 4.77 1525 128 ILE H 8.46
584 50 TYR HB2 2.79 1526 128 ILE HA 3.39
585 50 TYR HB3 3.29 1527 128 ILE HB 1.76
586 50 TYR HD1 7.20 1528 128 ILE HG12 1.03
587 50 TYR HD2 7.20 1529 128 ILE HG13 1.62
588 50 TYR HE1 6.72 1530 128 ILE HG2 0.92
589 50 TYR HE2 6.72 1531 128 ILE HD1 0.91
501 50 TYR C 177.21 1532 128 ILE C 178.72
592 50 TYR CA 57.11 1533 128 ILE CA 65.90
593 50 TYR CB 39.47 1534 128 ILE CB 38.12
600 50 TYR N 110.41 1535 128 ILE CG1 29.00
601 51 VAL H 7.81 1536 128 ILE CG2 17.77
602 51 VAL HA 4.49 1537 128 ILE CD1 13.53
603 51 VAL HB 2.53 1538 128 ILE N 120.55
604 51 VAL HG1 1.16 1539 129 ASP H 8.58
605 51 VAL HG2 1.00 1540 129 ASP HA 4.34
606 51 VAL C @ 1541 129 ASP HB2 2.55
607 51 VAL CA 60.68 1542 129 ASP HB3 2.66
608 51 VAL CB 31.73 1543 129 ASP C 178.20
609 51 VAL CG1 21.28 1544 129 ASP CA 56.30
610 51 VAL CG2 20.99 1545 129 ASP CB 39.81
611 51 VAL N 122.63 1547 129 ASP N 116.47
612 52 PRO HA 4.38 1548 130 ASP H 7.47
613 52 PRO HB2 1.89 1549 130 ASP HA 4.51
614 52 PRO HB3 2.45 1550 130 ASP HB2 2.94
615 52 PRO HG2 2.04 1551 130 ASP HB3 3.02
616 52 PRO HG3 2.22 1552 130 ASP C 176.80
617 52 PRO HD2 3.72 1553 130 ASP CA 56.71
618 52 PRO HD3 3.99 1554 130 ASP CB 41.83
619 52 PRO c 177.84 1556 130 ASP N 117.51
620 52 PRO CA 63.67 1557 131 LEU H 7.27
621 52 PRO CB 32.21 1558 131 LEU HA 4.42
622 52 PRO CG 28.37 1559 131 LEU HB2 1.63
623 52 PRO CD 51.40 1560 131 LEU HB3 1.54
625 53 MET H 8.66 1561 131 LEU HG 1.63
626 53 MET HA 3.86 1562 131 LEU HD1 0.72
627 53 MET HB2 1.93 1563 131 LEU HD2 0.67
628 53 MET HB3 1.93 1564 131 LEU C 176.40
629 53 MET HG2 2.52 1565 131 LEU CA 53.97
630 53 MET HG3 2.52 1566 131 LEU CB 42.39
631 53 MET HE 2.07 1567 131 LEU CG 27.60
632 53 MET C 177.59 1568 131 LEU CD1 26.21
633 53 MET CA 59.20 1569 131 LEU CD2 23.05
634 53 MET CB 32.29 1570 131 LEU N 116.57
635 53 MET CG 32.30 1571 132 ALA H 7.27
636 53 MET CE 17.10 1572 132 ALA HA 4.08
637 53 MET N 124.39 1573 132 ALA HB 1.41
638 54 LYS H 8.52 1574 132 ALA C 177.16
639 54 LYS HA 3.95 1575 132 ALA CA 54.20
640 54 LYS HB2 1.76 1576 132 ALA CB 19.15
641 54 LYS HB3 1.93 1577 132 ALA N 119.82
642 54 LYS HG2 1.44 1578 133 ASP H 8.35
643 54 LYS HG3 1.44 1579 133 ASP HA 4.47
644 54 LYS HD2 1.67 1580 133 ASP HB2 271
645 54 LYS HD3 1.67 1581 133 ASP HB3 2.71
646 54 LYS HE2 2.98 1582 133 ASP C 176.23
647 54 LYS HE3 2.98 1583 133 ASP CA 54.13
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59.13
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24.59
29.38
41.90
115.62
7.64
4.16
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2.37
2.37
179.22
58.84
29.30
36.97
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26.18
23.68
118.56
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0.92
1.60
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3.99
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62.07
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2.06
2.28
2.28
179.21
59.39
29.55
36.43
119.93
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1.27
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914 75 LYS HD2 1.67 1847 155 PHE HZ @

915 75 LYS HD3 1.67 1848 155 PHE C 176.47
916 75 LYS HE2 2.88 1849 155 PHE CA 57.02
917 75 LYS HE3 2.88 1850 155 PHE CB 39.39
919 75 LYS C 179.96 1857 155 PHE N 118.32
920 75 LYS CA 60.43 1858 156 GLY H 8.07
921 75 LYS CB 32.28 1859 156 GLY HA2 4.03
922 75 LYS CG 26.19 1860 156 GLY HA3 4.03
923 75 LYS CD 29.30 1861 156 GLY C 174.10
924 75 LYS CE 42.07 1862 156 GLY CA 45.82
925 75 LYS N 117.79 1863 156 GLY N 109.74
927 76 ASN H 8.35 1864 157 ASP H 8.30
928 76 ASN HA 4.50 1865 157 ASP HA 4.64
929 76 ASN HB2 2.87 1866 157 ASP HB2 2.57
930 76 ASN HB3 2.87 1867 157 ASP HB3 2.74
931 76 ASN HD21 7.68 1868 157 ASP C @
932 76 ASN HD22 7.04 1869 157 ASP CA 54.39
933 76 ASN C 177.90 1870 157 ASP CB 41.29
934 76 ASN CA 56.03 1872 157 ASP N 120.38
935 76 ASN CB 38.21 1873 158 GLU H 8.31
937 76 ASN N 118.87 1874 158 GLU HA 4.29
938 76 ASN ND2 112.67 1875 158 GLU HB2 1.93
939 77 ALA H 8.40 1876 158 GLU HB3 2.10
940 77 ALA HA 4.21 1877 158 GLU HG2 2.28
941 77 ALA HB 1.43 1878 158 GLU HG3 2.28
942 77 ALA C 179.47 1879 158 GLU C 175.34
943 77 ALA CA 55.08 1880 158 GLU CA 56.51
944 77 ALA CB 18.88 1881 158 GLU CB 30.68
945 77 ALA N 124.34 1882 158 GLU CG 36.44
946 78 LEU H 8.06 1884 158 GLU N 120.93
947 78 LEU HA 3.86 1885 159 ALA H 7.93
948 78 LEU HB2 1.46 1886 159 ALA HA @
949 78 LEU HB3 1.93 1887 159 ALA HB 1.32
950 78 LEU HG 1.74 1889 159 ALA CA 53.91
951 78 LEU HD1 0.73 1890 159 ALA CB 20.17
952 78 LEU HD2 0.81 1891 159 ALA N 130.28
953 78 LEU C 179.73

954 78 LEU CA 57.91

955 78 LEU CB 41.64

956 78 LEU CG 29.21

957 78 LEU CD1 26.11

958 78 LEU CD2 23.64

959 78 LEU N 117.46

C.2. XPLOR-Protokolle fir die Strukturberechnung von NusA(351-426) und
NusA(426—495)

Aus Platzgrtinden sind lediglich die Protokolle zur Strukturberechnung von NusA(351-426) auf-

gelistet. Die fur die Strukturberechung von NusA(426-495) verwendeten Protokolle sind im we-
sentlichen identisch.
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C.2.1. Erzeugung der Strukturdatei — generate_structure.inp.

remarks Generate structure file for a protein
remarks using the SA parameter and topology files

topology
@../PARAMETER/topallhdg.pn

end

parameter
@../PARAMETER/parallhdg_min.pn
end

segment

name=""

chain

@./toph19.pep

link pept head - * tail + * end

first prop tail + pro end | special n-ter for PRO
first nter tail + * end
last cter head - * end
sequence @../PSF/NusA_CTD.seq end
end
end
delete

selection=(resid 1:14 and name *)
end
delete

selection=(resid 91:159 and name *)
end

write structure output=../PSF/NusA_doml_pn.psf end

stop

C.2.2. Erzeugung der Koordinatendatei — generate_template.inp.

remarks file nmr/generate_template.inp

remarks generates a “"template” coordinate set. This produces
remarks an arbitrary extended conformation with ideal geometry.
remarks author: Axel T. Brunger

{::::)}
structure @../PSF/NusA_doml_pn.psf end {* read structure file *}
parameter
{::::>}

@../PARAMETER/parallhdg_min500.pn {* read parameters *}
end
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topology
presidue NDIS

delete bond 1SG 2SG
delete angle 1CB 1SG 2SG
delete angle 1SG 2SG 2CB
end
end

{::::)}
{* if your protein contains S-S bridges appropriately modify and *}
{* then uncomment the following lines.

vector ident (x) ( all )

vector do (x=x/10.) ( all )

vector do (y=random(0.5) ) ( all )
vector do (z=random(0.5) ) ( all )

vector do (fbeta=50) (all) {* friction coefficient, in 1/ps *}
vector do (mass=100) (all) {* heavy masses, in amu
parameter

nbonds

cutnb=5.5 rcon=20. nbxmod=-2 repel=0.9 wmin=0.1 tolerance=1.
rexp=2 irexp=2 inhibit=0.25
end
end

flags exclude * include bond angle vdw end
minimize powell nstep=50 nprint=10 end
flags include impr end

minimize powell nstep=50 nprint=10 end

dynamics verlet
nstep=50 timestep=0.001 iasvel=maxwell firsttemp= 300.
tcoupling = true tbath = 300. nprint=50 iprfrq=0

end

parameter
nbonds
rcon=2. nbxmod=-3 repel=0.75
end
end

minimize powell nstep=100 nprint=25 end

dynamics verlet
nstep=500 timestep=0.005 iasvel=maxwell firsttemp= 300.
tcoupling = true tbath = 300. nprint=100 iprfrg=0

end

flags exclude vdw elec end
vector do (mass=1.) ( name h* )
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hbuild selection=( name h* ) phistep=360 end
flags include vdw elec end

minimize powell nstep=1000 nprint=50 end

{* write coordinates *}
remarks produced by nmr/generate_template.inp
write coordinates output=../PSF/NusA_dom1_pn.pdb end

stop

C.2.3. Simulated Annealing | — sa.inp.

remarks sa_l.inp
remarks Author: Michael Nilges

evaluate ($ini_count = 0)
evaluate ($end_count = 15)

evaluate ($iniseed = 100046)
evaluate (Siniseed2 = 554321)
evaluate ($iniseed3 204875)
evaluate (Siniseed4 = 395164)

evaluate ($init_t = 2000 ) {* initial simulated annealing temperature *}
evaluate ($high_steps = 40000) 20000
evaluate ($cooll_steps = 60000) !30000
evaluate ($cool2_steps = 30000) !15000

evaluate ($fileroot = "../LINUX/RUN_21_RAMA_HBONDS_2/NusA_")
evaluate ($template = "../PSF/NusA_doml_pn.pdb")

structure @@../PSF/NusA_dom1_pn.psf end
parameter @@../PARAMETER/parallhdg_min.pn end

noe
reset
nrestraints = 5000 I allocate space for NOEs
ceiling 100

class
dist @../LINUX/RUN_21_RAMA_HBONDS_2/noe_dom1_130704.list
@../LINUX/RUN_21_RAMA_HBONDS_2/hbonds_270804 dom1.list

set echo on message on end

averaging * sum
potential * soft
scale * 1.0
sqconstant * 1.0
sgexponent * 2
soexponent * 1
rswitch * 1.0
sqoffset  * 0.0
asymptote * 2.0
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end

restraints dihedral
nassign=1000
@@../LINUX/RUN_21_RAMA_HBONDS_2/phi_dom1_130704.list
end

evaluate ($krama = 1.0)

evaluate ($ramacoff = 10.0)

rama
nres=10000
@../PARAMETER/gaussians/shortrange_gaussians.tbl
@../PARAMETER/gaussians/new_shortrange_force.tbl

end

set message on echo on end
@../PARAMETER/gaussians/newshortrange_setup.tbl

flags exclude * include bonds angle impr vdw noe cdih end
set echo on message on end
@setup_swap_orig.hs

vector ident (store2) (storel)
parameter
improper (store2) (store2) (all) (all) 0.0 TOKEN TOKEN
improper (all) (all) (store2) (store2) 0.0 TOKEN TOKEN
end

set echo false message false end

{* friction coefficient for MD heatbath, in 1/ps *}
vector do (fbeta=10) (all)
vector do (mass=100) (all)

evaluate ($kcdih = 5)

restraints dihedral
scale=$kcdih

end

evaluate ($count = $ini_count)
while ($count < $end_count ) loop main

evaluate ($count=$count+1)
evaluate ($nreassign = 0)
coor @@$template
evaluate ($seed =$count*$iniseed)
if ($count > 60) then
evaluate ($seed =($count-60)*$iniseed2)
end if
if ($count > 120) then

evaluate ($seed =($count-120)*$iniseed3)
end if
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if ($count > 180) then
evaluate ($seed =($count-180)*$iniseed4)
end if

set seed $seed end
@sa_|_randomchain.xplor

evaluate ($cpul = $cpu)

evaluate ($finall_t = 1000) { K}
evaluate ($final2_t = 100) {K}
evaluate ($tempstep = 50) { K}

evaluate ($ncycle = ($init_t-$finall_t)/$tempstep)
evaluate ($nstep = int($cooll_steps/$ncycle))

@@sa_|_initial_values.xplor
parameter
angle (store2) (all) (store2) $ini_flt TOKEN
angle (all) (all) (store2) $ini_flt TOKEN
end

parameter nbonds
atom cutnb 12 tolerance 3.5 repel=1.2 wmin 0.5
rexp=2 irexp=2 rcon=1. nbxmod 4

end end

@@sa_|_reduced.xplor { defines storel }

constraints
interaction (all) (not storel) weights * 1 angl 1.0 impr 1.0 vdw 0.0 elec 0 end
interaction (storel) (storel) weights * 1 angl 1.0 impr 1.0 vdw 0.1 elec 0 end
end

{1 initial minimization  *}
restraints dihedral  scale=5. end

noe potential * soft scale * 1.0 asymptote * 2.0 end

minimize powell nstep=50 drop=10. nprint=25 end

{x 2 high temperature dynamics *}
flags include bond angl impr vdw noe cdih end
@sa_cyto_hightemp.xplor

flags include bond angl impr vdw noe cdih rama end

{* 3 cooling 1 *}

@sa_cyto_cooll.xplor

{* 4 cooling 2 *}

@sa_cyto_cool2.xplor
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{*5 final minimization *}

evaluate ($swap = 1.001)

flags exclude * include noe end

@swapl15v.xplor

flags include bond angl impr vdw noe cdih rama end
minimize powell nstep=500 drop=10.0 nprint=25 end

flags exclude * include bond angl impr vdw noe cdih end

minimize powell nstep=500 drop=10.0 nprint=25 end

flags include bond angl impr vdw noe cdih rama end

{* 6 write out the final structure(s) *}

evaluate ($filename=$fileroot+ encode($count)+ ".pdb")
evaluate ($fname=$fileroot+ encode($count)+".prt")
evaluate ($aname=$fileroot+ encode($count)+".ang")
evaluate ($dname=$fileroot+ encode($count)+".dih")

print threshold=0.3 noe

evaluate ($rms_noe=$result)
evaluate ($violations_noe=3%violations)
print threshold=5. cdih

evaluate ($rms_cdih=$result)
evaluate ($violations_cdih=%violations)
print thres=0.05 bonds

evaluate ($rms_bonds=$result)

print thres=0.5 angles

evaluate ($rms_angles=$result)

print thres=5. impropers

evaluate ($rms_impropers=$result)
remarks initial random number seed: $seed

remarks

remarks overall,bonds,angles,improper,vdw,noe,cdih
remarks energies: $ener, $bond, $angl, $impr, $vdw, $noe, $cdih
remarks

remarks bonds,angles,impropers,noe,cdih

remarks rms-dev.: $rms_bonds,$rms_angles,$rms_impropers,$rms_noe,$rms_cdih
remarks

remarks noe, cdih
remarks violations.: $violations_noe, $violations_cdih
remarks

write coordinates sele= (not (resid 500)) output =$filename end

set print = $fname end
noe print thresh = 0.1 end
close $fname end

set print = $dname end
print thresh = 0.1 cdih
close $dname end

set print = $aname end
print thresh = 0.5 angles
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close $aname end
end loop main

stop

C.2.4. Simulated Annealing Il — refine.inp.

remarks sa_l.inp
remarks Author: Michael Nilges

evaluate ($ini_count = 1)
evaluate ($end_count = 4)
evaluate ($ini_zeit = 0)
evaluate ($end_zeit = 5)

evaluate ($iniseed = 100046)
evaluate ($iniseed2 = 554321)
evaluate (Siniseed3 = 204875)
evaluate ($iniseed4 = 395164)

evaluate ($init_t = 1000 ) {* initial simulated annealing temperature *}
evaluate ($high_steps = 50000)
evaluate ($cool_steps = 100000)

evaluate ($fileroot = "../LINUX/REFINEMENT/RUN_21_RAMA_HBONDS/NusA_dc")

structure @@../PSF/NusA_dom1_pn.psf end
structure @../PSF/axis_hs.psf end

parameter @@../PARAMETER/parallhdg_min.pn end
param @../PARAMETER/para_axis_3.pro end

noe
reset
nrestraints = 6500 ! allocate space for NOEs

class
dist @../LINUX/REFINEMENT/RUN_21_RAMA_HBONDS/noe_dom1_130704.list
@../LINUX/REFINEMENT/RUN_21_RAMA_HBONDS/hbonds_260804 dom1.list

set echo on message on end

ceiling=1000
averaging * sum
potential * square
scale * 50.
sqoffset  * 0.0
sqconstant * 1.0
sgexponent * 2
rswitch * 0.5
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end

restraints dihedral

nassign=1000

@@../LINUX/REFINEMENT/RUN_21 RAMA_HBONDS/phi_dom1_130704.list
end

evaluate ($ksani = 0.01)
sani

nres=400

class JNH

force $ksani

potential harmonic

coeff 0.0 10.5 0.2

@../LINUX/REFINEMENT/RUN_21 RAMA_HBONDS/dnh_dom1_270804.list.071103
end

sani class JNH force 0 end

parameter {*Parameters for the repulsive energy term.*}
nbonds
repel=0.75 {*Initial value for repel--modified later.*}
rexp=2 irexp=2 rcon=1.
nbxmod=3
wmin=0.01
cutnb=4.5 ctonnb=2.99 ctofnb=3.
tolerance=0.5
end
end

restraints dihedral
scale=5.
end

set echo off message off end

evaluate ($krama = 1.0)

evaluate ($ramacoff = 10.0)

rama
nres=10000
@../PARAMETER/gaussians/shortrange_gaussians.tbl
@../PARAMETER/gaussians/new_shortrange_force.tbl

end

set message on echo on end
@../PARAMETER/gaussians/newshortrange_setup.tbl

flags exclude * include bonds angle impr vdw noe cdih coup sani harm rama end
set echo on message on end
@setup_swap_orig.hs
vector ident (store2) (storel)
parameter
improper (store2) (store2) (all) (all) 0.0 TOKEN TOKEN

improper (all) (all) (store2) (store2) 0.0 TOKEN TOKEN
end
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evaluate ($count = $ini_count)
while ($count < $end_count ) loop main
evaluate ($count=$count+1)
evaluate ($nreassign = 0)
evaluate ($e_prev = 10000)
evaluate ($e_act = 10000)

evaluate ($template = "../LINUX/REFINEMENT/RUN_21_RAMA_HBONDS/
rnk_NusA_"+ encode($count)+ ".pdb")

evaluate ($zeit = S$ini_zeit)

while ($zeit < $end_zeit ) loop intra
evaluate ($zeit=%zeit+1)
evaluate ($nreassign = 0)

coor @@$%$template
coor @../PSF/axis.pdb

evaluate ($seed =($count+$zeit)*$iniseed)
if ($count > 60) then

evaluate ($seed =($count-60)*$iniseed2)
end if
if ($count > 120) then

evaluate ($seed =($count-120)*$iniseed3)
end if
if ($count > 180) then

evaluate ($seed =($count-180)*$iniseed4)
end if

set seed $seed end

{*Friction coefficient for MD heatbath, in 1/ps. *}
vector do (fbeta=10) (all)

{*Uniform heavy masses to speed molecular dynamics.*}

vector do (mass=100) (not (resid 500 or resid 600))
vector do (mass = 30.0) (resid 500 or resid 600)

! Fixing the axis using harmonic restraint

! leave out, let both rotate

vector do (refx=x) (all)

vector do (refy=y) (all)

vector do (refz=z) (all)

constraints fix ((resid 500 or resid 600) and name OO) end
I0riginal part from RNA-refinement protocol

vector do (vx=maxwell($init_t)) (all)

vector do (vy=maxwell($init_t)) (all)

vector do (vz=maxwell($init_t)) (all)

Iswap adopted from Nilges Protocol
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evaluate ($swap = 1.001)

flags exclude * include noe end

@swap15v.xplor

flags exclude * include bond angl impr vdw noe cdih coup sani harm rama end

restraints dihedral scale=5. end
noe asymptote * 1.0 end

constraints interaction
(al) (all) weights * 1 end end

{* High-temperature dynamics.*}

minimize powell nstep=500 drop=10. nprint=25 end

constraints interaction (all) (all)
weights * 1 end end

eval ($init_kcdih=50)

eval ($end_kcdih=55)

eval ($cdihstep=1)

eval ($kcdih=49)

eval ($ncycle=($end_kcdih-$kcdih)/$cdihstep)
eval ($nstep= int($high_steps/$ncycle))

eval ($i_cdih=0)

while ($i_cdih < $ncycle) loop cdihl
eval ($i_cdih = $i_cdih+1)
eval ($kcdih = $kcdih+$cdihstep)

restraints dihedral scale=$kcdih end

dynamics verlet

nstep=$nstep timestep=0.0005 iasvel=current firstt=Sinit_t
tcoupling=true  tbath=$init_t nprint=50 iprfrg=0
end

end loop cdihl
constraints interaction (all) (all) weights * 1 end end
restraints dihedral scale=50. end

evaluate ($final_t = 300) { K}
evaluate ($tempstep = 25) { K}
evaluate ($ncycle = (S$init_t-$final_t)/$tempstep)
evaluate ($nstep = int($cool_steps/$ncycle))

evaluate ($ini_rad = 0.9) evaluate ($fin_rad = 0.75)
evaluate ($ini_con= 0.003) evaluate ($fin_con= 4.0)
evaluate ($ini_sani = 0.01) evaluate ($fin_sani = 1.0)

evaluate ($sani_fac = ($fin_sani/$ini_sani)*(1/$ncycle))
evaluate ($ksani = $ini_sani)

evaluate ($ksani_CH = 1.0*$ksani)

sani class JNH force $ksani end
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sani class JCH force $ksani_CH end

evaluate ($bath = S$init_t)

evaluate ($k_vdw = $ini_con)

evaluate ($k_vdwfact = ($fin_con/$ini_con)(1/$ncycle))
evaluate ($radius= $ini_rad)

evaluate ($radfact = ($fin_rad/$ini_rad)*(1/$ncycle))

evaluate ($i_cool = 0)
while ($i_cool < $ncycle) loop cool
evaluate ($i_cool=$i_cool+1)

evaluate ($bath = $bath - $tempstep)
evaluate ($k_vdw=min($fin_con,$k_vdw*$k_vdwfact))
evaluate ($radius=max($fin_rad,$radius*$radfact))

evaluate ($ksani = $ksani*$sani_fac)
evaluate ($ksani_CH = 1.0*$ksani)
sani class JNH force $ksani end
sani class JCH force $ksani_CH end

parameter nbonds repel=$radius  end end
constraints interaction (not name SG) (all)
weights * 1. vdw $k_vdw end end

dynamics verlet
nstep=$nstep time=0.0005 iasvel=current firstt=$bath
tcoup=true tbath=$bath nprint=$nstep iprfrq=0

end

evaluate ($critical=$temp/$bath)

if ($critical > 10. ) then
display ****&&&& rerun job with smaller timestep (i.e., 0.003)
stop

end if

end loop cool

* Final minimization.*}

constraints interaction (all) (all) weights * 1. vdw 1. end end
parameter
nbonds
repel=0.75 Ichanged HS, original value 0.80
rexp=2 irexp=2 rcon=1.
nbxmod=3
wmin=0.01
cutnb=6.0 ctonnb=2.99 ctofnb=3.
tolerance=1.5
end
end

minimize powell nstep=1000 drop=10.0 nprint=25 end
flags exclude * include bond angl impr vdw noe cdih coup sani harm end

minimize powell nstep=200 drop=10.0 nprint=25 end
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flags exclude * include bond angl impr vdw noe cdih coup sani harm rama end

sani class JNH force 0 end

{*6 write out the final structure(s) *}

evaluate ($filename=$fileroot+ encode($count)+ ".pdb")
evaluate ($outname=$fileroot+ encode($count)+ ".axis")
evaluate ($fname=%$fileroot+ encode($count)+".prt")
evaluate ($sname=$fileroot+ encode($count)+".sani")
evaluate ($dname=$fileroot+ encode($count)+".dih")
evaluate ($aname=$fileroot+ encode($count)+".ang")

print threshold=0.3 noe

evaluate ($rms_noe=$result)
evaluate ($violations_noe=3$violations)
print threshold=5. cdih

evaluate ($rms_cdih=$result)
evaluate ($violations_cdih=$violations)
print thres=0.05 bonds

evaluate ($rms_bonds=%result)

print thres=0.5 angles

evaluate ($rms_angles=$result)

print thres=5. impropers

evaluate ($rms_impropers=$result)
remarks initial random number seed: $seed

remarks

remarks overall,bonds,angles,improper,vdw,noe,cdih
remarks energies: $ener, $bond, $angl, $impr, $vdw, $noe, $cdih, $sani

remarks

remarks bonds,angles,impropers,noe,cdih
remarks rms-dev.: $rms_bonds,$rms_angles,$rms_impropers,$rms_noe,$rms_cdih

remarks

remarks noe, cdih
remarks violations.: $violations_noe, $violations_cdih
remarks

evaluate ($e_act = $ener)

if ($e_act < $e_prev) then
evaluate ($e_prev = $e_act)
write coordinates sele= (resid 500) output =$outname end
write coordinates sele= (not (resid 500)) output =$filename end
set print = $fname end
noe print thresh = 0.1 end
close $fname end

set print = $dname end

print thresh = 0.1 cdih end
close $dname end

set print = $aname end

print thresh = 0.5 angles end
close $aname end

set print = $sname end
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sani print thresh = 0.0 end
close $sname end
end

end if

end loop intra
end loop main

stop

C.3. Experimentelle Randbedingungen fur NusA(351-426) und NusA(426—495)

Die experimentellen Randbedingungen sind in einem verkirzten XPLOR—Format angegeben.
Die Randbedingungen sind auch in elektronischer Form unter den PDB-Eintragen 1XWL und
1XWN fir NusA(351-426) beziehungsweise NusA(426—495) erhéltlich.

C.3.1. Randbedingungen fir NusA(351-426).

C.3.1.1. Abstandsbeschrankungen aus NOESY-Spektren.

(352 name HA ) (355 name HB* ) 3.5 (373 name HN ) (372 name HB ) 5.0
(352 name HN ) (353 name HN ) 5.0 (373 name HN ) (372 name HG2*) 3.5
(353 name HA ) (356 name HB ) 3.5 (373 name HN ) (370 name HA ) 3.5
(353 name HN ) (354 name HN ) 3.5 (373 name HD1*) (369 name HD* ) 5.0
(354 name HA ) (357 name HB* ) 3.5 (373 name HD1*) (369 name HE* ) 3.5

(355 name HA ) (358 name HB ) 3.5 (373 name HD1*) (378 name HD* ) 5.0
(355 name HB* ) (356 name HA ) 5.0 (373 name HD1*) (372 name HG2*) 5.0
(355 name HB* ) (359 name HE* ) 5.0 (373 name HD1*) (392 name HD2*) 3.5

(355 name HB* ) (359 name HZ ) 5.0 (373 name HD1*) (384 name HD2*) 5.0

(355 name HB* ) (374 name HG1*) 3.5 (373 name HD1*) (376 name HB1 ) 5.0

(355 name HB* ) (374 name HG2*) 5.0 (373 name HD1*) (376 name HB2 ) 5.0

(355 name HB* ) (379 name HA ) 35 (373 name HD1*) (372 name HB ) 5.0
(355 name HB* ) (379 name HB1 ) 3.5 (373 name HD1*) (370 name HA ) 5.0
(355 name HB* ) (379 name HB2 ) 3.5 (373 name HD2*) (406 name HD1*) 5.0

(355 name HN ) (356 name HN ) 5.0 (373 name HD2*) (365 name HD1*) 3.5
(356 name HA ) (359 name HB1l ) 5.0 (373 name HD1*) (365 name HD1*) 5.0
(356 name HA ) (359 name HB2 ) 5.0 (374 name HA ) (375 name HN ) 35
(356 name HN ) (357 name HN ) 5.0 (374 name HA ) (359 name HD* ) 5.0
(357 name HN ) (356 name HA ) 3.5 (374 name HA ) (359 name HE* ) 3.5
(357 name HN ) (356 name HB ) 3.5 (374 name HA ) (379 name HA ) 5.0
(357 name HN ) (359 name HN ) 5.0 (374 name HA ) (379 name HB1 ) 5.0
(357 name HN ) (358 name HN ) 5.0 (374 name HA ) (379 name HB2 ) 5.0
(358 name HA ) (361 name HB1 ) 3.5 (374 name HA ) (355 name HB* ) 5.0
(358 name HA ) (361 name HB2 ) 3.5 (374 name HB ) (375 name HN ) 3.5
(358 name HG2*) (381 name HN ) 5.0 (374 name HB ) (371 name HG2*) 5.0
(358 name HN ) (356 name HA ) 5.0 (371 name HG2*) (356 name HD1*) 3.5
(358 name HN ) (359 name HN ) 3.5 (371 name HG2*) (375 name HG1 ) 5.0
(359 name HB1 ) (365 name HD1*) 3.5 (371 name HG2*) (375 name HG2 ) 5.0
(359 name HB2 ) (365 name HD1*) 3.5 (371 name HG2*) (375 name HN ) 5.0
(359 name HB1 ) (370 name HB* ) 3.5 (371 name HG2*) (374 name HN ) 5.0
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HB* ) 3.5
HB ) 35
HN ) 35
HN ) 2.7
HN ) 5.0
HD* ) 5.0
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HB1 ) 5.0
HB2 ) 5.0
HD2*) 3.5
HA ) 5.0
HN ) 35
HD* ) 2.7
HE* ) 3.5
HN ) 35
HN ) 5.0
HB* ) 3.5
HA ) 35
HN ) 35
HB ) 5.0
HB1 ) 5.0
HB2 ) 5.0
HA ) 35
HN ) 5.0
HB ) 5.0
HB ) 5.0
HB1 ) 5.0
HN ) 5.0
HD1* 3.5
HB2 ) 3.5
HD* ) 5.0
HD1* 3.5
HB1 ) 5.0
HD* ) 5.0
HN ) 5.0
HD2* 5.0
HN ) 5.0
HB ) 35
HB* ) 5.0
HN ) 35
HD2*) 5.0
HD1* 5.0
HD2*) 5.0
HN ) 5.0
HZ ) 5.0

HD1*) (395 name HD1*) 3.5

(374 name HG1*) (379 name HA ) 5.0
(374 name HG1*) (375 name HN ) 5.0
(374 name HG2*) (375 name HN ) 3.5
(374 name HG2*) (379 name HA ) 5.0
(374 name HG2*) (352 name HA ) 3.5
(374 name HG2*) (352 name HB* ) 3.5

(375 name HB1 ) (376 name HN ) 5.0
(375 name HB2 ) (376 name HN ) 5.0
(375 name HG1 ) (376 name HN ) 5.0
(375 name HG2 ) (376 name HN ) 5.0
(376 name HN ) (378 name HD* ) 5.0
(376 name HN ) (375 name HA ) 5.0
(376 name HG1 ) (395 name HD1*) 5.0
(376 name HG2 ) (395 name HD1*) 5.0
(377 name HN ) (376 name HG1 ) 5.0
(377 name HN ) (376 name HG2 ) 5.0
(377 name HN ) (374 name HG1*) 5.0
(377 name HN ) (374 name HG2*) 5.0
(377 name HN ) (376 name HA ) 5.0
(378 name HN ) (375 name HN ) 5.0
(378 name HA ) (384 name HD2*) 5.0

(378 name HB1 ) (384 name HD2*) 3.5

(378 name HB2 ) (384 name HD2*) 3.5

(378 name HB1 ) (373 name HD1*) 5.0

(378 name HB2 ) (373 name HD1*) 5.0
(378 name HB1 ) (379 name HN ) 5.0
(378 name HB2 ) (379 name HN ) 5.0
(379 name HB2 ) (380 name HN ) 5.0
(380 name HN ) (382 name HN ) 5.0
(380 name HN ) (381 name HN ) 5.0
(381 name HN ) (359 name HZ ) 5.0
(381 name HN ) (380 name HB ) 5.0
(381 name HA ) (382 name HN ) 5.0
(381 name HA ) (410 name HB* ) 5.0
(381 name HA ) (384 name HD1*) 5.0
(381 name HB1 ) (382 name HN ) 5.0
(381 name HB2 ) (382 name HN ) 5.0
(381 name HD2*) (382 name HN ) 5.0
(381 name HD2*) (413 name HN ) 5.0
(381 name HD2*) (362 name HE* ) 5.0
(381 name HD2*) (362 name HB1 ) 5.0
(381 name HD2*) (362 name HB2 ) 5.0

(381 name HD2*) (358 name HG2*) 3.5
(381 name HD2*) (413 name HB* ) 5.0

(381 name HD2*) (362 name HD* ) 3.5

(382 name HN ) (380 name HA ) 5.0
(382 name HA ) (385 name HN ) 3.5
(382 name HG1 ) (414 name HD1*) 5.0
(382 name HG2 ) (414 name HD1*) 5.0
(382 name HG1 ) (414 name HD2*) 5.0
(382 name HG2 ) (414 name HD2*) 3.5
(383 name HB1 ) (384 name HN ) 5.0
(383 name HB2 ) (384 name HN ) 5.0
(384 name HN ) (386 name HN ) 5.0
(384 name HN ) (383 name HA ) 5.0
(384 name HN ) (381 name HA ) 5.0
(384 name HN ) (383 name HG* ) 5.0
(384 name HA ) (385 name HN ) 3.5
(384 name HB1 ) (385 name HN ) 3.5
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(373
(373
(373
(373
(373
(373
(373
(373
(373
(373
(374
(374
(374
(374
(374
(374
(374
(374
(374
(374
(375
(375
(375
(375
(376
(377
(377
(377
(377
(377
(378
(378
(379
(379
(380
(380
(380
(380
(381
(381
(381
(381
(382
(382
(382
(382
(382
(382
(382
(383
(383
(383
(383
(383
(384
(384
(384
(384
(384

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HD2*)
HD2*)
HD2*)
HD2*)
HD2*)
HD2*)
HG )
HG )
HG )
HN )
HA )
HG1*)
HG1*)
HG1*)
HG1*)
HG1*)
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HAL
HA2
HN
HN
HN
HD*
HN
HN
HN
HG2¥)
HG2%)
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HA
HA
HG1
HG2
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HD1*)
HD1*)
HD1¥)
HD1*)
HD2¥)

N N S RN S N N N N N NN

— e e N e e N e e N N e e e e N

(359 name
(365 name
(369 name
(369 name
(370 name
(370 name
(369 name
(369 name
(369 name
(374 name
(377 name
(355 name
(359 name
(359 name
(371 name
(373 name
(372 name
(373 name
(373 name
(375 name
(373 name
(373 name
(373 name
(376 name
(377 name
(378 name
(378 name
(375 name
(378 name
(378 name
(384 name
(379 name
(380 name
(378 name
(381 name
(382 name
(359 name
(379 name
(359 name
(380 name
(383 name
(382 name
(386 name
(385 name
(386 name
(386 name
(380 name
(414 name
(383 name
(380 name
(380 name
(382 name
(382 name
(384 name
(359 name
(359 name
(385 name
(410 name
(359 name

HD* ) 5.0
HG2% 5.0
HD* ) 3.5
HE* ) 3.5
HA ) 35
HB* ) 5.0
HD* ) 5.0
HE* ) 5.0
HZ ) 5.0
HN ) 35
HN ) 5.0
HA ) 35
HD* ) 3.5
HE* ) 35
HA ) 5.0
HD2*) 5.0
HA ) 5.0
HD1* 5.0
HD2*) 5.0
HN ) 35
HD1* 5.0
HD2*) 5.0
HN ) 5.0
HN ) 35
HN ) 35
HN ) 5.0
HN ) 5.0
HN ) 5.0
HD* ) 5.0
HN ) 35
HD2* 5.0
HN ) 5.0
HN ) 2.7
HD* ) 5.0
HN ) 35
HN ) 5.0
HZ ) 35
HB1 ) 5.0
HE* ) 5.0
HA ) 35
HN ) 5.0
HN ) 5.0
HD* ) 5.0
HB* ) 3.5
HD* ) 5.0
HD* ) 5.0
HB ) 5.0
HD1*) 3.5
HN ) 35
HA ) 5.0
HB ) 5.0
HA ) 5.0
HB2 ) 3.5
HN ) 2.7
HE* ) 5.0
HZ ) 5.0
HN ) 5.0
HB* ) 3.5
HZ ) 5.0

(384 name HB1 ) (410 name HB* ) 3.5

(384 name HB2 ) (410 name HB* ) 3.5

(384 name HD1*) (381 name HN ) 5.0

(384 name HD1*) (363 name HN ) 5.0

(384 name HD1*) (359 name HD* ) 5.0

(384 name HD1*) (378 name HB1 ) 5.0

(384 name HD1*) (378 name HB2 ) 5.0
(384 name HD1*) (381 name HD1*) 5.0

(384 name HD1*) (373 name HD1*) 5.0
(384 name HD2*) (359 name HE* ) 5.0
(384 name HD2*) (359 name HD* ) 5.0
(384 name HD2*) (373 name HA ) 5.0
(384 name HD2*) (373 name HN ) 5.0
(384 name HD2*) (406 name HD1*) 5.0

(384 name HD2*) (406 name HD2*) 5.0

(384 name HD2*) (392 name HD1*) 5.0

(384 name HD2*) (392 name HD2*) 3.5
(384 name HD2*) (395 name HD1*) 5.0

(384 name HD2*) (387 name HG1*) 5.0

(385 name HN ) (410 name HB* ) 5.0
(385 name HA ) (407 name HD* ) 5.0
(385 name HA ) (410 name HB* ) 5.0
(385 name HB* ) (382 name HG2 ) 5.0
(386 name HN ) (384 name HA ) 5.0
(386 name HN ) (382 name HA ) 5.0
(386 name HN ) (383 name HA ) 5.0
(387 name HN ) (386 name HA ) 5.0
(387 name HN ) (386 name HB2 ) 5.0
(387 name HG1*) (392 name HD1*) 5.0
(387 name HG2*) (384 name HA ) 5.0
(387 name HG2*) (388 name HD1 ) 5.0

(387 name HG2*) (388 name HD2 ) 5.0
(387 name HG2*) (407 name HD* ) 5.0
(387 name HG2*) (392 name HD2*) 5.0
(387 name HG2*) (384 name HD2*) 5.0
(387 name HG2*) (392 name HD1*) 5.0
(389 name HN ) (388 name HG1 ) 5.0
(389 name HN ) (388 name HG2 ) 5.0
(389 name HN ) (407 name HD* ) 5.0
(389 name HA ) (407 name HD* ) 5.0
(389 name HA ) (390 name HN ) 5.0
(389 name HG* ) (390 name HN ) 5.0
(389 name HG* ) (407 name HD* ) 5.0
(389 name HG* ) (403 name HG2*) 5.0

(389 name HE* ) (400 name HN ) 5.0
(389 name HE* ) (390 name HN ) 3.5
(389 name HE* ) (407 name HE ) 5.0
(389 name HE* ) (400 name HA ) 2.7
(389 name HE* ) (407 name HD* ) 5.0
(389 name HE* ) (394 name HG1 ) 5.0
(389 name HE* ) (394 name HG2 ) 5.0
(389 name HE* ) (393 name HD2*) 5.0
(407 name HD* ) (408 name HN ) 5.0
(407 name HD* ) (404 name HA ) 5.0
(407 name HD* ) (392 name HD1*) 3.5

(407 name HD* ) (392 name HD2*) 5.0

(407 name HD* ) (403 name HG2*) 3.5

(407 name HE ) (408 name HN ) 5.0
(407 name HE ) (403 name HG2*) 5.0
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(384
(384
(384
(384
(384
(385
(385
(385
(385
(385
(385
(385
(385
(386
(386
(386
(386
(386
(386
(386
(386
(387
(388
(388
(388
(388
(389
(389
(389
(389
(390
(391
(391
(392
(392
(392
(392
(392
(393
(393
(393
(394
(395
(395
(396
(396
(396
(397
(397
(398
(398
(398
(398
(398
(398
(398
(398
(398
(399

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HD2*) (378 name HN ) 5.0
HD2*) (385 name HN ) 5.0
HD2*) (410 name HB* ) 5.0
) (382 name HN ) 5.0

HN
HN

) (385 name

HB* ) (411
HB* ) (411
HB* ) (411
HB* ) (411
HB* ) (386
HB* ) (386
) (384 name
) (386 name
HE* ) (382
HE* ) (382
HE* ) (382
HE* ) (382
HE* ) (382
HE* ) (382

HN
HN

HN
HN
HN

) (385
) (387
) (386

HD1 ) (387
HD1 ) (387
HD2 ) (387
HD2 ) (387

HA
HA
HN
HN
HA
HN
HN

) (392
) (392
) (388
) (390
) (393
) (389
) (390

HD2*) (387
HD2*) (403
HD2*) (403

HN
HN
HN
HN
HN
HN

) (390
) (393
) (390
) (392
) (394
) (395

HD1%) (392

HN
HN
HN
HN
HN
HN

) (396
) (395
) (395
) (397
) (395
) (398

HD2*) (369
HD2*) (369
HD2*) (369
HD2*) (399

HN
HN
HN
HN
HN
HN

) (395
) (396
) (397
) (397
) (399
) (398

name
name
name
name
name
name

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HN ) 2.7
HD* ) 5.0
HE* ) 3.5
HG1 ) 5.0
HG2 ) 3.5
HD* ) 5.0
HE* ) 3.5
HB2 ) 3.5
HN ) 2.7
HA ) 35
HB1 ) 5.0
HB2 ) 5.0
HG1 ) 3.5
HG2 ) 3.5
HN ) 5.0
HB* ) 3.5
HN ) 2.7
HB1 ) 5.0
HA ) 35
HB ) 5.0
HA ) 35
HB ) 5.0
HB1 ) 5.0
HB2 ) 5.0
HA ) 5.0
HN ) 5.0
HB2 ) 3.5
HN ) 5.0
HA ) 5.0
HG1¥) 5.0
HG1*) 5.0
HG2*%) 5.0
HN ) 5.0
HN ) 2.7
HA ) 5.0
HD2*) 5.0
HN ) 5.0
HN ) 2.7
HD2*) 3.5
HN ) 5.0
HA ) 35
HG2*) 3.5
HN ) 5.0
HG2* 5.0
HN ) 2.7
HD* ) 5.0
HE* ) 3.5
HZ ) 35
HN ) 5.0
HG2*) 5.0
HA ) 5.0
HAL ) 3.5
HA2 ) 3.5
HN ) 5.0
HA ) 27

(390 name HN ) (391 name HN ) 35
(390 name HN ) (388 name HA ) 5.0
(390 name HA ) (392 name HN ) 5.0
(391 name HN ) (392 name HN ) 2.7
(391 name HN ) (390 name HB1 ) 3.5
(391 name HN ) (390 name HB2 ) 3.5
(391 name HA ) (392 name HN ) 5.0
(391 name HB1 ) (387 name HG1*) 5.0
(391 name HB2 ) (387 name HG1*) 5.0
(392 name HN ) (387 name HG1*) 5.0
(392 name HN ) (387 name HG2*) 5.0
(392 name HN ) (391 name HG* ) 5.0
(392 name HN ) (391 name HB1 ) 5.0
(392 name HN ) (391 name HB2 ) 5.0
(392 name HB1 ) (393 name HN ) 5.0
(392 name HB2 ) (393 name HN ) 5.0
(392 name HD1*) (407 name HE ) 5.0
(392 name HD2*) (384 name HA ) 5.0
(392 name HD2*) (387 name HB ) 5.0
(392 name HD2*) (395 name HG2*) 5.0
(393 name HN ) (392 name HA ) 5.0
(393 name HA ) (394 name HN ) 35
(393 name HA ) (403 name HG1*) 5.0
(393 name HB1 ) (390 name HA ) 3.5
(393 name HB1 ) (394 name HN ) 5.0
(393 name HB2 ) (394 name HN ) 5.0
(393 name HD2*) (394 name HN ) 5.0
(393 name HD2*) (399 name HA ) 3.5
(395 name HN ) (394 name HA ) 5.0
(395 name HN ) (394 name HB1 ) 5.0
(395 name HN ) (394 name HB2 ) 5.0
(395 name HN ) (394 name HG1 ) 5.0
(395 name HN ) (394 name HG2 ) 5.0
(395 name HB ) (396 name HN ) 5.0
(395 name HB ) (398 name HD2*) 5.0
(395 name HG11l) (396 name HN ) 5.0
(395 name HG12) (396 name HN ) 5.0
(395 name HD1*) (396 name HN ) 5.0
(397 name HN ) (396 name HA ) 3.5
(397 name HN ) (396 name HB* ) 3.5
(397 name HN ) (396 name HG* ) 3.5
(398 name HN ) (396 name HB* ) 5.0
(398 name HN ) (396 name HG* ) 5.0
(398 name HA ) (403 name HG1*) 5.0
(399 name HN ) (398 name HB1 ) 3.5
(399 name HN ) (398 name HB2 ) 5.0
(399 name HN ) (398 name HG ) 5.0
(399 name HN ) (398 name HD1*) 5.0
(399 name HA ) (393 name HD1*) 5.0
(399 name HA ) (401 name HD1 ) 5.0
(399 name HA ) (401 name HD2 ) 5.0
(399 name HB1 ) (400 name HN ) 3.5
(399 name HB2 ) (400 name HN ) 35
(399 name HB1 ) (401 name HD1 ) 5.0
(399 name HB2 ) (401 name HD1 ) 5.0
(399 name HB1 ) (401 name HD2 ) 5.0
(399 name HB2 ) (401 name HD2 ) 5.0
(400 name HA ) (401 name HD2 ) 5.0
(400 name HA ) (402 name HN ) 5.0
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(399
(399
(399
(399
(399
(400
(400
(400
(400
(400
(401
(402
(402
(402
(402
(402
(402
(403
(403
(403
(403
(403
(404
(404
(404
(404
(404
(404
(404
(404
(405
(405
(406
(407
(409
(409
(410
(410
(410
(411
(411
(411
(412
(413
(413
(413
(413
(414
(414
(415
(416
(416
(417
(417
(417
(417
(417
(417
(417

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HA
HA
HN
HN
HN
HN
HN
HA
HN
HN
HN
HN
HA
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HA
HA
HN
HA
HN
HN
HA
HA
HN
HN
HA
HN
HN
HN
HA
HN
HN
HA
HN
HD1¥)
HD1¥)
HD1%)
HD1¥)
HD1¥)
HD1¥)
HD1¥)
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(402
(402
(402
(403
(400
(393
(399
(401
(401
(402
(404
(405
(401
(401
(401
(401
(404
(406
(400
(400
(402
(404
(407
(401
(403
(403
(403
(403
(405
(405
(403
(406
(407
(410
(412
(410
(413
(408
(411
(414
(414
(412
(413
(416
(412
(415
(414
(417
(415
(416
(419
(417
(362
(362
(381
(413
(414
(416
(416

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HB ) 35
HG2¥) 5.0
HN ) 5.0
HN ) 5.0
HN ) 5.0
HD2* 3.5
HA ) 35
HD1 ) 5.0
HD2 ) 5.0
HN ) 5.0
HB* ) 3.5
HB* ) 3.5
HB1 ) 5.0
HB2 ) 5.0
HD1 ) 5.0
HD2 ) 5.0
HN ) 5.0
HB2 ) 3.5
HA ) 5.0
HN ) 5.0
HG2* 5.0
HN ) 35
HB* ) 5.0
HA ) 5.0
HA ) 5.0
HB ) 35
HG1* 3.5
HG2*) 5.0
HB* ) 5.0
HN ) 35
HA ) 5.0
HN ) 35
HN ) 5.0
HB* ) 3.5
HB* ) 3.5
HN ) 35
HB* ) 3.5
HN ) 5.0
HN ) 35
HB1 ) 3.5
HB2 ) 3.5
HN ) 35
HN ) 5.0
HB ) 35
HA ) 5.0
HN ) 5.0
HN ) 35
HB ) 5.0
HN ) 5.0
HN ) 35
HB* ) 3.5
HN ) 35
HD* ) 5.0
HE* ) 5.0
HD2*) 3.5
HB* ) 5.0
HD2*) 5.0
HA ) 5.0
HN ) 5.0

(400
(400
(400
(400
(400
(400

(400
(401
(401
(401
(401

(402

(402
(402
(402
(402
(402
(402
(402
(402
(402
(402
(402

(403
(403
(403
(403
(403
(403

(403
(403
(403
(403

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HA ) (403 name HG2*) 5.0
HA ) (393 name HD2*) 3.5
HA ) (403 name HB ) 3.5
HA ) (403 name HG1*) 3.5
HB* ) (401 name HD1 ) 3.5
HB* ) (401 name HD2 ) 3.5
HB* ) (393 name HD2*) 3.5
HA ) (402 name HN ) 5.0
HA ) (405 name HN ) 5.0
HA ) (404 name HG1 ) 5.0
HA ) (404 name HG2 ) 5.0
HN ) (399 name HA ) 5.0
HN ) (401 name HG1l ) 5.0
HN ) (401 name HG2 ) 5.0
HA ) (403 name HN ) 5.0
HA ) (405 name HN ) 5.0
HB ) (403 name HN ) 5.0
HB ) (398 name HA ) 5.0
HB ) (403 name HG1*) 5.0
HB ) (398 name HD1*) 5.0
HB ) (398 name HD2*) 5.0
HG2*) (369 name HE* ) 3.5
HG2*) (369 name HZ ) 2.7
HN ) (405 name HN ) 5.0
HN ) (402 name HN ) 3.5
HA ) (406 name HN ) 5.0
HA ) (406 name HD1*) 5.0
HA ) (406 name HB1 ) 35
HA ) (406 name HG ) 5.0
HA ) (402 name HG2*) 5.0
HB ) (393 name HD2*) 5.0
HB ) (392 name HD1*) 5.0
HB ) (389 name HE* ) 5.0

(403 name HG1*) (389 name HE* ) 5.0
(403 name HG1*) (400 name HN ) 5.0
(403 name HG2*) (389 name HE* ) 5.0
(403 name HG2*) (392 name HB1 ) 5.0

(403
(403
(404
(404
(404
(404
(406
(406
(406
(406
(406
(406
(406

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HG2*) (392 name HB2 ) 5.0
HG2*) (392 name HD1*) 5.0
HN ) (406 name HN ) 5.0
HN ) (400 name HA ) 5.0
HG1 ) (405 name HN ) 5.0
HG2 ) (405 name HN ) 5.0
HN ) (405 name HA ) 3.5
HN ) (404 name HA ) 5.0
HA ) (409 name HD1 ) 5.0
HA ) (409 name HD2 ) 5.0
HB1 ) (407 name HN ) 5.0
HB2 ) (407 name HN ) 5.0
HD1*) (369 name HE* ) 3.5

(406 name HD1*) (369 name HZ ) 3.5
(406 name HD1*) (363 name HD2*) 5.0
(406 name
(406 name
(406 name
(406 name
(407 name

(407

name

HD1*) (384 name HD1*) 5.0
HD2*) (369 name HE* ) 3.5
HD2*) (369 name HZ ) 3.5
HD2*) (373 name HD1*) 5.0
HA ) (385 name HA ) 5.0
HA ) (408 name HN ) 5.0

(407 name HA ) (409 name HN ) 5.0
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(417
(417
(418
(419
(420
(421
(421
(424
(425
(353
(353
(353
(353
(354
(355
(356
(356
(356
(356
(356
(356
(356
(356
(357
(357
(357
(358
(358
(358
(358
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(358
(359
(359
(359
(359
(359
(359
(359
(360
(360
(360
(360
(360
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(361
(361
(361
(361
(361
(361
(361
(361
(361
(361
(361
(361
(361

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HD1*) (418 name HN

HN ) (418
HN ) (419
HN ) (420
HA ) (423
HA ) (424
HN ) (422
HN ) (425
HN ) (426
HN ) (355
HN ) (352
HA ) (354
HA ) (355
HN ) (355
HN ) (374
HN ) (353
HN ) (355
HN ) (355
HN ) (374
HA ) (370
HA ) (374
HG2*) (355
HD1*) (355
HN ) (355
HN ) (355
HN ) (353
HN ) (355
HN ) (357
HA ) (360
HA ) (359
HA ) (361
HA ) (362
HA ) (362
HN ) (362
HA ) (360
HA ) (381
HA ) (363
HB1 ) (360
HB2 ) (360
HB2 ) (370
HA ) (362
HA ) (364
HA ) (365
HA ) (370
HA ) (357
HA ) (362
HB1 ) (362
HB2 ) (362
HB1 ) (362
HB2 ) (362
HG1 ) (362
HG2 ) (362
HG1 ) (362
HG2 ) (362
HG1 ) (362
HG2 ) (362
HD1 ) (362
HD2 ) (362
HD1 ) (362

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HN
HN
HN

) 5.0
) 35
) 5.0
) 5.0

HB* ) 3.5
HB* ) 3.5

HN
HN
HN
HN
HA
HN
HN
HN

) 35
) 5.0
) 5.0
) 5.0
) 5.0
) 35
) 5.0
) 35

HG2* 5.0

HA
HA

) 5.0
) 35

HB* ) 3.5
HG1* 5.0
HB* ) 5.0
HG1*) 5.0
HB* ) 5.0
HB* ) 5.0

HA

) 5.0

HB* ) 5.0

HA
HA

) 5.0
) 35

HB* ) 3.5

HN
HN
HN

) 5.0
) 35
) 5.0

HD* ) 35
HE* ) 5.0
HB2 ) 5.0

HN

) 5.0

HD1* 5.0
HD1* 5.0

HN
HN
HA
HN
HN

) 5.0
) 5.0
) 5.0
) 5.0
) 5.0

HG2% 5.0
HB* ) 5.0
HA ) 5.0

HN

) 5.0

HD* ) 5.0
HD* ) 5.0
HE* ) 5.0
HE* ) 5.0

HN
HN

) 5.0
) 5.0

HD* ) 5.0
HD* ) 5.0
HE* ) 5.0
HE* ) 5.0
HD* ) 5.0
HD* ) 5.0
HE* ) 35

(407 name HA
(407 name HA ) (411 name HN
(407 name HB* ) (408 name HN
(407 name HG* ) (408 name HN
(408 name HN
(408 name HN

(408
(408
(408
(408
(408
(409
(409
(409
(409
(409
(409
(409
(409

(409 name HA

(409

(409 name HE
(409 name HE

) (410

) (404
) (405
name HN ) (406
name HN ) (409
name HN ) (407
name HG* ) (412
name HG* ) (412
name HN ) (408
name HN ) (406
name HN ) (408
name HN ) (408
name HN ) (363
name HA ) (363
name HA ) (410
name HA ) (412
) (413

name HA ) (412

name HN ) 5.0
) 5.0
) 5.0
) 5.0
name HA ) 5.0
name HA ) 5.0
name HN ) 5.0
name HN ) 3.5
name HN ) 5.0

name HD21) 3.5
name HD22) 3.5
name HA ) 5.0
name HA ) 5.0
name HB* ) 5.0
name HG* ) 5.0
name HD1*) 5.0
name HD1*) 5.0
name HN ) 5.0
name HN ) 5.0
name HN ) 5.0
name HD21) 5.0

) (363 name HA ) 5.0
) (363 name HD1*) 5.0

(410 name HN ) (412 name HN ) 5.0
(410 name HN ) (409 name HB* ) 5.0

(410 name HN ) (409 name HG1 ) 5.0
(410 name HN ) (409 name HG2 ) 5.0
(410 name HN ) (384 name HD1*) 5.0

(410 name HN ) (363 name HD2*) 5.0
(410 name HN ) (385 name HB* ) 5.0
(410 name HB* ) (411 name HN ) 5.0
(410 name HB* ) (407 name HD* ) 5.0

(411 name HN ) (408 name HA ) 5.0
(411 name HN ) (409 name HA ) 5.0
(411 name HN ) (410 name HA ) 5.0
(411 name HN ) (363 name HD1*) 5.0

(411 name HN ) (385 name HB* ) 5.0

(411 name HA ) (412 name HN ) 5.0
(411 name HA ) (415 name HN ) 5.0
(411 name HB* ) (412 name HN ) 5.0
(411 name HG1 ) (412 name HN ) 5.0
(411 name HG2 ) (412 name HN ) 5.0
(412 name HA ) (415 name HN ) 35
(413 name HN ) (410 name HA ) 5.0
(413 name HN ) (412 name HB* ) 5.0
(413 name HB* ) (362 name HE* ) 3.5

(413 name HB* ) (362 name HD* ) 3.5

(413 name HB* ) (381 name HD1*) 5.0

(414 name HN ) (411 name HA ) 5.0
(414 name HN ) (412 name HA ) 5.0
(414 name HN ) (413 name HA ) 5.0
(414 name HN ) (410 name HA ) 5.0
(414 name HN ) (413 name HB* ) 5.0
(414 name HB1 ) (415 name HN ) 5.0
(414 name HB2 ) (415 name HN ) 5.0
(414 name HD1*) (386 name HD* ) 5.0

(414 name HD1*) (386 name HE* ) 5.0

(414 name HD2*) (382 name HN ) 5.0
(415 name HN ) (413 name HA ) 5.0
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(361
(362
(362
(362
(362
(362
(362
(362
(362
(362
(362
(362
(362
(362
(362
(362
(362
(362
(362
(363
(363
(363
(363
(363
(363
(363
(363
(363
(363
(363
(363
(363
(363
(363
(364
(364
(364
(364
(364
(364
(364
(365
(365
(365
(365
(365
(365
(365
(365
(365
(365
(365
(365
(365
(406
(406
(406
(406
(365

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HD2 )
HN )
HN )
HN )
HA
HA
HA

I
>
—_——————

I
P
e e e e e

HG2¥)
HG2*)
HG2¥)
HG2*)
HD2*)
HD2*)
HD2¥)
HD2*)
HD1¥)

(362
(361
(361
(361
(413
(363
(361
(361
(363
(363
(413
(381
(363
(363
(363
(413
(381
(363
(363
(409
(409
(364
(364
(364
(364

(410

(409

(409

(384

(410

(359

(359

(381

(365

(409
(409
(363
(365
(365
(409
(409
(366
(364
(364
(364
(363
(370
(369
(369
(369
(369
(369
(369
(369
(403
(402
(373
(384
(369

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HE* ) 35
HB1 ) 5.0
HB2 ) 5.0
HN ) 35
HB* ) 5.0
HN ) 5.0
HG1 ) 5.0
HG2 ) 5.0
HD1% 5.0
HN ) 5.0
HB* ) 5.0
HD1*) 5.0
HD1*) 5.0
HD2*) 5.0
HN ) 5.0
HB* ) 5.0
HD1*) 5.0
HD1*) 5.0
HD2*) 5.0
HD1 ) 35
HD2 ) 35
HN ) 5.0
HN ) 5.0
HN ) 5.0
HN ) 5.0
HN ) 5.0
HD1 ) 5.0
HD2 ) 5.0
HD1*) 5.0
HB* ) 35
HB1 ) 3.5
HB2 ) 3.5
HD1*) 5.0
HG2*%) 5.0
HD1 ) 5.0
HD2 ) 5.0
HD2* 5.0
HG2*) 5.0
HD1* 5.0
HD1 ) 5.0
HD2 ) 5.0
HN ) 5.0
HA ) 35
HB1 ) 5.0
HB2 ) 5.0
HD2*) 5.0
HB* ) 5.0
HD* ) 5.0
HB1 ) 5.0
HB2 ) 5.0
HD* ) 3.5
HE* ) 35
HB1 ) 5.0
HB2 ) 5.0
HA ) 5.0
HG2*) 5.0
HD2*) 5.0
HD1*) 5.0
HB1 ) 5.0

(415 name HN
(415 name HN
(415 name HN
(415 name HN

) (417 name HN
) (414 name HA

) 5.0
) 5.0

) (412 name HB* ) 5.0
) (411 name HD* ) 5.0

(415 name HB* ) (412 name HA

(416 name HN
(416 name HN
(416 name HA
(416 name HA
(416 name HB
(416 name HB
(417 name HN
(417 name HA

) (418 name HN

) 5.0
) 5.0

) (415 name HB* ) 3.5

) (417 name HN
) (419 name HN
) (417 name HN
) (419 name HN
) (414 name HA
) (418 name HN

(417 name HD1*) (420 name HN

(418 name HN
(419 name HN
(419 name HN
(419 name HN
(419 name HN
(420 name HN
(420 name HN
(420 name HN
(420 name HN

) (417 name HB
) (417 name HN
) (417 name HA
) (418 name HA
) (418 name HB*
) (421 name HN
) (419 name HA

) 5.0
) 35
) 3.5
) 5.0
) 5.0
) 5.0
) 5.0
) 35
) 5.0
) 5.0
) 5.0
) 5.0
) 5.0
) 5.0

) (419 name HB* ) 5.0
) (419 name HG* ) 5.0

(420 name HA ) (421 name HN ) 3.5
(420 name HA ) (423 name HN ) 5.0
(420 name HA ) (424 name HN ) 5.0
(420 name HB* ) (417 name HA ) 3.5
(420 name HB* ) (421 name HN ) 5.0
(420 name HB* ) (423 name HN ) 5.0

(421 name HN ) (423 name HN ) 5.0
(422 name HN ) (423 name HN ) 5.0
(422 name HN ) (421 name HA ) 5.0
(422 name HA ) (423 name HN ) 5.0
(424 name HN ) (423 name HN ) 5.0
(424 name HN ) (423 name HA ) 5.0
(424 name HN ) (423 name HB* ) 5.0
(424 name HN ) (423 name HG* ) 5.0
(424 name HN ) (421 name HB* ) 5.0
(379 name HA ) (359 name HZ ) 2.7
(380 name HA ) (359 name HZ ) 5.0
(381 name HA ) (359 name HZ ) 5.0
(378 name HB1 ) (359 name HZ ) 5.0
(378 name HB2 ) (359 name HZ ) 5.0
(384 name HG ) (359 name HZ ) 5.0
(363 name HD2*) (359 name HD* ) 3.5
(378 name HD* ) (392 name HD2*) 5.0
(378 name HD* ) (383 name HB1 ) 2.7
(378 name HD* ) (383 name HB2 ) 5.0
(378 name HD* ) (384 name HG ) 5.0
(378 name HD* ) (384 name HA ) 5.0
(378 name HD* ) (373 name HA ) 5.0
(378 name HD* ) (395 name HD1*) 3.5

(359 name HE* ) (380 name HA ) 5.0
(359 name HE* ) (381 name HA ) 3.5
(359 name HE* ) (378 name HB1 ) 5.0
(359 name HE* ) (378 name HB2 ) 5.0

(359 name HE* ) (379 name HA ) 3.5

(359 name HE* ) (381 name HD2*) 5.0

(359

name HE* ) (381

198

name HD1*) 3.5



(365 name HD1*) (369 name HB2 ) 5.0 (359 name HE* ) (363 name HD2*) 5.0

(365 name HD1*) (370 name HB* ) 3.5 (359 name HE* ) (373 name HB2 ) 2.7

(365 name HD1*) (359 name HD* ) 3.5 (359 name HE* ) (381 name HG ) 3.5

(366 name HN ) (367 name HN ) 5.0 (396 name HN ) (394 name HA ) 3.5
(366 name HB1 ) (367 name HN ) 3.5 (370 name HN ) (356 name HD1*) 5.0
(366 name HB2 ) (367 name HN ) 3.5 (370 name HN ) (356 name HG2*) 5.0
(367 name HA ) (360 name HG2*) 3.5 (374 name HN ) (359 name HE* ) 5.0
(367 name HA ) (356 name HG2*) 5.0 (374 name HN ) (359 name HD* ) 5.0
(360 name HG2*) (367 name HN ) 5.0 (380 name HN ) (383 name HB1 ) 5.0
(360 name HG2*) (366 name HN ) 5.0 (380 name HN ) (383 name HB2 ) 5.0
(360 name HG2*) (365 name HN ) 5.0 (380 name HN ) (383 name HG* ) 5.0
(360 name HG2*) (367 name HG* ) 5.0 (386 name HN ) (387 name HB ) 5.0
(360 name HG2*) (356 name HG2*) 5.0 (407 name HE ) (389 name HA ) 5.0
(360 name HG2*) (365 name HD1*) 5.0 (409 name HE ) (405 name HB* ) 3.5

(360 name HG2*) (366 name HA ) 5.0 (386 name HE* ) (385 name HN ) 5.0
(368 name HA ) (369 name HN ) 5.0 (386 name HE* ) (411 name HG2 ) 5.0
(368 name HB2 ) (369 name HN ) 3.5 (386 name HE* ) (411 name HD* ) 5.0
(369 name HN ) (370 name HB* ) 5.0 (393 name HN ) (389 name HE* ) 5.0
(369 name HN ) (365 name HD1*) 5.0 (379 name HN ) (359 name HE* ) 5.0
(370 name HA ) (359 name HD* ) 5.0 (379 name HN ) (359 name HZ ) 5.0
(370 name HB* ) (360 name HG2*) 5.0 (379 name HB1 ) (359 name HZ ) 5.0

(370 name HB* ) (356 name HG2*) 3.5 (379 name HB2 ) (359 name HZ ) 5.0

(370 name HB* ) (365 name HG2*) 5.0 (380 name HN ) (384 name HN ) 5.0
(371 name HA ) (375 name HN ) 50 (380 name HN ) (359 name HE* ) 5.0
(371 name HA (374 name HN ) 3.5 (381 name HN ) (359 name HD* ) 5.0
(371 name HA (372 name HN ) 5.0 (381 name HD2*) (414 name HN ) 3.5
(371 name HA (373 name HN ) 5.0 (381 name HD2*) (410 name HA ) 3.5
(371 name HA (356 name HA ) 5.0 (382 name HA ) (414 name HD2*) 5.0
(371 name HA (370 name HB* ) 5.0 (382 name HG1 ) (383 name HN ) 5.0
(371 name HA (356 name HG2*) 5.0 (382 name HG2 ) (383 name HN ) 5.0
(371 name HA (356 name HD1*) 3.5 (383 name HN ) (381 name HA ) 5.0
(371 name HB (372 name HN ) 35 (383 name HN ) (380 name HG2*) 5.0
(371 name HB (372 name HG1*) 5.0 (383 name HN ) (382 name HB1 ) 3.5
(371 name HB (375 name HN ) 5.0 (383 name HA ) (386 name HD* ) 5.0
(371 name HB (375 name HG1 ) 3.5 (384 name HN ) (378 name HD* ) 3.5
(371 name HB (375 name HG2 ) 3.5 (384 name HN ) (359 name HZ ) 5.0
(371 name HB (356 name HD1*) 3.5 (384 name HN ) (410 name HB* ) 5.0
(372 name HN (374 name HN ) 5.0 (384 name HD1*) (373 name HB* ) 5.0
(372 name HN (369 name HD* ) 5.0 (384 name HD1*) (406 name HG ) 5.0
(372 name HN (369 name HA ) 5.0 (385 name HA ) (410 name HN ) 5.0
(372 name HA (375 name HN ) 35 (385 name HA ) (411 name HN ) 5.0
(372 name HA (373 name HN ) 5.0 (385 name HA ) (411 name HB* ) 5.0
(372 name HA (375 name HB1 ) 3.5 (385 name HA ) (407 name HB* ) 5.0
(372 name HA (375 name HB2 ) 3.5 (385 name HA ) (407 name HG* ) 5.0
(372 name HA (375 name HG1 ) 5.0 (385 name HA ) (411 name HG1 ) 5.0
(372 name HA ) (375 name HG2 ) 5.0 (385 name HA ) (411 name HG2 ) 5.0
(372 name HG1*) (375 name HN ) 5.0 (385 name HB* ) (411 name HA ) 2.7
(372 name HG1*) (373 name HN ) 5.0 (385 name HB* ) (386 name HA ) 5.0
(372 name HG1*) (369 name HD* ) 5.0 (385 name HB* ) (414 name HD1*) 5.0

(372 name HG1*) (369 name HA ) 3.5 (385 name HB* ) (412 name HN ) 5.0
(373 name HN ) (371 name HN ) 5.0 (385 name HB* ) (382 name HN ) 5.0
(373 name HN ) (369 name HD* ) 5.0 (385 name HB* ) (411 name HB* ) 5.0

(373 name HN ) (359 name HE* ) 5.0 (385 name HB* ) (410 name HB* ) 3.5

e e e e e e N N N N N e N N S S N S N

Mehrdeutige NOEs:

((417 name HD1*)) ((358 name HG2*) or (416 name HG2*)) 5.0
((359 name HN )) ((358 name HG2*) or (416 name HG2*) 3.5
((361 name HN )) ((358 name HG2*) or (416 name HG2*)) 5.0
((362 name HD* )) ((358 name HG2*) or (416 name HG2*) 3.5
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((362 name HE* )) ((358 name HG2*) or (416 name HG2*)) 3.5
((362 name HB1 )) ((358 name HG2*) or (416 name HG2*) 5.0
((362 name HB2 )) ((358 name HG2*) or (416 name HG2*)) 5.0
((359 name HA )) ((358 name HG2*) or (416 name HG2*¥) 5.0
((417 name HN )) ((358 name HG2*) or (416 name HG2*)) 3.5

C.3.1.2. Beschrankung der Diederwinkel aus skalaren Kopplungen.

(352 name c¢) (353 name n) (353 name ca) (353 name c) -60 20
(355 name c¢) (356 name n) (356 name ca) (356 name c) -60 20
(356 name c¢) (357 name n) (357 name ca) (357 name c) -60 20
(357 name c¢) (358 name n) (358 name ca) (358 name c) -60 20
(359 name c¢) (360 name n) (360 name ca) (360 name c) -60 20
(361 name c) (362 name n) (362 name ca) (362 name c) -120 40
(366 name c) (367 name n) (367 name ca) (367 name c) -60 20
(367 name c) (368 name n) (368 name ca) (368 name c) -60 20
(369 name c¢) (370 name n) (370 name ca) (370 name c) -60 20
(370 name c) (371 name n) (371 name ca) (371 name c) -60 20
(371 name c¢) (372 name n) (372 name ca) (372 name c) -60 20
(372 name c) (373 name n) (373 name ca) (373 name c) -60 20
(373 name c¢) (374 name n) (374 name ca) (374 name c) -60 20
(374 name c¢) (375 name n) (375 name ca) (375 name c) -60 20
(380 name c¢) (381 name n) (381 name ca) (381 name c) -60 20
(381 name c) (382 name n) (382 name ca) (382 name c) -60 20
(382 name c¢) (383 name n) (383 name ca) (383 name c) -60 20
(383 name c) (384 name n) (384 name ca) (384 name c) -60 20
(386 name c¢) (387 name n) (387 name ca) (387 name c) -60 20
(388 name c¢) (389 name n) (389 name ca) (389 name c) -60 20
(389 name ¢) (390 name n) (390 name ca) (390 name c) -60 20
(392 name c¢) (393 name n) (393 name ca) (393 name c) -60 20
(397 name c¢) (398 name n) (398 name ca) (398 name c) -120 40
(398 name c¢) (399 name n) (399 name ca) (399 name c) -120 40
(401 name c) (402 name n) (402 name ca) (402 name c) -60 20
(402 name c) (403 name n) (403 name ca) (403 name c) -60 20
(403 name c¢) (404 name n) (404 name ca) (404 name c) -60 20
(407 name c) (408 name n) (408 name ca) (408 name c) -60 20
(408 name c¢) (409 name n) (409 name ca) (409 name c) -60 20
(409 name c) (410 name n) (410 name ca) (410 name c) -60 20
(410 name c) (411 name n) (411 name ca) (411 name c) -60 20
(412 name c) (413 name n) (413 name ca) (413 name c) -60 20
(413 name c¢) (414 name n) (414 name ca) (414 name c) -60 20
(414 name c) (415 name n) (415 name ca) (415 name c) -60 20
(415 name c¢) (416 name n) (416 name ca) (416 name c) -60 20
(416 name c) (417 name n) (417 name ca) (417 name c) -60 20
(418 name c¢) (419 name n) (419 name ca) (419 name c) -60 20
(419 name c) (420 name n) (420 name ca) (420 name c) -60 20
(421 name c) (422 name n) (422 name ca) (422 name c) -60 20

C.3.1.3. Abstandsbeschrankungen aus H/D—Austauschexperimenten.

(354 name HN) (351 name O) 2.3 (386 name N ) (382 name O) 3.3
(354 name N ) (351 name O) 3.3 (393 name HN) (389 name O) 2.3
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(360 name HN) (356 name O) 2.3 (393 name N ) (389 name O) 3.3
(360 name N ) (356 name O) 3.3 (395 name HN) (392 name O) 2.3
(361 name HN) (358 name O) 2.3 (395 name N ) (392 name O) 3.3
(361 name N ) (358 name O) 3.3 (403 name HN) (399 name O) 2.3
(361 name HN) (357 name O) 2.3 (403 name N ) (399 name O) 3.3
(361 name N ) (357 name O) 3.3 (404 name HN) (400 name O) 2.3
(362 name HN) (358 name O) 2.3 (404 name N ) (400 name O) 3.3
(362 name N ) (358 name O) 3.3 (406 name HN) (402 name O) 2.3
(370 name HN) (366 name O) 2.3 (406 name N ) (402 name O) 3.3
(370 name N ) (366 name O) 3.3 (408 name HN) (404 name O) 2.3
(374 name HN) (370 name O) 2.3 (408 name N ) (404 name O) 3.3
(374 name N ) (370 name O) 3.3 (410 name HN) (407 name O) 2.3
(378 name HN) (373 name O) 2.3 (410 name N ) (407 name O) 3.3
(378 name N ) (373 name O) 3.3 (414 name HN) (410 name O) 2.3
(385 name HN) (381 name O) 2.3 (414 name N ) (410 name O) 3.3
(385 name N ) (381 name O) 3.3 (415 name HN) (411 name O) 2.3
(386 name HN) (382 name O) 2.3 (415 name N ) (411 name O) 3.3

C.3.1.4. Beschrankungen aus dipolaren Restkopplungen.

(353 name N) (353 name HN) -8.170 (380 name N) (380 name HN) 2.622
(354 name N) (354 name HN) -9.563 (381 name N) (381 name HN) 8.894
(356 name N) (356 name HN) -8.281 (382 name N) (382 name HN) 0.393
(360 name N) (360 name HN) -10.794 (384 name N) (384 name HN) 2.473
(362 name N) (362 name HN) -8.731 (389 name N) (389 name HN) -2.378
(364 name N) (364 name HN) 7.939 (390 name N) (390 name HN) -4.107
(365 name N) (365 name HN) 6.346 (392 name N) (392 name HN) -3.077
(367 name N) (367 name HN) -10.436 (394 name N) (394 name HN) 14.566
(368 name N) (368 name HN) -11.557 (395 name N) (395 name HN) 6.011
(369 name N) (369 name HN) -7.970 (396 name N) (396 name HN) -9.811
(370 name N) (370 name HN) -11.497 (398 name N) (398 name HN) -8.386
(371 name N) (271 name HN) -9.790 (400 name N) (400 name HN) 17.234
(372 name N) (372 name HN) -11.368 (403 name N) (403 name HN) 16.408
(373 name N) (373 name HN) -10.383 (404 name N) (404 name HN) 17.542
(374 name N) (374 name HN) -10.056 (408 name N) (408 name HN) 18.638
(375 name N) (375 name HN) -10.689 (410 name N) (410 name HN) 18.976
(376 name N) (376 name HN) -12.339 (414 name N) (414 name HN) 14.108
(378 name N) (378 name HN) 6.307 (415 name N) (415 name HN) 16.362
(379 name N) (379 name HN) -10.795

C.3.2. Randbedingungen fir NusA(426-495).
C.3.2.1. Abstandsbeschrankungen aus NOESY-Experimenten.

(431 name HN ) (434 name HN ) 5.0 (490 name HA ) (491 name HN ) 3.5
(432 name HB* ) (431 name HA ) 5.0 (490 name HB1 ) (491 name HN ) 35
(440 name HG1*) (435 name HA ) 5.0 (490 name HB2 ) (491 name HN ) 35
(441 name HN ) (440 name HB ) 5.0 (490 name HN ) (491 name HN ) 3.5
(443 name HA ) (446 name HD* ) 5.0 (491 name HA ) (492 name HN ) 3.5
(453 name HG2*) (458 name HB1 ) 5.0 (491 name HN ) (492 name HN ) 3.5
(453 name HG2*) (458 name HB2 ) 5.0 (492 name HN ) (490 name HB1 ) 5.0
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(455
(459
(466
(466
(470
(470
(472
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(476
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(478
(485
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(426
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(427
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(428
(430
(431
(431
(431
(431
(431
(431
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(435
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name
name
name
name
name
name
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name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HN ) (456
HN ) (460
HN ) (465
HN ) (465
HG2*%) (447
HG2*%) (447
HN ) @471
HN ) (471
HN ) @471
HN ) (477
HN ) (478
HN ) (475
HA ) (437
HG2 ) (490
HN ) (488
HA ) (488
HN ) (456
HB1 ) (487
HB2 ) (487
HA* ) (427
HA* ) (428
HN ) (427
HN ) (428
HD21) (452
HD21) (452
HD21) (452
HD22) (452
HD22) (452
HD22) (452
HN ) (429
HD1 ) (429
HA ) (433
HB* ) (433
HB* ) (434
HB* ) (455
HB* ) (455
HN ) (432
HN ) (433
HN ) (435
HN ) (455
HA ) (435
HA ) (435
HB* ) (431
HN ) (433
HA ) (436
HA ) (436
HN ) (434
HA ) (435
HN ) (432
HN ) (435
HA ) (436
HA ) (437
HA ) (440
HD1*) (442
HN ) (436
HN ) (437
HN ) (438
HN ) (439
HN ) (440

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HN
HN

) 5.0
) 35

HB1 ) 5.0
HB2 ) 5.0
HB1 ) 5.0
HB2 ) 5.0

HA

) 2.7

HG1 ) 35
HG2 ) 3.5

HN
HN
HA

) 35
) 2.7
) 5.0

HD1* 3.5
HZ2 ) 5.0

HN

) 35

HG2*) 3.5
HD1* 5.0

HA
HA
HN
HN
HN
HN

) 5.0
) 35
) 2.7
) 35
) 5.0
) 5.0

HAL ) 5.0
HA2 ) 5.0

HN

) 5.0

HAL ) 5.0
HA2 ) 5.0

HN
HN
HA
HN
HN
HN
HB

) 5.0
) 5.0
) 2.7
) 5.0
) 5.0
) 3.5
) 5.0

HG2%) 2.7

HN
HN
HN
HA

) 5.0
) 5.0
) 5.0
) 35

HB1 ) 3.5
HB2 ) 5.0
HB* ) 5.0

HN

) 35

HB1 ) 5.0
HB2 ) 5.0

HN
HN
HN
HN
HN
HN
HB
HA
HN
HN
HN
HN
HN

) 2.7
) 35
) 5.0
) 35
) 35
) 5.0
) 5.0
) 2.7
) 35
) 2.7
) 5.0
) 5.0
) 2.7

(492
(492
(492
(492
(430
(430
(430
(430
(430
(430
(430
(430
(430
(430
(430
(430
(430
(430
(431
(431
(431
(431
(431
(434
(434
(434
(432
(432
(432
(432
(432
(432
(432
(433
(433

name HN ) (490 name HB2 ) 5.0
name HN ) (491 name HB1 ) 3.5
name HN ) (491 name HB2 ) 3.5
name HN ) (493 name HN ) 5.0
name HA ) (431 name HN ) 3.5
name HA ) (454 name HB1 ) 5.0
name HA ) (431 name HB* ) 5.0
name HA ) (445 name HB* ) 5.0
name HB1 ) (431 name HN ) 5.0
name HB2 ) (431 name HN ) 5.0
name HB2 ) (445 name HB* ) 5.0
name HD2 ) (429 name HA ) 3.5
name HD1 ) (429 name HB1 ) 5.0
name HD2 ) (429 name HB1 ) 5.0
name HD1 ) (429 name HB2 ) 5.0
name HD2 ) (429 name HB2 ) 5.0
name HD1 ) (429 name HG* ) 5.0
name HD2 ) (429 name HG* ) 5.0
name HN ) (434 name HB1 ) 5.0
name HN ) (434 name HB2 ) 5.0
name HA ) (432 name HN ) 3.5
name HA ) (455 name HG2*) 5.0
name HB* ) (455 name HA ) 35
name HD2*) (459 name HD2*) 5.0
name HD1*) (459 name HD2*) 5.0
name HD2*) (481 name HD2*) 5.0
name HN ) (431 name HB* ) 3.5
name HA ) (433 name HN ) 5.0
name HA ) (435 name HD2*) 3.5
name HB* ) (433 name HN ) 3.5
name HB* ) (436 name HD21) 5.0
name HB* ) (436 name HD22) 3.5
name HB* ) (435 name HD2*) 5.0
name HN ) (435 name HN ) 5.0
name HA ) (434 name HN ) 5.0

(433 name HA ) (436 name HD21) 5.0

(433
(434
(434
(434
(435
(435

name HA ) (436 name HD22) 5.0
name HN ) (431 name HA ) 5.0
name HN ) (433 name HB1 ) 5.0
name HN ) (433 name HB2 ) 5.0
name HN ) (432 name HA ) 3.5
name HN ) (434 name HB1 ) 3.5

(435 name HN ) (434 name HB2 ) 35

(435
(435
(435
(435
(435
(435
(435
(435
(435
(435
(435
(436
(436
(436
(436
(437

name HA ) (445 name HB* ) 35
name HB1 ) (436 name HN ) 3.5
name HB2 ) (436 name HN ) 3.5
name HB1 ) (436 name HD21) 5.0
name HB2 ) (436 name HD21) 5.0
name HG ) (432 name HA ) 5.0
name HD1*) (445 name HB* ) 2.7
name HD1*) (430 name HD1 ) 5.0
name HD2*) (430 name HD1 ) 5.0
name HD2*) (430 name HD2 ) 5.0
name HD2*) (436 name HN ) 5.0
name HB1 ) (437 name HN ) 5.0
name HB2 ) (437 name HN ) 3.5
name HD21) (432 name HN ) 5.0
name HD22) (432 name HN ) 5.0
name HN ) (435 name HN ) 5.0
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(440
(440
(440
(440
(440
(440
(440
(440
(442
(443
(444
(444
(445
(445
(445
(445
(445
(445
(445
(445
(446
(446
(446
(446
(447
(447
(447
(447
(448
(449
(449
(449
(449
(449
(449
(449
(449
(449
(449
(449
(450
(451
(451
(451
(451
(452
(452
(452
(453
(453
(453
(453
(453
(453
(453
(453
(453
(453
(453

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HA ) (444
HG1% (441
HN ) (438
HN ) (438
HN ) (439
HN ) (439
HN ) (444
HN ) (441
HN ) (443
HN ) (444
HD1*) (440
HN ) (445
HB* ) (430
HB* ) (430
HB* ) (440
HB* ) (442
HB* ) (446
HB* ) (446
HB* ) (446
HN ) (446
HA ) (430
HA ) (430
HA ) (449
HN ) (447
HA ) (450
HN ) (446
HN ) (446
HN ) (448
HN ) (449
HB* ) (429
HB* ) (430
HB* ) (430
HB* ) (430
HB* ) (430
HB* ) (430
HB* ) (431
HB* ) (446
HB* ) (450
HB* ) (454
HN ) (450
HN ) (451
HN ) (449
HN ) (449
HN ) (450
HN ) (452
HN ) (449
HN ) (451
HN ) (453
HN ) (449
HN ) (449
HA ) (458
HA ) (458
HG1¥) (458
HG1*) (458
HG1¥ (459
HG1*) (459
HG1*) (459
HG1*) (462
HG1¥) (462

— — — —

— e e

o

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HB1 ) 3.5
HA ) 5.0
HA ) 5.0
HG* ) 5.0
HAL ) 3.5
HA2 ) 3.5
HD1* 5.0
HN ) 5.0
HN ) 2.7
HN ) 5.0
HA ) 35
HN ) 2.7
HB1 ) 5.0
HD1 ) 5.0
HG1% 2.7
HA ) 35
HA ) 5.0
HB* ) 5.0
HD* ) 5.0
HN ) 2.7
HD1 ) 5.0
HD2 ) 5.0
HN ) 5.0
HN ) 2.7
HB* ) 3.5
HA ) 5.0
HB* ) 2.7
HN ) 27
HN ) 2.7
HA ) 27
HA ) 5.0
HB1 ) 3.5
HB2 ) 3.5
HD1 ) 35
HD2 ) 35
HN ) 5.0
HA ) 35
HN ) 35
HA ) 35
HN ) 2.7
HN ) 35
HA ) 5.0
HN ) 5.0
HA ) 35
HN ) 2.7
HA ) 5.0
HA ) 35
HN ) 5.0
HA ) 5.0
HB* ) 5.0
HB1 ) 3.5
HB2 ) 3.5
HB1 ) 3.5
HB2 ) 3.5
HA ) 5.0
HB1 ) 3.5
HB2 ) 35
HE21) 3.5
HE22) 35

(437 name
(437 name
(437 name
(437 name
(437 name
(437 name
(437 name
(438 name
(438 name
(438 name
(438 name
(438 name
(438 name
(439 name
(439 name
(439 name
(439 name
(440 name
(440 name
(440 name
(440 name
(440 name
(444 name
(444 name
(444 name
(444 name
(441 name
(441 name
(441 name
(441 name
(441 name
(441 name
(441 name
(441 name
(441 name
(442 name
(442 name
(442 name
(442 name
(442 name
(442 name
(442 name
(443 name
(443 name
(443 name
(443 name
(443 name
(443 name
(444 name
(444 name
(444 name
(444 name
(444 name
(444 name
(444 name
(444 name
(445 name
(445 name
(445 name

HN ) (436 name HA ) 35
HA ) (438 name HN ) 2.7
HB1 ) (438 name HN ) 5.0
HB2 ) (438 name HN ) 5.0
HB1 ) (440 name HB ) 5.0
HB2 ) (440 name HB ) 5.0
HG ) (438 name HN ) 5.0
HN ) (437 name HD1* 5.0
HN ) (437 name HD2*) 5.0
HA ) (439 name HN ) 5.0
HG* ) (439 name HN ) 5.0
HB1 ) (439 name HN ) 5.0
HB2 ) (439 name HN ) 5.0
HA1l ) (481 name HD1*) 3.5

HA2 ) (481 name HD1*) 3.5

HAl ) (481 name HD2*) 3.5

HA2 ) (481 name HD2*) 3.5

HA ) (444 name HN ) 5.0

HA ) (441 name HN ) 2.7

HB ) (456 name HD2*) 5.0
HB ) (445 name HB* ) 5.0
HG2*) (481 name HD1*) 5.0

HD1*) (477 name HEl ) 5.0
HD1*) (477 name HE2 ) 5.0
HD2*) (470 name HG2*) 3.5

HD2*) (470 name HD1*) 5.0

HN ) (442 name HN ) 5.0
HN ) (444 name HN ) 5.0
HN ) (444 name HD1*) 3.5
HA ) (442 name HB1 ) 5.0
HA ) (442 name HB2 ) 5.0
HA ) (444 name HN ) 5.0
HA ) (442 name HN ) 3.5
HB1 ) (442 name HN ) 3.5
HB2 ) (442 name HN ) 35
HA ) (443 name HN ) 35
HB1 ) (443 name HN ) 5.0
HB2 ) (443 name HN ) 5.0
HG1 ) (443 name HN ) 5.0
HG2 ) (443 name HN ) 5.0
HG1 ) (446 name HD* ) 5.0
HG2 ) (446 name HD* ) 5.0
HN ) (441 name HA ) 5.0
HN ) (441 name HB1 ) 5.0
HN ) (441 name HB2 ) 5.0
HA ) (446 name HB* ) 3.5
HB1 ) (444 name HN ) 5.0
HB2 ) (444 name HN ) 5.0
HA ) (445 name HN ) 3.5
HA ) (447 name HB1 ) 35
HA ) (447 name HB2 ) 3.5
HB1 ) (445 name HN ) 5.0
HB2 ) (445 name HN ) 5.0
HD2*) (445 name HN ) 3.5
HD2*) (447 name HN ) 5.0
HD2*) (440 name HA ) 5.0

HA ) (446 name HN ) 35
HA ) (448 name HB1 ) 5.0
HA ) (448 name HB2 ) 3.5
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(453
(453
(453
(453
(453
(453
(453
(453
(454
(454
(454
(454
(454
(454
(454
(454
(455
(455
(455
(456
(456
(456
(457
(458
(458
(459
(459
(460
(460
(460
(461
(461
(461
(461
(461
(462
(462
(462
(463
(463
(463
(463
(463
(463
(463
(463
(464
(464
(464
(464
(464
(464
(464
(464
(465
(465
(465
(465
(465

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HG1¥)
HG1¥)
HG2¥)
HG2%)
HG2%)
HG2%)
HG2¥)
HN )
HA )
HA )
HA )
HB1 )
HB1 )
HB2 )
HB2 )
HN )
HG2*) (431
HG2*) (454
HG2*) (454
HD1*) (488
HD1*) (488
HN ) (457
HN ) (458
HA ) (462
HN ) (459 name
HD2*) (482 name
HD2*) (485 name
HA ) (482 name
HB* ) (490 name
HN ) (461 name
HN ) (457 name
HN ) (458 name
HN ) (459 name
HN ) (460 name
HN ) (462 name
HE21) (453 name
HE22) (453 name
HN ) (463 name
HA1l ) (464 name
HA2 ) (464 name
HN ) (462 name
HN ) (462 name
HN ) (462 name
HN ) (462 name
HN ) (462 name
HN ) (464 name
HA ) (465 name
HA ) (466 name
HB ) (465 name
HD1*) (479 name
HD1*) (479 name
HG11) (465 name
HG12) (465 name
HN ) (465 name
HA ) (468 name
HN ) (463 name
HN ) (463 name
HN ) (464 name
HN ) (464 name

(462
(462
(452
(452
(459
(462
(462
(454
(431
(449
(455
(431
(455
(431
(455
(455

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HG1 ) 5.0
HG2 ) 5.0
HAL ) 5.0
HA2 ) 5.0
HA ) 5.0
HG1 ) 35
HG2 ) 35
HN ) 5.0
HN ) 35
HA ) 2.7
HN ) 35
HN ) 5.0
HN ) 35
HN ) 5.0
HN ) 5.0
HN ) 35
HN ) 5.0
HB1 ) 35
HB2 ) 5.0
HD1*) 5.0
HG2*) 3.5
HN ) 35
HN ) 35
HE22) 5.0
HN ) 5.0
HA ) 35
HB* ) 2.7
HA ) 5.0
HE1 ) 3.5
HN ) 35
HA ) 5.0
HA ) 5.0
HA ) 5.0
HA ) 35
HN ) 2.7
HG2%) 3.5
HG2%) 3.5
HN ) 5.0
HN ) 35
HN ) 35
HA ) 35
HB1 ) 3.5
HB2 ) 3.5
HG1 ) 5.0
HG2 ) 5.0
HN ) 5.0
HN ) 35
HN ) 5.0
HN ) 35
HAL ) 3.5
HA2 ) 3.5
HN ) 5.0
HN ) 5.0
HN ) 5.0
HB* ) 3.5
HAL ) 5.0
HA2 ) 5.0
HD1* 5.0
HG2*) 3.5

(445
(445
(446
(446
(446
(446
(446
(446
(446
(446
(446
(446
(446
(446
(446
(446

name HB* ) (446
name HB* ) (446
name HN ) (443
name HN ) (443
name HD* ) (449
name HD* ) (435
name HD* ) (430
name HE* ) (430
name HE* ) (442
name HE* ) (442
name HE* ) (449
name HE* ) (435
name HZ ) (435
name HZ ) (442
name HZ ) (442
name HZ ) (430

name HN ) 3.5
name HE* ) 5.0
name HA ) 35
name HB2 ) 5.0
name HB* ) 5.0
name HD1*) 5.0
name HD1 ) 5.0
name HD1 ) 5.0
name HG1 ) 5.0
name HG2 ) 5.0
name HB* ) 5.0
name HD1*) 5.0
name HD1*) 5.0
name HG1 ) 5.0
name HG2 ) 5.0
name HD1 ) 5.0

(447 name HN
(447 name HA
(447 name HA
(448 name HA

) (443 name HA
) (448 name HN
) (450 name HN
) (449 name HN

(448 name HB1 ) (453 name HB
(448 name HB2 ) (453 name HB ) 5.0
(448 name HD2*) (454 name HA
) (448 name HB1 ) 5.0
) (448 name HB2 ) 5.0
) (448 name HD1*) 5.0
) (448 name HD2*) 5.0
(449 name HB* ) (451 name HN
(449 name HB* ) (448 name HD2*) 5.0

(449 name HN
(449 name HN
(449 name HN
(449 name HN

(449
(449
(450
(450
(450
(451 name HN
(451 name HN
(453 name HN
(453 name HN
(453 name HA
(453 name
(453 name
(453 name
(453 name
(453 name
(453 name
(453 name
(453 name
(454 name HA
(455 name HN
(455 name HN
(455 name HN
(455 name HN
(455 name HN
(455 name HN
(455 name HA
(455 name HA
(455 name HA
(455 name HA
(455 name HA

name HN
name HN

HG1*) (448
HG1*) (448
HG1*) (459
HG1¥ (454
HG1¥) (458
HG1%) (462
HG1*) (460
HG2*%) (449

) (446 name HA
) (449 name HA

name HB* ) (451 name HN

) (448 name HA
) (453 name HN
) (452 name HAl

) 5.0
) 5.0
) 5.0
) 5.0
) 5.0

) 5.0

) 5.0

name HB* ) (454 name HB1 ) 5.0
name HB* ) (428 name HB* ) 3.5

) 3.5
) 3.5
) 3.5
) 5.0
) 5.0
) 3.5

) (452 name HA2 ) 35

) (454 name HN
name
name
name
name
name
name
name
name HA

) (430 name HA
) (453 name HA
) (458 name HB1
) (458 name HB2

) (458 name HA

HN
HA
HN
HN

) 35

HD2*) 5.0
HD1* 5.0
HD1*) 5.0

) 5.0
) 5.0
) 5.0
) 5.0
) 5.0
) 5.0
) 5.0
) 5.0
) 5.0
) 5.0

) (453 name HG1*) 5.0
) (431 name HB* ) 5.0

) (456 name HN
) (457 name HN

) 35
) 5.0

) (434 name HB1 ) 5.0

) (434 name HB2

) 5.0

) (456 name HB1 ) 5.0
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(465
(466
(466
(466
(467
(467
(467
(467
(467
(467
(467
(467
(467
(468
(468
(468
(469
(470
(470
(470
(470
(470
(470
(470
(470
(471
(471
(472
(473
(473
(473
(473
(473
(473
(474
(474
(474
(474
(474
(474
(474
(475
(475
(476
(476
(476
(477
(477
(478
(478
(478
(478
(478
(478
(478
(478
(478
(478
(479

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HN
HN
HN
HN
HA
HA

) (466
) (463
) (463
) (465
) (470
) (470

HD2*) (453
HD2*) (462
HD2*) (462
HD2*) (462
HD2*) (462
HD2*) (462

HN
HN
HA
HN
HN

) (468
) (467
) (469
) (469
) (470

HD1*) (451
HD1*) (451
HD1*) (467
HD1*) (471
HG11) (471
HG12) (471
HG2%) (471

HN
HN
HN
HN

) (471
) (470
) (472
) (473

HB1 ) (470
HB1 ) (470
HB2 ) (470
HB2 ) (470
HD2*) (478

HN
HA
HA
HB

) (474
) (475
) (476
) (475

HG2*%) (475

HN
HN
HN
HA
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HA

) (473
) (477
) (475
) (478
) (476
) (474
) (474
) (475
) (474
) (475
) (481

HB* ) (464
HB* ) (475
HB* ) (479
HB* ) (482

HN
HN
HN
HN
HN

) (474
) (476
) (477
) (480
) (479

HAL ) (464

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HN ) 2.7
HA2 ) 3.5
HN ) 35
HA ) 35
HG11) 5.0
HG12) 5.0
HG2*%) 5.0
HB1 ) 5.0
HB2 ) 5.0
HE21) 5.0
HE22) 5.0
HG2 ) 5.0
HN ) 5.0
HA ) 5.0
HN ) 35
HN ) 5.0
HN ) 35
HD1 ) 5.0
HD2 ) 5.0
HA ) 35
HN ) 35
HN ) 5.0
HN ) 5.0
HN ) 35
HN ) 5.0
HA ) 27
HN ) 5.0
HN ) 35
HB ) 5.0
HG2*%) 5.0
HB ) 5.0
HG2*%) 5.0
HN ) 35
HN ) 5.0
HN ) 2.7
HN ) 5.0
HN ) 2.7
HN ) 2.7
HD2*) 2.7
HB* ) 3.5
HN ) 5.0
HB* ) 3.5
HN ) 35
HB ) 5.0
HG2¥) 5.0
HA ) 5.0
HB ) 5.0
HN ) 5.0
HB1 ) 5.0
HA ) 35
HN ) 5.0
HN ) 2.7
HD1* 3.5
HN ) 35
HN ) 5.0
HA ) 35
HN ) 5.0
HN ) 35
HG11) 5.0

(455 name HA ) (456 name HB2 ) 5.0
(455 name HA ) (448 name HD2*) 5.0
(455 name HG2*) (456 name HN ) 3.5
(456 name HN ) (455 name HB ) 3.5
(456 name HA ) (457 name HN ) 5.0
(456 name HB1 ) (457 name HN ) 5.0
(456 name HB2 ) (457 name HN ) 5.0
(456 name HD1*) (457 name HN ) 5.0

(456 name HD1*) (485 name HN ) 5.0

(456 name HD1*) (485 name HA ) 5.0

(456 name HD1*) (433 name HB1 ) 3.5

(456 name HD1*) (433 name HB2 ) 3.5

(456 name HD1*) (485 name HB* ) 2.7
(457 name HN ) (459 name HN ) 5.0
(457 name HN ) (455 name HB ) 5.0
(457 name HN ) (455 name HG2*) 5.0
(456 name HN ) (456 name HD2*) 5.0
(458 name HN ) (456 name HN ) 5.0
(458 name HN ) (460 name HN ) 5.0
(458 name HN ) (455 name HN ) 5.0
(458 name HN ) (455 name HB ) 5.0
(458 name HN ) (457 name HA ) 3.5
(458 name HN ) (457 name HG* ) 5.0
(458 name HN ) (457 name HB1 ) 3.5
(458 name HN ) (457 name HB2 ) 3.5
(458 name HN ) (453 name HA ) 5.0
(459 name HN ) (461 name HN ) 5.0
(459 name HN ) (458 name HA ) 5.0
(459 name HN ) (458 name HB1 ) 5.0
(459 name HN ) (458 name HB2 ) 5.0
(459 name HB1 ) (485 name HB* ) 5.0

(459 name HB2 ) (485 name HB* ) 5.0

(459 name HB1 ) (460 name HN ) 5.0
(459 name HB2 ) (460 name HN ) 5.0
(459 name HD2*) (460 name HN ) 5.0
(459 name HD2*) (481 name HB1l ) 5.0
(459 name HD2*) (481 name HB2 ) 5.0
(460 name HA ) (482 name HG2*) 3.5
(460 name HA ) (486 name HE ) 3.5
(460 name HA ) (486 name HD* ) 3.5

(460 name HA ) (486 name HG1l ) 3.5
(460 name HB* ) (461 name HN ) 3.5

(460 name HB* ) (457 name HA ) 35
(460 name HB* ) (489 name HB1 ) 3.5
(460 name HB* ) (489 name HB2 ) 3.5

(461 name HN ) (490 name HZ2 ) 5.0
(461 name HN ) (482 name HG2*) 5.0
(461 name HA ) (462 name HN ) 5.0
(461 name HA ) (490 name HZ2 ) 35
(461 name HG2 ) (490 name HzZ2 ) 5.0
(462 name HN ) (460 name HN ) 5.0
(462 name HN ) (459 name HN ) 5.0
(462 name HN ) (453 name HG2*) 5.0

(462 name HN ) (482 name HG2*) 5.0
(463 name HN ) (466 name HB1 ) 5.0
(463 name HN ) (466 name HB2 ) 5.0
(463 name HAl ) (466 name HN ) 5.0
(464 name HA ) (467 name HD1*) 5.0
(464 name HA ) (467 name HB1l ) 5.0
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(479
(479
(479
(479
(479
(479
(479
(479
(479
(479
(479
(479
(479
(479
(479
(479
(480
(481
(482
(482
(482
(482
(482
(482
(482
(482
(482
(482
(482
(482
(482
(482
(482
(482
(482
(482
(482
(482
(482
(483
(483
(483
(483
(483
(483
(483
(483
(483
(483
(483
(483
(484
(484
(484
(485
(485
(485
(485
(485

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HA1
HA1
HA1
HA1
HA1
HA2
HA2
HA2
HA2
HA2
HA2
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HN
HA
HA

(464
(464
(478
(480
(483
(464
(464
(464
(480
(482
) (483
) (464
) (475
) (476
) (477
) (480
) (481
) (482
) (459
) (485

—

HD1*) (462
HD1*) (462
HD1*) (462
HD1*) (463
HD1*) (463
HD1*) (463
HD1*) (464
HD1*) (464
HD1*) (464
HD1*) (465
HD1*) (466
HD1*) (479
HD1*) (483

HN
HN
HN
HN
HN
HN
HE*
HE*
HE*
HE*
HE*
HG*
HG*
HG*
HG*
HG*
HG*
HN
HN
HN
HN
HA
HN
HA
HA
HA

) (479
) (480
) (481
) (481
) (481
) (483
) (479
) (479
) (486
) (487
) (487
) (480
) (482
) (482
) (484
) (487
) (487
) (484
) (483
) (486
) (485
) (456
) (486
) (488
) (488
) (488

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HG12) 5.0
HG2% 5.0
HB* ) 5.0
HN ) 35
HN ) 5.0
HG11) 5.0
HG12) 5.0
HG2% 5.0
HN ) 35
HB ) 35
HN ) 5.0
HD1* 3.5
HA ) 5.0
HA ) 50
HN ) 5.0
HN ) 35
HN ) 35
HN ) 35
HD1* 3.5
HB* ) 3.5
HB1 ) 3.5
HB2 ) 3.5
HN ) 5.0
HAL ) 35
HA2 ) 5.0
HN ) 35
HA ) 35
HB ) 5.0
HN ) 35
HN ) 5.0
HN ) 5.0
HA2 ) 5.0
HN ) 5.0
HA2 ) 5.0
HN ) 5.0
HB1 ) 3.5
HB2 ) 3.5
HD2*) 5.0
HN ) 5.0
HAL ) 5.0
HA2 ) 5.0
HD* ) 5.0
HD21) 5.0
HD22) 5.0
HA ) 5.0
HD1*) 5.0
HG2%) 5.0
HN ) 5.0
HD21) 5.0
HD22) 5.0
HN ) 5.0
HA ) 35
HN ) 5.0
HN ) 5.0
HD2*) 5.0
HN ) 35
HB ) 35
HD1* 5.0
HN ) 35

(464 name HG11) (482 name HD1*) 3.5
(464 name HG12) (482 name HD1*) 5.0
(464 name HG11) (478 name HB* ) 3.5
(464 name HG12) (478 name HB* ) 3.5
(464 name HD1*) (478 name HB* ) 5.0
(468 name HN ) (470 name HN ) 5.0
(468 name HN ) (467 name HB1 ) 5.0
(468 name HN ) (467 name HB2 ) 5.0
(468 name HN ) (467 name HD1*) 5.0
(468 name HN ) (467 name HD2*) 5.0
(469 name HN ) (468 name HB* ) 3.5
(469 name HA ) (470 name HN ) 3.5

(469
(470
(470
(470

name HB* ) (470
name HB ) (473
name HG2*) (447
name HG2*) (447

name HN ) 3.5
name HD1*) 5.0
name HA ) 5.0
name HD1 ) 3.5

(470
(470
(470

@71
71
@71

(473
(473
(473

(473
(473
(473

(473

(473

(474
(474
(474

(474
(474

name HG2*) (447 name HD2 ) 5.0
name HD1*) (448 name HA ) 5.0
name HD1*) (448 name HD1*) 5.0
name HN ) (470 name HB ) 5.0
name HB1 ) (472 name HN ) 5.0
name HB2 ) (472 name HN ) 5.0
name HN ) (471 name HN ) 5.0
name HN ) (472 name HA1l ) 5.0
name HN ) (472 name HA2 ) 5.0
name HD1*) (444 name HD1*) 5.0
name HD2*) (444 name HD1*) 5.0
name HD2*) (478 name HA ) 5.0
name HD2*) (478 name HB* ) 5.0
name HD2*) (477 name HB* ) 5.0
name HN ) (477 name HN ) 5.0
name HN ) (473 name HA ) 2.7
name HN ) (473 name HB1 ) 5.0
name HN ) (473 name HB2 ) 5.0
name HN ) (477 name HD* ) 5.0
(475 name HA ) (464 name HG2*) 3.5
(475 name HB* ) (464 name HD1*) 5.0
(475 name HB* ) (478 name HN ) 5.0
(476 name HA ) (477 name HN ) 5.0
(477 name HN ) (476 name HB1 ) 5.0
(477 name HN ) (476 name HG* ) 5.0
(478 name HN ) (477 name HB* ) 5.0
(478 name HN ) (477 name HG2 ) 5.0
(478 name HN ) (473 name HA ) 5.0
(478 name HA ) (481 name HB2 ) 5.0
(479 name HN ) (478 name HA ) 5.0
(479 name HA1l ) (482 name HB ) 5.0
(481 name HN ) (480 name HA ) 5.0
(481 name HN ) (480 name HB* ) 5.0
(481 name HA ) (437 name HD1*) 5.0
(481 name HA ) (484 name HB* ) 3.5
(482 name HA ) (483 name HN ) 3.5
(482 name HA ) (459 name HG ) 5.0
(482 name HB ) (483 name HN ) 5.0
(482 name HG2*) (486 name HG2 ) 5.0
(482 name HG2*) (486 name HD* ) 5.0
(482 name HD1*) (467 name HD1*) 3.5
(482 name HD1*) (462 name HA ) 5.0
(483 name HN ) (482 name HG11) 5.0
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(485
(485
(486
(486
(486
(486
(486
(486
(486
(486
(486
(486
(486
(486
(486
(487
(487
(487
(487
(487
(487
(487
(487
(488
(488
(488
(488
(488
(488
(488
(489
(489
(489
(489
(489
(489

Mehrdeutige

((459
((460

((466
((466
((482
((465
((464
((465
((466
((466
((430

((430
((430

(431

(431

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

name
name

name
name
name
name
name
name
name
name
name

name

name

name

name

HB* ) (460 name HA ) 35
) (482 name
) (460 name
) (490 name
) (482 name
HG2 ) (460 name
HG2 ) (460 name
HG2 ) (487 name
HG2 ) (490 name
) (460 name
) (483 name
) (485 name
) (485 name
) (488 name
) (487 name
) (488 name
) (491 name
HB* ) (488 name
) (483 name
) (485 name
) (486 name
) (486 name
) (486 name
) (489 name
) (489 name
) (456 name
) (456 name
) (485 name
) (490 name
) (489 name
HB1 ) (490 name
HB2 ) (490 name
) (488 name
) (488 name
) (491 name
) (490 name

HN
HA
HA
HE

HN
HN
HN
HN
HN
HN
HA
HA

HN
HN
HN
HN
HN
HA
HB
HN
HN
HN
HN
HN

HN
HN
HN
HN

NOEs:
HD2%))
HB* ))

HB1 ))
HB2 ))
HD1%)

HA
HA
HN
HA
HN
HA

)
)
)
)
)
)

HB1 ))

HB2 ))

HN

)

HB* ))

((481 name HA

HA ) 5.0
HB* ) 2.7
HN ) 5.0
HG2*) 5.0
HA ) 35
HB* ) 3.5
HN ) 5.0
HH2 ) 5.0
HA ) 35
HA ) 35
HA ) 35
HB* ) 3.5
HN ) 5.0
HN ) 5.0
HN ) 35
HN ) 5.0
HN ) 5.0
HA ) 35
HA ) 50
HA ) 5.0
HB1 ) 3.5
HB2 ) 3.5
HN ) 35
HN ) 35
HD1*) 5.0
HD2*) 5.0
HB* ) 5.0
HN ) 5.0
HN ) 35
HN ) 35
HN ) 35
HD1* 5.0
HG12) 5.0
HN ) 5.0
HN ) 35

(483 name HN ) (482 name HG12) 5.0
(483 name HN ) (482 name HG2*) 5.0
(483 name HA ) (486 name HG2 ) 5.0
(483 name HA ) (486 name HD* ) 5.0

(483
(483
(485
(485
(485
(485
(485
(485
(486
(487
(487
(487
(487
(487
(488
(488
(488
(488
(489
(489
(489
(489
(489
(489
(490
(490
(490
(490
(490
(490
(491
(492

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HB1 ) (480 name HA ) 35
HB2 ) (480 name HA ) 35
HN ) (484 name HA ) 35
HA ) (459 name HD2*) 5.0
HA ) (460 name HB* ) 5.0
HA ) (488 name HG2*) 5.0
HB* ) (456 name HA ) 5.0
HB* ) (437 name HD1*) 5.0
HE ) (460 name HB* ) 5.0
HN ) (460 name HB* ) 5.0
HN ) (486 name HG1l ) 5.0
HA ) (491 name HD* ) 3.5
HD21) (484 name HB* ) 5.0
HD22) (484 name HB* ) 5.0
HG2*) (489 name HN ) 5.0
HG2*) (456 name HD2*) 5.0
HD1*) (437 name HD2*) 5.0
HD1*) (437 name HD1*) 5.0
HN ) (490 name HD1 ) 5.0
HN ) (486 name HA ) 5.0
HA ) (490 name HN ) 3.5
HA ) (490 name HD1 ) 5.0
HB1 ) (490 name HD1 ) 5.0
HB2 ) (490 name HD1 ) 5.0
HD1 ) (460 name HB* ) 5.0
HE1 ) (457 name HA ) 5.0
HE1 ) (489 name HB1l ) 5.0
HE3 ) (486 name HG2 ) 5.0
HH2 ) (461 name HA ) 5.0
Hz2 ) (460 name HB* ) 5.0
HE* ) (487 name HA ) 5.0
HA* ) (493 name HN ) 5.0

) or (434 name HA )) 5.0

((486 name HE ) or (488 name HN )

or (437 name HN )) 5.0
((467 name HN ) or (468 name
((467 name HN ) or (468 name
((467 name HN ) or (468 name
((467 name HN ) or (468 name
((467 name HN ) or (468 name
((467 name HN ) or (468 name
((467 name HN ) or (468 name
((467 name HN ) or (468 name

((448 name
((448 name
((448 name

((448 name

((448 name

HN )) 5.0
HN )) 5.0
HN )) 5.0
HN ) 5.0
HN ) 35
HN ) 5.0
HN ) 35
HN ) 35

HD2*) or (467 name HD1*)

or (481 name HD1*)) 5.0

HD2*) or (467 name HD1*)

or (481 name HD1*)) 5.0

HD2*) or (467 name HD1*)

or (481 name HD1%*)) 5.0

HD2*) or (467 name HD1¥)

or (481 name HD1%¥)
or (437 name HD2*) 5.0

HD2*) or (435 name HD2*)
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or (437 name HD2*) 5.0
((435 name HD1*)) ((442 name HN ) or (445 name HN )

or (448 name HN )

or (471 name HN )) 5.0
((440 name HA )) ((442 name HN ) or (445 name HN )

or (448 name HN )

or (471 name HN )) 5.0
((444 name HD1*)) ((481 name HD2*) or (459 name HD1*)) 3.5
((456 name HD1*)) ((481 name HA ) or (434 name HA )) 5.0
((462 name HG1 )) ((448 name HA ) or (456 name HA )

or (459 name HA )) 3.5
((462 name HG2 )) ((448 name HA ) or (456 name HA )

or (459 name HA )) 3.5
((462 name HG2 )) ((448 name HD2*) or (467 name HD1*)

or (481 name HD1¥*) 5.0
((460 name HB* )) ((485 name HB* ) or (480 name HB* )) 5.0

C.3.2.2. Beschrankung der Diederwinkel aus skalaren Kopplungen.

(431 name c) (432 name n) (432 name ca) (432 name c) -60 20
(432 name c) (433 name n) (433 name ca) (433 name c) -60 20
(434 name c) (435 name n) (435 name ca) (435 name c) -60 20
(436 name c¢) (437 name n) (437 name ca) (437 name c) -60 20
(437 name c) (438 name n) (438 name ca) (438 name c) -60 20
(439 name c) (440 name n) (440 name ca) (440 name c) -120 40
(440 name c) (441 name n) (441 name ca) (441 name c) -120 40
(442 name c) (443 name n) (443 name ca) (443 name c) -60 20
(443 name c) (444 name n) (444 name ca) (444 name c) -60 20
(449 name c) (450 name n) (450 name ca) (450 name c) -60 20
(450 name c) (451 name n) (451 name ca) (451 name c) -120 40
(452 name c¢) (453 name n) (453 name ca) (453 name c) -120 40
(455 name c) (456 name n) (456 name ca) (456 name c) -60 20
(456 name c¢) (457 name n) (457 name ca) (457 name c) -60 20
(457 name c) (458 name n) (458 name ca) (458 name c) -60 20
(463 name c) (464 name n) (464 name ca) (464 name c) -60 20
(464 name c) (465 name n) (465 name ca) (465 name c) -60 20
(472 name c¢) (473 name n) (473 name ca) (473 name c) -120 40
(473 name c) (474 name n) (474 name ca) (474 name c) -120 40
(474 name c) (475 name n) (475 name ca) (475 name c) -60 20
(475 name c) (476 name n) (476 name ca) (476 name c) -60 20
(477 name c) (478 name n) (478 name ca) (478 name c) -60 20
(479 name c) (480 name n) (480 name ca) (480 name c) -60 20
(481 name c) (482 name n) (482 name ca) (482 name c) -60 20
(482 name c) (483 name n) (483 name ca) (483 name c) -60 20
(483 name c) (484 name n) (484 name ca) (484 name c) -60 20
(485 name c) (486 name n) (486 name ca) (486 name c) -60 20
(486 name c) (487 name n) (487 name ca) (487 name c) -60 20

C.3.2.3. Abstandsbeschrankungen aus H/D—Austauschexperimenten.

(434 name HN) (431 name O) 2.3 (466 name HN) (463 name O) 2.3
(434 name N ) (431 name O) 3.3 (466 name N ) (463 name O) 3.3
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(435
(435
(436
(436
(446
(446
(449
(449
(450
(450
(451
(451
(452
(452
(460
(460
(462
(462

(431
(432
(433
(437
(438
(439
(440
(443
(444
(446
(450
(451
(452
(456
(457
(458

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HN) (431
N ) (431
HN) (432
N ) (432
HN) (443
N ) (443
HN) (445
N ) (445
HN) (446
N ) (446
HN) (448
N ) (448
HN) (449
N ) (449
HN) (456
N ) (456
HN) (459
N ) (459

name O) 2.3

name

0) 33

name O) 2.3

name

0) 33

name O) 2.3

name

0) 33

name O) 2.3

name

0) 33

name O) 2.3

name

0) 33

name O) 2.3

name

0) 33

name O) 2.3

name

0) 33

name O) 2.3

name

0) 33

name O) 2.3

name

N) (431 name

N) (432
N) (433
N) (437
N) (438
N) (439
N) (440
N) (443
N) (444
N) (446
N) (450
N) (451
N) (452
N) (456
N) (457
N) (458

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

0) 33

(467
(467
(478
(478
(480
(480
(482
(482
(483
(483
(484
(484
(488
(488
(489
(489
(490
(490

HN) -1.797
HN) -1.882
HN) -4.542
HN)  4.410
HN)  4.793
HN) -4.208
HN) -1.764
HN) -5.785
HN) -4.822
HN) -8.303
HN) -6.712
HN) -2.952
HN)  0.999
HN) -4.565
HN)  0.302
HN) -0.244

name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name
name

HN) (463 name O) 2.3
N ) (463 name O) 3.3
HN) (474 name O) 2.3
N ) (474 name O) 3.3
HN) (476 name O) 2.3
N ) (476 name O) 3.3
HN) (478 name O) 2.3
N ) (478 name O) 3.3
HN) (479 name O) 2.3
N ) (479 name O) 3.3
HN) (480 name O) 2.3
N ) (480 name O) 3.3
HN) (484 name O) 2.3
N ) (484 name O) 3.3
HN) (485 name O) 2.3
N ) (485 name O) 3.3
HN) (486 name O) 2.3
N ) (486 name O) 3.3

(461 name N) (461 name HN)
(462 name N) (462 name HN)
(463 name N) (463 name HN)
(464 name N) (464 name HN)
(472 name N) (472 name HN)
(475 name N) (475 name HN)
(476 name N) (476 name HN)
(480 name N) (480 name HN)
(482 name N) (482 name HN)
(483 name N) (483 name HN)
(484 name N) (484 name HN)
(486 name N) (486 name HN)
(487 name N) (487 name HN)
(488 name N) (488 name HN)
(489 name N) (489 name HN)
(490 name N) (490 name HN)
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C.3.2.4. Beschrankungen aus dipolaren Restkopplungen.

6.319
-7.475
7.992
11.001
-3.878
-3.783
-3.106
-1.328
-4.305
-4.554
0.472
-4.061
-2.413
1.269
-2.905
-5.633
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